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而铁肥的施用可能会使花期提前并显著增加花球

数，应该有利于观赏性的增加。因此，在生产中应结

合生产目的及地块条件合理施用微肥。
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人工培养蛹虫草高效液相色谱指纹图谱的初步研究

于荣敏，叶斌，宋丽艳*

(暨南大学药学院，广东广州510632)

摘要；目的建立人工蛹虫草药材的高效液相色谱指纹图谱。方法利用Agilent ZOBAX SB—Aqc。(250mmX

4．0 H吼，5 pm)色谱柱，甲酵5％～60％为流动相梯度洗脱，分析时间30rain，检测波长260 nm．进样量1 pL，体积

流量I．0mL／minI对样品超声提取条件以及流动相、检测波长等色谱条件进行了系统优化设计。结累建立的指

纹图谱中有11个共有蜂．且方法学考察符合规定的标准，并以“中药色谱圉分析和数据管理系统”软件对11个人

工蛹虫草样品进行了相似度评价。结论该法准确简便，可作为控制人工蛹虫草药材内在质量的有效手段。

美t词：人工蛹虫草l高效液相色谱I指纹图谱
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Primary study on HPLC fingerprint of cultured Cordyceps militaris

’

YU Rong-min，YE Bin，SoNG Li—yah

(College of Pharmacy，Jinan University，Guangzhou 510632，Chiha)

Ab8tract：Objective To establish the HPLC fingerprint of cultured Cordyceps militaris．Methods

HPLC Method was used for the determination of C．militaris on Agilent gOBAX SB—Aq C】B column(250

mm×4．0 mm，5耻m)，and measuring with methan01 5％一60％in 30rain as elution detectivewavelength

at 260 nm，injection sample of 1．0 pL and flow rate of 1．0 mL／min．The systematic optimized design of

the chromatographic conditions，such as supersonic extraction，mobile phase，and detective wavelength as

well was carried out．Results Fingerprint consisted of 11 common peaks and the result of methodology

determination fitted to the related standards．The evaluation of cultured C．militaris by systematically

comparing chromatograms with a professional analytical software recommended by National Institute for

the Control of Pharmaceutical and Biological Products has been established．Conclusion The method is
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accurate，simple，and useful for the quality eontr01 of cultured C．militaris．

Key words：cultured Cordyceps militaris(L．)Link；HPLC}fingerprint

蛹虫草Cordyceps militaris(L．)Link又名北

冬虫夏草、北虫草，与传统名贵中药冬虫夏草同属异

种。核苷类化台物为蛹虫草中的主要活性成分，如所

含虫革素是一种核苷类抗菌素-1]，对多种肿瘤生长

具有抑制作用，而且其量明显高于冬虫夏草[2。1}腺

苷具有改善心脑血液循环“1等药理活性。本实验利

用HPLC方法，初步建立了人工蛹虫草HPLC指纹

图谱，并对其方法学进行了初步考察，现报道如下。

1仪器与试剂

美国安捷伦高效液相色谱仪(配备G1311A四

元混合梯度输液泵、G1313A自动进样器、G1315B

光电二极管阵列检测器)，Agilent Instrument色谱

工作站。Agilent zOBAX SB—Aq C18(250 mmx4．0

mm，5．am)不锈钢柱。法国Millipore Milli—QAIO

超纯水净化系统。日本Eyela N～1000旋转蒸发仪。

配备SB—1000电子水浴锅，A一3s真空泵。

Aeeulab ALc一110．4电子分析天平。飞鸽

TDL80一2B离心机。KQ一250B超声波清洗器。甲

醇、乙腈均为色谱纯(美国TEDIA公司)。

人工蛹虫草药材来自中国6个省份的不同生产

厂家(表1)，所有原药材均由暨南大学天然药物化

学与生药学教研室于荣敏教授鉴定。虫草素、尿苷和

腺昔对照品均购自中国药品生物制品检定所。

表1人工螭虫草药材来源

Tahie 1 Source of C．m谢taris raw materials

样品号 来撮 样品号 来源

1 辽宁省沈阳市 7 江苏省东台市

2 辽宁省沈阳市 8 扛苏省东台市

3 北京 9 广东省扛门市

4 北京 10 广东省新会市

5 内蒙古呼和措特 lt 广东省新会市

6 山东省菏泽县

2方法与结果
’

2．1 供试品的制备：称取人工蛹虫草干燥粉末1．0

g，加水20 mL，超声提取0．5 h，滤过，同法重复一次。

提取液(滤液)合并后减压蒸干，50％甲醇溶解并定容

至5 mL，用0．45 pm微孔滤膜滤过，作为供试品溶

液，备用。11个批号的样品均按照上述方法处理。

2．2对照品溶液的制备：精密称取虫草素、腺苷、尿

昔对照品适量分别置于5 mL量瓶中，以50％甲醇

定容至刻度，分别配成质量浓度为1．028、1．318、

1．184 mg／mL的对照品储备液。再用0．45．am微孔

滤膜滤过，备用。

2．3色谱条件：色谱柱为Agilent ZOBAX SB—Aq

ClB(250ramx4．0mitt，5弘m)，流动相：甲醇5蹦～

60％，分析时间：30 rain，体积流量；1．0 mL／min，紫

外检测波长260 nm，进样量1．0 pL。

2．4 HPLC指纹图谱的分析测定：按照“2．1”项下

的方法同时制备11个样品的供试品溶液，以“2．3”

