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基于 UPLC 指纹图谱和黄酮醇苷含量的不同来源银杏叶的质量比较4 

黄  申，朱  波，张巧艳，林榴芬，尤金玲，蒙雄裕，张泉龙，秦路平* 
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摘  要：目的  比较不同产地、性别、树龄银杏 Ginkgo biloba 叶在同一采收期的质量，为其资源评价提供依据。方法  收

集 5 个产地共 36 批的银杏单株叶样品，采用超高效液相色谱法测定芦丁、槲皮素、异鼠李素和山柰素含量。用国家药典委

员会中药色谱指纹图谱相似度评价系统软件处理分析，建立银杏叶药材 UPLC 指纹图谱。结合主成分分析及偏最小二乘判

别分析探讨不同性别银杏叶的质量差异。结果  各组样品相似度均大于 0.85，雌株之间相似度低于雄株；产地、性别和树龄

对银杏叶的化学成分组成和比例有一定的影响，成熟植株指纹图谱相似度变化幅度大于苗期植株；HM 居群与其它居群样品

的物候期不同。结论  不同产地雌雄株银杏叶的性状特征存在差异。LT 居群银杏叶质量较佳且更稳定；苗期植株稳定性高

于成熟植株；不同性别银杏叶质量差异标志物有所差异。为控制银杏叶内在质量建立了 UPLC 指纹图谱快速检测方法，并

进行指纹图谱相似度评价，结合主成分分析及偏最小二乘判别分析方法用于分析不同性别银杏叶的质量，为银杏叶的质量比

较和资源评价提供了科学依据。 
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Quality comparison of Ginkgo biloba leaves from different sources based on 

UPLC fingerprint and flavonoid glycosides content 
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Abstract: Objective  To compare the quality of Yinxingye (Ginkgo biloba leaves) from different producing areas, sexes, and tree ages 

in the same harvest period to provide the basis for resource evaluation. Methods  The samples of G. biloba from five areas were 

investigated and collected, and the contents of rutin, quercetin, isorhamnetin and kaempferol were determined by ultra-high performance 

liquid chromatography (UPLC). The UPLC fingerprint of G. biloba was established by using the software of similarity evaluation system 

of chromatographic fingerprint of traditional Chinese medicine of National Pharmacopoeia Committee. The quality differences of G. 

biloba leaves of different sexes were discussed by principal component analysis and partial least square discriminant analysis. Results  

The similarity of samples in each group was greater than 0.85, and the similarity between female plants was lower than that between 

male plants. The origin, sex, and tree age had certain effects on the chemical composition and proportion of G. biloba leaves, and the 

similarity of fingerprint of mature plants was larger than that of seedling plants. Phenophase differences between HM population was 

different from other populations. Conclusion  There are differences in the characters and characteristics of G. biloba leaves of male and 

female plants from different areas. The quality of G. biloba leaves in LT population is better and more stable. The stability of seedling 

plants is higher than mature plants. Besides, the quality differential markers of G. biloba leaves of different sexes are different. In this 

paper, UPLC fingerprint rapid detection method was established, and fingerprint similarity evaluation was carried out. Principal 

component analysis and partial least squares discriminant analysis were used to analyze the quality of G. biloba leaves with different 

genders, which provided a scientific basis for the quality comparison and resource evaluation of G. biloba leaves.  
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银杏叶为银杏科植物银杏Ginkgo biloba L.的干

