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基于高分辨质谱和代谢组学技术对不同银杏叶制剂

差异成分的快速分析

曹国秀，陆文捷，叶　慧，田　扬，郝海平

（中国药科大学药物代谢动力学重点实验室，南京 ２１０００９）

摘　要　采用高效液相色谱串联四极杆飞行时间质谱法（ＨＰＬＣＱ／ＴＯＦＭＳ），利用代谢组学技术，比较银杏叶制剂组成成
分的差异，包括银杏叶滴丸、银杏酮酯滴丸、银杏叶提取物片。采用ＸＳＥＬＥＣＴＨＳＳＴ３色谱柱（４６ｍｍ×１５０ｍｍ，３５μｍ），
以０１％甲酸水乙腈为流动相，柱温为４０℃进行色谱分离，采用ＥＳＩＱ／ＴＯＦ检测，负离子模式扫描。采用偏最小二乘判别
分析方法（ＰＬＳＤＡ）进行数据统计，比较不同银杏叶制剂中的差异成分。结果表明，采用高分辨质谱鉴定了２１种银杏叶提
取物片与银杏叶滴丸的差异成分，其中滴丸中含量大于银杏叶提取物片的有７种，主要是黄烷醇类化合物，银杏叶提取物
片中含量大于滴丸的有１４种，多数是有机酸类化合物。鉴定了银杏叶滴丸与银杏酮酯滴丸的１２种差异成分，其中银杏叶
滴丸中含量大于酮酯滴丸的有７种，主要是黄烷醇类化合物，酮酯滴丸中含量大于银杏叶滴丸的有５种，主要是金松双黄
酮和有机酸。结果阐明了不同厂家的银杏叶制剂之间的差异物质，为建立更完善的银杏制剂质控标准提供了科学指导。
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　　银杏叶（ＧｉｎｋｇｏＢｉｌｏｂａＬｉｎｎ）提取物成分复
杂，目前已发现的有１６０多种，研究证实其有效成
分主要为银杏黄酮类和银杏萜内酯类化合物［１－２］。

银杏黄酮类化合物主要是由槲皮素、山柰酚和异鼠

李素等黄酮苷元及其与葡萄糖或鼠李糖等单糖连

接的糖苷组成，主要表现为清除自由基、抗脂质过

氧化等作用［３－５］。银杏萜内酯化合物主要包括二

萜类和倍半萜类，其中，二萜类主要包括银杏内酯

Ａ、Ｂ、Ｃ等，倍半萜主要为白果内酯。银杏内酯是
选择性的血小板活化因子拮抗剂，具有治疗阿尔兹

海默病的辅助作用，表现出一定的脑保护作用，而

白果内酯可以抑制ＧＡＢＡ受体［６－８］。

目前关于银杏叶提取物的提取方法根据提取

溶剂的不同主要有３种：（１）国际上标准的银杏提
取物系按Ｓｃｈｗａｂｅ专利工艺生产的银杏叶提取物，
银杏叶以丙酮／水提取制成提取物，主要制剂是德
国生产的银杏叶提取物片。（２）《中华人民共和国
药典》（２０１５年版）上的银杏叶提取物（全提取物）
是以乙醇／水加热回流提取，银杏叶滴丸制剂则是
根据我国药典的提取方法生产制备的。（３）银杏
酮酯是我国自主研发的一种新的银杏叶标准提取

物，是将银杏叶中的主要组成成分（银杏内酯和银杏

黄酮）高度富集的提取物，银杏酮酯滴丸则是该标准

提取物的代表制剂［９－１０］。银杏叶制剂的质量控制指

标为银杏黄酮高于２４％，银杏内酯高于６％，对其他
可能的有效成分未进行含量规定，上述主要的３种
制剂尽管都满足质控标准，但其他成分的相对含量

则有较大的差别，因此对其差异成分的研究则尤为

重要［１１－１３］。

代谢组学技术对于大量样品组间差异的研究

具有极大优势，能够将原始的反映样品信息的复杂

数据（比如 ＨＰＬＣ／ＭＳ数据，ＧＣ／ＭＳ数据和 ＮＭＲ
数据等）经过一系列的降维处理，筛选出能够反映

复杂数据主要信息的简单维度的成分［１４］。常用的

的代谢组学数据分析技术有主成分分析（ＰＣＡ），偏
最小二乘判别分析（ＰＬＳＤＡ）和聚类分析等。ＰＬＳ
ＤＡ利用降维的思想，把多指标的数据转化为少数
几个综合指标（即主成分）可以表征的数据。因

