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В статье представлены результаты сравнительного исследования компонентного состава травы некоторых видов
рода Achillea L., произрастающих на территории Самарской области - тысячелистника обыкновенного (Achillea millefolium
L.), тысячелистника хрящеватого (Achillea cartilaginea (Ledeb. ex Rchb.) и тысячелистника благородного (Achillea nobilis
L.). В качестве методов исследования использованы спектрофотометрия и высокоэффективная жидкостная хроматография.

В результате проведения сравнительного спектрофотометрического анализа водно-спиртовых извлечений травы
тысячелистника обыкновенного, тысячелистника хрящеватого и тысячелистника благородного выявлено, что кривая
поглощения их УФ-спектров обусловлена в основном гидроксикоричными кислотами, в частности, хлорогеновой и ко-
фейной кислотами (290 пл. и 330 нм). При добавлении раствора алюминия (III) хлорида в водно-спиртовые извлечения
из травы тысячелистника изучаемых видов наблюдается батохромный сдвиг длинноволновой полосы в области 400 нм,
обусловленный флавоноидами.

Определено, что содержание суммы флавоноидов в пересчете на цинарозид и абсолютно сухое сырье в исследу-
емых образцах сырья составило: в траве тысячелистника обыкновенного - 0.68±0.01%, в траве тысячелистника хряще-
ватого - 0.65±0.02%, в траве тысячелистника благородного - 0.69±0.02%.

При использовании метода ВЭЖХ в водно-спиртовых извлечениях из вышеописанных видов идентифициро-
ваны хлорогеновая кислота, цинарозид, космосиин, апигенин и лютеолин. Кроме того, в водно-спиртовом извлечении
травы тысячелистника благородного выявлено наличие кофейной кислоты.

Cодержание космосиина в пересчете на абсолютно сухое сырье в исследуемых образцах сырья составило: в траве
тысячелистника обыкновенного - 0.61±0.01%, в траве тысячелистника хрящеватого - 0.56±0.02%, в траве тысячелист-
ника благородного - 0.62±0.02%.

Полученные результаты исследования могут быть использованы при разработке нормативной документации на
лекарственное растительное сырье «Тысячелистника трава» для включения в Государственную фармакопею Россий-
ской Федерации.
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эффективная жидкостная хроматография.
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Введение

Род Achillea L. является одним из крупнейших родов семейства Астровые (Asteraceae) и включает в
себя около 200 видов многолетних травянистых растений, произрастающих на территории Европы, Азии и
части Северной Америки. На территории Российской Федерации и стран СНГ зафиксировано 45 видов, из
них на территории европейской части РФ - 17 видов, а также их многочисленные гибридные формы. Про-
израстает практически во всех регионах, в основном предпочитая лесные, лесостепные и степные зоны на
суходольных лесных лугах, луга степных и луговых склонов гор, светлые разреженные леса, залежи, пу-
стыри, края полей и дорог [1–6]. В настоящее время среди обширного перечня видов рода Achillea L. в Гос-
ударственную Фармакопею Российской Федерации XIV издания включен только один – тысячелистник
обыкновенный (Achillea millefolium L.) [7].

*Данная статья имеет электронный дополнительный материал (приложение), который доступен читателям на сайте
журнала. DOI: 10.14258/jcprm.20240113002s
** Автор, с которым следует вести переписку.
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Трава тысячелистника обыкновенного, используемая в качестве лекарственного растительного сырья
(ЛРС), является источником ряда биологически активных веществ (БАВ): эфирное масло, флавоноиды, фе-
нилпропаноиды (гидроксикоричные кислоты), кумарины, алкалоид ахиллеин, горькие и дубильные веще-
ства, смолы, минеральные вещества [8–16]. Препараты тысячелистника обладают желчегонными, гепато-
протекторными, кровоостанавливающими, противовоспалительными, антибактериальными свойствами
[17–20]. Также некоторыми учеными была выявлена антиоксидантная активность [21–23].

Ранее нами были проведены исследования, направленные на совершенствование методик качествен-
ного и количественного анализа травы тысячелистника обыкновенного (ТСХ-анализ и спектрофотометрия)
[24, 25]. Однако остается нерешенным вопрос диагностики примесных видов, являющихся близкородствен-
ными к целевому лекарственному растению. В частности, к таким видам, произрастающим в Самарской
области, относятся тысячелистник благородный (Achillea nobilis L.) и тысячелистник хрящеватый (Achillea
cartilaginea (Ledeb. ex Rchb.). В траве тысячелистника хрящеватого и тысячелистника благородного также
содержатся флавоноиды (производные апигенина, лютеолина и др.) и фенилпропаноиды (хлорогеновая кис-
лота и др.),  поэтому актуальным является вопрос сравнительного анализа травы тысячелистника обыкно-
венного и его близкородственных видов.

