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  摘要  以 40 mmoL /L 硼砂溶液为缓冲液 ,利用高效毛细管电泳( HPCE) 法 , 建立不同产地金银花的 HPCE 指纹
图谱并测定其中绿原酸的含量。工作电压为 17 kV, 温度为 25℃ , 压力进样时间为 6 s。不同产地金银花药材中绿原
酸的含量为 3 . 2% ～4. 4%。通过对 HPCE 指纹图谱共有峰数据进行判别分析和聚类分析 , 可以将不同产地的金银
花进行判别分类。HPCE 指纹图谱可以用于较全面地考察金银花药材的质量。
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  金银花 ( Flos Lonicerae Japonicae ) 为忍冬科植
物忍冬( Lonicera japonica Thunb) 的干燥花蕾或带初
开的花,具清热解毒, 凉散风热之功效。中药指纹图
谱是一种综合的、可量化的鉴定手段, 其基本属性是
“整体性”和“模糊性”[ 1 ] 。以指纹图谱对成分复杂

的中药材进行分析测定, 可以有效地获得其组成的
信息。笔者采用高效毛细管电泳法( HPCE) 测定金
银花的指纹图谱 ,并对金银花的主要有效成分绿原
酸进行含量测定。
1 实验部分
1. 1 主要仪器与试剂
高效毛细管电泳仪: Beckman 5500 型, 配二极

管阵列检测器,美国贝克曼公司;
电子天平: Mettler AE24型, 瑞士 Mettler 公司;
医用超声波清洗器: KQ - 500E 型, 昆山市超声

仪器有限公司;
绿原酸: 批号 0753 - 200111, 中国药品生物制

品检定所;
其它试剂均为分析纯;
实验用水为超纯水。

1. 2 实验方法
( 1) 样品溶液的制备 [ 2 ]
取不同产地的金银花药材粉末( 过 4 #筛) 约 0 . 5

g, 分别精密称定 , 置具塞锥形瓶中, 精密加入 50%
的甲醇 50 mL, 称定质量,超声处理 30 min,放冷, 再
称定质量, 用 50%的甲醇补足减失的质量, 摇匀, 滤
过,精密量取续滤液 10 mL, 置于 50 mL 棕色量瓶
中,加 50%甲醇至刻度,摇匀, 即得。
( 2) 对照品溶液的制备
精密称取绿原酸对照品 10. 25 mg, 置于 50 mL

棕色量瓶中, 用 50% 甲醇溶解, 并稀释至刻度, 摇
匀,即得。

( 3) 电泳条件
石英毛细管: 57 cm ×75 μm( 有效长度 50 cm) ;

工作电压: 17 kV; 温度: 25℃; 压力进样时间: 6 s; 缓
冲液: 40 mmoL /L 硼砂溶液; 检测波长: 绿原酸含量
测定为 350 nm,指纹图谱测定为 214 nm。
2 结果与讨论
2. 1 绿原酸含量测定的方法学考察
( 1) 线性关系考察
依次吸取绿原酸对照品溶液 1. 0、2. 0、3. 0、

4. 0、6. 0 mL于 10 mL棕色容量瓶中 , 用 50%甲醇稀
释至刻度。按照规定的电泳条件依次进样分析, 以
对照品溶液浓度为横坐标,绿原酸峰面积为纵坐标,
求得回归方程为 y = 675. 08 + 1 026. 89x, 相关系数
r = 0. 9990。
( 2) 精密度考察
取 61. 5 μg /mL 对照品溶液进样 5 次, 测定其

色谱峰面积, 测定结果的相对标准偏差为 3. 6% , 表
明仪器的精密度良好。

( 3) 稳定性考察
取 61. 5 μg /mL 对照品溶液, 分别于 0、1、4、8、

12、24 h 测定其色谱峰面积, 测定结果的相对标准
偏差为 3 . 8 % ,表明 24 h 内其稳定性良好。
( 4) 重复性试验
取山东费县产金银花药材粉末 ,按 1. 2( 1) 方法

