5种不同石斛的多糖与氨基酸及甘露糖的含量比较分析
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摘要：目的:比较不同种石斛部分化学成分的差别。方法: 采用苯酚-硫酸法测定样品中多糖含量，茚三酮显色法测样品中氨基酸的含量，内标法测定样品中甘露糖的含量,通过定量测定，比较5种石斛种总多糖、氨基酸和甘露糖的含量差异。结果：5种不同种类的石斛的多糖、氨基酸、甘露糖的含量存在较大的差异.多糖含量，细茎石斛、金钗石斛、马鞭石斛相近，其中铁皮石斛明显高于其余4种石斛，鼓槌石斛明显低于其余的4种石斛；氨基酸含量，马鞭石斛高于其它4种石斛；甘露糖含量，铁皮石斛明显高于其余4种石斛。结论：5种不同石斛的总多糖、氨基酸和甘露糖的含量存在较大的差异，但就所含的相同化学成分总体而言铁皮石斛的质量好于其它四种石斛。
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ABSTRACT: Objective To compare the chemical compositions in the five kinds of Dendrobium. Method  Polysaccharide ,mannose and amino acid in the five Kinds of Dendrobium were determined and compared. Result  The polysaccharide contents ,the amino acid  contents and the mannose contents are remarkably different in the five kinds of Dendrobium. The content of polysaccharide in the Dendrobium officinnle is highedest in the five kinds of Dendrobium; The content of amino acid in the Dendrobium finbristun is higher than other four kinds of Dendrobium; the mannose contents of Dendrobium officinnle is much more higher than other kinds. Conclusion The quantity and contents of polysaccharide, amino acid and the mannose are remarkably different in the five kinds of Dendrobium. However,  Dendrobium officinnle has a higher  quality  than other four kinds of Dendrobium in terms of the same chemical compositions1.
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中药石斛为兰科(Orchidaceae)植物石斛属(Dendrobium)多种药用植物的总称,始载于《神农本草经》,其有养胃生津、滋阴清热、明目的功能,用于阴伤津亏,口干烦渴,食少干呕,病后虚热,目暗不明等症状[1]。现代药理研究证明石斛具有抗衰老、抗肿瘤、降低血糖的作用,在治疗胃肠道疾病和治疗白内障方面也有很好疗效[2-8]。几十年来,中外学者对石斛属植物的化学成分和药理作用进行了大量的研究,结果发现石斛属植物中化学成分类型不尽相同,含量也存在差异[9-16]。本文对铁皮石斛、金钗石斛、细茎石斛、鼓槌石斛和马鞭石斛的多糖、氨基、甘露糖的含量进行了测定和比较，旨在从化学成分的含量方面的比较不同品种的石斛的差异，使得各种石斛得到更好的综合应用。
1. 材料   
1.1药材   五种石斛均有广州中医药大学新药研究开发中心黄松老师提供，经广州中医药大学新药开发研究中心陈建南研究员鉴定为兰科石斛属植物。
1.2 仪器   UV mini紫外分光度计（日本岛津）； Sartorius BP110S型电子天平（德国）；Sartorius CP225D型电子天平（德国）；Aquapro 艾科浦u系列纯水机；HWS24型电热恒温水浴锅（上海一恒科技有限公司）； SHIMADZU型高效液相色谱仪(日本岛津公司)，SPD-20A型紫外-可见光检测器；Diamonsil色谱柱（4.6 mm*250 mm,5 µm）。
1.3试剂  天冬氨酸对照品（中国药品生物制品检定所，批号624-200104）; 无水葡萄糖（中国药品生物制品检定所提供 批号0833-9501）;甘露糖(中国药品生物制品检定所提供 批号140651-200602 );盐酸氨基葡萄糖(中国药品生物制品检定所提供 批号140649-201103 );苯酚,硫酸,乙醇,茚三酮, 氯化亚锡,无水乙酸钠,PMP(1-苯基-甲基-5吡唑啉酮),乙腈为色谱纯，甲醇,三氯甲烷，乙酸铵等均为分析纯。
2.方法与结果

