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混合型固相萃取-UHPLC/MS/MS 法测定银杏酮酯 
滴丸中银杏酸含量 

孙  健 1, 张雪怡 2, 李丽敏 1, 胡  青 1, 诸艳蓉 1, 毛秀红 1, 季  申 1* 

(1. 上海市食品药品检验所, 上海 201203;  2. 上海上药杏灵科技药业股份有限公司, 上海 201703) 

摘要: 建立了超高效液相色谱串联三重四极杆质谱测定银杏酮酯滴丸中银杏酸的方法。采用混合型强阴离
子反相吸附固相萃取净化样品, Waters Cortecs T3色谱柱 (50 mm × 2.1 mm, 2.7 μm), 以乙腈−甲醇−1% 冰醋酸溶

液 (44∶44∶12) 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。银杏酸 C13∶0、
C15∶1、C17∶1分别在 0.2～200、2～200和 4～200 μg·L−1范围内成良好线性关系, 相关系数均大于 0.999; 在
50、250 和 600 μg·kg−1加标水平下的平均加样回收率为 70.8%～95.1%, 相对标准偏差 (RSD) 为 0.7%～8.6%;       
定量限分别为 1、10、20 μg·kg−1。本方法可应用于复杂基质样品的银杏酸测定。 
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Abstract: An analytical method was developed for determination of ginkgolic acids in Yinxing Tongzhi 

Dropping Pills by ultra high performance liquid chromatography-triple quadrupole mass spectrometry.  The 
samples were purified by mix-mode anion exchange and reversed-phase SPE.  A chromatographic column, Waters 
Cortecs T3 (50 mm × 2.1 mm, 2.7 μm), was used with acetonitrile−methanol−1% acetic acid (44∶44∶12) as the 
mobile phase.  The ginkgolic acids were detected by electrospray ionization mass spectrometry in negative 
mode with multiple reaction monitoring (MRM) mode.  Ginkgolic acid C13∶0, C15∶1 and C17∶1 possessed 
good linear correlation in the mass concentration range from 0.2 to 200 μg·L−1, 2 to 200 μg·L−1, 4 to 200 μg·L−1, 
respectively, with the correlation coefficients more than 0.999.  The mean recoveries at spiked levels of           
50, 250 and 600 μg·kg−1 were in the range of 70.8%−95.1%, and the RSDs were 0.7%−8.6%.  The limits of       
quantification were 1, 10, 20 μg·kg−1, respectively.  The method could be applied to the analysis of ginkgolic 
acids in complex matrix samples. 

Key words: ultra high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; mix-mode solid-      
phase extraction; ginkgolic acid; Yinxing Tongzhi Dropping Pills 
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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, 临床
广泛用于冠心病、心绞痛等疾病。银杏酮酯是我国自

主研发的新一代银杏叶提取物, 有效成分总黄酮和
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萜类内酯含量达到 50%以上[1]。 
银杏酸是银杏叶提取物中主要的毒性物质, 具

有致敏性、胚胎毒性、细胞毒性及免疫毒性[2], 应当
在提取生产工艺中有效去除。银杏酸主要包括银杏酸

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]。美国药典以该 3种银杏酸含量之
和作为总银杏酸含量[4]。作者研究组已针对银杏叶提

取物及其片剂和胶囊剂开发了 UHPLC/MS/MS 法测
定其中总银杏酸含量[5]。 

银杏酮酯滴丸是指银杏酮酯原料与适宜的基质

加热熔融混匀, 滴入冷凝介质中制成的球形制剂。所
使用的基质主要为聚乙二醇 6000、泊洛沙姆等高分
子聚合物, 因其基质复杂, 无法使用银杏叶提取物测
定方法[5]进行测定。文献[6, 7]同样多用甲醇直接超声

提取后测定, 亦无法应用于复杂基质中。 
因此, 复杂基质中银杏酸的测定存在方法空白, 

必须采用专属性的前处理方法对复杂样品进行纯化

后, 以三重四极杆质谱法测定其中银杏酸含量, 保障
用药安全。 
 

 
Figure 1  Chemical structures of ginkgolic acids 

 

材料与方法 
仪器与试剂  Agilent 1290 超高效液相色谱仪; 

Agilent 6495三重四极杆质谱; Waters Cortecs T3色谱
柱 (50 mm  × 2.1 mm, 2.7 μm); Waters Oasis MAX固
相萃取柱 (规格 60 mg/3 mL); 银杏酸 C13∶0对照品 
(中国食品药品检定研究院, 批号: 111690-200501)、
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 98.0%, 批号: 16040916); 甲醇、乙腈、
醋酸、甲酸均为色谱纯; 银杏酮酯滴丸 (规格: 每丸
含银杏酮酯 10 mg; 各生产企业提供)。 

色谱和质谱条件  Waters Cortecs T3色谱柱 (50 
mm × 2.1 mm, 2.7 μm); 柱温为 30 ℃, 流速为 0.3 
mL·min−1, 对照品溶液进样量 1 μL, 供试品溶液进样
量 5 μL。流动相为乙腈−甲醇−1%  冰醋酸溶液 (44∶
44∶12), 待测成分全部出峰后以乙腈−甲醇−1%  冰醋

