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正相高效液相色谱法制备银杏内醋 A 和银杏内醋 B
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摘 要
: 以 实验 呈 自制的银杏浸膏精制物为原料

,

采用 正相高效液相 色谱法分离制备得到银杏 内醋 A
、

银杏内醋 B

单体 未用 科0 川 川 x 3 0 0 m m 正相 色谱柱
、

蒸发光散射检侧 器等组成的制 备色谱系统
,

以 乙酸 乙 酚
、

石油醚 和 甲醇

混合溶 剂作为流动相
,

通过考察流动相中溶 剂配比
、

流速和上样量等因素对分 离效果的影响
,

确定 了适 宜的 色谱条

件
:

流动相中乙酸 乙醋
、

石 油醚和甲醇的体积 比 为 5 5: 40
: 5

、

流速 26 jll l力川
。

、

上样量 ] 2() m g
.

经过 一次分 离即可得

到银杏内醋 八
、

l; 单体
,

纯度可达 99
.

7 % 和 98
.

4 叼
, ,

收率分别 为 7 飞
.

8 % 和 74
.

2 丫
.

采 用 Il{
、
’乃c

一

N Nll 丈
、 ’
日

一

N M R 及质谱

进行结构鉴定
,

结构数 据与文献值相符
.

关键词
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佰效液相制备色潜 ; 银杏内酚 A ; 银杏内酚 B

中图分类号
:

r

1’( 户028
.

8 文献标志码
: 入 文章编号

: ()4 9 3
一

2 13 7 (2 ()()5 )1 1
一

0 9 5 5
一

0 5

P r ePa r a tio n o f G in k g o lid e s A a n d B b y N o r m a l
·

Ph a se H ig h

Pe r fo r m a n c e L iq u id C h r o m a to g r a Phy

W A NG H u a ,

H A N Jin
一

yu ,

LI Y a n ,

CH A N(子H e 一

yin g

( K。
·

y Ia l), ) ra l。〕,) f
、), (二re e ; 1 Che m l ‘

、

al ,l
’

e 《书rl(,
J(,拭y ‘,于Mirll s tl了 、)I E (]tl 。。 Li。, n

,

S ( 11(一(,
1

. ,
l ( 卜z干

·

r[一(以 1 E r一g l n 。
·

e r 一r一盆 a n (1 Te (七rl、jl
. )装y

, 『

I
’

i:, n lirl U rl一ve r s lty
,

I
’

ia , u irl 30 0 0 7 2
,

Ch ln a

A b s tr a e t : I
’

}一】、 l℃ 、。
·

: l r、 11 e x f)l; )x e 、 r, 一e th。) (]、 l( ) * e l)a r a te in (liv iolLla l 9 1,一kg ()11、」e s A a , ld B fr (一m the e n ri( h e (] g illk只。

I, 11, ) }〕a ,
、
x tr a 。

州 (弓I弓卜:
,

E G b 76 1 ) 1, y m e a n s o f n o r ,n al
一
Ph a 、e hig h

一

Pe

而
r。、a n o e liq u id e h r、), n at o g r a phy (NP

-

}11) I(: )
.

『

I
’

奋, ,
飞
。

、

Ll r。。; , , a l‘,只r a r)hi、
·

sy ste , , i 〔
、

、、n 、15 *e ‘l 。一a i, lly 。,f a 中 4 0 rTl r, 1 x 3 0 () m m 〔
·

o ] u n i n p a e ke (1 w ith 5 111‘
、a g e l

a r、一1 a l: ,
·
v a‘)一)r u L: v e 11豁十一t 、(

、

a tte rin g (le te 〔
、

t()r
.

I
’

}一e in 门u e n 〔℃ ()f fa 〔
、

t(一r s , su (
、

h a s the s ()Iv e n t (
·

o r n P()s iti() n , th e 们o w

r a to . , f rl一、,卜)ile f)h a s。 : J: 一(1 tl一e 、a m p le Io a (l
, ()n s 。, p a ra ti()r一 e ffi c ie n (

·

y w a s stu (lie d to (le te rm in e th e su ita b le e lu tin g

(、)r一《11ti(), 一
‘

I
’

}一(
、

I℃ 、u It、 w e r e a 、 f飞)llo w 、 : th e m o b ile p ha se w a s t卜e m ix e (1 5 0 ] v e n t ()f e t卜yl a 〔
·

e ta te
一

pe rr ( )le u m e rh e r -

:、、、
·

11、a [、。) 1 w i‘卜、 、、》lu , ,、。l,
,

、。 一a ti。) 。)f 5 5 : 4 0 : 5
.

