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金花茶花的指纹图谱建立、成分鉴定及体外抗氧化活性研究
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摘 要：目的  建立金花茶花的高效液相（HPLC）指纹图谱，对其化学成分进行鉴定，并考察其体外抗氧化能力。方法  

70%乙醇溶液回流法提取 10批次金花茶花，采用Agilent Eclipse Plus C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱，梯度洗脱，建

立金花茶花指纹图谱，应用HPLC-MS法分析其化学成分，并用 1，1-二苯基-2-苦基肼自由基（DPPH）和 2，2-联氮-二（3-

乙基-苯并噻唑-6-磺酸）二铵盐（ABTS）法评价金花茶花的抗氧化能力。结果  建立金花茶花共有HPLC色谱图，标定共有

峰 11个，经过中药色谱指纹图谱相似度评价软件（2012版）计算，相似度均在 0.98以上。HPLC-MS分析结果显示，金花

茶花中成分多为黄酮类化合物。抗氧化能力检测结果显示，金花茶花对DPPH自由基和ABTS自由基均具有较好的清除能

力，并呈浓度相关性。结论  建立了金花茶花药材的指纹图谱，其含有丰富的黄酮类化合物，具有良好的体外抗氧化作用。
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Abstract: Objective To establish a HPLC fingerprint of Camellia nitidissima Chi, analyze its chemical components, and study its 

antioxidant capacity. Methods Extraction of ten batches of Camellia nitidissima Chi were made by refluxing with 70% ethanol 

solution. Agilent Eclipse Plus C18 (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) Chromatographic column were used, gradient elution, to establish a 

fingerprint of Camellia nitidissima Chi, analysis of its chemical components using HPLC-MS, and evaluation of the antioxidant 

capacity of Camellia nitidissima Chi using DPPH and ABTS methods. Results The HPLC chromatogram of Camellia nitidissima 

Chi was established, and 11 peaks were calibrated. The similarity was all above 0.98 through calculation of TCM chromatographic 

fingerprint similarity evaluation software (2012 edition). Meanwhile, HPLC-MS analysis showed that the components of Camellia 

nitidissima Chi were mostly flavonoids, and the antioxidant capacity of Camellia nitidissima Chi was tested. The results showed that 

it had good antioxidant capacity to DPPPH free radicals and ABTS free radicals in vitro, and showed a certain concentration 

dependence. Conclusion We had established a fingerprint of Camea nitidissima Chi, which was rich in flavonoids and had good in 

vitro antioxidant effects.
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金花茶花 Camellia nitidissima Chi 为山茶科金

