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摘　要: 目的　考察冬虫夏草药材的质量。方法　采用高效液相色谱法测定14 批不同产地冬虫夏草药材中腺苷和
尿苷的量; 采用原子吸收分光光度法测定砷、汞、铜、铅和镉的残留量。结果　各批药材的腺苷和尿苷的量变化范围
较大, 其中尿苷为 37～ 632 Λgög, 腺苷为 53～ 284 Λgög; 重金属检测结果显示: 被测的 14 批药材中, 汞、铜、镉及铅的
残留量均较低, 但13 批药材的砷残留量超过药用植物及制剂绿色行业标准。结论　有必要确定合理的冬虫夏草药
材质量控制指标, 并加强对出口冬虫夏草药材重金属残留的检测。
关键词: 冬虫夏草; 质量; 腺苷; 尿苷; 重金属残留
中图分类号: R 28216　　　文献标识码: A 　　　文章编号: 0253 2670 (2008) 01 0115 04

　　冬虫夏草Cordy cep s sinensis (Berk1) Sacc1 是

我国珍稀、名贵的药材, 为上等补药, 对心血管、呼吸

系统、肝脏、肾脏及肿瘤等方面具有多种药理活性。

冬虫夏草为青藏高原特产, 分布地域局限在海拔

3 800 m 以上的高原草甸地区。冬虫夏草在我国的分

布北起祁连山, 南至滇西北高山, 东自川西高原山

地, 西达喜马拉雅山的大部分地区, 主要产地在我国

的青海、西藏、四川、甘肃等省区。

《中国药典》2005 年 (一部) 收载冬虫夏草的测

定方法为高效液相色谱法测定腺苷的量[1 ] ,《韩国草

药典》收载冬虫夏草项下仅有性状鉴别项[2 ]。为全面

评价冬虫夏草的药材质量, 收集了不同产地和采收

期的冬虫夏草药材, 对药材中量较高的腺苷类成分

进行比较研究; 同时对17 批产自主产区青海和西藏

的药材进行了重金属残留量测定, 并对药材产地的

土壤进行了相应的研究。

1　冬虫夏草主要核苷类成分量的考察

根据冬虫夏草苷类成分H PL C 指纹图谱的研究结

果, 发现在选定色谱条件下, 尿苷的色谱峰通常与腺苷

的积分面积相当, 且在各色谱峰中的积分面积最大。因

此建立了H PL C 同时测定了14 批不同产地和不同采

收期的冬虫夏草药材中腺苷和尿苷的量的方法。

111 　仪器与试药: 高效液相色谱仪为 W aters

2695—2487, Empow er 工作站,M ET TL ER A E240

电子天平。腺苷对照品 (中国药品生物制品检定所) ,

尿苷对照品 (中国药品生物制品检定所) , 乙睛 (色谱

纯) , 超纯水。

冬虫夏草药材来源见表1, 经青海省药品检验所

王慧春主任药师鉴定。其中头草的采集期为当年的4

月底到5 月初, 二茬草的采集期为当年的6 月底。
表 1　冬虫夏草药材来源及测定结果

Table 1　Sources of Cordycep s and the ir testing results

编号 　　　　产　地 生长情况 尿苷ö(Λg·g- 1) 腺苷ö(Λg·g- 1)

　　　1 四川云盘山 头草　 　　　　127 　　　　80

2 甘肃碌曲尕海 头草　 266 284

3 青海果洛甘德县 头草　 37 57

4 四川松潘县 头草　 39 61

5 海南州贵南县塔秀乡贡卡沟 头草　 40 53

6 海南州贵南县塔秀乡贡卡沟 二茬草 134 167

7 海南州兴海县河卡乡 头草　 64 64

8 海南州兴海县河卡乡 二茬草 150 199

9 西藏那曲二号 头草　 632 152

10 青海玉树杂多苏鲁乡 (方法学) 头草　 252 198

11 青海玉树称多珍泰 头草　 61 66

12 果洛雪山乡 头草　 148 117

13 云南迪庆 头草　 232 179

14 黄南州多福屯 头草　 92 86
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112　方法与结果