12 0 n lg 、a m l)le w a 、 e lu re d a t tll e fl ()w r a te o f 2 6 m l了n lin
.

W ith () n e

s e l, ‘1 1“l ! , ‘, r, s, , ‘, “‘
·
、5 9 11] k装() iiole 、 A a 。 (1 B r, l〔)n 。, m e r w ith th e 王) u rity ()1 99

.

7 %
a n d 9 5

.

4 %
a n

d yie l(15 ()f 7 3
.

8 %

u , , (1 74
.

2 (沁 w ,
、
le ()l)t :1 1:一e ol r℃5 1〕e (

·

tiv e ly
.

T 卜le s lrt l(
·

tu re i(]e n tifi( a ti《) , 一 r e s u lts l)y xR
, ]3 c

一

N MR
, ] H

一

NM R a n d Ms

、卜一()w ,
、

一1 9 . )(, (I :、歼一、
·

e , , 一e ,一t w it番1 th (一s e in liLe l议t盯
e

.

K eyw o r d s : r)l e r): , l a tiv e 圣一ig h
一

p e

rfo
x m a rl〔冶 liq u i(1 e h r o “la t() g ra p hy : g in k g o lid e A ; g in k g (一liole B

银杏内酚 (g in kg() li(]
e

)是银杏叶提取物中的一类

币要活性成分
.

即 三帖内酷化合物
,

包括银杏内酚 A
、

”
、

C
、 .

! 和 M ‘简称 c 、
、

门宝
、

(;( 二
、

(;. 丁和 C M )等
.

药理研

究
l

表明银杏内酚为强而
_

小板活化因子拈抗 #JJ (PA F)

和抗权化剂
,

!以于扩 张血竹
、

增加 1111
.

流坛
、

改 善微循环

及清除自由基的作用
,

其中 G B 的生理活性最强
,

具有

更高的药用价值
.

目前国外已经制得 以银杏 内酷单体

为主 要 成 分 的药剂
,

如 B N5 2 0 21 (银 杏内醋 B )和

B N5 2 0 63 (银 杏 内脂 A
、

B 和 c 的棍合物
,

摩尔比为
2 : 2: 1 )

,

它们已经进人临床 111 期实验 一2
.

但由于技术
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保密和经济竞争等因素
,

关于制备银杏内酷单体的文

献报道 较 少
.

目前采用 的制备方法 有 反 复柱 色谱

法 [’i 、

反相高效液相色谱法 〔4 〕及梯度洗脱中压液相色

谱法E5]
,

这些方法存在操作程序繁琐或设备昂贵等缺

陷 ;余佳红等人 「6J采用高效的高速逆 流色谱法
,

但只

分离得到白果内醋单体
,

未制备出银杏内酷 A
、

B 单

体 ;正相高效液相色谱法是 纯化难分离混合物的主要

手段之一
,

载体填料价格便宜
.

研究和开发经济
、

高效

的银杏内酷单体制备工艺是充分利用我国银杏资源
,

获得更高经济效益和社会效益的有效途径 〔7
」 .

笔者采用的原料是将市售的银杏浸膏 (E G b
7 6 , ,

总

内醋含量办 6 % )经预处理
厂8 }和活性炭脱色得到的银

杏内醋精制物(总内醋含量 ) 9 0 % )
,

以降低杂质对制

备色谱分离过程的负荷及对色谱柱使用寿命的不利影

响
·

制备型高效液相色谱 (hig h p e
rfo

rm a n e e
liq u id hro

-

m at og ra p hy
,

H PLC) 具有高效
、

分离条件温和的特点
,

成

为植物有效活性成分分离纯化的必要手段
.

实验部分

,
.

1 仪器与试剂

仪器包括 G ils on Lab
一

p re 制备型高效液相色谱仪

(G ils o n 3 0 6 型泵
,

G ils o n 2 0 6 型馏分收集器
,

R he o
d yn e

5 m L 定量进样环
,

U n ip o in tl
.

6 5 工作站 )
、

Sp e e tra SY S
-

TE M 分析型高效液相色谱仪 (P 4 000 四元梯度泵
,

R he o d yn e 2 5 协L 定量 进样环
,

Chro m Qu e st 2
.

