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摘要　目的：建立超高效液相色谱串联三重四极杆质谱测定注射用银杏叶提取物及其制剂中总银杏酸的方法。方法：采
用ＨＬＢ固相萃取净化制剂，ＷａｔｅｒｓＣｏｒｔｅｃｓＴ３色谱柱（５０ｍｍ×２１ｍｍ，２７μｍ），以甲醇１％冰醋酸溶液（９０∶１０）为流动
相，在电喷雾离子化负离子模式下，以多反应监测方式（ＭＲＭ）检测。结果：银杏酸 Ｃ１３：０、Ｃ１５：１、Ｃ１７：１在０～５０ｎｇ／ｍＬ
范围内成良好线性关系，相关系数均大于０９９９；平均加样回收率为９７３％～１１５２％，相对标准偏差（ＲＳＤ）为０３％～
３４％；检出限分别为００３、００６、００４ｍｇ／ｋｇ。结论：本方法可应用于实际样品的测定。
关键词　银杏叶提取物；注射剂；银杏酸Ｃ１３：０；银杏酸Ｃ１５：１；银杏酸Ｃ１７：１；超高效液相色谱三重四极杆质谱；多重反应
监测；固相萃取
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　　银杏叶提取物为银杏科植物银杏的干燥叶经加
工制成的提取物，其主要功效为活血化瘀通络。其

注射剂多用于改善微血管循环、治疗缺血性心脑血

管疾病等。

银杏酸是银杏叶提取物中最主要的毒性物质，

具有潜在的致敏、致突变作用和强烈的细胞毒性作

用［１２］。银杏酸是６烷基或６烯基水杨酸的衍生物，
主要包括银杏酸 Ｃ１３：０、Ｃ１５：０、Ｃ１５：１、Ｃ１７：１、Ｃ１７：
２，化学结构见图１。其中Ｃ１３：０、Ｃ１５：１、Ｃ１７：１占总
银杏酸的 ９４％以上［３］。《中华人民共和国药典》

２０１５年版［４］规定银杏叶提取物中总银杏酸含量不

得过百万分之十。美国药典和欧洲药典以３种银杏
酸含量之和作为总银杏酸含量［５］，规定总银杏酸含

量不得过百万分之五。而注射剂作为高风险剂型，

应当更加严格控制其含量。

目前，文献［６１０］多采用 ＨＰＬＣ法测定银杏叶提取物
中总银杏酸含量，但受限于该方法的灵敏度，检出限

已接近百万分之十的限度，不能满足更加严格的限

量控制要求。为提高灵敏度和专属性，亦有文献采

用ＬＣ／ＭＳ法［１１］、ＧＣ／ＭＳ法［１２］、二维液相色谱法［１３］

等。

图１　银杏酸化学结构

　　作者团队近年来已针对多种基质开发了 ＵＨ
ＰＬＣ／ＭＳ／ＭＳ法测定其中总银杏酸含量（３种主要银
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表１　监测离子对、碰撞能量等质谱条件

名称 母离子 定量离子对 碰撞电压（Ｖ） 定性离子对 碰撞电压（Ｖ）

银杏酸Ｃ１３：０ ３１９２ ３１９２→２７５２ ２５ ３１９２→１０６１ ４９
银杏酸Ｃ１５：１ ３４５２ ３４５２→３０１２ ２１ ３４５２→１１９０ ４９
银杏酸Ｃ１７：１ ３７３３ ３７３３→３２９３ ２９ ３７３３→１０６０ ４９

杏酸Ｃ１３：０、Ｃ１５：１、Ｃ１７：１总量）［１４１５］。因注射用银
杏叶提取物更加严格的限量控制（不得过百万分之

二），且其制剂杏芎氯化钠注射液中银杏叶提取物

含量极低（约１１０μｇ／ｍＬ）、基质复杂（磷酸川芎嗪、
氯化钠等辅料），目前缺乏相关研究。本文建立了

ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ法解决灵敏度问题，采用的固相萃
取前处理技术解决制剂纯化富集的问题。

