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当归挥发油对缺氧/复氧损伤大鼠心肌细胞H9C2自噬的调控作
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摘 要 目的：探讨当归挥发油对缺氧/复氧（H/R）损伤大鼠心肌细胞H9C2自噬的调控作用。方法：以大鼠心肌细胞H9C2为对

象，在CCK-8法筛选当归挥发油最佳给药浓度和给药时间的基础上，采用酶联免疫吸附测定法检测当归挥发油作用后细胞上清

液中乳酸脱氢酶（LDH）的活性；以自噬抑制剂（3-甲基腺嘌呤，5 mmol/L）为阳性对照，采用MDC法和Western blotting法分别检测

药物作用后细胞中 MDC 的平均荧光强度以及自噬相关蛋白[Beclin-1、微管相关蛋白轻链 3Ⅱ（LC3Ⅱ）、LC3Ⅰ]的表达情况。结

果：经0.6 μmol/L当归挥发油作用6 h后，与空白组比较，H/R组细胞上清液中LDH活性和细胞中MDC平均荧光强度、Beclin-1表

达水平、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值均显著升高，细胞中p62表达水平显著降低（P＜0.05或P＜0.01）；与H/R组比较，H/R+药物组细胞上清

液中LDH活性，H/R+药物组和H/R+自噬抑制剂组细胞中MDC平均荧光强度、Beclin-1表达水平、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值均显著降低，

细胞中p62表达水平均显著升高（P＜0.05或P＜0.01）。结论：当归挥发油可通过调控自噬相关蛋白的表达来降低H/R损伤心肌

细胞的自噬水平。
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Study on Regulation Effects of Volatile Oil from Angelica sinensis on Autophagy of Myocardial Cell H9C2

in Rats with Hypoxia/reoxygenation Injury
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the regulation effects of volatile oil from Angelica sinensis on autophagy of myocardial

cell H9C2 in rats with hypoxia and reoxygenation（H/R） injury. METHODS：Using myocardial cell H9C2 as subject，CCK-8

method was used to screen the optimal concentration and administration time of volatile oil from A. sinensis. The acitivity of LDH

in cell supernatant was determined after treated with volatile oil from A. sinensis by ELISA. Using autophagy inhibitors

（3-methyladenine， 5 mmol/L） as positive control， MDC method and Western blotting assay were used to detect average

fluorescence intensity of MDC and the expression of autophagy related proteins [Beclin-1，microtubule associated protein light

chain 3Ⅱ（LC3Ⅱ），LC3Ⅰ] in H9C2 cells after treated with medicines. RESULTS：After treated with 0.6 μmol/L violate oil from

A. sinensis for 6 h，compared with blank group，LDH activity in cell supernatant，average fluorescence intensity of MDC，the

expression of Beclin-1，LC3Ⅱ/LC3Ⅰ ratio in cells were increased significantly in H/R group，while the expression of p62 was

decreased significantly（P＜0.05 or P＜0.01）. Compared with H/R group，the activity of LDH in cell supernatant of H/R + drug

group as well as average fluorescence intensity of MDC，the expression of Beclin-1，LC3Ⅱ/LC3Ⅰratio in cells in H/R+drug group

and H/R+autophagy inhibitor group were decreased significantly，while the expression of p62 were increased significantly（P＜0.05

or P＜0.01）. CONCLUSIONS：The volatile oil from A. sinensis can reduce the autophagy level of H/R injury myocardial cells by

regulating the expression of autophagy related proteins.
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缺血性心脏病大多是由冠状动脉供血不足所致，可 引起心肌损伤。如果能及时恢复心脏供血，可恢复心脏

功能；但也可能导致心肌损伤加重，造成缺血/再灌注

（I/R）损伤[1-2]。在很多情况下，机体会出现 I/R损伤，如

创伤、收缩后血管回流、经冠状动脉成形术、溶栓治疗

等，而当受损的缺血心肌组织经过干预再次恢复血液灌

注时，往往会伴随着组织损伤加重的可能，引起心功能

不全、再灌注心律失常和心肌梗死加重等[3-4]。因此，如
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何有效改善 I/R所致组织损伤成为了学者研究的热点。

