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摘要 目的: 改进中国药典银杏黄酮的测定。方法: 采取对供试液稀释溶剂加热回流脱氧、充氮气保护供试液、避光等保护措

施下, 考察盐酸浓度、甲醇浓度、加热时间、供试液浓度、供试液放置时间等条件的耐用性。结果: 在以上预防氧化降解措施的

保护下, 药典银杏黄酮水解条件有较好的耐用性。结论: 建议将预防氧化降解措施纳入药典银杏黄酮测定的正文,并建议修

改盐酸浓度的表示方式。
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Abstract Objective: To improve the robustness of quant ification o f flavonoid ag lycones inG inkgo b iloba ( EGb) ex-

trac,t etc recorded in Ch inese Pharmacopoeia( ChP) 2005 flavonoid ag lycones. Methods: To test the robustness o f

the cond itions including the concentration o fm ethano,l HC l and in the reaction, the time o f hydro lysis and the stabi-l

ity of the test so lution, adopt ing the protect ionm easurements w ith introducing inert gas and pro tecting the reaction

from light etc. Results: The robustness of the hydrolysis condition recorded in ChP 2005 is favourable a fter adopting

the above measures. Conclusion: It is suggested that the quantifica tion o f flavono id ag lycones in G inkgo b iloba

( EGb) ex trac,t etc recorded in ChP 2005 shou ld conclude themeasures o f ox idat ion prevent ing andmod ified the ex-

pression of concentration o fmethano.l
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黄酮醇苷的含量是银杏叶提取物及其制剂的

重要含量指标之一, 5中国药典 62005年版 (以下

简称药典 )收载的是加热回流水解法
[ 1]
。银杏黄

酮水解条件研究的历年来反复报道
[ 2~ 8]

, 但根据工

作经验和应用交流了解的情况, 该测定方法有时

结果很不理想,在不同的实验室重现性不好, 仍需

要完善。已有研究报道认为氧化降解是影响测定

结果准确性和重现性的重要因素, 实验比较了在

不同脱氧措施下的水解, 结果黄酮测得量提高且

供试液稳定
[ 9 ]
。在此研究基础上, 本文在脱氧、避

光等措施下, 以药典的银杏叶提取物总黄酮测定

条件为基础, 综合了文献报道的水解条件的范围,

测定其耐用性。

1 试药与仪器

试药: 银杏叶对照提取物: 1Ex tract G inkgo b-i

lobae EGb 761 Standard, Batch DM 1430H2,德国威马

舒博士药厂 ( Dr. W illm ar Schw abe GmbH )提供;槲皮

素 ( Quercetin)、山奈素 ( Kaempferide )、异鼠李素

( Isorhamnet in): 中国药品生物制品检定所提供, 批

号依次为: 10081- 9905、0861- 9901、0869- 9903。

仪器: W aters 2695 /2996高效液相色谱仪; JULABO

- 19恒温水浴; kromasil C18色谱柱 ( 150 mm @ 415
mm, 5 Lm )。

2 实验条件

预防氧化降解的措施: 脱气甲醇系指将甲醇加

热回流 30 m in, 放冷, 用于水解后供试液的稀释, 取
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用时轻拿轻倒;充氮气指容量瓶在密塞振摇前,先用

