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银杏酸的分离、鉴定
及对 5种蔬菜病原真菌的抑制作用

林光荣 ,林清洪 3 ,胡维冀 ,陈　淳 ,刘鸿洲

(福建省亚热带植物研究所 ,福建 厦门 361006)

摘要 :银杏外种皮采用体积分数为 70%乙醇回流提取得到含活性成分银杏酸的粗提物 ,用乙醚、质量分数为

5%Na2 CO3、质量分数为 5%的 NaOH萃取分离 ,经硅胶柱层析纯化得银杏酸同系物 ;采用 HPLC进行定量、纯度

测定 ,用 LC /MS对其中的银杏酸进行定性鉴定。实验测得银杏外种皮中银杏酸含量为 3. 12% ;银杏酸同系物

纯度为 86. 7% ;平均回收率为 97. 3% , RSD为 1. 3% ( n = 5)。HPLC和 LC /MS图谱表明该方法获得的银杏酸

同系物无其他杂质峰 ,纯度高。银杏酸对甘蓝黑斑病菌抑制作用较强 , EC50为 24. 80 mg/mL。
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Extraction, Identif ication of Ginkgolic Ac ids and Their Inhibition
of Pathogen ic Fungi in Five Kinds of Vegetable
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　　Abstract: The crude extract of active ginkgolic acids in sarcotesta of ginkgo biloba was gained with 70%

alcohol circumfluence distillation, then itwas extracted with other, 5% Na2 CO3 , 5% NaOH; the homologue of

ginkgolic acids was purified by silica gel column chromatography. In this study, the quantity and purity of

ginkgolic acids were determ ined by HPLC, identified by LC /MS. The results showed that the content of

ginkgolic acids in sarcotesta of ginkgo biloba was 3. 12% ; the average recovery was 97. 3% , RSD was 1. 3%

( n = 5) ; the purity of ginkgolic acidswas 86. 7%. HPLC and LC /MS patterns showed that the ginkgolic acids

obtained with this method had no impurity peak, their purity were high. B ioassay to the ginkgolic acids for the test2
ed fungi showed that the ginkgolic acidswere effective to A lternaria brassicae, in which the EC50 was 24. 80 mg/mL.
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银杏 (Ginkgo biloba L. )系银杏科植物 ,为我国特有珍贵树种 ,是地球残存的最古老的孑遗植物之

一 ,被称为活化石 ,也叫白果树 ,被列为国家一级保护树种 [ 1 ]。福建省尤溪、顺昌、德化、政和等地有大

片天然林 ,其中尤溪县古银杏群落全省面积最大 ,据考证 ,尤溪县古银杏群树龄已达 700多年 ,银杏酸

( Ginkgolic Acids,简称 Gas)是银杏中除了黄酮和内酯外的另一具有重要生理活性的组分 ,存在于银杏

的叶、果和外种皮中 ,以外种皮中含量最高 [ 2 ]。银杏酸为水扬酸的 6 -烷基或 6 -烯基衍生物 ,其苯环六
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图 1　银杏酸结构图

Fig. 1　Structure of Ginkgolic Acids

位上的侧链碳原子数可从 13至 19,侧链双键数可从 0

至 3,为 5种同系物所组成的混物。常见银杏酸的结

构见图 1。研究 [ 2 - 5 ]表明 ,银杏酸具有抗菌、抗炎、抗

肿胀等作用。近年来 ,福建省长汀、宁化等地人工栽培

几千公顷 ,开发银杏果仁制剂的同时 ,把新鲜外种皮弃

于山沟或河里 ,不仅毒死鱼类 ,且气味难闻 ,造成严重

的环境污染 ,浪费了银杏资源。有关银杏酸活性研究

国内江苏、湖北等省做了少量对大田作物真菌病害及

动物病原细菌的抑菌研究 [ 6 - 8 ]
,本文在对银杏外种皮

中银杏酸的提取分离、测定和定性鉴定研究的基础上 ,经过萃取和柱层析获得银杏酸对 5种蔬菜病原真

菌室内抑菌作用 ,为开发环保型银杏酸植物源杀菌剂提供科学依据。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

银杏外种皮 (采自福建省长汀银杏基地 )。

1. 2　银杏酸对照品

上海融禾医药有限公司提供 ,为 5种同系物混合物 ,银杏酸的组成和含量 (C13∶0 , 9. 30%; C15∶1 , 48. 33%;

C17∶2 , 1. 54% ; C15∶0 , 3. 42% ; C17∶1 , 37. 32% ) ,纯度 99%以上 ,并用 HPLC - ESI - MS对该标准进行了鉴