2.1  总多糖的含量测定

2.1.1供试品溶液的制备  根据2010年版《中国药典》铁皮石斛项下的多糖含测中的多糖供试品制备方法制备铁皮石斛的多糖供试品溶液。其余四种石斛的多糖供试品溶液的制备方法如下：取样品粉末（过3号筛）约0.3g，精密称定，置250 mL圆底烧瓶中，加水200 mL加热回流2 h，抽滤，滤液转移至250 mL量瓶中，加水至刻度，摇匀。从250ml容量瓶中精密移取溶液10mL，置100 mL离心管中，精密加入无水乙醇50 mL，摇匀，冷藏1 h，取出，离心20 min，弃去上清液，沉淀加80%乙醇洗涤两次，每次40 mL，离心，弃上清液，沉淀加热水溶解，转移至25 mL量瓶中，放冷，加水至刻度，摇匀。
2.1.2 多糖含量测定及标准曲线的绘制  精密称定105℃干燥至恒重的葡萄糖对照品 10mg，置于100 mL量瓶中，加水适量使溶解，稀释至刻度，摇匀。精密移取对照品溶液0.2，0.4，0.6，0.8 ，1.0，1.4 mL ，分别置于10 mL具塞试管中，各加水至2.0 mL，精密加入5%苯酚溶液1.0 mL，摇匀，加硫酸5.0mL，摇匀，置沸水浴中加热20 min，取出，置冰浴中冷却5 min，以相应试剂为空白，在488nm的波长处测定吸光度，以吸光度为纵坐标，萄糖浓度为横坐标，绘制标准曲线,得回归方程Y=0.060X-0.074（r=0.999 2），在2.48～17.36 mg·L-1线性良好 。另取2.1.1项下制备的供试品溶液1.0 mL，自“加水至2.0mL开始”,依法测定其吸光度，计算多糖的的含量（以葡萄糖计），结果见表1。
2.1.3 精密度、重复性、稳定性考察   依法测定试验方法的精密度、重现性、稳定性，其RSD依次为1.37%，1.52%，0.45%，180 min内稳定性良好.
2.1.4 回收率  精密称取已知多糖含量的石斛鲜品样品的6份，加入相同量葡萄糖对照品，按2.1.1项下的方法制备供试品溶液，依法测定，结果回收率为97.6%，RSD 2.43%。

2.2 氨基酸的含量测定

2.2.1  2%茚三酮溶液的配制  称取水合茚三酮2.0g,加水50 mL、氯化亚锡0.080 g搅拌溶解,于暗处静置过夜,过滤后,加水定容至100 mL。
2.2.2 供试品溶液的制备  取样品粉末（过3号筛）约1.0 g，精密称定，置250 mL圆底烧瓶中，加70%乙醇40 mL加热回流提取2次，每次1 h，合并滤液，转移至100 mL量瓶中，定容，摇匀。
2.2.3 氨基酸含量测定及标准曲线的绘制  精密称取天冬氨酸对照品10 mg,置于100 mL量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀。精密吸取对照品标准溶液1.0，1.5，2.0，2.5，3.0，3.5，4.0 mL，于25 mL量瓶中，加水补足至4.0 mL，再精密加入pH 6.5的CH3COONa缓冲盐溶液1.0 mL，2%的茚三酮溶液1.5 mL，摇匀，置沸水浴中加热30 min，取出，放冷15 min，加水定容。以相应溶剂为空白，在波长为568 nm处测定吸光度，以吸光度作纵坐标，以天冬氨酸溶液浓度为横坐标，绘制标准曲线，得回归方程Y=0.111 9X-0.128 0（r=0.999 7）。在2.022～12.132 mg·L-1线性良好。另取 2.2.2 项下制备的供试品溶液2.0 mL，自“加水至4.0 mL开始”,依法测定其吸光度，计算氨基酸的含量，结果见表1。
2.2.4 精密度、重复性、稳定性考察   依法测定试验方法的精密度、重复性、稳定性，其RSD依次为0.98%，1.12%，1.64%，45 min内稳定性良好.