此，在大量原始数据产生的复杂模型中无法直观发

现样品组间差异时，则可以利用 ＰＬＳＤＡ分析，通
过一系列的降维分析，利用最小二乘法原理找到样

品间的最大差异。

因此，本研究建立了适用于银杏叶制剂复杂成

分分析和鉴定的色谱质谱条件，通过高分辨质谱进

行中药成分的全扫描分析，结合偏最小二乘判别分

析策略进行差异化合物的筛选，并且将精确的质荷

比及二级质谱信息与数据库或参考文献进行匹配，

完成化合物的鉴定。本研究中一共鉴定了２１种银
杏叶提取物片与银杏叶滴丸的差异成分，其中银杏

叶滴丸中含量大于银杏叶提取物片的有７种，主要
是黄烷醇类化合物，银杏叶提取物片中含量大于银

杏叶滴丸的有１４种，多数是有机酸类化合物。进
一步鉴定了银杏叶滴丸与酮酯滴丸的１２种差异成
分，其中银杏叶滴丸中含量大于酮酯滴丸的有 ７
种，主要是黄烷醇类化合物，酮酯滴丸中含量大于

银杏叶滴丸的有５种，主要是金松双黄酮和有机酸
类。该研究为阐明银杏叶制剂的差异物质组研究

提供依据，为建立更合理的质量控制标准及进一步

阐明各银杏叶制剂之间的药效差异提供借鉴。

!

　材　料

１１　仪　器
ＴｒｉｐｌｅＴＯＦ５６００（美国ＡＢＳＣＩＥＸ公司）配有岛

津高效液相仪（日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司），Ａｎａｌｙｓｔ
１６１工作站，ＣＢＭ２０Ａ系统控制器，ＳＩＬ２０ＡＣ自
动进样器，ＬＣ２０ＡＢ二元泵，ＣＴＯ２０ＡＣ柱温箱，

２４４
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ＤＧＵ２０Ａ５型在线脱气机。ＭｉｌｌｉＱＧｒａｄｉｅｎｔＡ１０超
纯水器（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ＩＥＣ低温高速离心机
（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＳａｖａｎｔＳＰＤ２０１０离心浓缩装
置（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）。
１２　药品与试剂

银杏叶滴丸（浙江万邦德制药有限公司）；银

杏酮酯滴丸（浙江九旭药业有限公司）；银杏叶提

取物片（德国威玛舒培博士药厂）。东莨菪内酯

（纯度 ＞９８％，成都普菲德生物科技有限公司）。
实验室用水均由 ＭｉｌｌｉＱＧｒａｄｉｅｎｔＡ１０超纯水器制
备；甲醇、乙腈为色谱纯试剂（德国默克集团）。

"

　方　法

２１　样品前处理方法
储备液的制备：银杏叶滴丸（每丸相当于银杏

叶提取物１６ｍｇ），取１０丸，称重后研磨，计算滴丸
重量的平均值，称量相当于０６２５丸的重量（相当
于银杏提取物１０ｍｇ），用含１０μｇ／ｍＬ内标（东莨
菪内酯）的甲醇稀释成１ｍｇ／ｍＬ的溶液（ｎ＝５）；银
杏酮酯滴丸（每丸相当于银杏提取物１０ｍｇ），取１０
丸，称重后研磨，计算平均值，称量相当于一丸的重

量（相当于银杏提取物１０ｍｇ），用含１０μｇ／ｍＬ内
标（东莨菪内酯）的甲醇稀释成 １ｍｇ／ｍＬ的溶液
（ｎ＝５）；银杏叶提取物片剂（每片含有银杏提取物
４０ｍｇ），取５片，称重后研磨，称量相当于０２５片的
重量（相当于银杏提取物１０ｍｇ），用含１０μｇ／ｍＬ内
标（东莨菪内酯）的甲醇稀释成 １ｍｇ／ｍＬ的溶液
（ｎ＝５）。以上溶液超声１ｈ，静置１０ｍｉｎ，１８０００ｒ／
ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后，取上清液于 ＥＰ管中作为储备
液备用。进样时，取储备液 ５０μＬ，加入甲醇 ４５０
μＬ，１８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，离心２次后，取上清
液准备进样。

