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大花金挖耳渊 Carpesium.macrocephalum Franch.et Sav冤是
菊科天明精属植物[1]袁全草入药袁凉血袁散瘀袁止血袁用于跌打
损伤袁民间用于治疗吐血 [2]袁有较高的抗人体肝癌细胞活性
和杀菌活性[3-5]遥 国内外已经进行了大花金挖耳原植物体的
化学成分及其医药和农药活性的研究袁从中分离得到了黄酮尧
天明精内酯酮等倍半萜内酯及其苷类等多种活性成分[6-11]遥

黄酮类化合物在自然分布很广泛袁具有生物抗氧化性袁
清除自由基作用袁抗衰老袁治疗心脑血管疾病袁降血脂袁降血
压袁降低血糖袁治疗慢性前列腺炎袁抗肿瘤等作用[12]遥 目前袁
有关大花金挖耳细胞培养及其果实和细胞培养物黄酮含量

的检测少见报道[13]遥 为此袁笔者对大花金挖耳果实和细胞培
养物中总黄酮进行了定性和定量的检测袁 旨在为高产细胞
系的筛选尧大规模细胞培养生产有用的次生代谢物质袁并为
解决大花金挖耳资源保护和开发利用的矛盾提供新的途

径袁也可用于大花金挖耳的质量控制遥
1 材料与方法

1.1 材料

渊 1冤大花金挖耳果实及细胞培养物材料遥供试大花金挖
耳果实收集于太白山海拔 1 600 m的栎林带袁经中国科学院
西北植物研究所鉴定袁 愈伤组织由大花金挖耳幼根经诱导
获得袁收集培养 40 d的褐化愈伤组织作为供试材料袁愈伤
组织诱导方法见文献[13]曰诱导的愈伤组织以 20 d间隔进
行继代培养袁在继代培养过程中筛选生长旺盛尧疏松尧含水量
小的愈伤组织接种于 B5垣NAA 3 .00 mg/L+6蛳BA 0.20 mg/L培
养基进行细胞悬浮培养袁 继代培养 3代后袁 收集培养 20 d
的褐化悬浮细胞作为供试材料遥

渊 2冤主要仪器遥 BP蛳190S天平渊 Sartorius公司生产冤袁PHS蛳
25型酸度计渊 上海雷磁仪器厂生产冤袁SW蛳CJ蛳1B标准型净化
工作台 渊 苏净集团苏州安泰空气技术有限公司生产冤袁
WMZK蛳01温度指示控制仪渊 上海医用仪表厂生产冤袁ES蛳315
Tomy High蛳pressure steam sterilizer 渊 Tomy KOGYO CO.LTD.
Nerima Tokyo.Japan生产冤袁旋转薄膜蒸发仪渊 上海申生科技
有限公司生产冤袁ZRD蛳5030鼓风干燥箱尧HZT2双层振荡器
渊 哈尔滨市东联电子技术开发有限公司生产冤曰UV1102紫外
可见分光光度计渊 上海天美科学仪器有限公司生产冤袁微型高
速万能试样粉碎机渊 河北黄骅市齐家务科学仪器厂提供冤遥

渊 3冤主要试剂遥 芦丁标准品渊 购于中国药品生物制品检
验所冤袁其他试剂均为分析纯遥
1.2 方法

1.2.1 芦丁标准品溶液和供试品溶液的制备遥精密称取 105
益干燥至恒重的芦丁标准品 10.00 mg袁加适量浓度 30 %乙
醇袁置水浴中微热溶解袁冷却后用浓度 30 %乙醇定容袁得浓
度为 0.20 mg/ml芦丁标准液 50.00 ml袁备用曰另将果实尧愈伤
组织和悬浮细胞培养物在 60 益烘箱内烘干至恒重袁研成粉
末袁过 60目筛袁准确称取 10.00 g干燥后的粉末袁用丙酮振
荡提取 3次袁每次 24 h曰过滤袁合并滤液袁真空浓缩后用无水
乙醇渊 定性鉴定冤和浓度 30 %乙醇渊 含量测定冤分别定容到
10.00 ml遥 测定黄酮含量时袁将供试的果实和细胞培养物提
取液稀释至 0.25尧0.50 g/ml遥
1.2.2 黄酮的定性鉴定遥参考植物化学研究一般方法袁利用
盐酸-镁粉反应和醋酸铅沉淀反应的试管预试法袁以及利用
黄酮及苷类具有紫外光谱特征峰进行黄酮及苷类的化学成

