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7 种活性成分 

林  涛 1, 胡正旭 2, 王  静 2, 何绍鸿 3, 张  娇 1, 刘宏程 1, 唐艳梅 3* 

(1. 云南省农业科学院质量标准与检测技术研究所, 昆明  650205;  
2. 龙陵县农业技术推广中心, 保山  678300;  
3. 云南经济管理学院医学院, 昆明  650106) 

摘  要: 目的  建立低共熔溶剂(deep eutectic solvents, DESs)-甲醇-水提取的超高效液相色谱-串联质谱法测

定云南省特色的云南铁皮石斛和紫皮石斛中 7 种活性成分的方法, 对云南的特色云南铁皮石斛和紫皮石斛进

行鉴别研究。方法  样品经 DESs-甲醇-水溶液冰浴下超声提取后, 采用超高效液相色谱-串联质谱法, 多反应

监测模式测定, 化学计量学进行数据分析。结果  7 种活性成分在一定质量浓度范围内的相关系数较好, 检出

限和定量限的范围分别为 0.006~0.030 mg/kg 和 0.020~0.100 mg/kg, 精密度、重复性和稳定性的相对标准偏差

范围为 0.95%~5.45%, 相对于铁皮石斛, 紫皮石斛在金圣草素、异槲皮素、芹菜素和原儿茶酸的含量上调, 圣

草酚的含量下调, 而柚皮素和香草酸的含量在两种石斛中的差异不大。结论  方法的灵敏度和稳定性较好, 铁

皮石斛和紫皮石斛可通过正交偏最小二乘判别分析进行有效的鉴别, 该研究结果可对云南省特色石斛的质量

评价提供参考。 
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Determination of 7 kinds of active components in Dendrobium officinale and 
Dendrobium devonianum in Yunnan Province by low-temperature 
ultrasonic-assisted deep eutectic solvents-ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry 

LIN Tao1, HU Zheng-Xu2, WANG Jing2, HE Shao-Hong3, ZHANG Jiao1,  
LIU Hong-Cheng1, TANG Yan-Mei3* 

(1. Quality Standards and Testing Technology Research Institute, Yunnan Academy of Agricultural Sciences, Kunming 
650205, China; 2. Longling County Agricultural Technology Extension Center, Baoshan 678300, China;  

3. School of Medicine, Yunnan University of Business Management, Kunming 650106, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of 7 kinds of active components in the 
characteristic Dendrobium officinale and Dendrobium devonianum in Yunnan Province by deep eutectic solvents 
(DESs)-methanol-water extraction and ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry, and 
conduct identification research on the characteristic Dendrobium officinale and Dendrobium devonianum in Yunnan 
Province. Methods  After ultrasonic extraction of the samples in a DESs-methanol-water solution ice bath, ultra 
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry was employed for analysis in multiple reaction 
monitoring mode, with chemometric data analysis conducted. Results  The correlation coefficients for the 7 kinds of 
active ingredients within a certain mass concentration range were relatively good. The limits of detection and limits 
of quantitation ranged from 0.006 mg/kg to 0.030 mg/kg and 0.020 mg/kg to 0.100 mg/kg, respectively. The relative 
standard deviations ranged for precision, repeatability and stability were 0.95% to 5.45%. Compared to Dendrobium 
officinale, Dendrobium devonianum exhibited higher levels of ginsenoside, isoquercitrin, apigenin and protocatechuic 
acid, while showing lower levels of ginsenoside; the content of naringin and vanillic acid remained relatively 
consistent between the 2 kinds of species. Conclusion  The sensitivity and stability of the method are relatively 
good. Dendrobium officinale and Dendrobium devonianum can be effectively discriminated by orthogonal partial 
least squares discriminant analysis. The research results can provide a reference for the quality evaluation of the 
characteristic dendrobium in Yunnan Province. 
KEY WORDS: deep eutectic solvents; ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; 

Dendrobium officinale; Dendrobium devonianum; active ingredient; identification 
 

 