燥叶，具的化浊降脂、活血化瘀、敛肺平喘、通络

止痛等功效，主治中风偏瘫、胸痹心痛、瘀血阻络、

肺虚咳喘、高脂血症[1]。现代药理学研究表明，银

杏叶提取物具有抗脑缺血、抗炎等作用，能够改善

心脑血管循环、保护肝脏、舒张动脉、抗炎、抗过

敏[2-3]。银杏叶主要活性成分包括黄酮类、萜类内酯

等。其中银杏黄酮具有扩张血管、抑制血小板活化

因子、抗氧化、调血脂等药理作用，可用于治疗心

脑血管疾病、肾病综合征、糖尿病、血管性痴呆等，

对心脑血管和神经系统具有保护作用，应用前景广

阔[4-7]。银杏叶中黄酮类成分复杂，各成分含有量

和极性差异大，故其质量控制具有一定困难。目前，

针对黄酮类成分的分析方法，通常是针对水解后形

成的苷元，间接地反映原型苷。《中国药典》该药

材的含量测定项下对总黄酮醇的规定，亦是通过水

解后苷元槲皮素、异鼠李素和山柰素的含量为指

标，通过转换系数计算得出。而实际生产过程中无

法有效监控指标成分实际情况[8-9]。指纹图谱分析

可以使中药所含多种化学成分整体可视化，在药品

质量定性监控中具有优势[10]。由于栽培方式和采

收年限不同，银杏叶中主要化学成分的结构类型和

含量存在差异，其药理作用的特点和质量一致性也

存在明显的不同[11-13]。银杏叶药材价格在市场上差

异很大，如何通过性状特征和质量差异进行快速准

确区分，对于药材的准确鉴定、合理应用和流通销

售具有重要的意义。研究雌雄异株植物药材质量差

异，分析不同性别样品质量差异标志物，深入探索

性别差异及调控机制对提升雌雄异株药用植物的

药效价值及实现性别调控和转变具有一定的意义。

目前对银杏叶中黄酮苷含量测定分析主要采用

HPLC 技术，利用外标法测定槲皮素、异鼠李素、

山柰素含量的一种或多种，通过转化因子，计算出

黄酮苷的含量[14]。 

银杏作为裸子植物门银杏纲唯一现存物种，为

多年生落叶大乔木，是世界著名的“活化石”植物，

原产自中国[15]。天目山是地球上银杏的幸存地，将

其作为典型的自然银杏居群（TMP），与周边村落

移栽银杏居群（TMV）及高校园区内银杏居群

（ZAFUD）共同作为研究对象。此外，中国有六处

“银杏之乡”最具盛名，它们分别是江苏省邳州市、

广东省南雄市、江苏省泰兴市、湖北省安陆市、山

东省郯城县、浙江省湖州市长兴县宋店。其中江苏

邳州是国内最大的银杏资源地，邳州与郯城银杏基

地相连，土地相同、种苗互发；安陆、贵州等地银

杏种苗大部分由江苏邳州引入。2010 年“邳州银杏”

获批国家地理标志产品[16]。因此选取江苏邳州 2 个

典型叶用银杏栽培基地（LT、HM）作为研究对象。 

本研究通过收集比较不同产地雌雄株银杏叶的

性状特征，建立 UPLC 指纹图谱快速检测技术，其

色谱峰的保留时间全部在 18 min 内，极大地提高了

分析效率。测定分析总黄酮醇苷含量差异，并以样

品生成的共有模式作为对照图谱进行指纹图谱相似

度评价，结合主成分分析及偏最小二乘判别分析，

综合比较不同供试样品质量差异，以期为不同产地

雌雄株银杏叶的鉴别及应用提供参考资料。 

1  材料和试剂 

1.1  材料 

GPS 定位仪，卷尺，Waters ACQUITY H-Class 

超高效液相色谱仪（美国 Waters 公司），配置四元

高压泵、PDA 检测器；KQ-500B 型超声波清洗仪（昆

山市超声仪器有限公司）；FA22C4B 电子天平（上

海天关天平仪器有限公司）；MILLI-Q 型超纯水仪

（法国密理博公司），高速冷冻离心机（赛默飞世尔

科技有限公司）。 

1.2  试剂 

乙腈为色谱纯（华东医药股份有限公司器材化剂

分公司，德国 Merck 公司）；甲酸为色谱纯（杭州悦

耳科技有限公司，美国，aladdin 公司）；对照品槲皮

素（批号 C01J10Y91727 ）、异鼠李素（批号

P14O11L124051）、山柰素（批号 Y14M11H109733）、

芦丁（批号 Y24F11Y17051），均购自上海源叶生物科

技有限公司，质量分数均≥98%。 

1.3  样品的采集 

选择银杏叶主要栽培地区共计 5 个居群，每个

居群采集雌雄单株各 5 株及以上（不足 5 株则按最

大量采集），居群间隔大于 50 km，植株间距 20 m。

胸径大于 20 cm 的大树认为成年个体，成年个体具

有性别分化特征，否则认定为苗期植株，无两性特

征。样品来源信息见表 1，均于 2020 年 9 月采收，

采集后统一洗净，低温烘干。所有样品均经浙江中

医药大学药学院秦路平教授鉴定为银杏科植物银杏

G. biloba L.的完整叶。 

2  方法 

2.1  色谱条件 

ACQUITY UPLC BEHC18（100 mm×2.1 mm，  
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表 1  银杏叶样品采集信息 

