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摘要　目的：建立冬虫夏草水提液和醇提液的高效液相指纹图谱。方法：采用高效液相色谱对２０批冬虫夏草和２批发酵
冬虫夏草菌粉的水提液和醇提液进行分析；并对所获得的色谱数据进行相似度计算和聚类分析。结果：建立了冬虫夏草

水提液和醇提液指纹图谱，水提液指纹图谱确定了７个共有峰，醇提液指纹图谱确定了８个共有峰；冬虫夏草水提液和醇
提液指纹图谱相似度评价结果均显示２０批冬虫夏草样本的相似度系数大于０９，２批发酵冬虫夏草菌粉的相似度系数小
于０９；冬虫夏草水提液和醇提液共有峰聚类分析结果均显示，２０批冬虫夏草与２批发酵冬虫夏草菌粉分别聚为不同类。
结论：本文所建立的方法稳定可靠，可以对冬虫夏草质量进行综合评价，为其提高产品质量控制提供了依据。
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　　冬虫夏草为传统名贵中药材，具有补肾益肺、止
血化痰的功效［１３］。在我国主要分布于西藏、青海、

四川等高海拔地区，由于其生长环境的特殊，其野生

资源量有限［４６］。近年来随着人民生活水平提高和

保健养生意识的增强，消费者对冬虫夏草的需求越

来越大，造成冬虫夏草市场供不应求，市场冬虫夏草

产品品质参差不齐，因此对冬虫夏草进行全面质量

控制尤为重要［７８］。中药指纹图谱是一种全面综合

的质量控制方法，已被广泛运用于中药产品的质量

控制［９１３］。前期冬虫夏草指纹图谱研究报道，包括

红外指纹图谱分析、核磁指纹图谱分析、高效液相指

纹图谱分析和高效毛细管电泳指纹图谱分析［１４１６］。

其中高效液相色谱具有特征性强，仪器普及率高等

优点在冬虫夏草指纹图谱分析中得到了广泛应用，

但前期冬虫夏草液相指纹图谱研究主要集中于对其

水提液的指纹图谱分析，这就会造成部分醇溶性化

合物信息的缺失［１７１９］。本文在前期文献的基础上，

同时建立了冬虫夏草水提液和醇提液液相指纹图谱

方法，为其产品的全面质量控制提供依据。

１　仪器与材料
１１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０高效液相色谱仪（二元泵，
自动进样器，柱温箱，ＤＡＤ检测器，Ａｇｉｌｅｎｔ化学工作
站）；十万分之一天平（梅特勒托利多仪器有限公
司）；万分之一天平（梅特勒托利多仪器有限公司）；
超声清洗仪（昆山市超声仪器有限公司）；超纯水机

（默克密理博）；中药色谱指纹图谱相似度评价系统

（国家药典委员会，版本２００４Ａ）。
１２　材料　甲酸（色谱纯，阿拉丁）；甲醇（色谱纯，
ＳＰＥＣＴＲＵＭ）；乙腈（色谱纯，ＳＰＥＣＴＲＵＭ）；水为超纯
水；冬虫夏草及发酵冬虫夏草菌粉样品信息见表１。
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表１　样品来源表