花茶的干燥花朵，味涩，性平，具有清热解毒、收敛

止血等功效，主产于广西［1］，是结合观赏性与药性的

世界级珍稀植物，有着“植物界大熊猫”以及“茶族

皇后”等美称［2］。其含有丰富的黄酮类、多酚类、多

糖类和皂苷类物质，具有抗炎抗菌［3］、抗肿瘤［4-5］、抗

氧化［6］等功效，是广西极具开发价值的道地药材。

目前，对于金花茶的研究普遍集中于叶子中的

成分［7-8］及功效上［9-10］，对其花朵的活性物质及性能

研究较少，因此本实验建立了金花茶花的指纹图

谱，并针对其抗氧化活性展开检测，为金花茶的质

量控制与评价提供参考。

1　材料

1.1　药材及试剂

10批金花茶花朵样品，均由天津药物研究院周

福军研究员鉴定为金花茶 Camellia nitidissima Chi

的干燥花朵，生产批号为 20200512，将样品分别研

磨过 40目筛，放置于密封、干燥、常温条件下储藏备

用，产地和采收时间见表1。

乙腈、甲醇（色谱纯）、磷酸和乙醇（分析纯），购

自天津市康科德科技有限公司；对照品芦丁，购于

北京北方伟业计量技术研究院，批号 20200618；1，

1-二苯基 -2- 苦基肼自由基（DPPH）购自梯希

爱（上海）化成工业发展有限公司；总抗氧化能

力检测试剂盒（ABTS 法）购自碧云天生物技术

有限公司；奎诺二甲基丙烯酸酯（ trolox）为水溶

性维生素 E 类似物，购自上海阿拉丁生化科技

股份有限公司。

1.2　实验仪器

Waters 2695-2998高效液相色谱仪-二极管阵列

检测器、Waters-Xevo TQ质谱检测器、Empower 3数

据工作站（美国Waters公司）；AX124ZH万分之一天

平（奥豪斯公司）；DF-101S集热式恒温加热磁力搅

拌器（巩义市予华仪器）；INHNITEF PLEX 时间分

辨荧光仪（TECAN公司）。

2　方法

2.1　供试品溶液的制备

精密称量金花茶花粗粉 1.00 g，按照 1∶15的料

液比加入 70% 乙醇溶液，80 ℃回流提取 1.5 h，经

0.45 μm微孔滤膜滤过，得到供试品溶液。

2.2　对照品溶液的制备

精密称取芦丁对照品 1 mg，置于 10 mL 量瓶

中，用甲醇溶液定容，制得 0.1 mg·mL−1对照品溶液，

冷藏备用。

2.3　色谱/质谱条件

色谱柱 ：Agilent Eclipse Plus C18 （250 mm×

4.6 mm，5 μm），流动相：90%甲醇＋10%乙腈混合

有机相（A）-0.4% 磷酸溶液（B），检测波长为

320 nm，柱温 35 ℃，体积流量为 0.5 mL·min−1，进样

量为2 μL，梯度洗脱程序见表2。

ESI源，负离子扫描模式，雾化气为高纯氮气。

毛细管电压 3 500 V，干燥气温度 300 ℃，干燥气体

积流量 8 mL·min−1，雾化气压力 172 kPa（25 psi），碎

片电压180 V，扫描范围m/z 200～1 000。

2.4　DPPH法检测金花茶花的抗氧化能力

根据待测样品及标准品的数量配制适当的

200 μmol·L−1 DPPH储备液，同时用 70%乙醇溶液配

制不同浓度的按“2.1”项方法制备的金花茶花供试

品溶液（以药材质量计）和 trolox标准溶液（终质量

浓度分别为 0.025、0.050、0.100、0.200、0.400、0.600、

0.800、1.000、1.200 mg·mL−1）。每个样品分别设置 3个

复孔，并在对照孔、标准曲线检测孔和样品检测孔

中分别加入 20 μL 无水乙醇溶液、不同浓度的

trolox 标准溶液和样品溶液，随后在每孔加入

180 μL 200 μmol·L−1 DPPH储备液，静置孵育 30 min

后，测定其517 nm波长处的吸光度（A）值。

表1　金花茶产品信息

Table 1　Producing sample of Camellia nitidissima Chi

样品编号

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

样品名称

金花茶

金花茶

金花茶

金花茶

金花茶

金花茶

金花茶

金花茶

金花茶

金花茶

产地

广西防城港市防城区

广西防城港市防城区

广西防城港市那梭镇

广西防城港市大菉镇

广西东兴市

广西南宁市

广西钦州市

广西十万大山

广西防城港市那良镇

广西罗定市华石镇

采收时间

202009

202012

202103

202103

202103

202103

202103

202103

202103

202103

表2　梯度洗脱程序

Table 2　Gradient elution procedure

     t/min   甲醇90%-乙腈10%（A）/%   0.4%磷酸水溶液（B）/%

       0～10              10～27                        90～73

     10～30              27～30                         73～70

     30～60              30～35                         70～65

60.00～60.01         35～45                         65～55

60.01～95.00         45～55                         55～45
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DPPH自由基清除率＝（A 样品/标准品－A 对照）/A 对照