Table 1  Collection information of G. biloba leaves collected from Zhejiang and Jiangsu provinces 

编号 采集号 性别 经度（E） 纬度（N） 海拔/m 编号 采集号 性别 经度（E） 纬度（N） 海拔/m 

S1 LT-M1 M 117°99′ 34°63′   24 S19 HM-F3 F 118°05′ 34°44′   18 

S2 LT-M2 M 117°99′ 34°63′   24 S20 HM-F4 F 118°05′ 34°44′   18 

S3 LT-M3 M 117°99′ 34°63′   24 S21 TMP-F1 F 119°25′ 30°02′ 1176 

S4 HM-M1 M 118°05′ 34°44′   18 S22 TMP-F2 F 119°25′ 30°02′ 1176 

S5 HM-M2 M 118°05′ 34°44′   18 S23 TMP-F3 F 119°25′ 30°02′ 1176 

S6 HM-M3 M 118°05′ 34°44′   18 S24 TMP-F4 F 119°25′ 30°02′ 1176 

S7 TMP-M1 M 119°25′ 30°02′ 1176 S25 TMV-F1 F 119°27′ 30°17′  340 

S8 TMV-M1 M 119°27′ 30°17′  340 S26 TMV-F2 F 119°27′ 30°17′  340 

S9 TMV-M2 M 119°27′ 30°17′  340 S27 ZAFUD-F1 F 119°73′ 30°25′   31 

 S10 TMV-M3 M 119°27′ 30°17′  340 S28 ZAFUD-F2 F 119°73′ 30°25′   31 

 S11 TMV-M4 M 119°27′ 30°17′  340 S29 ZAFUD-F3 F 119°73′ 30°25′   31 

 S12 LT-F1 F 117°99′ 34°63′   24 S30 ZAFUD-F4 F 119°73′ 30°25′   31 

 S13 LT-F2 F 117°99′ 34°63′   24 S31 ZAFUD-F5 F 119°73′ 30°25′   31 

 S14 LT-F3 F 117°99′ 34°63′   24 S32 LT-S1 NA 117°99′ 34°63′   24 

 S15 LT-F4 F 117°99′ 34°63′   24 S33 LT-S2 NA 117°99′ 34°63′   24 

 S16 LT-F5 F 117°99′ 34°63′   24 S34 LT-S3 NA 117°99′ 34°63′   24 

 S17 HM-F1 F 118°05′ 34°44′   18 S35 ZAFUD-S1 NA 119°73′ 30°25′   31 

 S18 HM-F2 F 118°05′ 34°44′   18 S36 ZAFUD-S2 NA 119°73′ 30°25′   31 

M-雄株  F-雌株  NA-无两性特征 

M-male  F-female  NA-no gender characteristics 

1.7 µm）色谱柱和 ACQUITYBEHC18（5 mm×2.1 

mm，1.7 µm）MVANGUARD 预柱[沃特世科技（上

海）有限公司]。流动相乙腈（A）-0.1%甲酸水（B），

梯度洗脱（0～6 min，15%～23% A；6～11.0 min，

23%～35% A；11～11.1 min，35%～41% A；11.1～

14 min，41% A；14～14.1 min，41%～51% A；14.1～

18 min，51% A）；柱温 25 ℃；检测器：PDA；检

测波长 360 nm；体积流量 0.25 mL/min；进样体积 3 

μL，平衡时间 30 min。 

2.2  对照品溶液的制备 

精密称定对照品适量，加甲醇制成含槲皮素、

山柰素、异鼠李素、芦丁均为 0.1 mg/mL 的混合对

照品溶液，4 ℃保存，备用。 

