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摘要  目的: 建立 HPLC- ELSD法测定人工蛹虫草子实体中甘露醇的含量。方法 :采用氨基柱 ( 416 mm @ 250 mm, 5 Lm ) ,柱

温 25 e , 进样量 20 LL,以乙腈 -水 ( 8215B1715)为流动相洗脱, 流速 015 mL# m in- 1; ELSD漂移管温度 90 e ,载气 ( N 2 )流速

21 0 L# m in- 1,撞击器: 关。结果:不同来源的人工蛹虫草子实体中甘露醇含量差别较大, 其中以广东 Ñ号厂家培育的含量最

高 ( 715% )。结论: 本方法稳定、可靠, 甘露醇可作为评价人工蛹虫草子实体质量的指标之一。
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Abstract Objec tive: To establish a re liable and accurateHPLC- ELSD m ethod for the determ ination o fmann ito l

in cu lturedCordy cep s m ilitaris L. L ink by opt im izing the extraction, separation, and analyt ical cond itions. Method:

Separation w as achieved on a NH 2 co lumn ( 416 mm @ 250 mm, 5 Lm ) w ith acetonitrile- w ater ( 8215B1715) as

mob ile phase at 25 e and a flow rate at 015mL# m in- 1. The drift tube temperature o fELSD and nitrogen flow rate

w as set at 90 e , and 210 L# m in
- 1
, respectively, Impac:t OFF. Results: Mann ito lw as found in 9 samp les collected

in d ifferent areas in Ch ina and the variety of mann ito l w as sign ifican.t The h ighest content ( 715% ) w as found in

Guangdong prov ince. Conclusion: The current method demonstrated good linearity, se lect iv ity, precision, recovery,

short ana lysis tim e, and w as successfu lly used to determ ine the content of mann ito l in culturedCordy cep s m ilitaris

grow ing in d ifferent areas o f Ch ina.

Key words: culturedCordycep sm ilitaris L. L ink; mannito;l HPLC- ELSD; con tent

  蛹虫草 ( Cordy cepsm ilitaris L. L ink)为麦角菌科

真菌, 与名贵中药冬虫夏草同属异种, 5新华本草纲

要 6记载蛹虫草 /性平, 味甘, 有益肺肾、补精髓、止

血化痰等功效 0, 用于肺结核及老人虚弱和贫血等

症,为珍贵的中药材。由于连年采挖,同时人工培养

较为困难,导致冬虫夏草濒临灭绝,市场价格节节攀

升。同属异种的蛹虫草因具有与冬虫夏草相似化学

成分, 人工培养较易, 逐渐引起科学研究者的重

视
[ 1]
。目前, 河北、辽宁、江苏、广东等地均有蛹虫

草的人工培育基地,并作为食品进行销售。

人工蛹虫草子实体是以大米为培养基, 人工培

养的干燥子实体。与冬虫夏草类似,含有虫草素、虫

草酸、虫草多糖、超氧化物歧化酶和氨基酸等多种生

物活性物质
[ 2]
, 其中含量较高的虫草酸即为甘露

醇,可作为人工蛹虫草子实体的指控指标之一。目

前甘露醇的测定方法有氧化还原滴定法
[ 3]
、薄层扫

描法
[ 4]
、分光光度法

[ 5]
、气相色谱法

[ 6]
和高效液相

色谱法
[ 7]
, 但在实际应用中多采用 2005年版中国药

典规定的氧化还原滴定法和示差折光高效液相色谱

法 (HPLC- R ID) ,目前尚未见 HPLC- ELSD法测定

人工蛹虫草子实体中甘露醇含量的报道。

为建立分离效率高、选择性好, 分析速度快、检
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测灵敏度高的甘露醇的定量分析方法, 考察国内不

