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观赏石斛与药用石斛 HPLC指纹
图谱及生物活性的比较
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摘 要: 采用高效液相色谱 ( HPLC) 法，对以春石斛( ‘绿唇’、‘920’和‘31’) 和秋石斛( ‘红牛’、‘088’和
‘T5’) 为代表的观赏石斛和药用石斛( 铁皮石斛、金钗石斛、鼓槌石斛和叠鞘石斛) 的化学成分进行了初步分
析，并对这 10 种石斛进行了体外降血糖和抗农业病原真菌活性测试。结果表明，10 种石斛与特征指纹图谱
共有模式的相似度较低，说明不同种石斛间化学成分差异较大;秋石斛‘T5’和铁皮石斛对 α-葡萄糖苷酶有
较好的抑制作用;春石斛‘920’和铁皮石斛对 5 种农业病原真菌，尤其是胶胞炭疽菌有良好的抑制活性。
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石斛作为我国的一种传统珍贵药材，具有滋阴清热、生津益胃、润肺止咳等功效［1］。现代药理学研究
表明，石斛具有抗肿瘤、抗衰老、增强人体免疫力和扩张血管等作用［2］。2010 年《中国药典》规定“石斛为
兰科植物金钗石斛( Dendrobium nobile) 、鼓槌石斛( D． chrysotoxum) 或流苏石斛( D． fimbriatum) 的栽培品
及其同属植物近似种的新鲜或干燥茎”［3］。目前，以石斛作为重要配料的单方或制剂及临床应用非常广
泛，涉及胃肠道、白内障、抗癌、滋补等多个方面［4 － 5］。石斛不仅具有药用和食用价值，同时兼具观赏性。
观赏石斛因花色多姿，组培技术［6 － 7］和工厂化［8］生产成熟，从而流通较广泛。一方面，观赏石斛作为盆景
和鲜切花，多为 2 ～ 3 年生，花败后其老茎将被丢弃，造成一定程度上的资源浪费。而中药石斛由于临床
用量大，加之过度开采、自然繁殖率低下、生长缓慢等因素，野生资源枯竭等问题日益突出。另一方面，将
植物源天然产物开发成安全有效的生物农药是解决农业病虫害防治问题的重要手段之一。近年来关于
植物源天然产物杀菌剂的研究已取得一定成果，目前已发现肿柄菊、黄连、臭椿、蓼子朴、天明精和大花金
挖耳等几十种植物的提取物对植物病原菌有抑制作用［9 － 12］，而鲜有对石斛属植物的提取物进行植物病原

菌抑制活性的研究报道。因此，笔者通过高效液相色谱法( HPLC) 对以春石斛和秋石斛为代表的观赏石
斛和以铁皮石斛、金钗石斛、鼓槌石斛和叠鞘石斛为代表的药用石斛进行分析和比较，并结合体外降血糖
和抗农业病原真菌 2 个生物活性筛选模型，比较不同种观赏石斛与药用石斛对 α －葡萄糖苷酶和 5 种农
业病原真菌的抑制活性，以挖掘观赏石斛的潜在药用价值，为寻找药用石斛的合适替代品以保护野生石

斛资源、实现观赏石斛废弃资源的创新利用提供参考。

1 材料与方法

1． 1 样品 春石斛 3 个品种( ‘绿唇’、‘920’和‘31’) 和秋石斛 3 个品种( ‘红牛’、‘088’和‘T5’) 均来



自海南博大兰花科技有限公司;药用石斛: 铁皮石斛( D． officinale) 、金钗石斛( D． nobile) 、鼓槌石斛( D．
chrysotoxum) 和叠鞘石斛( D． denneanum) 均来自云南，由海南大学园艺园林学院宋希强教授鉴定，凭证标
本( SH201403) 存放在中国热带农业科学院热带生物技术研究所。
1． 2 仪器与试剂 Agilent 1260 Infinity 高效液相色谱仪，配备 G1329B标准自动进样器、G1311C四元泵、
G1316A柱温箱、G1315D DAD检测器( Agilent公司，美国) ; Sartorius BP221S 电子天平( 塞多利斯公司，德
国) ; BＲANSONIC-5510E-DTH超声波清洗仪( Branson，美国) ;超净工作台( 上海博讯实业有限公司医疗设
备厂，中国) ; MK3 酶标仪( 上海雷勃分析有限公司) 。
乙腈( 色谱纯，Tedia公司) ，甲醇( 色谱纯，Tedia 公司) ，其他有机溶剂均为国产分析纯( 广东化工) ;