2.3  供试品溶液的制备 

精密称定银杏叶干燥粉末 1 g，加入甲醇 10 

mL，超声溶解，冷却至室温，用甲醇定容到 10 mL，

滤过，摇匀，过 0.45 μm 滤膜，即得。 

2.4  方法学考察 

2.4.1  精密度试验  取同一供试品（S1）溶液，按

“2.1”项下色谱条件连续进样测定 6 次，记录指纹

图谱。用中药色谱指纹图谱相似度评价系统 2012

版软件进行相似度分析，以芦丁峰为参照，多点校

正后全峰匹配，结果表明，6 个供试品色谱图与其

共有模式的相似度分别为 0.957、0.994、0.993、

0.996、0.995、0.995，说明该方法精密度较好。 

2.4.2  稳定性试验  取同一供试品（S1）溶液，分别

在 0、2、4、8、16、24 h 进样，按上述色谱条件记录

指纹图谱。用中药色谱指纹图谱相似度评价系统 2012

版软件进行相似度分析，以芦丁峰为参照，多点校正

后全峰匹配，计算结果表明，6 个供试品色谱图与其

共有模式的相似度分别为 0.992、0.989、0.992、0.994、

0.992、0.993，表明该溶液在 24 h 内稳定。 

2.4.3  重复性试验  取同一供试品，照“2.3”项下

方法平行制备供试品溶液 6 份，记录指纹图谱。用

中药色谱指纹图谱相似度评价系统 2012 版软件进

行相似度分析，以芦丁峰为参照，多点校正后全峰

匹配，计算结果表明，6 个供试品色谱图与其共有

模式的相似度分别为 0.998、0.999、0.999、0.999、

0.998、0.993，说明该方法重复性较好。 

2.5  样品测定 

将供试品溶液按“2.1”项下色谱条件进样测

定，采用中药色谱指纹图谱相似度评价系统 2012

版软件，多点校正后全峰匹配，计算相似度。依

《中国药典》2020 年版规定方法分别测定槲皮素、

山柰素和异鼠李素的含量，并按下式换算成总黄

酮醇苷的含量。 

总黄酮醇苷含量=(槲皮素含量+山柰素含量+异鼠李

素含量)×2.51 
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2.6  数据处理及统计分析 

采用 Microsoft Office 2020 软件和 SPSS（26.0）

对数据结果进行整理汇总和方差分析，中药色谱指

纹图谱相似度评价系统 2012 版软件进行相似度分

析，SIMCA-P 13.0 软件进行主成分分析（principal 

component analysis，PCA），GraphPad Prism 7.00 软

件进行图表绘制。 

3  结果与分析 

3.1  雌雄异株银杏叶性状特征的比较分析 

在实际工作中一般应用如下方法初步区分银

杏雌雄植株：雌株主枝在主干上着生角度大，向

四面展开，有时下垂；雄株主枝在主干上着生角

度小、挺直向上。雌株叶裂较少、较浅，不达叶

之中部；雄株叶裂较深、缺刻超过叶的中部[17]。

现代银杏有长、短枝之分，短枝上的叶是短柄、

簇生的；银杏叶由枝端的幼叶开始向下发育过程

呈规律性变化。银杏叶裂片由窄变宽，向着利于

光合作用的方向发展[18]。见图 1。由于不同产地

银杏实生植株及叶片形态存在一定差异，为精准

鉴别植株性别，采集样品前均与种植养护或专业

人员进行性别确认。 

 
1、2-成熟雄株  3、4-成熟雌株  5、6-苗期植株 

1, 2-male plants  3, 4-female plants  5、6-seedling plants 

图 1  银杏样本图 

Fig. 1  Sample pictures of G. biloba  

3.2  指纹图谱分析及含量测定结果 

在优化的色谱条件下，对 5 个居群 36 份银杏叶

样品进行 UPLC 指纹图谱分析。将采集的数据按植

株性别分类，导入中药色谱指纹图谱相似度评价系

统 2004A 版软件，经数据剪切、等长处理、数据平

移，计算生成对照指纹图谱（RFP）。图 2 为对照品

色谱峰图，相似度评价结果见表 2。 

由表 2 可知，5 个居群 11 份雄株银杏叶片样品

相似度在 0.879～0.966；20 份雌株银杏叶片样品相 

 

