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摘要  目的: 利用 RP- H PLC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 3种核

苷类成分尿苷、鸟苷及腺苷及 2种碱基成分尿嘧啶、腺嘌呤的含量, 并分析不同制剂中这 5种成分的差异。方法: 采用 H PLC

法测定了 28批发酵虫草制剂中尿苷、鸟苷、腺苷及尿嘧啶、腺嘌呤 5种成分的含量, 并应用 SPSS forW indows统计分析软件中

的系统聚类分析法对样品中 5种成分的信息进行分析。色谱柱为 L ichrospher C18柱 ( 250 mm @ 416 mm, 5 Lm ), 检测波长 260

nm, 流动相为甲醇 - 0105 m oL# L- 1磷酸二氢钾溶液 ( 8B92), 流速 110 mL# m in- 1。结果: 28批发酵虫草制剂中 5种成分含

量, 尿嘧啶为 01 03~ 0162 mg# g- 1, 尿苷为 1133~ 81 59 m g# g- 1,腺嘌呤为 01 02~ 0153 mg# g- 1, 鸟苷为 0189~ 61 04 m g# g- 1,

腺苷为 11 11~ 5178 m g# g- 1。应用 SPSS fo rW indow s统计分析软件中的系统聚类分析法 (组平均法 )对发酵虫草制剂的质量

进行了计算机快速鉴别分类, 结果表明 3批百令胶囊样品与其他 4种制剂 25批样品的类距离最远, 提示百令胶囊与其他 4种

制剂的差异最大。 3批金水宝胶囊样品聚为一类, 9批心肝宝胶囊样品聚为一类,但金水宝胶囊与心肝宝胶囊二者的类距离较

小, 说明二者的差异也较小。而 10批宁心宝胶囊样品和 3批至灵胶囊样品合聚为一类,说明二者没有明显的差异。结论:本

法操作简便、灵敏,能够较科学、客观、综合地评价发酵虫草制剂的质量。
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Abstract Objective: To deve lop the method fo r the determ ination o f contents o f three nucleosides( uridine,

guanosine, and adenosine) and two bases( uracil and adenine) and study the d ifference of chem ical constituents in

preparat ions o f fermental Cordyceps( Ba iling capsu les, N ingx inbao capsu les, X inganbao capsu les, Zhiling capsules

and Jinshu ibao capsu les) .M ethod: Tw enty- e ight preparations o f ferm enta lCordyceps w ere co llected and five con-

st ituen ts( uridine, guanosine, adenosine, uraci,l and aden ine) in them were de term ined by RP - HPLC method.

M eanwh ile, the datas o fwhole chem ical constituents of 28 samp les w ere ob tained from the chromatog rams and ana-

lyzed byH ierarch ica lC luster method. The analytes w ere carried out on a L ichrospher C18 column ( 250 mm @ 416
mm, 5 Lm) and mob ile phase consisted o fmethano l- 0105 mol# L

- 1
potassium dihydrogen phosphate ( 8B92).

The flow rate w as 110mL# m in- 1
and the detection w avelength w as set up at 260 nm. Results: The contents o f 5

constituents in 28 prepara tions of fermenta lCo rdycepsw ere 0103- 0162 mg# g
- 1

for uraci,l 1133- 8159 mg# g
- 1

for uridine, 0102- 0153mg# g
- 1

for aden ine, 0189- 6104mg# g
- 1

for guanosine and 1111- 5178mg# g
- 1

for a-

denosine. To c lassify the preparat ion o f fermen tal Cordyceps w ithH ierarchical C luster method by computer. Three

samp les of B ailing capsules w ere classified from the o ther samp les. Three samples of Jinshu ibao capsu les w ere clus-

tered together. N ine samples o f X inganbao capsu les w ere clustered together. They w ere sim ilar. Ten samp les o f

N ingx inbao capsules and 3 samples o f Zhiling capsu les w ere c lustered together. They w ere not abso lutely d ifferen.t

Conc lusion: The method is effective, sensit ive and accurate asw e ll as specific and can assess the quality o f prepara-
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t ions of fermental Cordyceps comprehensive ly.

