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摘  要：目的  对甘肃引种栽培的不同品种金银花 Lonicerae Japonicae Flos 进行品质分析，为金银花品种选育和产业化

开发提供新思路。方法  采用 ITS2 条形码序列分析 11 个不同品种金银花的种间差异；采用 HPLC 建立金银花特征图谱，

并对 13 个样品的指标成分进行含量测定；采用超高效液相色谱-四级杆飞行时间质谱（UPLC-QTOF-MS/MS）进行非靶向

代谢组学分析。结果  通过 ITS2 序列对比分析发现，金花 3 号、豫金 2 号、豫花 1 号和华金 6 号不同品种间核苷酸序列

位点碱基发生较大突变，其中华金 6 号有 24 处碱基差异。根据 HPLC 特征图谱，指认了特征成分绿原酸、异绿原酸 A 和

异绿原酸 C。不同品种金银花绿原酸、异绿原酸 A、异绿原酸 C 和木犀草苷的含量存在差异，其中北花 1 号、华金 6 号、

封花 1 号、金花 3 号与豫金 1 号金银花的酚酸类成分及木犀草苷含量均显著高于《中国药典》2020 年版的规定。不同品

种金银花代谢组学分析共筛选出 21 个差异代谢物，包括异绿原酸、山柰酚-O-芸香糖苷等。结论  北花 1 号、华金 6 号、

封花 1 号、金花 3 号与豫金 1 号金银花作为重点品种，可结合生产实践进行推广示范研究。系统分析了不同品种金银花

中主要有效成分的异同，为金银花品种鉴定、质量控制和生产利用提供了科学依据。 
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Abstract: Objective  In order to offer new insights for the breeding and industrialization of Jinyinhua (Lonicerae Japonicae Flos, LJF), the 

comprehensive quality evaluation of different varieties of LJF cultivated in Gansu Province was carried out. Methods  ITS2 barcode sequence 

was used to analyze the interspecific differences of 11 different varieties of LJF medicinal materials. The characteristic chromatogram of LJF 

was established by high performance liquid chromatography (HPLC), and the content of indicator components in 13 samples was determined. 

Un-targeted metabolomics analysis was performed using ultra high performance liquid chromatography quadrupole time-of-flight mass 

spectrometry (UPLC-QTOF-MS/MS). Results  Through ITS2 sequence alignment, it was found that there were significant mutations in 

nucleotide sequence sites among different varieties of Jinhua 3, Yujin 2, Yuhua 1, and Huajin 6, with 24 nucleotide differences observed in 

Huajin 6. Chlorogenic acid, isochlorogenic acid A, and isochlorogenic acid C were identified in the HPLC characteristic chromatograms. 
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Different varieties of LJF showed significant differences in the content of chlorogenic acid, isochlorogenic acid A, isochlorogenic acid C, and 

luteoloside. The phenolic acid and luteolin content of Beihua 1, Huajin 6, Fenghua 1, Jinhua 3, and Yujin 1 were significantly higher than those 

specified in the 2020 edition of the Chinese Pharmacopoeia. Metabolomics analysis showed a total of 21 differential metabolites, including 

isochlorogenic acid, kaempferol-O-rutinoside. Conclusion Based on comprehensive analysis, Beihua 1, Huajin 6, Fenghua 1, Jinhua 3, and 

Yujin 1 could be selected as key varieties for the further production practice. This study systematically evaluated the similarities and differences 

of the main active components in different varieties of LJF, which provided scientific basis for variety identification, quality control and 

production and utilization of LJF in Gansu Province. 

Key words: Lonicerae Japonicae Flos; ITS2; characteristic chromatogram; chlorogenic acid; isochlorogenic acid A; isochlorogenic 