制备样品溶液 5 份, 依法平行测定 ,测得绿原酸平均
含量为 3 . 2% ,测定结果的 RSD 为 4. 1% , 表明该试
验操作重复性良好。

( 5) 回收试验
取山东费县产金银花药材粉末约 0. 25 g, 精密

称定,平行 5 份, 分别精密加入绿原酸 8 mg, 按 1. 2
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( 1) 方法制备样品溶液, 依法测定, 测得平均回收率
为 103. 3% , RSD 为 4. 4% ,结果表明, 该方法准确度
较高。

2. 2 指纹图谱的建立及绿原酸的含量测定
取样品溶液进行测定, 以 350 nm 为检测波长,

测定产自山东费县、平邑、沂南、烟台, 安徽黄山, 河
南密县的金银花药材中绿原酸的含量分别为3. 2%、
4. 4%、3 . 8%、3. 4%、3. 5%、3 . 9% ; 以 214 nm 为检
测波长, 测得其 HPCE 指纹图谱见图 1, 特征峰数据
见表 1。

1—山东费县 ; 2—金银花对照品 ; 3—山东平邑 ; 4—山东沂南 ;
5—山东烟台 ; 6—安徽黄山 ; 7—河南密县

图 1 不同产地金银花药材样品液的 HPCE 指纹图谱
表 1 不同产地金银花药材 HPCE 指纹图谱特征峰数据
样品 产地 迁移时间 /峰面积
1 # 山东费县 3. 25 /17 447 5. 10 /4 076 7. 65 /2 2729. 85 /66 829 10 . 36 /24 579  11. 25 /4 813

2 # 山东平邑 3. 30 /20 996 5. 12 /4 100 7. 68 /1 579
9. 80 /90 529 10 . 35 /36 502  11. 26 /6 644

3 # 山东沂南 3. 26 /18 568 5. 12 /3 406 7. 62 /1 732
9. 90 /77 634 10 . 38 /28 836  11. 28 /5 371

4 # 山东烟台 3. 28 /18 982 5. 14 /4 866 7. 64 /1 3699. 88 /71 579 10 . 40 /25 516  11. 30 /4 810
5 # 安徽黄山 7 . 68 /3 492 9. 86 /74 250 10. 35 /25 72011. 26 /5 945
6 # 河南密县 3. 28 /22 675 5. 13 /5 593 7. 65 /3 1649. 85 /82 750 10 . 36 /35 443  11. 28 /8 553

2. 3 聚类分析 [ 3 ]
以指纹图谱特征峰面积为指标, 对不同产地的

金银花指纹图谱峰面积数据进行聚类分析, 结果发
现,当类间距离取 0. 95 时, 可将以上样品分为 3 类,
其中山东平邑、烟台、沂南、费县的金银花被聚为 1
类,安徽黄山的金银花为 1 类,河南密县的金银花为
1 类,聚类步骤见表 2, 结果见图 2。
2. 4 逐步判别分析 [ 4 ]
判别分析的目的是将 n 个具有 m 项指标的样

本 , 分为G类。逐步判别分析可在其m项指标中挑

表 2 聚类步骤
步骤 相聚的两类 1 ) 类间距离

① 4 1 0. 502
② 3 1 0. 513
③ 2 1 0. 926
④ 6 1 1. 005
⑤ 5 1 1. 285

  注 : 1 ) 样品编号同表 1。

图 2 谱系聚类示意图
选出 l 个( l≤m) 对于 G 类判别作用显著的指标构
成判别函数:
Y( An ) = c0 ( An ) + c 1 ( A n ) X1′+ Λ+ c1 ( An ) Xl ′+ lnq( An )   ( 1)
式中: Y( A n ) ———第 An 类的判别函数;
c( A n ) ———第 A n 类的判别系数;
q( A n ) ———第 A n 类的事前概率。
将样本的相应特征数据带入每类的判别函数