样品编号 样品名称 来源

Ｓ１ 冬虫夏草 青海玉树

Ｓ２ 冬虫夏草 青海玉树

Ｓ３ 冬虫夏草 青海果洛

Ｓ４ 冬虫夏草 青海果洛

Ｓ５ 冬虫夏草 西藏昌都

Ｓ６ 冬虫夏草 西藏那曲

Ｓ７ 冬虫夏草 西藏那曲

Ｓ８ 冬虫夏草 四川理塘

Ｓ９ 冬虫夏草 四川理塘

Ｓ１０ 冬虫夏草 四川德格

Ｓ１１ 冬虫夏草 青海市售

Ｓ１２ 冬虫夏草 青海市售

Ｓ１３ 冬虫夏草 西藏市售

Ｓ１４ 冬虫夏草 四川市售

Ｓ１５ 冬虫夏草 四川市售

Ｓ１６ 冬虫夏草（繁育品） 公司自产

Ｓ１７ 冬虫夏草（繁育品） 公司自产

Ｓ１８ 冬虫夏草（繁育品） 公司自产

Ｓ１９ 冬虫夏草（繁育品） 公司自产

Ｓ２０ 冬虫夏草（繁育品） 公司自产

Ｓ２１ 发酵冬虫夏草菌粉 公司自产

Ｓ２２ 发酵冬虫夏草菌粉 公司自产

２　方法
２１　冬虫夏草水提液色谱条件　色谱柱：Ａｇｉｌｅｎｔ
ＺＯＲＢＡＸＳＢＡＱ（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；流动相：
０１％甲酸水溶液（Ａ）乙腈（Ｂ），梯度洗脱（０～７
ｍｉｎ，０％Ｂ，７～２５ｍｉｎ，０％～１８％Ｂ，２５～３０ｍｉｎ，１８％
～３４％Ｂ）；流速：０６ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：２５℃；检测波
长：２６０ｎｍ；进样体积：５μＬ。
２２　冬虫夏草醇提液色谱条件　色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ
ＸｂｒｉｄｇｅＣ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：水
（Ａ）乙腈（Ｂ），梯度洗脱（０～１０ｍｉｎ，２％～８％Ｂ，１０
～２０ｍｉｎ，８％～１００％Ｂ，２０～４５ｍｉｎ，１００％Ｂ）；流速：
０８ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３５℃；检测波长：２８０ｎｍ；进样体
积：２０μＬ。
２３　冬虫夏草水提液供试品溶液制备　取供试品
粉末（过３号筛）约０１ｇ，精密称定，置于１０ｍＬ的
玻璃管中，精密加入纯水５ｍＬ，密塞，摇匀，超声３０
ｍｉｎ，摇匀，滤过，取续滤液，即可。
２４　冬虫夏草醇提液供试品溶液制备　取供试品
粉末（过３号筛）约０２ｇ，精密称定，置于１０ｍＬ的
玻璃管中，精密加入甲醇５ｍＬ，密塞，摇匀，超声３０
ｍｉｎ，摇匀，滤过，取续滤液，即可。
２５　色谱数据处理方法　指纹图谱相似度分析：采
用国家药典委员会“中药色谱指纹图谱相似度评价

系统”分析，计算方法采用中位数法。聚类分析：采

用ＳＰＳＳ软件进行聚类分析，聚类距离采用欧氏距离
法，聚类方法采用ｗａｒｄ法。
３　结果
３１　方法学考察
３１１　专属性试验　取冬虫夏草样品（Ｓ１），按
“２３”项下制备冬虫夏草水提液，以水作为空白溶
液，按“２１”项下分析测定（见图１）。从图１中可看
到空白溶液在各主要色谱峰出峰位置处均无干扰，

表明冬虫夏草水提液指纹图谱检测方法专属性良

好。

图１　冬虫夏草水提液指纹图谱专属性试验色谱图
　　注：Ａ冬虫夏草水提液；Ｂ空白水溶液；１７共有峰

　　取冬虫夏草样品（Ｓ１），按“２４”项下制备冬虫
夏草醇提液，以甲醇作为空白溶液，按“２２”项下分
析测定（见图２）。从图２中可看到空白溶液在各主
要色谱峰出峰位置处均无干扰，表明冬虫夏草醇提

液指纹图谱检测方法专属性良好。

图２　冬虫夏草醇提液指纹图谱专属性试验色谱图
　　注：Ａ冬虫夏草醇提液；Ｂ空白甲醇溶液；１８共有峰

３１２　精密度试验　取冬虫夏草样品（Ｓ１），按
“２３”项下制备冬虫夏草水提液，按“２１”项下色谱
条件连续进样６次，测定冬虫夏草水提液指纹图谱。
结果以４号峰的保留时间和峰面积为参照，计算样
品中所含７个共有色谱峰的相对保留时间和相对峰
面积。各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ小于１０％，峰
面积比ＲＳＤ小于３７％，相似度系数均大于０９，表
明精密度良好。

取冬虫夏草样品（Ｓ１），按“２４”项下制备冬虫
夏草醇提液，按“２２”项下色谱条件连续进样６次，
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测定冬虫夏草醇提液指纹图谱。结果以８号峰的保
留时间和峰面积为参照，计算样品中所含８个共有
色谱峰的相对保留时间和相对峰面积。各共有峰相

