
剂的硬度对药物的释放速度影响较小。
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密花石斛的HPLC/ UV/MS指纹图谱研究

张尊建1 ,王源园1 ,李　茜1,王兴旺2,徐向阳2,张　蕙2

( 1. 中国药科大学 分析测试中心, 江苏 南京, 210009;

2. 金陵药业股份有限公司 技术中心, 江苏 南京, 210009)

摘　要: 目的　采用 HPLC/ UV / MS 法对密花石斛进行指纹图谱研究。方法　采用Ag ilent Zorbax SB-C18柱;甲醇

和水为流动相进行梯度洗脱; 流速为 1. 0 mL / min。结果　得到分离度较好的密花石斛 HPLC/ UV 指纹图谱 ,标示

了 9 个共有峰,并用 HPLC/ MS 对其部分色谱峰进行了初步定性。结论　该方法可用于密花石斛指纹图谱的测定,

并为其全面质量控制提供参考。

关键词: 密花石斛;指纹图谱; HPLC/ UV /M S
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Studies on fingerprints of Dendrobium densif lorum by HPLC/ UV/MS

ZHANG Zun-jian
1
, WANG Yuan-yuan

1
, LI Qian

1
, WANG Xing-w ang

2
, XU Xiang-yang

2
, ZHANG Hui

2

( 1. The Cent er fo r Instr ument al Analy sis, China Pha rmaceutical Univ ersity , Nanjing 210009, China;

2. Technical Center , Jinling Pharmaceutical Co. , L td. , Nanjing 210009, China )

Abstract: Object　T o establish a method for study ing the f ing erprints o f Dendr obium densif lorum

Lindl. ex Wall . by HPLC/ UV/ M S. Methods　Separat ion w as perfo rmed on Ag ilent Zorbax SB-C18 col-

umn. Gradient elute w as performed by the mobile phase consist ing of methano l and water w ith the f low

rate of 1. 0 mL/ min. Results　Per fect fingerpr ints w ere obtained by HPLC/ UV which can be used for the

evaluat ion of D . densif lorum. Nine common peaks in the fingerprints w ere conf irmed, and qualitat ive anal-

ysis of some other peaks w ere carried on by HPLC/ MS. Conclusion 　T he method can be applied to the

quality cont ro l and studying on the chemical const ituents o f D . densif lorum crude dr ug .

Key words : Dend robium densif lorum Lindl. ex Wall. ; fingerprints; HPLC/ UV/ M S

　　石斛属植物全世界约 1 000 种, 广泛分布于亚

洲热带、亚热带地区及大洋洲。我国有 74个种和 2

个变种, 主产秦岭以南诸省区, 尤以云南南部为

多[ 1] ,是一类常用中药材,历代本草均有收载。《中华

人民共和国药典》2000年版收载了 5种,即环草石

斛 Dendrobium loddigesii Rolfe、马鞭石斛 D . f im-

br iatum Hook. var. oculatum Hook. 、黄草石斛 D .

chry santhum Wall.、铁皮石斛 D . candidum Wall.

ex Lindl .和金钗石斛 D . nobile Lindl. 。长期以来,

由于过量采挖,导致资源十分紧缺,供不应求。密花

石斛 D . densif lor um Lindl. ex Wall.为兰科石斛属

植物,在我国主要分布于广东、海南、广西等地,具有

滋阴清热、益胃生津的功效,已成为石斛的主要代用

品之一,被《贵州省中药材标准》( 1988 版)和《江苏

省中药材标准》( 1998版)收载。近年来,中药指纹图

谱正逐步成为控制中药及其制剂质量的手段之一。

目前有关密花石斛指纹图谱的研究尚未见报道, 本

实验利用 HPLC/ M S 技术对其部分成分进行了初

步定性,为其质量控制提供参考。

1　仪器与试剂
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Agilent 1100 LC/ DAD 系统, 含在线真空脱气

机,低压四元梯度泵,自动进样器,柱温箱, 二级管阵

列检测器 ( DAD) , HP Chemstat ion 色谱工作站;

