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银杏叶提取物的树脂柱色谱脱酸工艺研究 
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摘  要：目的  优化树脂柱色谱法脱除银杏叶提取物中总银杏酸的最佳工艺。方法  通过单因素和响应面法实验，以体积流

量、洗脱剂乙醇体积分数、洗脱液接收体积为考察因素，以银杏叶提取物中总银杏酸去除率、总黄酮转移率和提取物收率的

综合评分为指标，优化树脂柱色谱法脱除总银杏酸最佳工艺。结果  最佳工艺参数为体积流量 1.2 BV/h，洗脱剂乙醇体积分

数 70%，洗脱液接收体积 3 BV。结论  本工艺稳定、可行、重复性好，可作为银杏叶提取物树脂柱色谱脱酸工艺。 
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Abstract: Objective  To optimize process for removing total ginkgolic acids in Ginkgo biloba extract by resin column 

chromatography. Methods  Single factor and response surface method experiment was used, the flow rate, ethanol concentration of 

eluent, and collection volume of eluent was as factors, and the removal rate of total ginkgolic acids, transfer rate of total flavonoids, 

and yield of Ginkgo biloba extract were comprehensively evaluated. The process of removing total ginkgolic acids by resin column 

chromatography was optimized. Results  The optimal process parameters were the flow rate of 1.2 BV/h, the ethanol concentration 

of eluent of 70%, and the eluent collection volume of 3 BV. Conclusion  The process is stable, feasible, and has good repeatability, 

and can be used as resin column chromatography deacidification process for Ginkgo biloba extract.  
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银杏叶提取物中成分复杂，含总黄酮醇苷类、

萜类内酯、总银杏酸和多糖等[1]，具有舒张血管、

降低血糖血脂、防止血栓形成、抗氧化等作用[2-3]。

但总银杏酸含量过高会引起人体不良反应，有致敏

性、致突变、神经毒性、细胞毒性等不良反应[4-5]。

因此，银杏叶提取物的安全性已引起人们的高度重

视。《中国药典》2020 年版一部中银杏叶提取物质

量标准规定总银杏酸必须小于 5 mg/kg[6]，但按照药

典规定采用稀乙醇进行提取，易引起总银杏酸过

量。因此需要对银杏叶提取物进行脱酸处理。常用

脱酸的方法有微波辅助提取法[7]、超声–溶剂萃取

法[8]、配位法[9]、大孔树脂吸附法[10]和超临界二氧

化碳脱除法[11]，其中大孔树脂吸附脱酸具有易放大

生产、生产成本小、对环境污染小、安全等优点，

应用更为广泛。本研究采用单因素、响应面法对银

杏叶提取物中总银杏酸进行大孔树脂吸附脱酸工 
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艺优化，为银杏叶提取物综合开发利用提供依据。 