导致心肌 I/R损伤的机制较复杂，而自噬在组织损

伤中扮演了重要的角色。有研究表明，自噬可降解老化

的蛋白质及受损的细胞器，在维持心脏的正常形态和功

能以及改善心肌 I/R损伤等方面发挥了积极作用[5]。但

是，自噬对细胞的作用是双向的，过度自噬也可以造成

组织损伤[6]。有研究发现，中药能有效缩小 I/R后组织的

坏死面积，并能改善相应脏器的功能障碍，其治疗机制

可能与对自噬作用的调控有关[7]。

中药当归以补血通络为主要功效，常用于胸痹等缺

血性疾病的治疗，而挥发油是当归的主要活性成分之

一。已有文献报道，当归挥发油可对大鼠局灶性脑 I/R

损伤发挥保护作用[8]，并且对平滑肌[9]、免疫系统[10-12]及心

血管系统[13-14]等也有相应的保护作用。但是，当归挥发

油的作用机制是否与自噬有关，目前尚未得到证实。因

此，笔者以当归挥发油预处理大鼠心肌H9C2细胞，以缺

氧/复氧（H/R）模拟心肌 I/R损伤，并选用自噬抑制剂 3-

甲基腺嘌呤（3-MA）作为阳性对照，探讨当归挥发油是

否能通过调节自噬对大鼠心肌H9C2细胞的H/R损伤来

发挥保护作用，以期为当归挥发油在心肌 I/R损伤研究

领域中的开发和利用提供依据。

1 材料
1.1 仪器

MCO-15AC型CO2细胞培养箱（日本Sanyo公司）；

BX53T-32F01-FLB3 型荧光显微镜（日本 Olympus 公

司）；Infinite 200 PRO 型多功能酶标仪（瑞士 Tecan 公

司）；1708625 型电泳仪、化学发光成像系统（美国

Bio-Rad公司）；HS-1800型超净工作台（苏州安泰空气技

术有限公司）。

1.2 药品与试剂

当归挥发油[甘肃康达药业开发有限责任公司，批

号：20190916，含量：81.4％（以藁苯内酯计）]；自噬抑制

剂 3-MA 对照品（美国 Targetmol 公司，批号：T1897，纯

度：98％）；胎牛血清（美国Clark公司，批号：FB25015）；

DMEM无糖培养基（批号：90113）、青链霉素混合液（批号：

P1400）、二甲亚砜（DMSO，批号：D8371）均购自北京索莱

宝科技有限公司；0.25％蛋白胰酶（批号：SH30031.02）、

DMEM/F12培养基（批号：SH30213.02）均购自美国Hy-

clone公司；增强型CCK-8试剂盒（上海尚宝生物科技有

限公司，批号：ST1006）；细胞自噬染色（MDC法）检测试

剂盒（北京雷根生物技术有限公司，批号：DA0041）；乳

酸脱氢酶（LDH）检测试剂盒（批号：WLA073）、十二烷

基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）快速制备

试剂盒（批号：WLA013）、BCA 蛋白质定量试剂盒（批

号：WLA004）、超敏ECL试剂盒（批号：WLA006）、兔源

β-actin 多克隆抗体（批号：WL0002c）、辣根过氧化物酶

（HRP）标记山羊抗兔 IgG（H+L）二抗（批号：WLA023a）、

兔源Beclin-1多克隆抗体（批号：WL02508）、兔源p62多

克隆抗体（批号 ：WL02385）、RIPA 裂解液（批号 ：

WLA014）均购自沈阳万类生物科技有限公司；兔源微管

相关蛋白轻链 3（LC3）Ⅱ/LC3Ⅰ多克隆抗体（美国 Pro-

teintech公司，批号：14600-1-AP）；厌氧产气包和厌氧培

养袋均购自青岛海博生物技术有限公司；其余试剂均为

分析纯或实验室常用规格，水为蒸馏水（三级）。

1.3 细胞

大鼠心肌H9C2细胞购自武汉博士德生物工程有限

公司。

2 方法
2.1 药物工作液制备

取当归挥发油1 g，加适量DMSO溶解后，以DMEM

无糖培养基配制成质量浓度为 4.28 mmol/L 的母液，

于－20 ℃下保存；临用前，用DMEM无糖培养基稀释至

相应质量浓度的工作液。称取 3-MA 适量，以 DMEM/

F12培养基制成浓度为5 mmol/L的工作液，备用。

2.2 细胞培养

将H9C2细胞培养于含有10％胎牛血清及1％青链

霉素混合液的 DMEM 无糖培养基中，置于 37 ℃、5％

CO2的细胞培养箱中进行培养。

2.3 H/R损伤细胞模型的建立

参考文献方法[15]选取缺氧 2 h、复氧 4 h为模型建立

条件：取H9C2细胞，复苏，待其生长至培养皿的 80％～

90％时，弃去培养基，以无菌磷酸盐缓冲液（PBS，pH

7.2）洗涤后，加入不含血清的DMEM无糖培养基，置于

厌氧培养袋中（内有一个打开的厌氧产气包）进行密封

培养 2 h，使细胞缺氧；随后，以不含血清的DMEM/F12

培养基替换DMEM无糖培养基，置于 37 ℃、5％CO2的

细胞培养箱中继续培养 4 h进行复氧，以建立H/R损伤

细胞模型。

2.4 当归挥发油对H9C2细胞活力的影响

采用CCK-8法检测。取对数生长期的H9C2细胞，

用无血清DMEM/F12培养基制备细胞悬液，并以 1×104

个/孔接种于 96孔板中，每孔 100 μL。将细胞随机分为

空白对照组和不同浓度当归挥发油组，在37 ℃、5％CO2

的细胞培养箱中培养24 h。以无菌PBS洗涤后，除空白

对照组不加药外，其余各组均加入无菌当归挥发油工作

液（终浓度分别为0、20、40、60、80、100 μmol/L），每组设

置3个复孔。继续培养2、4、6 h后，弃上清液，每孔加入

无血清 DMEM/F12培养基 100 μL 和 CCK-8检测试剂

10 μL，继续培养40 min，采用多功能酶标仪在490 nm波

长处检测各孔的光密度（OD）值并按说明书公式计算各

组的相对细胞活力，OD值越高，细胞活力越强[4]。上述

试验重复3次。

2.5 当归挥发油对 H9C2细胞上清液中 LDH 活性的

影响

采用酶联免疫吸附测定（ELISA）法检测。取对数

生长期的 H9C2细胞，按“2.4”项下方法制备细胞悬液
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后，以 1×104个/孔接种于 96孔板中，每孔 100 μL。将细