Agilent 1100 LC/ DAD/ M S 系统, 含在线真空脱气

机,高压二元梯度泵,恒温自动进样器,柱温箱, 二极

管阵列检测器( DAD)、电喷雾( ES)接口。

　　甲醇( M erck,色谱纯) ,氯仿(分析纯) , 双蒸水,

滨蒿内酯对照品(金陵药业股份有限公司提供, 批号

1511-200001, 纯度> 99. 0% ) , 密花石斛采自云南

思茅云南金陵植物药业股份有限公司石斛 GAP 种

植基地,经中国药科大学中药学院徐珞珊教授鉴定

为密花石斛 D . densif lorum Lindl. ex Wal l.。

2　方法

2. 1　供试品溶液的制备: 参照《中华人民共和国药

典》2000 年版一部附录药材取样方法,取密花石斛

药材, 粉碎, 过 40目筛。取粉末 2. 0 g, 10%氨水润

湿,置索氏提取器中,加氯仿 60 mL,水浴回流 4 h,

冷却。提取液水浴挥干,冷却,加 50%甲醇 5 mL 溶

解,用 0. 45 m 微孔滤膜滤过后作为供试品溶液。

2. 2　参照物溶液的制备: 取滨蒿内酯对照品适量,

用 50%甲醇溶解,制成100 g/ mL 滨蒿内酯溶液作

为参照物溶液。

2. 3　色谱条件: 色谱柱: Ag ilent Zorbax SB-C18柱

( 150 mm×4. 6 mm , 5 m ) ; 流动相: 甲醇 ( A ) -水

( B) ,梯度洗脱条件: 0～5 min A ( 35%) , 55 min A

( 80% ) , 60 m in A ( 80% ) ; 流速: 1. 0 mL/ min;检测

波长: 300 nm ;柱温: 25 ℃; 柱后分流 0. 4 mL/ min

进质谱仪;同时记录总离子流( T IC)色谱图。扫描范

围: 100～1 000; 干燥气流速: 10 L/ m in; 干燥气温

度: 250 ℃;雾化室压: 276 kPa; 毛细管电压: 4 000

V;传输电压: 70 V ;进样量: 20 L。

2. 4　方法学考察

2. 4. 1　稳定性试验:取同一供试品溶液, 分别于 0,

1, 2, 4, 12, 24 h 进样检测,各主要色谱峰的相对保

留时间和相对峰面积比值的 RSD 均小于 0. 88%,

表明样品在 24 h内稳定。

2. 4. 2　精密度试验:取同一供试品溶液, 连续进样

6次,各主要色谱峰的相对保留时间和相对峰面积

比值的 RSD均小于 0. 21% ,表明精密度良好。

2. 4. 3　重现性试验:取同一批药材,按 2. 1项下方

法制备供试品溶液 6份,分别进样检测,各主要色谱

峰的相对保留时间和相对峰面积比值的 RSD均小

于 2. 23% ,表明方法的重复性良好。

2. 5　指纹图谱:密花石斛药材的 HPLC/ U V 指纹

图谱见图 1, HPLC/ MS 指纹图谱见图 2和 3。

图 1　密花石斛药材色谱指纹图谱

Fig. 1　Fingerprint of D . densif lorum

图 2　密花石斛药材的总离子流色谱图　ESI( + )

Fig. 2　TIC of D. densif lorum　ESI( + )

图 3　密花石斛药材的总离子流色谱图　ESI( - )

Fig. 3　TIC of D . densif lorum　ESI( - )

3　结果与讨论

3. 1　提取方法: 经对 95%乙醇回流、氯仿超声和氯

仿索氏提取进行考察, 发现 95%乙醇提取杂峰过

多;氯仿超声提取效率低而氯仿索氏提取效率较高,

故采用氯仿为溶剂索氏提取制备供试品溶液。

3. 2　HPLC/ UV 指纹图谱: 参照《中药注射剂指纹

图谱研究的技术要求(暂行)》
[ 2]
,测定了 10批密花

石斛药材的指纹图谱。以 tR= 16. 0 m in 的滨蒿内酯

色谱峰( 2号峰)为参照,标示了 9个共有峰,并计算

了 10批密花石斛药材指纹图谱中各共有峰的相对

保留时间及相对峰面积比值, 分别见表 1及表 2。

3. 3　HPLC/ MS 指纹图谱: 实验条件下, 对密花石

斛药材供试品分别进行了质谱的正、负离子检测, 并

根据质荷比及相关文献
[ 3～5]

, 对色谱图中的部分色

谱峰进行了归属。HPLC/ UV 对照品试验表明 tR=

16. 0 min 的化合物为滨蒿内酯, 相对分子质量为

206, 相同位置处的质谱正离子检测图中出现滨蒿内
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酯 m/ z 207 [ M + H] +、m/ z 229 [ M + Na]
+ 峰; t R=