1  仪器与材料 

e2695 型高效液相色谱仪（美国 Waters 公司）；

R-300 型旋转蒸发器（瑞士 Buchi 公司）；Alpha 2-4 

LSCbasic 型冷冻干燥机（德国 Christ 公司）；XS204

型电子分析天平（Mettler Toledo）；100 mL 恒流反

应器泵＋DAC50 动态轴向压缩柱（上海赛梵科分离

技术有限公司）。 

银杏叶产地为山东临沂郯城，批号 200301，经

鲁南厚普制药有限公司范建伟高级工程师鉴定为

银杏科植物银杏 Ginkgo biloba L.的干燥叶。总银杏

酸（其中总银杏酸 A 批号 111594-201605，总银杏

酸 B 批号 111690-201905）、白果新酸（批号 111594- 

201605；质量分数 99.70%）、槲皮素（批号 100081- 

201610；质量分数 99.10%）对照品均购自于中国食

品药品检定研究院。LXD-200、D101 大孔树脂（西

安蓝晓科技新材料股份有限公司）；LK-02 大孔树脂

（山东鲁抗立科药业有限公司）；HPD5000 大孔树脂

（北京瑞达恒辉科技发展有限公司）；乙醇（费县大

成酒业有限公司）；高效液相色谱仪用试剂均为色

谱纯，其他试剂均为分析纯。 

2  方法与结果 

2.1  银杏叶粗提物的制备 

称取银杏叶药材，加入适量稀乙醇提取回流，

浓缩回流液，加水冷沉，取上清液，经预处理 LX-

158 大孔树脂吸附，70%乙醇洗脱，收集适量洗脱

液，干燥，得银杏叶粗提物。其中总黄酮的质量分

数为 33.45%，总银杏酸的质量分数为 0.1948%。 

2.2  脱酸工艺 

银杏叶粗提物用 70%乙醇溶解，以适当体积流

量通过预处理大孔树脂柱（柱体积 1 500 mL 为 1 

BV，径高比 1∶15）进行上样吸附，吸附完全后用

适当体积分数乙醇溶液以适当体积流量洗脱，收集

适量体积洗脱液，浓缩，冻干，即得银杏叶提取物。 

2.3  总银杏酸去除率、总黄酮转移率和提取物收率

的测定 

2.3.1  总银杏酸测定  参考《中国药典》2020 年版

一部银杏叶提取物中总银杏酸的 HPLC 法测定[6]。 

色谱条件：Sepax-HP-C18 色谱柱（150 mm×4.6 

mm，5 μm）；流动相为 0.1%三氟乙酸的乙腈–0.1%

三氟乙酸的水，梯度洗脱；体积流量 1.0 mL/min；

柱温 30 ℃；检测波长 310 nm；进样量 50 μL。理论

塔板数按照白果新酸峰计算大于 4 000。 

按照《中国药典》2020 年版一部规定配制供试

品溶液、白果新酸和总银杏酸对照品溶液。精密吸

取供试品溶液、白果新酸和总银杏酸对照品溶液各

50 μL 注入高效液相色谱仪，计算供试品溶液与总

银杏酸对照品相应色谱峰的总峰面积，以白果新酸

对照品外标法计算总银杏酸，即得。 

2.3.2  总黄酮测定  参考《中国药典》2020 年版一

部银杏叶提取物中总黄酮醇苷的 HPLC 法测定[6]。 

色谱条件：Agilent 20RBAX EXtend-C18 色谱柱

（150 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为甲醇–0.4%磷

酸（50∶50）；体积流量 0.8 mL/min；柱温 45 ℃；

检测波长 360 nm；进样量 10 μL。理论塔板数按照

槲皮素峰计算大于 5 000。 

按照《中国药典》2020 年版一部配制供试品溶

液、槲皮素对照品溶液。精密吸取供试品溶液和槲

皮素对照品溶液各 10 μL 进样测定。以槲皮素对照

品峰面积作为对照，按照《中国药典》2020 年版一

部中校正因子计算槲皮素、异鼠李素和山柰酚的质

量分数，按照总黄酮＝（槲皮素质量分数＋异鼠李

素质量分数＋山柰酚质量分数）×2.51计算总黄酮。 

2.3.3  总银杏酸去除率、总黄酮转移率和提取物收

率的计算  按照以下公式计算 3 个指标。 

R1＝（Ca×Ma－Cb×Mb）/（Ca×Ma） 

R2=（Cd×Mb）/（Ce×Ma） 

R3＝Mb/Ma 

R1 为总银杏酸去除率，R2 为总黄酮转移率，R3 为提取

物收率，Ca 为银杏叶粗提物中总银杏酸质量分数，Ma 为银

杏叶粗提物质量，Cb为银杏叶提取物中总银杏酸质量分数，

Mb 为银杏叶提取物质量，Cd 为银杏叶提取物中总黄酮质量

分数，Ce 为银杏叶粗提物中总黄酮质量分数 

2.4  脱酸大孔树脂的筛选 

参 考 文 献 报 道 [12-13] ， 选 取 经 过 预 处 理

HDP5000、LK-02、LXD-200、D101 大孔树脂进行

静态吸附和解吸实验。考虑在实际生产中，在脱除

总银杏酸的同时应尽可能降低有效成分银杏总黄

酮的损失，本研究从 4 种大孔树脂对总银杏酸、总

黄酮吸附率以及 95%乙醇对总银杏酸解吸率综合

考察筛选脱酸大孔树脂的类型。 

2.4.1  静态吸附实验  称取 HPD5000、LK-02、

LXD-200、D101 4 种大孔树脂各 10.00 g，置于 100 

mL 锥形瓶中，分别加入 20.0 mL 银杏叶粗提物乙

醇溶液，室温震荡吸附 24 h，使大孔树脂吸附完全，

滤过，取出大孔树脂备用，取未吸附滤液测定总银
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杏酸、总黄酮，计算不同类型大孔树脂的吸附率，