2.5　ABTS法检测金花茶花的抗氧化能力

用等体积ABTS溶液和氧化剂溶液配制适量的

ABTS工作母液，避光放置 16 h后，用 70%乙醇溶液

稀释 50倍制备ABTS工作液，同时用 80%乙醇配制

不同质量浓度的样品溶液和 trolox标准溶液（终质

量浓度分别为 0.025、0.050、0.100、0.200、0.400、

0.600、0.800、1.000、1.200 mg·mL−1）。每个样品设置

3个复孔，对照孔、标准曲线检测孔和样品检测孔中

分别加入 10 μL 80%乙醇溶液、不同浓度的 trolox标

准溶液和样品溶液。每孔加入 200 μL ABTS 工作

液，静置孵育5 min，测定其405 nm波长处的A值。

ABTS自由基清除率＝（A 对照－A 样品/标准品）/A 对照

3　结果

3.1　指纹图谱方法学考察

3.1.1　精密度试验 取 S1样品，制备供试品溶液，

在“2.3”项色谱条件下，连续进样 6次，记录并分析

其共有峰。各色谱峰相对保留时间的 RSD 均＜

0.03%，相对峰面积的 RSD 均＜3%，表明仪器的精

密度良好。

3.1.2　稳定性试验 取 S1样品，制备供试品溶液，

分别于 0、2、4、8、12、24 h 后进样，记录分析共

有 峰 。 各 色 谱 峰 相 对 保 留 时 间 的 RSD 均 ＜

0.05%，相对峰面积的 RSD 均＜3%，表明样品的

稳定性良好。

3.1.3　重复性试验 取 S1样品，制备供试品溶液 6

份，进样、记录并分析其共有峰。各色谱峰相对保

留时间的RSD均＜0.98%，相对峰面积的RSD均＜

3%，表明该方法的重复性良好。

3.2　指纹图谱的建立与评价

3.2.1　共有峰标定 根据 10批样品的高效液相图

谱，本实验共标定了 11个共有峰，其中 6号峰的保

留时间及峰高均符合特征图谱标准峰的规定，其时

间不靠前不滞后，峰面积稳定且较大，与其他峰的

分离度较好，所以以 6号峰作为参照标准峰（S），计

算其他共有峰的相对保留时间与相对峰面积（表 3、

4）的RSD值。计算结果显示，10批金花茶花样品共

标定了11个共有峰，且它们的共有峰相对保留时间

的 RSD 均 ＜0.005%，相 对 峰 面 积 的 RSD 均＜

3%，表明 10批金花茶花样品中化学成分的一致性

较好。

3.2.2　相似度评价 10批样品按照“2.3”项方法进

样，采用中药色谱相似度评价系统（2012版）分析其

图谱数据，建立金花茶花指纹图谱并生成对照图

谱（图 1-B）。计算得 10批样品的指纹图谱与对照指

纹图谱相似度为 0.985～0.998（表 5），说明不同批次

的金花茶花质量相对稳定，差异较小。

3.2.3　化学成分分析 如图 2所示，综合考虑各个

色谱峰的紫外吸收特征、质谱信号推测金花茶花中

化学成分。

从结果上看，通过对比所建立化合物库的化学

成分与实测的化学成分质荷比（m/z）信息以及化合

物的裂解规律共推测出金花茶花的 21个化学成分，

其中黄酮类化合物（11种）和多酚类化合物（6种）居

多，见表6。

3.3　抗氧化活性评价

通过对 10批样品的主要成分分析发现，金花茶

花含有丰富的黄酮类化合物，研究表明黄酮类化合

表3　10批金花茶花样品指纹图谱共有峰的相对保留时间

Table 3　Relative retention times of common peaks of fingerprint from to batches of Camellia nitidissima Chi

编号

峰1

峰2

峰3

峰4

峰5

S

峰7

峰8

峰9

峰10

峰11

相对保留时间

S1

0.517

0.378

0.347

0.225

0.183

1.000

0.138

0.404

0.866

1.035

1.160

S2

0.519

0.381

0.351

0.228

0.186

1.000

0.132

0.396

0.864

1.034

1.160

S3

0.515

0.376

0.344

0.222

0.186

1.000

0.144

0.412

0.867

1.037

1.161

S4

0.516

0.376

0.344

0.222

0.186

1.000

0.143

0.411

0.866

1.036

1.160

S5

0.515

0.376

0.345

0.222

0.188

1.000

0.143

0.412

0.866

1.036

1.159

S6

0.515

0.376

0.344

0.221

0.187

1.000

0.145

0.413

0.867

1.038

1.161

S7

0.516

0.377

0.346

0.224

0.189

1.000

0.141

0.410

0.866

1.036

1.160

S8

0.516

0.376

0.345

0.223

0.187

1.000

0.143

0.411

0.866

1.036

1.160

S9

0.515

0.375

0.344

0.221

0.186

1.000

0.145

0.413

0.867

1.038

1.161

S10

0.518

0.379

0.348

0.226

0.184

1.000

0.138

0.405

0.865

1.036

1.161

RSD/%

0.001

0.002

0.002

0.002

0.002

0

0.004

0.005

0.001

0.001

0.001
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物往往能够表现出较好的抗氧化活性，因此，对 10

