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摘要  目的: 建立同时测定灯银脑通胶囊中白果内酯、银杏内酯 A、三七皂苷 R1、人参皂苷 Rg1含量的高效液相色谱 -蒸发光

散射检测法。方法: 采用 D iam onsil C18 ( 200 mm @ 41 6 mm, 5 Lm )色谱柱,流动相为甲醇 - 水 -四氢呋喃 ( 25B70B12), 流速为

11 0 mL# m in- 1,柱温 25 e , 漂移管温度为 110 e , 载气流速为 21 8 L# m in- 1。结果: 样品中白果内酯、银杏内酯 A、三七皂苷

R1、人参皂苷 Rg1分离良好 ,线性范围分别为 01 02~ 01 2 mg# mL- 1 ( r = 019999), 01 126~ 11 26 m g# mL- 1 ( r= 019999), 01 108

~ 11 08 m g# mL- 1 ( r = 01 9995), 01306 ~ 31 06 mg# mL- 1 ( r = 01 9997) ; 方法平均回收率 ( n = 9 )分别为 10010% , 9919% ,

9918% , 10011%。结论: 本法准确,专属性强, 重现性好,可用于灯银脑通胶囊的质量控制。
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HPLC- ELSD simultaneous determ ination of bilobalide, ginkgolide A,
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Abstract Objective: To deve lop an HPLC - ELSD method fo r the simultaneous determ ination o f bilobalide,

g inkgo lideA, no tog insenoside R1 and g insenoside Rg1 in Dengy in N aotong capsu les.M ethods: The chrom atographic

separation w as ach ieved on a D iamonsil C18 ( 200 mm @ 416 mm, 5 Lm) column w ith mob ile phase o fmethano l-

w ater- tetrahydrofuran ( 25B70B12) . The flow ratew as 110mL# m in
- 1

w ith column temperature at 25 e . The drift

- tube temperature o fELSD was 110 e , and the flow rate o f air w as 218 L# m in
- 1
. Results: The ca librat ion curve

w as linearw ith in the range o f 0102- 012 mg# mL
- 1
( r= 019999) for b iloba lide, 01126- 1126 mg# mL

- 1
( r =

019999) for g inkgo lideA, 01108- 1108 mg# mL
- 1

( r= 019995) for notoginsenoside R1 and 01306- 3106 mg#

mL
- 1
( r= 019997) for g insenoside Rg1, respect ive ly. The recoveries( n= 9) of bilobalide, g inkgo lideA, notog insen-

oside R 1 and g insenosideRg1 were 10010% , 9919%, 9918% and 10011% , respect ively. Conclusion: Them ethod is

accurate, sensit ive and specific. Itps can be used for quality contro l of Dengy in Nao tong capsules.
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  灯银脑通胶囊由灯盏细辛、银杏叶、三七、满山
香 4味药组成

[ 1]
,是对云南彝药经典处方 /脑瘫愈 0

方进行改良,采用现代药物制剂技术研制而成的国

家专利产品。具有行气活血、散瘀通络的功效,适用

于各种缺血性心脑血管疾病、脑力衰退、痴呆、失眠

等症。目前未见关于灯银脑通胶囊的质量标准研究

文献报道, 作者采用 HPLC- ELSD法, 对灯银脑通

胶囊中主要成分白果内酯、银杏内酯 A、人参皂苷

Rg1、三七皂苷 R 1的含量进行测定, 该方法准确, 稳

定, 重现性好, 为灯银脑通胶囊的质量控制提供了依

据。
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1 仪器与试剂
JASCO公司 PU - 2080 Plus inte lligent HPLC