Key words: preparations of ferm enta lCordyceps; nuc leosides and basees; RP- HPLC; H ierarch ica lC lusterM ethod

  冬虫夏草为麦角菌科真菌冬虫夏草菌

(Cordycep s sinensis Sacc. )寄生在蝙蝠蛾科昆虫幼虫

上的子座及幼虫尸体的复合体
[ 1]
, 以西藏、青海等

地为主产地,是一种珍贵的中药材。近年来随着市

场的需求加大,天然冬虫夏草资源极其紧缺,市场价

格不断攀升,人工液体或固体发酵虫草菌粉制剂应

运而生。依据其所用菌种不同, 有以下 5种制剂:百

令胶囊 (中国药典收载品种 ) ) ) ) 来源于麦角菌科

真菌冬虫夏草的无性世代中华束丝孢 ( Synnematium

sinense Y in e t Shen)菌种经液体发酵培养所得的菌

丝体的干燥粉末制成的胶囊; 宁心宝胶囊 (标准号:

W S3 - B- 2120- 96) ) ) ) 来源于麦角菌科真菌虫草

头孢 (C ephalosp orium sinensis Chen. sp. nov )经液体深

层发酵所得菌丝体的干燥粉末制成的胶囊; 心肝宝

胶囊 (标准号: W S3 - B- 2299- 97) ) ) ) 来源于粉红

胶霉 (G liocladium roseum ( L ink) B ain)经人工培育

所得人工虫草菌丝粉的干燥粉末制成的胶囊; 至灵

胶囊 (标准号: W S3 - B- 2312- 97) ) ) ) 来源于麦角

菌科孢霉属真菌 (M ortierella SP)经人工培育发酵的

菌丝体干燥粉末制成的胶囊; 金水宝胶囊 (中国药

典 2005年版一部收载品种 ) ) ) ) 来源于麦角菌科真

菌蝙蝠蛾拟青霉菌株 (Paecilomyces hep iali Chen et

Dai) CS- 4菌株经液体深层发酵所得的菌丝体干燥

粉末制成的胶囊。

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, 在临床

上有改善心肌功能的作用,用于多种心律失常、房室

传导阻滞、难治性缓慢型心律失常、传导阻滞。其中

核苷类物质是其有效成分之一,尤其是腺苷具有明

显的药理作用, 如改善心脑血液循环、防止心律失

常、抑制神经递质释放和调节腺苷酸环化酶活性

等
[ 4]
。为了综合考察上述 5种发酵虫草制剂的质

量,探讨发酵虫草制剂的客观评价方法,本文建立了

用 RP- HPLC法测定 5种发酵虫草制剂中 3种核苷

类成分尿苷、鸟苷及腺苷和 2种碱基成分尿嘧啶、腺

嘌呤的含量测定方法, 同时应用 SPSS fo rW indow s

统计分析软件中的系统聚类分析法对 5种制剂共

28批样品的 5种成分的整体化学信息进行了分析,

以期为发酵虫草制剂质量标准的修订提供依据,亦

可为其他中药的质量评价提供范例与参考。

1 仪器与试药
日本岛津 LC - 10AT 高效液相色谱仪, LC -

10AT泵, SPD - 10A UV检测器, SH ISE IDO - LC工

作站; M ettlerAE240电子天平。

对照品尿嘧啶 (批号: 100469- 200401)、尿苷

(批号: 887- 200202)、腺嘌呤 (批号: 886- 200001)

和腺苷 (批号: 110879 - 200202)由中国药品生物制

品检定所提供,均为含量测定用; 对照品鸟苷购自北

京欣经科生物技术有限公司, 归一化法测定其纯度

为 9912%。
磷酸二氢钾为分析纯, 甲醇为色谱纯, M illiQ

超纯水。

收集了发酵虫草制剂样品 5个品种 28批次, 其

中宁心宝胶囊为多厂家品种, 其余 4个品种百令胶

囊、心肝宝胶囊、至灵胶囊及金水宝胶囊均为独家生

产。

2 方法与结果

211 色谱条件  色谱柱 [ 5]
: L ichrospher C18柱 ( 250

mm @ 416 mm, 5 Lm ); 流动相: 甲醇 - 0105 mo l#
L
- 1
磷酸二氢钾溶液 ( 8B92), 流速: 110 mL# m in

- 1
;

