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摘要　目的：通过比较分析不同条件下冬虫夏草中７个核苷类成分的含量变化，探究冬虫夏草药材在水提过程中腺苷的
转化途径。方法：首先建立冬虫夏草中７个核苷类成分（三磷酸腺苷、二磷酸腺苷、单磷酸腺苷、腺苷、肌苷、次黄嘌呤和腺
嘌呤）的高效液相定量分析方法，并用所建立的分析方法比较不同提取方法和水提取添加对照品前后各相关成分的含量。

结果：发现不同提取方法对冬虫夏草腺苷含量具有显著影响，冬虫夏草在室温水提取条件下腺苷酸（三磷酸腺苷、二磷酸

腺苷和单磷酸腺苷）可以转化为腺苷，腺苷可以转化为肌苷。结论：研究结果说明了冬虫夏草在水提过程中的腺苷转化途

径，为冬虫夏草腺苷类成分的质量控制提升提供数据支持。
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　　冬虫夏草为传统名贵中药材，分布在我国青藏
高原高海拔地区，其主产区包括西藏自治区、青海省

和四川省，同时云南省和甘肃省也有小部分高原地

区出产冬虫夏草［１］。早在公元８世纪《月王药诊》
记载其能“治肺部疾病”［２］，现代研究表明冬虫夏草

具有抗肿瘤、免疫调节、抗炎、抗衰老等活性［３４］，核

苷、多糖、甾醇、蛋白、多肽等物质为其活性成分，其

中核苷类成分是冬虫夏草的重要活性物质之一，具

有提高免疫、调节心律失常、促进血液循环等多种功

效［５８］，并被广泛运用于冬虫夏草的质量控制研究，

自２０００年版《中华人民共和国药典》起就采用腺苷
作为其药材含量测定的指标［９１２］。

前期很多学者对冬虫夏草核苷类成分分析研究

进行了报道，采用了各种现代化分析手段，包括：薄

层色谱法、高效液相色谱法和高效毛细管电泳

法［１３１５］。通过比较前期发表结果，发现不同提取方

法所测得的冬虫夏草腺苷含量差异较大，含量高的

达００５％，含量低的只有００１％［１６１７］。杨丰庆等通

过离子对色谱法对不同提取方法冬虫夏草的核苷类

成分进行了比较分析，从分析结果推测出冬虫夏草

核苷酸、核苷之间存在着转化的现象［１８］。但对于冬

虫夏草样本中腺苷的转化路线尚未全面展开，需进

一步实验的验证。本研究在前期实验结果的基础

上，建立了和腺苷相关的７种核苷类成分的定量方
法，并通过比较对照品添加前后各成分的变化，阐明

冬虫夏草在提取过程中腺苷转化的途径，为其质量

控制提供科学依据。

１　仪器和材料
１１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪（安捷伦
科技有限公司）；ＸＳ２０４型电子天平（梅特勒托利多
仪器有限公司）；ＸＳ２０５型电子天平（梅特勒托利多
仪器有限公司）；３Ｋ１５型离心机（西格玛奥德里奇有
限公司）；ＫＱ５００ＤＢ型数控超声波清洗器（昆山市
超声仪器有限公司）；ＨＷＳ２４型电热恒温水浴锅（上
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海一恒科技有限公司）。

１２　材料　三磷酸腺苷和二磷酸腺苷对照品 （上

海阿拉丁生化科技股份有限公司）；单磷酸腺苷对

照品 （东京化成工业株式会社）；腺苷对照品 （中

国食品药品检定研究院）；肌苷、腺嘌呤、次黄嘌

呤对照品 （上海融禾医药科技有限公司）；对照品

化合物结构式见 （图１）。甲醇为色谱纯；水为超
纯水；其他化学试剂均为国产分析纯。冬虫夏草由

东阳光药业研究院提供，经钱正明鉴定为冬虫夏

草。

图１　核苷类化合物结构式

２　方法
２１　对照品溶液配制　分别精密称取三磷酸腺苷
２６１５ｍｇ、二磷酸腺苷２７０６ｍｇ、单磷酸腺苷２５９９
ｍｇ、腺苷２５２０ｍｇ、肌苷２６４８ｍｇ、次黄嘌呤２５０７
ｍｇ和腺嘌呤２５１５ｍｇ，于２５０ｍＬ容量瓶中，加入超
纯水使其溶解并定容至刻度线，摇匀，即得单一对照

