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［摘　要］目的：建立金莲花药材高效液相色谱（ＨＰＬＣ）指纹特征图谱的方法。方法：采用 ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＧｅｍｉｎｉ
Ｃ１８柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）、乙腈 －０１％磷酸为流动相梯度洗脱，流速１０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３５℃，检测波长
２３０ｎｍ，用国家药典委员会颁布的中药色谱指纹图谱相似度评价系统（２００４Ａ版）进行相似度评价。结果：建立
金莲花药材指纹图谱，确定３１个共有峰，指认了５个色谱峰，金莲花各药材指纹图谱与共有模式相似度均在
０８５以上。结论：ＨＰＬＣ指纹图谱为金莲花药材质量的更有效控制提供了依据。
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　　金莲花为毛茛科植物金莲花（Ｔｒｏｌｌｉｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
Ｂｇｅ）的干燥的花，多年生草本植物，分布在山西、
河北、内蒙古、陕西及四川等省区，以山西、河北、内

蒙古产量最大，为民间常用中药，有清热解毒、消肿

明目的功效，并被制成多种单味或复方制剂应用于

泌尿系感染、肠炎、扁桃体炎等［１－２］。金莲花种植

范围较小，市场反映金莲花与槐花由于性状相似而

容易混用，从而影响其制剂的质量及临床用药的疗

效，建立其指纹图谱有利于鉴别及整体控制药材的

质量，虽有金莲花指纹图谱相关的报道，但其分离

效果不理想，并且指认的色谱峰较少，《中国药典》

（２０１０年版）也并未收载金莲花的质量标准［３］。本

研究在金莲花药材多指标含量测定的基础上，采用

高效液相色谱法测定不同产地金莲花药材的指纹

图谱，现报道如下。

１　仪器与试药

１１　仪器
Ｗａｔｅｒｓ超高液相色谱 －三重四极杆串联质谱
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联用仪 （ＡｃｑｕｉｔｙＴＭ ＵＰＬＣＴＱＤ系统，ＭａｓｓＬｙｎｘ
Ｖ４１工作站，包括二元高压梯度泵、自动进样器、
电喷雾电离源等），岛津 ＰｒｏｍｉｎｅｎｅｃｅＵＦＬＣ液相色
谱仪（ＳＰＤ２０Ａ紫外检测器），电子天平 ＡＥ２４０十
万分之一（梅特勒－托利多仪器上海有限公司）及
超纯水机（四川沃特尔科技发展有限公司）。

１２　试药
色氨酸、对羟基苯甲苹果酸、荭草素２Ｏ′′β

Ｌ半乳糖、荭草素、牡荆素（民族药与中药开发应用
教育部工程研究中心从金莲花药材中提取分离制

备所得，均经１ＨＮＭＲ，１３ＣＮＭＲ，ＭＳ，ＵＶ，ＩＲ波谱
进行结构鉴定，采用 ＵＰＬＣＰＤＡ在多个波长测定，
峰面积归一化含量均大于９８０％），乙腈（色谱纯，
美国ＴＥＤＩＡ有限公司），甲醇（色谱纯，天津市科密
欧化学试剂有限公司），乙腈（色谱纯，天津市科密

欧化学试剂有限公司），磷酸（分析纯，天津市富宇

精细化工有限公司），纯净水（广州屈臣氏食品饮

料有限公司）。试验用１１批金莲花药材由贵阳医
学院药学院龙庆德副教授鉴定为毛茛科植物金莲

花的干燥花。

２　方法与结果

２１　对照品溶液制备
分别精密称取色氨酸、对羟基苯甲苹果酸、荭

草素２Ｏ′′βＬ半乳糖、荭草素、牡荆素适量，用甲
醇溶解，配置成２０ｍｇ／Ｌ的混合对照品溶液，备
用。

２２　供试品溶液制备
金莲花药材经粉碎，过４０目筛，取粉末０５ｇ，

加入７０％甲醇２５ｍＬ回流提取２ｈ，冷却后补足减
失的重量，滤过，离心１０ｍｉｎ（１００００ｒ／ｍｉｎ），取上
清液，备用。

２３　色谱条件
色谱柱为 ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＧｅｍｉｎｉＣ１８柱（４６ｍｍ