检测波长: 260 nm,柱温: 25 e , 分析时间为 30m in,

进样量:对照品溶液 10 LL、供试品溶液 20 LL。

212 对照品混合溶液制备  精密称取对照品尿嘧
啶、尿苷、腺嘌呤、鸟苷及腺苷适量, 加水制成每 1

mL分别含 01004 , 0106, 01004 , 0104 , 0104 mg的
混合溶液,即得。

213 供试品溶液制备  取发酵虫草菌粉约 0125
g,精密称定, 置 50 mL量瓶中, 加入 70%甲醇 20

mL,超声 ( 220W, 50 kH z)处理 20m in, 放冷,再加入

70%甲醇定容至刻度,摇匀,滤过, 精密量取续滤液

25mL于蒸发皿中,水浴蒸干, 残渣用水溶解后转移

至 25 mL量瓶中, 加水洗涤蒸发皿, 洗液并入量瓶

中, 加水定容至刻度,摇匀, 用 0145 Lm微孔滤膜滤
过, 即得。

214 方法学验证  方法学验证见文献 [ 5] ,在此不

再赘述。

215 样品含量测定  取对照品溶液及供试品溶液

按 / 2110项下条件进样测定, 以外标一点法计算 5

种制剂共 28批发酵虫草制剂中 3种核苷尿苷、鸟苷

及腺苷和 2种碱基尿嘧啶、腺嘌呤成分的含量,结果

见表 1。由表 1可以看出其含量, 尿嘧啶: 0103 ~
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0162mg# g
- 1
;尿苷: 1133~ 8159 mg# g

- 1
; 腺嘌呤:

0102~ 0153 mg# g
- 1
; 鸟苷: 0189~ 6104 mg# g

- 1
;

腺苷: 1111~ 5178mg# g
- 1
。

表 1 28批发酵虫草制剂中 5成分含测定量结果

Tab 1 R esu lts of con ten t determ ination of 5 constituen ts in 28 preparations

编号

( No. )

样品

( sample)

来源

( source)

批号

( Lot

No. )

含量 ( contents) /mg# g- 1

尿嘧啶

( urac il)

尿苷

( ur idine)

腺嘌呤

( adenine)

鸟苷

( guano sine )

腺苷

( adeno sine)