定 [ 9 ]。

1. 3　供试病原菌

甘蓝黑斑病菌 (A lterna ria brassicae)、白菜炭疽病菌 (Colletotrichum higg isianum )、茄子立枯病菌 (R h i2
zocton ia solan i)、茄子白绢病菌 ( Pellicu laria rolfsii) 等由福建农林大学植物保护学院提供、黄瓜枯萎病菌

( Fusarium oxysporum f. sp. cucrm erinum )、由福建省亚热带植物研究所分离纯化。

1. 4　仪器

ZF - I型三用紫外分析仪 ;日立 L - 7100高效液相色谱仪 ; W aters液相色谱 - 质谱联用仪 ,型号为

Acquity - Quattro - Prem ier XE。

1. 5　方法

1. 5. 1　标准品的的制备 　准确称取银杏酸对照品 ,用无水甲醇溶解 ,定容后 ,用 0. 45μm针头滤器过

滤 ,得银杏酸标准溶液。

1. 5. 2　银杏酸的提取分离 　称取干燥粉碎的银杏外种皮 200 g,按 1∶3的比例加入 600 mL体积分数为

70%乙醇加热回流浸提 ,重复浸提 3次 ,合并粗提取物 ,粗提取物分 3次用旋转浓缩仪浓缩至膏状 ,合并

膏状物 ,用蒸馏水稀释至 500 mL,平均分在 4个分液漏斗中 ,每个漏斗中均加 70 mL乙醚萃取 ,醚层用

质量分数为 5% Na2 CO3 萃取 ,弃去 Na2 CO3 层 ,醚层再用质量分数为 5%NaOH萃取 , NaOH层用体积分

数为 20% HCl酸化后再用乙醚萃取 ,合并乙醚层 ,浓缩回收乙醚得红褐色物质即为银杏酸。

1. 5. 3　银杏酸的纯化 　分离获得的红褐色银杏酸用石油醚溶解加样于硅胶柱上 (硅胶 100 g,硅胶柱

内径为 32 mm ×400 mm的玻璃柱 ,湿法装柱 ) ,先用少量石油醚洗涤 ,再用 V (石油醚 ) ∶V (乙醚 ) ∶V (甲

酸 ) (89∶11∶1)洗脱 ,收集银杏酸组分 ,浓缩至干 ,得纯化的银杏酸同系物。

1. 5. 4　高效液相色谱分析条件 　色谱柱为 D iamonsil C18 (250 mm ×4. 6 mm ) ,流动相为为 V (甲醇 ) ∶V

(3%乙酸溶液 ) (90∶10) ,流速为 2 mL /m in,柱温为常温 ,紫外检测波长为 254 nm ,检测器为 H ITACH I2
UV - V IS Detector - 7420。

1. 5. 5　标准曲线的测定 　分别吸取不同体积的标准溶液进样 ,每个进样量平行测定 3次 ,求其峰面积

的平均值 ,得外标曲线。

1. 5. 6　银杏酸含量和纯度的测定 　准确称取干燥粉碎的银杏外种皮 2. 0 g,用体积分数为 70%乙醇重

复提取 3次、浓缩至膏状 ,余下步骤同 1. 5. 2和 1. 5. 3,获得纯化的银杏酸同系物。称取一定量银杏酸

同系物 ,用无水甲醇溶解 ,置于 10 mL容量瓶中定容 ,进样 10μL,计算各银杏酸峰的面积 ,根外标曲线
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求出银杏酸的总含量。平行测定 3次 ,求其平均值。