对保留时间 ＲＳＤ小于 １８％，峰面积比 ＲＳＤ小于
５０％，相似度系数均大于０９０，表明精密度良好。
３１３　重复性试验　取冬虫夏草样品（Ｓ１）６份，按
“２３”项下制备冬虫夏草水提液，按“２１”项下色谱
条件测定。考察样品中７个共有峰的相对保留时间
和相对峰面积，各共有峰的相对保留时间 ＲＳＤ小于
１０％，峰面积比 ＲＳＤ小于５７％，相似度系数均大
于０９０，表明方法重复性良好。

取冬虫夏草样品（Ｓ１）６份，按“２４”项下制备冬
虫夏草醇提液，按“２２”项下色谱条件测定。考察样
品中８个共有峰的相对保留时间和相对峰面积，各
共有峰的相对保留时间 ＲＳＤ小于０８％，峰面积比
ＲＳＤ小于５７％，相似度系数均大于０９０，表明方法
重复性良好。

３１４　稳定性试验　取冬虫夏草样品（Ｓ１），按
“２３”项下制备冬虫夏草水提液，按“２１”项下色谱
条件在０，１，２，３，４，５，６ｈ测定其指纹图谱。对不同
进样时间样品中各共有峰的相对保留时间和相对峰

面积进行考察，结果显示６ｈ内各共有峰相对保留
时间ＲＳＤ小于１２％，峰面积比ＲＳＤ小于７０％，相
似度系数均大于０９０，表明冬虫夏草水提液供试品
溶液在６ｈ内稳定。

取冬虫夏草样品（Ｓ１），按“２４”项下制备冬虫
夏草醇提液，按“２２”项下色谱条件在 ０，４，８，１２，
１８，２４ｈ测定其指纹图谱。对不同进样时间样品中
各共有峰的相对保留时间和相对峰面积进行考察，

结果显示２４ｈ内各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ小于
１５％，峰面积比 ＲＳＤ小于７４％，相似度系数均大
于０９０，表明冬虫夏草醇溶性供试品溶液在２４ｈ内
稳定。

３２　指纹图谱相似度评价
３２１　水溶性指纹图谱建立及相似度评价　取冬
虫夏草药材，按“２３”项下方法制备供试品溶液，
“２１”项下色谱条件测定。将１０批冬虫夏草药材水
提液（Ｓ１Ｓ１０）的色谱数据导入“中药色谱指纹图谱
相似度评价系统”，得到１０批药材２６０ｎｍ波长下的
液相指纹图谱，并生成共有模式的对照指纹图谱，采

用此对照指纹图谱对２０批冬虫夏草样本（Ｓ１Ｓ２０）
及２批发酵虫草菌丝粉样本（Ｓ２１Ｓ２２）进行相似度
评价（图 ３），２０批冬虫夏草样品的相似度均大于
０９０，２批发酵冬虫夏草菌粉的相似度均低于０９０

（表２）。

图３　冬虫夏草水提液指纹图谱叠加图

表２　冬虫夏草水提液指纹图谱相似度

样品编号 相似度 样品编号 相似度

Ｓ１ ０９８９ Ｓ１２ ０９８７
Ｓ２ ０９７３ Ｓ１３ ０９７７
Ｓ３ ０９９０ Ｓ１４ ０９８２
Ｓ４ ０９９３ Ｓ１５ ０９６５
Ｓ５ ０９９８ Ｓ１６ ０９８０
Ｓ６ ０９８２ Ｓ１７ ０９８９
Ｓ７ ０９９０ Ｓ１８ ０９５６
Ｓ８ ０９５５ Ｓ１９ ０９７２
Ｓ９ ０９８５ Ｓ２０ ０９８４
Ｓ１０ ０９５１ Ｓ２１ ０８０７
Ｓ１１ ０９８８ Ｓ２２ ０８１６

３２２　醇溶性指纹图谱建立及相似度评价　取冬
虫夏草药材，按“２４”项下方法制备供试品溶液，
“２２”项下色谱条件测定。将１０批冬虫夏草药材醇
提液（Ｓ１Ｓ１０）的色谱数据导入“中药色谱指纹图谱
相似度评价系统”，得到１０批药材２８０ｎｍ波长下的
液相指纹图谱，并生成共有模式的对照指纹图谱，采