×２５０ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈（Ａ）－０１％磷
酸水溶液（Ｂ），梯度洗脱（０～１７ｍｉｎ，７％～１９％Ａ；
１７～３５ｍｉｍ，１９％ ～２２％Ａ；３５～５５ｍｉｎ，２２％ ～
５０％Ａ），流速１０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２３０ｎｍ，柱
温３５℃；进样１０μＬ，记录５５ｍｉｎ。
２４　质谱条件

电喷雾离子源，正负离子模式检测，毛细管电

压３０ｋＶ，离子源温度１２０℃，去溶剂气和反吹气
为氮气，流速分别为６５０Ｌ／ｈ和５０Ｌ／ｈ；去溶剂气
温度３５０℃，一级质谱采用全扫描（ＭｓＳｃａｎ）模式，
扫描质量范围为ｍ／ｚ１００～１０００。
２５　方法学考察［４－５］

２５１　精密度试验　取同一供试品溶液，连续进
样６次，以１８号峰荭草素为参照峰，各共有峰的相
对保留时间和相对峰面积的 ＲＳＤ为１０５％，同时
用相似度评价软件计算各色谱指纹图谱的相似度

均大于０９９５，表明仪器精密度良好。
２５２　重复性试验　取同一批号的样品６份，分
别按“２２”项下方法制备成供试品溶液，以１８号
峰荭草素为参照峰，各共有峰的相对保留时间和相

对峰面积的 ＲＳＤ为１５０％，同时用相似度评价软
件计算各色谱指纹图谱的相似度均大于０９９４，表
明方法重复性较好。

２５３　稳定性试验　取同一供试品溶液，于室温
下０、２、４、６、８、１２、１６、２０、２４ｈ分别进样，检测指纹
图谱。以１８号峰荭草素为参照峰，各共有峰的相
对保留时间和相对峰面积的 ＲＳＤ为２０１％，同时
用相似度评价软件计算各色谱指纹图谱的相似度

均大于０９９３，表明样品溶液在２４ｈ内稳定。
２６　金莲花药材指纹图谱测定与分析
２６１　特征指纹图谱的建立　取１１批金莲花药
材粉末，按“２２”制备成供试品溶液，测定。经比
较１１批次金莲花药材的色谱图，从中选择了３１个
共有峰作为构成指纹图谱的特征峰，归属其中５个
色谱峰，５个化合物的混合对照溶液和金莲花药材
的代表性指纹图谱见图１，５个化合物的 ＥＳＩＭＳ

一级质谱表征见表１。

２６２相似度计算　将所得到的色谱数据导入国

家药典委员会“中药色谱指纹图谱相似度评价系

统（２００４年 Ａ版）”，采用中位数法得出金莲花药

材的共有模式。以共有模式为对照计算各批药材

的相似度。见表２和图２。

３　讨论

３１　样品溶液制备方法的考察

金莲花药材中主要成分为黄酮类、有机酸类等

化合物，根据该类物质的理化性质，分别以甲醇

０９４
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注：Ａ为供试品，Ｂ为混合对照品；１０为色氨酸，１４为对羟基苯甲苹果酸，
１６为荭草素２Ｏ′′βＬ半乳糖，１８为荭草素，２０为牡荆素。

图１　金莲花药材及混合对照品色谱
Ｆｉｇ．１　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＴｒｏｌｌｉｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓａｎｄｃｏｎｔｒｏｌ

表１　５个化合物的ＥＳＩＭＳ一级质谱表征
Ｔａｂ．１　ＥＳＩＭＳｆｉｒｓｔｏｒｄｅｒｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｆｉｖｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

峰号 化合物
ＥＳＩ＋ ＥＳＩ－
［Ｍ＋Ｈ］＋［Ｍ－Ｈ］－

分子

量Ｍ
１０ 色氨酸 ２０５１ ２０３３ ２０４
１４ 对羟基苯甲苹果酸 ２４１．０ ２３９．０ ２４０
１６ 荭草素２Ｏ′′βＬ半乳糖 ６１１２ ６０９３ ６１０
１８ 荭草素 ４４９１ ４４７１ ４４８
２０ 牡荆素 ４３３１ ４３１２ ４３２