acid C; luteoloside; differential metabolites  

金银花来源于忍冬 Lonicera japonica Thunb.的

干燥花蕾或带初开的花，具有清热解毒、疏散风热

的功效[1]。含有机酸、黄酮、挥发油、环烯醚萜等化

学成分，具有抗菌、抗炎、抗氧化、降血糖等药理

作用[2]。金银花是我国常用大宗药材之一，由于受

疫情的影响以及以金银花为主的保健品、日用化工

等产品市场的开拓，国内外对金银花的需求量大幅

增加。金银花在山东和河南两省种植规模大、产量

高；甘肃、四川和河北等地种植规模次之[3]。近年

来，甘肃省金银花种植面积不断扩大，尤其在定西

市通渭县，金银花已经成为促进当地增收发展的黄

金产业，种植面积已达 15 万亩（1 亩＝0.066 7 hm2）、

产值突破 7 亿元，推动了当地中医药产业的发展和

乡村振兴[4]。 

金银花在中医药防病治病中发挥着重要作用，

同时种植金银花又是促进农民增收的重要途径之

一。但是随着金银花种植规模的扩大，各产地出现

了金银花品种混杂、产量及质量不稳定的情况[5]。

中药材新品种选育可为其产量与质量的提升奠定

基础，然而每种药用植物至少需要 3～5 个优良品

种才可满足种植需求，每个优良品种在使用 5～8 代

后品种就会退化[6]。据实地调查，甘肃省主要推广

种植的金银花品种是北花 1 号，亟需结合生产实践

选育符合地方特色的优良品种类型。 

ITS2 序列是指位于 5.8S 和 28S rRNA 之间的

转录间隔，由于其碱基信息较多且核苷酸变异较大，

在大多数品种中表现出序列多态性。ITS2 条形码序

列在药材基源鉴定、遗传育种等研究中应用广泛[7]。

不同品种金银花在植株形态、生长发育习性、药材

性状方面存在一定的差异。与性状鉴别相比，活性

成分分析能更客观、精准地揭示种间的差异，近年

来在金银花质量评价研究中应用广泛 [8]。利用

HPLC、UPLC-QTOF-MS/MS 比较分析引种栽培金

银花各品种间活性成分含量的差异，应用统计学方

法对引进品种的可行性、科学性进行检测和验证。

优良的种质是中药材质量稳定的基础，是中药材规

范化生产的保证，然而金银花新品种选育是个持续

长久的工作[6]。 

本研究自 2023 年 2 月份从山东、河南等地引

进 10 余种不同品种金银花，在甘肃通渭县进行栽

培，结合现代分析技术进行其质量评价，旨为选育

出适宜在甘肃种植的优良金银花品种奠定基础。 

1  仪器与材料 

基因扩增仪（杭州柏恒科技有限公司）；高效液

相色谱仪（上海通微分析技术有限公司）；SHB-Ⅲ

型循环水式多用真空泵（上海和泰仪器有限公司）；

旋转蒸发仪（郑州长城科工贸有限公司）；超纯水净

化仪（上海和泰仪器有限公司）。 

植物基因组 DNA 纯化试剂盒购自北京全是金

生物技术股份有限公司（货号 EE111-01）；对照品

绿原酸（批号 ST02150120）、异绿原酸 A（批号

ST03860120）、异绿原酸 C（批号 ST06600120）和

木犀草苷（批号 ST00330120）均购自上海诗丹德技

术服务有限公司，质量分数均大于 98%；HPLC 级

乙腈购自 Mreda（美国）；LC-MS 级甲醇，甲酸均

购自 Merck（GER）；其余试剂均为分析纯购自天津

市凯通化学试剂有限公司。 

药材来源于 2023 年 2 月在甘肃省通渭县引种

栽培的 11 个品种金银花，经兰州大学药学院杨志

刚教授鉴定为忍冬 L. japonica Thunb.的花蕾。2023

年 6 月下旬～7 月初采收花蕾，13 个样品信息见表

1，在产地及时用烘干设备进行干燥，室温保存。 

2  方法 

2.1  DNA 提取，PCR 扩增和测序 

称取花蕾 200 mg，经液氮研磨后，使用植物

DNA 提取试剂盒提取总 DNA。PCR 扩增和测序的

正向引物 5’-ATGCGATACTTGGTGTGAAT-3’，反

向引物 5’-GACGCTTCTCCAGACTACAAT-3’，PCR 
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表 1  金银花样品信息 

Table 1  Sample information of LJF 

编号 基原 品种 原产地 编号 基原 品种 原产地 

S1 忍冬 金花3号 山东临沂 S8 忍冬 北花1号 河南新乡 

S2 忍冬 北花1号 山东临沂 S9 忍冬    四季金银花 河南新乡 

S3 忍冬 大毛花 山东临沂  S10 忍冬 封花1号 河南新乡 

S4 忍冬 四季金银花 山东临沂  S11 忍冬 豫金1号 河南 

S5 忍冬 黄白金银花 山东临沂  S12 忍冬 豫金2号 河南 

S6 忍冬 华金6号 山东泰安  S13 忍冬 豫金3号 河南 

S7 忍冬 豫花1号 河南新乡     

反应体系包括 DNA 模板 1 µL、ddH2O 8.2 µL、2×

Easy Taq PCR SuperMix 10 µL、正反引物各 0.4 µL。

PCR 仪器程序设定为 94 ℃变性 2 min、55 ℃退火

30 s、72 ℃延伸 30 s、72 ℃延伸 5 min。扩增结束

后产物以 1%琼脂糖凝胶电泳检测，使用凝胶成像

分析系统分析。PCR 产物经纯化回收后送至北京奥

科鼎盛生物公司进行测序。 

测序结果经 CodonCode Aligner V3.0 软件评估

序列峰图质量，校对拼接并除去低质量的序列及引

物区[9]；将所测序列在 NCBI 数据库（https://blast. 

ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）中进行 Blast 相似性比

对，验证所获序列的准确性[10]。从 GenBank 数据

库中下载与本研究扩增区段一致的金银花的 ITS2

序列，使用 MEGA X 软件进行多序列比对，去除

两端冗余序列[11]，分析处理后序列的核苷酸组成、

变异位点等。 

2.2  HPLC 特征图谱 

2.2.1  对照品溶液的制备  取木犀草苷、绿原酸、

异绿原酸 A、异绿原酸 C 对照品，精密称定，加甲

醇制成含 0.10 mg/mL 木犀草苷、0.40 mg/mL 绿原

酸、0.39 mg/mL 异绿原酸 A、0.12 mg/mL 异绿原酸

C 的混合对照品溶液。 

2.2.2  供试品溶液的制备  取过四号筛的金银花粉

末 0.5 g，精密称定。精密加入 75%甲醇 50 mL，放置

于锥形瓶中，称定质量。超声处理 30 min，冷却后重

新称定质量，用甲醇补足损失的质量，摇匀，滤过，

滤液经 0.45 µm 有机系滤膜，取续滤液，即得。 

2.2.3  色谱条件   EasySep®-3030 液相色谱仪；

5C18-MS-Ⅱ色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动

相为乙腈（A）-0.1%磷酸（B），梯度洗脱程序：0～

8 min，14%～19% A；8～14 min，19% A；14～34 

min，19%～31% A；34～35 min，31%～90% A；35～

40 min，90% A；柱温≤25 ℃；体积流量0.7 mL/min；

进样量 10 μL；检测波长 240 nm。 

2.2.4  稳定性试验  取金银花供试品溶液（S1），按

“2.2.3”项下色谱条件，分别在 0、2、4、8、12、

24 h 进样，记录色谱图。以绿原酸为参照峰，计算

共有峰的相对保留时间和相对峰面积。结果显示共

有峰相对保留时间的 RSD＜3%，相对峰面积的

RSD＜3%，表明供试品在 24 h 内稳定性良好。 

2.2.5  重复性试验  取金银花供试品溶液（S1），依

照“2.2.2”项下方法平行制备 6 份供试品溶液，

按 “2.2.3”项下色谱条件进行分析，记录色谱图。

以绿原酸为参照峰，计算共有峰的相对保留时间

和相对峰面积。结果显示共有峰相对保留时间的

RSD＜1%，相对峰面积的 RSD＜2%，表明方法重

复性良好。 

2.2.6  精密度试验  取金银花供试品溶液（S1），按

“2.2.3”项下色谱条件，连续进样 6 次，记录色谱

图。以绿原酸为参照峰，计算共有峰的相对保留时

间和相对峰面积。结果显示共有峰相对保留时间的

RSD＜3%，相对峰面积的 RSD＜3%，表明仪器精

密度良好。 

2.3  酚酸类成分的测定 

2.3.1  对照品溶液的制备  取对照品绿原酸、异绿

原酸 A、异绿原酸 C，精密称定，用 75%甲醇配成

含 0.28 mg/mL 绿原酸、0.15 mg/mL 异绿原酸 A、

44.0 μg/mL 异绿原酸 C 的混合对照品溶液。 

2.3.2  供试品溶液的制备  取金银花样品粉末，按

“2.2.2”项下制备，即得。 

2.3.3  色谱条件  除检测波长为 327 nm 外，其他

同特征图谱项下“2.2.3”项色谱条件。 

2.3.4  线性回归方程的绘制  精密称取绿原酸、异

绿原酸 A、异绿原酸 C 对照品 7.02、3.91、1.20 mg，
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加入 75%甲醇配制成质量浓度为 0.702、0.391、0.120 

