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[摘要 ] � 采用超声波法辅助提取、HPLC测定的方法,研究了豚草不同部位绿原酸的含量.并与烟草、金银花和几种南京郊区

常见杂草的绿原酸含量进行了比较,将提取剩余物用间型脉孢菌进行了生物转化.实验结果表明,豚草各部位的绿原酸含量以

叶最多,为 1�160m g/g;花和茎次之,分别为 0�559和 0�494mg /g;豚草叶绿原酸以 7月份含量最高.在 50� 时用超声波辅助提

取,作用时间以 20m in为宜.用间型脉孢菌转化提取剩余物,物料经生物转化后,富含纤维素酶、蛋白酶和类胡萝卜素,其中纤

维素酶中 CMC酶活性为 5 503�9U /g,蛋白酶活性为 7926�4U /g,类胡萝卜素含量为 126�6�g /g.提取酶和类胡萝卜素后的物料

可作为生产有机肥的原料,使物料得到全部利用.
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Abstrac t: The content o f ch lo rogenic ac id in d ifferen t parts ofAm bro sia ar tem isiifolia L. w as stud ied byHPLC analysis

m ethod and u ltrasonic�assisted extraction. Chlorogen ic acid contents ofAm brosia ar tem isiifolia L. , N ico tiana tabacum,

Lonicera japonica Thunb. and seve ra l comm on w eed o fN an jing w ere compared. The ex traction residues w ere trea ted by

N eurosp ora intermed ia. The resu lts show ed that the contents of chlorogenic acid in d ifferent parts o fAm brosia artem isiifo�

lia L. w ere d ifferen t. L eaves were 1�160m g /g, flow ers and stem s w ere 0�559 mg /g and 0� 494 mg /g respective ly. The

ch lorogen ic ac id content o fAm bro sia artem isiifolia L. leaf is the h ighest in Ju ly. When ex tracted by ultrasound�assisted

m ethod at 50� , the proper extrac tion tim e was 20 m in. A fter b ioconversion byN eurospora in term edia, the extraction

res idues conta in caro teno id and abundance o f enzymes such as cellulase and pro tease, the y ields of ca rotenoid, as high

as 126� 6�g /g, enzym e activ ity of CMCase and P ro teasew ere 5 503�9U /g and 7 926�4U /g, respectively. A fter the en�

zym e and caro teno id w ere ex tracted from ferm enta tion products, the res iduew as entire ly utilized as o rganism fertilizer to�

tally.
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� � 豚草 (Ambrosia artem isiifolia L. )又名艾叶破布草,属双子叶植物纲菊科豚草属,原产北美, 一年生草本

植物, 是一种危害人体健康和农牧业生产的恶性杂草, 尤以其花粉引发人的过敏反应而成为世界性的公

害,被国家环保总局列为第一批公布的 16种外来入侵物种之一
[ 1]
.在我国的豚草发生地, 每年都要花费巨

大的人力物力加以清理,如能将清理的豚草加以利用,则有希望降低处理成本,化害为利.

豚草中含有绿原酸
[ 2]
.而绿原酸是一种具有良好开发前景的精细化学品, 在国际上有 �植物黄金 �之

称,一些中成药制剂如银翘伤风胶囊等将其作为质量控制的指标之一
[ 3]
, 国内外的研究认为它是很有希
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望抗艾滋病毒 (H IV )的先导化合物
[ 4, 5]

. 豚草、小蓬草等杂草每年都需投入大量的人力和物力进行清除, 因

此很有必要了解这些杂草中绿原酸含量, 以便有针对性地资源化利用. 绿原酸的生产主要是以金银花为原

料,本课题组已经开展以烟草为原料提取绿原酸的研究
[ 6]
, 因此本工作也将这些物料与金银花和烟草中

绿原酸的含量进行了比较.

除绿原酸外,豚草中还含有丰富的纤维素与半纤维素等可供转化利用的生物质. 本课题组在利用烟草

废料提取绿原酸研究的基础上
[ 6 ]
,对豚草等植物提取绿原酸进行了探讨, 并对提取剩余物进行了微生物

转化研究.

1� 材料、菌种与试剂

1�1� 材料
� � 豚草 (Ambrosia artem isiifolia L. )、小蓬草 (C onyza canadensis)、空心莲子菜 (A ltemanthera philoxeroides)、

蔓佗罗 (Dature S tramonium )、苍耳 (X anthium sib iricum )、龙葵 (Solanum am ericanum M iller)、苣荬菜 (Sonchus

brachyotus)、金银花 (Lon icera japonica Thunb. )、一枝黄花 ( Solidago virgaaurea L. ), 均采于南京市郊或市

区,采后风干,粉碎至 40目备用. 木绣球 ( V iburnum macrocephalum Fort. )采自南京市区; 烟草 (N icotiana

tabacum )安徽产; 粉碎至 40目备用.