胞随机分为空白组、模型组（H/R组）、H/R+药物组（给药

浓度参考“2.4”项下结果，下同），每组设置3个复孔。空

白组不作任何处理；H/R组、H/R+药物组先参照“2.3”项

下方法建立H/R损伤模型，药物组再给予相应药物。培

养适宜时间（时间参考“2.4”项下结果，下同）后，收集各

组细胞上清液。参照相应试剂盒说明书，采用多功能酶

标仪于450 nm波长处检测并计算LDH活性。LDH活性

越高，则细胞自噬水平越高[5]。上述试验重复3次。

2.6 当归挥发油对H9C2细胞自噬水平的影响

采用MDC法检测。取对数生长期的H9C2细胞，按

“2.4”项下方法制备细胞悬液后，以5×103个/孔接种于96

孔板中，每孔 100 μL。将细胞随机分为空白组、模型组

（H/R组）、H/R+药物组（终浓度同“2.5”项）、H/R+自噬抑

制剂组（3-MA终浓度为5 mmol/L[16]）。空白组不作任何

处理；H/R组、H/R+药物组、H/R+自噬抑制剂组先参照

“2.3”项下方法建立H/R损伤模型，各药物组再给予相应

药物。培养适宜时间后，以无菌PBS轻柔清洗2次，洗去

药物和抑制剂后，每孔加入MDC染色工作液100 μL，于

37 ℃、5％CO2条件下避光孵育 15～60 min；然后，各孔

加入PBS 100 μL清洗2～3次后，置于荧光显微镜下，观

察 MDC 染色情况，随机选取 3个视野进行拍照，使用

Iamge-Pro Plus 6.0图像处理软件分析染色部位的积分

光密度（IOD）并计算MDC平均荧光强度。平均荧光强

度值越高，则细胞自噬水平越高[6]。上述试验重复3次。

2.7 当归挥发油对H9C2细胞中Beclin-1、LC3ⅡⅡ、LC3

ⅠⅠ、p62蛋白表达的影响

采用 Western blotting 法检测。取对数生长期的

H9C2细胞，参照“2.6”项下方法接种、分组、造模、给药，

培养适宜时间后，弃去培养液，用PBS轻柔清洗1～2次

后，加入RIPA裂解液 200 μL和苯甲基磺酰氟（PMSF）2

μL，并进行冰上裂解。细胞充分裂解后，于 4 ℃下以

12 000 r/min 离心 20 min，取上层总蛋白提取液，采用

BCA法进行蛋白定量。取蛋白适量，在100 ℃下行变性

处理后，进行 15％ SDS-PAGE，随后转移至聚偏二氟乙

烯膜（PVDF）上，以 7％脱脂奶粉于室温下封闭 1 h；用

TBST溶液清洗10 min×3次，然后加入自噬相关蛋白Be-

clin-1、LC3Ⅱ、LC3Ⅰ、p62抗体和内参β-actin抗体（稀释

度均为 1 ∶ 500），4 ℃孵育过夜；以 TBST 溶液清洗 10

min×3次，加入二抗（稀释度为1 ∶ 500），室温孵育2 h；以

TBST 溶液清洗 10 min×3次，滴加 ECL 显影液，在化学

发光成像系统中曝光成像，采用 Image J 1.8.0图像处理

软件测量各目标蛋白灰度值，并以内参蛋白灰度值为参

照计算相对灰度值以表示目标蛋白（Beclin-1、p62）的表

达水平，同时计算LC3Ⅱ、LC3Ⅰ的灰度值比值（以下简

称“LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值”）。上述试验重复3次。

2.8 统计学方法

采用SPSS 19.0软件对数据进行统计分析。计量资

料以 x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间

两两比较采用 LSD 检验。以 P＜0.05为差异有统计学

意义。

3 结果
3.1 当归挥发油对H9C2细胞活力的影响

与空白组比较，不同浓度当归挥发油组细胞在培养

2、4、6 h后的相对活力均无显著变化（P＞0.05），且在一