mg/mL 的母液，用 75%甲醇稀释成梯度质量浓度的

溶液。按“2.3.3”项下色谱条件测定。以对照品质

量浓度为横坐标（X），峰面积为纵坐标（Y），绘制

标准曲线，得 3 种成分的回归方程与线性范围，见

表 2。 

表 2  线性关系考察结果 

Table 2  Linear relationship results 

化合物 标准曲线 线性范围/(μg·g−1) R2 

绿原酸 Y＝8 482.2 X＋35.093 0.19～31.90 0.999 0 

异绿原酸A Y＝9 165.9 X＋4.893 7 2.04～40.92 0.999 6 

异绿原酸C Y＝12 973 X＋19.207 1.85～36.92 0.999 7 

木犀草苷 Y＝44 385 X－7.262 2.03～31.96 0.999 4 

2.3.5  稳定性试验  取金银花供试品溶液（S1），按

“2.3.3”项下色谱条件分别于 0、2、4、8、12、24 

h 进样测定，记录 3 个对照品色谱峰的峰面积。各

对照品色谱峰峰面积 RSD 为 1.38%～3.43%，表明

供试品溶液在 24 h 内稳定性良好。 

2.3.6  重复性试验  取 6 份金银花供试品溶液

（S1），按“2.3.3”项下色谱条件进行测定，计算 3

个对照品的质量分数。结果显示，各对照品质量分

数的 RSD 为 4.29%～4.47%。 

2.3.7  精密度试验  取混合对照品溶液，按“2.3.3” 

项下色谱条件进行测定，连续进样 6 次，记录绿原

酸、异绿原酸 A、异绿原酸 C 3 个对照品色谱峰的

峰面积。峰面积的 RSD 为 0.33%～2.32%。 

2.3.8  加样回收率试验   精密称取已测定绿原

酸、异绿原酸 A、异绿原酸 C 3 种成分含量的金

银花样品（S1）6 份，每份 0.25 g，分别加入一定

量的对照品，按照“2.3.3”项下方法测定，计算

加样回收率。绿原酸、异绿原酸 A、异绿原酸 C

的回收率范围分别为 97.14%、102.6%、101.4%，

RSD 分别为 1.40%、2.70%、2.35%。 

2.3.9  样品含量的测定  取 13 批金银花药材粉末，

按“2.3.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.3.3”

项下色谱条件进样测定含量。酚酸类对照品与样品

HPLC 谱图如图 1 所示。

 

1-绿原酸；2-异绿原酸 A；3-异绿原酸 C。 

1-chlorogenic acid; 2-isochlorogenic acid A; 3-isochlorogenic acid C. 

图 1  酚酸类成分测定 HPLC 谱图 

Fig. 1  HPLC of content determination of phenolic acids 

2.4  木犀草苷的测定 

2.4.1  对照品溶液的制备  取木犀草苷对照品适量，

精密称定，用 70%乙醇配成含 40 μg/mL 的溶液。 

2.4.2  供试品溶液的制备  取过四号筛的金银花

粉末 2 g，精密称定。精密加入 70%乙醇 50 mL，放

置于锥形瓶中，称定质量。超声处理 1 h，冷却后重

新称定质量，用乙醇补足损失的质量，摇匀，滤过，

取续滤液 10 mL。回收溶剂至干，残渣使用乙醇溶

解，于 5 mL 量瓶定容。经 0.45 µm 有机系滤膜，取

续滤液，即得。 

2.4.3  色谱条件  流动相为乙腈（A）-0.5%醋酸

（B），梯度洗脱程序为 0～15 min，10%～20% A；

15～30 min，20% A；30～40 min，20%～30% A；

柱温≤25 ℃；体积流量 0.7 mL/min；进样量 10 μL；

检测波长 350 nm。 

2.4.4  线性回归方程的绘制  精密称取木犀草苷对

照品 1.00 mg，加入 70%乙醇配制成质量浓度为 0.040 

mg/mL 的母液，用 70%乙醇稀释成梯度质量浓度的溶

液。按“2.4.3”项下色谱条件测定。以对照品质量浓

度为横坐标（X），峰面积为纵坐标（Y），绘制标准曲

线，得木犀草苷的回归方程与线性范围，见表 2。 

2.4.5  稳定性试验  取金银花供试品溶液（S1），按

“2.4.3”项下分别于 0、2、4、8、12、24 h 进样测

定，记录木犀草苷对照品色谱峰的峰面积，得到木

犀草苷峰面积的 RSD 为 1.89%，表明供试品溶液在

24 h 内稳定性良好。 

2.4.6  重复性试验  取 6 份金银花供试品溶液

（S1），按“2.4.3”项下色谱条件进行测定，计算木
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犀草苷的质量分数，得到木犀草苷质量分数的 RSD

为 1.72%。 

2.4.7  精密度试验  取混合对照品溶液，按“2.4.3” 

项下色谱条件进行测定，连续进样 6 次，记录木犀草

苷的峰面积，得到木犀草苷峰面积的 RSD 为 1.54%。 

2.4.8  加样回收率试验  精密称取已测定木犀草

苷含量的金银花样品（S1）6 份，每份 1.0 g，分

别加入一定量的对照品，按照“2.4.3”项下方法

测定，计算加样回收率得到木犀草苷回收率为

105.6%，RSD 为 3.07%。 

2.4.9  样品的测定  取 13 批金银花药材粉末，按

“2.4.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.4.3”项

下色谱条件进样测定含量。木犀草苷对照品与样品

含量测定 HPLC 谱图如图 2 所示。

 

