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HPLC-ELSD 法测定注射用银杏二萜内酯中银杏内酯 A、B、C、K 
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摘  要：目的  建立测定注射用银杏二萜内酯中银杏内酯 A、B、C、K 的 HPLC-ELSD 法。方法  采用 HPLC-ELSD 法，

Phenomenex Luna C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为四氢呋喃–甲醇–水，梯度洗脱；体积流量为 1.0 mL/min；
柱温为 30 ℃；漂移管温度为 105 ℃，氮气体积流量为 3.0 L/min。结果  注射用银杏二萜内酯中银杏内酯 A、B、C、K 分别

在 1.70～8.50 μg（r＝0.999 7）、2.45～12.5 μg（r＝0.999 8）、0.30～1.50 μg（r＝0.999 7）、0.25～1.25 μg（r＝0.999 7）呈良好

的线性关系；平均回收率分别为 101.03%、100.86%、100.78%、101.02%，RSD 值分别为 0.87%、0.29%、1.30%、1.34%。

结论  该方法简便准确，重复性好，可用于注射用银杏二萜内酯中银杏内酯 A、B、C、K 的测定。 
关键词：注射用银杏二萜内酯；银杏内酯 A；银杏内酯 B；银杏内酯 C；银杏内酯 K；高效液相色谱–蒸发光散射 
中图分类号：R286.02      文献标志码：A      文章编号：1674 - 5515(2014)03 - 0255 - 04 
DOI:10.7501/j.issn.1674-5515.2014.03.009 

Determination of ginkgolide A, B, C, and K in Diterpene Lactones from Ginkgo 
biloba for injection by HPLC-ELSD 
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Abstract: Objective  To establish the method for determination of ginkgolide A, B, C, and K in Diterpene Lactones from Ginkgo 
biloba for injection by HPLC-ELSD. Methods  HPLC-ELSD method was adopted. Phenomenex Luna C18 column (250 mm × 4.6 
mm, 5 μm) was adopted with mobile phase consisted of tetrahydrofuran – methanol – water in gradient elution. The flow rate was 1.0 
mL/min. The temperature of column and drift tube was set at 30 and 105 ℃, respectively. The flow rate of gas maintained at 3.0 
L/min. Results  The liner ranges of ginkgolide A, B, C, and K were 1.70 — 8.50 μg/mL (r=0.999 7), 2.45 — 12.5 μg/mL 
(r=0.999 8), 0.30 —1.50 μg/mL (r=0.999 7), and 0.25 — 1.25 μg/mL (r=0.999 7); The average recoveries were 101.03%, 100.86%, 
100.78%, and 101.02%, with RSD values of 0.87%, 0.29%, 1.30%, and 1.34% (n=6), respectively. Conclusion  The method could 
be used for the determination of ginkgolide A, B, C, and K in Diterpene Lactones from Ginkgo biloba for injection with a good 
sensitivity, accuracy, and reproducibility. 
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注射用银杏二萜内酯由江苏康缘药业股份有限

公司生产的银杏二萜内酯葡胺注射液改剂型而成，

具有稳定性更好，便于储存及运输的特点，为临床

应用提供方便。注射用银杏二萜内酯具有活血通络

之功效，临床用于脑梗死的治疗[1]。注射用银杏二

萜内酯原料的主要成分是银杏内酯 A、B、C、K。 
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研究表明，银杏二萜内酯是很强的血小管活化因子

拮抗剂，具有抗血小板聚集、保护中枢神经系统、

对缺血损伤的保护、抗动脉粥样硬化和抗炎等药理

作用[2-5]。本实验采用 HPLC-ELSD 法对注射用银杏

二萜内酯中银杏内酯 A、B、C、K 进行测定研究。

结果表明该方法简便、快速、准确，为注射用银杏

二萜内酯的质量控制提供了科学依据。 
1  仪器与试药 

Agilent 1200 型高效液相色谱仪包括自动进样

器、四元低压梯度泵、柱温箱（美国安捷伦公司）；

Alltech 2000ES 蒸发光散射检测器（美国奥泰公司）；

XP6 型电子分析天平（梅特勒–托利多公司）。 
甲醇（色谱纯，上海星可生化有限公司）；四氢

呋喃（色谱纯，美国天地公司），银杏内酯 A（批号

110862-201310）、银杏内酯 B（批号 110863-201209）、
银杏内酯 C（批号 110864-201307）、银杏内酯 K（批

号 111936-201201）对照品均购自中国食品药品检定

研究院；注射用银杏二萜内酯（批号 20121005、
20121008 、 20121011 、 20121015 、 20121018 、

20121021，25 mg/支，江苏康缘药业股份有限公司），

水为纯化水。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件 
Phenomenex Luna C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 
μm）；流动相：四氢呋喃（A）–水（B）–甲醇（C），
梯度洗脱见表 1；体积流量：1 mL/min；柱温：30 ℃；