批金花茶花样品分别用DPPH和ABTS法进行了抗

氧化能力检测。

如图 3、4 所示，10 批金花供试品溶液对于

DPPH 自由基的清除能力随着质量浓度升高而增

加，当质量浓度达到 0.2 mg·mL−1以上时，金花茶的

抗氧化能力趋于稳定，其中S6对DPPH自由基的清

除率最高，为 84.61%，S8对 DPPH 自由基的清除率

最低，为 67.57%。同样，ABTS抗氧化能力检测结果

显示，S6对ABTS的自由基也表现出较好的清除能

力，为 95.51%，而 S8对 ABTS仍然表现出了较低的

清除率，为 93.66%，推测这可能与金花茶花的来源、

产地等因素有关。

4　讨论

指纹图谱技术已经广泛应用到天然产物品种

表4　10批金花茶花样品指纹图谱共有峰的相对峰面积

Table 4　Relative peak areas of common peaks in fingerprint of ten batches of Camellia nitidissima Chi

编号

峰1

峰2

峰3

峰4

峰5

S

峰7

峰8

峰9

峰10

峰11

相对峰面积

S1

0.689

0.642

0.648

0.102

0.836

1.000

0.833

0.935

0.934

0.893

0.982

S2

0.921

0.888

0.880

0.638

0.938

1.000

0.943

0.973

0.969

0.934

0.917

S4

0.894

0.593

0.655

0.099

0.881

1.000

0.794

0.873

0.920

0.883

0.933

S5

0.760

0.598

0.603

0.110

0.820

1.000

0.814

0.916

0.932

0.810

0.843

S6

0.744

0.627

0.645

0.076

0.833

1.000

0.846

0.923

0.940

0.861

0.925

S7

0.892

0.715

0.692

0.222

0.825

1.000

0.826

0.859

0.935

0.849

0.894

S8

0.742

0.611

0.636

0.066

0.833

1.000

0.858

0.926

0.948

0.845

0.867

S9

0.883

0.800

0.813

0.432

0.903

1.000

0.921

0.941

0.956

0.903

0.919

S10

0.742

0.734

0.760

0.477

0.888

1.000

0.908

0.941

0.951

0.898

0.922

RSD/%

0.089

0.100

0.090

0.220

0.040

0

0.053

0.036

0.016

0.035

0.038

图1　10批金花茶花药材（A）、对照图谱（B）、芦丁对照

品（C）指纹图谱

Fig. 1　Ten batches of Camellia nitidissima Chi herbal(A), 

comparison(B), and rutin reference substance (C) finger‐

prints

表5　金花茶花样品的相似度

Table 5　Similarity of Camellia nitidissima Chi leaf

编

号

S1

S2

S3

S4

S5

样品产地批次

广西防城港

202009

广西防城港

202012

广西那梭镇

202103

广西大菉镇

202103

广西东兴市

202103

相似

度

0.989

0.992

0.994

0.996

0.997

编号

S6

S7

S8

S9

S10

样品产地批次

广西南宁市

202103

广西钦州市

202103

广西十万大山

202103

广西那良镇

202103

广西华石镇

202103

相似

度

0.995

0.985

0.997

0.998

0.990
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图2　金花茶花化学成分谱图

Fig. 2　Chemical composition spectrogram of Camellia nitidissima Chi

表6　金花茶化学成分鉴定

Table 6　Chemical composition analysis of Camellia nitidissima Chi

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

tR/min

7.431

8.157

8.855

9.703

10.336

10.856

