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Календула лекарственная (Calendula offici-
nalis L.) – лекарственное растение, широко ис-
пользуемое не только в России, но и во многих 
странах мира (Германии, Великобритании, Нидер-
ландах, США, Испании, Индии, Румынии, Фран-
ции и др.) [1]. Под названием «ноготки лекар-
ственные» оно было включено в Государственную 
фармакопею (ГФ) СССР XI в 1990 г., ГФ Россий-
ской Федерации XIII в 2015 г. [2, 3].  

Сорт Кальта включен в Государственный ре-
естр селекционных достижений, допущенных к 
использованию в 1984 г. В результате селекцион-
ного процесса с использованием химических му-
тагенов во Всероссийском научно-исследователь-
ском институте лекарственных и ароматических 
растений (ВИЛАР, Москва) были получены два но-
вых сорта календулы лекарственной: Золотое море 
и Райский сад, которые запатентованы соответ-
ственно в 2014 г. (Патент № 7532) и в 2016 г. (Па-
тент № 8651) [4, 5]. Эти сорта отличаются морфо-

логической однородностью и более высокой уро-
жайностью соцветий и семян [6], но их качество и 
ценность по содержанию биологически активных 
метаболитов требует детального исследования. 

Лекарственные свойства растений календулы 
обусловлены содержанием различных вторичных 
метаболитов. Наиболее важными из них являются 
тритерпеноиды, представленные в основном гли-
козидами олеаноловой кислоты и различающиеся 
числом и положением присоединённых к ней мо-
лекул глюкозы, галактозы и глюкуроновой кисло-
ты [1, 7−11]. 

Ц е л ь  р а б о т ы  − адаптация методов 
ГХ-МС и УЭЖХ-МС для исследования состава 
тритерпеноидов в цветках разных сортов календу-
лы лекарственной. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ  
Объектом исследования служили цветки рас-

тений календулы лекарственной (Calendula offici-
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nalis L.) сортов Кальта, Золотое море и Райский 
сад, выращенных на экспериментальных полях 
ВИЛАР. Цветки календулы собирали в фазе цве-
тения растений, высушивали в темноте при темпе-
ратуре 45 ºС при вентиляции, гомогенизировали 
на шаровой мельнице ММ200.  

Образцы цветков массой 50 мг экстрагировали 
1 мл ацетонитрила, содержащего внутренний стан-
дарт: нафталин для ГХ-МС (0,02 мг/мл) и камфор-
сульфоновую кислоту для УЭЖХ-МС (0,01 мг/мл). 
Экстракцию проводили в течение 60 мин при по-
стоянном перемешивании (VORTEX Genie 2, 
«Scientific Industries») и при комнатной температу-
ре. Экстракт отделяли центрифугированием в тече-
ние 20 мин при 29000 g (SIGMA 3-15, «B. Braun 
Biotech International GmbH») и фильтровали (PTFE 
фильтр, 0.2 µm) для ГХ-МС и УЭЖХ-МС анализа. 

Газожидкостную хроматографию с масс-
спектрометрическим детектированием метаболитов 
осуществляли с помощью хроматографической си-
стемы «Perkin Elmer GC AutoSystem XL» с масс-
спектрометром «Turbo Mass Gold quadrupole». Ис-
пользовали капиллярную колонку (PE-5MS, 30 м, 
0,5 мм, толщина слоя 0,25 мкм, «Perkin Elmer») и 
гелий в качестве газа-носителя со скоростью потока 
1,0 мл/мин. Образец экстракта цветков объемом  
2 мкл вводили при разделении потока 1/20. Темпе-
ратура инжектора − 290 °C, линии соединения ГХ и 
МС − 300 °C, МС источник − 250 °C. Начальная 
температура хроматографической колонки – 90 °C 
держится 5 мин с последующим увеличением тем-
пературы до 320 °C, общее время анализа − 50 мин. 
Масс-спектрометр функционировал по методу 
электронной ионизации (electron impact mode, ЕI+). 
Начало сканирования – через 5 мин после введения 
образца, скорость сканирования – 3 скан/с, диапа-
зон сканирования − от 50 до 620 m/z [12].  

Зарегистрированные метаболиты идентифи-
цировали, используя программу «MS-search v.2.0» 
(NIST, National Institute of Standards and Technolo-
gy, Gaithersburg, MD, США) и базы масс-спектро-
метрических данных «NIST-2008» (www.nist.gov) 
и GMD (Golm Metabolome Database, 
http://csbdb.mpimp-golm.mpg.de, Германия) [13]. 

