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菊花的HPLC指纹图谱研究

赵玉丛，，刘国际1，任保增1，屈凌波“”

(I．郑州大学化学系．河南郑州450002}2．安阳师范学院，河南安陌455002)

摘要：目的研究建立菊花HPLC指纹图谱分析法．评价不同品种不同来源菊花药材的质量。方法采用梯度洗

脱的方法进行色谱分离，用竞争层神经网络进行数据处理，对不同品种、不同来源的菊花样本进行模式识别。结果

建立了菊花的HPI．c指纹图谱分析方法。识别结果将菊花样本分为5类。鲭论利用菊花指纹图谱可对不同品种

不同来源的菊花药材进行鉴别，并可在一定程度上进行质量控制。

关键词：菊花lHPLC；指纹图谱}竞争层神经网络
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Fingerprint of Flos Chrysanthemi by HPLC

ZHAO Yu—ton91，LIU Guo—jil，REN Bao—zeng‘，QU Ling—bo“2

(1．Department of Chemistry，Zhengzhou University．Zhengzhou 450002，China；

2．Anynng Normal College，Anyang 455002．China)

Abstract：Objective To establish the analytical method for the fingerprint of Flos Chrysanthemi by

HPLC and estimate the quality of PYos Chrysanthemi in various species from different habitats．Methods

The gradient elution mode was applied in chromatographic separation，data can be treated by competitive

layer neural network(NN)and pattern recognition be made for Flos Chrysanthemi samples of various

species from different habitats，Results The analytical method Of fingerprint for Flos chrysanthemi by

HPLC was established，samples can be classified into five categories according to the recognition result．

Conclusion The established fingerprint can be used for the identification and quality control of Flos

Chrysanthemi．
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菊花为菊科多年生草本植物菊Chrysanthemum

morifolium Ramat．的头状花序，具有疏风清热、平

肝明目的功效，其主要成分为黄酮类、挥发油、氨基

酸、微量元素等。菊花总黄酮具有降血压、扩张冠状

动脉、防止冠脉粥样硬化等作用，其中木犀草素及其

苷类以及芹菜素具有抗炎、抗病毒、抗肿瘤及扩张血

管等药理作用“。]。目前对菊花的研究多集中在某

单一有效成分的提取和测定上，而中医药理论强调

中药所含的某一种活性成分均不能代表其整体的疗

效。本实验采用HPLC法建立了菊花的指纹图谱，

并用竞争层(competitive layer)神经网络对不同来

源的菊花样本进行模式识别，为菊花药材的品种鉴

定和质量控制提供科学依据。

1仪器与试药

Agilent 1100毫效渡相色谱系统，DAD检测

器，Agilent色谱工作站；R201旋转蒸发器(上海申

生科技有限公司)；KQ一50型超声波清洗器(昆山

市淀山湖检测仪器厂)；索氏提取装置；MATLAB

6．5处理软件。

甲醇为色谱纯l水为二次重蒸水；其他试剂均为

分析纯；木犀草素、芹菜素对照品购于中国药品生物

制品检定所；菊花样品来源见表1，均经河南中医学

院生药教研室鉴定。样品置烘箱内50～60 c干燥2

h，粉碎后过40目筛备用。

2方法与结果

2．1 色谱条件：色谱柱：Zorbax SB C．。柱

(200 mmx 4．6 mm，5 pm)。流动相：A为甲醇一水

(15：85)、B为甲醇一水(52：48)，从A到B进行30

min线性梯度洗脱，然后在B流动相条件下保持30

rain。体积流量：0．7 mL／min；柱温：25℃；进样量：

将鼹嚣望鬓苗1_)’女．河南巩义人，郑州大学化学系研究生．主要从事药物分析方面的研究
。通讯作者屈凌波E—mail：qulingbo@zzu．edu cn
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lo“I。；分析时间：60min；检测波长：350 D．m。在上述

