流苏石斛与其他黄草类石斛HPLC特征图谱的比较研究
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摘要：目的 建立流苏石斛HPLC特征图谱，并初步比较黄草类石斛（金钗石斛、流苏石斛、叠鞘石斛）高效液相（HPLC）特征图谱的差异。方法 采用HPLC特征图谱技术，建立流苏石斛及黄草类石斛特征图谱分析方法，采用国家药典委员会中药色谱指纹图谱相似度评价系统软件（2004A版）进行相似度分析。结果 在流苏石斛的HPLC特征图谱中，标记出9个共有峰，相似度为0.837～0.992。检测发现金钗石斛、流苏石斛、叠鞘石斛3种石斛所含化学成分存在较大差异,但均含有石斛酚。结论 建立流苏石斛HPLC特征图谱的方法稳定可靠、重复性好，能在一定程度上能够反映金钗石斛、流苏石斛、叠鞘石斛3种石斛主要化学成分的种类和相对含量差异，并为流苏石斛与另外两种黄草石斛的鉴别提供依据。
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Comparative Study of HPLC Characteristic Spectrum of Dendrobium fimbriatum Hook and other Huangcao Shihu
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Abstract: Objective To establish HPLC characteristic spectrum of Dendrobium fimbriatum and compare the difference of HPLC characteristic spectrum of Huangcao Dendrobium (Dendrobium nobile, Dendrobium fimbriatum, Dendrobium denneanum) preliminary. Methods The HPLC characteristic spectrum technology was used to establish the analysis method of characteristic spectrum of Dendrobium fimbriatum and Huangcao Dendrobium. The similarity analysis was evaluated by using software “Similarity Evaluation System for Chromatographic Fingerprint of TCM” published by the State Pharmacopoeia Commission (2004A version). Results The HPLC characteristic spectrum of Dendrobium fimbriatum were constructed with 9 common peaks, and the similarities were 0.837~0.992. There were great differences in the chemical composition among the three species Huangcao Dendrobium; however, the three species Huangcao Dendrobium contained dendrophenol. Conclusion The method of HPLC characteristic spectrum of Dendrobium fimbriatum is accurate, reliable and with good reproducibility. The method of HPLC characteristic spectrum of Dendrobium nobile, Dendrobium fimbriatum, Dendrobium denneanum can reflect the difference of categories and relative quantities of main chemical composition which in the three species of Huangcao Dendrobium, it can be used to identify Dendrobium fimbriatum and the two other Huangcao Dendrobium.
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石斛始载于《神农本草经》，并列为上品，谓：“味甘、平，无毒。主伤中，除痹，下气，补五脏虚劳、羸弱、强阴。久服厚肠胃，轻身，延年”。商品石斛干货包括环草、黄草、耳环石斛（枫斗）等，黄草包括流苏石斛和束花石斛。陈仁山在《药物出产辨》中[1]记载马鞭草分2种，广西主要指流苏石斛，在广东主要指束花石斛。20世纪80年代沙文兰[2]报道了黄草原植物主要来自束花、罗河、兜唇、钩状石斛等7种石斛；90年代，马国祥等[3]报道西双版纳产的黄草的规格有细、粗、扁、小瓜黄草4种，包括细茎、齿瓣、迭鞘、密花、报春、玫瑰、流苏、金钗、大苞鞘、杯鞘、短棒、鼓槌石斛等。黄草的植物来源繁多，很难从其外在性状鉴别出来，故需加强其鉴别研究。陈志辉[4]已对不同产地的金钗石斛进行HPLC特征图谱研究，罗明[5]对束花石斛进行了HPLC特征图谱研究。本研究在课题组前期研究的基础上[6-9]，进行了流苏石斛HPLC特征图谱的研究，并对其中典型的黄草类石斛（金钗、流苏、叠鞘石斛）进行特征图谱的比较研究，以期对石斛属植物黄草类石斛的质量标准建立及市场的规范化提供参考依据。
1材料
1.1药品及试剂  采集鲜品流苏石斛，编号为：LS1~LS10，其中3批云南产鲜品流苏石斛分别购于云南昆明（LS1）、云南保山（LS2）、云南丘北（LS9），4批广东产鲜品流苏石斛分别购于广东广州（LS3、LS7）、广东梅州（LS5、LS6），2批福建产鲜品流苏石斛分别购于福建漳州（LS4、LS8），1批广西产鲜品流苏石斛购于广西南宁（LS10）；金钗石斛分别购于贵州赤水（CS1）、云南普洱（YN1）；叠鞘石斛（DQ1）购于云南保山，经广州中医药大学新药开发研究中心魏刚研究员鉴定，分别为流苏石斛Dendrobium fimbriatum Hook.，金钗石斛 Dendrobium nobile Lindl.，迭鞘石斛Dendrobium aurantiacum Rchb.f.var. denneanum (Kerr) Z.H.Tsi.。取以上收集的鲜品石斛药材，除去根、叶和泥沙，用开水略烫、除净叶鞘，将其剪碎后，在60 ℃的电热鼓风干燥箱下烘干，打粉，过60目筛, 备用。石斛酚对照品，批号：111875-201202，中国药品检定研究院；乙腈，色谱纯，德国Merk公司；水，纯净水；其他试剂为分析纯。
1.2 仪器 LC-高效液相色谱仪（包括DAD检测器、LC-20AT泵、DGU-12在线脱气机），日本岛津公司；Mettler Toledo AB204-N型精密电子天平，瑞士梅特勒-托利多公司；KQ-400KDE型高功率数控超声波清洗器，昆山市超声仪器有限公司；HWS24型电热恒温水浴锅，上海一恒科技有限公司；EYELAN-1100旋转蒸发仪，上海爱明仪器有限公司；电热鼓风干燥箱，上海一恒科技有限公司。