11211　色谱条件: 检测波长: 260 nm ; 柱温: 30 ℃; 色

谱柱: Inertsil OD S23 (250 mm ×4. 6 mm , 5 Λm )。流

动相: 乙腈 (A ) 2水 (B ) , 梯度洗脱, 0～ 7 m in (B: 0→

3% , 体积流量 0. 5 mL öm in) ; 7～ 12 m in (B: 3% , 体

积流量 0. 5 mL öm in) ; 12～ 22 m in (B: 3% →6% , 体

积流量0. 5→0. 7 mL öm in) ; 22～ 40 m in (B: 6% , 体

积流量 0. 7→0. 8 mL öm in) ; 40～ 41 m in (B: 6% →

0% , 体积流量0. 8→0. 5 mL öm in)。进样量: 10 ΛL。

11212　对照品溶液的制备: 精密称取腺苷及尿苷对

照品适量, 分别加水制成质量浓度为 2 ΛgömL 的对

照品溶液。

11213　供试品溶液的制备: 取本品粉末 0. 2 g, 精密

称定, 置具塞锥形瓶中, 精密加入甲醇 50 mL , 称质

量, 超声提取 45 m in, 取出, 放冷至室温, 再称定质

量, 用甲醇补足减失的质量, 滤过, 弃去初滤液, 精密

量取续滤液25 mL 置于蒸发皿中, 蒸干, 残渣用水溶

解并转移至 10 mL 量瓶中, 加水至刻度, 摇匀, 用

0. 45 Λm微孔滤膜滤过, 即得。供试品对照品色谱图

见图1。

图 1　供试品 (A , 样品 5# )及对照品腺苷 (B)

和尿苷 (C)的色谱图

F ig. 1　Chromatogram of tested sample (A , No. 5) ,

adenosine reference substance (B) ,

and guanosine reference substance (C)