1. 5. 7　银杏酸回收率的测定 　准确加入一定量的自制银杏酸于银杏外种皮中 ,经过提取分离和纯化

后 ,余下步骤同 1. 5. 6。平行测定 5次 ,计算加标回收率和相对标准偏差。

1. 5. 8　银杏酸的定性鉴定 　银杏酸在 254 nm处显强蓝紫色荧光。于 254 nm处观察有无荧光 ,即可判

断有无银杏酸。根据样品和标准品的 HPLC峰的保留时间和 LC /MS的母离子 /子离子特征峰来定性鉴

定各银杏酸的峰。

1. 5. 9　银杏酸抑制病原菌菌丝生长的毒力测定 　银杏酸系列浓度为 6. 25, 12. 5, 25, 50, 100 mg/mL,以

同量无水乙醇的 PDA培养基为对照 ,测定 5种蔬菜真菌病害病菌菌丝生长抑制率 ,每处理 5次重复 ,求

出毒力回归方程及相关系数 R、EC50
[ 10 - 13 ]银杏酸对 5种病原真菌菌丝生长的毒力作用。

2　结果与分析

2. 1　标准曲线

按 1. 5. 5测定方法 ,以峰面积为横坐标 ,银杏酸进样量为纵坐标作图 ,得标准曲线 ,其线性回归方程

为 y = 2. 29 ×10
- 5

x + 0. 167,相关系数为 0. 999 8,线性检测范围为 0. 53～15. 3μg,按 3倍基噪音计算

得检测限为 5. 6 ng。

2. 2　银杏外种皮中银杏酸的含量与银杏酸的纯度

根据 1. 5. 6测定方法平行测定 3次 ,得各组分的相对含量 (银杏酸的某成相对含量 =某种银杏酸峰

的面积 /5种银杏酸的峰面积总和 ) ,银杏外种皮中银杏酸平均含量为 3. 12% ;其中以 C15∶1含量最高 ,其

次是 C13∶0和 C17∶1 ,这 3种银杏酸占了总银杏酸的 90%以上。根据 1. 5. 6测定方法平行测定 3次 ,银杏

酸平均纯度测定结果为 86. 7%。

2. 3　银杏酸的回收率

根据 1. 5. 7测定方法平行测定 5次 ,银杏酸平均回收率为 96. 9% ,相对标准偏差 RSD = 1. 3% ( n =

5) ,说明该法的准确度和精密度较好。

2. 4　银杏酸的定性鉴定

银杏酸在 254 nm处显强蓝紫色荧光 , TLC的检测限可达 5μg。本文用 TLC薄板定性检测时 ,在检

测限点可观察到明显的蓝紫色荧光 ,说明样品中有银杏酸。采用 HPLC对银杏酸标准品和样品进行测定 ,

以保留时间来判断样品中银杏酸同系物组成情况 ,银杏酸标准品和样品的 HPLC谱图如图 2,图 3。

图 2　银杏酸标准品 HPLC谱图

Fig. 2　HPLC chromatogram s of

standard of ginkgolic acids

图 3　银杏外种皮中的银杏酸 HPLC谱图

Fig. 3　HPLC chromatogram s of

ginkgolic acids in sarcotesta of ginkgo biloba

　　图 3样品谱图与图 2标准品谱图相比 ,样品中 5种银杏酸同系物色谱峰的保留时间与标准品中 5

种银杏酸同系物色谱峰的保留时间基本相同 ,且无杂峰出现 ,说明样品纯度高 ,和标准品一样也含有 5种
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( a) GA (C13∶0 )特征离子图

　　　　　　　　 ( d) GA (C17∶1 )特征离子图 　　　　　　　　　　　　　　　 ( e) GA (C17∶2 )特征离子图

　　 ( a) GA (C13∶0 ) MS characteristic daughter ion chromatogram; ( b) GA ( C15∶0 ) MS characteristic daughter ion chromato2

gram; ( c) GA (C15∶1 ) MS characteristic daughter ion chromatogram; ( d) GA (C17∶1 ) MS characteristic daughter ion chromato2

gram; ( e) GA (C17∶2 )MS characteristic daughter ion chromatogram.

图 4　银杏外种皮中的银杏酸质谱图

Fig. 4　MS characteristic daughter ion chromatogram of ginkgolic acids in ginkgo biloba extract

银杏酸同系物。同时作了 LC /MS的母离子 /子离

子特征峰质谱图 , 5种银杏酸同系物母离子 /子离

子特征峰为 GA (C13∶0 ) :母离子 (分子量 ) /子离子

(丰度最高的子离子 )即 319. 4 /275. 2特征子离

子图 ; GA (C15∶0 ) :母离子 (分子量 ) /子离子 (丰度

最高的子离子 )即 347. 4 /303. 2特征子离子图 ;

GA (C15∶1 ) :母离子 (分子量 ) /子离子 (丰度最高

的子离子 )即 345. 4 /301. 2 特征子离子图 ; GA

(C17∶1 ) :母离子 (分子量 ) /子离子 (丰度最高的子离

子 )即 373. 4 /329. 3特征子离子图 ; GA ( C17∶2 ) :母

离子 (分子量 ) /子离子 (丰度最高的子离子 )即 371. 4 /327. 3特征子离子图。由谱图可知 ,样品谱图的

保留时间、母离子 /子离子特征子离子图与标准品完全一致 ,由此可进一步鉴定样品即为 5种银杏酸同

系物。

2. 5　银杏酸对 5种病原真菌菌丝生长的毒力作用

对病原真菌菌丝生长的毒力测定结果 (表 1)表明 ,银杏酸对 5种病原真菌菌丝生长的毒力强弱依

次为甘蓝黑斑病菌、茄子立枯病菌、茄子白绢病菌、白菜炭疽病菌、黄瓜枯萎病菌 ,其中对甘蓝黑斑病菌

的毒力最强 , EC50为 24. 80 mg/mL。
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( a) GA (C13∶0 )特征离子图

