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摘 要：为科学制定银杏叶质量控制标准提供依据，借助代谢组学方法研究不同时期采收的银杏叶中化学组分的

变化规律。经过标准的提取工艺得不同采收期(春季、夏季、秋季)银杏叶的提取物，利用超高效液相色谱与三重

四级杆飞行时间质谱联用技术 UPLC–QTOF MSE的方法进行数据采集，借助多元统计的主成分分析方法比较上述

银杏叶之间的组分差异。结果表明，不同采收季节的银杏叶组分差异明显，并呈现规律性的变化，尤其是槲皮素

对香豆酰基葡萄糖鼠李糖苷等黄酮醇苷类成分含量从春季到夏季、秋季呈下降趋势。 
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Abstract: In order to provide the standard for quality control of Ginkgo biloba leaves scientifically, metabonomics was 

used to observe the change rules of chemical components in Ginkgo leaves in different seasons. Extract from Ginkgo 

biloba leaves harvested in different seasons (spring, summer and fall) was obtained by the standard extraction technology. 

The data was acquired by MSE method using UPLC-QTOF, which was processed to compare the component differences 

between different groups of Ginkgo biloba leaves by means of principal component analysis. The result shows that 

component differences of Ginkgo biloba leaves in different harvest seasons are obvious, and they changed regularly with 

time,and the content of quercetin 3-O-2’’-(6’’’-p-coumaroyl) glucosyl rhamnoside showed a clear downtrend from spring 

to summer and fall. 
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银杏叶为银杏科植物银杏(Ginkgo biloba L.)的

叶。银杏叶性味甘苦涩平，有益心敛肺、化湿止泻、

降低血黏度、清除自由基等功效，其主要化学成分

为总黄酮醇苷与萜类内酯类[1–3]。 
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周恩丽等[4]对不同生长时期银杏叶中的总内酯

进行研究的结果表明，5 月银杏叶中的总内酯含量

最高，7 月后呈下降趋势。但无论是已报道的文献

还是中国药典对银杏叶的采集时间均没有明确的

说明与规定。不同采收期银杏叶的化学成分的差异

导致银杏叶质量标准难以控制。 

以往对药材质量控制研究仅局限于某几个特

征成分，忽略了其他成分的变化，而代谢组学从植

物生物体系的整体性和动态性出发，研究植物次生

代谢产物在生命过程中的动态变化规律，可从整体

上科学评价和控制不同生长时期药材的质量。 笔

者基于 UPLC–QTOF MSE的代谢组学研究方法，系

统地分析不同采收期银杏叶中化学成分的差异，确

定银杏叶的合适采收期，旨在为科学制定银杏叶质

量控制标准提供理论依据。 

1 材料与方法 

1.1 材 料 

银杏叶采自湖南浏阳于 2003 年种植的银杏树

苗圃。于 2010年 5月 1日到 9月 15日，每隔 15 d

采收 1 次样品，得到 10 个不同生长时期的鲜银杏

叶样品。 

1.2 方 法 

1.2.1 样品处理 

取新鲜银杏叶，加入约 5倍水打浆后，在 80 ℃

下浸提 2次 ，每次提取 2 h，过滤得提取液。合并

滤液，用壳聚糖澄清处理，加于已处理好的 AB–8

大孔吸附树脂柱上，依次用 5 倍柱体积水、4 倍柱

体积 70％乙醇洗脱，收集乙醇洗脱液，回收乙醇，

浓缩成稠膏，真空干燥( 55 )℃ ，粉碎，得粉末状样

品。将以上得到的粉末状样品溶解到甲醇与丙酮体

积比为 9∶1的溶液中，其终质量浓度为 10 mg/mL，

然后稀释 10倍量至 1 mg/mL，准备进样。 

1.2.2 样品分析条件 

色谱条件：采用Waters ACQUITY UPLC系统

进行液相分离。色谱柱的型号为 ACQUITY UPLC 

HSS T3，1.7 μm，2.1 mm×100 mm；柱温 55 ℃；流

动相 A(0.1% Formic Acid Water)、B(MeOH)；流速

为 0.5 mL/min；进样量为 5 μL；A 的洗脱梯度为

75%~10% (1~16 min), 16.1~17 min用 100%B冲洗

色谱柱，17 min后返回初始浓度平衡色谱柱 4 min。 

质谱条件：采用 Waters Xevo Q–TOF Mass 

Spectrometer、电喷雾离子源负离子模式；毛细管电

压 3 kV；锥孔电压 40 V；离子源的温度 150 ℃；脱

气流速 800 L/h；温度 550 ℃；数据采集模式为MSE，

设定一低碰撞电压 (Low CE)为 5 eV，高碰撞电压

(High CE)为 15~25 eV。采用亮氨酸脑非酞作为校正

溶液，[M–H]–: 554.261 5。 

1.2.3 数据分析 

通过应用软件MarkerLynx V4.1对质谱数据进

行分析。首先将三维的 LC/MS 数据转换成二维矩

阵，将每一个数据点转换成精确质量和保留时间

(EMRT)的数据对；再通过多元统计学分析中相关参

数的设置，该变量表可以直接通过 SMICA–P(V11.5)

