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高效液相色谱法评价中药石斛的质量
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摘 要 以联苄类成分杓唇石斛素和石斛酚为指标成分,建立了采用 H PLC进行石斛含量测定的方法。采用反相 C18

色谱柱, 以乙腈 0 01%三氟乙酸为流动相进行梯度洗脱。结果表明目标化合物的质量浓度分别在 2 29~ 1 144 00 g /mL

之间和 1 79~ 1 196 00 g /mL之间呈线性, R2均大于 0 999 7;平均加样回收率分别为 102 7%和 99 1%。通过对 18种不

同来源石斛及 18批商品石斛的含量测定,表明所建方法灵敏、准确、可靠,可作为中药石斛的质量控制方法。

关键词 石斛属 ;石斛;联苄类;杓唇石斛素; 石斛酚;高效液相色谱法; 质量控制

中图分类号 R927 文献标识码 A 文章编号 1000- 5048( 2010) 05- 0467- 04

Quality evaluation ofDendrobiiCaulis by HPLC
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Abstract B ibenzyls are b iolog ically act ive compounds w idely found in Dendrobii Caulis A HPLC method w as

deve loped for the determ ination of tw o spec ific bibenzyls, moscatilin and g igan tol Chromatographic separat ion w as

performed on a reverse phase C18 co lumn employ ing a binary linear gradient elution w ith acetonitrile and 0 01%

trifluroacetic ac id The linear ranges ofmoscatilin and giganto lw ere from 2 29 g /mL to 1 144 00 g /mL and

1 79 g /mL to 1 196 00 g /mL respect ively w ith good correlat ion coeffic ients greater than 0 999 7 The

average recoveriesm easured at three leve ls w ere 102 7% and 99 1% , respectively The va lidated method w as

app lied for 18 different species ofD endrobium plan ts and 18 batches of Dendrob ii Cau lis, w hich proved to be

sensitive, reliab le and applicable for the quality contro l
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石斛是传统中药材, 具有益胃生津, 滋阴清热

等功能, 用于阴伤津亏, 口干烦躁, 食少干呕,病后

虚热, 目暗不明。 2010年版 中华人民共和国药

典  中记载为兰科植物金钗石斛 Dendrobium nobile

L ind l、鼓槌石斛 D endrobium chry sotoxum L indl、或

流苏石斛 D endrob ium fim briatum Hook. var. ocula

tum Hook.的栽培品及其同属植物近似种的栽培品

的新鲜或干燥茎
[ 1]
。金钗石斛和鼓槌石斛茎形态

特异分别呈扁圆柱形和呈粗纺锤形, 易于区分;而

以流苏石斛为代表的其他黄草类石斛茎呈长圆柱

形, 其近似种品种主要有叠鞘石斛 D aurantiacum

Rchb f var denneanum、束花石斛 D chrysanthum、

报春石斛 D prim ulinum、玫瑰石斛 D crep idatum、兜

唇石斛 D aphy llum、细叶石斛 D hancocki、密花石

斛 D densif lorum等。由于金钗石斛和鼓槌石斛目

前已明确其专属性成分,分别为石斛碱和毛兰素,
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2010版 中华人民共和国药典 分别针对其专属性