同厂家人工蛹虫草子实体中甘露醇的含量, 合理评

价人工蛹虫草子实体质量, 本文采用高效液相色谱

蒸发光检测器法对国内 9个厂家的样品中甘露醇进

行了定量分析。

1 仪器与试药

高效液相色谱仪 [ H itach i L7100泵, A lltech

ELSD 2000蒸发光散射器 ( ELSD) ] , 超声波清洗仪

(QC3120荆州市楚新电子产品开发有限公司 ), 台

式离心机 ( TG16 - Ò 长沙平凡仪器仪表有限公

司 )。甲醇 (天津市标准科技有限公司 )为色谱纯,

乙腈 ( F isher Scient ific, 液相色谱级 ), 水为重蒸水,

其他试剂均为分析纯。甘露醇对照品 ( S igma,批号

20000930, 含量\9915% )。人工蛹虫草子实体样品

为市售品,由华中科技大学同济医学院阮金兰教授

鉴定, 全部样品于 55 e 干燥粉碎后过 60目筛。

2 色谱条件

色谱柱: Thermo氨基柱 ( 416 mm @ 200 mm, 5

Lm);柱温: 25 e ;流动相:乙腈 -水 ( 8215B1715); 流
速: 015 mL# m in

- 1
; ELSD漂移管温度: 90 e ; 载气

(N2 )流速: 210 L# m in- 1
;撞击器:关;进样量: 20 LL。

3 线性关系考察
精密称取干燥至恒重的甘露醇对照品 25 mg,

置 25mL量瓶中,用流动相溶解并稀释至刻度, 摇

匀,作为对照品储备液。分别精密量取对照品储备

液 0125, 015, 018, 115, 210 mL,置 10mL量瓶中,加

流动相稀释至刻度,摇匀,配制成浓度为 25, 50, 80,

150, 200 mg# L
- 1
的对照品溶液, 按上述色谱条件进

行 HPLC分析, 以峰面积的对数值 ( Y )对浓度的对

数值 (X )进行回归处理,得甘露醇的线性回归方程:

Y= 11291X + 31455 r= 019999( n = 5)
试验表明,甘露醇对照品浓度在 25 ~ 200 mg# L

- 1

范围内,峰面积对数值和浓度对数值呈良好的线性

关系。

4 精密度试验

取 /线性关系考察 0项下浓度为 80 mg# L
- 1
的

对照品溶液,在上述色谱条件下进行 HPLC分析, 连

续进样 5次,每次进样 20 LL, 甘露醇峰面积的 RSD

为 0127%。
5 检测限
以信噪比为 3B1时相应的浓度或注入仪器的量

进行确定。用流动相将对照品溶液稀释至含甘露醇

为 5mg# L
- 1
的溶液, 进样 20 LL, 测得甘露醇的最

低检测限为 011 Lg。
6 定量限

以测得检测限 ( 011 Lg )的 3倍量为定量限, 则

甘露醇的定量限为 013 Lg。
7 重复性试验

精密称取样品粉末 011 g共 6份,按 / 10110项
下方法制备供试品溶液, 按上述色谱条件分别进样

20 LL, 测得样品中甘露醇的含量,结果含量的 RSD

( n = 6)为 118%。
8 稳定性试验

取样品粉末 011 g, 精密称定, 按 / 10110项下方
法制备供试品溶液,分别于制备后 0, 2, 4, 6, 8, 10 h

测定峰面积, RSD为 119%,表明供试品溶液可稳定
存放 10 h。

9 回收率试验
精密称取样品粉末约 0105 g共 9份, 按低、中、

高分别精密加入浓度为 1000 mg# L
- 1
的对照品溶

液 210, 215, 310 mL, 按 / 10110项下方法制备所需溶
液, 按规定色谱条件分别进样 20 LL测定,结果见表

1。

表 1 回收率试验结果
Tab 1 R ecovery data for extraction ofM ann itol from cu ltured Cordycep s m ilitaris L. L ink

样品号

( sample No. )

称样量

( sample we ight) /mg

含量

( content) /mg

加入量

( added) /mg

测得量

( found) /mg

平均回收率

( average recovery ) /%
RSD /%

Ñ 49192 - 21 5910 -

Ò 50155 - 21 6231 -

1 49188 215886 210 41 6112 10115 0172

2 49192 215907 210 41 6375

3 49197 215933 210 41 6137

4 50109 215995 215 51 1455 9916 210

5 49193 215912 215 51 0432
6 50115 216026 215 51 0764

7 50122 216063 310 51 5338 9817 112

8 50119 216047 310 51 5621

9 50130 216104 310 51 6110
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10 样品含量测定
1011 供试品溶液的制备   精密称取人工蛹虫草

子实体粉末各 011 g, 加水 5 mL,精密称重, 超声 (功

率 120W,频率 40 kH z)提取 5 m in,放至室温, 再称

重,用水补足减失重量, 摇匀, 高速离心 ( 10000 r#

m in
- 1
) 10 m in。分别精密量取上清液 1 mL, 置 10

mL量瓶中,加流动相稀释至刻度,摇匀, 0145 Lm微
孔滤膜滤过,取续滤液作为供试品溶液。

1012 含量测定  精密量取供试品溶液 20 LL, 按

上述色谱条件进行分析, 以外标法计算含量。结果

见表 2、图 1。

表 2 不同厂家人工蛹虫草子实体中甘露醇的含量 (n= 3)

Tab 2 The con tent ofm ann itol in cu ltured Cordyceps

m ilitaris from d ifferen t areas

样品编号

( samp leN o. )

来源

( or ig in)

含量

( conten t) /%
RSD /%

001 河北 ( Hebe i) Ñ 6147 115

002 Ò 6103 0188

003 Ó 2187 112

004 江苏 ( Jiangsu) Ñ 5158 115

005 Ò 6124 0149

006 Ó 6107 111

007 广东 ( Guangdong) Ñ 7157 0155

008 Ò 5106 0145

009 Ó 5161 0136

图 1 人工蛹虫草子实体 HPLC- ELSD色谱图

Fig 1 HPLC- ELSD chrom atogram s of cu ltu red Cordyceps m ilitaris

A.对照品 ( referen ce substance)  B.样品 ( sam p le)