多元统计学分析软件来分析，即可对 A组内所有样

品(A1~A10)进行统计学分析。分析参数设定为：保

留时间 1~18 min；质谱范围 50~1 500 amu；质谱允

许偏差 0.05 amu；噪音消除水平 6.0；强度阈值 100；

质谱窗口 0.05 amu；保留时间 0.2 min。 

2 结果与分析 

为了更有效地获取银杏叶中化合物的相关信

息，需先进行色谱分离条件的系统优化。本研究中

通过对流动相进行细致的考察，实现了样品中大量

化合物的有效分离。从图 1可以看出，银杏样品的

组分极性范围很宽，从高极性到低极性的化合物均

能在总离子图中有所体现，如在 0~8 min主要集中

的是极性大的组分；在 12~18 min主要集中的是极

性较小的部分。8~12 min 期间组分峰较少，可能

是由于该时间段内化合物较少或组分离子化程度

不高。 

通过 UPLC 串联 Q–TOF 的分析方法，并采用

了MSE的采集模式，在一次进样分析中，不仅能够

得到样品中所有化合物的一级高分辨质谱数据，同

时也能够得到对应的二级质谱数据，其中一级高分
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辨质谱数据能够提供化合物的母离子信息，二级质

谱数据提供相应化合物的子离子的信息。该数据采

集模式的高通量特性为后期的大量化合物数据的

分析奠定基础。 
 

Low CE 

High CE 

 
图 1 采用 MSE

的采集模式同时得到的一级和二级质谱图 
Fig.1 MS and MS/MS spectra obtained by MSE acquisition mode  

通过上述方法得到含有三维信息(保留时间、质

荷比及响应强度)的数据。每个三维数据信息代表一

个化合物，共得到 1 425个以二维矩阵型式(EMRT)

列出的数据对。由于试验得出的银杏叶中化合物的

信息量大，采用手动的数据分析方法工作量大、耗

时长，因此，使用多元统计的主成分分析法(PCA)[5–7]

对 LC/MS数据进行分析。  

将上述 1 425个数据对组成的变量表直接通过

SMICA–P 多元统计学分析软件完成不同生长时期

内所有样品(A1~A10)的统计分析，如主成分分析

(PCA)图 2–A中所示：从春季到夏季再到秋季，其

对应的样品成分随着季节的不同有着明显的变化

规律，每个数据点代表一个样品。通过 PCA 的载

荷图(图 2–B)进一步分析造成样品成分变化明显的

原因，该图中的每个点代表上述 1 425个 EMRT中

的 1个离子对，而每个区域的离子对信息与样品所

在的象限是一一对应的。从载荷图中可以看出，距

离中心较远的点是造成该季节样品成分变化的主

要贡献者，如图中红框标注的 Markers 代表着引起

秋季银杏叶样品与夏季、春季银杏叶差异的标志性

化合物。同理，黄色框内的代表着春季和秋季样品

里有显著差异的Marker。 
 

 
图 2 不同季节新鲜银杏叶水提液的 PCA 主成分分析图(A)和载荷图(B)    

Fig. 2 PCA score plot(A) and PCA Loading plot(B) of water extract of Fresh Ginkgo leaf in different seasons 

 
为了深入研究春季与夏季、秋季银杏叶样品间 的组分差异，从图 3–A可以明显看到这些组分在春

Low CE

High CE

MS 

MS/MS 

A B
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季的含量明显高于其他时节，其中图 3–A中蓝色框

内保留时间为 4.69 min、m/z为 755.183 9的这个潜

在标志物在银杏叶中的含量从春季到夏季、秋季呈

明显的下降趋势(图 3–B)。将这些春季含量高的特

征标记物(Marker)用 Excel文件保存下来(表 1)。 

 

Ret. Time m/z Elemental Composition (mDa, i-FIT) 

1.856 163.1129 0.6, 0.0, C11H15O 
1.8538 193.1243 1.4, 0.0, C12H17O2 
5.5289 284.0327 
4.6859 300.0274 
3.1943 609.1459 (1) 0.3, 0.0, C27H29O16 
4.3656 623.1611 (1) -0.1, 0.0, C28H31O16 
3.4733 639.1576 (1) -4.4, 0.0, C21H35O22 
2.8907 739.2099 (1) 1.3, 0.0, C33H39O19 
5.5319 739.1886 (1) 1.2, 0.0, C36H35O17 
6.4583 739.1862 (1) -1.2, 0.5, C36H35O17 
5.6509 755.1849 (1) 2.6, 0.1, C36H35O18 
4.688 755.1839 (1) 1.6, 0.0, C36H35O18 
2.3318 755.2054 (1) 1.9, 0.4, C33H39O20 
3.0193 769.2214 (1) 2.3, 0.0, C34H41O20 