品溶液。移取各单一对照品溶液适量于２０ｍＬ容量
瓶中，加入超纯水定容至刻度线，摇匀，过０４５μｍ
水系滤膜，即得混合对照品溶液。

２２　供试品溶液制备
２２１　甲醇（９０％）回流提取　称取冬虫夏草粉末
０３ｇ，精密称定，于５０ｍＬ梨形瓶中，加入９０％甲醇
２０ｍＬ，密塞，摇匀，称定重量，８５℃下回流提取３０
ｍｉｎ，放冷，再称定重量，用９０％甲醇补足减失的重
量，摇匀，离心，取 １ｍＬ上清液，吹干，加超纯水 １
ｍＬ复溶，过０４５μｍ水系滤膜。
２２２　沸水超声提取　称取冬虫夏草粉末０３ｇ，
精密称定，于５０ｍＬ三角瓶中，加入沸水２０ｍＬ，密
塞，摇匀，室温超声３０ｍｉｎ，离心，取上清液过０４５
μｍ水系滤膜。
２２３　室温超声提取　称取冬虫夏草粉末０３ｇ，
精密称定，于 ５０ｍＬ三角瓶中，加入超纯水 ２０
ｍＬ，密塞，摇匀。室温超声３０ｍｉｎ。加入磷酸１００
μＬ，震摇３ｍｉｎ，离心，取上清液过０４５μｍ水系
滤膜。

２２４　添加核苷室温超声提取　称取冬虫夏草粉
末０３ｇ，精密称定，于５０ｍＬ三角瓶中，加入超纯水
１９ｍＬ，再添加１ｍＬ核苷单一对照品溶液，密塞，摇
匀，室温超声 ３０ｍｉｎ。加入磷酸 １００μＬ，震摇 ３
ｍｉｎ，离心，取上清液过０４５μｍ水系滤膜。
２３　色谱条件　ＷｅｌｃｈＡＱ１８（４６ｍｍ×１５０ｍｍ，５

μｍ）色谱柱；流动相 Ａ为００５ｍｏｌ·Ｌ－１ＫＨ２ＰＯ４

Ｋ２ＨＰＯ４溶液（ｐＨ５８），流动相 Ｂ为００５ｍｏｌ·Ｌ
－１

ＫＨ２ＰＯ４Ｋ２ＨＰＯ４∶甲醇＝９∶１溶液（ｐＨ５８），梯度洗
脱：０～１４ｍｉｎ，０％Ｂ；１４～２５ｍｉｎ，０％ ～２５％Ｂ；２５～
３５ｍｉｎ，２５％ ～９０％Ｂ；３５～４０ｍｉｎ，９０％ ～１００％Ｂ；
４０～５５ｍｉｎ，１００％Ｂ；检测波长２６０ｎｍ；柱温２５℃；
流速０６ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样体积５μＬ。
２４　方法学验证　精密度实验：取混合对照品溶
液，连续进样 ５次，按“２３”项下色谱条件进行分
析，记录峰面积，计算 ＲＳＤ。重复性实验：精密称取
同一冬虫夏草样品６份，按“２２３”项下方法制备
供试品溶液，分别进样，按“２３”项下色谱条件进行
分析，计算各成分含量的 ＲＳＤ值。稳定性试验：精
密吸取同一样品供试品溶液，分别于０、２、４、６、８、１２
ｈ进样，计算峰面积ＲＳＤ值。准确度实验：在空白溶
液中加入混合对照品，按“２３”项下色谱条件进行
分析，测定各成分峰面积，计算平均回收率及 ＲＳＤ
值。核苷标准曲线和定量限：取含７种核苷混合对

·９５７·世界中医药　２０１６年５月第１１卷第５期



照品溶液的系列稀释液，按“２３”项下色谱条件各
进样，记录峰面积，以峰面积数值（Ｙ）对浓度（Ｘ，μｇ
·ｍＬ－１）进行线性回归，得到三磷酸腺苷、二磷酸腺
苷、次黄嘌呤、单磷酸腺苷、腺嘌呤、肌苷和腺苷的标