结果见表 1。 

I＝（C1×V1－C2×V2）/（C1×V1） 

I为吸附率，C1为上样液中总银杏酸或总黄酮质量浓度，

V1 为上样液体积，C2 为未吸附滤液中总银杏酸或总黄酮质

量浓度，V2 为滤液体积 

表 1  不同大孔树脂的吸附率和解吸率 

Table 1  Adsorption and desorption rate of different resins 

树脂 

类型 

总银杏酸吸 

附率/% 

总黄酮吸 

附率/% 

总银杏酸解 

吸率/% 

D101 64.27 42.09 78.63 

HPD5000 70.69 10.54 85.30 

LXD-200 88.13 14.87 90.45 

LK-02 81.52 20.21 82.00 

 

2.4.2  静态解吸实验  将滤过后的大孔树脂置于

100 mL 锥形瓶内，用蒸馏水冲洗除杂，加入 95%乙

醇 50.0 mL，室温震荡洗脱 24 h 后，滤过，得洗脱

液，测定总银杏酸，计算不同类型大孔树脂的解吸

率，结果见表 1。 

J＝（C3×V3）/（C1×V1－C2×V2） 

J 为解吸率，C1 为上样液中总银杏酸质量浓度，V1 为上

样液体积，C2 为未吸附滤液中总银杏酸质量浓度，V2 为滤

液体积，C3 为洗脱液中总银杏酸含质量浓度，V3 为洗脱液

体积 

可见 LXD-200 对总银杏酸的吸附率较高，

HPD5000 对总黄酮的吸附率较低，总黄酮损失少；

而 LXD-200 对总银杏酸的解吸率较高，说明大孔树

脂再生能力强，效果较好。综合考虑，选取大孔树

脂 LXD-200 用于后续脱酸工艺优化实验。 

2.5  单因素实验 

2.5.1  层次分析法确定权重系数  根据《中国药

典》2020 年版一部的规定，将总银杏酸去除率、总

黄酮转移率、提取物收率作为响应面法综合考察指

标，分为 3 个层次，优先顺序为总银杏酸去除率＞

总黄酮转移率＞提取物收率，构建指标成对比较的

优先矩阵，见表 2。对表 2 中数据采用 AHP 法进行

计算，结果总银杏酸去除率、总黄酮转移率、提取

物收率的权重系数分别为 0.56、0.33、0.11，一致性

比例因子小于 0.1，故指标优先比较判断矩阵具有

满意的一致性，权重系数有效，将用于后续单因素

实验、响应面法实验中，并计算综合评分。 

R 综＝（R1×0.56＋R2×0.33＋R3×0.11）×100 

R 综为综合评分，R1 为银杏酸去除率，R2 为总黄酮转移

率，R3 为提取物收率 

表 2  指标成对比较的优先矩阵 

Table 2  Priority matrix for paired comparison of indicator 

权重指标 
总银杏酸 

去除率 

总黄酮 

转移率 

提取物 

收率 

总银杏酸去除率 1 5/3 5 

总黄酮转移率 3/5 1 3 

提取物收率 1/5 1/3 1 

 

2.5.2  体积流量的考察  按照 2.2 项下的工艺，洗

脱剂乙醇体积分数为 70%，洗脱液接收体积为 3 

BV，考察体积流量分别为 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 

BV/h 对柱色谱脱酸综合评分的影响，结果见表 3。

随着体积流量增加，综合评分先增加后降低，当体

积流量为 1 BV/h，综合评分最高。综合考虑确定体

积流量 0.5～1.5 BV/h 进行响应面法优化脱酸实验。 

表 3  体积流量对综合评分的影响 

Table 3  Effect of flow rate on comprehensive score 

体积流量/(BV∙h−1) 综合评分 

0.5 92.10 

1.0 94.81 

1.5 93.27 

2.0 90.00 

2.5 87.34 

 