pump, XWK - Ó无油空气泵, A lltech ELSD 2000检

测器。对照品白果内酯 (批号 110865- 200404)、银

杏内酯 A (批号 110862- 200305)、三七皂苷 R1 (批

号 110745- 200415) 和人参皂苷 Rg1 (批号 110703

- 200323) ,购自中国药品生物制品检定所。灯银

脑通胶囊 (规格: 0126 g# 粒 - 1
; 批号 20050731,

20050752, 20050814; 云南某制药集团股份有限公

司 )。甲醇、四氢呋喃均为色谱纯,所用水为娃哈哈

纯净水。

2 方法与结果
211 色谱条件  色谱柱: D iamonsil C18 ( 200 mm @

416mm, 5 Lm);流动相: 甲醇 -水 -四氢呋喃 ( 25B
70B12) ;流速: 110 mL# m in

- 1
, 柱温: 25 e ,漂移管

温度: 110 e , 载气流速: 218 L # m in
- 1
, 进样量: 20

LL。

212 溶液的制备

21211 对照品储备液  分别取对照品白果内酯、银

杏内酯 A、三七皂苷 R 1、人参皂苷 Rg1适量, 精密称

定,置 5 mL量瓶中, 以甲醇溶解并稀释至刻度, 摇

匀,制成浓度分别为 110, 613, 514, 1513 mg# mL
- 1

的混合对照品储备液。

21212 供试品溶液  取灯银脑通胶囊 10粒, 取出

细粉状内容物,精密称定,取上述内容物粉末约 210
g,精密称定, 置具塞锥形瓶中, 精密加入甲醇 25

mL,密塞, 称定重量, 超声处理 (功率 90W, 频率 59

kH z) 30 m in,放冷,再称定重量,用甲醇补足减失的

重量,摇匀, 经 0145 Lm微孔滤膜过滤,即得供试品

溶液。

21213 阴性对照溶液  按照灯银脑通胶囊的制备
工艺分别制备缺银杏叶和三七的阴性样品, 并按

/ 212120项下方法制成阴性对照溶液。

213 系统适用性试验  取供试品溶液, 在上述色谱

条件下进样分析, 理论塔板数按白果内酯峰计算不

低于 4000,按银杏内酯 A峰计算不低于 5000, 按三

七皂苷 R1峰计算不低于 3000, 按人参皂苷 Rg1峰

计算不低于 3000; 白果内酯、银杏内酯 A、三七皂苷

R1、人参皂苷 Rg1与相邻色谱峰的分离度均大于

115;缺银杏叶阴性样品在白果内酯和银杏内酯 A

出峰区间未出现相应色谱峰, 缺三七阴性样品在三

七皂苷 R1和人参皂苷 Rg1出峰区间未出现相应色

谱峰,表明该方法专属性较好,测定无干扰。结果见

图 1。

图 1 对照品 ( A)、样品 ( B )、缺银杏阴性样品 ( C )及缺三七阴性样品 ( D)色谱图

F ig 1 HPLC chrom atogram s of referen ce substances (A ), sam p le ( B) , negative sam p le w ith out Fol ium G inkgo ( C ) and Rad ix etRh izoma Notoginseng

( D )

1.白果内酯 ( b ilobal ide)  2.银杏内酯 A( ginkgolide A )  3.三七皂苷 R 1 ( n otog insenosid e R1 )  4.人参皂苷 Rg1 ( gin sen os ide Rg1 )
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214 线性范围考察  依次精密吸取对照品储备液
0110, 0125, 015, 0175, 110 mL, 分别置于 5 mL量瓶

中,用甲醇稀释至刻度,摇匀,制成系列质量浓度的

混合对照品溶液。分别取上述溶液各 20 LL, 在上

述色谱条件下进样分析。以对照品质量浓度 (X, mg

# mL
- 1
)为横坐标, 峰面积 ( Y )为纵坐标, 绘制标准

曲线并进行回归计算, 白果内酯、银杏内酯 A、三七

皂苷 R1、人参皂苷 Rg1回归方程分别为:

Y= 11262 @ 10
6
X + 21534 @102  r= 019999( n= 5)

Y= 51142 @ 10
5
X + 31558 @103  r= 019997( n= 5)

Y= 21692 @ 10
5
X + 21494 @103  r= 019999( n= 5)

Y= 11336 @ 10
4
X - 31025 @103  r= 019999( n= 5)

结果表明, 4种化合物的峰面积与对照品质量浓度

均呈良好的线性关系, 线性范围分别为: 白果内酯

0102~ 012mg# mL
- 1
, 银杏内酯 A 01126~ 1126 mg

# mL
- 1
,三七皂苷 R1 01108~ 1108 mg# mL

- 1
, 人参

皂苷 Rg1 01306~ 3106mg# mL
- 1
。

215 仪器精密度试验  取同一混合对照品溶液,在

上述色谱条件下连续进样 5次, 白果内酯、银杏内酯

A、三七皂苷 R1、人参皂苷 Rg1色谱峰面积的 RSD ( n

= 5)分别为 114%, 015%, 017%, 016%。
216 重复性试验  取同一批号 (批号: 20050752)

样品粉末 5份, 按 / 212120项下方法平行制备供试

品溶液 5份,在上述色谱条件下进行测定,按外标法

计算白果内酯、银杏内酯 A、三七皂苷 R1、人参皂苷

Rg1含量的平均值 ( n = 5)分别为 01297 mg#粒
- 1

( RSD = 019% ), 21118 mg# 粒 - 1
( RSD = 110% ),

11534mg# 粒 - 1
( RSD = 017% ), 51022 mg#粒 - 1

( RSD= 017% )。表明方法重复性良好。

217 稳定性试验  取供试品溶液 1份, 室温放置,

放置 0, 2, 4, 6, 8, 12 h后, 按上述色谱条件进样分

析。测得白果内酯、银杏内酯 A、三七皂苷 R1、人参

皂苷 Rg1 峰面积的 RSD ( n = 6 )分别为 018% ,

012%, 016%, 015%, 结果表明供试品溶液在 12 h

内稳定性良好。

218 回收率试验  精密称取已知含量的样品 (批

号: 20050752)约 015 g, 共 9份, 平均分为 3组, 以

低、中、高三水平质量浓度分别精密加入白果内酯、

银杏内酯 A、三七皂苷 R 1和人参皂苷 Rg1的浓度分

别为 0110, 0163, 0154 mg# mL
- 1
和 1153 mg# mL

- 1

的对照品混合液 0115 mL、013mL、0145 mL, 按每一
质量浓度取 3份, 以 / 212120项下方法平行制备成
供试溶液,按上述色谱条件测定并计算回收率。测

