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摘 要 : 采用均匀实验设计方法快速找到蚕蛹虫草活性成分的高效液相色谱最优分离条件 ; 将该优化条件用

于蚕蛹虫草和冬虫夏草的水溶性成分的分离取得满意结果 , 并对部分组分进行了定性定量分析 ; 均匀实验设

计方法可较快找到复杂未知或半未知体系的色谱分离条件。
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Abstract : The optimal HPLCchromatographic conditions for the separation of active components in Cordy2
ceps militaris were found with the aid of uniform design. As the optimized conditions were applied to sepa2
rate the water - soluble active constituentes in extracts from Cordyceps militaris and Cordyceps sinensis ,

satisfactory results were obtained. Both qualitative and quantitative analyses of some active constituents

have been conducted on the basis of optimized separation. Hence , uniform design is a good method to

optimize the chromatographic separation conditions of complicated systems with unknown or uncertain com2
ponents.
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高效液相色谱是分析中药活性成分的重要工具 [ 1 ] , 在虫草的成分分析中应用十分广泛 [ 2 , 3 ]。但

影响色谱分离的因素很多 , 寻找一个复杂体系特别是复杂未知体系的最佳色谱分离条件并非易事。

为找到最佳色谱分离条件 , 常用的优化方法有正交设计法 [ 4 ]、单纯形法 [ 5 ] 等 , 但这些方法对试验水

平数较多的情况难于处理。均匀设计法 [ 6 ] 克服了正交设计法实验次数随实验参数水平数增长过快

的缺点和单纯形法陷入局部最优的可能性 , 可在有效减少试验次数的同时较快找到最优解 , 在化学

化工等方面得到了十分广泛的应用 [ 7 ] , 但在复杂的色谱分析体系中 , 均匀设计的应用还不多见 [ 8 ]。

本文用均匀实验设计方法较快找到分离蚕蛹虫草活性物质的色谱分离条件 , 并应用于冬虫夏草

和蚕蛹虫草水溶性成分的色谱分离 , 结果令人满意。同时对冬虫夏草和蚕蛹虫草中腺苷、尿嘧啶、

尿苷成分进行了定性定量分析。

1 理论部分

均匀试验设计是基于数论方法提出的部分因子设计 , 与正交试验设计方法相似 , 精心设计好一

套表格供使用者选择。在实际应用中 , 往往难以使得试验的每个因子都具有相同的试验水平 , 为适

应试验的需要 , 可通过拟水平的方法来实现 [ 9 ]。

根据信息理论 [ 10 ] , 对相同的样本 , 从色谱图中获得的信息量越大 , 表明其分离效果越好。由

Shannon 方程 [ 11 ] , 信息量计算如下 :
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表 1 色谱分离条件的均匀设计表
Table 1 Levels of chromatographic separation conditions adopted in uniform design

Run pH c ( KH2PO4) / (mmol ·L - 1)
Flow rate

φ(CH3OH) / % I/ bit
v/ (mL ·min - 1)

1 4. 0 25 1. 0 40 6. 559 5
2 4. 6 15 0. 6 80 7. 813 7
3 5. 2 35 1. 0 100 8. 586 5
4 5. 8 5 1. 2 80 6. 943 0
5 6. 4 40 0. 6 60 7. 357 6
6 7. 0 10 0. 8 40 6. 501 0
7 7. 6 30 1. 2 60 6. 717 8
8 8. 2 20 0. 8 100 7. 197 6

理论上讲 , 50 %的甲醇水溶液做提取剂应当比纯水所得的成分复杂 , 所以以 50 %的甲醇水溶液

做提取液所得物进行色谱优化实验。依据表 1 , 分别进样 10μL 优化测定液进行检测得到不同色谱

分离条件下的色谱图 , 见图 1。图 1 中 , No. 1～No. 8 分别对应于表 1 中的 Run 1～Run 8 色谱条件下

的色谱图。直观上看 , No. 2、No. 3、No. 5 的色谱峰较多 , 大部分色谱峰都达到了基线分离且色谱峰

分布较均匀 , 所需的流出时间都较短。

I = - ∑
n

i = 1
pi log pi ( i 表示任一保留时间点 , n 为总的保留时间点数)

式中 pi 表示在第 i 个保留时间点经标准化后的色谱量测值 , I 表示信息量。色谱标准化表示如下 :

pi = xi / ∑
n

i = 1
xi ( xi 是第 i 个保留时间点的色谱响应值)

2 实验部分

2. 1 仪器药品
Agilent1100 高效液相色谱 , G1315A DAD 二极管阵列紫外检测器 , 上海BRANSONSB2200 超声波发

生器。冬虫夏草 (西藏产)购自长沙市九芝堂药店 , 蚕蛹虫草由云南省某研究所提供。腺苷、尿苷、

尿嘧啶均购自 Sigma 公司。流动相甲醇为色谱纯 , 其他试剂为分析纯。

2. 2 检测条件
色谱柱 : Hypersil ODS柱 (粒径 4. 5μm , 250 mm×4. 0 mm i. d. ) , 流动相组成和流速依据均匀设计