2.5.3  洗脱剂乙醇体积分数的考察  按照 2.2 项下

的工艺，体积流量为 1.0 BV/h，洗脱液接收体积为

3 BV，考察洗脱剂乙醇不同体积分数为 60%、65%、

70%、75%、80%对柱色谱脱酸综合评分的影响，结

果见表 4。随着乙醇体积分数增加，综合评分增加

后降低，当乙醇体积分数为 70%，综合评分最高

95.45。综合实际考虑，确定乙醇体积分数为 65%～

75%进行响应面法优化脱酸实验。 

表 4  乙醇体积分数对综合评分的影响 

Table 4  Effect of ethanol concentration on comprehensive score 

乙醇体积分数/% 综合评分 

60 90.36 

65 94.71 

70 95.45 

75 92.28 

80 86.93 
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2.5.4  洗脱液接收体积考察  按照 2.2 项下的工

艺，体积流量为 1.0 BV/h，洗脱剂乙醇体积分数为

70%，考察洗脱液接收不同体积 1、2、3、4、5 BV

对柱色谱脱酸综合评分的影响，结果见表 5。随着

洗脱液接收体积增加，综合评分先增加后降低，当

接收体积为 3 BV 时，综合评分最高 95.87。综合实

际考虑，确定接收体积 2～4 BV 进行响应面法优化

脱酸实验。 

表 5  接收体积对综合评分的影响 

Table 5  Effect of received volume on comprehensive score 

接收体积/BV 综合评分 

1 74.76 

2 91.82 

3 95.87 

4 93.99 

5 88.43 

 

2.6  响应面实验 

2.6.1  因素与水平  根据响应面法的设计原理，以

体积流量（A）、洗脱剂乙醇体积分数（B）、洗脱液

接收体积（C）为考察因素，总银杏酸去除率、总黄

酮转移率、提取物收率的综合评分为响应值，进行

三因素三水平的响应面分析实验，筛选各因素的最

优条件[13-15]。脱酸工艺因素水平见表 6。 

表 6  因素水平 

Table 6  Factors and levels 

水平 
因素 

A/(BV∙h−1) B/% C/BV 

−1 0.5 65 2 

 0 1.0 70 3 

 1 1.5 75 4 

 