色谱条件下杭菊花色谱指纹图见图1。

囊1菊花样品来源

Table 1 Source of Flos Chrysantkemi samples

编号 品种 产地或来源 编号 品种 产地或来源

1 杭菊 斯扛杭州 9 贡菊 黄Jj』

2 杭菊 扛苏 10 贡菊 河南

3 杭菊 广西 ll 贡菊 黄山

4 杭菊 广西 12 药菊 黄山

5 杭菊 新江杭州 13 怀菊 河南

6 杭菊 浙江桐乡 14 野菊花 河南

7 金菊 黄山 15 野菊花 东莞

8 盒菊 瑚北 16 野金菊 黄山

¨ i【J 』¨ j¨40 ，¨ 洲
⋯tn

18-术犀草隶19一芹菜素

18[uteMin 19 apigenin

圈l杭菊花的HPLC指纹圈谱

Fig．1 HPLC Fingerprint of Flos Chrysanthemi

from Hangzhou

2．2样品溶液的制备：取各药材样品2．003 g置圆

底烧瓶中，加95％乙醇40 ml。，回流提取2次，每次

2h，合并提取液，滤过，挥于乙醇，加水溶解，再用

80 mI，醋酸乙酯分4次萃取，挥干醋酸乙酯，用甲醇

溶解，定容至50 mL量瓶中，经0．45 pm微孔滤膜

滤过，取续滤液即得。

2．3对照品溶液的制备：精密称取木樨草素、芹菜

素对照品适量，分别用甲醇溶解定容，得对照品溶

液，浓度分别为木犀草素0．000 6 mol／L，芹菜素

0．002 mol／I。。

2．4色谱指纹峰的标定：以参照物木犀草素对应的

色谱峰的保留时间和峰面积为1。计算其他各色谱

指纹峰的相对保留时间及相对峰面积。

2．5精密度试验：取同一菊花样品溶液，连续进样

5次，按上述条件进行检测。各主要色谱峰的相对保

留时间和相对峰面积的RSD分别为0．1％～o．8％

和1．5％～2．8％。

2．6重现性试验：取同一菊花样品，分别制备5份

样品溶液进行检测，各主要色谱峰的相对保留时间

和相对峰面积的RSD分别为0．2％～1．1％和

2．2％～4．2％。

2．7稳定性试验；取同一份菊花药材的供试品溶液

在o、4、6、12、24 h按上述条件进行检测，各主要色

谱峰的相对保留时间和相对峰面积的RSD分别为

0．1％～2．5％和1．7％～3．7％。

2．8样品测定：按供试品溶液的制备方法，在上述

色谱条件下对16个菊花样品进行测定，各样品的相

对保留时间见表2，相对峰面积见表3。

裹2 16个菊花样品的相对保留肘间

Table 2 Relative retention time of 16 smples of FIos Chrysanthemi

样品号
各峰相对保留时间

o．063 0．086 0．1 96 0 374 0 395 0 455 0．556 0 664 0 732 0．758 0．94 9 1．900

0．063 0 085 0195 0 375 0 397 0 455 0．556 0．661 0．731 0．756 0 950 1-000

0．064 0，087 0．1 98 0．233 0 376 0 397 0．458 0．558 0．663 0．731 0．156 0 949】．ODD

0．066 0 085 0．184 0．371 0．393 0．454 0．555 0 662 0．738 0．758 u 949 i．000

0 070 0 082 0．206 0 225 0 408 0 444 0，574 0．668 0．734 0．759 0 950 1．000

0．066 0．086 0．1 43 O．203 O．23 O．264 O 293 0．381札421 O．463 o．565机657 O 752 O 7 56 0．949 L O∞1．071

0 065 0，084 0 208 0 Z37 0 30Z 0．392 0．472 0．664 0 731 0 756 0．960 I．000

0．062 0．086 n184 0．228 0．286 O 372 0 402 0．455 0．557 0．659 0 73 0．756 0．949 i．000

0 063 0．087 0 1 56 0 1 92 0．228 0 369 0 388 0 452 0 553 0 660 0．731 0．757 1 000

0，D6B 0，086 0．1 47 0．204 0 Z34 0．269 0．393 0．d 33 0．473 0 586 0 6S4 0．728 0 758 1．000

O．064 0 087 o 185 0．288 0 369 0 389 0 453 0．555 0．659 0．732 0．757 1 000

0．068 0．086 0．110 0．1 99 0 231 0．370 O．391 0．455 0．560 O，663 0．733 0．75B 1．000 1．230

0．066 0．086 0 1 5 0．202 0．239 0．406 0．446 0．607 0．657 0 730 0．754 0 949 1 O舭) 1．240

0．072 O．248 0．667 0．729 n 753 o．948 1。000

0 067 0 OB6 0 668 D．733 0 759 O 950 1 000

0．065 0．086 0．154 0．732 0．755 0 950 1．000 1．101
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衰3 16个菊花样品的相对峰面积