分的定性鉴定[14-15]遥 淤盐酸+镁粉反应院取大花金挖耳果实尧
愈伤组织和悬浮细胞培养物供试液 2.00 ml袁加入少量镁
粉袁振摇袁再加入浓盐酸 7~8滴袁加热 3 min袁滴加镁粉观察
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摘要 [目的]研究大花金挖耳果实和细胞培养物总黄酮含量的定性和定量测定遥 [方法]采用试管法和紫外分光光度法对大花金挖耳
果实和细胞培养物中的黄酮进行定性鉴定曰用紫外分光光度法测定总黄酮含量遥 [结果]试管法和紫外分光光度法检测到大花金挖耳
果实细胞培养物含有黄酮曰紫外分光光度法测定时袁在其最大吸收峰 510 nm处测得对照品在 8.00耀48.00 滋g/ml范围内线形关系良好
渊 r=0.999 7冤袁平均回收率为 98.60 %袁RSD=1.12 %渊 n=5冤遥 [结论]所用方法简便尧准确尧稳定尧灵敏尧重现性好袁可用于大花金挖耳果实和
细胞培养物总黄酮含量的检测遥
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Abstract [Objective] The paper was conducted to take qualitative and quantitative detection of the total flavonoids in fruits and cell culture
substance of Carpesium. macrocephalum Franch. et Sav. [Methods] Qualitative detection of the flavonoids in fruits and cell culture substance of
Carpesium. macrocephalum was carried out by test tube method and UV spectrophotometry, while the content of total flavonoids was determined
by UV spectrophotometry. [Result] There were flavonoids in fruit cell culture of Carpesium. macrocephalum by test tube method and UV
spectrophotometry. The linear relation of the control was good within the range of 8.00~48.00 滋g/mL at the maximum wavelength of 510 nm by
test tube method and UV spectrophotometry (r=0.999 7). The average recovery was 98.60 % and RSD was 1.12 % (n=5). [Conclusion] The method
was simple, accurate, stable, sensitive and had good reproducibility. It could be used to detect the total flavonoids in fruit and cell culture
substance of Carpesium. macrocephalum.
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结果遥 于醋酸铅沉淀反应院取大花金挖耳果实尧愈伤组织和
悬浮细胞培养物供试液 2.00 ml袁滴加饱和醋酸铅溶液袁观
察结果遥
1.2.3 最大吸收波长的确定遥 吸取芦丁标准品溶液和悬浮
细胞供试品溶液各 2.00尧0.50 ml袁 分别置于 2支 25 ml比色
管中袁按野 1.2.4冶方法显色袁以等量的浓度 30 %乙醇作空白袁
显色后袁 标准溶液和供试品溶液分别于 400耀800 nm扫描袁
确定其最大吸收波长遥
1.2.4 标准曲线的绘制遥 分别取芦丁标准液 1.00尧2.00尧
3.00尧4.00尧5.00尧6.00 ml置于 7个 25 ml容量瓶中袁用体积分
数为 30 %乙醇补充到 12.50 ml袁加入 0.70 ml质量分数为 5 %
NaNO2摇匀袁 放置 5 min后加入 0.70 ml质量分数为 10 %
Al渊 NO冤 3袁5 min后再加入 5.00 ml 1 mol/L NaOH混匀袁 用体
积分数为 30 %乙醇稀释到刻度袁10 min后按野 1.2.3冶确定的
波长绘制标准曲线袁 并进行相应的可能干扰测定结果准确
性的条件试验遥
1.2.5 精密度试验 遥 分别取 0.20 mg/ml 芦丁标准溶液
6.00ml和 0.50 g/ml的悬浮细胞供试液 0.50 ml袁按野 1.2.4冶的
方法显色袁连续测定 5次遥
1.2.6 稳定性试验结果遥 分别取 0.20 mg/ml芦丁标准溶液
4 ml和 0.50 g/ml的愈伤组织供试液 0.50 ml袁按野 1.2.4冶的方
法显色袁于室温分别放置 0尧15尧30尧45尧60 min袁测定对照品
及供试品溶液吸光度遥
1.2.7 重现性试验遥取愈伤组织样品粉末袁按照野 1.2.1冶的方
法制得浓度为 0.50 g/ml 供试品溶液 5份袁 分别精密吸取
0.50 ml袁按野 1.2.4冶的方法显色袁测定溶液吸光度遥
1.2.8 回收率试验遥 采用加样回收法袁 取愈伤组织样品粉
末袁按照野 1.2.1冶的方法制得浓度为 0.50 g/ml供试品溶液 5
份袁分别精密吸取 0.50 ml加入 0.20尧0.40尧0.80尧1.00尧2.00 ml
芦丁标准液袁依次显色后测得吸收度袁用回归方程计算总黄
酮含量遥
1.2.9 待测样品黄酮含量的测定遥分别取大花金挖耳果实尧
愈伤组织和悬浮细胞培养物的供试液各 0.50 ml于 25 ml容
量瓶中袁每个取 3份袁按野 1.2.4冶的方法显色袁计算总黄酮的
含量遥
1.2.10 愈伤组织细胞的生长与黄酮积累的动态变化遥将继
代培养 6代的淡黄色的愈伤组织细胞团渊 0.3 cm伊0.3 cm伊0.3
cm冤转接在 MS垣NAA 3.00 mg/L+6蛳BA 0.20 mg/L固体继代培
养基渊 蔗糖质量浓度 40 g/L袁pH值 5.8袁光照时间 12 h/d冤上袁
每瓶渊 100 ml三角瓶袁培养基 50 ml冤接种 0.30 g遥随培养时间
的延长袁考察大花金挖耳愈伤组织生长量的增加与总黄酮
含量的相关性遥
2 结果与分析