11214　线性关系考察: 分别精密称取尿苷、腺苷对照

品各适量, 分别置于 50 mL 量瓶中, 加水溶解并稀释

至刻度, 摇匀, 制成高质量浓度的对照品溶液, 再分别

精密量取对照品溶液2 mL 分别置于100 mL 量瓶中,

加水溶解并稀释至刻度, 摇匀, 制成对照品溶液 (含尿

苷21432 ΛgömL、腺苷1. 828 ΛgömL )。精密吸取不同

体积的尿苷对照品溶液 1、2、4、8、12、16、20、24、28

ΛL , 腺苷对照品溶液 1、4、8、12、20、24 ΛL , 注入液相

色谱仪, 测定。以进样量为横坐标, 峰面积为纵坐标进

行线性回归, 得回归方程分别为: Y = 4 000 000 X -

2 968. 9, r= 0. 999 99; Y = 4 000 000 X + 2 270, r=

0. 999。结果表明: 尿苷在0. 002 432～ 0. 068 096 Λg、

腺苷0. 001 828～ 0. 043 872 Λg 线性关系良好。

11215　稳定性试验: 取5# 冬虫夏草药材样品溶液在

0、2、4、6、8、10、12、14、16 h 分别进样分析, 记录峰面

积值, 结果尿苷和腺苷的 R SD 值分别为0. 89%、

0196% , 说明供试品溶液在16 h 内稳定。

11216　精密度试验: 取5# 冬虫夏草药材样品溶液重

复进样 5 次, 记录峰面积值, 结果尿苷和腺苷的R SD

值分别为0. 3%、0. 7% , 说明仪器精密度良好。

11217　重现性试验: 取5# 冬虫夏草药材样品, 称取5

份, 按上述供试品溶液的制备方法制备, 样品溶液在

上述色谱条件下分析, 结果尿苷为 0. 025 3% , R SD

为 0. 56% ; 腺苷为 0. 019 8% , R SD 为 0. 51% ,

(n= 5) , 表明本方法重现性较好。

11218　回收率试验: 采用加样回收法, 取5# 样品加入

一定量对照品, 按样品制备项下方法操作, 在上述色谱

条件下, 进样测定, 测得平均回收率尿苷为100. 3% ,

R SD = 0. 5% ; 腺苷为99. 1% , R SD = 1. 8%。

11219　样品测定结果: 取14 批药材按11211 项下色

谱条件测定, 结果见表1。

113 　讨论: 从 14 批样品的测定结果可以看出: 各批

药材的腺苷和尿苷的量变化范围较大, 其中尿苷在

37～ 632 Λgög, 腺苷为53～ 284 Λgög。这种差异可能

与药材的产地、生长环境以及采收期有关。

冬虫夏草的采收期通常是在每年的 5～ 6 月, 5

月采集的药材叫头草, 6 月采集的为二茬草; 传统认

为头草的质量要好于二茬草。为考察采收期对药材

核苷类成分量的影响, 课题组选择两个产地的样品

分别采集头草和二茬草, 即5 和7 号样品为头草, 6 和

8 号样品为二茬草。从5、6、7、8 号样品的测定结果来

看, 二茬草的腺苷和尿苷的量均远远高于头草。现行

冬虫夏草质量标准采用腺苷作为药材的指标性成

分, 由于核苷类成分为生物代谢产物, 而非药效指

标。测定结果显示头草的核苷类成分的量远远低于

二茬草的量。该数据提示: 头草在变成二茬草的期间

内, 由于菌丝体的不断萌发, 产生了大量代谢产物,

其中包括核苷类成分。核苷类成分的量过高, 表明大

量的虫体组织已经转变成菌丝体。且随着放置时间

的延长, 核苷类成分的量会进一步升高。氨基酸测定

结果显示: 头草与二茬草中总氨基酸和主要氨基酸

的量无明显差异[3 ]。因此, 笔者认为针对现行药材质

量标准要求, 应适当推迟冬虫夏草头草的采收期; 同
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时有必要针对不同采收期的药材进行药效学对比研

究, 根据药效学比较的结果确定药材的最佳采收期;

根据药效学比较结果, 选取合理的化学成分作为冬

虫夏草药材的指标性成分。

2　冬虫夏草重金属残留量考察

微量元素由于其存在状态和浓度不同, 可能产生

有害作用。当摄入量超过一定范围时, 则可产生一系

列毒副作用。中药材在生长过程中从土壤空气中吸

收, 或传统制作工艺中会不可避免地带入某些有害元

素 (如重金属)。为保证用药安全有效, 采用科学技术,

检测控制有害微量元素很有必要。采用原子吸收分光

光度法对 17 批青海和西藏产冬虫夏草药材中的铅、

镉、砷、汞、铜等重金属及有害元素进行了检测。

211　仪器和试药: 美国热电M —6 原子吸收分光光

度计,M A R S 5 微波消解炉。硝酸为BV 2Ë 级, 其余均

为分析纯。

212　方法: 照《中国药典》2005 年版 (一部) 附录操

作[4 ] , 采用原子吸收分光光度法测定铅、砷、汞、铜、

镉的量。

213　重金属残留测定结果: 对17 批来自冬虫夏草主

产地的青海和西藏的样品进行了测定, 结果见表2。

214　讨论: 参照《中国药典》2005 年版 (一部)对药材

及其制剂的要求 (重金属残留限量为Pb≤5. 0 m gö

kg, Cd≤0. 3 m gökg,A s≤2. 0 m gökg, H g≤0. 2 m gö

kg, Cu≤20 m gökg) , 从上述结果看出, 冬虫夏草药

材中铅、镉、汞和铜等重金属元素残留量均大大低于

该标准, 但是几乎所有被测药材样品中砷元素的残

留量超标, 且平均残留量也较高。由于砷元素对人体

的危害很大, 认为有必要对冬虫夏草产区的土壤和

水中的砷元素的量进行检测, 防止因为土壤污染而

对冬虫夏草药材造成的影响。在对14 个青海冬虫夏

草采集地的土壤样品进行的初步重金属检查后发

现, 多数青海冬虫夏草产地的土壤砷残留量较高 (表

3) , 这可能与青藏高原地区的土质有关。其中50% 以

上的药材采集地土壤样品达不到中华人民共和国国

家标准GB 1561821995 土壤环境质量标准中关于三

级土壤的要求 (< 30×10- 6, 而GA P 基地的土壤应达

到二级以上要求) , 可能是由于冬虫夏草在生长与产

生过程中间接或直接地积蓄了土壤中的砷, 造成了

药材中砷量较高。此外笔者认为有必要将重金属的

考察对象范围扩大到采集地的周边植物, 对于冬虫

夏草中砷量过高的原因有必要进一步深入研究以找

出原因所在。
表 2　冬虫夏草药材中重金属残留测定结果

Table 2　D eterm ination of heavy meta l residues in Cordycep s

产地 编号
重金属残留量ö(Λg·g- 1)