1 宁心宝胶囊 A 060119 0124 5128 0128 3141 3166

2 (N ingx inbao capsules) 060120 0124 5135 0128 3150 3170

3 060121 0124 5135 0128 3153 3169

4 B 20050701 0162 7105 0153 4187 4152

5 20051101 0120 7180 0136 5114 5108

6 20060201 0136 7110 0141 5116 4172

7 C 050501 0115 8156 0138 5193 5170

8 051001 0131 8150 0148 6104 5178

9 050502 0116 8159 0140 5194 5175

10 D 060101 0117 6190 0145 4146 4159

11 心肝宝胶囊 E 060101 0111 2146 0102 2186 2176

12 (X inpganbao capsules) 060102 0113 2176 0104 3144 3131

13 060103 0112 2155 0102 3117 2193

14 040412 0109 1194 0104 2153 2147

15 040518 0109 2114 0103 2180 2168

16 040624 0114 2161 0106 3156 3127

17 051052 0109 2197 0103 3146 3126

18 051161 0112 2184 0103 3168 3148

19 051162 0113 2196 0102 3175 3154

20 至灵胶囊 F 20050305 0103 6146 0109 5144 4149

21 ( Zhiling capsules) 20050725 0106 6183 0115 5125 4117

22 20051015 0106 7128 0112 5178 4157

23 金水宝胶囊 G 060708 0104 2161 0108 2180 2144

24 ( J inshuibao capsules) 060807 0104 2125 0106 2176 2162

25 060815 0103 1195 0104 2132 2128

26 百令胶囊 H 060840 0102 2107 0104 0192 1111

27 ( Ba iling capsules) 060903 0103 1196 0104 1108 1129

28 061125 0102 1133 0103 0189 1122

216 色谱峰的归属与处理  对照品及各发酵虫草
制剂的色谱见图 1。由图可见, 发酵虫草样品中均

可检出 10个色谱峰,经与对照品对照,确定 1号峰

为尿嘧啶, 3号峰为尿苷, 5号峰为腺嘌呤, 7号峰为

鸟苷, 10号峰为腺苷。对相互间未能完全分开的

峰,我们将其合并, 峰面积也合算, 便于样品整体化

学成分的数据采集与分析且不影响样品的图谱检

测。具体合并方法如下: 4号、5号峰基线不能达到

完全分离,故合并,峰面积合算。以保留时间居中的

7号色谱峰的峰面积作为标准,其他峰与之相比较,

计算各峰的相对峰面积。

3 样品整体化学成分分析

311 数据采集  将所有样品的 HPLC测定峰面积,

分别按 / 2160项下方法进行色谱峰的归并处理, 计
算归并后的色谱峰 (峰组 )的峰面积与第 7号峰面

积的比值,得到 28批发酵的色谱峰的相对峰面积数

据。结果见表 2。
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图 1 对照品及各样品色谱峰叠加图

F ig 1  HPLC chromatogram s of reference substances and sam p les of

p reparation of five ferm ental Cordyceps

A.对照品 ( reference substances)  B. 1号样品宁心宝胶囊 (N ingx inbao

capsules, samp le No. 1)  C. 11号样品心肝宝胶囊 ( X inpganbao cap-

su les, sam p le No. 11)  D. 20号样品至灵胶囊 ( Zh iling capsu les, sam ple

No. 20)  E. 23号样品金水宝胶囊 ( J inshu ibao capsu les, samp leNo. 23)

F. 25号样品百令胶囊 ( B ailing capsu les, sam p le No. 25)

11尿嘧啶 ( u racil )  31尿苷 ( u rid ine) 51腺嘌呤 ( aden in e)

71鸟苷 ( guanos ine) 101腺苷 ( adenos ine)

表 2 28批虫草发酵制剂样品 HPLC相对峰面积

Tab 2 HPLC relative peak areas of 28 samp les

样品号

( sampleNo. )

色谱峰或峰组 ( HPLC peak or peaks)

1 2 3 4~ 5 6 7 8 9 10

1 0114 0109 1169 0126 0100 1100 0108 0107 11 55

2 0113 0109 1165 0125 0100 1100 0108 0107 11 52

3 0113 0109 1157 0124 0100 1100 0108 0106 11 45

4 0124 0110 1153 0128 0105 1100 0104 0104 11 31

5 0107 0112 1155 0117 0100 1100 0100 0105 11 39

6 0113 0109 1142 0119 0100 1100 0100 0104 11 30

7 0105 0107 1151 0114 0100 1100 0100 0104 11 37

8 0110 0109 1148 0118 0100 1100 0100 0104 11 36

9 0105 0107 1150 0114 0100 1100 0100 0104 11 37

10 0108 0114 1167 0123 0100 1100 0104 0105 11 47

11 0146 0100 0191 0110 0108 1100 0107 0111 11 34

12 0142 0106 0188 0111 0106 1100 0100 0108 11 37

13 0143 0100 0187 0107 0109 1100 0107 0110 11 30

14 0142 0112 0188 0127 0100 1100 0100 0107 11 39

15 0137 0100 0187 0113 0109 1100 0100 0108 11 37

16 0144 0111 0183 0125 0107 1100 0100 0107 11 34

17 0133 0105 0194 0111 0100 1100 0100 0107 11 35

18 0145 0105 0184 0110 0105 1100 0106 0107 11 36

19 0146 0100 0183 0110 0100 1100 0106 0107 11 35

20 0107 0107 1129 0119 0100 1100 0104 0105 11 19

21 0115 0112 1143 0131 0100 1100 0104 0104 11 17

22 0115 0108 1137 0123 0100 1100 0103 0104 11 15

23 0110 0116 1102 0131 0100 1100 0100 0100 11 24

24 0118 0115 0187 0124 0106 1100 0100 0100 11 32

25 0114 0110 0194 0121 0100 1100 0100 0100 11 41

26 0116 0100 3165 0143 0100 1100 0100 0100 11 77

27 0114 0100 3111 0144 0100 1100 0100 0100 11 75

28 0119 0100 3155 0138 0100 1100 0100 0100 11 92

312 数据分析与结果  应用 SPSS. 10 ( Stat istica l

Package fo r the Social Sc ience)统计分析软件中的系

统聚类法 (H ierarch ica l C luster)
[ 6]
, 分别以 28批样

品的整体化学成分数据为特征变量, 以皮尔逊相关

系数 ( Pearson Corre lation)为区间数据 ( Interval) , 以

组间均联法 ( Betw een - g roups Linkage)进行聚类分

析。结果见图 2。由图 2可见, 28批样品被划分为

4类, Ñ类样品全部为百令胶囊; Ò类样品为宁心宝
胶囊和至灵胶囊; Ó类样品为心肝宝胶囊, Ô类样品

为金水宝胶囊。在类距离上, Ó类与Ô类距离较近,

Ñ类与Ò类距离较远,与 Ó类、Ô类距离最远, 结果

见表 3。

图 2 28批发酵虫草制剂样品系统聚类分析结果

Fig 2 The H ierarch ical C lu stering Resu lts of the 28 sam ples

表 3 28批发酵虫草制剂样品聚类表

Tab 3 The H ierarch ica l Cluster ing

Resu lts of the 28 Sam ples

分类 ( classes) 样品号 ( sampleN o. )