УЭЖХ-МС анализ метаболитов осуществля-
ли с помощью хроматографической системы 
Agilent 1200 HPLC с BRUKER micrOTOF-Q-MS 
детектором; колонка Acquity BEH C18 (100×2,1 
мм, pore size 1.7 µm, Waters). В качестве элюентов 

использовали 0,1%-ный водный раствор муравьи-
ной кислоты (А) и ацетонитрил с 0,1% муравьиной 
кислоты (Б). Профиль элюции: 0−0,1 мин, 1% Б в 
A; 0,1−15,5 мин, 1−99% Б в A (линейный гради-
ент); 15,5−20 мин, 99% Б в А. Скорость элюции – 
0,3 мл/мин. Объем хроматографируемого образца 
– 5 мкл. Условия масс-спектрографического де-
тектирования: электроионизация в распыленном 
состоянии (ESI), регистрация отрицательных 
ионов c m/z 50–2000, напряжение на игле 4000 В, 
температура азота − 200 ºС, скорость потока газа − 
8,0 л/мин. Для идентификации метаболитов ис-
пользовали базы масс-спектрометрических 
данных: HMDB (Human Metabolome Database), 
METLIN (Metabolite and Tandem MS Database), 
MassBank (High Quality Mass Spectral Database), 
Chem Spider (Search and share chemistry). 

Содержание тритерпеноидов определяли в 
относительных единицах: площадь пика m/z ад-
дукта [М−Н]− каждого соединения, нормализован-
ная на площадь пика внутреннего стандарта и на  
1 г сухой массы образца.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Метод ГХ-МС характеризуется высокой чув-

ствительностью и эффективностью при анализе 
низкомолекулярных и термостабильных метабо-
литов, в том числе терпеноидов. В результате его 
применения в экстракте цветков календулы лекар-
ственной были обнаружены четыре соединения, 
имеющие масс-спектры, характерные для тритер-
пеноидов (рис. 1 и 2). Установлено, что ГХ-МС 
профили исследованных сортов календулы иден-
тичны как по содержанию метаболитов, так и по 
их относительному содержанию. 

Соединение 1 (28,81 мин) идентифицировано 
как β-амирин (олеан-12-ен-3-ол). Совпадение 
масс-спектра соединения 1 и масс-спектра β-
амирина из базы данных составило 87%. β-Ами-
рин является непосредственным предшественни-
ком в биосинтезе олеаноловой кислоты и далее 
гликозидов пентациклических тритерпеноидов ка-
лендулы лекарственной [11].  

Соединения 2−4 имели масс-спектры, близкие 
масс-спектру β-амирина, но определить их точную 
структуру по базам масс-спектрометрических дан-
ных не удалось. Предварительно эти соединения 
были идентифицированы как тритерпеноиды, 
производные олеаноловой кислоты (рис. 2). 
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ST250,inj290C,tr300,col310,inj2mkl,rati,  19-Dec-2013 + 16:11:5748mg 1 ml ACN IS Naph 0.02 mg
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Рис. 1. ГХ-МС профиль экстракта из цветков календулы лекарственной, сорт Кальта 

ST250,inj290C,tr300,col310,inj2mkl,rati,  19-Dec-2013 + 16:11:5748mg 1 ml ACN IS Naph 0.02 mg
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Рис. 2. Масс-спектры тритерпеноидов цветков календулы лекарственной, полученные методом ГХ-МС  

 
Таким образом, в свободном виде в цветках 

календулы лекарственной обнаружен только один 
агликонтритерпеноид − β-амирин. Тритерпеноиды 
2−4, вероятнее всего, являются производными 
олеаноловой кислоты или продуктами распада 
сложных гликозидов олеаноловой кислоты в усло-
виях ГХ-МС анализа. 

Наиболее подходящим методом анализа 
структурно сложных пентациклических тритерпе-

ноидов является метод УЭЖХ-МС, который поз-
воляет регистрировать метаболиты с массой до 
2000 Да. Сравнение УЭЖХ-МС профилей метабо-
литов соцветий сортов Кальта, Золотое море и 
Райский сад показало, что они идентичны по со-
ставу метаболитов и практически не отличаются 
по их относительному содержанию. 

Экстракция из общей хроматограммы ионов 
(Total Ion Chromatogram), профилей аддуктов, m/z 
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которых соответствуют значениям ионов [M−H]− 
известных тритерпеноидов, позволило обнаружить 
в экстракте календулы лекарственной четыре ка-
лендулозида: Е, F, G и H, которые являются, соот-
ветственно, моно-, ди- и тригликозидами олеаноло-
вой кислоты (таблица, рис. 3, 4) [14]. Кроме того, 
обнаружены два не идентифицированных тритер-
пеноида, которые имели массу [M−H]− ионов, рав-
ную соответственно 919,6 и 905,6 (таблица, рис. 3). 

В масс-спектре этих двух соединений присутство-
вал интенсивный ион олеаноловой кислоты с m/z 
455,4. Профиль этого аддукта [Олеаноловая кисло-
та-H]− полностью совпадает на хроматограмме по 
времени удерживания с профилями m/z 919.6 и 
905.6 (рис. 3). На основании этого соединения 5 и 
6 были предварительно идентифицированы как 
гликозиды олеаноловой кислоты 1 и 2 (таблица, 
рис. 3).  

