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高效液相体积排阻色谱法测定银杏二萜内酯提取物中大分子物质 
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摘  要：目的  建立银杏二萜内酯提取物中大分子物质的高效液相体积排阻色谱（HPSEC-RI）检测方法。方法  色谱柱为

Phenomenex Biosep-SEC-S2000（300 mm×7.8 mm，5 μm）；以 0.05 mol/L硫酸钠为流动相；体积流量为 0.7 mL/min；柱温

30 ℃；示差检测器，按面积归一化法计算大分子物质的质量分数。结果  相对分子质量在 2 500～84 400的物质，其相对分

子质量对数-保留时间呈现良好的线性关系（r＝0.998 3）；平均回收率为 96.8%，RSD为 1.5%；5批银杏二萜内酯提取物和

14 批银杏二萜内酯葡胺注射液均未检出大分子物质。结论  本方法简便易行，结果准确可靠，可作为银杏二萜内酯提取物

及银杏二萜内酯葡胺注射液质量控制方法。 
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Determination of high molecular weight substance in ginkgo diterpene lactone 
extraction by HPSEC-RI 
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Abstract: Objective  To establish a high performance size exclusion chromatography (HPSEC) method for the determination of high 
molecular weight substances in ginkgo diterpene lactone extraction. Methods  The chromatographic column Phenomenex 
Biosep-SEC-S2000 (300 mm × 7.8 mm, 5 μm) was used with 0.05 mol/L sodium sulfate as the mobile phase at a flow rate of 0.7 
mL/min, with refractive index detector (RID), and the temperature of the column was 30 ℃. High molecular weight substances in 
samples were calculated with area normalization method. Results  In the range of 2 500—84 400 of substance molecular weights, a 
linearity was achieved (r = 0.998 3). The average recovery rate was 96.8%, and RSD was 1.5%. The high molecular weight substances 
in five batches of ginkgo diterpene lactone extraction were not detected. Conclusion  This method is simple, quick, accurate, and 
suitable for the quality control of high molecular weight substances in ginkgo diterpene lactone extraction.  
Key words: ginkgo diterpene lactone extraction; high molecular weight substances; high performance size exclusion chromatography; 
dextran; Ginkgo Diterpene Lactone Meglumine Injection 
 

银杏二萜内酯提取物是从银杏叶中提取纯化所

得，是银杏二萜内酯葡胺注射液的原料，其主要成

分为银杏内酯 A、银杏内酯 B、银杏内酯 K等[1]。

银杏二萜内酯葡胺注射液具有活血通络之功效，用

于中风病中经络（轻中度脑梗死）恢复期痰瘀阻络

证，症见半身不遂、口舌歪斜、肢体麻木等，也有

报道用于动脉粥样硬化性血栓性脑梗死恢复期（痰

瘀阻络证）的治疗[2-4]。有文献报道，银杏叶提取物

中含有鞣质、蛋白质等杂质[5]，银杏叶药材中除含

有鞣质、蛋白质外，还有多糖成分[6]。 
有学者认为中药材中的植物蛋白、鞣质等大分

子物质可能是引起过敏反应的因素之一[7-8]，为保证 
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临床用药的安全性，增加大分子物质检查项十分必

要，从而能够进行严格且有效的质量过程控制。银

杏二萜内酯提取物作为银杏二萜内酯葡胺注射液的

原料，控制其大分子物质可以更好地提高产品质量，

且国内外尚未见相关大分子物质检测方法的报道，

本研究通过摸索并建立了银杏二萜内酯提取物大分

子物质检测方法，经过系统考察证明该方法简便易

行，准确可靠，可作为其大分子物质检测质控方法。 
1  仪器与材料 

岛津 LC-20AB高效液相色谱仪（示差检测器）。

水为高纯水，无水硫酸钠、磷酸氢二钠、磷酸二氢

钠均为分析纯。银杏二萜内酯提取物：江苏康缘药

业股份有限公司，批号 121101、121102、121104、
110302、110401；葡甲胺，西安力邦制药有限公司，

批号 100608B；银杏二萜内酯葡胺注射液：康缘药

业股份有限公司，批号 110101、110102、110103、
110601、130301、130901、130903、140603、140604、
140605、140606、140607、140608、140609；右旋

糖酐相对分子质量标准套：含 D1 右旋糖酐对照品

（相对分子质量 2 500，批号 140638-201002）、D2
右旋糖酐对照品（相对分子质量 4 600，批号 140639- 
201002）、D3右旋糖酐对照品（相对分子质量 7 100，
批号 140640-201002）、D4右旋糖酐对照品（相对分

子质量 10 000，批号 140641-201002）、D5右旋糖酐

对照品（相对分子质量 21 400，批号 140642- 
201002）、D6右旋糖酐对照品（相对分子质量 41 100，
批号 140643-201002）、D7右旋糖酐对照品（相对分

