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摘要  目的: 建立 RP- H PLC - UV法测定 5种发酵虫草制剂百令胶囊、宁心宝胶囊、心肝宝胶囊、至灵胶囊及金水宝胶囊中麦

角甾醇的含量。方法: 色谱柱为 Ag ilen t SB TC C18 ( 250 mm @ 416 mm, 5 Lm ), 检测波长 283 nm,流动相为甲醇 -水 ( 98B2) ,流

速 1. 0 mL# m in- 1。结果: 麦角甾醇进样量在 0142~ 61 29Lg范围内呈良好的线性关系 ( r= 019999)。平均加样回收率 ( n = 3)

分别为 9811% , 1001 7% , 991 6% ; RSD分别为 21 3% , 11 6% , 116%。 18批发酵虫草制剂中麦角甾醇含量, 百令胶囊为 6. 06 ~

61 10 m g# g- 1,宁心宝胶囊为 2151 ~ 31 93 m g# g- 1, 心肝宝胶囊为 3147~ 41 42 mg# g- 1, 至灵胶囊为 21 48~ 41 61 mg# g- 1,金

水宝胶囊为 31 45~ 3187 m g# g- 1。结论:本文方法操作简便、灵敏,具有良好的重复性和稳定性, 可用于发酵虫草制剂中麦角

甾醇的检测。
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RP- HPLC- UV determ ination of ergosterol in five

preparations of fermental Cordyceps
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Abstract Objec tive: To deve lop an RP- HPLC- UV method for the de term ination o f contents o f ergosterol in the

preparat ions o f fermental Cordyceps, such as Ba iling capsule, N ingx inbao capsule, X inganbao capsule, Zhiling cap-

su le and Jinshu ibao capsu le. M ethod: The ana lysis w as carried out on anAg ilent SB TC C18 ( 250mm @ 416 mm, 5
Lm) co lumn elu ted w ith the mob ile phase consisting of methano l- wa ter ( 98B2) . The flow rate w as 1. 0 mL#

m in
- 1

and the detect ion w ave length w as set at 283 nm. Results: The linear range of ergosterolw as 0142- 6129 Lg
( r= 019999 ). The average recoveries ( n = 3) w ere 9811%, 10017% , 9916% and RSDs w ere 213% , 116%,

116% respect ive ly. The contents o f ergosterol in preparations of fermenta l Cordyceps w ere 6. 06- 6110 mg# g
- 1

( B ailing capsu le), 2151- 3193 mg# g
- 1

( N ingx inbao capsules) , 3147- 4142 mg# g
- 1

( X inganbao capsu les),

2148- 4161mg# g
- 1
( Zh iling capsules) and 3145- 3187mg# g

- 1
( Jinshuibao capsules). Conclusion: Them eth-

od is effective, sensit ive and accuratew ith h igh repeatab ility and stab ility, wh ich is he lpful for the determ ina tion o f

ergostero l in the preparations o f fermental Cordyceps.
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  冬虫夏草为我国名贵中药材, 具有滋补强壮的

作用。由于产于西藏、青海等高原地带且资源有限,

近年来人工发酵培育虫草已获成功, 人工发酵虫草

制剂也相继问世,其主要产品有百令胶囊、金水宝胶

囊、宁心宝胶囊、心肝宝胶囊和至灵胶囊
[ 1]
。其中,

百令胶囊和金水宝胶囊的质量标准收载在现行中国

药典中,其他 3个制剂均收载在卫生部颁成方制剂

标准中。据文献报道
[ 2, 3]
人工培育发酵的虫草菌粉

与天然冬虫夏草的化学成分和药理作用极其相似,

主要功效成分有核苷类、甾醇类、氨基酸、甘露醇及

多糖等。已有文献
[ 4, 5]
报道对发酵虫草制剂中的核

苷类、氨基酸及多糖和甘露醇等成分进行了测定,并
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不同程度地收载于相关质量标准中。而麦角甾醇

