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ＨＰＬＣ同时检测狭叶松果菊中松果菊苷和绿原酸的含量

闫晓慧１，胡世俊１，谢　峻２，冯　巍２，谈　锋２
（１．西南林业大学林学院云南省森林灾害预警与控制重点实验室，昆明６５０２２４；

２．西南大学生命科学学院，重庆４００７１５）

摘要：采用反相高效液相色谱（ＲＰＨＰＬＣ）的方法对狭叶松果菊组培苗不同部位、愈伤组织以及不同株系毛状根中的松果
菊苷和绿原酸进行了含量测定，建立同时测定狭叶松果菊组织培养物中松果菊苷和绿原酸含量的高效液相色谱方法；实
验采用ＫｒｏｍａｓｉｌＯＤＳＣ１８柱，流动相为乙腈∶甲醇∶０．１％磷酸溶液（１０∶１５∶７５）；检测波长为３３０ｎｍ。结果表明松果
菊苷和绿原酸在０～２５μｇ／ｍＬ范围线性关系良好；平均回收率方面松果菊苷为９７．６％（犚犛犇＝０．８３％），绿原酸为
９８．５％（犚犛犇＝０．９１％）。该法简便、准确，可作为狭叶松果菊组织培养物中松果菊苷和绿原酸的定量分析方法。
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　　狭叶松果菊（犈犮犺犻狀犪犮犲犪犪狀犵狌狊狋犻犳狅犾犻犪ＤＣ）也称松
果菊，是菊科（Ｃｏｍｐｏｓｉｔａｅ）松果菊属（犈犮犺犻狀犪犮犲犪）植
物，原产美洲，是印地安人的传统草药，被用作治疗外
伤、蛇咬、头痛及感冒已有上百年的历史［１］。研究表明
松果菊提取物具有抗氧化、抗衰老、调控细胞凋亡、抗
肿瘤等作用［２３］，且疗效得到了越来越多的临床肯定，
是国际市场上需求量最大的植物药品之一。据报道，
松果菊的有效成分为酚酸类物质和多糖，主要包括松
果菊苷、菊苣酸、咖啡酸、绿原酸等咖啡酸衍生物以及
４Ｏ甲基葡糖醛阿拉伯糖木聚糖、阿拉伯糖鼠李半
乳聚糖等多糖。这些活性成分通过增加细胞的数量提
高非特异免疫，是国际市场最受欢迎的免疫调节剂［４］。
目前北京、沈阳、山东等地已成功引种松果菊［５］。由于
狭叶松果菊的深度休眠性种子萌发率极低，从而给松
果菊的发展带来很大困难。笔者所在研究团队曾以种
子为材料进行组织培养，实现了狭叶松果菊的离体快
繁［６］。

绿原酸和松果菊苷是狭叶松果菊中咖啡酸衍生物
的主要代表。绿原酸具有抗脂质过氧化、抗菌、抗诱变
剂等作用［７］；松果菊苷具有抗氧化、抗肿瘤、调控细胞
凋亡、抗衰老、神经保护等作用［８１０］。本研究以适用于
小分子物质含量分析的反相高效液相色谱法（ＲＰ
ＨＰＬＣ）［１１１３］对狭叶松果菊组培苗根、茎叶、愈伤组织
以及不同株系毛状根中绿原酸和松果菊苷的含量进行

了测定。为采用生物技术进一步开发利用狭叶松果菊
提供科学依据。

１仪器与试剂
研究所用主要仪器为：Ｗａｔｅｒｓ液相色谱系统；

ＵＶ２４８７紫外检测器；Ｅｍｐｏｗｅｒ色谱数据工作站；十
万分之一分析天平；旋转蒸发仪；索式提取器；真空抽
滤系统；０．２２μｍ微孔滤膜，烘箱。主要试剂为：
ＨＰＬＣ用甲醇、乙腈（均为色谱纯）；９５％乙醇、磷酸（均
为分析纯）；实验用超纯水。此外，松果菊苷对照品购
自加拿大ＣｈｒｏｍａＤｅｘ公司，纯度９５％；绿原酸对照品
购自中国药品生物制品检测所，纯度９５％。

２方法
２．１ＨＰＬＣ色谱条件

色谱柱为ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ，１００Ａ）；流动相为乙腈：甲醇：０．１％磷酸溶液
（１０∶１５∶７５）；流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温为室温；进
样量为２０μＬ；检测波长在３３０ｎｍ。理论板数按绿原
酸计不低于６０００，按松果菊苷计不低于４０００，两组分
与相邻色谱峰均达到基线分离，并经二极管阵列检测
器检测，证明它们为纯峰（图１加星号处标注为检测的
目标峰，依次对应绿原酸和松果菊苷）。
２．２样品制备
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　图１　绿原酸和松果菊苷的ＨＰＬＣ谱图
试验材料４０℃烘干，粉碎后过２０目筛，采用９５％乙
醇回流提取３次。减压浓缩至干后用流动相定容后过
０．２２μｍ微孔滤膜上ＨＰＬＣ检测。
２．３对照品溶液配制