２２　色谱与质谱条件
色谱柱为ＸＳＥＬＥＣＴＨＳＳＴ３柱（４６ｍｍ×１５０

ｍｍ，３５μｍ），流动相：水相为含有０１％甲酸的水
溶液，有机相为乙腈，流速为０７ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为
４０℃。采用梯度洗脱方式进行色谱分离，梯度洗
脱的条件：０～３ｍｉｎ，５％Ｂ；３～４ｍｉｎ，５％～３０％ Ｂ；
４～１２ｍｉｎ，３０％～６０％ Ｂ；１２～１３ｍｉｎ，６０％～９５％
Ｂ；１３～１５ｍｉｎ，９５％Ｂ；１５～１６ｍｉｎ，９５％ ～５％Ｂ；
１６～２０ｍｉｎ，５％Ｂ。

质谱检测方法：ＥＳＩ离子源，负离子模式检测，

质谱扫描范围：ｍ／ｚ１００～１０００，离子喷雾电压设
定为－４５ｋＶ，喷雾温度设定为５５０℃，雾化气、辅
助气和气帘气均为氮气，分别设定为５０，５０，３０ｐｓｉ
（１ｐｓｉ＝６８９５Ｐａ）。ＴＯＦＭＳ扫描时去簇电压
（ＤＰ）和碰撞能量（ＣＥ）分别设为 －１００和 －１０Ｖ。
进行ＭＳ／ＭＳ碎裂时，去簇电压和碰撞能量分别设
为－１００和－３０Ｖ。进样过程中精确相对分子量
的校准采用ＥａｓｙＭａｓｓＡｃｃｕｒａｃｙ装置。
２３　统计学分析

将质谱分析所得的 Ｗｉｆｆ格式的原始数据导入
配套的ＭａｒｋｅｒＶｉｅｗ（美国 ＡＢＳＣＩＥＸ公司）工作站
中，对色谱峰进行对齐，将各批次所得数据用内标

进行校正，软件将自动运行并产生一个包含前体离

子（ｍ／ｚ），保留时间和峰面积的矩阵。将产生的多
元数据矩阵导入 ＳＩＭＣＡＰ（瑞典 Ｕｍｅｔｒｉｃｓ公司）中
进行偏最小二乘判别分析（ＰＬＳＤＡ），选出变量重
要性因子（ＶＩＰ）＞１的候选化合物，这些候选化合
物都通过提取其离子色谱峰并手动检查后，剔除掉

可能的加合峰、二聚体、同位素峰等假阳性结果。

随后对其进行ｔ检验分析，挑选出Ｐ＜００５的有显
著性差异的化合物。将化合物的精确质荷比导入

ＰｅａｋＶｉｅｗ（美国 ＡＢＳＣＩＥＸ公司）软件中计算出可
能的化学分子式，并且根据二级碎片信息与 Ｃｈｅｍ
Ｓｐｉｄｅｒ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｃｈｅｍｓｐｉｄｅｒｃｏｍ／）以及
相关文献进行对比，对筛选出的差异化合物进行鉴

定。根据差异化合物的精确质荷比以及保留时间

信息，应用ＭｕｌｔｉＱｕａｎｔ（美国ＡＢＳＣＩＥＸ公司）软件，
对这些化合物在不同制剂中的含量进行相对定量。

#

　结　果

３１　银杏叶制剂色谱质谱分析
将３种银杏产品按照上述样品处理方法进行

前处理后，通过 ＨＰＬＣＱ／ＴＯＦＭＳ分析，所获取的
负离子模式下总离子流图见图１Ａ，其总离子流图
表明３种银杏叶制剂中多数成分是相同的，但是有
少数成分的含量存在显著差异。将所得的质谱原

始数据进行色谱峰对齐，峰面积数据用内标归一化

后，产生一个包含前体离子（ｍ／ｚ），保留时间和峰
面积的矩阵。剔除该矩阵中可能的加合峰、二聚

体、同位素峰等假阳性结果。根据矩阵中的质荷比

以及保留时间对这些化合物在不同制剂中的含量

进行相对定量，根据定量结果，分析不同制剂组成

３４４
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成分的相对含量，如图１Ｂ，同一制剂的组内分析
结果表明样品的重复性较好，不同制剂间的热图分

析进一步表明３种制剂的组成成分具有显著差异，

对这些差异成分进行鉴定则对药效物质基础的研

究具有重要意义。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＱｕａｌｉｔａｔｉｖｅａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｒｅｅＧｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓｂａｓｅｄｏｎＨＰＬＣＱ／ＴＯＦＭＳ
Ａ：ＴｏｔａｌｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｒｅｅＧｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ；Ｂ：ＨｅａｔｍａｐｉｌｌｕｓｔｒａｔｅｓｄｉｓｔｉｎｃｔｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓｏｆｈｅｒｂａｌｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｎｔｈｒｅｅＧｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａ
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ（ｎ＝５）
ＤＷ：ＹｉｎｘｉｎｇｙｅＤｉｗａｎ；ＪＮＤ：ＥｘｔｒａｃｔｏｆＧｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａｌｅａｖｅｓｔａｂｌｅｔｓ；ＴＺ：ＹｉｎｘｉｎｇｔｏｎｇｚｈｉＤｉｗａｎ