定程度上有随浓度增加而升高的趋势，并在当归挥发油

60 μmol/L时达到最高值；且随处理时间的延长，这一作

用越发明显，其中以60 μmol/L当归挥发油培养6 h时的

细胞相对活力最高，故本研究选取上述条件进行后续试

验。不同浓度当归挥发油对H9C2细胞相对活力的影响

见图1。

3.2 当归挥发油对 H9C2细胞上清液中 LDH 活性的

影响

与空白组比较，H/R组细胞上清液中LDH活性显著

升高（P＜0.05）；与H/R组比较，H/R+药物组细胞上清液

中LDH活性显著降低（P＜0.05）。当归挥发油对H9C2

细胞上清液中LDH活性的影响见图2。

图1 不同浓度当归挥发油对H9C2细胞相对活力的影

响（x±±s，n＝3）

Fig 1 Effects of different concentration of volatile oil

from A. sinensis on relative activity of H9C2

cells（x±±s，n＝3）
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图2 当归挥发油对H9C2细胞上清液中LDH活性的影

响（x±±s，n＝3）

Fig 2 Effects of volatile oil from A. sinensis on activity

of LDH in H9C2 cell supernatant（x±±s，n＝3）
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3.3 当归挥发油对H9C2细胞自噬水平的影响

与空白组比较，H/R 组细胞的 MDC 平均荧光强度

显著升高（P＜0.01）；与H/R组比较，H/R+药物组和H/R+

自噬抑制剂组细胞的 MDC 平均荧光强度均显著降低

（P＜0.05或P＜0.01）。当归挥发油对H9C2细胞自噬水

平影响的荧光显微图和自噬水平检测结果见图3、图4。

3.4 当归挥发油对H9C2细胞中Beclin-1、LC3ⅡⅡ、LC3ⅠⅠ、

p62蛋白表达的影响

与空白组比较，H/R 组细胞中 Beclin-1表达水平和

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值均显著升高，p62表达水平显著降低

（P＜0.05）；与 H/R 组比较，H/R+药物组和 H/R+自噬抑

制剂组的Beclin-1表达水平和LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值均显著

降低，p62表达水平均显著升高（P＜0.05）。当归挥发油

对 H9C2细胞中 Beclin-1、LC3Ⅱ、LC3Ⅰ、p62蛋白表达

影响电泳图和表达水平检测结果见图5、图6。

4 讨论
随着时代的发展和生活水平的不断提高，人们的不

良饮食习惯日渐增多；与此同时，高血脂、高血压、糖尿

病等代谢性疾病的发病率呈增高的趋势，由此类基础疾

病导致的缺血性心脏病的发病率也逐年升高，严重威胁

注：与空白组比较，＊＊P＜0.01；与H/R组比较，#P＜0.05，##P＜0.01

Note：vs. blank group，＊ ＊ P＜0.01；vs. H/R group，#P＜0.05，##P＜

0.01

图 4 当归挥发油对H9C2细胞自噬水平的影响（x±±s，

n＝3）

Fig 4 Effects of volate oil from A. sinensis on autopha-

gy levels of H9C2 cells（x±±s，n＝3）
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图3 当归挥发油对H9C2细胞自噬水平影响的荧光显