1 工作

站 )
、

A ll*e eh 5 0 0 ELS D 蒸发光散射检测器
、

5 2
一

9 3 自动

双重 纯水蒸馏器
、

H ei do lp h 4 0 00 旋转薄膜蒸 发 器
、

B R U KE R AC
一

p 2 0 0 M H
z

核磁仪
、

V a r ia n U n ity
一

T LU S

4 0 0 H z
核磁仪

、

V G ZA B
一

H S 型质谱仪和 N ie o le t
一

5 6 0 型

红外色谱仪
.

试剂有青岛海洋化工 厂生产的 H 型薄层层析硅

胶 (10 ~
40 林m )

、

河北兴科化工有限公 司生产的色谱

纯 甲醇
、

天津市三达生物医学有 限公司生产的色谱纯

四氢峡喃
、

天津市化学试剂三厂生产的分析纯石油醚
、

乙酸乙酉旨和甲醇
.

1
.

2 色谱条件

制备型的 H PLC :

科 0 m m x 300 m m 硅胶制备色谱

柱
,

流动相为甲醇
、

乙酸乙醋和石 油醚混合溶液
,

流速

为 13 一 3 0 m u m in
,

蒸发 光散射检测 器漂移管温度

10 0 ℃
,

载气流速为 2
.

6 9 仃m in
,

进样体积为 5 m L
,

柱

温为室温
.

分析型的 H PLC : Syn Ch ro p a k R p
一

p C 1 8 柱 (2 50

m m x 4
.

6 m m
,

5 林m )
,

流动相 为水
、

甲醇和 四氢吠喃

混合溶液 (体积比为 7 5 : 2 0 : 10 )
,

流速 1 m l / m in
,

蒸发

光散射检测器漂移管温度 105 ℃
,

载气流速为 2
.

69 1/

m in
.

进样体积为 20 林L
,

柱温为室温
.

1
.

3 实验方法

实验室 自制的银杏浸膏精制物中总内酚含量为

9 6
.

5 %
,

其中 G A
、

G B 和 G C 的含量分别为 12
.

25 %
、

4 4
.

3 5 % 和 3 9
.

9 %
.

取一定量银杏浸膏精制物用 甲醇
、

乙酸乙醋和石

油醚混合溶液超声溶解
,

经 0
.

45 协m 滤膜抽滤后进

样
,

进行高效液相制备色谱分离
.

按制备型色谱条件洗

脱
,

根据蒸发光散射检测器 的检测信 号在线收集产品

流出液
,

各流出液经旋转薄膜蒸发器浓缩去除溶剂后
,

将固体粉末进行重结晶
.

G A
、

G B 和 G C 分别用体积 比

为 6 : 4
、

4 : 6
、

7 : 3 的甲醇/ 水溶液进行重结晶纯化 最终

得到的产品采用分析型 H PLC 按色谱条件进行纯度检

测 (面积归一化含量 )
.

实验中改变流动相各组分的配 比
,

使得相邻两组

分间的分离度 R 增加
,

优化色谱柱的分离效果
.

通过

色谱泵调节流动相流速在 13 一
30 m 口 m in 范围内

,

以

寻求最佳的洗脱液流速
,

保证较高的分离效率以及较

快的操作周期
.

改变上样量寻求最佳的处理能力
.

2 结果与讨论

2
.

1 流动相组成对分离效果的影响

在上样量为 10 5 m g
、

流动相流速为 18 m 厅m in 的

条件下
,

在硅胶柱层析实验的基础上 {4 {
,

将流动相确

定为乙酸乙醋
、

石油醚和 甲醇的混合溶剂
,

其比例分别

取为 70
:

25
: 5

、

65
: 3 0: 5 和 55

: 4 0巧
.

实验结果表明
,

随

着乙酸乙酷比例的减小和石油醚 比例的加大
,

流动相

极性减小
,

C B 和 G A 的分离度加大
,

由无法分开到基

本 仁实现了基线分离
,

并且两峰之 间的拖尾现象也有

所改善
.

因此
,

选择体积比为 55
: 4 0 : 5 的乙酸乙醋

、

石

油醚和甲醇的混合溶剂作为流动相
,

其在线检测色谱

图如图 1 所示
.

2
.

2 流动相流速对分离效果的影响

以乙酸乙醋
、

石油醚和 甲醇的混合溶剂 (体积 比

为 5 5 : 4 0 : 5 )作为流动相
,

保持 卜样量为 IO5 m 只/ 5 m L
,

分别在流动相流速为 3 0 m l/
, n in 和 2 6 m l了 , n in 条件下

进行实验
.