中,计算各类的 Y( A n ) 值,取最大 Y( A n ) 的值, 并将
样本归入第 An 类。
根据以上方法及公式, 以 QBASIC 语言编写逐

步判别程序,对 6 个金银花样品的特征值进行逐步
判别分析,建立判别函数如下, 检验结果表明回判准
确率为 100% :
Y( 1) = - 772 . 717 6 + 0 . 081 8X( 1) - 0 . 127 X ( 5) + 0 . 675 7X( 6)
Y ( 2) = - 3 382 . 031 + 0 . 153 4X( 1 ) - 0 . 28 8 6 X( 5) + 1 . 58X( 6 )
Y ( 3) = - 453 . 841 7 + 0 . 023 X( 1) - 0 . 093 5 X( 5) + 0 . 556 8 X( 6)
  逐步判别分析结果表明,山东平邑、烟台、沂南、
费县的金银花为 1 类, 安徽黄山的金银花为 1 类, 河
南密县的金银花为 1 类。
3 结论
( 1 ) 不同产地金银花药材中绿原酸的含量存在

一定差异, 可以用其评价金银花的质量。但由于中
药成分的复杂性,仅仅以某一个单纯成分为指标, 难
以体现中药作用的整体性。指纹图谱是一种综合

的、整体的鉴定手段, 可以比较全面地反映中药的成
分信息,可准确且量化地对药材进行鉴别和质量评
价。金银花药材的 HPCE 指纹图谱共有指纹峰比较
明显, 分离度较好,因此可采用 HPCE 指纹图谱对不
同产地的金银花药材进行质量判定。

( 2 ) 聚类分析是研究“物以类聚”的一种数理统

76容蓉 ,等 :不同产地金银花药材的 HPCE 指纹图谱分析



计方法,它是在事物的分类面貌尚不清楚, 甚至连总
共分几类也不确定的情况下, 将一些观察对象依据
某些特征加以归类。中药的化学成分复杂, 运用聚
类分析,根据药物在成分变化上的某些特征或测定
值,对不同产地的中药材进行分类, 有助于对中药复
杂体系的认识。

( 3) 对指纹图谱特征峰数据进行聚类分析, 将
不同产地的药材分为 3 类, 并对各类样品建立判别
函数。利用指纹图谱技术, 通过聚类分析或建立判
别函数,可以对不同产地的金银花药材进行判别和
质量控制。
( 4) 用判别函数进行分析时, 不是指标越多越

好,若特征性不强的指标过多, 则判别函数不稳定,
判别效果较差。笔者通过逐步判别分析, 将每个样
本原有的 6 个指标精选为 3 个, 减少了计算量,经回
判检验准确度为 100% , 对任一样品可用该函数方
便地进行判别分类,可用于监控金银花的质量, 通过

判别函数对不同的金银花进行产地的判别分析。
( 5) 以 214 nm 为检测波长时, 检测的金银花药

材样品液的特征峰较多, 便于较全面地获得金银花
的成分信息, 综合评价金银花的质量, 故以 214 nm
为检测波长测定其指纹图谱。绿原酸在 350 nm 处
有最大吸收,且其它成分对绿原酸的干扰较少, 故选
定 350 nm为检测波长测定绿原酸的含量。
( 6 ) HPCE 法具有分析速度快、柱效高、进样少、

分辨力强等优点, 利用 HPCE 指数图谱可以对金银
花进行质量控制。
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FINGER PRINT OF FLOS LONICERAE JAPONICAE FROM DIFFERENT RESOURCES BY HPCE
Rong Rong, Yan Bin, LüQ ingtao, Yang Yong, Sun Yubo

( Key Lab of Natural Products , Shandong University of TCM, J inan 250014 , China)
  ABSTRACT  Finger prints of Flos Lonicerae Japonicae wer e established and the content of chlorogenic aci d were determined by
high performance capillary electrophoresis ( HPCE) . The analysis was performed in 40 mmoL /L borax solution, running voltage was 17
kV, column temperature was 25℃ and the sample was injected by pressure for 6 s. With the contents of chlorogenic acid varied from
3. 2% - 4. 4% , the Flos Lonicerae Japonicae from different resour ces was able to be classified according to the HPCE finger print data
processed by stepwise discriminant analysis and clustering analysis . The HPCE finger print was suitable for Flo s Lonicerae Japonicae
quality control.
  KEYWORDS  Flos Lonicerae Japonicae, chlorogenic acid, HPCE, finger print
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