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　 　 红 凤 菜 〔 Ｇｙｎｕｒａ ｂｉｃｏｌｏｒ ( Ｗｉｌｌｄ.) ＤＣ.〕 隶 属 于 菊 科

(Ａｓｔｅｒａｃｅａｅ)菊三七属(Ｇｙｎｕｒａ Ｃａｓｓ.)ꎬ为多年生草本植物ꎬ可
作为药食两用植物被人们利用ꎮ 红凤菜全草均可入药[１] ꎬ含
有丰富的黄酮类、奎宁酸类和萜类等次生代谢产物ꎬ具有良好

的止血、降血糖和抗氧化等药理活性[２－６] ꎮ 目前ꎬ从红凤菜地

上部分已经分离鉴定出多种酚酸类[２ꎬ７] 和黄酮类成分[８－９] ꎬ并
对其总黄酮含量进行了分析[１０] ꎬ但对红凤菜不同器官中黄酮

类和酚酸类成分的差异尚缺乏深入了解ꎮ
作者采用 ＨＰＬＣ 法对红凤菜根、茎和叶片中 ７ 个黄酮类和

奎宁酸类成分的含量进行了比较和分析ꎬ以期明确红凤菜的

最佳药用部位ꎬ为红凤菜资源的合理利用提供基础数据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试红凤菜于 ２０１４ 年引种自海南ꎬ现栽种于江苏省中国

科学院植物研究所苗圃地ꎬ由江苏省中国科学院植物研究所

任冰如研究员鉴定ꎮ 于 ２０１９ 年 ８ 月 １６ 日采集红凤菜全株

１ ｋｇꎬ将根、茎和叶片分开ꎻ分别自然阴干ꎬ粉碎后过 ２０ 目筛ꎬ
备用ꎮ

主要仪器和试剂:戴安 Ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００ 高效液相色谱仪(美
国 Ｄｉｏｎｅｘ 公司)ꎬＧＬ Ｓｃｉｅｎｃｅ－Ｉｎｅｒｔ Ｓｕｓｔａｉｎ Ｃ１８色谱柱(日本岛

津公司)ꎬＭｉｌｉ－ＱＴＭ Ａｄｖａｎｔａｇｅ Ａ１０ＴＭ超纯水系统(美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司)ꎬＦＧ－２４ 固相萃取仪(天津市富城达科技有限公司)ꎬ
Ｗｅｌｃｈｒｏｍ® Ｃ１８Ｅ 固相萃取柱〔月旭科技(上海)股份有限公

司〕ꎮ 新绿原酸(纯度 ９９％ꎬ批号 ＭＵＳＴ－１７０１１００１)对照品购

自成都曼斯特生物科技有限公司ꎻ绿原酸(纯度大于 ９８％ꎬ批
号 Ｌ－００７－１６０５０４)、异槲皮苷(纯度大于 ９８％ꎬ批号 Ｙ－０７６－
１８０５１７)、山奈酚－ ３－Ｏ－芸香糖苷(纯度大于 ９８％ꎬ批号 Ｓ－
０６５－１８０３１４)、３ꎬ５－二咖啡酰奎宁酸(纯度大于 ９８％ꎬ批号 Ｙ－
０６８－１６０７２６)和 ４ꎬ５－二咖啡酰奎宁酸(纯度大于 ９８％ꎬ批号

Ｙ－０７０－１６１１０２)对照品均购自成都瑞芬思生物科技有限公

司ꎻ芦丁(纯度大于 ９８％ꎬ批号 Ｃ２ / Ｈ３００１６)对照品购自南京春

秋生物工程有限公司ꎻ其他试剂均为分析纯或色谱纯ꎮ
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１.２　 方法

１.２. １ 　 色 谱 条 件 　 ＧＬ Ｓｃｉｅｎｃｅ － Ｉｎｅｒｔ Ｓｕｓｔａｉｎ Ｃ１８ 色谱柱

(４.６ ｍｍ×２５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎮ 流动相为乙腈(Ａ)和磷酸缓冲盐