硫酸卡那霉素和阿卡波糖( 上海生工有限公司，中国) ; 西瓜枯萎镰刀菌 ( Fusarium oxysporum f． sp． nive-
um) 、香蕉枯萎镰刀菌 ( Fusarium oxysporum f． sp． cubense race 4 ) 、棉花枯萎镰刀菌 ( Fusarium oxysporum
f． sp． vasinfectum) 、棉花黄萎病菌 ( Verticillium dahliae Kleb) 和胶胞炭疽菌 ( Colletotrichum gloeosporiodes)
( 中国热带农业科学院，中国) 。
1． 3 样品制备 参照 Jiang-Miao Hu［13］等的方法，取参试石斛鲜茎，切碎，各称取 200 g 置于 1 L 锥形瓶
中，加 95 %乙醇 500 mL，超声提取 30 min，过滤，减压浓缩。重复 3 次，称质量，得乙醇粗提物。分别称取
各石斛乙醇提取物 1 g，加水溶解，形成悬浊液，依次用石油醚和乙酸乙酯萃取，每次萃取 7 次，分别得石油
醚部分和乙酸乙酯部分。取各石斛乙醇提取物 5． 0 mg，置于 5 mL 量瓶中用甲醇溶解、定容，并用 0． 45
μm微孔滤膜滤过，得供试品溶液，低温保存备用。
1． 4 液相色谱条件 色谱柱: Dionex-Acclaim 120 C18 色谱柱( 250 mm × 4． 6 mm，5 μm) ;流动相:乙腈
( A) － 0． 05%甲酸水溶液( B) ;线性洗脱程序: 0 ～ 20 min，12% ～ 17% A，20 ～ 60 min，17% ～ 22% A，60 ～
90 min，22% ～32%A，90 ～ 95 min，32% ～ 37% A，95 ～ 115 min，37% ～ 40% A，115 ～ 130 min，40% ～ 70%
A。体积流量 0． 4 mL·min －1，检测波长为 280 nm，柱温 26 °C，进样量为 5 μL。
1． 5 抗农业病原菌活性筛选 采用滤纸片琼脂扩散法［14］，对样品进行抗农业病原真菌的活性筛选。菌
株采用马铃薯葡萄糖琼脂培养基( PDA) 培养，并分别将 5 种农业病原真菌制成一定浓度的菌悬液 ( 105 ～
107 cfu·mL －1 ) ，用玻璃棒将其均匀涂布在供试无菌平板上，制成含菌平板。然后将 10 种石斛乙酸乙酯
萃取物分别配成浓度为 100 mg·mL －1的溶液，取 10 μL滴加于灭菌滤纸片上 ( Φ = 6 mm) ，待溶剂挥干，
再将滤纸片置于含菌平板上，重复 3 次。以 10 μL ( 0． 64 mg·mL －1 ) 的硫酸卡那霉素为阳性对照，以 DM-
SO作阴性对照，37 °C恒温无光培养，48 h后用游标卡尺十字交叉法，多次测量计算平均值并记录抑菌圈
直径。
1． 6 体外降血糖活性筛选 本测试在紫外分光光度计上进行，筛选模型反应体系参照 Jong-An-
urakkun［15 － 16］等的方法，测试方法: 0． 5 mL的磷酸钾缓冲液( 0． 1 mmol·L －1，pH 6． 8) ，加入 100 μL 的 α-
葡萄糖苷酶( 0． 2 U·mL －1 ) 和 0． 5 mL样品溶液混匀。在 37 °C恒温 15 min后，再加入 2． 5 mmol·L －1的

PNPG ( 4 －硝基苯 － β － D － 吡喃半乳糖苷) 0． 5 mL，混匀后 37 °C 恒温 15 min。最后加入 1 mL 的
Na2CO3 溶液( 0． 2 mol·L －1 ) 终止反应。以阿卡波糖作为阳性对照，于 405 nm波长下测反应液的 OD值，
重复 3 次取平均值。按以下公式计算样品对 α －葡萄糖苷酶的抑制率:

抑制率( % ) =［A空白 － ( A样品 － A背景) ］/A空白 × 100，
式中: A 空白—不加待测样品反应后的吸光值; A 样品—加入待测样品反应后的吸光值; A 背景—只加待
测样品反应后的吸光值。

2 结果与分析

2． 1 HPLC分析结果 对 10 种石斛的高效液相色谱指纹图谱( 图 1) 进行分析可知，保留时间在 0 ～ 45
min之间的化学成分较集中，多为一些大极性的糖苷类成分，而混合对照品( 3 个菲类和 3 个联苄类化合
物) 的出峰时间在 100 ～ 130 min 之间，在此保留时间段 4 种药用石斛的色谱峰明显多于 6 种观赏石斛，
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即药用石斛的联苄类和菲类成分较观赏石斛丰富，这是两者在化学成分上的差异之一。
采用国家药典委员会“中药色谱指纹图谱相似度评价系统 2004A版”系统评价软件，以特征指纹图谱