18. 1 m in的色谱峰表现为 m/ z 191 [ M + H] + 、m/ z

213 [ M + Na]
+及 m/ z 229 [ M+ K] + 峰,推测为泽

　　　　　表 1　10 批密花石斛的相对保留时间

Table 1　Relative retention time of 10 batches

of D . densif lorum crude drugs

批号
峰　号

1 2( s) 3 4 5 6 7 8 9

1 0. 678 1. 000 1. 076 1. 690 1. 749 1. 997 2. 026 2. 089 2. 442

2 0. 681 1. 000 1. 076 1. 694 1. 753 1. 998 2. 027 2. 091 2. 443

3 0. 682 1. 000 1. 076 1. 695 1. 754 1. 997 2. 026 2. 090 2. 441

4 0. 683 1. 000 1. 076 1. 696 1. 755 1. 998 2. 027 2. 090 2. 443

5 0. 683 1. 000 1. 076 1. 698 1. 758 1. 999 2. 028 2. 091 2. 444

6 0. 684 1. 000 1. 076 1. 698 1. 758 1. 997 2. 027 2. 090 2. 443

7 0. 684 1. 000 1. 076 1. 699 1. 757 1. 997 2. 025 2. 089 2. 441

8 0. 685 1. 000 1. 076 1. 700 1. 759 1. 998 2. 027 2. 091 2. 443

9 0. 685 1. 000 1. 076 1. 700 1. 759 1. 997 2. 026 2. 090 2. 441

10 0. 686 1. 000 1. 076 1. 701 1. 760 1. 998 2. 026 2. 091 2. 442

均值 0. 683 1. 000 1. 076 1. 697 1. 756 1. 998 2. 026 2. 090 2. 442

　　s为参照物

　　s is reference su bstance

表 2　10 批密花石斛的相对峰面积

Table 2　Relative peak area of 10 batches

of D. densif lorum crude drugs

批号
峰　号

1 2( s) 3 4 5 6 7 8 9

1 0. 165 1. 00 0. 469 0. 058 0. 567 0. 179 0. 079 0. 083 0. 155

2 0. 150 1. 000 0. 468 0. 046 0. 563 0. 189 0. 045 0. 091 0. 154

3 0. 159 1. 000 0. 552 0. 067 0. 669 0. 152 0. 091 0. 089 0. 162

4 0. 163 1. 000 0. 458 0. 059 0. 597 0. 173 0. 075 0. 094 0. 146

5 0. 135 1. 000 0. 474 0. 059 0. 653 0. 180 0. 084 0. 091 0. 158

6 0. 152 1. 000 0. 467 0. 061 0. 569 0. 198 0. 095 0. 091 0. 153

7 0. 155 1. 000 0. 537 0. 075 0. 568 0. 186 0. 075 0. 097 0. 160

8 0. 159 1. 000 0. 395 0. 038 0. 463 0. 193 0. 058 0. 068 0. 126

9 0. 163 1. 000 0. 467 0. 061 0. 569 0. 179 0. 075 0. 089 0. 149

10 0. 158 1. 000 0. 473 0. 049 0. 634 0. 156 0. 049 0. 090 0. 179

均值 0. 156 1. 000 0. 476 0. 057 0. 585 0. 179 0. 073 0. 088 0. 154

　　s为参照物

　　s is reference su bstance

兰内酯。LC/ M S 负离子检测图中, tR= 21. 3 min 的

色谱峰表现为 m/ z 259 [ M - H ] - 峰, 推测为

t ristin; tR = 28. 2 m in 的色谱峰表现为 m/ z 331

[ M - H] - 峰,推测为鼓槌联苄; tR = 38. 6 m in 的色

谱峰表现为m/ z 241 [ M - H] -峰,推测为 2, 5-二羟

基-4-甲氧基芴酮; tR = 39. 5 m in 的色谱峰表现为

m / z 239 [ M - H ] - 峰, 推测为 moscat in; tR = 41. 9

m in的色谱峰表现为 m/ z 269 [ M - H] - 峰, 推测为

大黄素或芦荟大黄素。

　　质谱检测器可以提供更多化合物的信息, 是对

紫外检测器的一种补充。本实验根据密花石斛及已

知的石斛化学成分的报道, 利用质谱技术对其部分

成分进行了初步定性,可为密花石斛化学成分的进

一步研究及质量控制提供参考。研究结果也说明, 密

花石斛与同为石斛属的其他种石斛在化学成分上存

在着共性, 将其作为药典收载正品石斛的代用品不

无道理。

　　致谢: 中国药科大学中药学院徐珞珊教授帮助

完成了密花石斛药材的 DNA 鉴定。
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液相色谱/蒸发光散射测定四物汤煎液中单糖和双糖的含量

梁乾德,马百平, 王升启

(军事医学科学院放射医学研究所, 北京　100850)

摘　要: 目的　建立液相色谱/蒸发光散射( HPLC-ELSD)测定四物汤煎液中 D-果糖、D-葡萄糖和蔗糖含量的方
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