成分制定了相应的鉴别及含量测定方法; 而流苏石

斛等其他石斛, 由于种类较多, 目前仅有以石斛酚

为指标的薄层鉴别检查, 尚无含量测定方法。此

外,石斛药材商品规格十分复杂, 其植物来源种类

甚多, 主要有细黄草、粗黄草、大黄草和扁黄草

等
[ 2]
。因此, 迫切需要建立简便、灵敏和可靠的定

量分析方法,以保证临床用药的安全。

根据文献报道,联苄类成分在石斛属植物中广

泛分布, Yang等
[ 3 ]
对常用药用石斛属植物中 11种

酚类成分进行分析 (包括 5种联苄类, 3种芴酮类,

3种菲类 ) ,结果表明除少数品种外, 大部分品种均

能检测到杓唇石斛素或石斛酚,两者含量总和约为

0 1%。同时,现代药理作用表明此类化合物具有

抗血小板凝集、抗感染、抗氧化和抗肿瘤等作

用
[ 4- 6 ]
。因此,本文选取代表性的石斛属植物流苏

石斛、金钗石斛、鼓槌石斛及其近似品种以及商品

石斛药材和饮片,以共有性成分杓唇石斛素和石斛

酚作为指标化合物,对石斛的质量评价进行研究,

为合理评价石斛药材提供科学依据。

1 材 料

1 1 样品与试剂

18种收集自不同地区的石斛属植物, 其中包

含一种国外栽培品索尼亚石斛 (D Sonia ) ; 收集

18批次不同产地的商品石斛 (编号: P01~ P18),其

中有 9批样品 (编号: P01~ P09)来源为索尼亚石斛

(D Sonia) ,另外 9批商品药材均为各种药用石斛植

物的混合样品。所有样品均由作者杨莉副研究员鉴

定,保存于上海中医药大学中药研究所。样品均采

用低温干燥 ( 60 ! ), 打粉后过 4号筛备用。其中

叠鞘石斛为提取方法和方法学考察用样品。

对照品杓唇石斛素 (moscat ilin, C17H20O5 )和石

斛酚 ( g iganto ,l C16H 18O4 )均为本实验室自制品, 经

HPLC PAD检测其纯度均∀ 98%。

乙腈、三氟乙酸均为色谱纯 (美国 Ted ia公

司 ) ,其余试剂为市售分析纯,超纯水为 M illiQ (美

国 M illipore公司 )处理水。

1 2 仪 器

高效液相色谱仪:美国Waters公司 Waters alli

ance( e2695分离模块, e2998光电二极管阵列检测 );

AE200电子分析天平 (瑞士梅特勒托利多公司 )。

2 方法与结果

2 1 HPLC测定条件

XTerra
TM

RP18色谱柱 ( 250 mm # 4 6 mm,

5 m ) ;以乙腈为流动相 A, 0 01% 三氟乙酸为流

动相 B。0~ 12 m in 30% A, 12~ 30 m in 30% A∃

48% A进行梯度洗脱; 检测波长为 230 nm;流速:

1 0mL /m in;柱温: 25 ! ; 进样量: 20 L。标准品

溶液和样品溶液的色谱图见图 1。

F igure 1 HPLC chrom atogram s of m ixtu re standard so lut ion ( A ) and

sam p le so lut ion ( B) ofD aurantiacum var dennaeanum

1: Moscatil in; 2: G igantol

2 2 方法学考察

2 2 1 对照品溶液的制备 分别取杓唇石斛素和

石斛酚对照品适量, 精密称定,用甲醇溶解,分别配

制成质量浓度为 1 144 g /mL和 2 990 g /mL的

标准品贮备液。对混合对照溶液进行 72 h的稳定

性考察, 两者峰面积的 RSD小于 1 0%, 表明该两

种化合物 3 d内在甲醇溶液中稳定。

2 2 2 供试品溶液的制备 取供试药材粉末约

1 0 g, 精密称定, 置具塞锥形瓶中, 精密加入甲醇

50mL,称重,常温放置 15m in,超声提取 45m in,取

出,称重,加甲醇补足减失的重量, 摇匀取上清液用

微孔滤膜 ( 0 45 m )滤过, 作为供试品溶液。

2 2 3 定量限、检测限和标准曲线 精密称取杓

唇石斛素和石斛酚对照品适量,加甲醇配制成混合

对照溶液, 逐渐稀释后作为标准曲线的分析浓度。

以进样浓度为横坐标,峰面积为纵坐标绘制标准曲

线,得到 2个化合物的线性回归方程及线性范围。

分别以信噪比 ( S /N)为 3 /1和 10 /1确定杓唇石斛

素和石斛酚的检测限和定量限,结果见表 1。

2 2 4 精密度、重复性和稳定性 准确吸取供试

液 20 L, 一天内连续进样 5次,仪器精密度 RSD
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小于 0 9%。另取同一样品 6份, 要求测定, 分别

计算药材中石斛酚和杓唇石斛素的含量及其相对

标准差作为提取方法的重复性考察 RSD小于

3 0%。取其中一份供试品作为样品稳定性考察,

分别在 0, 1, 2, 4, 8, 12, 36, 72 h进行测定, 峰面积

RSD均低于 2 6%。

2 2 5 加样回收率 精密称定叠鞘石斛约 0 5 g,

分别按照预实验石斛中杓唇石斛素和石斛酚的各

自平均值, 以低 ( 50% )、中 ( 100% )、高 ( 150% )