(Ｂ)ꎬ梯度洗脱:０ ~ ２０ ｍｉｎꎬ体积分数 ９０％Ｂꎻ２０~ ２５ ｍｉｎꎬ体积

分数 ９０％~８２％Ｂꎻ２５~６５ ｍｉｎꎬ体积分数 ８２％Ｂꎻ６５~ ７０ ｍｉｎꎬ体
积分数 ８２％~７５％Ｂꎻ７０~７５ ｍｉｎꎬ体积分数 ７５％Ｂꎻ７５~ ８０ ｍｉｎꎬ
体积分数 ７５％ ~ １０％Ｂꎻ８０ ~ ８５ ｍｉｎꎬ体积分数 １０％Ｂꎻ８５ ~ ９０
ｍｉｎꎬ体积分数 １０％~ ９０％Ｂꎻ９０ ~ ９５ ｍｉｎꎬ体积分数 ９０％Ｂꎮ 流

速 １.０ ｍＬｍｉｎ－１ꎬ柱温 ３０ ℃ꎬ进样量 １０ μＬꎬ芦丁、异槲皮苷和

山奈酚－３－Ｏ－芸香糖苷的检测波长为 ２５４ ｎｍꎬ新绿原酸、绿原

酸、３ꎬ５－二咖啡酰奎宁酸和 ４ꎬ５－二咖啡酰奎宁酸的检测波长

为 ３２５ ｎｍꎮ
１.２.２　 对照品溶液制备和标准曲线绘制 　 精密称取芦丁、异
槲皮苷、山奈酚－３－Ｏ－芸香糖苷、新绿原酸、绿原酸、３ꎬ５－二咖

啡酰奎宁酸和 ４ꎬ５－二咖啡酰奎宁酸对照品适量ꎬ用甲醇溶解ꎬ
分别配制成质量浓度为 １.９９０、１.１５５、１.８４０、０.７５２、１.９３０、１.９８０
和 ２.５９０ ｍｇｍＬ－１的对照品溶液ꎮ 芦丁、山奈酚－３－Ｏ－芸香

糖苷、新绿原酸、绿原酸和 ３ꎬ５－二咖啡酰奎宁酸按 １、１０、２５、５０
和 １００ 倍进行梯度稀释ꎬ异槲皮苷按 ２、２０、５０ 和 １００ 倍进行梯

度稀释ꎬ４ꎬ５－二咖啡酰奎宁酸按 １、２５、２５０、５００ 和 １ ０００ 倍进

行梯度稀释ꎮ 按照上述色谱条件进样测定ꎬ以峰面积为纵坐

标(Ｙ)、各对照品质量浓度为横坐标(Ｘ)绘制标准曲线ꎮ
芦丁回归方程为 Ｙ＝ １９５.９４０Ｘ－０.２１８( ｒ＝ ０.９９８ ７)ꎬ线性范

围 ０.０２０~１.９９０ ｍｇｍＬ－１ꎻ异槲皮苷回归方程为 Ｙ＝ ４３.１２６Ｘ＋
１.０６２( ｒ＝ ０.９９９ ３)ꎬ线性范围０.０１６~２.３１０ ｍｇｍＬ－１ꎻ山奈酚－
３－Ｏ－芸香糖苷回归方程为 Ｙ ＝ １６０.５６０Ｘ＋３.３３２( ｒ ＝ ０.９９９ ４)ꎬ
线性范围０.０１８ ~ １.８４０ ｍｇｍＬ－１ꎻ新绿原酸回归方程为 Ｙ ＝
１５５. ９３０Ｘ － ０. ２１２ ( ｒ ＝ ０. ９９７ ３)ꎬ 线性范围 ０. ００７ ~ ０. ７５２
ｍｇｍＬ－１ꎻ绿原酸回归方程为 Ｙ ＝ ３４６. ４６０Ｘ ＋ ０. １６９ ( ｒ ＝
０.９９９ ５)ꎬ线性范围 ０.０１９~ １.９３０ ｍｇｍＬ－１ꎻ３ꎬ５－二咖啡酰奎

宁酸回归方程为 Ｙ ＝ ４５８.４８０Ｘ－８.６０４( ｒ ＝ ０.９９９ ５)ꎬ线性范围

０.０２０~ １.９８０ ｍｇｍＬ－１ꎻ４ꎬ５ －二咖啡酰奎宁酸回归方程为

Ｙ＝ ３３７.２３０ Ｘ ＋ ２３.１３３ ( ｒ ＝ ０.９９５ １ )ꎬ 线 性 范 围 ０. ００２ ~
２.５９０ ｍｇｍＬ－１ꎮ
１.２.３　 样品提取和测定 　 分别精密称取根、茎和叶片粉末各