铅 镉 砷 汞 铜
青海 1 0. 58 0. 04 9. 97 0. 02 13. 08

2 0. 87 0. 04 5. 44 0. 06 15. 64
3 0. 68 0. 05 7. 50 0. 05 13. 52
4 0. 94 0. 04 5. 78 0. 02 13. 47
5 0. 50 0. 04 3. 78 0. 00 12. 15
6 1. 63 0. 05 8. 80 0. 04 15. 79
7 1. 25 0. 06 4. 70 0. 03 12. 86
8 0. 53 0. 05 5. 44 0. 04 9. 30
9 0. 70 0. 03 7. 95 0. 03 13. 28

10 0. 64 0. 03 3. 68 0. 02 11. 22
西藏 11 0. 40 0. 03 4. 16 0. 04 15. 12

12 1. 08 0. 16 2. 65 0. 08 10. 70
13 0. 60 0. 04 2. 10 0. 16 9. 39
14 0. 78 0. 03 3. 76 0. 03 11. 92
15 1. 14 0. 09 3. 46 0. 02 12. 22
16 0. 74 0. 05 4. 40 0. 07 13. 98
17 1. 35 0. 07 1. 16 0. 01 14. 79

表 3　青海部分冬虫夏草产区土壤重金属残留量测定结果

Table 3　D eterm ination of heavy meta ls residues in so il samples from growing reg ion of Cordycep s in Qingha i Prov ince

编号
采集点地理位置

海拔öm 纬度 (N ) 经度 (E)

土壤中重金属ö(m g·kg- 1)

砷 汞 铜 镉 铅

1 3 370 35°25’ 　102°14’ 　　　47. 86 　0. 063 　20. 621 8 　0. 171 2 　31. 308

2 3 660 35°11’ 101°47’ 34. 3 0. 032 8 23. 564 8 0. 189 5 23. 304 7

3 3 800 34°17’ 102°20’ 4. 014 0. 033 9 21. 858 1 0. 073 9 16. 972 6

4 4 100 34°00’ 102°01’ 30. 053 0. 048 5 23. 23 0. 208 8 27. 129 4

5 4 300 51. 439 0. 095 2 23. 596 0. 271 6 35. 733 2

6 3 740 33°23’ 101°31’ 55. 006 0. 077 9 18. 962 1 0. 176 6 24. 190 4

7 4 300 33°06’ 97°22’ 27. 002 0. 202 4 23. 140 5 0. 036 7 25. 756

8 4 030 33°01’ 100°45’ 63. 508 0. 155 2 19. 351 3 0. 212 6 33. 432 4

9 4 230 33°45’ 99°39’ 10. 685 0. 074 2 21. 8604 0. 171 9 17. 776 2

10 4 240 34°09’ 100°11’ 1. 234 0. 075 5 17. 836 3 0. 079 4 21. 217 5

11 4 100 34°27’ 99°4’ 13. 127 0. 159 6 20. 147 9 0. 138 4 21. 795 5

12 4 250 33°16’ 97°22’ 11. 136 0. 057 3 19. 511 4 0. 144 1 27. 100 1

13 4 150 32°39’ 96°36’ 12. 561 0. 075 5 16. 721 39. 566 8

14 3 900 35°27’ 100°35’ 71. 444 0. 077 15. 967 4 0. 114 8 34. 515 7
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　　由于冬虫夏草为我国高原特产, 每年出口量极

大。据报道, 2006 年上半年, 中药材和饮片累计出口

1. 80 亿美元, 其中冬虫夏草占中国大陆出口总值的

90%。故在冬虫夏草药材出口前, 应考察进口国对药

材的重金属残留的限度要求。在对药材的砷元素的

限度规定中,W HO、FDA、香港是以每日 (周) 最大摄

入量 (含来源于其他食品或药品的摄入) 计算的, 而

加拿大、新加坡、泰国和韩国的标准均不同程度地低

于我国药用植物及制剂绿色行业标准的要求, 但欧

盟的标准最为严格。即使采用限度最为宽松的加拿

大标准, 仍有7 批来自青海的药材不符合规定。

　　鉴于本实验中多数天然冬虫夏草的砷量超过《中

国药典》和欧盟的标准规定, 笔者认为: (1) 有必要对

出口的天然冬虫夏草药材加强砷元素量的检查 (尤其

是出口到欧洲国家) 以避免由于砷元素量过高影响出

口而造成的不良影响和经济损失。在天然冬虫夏草的

使用中也应注意避免砷量超标对人体所造成的不良

影响。 (2) 有必要开展对冬虫夏草产区土壤和植被的

重金属研究, 以确定冬虫夏草药材含砷量高的机制。

(3) 有必要探讨冬虫夏草中微量砷元素的实际存在状

态 (有机与无机) , 及对体内代谢的作用与影响。
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HPLC 法测定云南红豆杉细胞悬浮培养中10-去乙酰基巴卡亭Ë