1�2� 菌种与培养基
间型脉孢菌 (N eurospora interm edia ), 本实验室分离、鉴定和保藏.

生物转化培养基:豚草提取剩余物 22 g,加入 KH2 PO 4 0�2 g, M gSO4 0�03 g, C aC l2 0�03 g,加水使物料含
水量 65% (湿基 ) , pH值自然.装于 250mL三角瓶中, 121� 湿热灭菌后备用.

1�3� 试剂
绿原酸标准品 ( 98% ), 购于中国生化药品试剂检定所.

甲醇 (HPLC级 )、磷酸氢二钠缓冲溶液 ( 10mmo l/L,用 1mo l/L的磷酸溶液调 pH至 4�0)、H2 SO 4等均

为国产分析纯试剂.

2� 仪器与方法

2�1� 仪器
� � Ag ilent 1100高效液相色谱仪 ( Ag ilent公司 ) ; HH �4数显恒温水浴锅 (常州国华电器有限公司 ); G�
560E震荡器 ( Scientific Industries, INC ); KQ�100E超声波清洗机 (昆山市超声仪器有限公司 ) ; PYX�DHS�
50X65�S型隔水式电热恒温培养箱 (上海跃进医疗器械厂 ) ; FA 1004型电子分析天平 (上海天平仪器厂 ) .

2�2� 实验方法
2�2�1� 样品的制备与分析
� � 杀青处理方法:将约 10 g新鲜豚草在 120� 烘箱高温短时间处理 5m in,每隔 10 s搅拌使之受热均匀,

处理结束后自然风干,粉碎至 40目, 备用.

样品处理:准确称取豚草 (包括风干与经过杀青的叶、花、茎、根等 )、蔓佗罗、苍耳、龙葵、苣荬菜、空心

莲子菜、小蓬草、木绣球、烟草叶及金银花、一枝黄花的花粉状样品 ( 40目 )各 1�00 g,转移至 50mL离心管

中,加入 9mL含量 40%的甲醇溶液 (调节 pH至 4�0), 震荡混匀后在超声清洗机中 50� 超声提取 20m in,

过滤, 40%的甲醇溶液 9 mL重复超声提取 1次, 合并滤液转移至 20mL容量瓶并定容至刻度, 混匀, 经

0�45�m微孔滤膜过滤后 HPLC进行绿原酸测定.

色谱条件: Thermo公司 HypersilODS C18 ( 250mm � 4�6mm, 5�m )色谱柱; 流动相 A为磷酸氢二钠

缓冲溶液 ( 10mmol /L ),流动相 B为甲醇; A与 B配比为 75% �25% ; 流速: 1 mL /m in; 柱温: 25� ; 进样

体积: 20 �L; 检测波长 326 nm.

2�2. 2� 绿原酸提取率的计算
将超声法提取并定容后的样品在上述色谱条件下分析,根据峰面积与绿原酸浓度成线性关系计算绿

原酸的平均提取率.计算公式为:绿原酸提取率 =绿原酸浓度 �提取液体积 /干样品质量.
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2�2�3� CMC酶活性测定

酶活力定义
[ 7]
:在 50� 、pH 4�6条件下, 1 m in水解产生 1 �g的葡萄糖所需的酶量为一个酶活性力单

位,以 U /g(或 U /mL)表示.

测定:以羧甲基纤维素钠 ( CMC�N a)为底物, 用 DNS法测定, 取酶液 0�5mL, 再加入 1% CMC�N a 1mL,

50� 准确反应 30m in,取出加入 1mL DNS溶液,沸水浴中保持 5m in,流水冷却, 水定容至 10mL, 混匀,在

540 nm处比色.

2�2�4� 蛋白酶活性测定

酶活力定义
[ 8]
:在 40� 、pH 7�0条件下, 1 m in水解酪蛋白产生 1 �g酪氨酸所需的酶量为一个酶活力

单位, 以 U /g(或 U /mL)表示.

测定:取粗酶液 0�2mL, 加入 pH7�0的磷酸盐缓冲液 1mL及 2%酪蛋白溶液 0�4mL, 立即放入 40�

水浴中准确反应 10m in.然后加 1mL、0�4mo l /L的三氯乙酸溶液,于 60� 水浴中 10m in以终止酶反应,再

加入 9mL水后混匀, 10 000 r/m in离心 3m in,取上清液在 275 nm处测定吸光度.

3� 结果与讨论

3�1� 豚草及其它样品的绿原酸含量
表 1� 豚草和几种植物中的绿原酸含量

Tab le 1� C ontent o f chlorog enic acid in Ambros ia

a rtemis iifolia L and severa l plants

种类 绿原酸含量 (m g /g干重 )

豚草 1�160

蔓佗罗 0�451

苍耳 1�104

苣卖菜 1�767

空心莲子菜 0�520

小蓬草 6�460

金银花 29�98

木秀球 4�136

一枝黄花 8�50

烟草 26�75
龙葵 -

� � 注: � - �为未检出

� � 经 HPLC检测, 豚草及其它材料中的绿原酸含量如表 1

所示.