３２　基于代谢组学技术的银杏叶制剂差异成分的
筛选及鉴定

银杏叶滴丸是按照《中华人民共和国药典》

（２０１５年版）规定的提取溶剂（醇／水体系）进行提取
的，但目前没有文献报道过国内标准提取物和按照

德国专利生产制备的银杏叶提取物片剂的成分差

异，因此研究首先考察了银杏叶滴丸和银杏叶提取

物片剂这两种制剂的差异成分。银杏酮酯滴丸是在

醇／水体系提取的基础上进一步纯化银杏黄酮和银
杏内酯的产品，因此比较银杏酮酯滴丸和银杏叶滴

丸制剂的差异成分，考察同一提取体系，方法改变后

对组成成分含量的影响。

差异成分筛选时采用了 ＰＬＳＤＡ分析策略，利
用专门的软件将多维的复杂数据降维成由几个简

单维度组成的数据模型，从而快速筛选复杂样品组

间的最大差异，减少了多指标选择的工作量。组间

差异的筛选是根据少数几个主成分来判定的，但是

这几个简单的指标可以保留绝大部分原始数据的

信息，在保持信息准确性的基础上减少计算工作

量。因此，研究中采用了 ＰＬＳＤＡ分析方法，评价
银杏叶滴丸和银杏叶提取物片剂、银杏叶滴丸和银

杏酮酯滴丸制剂的组间差异成分，客观而合理地筛

选出反映两种制剂间差异的主成分。

３２１　银杏叶滴丸与银杏叶提取物片制剂的比较
　考察银杏叶滴丸与银杏叶提取物片两种制剂的
成分差异，将包含前体离子（ｍ／ｚ）和峰面积的矩阵
导入 ＳＩＭＣＡＰ中进行 ＰＬＳＤＡ分析（Ｒ２Ｘ：０９７４，
Ｒ２Ｙ：０９９０，Ｑ２：０９８６，Ｒ２Ｙ接近于１，表明模型拟
合可靠）。如图２Ａ所示，银杏叶滴丸与银杏叶提
取物片两种制剂成分分析的得分图，从得分图可以

观察样品的聚集以及离散程度，即样品分布点越聚

集则说明这些样品中所含有的成分组成及含量越

接近，反之样品点较为离散时则说明组成成分及含

量在制剂之间差异较大。该得分图表明银杏叶滴丸

以及银杏叶提取物片样品在第一主成分得分上有明

显差异，在第二主成分上也具有一定的差异（横坐

标、纵坐标分别表示第一、第二主成分得分），进一步

分析发现这两组样品分布在不同的区域，说明样品

间具有明显的组间差异，即这两种制剂的组成成分

以及成分含量具有明显差异。对同一组的样品点分

析可以发现银杏叶提取物片组内的差异大于银杏叶

滴丸的组内差异，提示进样的重复性良好。

４４４
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Ｆｉｇｕｒｅ２　ＰＬＳＤＡａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｒｅｅＧｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ（Ａ）ＴｈｅｓｃｏｒｅｐｌｏｔｏｆｔｗｏＧｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ（ＹｉｎｘｉｎｇｙｅＤｉｗａｎａｎｄｅｘｔｒａｃｔｏｆ
Ｇｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａｌｅａｖｅｓｔａｂｌｅｔｓ）；（Ｂ）ＴｈｅｓｃｏｒｅｐｌｏｔｏｆｔｗｏＧｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ（ＹｉｎｘｉｎｇｙｅＤｉｗａｎａｎｄＹｉｎｘｉｎｇｔｏｎｇｚｈｉＤｉｗａｎ）

　　按照“２３”项下的统计方法进行数据分析后，
对筛选出的差异化合物进行鉴定。对筛选出的化

合物的鉴定结果，精确质荷比及保留时间等信息见

表１。

Ｔａｂｌｅ１　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓｔｈａｔｅｘｈｉｂｉｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｂｕｎｄａｎｃｅｌｅｖｅｌｓｉｎＹｉｎｘｉｎｇｙｅＤｉｗａｎａｎｄｅｘｔｒａｃｔｏｆＧｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａｌｅａｖｅｓｔａｂｌｅｔｓ