В этом отношении полезно сочетание таких методов исследования, как спектрофотометрия и высоко-
эффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ). Принимая во внимание то обстоятельство, что доминиру-
ющим флавоноидом травы тысячелистника обыкновенного является космосиин (7-O-β-D-глюкопиранозид
апигенина) [24, 26], представляется целесообразным проведение оценки количественного содержания данного
флавоноида в исследуемых видах рода Achillea L. С одной стороны, это создает перспективу внедрения ВЭЖХ
в фармакопейный анализ травы тысячелистника обыкновенного, а с другой, – позволяет выявить какие-либо
отличительные хемотаксономические признаки с точки зрения диагностики данного сырья.

Цель настоящей работы − сравнительное исследование компонентного состава травы некоторых ви-
дов рода Achillea L.

Экспериментальная часть

В качестве материалов использовалась трава тысячелистника обыкновенного, тысячелистника хряще-
ватого и тысячелистника благородного, собранные в период массового цветения в 2022 г. в Самарской обла-
сти. Сушка сырья проводилась естественным способом под навесом без доступа прямых солнечных лучей.

В качестве метода исследования суммы флавоноидов использована спектрофотометрия в соответствии
с ОФС.1.2.1.1.0003.15 «Спектрофотометрия в ультрафиолетовой и видимой областях» ГФ РФ XIV изд. [7].
Спектральные характеристики водно-спиртовых извлечений оценивали на спектрофотометре Specord 40
(Analytik Jena AG, Германия) в диапазоне длин волн 190–500 нм в кюветах с толщиной слоя 10 мм.

Количественное определение содержания суммы флавоноидов в пересчете на цинарозид и абсолютно су-
хое сырье в исследуемых образцах сырья осуществляли в соответствии с методикой, разработанной ранее [25].

Содержание суммы флавоноидов в пересчете на цинарозид и абсолютно сухое сырье в процентах (X)
вычисляли по формуле
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где D – оптическая плотность испытуемого раствора; D0 – оптическая плотность раствора СО цинарозида;
m – масса сырья, г; m0 – масса СО цинарозида, г; W – потеря в массе при высушивании, %.

Далее полученные водно-спиртовые извлечения из травы тысячелистника исследуемых видов были
проанализированы методом ВЭЖХ. Перед хроматографическим анализом водно-спиртовые извлечения
(1 : 30) дополнительно фильтровали через мембранный фильтр Milipore (0.22 мкм). В качестве метода ана-
лиза использована обращенно-фазовая хроматография в градиентном режиме на высокоэффективном жид-
костном хроматографе «МАЭСТРО ВЭЖХ» ООО «Интерлаб» (колонка ВЭЖХ Ультра 150 мм × 3 мм; C18
5 мкм). Температура колонки поддерживалась при 30 °С. Подвижная фаза: ацетонитрил (ПФА) - 1% раствор
уксусной кислоты (ПФБ), скорость элюирования – 1 мл/мин. Профиль градиента представлен в таблице 1.

УФ-детектирование проводилось при длине волны 340 нм, диапазон чувствительности 0.5.
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В качестве стандартов использованы три доминирующих флавоноида (апигенин, космосиин и цина-
розид), выделенные из травы тысячелистника с помощью колоночной хроматографии на силикагеле в усло-
виях градиентного элюирования смесями растворителей хлороформ-этанол в различных соотношениях и
идентифицированные с помощью УФ-, 1Н-ЯМР-, 13С-ЯМР-спектроскопии.

Растворы стандартных образцов готовили следующим образом: точную навеску (0.003 г) предвари-
тельно высушенной субстанции переносили в мерную колбу вместимостью 25 мл, растворяли в 96% этаноле
и доводили объем раствора до метки тем же растворителем.

С целью проверки пригодности хроматографической системы проводили 5-кратное хроматографиро-
вание 10 мкл раствора извлечения травы тысячелистника обыкновенного. В дальнейшем рассчитывали сле-
дующие показатели: эффективность колонки, разрешение между пиками, фактор асимметрии. В результате
расчетов были получены следующие результаты (табл. 2).

Содержание космосиина в пересчете на абсолютно сухое сырье в процентах (X) вычисляли по формуле
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где S – среднее значение площади пика космосиина испытуемого раствора,  вычисленное из хроматограмм
раствора испытуемого образца; S0 – среднее значение площади пика раствора СО космосиина, вычисленное
из хроматограмм раствора СО космосиина; V – объем извлечения, мл; V1  – объем вводимой пробы раствора
испытуемого образца, мкл; V0 – объем раствора СО космосиина, мл; V2 – объем вводимой пробы раствора
СО космосиина, мкл; m – масса сырья, г; m0 – масса СО космосиина, г; W – потеря в массе при высушивании
сырья, %.