项下的色谱条件进行分析测定，得到11个样品的指

纹图谱(图1)。

0 5 【o 15 20 25

f，rain

l～11一样品1～11见表1

l 1】一Samp|e 1一11 s船TaMe 1

圈1 来自11个产地的人工蛹虫草的指纹图谱

Fig．1 Fingerprints of cuBuced C-militaris

from 11 haMhts

2．5方法学考察

2．5．1精密度试验：取同一批次供试品，连续进样

5次，记录色谱图。结果表明：各主要色谱峰相对保

留时间和其相对峰面积比值无明显变化．共有指纹

峰的相对保留时间的RSD在0．2％～0．8％，共有

峰相对峰面积的RSD在0+7％～1．5 oA，符合指纹

图谱标准．精密度良好。

2．5．2重理性试验：取同一批次供试品，接“2．1”项

方法平行制备人工蛹虫草供试液5份，在高效液相

色谱仪上进样分析，记录色谱图。结果表明：各主要

色谱峰相对保留时间和其相对峰面积比值无明显变

化，共有峰相对保留时间的RSD在0．2蹦～O．8蹦，

共有峰相对峰面积的RSD在1f 4％～2．5％，符合

指纹图谱标准，重现性良好。

2．5．3稳定性试验：取同一批次新制备供试品溶液

于0、2、4、8、10、24 h测定蜂面积，记录色谱图。结果

显示：各主要色谱峰相对保留时间和其相对峰面积

比值无明显变化，共有峰相对面积的RSD在

0．9％～1．8％，符合指纹图谱标准，稳定性良好。
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2．6指纹图谱相似度分析：本实验依据聚类结果由

一类样品中1、2、3⋯5 6 9号样品为标准样品，以其

均值作为共有模式，利用中国药品生物制品检定所

的《中药色谱图分析和数据管理系统》软件对11个

不同产地的人工蛹虫草药材的指纹图谱进行了相似

度计算，分别以全图谱相关系数法和全图谱夹角余

弦法进行了评价(表2)。结果显示5号样品具有最

高的相似度，以此作为标准图谱，并以标准品添加法

确定了第1⋯5 7 9、10、11号色谱峰分别为鸟苷、次

黄嘌呤、尿苷、腺苷，腺嘌呤和虫草素(图2)。

襄2 11十产地的样品指纹国谱的相{戗度

Table 2 Similarities of fingerprints from 11 habitats

样品号i：：：；；冀 样品号：；i：篡冀
1 0．987 0．993 7 0．904 0．952

2 0．991 0．995 8 o．953 0．975

3 0．992 o．994 9 0．975 0．988

4 0．903 0．951 10 0．896 0．946

5 0．992 0．996 11 0．887 0．943

6 O．987 O．993

6’一。j一。’而’’ 。1’5。一一jo 。’五一一丽
t／min

1一鸟苷5一次黄嘌岭7一展苷9一腺昔

10一腺原睁11-虫草素

1-g-¨osine 5-hypoxanthine 7-uridine

9-adenosine 10-adenine 11-cordycepin

圈2人工蛹虫革5号样品指纹圈谱殛其相关色谱峰确认

Fig．2 Fingerprint of cultured C-militaris sampie No．S

and establishment of relative peaks

3讨论

3．1流动相的优化：本实验共考察了4个不同的流

动相系统及梯度，即乙腈、乙腈一磷酸盐缓冲液(pH

6．86)、甲醇、甲醇一磷酸盐缓冲液(pH 6．86)。全部系

统的梯度变化时间均被设置为30 rain。乙腈一水系统

以及乙腈一磷酸盐系统的完成出峰时间均较短．得到

色谱峰的数目较少，同时其分离度也不如甲醇系统

的好，故选择了甲醇系统进行了进一步的优化分析。

3．2检测波长的优化；本实验分别考察了240、254

和260 nm波长下色谱图的表现情况，计算出峰总

面积、峰总高度以及峰总数在检测波长260 nm处

均达到了最大值，显示出260 nm处能获得最佳的

分析效果。因此，本实验选择260 am作为实验用检

测波长。

3．3样品提取条件的优化：为获得最佳的人工蛹虫

草样品超声提取条件，采用两次超声提取法，并且对

超声温度(25、50、75℃)、提取液(乙醇体积分数

0％、30％、50％)、超声时间(15、30、45 rain)、提取液

用量(10、20、30 mL)4个条件进行了考察，按2．3项

测定色谱图。

为了充分说明提取条件对样品提取效果的影响，

以色谱图中峰总面积均占谱图峰总面积的90％以上

的14个相对强度最大的峰总面积作为优化设计的评

价标准。由结果可知：提取液(乙醇体积分数)对提取

效果影响最大，超声温度次之，提取液用量再次之，而

超声时间最小。故本实验采用的最佳样品提取条件

为：1．0 g干燥样品中加入水20 mL，室温下超声30

min，该过程重复提取两次，合并提取液。

4结论

人工蛹虫草药材及其胶囊剂研究系国家“1035

计划”中的一类新药之一，虽已研制成功，但其技术

含量(尤其质量标准)较低。本研究方法建立的指纹

图谱可快速鉴别区分不同来源的蛹虫草药材，通过

指纹图谱对蛹虫草药材进行综合宏观分析，有利于

全面控制药材质量，促进蛹虫草药材及其制剂研制

水平和质量控制的全面提高。此外，由于人工蛹虫革

新产品的开发越来越受到众多药学科技工作者的重

视，故本实验也为该药材系列产品的研制开发提供

了科学资料。
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