准曲线，同时以信噪比约为１０的对照品溶液浓度为
定量限。

３　结果与讨论
３１　分析条件优化　本研究组前期已成功建立了
多个冬虫夏草核苷类成分分析方法［１９２１］，但前期发

表的分析方法对本次实验中的核苷酸类化合物分离

效果较差。因此在前期实验结果的基础上对分析方

法又进行了优化。首先在前期文献方法上比较了不

同流动相对化合物分离的影响，包括乙腈水溶液系
统、乙腈乙酸铵溶液系统和甲醇磷酸盐溶液系统
系统，结果显示乙腈水溶液系统无法将７种物质分
开，乙腈乙酸铵溶液系统对 ＡＴＰ化合物的保留能
力太弱，而甲醇磷酸盐溶液系统对 ＡＴＰ保留能力
强且７种化合物能达到基线分离，因此选择了乙腈
磷酸盐溶液系统作为流动相系统。然后比较了不同

色谱柱的分离情况，包括：ＨＩＬＩＣ色谱柱、不同厂家
的ＡＱ色谱柱对７种化合物分离，结果显示月旭ＡＱ
色谱柱对所分析的核苷类化合物具有较好的分离

度，因此选择月旭 ＡＱ色谱柱作为分离色谱柱。此
外，对色谱分离的柱温也进行了比较，结果发现２５
℃和３０℃对化合物色谱分离影响不大，因此采用
２５℃作为分析柱柱温。检测波长综合考虑前期文
献报道核苷类化合物检测波长，选择了２６０ｎｍ作为
检测波长［１４，１８，２１］。

３２　方法学验证　按“２４”项下方法进行方法学
验证，结果见表１和表２，标准曲线相关系数均符合
要求，结果如表１所示，各成分的精密度ＲＳＤ＜２％，
重复性 ＲＳＤ＜１０％，回收率 ９８％ ～１０２％（ＲＳＤ＜
２％），１２ｈ内稳定性 ＲＳＤ＜１０％。方法学验证结果
说明该法稳定可靠，可用于冬虫夏草中腺苷及其相

关成分的含量测定。

表１　标准曲线

核苷 线性方程
相关

系数

线性范围

（μｇ·ｍＬ－１）
定量限

（μｇ·ｍＬ－１）
三磷酸腺苷 ｙ＝２３２１６ｘ１６７６ １００ ０４０３～１６１ ０８２４
二磷酸腺苷 ｙ＝２９５７３ｘ１５２９ １００ ０４３３～１７３ ０７２６
次黄嘌呤 ｙ＝５６２８０ｘ１９４４ １００ ０４０１～１６０ ０４２４
单磷酸腺苷 ｙ＝４１１１０ｘ１６４４ １００ ０４１６～１６６ ０７６２
腺嘌呤 ｙ＝７７４３７ｘ３２０８７ ０９９９ ０４８３～９６６ ０９０１
肌苷 ｙ＝２６５８２ｘ３２０５ １００ ０６３６～３１８ ０８１２
腺苷 ｙ＝５５３４７ｘ３２６７ １００ ０６０５～３０２ ０６５７

表２　精密度、重复性、稳定性和加样回收率

核苷
ＲＳＤ（％）

精密度 重复性 稳定性

加样回收率

（％）
三磷酸腺苷 １９ － － １００５
二磷酸腺苷 １８ － － １００６
次黄嘌呤 ０９ ８４ ８９ ９９６
单磷酸腺苷 １８ － － ９９３
腺嘌呤 １８ － － １０１０
肌苷 １２ １６ １６ ９９３
腺苷 ０８ ３３ １１ １００１

　　注：“－”低于定量限无法获得数据。

３３　样品分析　精密称取冬虫夏草样品，按“２２”
项下方法，分别采用沸水超声提取、９０％甲醇回流提
取和室温超声水提取的方法制备供试品溶液，按

“２３”项下色谱条件进行分析，获得冬虫夏草不同
提取方法样品色谱图（图２），并采用外标法对相关
成分进行测定，结果见表２。

通过比较冬虫夏草不同提取制备样本中的腺苷

含量，发现室温超声水提取样本腺苷含量（００７％）
显著高于沸水超声提取样本（００３％）和９０％甲醇
回流提取样本（００３％），由此可以推测在室温超声
提取过程中可能有其他成分向腺苷的转化，而在沸