3个水平分别加入的两种化合物,每个水平平行做

3份,按要求测定, 两种化合物的加样回收率分别

为 102 7%和 99 1%,结果见表 2。

Table 1 Ca librat ion data ofm oscat ilin and gigan to l

An alyte Regressive equat ion R 2 L inear range/ ( g /mL ) LOD / ( g /mL) LOQ / ( g /mL )

Moscat ilin y= 50 737x - 102 690 0 999 8 2 29 1 144 00 0 69 2 29

G igan to l y= 42 801x - 94 039 0 999 7 1 79 1 196 00 0 60 1 79

LOD: L im it of detection; LOQ: L im it of quan titation

Table 2 Recovery of tw o target com pounds( x % s, n= 6)

Analyte Added / g R ecovery /% RSD /%

Moscat ilin 209 04 101 6 % 1 7

418 08 103 4 % 0 8 1 2

627 12 103 0 % 0 5

G igan to l 209 40 96 0 % 0 7

418 80 100 6 % 0 4 2 4

628 20 100 8 % 0 4

2 3 样品含量测定

对收集到得 18种石斛药材和 18批次的商品

石斛进行含量测定,结果分别见表 3, 4。
Table 3 C onten ts ofm oscatilin and g igan tol from 18 species ofDen

drobium plants(% )

O rigin Locat ion
Moscatil in /

%

G igan to l/

%

D nobile S ichuang; Yunnan; - /nq tr~ 0 004

D ch rysotoxum Yunnan( S imao) ;

J iangsu (N an jing)

tr~ 0 007 tr~ 0 008

D fim bria tum Yunnan( S imao) ;

J iangsu (N an jing)

0 007 0 011

D pend ulum Yunnan( S imao) , S ichuang 0 011 0 005

D wa rd ianum Yunnan( S imao) 0 008 0 002

D g ra tiotissimumYunnan( S imao, M englian ) 0 011 0 006

D capi llipes Yunnan( Kunm ing) 0 032 0 391

D au rantiacum Yunnan( S imao,

M engl ian, W en shang)

0 058 0 091

D ch rysanthum Yunnan(M engl ian) ;

J iangsu (N an jing);

Zhejiang( Leq ing)

0 047 0 032

D crepida tum Yunnan(M engl ian) 0 018 0 022

D d en sif lorum Yunnan( S imao) 0 168 0 021

D aphyllum Yunnan( S imao, M englian ) 0 057 0 077

D primu linum Yunnan( S imao, M englian ) 0 109 0 080

D han cockii J iangsu (N an jing) 0 244 0 216

D thyrsif lorum Yunnan( S imao) ;

J iangsu (N an jing)

0 114 0 174

D lodd igesii Guangx i 0 121 0 020

D cand idum Yunnan - -

D S onia J iangsu (N an jing);

H a inan; T ailand

- 0 245

- : Not detected; nq: N ot quant if ied ow ing to the su sp icious pu rity of the