Ñ 26, 27, 28[百令胶囊 ( Ba iling capsules) ]

Ò 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 21, 22[宁心宝胶囊和

至灵胶囊 ( N ingx inbao capsu les and Zhiling cap-

sules) ]

Ó 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 [心肝宝胶囊

( X inpganbao capsules) ]

Ô 23, 24, 25[金水宝胶囊 ( J inshuibao capsules) ]

4 讨论
411 5种制剂 28批发酵虫草制剂样品中 5种成分

含量测定分析结果表明, 所有样品中 2种碱基成分

尿嘧啶和腺嘌呤含量均较低,没有明显差异。另外

3种核苷类成分尿苷、鸟苷和腺苷含量跨度较大, 似

乎无规律可言,但是我们发现在宁心宝胶囊和至灵

胶囊中, 3种成分含量相当,均高于另 3种制剂中的

含量;金水宝胶囊中 3种成分的含量较心肝宝胶囊

要低,但差别不明显; 百令胶囊中 3种成分含量最

低, 提示由不同菌种发酵菌丝体为原料的 5种发酵
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虫草制剂间核苷类成分有区别。

412 由于宁心宝胶囊为多企业生产, 各企业的生产

工艺不相同,从而导致各企业的样品中每种成分含

量的差异较大,尤以 3种核苷类成分尿苷、鸟苷和腺

苷含量明显,有的企业之间含量相差近 2倍。对于

独家生产的制剂,样品批间的含量差异较小,样品相

对稳定。

413 由 28批样品整体化学成分数据分析得出,百

令胶囊独自聚为一类, 与其他 4种制剂的类距离最

远,说明百令胶囊与其他 4种制剂的差异最大。金

水宝胶囊独自聚为一类,心肝宝胶囊独自聚为一类,

但二者的类距离较近,说明二者的差异也较小。而

宁心宝胶囊和至灵胶囊合聚为一类, 说明二者没有

明显的差异。这一结论与各样品中核苷类成分含量

测定结果分析得出的结论一致。

414 5种制剂都是特定的菌种经液体深层发酵得

到的菌丝体制成的胶囊。宁心宝胶囊原料在显微镜

下观察,其菌丝形态多聚集成团,散在的菌丝多细长

少核少隔,且少有球状分枝,多为营养期菌丝。心肝

宝胶囊原料在显微镜下观察,其菌丝形态多聚集成

团,散在的菌丝较短粗,有球状分枝, 多核多隔,多为

生殖期菌丝。与前者的菌丝形态差别很大, 说明二

者在发酵工艺上的差别很大,这与二者在核苷类成

分的含量上差别较大是一致的。另外,在显微镜下,

除可见大量的菌丝团外,还可见到诸如种皮组织、油

滴及淀粉粒等培养基的植物组织, 并且不同的样品

间植物组织的类型和量差别很大, 应建立相应的检

测指标,完善标准。

415 文献报道 [ 7]
冬虫夏草的无性型菌种在科学命

名方面有诸多混乱现象,上述 5种制剂,在标准及说

明书中均标明其成分为 /发酵虫草菌粉0, 从真菌系

统分类学及 DNA分子多态性几方面的研究,指出该

5种制剂的原料仅中华束丝孢 ( Synnematium sinense

Y in et Shen)被确定为冬虫夏草菌的无性型, 这一结

论已得到国内多位知名专家学者的认可,百令胶囊

的原料药菌种为中华束丝孢, 因此百令胶囊才是真

正意义上的发酵虫草制剂, 从聚类分析表 3也可以

说明,百令胶囊与其他 4种胶囊的类距离最远,说明

其与它们的差别最大。而其他 4种制剂的原料则与

冬虫夏草的无性型无关,虽然宁心宝胶囊、心肝宝胶

囊、至灵胶囊及金水宝胶囊现在仍被称为发酵虫草

制剂,但它们与冬虫夏草的亲缘关系较远,应该引起

相关部门的重视和关注。
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