子质量 84 400，批号 140644-201002），均购自中国

食品药品检定研究院。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件 

色谱柱为 Phenomenex Biosep-SEC-S2000 柱

（300 mm×7.8 mm，5 μm）；以 0.05 mol/L硫酸钠水

溶液为流动相；体积流量为0.7 mL/min；柱温30 ℃；

示差检测器。理论板数按右旋糖酐 D2计算应不低于

3 000。 
2.2  对照品及供试品溶液的制备 

精密称取 D1、D2、D3、D4、D5、D6、D7右旋

糖酐对照品各适量，分别加流动相溶解并配制成一

定质量浓度的对照品溶液，即 D1 0.94 mg/mL、D2 
1.008 mg/mL、D3 1.42 mg/mL、D4 0.92 mg/mL、D5 
1.21 mg/mL、D6 1.26 mg/mL、D7 1.15 mg/mL，作为

各对照品溶液；取银杏二萜内酯提取物 50 mg、葡

甲胺（银杏二萜内酯提取物不溶于水，需加葡甲胺

进行助溶）50 mg，精密称定，置于同一 10 mL量

瓶内，加水适量，于热水浴内振摇溶解后加水稀释

至刻度，摇匀，作为供试品溶液。 
2.3  相对分子质量对数-保留时间曲线的绘制 

精密量取各对照品溶液 10 μL，注入高效液相

色谱仪，记录色谱图。以保留时间为横坐标（X），
相对分子质量对数为纵坐标（Y），绘制相对分子质

量对数-保留时间曲线，得回归方程：Y＝−0.298 8 
X＋7.449 5，r＝0.998 3。在此色谱条件下，相对分

子质量在 2 500～84 400的物质呈现良好的线性关

系。结果见表 1。 
 

表 1  对照品相对分子质量对数-保留时间关系 
Table 1  Logarithm of relative molecular weight-retention 
time relationship of reference substances 

对照品 相对分子质量（M） lgM tR/min 

D1  2 500 3.398 13.400 

D2  4 600 3.663 12.595 

D3  7 100 3.851 12.086 

D4 10 000 4.000 11.805 

D5 21 400 4.330 10.461 

D6 41 100 4.614  9.489 

D7 84 400 4.926  8.349 
 
2.4  精密度考察 

取线性关系考察中 D2对照品溶液，精密取 10 
μL 注入液相色谱仪，连续进样 6次，考察保留时间

和峰面积，结果保留时间依次为 12.590、12.605、
12.604、12.609、12.605、12.597 min，RSD为 0.05%；

峰面积依次为 104 145、104 350、104 728、104 529、
105 021、104 852，RSD为 0.31%，表明在此条件

下进样精密度良好。 
2.5  溶液稳定性考察 
2.5.1  对照品溶液稳定性考察  取线性关系考察中

的 D2右旋糖酐对照品溶液，分别于 0、1、2、4、6、
8 h精密量取 10 μL，注入液相色谱仪，考察保留时

间和峰面积，结果保留时间在 8 h内无明显变化，

RSD为 0.14%，但峰面积在 6 h后略有增加，RSD
为 2.1%，故最好在 6 h内完成进样。 
2.5.2  供试品溶液稳定性考察  取银杏二萜内酯提

取物 50 mg、葡甲胺 50 mg，精密称定，置于同一

10 mL量瓶内，加水适量，于热水浴内振摇溶解后

加水稀释至刻度，摇匀，作为供试品溶液①，分别
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于 0、2、5、8、12、16 h精密量取供试品溶液①10 
μL，注入液相色谱仪，考察主峰保留时间和峰面积，

结果保留时间和峰面积无明显变化，RSD 均小于

2%，且均未检出大分子物质，故供试品溶液①在

16 h内稳定性良好。 
另取银杏二萜内酯提取物 50 mg、葡甲胺 50 

mg、D2右旋糖酐约 2 mg，精密称定，置于同一 10 
mL 量瓶内，加水适量，于热水浴内振摇溶解后加

水稀释至刻度，摇匀，作为供试品溶液②，分别于

0、1、2、4、6、8、12、16 h精密量取供试品溶液

②10 μL，注入液相色谱仪，考察主峰和 D2右旋糖

酐的保留时间和峰面积，结果主峰保留时间、D2右
旋糖酐的保留时间及主峰峰面积均无明显变化，

RSD均小于 2%，但 D2右旋糖酐的峰面积在 6 h后
略有增加，故供试品溶液②在 6 h内稳定性良好。 
2.6  定量限和检出限考察 

精密量取线性关系考察下 D2对照品溶液适量，

加流动相稀释成一定质量浓度的溶液注入液相色谱

仪，记录色谱图。结果当进样量为 604.8 ng时，信

噪比约为 3，故检测限为 604.8 ng；当进样量为 2.016 
μg时，信噪比约为 10，故定量限为 2.016 μg。 
2.7  加样回收率及分离度考察 