表格的条件分别进行 ; 洗脱液 A : 含不同量甲醇的水溶液 , 洗脱液 B : 不同 pH 值和不同浓度的

KH2PO4缓冲溶液 ; 洗脱液 A在 0～4 min 保持 10 % , 4～60 min 由 10 %增加到 30 %。扫描范围 : 210～

390 nm , 扫描间隔 : 0. 402 s/ 次。

2. 3 样品液的制备
将蚕蛹虫草和冬虫夏草样品在 40 ℃的烘箱中干燥 3 h , 碾碎过孔径为 0. 9 mm的筛。取 0. 500 g

蚕蛹虫草粉末 , 用 50 %的甲醇水溶液作提取液 , 超声波提取 2 h , 过滤 , 滤液减压浓缩至干 , 用 50 %

的甲醇定容至 10 mL , 得色谱条件优化测定液。

分别称取上述样本粉末各 0. 500 g , 加入蒸馏水适量 , 超声波提取 2 h , 滤液减压浓缩至干 , 用

50 %的甲醇定容至 10 mL , 得待测液。

3 结果与讨论

3. 1 色谱分离条件的选择
流动相中甲醇含量、流动相 pH值、缓冲溶液盐浓度、流速等是影响高效液相色谱分离的主要因

素。在均匀设计中 , 实验个数通常取实验参数的两倍 , 由均匀实验设计表 [ 9 ] , 选取 U 3
8(84)表 , 经拟

水平变化得 U 3
8(82×42)表 , 将各因素的水平依次填入即得实验安排表 , 见表 1。
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图 1 表 1 中不同色谱条件下的色谱图 , λ= 262 nm

Fig. 1 Chromatographic profiles under various conditions as described in table 1 ,λ= 262 nm

图 2 冬虫夏草、蚕蛹虫草和核苷类标准对照物的
色谱图

Fig. 2 Chromatograms of Cordyceps sinensis , Cordyceps

militaris and nucleoside standards
a. Cordyceps sinensis ; b. Cordyceps militaris ; c . nucleoside

standards ; 1. Uracil ; 2. Uridine ; 3. Adenosine ; λ= 262 nm

图 1 中 , 各图或多或少都存在色谱基线漂移 , 所以先对色谱图进行基线校正以扣除基线漂移对

色谱图信息量的贡献。不同色谱条件的色谱图信息量列于表 1 的最后一列。其中 Run 3 所对应的

色谱指纹图信息量最大 ( I = 8. 586 5 bit) , 即图 1 中 No. 3 的分离质量最好。
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由于均匀设计的各因素水平均匀分布于实验空

间 , 其最好的实验点往往就在最优实验点附近 , 常

可选择最好点作为最优点进行实验。本文选择图 1

的 No. 3 所对应的条件作为样品的分离条件 , 即

pH = 5. 2 , c ( KH2PO4) = 35 mmol ·L - 1 , φ(MeOH) =

100 % , 流速是 1. 0 mL/ min。

3. 2 样品液的检测
使用上述优化的色谱条件 , 测定了蚕蛹虫草和

冬虫夏草的水溶性活性成分 , 其色谱图见图 2。经

高效液相色谱工作站的峰纯度检验得知 , 色谱峰几

乎都为单组分峰 , 各组分的分离基本上达到了常规

分离要求。

在该色谱条件下 , 做了腺苷、尿苷、尿嘧啶标准对照品的检测 , 对样品中部分色谱峰进行了定性

分析 , 结果参见图 2 中的标识。线性范围内 , 以色谱峰面积 y 对质量浓度 x(g·L - 1)做回归 , 得到腺

苷、尿苷、尿嘧啶的回归曲线分别为 : y = 7. 90 ×102 x + 4. 47 ×103 ( r = 0. 999) ; y = 5. 31 ×102 x -

1. 70 ×103( r = 0. 998) ; y = 8. 95 ×103 x + 6. 85 ×102 ( r = 0. 998) 。经外标法 , 冬虫夏草中腺苷、尿苷、尿

嘧啶含量分别是 0. 159、0. 463、0. 003 25 mg/ g; 蚕蛹虫草中腺苷、尿苷的含量为 1. 00和 0. 358 mg/ g。

3. 3 回收率试验
加入一定量的腺苷、尿苷、尿嘧啶标准对照样品 , 依据同样的方法检测 , 测得回收率分别是

99. 8 %、98. 8 %、99. 0 %。

4 结 论

采用均匀实验设计方法 , 用信息量作为判断标准 , 较快找到优化的色谱条件 , 应用于蚕蛹虫草

和冬虫夏草的水溶性成分的检测 , 色谱峰的分离达到了常规的分析要求。采用均匀实验设计可通过

较少的实验较快找到满意的色谱分离条件 , 适合复杂中药体系的色谱分离条件的优化。
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图 3 WGGP(A)和去糖基化的 WGGP(B)的 DSC分
析扫描曲线

Fig. 3 Thermogram of WGGP(A) and deglycosylated

WGGP(B) determined by DSC
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为 0. 02 mol/ L NaCl (0. 01 mol/ L , pH 8. 0 , Tris -

HCl) , 流速 : 0. 1 mL/ min , 3 mL/ tube。得到两个

峰形对称的蛋白质 - 糖组分 , 这两个蛋白质组分

均为糖蛋白。收集第一个峰组分 , 对水透析后冷

冻干燥 , 得到小麦胚芽水溶性糖蛋白 WGGP。

2. 2 WGGP 的寡糖链对其热力学性质的

影响
WGGP和去糖基化 WGGP样品的 DSC分析如

图 3 所示。从测定结果可以得出两样品的热力学

参数见表 1 , WGGP的热变性温度为 96. 098 ℃, 而

去糖基后的热变性温度为 74. 338 ℃, 因此糖蛋白

上的寡糖分子对于蛋白质具有较好的稳定作用 ,

具有增强蛋白质抗变性功能。
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表 1 DSC测得的两样品的热力学参数
Table 1 The thermodynamic parameters of two samples determined by DSC

Sample
Onset Peak End Area
to / ℃ tp / ℃ te / ℃ ΔHcal/ mJ

WGGP(麦胚糖蛋白) 69. 391 96. 098 119. 830 657. 288
Deglycosylated WGGP(去糖基化WGGP) 65. 853 74. 338 79. 967 8. 818