11.390

12.166

12.337

14.622

16.374

16.756

18.209

18.481

18.716

18.915

20.709

21.499

22.445

23.499

25.265

离子形式

［M－H］−

［M－H］−

［M－H］−

［M－H］−

［M－H］−

［M－H］−

［M－H］−

［M－H］−

［M－H］−

［M－H］−

［M－H］−

［M－H］−

［M－H］−

［M－H］−

［M－H］−

［M－H］−

［M－H］−

［M－H］−

［M－H］−

［M－H］−

［M－H］−

测定值m/z

289.070 9

483.078 8

433.113 3

639.101 5

577.134 9

865.199 1

289.072 1

387.130 1

319.044 8

593.152 0

563.138 3

449.108 4

417.119 9

431.098 8

609.145 9

463.089 6

593.150 6

741.225 0

567.207 5

503.176 5

489.198 1

理论值m/z

289.071 2

483.077 5

433.113 5

639.098 6

577.134 6

865.198 0

289.071 2

387.129 1

319.045 4

593.150 6

563.140 1

449.108 4

417.119 9

431.097 8

609.145 6

463.087 7

593.150 6

741.224 2

567.207 8

503.176 5

489.197 2

分子式

C15H14O6

C20H20O14

C21H22O10

C30H24O16

C30H26O12

C45H38O18

C15H14O6

C17H24O10

C15H12O8

C27H30O15

C26H28O14

C21H20O11

C21H20O9

C21H20O10

C27H30O16

C21H20O12

C27H30O15

C33H42O19

C27H36O13

C22H32O13

C22H34O12

化合物

儿茶素

没食子酸3-O-（6-没食子酰葡萄糖苷）

柚皮素-7-O-葡萄糖苷

quercetin 3-（2-caffeoylglucuronoside）

原花青素B

原花青素C

表儿茶素

山栀子苷甲酯

dihydromyricetin

山柰酚-3-O-芸香糖苷

芹菜苷

山柰酚-3-O-葡萄糖苷

葛根素

牡荆素

芦丁

异槲皮苷

木犀草素-7-O-芸香糖苷

柚皮苷-4'-葡萄糖苷

citrusin B

6-O-acetylacteoside

cymorcin diglucoside
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鉴别和质量控制等方面［11］，本实验通过对 10批不同

产地及相同产地不同采收时间的金花茶花朵进行

HPLC指纹图谱的研究，对其进行质量控制，并以其

相似度作为评价指标。实验结果发现各批药材相

似度均在 0.980 以上，且共有峰的相对保留时间基

本一致，RSD值在误差允许范围内；同时与相对保

留时间相比，共有峰的相对峰面积差异较大，这可

能是因为药材的产地不同，导致成分的含量有所差

异所致［12-13］。

金花茶生长于我国广西大部分地区［1-2］，喜温暖

湿润、排水良好的酸性土壤，苗期喜荫蔽，进入花期

后，颇喜透射阳光，其化学成分含量差异可能与不

同产区的土壤［14］、阳光［15］等因素有关。本实验初步

建立了金花茶花药材的HPLC指纹图谱，实验结果

显示不同产地的金花茶花化学成分的种类区别不

大，但其含量具有差异性，这能够对药材的选择以

及质量控制上提供有益参考［16］。

对金花茶花中化学成分分析显示，金花茶花中

含有种类丰富的黄酮类化合物，如芦丁、牡荆素、木

犀草苷等，同时还含有儿茶素、原花青素等多酚类

化合物；研究表明黄酮类化合物［ 17-18］和多酚类

化合物［ 19］具有较强的抗氧化作用，因此，本研

究 对 金 花 茶 花 分 别 应 用 DPPH［ 20-21］ 和

ABTS［ 21-22］2 种方法进行抗氧化能力的检测，实

验结果显示 ，金花茶花具有较好的抗氧化能

力，可以有效地清除 DPPH 和 ABTS自由基，发挥

抗氧化活性。

本研究对广西道地药材金花茶花展开了研究，

确定了实验相关的色谱条件，通过检测不同批次的

样品建立了金花茶花的指纹图谱，并对实验结果进

行了方法学的考察，同时利用 HPLC-MS 对金花茶

花的成分进行了初步分析，并检测了金花茶花的体

外抗氧化活性，为金花茶花的质量控制与评价奠定

了基础。
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