图 2  木犀草苷测定的 HPLC 图 

Fig. 2  HPLC of content determination of luteoloside

2.5  代谢组学分析 

2.5.1  样品制备  精密称定金银花粉末 40 mg，加

入 75%甲醇 4 mL，放置于锥形瓶中。超声处理 30 

min，以 12 000 r/min 离心 15 min 后用 0.22 µm 滤

膜滤过。 

2.5.2  质谱条件  Waters ACQUITY UPLC BEH C18

（50 mm×2.1 mm，1.7 μm）；离子化模式为电喷雾

负离子模式；离子源电压 3 000 V；离子扫描范围

m/z 50～1 200；喷雾器压力 2.0 bar；干燥气体积

流量 8.0 L/min；干燥气温度 200 ℃；碰撞射频

（RF）750 V；预脉冲存储 8 μs；传输时间 80 μs；

柱温 36 ℃；进样量 2 µL；体积流量 0.3 mL/min；

流动相为 0.1%甲酸乙腈（A）-0.1%甲酸（B），梯

度洗脱程序为 0～3 min，5% A；3～4 min，5%～

9% A；4～15 min，9%～14% A；15～21 min，14%～

60% A；21～22 min，60%～100% A；22～23 min，

100% A；23～24 min，100%～5% A；24～28 min，

5% A。 

将 Masshunter B.08.00 采集的谱图信息导入

Profinder B.08.00 软件，处理得到 13 个样品的离子

峰面积，使用 SIMCA14.1 软件进行多元回归分析筛

选不同品种金银花的差异代谢物，将筛选得到的差

异化合物的峰面积进行标准化处理，使用微生信

（https://www.bioinformatics.com.cn/）绘制成可视化

的热图[12]，依据 UPLC-QTOF-MS/MS 得到的准分

子离子峰确定化合物分子量，碎片离子峰信息及部

分对照品信息，结合 Chem Spider 等数据库及相关

文献报道，归属化合物信息。 

3  结果与分析  

3.1  植株生物学性状与 ITS2 序列分析  

3.1.1  不同品种植株性状观察  根据实地观测金银

花生长状态，发现不同品种金银花植株高度和枝条

长度存在一定差异，其中河南封花 1 号的平均植株

最高，为 49.5 cm。枝条长度以豫金 2 号最长，为

60 cm。金银花的叶片呈阔圆形或卵圆形，但不同

品种金银花叶片大小存在一定差异，其平均长度在

4.33～5.32 cm，平均宽度在 2.56～3.47 cm，其中

叶片平均长度以山东北花 1 号最长，山东黄白金银

花最小为 4.33 cm。不同品种金银花花蕾最粗处直

径与长度存在一定差异，山东黄白金银花的花蕾直

径最小为 0.26 cm，花蕾长度以华金 6 号最长，平

均为 4.67 cm。不同品种金银花生物学性状统计数

据见表 3。 

13 个品种的花蕾如图 3 所示。通过观测，发现

金花 3 号与封花 1 号金银花植株开花较早，抗病虫

害较差。北花 1 号植株低矮，树形明显且分支多，

无病虫害或不明显。豫金 2 号金银花植株长势好，

成熟茎枝颜色为红褐色，叶片上表面为深绿色，下

表面为红褐色，花蕾肥大呈紫红色，具有浓郁的香

气。华金 6 号金银花生长迅速，植株高度与冠幅显

著优于其他品种，直立程度强且枝叶茂盛，花蕾肥

大呈空泡状，花蕾聚拢且花期集中，大白期持续时

间长，花蕾开放后跳过银花期，直接进入金花期，

如图 4 所示。华金 6 号采收花期集中为 10～15 d，

1        10        20        30       40        50 
t/min 

1         10         20         30       40 
t/min 
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可以延长花蕾采摘期，降低采收成本，提高经济效

益[6]。 

3.1.2  ITS2序列分析  所选 ITS2 基因片段在 11 个

金银花品种中均扩增和测序成功，与 NCBI 数据库

公布的 L. japonicae 碱基序列进行同源性比较，相

似度达 99%及以上。ITS2 条形码信息如图 5 所示，

11 个 ITS2 条形码长度均为 228 bp，说明不同品种

金银花基因序列中不存在碱基缺失或碱基插入；金

花 3 号、华金 6 号、豫花 1 号和豫金 2 号品种间核

苷酸序列位点碱基发生突变。金花 3 号、豫金 2 号 

表 3  不同品种金银花生物学性状研究 (n＝10) 

Table 3  Study on biological characteristics of different varieties of LJF (n＝10) 

品种 
植株形态/cm 叶片/cm 花蕾/cm 

植株高度 枝条长度 叶片长度 叶片宽度 花蕾长度 花蕾直径 

S1 41.90±6.42 33.80±14.17 4.58±0.43 3.11±0.34 4.00±0.52 0.31±0.07 

S2 38.10±5.11 31.30±10.22 5.32±0.24 2.92±0.14 4.23±0.38 0.28±0.06 

S3 38.80±10.32 25.20±14.21 4.80±0.50 2.96±0.40 4.04±0.45 0.27±0.05 

S4 43.50±10.01 26.50±9.14 4.65±0.40 3.12±0.39 4.33±0.46 0.28±0.04 

S5 35.40±5.17 13.70±3.13 4.33±0.42 2.85±0.37 4.00±0.44 0.26±0.05 

S6 34.80±7.04 28.40±10.94 5.20±0.33 2.99±0.24 4.67±0.36 0.37±0.07 

S7 45.50±11.35 29.00±15.24 4.90±0.36 3.22±0.29 3.99±0.43 0.28±0.04 

S8 37.40±3.89 31.90±19.86 4.60±0.41 3.04±0.17 3.99±0.34 0.27±0.05 

S9 45.60±7.97 33.30±7.20 4.96±0.33 3.47±0.37 3.73±0.62 0.26±0.08 

S10 49.50±7.59 41.10±30.27 4.71±0.17 3.14±0.25 4.51±0.52 0.33±0.07 

S11 40.35±10.96 36.10±18.71 4.47±0.51 3.12±0.38 4.25±0.47 0.32±0.08 

S12 34.60±4.58 60.00±22.25 5.26±0.21 2.56±0.33 4.14±0.37 0.27±0.05 

S13 33.20±6.18 23.90±9.10 5.14±0.43 3.31±0.33 4.13±0.33 0.27±0.05 

采用邓肯多重范围检测方法分析。 

The Duncan's multiple range test method was used for analysis. 