微图

Fig 3 Fluorescence micrographs of the effects of vola-

tile oil from A. sinensis on autophagy levels of

H9C2 cells
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图 5 当归挥发油对 H9C2 细胞中 Beclin-1、LC3ⅡⅡ、

LC3ⅠⅠ、p62蛋白表达影响的电泳图

Fig 5 Electrophoretograms effects of volatile oil from

A. sinensis on protein expression of Beclin-1，

LC3ⅡⅡ，LC3ⅠⅠ and p62 in H9C2 cells

注：与空白组比较，＊P＜0.05；与H/R组比较，#P＜0.05

Note：vs. blank group，＊P＜0.05；vs. H/R group，#P＜0.05

图 6 当归挥发油对 H9C2细胞中 Beclin-1、LC3ⅡⅡ、

LC3ⅠⅠ、p62蛋白表达水平的影响（x±±s，n＝3）

Fig 6 Effects of volatile oil from A. sinensis on protein

expression of Beclin-1，LC3ⅡⅡ，LC3ⅠⅠ and p62

in H9C2 cells（x±±s，n＝3）
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人们的健康。缺氧和局部缺血后会导致细胞能量供应

不足，进而造成心肌损伤，此时应尽快恢复正常的血供

以使心脏损伤降至最低；然而在恢复血供的同时，再灌

注损伤亦随之出现，并有可能进一步加重病情[15]。有研

究发现，I/R所导致的细胞凋亡与自噬密切相关，当发生

I/R损伤后，机体可通过自噬作用来清除受损的细胞器

来减少细胞凋亡，从而发挥保护作用[17]。自噬是细胞的

一种自我降解和清除的动态过程，当机体受到外界刺激

而导致细胞器受损时，就会激活自噬作用以清除受损细

胞器和蛋白质[18-19]。据相关文献报道，有的中药成分可

通过抑制神经元的过度自噬来协助 I/R后相应脏器的功

能恢复[7]。可见，自噬作为 I/R损伤中重要的病理变化，

已经成为学者们研究的热点[20]。

有研究表明，细胞上清液中 LDH 的活性可以反映

细胞自噬水平，且LDH活性升高，细胞自噬作用增强；

同时，选用MDC法可以直观地评估药物作用后的细胞

自噬水平，即MDC平均荧光强度升高，细胞自噬水平增

强[21]。在自噬过程中，LC3-Ⅱ、LC3-Ⅰ是生成自噬体膜

的必备物质，是自噬体形成的最重要分子，因此常被作

为自噬的标志蛋白，且LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值升高时，细胞

的自噬水平亦升高[22]；而自噬底物蛋白 p62可通过在C

端与泛素化蛋白结合，以及在N端与LC3Ⅱ结合，从而

参与自噬的降解[23]。因此，通过检测LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值

和 p62蛋白的表达水平，可以评估细胞自噬水平的高

低。此外，在自噬体形成的初始阶段，Beclin-1可与Ⅲ型

胞内磷脂酰肌醇-3-激酶（PI3K）、p150蛋白结合形成Ⅲ

型PI3K复合体，并作为该复合体的中心蛋白，主要发挥

促使自噬体成熟的作用[24]；同时，Beclin-1还能与Atg1、

Atg9作用，共同参与调控吞噬泡的形成，最终促进自噬

的发生[25]。因此，本研究通过检测LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值

和Beclin-1、p62蛋白的表达水平来评价药物对细胞自噬

水平的影响。3-MA是一种特异性针对自噬作用的常用

抑制剂，广泛应用于自噬诱导的研究中[26]，因此笔者选

用 3-MA作为阳性对照，以对比研究当归挥发油对H/R

损伤H9C2细胞自噬的影响。结果显示，与空白组比较，

H/R组细胞上清液中LDH活性显著升高，细胞中MDC

平均荧光强度显著升高，Beclin-1表达水平和 LC3Ⅱ/

LC3Ⅰ比值升高，p62表达水平降低（P＜0.05）。这表明

发生H/R后，细胞的自噬作用增强。与H/R组比较，H/R+

药物组细胞上清液中LDH活性均显著降低，且H/R+药

物组和H/R+自噬抑制剂组细胞中MDC平均荧光强度

均显著降低，Beclin-1表达水平和LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值显

著减少，p62表达水平均显著升高（P＜0.05）。这表明经