2.2.5回收率 取已知含量的石斛药材1.0g，精密称定，平行6份，按2.2.2项下的方法制备供试品溶液，并且按2.2.3项下的方法显色，依法测定吸光度，在显色反应过程中按照供试品中总游离氨基酸的量与加入对照品的量1：1，精密加入适量的天冬氨酸对照品溶液，结果平均回收率为99.87%，RSD为1.72%。
          表1   5种石斛的多糖和氨基酸含量%
	药材
	多糖
	氨基酸

	细茎石斛
	14.01 
	0.89 

	金钗石斛
	13.96 
	0.62 

	鼓槌石斛
	6.84 
	0.80 

	马鞭石斛
	15.53 
	1.21 

	铁皮石斛
	29.75 
	0.70 


2.3 甘露糖的含量测定
2.3.1 色谱条件  SHIMADZU高效液相色谱仪(日本岛津公司)，SPD-20A紫外-可见光检测器，Diamonsil色谱柱（4.6  mm*250 mm,5 µm），以乙腈- 0.02 mol·L-1 的乙酸铵溶液（20:80）为流动相，流速1 mL·min-1，检测波长为250 nm。
2.3.2线性范围的考察  精密称取1,4,7,10,20,30 mg甘露糖对照品置100 mL
容量瓶中, 再精密加入内标溶液1 mL，加水适量使溶解并稀释至刻度，摇匀。精密吸取以上系列对照品溶液10 uL注入液相色谱仪中,记录色谱图,测定甘露糖峰面积和盐酸氨基葡萄糖的峰面积。以甘露糖的进样浓度为横坐标,以甘露糖的峰面积为纵坐标进行回归,得到方程 Y=196 059X+28 165（r=0.999 8）, 说明甘露糖进样浓度在0.009 3～0.310 8 g·L-1内,进样量与峰面积呈良好线性关系。

2.3.3 校正因子测定  取盐酸氨基葡萄糖适量，精密称定，加水制成每1 mL 含12 mg 的溶液，作为内标溶液。另取甘露糖对照品约10 mg ，精密称定，置100 mL量瓶中，精密加入内标溶液1 mL，加水适量使溶解并稀释至刻度，摇匀，吸取400μL ，加0.5 mol·L-1 的PMP（1-苯基-3甲基-5吡唑啉酮）甲醇溶液与0.3 mol·L-1的氢氧化钠溶液各400μL，混匀，70 ℃水浴反应100 min。再加0.3 mol·L-1的盐酸溶液500μL，混匀，用三氯甲烷洗涤3次，每次2 mL，弃去三氯甲烷液，水层离心后，取上清液10μL，注入液相色谱仪，测定，计算校正因子。校正因子为1.01，RSD 1.41%。
2.3.4供试品溶液的制备  取样品粉末约0.12 g，精密称定，置索氏提取器中，加80%乙醇适量，加热回流提取4 h，弃去乙醇液，药渣挥干乙醇，滤纸筒拆开置于烧杯中，加水100 mL，再精密加入内标溶液2 mL，煎煮1 h并时时搅拌，放冷，加水补至100 mL，混匀，离心，吸取上清液1 mL，置安培瓶或顶空瓶中，加3.0 mol·L-1的盐酸溶液0.5 mL，封口，混匀，110 ℃水解1 h，放冷，用3.0 mol·L-1的氢氧化钠溶液调节pH至中性，吸取400μL，照校正因子测定方法，自“加0.5 mol·L-1的PMP甲醇溶液”起，依法操作，取上清液10μL，注入液相色谱仪，测定，即得。对照品及样品色谱图见图1，结果见表3。

2.3.5 精密度试验  精密吸取供试品溶液，依法重复进样6次，测定甘露糖的含量，结果RSD 0.52%（n=6）
2.3.6 稳定性实验  精密吸取供试品溶液，间隔2 h 测定一次，共测7次，结果RSD 1.03%（n=6）,结果表明甘露糖的衍生物在12 h内稳定。

2.3.7 重复性试验  精密称取同一份样品6份，按2.3.4项下供试品溶液的制备方法制备供试品溶液，依法测定甘露糖的含量，结果RSD 2.31%(n=6)