实验结果表 明
,

流速过高导致 C A 和 G B 分

离度下降
,

两组分的分离峰出现重叠
,

影响产品纯度 ;

流速过大造成峰型拖尾
,

并且 基线漂移
,

影响分离效

率
,

在线检测色谱如图 2 所示
.

由此可见
,

采用流速为

26 m [ / m in 作为最仕的操作流速
,

既保证 r 分离效率
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又使分离周期较合理
,

在线检测色谱图如图 3 所示
.

(((;A (l}333

一一从
___

1 20 m g 时
,

各物质对之间基本 仁实现了完全分离(在

线检测色谱图如图 4 所示 ) ; 而当上样量大于此值时
,

由于 G A 和 G B 两峰之间出现重叠
,

会影响产品的纯度

(在线检测色谱图如图 5 所示 )
.

因此 卜样量为 120 m g

是适宜的
,

既提高了处理能力
,

又保证了产品的纯度
.

图 1 最佳流动相组成条件下银杏内酩的制备色谱图

Fig
.

1 C h ro m a tio g r a m o f iso la tin g gi n k g o lid e s

u s in g s u ita b le elu en t

(((JAAA

〕〕七七
( iA (子B

图 4 适宜上样量时银杏内醋的制备色谱图

Fig
.

4 C h r o m a to g r a m o f is o la tin g g in k g o lid e s w ith

su ita ble sa m Ple lo a d

图 2 高流动相流速条件下银杏内醋的制备色谱图

F ig
.

2 C h r o m a to r g a m o f is o lati n g g in k g ol id e s w ith

h ig h fl o w r a te o f e lu e n t

(((iA (蛋1飞飞

、、

次
,

___

lll lll

图 5 上样量为 14 0 m g 时银杏内醋的制备色谱图

Fig
.

5 C h ro m a to g r a m o f iso lati
n g g in k go lid e s

w ith 14 0 s a m Ple lo a d

图 3 最佳流动相流速条件下银杏内醋的制备色谱图

F ig
.

3 C h r o m a to g ra m o f iso la tin g gi n k g o lid e s w ith

su ita b le fl o w r a te of e lu e n t

2
.

3 上样量对分离效果的影响

为了保证一定 的生产 能力
,

制备色谱通常在超载

条件下进行分离
,

样 品各组分在流动相和 固定相中的

浓度呈非线性关系
,

样品中的一个或多个峰的保留时

间变小
,

分离度变坏
.

为 了确定适宜的上样 量
,

在确定

了流动相的最仕组成及流速的条件下
,

将上样量提高

为 12 0
In g

、

14 0 m g 和 160 m g
.

实验结果表明
,

仁样量为

过高或过低的上样量对于内酷总收率都有不利影

响
,

只有 仁样量等于或略大于制备柱的线性容量时
,

才

能使色谱柱的分离效率保持较高的水平
,

得到较好的

结果
.

本研究中 L样量为 120 m g 时
,

银杏内酷的总收

率达到 74
.

4 %
.

由实验确定了适宜的制备色谱操作条件
,

即流动

相中乙酸乙酷
、

石油醚和甲醇的体积比为 55 : 4 0
:
5

,

流

速为 26 m 仃m in
,

上样量为 12 0 m g
.

在此条件下得到

了纯度分别达 99
.

7 % 和 98
.

4 % 的银杏内酷 A 和银杏

内醋 B
,

收率分别为 73
.

8 %和 74
.

2%
.

2
.

4 银杏内醋 A 和银杏内醋 B 结构鉴定

2
.

4
.

1 有机核磁共振谱图测定

对分离出的 单体 G A 和 G B 进行核磁共振氢谱

(
’H

一

N M R )
、

核磁共振碳谱 (
” e

一

N M R )和 D E叮 13 5 测

定
.

银杏内醋 A 与银杏内醋 B 的
” c

一

NMR 信号归属如

以
n

==

汇山�
。

一
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表l所示 ,’H一例MR 信号归属 如表2 所示. 纯化样品 GB在红 一外光谱 (K阶川, 3511《二 1一’处的峰 {}正,J几有一 ()Hl’I勺伸 纤};振动 ;一040一 l一00‘·。 1’处

表1银杏 内酷A和 B的”c一N MR数据 的峰 显示有 c一。的伸 缩振动 ;在1780 。二’处 有强Tab .l”e·N MRdata rorginkgo 一idesAan dB 吸收 峰,{,氏示 了l‘力_儿 I勺卫互旨环 及一C()() (二的了r在 ;右‘

上川
135 7。、。、一’左 右有峰 {}连示一6 位碳l、 存在I!JJ 浅;在

135 7。m一‘处 有中等强 度的吸收 峰,显不 有t一B,刀 官能团存 在.