１　仪器与试药
１１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０超高效液相色谱仪；Ａｇｉ
ｌｅｎｔ６４９５三重四极杆质谱；ＷａｔｅｒｓＣｏｒｔｅｃｓＴ３色谱柱
（５０ｍｍ×２１ｍｍ，２７μｍ）；ＷａｔｅｒｓＯａｓｉｓＨＬＢ固相
萃取柱（规格：１ｇ／２０ｍＬ）。
１２　试剂　银杏酸 Ｃ１３：０对照品（中国食品药品
检定研究院，批号：１１１６９０２００５０１）、银杏酸 Ｃ１５：１
对照品（中国食品药品检定研究院，批号：１１１７６２
２００６０１），银杏酸 Ｃ１７：１对照品（同田生化公司，纯
度９８０％，批号：１６０４０９１６）；甲醇、乙腈、醋酸、甲酸
均为色谱纯。

１３　分析样品　１０批注射用银杏叶提取物和３批
杏芎氯化钠注射液均为生产企业弘和制药有限公司

提供。

２　方法与结果
２１　色谱质谱条件　采用 ＷａｔｅｒｓＣｏｒｔｅｃｓＴ３色谱
柱（５０ｍｍ×２１ｍｍ，２７μｍ），以甲醇１％冰醋酸
溶液（９０∶１０）为流动相，待测成分全部出峰后以甲
醇１％冰醋酸溶液（９９∶１）充分清洗至少１０倍柱体
积；对照品溶液及提取物供试品溶液进样量１μＬ，
注射液进样量５μＬ。

电喷雾离子化（ＥＳＩ）负离子模式；干燥气（Ｎ２）
流速１５Ｌ／ｍｉｎ，温度２２５℃；雾化气（Ｎ２）０２１ＭＰａ；
鞘气（Ｎ２）流速１１Ｌ／ｍｉｎ，温度３００℃；毛细管电压
３０００Ｖ。采用多反应监测方式（ＭＲＭ）检测，监测
离子、碰撞能量等参数见表１。
２２　对照品溶液的制备　分别取银杏酸 Ｃ１３：０对
照品、银杏酸 Ｃ１５：１对照品、银杏酸 Ｃ１７：１对照品
适量，精密称定，加甲醇制成各含 ５０ｎｇ／ｍＬ、
２０ｎｇ／ｍＬ、１０ｎｇ／ｍＬ、５ｎｇ／ｍＬ、１ｎｇ／ｍＬ、０ｎｇ／ｍＬ的
系列混合溶液，作为对照品溶液。

２３　供试品溶液的制备　１）注射用银杏叶提取

物：取本品粉末约 ０４ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶
中，精密加入甲醇１０ｍＬ，称定重量，超声（功率１８０
Ｗ，频率４２ｋＨｚ）２０ｍｉｎ，放冷，再称定重量，用甲醇
补足减失的重量，滤过，取续滤液，即得。２）杏芎氯
化钠注射液：精密量取样品１０００ｍＬ，上 Ｗａｔｅｒｓｏａ
ｓｉｓＨＬＢ固相萃取柱（规格：１ｇ／２０ｃｃ，预先依次用
１０ｍＬ甲醇和１０ｍＬ水活化）上，用８０％甲醇１０ｍＬ
清洗，弃去洗液，再用甲醇２０ｍＬ洗脱，收集洗脱液
并定容至２５ｍＬ，滤过，取续滤液，即得。
２４　专属性试验　取注射液空白样品（缺银杏叶
提取物），同２３２）制备空白溶液，进样测定，结果
空白无干扰。

２５　线性关系考察　分别取银杏酸 Ｃ１３：０对照
品、银杏酸 Ｃ１５：１对照品、银杏酸 Ｃ１７：１对照品适
量，精密称定，加甲醇制成 ５０ｎｇ／ｍＬ、２０ｎｇ／ｍＬ、
１０ｎｇ／ｍＬ、５ｎｇ／ｍＬ、１ｎｇ／ｍＬ、０ｎｇ／ｍＬ的系列混合
溶液，作为对照品溶液。分别精密吸取对照品溶液

１μＬ，注入液相质谱仪，记录峰面积，以峰面积为纵
坐标，以浓度为横坐标，绘制标准曲线，结果表明，各

银杏酸线性关系良好。见表２。

表２　３种银杏酸的线性关系考察

银杏酸 线性范围 线性方程 相关系数ｒ

Ｃ１３：０ ０～５０ｎｇ／ｍＬ ｙ＝２０４９７９ｘ＋１９０８２ ０９９９８２
Ｃ１５：１ ０～５０ｎｇ／ｍＬ ｙ＝１３８３９７ｘ－８４６３ ０９９９７５
Ｃ１７：１ ０～５０ｎｇ／ｍＬ ｙ＝１４４５２７ｘ－４５１３ ０９９９６７