取银杏二萜内酯提取物 50 mg、葡甲胺 50 mg、
右旋糖酐 D2约 2 mg，精密称定，置于同一 10 mL
量瓶内，加水适量，于热水浴内振摇溶解后加水稀

释至刻度，摇匀，作为供试品溶液，平行制备供试

品溶液 6份。另取右旋糖酐 D2对照品适量，加流动

相溶解并制成 0.2 mg/mL的溶液作为对照品溶液。

取银杏二萜内酯提取物 50 mg、葡甲胺 50 mg，精

密称定，置于同一 10 mL量瓶内，加水适量，于热

水浴内振摇溶解后加水稀释至刻度，摇匀，作为空

白溶液。精密量取供试品溶液、对照品溶液、空白

溶液各 10 μL注入液相色谱仪，考察 D2与邻近峰的

分离度及加样回收率，结果右旋糖酐 D2与邻近峰的

分离度均大于 1.5，平均回收率为 96.8%，RSD 为

1.5%，回收率良好，该色谱条件可以满足测定要求，

见表 2。色谱图见图 1。 
2.8  重复性考察 

取银杏二萜内酯提取物 50 mg、葡甲胺 50 mg，
精密称定，置于同一 10 mL量瓶内，加水适量，于

热水浴内振摇溶解后加水稀释至刻度，摇匀，作为

供试品溶液，平行制备 6份。精密量取 10 μL注入

液相色谱仪，记录色谱图，考察主峰保留时间，计 

表 2  分离度和加样回收率考察结果 
Table 2  Results of resolution and recovery rates 

样品 
D2与邻近 

峰分离度 
加入量/mg 实测值/mg 

加样回 

收率/% 

1 1.883 1.92 1.86 96.8 

2 1.834 1.88 1.83 97.3 

3 1.777 2.02 2.01 99.5 

4 1.707 1.88 1.80 95.9 

5 1.950 1.93 1.85 95.6 

6 1.928 1.91 1.83 95.7 
 

 

 

 

 
 
 

图中倒峰为溶剂（水）所产生 
Peak in figures produced by solvent (water) 

 
图 1  混合对照品 (A)、银杏二萜内酯葡胺注射液 (B) 和银

杏二萜内酯提取物 (C) 以及银杏二萜内酯提取物＋D2 (D) 
色谱图 
Fig. 1  Chromatograms of mixed reference substances (A), 
Ginkgo Diterpene Lactone Meglumine Injection (B), ginkgo 
diterpene lactone extraction (C), and ginkgo diterpene 
lactone extraction + D2 (D) 
 
算大分子物质的量。结果供试品溶液的保留时间基

本保持不变，RSD为 0.1%，6份供试品溶液均未检

出相对分子质量大于 4 600的大分子物质，本测定
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方法重复性较好。 
2.9  样品测定 

按上述色谱条件测定，将先于右旋糖酐 D2（相

对分子质量 4 600）出峰时间的峰视为大分子物质，

按面积归一化法计算其量。按此方法对 5批银杏二

萜内酯提取物进行大分子物质测定，结果均未检出

相对分子质量大于 4 600的大分子物质。 
同时对银杏二萜内酯葡胺注射液进行大分子物

质检测，初步考察该方法适用性，直接取银杏二萜

内酯葡胺注射液作为供试品溶液。按上述方法测

定，结果发现 14 批成品均未检出相对分子质量大

于 4 600的大分子物质。 
3  讨论 
3.1  检测方法的选择 

有文献报道[9]以蛋白为对照，采用 HPSEC-UV
法对中药注射剂进行大分子物质测定，本研究考虑

到对于紫外检测器无响应的物质，如聚合物、多糖

类成分等，选用 HPSEC-RI法进行测定，示差检测

器为通用型检测器，几乎对所有物质均有响应，可

以更全面的控制大分子物质。 
3.2  流动相体系的优选 

考察了以水、0.05 mol/L磷酸盐、0.05 mol/L硫

酸钠为流动相体系，D1、D2、D3、D4、D5、D6、
D7的线性关系及供试品的色谱行为。结果发现，以

水为流动相，供试品出峰较早，在加入一定浓度的

无机盐后，呈现一定的分离；以 0.05 mol/L硫酸钠

为流动相，5种对照品的线性关系较 0.05 mol/L磷

酸盐好；从供试品溶液的色谱行为和 5种对照品的

相对分子质量对数-保留时间曲线关系来看，选用

0.05 mol/L硫酸钠为流动相。 
3.3  检测方法的选择 

银杏二萜内酯提取物为银杏二萜内酯葡胺注射

液的原料，本研究结合生产工艺的特点，选取右旋

糖酐 D2（相对分子质量 4 600）作为参照物，将先

于右旋糖酐 D2出峰时间的峰视为大分子物质，按面

积归一化法计算其量。通过全面的方法学考察证明

本方法操作简便、准确可靠。 
3.4  样品测定 

因5批银杏二萜内酯提取物和14批成品均未检

出相对分子质量大于 4 600的大分子物质，故本研

究同时对桃仁赤芍中间体、黄芪中间体、红花中间

体、栀子水提液按照该方法进行大分子物质检测，

以验证该方法的适用性，结果黄芪中间体和栀子水

提液中均检测到一定量的大分子物质，其他样品未

检出。结合方法学及多种样品的测定结果，说明本

方法可作为银杏二萜内酯提取物大分子物质的内控

方法，同时可考虑将其扩展到其他样品的大分子物

质检测。 
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