３ 份ꎬ每份约 ２.０ ｇꎬ各加入体积分数 ８５％乙醇 ７０ ｍＬꎬ回流提取

１ ｈꎬ过滤ꎻ将滤液蒸至无醇味ꎬ用体积分数 ５０％乙醇超声溶

解ꎬ蒸干ꎻ用体积分数 ５０％甲醇复溶样品ꎬ离心ꎬ取上清液进

Ｗｅｌｃｈｒｏｍ®－Ｃ１８Ｅ 固相萃取柱ꎬ用体积分数 ５０％甲醇洗脱ꎻ合
并洗脱液ꎬ用体积分数 ５０％甲醇洗脱ꎬ蒸干ꎬ用甲醇(色谱纯)
溶解ꎬ０.４５ μｍ 滤膜过滤ꎬ定容至 ５ ｍＬꎬ即为样品溶液ꎮ 按上

述色谱条件进样测定ꎬ并根据峰面积和标准曲线计算根、茎、
叶样品中 ７ 种成分的质量浓度ꎮ 根据公式“某器官某成分含

量＝(该器官该成分质量浓度×稀释体积) /该器官质量”计算

红凤菜不同器官中各成分含量ꎮ
１.２.４　 方法学考察 　 精密度考察:精密吸取 ７ 个对照品溶液

并混匀ꎬ按上述色谱条件重复进样测定 ５ 次ꎮ 各对照品峰面

积的 ＲＳＤ 值为 ０.３４％~０.８１％ꎬ表明仪器精密度良好ꎮ
稳定性考察:取叶片样品溶液ꎬ分别于 ０、２、４、６、８、１２ 和

２４ ｈ 按上述色谱条件进样测定ꎮ 各成分峰面积的 ＲＳＤ 值为

０.６７％~１.６２％ꎬ表明样品溶液在 ２４ ｈ 内稳定ꎮ
重复性考察:称取叶片粉末 ５ 份ꎬ按照上述方法制备样品

溶液ꎬ并按上述色谱条件进样测定ꎮ 各成分峰面积的 ＲＳＤ 值

为 ０.８４％~１.８７％ꎬ表明本方法重复性良好ꎮ
加样回收率考察:精密称取叶片粉末 １.０ ｇꎬ分别加入质量

浓度 ０.１９９ ｍｇｍＬ－１ 芦丁、０.２３１ ｍｇｍＬ－１ 异槲皮苷、０.１８４
ｍｇｍＬ－１山奈酚－３－Ｏ－芸香糖苷、０.０７５ ｍｇｍＬ－１新绿原酸、
０.１９３ ｍｇｍＬ－１绿原酸、０.３９６ ｍｇｍＬ－１３ꎬ５－二咖啡酰奎宁酸

和 ０.２５９ ｍｇｍＬ－１４ꎬ５－二咖啡酰奎宁酸各 １ ｍＬꎬ按照上述方

法平行制备 ６ 份样品溶液ꎬ并按上述色谱条件进样测定ꎮ 计

算各成分的加样回收率和 ＲＳＤ 值ꎬ加样回收率为９６.５７％ ~
１０３.６０％ꎬＲＳＤ 值为 ０.６２％~２.２４％ꎮ
１.３　 数据处理和统计分析

采用 ＥＸＣＥＬ ２０１６ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７ 软件对实验数据进

行处理和方差分析(ｔｗｏ－ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎮ

２　 结果和分析

红凤菜根、茎和叶片中 ７ 个黄酮类和奎宁酸类成分的含

量见表 １ꎮ 红凤菜叶片中能检出 ７ 个黄酮类和奎宁酸类成分ꎬ

表 １　 红凤菜不同器官中 ７ 个黄酮类和奎宁酸类成分含量的比较(Ｘ±ＳＤ) １)

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ７ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ａｎｄ ｑｕｉｎｉｃ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ Ｇｙｎｕｒａ ｂｉｃｏｌｏｒ (Ｗｉｌｌｄ.) ＤＣ. (Ｘ±ＳＤ) １)

器官
Ｏｒｇａｎ

各成分的含量 / (ｍｇｇ－１) 　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

芦丁
Ｒｕｔｉｎ

异槲皮苷
Ｉｓｏｑｕｅｒｃｉｔｒｉｎ

山奈酚－３－Ｏ－芸香糖苷
Ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ￣３￣
Ｏ￣ｒｕｔｉｎｏｓｉｄｅ