1-芦丁  2-槲皮素  3-异鼠李素  4-山柰素 

1-rutin  2-quercetin  3-isorhamnetin  4-kaempferol 

图 2  混合对照品溶液 (a)、雄株叶提取液 (b)、雌株叶提取

液 (c)、苗期叶提取液 (d) UPLC 图 

Fig. 2  UPLC chromatograms of reference solution (a), 

male G. biloba leaves extract (b), female G. biloba leaves 

extract (c), G. biloba seedling leaves extract (d) 

表 2  银杏叶样品指纹图谱相似度测定结果 

Table 2  Fingerprint similarity in G. biloba leaves 

编号 相似度 编号 相似度 编号 相似度 

S1 0.900 S13 0.905 S25 0.891 

S2 0.928 S14 0.908 S26 0.892 

S3 0.957 S15 0.927 S27 0.907 

S4 0.894 S16 0.896 S28 0.871 

S5 0.931 S17 0.895 S29 0.887 

S6 0.958 S18 0.905 S30 0.930 

S7 0.908 S19 0.915 S31 0.922 

S8 0.966 S20 0.928 S32 0.935 

S9 0.942 S21 0.917 S33 0.917 

 S10 0.879 S22 0.922 S34 0.949 

 S11 0.879 S23 0.921 S35 0.976 

 S12 0.865 S24 0.910 S36 0.978 
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似度在 0.865～0.930；5 份苗期银杏叶片样品相似度

在 0.917～0.978。样品指纹图谱相似度变化范围较

大，与文献一致[11]。各组样品相似度均大于 0.85，

雌株之间相似度低于雄株，成熟植株相似度变化幅

度大于苗期植株。性别和树龄对银杏叶的化学成分

组成和比例有一定的影响；2～5 年生银杏叶的化学

成分组成和比例较一致，质量稳定。 

对各供试品中芦丁、槲皮素、异鼠李素和山柰

素含量进行测定，计算总黄酮醇苷含量，结果见表

3。供试银杏叶片样品总黄酮醇苷含量变幅为 0.11～

1.86 mg/g，平均含量为 0.43 mg/g。雄株银杏叶片样

品总黄酮醇苷含量变幅为 0.21～1.86 mg/g，平均含

量为 0.55 mg/g。雌株银杏叶片样品总黄酮醇苷含量

变幅为 0.11～0.93 mg/g，平均含量为 0.39 mg/g。雄

株银杏叶片中黄酮苷含量高于雌株，与文献结论一

致[19]。 

表 3  银杏叶样品总黄酮醇苷含量 ( 3=± n , sx ) 

Table 3  Determination of total flavonol glucoside ( 3=± n , sx ) 

编号 总黄酮醇苷/(mg·g−1) 编号 总黄酮醇苷/(mg·g−1) 编号 总黄酮醇苷/(mg·g−1) 

S1 0.29±0.00 S13 0.55±0.04 S25 0.18±0.00 

S2 0.23±0.01 S14 0.57±0.00 S26 0.38±0.01 

S3 0.27±0.01 S15 0.59±0.01 S27 0.38±0.00 

S4 1.86±0.01 S16 0.46±0.02 S28 0.31±0.02 

S5 0.92±0.03 S17 0.45±0.00 S29 0.32±0.01 

S6 0.63±0.02 S18 0.63±0.02 S30 0.18±0.01 

S7 0.29±0.02 S19 0.93±0.01 S31 0.11±0.00 

S8 0.54±0.03 S20 0.38±0.00 S32 0.56±0.04 

S9 0.38±0.01 S21 0.21±0.00 S33 0.26±0.00 

 S10 0.21±0.01 S22 0.18±0.01 S34 0.61±0.01 

 S11 0.43±0.02 S23 0.35±0.00 S35 0.13±0.00 

 S12 0.33±0.02 S24 0.34±0.02 S36 0.23±0.01 

3.3  PCA 

PCA 是从多个数值变量之间的相互关系入手，

利用降维的思想，将多个变量化为少数几个互不相

关的综合变量的统计方法。记分图是带有二维记分

图的观察图，显示了数据中可能存在的异常值、组、

相似性和其他模式。将 36 批次银杏叶样品测得黄酮

醇苷类成分原始数据导入 SIMCA-P 13.0 软件，进

行 PCA，确定不同样品之间的差异，结果见图 3。 

5 个居群雌雄样品不能明显分开，各组间差异

较小，HM 居群样品 S4 与其他样品差异显著，与

“3.2”项下结果一致。全部样品采集在一周之内完

成，样品采集时该居群植株已处于落叶阶段，认为 

 