Ｎｏ ｔＲ／ｍｉｎ ｍ／ｚ Ｆｒａｇｍｅｎｔｉｏｎ Ｆｏｒｍｕｌａ　　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ａｒｅａｒａｔｉｏ（ＪＮＤ／ＤＷ）
１ ７９４ １３７０２４ ９３０３５ Ｃ７Ｈ６Ｏ３ ｐＨｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ ７４１５
２ ２４１ １７３０４６ １３７０２５ Ｃ７Ｈ１０Ｏ５ Ｓｈｉｋｉｍｉｃａｃｉｄ ７１７５
３ ８０５ １６７０３５ １５３０２６ Ｃ８Ｈ８Ｏ４ Ｖａｎｉｌｌｉｃａｃｉｄ ２８８７
４ ７４０ １５３０２１ １０８０２１ Ｃ７Ｈ６Ｏ４ Ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃａｃｉｄ ２８３９
５ ７９４ １７９０３６ １３５０４５ Ｃ９Ｈ８Ｏ４ Ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ １１５５
６ ７１８ ２０４０３１ １６００４０ Ｃ１０Ｈ７ＮＯ４ ６Ｈｙｄｒｏｘｙｋｙｎｕｒｅｎｉｃａｃｉｄ ７３３
７ ８７０ １６３０４１ １１９０５０ Ｃ９Ｈ８Ｏ３ ｐＣｏｕｍａｒｉｃａｃｉｄ ４７３
８ １０２７ ２８５０４１ ２４３０３０ Ｃ１５Ｈ１０Ｏ６ Ｌｕｔｅｏｌｉｎ ３８０
９ ２４１ １９１０５７ ９３０３３ Ｃ７Ｈ１２Ｏ６ Ｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ ３３５
１０ ８３４ ３５３０８５ １９１０５７ Ｃ１６Ｈ１８Ｏ９ Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ ２９２
１１ ７８５ １９３０５０ １７８０２６ Ｃ１０Ｈ１０Ｏ４ Ｆｅｒｕｌｉｃａｃｉｄ ２７８
１２ ９２９ ３０１０３６ １５１００４ Ｃ１５Ｈ１０Ｏ７ Ｑｕｅｒｃｅｔｉｎ ２５４
１３ １０８６ ４０７１３６ ３８９１２６ Ｃ２０Ｈ２４Ｏ９ ＧｉｎｋｇｏｌｉｄｅＡ ２４８
１４ １１９６ ５３７０８３ ３７５０５１ Ｃ３０Ｈ１８Ｏ１０ Ａｍｅｎｔｏｆｌａｖｏｎｅ ２４５
１５ １５８０ ５７９１３０ ５４７１０１ Ｃ３３Ｈ２４Ｏ１０ Ｓｃｉａｄｏｐｉｔｙｓｉｎ ０４７
１６ １４９９ ５６５１１５ ５３３０８８ Ｃ３２Ｈ２２Ｏ１０ Ｇｉｎｋｇｅｔｉｎ ０３８
１７ ２４３ ６０９１２６ ３０５０６６ Ｃ３０Ｈ２６Ｏ１４ Ｐｒｏｄｅｌｐｈｉｎｉｄｉｎ ０２７
１８ ７３０ ３０５０６７ ２１９０６６ Ｃ１５Ｈ１４Ｏ７ Ｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ ０２５
１９ １４５０ ２８３０６２ １５１００４ Ｃ１６Ｈ１２Ｏ５ Ａｃａｃｔｅｉｎ ０２４
２０ ９３１ ３１７０３１ ２４５０４４ Ｃ１５Ｈ１０Ｏ８ Ｍｙｒｉｃｅｔｉｎ ０２１
２１ ７５９ ２８９０７２ ２４５０８１ Ｃ１５Ｈ１４Ｏ６ Ｃａｔｅｃｈｉｎ ０１５