2 方法与结果

2.1 流苏石斛HPLC特征图谱的建立
2.1.1 色谱条件 采用ZORBAX SB-Aq色谱柱（250 mm×4.6 mm，5μm）；以乙腈为流动相A，以体积分数为0.2%的磷酸溶液为流动相B，按以下梯度进行洗脱：0~40 min为0.5% A→8% A，40~60 min为8% A→12% A，60~70 min为12% A→15% A；柱温为25℃；流速为1.0 mL·min-1；检测波长为270 nm。

2.1.2 供试品溶液制备  取本品粉末1.0 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，加甲醇40 mL，超声处理1 h，取出、放冷、滤过，药渣及滤纸剪碎同置于锥形瓶中，继续加80%甲醇40 mL，超声处理1 h，取出、放冷、滤过，合并滤液，减压蒸干，残渣加甲醇定容至2 mL容量瓶中，摇匀，即得流苏石斛供试品溶液。
2.1.3 方法学考察

2.1.3.1 精密度试验 精密吸取同一批次流苏石斛供试品溶液30 μL，连续进样6次。将获得的色谱图导入相似度软件，平均数法计算样品相似度均大于0.99，表明仪器的精密度良好。
2.1.3.2 稳定性试验  精密吸取同一批次流苏石斛供试品溶液30 μL，分别在0，4，8，12，16，24 h进样分析，将获得的色谱图导入相似度软件，平均数法计算样品相似度均大于0.99，表明供试品溶液在考察的时间范围24 h内具有较良好的稳定性。
2.1.3.3 重复性试验  取同一批流苏石斛样品6份，分别制备供试品溶液，精密吸取流苏石斛各供试品溶液30 μL进样分析。将获得的色谱图导入相似度软件，平均数法计算样品相似度均大于0.99，表明重复性良好。
2.1.4 样品检测 精密吸取叠鞘石斛供试品溶液30 μL，按色谱条件进样分析。
2.1.5 特征图谱的建立与分析

2.1.5.1 共有峰的确定  根据10批流苏石斛供试品溶液的测定结果，共标示出9个特征共有峰，以峰8为参照峰（S）分别计算各特征共有峰相对保留时间（RTR）与相对峰面积（RA）。表1。
	峰号
	RTR
均值（xs）
	RA

	
	
	LS1
	LS2
	LS3
	LS4
	LS5
	LS6
	LS7
	LS8
	LS9
	LS10
	均值（xs）

	1
	0.161±0.003
	0.781
	0.659
	0.728
	0.761
	0.553
	0.684
	0.587
	0.738
	0.683
	1.369
	0.722±0.173

	2
	0.222±0.003
	0.241
	0.088
	0.182
	0.205
	0.295
	0.204
	0.365
	0.251
	0.404
	0.149
	0.243±0.094

	3
	0.235±0.003
	0.199
	0.134
	0.262
	0.17
	0.152
	0.066
	0.096
	0.085
	0.173
	0.342
	0.159±0.073

	4
	0.381±0.002
	0.446
	0.393
	0.381
	0.286
	0.253
	0.581
	0.087
	0.085
	0.107
	0.25
	0.289±0.166

	5
	0.394±0.003
	0.094
	0.124
	0.28
	0.126
	0.155
	0.056
	0.291
	0.333
	0.418
	0.067
	0.201±0.122

	6
	0.66±0.001
	0.872
	0.841
	0.988
	0.955
	0.671
	3.119
	0.727
	0.583
	0.298
	2.116
	1.064±0.814

	7
	0.97±0.002
	0.689
	0.115
	0.416
	0.213
	0.469
	0.614
	0.457
	0.328
	0.274
	0.314
	0.393±0.176