Обсуждение результатов

В результате проведения сравнительного спектрофотометрического анализа водно-спиртовых извле-
чений травы тысячелистника обыкновенного, тысячелистника хрящеватого и тысячелистника благородного
(рис. 1–6 электронного приложения) выявлено, что кривая поглощения их УФ-спектров обусловлена в ос-
новном гидроксикоричными кислотами, в частности, хлорогеновой и кофейной кислотами (290 пл. и 330
нм). При добавлении раствора алюминия (III) хлорида в водно-спиртовые извлечения из травы тысячелист-
ника изучаемых видов наблюдается батохромный сдвиг длинноволновой полосы в области 400 нм, обуслов-
ленный флавоноидами.

В условиях дифференциальной спектрофотометрии (рис. 2, 4, 6 электронного приложения) в УФ-
спектрах водно-спиртовых извлечений обнаружен максимум поглощения при 400±2 нм, что характерно для
флавонов, в частности, апигенина, лютеолина и их глюкозидов (космосиин, цинарозид и др.) (рис. 7 и 8
электронного приложения).

Изучение УФ-спектров раствора космосиина (рис. 7 электронного приложения), являющегося доми-
нирующим флавоноидом травы тысячелистника обыкновенного, позволило выявить максимум поглощения
при длине волны 340±2 нм. Сопоставимые спектральные характеристики имеет и цинарозид (рис. 8 элек-
тронного приложения).

Данный длинноволновой максимум использован в качестве аналитической длины волны в методике
качественного анализа данного флавоноида, а также при изучении компонентного состава травы тысяче-
листника обыкновенного, тысячелистника хрящеватого и тысячелистника благородного, так как в этой об-
ласти поглощения находятся не только флавоноиды, но и гидроксикоричные кислоты (в частности, хлоро-
геновая и кофейная кислоты – в области 330±2 нм).

Таблица 1. Профиль градиента хроматографического разделения

Время, мин ПФА, % ПФБ, % Режим
0–3 15 85 Изократический

3–12 15→20.4 85→79.6 Линейный градиент
12–22 20.4→40.0 79.6→60 Линейный градиент
22–25 40.0→80.0 80.0→20.0 Линейный градиент
25–35 80 20 Изократический
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При ВЭЖХ-анализе извлечения травы тысячелистника в указанных условиях хроматографирования
идентифицированы хлорогеновая кислота, цинарозид, космосиин, апигенин и лютеолин (рис. 1–3).

Кроме того, в водно-спиртовом извлечении травы тысячелистника благородного выявлено наличие
кофейной кислоты. Время удерживания пиков представлены в таблице 3.

В результате проведенного сравнительного анализа водно-спиртовых извлечений травы тысячелист-
ника обыкновенного, тысячелистника хрящеватого и тысячелистника благородного методами спектрофото-
метрии и ВЭЖХ получены следующие данные о количественном содержании флавоноидов (табл. 4).

Таблица 2. Определение пригодности хроматографической колонки

Параметр хроматографической колонки Значение Нормативный показатель
Эффективность колонки 8747 Не менее 5000 теоретических тарелок
Разрешение между наиболее близкими пиками 1.75 Не менее 1.5
Фактор асимметрии 1.09 Не более 1.5

Рис. 1. ВЭЖХ-хроматограмма извлечения из травы тысячелистника обыкновенного. Обозначения:
1 – хлорогеновая кислота; 2 – цинарозид; 3 – космосиин; 4 – лютеолин; 5 – апигенин

Рис. 2. ВЭЖХ-хроматограмма извлечения из травы тысячелистника хрящеватого. Обозначения:
1 – хлорогеновая кислота; 2 – цинарозид; 3 – космосиин; 4 – лютеолин; 5 – апигенин
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Рис. 3. ВЭЖХ-хроматограмма извлечения из травы тысячелистника благородного. Обозначения:
1 – хлорогеновая кислота; 2 – кофейная кислота; 3 – цинарозид; 4 – космосиин; 5 – лютеолин;
6 – апигенин

Таблица 3. Время удерживания пиков на хроматограммах извлечений и стандартных образцов

Флавоноид
Время удерживания на хроматограмме, мин

Стандартные
образцы

Трава тысячелист-
ника обыкновенного

Трава тысячелист-
ника хрящеватого

Трава тысячелист-
ника благородного

Хлорогеновая кислота (1) 1.35 1.34 1.32 1.18
Кофейная кислота (2) – – – 2.19
Цинарозид (2) 5.55 5.48 5.29 4.99
Космосиин (3) 9.02 9.01 9.07 8.89
Лютеолин (4) 16.01 16.05 16.09 16.03
Апигенин (5) 19.04 19.15 19.07 19.07