漂移管温度：105 ℃，氮气体积流量：3.0 L/min。 

表 1  梯度洗脱程序 
Table 1  Program of gradient elution 

t /min 流动相 A/% 流动相 B/% 流动相 C/%

0～13 10 30 60 

14～20 10 60 30 

 

2.2  溶液的制备 
2.2.1  混合对照品溶液的制备  精密称取银杏内

酯 A、B、C、K 对照品适量，加甲醇溶解制成含银

杏内酯 A、B、C、K 分别为 0.34、0.49、0.06、0.05 
mg/mL 混合对照品溶液。 
2.2.2  供试品溶液的制备  取注射用银杏二萜内酯

5 支，加水使溶解，定量转移至 25 mL 量瓶中，加

水至刻度。精密量取 4 mL，置 10 mL 量瓶中，加 6 
mol/L 盐酸 2 mL，静置 3.5 h，加甲醇溶液稀释至刻

度，摇匀，即得。 
2.2.3  阴性对照溶液  按注射用银杏二萜内酯的处

方工艺制备不含银杏二萜内酯原料的阴性样品，按

“2.2.2”项下制备方法，制得阴性对照溶液。 
2.3  系统适用性试验 

分别取混合对照品溶液、供试品溶液和阴性对

照溶液各 10 μL，在上述色谱条件下进样分析，记

录色谱图，见图 1。结果表明银杏内酯 A、B、C、
K 能达到良好分离，阴性样品在银杏内酯 A、B、C、
K 相应的保留时间处无干扰。 

 
1-银杏内酯 C  2-银杏内酯 A  3-银杏内酯 B  4-银杏内酯 K 

1-ginkgolide C  2-ginkgolide A  3-ginkgolide B  4-ginkgolide K 

图 1 混合对照品（A）、注射用银杏二萜内酯（B）和阴性对照（C）的高效液相色谱图 
Fig.1  HPLC of mixed reference substance (A), Diterpene Lactones from Ginkgo biloba for injection (B), and negative sample (C) 

2.4  线性关系考察 
精密吸取混合对照品溶液 5、10、15、20、25 μL，

注入色谱仪中，按上述色谱条件测定峰面积，以峰

面积常用对数为横坐标，质量常用对数为纵坐标，

进行线性回归。结果见表 2。 

2.5  定量限 
精密吸取混合对照品溶液适量，加甲醇溶解并

稀释制成一系列质量浓度的溶液作为各混合对照品

溶液，分别精密吸取各混合对照品溶液 10 μL，注

入液相色谱仪，测定，分别记录各成分的信噪比。 
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表 2  回归方程与线性范围 
Table 2  Regression equations and linear ranges 

对照品 回归方程 r 线性范围/μg

银杏内酯 A Y＝0.695 7 X－3.928 4 0.999 7 1.70～8.50

银杏内酯 B Y＝0.732 8 X－4.079 3 0.999 8 2.45～12.25

银杏内酯 C Y＝1.043 2 X－5.474 0 0.999 7 0.30～1.50

银杏内酯 K Y＝0.618 5 X－3.607 0 0.999 7 0.25～1.25

 

银杏内酯 A、B、C、K 的定量限依次为 0.22、0.30、
0.24、0.18 μg（S/N＝10）。 
2.6  精密度试验 

取混合对照品溶液，连续进样 6 次，每次进样

10 μL，测定银杏内酯 A、B、C、K 的峰面积，计

算得峰面积的 RSD 值分别为 0.83%、0.67%、0.53%、

1.38%。 
2.7  稳定性试验 

精密吸取批号为 20121002 的供试品溶液，分别

于制备后 0、2、4、6、12、24 h，进样 10 μL，测定

峰面积。计算银杏内酯 A、B、C、K 的峰面积，RSD
值分别为 1.32%、1.14%、1.31%、1.63%（n＝6），
结果表明供试品溶液放置 24 h 稳定。 
2.8  重复性试验 

制备批号为 20121002 供试品溶液平行 6 份，进

样测定，测得样品中银杏内酯 A、B、C、K 的平均质

量浓度分别为 1.642、2.716、0.156、0.164 mg/mL，
RSD 值分别为 1.79%、1.81%、1.47%、1.38%（n＝6）。 
2.9  加样回收率试验 

