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盐酸小檗碱的含量甚至达到或超过一些小檗属植物 

根的含量 ]。因此作者在利用云南黄连根茎的同 

时，也要积极开发利用其非传统药用部位，通过提取 

其生物碱减少资源的浪费，实现可持续发展。 
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HPLC分析天山雪莲组培苗与实生苗 3种有效成分含量 
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菊科植物天山雪莲 ，又称新疆雪莲 Saussurea in— 

volucrata Kar．et Kir，属多年生的高山草本植物，5～ 

8年一次开花结实，是我国珍稀名贵中药材，具有极 

高的临床应用和食疗保健价值。近年采，天山雪莲 

在抗炎镇痛、抗早孕、抗衰老及抑制癌细胞增生方面 

的作用备受关注 J̈。由于严重的滥采乱挖，野生资 

源已经濒临灭绝，远远无法满足市场需求，而且野生 

天山雪莲种子自然萌发率极低 ，难于收集，现已被国 

家作为濒危植物受到保护。因此，组织培养与人工 

种植成为保护野生天山雪莲资源和解决供需矛盾的 

有效途径。目前，国内已开展了不少有关天山雪莲 

组织培养的研究 剖，人工种植天山雪莲也已取得初 

步成果。。 。而组培再生植株与人工种植植株的品 

质如何 ，能否真正替代野生天山雪莲 ，尚缺乏系统的 

研究工作。本实验采用 HPLC，测定了天山雪莲组 

培苗、实生苗中3种有效成分的含量，并与野生药材 

进行比较，进行早期监测，为组织培养和人工种植途 
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径实现天山雪莲资源的可持续利用提供依据。 

1 仪器与材料 

高效液相色谱仪 (Waters 2695)，配 自动进样 

器 ，四元泵，柱 温箱 ，二极 管阵列检测器 (Waters 

2996)，Empower色谱工作站；TDL一5一A型低速台 

式离心机(上海安亭科学仪器厂)；超纯水器(美国 

Millipore公司)。 

甲醇、乙腈(色谱纯，J&K Chemica1)；无水甲醇、 

醋酸(分析纯，北京化工厂)；三乙胺(分析纯，北京 

化学试剂公司)；超纯水；芦丁、绿原酸对照品(中国 

药品生物制品检定所，批号 0080-200105，11075— 

200312)；紫 丁香苷 (安徽 DELTA公 司，纯度 > 

98％)；天山雪莲对照药材(中国药品生物制品检定 

所，批号 121205-0101)；天山雪莲组培苗、实生苗由 

本实验室培育，后经移栽，在新疆天池雪莲种植基地 

种植2年以上。 

2 方法与结果 

2．1 色谱条件 Diamonsil C18柱 (4．6 mm×250 

mm，5 Ixm)；安谱 C 保护柱。流动相甲醇一水(含 

0．8％醋酸，0．2％三乙胺，pH 3．5～4．0)初始条件 

(0：100)0～5 rain线性梯度变至(10：90)，5～15 

． 313 ． 
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min线性梯度变至(30：70)，15～35 min线性梯度变 

至(50：50)，35～50 min线性梯度变至(90：10)，等 

强洗脱10 min后，回到初始条件平衡 15 min。检测 

波长270 nm，柱温 30℃，流速 1．0 mL·min～，进样 

量 20 ，分析时间60 min。绿原酸、紫丁香苷、芦 

丁 3种对照品的保 留时间分别为 18．27，19．51， 

35．13 min(图1)。 

2．2 检测波长的选择 采用二级管阵列检测器对 

检测波长进行了考察，分别比较绿原酸、紫丁香苷、 

芦丁混合对照品在220～400 nm波长的色谱图，结 

果在270 nm处各色谱峰均有较好的紫外吸收，色谱 

信息最为丰富，并且 3种对照品在此波长下都有最 

大吸收峰，因此选择 270 nm作为检测波长。 

2．3 供试品溶液的制备 植物材料经烘箱 50℃干 

燥至恒重后，用粉碎机粉碎，过 40目筛后精确称取 

样品粉末 0．1 g。在密闭容器中经 10 mL 70％甲醇 

超声提取40 min后，4 000 r min 离心 10 min，用 

0．20 m有机相针式滤器过滤后取续滤液进行色谱 

分析。 

2．4 流动相的选择 天山雪莲含有多种化学成分， 

如黄酮、生物碱、内酯、甾醇、多糖等活性物质，成分 

较为复杂，很难找到较理想的等度洗脱条件，故采用 

梯度洗脱。黄酮类成分含有多个酚羟基，呈弱酸性， 

故使用酸性缓冲系统 J。预实验发现用甲醇-0．8％ 

醋酸，添加0．2％三乙胺防拖尾剂做流动相，在线性 

梯度下各组分得到较好分离。 

2．5 线性关系考察 分别用甲醇精确配制绿原酸、 

紫丁香苷、芦丁6个质量浓度的对照品溶液，用 HPLC 

进行分析，进样量为 5 。以对照品进样含量( ) 