2.3.8 加样回收试验  分别精密称取6份已知含量的细茎石斛粉末约0.06 g，分别加入浓度为0.310 8 g/L的甘露糖对照品溶液10 mL，按供试品溶液的制备方法制备，依法测定甘露糖的含量，计算甘露糖的平均加样回收率为101.22%，RSD为2.75%。结果见表2。
           表2  细茎石斛中甘露糖回收率测定（n=6）
	取样量
/g
	样品中的量
/mg
	加入量
/mg
	测得量
/mg
	回收率
/%
	平均回收率
/%         RSD/%

	0.061 8
	0.284 28
	0.310 8
	0.599 8
	101.52 
	
	

	0.062 3
	0.286 58
	0.310 8
	0.612 7
	104.93 
	
	

	0.060 9
	0.280 14
	0.310 8
	0.584 7
	97.99 
	101.22 
	2.75 

	0.061 7
	0.283 82
	0.310 8
	0.602 2
	102.44 
	
	

	0.059 7
	0.274 62
	0.310 8
	0.578 8
	97.87 
	
	

	0.062  7
	0.288 42
	0.310 8
	0.607 3
	102.60 
	
	


2.3.9 样品的测定   取各石斛样品，按2.3.4项下方法制备供试品溶液，按照2.3.1 项下色谱条件进行测定，记录峰面积,计算甘露糖的含量。结果见表3.
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A． 对照品；B．样品；1.Man;2.PMP;3.内标物;4 Glu
图2 铁皮石斛对照品及样品的HPLC色谱图
                   表3   5种石斛的甘露糖含量
	样品
	取样量/g
	甘露糖峰面积
	内标峰面积
	甘露糖含量/%
	平均含量/%

	
	0.123 4
	5471
	277633
	0.25 
	

	鼓槌石斛
	0.117 8
	5675
	308731
	0.24 
	0.24 

	
	0.121 1
	5975
	312977
	0.24 
	

	
	0.116 3
	2381
	199280
	0.15 
	

	金钗石斛
	0.124 5
	2596
	238178
	0.14 
	0.15 

	
	0.123 3
	2463
	216488
	0.15 
	

	
	0.118 9
	10058
	279838
	0.46 
	

	细茎石斛
	0.119 8
	11509
	318765
	0.46 
	0.46 

	
	0.124 1
	10686
	292918
	0.47 
	

	
	0.126 2
	5631
	260958
	0.28 
	

	马鞭石斛
	0.117 3
	5293
	229294
	0.30 
	0.28 

	
	0.120 3
	5895
	263192
	0.29 
	

	
	0.122 2
	751337
	1021819
	14.64 
	

	铁皮石斛
	0.118 4
	793559
	1102146
	14.34 
	14.23 

	
	0.122 7
	782876
	1127775
	13.83 
	


从表1和表3可以看出上述5种不同种类的石斛的多糖、氨基酸、甘露糖的含量存在较大的差异.多糖含量，细茎石斛、金钗石斛、马鞭石斛相近，其中铁皮石斛明显高于其余4种石斛，鼓槌石斛明显低于其余的4种石斛；氨基酸含量，马鞭石斛高于其它4种石斛；甘露糖含量，其中铁皮石斛明显高于其余4种石斛。
3.讨论

  从表1和表3可以看出5种不同石斛的总多糖、氨基酸和甘露糖的含量存差异，部分的差异比较明显，但就所含的相同化学成分总体而言铁皮石斛的质量好于其它四种石斛。但是本实验仅单纯的从化学成分方面比较了其不同，至于在养胃生津、滋阴清热等药效方面的差异与本实验所测的成分有无直接关系，关联的程度等等问题还需要进一步实验探索验证。

在测定多糖的含量时，通过查阅文献资料发现细茎石斛、金钗石斛、马鞭石斛、鼓槌石斛的多糖含量低于铁皮石斛，所以在制备5种石斛的多糖供试品溶液时有所区别。
在制备氨基酸的供试品溶液时，提取溶媒考察了0.1 mol·L-1的盐酸，蒸馏水和不同浓度的乙醇，提取方法考察了回流提取和超声提取，综合比较分析，最后确定40倍量的70%乙醇加热回流提取2次，每次1 h的提取方法。
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