	8(S)
	1.000
	1.000
	1.000
	1.000
	1.000
	1.000
	1.000
	1.000
	1.000
	1.000
	1.000
	1.000

	9
	1.133±0.004
	1.567
	0.828
	1.109
	0.867
	0.742
	1.097
	0.742
	0.873
	0.648
	1.147
	0.952±0.269


表1 流苏石斛HPLC特征图谱共有峰的相对保留时间与相对峰面积

Table 1 Results of HPLC characteristic spectrum of Dendrobium fimbriatum Hook
2.1.5.2 相似度分析  采用国家药典委员会《中药色谱特征图谱相似度评价系统软件（2004A版）》，以平均数法生成特征图谱共有模式，计算LS1~LS10与共有模式的相似度分别为0.960、0.980、0.992、0.992、0.990、0.837、0.987、0.983、0.935、0.925。见图1～图2。
[image: image1.png]



t/min

图1  10批流苏石斛HPLC特征图谱重叠图
Figure 1 HPLC overlapping characteristic spectrum of 10 batches of Dendrobium fimbriatum Hook
[image: image2.png]



t/min

图2  流苏石斛HPLC特征图谱共有模式
Figure 2 Common pattern of HPLC characteristic spectrum of 10 batches of Dendrobium fimbriatum Hook
2.2黄草类石斛（金钗石斛、流苏石斛、叠鞘石斛）HPLC特征图谱的比较
2.2.1 色谱条件[4]  采用Zorbax SB-Aq色谱柱，流动相为乙腈- 0.2%甲酸溶液，梯度洗脱：0~40 min为乙腈0.5%→10%，40~100 min乙腈为10%→16%，100~140 min乙腈为16%→23%，140~200 min乙腈为23%→40%；检测波长为270 nm；柱温为30 ℃；流速为1.0 mL·min-1；进样量为10 μL。

2.2.2 供试品溶液制备  分别精密称定各药材粉末各0.4 g，加甲醇20 mL，超声处理60 min，取出、放冷、滤过，药渣及滤纸剪碎同置于锥形瓶中，再加80%甲醇20 mL，超声处理60 min，取出、放冷、滤过。合并滤液，减压蒸干，残渣加甲醇并定容至2 mL量瓶中，摇匀，即得相应的供试品溶液。
2.2.3 样品检测  分别精密吸取贵州赤水、云南产金钗石斛供试品溶液10 μL，流苏、叠鞘石斛供试品溶液30 μL，按色谱条件进样分析。见图3。
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1.贵州赤水产金钗石斛（CS1）；S2.云南产金钗石斛（YN1）；S3.流苏石斛（LS1）；S4.叠鞘石斛（DQ1）；S5.石斛酚对照品 
图3 金钗、流苏、叠鞘石斛HPLC特征图谱比较

Figure 3 Comparative Study of HPLC Characteristic Spectrum of Dendrobium nobile, Dendrobium fimbriatum and Dendrobium denneanum 
3.2.4 相似度分析  采用国家药典委员会《中药色谱特征图谱相似度评价系统软件（2004A版）》，以流苏石斛为对照图谱，计算流苏石斛（LS1）与贵州赤水产金钗石斛（CS1）、云南产金钗石斛（YN1）、叠鞘石斛（DQ1）的相似度分别为0.106、0.149、0.007。金钗石斛主要特征峰保留时间在60～150 min之间；流苏石斛主要特征峰保留时间在8～60 min之间，主峰较少，峰面积不大；叠鞘石斛主要特征峰比较分散，以保留时间为32.33 min时的峰面积最大，约占61%；保留时间为167.30 min时的峰是石斛酚，且相对峰面积均大于金钗石斛和流苏石斛，确定为其特征峰，与杨莉[10]研究中石斛酚在叠鞘石斛中含量较高相符。
3 讨论
目前可加工为黄草的原植物来源广泛，市场上甚至把一些历来不作药用的石斛属及非石斛属植物也加工成黄草，造成了石斛市场混乱的现状。
本研究通过对10批流苏石斛的特征图谱分析，共标定了9个特征峰，10批样品的相似度为0.837~0.992。其中样品LS6的相似度为0.837，较其他批次的相似度低。
本研究也对金钗石斛、流苏石斛、叠鞘石斛进行了HPLC特征图谱的比较，发现3种石斛的相似度较低，其主要色谱峰的数目、峰形等都存在较大差异，提示3种石斛所含化学成分存在较大差异。通过与石斛酚对照品的保留时间及紫外光谱比较，金钗、流苏、叠鞘石斛都检测出含有石斛酚化学成分，但金钗石斛、流苏石斛中石斛酚含量甚微，叠鞘石斛中石斛酚含量相对较高。综上，本研究采用HPLC特征图谱获取其化学成分信息，完成了对金钗石斛、流苏石斛、叠鞘石斛多种成分的整体相关质量评价。
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