采样
时间 � 

含量 � 

 
A                                               B 

图 3 载荷图黄色框内组分(A)和槲皮素对香豆酰基葡萄糖鼠李糖苷(B)在不同采收季节的含量变化趋势 
Fig.3 Change trends of the content of component in yellow box(A) and quercetin 3–O–2’’– (6’’’–p–coumaroyl) 

glucosylrhamnoside (B) in different harvest seasons 
 

表 1 利用载荷图中获得区分春季和秋季样品差异最高贡献的 12 个精确质量与保留时间的数据对列表 
Table 1 List of the 12 quality precision data and retention time contributed highest to the difference that distinguish samples between 

spring and autumn using the load plot 

RT/min 1.86 1.85 5.53 4.69 3.19 4.37 6.46 5.53 2.89 4.69 2.33 3.02  

m/z 163.11 193.12 284.03 300.02 609.14 623.16 739.18 739.18 739.18 755.18 755.20 769.22  

10A01 322.37 55.14 131.91 77.85 246.49 328.51 115.39 562.21 309.36 410.45 140.97 153.50 May 1st 

10A02 435.79 64.04 101.12 53.67 192.33 258.07 83.54 414.55 245.01 276.74 77.90 111.08 May 15th 

10A03 515.86 73.71 78.19 47.21 202.96 265.83 30.05 313.70 257.70 260.52 112.92 138.37 June 1st 

10A04 409.01 54.80 68.40 38.02 180.73 216.73 57.18 279.04 181.23 201.42 78.94 81.23 June 15th 

10A05 210.33 30.30 70.33 31.28 185.82 227.97 42.56 285.10 222.37 195.78 62.91 95.31 July 1st 

10A06 130.74 19.33 58.41 26.12 169.13 205.77 30.15 235.10 155.34 170.91 34.49 61.98 July 15th 

10A07 66.93 9.84 54.05 25.25 140.55 190.27 35.04 213.85 94.60 153.74 21.22 33.06 August 1st 

10A08 114.97 17.15 49.02 20.44 140.77 173.19 35.82 196.16 141.56 120.18 43.62 56.64 August 15th 

10A09 130.20 20.14 22.59 10.72 72.84 118.30 14.27 114.27 68.40 60.65 15.17 23.89 September 1st 

10A10 134.88 20.68 22.94 11.18 76.92 118.33 14.75 111.55 73.19 63.93 15.84 24.53 September 15th

ChangeFold 2.39 2.67 5.75 6.96 3.20 2.78 7.82 5.04 4.23 6.42 8.90 6.26  

表 1中红色数值是由保留时间和质荷比组成的代表化合物信息的 EMRT数据对；黑色数值代表每一个化合物的含量；Changefold表示每个化合

物在不同采收时期最高含量与最低含量的比值。  
为了对春季含量高的特征标记物进行结构解

析，将表 1 中这些 EMRT 数据对重新输入

MarkerLynx列表中，通过软件中元素组成分析功能

计算分子式以及搜索数据库。以保留时间 4.69 min

的这个化合物为例，说明潜在标志物的结构解析过

程。[M–H]–精确分子量(m/z)为 755.183 9，通过计算

该化合物分子式为 C36H35O18，利用 MarkerLynx软

件中自动搜索 Chemispider 数据库的功能及相关的

文献[8]报道，最终推测该化合物可能为槲皮素对香

豆酰基葡萄糖鼠李糖苷。根据该化合物的结构特点

以及二级碎片，软件 MassFragmentTM 自动地对该

化合物的裂解进行推测，如图 4所示。 
 



 
 

654          湖南农业大学学报(自然科学版)  http://www.hunau.net/qks         2014年 12月 

 
图 4 目标化合物的结构裂解推导 

Fig. 4 Fragmentation of the target compound structure  

3 讨 论 

本试验探索利用代谢组学技术实现对银杏叶

组分进行综合性评价，作了一种有意义的尝试。研

究结果表明，在不同采收季节采集的银杏叶组分差

异明显，并呈规律性的变化，槲皮素对香豆酰基葡

萄糖鼠李糖苷等黄酮醇苷类成分含量从春季到夏

季、秋季呈下降趋势，尤其在春季采收与在秋季采

收有明显的不同，因此，应建立规范合理的银杏叶

质量标准，采收银杏叶应有季节说明，并加强对上

市产品的质量监控。该研究结果可以为后期深入研

究银杏叶质量与科学的规定采收时节提供参考和

借鉴，同时也为其他中药材的质量评价和控制提供

了一种新的模式和手段。 
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