　　为了比较差异化合物在两种制剂中的含量，对
其代表性的差异化合物进行色谱峰提取。比如，图

３Ａ和图４Ａ分别是前体离子是１７３０４６的化合
物的提取离子流图和该化合物的二级质谱信息，图

３Ｂ和图４Ｂ分别是前体离子是１３７０２４的化合物
的提取离子流图和该化合物的二级质谱信息，图

３Ｃ和图４Ｃ分别是前体离子是２８９０７０的化合物
的提取离子流图和该化合物的二级质谱信息。两

种制剂中３个典型差异化合物的提取离子流色谱
图的比较，进一步表明了这些差异化合物在两种制

剂的含量是有差异的。进一步对这些差异化合物

进行定量分析，根据所鉴定的化合物的质荷比以及

保留时间信息对这些化合物进行相对定量，并计算

这些化合物在两种制剂中相对含量的比值，结果表

明一共鉴定了２１种差异成分，其中银杏叶滴丸中

含量大于银杏叶提取物片的有７种化合物（图５
Ａ），主要是黄烷醇类化合物（包括儿茶素、没食子
儿茶素和前翠华素）；银杏叶提取物片中含量大于

银杏叶滴丸的化合物有１４个（图５Ｂ和５Ｃ），主
要是儿茶素类化合物。表１总结了银杏叶提取物
片与银杏叶滴丸制剂的差异物质及该物质在两种

制剂中的相对定量的比值（“ＪＮＤ／ＤＷ”表示化合
物在银杏叶提取物片与银杏叶滴丸中的相对含量

的比值）。结果表明了银杏叶提取物片和银杏叶

滴丸最明显的差异物质是有机酸类化合物，其中对

羟基苯甲酸和莽草酸在银杏叶提取物片剂中的相

对含量是银杏叶滴丸制剂中的７４倍，而且银杏叶
提取物片剂中含量高于银杏叶滴丸制剂１０倍以上
的化合物均是有机酸类化合物，而儿茶素和没食子

儿茶素在银杏叶滴丸。

５４４
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Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ（ＸＩＣ）ｏｆｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓｔｈａｔｅｘｈｉｂｉｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｂｕｎｄａｎｃｅｌｅｖｅｌｓｉｎＹｉｎｘｉｎｇｙｅＤｉｗａｎａｎｄｅｘｔｒａｃｔｏｆ
Ｇｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａｌｅａｖｅｓｔａｂｌｅｔｓ
Ａ：ＸＩＣｏｆｔｈｅｐｒｅｃｕｒｓｏｒｉｏｎａｔｍ／ｚ１７３０４ｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎＹｉｎｘｉｎｇｙｅＤｉｗａｎａｎｄｅｘｔｒａｃｔｏｆＧｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａｌｅａｖｅｓｔａｂｌｅｔｓ；Ｂ：ＸＩＣｏｆｔｈｅｐｒｅｃｕｒｓｏｒｉｏｎａｔｍ／
ｚ１３７０２ｉｎＹｉｎｘｉｎｇｙｅＤｉｗａｎａｎｄｅｘｔｒａｃｔｏｆＧｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａｌｅａｖｅｓｔａｂｌｅｔｓ；Ｃ：ＸＩＣｏｆｔｈｅｐｒｅｃｕｒｓｏｒｉｏｎａｔｍ／ｚ２８９０７ｉｎＹｉｎｘｉｎｇｙｅＤｉｗａｎａｎｄｅｘｔｒａｃｔｏｆ
Ｇｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａｌｅａｖｅｓｔａｂｌｅｔｓ

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＣｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇＭＳ／ＭＳｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓｔｈａｔｅｘｈｉｂｉｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｂｕｎｄａｎｃｅｌｅｖｅｌｓｉｎＹｉｎｘｉｎｇｙｅＤｉｗａｎａｎｄｅｘｔｒａｃｔｏｆ
Ｇｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａｌｅａｖｅｓｔａｂｌｅｔｓ
Ａ：ＭＳ／ＭＳｍａｓｓｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅｐｒｅｃｕｒｓｏｒｉｏｎａｔｍ／ｚ１７３０４；Ｂ：ＭＳ／ＭＳｍａｓｓｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅｐｒｅｃｕｒｓｏｒｉｏｎａｔｍ／ｚ１３７０２；Ｃ：ＭＳ／ＭＳｍａｓｓｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅ
ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｉｏｎａｔｍ／ｚ２８９０７