1.甘露醇 (m ann itol)

11 讨论
1111 提取工艺的选择

根据甘露醇易溶于水、略溶于乙醇、不溶于乙醚

的物理特性,本论文采用正交试验的方法优选了甘

露醇的提取工艺, 通过对乙醇浓度、溶剂用量、时间

和温度的考察,最终确定了如正文所述的最佳提取

工艺。

111111 正交试验样品溶液的制备  精密称取人工

蛹虫草子实体粉末各 011 g,按表 3加入适量提取溶

剂, 精密称重。按 / 10110项下方法制备 9份正交试

验样品溶液。分别精密量取上清液 1mL,置 25 mL

量瓶中,加流动相稀释至刻度,摇匀, 0145 Lm微孔
滤膜滤过,取续滤液即得。

表 3 正交试验因素水平表
Tab 3 Evaluating ind icators of orthogonal test

水平

( leve ls)

溶剂倍量

( solv ent amount)

/mL

超声时间

( extrac tion

time) /m in

提取温度

( tempera ture)

/e

乙醇浓度

( proportion of

e thanol) /%

1 2 5 25 0

2 5 15 40 40

3 10 30 60 80

111112 试验结果  经方差分析, 乙醇浓度及溶剂

用量对甘露醇提取含量有显著的影响,提取时间和

提取温度无显著影响;由极差分析可得,对甘露醇提

取有影响的因素顺序为: 溶剂用量 >乙醇浓度 >提

取温度 >提取时间;有直观分析得甘露醇最佳提取

条件为:纯水, 5 mL, 由于提取时间、提取温度对提

取率无显著影响,为缩短整个分析时间,将提取时间

定为 5 m in; 为方便提取, 将提取温度定为常温 25

e 。结果如表 4、表 5所示。

表 4 正交试验直观分析表
Tab 4 In tu itive analysis of or thogonal test

样品号

( sample

N o. )

溶剂倍量

( so lvent

amount)

超声时间

( ex trac tion

time)

提取温度

( temperature)

乙醇浓度

( proportion

of e thano l)

含量

( content)

1 1 1 1 1 7136

2 1 2 2 2 7104

3 1 3 3 3 6191

4 2 1 2 3 8101

5 2 2 3 1 8156

6 2 3 1 2 8145

7 3 1 3 2 8129

8 3 2 1 3 7169

9 3 3 2 1 8108

均值 ( average) 1 71103 71887 71 833 81000

均值 ( average) 1 81340 71763 71 710 71927

均值 ( average) 3 81020 71813 71 920 71537

极差 ( range) 11237 01124 01 210 01463
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表 5 方差分析表
Tab 5 Variance analysis of orthogonal test

因素

( indica tors)

偏差平方和

( sum o f

variances)

F比

(F ra tio)

显著性

( sign i-

ficance)

溶剂倍量 ( solv ent amount) /mL 21 472 1071478 * *

温度 ( temperature) /e 01 067 21913

乙醇浓度 ( concentrat ion o f e thano l) /% 01 372 161174 *

时间 ( ex trac tion tim e) /m in 01 023 11000

误差 ( erro r) 0

A= 011

1112 色谱条件的选择  由于甘露醇为极性化合

物,不能采用常规的反相色谱柱进行测定, 如采用

C18分离, 色谱峰几乎不被色谱柱所保留, 很快被洗

脱下来,杂质干扰严重,无法测定。氨基柱为中等极

性色谱柱,其键合相上的氨基可与甘露醇选择性作

用,而达到与其他杂质分离的目的, 因此选择氨基

柱,结果表明分离效果较好;先后应用不同比例甲醇

-水、乙腈 -水为流动相洗脱, 考虑待测峰与前一小

杂质峰的分离度及待测峰的对称性, 最终确定测定

甘露醇含量的最佳流动相为乙腈 - 水 ( 8215B

1715)。
1113 检测条件的选择  甘露醇无紫外吸收, 不能

采用紫外检测。现有文献报道中多采用碘量法或高

效液相色谱示差折光检测的方法,碘量法操作复杂,

专属性不高,折光检测灵敏度低,同时检测受外界环

境影响较大。而 ELSD检测器对于无生色团、无紫

外线吸收或紫外末端吸收的样品以及挥发性低于流

动相的任何组分的测定具有独特优势,专属性好,灵

敏度高,适合中药中甘露醇的含量测定。通过对检

测参数:载气流速和漂移管温度的反复试验调整,最

终确定 ELSD检测器的最佳参数为漂移管温度 90

e , 载气 ( N2 )流速 210 L# m in
- 1
, 撞击器:关。
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