郭玉婷1, 张　臻2, 张经硕1, 王剑文1Ξ

(11 苏州大学药学院, 江苏 苏州　215123; 21 南京大学生命科学院, 江苏 南京　210093)

摘　要: 目的　测定经寡聚半乳糖醛酸 (o ligogalactu ron ic acid, O GA )诱导的云南红豆杉T ax us y unnanensis 细胞悬
浮培养物中102去乙酰基巴卡亭Ë (102deacetyl baccatin Ë , 102DAB Ë )的量。方法　采用不同质量浓度的O GA 处
理云南红豆杉悬浮培养细胞, 通过R P2H PL C 法测定细胞和培养液中的102DAB Ë 的量, 甲醇2乙腈2水 (2∶3∶8)为
流动相, 检测波长为 232 nm。结果　102DAB Ë 在 0. 05～ 2. 06 Λg 与峰面积线性关系良好, 回归方程为 Y = 89. 146

X + 27. 067 (R 2 = 0. 999 6) , 细胞内、外样品平均回收率分别为 94. 96%、100. 72% , R SD 分别为 0. 44%、0. 81%。

O GA (40 ΛgömL )可显著提高云南红豆杉细胞中102DAB Ë 的量。结论　102DAB Ë 的R P2H PL C 方法可靠简便、重
现性好、灵敏度高, 具有较高的实用价值, 可用于对红豆杉细胞诱导培养研究中的分析, O GA 是 102DAB Ë 细胞生
产的有效诱导子。
关键词: 云南红豆杉; 细胞培养; 寡聚半乳糖醛酸; 102去乙酰基巴卡亭Ë ; H PL C
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　　云南红豆杉T ax us y unnanensis Cheng et L 1 K1
Fu 株数或蓄积量都占云南 3 种红豆杉的99. 6% 以

上[1 ] , 其中紫杉醇和102去乙酰基巴卡亭Ë 的量高于

同属其他植物[2 ]。102DAB Ë 是红豆杉中的紫杉烷

萜类化合物之一, 不仅自身有抗癌活性, 且可作为紫

杉醇及其类似物的合成前体, 其天然储量比紫杉醇

高数十倍, 利用 102DAB Ë 可合成比紫杉醇抗癌活

性更高的 taxo tere [3 ] , 因此对102DAB Ë 的开发利用

具有更广泛的前景。近年来, 细胞培养技术已成为红

豆杉研究的重要手段, 通过细胞培养 [4 ]、诱导技

术[5 ]、前体饲喂[6 ]、生物反应器[7 ]等各种生物技术来

生产紫杉醇, 已取得了许多进展。本实验利用R P2
H PL C 法测定O GA 诱导云南红豆杉细胞悬浮培养

物中 102DAB Ë 的量, 为通过云南红豆杉细胞培养

生产102DAB Ë 提供调控手段和依据。

1　仪器与试剂

岛津L C—10A T 型高效液相色谱系统, 自动液

相色谱分离色谱仪 (上海琪特分析仪器有限公司) ,

Sk3300H 型超声清洗器 (上海科导超声仪器有限公

司) , 电子分析天平 (Sarto riu s) , 冷冻干燥机 (上海市

离心机械研究所) , 单层摇床 (太仓市实验设备厂)。

102DAB Ë 对照品 (上海同田生化技术有限公

·811· 中草药　Ch inese Traditiona l and Herbal D rugs　第 39 卷第 1 期 2008 年 1 月

Ξ 收稿日期: 2007203220
基金项目: 江苏省高校自然科学基金项目 (05KJB360120) ; 苏州大学医学发展基金项目 (EE132514)
作者简介: 郭玉婷 (1982—) , 女, 辽宁锦州人, 硕士研究生, 研究方向为中药生物技术。
3 通讯作者　王剑文　T el: (0512) 65880025　E2m ail: jww ang@ suda. edu. cn