( ergosterol)作为甾醇化合物中的 1种, 为真菌类的

特征甾醇,却很少受到关注。文献报道的麦角甾醇

含量测定方法主要有薄层扫描法
[ 6]
和高效液相色

谱法
[ 7]
。本文采用 RP- HPLC法测定了 18批发酵

虫草制剂中麦角甾醇的含量,为相关制剂质量标准

修订提供了可靠而简便的方法。

1 仪器与试药
W aters 2695- 2489高效液相色谱仪, 包括W a-

ters 2695分离模式, W aters 2489紫外双波长检测

器, Empow er工作站; METTLER AE240电子天平;

SB3200超声波清洗器 (上海必能信超声有限公司 ) ;

甲醇为分析纯,液相用甲醇为色谱纯;麦角甾醇对照

品 (自制,纯度大于 98% )。

收集了发酵虫草制剂 5个品种 18批次样品。

2 色谱条件

色谱柱为 Ag ilen t SB TC C18 ( 250mm @ 416mm,

5 Lm);流动相为甲醇 -水 ( 98B2) ; 流速 1. 0 mL#

m in
- 1
;检测波长 283 nm; 柱温 25 e 。

3 溶液的制备

311 对照品溶液  精密称取麦角甾醇对照品适量,

加甲醇制成每 1mL含 012 mg的溶液, 作为对照品

溶液。

312 供试品溶液  取胶囊内容物粉末 015 g, 精密

称定, 置 50 mL 具塞锥形瓶中, 精密加入甲醇 10

mL,称定重量,超声 (功率 250W,频率 50 kHz)处理

1 h, 放冷至室温,再称定重量,用甲醇补足减失的重

量,滤过,取续滤液,即得。

4 方法学验证

411 系统适用性试验  分别取对照品溶液、供试品

溶液各 10 LL,在 / 20项色谱条件下, 注入液相色谱

仪测定,记录色谱图, 见图 1。从图 1中可见, 本实

验条件下,麦角甾醇与其他化学成分能达到基线分

离,理论塔板数以麦角甾醇峰计为 1117 @ 10
4
。

412 线性关系考察  精密吸取 / 3110项下的对照
品溶液 2, 5, 10, 15, 20, 30 LL注入液相色谱仪, 在

/ 20项色谱条件下进行测定, 记录峰面积, 以峰面积

积分值 Y为纵坐标, 对照品进样量 X ( Lg)为横坐

标,进行回归分析,得麦角甾醇线性回归方程为:

Y= 1. 0 @ 10
6
X - 5176 @ 10

4  r= 019999
结果表明麦角甾醇进样量在 0142~ 6129 Lg范围内
与峰面积具有良好的线性关系。

图 1 麦角甾醇对照品 ( A)和百令胶囊样品 ( B) HPLC色谱图

F ig 1 HPLC chrom atogram s of ergosterol reference substan ce( A ) and

samp le of Bailing cap su les( B )

1.麦角甾醇 ( ergosterol)

413 精密度及定量限试验  精密量取同一供试品

溶液各 10 LL,在 / 20项色谱条件下, 连续进样测定

6次,根据测定的麦角甾醇峰面积的结果计算 RSD

为 0128% ,说明精密度良好。同时将麦角甾醇对照

品溶液稀释 10000倍, 在 / 20项色谱条件下, 进样 7

LL测定,按麦角甾醇与基线噪音峰面积 S /N = 10

作为定量限,为 1147 @ 10
- 4
Lg。

414 重复性试验  按 / 3120项下方法平行制备 6

份供试品溶液,在 / 20项色谱条件下,进样 10 LL, 测

定含量。结果样品中麦角甾醇含量平均值 ( n = 6)