表２　１１批金莲花药材相似度
Ｔａｂ．２　Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｏｆ１１ｂａｔｃｈｅｓｏｆＴｒｏｌｌｉｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

批号 样品来源 与共有模式的相似度

２０１００６０１ 河北 ０８７６
内蒙古 ０９１０２０１００８０１
河北 ０８７７２０１０１００２
河北 ０９７４２０１１０３０１
山西 ０８５７２０１１０４０９
内蒙古 ０９９２２００９１０１０
内蒙古 ０８９４２００９１１１５
内蒙古 ０８９５２０１００１２７
内蒙古 ０９４３２０１１０１０６
内蒙古 ０８９６２０１１０２２３
内蒙古 ０９２１２０１１０３１２

（１００％、７０％、５０％、３０％）及乙醇为溶剂，用索氏提
取法、回流提取法和超声提取法进行提取，以色谱中

峰的信息量最大化、药材中各色谱峰的单位质量峰

面积最大化原则，选择７０％甲醇回流提取２ｈ［６］。
３２　色谱条件的选择
　　流动相的选择：分别以乙腈－水、乙腈－０１％磷
酸、乙腈－０２％磷酸为流动相梯度洗脱，结果乙腈－
０１％磷酸梯度洗脱，各色谱峰分离效果较好。检测
波长的选择：采用ＰＤＡ检测器对检测波长进行了考
察，记录并比较了不同检测波长的指纹图谱，按照信

息最大化的原则，选择２３０ｎｍ为检测波长。
３３　结果分析

１１批药材的指纹图谱主要峰群的整体图貌基
本一致，相似度在０８５以上，表明１１批药材的质量
具有一定的稳定性，可作为金莲花药材的特征指纹

图谱，经比较后确定了金莲花药材的３１个共有峰作
为构成指纹图谱的稳定的特征峰，这些峰在各个样

品中均有出现，且在不同样品中峰的大小也各有差

异，说明不同产地的金莲花药材成分含量存在一定

的差异，其原因可能是受气候或土壤等因素的影响，

有必要对金莲花的生长环境进行考察，建立金莲花

的ＧＡＰ基地，从源头上保证金莲花药材的质量。
１９４
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图２　１１批药材指纹图谱（Ｒ为共有模式）
Ｆｉｇ．２　Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆ１１ｂａｔｃｈｅｓｏｆＴｒｏｌｌｉｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
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·文摘·

燃煤型氟中毒大鼠海马区组织病理学分析

桂传枝１，冉龙艳１，官志忠１，２

（１．贵阳医学院附院 病理科，贵州 贵阳　５５０００４；２．贵阳医学院 分子生物学重点实验室，贵州 贵阳　５５０００４）
目的：复制燃煤型氟中毒大鼠模型并观察其对海马 ＣＡＩ区形态学影响。方法：２４只 ＳＤ大鼠随机分为３

组，对照组、低、高氟组；染氟组以地氟病区燃煤烘烤玉米为主要饲料，复制中毒动物模型，６个月后用氟离子选
择电极法检测动物尿、骨及脑氟含量，观察大鼠海马ＣＡＩ区神经元病理变化，用Ｂｏｉｍｉａｓ２０００图像分析系统测试
大鼠海马ＣＡＩ区神经元胞体平均面积、周长及平均灰度值。结果：低、高氟组大鼠尿氟为（２．８１±０．１２）、（５．２７
±０．１５）ｍｇ／Ｌ，骨氟（２９１２±１４０）、（４６２４±２０）ｍｇ／ｋｇ，脑氟（１．１４±０．０４）、（１．７９±０．０４）ｍｇ／ｋｇ；与对照组尿氟
（１．６８±０．０２）ｍｇ／Ｌ、骨氟（１４７９±１２７）ｍｇ／ｋｇ，脑氟（０．２５±０．０５）ｍｇ／ｋｇ比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５或
Ｐ＜０．０１）；尼氏染色显示，与对照组大鼠神经元平均灰度值（１１５±４）比较，染氟组大鼠均明显增加［低氟（１５７±
７），高氟（１６４±８）］。结论：长期食用燃煤型氟中毒病区燃煤烘烤的粮食可以引起氟中毒；并导致动物尿、骨、脑
氟含量增高，使大鼠海马ＣＡＩ区神经元蛋白合成功能下降。

２９４
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