
　 收稿日期：２０１０－０９－１４　　　修回日期：２０１０－１２－１０
　＊通讯作者：尚红霞，女，硕士，副教授，主要从事天然产物有效成分分析及功能材料的制备研究．

第２７卷第６期
Ｖｏｌ．２７　Ｎｏ．６

分 析 科 学 学 报
ＪＯＵＲＮＡＬ　ＯＦ　ＡＮＡＬＹＴＩＣＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥ

２０１１年１２月


Ｄｅｃ． ２０１１

文章编号：１００６－６１４４（２０１１）０６－０７７６－０３

高效液相色谱法同时测定虫草素和腺苷

尚红霞＊，梁　晨，易　娟
（广东工业大学轻工化工学院，广东广州５１００９０）

摘　要：本文用微波法提取蛹虫草培养基和子实体中的虫草素及腺苷，并利用高效液相
色谱法同时测定虫草素和腺苷。选择Ｉｎｅｒｔｓｉｌ　ＯＤＳ－ＳＰ柱（１５０×４．６ｍｍ，５μｍ）为色谱
柱，乙腈－水为流动相，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３５℃，二极管阵列检测器（ＤＡＤ）检测，检
测波长２６０ｎｍ，进样量１０μＬ。在２～１０μｇ／ｍＬ浓度范围内，虫草素和腺苷线性关系
良好，其相关系数分别为０．９９９８和０．９９９２。虫草素和腺苷的回收率分别是６３．３０％～
６７．１１％和６３．９７％～７０．３９％，相对标准偏差分别是０．５６％～１．９７％和０．９４％～
１．９７％，检出限分别是０．１９μｇ／ｍＬ和０．０２μｇ／ｍＬ。
关键词：高效液相色谱；微波提取；虫草素；腺苷
中图分类号：Ｏ６５７．７＋２　　　文献标识码：Ａ

虫草素和腺苷是虫草的主要活性成分，虫草素具有抗病毒和肿瘤等作用［１］，腺苷具有改善心脑血液循

图１　虫草素（ａ）腺苷（ｂ）的结构式
Ｆｉｇ．１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｆｏｒｍｕｌａｓ　ｏｆ　ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ
（ａ）ａｎｄ　ａｄｅｎｏｓｉｎｅ（ｂ）

环、抑制中枢神经递质释放等多种活性［２］。虫草素和腺苷的
结构式见图１。蛹虫草子实体已广泛用于虫草类保健品中，从
蛹虫草培养基中提取虫草素和腺苷的应用也日益增多。目前，
国内对于虫草类产品中有效成分测定方法的研究逐渐深入，常
用的测定方法有高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）［３］，薄层色谱法［４］等，
且大多数是单一组分分析，操作繁琐、费时，而用ＨＰＬＣ同时测
定虫草素和腺苷的报道较少。随着市场中虫草类产品的日益
增多，研究和开发快速测定虫草制品中多种有效成分的检测方
法，显得尤为重要。
实验建立了微波提取 ＨＰＬＣ同时测定虫草素和腺苷的方法，并将其应用于蛹虫草培养基和子实体等

的样品分析，该法分离时间短，有机溶剂消耗少，分离效果好。

１　实验部分

１．１　主要仪器和试剂

ＬＣ－２０Ａ高效液相色谱仪（日本，岛津公司）；ＴＵ－１９０１双光束紫外可见分光光度计（北京普析通用仪
器有限责任公司）；ＷＧ７００ＣＳＬ２０１１－Ｋ６微波炉（格兰仕）。
虫草素及腺苷标准品均为美国Ｓｉｇｍａ公司产品，纯度均大于９９％。乙腈、甲醇均为色谱纯。

１．２　色谱条件
色谱柱：Ｉｎｅｒｔｓｉｌ　ＯＤＳ－ＳＰ柱（１５０×４．６ｍｍ，５μｍ），柱温：３５℃，流动相：乙腈∶水＝８∶９２（Ｖ／Ｖ），流速：

１．０ｍＬ／ｍｉｎ，进样量：１０μＬ，检测波长：２６０ｎｍ。采用峰面积外标法定量。

１．３　样品的制备
把蛹虫草培养基（广东新会现代农业发展公司）或蛹虫草子实体（江门新康虫草有限公司）置于６０℃

６７７
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烘箱恒温２４ｈ后，取出，粉碎，过６０目筛，将过筛后的干粉放入试剂瓶中并置于干燥器中保存。准确称取
干粉样品于１００ｍＬ具塞三角瓶中，加入适量纯水，放入微波炉中，微波数分钟，取提取液作 ＨＰＬＣ分析。

２　结果与讨论

２．１　样品预处理方法的选择
分别采用水浴法、超声波法和微波法用水或乙醇对样品进行提取，其中以微波法用水提取的时间最

短、提取率最高。这是因为样品在吸收了微波能之后，细胞内部温度迅速上升，以致细胞破裂，细胞内部活
性成分自由流出，从而达到在较短时间内提取有效物质的目的。当用乙醇微波提取时，由于乙醇沸点较
低，样品容易溅射，提取效果较差。微波提取正交实验结果表明，当样品量∶提取液＝１∶１０（ｍ／Ｖ），微波功
率４０Ｗ，提取时间３ｍｉｎ时，虫草素和腺苷的提取率均较高。