 

图 3  不同品种金银花花蕾 

Fig. 3  Different varieties of LJF buds 

 

图 4  华金 6 号花蕾不同发育期 

Fig. 4  Different developmental stages of Huajin 6 buds 

在第 20 位有 1 个 A→G 的突变，且豫金 2 号在 61

位有 1 个 A→C 的突变；豫花 1 号在 61 位有 1 个

A→C 的突变；华金 6 号在 20、25、26、34、40、

45、48、55、57、62、67、69、70、73、76、81、

120、174、177、178、179、188、205、209 位共有

24 处碱基差异；其余 7 个金银花品种间序列差异较

小，各序列间一致性达 98.66%。 

在 GenBank 数据库中，灰毡毛忍冬 L. 

macranthoides Hand. -Mazz.的变异位点一般在 55 位

有 1 个 C→T 的突变，61 位有 1 个 C→A 的突变，

90、157、205 位分别有 C→T、G→A、C→T 突变。

刘震等[13]发现 ITS2 序列在鉴别忍冬属植物时无法

将极为相近的灰毡毛忍冬和黄褐毛忍冬 L. fulvoto-

mentosa Hsu et S. C. Cheng 区分开来，psbA-trnH 序

列在忍冬属植物中有着很高的扩增效率和鉴定成

功率，可以显著弥补 ITS2 在鉴定忍冬属物种水平
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上的不足。 

3.2  HPLC 特征图谱及含量测定 

3.2.1  HPLC 特征图谱  将 13 个样品的 HPLC 特

征图谱，分别导入“中药色谱指纹图谱相似度评价

系统”（2012 版），利用中位数法进行共有峰匹配，

结果如图 6 所示。 

 

图 5  ITS2 序列比对图 

Fig. 5  ITS2 Sequence alignment diagram 

 

2-绿原酸；5-木犀草苷；6-异绿原酸 A；7-异绿原酸 C。 

2-chlorogenic acid; 5-luteoloside; 6-isochlorogenic acid A; 7-isochlorogenic acid C. 

图 6  HPLC 特征图谱 

Fig. 6  HPLC characteristic chromatogram 
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上述共有峰匹配结果显示，13 个金银花样品图

谱有 7 个共有特征峰，其中峰 2 为对照峰（S）绿

原酸。结合《中国药典》2020 年版金银花项下规定，

通过计算各特征峰与 S 峰的相对保留时间，可推测

出峰 3 为当药苷、峰 4 为断氧化马钱子苷、峰 5 为 

(Z)-二聚断马钱苷烯醛。 

3.2.2  含量测定  分别取不同品种的金银花粉末，

制备供试品溶液并进行含量测定，不同品种金银花

有效成分含量见表 4。 

由表 4 可知，13 个金银花样品的绿原酸、酚酸类

与木犀草苷的含量均高于《中国药典》2020 年版规定，

无不合格品种。其中，豫金 1 号（S12）绿原酸含量

最高，为 45.07 mg/g；北花 1 号（S2）、华金 6 号（S6）

绿原酸含量次之，这 3 个品种间绿原酸含量无显著性

差异，但与其他品种绿原酸含量差异显著，且均明显

高于其他品种。四季金银花（S9）酚酸类总量最高，

为 60.18 mg/g；北花 1 号（S2）、华金 6 号（S6）次

之，豫花 1 号（S7）最低为 44.4 mg/g，且与其他品种

的酚酸类总含量有显著性差异。豫金 1 号（S12）木

犀草苷质量分数最高为 2.17 mg/g，北花 1 号（S2）、

华金 6 号（S6）次之，这 3 个金银花品种间木犀草苷

含量差异显著。金银花各样品间成分含量有明显差

异，其中酚酸类与木犀草苷含量均显著高于《中国药

典》2020 年版规定的金银花品种有北花 1 号（S2）、

华金 6 号（S6）、封花 1 号（S10）、豫花 1 号（S7）、

金花 3 号（S1）与豫金 1 号（S12）。 

表 4  不同品种金银花有效成分含量 

Table 4  Effective component content of different varieties of LJF  

品种 
质量分数/(mg·g−1) 

绿原酸 异绿原酸A 异绿原酸C 酚酸类总量 木犀草苷 

S1 35.83±3.80 cd 20.26±4.66 ab 1.78±0.52 a 57.87±6.35 a 1.24±0.24 c 

S2 42.81±4.76 ab 14.48±2.09 de 1.31±0.25 bc 58.60±5.88 a 1.73±0.31 b 

S3 36.37±7.81 cd 16.26±2.36 d 1.51±0.30 abc 54.13±10.13 ab 1.31±0.14 c 

S4 29.96±4.14 e 15.03±1.99 de 1.29±0.45 c 46.28±5.91 c 0.88±0.08 ef 

S5 32.47±3.34 de 20.67±4.37 ab 1.55±0.29 abc 54.70±4.62 ab 0.70±0.17 f 

S6 41.27±7.70 ab 15.35±3.33 de 1.21±0.38 c 57.84±10.07 a 1.28±0.39 c 

S7 29.28±3.15 e 13.46±1.95 e 1.66±0.30 ab 44.40±4.22 c 1.13±0.28 cd 

S8 35.47±2.94 cd 21.94±3.13 a 1.80±0.40 a 59.21±5.85 a 0.77±0.31 ef 

S9 39.10±5.65 bc 19.21±2.99 bc 1.87±0.27 a 60.18±8.26 a 0.79±0.09 ef 

S10 35.46±5.27 cd 17.11±2.00 cd 1.77±0.43 a 54.34±7.50 ab 0.98±0.03 de 

S11 29.58±4.95 e 17.24±2.24 cd 1.34±0.34 bc 48.17±5.44 bc 0.84±0.07 ef 

S12 45.07±5.62 a 10.47±2.08 f 1.22±0.37 c 56.76±7.62 a 2.17±0.35 a 

S13 34.14±4.03 cde 13.24±1.62 e 1.57±0.22 abc 48.95±5.64 bc 0.97±0.22 de 

采用邓肯多重范围检测方法分析，同一列不同字母表示显著性差异（*P＜0.05）。 

Duncan's multiple range test method was used for analysis, with different letters in the same column indicating significant differences (*P < 0.05).