0  引  言 

铁 皮 石 斛 (Dendrobium officinale) 和 紫 皮 石 斛

(Dendrobium devonianum)是我国重要的石斛种类 , 在中

国很早就作为食品和中药材广泛食用, 铁皮石斛现已作

为药食同源物质, 具有较强的生物保健功效而闻名世界。

我国的云南省作为石斛的主产区, 主要种植了铁皮石斛

和紫皮石斛, 其中的活性物质种类和含量也各不相同[1–2]。

目前, 中国药典只对于铁皮石斛中的多糖和甘露糖进行

了含量的规定, 鲜少有对紫皮石斛中的相关物质含量进

行限定, 这对于云南省的特色紫皮石斛资源的质量控制

和产品开发带来了一定的局限[3]; 同时针对《中国药典》

中规定的铁皮石斛中多糖和甘露糖的测定方法较为复杂, 
仅将糖类物质作为铁皮石斛的评价指标较为单一, 不具

备系统性, 有必要对于石斛中的酚酸类、黄酮类活性物质

进行系统研究。 

石斛中的化学成分复杂, 特别是多糖含量较高, 黏性

较大, 常常会影响其他物质的准确测定[4], 目前对于石斛

中相关成分的测定方法主要包括了气相色谱法[5–6]、液相色

谱法[7]、气相色谱-质谱法[8–9]和液相色谱法-质谱法[10–11]等, 
测定的成分主要包括了黄酮[12–13]、生物碱[14–15]、多酚[16]、

氨基酸[17–18]等活性物质, 而提取的溶剂通常是采用甲醇、

乙腈等中等极性的有机溶剂, 但由于石斛的基质复杂, 单
一溶剂的提取具有局限性, 常常达不到最佳的提取效果, 
采用低共熔溶剂(deep eutectic solvents, DESs)能够有效的

渗透至植物体细胞内部, 提高活性物质的溶解度, 实现对

目标物质的高效提取, 对复杂基质进行提取具有较好的应

用前景[19–21]。 
DESs有亲水性和疏水性两类, 亲水性DESs的应用较

广, 但是对于弱极性化合物的提取效果较差[22], 而将疏水

DESs 与其他有机溶剂混合后, 可进一步扩大提取化合物

的极性范围, 目前对于基质复杂的石斛中的相关活性物质
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的提取还鲜少见报道。因此, 针对石斛中的常见的活性化

合物, 本研究选取了云南省特色的紫皮石斛和铁皮石斛, 
采用 DESs 等用于评价石斛活性化合物的提取效果并进行

相关的鉴别研究和质量评价, 以期为云南省的特色石斛资

源的评价提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器  

30 个石斛样品, 其中紫皮石斛和铁皮石斛各 15 个, 
分别采自云南省保山市龙陵县和文山市广南县。 

柚皮素、芹菜素、异斛皮素、金丝桃苷、圣草酚、原

儿茶酸、香草酸标准品(纯度大于 98%, 上海源叶生物科技

有限公司); 甲醇(色谱纯, 德国默克公司); 薄荷醇、月桂醇

(纯度大于 99%, 上海阿拉丁生化科技股份有限公司); 氨
水(色谱纯, 美国 Fisher 公司)。 

ExionLC AD 超高效液相色谱仪(美国 AB Sciex 公司); 
AB QTRAP 5500三重四极杆串联质谱仪(美国AB Sciex公司); 
ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱(1 mm× 50 mm, 1.7 µm, 
美国 Waters 公司); KQ-500DE 超声波清洗器(昆山市超声

仪器有限公司); TDL-5000bR 台式离心机(上海安亭科学仪

器厂); JD200-2 分析天平(精度 10 mg, 沈阳龙腾电子有限

公司); IKA MS3 漩涡混合器(德国 IKA 公司); Milli-Q 去离

子水发生器(美国 Millipore 公司); DHG-9023A 干燥箱(上海

善志仪器设备有限公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  石斛样品准备 
分别将采集的石斛新鲜样品切成 2 cm 左右, 60 ℃缓慢烘