当归挥发油及自噬抑制剂干预后，细胞的自噬作用受到

了抑制。

综上所述，当归挥发油能显著降低H/R损伤心肌细

胞H9C2的自噬水平，这一作用与其可降低自噬相关蛋

白Beclin-1、LC3Ⅱ、LC3Ⅰ蛋白的表达，增加p62蛋白的

表达有关。
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金银花的HPLC指纹图谱建立及其抗炎作用谱-效关系研究Δ
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摘 要 目的：建立金银花指纹图谱，并研究其抗炎作用的谱-效关系。方法：采用高效液相色谱法（HPLC）。色谱柱为Diamonsil

C18，流动相为0.1％甲酸水溶液-乙腈（梯度洗脱），流速为1.0 mL/min，柱温为30 ℃，检测波长为238 nm，进样量为10 μL。以绿原

酸为参照，采用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统（2012版）》建立10批不同产地金银花药材样品的HPLC指纹图谱；通过对照

品比对，指认共有峰对应的化学成分，并进行相似度分析。采用二甲苯、角叉菜胶及棉球诱导的急、慢性炎症小鼠模型评价10批

金银花药材水提物对耳、足、肉芽肿的肿胀抑制率，并计算平均值，作为综合药效指标；基于共有峰峰面积和综合药效指标，采用灰

色关联度分析法（GRA）和偏最小二乘回归分析法（PLSR）联合分析金银花指纹图谱与抗炎作用的谱-效关系，选择GRA关联度大

于0.7且PLSR模型回归系数大于0的色谱峰为特征峰，计算10批金银花药材中特征峰峰面积占共有峰峰面积总和的百分比（即

“峰占比”）。结果：10批金银花药材样品的HPLC指纹图谱中有共有峰25个，相似度为0.775～0.994；指认出其中9个成分，分别为

芦丁（峰18）、金丝桃苷（峰20）、异绿原酸B（峰22）、木犀草素（峰21）、绿原酸（峰9）、马钱苷（峰10）、新绿原酸（峰2）、异绿原酸C

（峰 25）、异绿原酸 A（峰 23）。10批金银花对小鼠耳肿胀、足肿胀、肉芽肿均具有抑制作用，抑制率平均值为 47.95％～56.52％；

GRA 分析显示，关联度由大到小依次为峰 8＞12＞18＞16＞3＞11＞20＞22＞19＞21＞1＞9＞10＞13＞24＞14＞2＞17＞25＞

23＞5＞4＞15，且其关联度均大于0.7；峰2、4、5、7、8、10、12、13、14、15、16、17、18、20、21、22、24的PLSR模型回归系数均大于0，与

抗炎作用成正相关；除峰7外，其余均为特征峰，且峰5、8、10、16、18、20、24的变量重要性投影值均大于1。10批金银花药材特征

峰的峰占比为58.61％～71.19％。结论：成功建立金银花的HPLC指纹图谱，10批样品组分相似，抗炎成分含量相对较高；暂定金

银花特征峰峰占比不得低于51.8％。

关键词 金银花；高效液相色谱法；指纹图谱；抗炎作用；谱-效关系；灰色关联度；偏最小二乘法

Establishment of HPLC Fingerprint of Lonicera japonica and Study on Its Anti-inflammatory Spectrum-

effect Relationship

MIAO Yanyan，XU Banghui，XU Jian，ZHANG Yongping，LIU Jie，LIU Yao（School of Pharmacy，Guizhou

University of TCM，Guiyang 550025，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish fingerprint of Lonicera japonica，and to study its anti-inflammatory spectrum-effect

relationship. METHODS：HPLC was adopted. The determination was performed on Diamonsil C18 column with mobile phase

consisted of 0.1％ formic acid solution-acetonitrile（gradient elution）at the flow rate of 1.0 mL/min. The column temperature was

30 ℃，and detection wavelength was 238 nm. The sample size was 10 μL. Using chlorogenic acid as reference，HPLC fingerprint
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