13 个金银花之间各成分含量差别较大，为了更

好地全面比较分析其质量优劣，采用 IBM SPSS 

Statistics 25 软件对数据进行主成分分析[6]。首先对

原始数据进行标准化处理，对处理后的数据，用主

成分分析法计算 4×13 矩阵的特征值和特征向量，

得到特征值和方差分析结果参见表 5。 

作为多元统计分析降维技术之一的主成分分析， 

表 5  因子分析对原有变量总体描述 

Table 5  Factor analysis of sample feature maps for overall 

description of original variables 

主因子数 特征根 方差贡献率/% 累积方差贡献率/% 

1 2.778 69.449 69.449 

2 1.221 30.513 99.961 
 

是要用尽可能少的因子来解释观测到的变量之间

的相关[7]。用前 2 个主因子代替原始变量，可以概

况原始变量所包含信息的 99.961%，说明利用主成

分对原始数据进行降维处理合理性强。由因子得分

系数和各变量标准化数据可以求得每个样本在 2 个

主因子下的因子得分，因子得分系数矩阵见表 6。

各因子得分表达式如下。（ai 表示标准化变量）： 

F1＝0.304 a1＋0.104 a2＋0.357 a3＋0.359 a4 

F2＝−0.438 a1＋0.785 a2＋0.100 a3＋0.045 a4 

将标准化的数据代入 F1～F2计算式，可得各品种

在 2 个主因子上的得分。以各主因子的贡献率为权数

进行线性加权求和可得到各个品种的综合因子得分，

并进行排名，综合得分表达式为 F＝0.509 2 F1＋ 
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表 6  因子得分系数矩阵 

Table 6  Factor score coefficient matrix 

成分 因素1 因素2 

绿原酸 0.304 −0.438 

异绿原酸A 0.104  0.785 

异绿原酸C 0.357  0.100 

木犀草苷 0.359  0.045 

0.349 1 F2，得分排名见表 7。通过 2 个主因子及其

对原始数据的累积贡献率可求得各品种活性成分

的综合得分排名，结果显示，四季金银花（S9）评

分最高为 0.89，其次为北花 1 号（S8），得分为 0.86，

排序评分最低的是豫花 1 号（S7），得分为−1.36。

根据不同品种金银花的主成分得分与综合排序来

看，金银花的品质差异较较大，进一步结合代谢组

学分析鉴定其差异化合物。 

3.3  代谢组学分析 

由 UPLC-QTOF-MS/MS 采集金银花的代谢物

变化，负离子模式下总离子流图如图 7 所示。通过

总离子流图可看出，不同品种金银花样品中代谢物

分布与累积程度存在一定的差异。

表 7  金银花含量评价综合得分 

Table 7  Comprehensive score for LJF content evaluation 

品种 F1 F2 F 综合排名 品种 F1 F2 F 综合排名 

S9  1.087 7  0.523 8 0.89 1  S10  0.031 4  0.187 6  0.06  8 

S8  0.822 1  1.455 1 0.86 2 S3  0.053 7 −0.094 4  0.02  9 

S1  0.643 0  0.995 6 0.65 3  S12 −1.156 7  0.559 0 −0.74 10 

S2  1.014 9 −0.947 0 0.57 4  S13 −0.892 8 −0.756 1 −0.79 11 

S6  0.817 0 −0.633 0 0.48 5 S4 −1.453 6 −0.045 5 −1.07 12 

S5 −0.008 4  1.292 8 0.23 6 S7 −1.767 2 −0.403 8 −1.36 13 

 S11  0.808 8 −2.133 9 0.20 7      

 

图 7  金银花总离子流图 

Fig. 7  Total ion flow diagram of LJF 

3.3.1  主成分分析（principal component analysis，

PCA）  PCA 是一种无监督化学模式识别，可使数

据矩阵简化，降低维数，通过少数几个主成分揭示

数据结构的特征[14]。PCA 聚类结果如图 8-A 所示，

QC 样品的聚集度良好，表明检测系统的稳定性良

好。山东北花 1 号、华金 6 号、豫金 3 号、河南北

花 1 号与其他品种显著区分，表明不同品种金银花

之间存在很大的差异。根据 13 种金银花的 PCA 分

析结果、含量测定结果及样品植株观测特点，筛选

出区别较大且更具有研究意义的的 10 个金银花样

品，进行重点分析。筛选出的金银花样品信息为 S1

（金花 3 号）、S2（北花 1 号）、S3（大毛花）、S4（四

季金银花）、S5（黄白金银花）、S6（华金 6 号）、S7

（豫花 1 号）、S9（四季金银花）、S11（豫金 1 号）

和 S12（豫金 2 号）。将 10 个金银花样品化学成分

的峰面积数据进行 PCA，结果如图 8-B 所示，不同

金银花样品可以被区分。 

3.3.2  正交偏最小二乘法判别分析（orthogonal partial 

least-squares discrimination analysis，OPLS-DA）  为

了进一步探究金银花的潜在差异代谢物，采用 OPLS-
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t/min 
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DA对不同种质金银花样品进行分析[15]。根据PCA（图

8-B）分布结果，聚类得到 OPLS-DA 得分图。如图 9-

A 所示，表明品种间可以被区分，并对模型进行验证，

设定检验数为 200 次，如图 9-B 所示，左边的 R2 点

和 Q2点均低于右边，Q2点的回归线与纵轴相交于原

点以下，表明未产生过拟合，模型可靠。 

如图 9-C 所示，根据 VIP 值≥1 筛选出 49 个

差异代谢物，通过分析鉴定出了其中的 21 种化合

物，包括 6 种黄酮类、8 种环烯醚萜苷类、5 种酚酸

类、2 种其他类，各成分相关信息如表 8 所示。

 

A-13 种金银花；B-筛选出的 10 种金银花。 

A-13 batches of LJF; B-10 batches of LJF. 