Таблица 4. Содержание флавоноидов в объектах исследования

Образец Содержание суммы флавоноидов в пе-
ресчете на цинарозид и а.с.с., % Содержание космосиина, %

Трава тысячелистника обыкновенного 0.68±0.01 0.61±0.01
Трава тысячелистника хрящеватого 0.65±0.02 0.56±0.02
Трава тысячелистника благородного 0.69±0.02 0.62±0.01

Заключение

Таким образом, в результате проведения сравнительного спектрофотометрического анализа водно-
спиртовых извлечений травы тысячелистника обыкновенного, тысячелистника хрящеватого и тысячелист-
ника благородного выявлено, что кривая поглощения их УФ-спектров обусловлена в основном гидроксико-
ричными кислотами, в частности, хлорогеновой и кофейной кислотами (290 и 330 нм). При добавлении рас-
твора алюминия (III) хлорида в водно-спиртовые извлечения из травы тысячелистника изучаемых видов
наблюдается батохромный сдвиг длинноволновой полосы в области 400 нм, обусловленный флавоноидами.

В условиях дифференциальной спектрофотометрии в УФ-спектрах водно-спиртовых извлечений сы-
рья исследуемых видов обнаружен максимум поглощения при 400±2 нм,  что характерно для флавонов,  в
частности, апигенина, лютеолина и их глюкозидов (космосиин, цинарозид и др.).

Определено, что содержание суммы флавоноидов в пересчете на цинарозид и абсолютно сухое сырье
в исследуемых образцах сырья составило: в траве тысячелистника обыкновенного - 0.68±0.01%, в траве
тысячелистника хрящеватого - 0.65±0.02%, в траве тысячелистника благородного - 0.69±0.02%.

При ВЭЖХ-анализе извлечения травы тысячелистника в указанных условиях хроматографирования
идентифицированы хлорогеновая кислота, цинарозид, космосиин, апигенин и лютеолин (рис. 1–3). Кроме того,
в водно-спиртовом извлечении травы тысячелистника благородного выявлено наличие кофейной кислоты.
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Cодержание космосиина в пересчете на абсолютно сухое сырье в исследуемых образцах сырья соста-
вило: в траве тысячелистника обыкновенного - 0.61±0.01%, в траве тысячелистника хрящеватого -
0.56±0.02%, в траве тысячелистника благородного - 0.62±0.02%.

Результаты проведенных исследований свидетельствуют о целесообразности определения методом
ВЭЖХ содержания космосиина как доминирующего и диагностически значимого флавоноида ЛРС «Тыся-
челистника обыкновенного трава» с целью определения подлинности и качества сырья данного растения.

Дополнительная информация
В электронном приложении к статье (DOI: http://www.doi.org/10.14258/jcprm.20240113002s) приведен дополни-
тельный экспериментальный материал, раскрывающий основные положения, изложенные в статье.
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The article presents the results of a comparative study of the component composition of herbs of some species of the

genus Achillea L. growing in the Samara region - common yarrow (Achillea millefolium L.), cartilaginous yarrow (Achillea
cartilaginea (Ledeb. ex Rchb.) and noble yarrow (Achillea nobilis (L.). Spectrophotometry and high performance liquid chro-
matography were used as methods of investigation.

As a result of comparative spectrophotometric analysis of water-alcoholic extracts of common yarrow herbs, yarrow
cartilaginous herbs and noble yarrow herbs revealed that the absorption curve of their UV spectra is due mainly to hy-
droxycinnamic alcohols, in particular chlorogenic and caffeic acids (290 sh. and 330 nm). When aluminum (III) chloride solution
was added to the water-alcoholic extracts of yarrow herb from the studied species, a bathochromic shift of the long-wave band
at 400 nm was observed due to the flavonoids.

The content of total flavonoids in the plant raw material is: common yarrow - 0.68±0.01%, cartilaginous yarrow -
0.65±0.02%, noble yarrow - 0.69±0.02%.

Chlorogenic acid, cynaroside, cosmosiin, apigenin and luteolin were identified in water-alcoholic extracts from the above
described species using HPLC method. In addition, the presence of caffeic acid was detected in the water-alcoholic extracts of
noble yarrow herbs.

The content of cosmosiin in the plant raw material is: common yarrow - 0.61±0.01%, cartilaginous yarrow -
0.56±0.02%, noble yarrow - 0.62±0.02%.

The results of the study can be used in the development of regulatory documentation for medicinal plant material "Yarrow
herb" for inclusion in the State Pharmacopoeia of the Russian Federation.

Keywords: yarrow, Achillea, herbs, flavonoids, phenylpropanoids, spectrophotometry, high performance liquid chroma-
tography.
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