为横坐标 ，色谱峰面积为纵坐标 y计算回归方程 

(表 1)。各对照品在所示进样含量范围内线性关系 

良好。 

表 1 对照品回归方程 

对照品 回归方程 线性范围 

／I．tg 

绿原酸 Y=3．60×10 X一1．59×10 0．12～4．64 0．999 3 

紫丁香苷 Y=1．70×10 X+4．54×10 0．05～1．23 0．999 7 

芦丁 l，=7．06×10 X+3．25×10 0．12—4．80 0．999 3 

2．6 精密度试验 取质量浓度均为 10 g·mL 

的绿原酸、紫丁香苷、芦丁混合对照品溶液，重复进 

样 6次，进样量为 20 L，测定峰面积，3种对照品 

RSD分别为 1．1％，1．0％，1．1％，表明仪器精密度 

良好。 

· 3】4 · 

2．7 稳定性试验 精确称取天山雪莲对照药材粉 

末0．1 g，制备成供试品溶液，在室温下放置，分别于 

0，1，4，8，12，24 h进样分析，进样量为20 ，分别 

测定绿原酸、紫丁香苷、芦丁峰面积，RSD分别为 

1．4％，1．2％，1．1％，表明样品溶液制备后 24 h内 

基本稳定。 

2．8 重复性试验 精确称取同一批天山雪莲对照 

药材粉末各0．1 g，同法制备6个供试品溶液分别进 

样分析，进样量为 20 ，测定峰面积，结果样品中 

绿原酸、紫丁香苷、芦丁平均含量分别为 0．73％， 

0．02％，0．79％；RSD分别为 1．3％，1．2％，1．4％， 

表明重复性良好。 

2．9 回收率试验 精密称取已知含量的天山雪莲 

对照药材粉末 0．1 g共6份。精确加入浓度已知的 

绿原酸、紫丁香苷、芦丁混合对照品溶液，按供试品 

溶液制备方法制备样品溶液，进样测定，各测定成分 

的平均回收率在99％ ～100％，表明回收率 良好，结 

果见表2。 

2．1O 样品测定与色谱图比较 取上述方法制备的 

天山雪莲组培苗与实生苗样品提取液，利用高效液 

相色谱仪进行分析，进样量为20 ，记录色谱图， 

各样品中绿原酸、紫丁香苷、芦丁含量测定结果见表 

3。移栽前组培苗绿原酸、紫丁香苷含量低于实生 

苗，芦丁含量高于实生苗。移栽种植两年后的天山 

雪莲组培苗与实生苗绿原酸含量分别为 0．84％， 

0．70％；芦丁含量分别为0．54％，1．80％，均高于药 

典≥0．15％ 的要 求 。紫 丁香 苷 含 量 分别 为 

0．59％，0．64％远远高于对照药材。经过对各色谱 

图的比较(图2，图3)，发现移栽大田后各有效成分 

的含量均显著升高，代谢产物种类增多。植物次生 

代谢产物的合成，其最重要的原因就是提高植物体 

对多变的自然环境的适应性_9 J，试管苗生长条件比 

较单一，其合成的次生代谢产物种类也就相对减少。 

因此组培苗与实生苗有效成分移栽前少于移栽后是 

很正常的。从图2可以看出，移栽种植两年后天山 

雪莲组培苗、实生苗与对照药材谱图大致相同，成分 

组成基本相似。 

3 讨论 

HPLC能够比较精确地检测出样品的成分种类 

和含量差异。从结果分析来看，天山雪莲组培苗、实 

生苗与对照药材色谱图大致相同，成分种类基本相 

似，绿原酸、芦丁含量均高于药典I>0．15％的要求。 
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表 3 不同样品绿原酸、紫丁香苷 、芦丁质量分数(n=5) ％ 

； 

l 3 

【 』L 
1O15 2O 29 

图 1 对照品色谱图 

2 
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图2 移栽前组培苗(A)与实生苗(B)色谱图比较 

1．绿原酸 ；2．紫丁香苷；3．芦丁(表 3同) 

之所以对组培苗和实生苗进行分析，是为了得到更多 

组培快繁与人工种植天山雪莲的数据资料，对他们起 

到早期监测作用，并为分析其成熟植株的后续工作打 

下基础，来解决野生资源保护与开发之间的矛盾。今 

} 一  
O 8 7O l7 39 26．09

f mm

34 78 43．48 52 17 60 87 

图3 移栽后组培苗(A)、实生苗(B)与天山雪莲对 

照药材(c)色谱图比较 

后在天山雪莲细胞培养阶段可采用代谢调控与诱变 

筛选技术，定向诱导提高有效成分的含量，培育新品 

种，实现天山雪莲品质的稳定性和可持续利用。 
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