图 8  PCA 得分图 

Fig. 8  PCA Score chart 

 

A-得分图；B-模型验证图；C-VIP 图。 

A-the score chart; B-model verification diagram; C-VIP picture. 

图 9  OPLS-DA 图 

Fig. 9  OPLS-DA map  

基于 OPLS-DA 结果，进一步比较研究筛选后

10 个金银花药材的差异代谢物，制作热图分析。

如图 10 所示，蓝色和红色方框分别代表低水平表

达和高水平表达。其中 S1（金花 3 号）、S4（山东

四季金银花）、S5（黄白金银花）、S11（豫金 2 号）、

S3（大毛花）、S7（豫花 1 号）、S9（河南四季金

银花）和 S12（豫金 1 号）可聚为Ⅰ类；S2（北花

1 号）和 S6（华金 6 号）聚为Ⅱ类。结果表明，10

个金银花样品可显著区分为 2 大类，分列模型左

右两侧且组内聚集性强，进一步说明Ⅰ类与Ⅱ类金

银花样品代谢物的含量及其分布确实存在较大的

差异。 

4  讨论 

4.1  植株生物学性状观察 

我国金银花种质资源丰富，不同品种在直立程

度、外观形态、枝条长度和叶片大小等方面有很大

的差异。田间引种栽培观测，发现金花 3 号、北花

1 号、四季金银花、华金 6 号和豫金 1 号金银花的

茎叶粗大，植株旺盛，且华金 6 号生长迅速、直立

性强、枝条节间短，花蕾生长集中。李建军等[20-21]

通过观察 11 个品种金银花的叶形态、表皮毛的长

短、气孔器的大小、花蕾形态等特征，发现不同金 

A
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表 8  不同品种金银花差异代谢物的鉴定  

Table 8  Identification of differential metabolites in different varieties of LJF 

序号 化合物名称 tR/min 
m/z 

误差 (×10−6 ) 分子式 主要碎片离子 (m/z) 类别 VIP 
理论值 实测值 

1 阿拉伯糖葡糖基槲皮素[16] 10.538 595.130 5 595.134 1 6.05 C26H28O16 300.028 9、301.036 8、271.025 1、255.031 5、151.004 4 黄酮 1.73 

2 木犀草素-O-二葡糖苷[17] 12.142 609.146 1 609.149 6 5.75 C27H30O16 199.042 6、151.004 6 黄酮 1.83 

3 槲皮素-O-乙酰葡糖苷 14.469 505.098 8 505.101 8 5.94 C23H22O13 300.030 3、271.024 8、255.030 5、179.071 8、151.005 3 黄酮 2.66 

4 山柰酚-O-芸香糖苷 15.278 593.151 2 593.152 2 1.69 C27H30O15 285.042 1、255.032 1 黄酮 1.86 

5 异鼠李素-O-芸香糖苷 16.356 623.161 8 623.165 6 6.10 C28H32O16 315.052 7、299.021 9、271.029 2、243.030 0 黄酮 1.78 

6 二甲氧基木犀草素[18] 21.434 313.071 8 313.073 4 5.11 C17H14O6 298.799 1、283.026 9、270.030 2、255.033 3 黄酮 1.50 

7 genameside A[17] 2.108 421.135 1 421.137 8 6.41 C17H26O12 241.075 5、197.046 4 环烯醚萜 1.53 

8 7-表-马钱子酸[19] 3.474 375.129 7 375.131 5 4.80 C16H24O10 213.078 1、169.087 4、151.077 6、125.061 9 环烯醚萜 3.44 

9 8-表-马钱子酸[17] 5.031 375.129 7 375.132 0 6.13 C16H24O10 213.075 2、169.089 6、151.077 3、125.062 9 环烯醚萜 1.15 

10 kingiside or isomer 7.135 403.124 6 403.126 9 5.71 C17H24O11 197.081 6、179.057 8、127.030 2 环烯醚萜 1.02 

11 threoninosecologanin[16] 13.500 456.151 1 456.153 8 5.92 C20H27NO11 294.099 9、224.056 2、276.091 4、180.066 2、122.026 8 环烯醚萜 1.45 

12 去甲基马钱子苷A[17] 14.257 729.224 8 729.229 1 5.90 C32H42O19 549.166 5、505.911 1、453.137 5、409.154 3 环烯醚萜 1.61 

13 马钱子苷A 15.931 743.240 4 743.245 5 6.86 C33H44O19 581.187 7、563.181 5、511.148 9、467.153 3 环烯醚萜 1.25 

14 Z-二聚断马钱苷烯醛 18.118 757.256 1 757.262 1 7.92 C34H46O19 595.20 7、525.164 8、493.177 5 环烯醚萜 1.10 

15 二氢咖啡酰奎宁酸[16] 0.944 371.098 4 371.100 9 6.74 C16H20O10 353.091 8、191.058 1 有机酸 1.30 

16 咖啡酰奎宁酸葡萄糖苷 1.399 515.140 6 515.143 9 6.41 C22H28O14 353.090 2、191.006 8、179.035 2 有机酸 1.62 

17 3-O-对-香豆酰基奎宁酸[17] 6.405 337.092 9 337.094 6 5.04 C16H18O8 191.056 4、173.045 6、163.040 5、93.035 7 有机酸 1.00 

18 未知成分1[16] 11.051 357.155 5 357.157 5 5.60 C17H26O8 183.104 1、173.046 6、93.035 9 有机酸 1.85 

19 异绿原酸[17] 17.395 515.119 5 515.123 1 6.99 C25H24O12 353.09 0 0、191.270 3、179.035 4、173.048 3 有机酸 1.55 

20 hydroxyresveratrol-glucosyl-glucosyl-glucoside[16] 13.899 729.224 8 729.229 1 5.90 C32H42O19 453.137 5、399.133 3、281.119 3、229.087 5、177.053 7 其他 1.37 