取批号为 20121002 的注射用银杏二萜内酯 5
支，加水使溶解，定量转移至 25 mL 量瓶中，加水

稀释至刻度，精密量取 2 mL，置 10 mL 量瓶中，

共 9 份，精密加入质量浓度分别为 1.635、2.686、
0.153、0.168 mg/mL 银杏内酯 A、B、C、K 对照品

溶液 1.6、2、2.4 mL，制备供试品溶液。按上述色

谱条件测定，银杏内酯 A、B、C、K 的平均加样回

收率分别为 101.03%、100.86%、100.78%、101.02%，

RSD 值分别为 0.87%、0.29%、1.30%、1.34%（n＝9）。 
2.10  样品测定 

取注射用银杏二萜内酯样品 6 批（批号分别为

20121005 、 20121008 、 20121011 、 20121015 、

20121018、20121021），制备供试品溶液，每次进样

量 10 μL。取混合对照品溶液，分别进样 5、15 μL。
按上述色谱条件测定，以峰面积的对数值按外标二

点法计算，结果见表 3。根据测定结果暂定注射用银

杏二萜内酯样品中银杏内酯 A、B、C、K 应分别不

得小于 1.2、2.2、0.1、0.1 mg/mL。 

表 3  注射用银杏二萜内酯中银杏内酯 A、B、C、K 的测定

结果（n=2） 
Table 3  Determination of ginkgolide A, B, C, and K in 

Diterpene Lactones of Ginkgo biloba for Injection 
(n=2) 

质量浓度/(mg·mL−1) 
批 号 

银杏内酯 A 银杏内酯 B 银杏内酯 C 银杏内酯 K

20121005 1.610 2.683 0.153 0.162 

20121008 1.594 2.664 0.154 0.164 

20121011 1.641 2.713 0.159 0.161 

20121015 1.677 2.648 0.152 0.163 

20121018 1.623 2.563 0.153 0.166 

20121021 1.618 2.637 0.151 0.163 

 

3  讨论 
3.1  检测器的选择 

注射用银杏二萜内酯中银杏内酯 A、B、K 含

有一个碳碳双键，在 220 nm 紫外检测下都有很强

的吸收峰，并呈良好的线性关系，且注射用银杏二

萜内酯中银杏内酯 A、B 含量比较高，而银杏内酯

C 含量比较低且不含碳碳双键，在 220 nm 吸收峰很

小，基线波动大，不适于含量较低的银杏内酯 C 的

测定，因此紫外检测器不能满足同时检测银杏内酯

A、B、C、K 的要求。应用差示折光检测器虽能避

免上述干扰，但由于流动相一般为多种有机溶剂的

混合溶液，检测时会造成基线漂移，噪声增大[6]。

HPLC-ELSD 法可以满足同时测定注射用银杏二

萜内酯中银杏内酯 A、B、C、K 的要求，弥补了

因检测限问题不能用紫外检测器测定注射用银杏

二萜内酯中银杏内酯 C 的缺陷。该方法为注射用

银杏二萜内酯的安全性和质量控制提供了一定的

科学依据。 
3.2  检测器参数选择 

ELSD 检测器的两个关键参数为检测器的漂移

管温度和载气体积流量。在 ELSD 的气化室中，载

气体积流量对信号影响很大，太低或太高均导致信

号不够准确。而漂移管温度较低时，溶剂挥发不够

完全；温度高时则样品颗粒挥发导致检测仪响应下

降[6]。本方法使用的检测条件经过反复实验，在撞

击器“开”的模式下，氮气为载气，体积流量为 3.0 
L/min，漂移管温度为 105 ℃时，基线稳定。 
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3.3  流动相的选择 
在选择流动相过程中，为保证银杏内酯 A、B、

C、K 分离度，参考相关文献[8-10]，分别考察了四氢

呋喃–甲醇–水、四氢呋喃–正丙醇–水、甲醇–

水、乙腈–水、异丙醇–水等流动相系统，经比较

最终采用四氢呋喃–甲醇–水系统时各成分色谱峰

形、分离度最佳，基线平稳。由于银杏内酯 K 和银

杏内酯 A、B、C 的极性相差较大，采用等度洗脱

银杏内酯 K 出峰时间比较晚，分离时间较长。而本

方法采用梯度洗脱使银杏内酯 A、B、C、K 能在

20 min 内达到快速分离且分离度较好。 
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