新绿原酸
Ｎｅｏｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ

ａｃｉｄ

绿原酸
Ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ

ａｃｉｄ

３ꎬ５－二咖啡酰奎宁酸
３ꎬ５￣ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃ

ａｃｉｄ

４ꎬ５－二咖啡酰奎宁酸
４ꎬ５￣ｄｉｃａｆｆｅｏｙｌｑｕｉｎｉｃ

ａｃｉｄ
根 Ｒｏｏｔ — — — — ０.０６６±０.００７ｂ ０.１６０±０.０３０ｂ ０.０３２±０.０００ｂ
茎 Ｓｔｅｍ — — — — ０.２５８±０.０４４ｂ ０.１９３±０.０２８ｂ ０.０３８±０.００９ｂ
叶 Ｌｅａｆ ０.６１８±０.１１３ ４.８０４±０.００３ ２.７５３±０.１６６ ０.２７９±０.０２４ ４.０４１±０.３８９ａ ３.１８５±０.１６９ａ １.３２６±０.１０８ａ

　 １)同列中不同的小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ (Ｐ<０.０５) ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ. —: 未检出
Ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ.
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其中异槲皮苷和绿原酸的含量较高ꎬ分别达到 ４.８０４ 和４.０４１
ｍｇｇ－１ꎬ芦丁和新绿原酸含量较低ꎻ根和茎中仅能检出绿原

酸、３ꎬ５－二咖啡酰奎宁酸和 ４ꎬ５－二咖啡酰奎宁酸ꎬ新绿原酸

和黄酮类成分均未检出ꎮ 叶片中绿原酸、３ꎬ５－二咖啡酰奎宁

酸和 ４ꎬ５－二咖啡酰奎宁酸的含量显著(Ｐ<０.０５)高于根和茎ꎬ
茎中这 ３ 种成分的含量也高于根ꎬ但差异不显著ꎮ 叶片中绿

原酸含量分别为茎和根中的 １５.７ 和 ６１.２ 倍ꎬ３ꎬ５－二咖啡酰奎

宁酸含量分别为茎和根中的 １６.５ 和 １９.９ 倍ꎬ４ꎬ５－二咖啡酰奎

宁酸含量分别为茎和根的 ３４.９ 和 ４１.４ 倍ꎮ

３　 讨论和结论

植物次生代谢产物对植物的生理活动有重要作用ꎬ但同

种植物不同器官中次生代谢产物的类型和含量存在差异ꎬ如:
在长叶榧(Ｔｏｒｒｅｙａ ｊａｃｋｉｉ Ｃｈｕｎ)不同器官中ꎬ鞣质和黄酮等次

生代谢产物的总含量在叶片中最高ꎬ为茎中的 ７.２ 倍[１１] ꎻ在七

子花(Ｈｅｐｔａｃｏｄｉｕｍ ｍｉｃｏｎｉｏｉｄｅｓ Ｒｅｈｄ.)不同器官中ꎬ次生代谢产

物总含量在老根中最高ꎬ且主要为木质素ꎬ而叶片中则以黄酮

和总生物碱等为主[１２] ꎻ同样ꎬ在红凤菜不同器官中ꎬ叶片中黄

酮类和奎宁酸类成分的含量最高ꎬ显著高于根和茎ꎮ 由于植

物的次生代谢产物合成与其代谢途径、基因表达和调控及生

长环境有关[１３] ꎬ因而ꎬ植物次生代谢产物的合成和分布通常

在种属、器官、组织以及生长发育期间存在差异ꎮ
由于植物不同器官中药用活性成分的类型和含量不同ꎬ

导致其不同入药部位的药效存在差异ꎮ 本研究结果表明:在
红凤菜叶片中能检出 ７ 个黄酮类和奎宁酸类成分ꎬ而在根和

茎中只能检出 ３ 个奎宁酸类成分ꎬ且叶片中黄酮类和奎宁酸

类成分含量均较高ꎬ因此ꎬ从药用成分角度考虑ꎬ建议选择红

凤菜叶片作为药用部位ꎮ
本研究仅以产自南京的红凤菜为研究材料ꎬ由于药用植

物的药效还与其生境、物候期及栽培管理措施等因子密切相

关ꎬ因而ꎬ后续将以不同产地、不同季节的红凤菜为研究对象ꎬ
进一步明确红凤菜次生代谢产物合成和积累的影响因子ꎬ为
其药用资源的有效利用提供基础研究数据ꎮ
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