2.4. 3银杏 内醋A与 B的质谱 谱图的 波谱分析采用电子 轰击电 离质谱测 定GA, 快速原子 轰L}「质谱 测定(粥 .

纯化样品 GA在川 一MS测 定谱图,卜 有408. 2、406等峰 ,大壑U牵57 显刁、分 户‘},有卜 JI:卫.结合 408.2fl勺 分子

离子 峰M十, ,叮知化合 物的分子 式为CZ ‘,HZ刁O。, ’J(认的相 对分子质 址的文献 值4()8. 4一致一‘, .表2银杏 内醋A和 B的,H一N MR数据 纯化样 品(;B在 fA13测 定漪图中 有424 .4和

Ta b.2’H一N MRdataro rginkgo 一idesAan dB 139. 1等峰,基 峰61显 小分户 f‘有t一l亏,,. 结合424 .4的

一
分子 离子峰M +,可知化 合物的 分子式为 CZ(。H240 1(,,‘j

GB 的相对分 子质量的 文献值4 24.4致 ’‘,.结合有机 波谱分析 表明,色 谱分离 出的单 一内酚组分 即为银杏 内醋A ’。银杏内 酚B单体 .

3 结论

(I)采J 子J小40,。l :1x3()or ,1川d一丰11色 i护昂不}:,l }{银杏浸育 精制物制 备银杏内 隋单体 A、B的适 ’}丫条件 :流动

相为 乙酸乙酚 、右油醚 和甲醇的 混介济 刘(体积 比为55:4 0:5),流 速为26r ,11了min, I二样{,卜为 1ZOr,1拜.

(2)本方 法制得 的银杏内 酉昆朴体 入和”经 IR、曰C一 NMR、’H 一NMR及质 潜进行 结构鉴定 ,结构数 据’。文献 位一致.

参考 文献:

样品 GA和 GB的’3C一 NMR和’ H一NM百又 数据与文 LI」 )1、定强, 陈钧.银 杏l勺l脂的 药王,z,作川 日{.字「沙i、 J,I,l大献值}9一 致.GA的 DEPT135 的浩图 中化学位 移为36 学学报, 2()01,22(3) :5刁·处有两个 反向峰, 表明GA 的分子结 构中有 两个仲碳 l」uDing :ia“g,C},e 『,·】“r,·p 卜,a,”,,‘,‘.‘,l‘,拜 ,“‘l‘,“,,丫 ,‘,es一(

份井汗⋯
侧

厄一的峰显示 有e一。 的伸缩振 功;右一1 760一1 80()、叮1‘ 20()一,一8 (一):1一3( i,,(二,1,1,。·、。· ).

处的峰显 示有五 兀内酚环 及一以)() C的存 在;1454 {即 K*旅 W!,l、政 日K,川 IK践狐 .lll()(卜)曰 曰初,,1。〔m一‘处有 中等强度 的吸收衅 ;,;仁。、有 t一R:,’!飞‘能 日‘1存了1. (;.:、k。、、 l,,101、,“饭),“‘} ,‘、I·‘、、““S ‘,l(;,‘,k。‘, l、“·‘·‘,,”‘I} ”,,”!v,,,拜
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((天津大学学报》被评为第三届国家

期刊奖百种重点期刊

扩铸
工涛于冷产�冷4扩扩
生4

决;扩扩犷犷扩犷扩犷犷犷映

《天津大学学报》( 即天津大学学报 自然科学版 ) 20 04 年硕果

累累
:

在 20 04 年天津市期刊 评估评优工作 中
,

《天 津大学学报》被

评为一级期刊
,

并获得天津市优 秀期刊 奖 ;

在 20 04 年我 国北 方八省市期刊评比 活动 中
,

《天津大 学学

报》荣获 中国北方八省市优 秀期刊 奖 ;

在 20 04 年教育部组织的科技期刊评 比中
,

《天津大学学报》

荣获全国 A 类 高校优 秀科技期刊二等奖 ;

在 20 04 年国家科技部和新 闻出版总署组织的第三届 国家期

刊 奖评比 活动中
,

《天津大学学报》被评为第三届 国家期刊 奖百种

重点期刊
.
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