酸溶液 (49.5∶49.5∶1) 充分清洗至少 10倍柱体积。 

电喷雾离子化 (ESI) 负离子模式; 干燥气 (N2) 
流速 15 L·min−1, 温度 225 ℃; 雾化气 (N2) 0.21 MPa; 
鞘气 (N2) 流速 11 L·min−1, 温度 300 ℃; 毛细管电压
3 000 V。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。 
 
Table 1  Monitoring ion pairs and CEs of ginkgolic acids.  
*Quantitative ion  

Ginkgolic acid Precursor ion (m/z) Product ion (m/z) CE/V 

C13:0 319.2 275.2* 25 

  106.1 49 

C15:1 345.2 301.2* 21 

  119.0 49 

C17:1 373.3 329.3* 29 

  106.0 49 

 
对照品溶液制备方法  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 2%  甲酸的乙腈溶液制成 0.2～
200、2～200、4～200 μg·L−1的系列混合溶液, 作为
对照品溶液。 

供试品溶液制备方法  取本品 200 丸, 精密称    
定, 研细, 混匀, 取约 2 g (约相当于银杏酮酯 0.4 g), 
精密称定, 置具塞锥形瓶中, 精密加入甲醇 10 mL, 
称定重量, 于 40 ℃超声 (功率 180 W, 频率 42 kHz) 
30 min, 随时摇散, 放冷, 用甲醇补足减失的重量, 滤
过, 精密取续滤液 1 mL, 再精密加入水 1 mL (可适当
增加水量, 使单个银杏酸上样浓度低于 60 μg·L−1), 混
匀, 作为上样液。精密量取上样液 1 mL, 加于Waters 
Oasis MAX固相萃取柱 (规格 60 mg/3 mL, 预先依次
用甲醇 1 mL和水 1 mL活化) 上, 依次用 5%  氨水和

甲醇各 2 mL清洗, 弃去洗液, 再用 2%  甲酸的乙腈溶

液 4 mL洗脱, 收集洗脱液并定容至 5 mL, 滤过, 取
续滤液, 即得。 

方法学验证 
线性  取系列对照品溶液进样测定, 以各组分

峰面积对质量浓度绘制曲线。 
准确度  取银杏酮酯滴丸, 经检测银杏酸C13∶0

含量 61.0 μg·kg−1、银杏酸 C15∶1含量 195.5 μg·kg−1、

银杏酸 C17∶1 含量 92.7 μg·kg−1, 分别添加低 (50 
μg·kg−1)、中 (250 μg·kg−1)、高 (600 μg·kg−1) 3个水
平的对照品溶液, 每个水平做 3个平行样, 共 9份, 按
上述供试品溶液制备方法和色谱质谱条件进行分析, 
计算回收率和精密度。 

稳定性  取供试品溶液, 分别于放置 0、8、15 h
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时进样测定, 比较峰面积。 
定量限  分析低水平添加溶液的信噪比, 以定

量离子对计算定量限 (信噪比为 10)。 
 

结果 
1  方法学验证 
1.1  线性  银杏酸 C13∶0、C15∶1和 C17∶1分别
在 0.2～200、2～200和 4～200 μg·L−1内成良好线性

关系, 相关系数均在 0.999以上, 结果见表 2。 
 
Table 2  Recoveries, precisions, correlation coefficients and 
LOQs of the three ginkgolic acids  

Ginkgolic 
acid 

Spiked 
/mg·kg−1 

Recovery 
/% 

RSD 
/% 

Correlation 
coefficient 

LOQ 
/μg·kg−1 

C13:0 50 95.1 4.7 0.999 5  1 

 250 89.3 2.8   

 600 85.1 1.0   

C15:1 50 83.9 7.6 0.999 6 10 

 250 82.1 8.6   

 600 78.7 3.8   

C17:1 50 79.1 3.8 0.999 9 20 

 250 75.3 3.9   

 600 70.8 0.7   

 
1.2  准确度  在 50、250和 600 μg·kg−1的加样水平

下, 银杏酸 C13∶0 的平均加样回收率为 85.1%～
95.1%, RSD 为 1.0%～4.7%; 银杏酸 C15∶1 的平均    
加样回收率为 78.7%～83.9%, RSD 为 3.8%～8.6%; 
银杏酸 C17∶1 的平均加样回收率为 70.8%～79.1%, 
RSD为 0.7%～3.9%。具体结果见表 2。 