由表 1可见, 豚草、蔓佗罗、苍耳、苣荬菜、空心莲子菜、小

蓬草中均含有绿原酸成份, 这些植物中有的是恶性入侵种

(如豚草、空心莲子菜等 ) , 严重影响人们健康 (豚草 )或农业

生产 (空心莲子菜 ) .若能高效、低成本地从这些植物中提取

绿原酸,可变废为宝, 得到有效利用. 其中豚草叶中绿原酸含

量达 1�160mg /g, 茎中含量达 0�494mg /g, 为文献 [ 2]所报道

的豚草茎中绿原酸含量 ( 0�040 7mg /g)的 12倍.此外季节变

化对豚草中绿原酸也有影响,豚草叶在 9月份绿原胶含量为

0�345 3mg /g,为 7月份的 29�8% .

金银花中绿原酸含量较豚草高,为 29�98mg /g.以金银花

为原料提取绿原酸已有很多文献, 且金银花仅为植株的一小

部分, 来源有限,成本较高.烟草中的绿原酸含量也达 26�75mg /g, 烟草中烟碱的存在对绿原酸的分离提出

了更高的要求,本课题组另有专文进行研究,本工作主要对豚草的绿原酸进行分析研究.

绿原酸标品和部分抽提液样品的绿原酸 HPLC分析如图 1至图 4所示.
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� � 根据绿原酸提取率的计算公式计算, 豚草叶中绿原酸含量为 0�927mg /g(图 2中的 7�503m in峰为绿

原酸 ). 此外还有一含量较高的未知成分物质 (主峰 ) .

图 3小蓬草中的绿原酸含量为 6�460mg /g, 比豚草中绿原酸的含量还高, 检测中也发现有一未知主

峰,含量较大.由图 4可见, 在龙葵提取液中没有检测出绿原酸,但在 6�9m in左右检测出一个含量极高的

未知峰,这些含量较高的未知物是否为多酚类有机酸 (如咖啡酸 )值得进一步研究.

3�2� 不同季节月份对豚草叶中的绿原酸含量的影响
豚草是一种典型的短日照喜光植物,当夏至过后, 随

着日照时间的缩短而迅速进入花期. 所以 5~ 6月为营养

生长期, 7 ~ 8月为现蕾开花期, 9 ~ 10月为种子成熟

期
[ 9]
.本工作测定了 5- 10月份豚草叶中绿原酸含量, 结

果如图 5所示.

由图 5可见, 5~ 7月份豚草叶中绿原酸含量逐渐增

加并在 7月份达到最高值 ( 1�160mg /g ), 8月份也较高

( 0�947mg /g), 此两月为开花期, 豚草次级代谢旺盛, 积

累的绿原酸含量较高,之后 9 ~ 10月份含量大为减少, 仅

为 7月份含量的 30%左右. 所以无论从提取绿原酸还是

从阻断豚草传播的角度考虑, 开花期阶段是收获的最有

利时期.

3�3� 豚草不同部位绿原酸的含量
在我国入侵杂草中,豚草列于首位清除对象,每年人们要花费大量的人力与物力对其进行清除, 而清

除下来的豚草气味浓烈难闻,干后呈毛刺状,适当的无害化处理与利用是现实中摆在人们面前的问题.

本工作对豚草中不同部位的绿原酸量作进一步的探讨, 以期将清除豚草得到的物料有效地利用,化害

为利, 测定结果见表 2所示.
表 2� 豚草不同部位绿原酸的含量

Table 2� Content o f chlorogenic a cid in different parts ofAmbrosia ar temisi ifolia L.

豚草部位 叶 茎 花 根

绿源酸含量 ( m g/g干重 )
7月

9月

1�160

0�345

0�494

0�142

0�559

0�158

0�232

-

� � � � � � � � � � � � 注: � - �为未检出

由表 2可见, 豚草各部位绿原酸的含量有所不同,其中以叶中最多,花和茎中含量相对较少.绿原酸是

植物的次级代谢产物,叶与花是代谢较为旺盛的器官,因此含量较高,忍冬属植物也有类似现象
[ 10]

.