得方法平均回收率的结果见表 1。

表 1 灯银脑通胶囊中白果内酯、银杏内酯 A、

三七皂苷 R
1
和人参皂苷 R g

1
的回收率 (n = 3)

Tab 1 Recoveries of bilobalide, g inkgolid eA,

notogin senoside R1 and gin senoside Rg1

in D engyin Naotong capsu les

成分

( componen ts)

加入量

( added)

/mg

样品中含量

( o rig inal)

/mg

测得量

( measured)

/mg

回收率

( recovery)

/%

RSD

/%

白果内酯 01015 01 028 01043 9912 0182

( b iloba lide) 01030 01 029 01058 9919 0190

01045 01 027 01073 10018 0163

银杏内酯 A 01095 01 193 01288 9918 0126

( g inkgo lide A) 01189 01 195 01382 9919 0123

01284 01 195 01477 10010 0119

三七皂苷 R
1 01076 01 148 01225 10011 0148

( notog insenoside R
1
) 01150 01 149 01301 9918 0130

01227 01 149 01376 9916 0135

人参皂苷 Rg
1 01230 01 462 01692 10012 0127

( ginsenoside Rg
1
) 01459 01 461 01921 10010 0120

01689 01 462 11152 10012 0115

219 样品测定  取 3批灯银脑通胶囊样品, 每批取

3份,按 / 212120项下方法制备供试品溶液, 在上述

色谱条件下进样分析,记录色谱峰面积,按外标一点

法计算含量。结果见表 2。

表 2 灯银脑通胶囊中白果内酯、银杏内酯 A、三七皂苷 R1和人参皂苷 Rg1的含量 (n= 3)

Tab 2 Content of b iloba lid e, ginkgolide A, notog in senoside R1 and gin senoside Rg1 in Dengyin Naotong capsu les

批号

( Lo t No. )

白果内酯 ( biloba lide) 银杏内酯 A ( g inkgo lideA ) 三七皂苷 R1( no tog insenosideR1 ) 人参皂苷 R g1( g insenos ide Rg1)

含量 ( content)

/mg per capsu le

R SD

/%

含量 ( content)

/mg per capsule

RSD

/%

含量 ( content)

/mg per capsule

RSD

/%

含量 ( con tent)

/mg per capsule

RSD

/%

20050731 013035 0137 21095 0152 11618 0119 41 998 0122

20050752 013025 0150 21112 1130 11612 0106 41 997 0115

20050814 013022 0133 21106 0101 11618 0134 41 990 0105
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3 讨论
银杏内酯和皂苷类物质无紫外吸收或仅为末端

吸收, 如用紫外末端吸收检测, 则测定结果的干扰

大
[ 2, 3]
。蒸发光散射检测器 ( ELSD )为通用质量型

检测器,其响应不依赖样品的光学性质,只要样品的

挥发性低于流动相即可被检测
[ 4 ]
, 故本实验选择

HPLC- ELSD法对灯银脑通中白果内酯、银杏内酯

A、三七皂苷 R 1和人参皂苷 Rg1这 4种成分进行含

量测定。

在使用 ELSD进行检测时, 漂移管温度与载气

流速是影响实验的 2个关键性参数。在 ELSD的气

化室中,载气流速对信号影响很大,太低或太高均导

致信号不够准确。而漂移管温度降低时, 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
[ 5]
。本实验通过反复试验和综合评价后,使

用漂移管温度为 110 e 、载气流速为 218 L# m in
- 1

作为检测条件,在该检测条件下对组分的干扰较小

且操作可行性较好。

本实验分别考察了乙腈 -水 -酸和甲醇 -水 -

酸 2种流动相系统, 结果发现 2种流动相系统都不

能使待测组分色谱峰的分离度满足含量测定的要

求,同时噪音很大。参考有关文献
[ 6 ]
在流动相中加

入四氢呋喃,并进一步调整比例,结果表明当流动相

为甲醇 -水 -四氢呋喃 ( 25B70B12)时,色谱峰之间

达到完全分离且噪音也显著减小。

文献中对白果内脂、银杏内酯 A、三七皂苷 R1

和人参皂苷 Rg1 4种成分的提取方法多复杂烦琐,

但实验发现灯银脑通胶囊的内容粉末采用简单的超

声提取的方法, 4种成分的含量就能达到实验的要

求。方法简便易行, 可操作性强。另外本实验考察

了 50%甲醇、70%甲醇和纯甲醇 3种提取溶剂, 结

果表明纯甲醇提取效果最好。超声提取 20, 30, 45

m in, 考察其提取效果。结果表明,超声提取 30 m in

的提取效果优于 20m in的提取效果,而与 45 m in的

提取效果无明显差异,故选用甲醇超声提取 30m in。
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