２６　中间精密度试验　为考察随机变动因素对精
密度的影响，按照拟订的方法，由不同的分析人员在

不同的日期、不同仪器设备对３批样品进行了含量
测定。结果表明，由不同的分析人员在不同的日期、

不同仪器设备上测得的结果基本一致，方法的中间

精密度良好。见表３。

表３　中间精密度（ｍｇ／ｋｇ）

编号 分析员Ａ 分析员Ｂ

１ ０７ ０７
２ ０２ ０２
３ ０３ ０２

２７　供试品溶液稳定性试验　取供试品溶液，分别
于制备好后放置０ｈ、１２ｈ、２１ｈ时进样测定。结果
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表明，银杏酸Ｃ１３：０、Ｃ１５：１和Ｃ１７：１的峰面积ＲＳＤ
分别为８２％、５２％和６２％，基本稳定。
２８　重复性试验　取注射用银杏叶提取物，一式６
份，制备６份供试品溶液，进样测定，记录峰面积，计
算峰面积／称样量，结果表明，方法的重复性良好。
见表４。

表４　重复性试验

银杏酸 峰面积／称样量 ＲＳＤ（％）

Ｃ１３：０ １４２９８９ １４
１４２７７６
１４５６９４
１４１８２１
１３９６６９
１４１０６９

Ｃ１５：１ １５３８１６ ２４
１４７３７０
１５４３０７
１５７８９２
１５７４４０
１５４２３５

Ｃ１７：１ １２８２９１ ３８
１３４５９７
１２５９８９
１３３７３３
１３２６９７
１２２２６７

２９　回收率试验　取注射用银杏叶提取物（经检
测银杏酸 Ｃ１３：０含量 ００５８ｍｇ／ｋｇ，银杏酸 Ｃ１５：１
含量００７６ｍｇ／ｋｇ，银杏酸 Ｃ１７：１含量 ００８３ｍｇ／
ｋｇ），研细，取约０４ｇ，一式九份，精密称定，以三份
为一组，分别添加低（０１２５ｍｇ／ｋｇ）、中（０６２５ｍｇ／
ｋｇ）、高（１２５ｍｇ／ｋｇ）３个水平的对照品溶液，每个
水平做３个平行样，共９份，按上述２３供试品溶液
的制备方法１）和２１色谱质谱条件进行分析。

精密量取杏芎氯化钠注射液（经检测银杏酸

Ｃ１３：０含量４ｎｇ／Ｌ，银杏酸Ｃ１５：１含量５ｎｇ／Ｌ，银杏
酸Ｃ１７：１含量 ８ｎｇ／Ｌ）１０００ｍＬ，一式 ６份，添加
０１μｇ／Ｌ水平的对照品溶液，按上述２３供试品溶
液的制备方法２）和２１色谱质谱条件进行分析。

结果表明，加样回收率良好，方法准确度高。见

表５。
２１０　检出限　三重四极杆质谱因其高度专属性，
噪声较低，以信噪比计算检出限结果易失真。因此

本文以供试品溶液多级稀释，以实际检出浓度作为

检出限。结果银杏酸 Ｃ１３：０、Ｃ１５：１和 Ｃ１７：１的检
出限分别为 ００３ｍｇ／ｋｇ、００６ｍｇ／ｋｇ和 ００４ｍｇ／
ｋｇ，满足总银杏酸百分之二的限度检查要求。

２１１　样品测定结果　对企业提供的１０批注射用
银杏叶提取物和３批杏芎氯化钠注射液进行测定，
银杏酸ＭＲＭ色谱图见图２，结果见表６和表７，均符
合原料百万分之二的限度要求。