在 9月份的开花期叶和茎中绿原酸含量降低为 0�345和 0�142mg /g, 与 7月份相比大为减少, 而豚草

的清除一般是在花期前,因此利用此时的豚草提取绿原酸可得较高的产率.
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3�4� 不同处理方法的比较
绿原酸为典型的多酚类物质,易被多酚氧化酶类分解, 从而使提取的绿原酸得率降低, 类似的情况如

制红茶与绿茶的两种工艺中,制绿茶时因有杀青工序使茶多酚总量保存较多,而发酵工序使红茶中茶多酚

类总量下降了 43�8% [ 11]
.因此,实验设计对豚草鲜叶做了两种不同的处理: 一种自然风干处理,另外一种

为杀青处理,杀青的目的是迅速破坏多酚氧化酶等的活性. 结果表明: 经杀青处理的豚草叶提取的绿原酸

( 1�16mg /g )含量比自然风干的豚草叶含量 ( 0�927mg /g)高 25�1% .因此在以分离绿原酸为目的时, 及时

的杀青处理可保存更多的绿原酸.

3�5� 提取时间对提取量的影响
传统的绿原酸提取方法有水提醇沉, 醇提铅沉, 超声波

或微波辅助提取等方法
[ 12 ]

.本工作采用超声波辅助提取方

法.绿原酸的提取一般采用温度 50� 、pH 4�0的条件 [ 13]
, 但

提取时间在文献报道中不尽相同, 如以杜仲原料提取绿原

酸处理为 30m in
[ 13]

, 以金银花原料提取绿原酸处理为 30

m in
[ 14]

,豚草茎中提取绿原酸为 70m in
[ 2]
. 本实验设计了处

理时间分别为 10、20、30、40、50、60m in的实验, 以探讨超声

波处理时间对提取量的影响,结果如图 6所示.

从图 6可见, 10~ 20m in内绿原酸提取率是呈上升的趋

势, 20m in以后到 60 m in之间变化不大, 说明在实验条件

下,绿原酸在 20m in内已基本提取出来.超声波是一种均匀

的球面机械波, 以独特的作用形式 � � � 空化作用在液体内
部产生强烈的冲击波和微射流, 使细胞内组分渗透到溶液

中,从而达到分离的目的
[ 12]

.本样品粉碎度较高 ( 40目 ), 绿

原酸溶出速度较快,过长的提取时间有可能增加绿原酸的分解量, 因此选取 20m in的提取时间能提高设

备利用率.

3�6� 提取剩余物的生物转化
提取剩余物仍需进一步利用. 本课题组在利用烟草提取绿原酸后, 对剩余物料用微生物发酵剂转

化
[ 6]
,使之成为可用于无公害绿色食品生产用的优质有机肥

[ 15]
. 从这一思路出发,在提取剩余物中加上适

量的无机盐等配成培养基,接入间型脉孢菌,在 28� 培养.结果表明脉孢菌在其上生长迅速, 2 d后即可见

到白色菌丝, 3 d后物料基本被菌丝包裹, 并开始有桔黄色孢子产生, 培养 4 d后,脉孢菌金黄色的孢子铺

满了整个物料,培养基内部颜色由浅绿色变为棕黑色,豚草原有浓烈的气味大为减弱甚至消失.

发酵 2 d后物料中 CMC酶 ( pH 4�6)和蛋白酶 ( pH 7�0)分别达到 5 503�9、7 926�4U /g,为相同培养条

件下用蔗渣、麸皮培养基发酵产生相应酶活力的 1�87倍和 1�12倍. 此外 4 d后发酵物料中类胡萝卜素的

含量也达 126�6 �g /g.由于脉孢菌酶系丰富 [ 16]
, 能有效地降解转化植物纤维素原料并增加转化物料中的

酶含量.因此用脉孢菌转化豚草提取剩余物,有作为生产酶或提取类胡萝卜素原料的潜力, 提取后的残渣

还可作为有机肥,物料可得到充分的利用.

4� 结论

( 1) 本工作所测定的南京所产豚草叶、花、茎中绿原酸含量在 7月份开花前分别为 1�160、0�559和
0�494mg /g. 9月份开花期降低为 0�345、0�158和 0�142mg /g, 与 7月份的含量相比有所减少.

( 2) 测定不同月份豚草叶中绿原酸含量,以 7月份的花前期最高, 8月份次之, 含量分别为 1�160和
0�947mg /g.

( 3) 经杀青处理的豚草叶, 绿原酸提取量比自然风干的豚草叶提取量高 25�1%, 分别为 1�16和
0�927mg /g.因此杀青处理有利于绿原酸的保存.

( 4) 实验条件下,超声波辅助提取的作用时间以 20m in较为适宜, 而延长时间并不能提高绿原酸提取

率.
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( 5) 间型脉孢菌能够对豚草提取剩余物快速转化, 转化 2 d后物料中的 CMC酶 ( pH 4�6)活力达到
5 503�9U /g,蛋白酶 ( pH 7�0)活力达到 7 926�4U /g;转化 4 d后类胡萝卜素含量可达到 126�6 �g /g, 有作
为产酶原料的潜力,同时降解后的物料也可作为有机肥.
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