Таблица. Масс-спектрометрические данные тритерпеноидов цветков календулы лекарственной,  
полученные методом УЭЖХ-МС 

Время,  
мин 

Аддукт метаболита, m/z Молекулярная  
формула метаболита 

Моноизотопная  
масса, Да 

Название идентифицированного 
метаболита 

[M−H]− [Олеаноловая кислота − Н]− 

10,17 955,47 − С48Н76О19 956,50 Календулозид Н 

10,56 793,42 − С42Н66О14 794,45 Календулозид F 

12,30 703,42 − С42Н66О14 794,45 Календулозид G 

12,98 631,37 − С36Н56О9 632,39 Календулозид E 

16,19 919,64 455,34 С60Н88О7 920,65 Гликозид олеаноловой кислоты 1 

16,49 905,63 455,34 С59Н86О7 906,64 Гликозид олеаноловой кислоты 2 

10 11 12 13 14 15 16 Time [min]
0

1

2

3

5x10
Intens.

CO1N1_1-A,3_01_5750.d: EIC 955.5000 -All MS, Smoothed (1.01,1,GA) CO1N1_1-A,3_01_5750.d: EIC 631.5000 -All MS
CO1N1_1-A,3_01_5750.d: EIC 455.4000 -All MS, Smoothed (1.01,1,GA) CO1N1_1-A,3_01_5750.d: EIC 905.6000 -All MS, Smoothed (1.01,1,GA)
CO1N1_1-A,3_01_5750.d: EIC 919.6000 -All MS, Smoothed (1.01,1,GA) CO1N1_1-A,3_01_5750.d: EIC 793.4000 -All MS

1

6

5

43

2

 
Рис. 3. Объединенные экстрагированные ионные хроматограммы тритерпеноидов календулы лекарственной, полученные методом 
УЭЖХ-МС анализа экстракта цветков сорта Кальта. Для экстракции ионных хроматограмм выбраны значения m/z, которые соответ-
ствуют массе отрицательных ионов [M−Н]− календулозида H (№ 1, m/z 955,5), календулозидов F и G (№№ 2 и 3, m/z 793,4), кален-
дулозида Е (№ 4, m/z 631,5), а также двух тритерпеноидов, предварительно идентифицированных как гликозиды олеаноловой кис-
лоты (№ 5, m/z 455,4 и 919,6; № 6, 455,4 и 905,6) 
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Олеаноловая кислота

Календулозид Е

β-Амирин

Календулозид F
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Рис. 4. Структура β-амирина, олеаноловой кислоты и тритерпеноидов, идентифицированных в цветках календулы лекарственной 
методами ГХ-МС и УЭЖХ-МС. Стрелками показаны вероятные пути образования календулозидов 

 
Рис. 5. Содержание календулозидов Н, F, G, Е и двух гликозидов олеаноловой кислоты в цветках сортов календулы лекарственной 
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При определении общего содержания тритер-
пеноидов в цветках календулы лекарственной, как 
суммы содержания индивидуальных соединений, 
видимых различий между сортами Кальта, Золотое 
море и Райский сад не обнаружено (рис. 5). Отно-
сительное содержание некоторых индивидуальных 
тритерпеноидов незначительно варьирует в зави-
симости от сорта календулы лекарственной. 

ВЫВОДЫ 
Применение комбинации двух хроматографи-

ческих методов, ГХ-МС и УЭЖХ-МС, позволило 
идентифицировать в цветках календулы лекарствен-
ной один агликон − β-амирин, который является 
предшественником на пути синтеза олеаноловой 
кислоты, и четыре календулозида − E, F, G и H. 
Кроме того, обнаружены два тритерпеноида, кото-
рые предварительно идентифицированы как глико-
зиды олеаноловой кислоты. Различий в содержании 
тритерпеноидов в цветках исследованных сортов ка-
лендулы лекарственной не установлено. 
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The medicinal properties of Calendula officinalis plants are due to the content of various secondary metabolites. The most important 
among them are triterpenoids, which are mainly glycosides of oleanolic acid. The purpose of the work was to adapt the gas-liquid chro-
matography and ultra-performance liquid chromatography in combination with mass-spectrometric detection methods (GC-MS and 
UPLC-MS) to study the composition of triterpenoids in flowers of three varieties of Calendula officinalis: "Calta", "Golden Sea" and "Gar-
den of Eden". As a result, there were found four calendulosides (H, G, F and E), two not identified oleanolic acid glycosides and aglycone 
β-amyrin, which is a precursor in the biosynthesis of oleanolic acid. Differences in the composition and total content of triterpenoids in 
the flowers of the studied varieties were not established. 
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