因银杏酸 C17∶1 极性最小, 强保留于固相萃取
柱上, 无法完全洗脱, 造成损失, 回收率较另 2 种银
杏酸稍低。根据中国药典 2015年版四部通则<9101>, 
样品中待测定成分含量为 mg·kg−1级别时, 回收率要
求为 75%～120%, 重复性要求为不超过 8%, 在基质
复杂、组分含量低于 0.01%  及多成分等分析中, 回收
率和精密度范围可适当放宽[8]。因此, 本次实验回收
率和精密度符合要求。 
1.3  稳定性  银杏酸 C13∶0、C15∶1、C17∶1峰面
积 RSD分别为 4.2%、3.3%、3.5%, 在 15 h内基本稳
定。 
1.4  定量限  银杏酸 C13∶0、C15∶1、C17∶1定量
限分别为 1、10、20 μg·kg−1 (表 2)。银杏酸 C15∶1、
C17∶1化学结构中脂肪碳链较 C13∶0更长, 且具双
键, 基质中含有的同分异构体更多, 导致基线噪音较
大, 因此定量限较银杏酸 C13∶0高。 

原料银杏酮酯中总银杏酸限度为 5 mg·kg−1, 制

剂按处方量折算, 限度不得过 1 000 μg·kg−1 (即每丸
0.05 μg)。本方法的定量限可满足检测需求。 
2  样品测定 

本次研究测定了 3家企业的共 30 批银杏酮酯滴
丸的总银杏酸测定结果, 结果见表 3, 色谱图见图 2。
限度按每丸 0.05 μg计, 企业 A的部分产品中总银杏
酸含量超过限度。 
 
Table 3  Detection results of the 30 Yinxing Tongzhi Dropping 
Pills.  No. 1−10, 11−20 and 21−30 supplied by Manufacturer A, 
B and C, respectively  

No. 
Content 

/μg per pill 
No. 

Content 
/μg per pill 

No. 
Content 

/μg per pill 
1 0.06 11 0.02 21 0.02 

2 0.10 12 0.03 22 0.02 

3 0.07 13 0.03 23 0.02 

4 0.04 14 0.04 24 0.02 

5 0.03 15 0.04 25 0.02 

6 0.02 16 0.04 26 0.02 

7 0.06 17 0.03 27 0.02 

8 0.03 18 0.03 28 0.02 

9 0.03 19 0.03 29 0.02 

10 0.02 20 0.03 30 0.02 

 

 
Figure 2  MRM chromatograms of ginkgolic acids  
 

现行银杏酮酯 (原料) 质量标准中总银杏酸测
定方法为薄层扫描法, 前处理为正己烷索氏提取, 该
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方法提取效率低, 灵敏度低, 准确度差。企业 A的部
分制剂产品超过限度, 可能与原料质量未得到有效
控制有关, 也可能与其工艺不稳定有关。因此, 有必
要建立专属准确的原料及其制剂的总银杏酸测定方

法, 从而有效控制产品质量, 保障用药安全。 
 

讨论 
参照银杏叶提取物测定方法[5], 采用甲醇超声提

取银杏酸。实验发现, 滴丸辅料特殊, 室温超声 20 min
时, 仍有部分样品结块。当采用 40 ℃、超声 30 min
提取时, 样品能够全部溶解。 

样品提取后采用: ① 提取液直接进样测定; ② 
减缓流动相梯度以尽可能分离基质与待测物; ③ 反
相固相萃取 (Waters oasis HLB) 净化等 3 种方式处
理并进样测定, 但回收率均较差, 基质抑制或增强严
重。因此, 使用混合型强阴离子交换反相吸附填料固
相萃取 (Waters oasis MAX) 净化, 该固相萃取方法
对弱酸性化合物具高度专属性, 回收率得到较大改
善。但精密度较差, 具体分析数据为高浓度加样水平
回收率较差, 原因为固相萃取柱规格较小, 高浓度样
品过载所致, 故若含量过高时, 上样前需稀释。因各
品牌的柱填料有细微差别, 使用其他品牌时清洗及
洗脱溶剂的类别和酸度均应作相应调整。 

流动相条件参照银杏叶提取物测定方法[5], 以甲
醇−1%  冰醋酸溶液 (90∶10) 为流动相。但在大批次
进样时, 发现部分样品重复性较差, 推测个别企业样
品中存在部分保留极强残留于色谱柱中的成分, 与后
续进样的供试品溶液共馏出产生基质增强效应, 以
甲醇−1% 冰醋酸溶液 (99∶1) 也无法彻底洗脱。尝试
将有机相换为洗脱能力更强的乙腈, 但峰形太差, 拖
尾严重。故有机相采用甲醇+乙腈 (1∶1), 方能兼顾洗
脱能力和峰形。因乙腈洗脱能力更强, 比例微调, 最
终定为以乙腈−甲醇−1%  冰醋酸溶液 (44∶44∶12) 为
流动相, 待测成分全部出峰后以乙腈−甲醇−1%  冰醋

酸溶液 (49.5∶49.5∶1) 充分清洗至少 10倍柱体积。 

质谱条件同银杏叶提取物测定方法[5]。 
综上 , 本研究建立了混合型固相萃取-UHPLC/     

MS/MS 法测定银杏酮酯滴丸中银杏酸, 方法专属, 
解决了复杂基质中银杏酸测定的难题, 灵敏准确, 能
够满足痕量银杏酸检测的需求。本方法可为银杏叶相

关药品或保健食品中总银杏酸测定提供借鉴意义。 
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