表５　回收率和精密度试验

银杏酸

提取物

加样水平

（ｍｇ／ｋｇ）
回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

注射液

加样水平

（μｇ／Ｌ）
回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

Ｃ１３：０ ０１２５ ９８２ ０８ ０１ １１５２ ３４
０６２５ ９９１ １１
１２５ ９９０ １８

Ｃ１５：１ ０１２５ ９９７ １４ ０１ １１１３ ２８
０６２５ ９８３ ０６
１２５ ９７３ ３１

Ｃ１７：１ ０１２５ ９９５ ０５ ０１ ９８７ ２９
０６２５ １００４ １７
１２５ １０１５ ０３

图２　银杏酸ＭＲＭ色谱图

表６　注射用银杏叶提取物测定结果（ｍｇ／ｋｇ）

编号 含量 编号 含量

１ ０７ ６ ０３
２ ０２ ７ ０４
３ ０３ ８ ０４
４ ０３ ９ ０４
５ ０８ １０ ０５

表７　杏芎氯化钠注射液测定结果

编号 含量（μｇ／Ｌ） 折算至提取物中含量（ｍｇ／ｋｇ）

１ ００８ ０７
２ ００２ ０２
３ ００２ ０２

３　讨论
３１　检测指标　银杏酸主要包括５个成分，中华人
民共和国药典２０１５年版一部银杏叶提取物总银杏
酸检查项即以银杏酸Ｃ１３：０（白果新酸）的校正因子

·０２８· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ａｐｒｉｌ．２０１９，Ｖｏｌ．１４，Ｎｏ．４



一测多评５种银杏酸含量。但以ＬＣＭＳ／ＭＳ法测定
总银杏酸含量，无法使用一测多评法，需使用标准品

外标法定量。目前银杏酸 Ｃ１５：０、Ｃ１７：２对照品不
易获得，样品中含量很低，且银杏酸 Ｃ１７：２结构中
含２个双键，顺反异构体较多，目前尚未研究透彻。
且３种银杏酸已占银杏酸总量的９４％以上，美国药
典即以该３种银杏酸含量之和作为总银杏酸含量，
欧洲药典以银杏酸Ｃ１７：１的校正因子一测多评３种
银杏酸含量。故本方法以外标法测定３种含量较高
的银杏酸（Ｃ１３：０、Ｃ１５：１、Ｃ１７：１），足以表征银杏酸
总量。

３２　流动相的选择　比较１％冰醋酸溶液、０１％
冰醋酸溶液、５ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵溶液和５ｍｍｏｌ／Ｌ乙
酸铵溶液（含０１％氨水）４种水相流动相对于银杏
酸质谱响应的影响，发现５ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵溶液（含
０１％氨水）为水相时，响应最高，但色谱保留和峰
形均较差，易导致定量准确性差。１％冰醋酸溶液为
水相时，色谱分离度、峰形均较好，且响应能够满足

灵敏度需要。

银杏酸Ｃ１７：１结构中有一个双键，存在２种顺
反异构体，未完全分离，峰形稍差。因本方法为测定

银杏酸总量，且中华人民共和国药典 ＨＰＬＣ法同样
未将该顺反异构体完全分离，故参照中华人民共和

国药典２０１０年版确定甲醇１％冰醋酸溶液（９０∶１０）
为流动相。

３３　基质效应　色谱中共馏出组分未对待测银杏
酸产生基质效应；但样品中存在部分保留极强残留

于色谱柱中的成分，与后续样品共馏出产生基质增

强效应，可使银杏酸 Ｃ１７：１增强３倍以上。因此待
银杏酸全部出峰后以甲醇１％冰醋酸溶液（９９∶１）充
分清洗色谱峰至少１０倍柱体积，避免基质效应。
３４　制剂采用固相萃取前处理的必要性　杏芎氯
化钠注射液处方中包括磷酸川芎嗪、银杏叶提取物、

氯化钠。如直接进样，磷酸川芎嗪含量过高，可能污

染仪器，并产生基质效应，而氯化钠为非挥发性盐，

对仪器产生永久性伤害。另按处方量折算，需取样

１０００ｍＬ，方可满足检测灵敏度要求。因此样品必
须经富集纯化后方能进样测定。因银杏酸在反相色

谱中保留较强，故采用ＨＬＢ固相萃取柱分离基质与
银杏酸。

３５　制剂与原料银杏酸含量比较　通过测定３批
银杏叶提取物及对应批次的注射液，测定结果表明，

制剂中总银杏酸含量与对应批次的提取物含量基本

一致，制剂工艺未影响总银杏酸含量。见表８。因

此，控制好原料中的银杏酸含量对于本品安全性尤

为重要，而银杏叶提取物制法中的大孔吸附树脂净

化是其中的关键步骤，必须加以严格控制。

表８　制剂与原料总银杏酸含量比较

注射液

编号
批号

含量

（μｇ／Ｌ）
折算至提取物中

含量（ｍｇ／ｋｇ）
对应提取物

批号

含量

（ｍｇ／ｋｇ）
１ ２０１７０５０１ ００８ ０７ １ ０７
２ ２０１７０６１０ ００２ ０２ ２ ０２
３ ２０１７０７０５ ００２ ０２ ３ ０３
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