peak; tr: U nder LOQ by con cen trated in five tim es

Table 4 C onten ts ofm oscat ilin and gigantol from 18 comm ercial herbs

of Dendrob iiC au lis

Vouchera Locat ion (Y ear, month) M oscat ilin /% G igantol /%

P01 Yunnan ( 2008, 01 ) - 0 091

P02 Yunnan ( 2008, 11 ) - 0 127

P03 Yunnan ( 2009, 04 ) - 0 144

P04 Guangxi( 2009) - 0 030

P05 Guangxi( 2009) - 0 081

P06 Guangxi( 2009) - 0 087

P07 S ichuan( 2008, 11) - 0 105

P08 S ichuan( 2007 ) - 0 037

P09 N an jing, Jiangsu( 2008, 11) - 0 164

P10 Yunnan ( 2009, 02 ) 0 029 0 04

P11 Yunnan ( 2008, 03 ) 0 043 0 011

P12 Yunnan ( 2003, 07 ) 0 030 0 075

P13 Yunnan ( 2003, 02 ) 0 053 0 048

P14 Zhejiang( 2009 ) 0 011 0 041

P15 Zhejiang( 2003, 02) 0 010 0 009

P16 S ichuan( 2008, 03) 0 191 0 254

P17 L ijiang, Yunnan( 2008, 11) 0 060 0 012

P18 Gu izhou( 2008, 11) 0 075 0 106

a P01 P09 com es from D Son ia; - : Not detected

3 讨 论

3 1 含量测定结果

从杓唇石斛素和石斛酚的含量测定结果 (表

3)可见,在药典收载的不同石斛属植物中, 金钗石

斛和鼓槌石斛中两者含量均低于 0 008%, 铁皮石

斛中未检出这两种成分; 外来栽培品 & & & 索尼亚石

斛中所含石斛酚含量较高, 平均含量约为 0 2% ,

但其几乎不含杓唇石斛素。除此之外,流苏石斛等

其他近似种药材均可检出这两种化合物,含量范围

分别为 0 007% ~ 0 244%和 0 002% ~ 0 391% ,

其中杓唇石斛素的平均含量 0 072% , 石斛酚平均

含量 0 082%, 两者之和大于 0 15%。因此, 本研

究结果充分表明, 除金钗石斛、鼓槌石斛及铁皮石
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斛外 ( 2010版 中华人民共和国药典  均分别制订

其含量测定方法 ) ,以杓唇石斛素和石斛酚这两种

成分的含量之和为指标可用于评价流苏石斛等及

其近似品种的质量。

进一步对商品石斛的分析结果表明 (表 4) ,商

品石斛中有 9批次 ( P10 ~ P18)平均含 0 056%的

杓唇石斛素和 0 066%的石斛酚,其余 9批次饮片

( P01~ P09)中, 石斛酚的平均含量约为 0 1%、不

含或含少量的杓唇石斛素, 另外对 6批石斛伪品分

析表明,均不含上述两种成分。本次实验收集的石

斛药材及饮片分别来自云南、广西、四川、浙江等

6个省中多个产地的 18批样品, 具有一定的代表

性。从植物鉴定及含量分析结果均表明, 近年来石

斛流通市场中主流商品石斛的植物来源应为栽培

品索尼亚石斛。进一步对 9批经鉴定植物来源为

索尼亚石斛的商品药材与收集自泰国栽培种的索

尼亚石斛原植物进行 HPLC指纹图谱的比较分析,

结果也充分证实 P01~ P09来源于索尼亚石斛,表

现为均含有石斛酚外, 另含有其他 6种共有成分,

通过紫外吸收光谱推断, 应分别为联苄、芴酮及菲

类等石斛属的特征性化合物。鉴于索尼亚石斛为

外来进口的石斛栽培品种,目前尚无有关质量控制

的研究,因此有必要对该外来进口品种进行深入的

质量控制研究,以保证临床用药的安全和合理。

3 2 色谱条件优化和提取方法考察

联苄类化合物在 230 nm和 280 nm处有最大

吸收, 结合分析商品石斛的色谱情况,在 230 nm可

以将石斛酚和杓唇石斛素进行有效分离。

运用单因素法对提取方进行考察,比较不同溶

剂、方法、溶剂体积、时间、次数等影响因素,最后确

定提取方法 (见 ∋ 2 2 2(项 )。此外, 依次考察不同

厂家 C18色谱柱、流速和柱温,结果发现各厂家 C18

柱的测量结果 RSD均小于 3 1%;流速和柱温对杓

唇石斛素的影响较大, RSD大于 4 3%, 而对石斛

酚的影响较小, RSD小于 2 5%。因此, 建议流速

控制在 1mL /m in, 柱温控制在 ( 25 % 2) ! 。

4 结 论

本项研究所建立的分析方法准确度以平均加

样回收率计在 96 0% ~ 103 4%之间, 且精密度、

重复性、稳定性等考察中,其 RSD均小于 3 0% ,

表明方法准确、可靠和可行。进一步通过对 18种

不同来源药用石斛和 18批商品石斛的含量测定,

结果表明, 所建立的方法能满足流苏石斛及其近似

品种等石斛的质量评价研究, 补充了中国药典中对

于流苏石斛等其他石斛的质量控制;同时本研究也

表明,近年来主流商品石斛的来源大多为栽培品索

尼亚石斛。本研究采用 HPLC法对石斛中活性指

标成分杓唇石斛素和石斛酚进行含量测定研究,为

中药石斛的质量评价提供了科学依据。

致谢:上海食品药品检验所吴赵云副主任药师提供部分石

斛样品。
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