干, 烘干后经高速粉碎后, 过 0.28 μm 筛后, 4 °C 避光保存。 
1.2.2  标准溶液的配制  

分别将柚皮素、芹菜素、异斛皮素、金丝桃苷、圣草

酚、原儿茶酸、香草酸利用甲醇溶解后, 配成 1 mg/mL 的

标准储备溶液, 再分别吸取各标准储备溶液混合后得到

100 μg/mL 的混合标准溶液, 装入棕色储液瓶中于–4 ℃下

保存。 
1.2.3  DESs 的制备 

参照文献[23]中的方法, 选取薄荷醇和月桂醇按 1:1
摩尔比例制备得到 DESs。 
1.2.4  样品前处理  

准确称取 1.0 g 石斛粉末于 25 mL 离心管中, 加入按

1.2.3制备的 DESs 5.00 mL和 60%甲醇-水溶液 5.00 mL, 涡
旋混匀后, 冰浴下 80 Hz超声 30 min, 5000 r/min离心 5 min, 
上清液过 0.22 μm 滤膜后测定。 
1.2.5  色谱与质谱条件 

色谱和质谱条件参照文献[24], 采用梯度洗脱和负离

子多反应监测(multiple reaction monitoring, MRM)模式进

行测定, 梯度系统程序为: 流动相 A 为: 甲醇; 流动相 B
为 : 0.1%氨水 -水溶液 ; 梯度洗脱条件 : 0~3.0 min, 5% 
A~40% A, 3.0~5.0 min, 40% A~60% A, 5.0~8.0 min, 60% 
A~95% A, 8.0~10.0 min, 95% A; 10.0~10.3 min, 95% A~5% 
A; 10.3~13.0 min, 5% A; 进样量: 1 μL。各活性化合物的检

测离子对为: 柚皮素 271.0/150.9 m/z、芹菜素 268.8/116.9 
m/z、异斛皮素 463.0/300.0 m/z、金丝桃苷 463.01/300.0 m/z、
圣草酚 286.7/134.9 m/z、原儿茶酸 153.3/109.1 m/z、香草酸

167.0/152.0 m/z[25]。 

1.3  数据处理 

采用 Soft Independent Modeling of Class Analogy, 
Simca 14.1 软件对石斛样品中的 7 种活性成分进行正交偏

最 小 二 乘 判 别 分 析 (orthogonal partial least squares 
discriminant analysis, OPLS-DA)分析, 利用变量重要性投

影(variable importance in projection, VIP)值分析筛选出差

异较大的特征成分, 并进行相关性分析、热图和火山图分

析等。 

2  结果与分析 

2.1  DESs 配比的优化选择 

薄荷醇和月桂醇的化合物极性不同, 因此其不同的

配比肯定会对不同化合物的提取效果产生较大的影响 , 
实验中分别比较了不同摩尔比例的薄荷醇和月桂醇(1:9、
3:7、5:5、7:3、9:1, 每个比例 3 个平行)对于石斛中 7 种

活性化合物的提取效果, 由于石斛中这 7 种活性化合物

的含量差异较大, 为了较好地查看不同摩尔比例的薄荷

醇和月桂醇对于不同化合物的提取效果, 本研究中将不

同提取比例得到的各化合物含量进行归一化处理, 即每

种化合物在不同摩尔比例下的提取含量, 将含量最高的

定为“1”, 其他摩尔比例下的提取含量分别与该最高含量

所得的比值进行柱形图的绘制, 结果如图 1 所示, 不同比

例薄荷醇和月桂醇对于 7 种活性化合物的提取效果各不

相同, 当薄荷醇和月桂醇的摩尔比例为 3:7 和 5:5 时的提

取效果较好 , 综合比较 , 选择薄荷醇和月桂醇的摩尔比

例为 5:5 作为优选。 

2.2  DESs 与甲醇溶液的筛选 

为提高提取效率, 进一步优化了以 DESs 为主的二相

溶剂, 分别比较了 DESs+60%甲醇、DESs+甲醇、DESs+
水以及 DESs、60%甲醇水对于 7 种活性化合物的提取效果, 
每种组合3个平行, 结果如图2所示, 随着DESs体系中60%
甲醇-水溶液的加入, 进一步提高了提取的效率, 但是 DESs
与纯水的混合溶液的提取效果较差, 综合比较, 最终选择

DESs+60%甲醇作为优选的 DESs 提取溶液, 在该提取条件

下, 7 种活性化合物的峰形较好, 响应较高, 色谱图如图 3
所示。 
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图 1  不同摩尔比的薄荷醇和月桂醇对于化合物的提取效果 
Fig.1  Extraction efficiencies of menthol and lauryl alcohol at 

different molar ratios on compounds 
 
 

 
 