为 0162% , RSD为 116% ,说明方法的重复性良好。

415 稳定性试验  取同一供试品溶液 10 LL,分别

于 0, 2, 4, 8, 12, 24 h, 在 / 20项色谱条件下进样测
定, 根据测定的麦角甾醇峰面积的结果计算 RSD为

0186% ,表明供试品溶液在 24 h内稳定。

416 加样回收率试验  精密量取已知含量的 1号

样品 0125 g共 9份, 每 3份为一组, 每组中分别加

入相当于样品含量的 80% , 100%, 120%的对照品,

按 / 3120项下方法制备溶液, 在 / 20项色谱条件下,

进样 10 LL,测定,计算麦角甾醇回收率 ( n = 3)分别

为 9811% , 10017%, 9916% ; RSD分别为 213%,

116% , 116%。
417 样品的测定  取供试品溶液各 10 LL,在 / 20
项色谱条件下,进行色谱测定,记录麦角甾醇的峰面

积,以外标法计算含量。本品按干燥品计测定结果

见表 1。
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表 1 18批发酵虫草制剂中麦角甾醇

含量测定结果 (m g# g- 1, n= 2)

Tab 1 Resu lts of con ten t determ ination of

ergosterol in 18 preparations

编号

( No. )

样品

( sample)

来源

( source)

批号

( L ot no. )

麦角甾醇含量

( contents )

/mg# g- 1

1 百令胶囊 ( Ba iling A 091027 6110

2 capsules) 091028 6. 08

3 091029 6. 06

4 宁心宝胶囊 ( N ingx inbao B 090401 2151

5 capsules) 091101 3119

6 C 02809003 3113

7 D 0906002 3189

8 E 091201 3193

9 心肝宝胶囊 ( X inganbao F 090810 3147

10 capsules) 100104 4142

11 至灵胶囊 ( Zhiling G 091005 4161

12 capsules) 090902 4158

13 091103 4150

14 H 20090516 2159

15 20081210 2148

16 金水宝胶囊 ( Jinshuibao I 091102 3187

17 capsules) 091103 3145

18 091104 3147

5 讨论
511 提取方法的选择  本实验分别考察了水浴加

热回流 60 m in和 120 m in及超声提取 60 m in对样

品中麦角甾醇提出率的影响。结果发现该 3种方法

无明显差异,故选择操作方法相对简便的超声提取

方法。同时又对超声时间进行了考察, 分别超声处

理 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 m in,超声 60 m in测得麦

角甾醇峰面积值最大,故采用超声提取 60m in。

512 提取溶剂量的选择  分别用甲醇 10, 20, 30

mL提取,考察对样品中麦角甾醇提出率的影响。结

果发现提取溶剂用量影响不大。为减少溶剂的使

用,采用 10mL甲醇提取。

513 流动相的选择  本实验分别考察了甲醇与水

的不同比例 ( 100B0; 98B2; 95B5; 90B10)洗脱条件

下, HPLC色谱图中对照品麦角甾醇峰形及保留时

间。发现随着流动相中水的比例增加, 麦角甾醇色

谱峰保留时间变长,色谱峰分离效果更佳,但色谱峰

也相应变宽。综合考虑到以上因素的影响, 最终确

定流动相为甲醇 -水 ( 98B2)。

514 由测定结果可见, 5种发酵虫草制剂中,百令胶

囊中麦角甾醇含量较高, 为 6. 06~ 6110mg# g
- 1
; 金

水宝胶囊中含量较低,为 3145~ 3187 mg# g
- 1
; 并且

上述两品种中麦角甾醇含量批间差异不大。推测是

这 2个品种均为独家生产,生产工艺相对稳定, 故样

品质量相对稳定。而多企业生产的样品,如宁心宝胶

囊样品中的麦角甾醇含量在 2151~ 3193 mg# g
- 1
;至

灵胶囊中样品含量为 2148~ 4161 mg# g
- 1
;不同企业

的产品中麦角甾醇含量差别明显。而同为独家生产

的心肝宝胶囊样品中麦角甾醇的含量为 3147~ 4142
mg# g

- 1
,范围较宽,尚难以解释。由此可见, 各企业

的发酵菌种不同、生产工艺不同,决定了不同发酵制

剂,甚至不同企业之间产品中麦角甾醇成分含量有差

异。因此,很有必要建立麦角甾醇的含量测定方法,

以有效评价各发酵虫草制剂的质量。

515 本文建立的 HPLC定量测定方法,经方法学验

证该方法灵敏、快速、准确, 适用于发酵虫草制剂的

质量标准控制。
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