2.1 黄酮的定性鉴定

2.1.1 显色反应遥 盐酸+镁粉反应试验结果表明袁不加镁粉
不显红色袁加镁粉呈红色遥 醋酸铅沉淀反应试验结果表明袁
溶液变浑浊袁有橘黄色沉淀生成遥这表明样品含有黄酮或其
甙类遥
2.1.2 紫外光谱特征峰确定遥 黄酮类化合物在 200耀400 nm
区域内存在 2个主要吸收峰院峰带玉 300耀400 nm和峰带域
240耀280 nm遥取大花金挖耳果实尧愈伤组织和悬浮细胞培养
物供试液用紫外分光光度计在 200耀400 nm区域内扫描袁在

242和 381 nm处有特征峰袁证明大花金挖耳果实尧愈伤组织
和悬浮细胞培养物的提取物含有黄酮类化合物遥
2.2 测定波长与标准曲线的确定

2.2.1 测定波长的选择遥扫描结果表明袁对照品溶液与供试
品溶液在 510 nm处均有最大吸收袁且试剂空白和不加显色
剂的样品溶液在 510 nm处均无吸收袁故确定 510 nm为检
测波长遥 光谱扫描曲线见图 1遥

2.2.2 线性关系考察遥 在 510 nm波长处测定吸光度袁以吸
光度为横坐标袁以溶液质量浓度渊 mg/ml冤为纵坐标袁绘制标
准曲线袁得回归方程为院Y =0.076 8 X-0.000 4袁r=0.999 7袁芦丁
在 8.00耀48.00 滋g/ml线性关系良好遥
2.3 精密度试验结果 标准品溶液和供试溶液的 RSD 分
别为 0.48 %和 0.33 %袁表明仪器精密度良好渊 表 1冤遥

2.4 稳定性试验结果 对照品溶液和供试溶液的 RSD 分
别为 0.75 %尧0.56 %袁 这表明对照品及供试品溶液在 1 h内
稳定遥
2.5 重现性试验结果 结果表明袁样品中总黄酮平均含量
为 7.19 滋g/g袁RSD=1.14 %袁这表明该方法的重现性好袁结果
可靠遥
2.6 回收率试验结果渊 表 2冤 由表 2可知袁样品的平均回收
率为 98.60 %袁RSD为 1.12 %袁这表明该方法测定结果准确遥

2.7 样品的测定结果渊 表 3冤 由表 3可知袁大花金挖耳果
实尧 愈伤组织和细胞培养物总黄酮的含量分别为院11.25尧
7.19和 7.38 滋g/g遥这表明大花金挖耳果实尧愈伤组织和细胞
培养物均含有黄酮袁含量由高到低的顺序为院大花金挖耳果
实跃细胞培养物跃愈伤组织遥
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表 1 精密度试验渊 n=5冤
样品 A RSD椅%
标准品溶液 0.622 0.48
供试溶液 0.941 0.33

表 2 回收率试验结果渊 n=5冤
编号

样品中总黄
酮量椅滋g/g 加入对照

品椅滋g 测得量滋g/g 回收率% 平均回
收率椅% RSD%

1 7.19 40.00 46.18 97.48 98.60 1.12
2 7.19 80.00 85.57 97.983 7.19 120.00 125.93 98.95
4 7.19 160.00 164.39 98.255 7.19 200.00 207.91 100.36