21 未知成分2 17.520 467.249 8 467.252 5 5.78 C21H40O11 335.658 5、161.045 4、101.024 6 其他 1.59 

 

 图 10  金银花样品的聚类热图 

Fig. 10  Hierarchical cluster analysis diagram of LJF 

银花的茎叶和花蕾的形态特征存在差异，可以作为

不同类型金银花品种划分的依据。今后，要深入分

析优良金银花品种性状，并加强优良种质的选育。 

4.2  ITS2 序列分析 

中药材 DNA 分子鉴定为传统中药鉴定学的发

展提供了新的理论和技术支撑[22]，采用 DNA 条形

码序列可以对不同金银花品种在分子水平上的鉴

定提供依据。本研究提取了11个品种金银花的 ITS2

基因片段，对条形码序列进行拼接、对比和查对，

并根据碱基组成、变异位点数等指标评价各个品种
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的差异。通过序列对比发现，华金 6 号有 24 个碱

基位点发生了变异，其他品种间有较大的碱基差异。

并且发现该序列能明显区分出华金 6 号与金花 3 号、

豫金 2 号和豫花 1 号。张永清等[6]采用系统选育结

合辐射诱导，选育出长蕾期表型的金银花新品种华

金 6 号，为金银花优势变异种，与农家栽培品种大

毛花之间的亲缘关系较近。北花 1 号、大毛花、四

季金银花、黄白金银花、封花 1 号、豫金 2 号与豫

金 3 号金银花样品的种间序列差异较小，各序列间

一致性达 98.66%，表明这几个品种属于近缘物种，

可能是由于种植区域或者生长环境不一致，造成植

株形态和成分含量的差异，也有可能是同一品种，

引种到不同的地区种植造成的差异。今后还需加强

对同一品种不同产地金银花质量研究。He 等[23]运

用 ITS 序列比对和主要活性成分含量的聚类分析，

鉴定了四川种植的 21 种忍冬属植物，并对 17 个不

同品种金银花进行品质评价，发现不同品种金银花

花蕾、茎、叶中绿原酸和木犀草苷含量差异显著，

其中鲁峰王 3 号的品质最优。 

4.3  质量评价与代谢组学分析 

金银花种质资源丰富、栽培品种繁多，且各品

种间成分含量差异明显[24]。金银花品种间质量评价

对金银花的品种改良、生产实践和引种等均具有重

要意义[25]。本研究以绿原酸、异绿原酸和木犀草苷

为参照，建立了在甘肃通渭引种栽培的 11 个不同

品种金银花 HPLC 特征图谱，指认了其中 6 个共有

特征色谱峰。进一步对不同品种金银花的指标成分

进行测定，结果表明北花 1 号、华金 6 号、封花 1

号、豫花 1 号、金花 3 号与豫金 1 号的酚酸类与木

犀草苷含量显著高于《中国药典》2020 年版规定。

齐大明等[26]对北花 1 号、四季金银花、豫金 1 号、

羊角花和白米花等 9 个品种金银花进行了质量评价，

发现北花 1 号的酚酸类含量是 5.1%，豫金 1 号的木

犀草苷含量比其余品种高 25%。黄文静等[27]建立了

金银花 20 种黄酮类成分含量的 HPLC-ESI-MS/MS

测定方法，发现华金 6 号金银花黄酮类成分含量高，

尤其是在木犀草苷含量方面具有显著优势，与本研

究结果一致。 

化学模式识别可将中药的复杂成分转变为对

数据的解析，更有利于从整体上对中药质量进行评

价与控制[28-29]。运用 UPLC-QTOF-MS/MS 对不同

品种金银花进行化学成分表征，共鉴定出 21 种差

异代谢物，发现了Ⅰ类样品（金花 3 号、山东四季金

银花、黄白金银花、豫金 2 号、大毛花、豫花 1 号、

河南四季金银花和豫金 1 号）中有木犀草素-O-二葡

糖苷、山柰酚-O-芸香糖苷和异鼠李素-O-芸香糖苷

等 15 种差异性成分，Ⅱ类金银花样品（北花 1 号和

华金 6 号）中的 3-O-对-香豆酰基奎宁酸、二甲氧基

木犀草素、二氢咖啡酰奎宁酸、槲皮素-O-乙酰葡糖

苷和 7-表-马钱子酸等 6 种成分含量较高。据报道，

槲皮素-O-乙酰葡糖苷可以通过抑制病毒 RNA 聚合

酶并占据病毒 PB2 蛋白上 m7GTP 的结合位点，对

甲型和乙型流感病毒表现出较强的抑制活性[30]，该

化合物在华金 6 号与北花 1 号品种金银花中的含量

较高。金莹等[31]采用液质联用技术比较郁香忍冬

花蕾与金银花化学成分，发现金银花与新品种郁

香忍冬花蕾的成分种类差异较小，仅有 2 种酚酸

类及 2 种黄酮类成分为金银花特有，分别为丁香

酸、咖啡酸乙酯及槲皮素-3-O-木糖苷、山柰酚-

3-O-芸香糖苷。 

通过观察不同品种金银花的植株形态，比较分

析品种间活性成分差异，从品种鉴定、酚酸类和木

犀草苷的含量测定、差异代谢物分析等多角度进行

系统分析，结果表明不同品种金银花品质差异较大，

其中北花 1 号、华金 6 号、封花 1 号、金花 3 号与

豫金 1 号品种金银花植株长势好，枝叶茂盛，花蕾

聚拢易采摘，耐寒耐旱，同时有效成分含量高，品

质优，可作为后续重点关注品种，结合生产实践进

一步推广示范研究。 

本研究首次在甘肃引进豫花 1 号、豫金 1 号、

华金 6 号、大毛花、豫金 3 号品种金银花，并首次

对大批量引种栽培的不同品种金银花进行了综合

性质量研究，今后还需深入开展不同品种金银花产

量及其质量、性状稳定性等研究，结合转录组学和

代谢组学结果充分发掘金银花种质资源，以期获得

产量更高、质量更优、适应性更强的金银花新品种。 
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