图 2  DESs 与不同溶剂组合对于化合物的提取效果 
Fig.2  Extraction efficiencies of DESs combined with different 

solvents on compounds 
 

2.3  线性范围、检出限、定量限、精密度、重复性

和稳定性  

将 7 种活性化合物利用甲醇稀释成不同的浓度, 以各

化合物的质量浓度为横坐标(X, μg/mL), 以对应的峰面积

为纵坐标(Y), 计算线性回归方程, 分别以 S/N=3 和 S/N=10
分别计算检出限和定量限。参照文献[25]中的方法验证的

方法, 对仪器的精密度、重复性和稳定性等进行考察。精

密度试验采用同一个石斛样品提取溶液, 连续进样 6 次, 
记录各化合物含量 , 并计算其相对标准偏差 (relative 

standard deviation, RSD)值。重复性试验采用同一个石斛样

品提取溶液, 平行制备 6 份, 并进样分析, 记录各化合物

含量, 并计算 7 种被测成分含量的 RSD。稳定性试验采用

同一个石斛样品提取溶液, 在 0、2、4、8、16、24 h 时进

样分析, 记录不同时间下各化合物含量, 并计算其 RSD
值。7 种活性化合物的方法学参数如表 1 所示, 在一定质

量浓度范围内的相关系数较好(r2>0.999), 检出限和定量限

的范围分别为 0.006~0.030 mg/kg 和 0.020~0.100 mg/kg, 精
密度、重复性和稳定性的 RSDs 范围为 0.95%~5.45%, 方
法的灵敏度较高, 稳定性较高, 满足石斛中相关活性化合

物的检测要求。 
 

 
 

图 3  7 种活性化合物的色谱图 
Fig.3  Chromatograms of 7 kinds of active compounds 

 

2.4  云南铁皮石斛和紫皮石斛鉴别研究 

2.4.1  云南铁皮石斛和紫皮石斛的溯源研究 
云南的广南铁皮石斛和龙陵紫皮石斛都是国家地理

标志保护产品, 具有较好的知名度和生物保健功效。为有

效地鉴别两种石斛, 本研究中采用了 OPLS-DA, 基于 7 种

活性成分对两种石斛进行鉴别, 结果如图 4 所示, 两种石

斛能够较好地区别开, 说明了两种石斛在活性成分种类和

含量等方面具有一定的差异。置换检验结果如图 5 所示, 
R2Y的截距小于 0.3, Q2Y的截距小于 0.05, 表明该模型的可 

 
表 1  7 种化合物的线性范围、相关系数、检出限、定量限、精密度、重复性和稳定性 

Table 1  Linear ranges, correlation coefficients, limits of detection, limits of quantitation, precisions, repeatabilities and stabilities of  
7 kinds of compounds 

化合物 线性范围/ 
(μg/mL) 

相关系数(r2) 检出限/ 
(mg/kg) 

定量限/ 
(mg/kg) 

精密度
RSDs/% 

重复性
RSDs/% 

稳定性
RSDs/% 

圣草酚 0.008~10.000 0.9999 0.025 0.080 5.31 4.69 1.82 

金丝桃苷 0.005~10.000 0.9998 0.015 0.050 1.41 1.98 1.66 

异槲皮素 0.002~10.000 0.9996 0.006 0.020 1.00 1.19 0.95 

柚皮素 0.002~10.000 0.9995 0.006 0.020 3.56 2.57 3.17 

原儿茶酸 0.01~10.00 0.9995 0.030 0.100 3.95 2.22 1.75 

香草酸 0.02~10.00 0.9993 0.060 0.200 3.79 2.17 5.45 
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预测性和可靠性较强。研究结果也表明, 选取的 7 种活性

成分具有较好的代表性, 这也表明了石斛中的多酚和黄酮

等化合物在不同的品种间存在较大的差异, 这也为后续其

他石斛品种的鉴别提供参考。 
VIP 分析结果表明(图 6), 金圣草素、异槲皮素、圣草

酚和芹菜素的 VIP 值大于 1, 在两种石斛中的含量差异较

大, 可能是云南广南铁皮石斛和龙陵紫皮石斛的质量评价

的特征化合物, 还有待于进一步的研究。 
2.4.2  云南铁皮石斛和紫皮石斛中活性成分的相关性

分析 
将铁皮石斛和紫皮石斛中 7 种活性化合物采用

Spearman 相关性分析, 结果如图 7 所示, 正相关关系较强 
 

 