2.6.2  设计方案和结果  利用响应面优化法设计

柱色谱脱酸工艺实验方案，方案和结果见表 7，模

型方差分析结果见表 8。 

利用 Design-Expert v8.0.6 软件对表 7 数据进行

二次多元回归分析，建立响应值与各因素的回归拟

合方程 Y＝−1 139.72＋12.72 XA＋33.79 XB＋ 38.43 

XC＋0.38 XAXB－1.39 XAXC－0.23 XBXC－13.75 XA
2－ 

0.24 XB
2－3.40 XC

2，R2＝0.988 5。 

由表 8 方差分析结果可得模型 F＝67.07，P＜

0.000 1，说明脱酸工艺模型回归极其显著；失拟项

P＝0.558 7＞0.05，说明失拟性结果不显著，非实验 

表 7  设计方案和结果 

Table 7  Design plan and results 

序号 A/(BV∙h−1) B/% C/BV 综合评分 

 1 0.5 65 3 84.54 

 2 1.0 70 3 95.78 

 3 1.0 75 2 83.09 

 4 1.5 70 4 91.97  

 5 1.5 65 3 90.05 

 6 1.0 70 3 94.72 

 7 1.0 65 4 89.64  

 8 1.5 70 2 91.12 

 9 1.0 70 3 93.54 

10 1.0 70 3 94.11  

11 1.5 75 3 87.73 

12 1.0 70 3 95.36 

13 0.5 70 2 82.37 

14 1.0 65 2 86.48 

15 0.5 75 3 78.46 

16 0.5 70 4 85.99 

17 1.0 75 4 81.72 

表 8  回归模型方差分析 

Table 8  Variance analysis of quadratic regression equation 

方差来源 自由度 平方和 均方 F 值 P 值 

模型 9 452.97 50.33 67.07 ＜0.000 1 

A 1 108.86 108.86 145.07 ＜0.000 1 

B 1 48.56 48.56 64.71 ＜0.000 1 

C 1 4.90 4.90 6.53 0.037 8 

AB 1 3.53 3.53 4.71 0.066 6 

AC 1 1.92 1.92 2.56 0.153 9 

BC 1 5.13 5.13 6.84 0.034 7 

A2 1 49.78 49.78 66.34 ＜0.000 1 

B2 1 155.06 155.06 206.64 ＜0.000 1 

C2 1 48.70 48.70 64.9 ＜0.000 1 

残差 7 5.25 0.75   

失拟项 3 1.96 0.65 0.79 0.558 7 

纯误差 4 3.30 0.82   

总差 16 458.22    

 

因素对实验结果影响不大。以上数据说明回归模型

拟合度高，模型成立，可用于对脱酸工艺综合评分

的预测和分析。因素 A、B、A2、B2、C2 的 P＜0.01，

因素 C、交互项 BC 的 P＜0.05，说明其对脱酸工艺

综合评分影响具有统计学意义。 
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2.6.3  等高线图及响应面图分析   利用 Design- 

Expert v8.0.6 软件对表 7 数据处理，绘制得到体积

流量、洗脱剂乙醇体积分数、洗脱液接收体积交互

作用的等高线图和响应面图，见图 1。 

 

图 1  各因素对综合评分的影响 

Fig. 1  Effect of factors on comprehensive score 

可见当洗脱剂乙醇体积分数一定时，综合评分

随着体积流量的增大先逐渐升高，当体积流量超过

1.25 BV/h 时，综合评分逐渐降低；当体积流量一定

时，综合评分随着乙醇体积分数的增大先逐渐升

高，当乙醇体积分数超过 69.14%时，综合评分逐渐

降低。当洗脱液接收体积一定时，综合评分随着体

积流量的增大先逐渐升高，当体积流量超过 1.25 

BV/h，综合评分逐渐降低；当体积流量一定时，综

合评分随着洗脱液接收体积的增大先逐渐升高，当

接收体积超过 3.09 BV 时，综合评分逐渐降低。当

接收体积一定时，综合评分随着乙醇体积分数增大

先逐渐升高，当乙醇体积分数超过 69.14%时，综合

评分逐渐降低；当乙醇体积分数一定时，综合评分

随着接收体积的增大先逐渐升高，当接收体积超过

3.09 BV 时，综合评分逐渐降低。 

由响应面图可见，洗脱剂乙醇体积分数的曲面

坡度较陡峭，对综合评分影响显著，其次是体积流

量和洗脱液接收体积。且交互项乙醇体积分数与洗

脱液接收体积的交互作用较强，对综合评分的影响

显著。 

利用 Design-Expert 8.0.6 软件优化得到银杏叶

提取物最佳柱色谱脱酸工艺，即体积流量为 1.25 

BV/h，洗脱剂乙醇体积分数为 69.14%，洗脱液接收

体积为 3.09 BV。 

2.7  验证实验 

结合成本、实际生产需要，将工艺调整为体积

流量为 1.2 BV/h，洗脱剂乙醇体积分数为 70%，洗

脱液接收体积为 3 BV。按照上述调整的优化工艺进

行 3 批验证实验，结果见表 9。可见该工艺稳定、

可行、重复性好，可作为银杏叶提取物树脂柱色谱

脱酸工艺。 

表 9  验证实验 

Table 9  Validation experiment 

批

次 

总银杏酸 

去除率/% 

总黄酮转 

移率/% 

提取物 

收率/% 

综合 

评分 

1 99.91 89.83 86.72 95.13 

2 99.84 90.25 83.30 94.87 

3 99.95 91.87 85.94 95.74 

 

3  讨论 

为尽可能去除银杏叶提取物及其制剂中的总

银杏酸，减小其不良反应，本研究考察发现大孔树

脂 LXD-200 对总银杏酸具有较好的吸附效果，能很

好地脱除银杏叶提取物中的总银杏酸。通过单因素

和响应面法实验，优化得到大孔树脂 LXD-200 吸附

脱除总银杏酸的最佳工艺。在此最佳工艺条件下，

进行验证实验得到的工艺稳定、可行。因此本研究

可为后续脱酸工艺放大生产提供参考。 
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