水或９０％甲醇的条件下该转化途径被抑制。进一
步比较室温超声提取样本和沸水超声提取样本中其

他成分的含量，发现肌苷含量在室温超声提取样本

中（００６％）比沸水超声提取样本中（００２％）高，而
二磷酸腺苷和单磷酸腺苷仅在沸水超声提取样品含

有，因此可以推测在室温超声提取条件下二磷酸腺

苷和单磷酸腺苷可能转化为了腺苷和肌苷。

为了进一步验证以上推测，本实验选室温水超

声为提取条件，采用添加对照品的方法逐个验证化

合物间的转化现象。详细实验结果见表３，通过比
较添加三磷酸腺苷冬虫夏草室温超声提取样本和未

添加三磷酸腺苷样本中各化合物的含量，发现添加

的三磷酸腺苷未被检测到，而腺苷和肌苷的含量有

显著的增加，该现象证实了在室温超声水提取的条

件下存在三磷酸腺苷转化为腺苷和肌苷的途径。通

过添加二磷酸腺苷和单磷酸腺苷对照品的实验，也

发现了同样的情况，样本中添加的二磷酸腺苷和单

磷酸腺苷均未被检测到，而腺苷和肌苷的含量有显

著增加，说明在实验条件下存在着二磷酸腺苷和单

磷酸腺苷转化为腺苷和肌苷的途径。通过添加腺苷

提取实验，发现样本中腺苷含量和肌苷含量均有明

显增加，说明腺苷在实验条件下可以部分转化为肌

苷。本实验所得结果（图３）验证了前期文献报道推

·０６７· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｍａｙ．２０１６，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．５



测冬虫夏草室温水提取条件下，存在着单磷酸腺苷

转化为腺苷，腺苷转化为肌苷的结论［１８］。同时本实

验也发现了在室温水提条件下还存在三磷酸腺苷和

二磷酸腺苷向腺苷的转化。

图２　冬虫夏草色谱图
　　注：Ａ混合对照品；Ｂ冬虫夏草沸水超声提取样品；Ｃ冬虫夏草甲醇热回流提取样品；Ｄ冬虫夏草室温水超声样品；１
三磷酸腺苷；２二磷酸腺苷；３次黄嘌呤；４单磷酸腺苷；５腺嘌呤；６肌苷；７腺苷。

　　 图３　冬虫夏草室温水提取过程中腺苷类成分转化路径图
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表３　核苷添加试验冬虫夏草样本中各分析物的含量

实验 加入量（μｍｏｌ）
含量（μｍｏｌ）

三磷酸腺苷 二磷酸腺苷 单磷酸腺苷 腺苷 肌苷 次黄嘌呤 腺嘌呤

空白 ００００ － － － ０６８６ ０８２０ ０２１３ －
添加三磷酸腺苷 ０７８０ － － － １０６４ １０９５ ０２０７ －
添加二磷酸腺苷 ０７８０ － － － １０３５ １０１０ ０２３１ －
添加单磷酸腺苷 ０７８０ － － － １０３４ １０８４ ０２３８ －
添加腺苷 ０７８０ － － － １１８３ １２３１ ０２０４ －
添加肌苷 ０７８０ － － － ０７０７ １５２１ ０２１３ －

　　注：“－”低于定量限无法准确测定。

４　小结
我们建立了一种同时测定冬虫夏草中７种核苷

类成分的分析方法，并采用所建立的分析方法对添

加核苷对照品前后的冬虫夏草样本溶液中核苷含量

进行比较分析，结果显示在室温水超声提取条件下

冬虫夏草水溶液中存在着腺苷酸（三磷酸腺苷、二

磷酸腺苷和单磷酸腺苷）向腺苷的转化，腺苷向肌

苷的转化，该结果将为冬虫夏草腺苷类成分的质量

控制提升提供数据支持。
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［２１］钱正明，孙敏甜，艾中，等．一测多评法测定冬虫夏草中３种核

苷的含量［Ｊ］．中国药学杂志，２０１５，１５（５０）：１２９７１３００．

（２０１６－０４－１２收稿　责任编辑：洪志强）

·２６７· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｍａｙ．２０１６，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．５