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓｔｈａｔｅｘｈｉｂｉｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｂｕｎｄａｎｃｅｌｅｖｅｌｓｉｎＹｉｎｘｉｎｇｙｅＤｉｗａｎａｎｄｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｏｆＧｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａｌｅａｖｅｓｔａｂｌｅｔｓ
（Ａ）ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈａｔｃｏｍｐｏｕｎｄｓｃｏｎｔｅｎｔｗｅｒｅｈｉｇｈｉｎＹｉｎｘｉｎｇｙｅＤｉｗａｎ；（ＢａｎｄＣ）ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈａｔｃｏｍｐｏｕｎｄｓｃｏｎｔｅｎｔｗｅｒｅｈｉｇｈｉｎｅｘｔｒａｃｔｏｆＧｉｎｋｇｏ
ｂｉｌｏｂａｌｅａｖｅｓｔａｂｌｅｓ（珋ｘ±ｓ；ｎ＝５）
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３２２　银杏叶滴丸与银杏酮酯滴丸制剂的比较　
考察银杏叶滴丸与酮酯滴丸的差异成分，比较提取

方法纯化后两种制剂组成成分的差异，对两种制剂

进行了 ＰＬＳＤＡ分析（图 ２Ｂ，Ｒ２Ｘ：０９１２，Ｒ２Ｙ：
０９９８；Ｑ２：０９９４），结果表明银杏叶滴丸与银杏酮
酯滴丸存在成分含量的差异。筛选出ＶＩＰ＞１的候
选化合物，按照上述方法对候选化合物进行鉴定，

这些差异化合物的鉴定信息在表２中进行了总结。
根据所鉴定的化合物的质荷比以及保留时间对这

些化合物进行相对定量（“ＤＷ／ＴＺ”表示化合物在
银杏叶滴丸与酮酯滴丸中相对含量的比值），结果

表明，实验鉴定出１２种差异成分，其中银杏叶滴丸
中含量大于银杏酮酯滴丸的有７种化合物（图６
Ａ），主要是黄烷醇类化合物（儿茶素、没食子儿茶
素和前翠华素）；银杏酮酯滴丸中含量大于银杏叶

滴丸的有５种化合物，主要是金松双黄酮和有机酸
类（图６Ｂ）。研究结果表明了银杏酮酯滴丸与银
杏叶滴丸组成成分的相对含量存在显著差异，说明

同样的提取溶剂，经过对银杏黄酮和银杏内酯两类

化合物进行纯化后，其他有效成分的含量也会发生

改变。因此，为达到质量控制以及统一药效的目

的，需要对其提取溶剂以及步骤进行详细的规定。

表２总结了银杏叶滴丸与银杏酮酯滴丸两种制剂

中的差异物质及该物质在两种制剂中的相对含量

的比值，莽草酸在银杏叶滴丸中的含量是银杏酮酯

滴丸中的５倍左右，方法改变后莽草酸化合物的含
量进一步下降。上述研究表明了同一种提取溶剂

下，其化合物的含量比值最高是５倍，而且差异化
合物的种类较多，如银杏叶滴丸高于银杏酮酯滴丸

的化合物有有机酸类、黄烷醇类、黄酮醇类等，而银

杏酮酯滴丸中含量高于银杏叶滴丸的化合物有有

机酸类、银杏内酯类。

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓｔｈａｔｅｘｈｉｂｉｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ａｂｕｎｄａｎｃｅｌｅｖｅｌｓｉｎＹｉｎｘｉｎｇｙｅＤｉｗａｎａｎｄＹｉｎｘｉｎｇｔｏｎｇｚｈｉＤｉｗａｎ（珋ｘ±ｓ，
ｎ＝５）
（Ａ）ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈａｔｃｏｍｐｏｕｎｄｓｃｏｎｔｅｎｔｗｅｒｅｈｉｇｈｉｎｙｉｎｘｉｎｇｙｅＤｉｗａｎ；
（Ｂ）ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈａｔｃｏｍｐｏｕｎｄｓｃｏｎｔｅｎｔｗｅｒｅｈｉｇｈｉｎＹｉｎｘｉｎｇｔｏｎｇｚｈｉＤｉ
ｗａｎ