２．２　检测波长的选择
用紫外可见分光光度法分别测定虫草素和腺苷的紫外吸收，发现虫草素和腺苷分别在波长２６０ｎｍ

和２５９ｎｍ处有较大吸收，因此确定检测波长为２６０ｎｍ。

２．３　流动相的选择
分别试验了甲醇－水、乙腈－水为流动相分离虫草素和腺苷。当用甲醇－水作流动相时，虫草素与腺苷的

峰形较差，而用乙腈－水时虫草素和腺苷标准品的峰形窄且对称，分离效果较好。当乙腈和水的体积比为

１０∶９０时，虫草素和腺苷的出峰时间较快且太接近，彼此有干扰。随着流动相中乙腈比例的减少，虫草素
和腺苷的保留时间逐渐增加。当流动相中乙腈和水的体积比为８∶９２时，虫草素和腺苷在１０ｍｉｎ内洗脱
出来，两者受杂峰干扰少。图２为腺苷、虫草素浓度均为６μｇ／ｍＬ的混合标准溶液色谱图，图３为２ｇ蛹
虫草培养基干粉样品微波提取液色谱图，其中虫草素的分离度为５．１４５，腺苷的分离度为５．８８４。

图２　标准品的ＨＰＬＣ图
Ｆｉｇ．２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｓｔａｎｄａｒｄ
ａ．Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ；ｂ．Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ．

图３　样品的ＨＰＬＣ图
Ｆｉｇ．３　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｓａｍｐｌｅ
ａ．Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ；ｂ．Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ．

２．４　标准曲线
配制浓度分别为２、４、６、８、１０μｇ／ｍＬ的虫草素和腺苷的混合标准溶液，按上述实验方法进行测定，以

峰面积对各组分浓度作标准曲线，其线性范围为２．９～１０．０μｇ／ｍＬ，回归方程分别为：ｙ＝２５７７６ｘ＋３３８３．２
和ｙ＝２３３５９ｘ－２２３５．７，相关系数分别为０．９９９８和０．９９９２。以３倍信噪比计算虫草素和腺苷的检出限
（ＬＯＤ）分别为０．１９μｇ／ｍＬ和０．０２μｇ／ｍＬ。

２．５　回收率实验
取蛹虫草培养基样品，按实验方法测定，计算标准回收率和相对标准偏差，结果见表１。表１中的回

收率较低，其原因可能是提取过程中虫草素及腺苷发生部分降解。

表１　样品的回收率（ｎ＝３）

Ｔａｂｌｅ　１　Ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｏｆ　ｓａｍｐｌｅ（ｎ＝３）

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ Ｓａｍｐｌｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ
（μｇ／ｍＬ）

Ａｄｄｅｄ
（μｇ／ｍＬ）

Ｆｏｕｎｄ
（μｇ／ｍＬ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
（％）

ＲＳＤ
（％）

Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ　 １５０．６１　 ７５　 １９８．３４　 ６３．６４　 １．９７
Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ　 １５０．６１　 １５０　 ２４５．５７　 ６３．３　 ０．５６

７７７
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　　（续表１）

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ Ｓａｍｐｌｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ
（μｇ／ｍＬ）

Ａｄｄｅｄ
（μｇ／ｍＬ）

Ｆｏｕｎｄ
（μｇ／ｍＬ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
（％）

ＲＳＤ
（％）

Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ　 １５０．６１　 ２２５　 ３０１．６１　 ６７．１１　 ０．９９
Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ　 １２１．０５　 ６０　 １６０．４９　 ６５．７４　 １．２９
Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ　 １２１．０５　 １２０　 １９７．８２　 ６３．９７　 １．９７
Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ　 １２１．０５　 １８０　 ２４７．７５　 ７０．３９　 ０．９４

２．６　样品分析
取蛹虫草培养基和蛹虫草子实体（不同批次）样品，按实验方法测定，结果见表２。

表２　样品分析结果 （ｎ＝３）

Ｔａｂｌｅ　２　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｓａｍｐｌｅｓ（ｎ＝３）

Ｓａｍｐｌｅ　 Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ Ｃｏｎｔｅｎｔ
（μｇ／ｇ）

ＲＳＤ
（％） Ｓａｍｐｌｅ　 Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ Ｃｏｎｔｅｎｔ

（μｇ／ｇ）
ＲＳＤ
（％）

Ｃｕｌｔｕｒｅ　ｍｅｄｉｕｍ　ｏｆ
ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ　ｍｉｌｉｔａｒｉｓ

Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ　 １５０．６１　 １．３６
Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ　 １２１．０５　 １．６５

Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ　２
Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ　 １　８０３．５１　 ０．４４
Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ　 １　９２３．１８　 １．９７

Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ　１
Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ　 ７４８．４３　 １．３４
Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ　 １　３６２．４５　 １．３５

３　结论

本文采用微波法提取蛹虫草培养基及子实体中的虫草素及腺苷，建立了高效液相色谱同时测定样品
中腺苷及虫草素含量的方法。与之前所报道的检测方法相比，采用微波法前处理使得提取时间大大缩短，
并可同时检测两种成分，可用于虫草类产品的质量分析。
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ｌｉｎｅａｒ　ｏｖｅｒ　ｔｈｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｒａｎｇｅ　ｏｆ　２～１０μｇ／ｍＬ，ａｎｄ　ｔｈｅ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ　ｗｅｒｅ　０．９９９８ａｎｄ　０．９９９２．
Ｔｈｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ　ｗｅｒｅ　６３．３０％～６７．１１％ａｎｄ　６３．９７％～７０．３９％ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ＲＳＤｓ　ｏｆ　０．５６％～１．９７％ａｎｄ
０．９４％～１．９７％，ａｎｄ　ｔｈｅ　ＬＯＤｓ　ｗｅｒｅ　０．１９μｇ／ｍＬ　ａｎｄ　０．０２μｇ／ｍＬ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｈｉｇｈ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｌｉｑｕｉｄ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；Ｍｉｃｒｏｗａｖｅ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ；Ｃｏｒｄｙｃｅｐｉｎ；Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
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