共有模式为对照，计算 10种石斛的相似度，S1 ～ S10的相似度分别为: 0． 500，0． 427，0． 477，0． 382，0． 258，0． 445，
0． 329，0． 281，0． 432和 0． 640。相似度可以体现不同批次样品间各成分在种类及其相对量上的整体相似程度。
由图 2可见，10种石斛与特征指纹图谱共有模式的相似度均不足0． 7，说明不同种石斛间化学成分差异较大。
2． 2 抗农业病原真菌活性 对 10 种石斛的乙酸乙酯萃取物进行了抑制农业病原真菌的活性筛选。结
果表明，春石斛的栽培种‘920’和铁皮石斛显示了一定的抑菌活性( 表 1) 。‘920’除了对棉花枯萎镰刀菌无
抑制活性外，对其他 4种农业病原真菌都有一定的抑制活性，尤其是对胶胞炭疽病菌有较强的抑制活性。铁
皮石斛对 5种农业病原真菌都有很好的抑制活性，说明其可能对农业病原真菌有广谱的抑菌活性。
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图 1 10 种石斛高效液相色谱（HPLC）分析结果
S1-金钗；S2-No.920；S3-No.31；S4-‘绿唇’；S5-‘红牛’；S6-No.088；S7-T5；S8-鼓槌；S9-铁皮；S10-叠鞘

Fig.1 HPLC analysis of 10 Dendrobium species and hybrids
S1-D. nobile; S2-No.920; S3-No.31; S4-‘Green Lips’; S5-‘Red Bull’; S6-No.088; S7-T5; S8-D. chrysotoxum;

S9-D. officinale; S10-D. denneanum

0 20.29 40.58 60.88 81.17 101.46 121.75 142.05

图 2 混合对照品 HPLC 图谱
Fig.2 HPLC of mixed reference product
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表 1 不同种石斛乙酸乙酯萃取物的抗农业病原真菌活性
Tab． 1 The activity of Et2O extracts from different Dendrobium species and hybrids against agricultural pathogenic fungi

样品
Sample

抑制圈直径 /mm
Inhibit diameters

西瓜枯萎镰刀菌
Fusarium oxyspo-
rum f． sp． niveum

香蕉枯萎镰刀菌
Fusarium oxyspo-
rum f． sp．
cubense race 4

棉花枯萎镰刀菌
Fusarium oxyspo-
rum f． sp． vasin-
fectum

棉花黄萎病菌
Verticillium dahli-
ae Kleb

胶胞炭疽病菌
Colletotrichum
gloeosporiodes

‘920’ 7． 48 9． 93 － 9． 37 24． 16

铁皮石斛
D． officinale 8． 12 15． 99 9． 84 10． 26 32． 41

阳性对照
Positive control 18． 07 19． 48 18． 63 22． 30 －

注:滤纸片直径为 6 mm，硫酸卡那霉素为阳性对照，“－”表示没有活性
Note: The diameter of filter paper was 6 mm，positive control Kanamycin sulfate，“－”means inactive

2． 3 体外降血糖活性 对 10 种石斛的乙醇提取物进行了体外降血糖活性筛选。结果表明，铁皮石斛、
鼓槌石斛、叠鞘石斛、春石斛‘绿唇’、秋石斛‘T5’和‘红牛’均有 α-葡萄糖苷酶抑制活性，其中秋石斛
‘T5’和铁皮石斛的活性最好，其次是鼓槌石斛和叠鞘石斛，“绿唇”和“红牛”活性较弱，而金钗石斛、春石
斛‘920’、‘31’和秋石斛‘088’没有显示对 α-葡萄糖苷酶的抑制活性。

表 2 不同种石斛乙醇提取物的体外降血糖活性
Tab． 2 In vitro α-glucosidase inhibitory activity of EtOH extract from different Dendrobium species and hydrids

样品
sample

IC50 / ( μg·mL －1 )
样品
sample

IC50 / ( μg·mL －1 )

铁皮石斛
D． Officinale 122． 53 ‘绿唇’

‘Green Lips’ 728． 43

金钗石斛
D． nobile － ‘No． 088’ －

鼓槌石斛
D． chrysotoxum 192． 89 ‘T5’ 106． 38

叠鞘石斛
D． denneanum 397． 76 ‘红牛’

‘Ｒed Bull’ 518． 83

‘920’ － 阳性对照
Positive control 779． 21

‘31’ －

注:阿卡波糖为阳性对照，“－”表示无活性
Note: The acarbose was uesed as positive control，“－”means inactiveness

3 讨 论

3． 1 液相色谱条件的优化 选择流动相时，分别考察了甲醇 －水、乙腈 －水和乙腈 － 0． 05%甲酸水 3 种
体系。结果表明，乙腈 －水系统的分离效果明显优于甲醇 －水，而乙腈 － 0． 05%甲酸水系统能使谱峰拖
尾的现象得到改善，峰形优于乙腈 －水系统，因此，确定乙腈 － 0． 05%甲酸水作为流动相系统。
选择检测波长时，选择了 230，260，280，306 和 327 nm进行试验。有文献［17］报道 280 nm波长下联