Ｔａｂｌｅ２　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓｔｈａｔｅｘｈｉｂｉｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｂｕｎｄａｎｃｅｌｅｖｅｌｓｉｎＹｉｎｘｉｎｇｙｅＤｉｗａｎａｎｄＹｉｎｘｉｎｇｔｏｎｇｚｈｉＤｉｗａｎ
Ｎｏ ｔＲ／ｍｉｎ ｍ／ｚ Ｆｒａｇｍｅｎｔｉｏｎ Ｆｏｒｍｕｌａ　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ａｒｅａｒａｔｉｏ（ＤＷ／ＴＺ）
１ ２４１ １７３０４６ １３７０２４ Ｃ７Ｈ１０Ｏ５ Ｓｈｉｋｉｍｉｃａｃｉｄ ４９５
２ ７５９ ２８９０７２ ２４５０８１ Ｃ１５Ｈ１４Ｏ６ Ｃａｔｅｃｈｉｎ ４５５
３ ２４１ １９１０５７ ９３０３３３ Ｃ７Ｈ１２Ｏ６ Ｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ ３６１
４ ７３０ ３０５０６７ ２１９０６６ Ｃ１５Ｈ１４Ｏ７ Ｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ ３３９
５ １１４４ ２６９０４６ １５１００４ Ｃ１５Ｈ１０Ｏ５ Ａｐｉｇｅｎｉｎ ３３０
６ １０２８ ２８５０４２ ２４３０３０ Ｃ１５Ｈ１０Ｏ６ Ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ ２７１
７ ７１８ ２０４０３１ １６００４０ Ｃ１０Ｈ７ＮＯ４ ６Ｈｙｄｒｏｘｙｋｙｎｕｒｅｎｉｃａｃｉｄ ２５３
８ １０８６ ４０７１３６ ３８９１２７ Ｃ２０Ｈ２４Ｏ９ ＧｉｎｋｇｏｌｉｄｅＡ ０４８
９ ７９４ １３７０２４ ９３０３５ Ｃ７Ｈ６Ｏ３ ｐＨｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ ０３２
１０ ７４０ １５３０２１ １０８０２１ Ｃ７Ｈ６Ｏ４ Ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃａｃｉｄ ０２５
１１ １５８０ ５７９１３０ ５４７１０１ Ｃ３３Ｈ２４Ｏ１０ Ｓｃｉａｄｏｐｉｔｙｓｉｎ ０２５
１２ ７９４ １７９０３６ １３５０４５ Ｃ９Ｈ８Ｏ４ Ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ ０１６

$

　讨　论

本实验首先建立了基于高分辨质谱的银杏叶

制剂复杂成分的分析方法，结合代谢组学数据分析

技术对银杏叶滴丸、银杏叶提取物片和银杏酮酯滴

丸制剂进行差异化合物的筛选与鉴定。样品组间

差异成分的筛选中，尤其是具有复杂成分的中药化

合物的分析中，采用经典的代谢组学技术（ＰＬＳ
ＤＡ）能够快速找到组间的最大差异。在银杏叶滴
丸与银杏叶提取物片的差异成分研究中，共鉴定了

２１种差异化合物，相对定量分析说明了银杏叶滴
丸与银杏叶提取物片以有机酸类化合物的含量差

异最为显著。

临床上，银杏叶制剂主要用于治疗心血管疾
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病，如心绞痛等。尽管针对不同银杏叶制剂的药效

差异研究仍是空白，但是有文献表明咖啡酸等小分

子有机酸类化合物在抗氧化、抗炎、免疫调节方面

表现出独特的生理作用，黄烷醇类化合物具有一定

的抗氧化作用。因此，对于不同银杏叶制剂的差异

成分分析提示不同种类产品存在潜在的药效差异。

不同银杏叶制剂差异成分可能来源于其生产

工艺的不同。银杏叶提取物片是根据德国专利生

产的制剂，作为银杏提取物的“金标准”。其提取

溶剂是丙酮／水体系，与《中华人民共和国药典》
（２０１５年版）规定的醇／水体系不同。研究结果不
同提取溶剂对有机酸类化合物以及黄烷醇类化合

物的含量有显著影响，即丙酮／水体系对有机酸类
化合物的提取效果好，而醇／水溶剂则对黄烷醇类
化合物的提取效率高。银杏叶滴丸与银杏酮酯滴

丸的研究则表明了仅仅对于主要成分（银杏黄酮

与银杏内酯）进行纯化虽然会提高银杏内酯的含

量，但是会影响其他可能的有效成分的相对含量，

如进一步降低有机酸类（莽草酸等）化合物的含

量。目前关于银杏叶制剂的质量控制仅仅是遵循

“２４＋６”的原则，即银杏黄酮的含量为２４％，银杏
内酯为６％，上述３种主要制剂均符合“２４＋６”的
原则。但本实验表明，银杏叶提取物片、银杏叶滴

丸及银杏酮酯滴丸的其他组成成分的相对含量具

有较大的差异，可通过加入有机酸类成分来减少银

杏叶提取物片和银杏滴丸的差异成分或者在提取

剂中加入适量丙酮改善有机酸类化合物的提取效

率。因此，本研究为进一步建立合理的质量控制标

准及药效差异的阐明提供了指导意义。
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