图 3  PCA 分析得分图 

Fig. 3  Principal component analysis score chart of all 

samples 

该居群与其他居群的物候期存在差异。 

3.4  PLS-DA 

PLS-DA 负荷权重散点图显示了 X 变量和 Y

变量之间的关系 VIP（variable importance for the 

projection）图汇总了变量对解释 X 和与 Y 相关的

重要性，通常选 VIP＞1 的变量为特征变量。为具

体分析雌雄株银杏黄酮苷含量差异性，本研究对

雌株、雄株和未进行性别分化的苗期银杏叶样品

进行 PLS-DA 比较分析（图 4～6），首先对雄株

样品进行有监督模式的识别分析，结果显示雌雄

株银杏叶中总黄酮醇苷、槲皮素、异鼠李素 VIP

值均大于 1；山柰素存在差异，雄株中山柰素可

作为质量差异标志物，雌株中山柰素 VIP 值小于

1，不能作为质量差异标志物。雄株样品中 LT 居

群样品与 TMP 居群样品差异较小；HM 居群样品

存在异常离群。雌株样品居群间差异较小，且存

在异常离群值 S19，为 HM 居群样品。与主成分

分析结果一致。苗期质量差异标志物包括山柰素

和槲皮素；ZAFUD 居群样品组内差异较小，苗期

样品均无异常离群。 

4  讨论 

有研究表明，雌雄异株药用植物在生理生化以 
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图 4  雄株样品 PLS-DA 分析得分图及 VIP 图 

Fig. 4  Partial least squares discriminant analysis score map and VIP value map of male G. biloba samples 

 

图 5  雌株样品 PLS-DA 分析得分图及 VIP 图 

Fig. 5  Partial least squares discriminant analysis score map and VIP value map of female G. biloba samples

 

图 6  苗期样品 PLS-DA 分析得分图及 VIP 图 

Fig. 6  Partial least squares discriminant analysis score map and VIP value map of G. biloba samples at seedling stage 

及某些活性成分的含量上有显著差异[20]。也有研究

表明一些雌雄异株药用植物某些次生代谢产物的含

量与性别无明显关系[21]。银杏雌雄株叶片的生理差

异较大。与雄株相比，雌株抗盐胁迫能力强[22]。由

本研究结果可知，不同地区栽培技术及采收时间对

银杏叶性状特征有一定的影响。已有文献中对银杏

叶植株性别的表观性状鉴别仅可作为参考依据，并

不能完全保证鉴定结果的可靠性，还需结合资料记

载和分子生物学手段进行进一步分析。 

本研究通过对银杏叶道地产区进行实地深入考

察，以典型样品为质量评价对象，通过数据化分析

进一步明确了道地产区银杏叶药材和野生银杏叶以

及观赏用银杏叶质量的差异，采用 UPLC 技术建立

了银杏叶药材中 4 种主要黄酮苷类成分的含量测定

方法，以外标法精确定量，准确真实地揭示银杏叶

药材中黄酮苷类成分的内在质量。建立了以指纹图

谱相似度评价结合PCA及PLS-DA的银杏叶药材质

量评价方法，为银杏叶的药材生产和快速鉴定及其
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质量控制提供参考。 

银杏产业相关公司主要经营银杏种苗收购及供

应，银杏树价格从上万元降至千元，持续走低；银

杏叶单价从几十元降至一元，低廉的收成价格严重

打击了银杏种植户的栽培积极性。科学评价银杏药

材质量，发展银杏系列产品，提高银杏市场价值，

对于促进产学研的有机结合具有重要意义。 

志谢:浙江中医药大学中医药科学院医学科研中心公共

平台提供技术协助。 
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