表 3 样品的黄酮含量

样品 A 总黄酮含量椅滋g/g
果实 0.738 11.25
愈伤组织 0.941 7.19
悬浮细胞 0.966 7.38

0.2
0.4
0.6
0.8
1.0

0400 700650600550500450 750 800
波长椅nm

图 1 标准溶液渊 A冤和样品溶液渊 B冤的光谱扫描
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区防洪尧排水任务艰巨袁难度增大遥多年来袁对城区洪水只采
取野 排冶的办法袁忽视了对雨水资源的充分利用袁造成了水资
源浪费遥在雨水资源越来越被看重的今天袁特别是对建设江
北水城的聊城市来说袁充分利用雨水资源已显得十分重要遥
基于这一基本考虑袁建议配套城区雨水资源集蓄利用工程袁
初步建成集解决城区洪水排放尧雨水资源集蓄利用尧城区生
态环境建设尧城市抗旱尧高效农业节水灌溉和地下水回补等
综合功能于一体的水资源利用项目遥工程的实施将增加城
市可利用水资源量袁减轻城市抗旱防洪压力袁提高城市环境
质量袁具有极好的社会效益尧经济效益和生态效益遥

为充分开发利用雨水资源袁缓解聊城市水资源紧缺状况袁
减轻市区和城镇等地区的排水压力袁改善水生态环境袁建议
由市水利局尧市建委尧市规划局尧市市政管理局等部门联合
下发有关加强建设工程用地内雨水资源利用的强制规定遥
4 实施效果分析

该项目效益分析按照国家发展计划委员会颁布的叶 建
设项目经济评价方法与参数曳规定的原则和要求进行遥鉴于

该工程系社会公益性事业基础设施建设袁其效益主要为间
接效益袁难以确切地定量计算袁体现在以下方面院

该工程的实施对于江北水城城市发展具有明显的推

动作用曰工程的实施能改善江北水城的环境袁有效地扩大和
完善江北水城水系袁充分增加水景的内涵袁使江北水城的特
色能够进一步突出袁提高城市品位袁增强对海内外游客的吸
引力遥
5 结论

综上所述袁按照科学发展观的指导思想袁立足野 以人为
本尧回归自然冶的治理思路袁通过野 活尧通尧连尧扩冶等设计手
法袁对江北水城水系整治工程的实施袁有利于实现江北水城
的独特城市水系景观袁维持江北水城的健康生命遥
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2.8 愈伤组织细胞的生长与黄酮积累的动态变化渊 图 2冤 由

图 2可知袁愈伤组织的增殖生长明显地分为 3个时期院延迟
生长期尧指数生长期和静止期遥 在延迟期渊 0耀5 d冤内袁培养物
增重缓慢袁这可能是由于刚接种的愈伤组织需要适应新的
环境袁并且细胞处于细胞分裂时期袁原生质体合成过程较
慢袁细胞生长较慢的缘故曰在指数生长期渊 5耀40 d冤内袁原生
质合成过程加快袁水分迅速进入袁细胞体积迅速加大袁培养
物净干重急剧增加曰而到了静止期渊 40耀60 d冤袁细胞开始褐
化袁净干重稍有下降袁这可能是因为培养基中养分几乎消耗
殆尽袁细胞合成速率低于消耗速率遥 30耀40 d细胞分裂快袁到
第 40天愈伤组织净干重达到最高值 1.15 g/瓶袁总黄酮含量
为 7.67 滋g/g曰愈伤组织总黄酮积累量在前阶段渊 5耀20 d冤呈
上升趋势袁接着又缓慢下行袁在第 20天总黄酮含量达到最
高值 12.82 滋g/g袁此时愈伤组织净干重为 0.23 g/瓶袁可见愈
伤组织的细胞分裂与生长量的增加与总黄酮的产生在培养

的 0耀20 d几乎呈线性对应关系遥

3 结论与讨论

该试验以芦丁为对照品袁建立了比色法测定大花金挖
耳果实尧幼苗尧愈伤组织和细胞培养物总黄酮含量的测定方
法袁该法具有快速尧准确尧重现性好的特点袁能为高产细胞系
的筛选尧大规模细胞培养生产有用的次生代谢物质袁并为解

决大花金挖耳资源保护和开发利用的矛盾提供新的途径袁
也可用于大花金挖耳的质量控制遥

采用紫外分光光度法测得大花金挖耳愈伤组织和细胞

培养物总黄酮的质量分数分别为 11.25尧7.19尧7.38 滋g/g袁研
究发现愈伤组织细胞增长量和黄酮含量的积累并不完全同

步遥 这说明利用细胞培养技术对大花金挖耳进行愈伤组织
和细胞悬浮培养袁进行工业化生产具有开发利用的前景遥
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图 2 培养时间对愈伤组织生长和黄酮含量的影响
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