苄、菲及芴酮均有较强吸收，而本次实验通过比较发现在 280 nm波长下色谱峰较多，且吸光度较大，与文
献报道结果一致，因此，选择 280 nm作为检测波长。
3． 2 生物活性的筛选 目前国内外学者对石斛属植物的药理活性研究较多，但多集中在抗肿瘤活性、免
疫调节、对心血管系统作用、对胃肠道作用和抗氧化活性等方面［5，18 － 19］，而关于抑菌活性的报道不多。李
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满飞等［20］研究发现金钗石斛的水蒸气蒸馏法制得的精油对大肠杆菌、枯草杆菌和金黄色葡萄球菌有抑制
作用，而本次实验将 10 种石斛的乙酸乙酯萃取物分别对西瓜枯萎菌、香蕉枯萎菌、棉花枯萎菌、棉花黄萎
菌和胶胞炭疽菌进行了抑菌活性的筛选，发现春石斛‘920’和铁皮石斛的乙酸乙酯萃取物对这 5 种农业
病原真菌均有一定的抑制活性，尤其是对胶胞炭疽菌有非常强的抑制作用。由 HPLC指纹图谱分析可知，
铁皮石斛和春石斛‘920’有 15 个共有色谱峰，在保留时间为 27． 771 min和 29． 144 min时有 2 个峰面积较
大的色谱峰，可能是这 2 种石斛抗农业病原真菌的物质基础。
在降血糖活性方面，学者们对铁皮石斛的研究较多，陈爱君等［21］采用四氧嘧啶糖尿病小鼠模型观察

铁皮石斛膏的降血糖作用，并观察其对糖耐量的影响，结果发现铁皮石斛膏具有一定的降低血糖和改善

糖耐量的作用。吴昊姝等［22］采用放射免疫分析和免疫组化 HＲP-SPA染色等方法进行铁皮石斛的降血糖
作用进行了研究，结果发现铁皮石斛对肾上腺素性高血糖小鼠及链脲佐菌素性糖尿病( STZ-DM) 大鼠有
明显的降血糖作用。而本次实验通过研究比较了 10 种石斛对 α-葡萄糖苷酶抑制作用，发现铁皮石斛有
很好的体外降血糖活性，秋石斛‘T5’与铁皮石斛的体外降血糖活性相当。根据 HPLC 指纹图谱结果分
析，铁皮石斛和秋石斛‘T5’的色谱图在 0 ～ 11 min 有 10 个共有峰，表明其中可能存在抑制 α-葡萄糖苷
酶的成分。

4 结 论

本研究建立了对以春石斛和秋石斛为代表的观赏石斛和以铁皮石斛、金钗石斛、鼓槌石斛和叠鞘石
斛为代表的药用石斛的高效液相色谱分析方法，并对其色谱图进行了相似度分析，结果表明，10 种石斛与
特征指纹图谱共有模式的相似度均不足 0． 7，说明不同种石斛间化学成分差异较大; 对 10 种石斛的抑菌
活性结果表明，春石斛‘920’和铁皮石斛的乙酸乙酯萃取物对 5 种农业病原真菌均有一定程度的抑制活
性，尤其对胶胞炭疽菌有较强的抑制活性;对 10 种石斛的体外降血糖活性结果表明，秋石斛‘T5’和铁皮
石斛对 α-葡萄糖苷酶均有较好的抑制作用。在本研究的基础上，本课题组还将对春石斛‘920’和秋石斛
‘T5’进行深入研究，以探究其生物活性的物质基础。
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Comparison of HPLC Fingerprint and Bioactivity between
Ornamental and Medical Dendrobium

LIAO Ge1，ZHANG Youyuan1，SONG Xiqiang1，DAI Haofu2，KE Haili3
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Abstract: High Performance Liquid Chromatography ( HPLC) was used to analyze the chemical components of
10 ornamental and medical Dendrobium species and hybrids，and the component activity against agricultural
pathogenic fungi and in vitro hypoglycemia were assayed by using Filter AGAＲ diffusion method and α-glucosi-
dase inhibitory assay，respectively． The results showed that these ten Dendrobium species and hybrids had pretty
low similarity with the shared characteristic fingerprint，which means there were obvious differences among them．
Besides，the Dendrobium hybrid‘T5’and D． officinale had preferable inhibitory effect on α-glucosidase，and
the hybrid‘920’and D． officinale had the inhibitory activity against 5 species of agricultural pathogenic fungi，
especially Colletotrichum gloeosporiodes．
Keywords: ornamental Dendrobium; HPLC; chemical components; bioactivity
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