精密称取绿原酸和松果菊苷两种对照品，用上述
流动相配成１００μｇ／ｍＬ的储备液。于－２０℃中保存
备用。
２．４标准曲线绘制

分别取绿原酸和松果菊苷对照品储备液，依次稀
释成０、１、５、１０、１５、２０、２５μｇ／ｍＬ不同的浓度梯度，用
ＨＰＬＣ检测得到两种对照品的回归方程，其中松果菊
苷的为狔＝２４４００狓＋１４２１．９（犚２＝０．９９９３）；绿原酸
的为狔＝６４５２５狓＋４７８．３（犚２＝０．９９９６）。测定结果
表明在０～２５μｇ／ｍＬ的浓度范围内两种对照品均具
有良好的线性关系。
２．５精密度试验

精密吸取对照品混合溶液２０μＬ，注入液相色谱
仪，连续进样６次，记录峰面积。６次测定两成分峰面
积的犚犛犇分别为０．８３％、０．９４％，说明精密度良好。
２．６稳定性试验

精密吸取同一供试品溶液１０μＬ，分别于０、３、６、
９、１２ｈ进样，测定峰面积。结果绿原酸峰面积的犚犛犇
为１．２３％；松果菊苷峰面积的犚犛犇为１．４６％。说明
供试品溶液至少在１２ｈ内稳定性良好。
２．７重复性试验

精密称取同一批研究材料的根样品６份，按上述
２．３部分的方法制备供试品溶液，分别测定松果菊苷和
绿原酸的含量。结果绿原酸和松果菊苷的平均含量分
别为０．７４和０．１５ｍｇ／ｇ，而犚犛犇分别为１．２％、１．４％。
２．８加样回收率试验

分别精密称取６份已测定含量研究材料的根样品
０．２ｇ，精密加入松果菊苷０．１ｍｇ、绿原酸０．５ｍｇ的
混合对照品溶液，按上述方法制备供试品溶液，测定后
计算加样回收率。松果菊苷的平均加样回收率为

９７．６％（犚犛犇为０．８３％）；绿原酸的平
均加样回收率为９８．５％（犚犛犇为
０．９４％）。
２．９样品测定

分别称取不同的狭叶松果菊组织
培养物即愈伤组织、组培苗根、茎叶、
不同株系毛状根等样品适量，按２．３
部分的方法制备供试品溶液，分别精
密吸取对照品溶液与供试品溶液各２０
μＬ，注入液相色谱仪，按２．２部分的色
谱条件测定，以外标一点法分别计算
上述两个成分的平均含量（以干燥品
计），具体结果见表１。

表１　狭叶松果菊组织培养物中松果果菊苷和绿原酸的含量
ｍｇ／ｇ

样品 松果菊苷含量 绿原酸含量
愈伤组织 ０．０２ ０．０７
组培苗枝叶 ０．０４ ０．５２
组培苗根 ０．１５ ０．６８
Ａ４１ ０．０６ ０．３９
Ａ４２ ０．１６ ０．８２
Ｒ１０００１ ０．０８ ０．５１
Ｒ１０００２ ０．０６ ０．９４

　　注：Ａ４１、Ａ４２、Ｒ１０００１和Ｒ１０００２为狭叶松果菊的４个
单克隆毛状根株系。

３讨论
测定的结果表明，狭叶松果菊组培苗各部分均含

有绿原酸和松果菊苷，组培苗根中的绿原酸及松果菊
苷的积累均最高，其次为组培苗地上部分，愈伤组织中
两种化合物的积累均最低，各部位含量差异表明次生
代谢产物的积累有组织的特异性（表１）。分别检测了
Ａ４１、Ａ４２、Ｒ１０００１、Ｒ１０００２等４个单克隆毛状根培
养系株系中松果菊苷和绿原酸的含量。与自然根相
比，毛状根Ａ４２培养系的松果菊苷和绿原酸含量均
有所提高，分别是自然根的１．１倍和１．２倍；Ｒ１０００２
培养系的绿原酸含量高于自然根，为后者的１．４倍，但
其中松果菊苷含量仅为自然根的４０％。Ａ４１和Ｒ１０００１
两个培养系中松果菊苷和绿原酸的含量较低，Ａ４１中
松果菊苷和绿原酸分别相当于自然根的４０％和５７％，
而Ｒ１０００１中松果菊苷和绿原酸的含量分别相当于自
然根的５０％和６４％。该结果表明毛状根不同株系中
此生代谢产物的含量差异较大，为此有必要筛选高产
的株系来进行悬浮培养，增加次生代谢产物。总之，本
研究所建立的ＨＰＬＣ检测方法快速准确，可作为狭叶
松果菊组培物中次生代谢物松果菊苷和绿原酸的定量
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测定方法。
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