氮气吹扫 1~ 2m in, 再立即密闭。其余条件除另有

注明外,均按药典
[ 1]
。

3 考察实验与结果
311 盐酸浓度的耐用性  不同的文献对盐酸浓度

的表述方式不一致, 本文所述的水解盐酸浓度指水

解过程溶液中盐酸的浓度 ( mol# L
- 1

)。药典所取

25%盐酸浓度如依凡例规定 (即按 g# mL
- 1
计 )水

解时盐酸浓度约 114 mo l# L
- 1
, 如依浓盐酸浓度

36% ~ 38%计 (即按 g# g
- 1
计 )水解时盐酸浓度约

117mo l# L
- 1
。实验配制的水解溶液盐酸浓度依次

为 016, 018, 110, 112, 114, 117, 214 mo l# L
- 1
, 其余

水解条件均按药典。结果测得总黄酮醇苷的值依次

为 11198%, 14123% , 19133%, 20196% , 20176% ,

20196%, 20184% ,可见, 盐酸浓度在 112~ 214 mol

# L
- 1
范围内, 水解结果耐用性非常好 ( RSD =

015%, n = 4) ;当盐酸浓度低于 1 mol# L
- 1
时, 测定

结果偏低。

312 甲醇浓度的耐用性  本文所述的水解甲醇浓
度指水解过程溶液中甲醇的浓度 (% ) ,药典的水解

甲醇浓度为 80%。配制的水解溶液的甲醇浓度依

次为 20%, 40% , 60% , 80%, 其余水解条件均按药

典。结果测得总黄酮醇苷的值依次为 19197% ,

20121%, 20194% , 20196%。可见,甲醇浓度对测定

结果影响较小。

313 回流时间的耐用性  制备相同的溶液,精密吸

取同量,分别加热回流 10, 20, 30, 40, 50m in,其余条

件均按药典。结果测得总黄酮醇苷的值依次为

18109%, 20102%, 20127%, 20158% , 20170%。可
见,加热回流 30m in是合适的。

314 供试液浓度的耐用性  本文所述的供试液浓

度指水解过程溶液中银杏叶提取物的浓度 ( mg#

m l
- 1

) ,药典的供试液浓度为 114 mg# mL
- 1
。配制

的水解溶液含银杏叶提取物浓度依次为 0169,
1137, 2172, 5145 mg# mL

- 1
, 其余条件均按药典。

结果测得 总黄酮醇 苷的值 依次 为 20196% ,

20148%, 20153% , 20193%。可见,药典条件下供试

液浓度远远未达到测定的饱和状态。

315 水解后供试液的稳定性  取同一份加热回流

水解并以脱气甲醇在充氮气下稀释后的供试品溶

液,分装于两个进样瓶中, 分别将进样瓶裸露于光线

充足的窗台或以黑纸包裹避光, 在不同时间进样

(图 1)。实验结果表明, 在 28 h内, 避光与不避光

的溶液均基本稳定。

图 1 供试品溶液稳定性

F ig 1 The stab ility of test solut ion

4 讨论

411 水解液的稀释操作必须注意尽量减少氧进入
溶液。由于加热回流过程就是很好的脱气过程, 因

此回流液中氧化降解并不明显,回流后的水解液,如

能保持与冷凝管的连接下冷却、放置,溶液的稳定性

并无显著下降;如果采用低酸度回流水解液不经稀

释直接进样测定,其稳定性非常好;但稀释后的供试

液稳定性则显著下降。以上现象表明水解后稀释过

程溶液引入氧气导致稳定性迅速下降。由于药典选

择了高酸度、短时间的水解, 出于保护色谱柱, 水解

液必须稀释以降低酸度,因此,建议稀释用的溶剂应

预处理,例如加热回流 30 m in以达到脱气目的; 在

定容后的混合中,如不具氮气吹扫的条件,也应设法

避免振摇混合操作将氧带入溶液, 建议定容后超声

混合、补足溶剂至刻度再超声处理。实验证实,本文

提高溶液稳定性所采用的减少溶液中氧的措施是充

足有效的,药典的水解条件的耐用性是非常好的。

412 根据本实验考察的结果, 盐酸浓度对水解结果

有关键影响, 建议修订药典盐酸浓度的表述方式。

药典规定水解时取 25%盐酸, 其浓度单位 ( g# g
- 1

或 g# mL
- 1

)不甚明确,两者相比约为 112倍, 虽然

根据本实验的考察结果两种浓度均在平台值范围,

对测定结果影响甚少, 但如果取用 ( 25 mL y 100

mL)的盐酸溶液, 其所配水解供试液的盐酸浓度仅

为 016 mo l# L
- 1
, 测定结果往往明显偏低, 据了解,

应用中此类典型失误并不少见, 本实验曾在该酸度

下分段考察了回流水解, 直至 3 h其结果仍只相当

足量盐酸时的 90%。为减少理解岐义并保证操作

的一致性,建议 5中国药典6修订时盐酸溶液的浓度
按 ( 25y 36)方式表述。

413 根据本文的考察结果,药典选择的酸度与水解

时间是合适的。文献报道中水解时间存在较多的争
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议
[ 4, 5]

,本文认为是盐酸浓度单位的理解不同造成

的。由于盐酸浓度及回流时间与水解结果紧密相

关,即酸度足够时回流时间可较短,酸度略低时需适

当延长回流时间。本实验盐酸浓度在 1mo l# L
- 1
时

回流水解 30m in,水解结果略偏低, 与文献报道的 1

mo l# L
- 1
盐酸下回流水解需 60m in

[ 4]
的情况是吻合

的。

414 建议适当避光。在加热回流状态至拆除冷凝
管之前,溶液中的溶解氧甚少, 氧化降解基本不发

生;在溶解样品至开始回流的这段操作时间也不长,

氧化降解不明显;本实验在避氧操作下稀释,考察了

最终供试液避光与否, 一天内测定结果区别不太明

显。但综合所掌握的槲皮素不稳定的表现
[ 9, 10 ]

,以

适当避光更稳妥。

415 加热回流水解时甲醇的浓度对结果的影响小,

可能加热回流状态下甲醇与溶质均处于激烈的对流

之中, 故影响远远低于密封加热水解
[ 9]
。

416 银杏总黄酮测定采用密封水解比回流水解的
收得率更高

[ 9]
, 但密封水解氧化降解的发生更容

易,故需要严格控制更多的条件,而回流水解更容易

掌握、耐用性好, 建议药典暂不急于修订为密封水解

法。
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