　　　　　　　　 ( d) GA (C17∶1 )特征离子图 　　　　　　　　　　　　　　　 ( e) GA (C17∶2 )特征离子图

　　 ( a) GA (C13∶0 ) MS characteristic daughter ion chromatogram; ( b) GA ( C15∶0 ) MS characteristic daughter ion chromato2

gram; ( c) GA (C15∶1 ) MS characteristic daughter ion chromatogram; ( d) GA (C17∶1 ) MS characteristic daughter ion chromato2

gram; ( e) GA (C17∶2 )MS characteristic daughter ion chromatogram.

图 5　银杏酸标准品质谱图

Fig. 5　MS characteristic daughter ion chromatogram of standard of ginkgolic acids

3　结论与讨论

(1)本实验通过提取分离、纯化得到银杏外

种皮的提取物 ,经过 LC /MS鉴定为 5种银杏酸同

系物 ;用 HPLC测定银杏酸含量、纯度 ,实验测得银

杏外种皮中银杏酸含量为 3. 12% ,纯度为 86. 7% ,回

收率为 96. 9% , RSD 为 1. 3% ( n = 5)。结果表明

该方法获得的银杏酸快速、简便且纯度高 ,为下阶

段开发环保型银杏酸植物源杀菌剂所需高纯度活

性成分银杏酸提供分离、纯化的方法。

(2)杨小明等 [ 8 ]直接把银杏粗提取物进行柱

层析分离、纯化 ,但由于杂质多 ,柱效不佳 ;本研究在其基础上采用萃取分离去掉其中大部分杂质后 ,再

经柱层析纯化 ,大大提高柱层析分离、纯化效果。银杏酸纯度还不够理想 ,有待下一步继续研究改进分

离、纯化工艺。

(3)银杏酸对 5种病原菌物菌丝生长的毒力强弱依次为甘蓝黑斑病菌、茄子立枯病菌、茄子白绢病

菌、白菜炭疽病菌、黄瓜枯萎病菌 ,其中对甘蓝黑斑病菌的毒力最强 , EC50为 24. 80 mg/mL,这有利于银

杏酸植物源杀菌剂的开发及有效指导防治 5种蔬菜真菌病害提供依据。
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表 1　银杏酸对 5种病原真菌菌丝生长的毒力

Tab. 1　Tox ic ity of the G inkgo Ac id to the tested fung ic ides

供试病菌

Pathogenic

fungi

浓度 /

(mg·mL - 1 )

Concentration

菌落直径 / cm

Colony

diameter

抑制率 /%

Inhibition

rate

毒力回归方程

V irulence linear

regression equation

相关系数

Correlation

coefficient

EC50 /

(mg·mL - 1 )

甘蓝黑斑病菌 6. 25 3. 5 27. 1

A lternaria brassicae 12. 5 3. 0 37. 5

25 2. 7 43. 8 y = 1. 166x + 3. 374 0. 972 7 24. 80

50 2. 01 60. 0

100 1. 0 80. 4

茄子立枯病菌 6. 25 5. 3 24. 3

Rhizocton ia solani 12. 5 4. 2 40. 0

25 4. 0 42. 8 y = 0. 983 3x + 3. 531 4 0. 953 7 31. 15

50 3. 5 50. 4

100 1. 8 74. 3

黄瓜枯萎病菌 6. 25 4. 9 15. 5

Fusarium oxysporum 12. 5 4. 5 22. 4

f. sp. cucrm erinum 25 4. 0 31. 0 y = 1. 245 7x + 2. 872 5 0. 972 51. 04

50 3. 43 43. 6

100 1. 7 70. 7

白菜炭疽病菌 6. 25 4. 9 14. 3

Colletotrichum 12. 5 4. 3 23. 2

higg isianum 25 3. 8 32. 1 y = 1. 308 8x + 2. 824 3 0. 990 4 45. 96

50 3. 08 49. 8

100 1. 8 70. 5

茄子白绢病菌 6. 25 4. 6 20. 7

Pellicularia rolfsii 12. 5 4. 2 27. 6

25 4. 0 33. 3 y = 1. 066 3x + 3. 233 3 0. 968 5 45. 38

50 3. 0 47. 8

100 1. 8 70. 0
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