 
 

图 4  铁皮石斛和紫皮石斛的 OPLS-DA 图 
Fig.4  OPLS-DA plot of Dendrobium officinale and  

Dendrobium devonianum 
 

 
 

图 5  铁皮石斛和紫皮石斛的置换检验图 
Fig.5  Replacement test diagram of Dendrobium officinale and 

Dendrobium devonianum 
 

 
 

图 6  铁皮石斛和紫皮石斛的 VIP 值 
Fig.6  VIP values of Dendrobium officinale and  

Dendrobium devonianum  

 
 

图 7  铁皮石斛和紫皮石斛的 Spearman 相关性分析 
Fig.7  Spearman correlation analysis of Dendrobium officinale and Dendrobium devonianum 
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的主要是金圣草素和异槲皮素、异槲皮素和芹菜素, 负相

关关系较强的主要是异槲皮素和圣草酚, 圣草酚和芹菜素

等, 这些化合物都是具有黄酮 C6-C3-C6结构, 推测在石斛

的生长过程中, 经过系列酶的催化, 异槲皮素脱去糖基后

反应转化成金圣草素或芹菜素[26], 同时异槲皮素也可经加

成反应和脱去糖基后转化为圣草酚[27], 而圣草酚经去饱和

反应后转化成芹菜素[28]。黄酮类化合物是石斛中的主要活

性化合物之一, 在石斛中的含量较高且种类较多, 其相关

的生物转化途径还有待于进一步的验证。 
2.4.3  云南铁皮石斛和紫皮石斛的热图和火山图分析 

云南铁皮石斛和紫皮石斛的热图结果表明, 图 8, 金
圣草素、异槲皮素和圣草酚在两种石斛中的分布差异较大, 
与 VIP 分析的结果一致; 通过 7 种活性化合物, 云南铁皮

石斛和紫皮石斛可以具有较为明显的聚合为 2 类。 
 

 
 

图 8  铁皮石斛和紫皮石斛的热图分析 
Fig.8  Heat map analysis of Dendrobium officinale and Dendrobium devonianum 

 
通过图 9 的火山图分析, 相对于铁皮石斛, 紫皮石斛

在金圣草素、异槲皮素、芹菜素和原儿茶酸的含量上调, 圣
草酚的含量下调, 而柚皮素和香草酸的含量在两种石斛中

的差异不大, 结合以上 VIP 和热图分析的结果, 推测圣草

酚可能为云南广南铁皮石斛和龙陵紫皮石斛中的特征化合

物, 相关文献也报道了圣草酚具有抗炎、抗氧化和神经保

护等生物活性[29–30], 后续可作为广南铁皮石斛和龙陵紫皮

石斛质量评价的活性化合物之一。 
 

 
 

图 9  铁皮石斛和紫皮石斛的火山图 
Fig.9  Volcano plot of Dendrobium officinale and  

Dendrobium devonianum 
 

3  结  论 

本研究优选了 1:1 摩尔比的薄荷醇和月桂醇作为

DESs, 与 60%甲醇-水溶液低温超声提取石斛中的 7 种活

性化合物, 得到了较好的提取效率。7 种活性化合物通过

超高效液相色谱-串联质谱法测定, 在一定质量浓度范围

内的相关系数较好 , 检出限和定量限的范围分别为

0.006~0.030 mg/kg 和 0.020~0.100 mg/kg, 精密度、重复性

和稳定性的 RSDs 范围为 0.95%~5.45%, 方法的灵敏度较

高, 稳定性较高。本研究采用了 OPLS-DA 能够有效的将广

南铁皮石斛和龙陵紫皮石斛进行鉴别, 金圣草素、异槲皮

素、圣草酚和芹菜素的 VIP 值大于 1, 在两种石斛中的含

量差异较大。相对于铁皮石斛, 紫皮石斛在金圣草素、异

槲皮素、芹菜素和原儿茶酸的含量上调, 圣草酚的含量下

调, 而柚皮素和香草酸的含量在两种石斛中的差异不大, 
推测圣草酚可能为云南广南铁皮石斛和龙陵紫皮石斛中的

特征化合物。 
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