Table 3 Relative peak area of 16 samples of Flos Chrysanthemi

2．9信息处理：用竞争层神经网络在MATI，AB平

台对所得的色谱信息进行处理，竞争层神经网络为

单层网络，网络传递函数为竞争函数。对于本实验所

采用的竞争层网络，相关函数如下：权值函数为

negdist。输入函数为netsum函数，传递函数为corn—

pet函数，网络用train函数训练，输入相对保留对阈

和相对峰面积值(数据经过适当处理)，结果分为5

类：1～5号样品为一类；6号样品为一类；7、8、12、13

号样品为一类；9～11号、16号样品为一类；14、15号

样品为一类。

3讨论

3．1 本实验以木犀草素对照品的最大吸收波长

350、254 om为指标进行检测渡长的考察，结果发现

254 nm处的色谱图中基线漂移较大，且峰数少，故

为获取更多信息，选取350 nm作为菊花指纹图谱的

检测波长。同时进行了乙醇回漉提取、乙醇回流提

取一醋酸乙酯萃取、超声波提取、酸解提取、索氏提取

等提取方法的考察，结果表明乙醇回流提取一醋酸乙

酯萃取法所得色谱图中色谱峰峰数较多、峰分离比

较好、且主峰强度较高，所以选取乙醇回流提取一醋

酸乙酯萃取法来制备样品溶液。

3．2建立了菊花药材指纹图谱的HPLC测定法，该

方法能使菊花提取液中的大部分化学成分得到较好

分离，具有很好的稳定性、重现性和可行性。其中木

犀草素和芹菜素已确证为菊花中的药效成分，但由

于对照品的匮乏，无法判定菊花样品图1中1～l 7

号各峰所代表的物质成分，尚需进行进一步的研究。

3．3杭菊酸水解后仅有木犀草素和芹菜素两个主

要色谱峰，且它们的量远远高于末水解时，表明杭菊

中黄酮类成分主要为以木犀草素和芹菜素为苷元的

黄酮苷类化合物，酸解后黄酮苷类化合物发生分解，

从而形成游离的苷元。

3．4竞争层神经网络在样本类别大致可知的情况

下，可以无须学习样本即可对数据进行分类，在样卒

量不是太多的情况下较为适用。接HPLC色谱峰相

对保留时间和相对峰面积，用competitive layer神经

网络可将样品分为5类；即1～5号杭菊为1类．6号

杭菊为一类，贡菊、野金菊为一类，药菊、怀菊与金菊

为一类，野菊花为一类，与实际样本基本一致。因此

用competitive layer神经网络可以对菊花药材的种

类进行模式识别，从雨为菊花资源的开发利用提供

科学依据。

3．5不同品种的菊花指纹图谱差异较为明显，同一

品种的菊花指纹图的整体概貌是一致的，但各色谱

峰的强度有差异。药菊，怀菊的色谱图相似，这与文

献报道药菊可能起源于河南的怀菊“3是一致的；且

二者色谱图中备色谱峰均较强，尤其木犀草素和芹

菜素的量在这几个菊花品种中为最高，这为临床上

药菊、怀菊主要药用，而杭菊、贡菊为药茶兼用提供

了依据。金菊花是菊科植物神农香菊与菊花的杂交
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新品种“1，从模式识别结果上可以推测金菊花与怀

菊、药菊有较类似的药理作用。但尚需进一步的实验

来论证。
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红大戟的组织培养及植株再生

凌征柱1，覃文流2，余丽莹1，蓝祖栽1，昊庆华1

(1．广西药用植物园，广西南宁530023}2．广西大学．广西南宁530005)

摘要：目的研究红大觏快速繁殖技术．为人工栽培提供种源。方法 以野生红大戟的茎尖作外植体，通过不同

的培养基进行诱导培养获得丛生芽，进而生根获得再生植株。结果MS+BA 2．0 rag／L+NAA 0．1 rag／l。适合红

大戟的丛生芽继代增殖。1／2MS+NAA 1．0 mg／L适宜诱导生根获得健全再生植株。移栽成活率70％。结论本

研究得出的方法可为人工栽培红大戡提供种源。

关键词t红大戟；组织培养；试管苗
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Tissue culture and plantlet regeneration of Knoxia valerianoides

I，ING Zheng—zhu‘，QIN Wen—liu 2，YU Li—yin91，LAN Zu zail，WU Qing—hual

(1．Guangxi Botanical Garden of Medicinal Plants，Nanning 530023，China；2．Guangxi University．Nanning 530005，China)

Abstract；Objective The tissue culture of the stem apex of Knoxia valerianoides was done to re—

search the optimum culture medium for test—tube seedlings for large—scale planting．Methods The stem

apex of wild K．valerianoides was used flS the explants and cultivated in different culture media separately

to induce fascicled bud．root，and plantlet regeneration．Results The cultural medium MS+BA 2．0 mg／

I，+NAA 0．1 mg／1．was suitable for the sub—multiplication of fascicled bud and the medium 1／2MS+NAA

1．0 mg／L for root inducement and the plantlet regeneration．The transplantati。n survival rate of the plant—

let regeneration was 70％．Conclusion The tissue culture of K．valerianoides could be used to produce

test—tube seedlings for large—scale planting．

Key words：Knoxia valerianoides Thorel et Pitard；tissue culture；test—tube seedling

红大戟Kno：Ha valerianoides Thorel et Pitard

为茜草科多年生草本植物，又名红芽大戟、红芽戟。

药用部位块根，有泻水逐饮，攻毒消肿散结功效。主

治胸腹积水、二便不利、痈肿疮毒、瘰疬痰核。]，是中

成药紫金锭的主药。由于自然繁殖缓慢，以及滥采乱

挖，致使野生资源濒临灭绝。20世纪90年代初单是

广西产地上市为3X 104 kg以上，到了2000年上市

不足L 5×104 kg，ifij今不足5 000 kg，致使价格不

断攀升。1999年50～55元／kg，2000年升至60～65

元／kg，2001年升至70元／kg，2002年80元／kg，

2003年升到90元／kg，2004年上半年已升至

125元／kg口。。20世纪80年代后虽然已开展人工栽
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