用此对照指纹图谱对２０批冬虫夏草样本（Ｓ１Ｓ２０）
及２批发酵虫草菌丝粉样本（Ｓ２１Ｓ２２）进行相似度
评价（图 ４），２０批冬虫夏草样品的相似度均大于
０９０，２批发酵冬虫夏草菌粉的相似度均低于０９０
（表３）。

图４　冬虫夏草醇提液指纹图谱叠加图
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表３　冬虫夏草醇提液指纹图谱相似度

样品编号 相似度 样品编号 相似度

Ｓ１ １０００ Ｓ１２ １０００
Ｓ２ １０００ Ｓ１３ ０９９９
Ｓ３ １０００ Ｓ１４ １０００
Ｓ４ １０００ Ｓ１５ １０００
Ｓ５ １０００ Ｓ１６ ０９９９
Ｓ６ ０９９９ Ｓ１７ ０９９７
Ｓ７ １０００ Ｓ１８ ０９９８
Ｓ８ ０９９９ Ｓ１９ ０９９８
Ｓ９ １０００ Ｓ２０ ０９９８
Ｓ１０ ０９９９ Ｓ２１ ０７１８
Ｓ１１ ０９９８ Ｓ２２ ０６８７

３３　聚类分析
３３１　冬虫夏草水提液样品聚类分析　运用 ＳＰＳＳ
软件对２２批冬虫夏草水提液样品共有峰峰面积色
谱数据进行聚类分析，运用 ｗａｒｄ法，以欧式距离法
作为样品相似度距离公式，结果见图５。２２批样品
被分为２类：Ⅰ类为冬虫夏草样品（Ｓ１Ｓ２０），Ⅱ类为
发酵冬虫夏草菌粉（Ｓ２１Ｓ２２）。

图５　冬虫夏草水提液样品聚类分析树状图

图６　冬虫夏草醇提液样品聚类分析树状图

３３２　冬虫夏草醇提液样品聚类分析　运用 ＳＰＳＳ

软件对２２批冬虫夏草醇提液样品共有峰峰面积色
谱数据进行聚类分析，运用 ｗａｒｄ法，以欧式距离法
作为样品相似度距离公式，结果见图６。２２批样品
被分为２类：Ⅰ类为冬虫夏草样品（Ｓ１Ｓ２０），Ⅱ类为
发酵冬虫夏草菌粉（Ｓ２１Ｓ２２）。
４　讨论
４１　色谱条件优化　冬虫夏草水提液中存在大量
大极性成分，在反向色谱模式下需要用１００％水溶
液做流动相才可有效分离，但常规反向色谱柱在纯

水流动相条件下会造成色谱柱损坏，无法完成大极

性成分分离工作。根据本观察组前期结果显示 Ａｇｉ
ｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢＡＱ色谱柱在纯水条件下可以有效
分析冬虫夏草中的大极性化合物，因此本实验选用

了该款色谱柱作为分析柱［２０］；流动相系统比较了

水乙腈系统和０１％甲酸水溶液乙腈系统，结果显
示流动相中添加甲酸，有利于色谱峰的分离；同时也

比较了不同柱温（２５℃和３５℃）对色谱分离的影
响，结果两者无明显区别，本文选择了室温２５℃作
为实验条件；检测波长主要参照前期冬虫夏草水溶

性指纹图谱文献报道，选择了 ２６０ｎｍ作为检测波
长。

冬虫夏草醇提液中醇溶性成分较多，本实验通

过初步试验发现采用 ＷａｔｅｒｓＸｂｒｉｄｇｅ色谱柱及水
乙腈流动相系统即可对供试品成分进行较好的分

离。通过比较柱温２５℃和３５℃，结果显示３５℃时
色谱分离较好，因此选择其作为分析条件；检测波长

采用ＤＡＤ检测器对样品色谱图进行全波长分析，发
现２８０ｎｍ色谱峰较多，峰形较好，故选择２８０ｎｍ作
为检测波长。

４２　冬虫夏草指纹图谱数据分析　通过比较２０批
冬虫夏草（Ｓ１Ｓ２０）和２批发酵虫草菌粉（Ｓ２１Ｓ２２）
水提液及醇提液相似度系数（表２、表３），可以发现
１０批野生冬虫夏草样品（Ｓ１Ｓ１０）、５批市售野生冬
虫夏草样品（Ｓ１１Ｓ１５）和 ５批冬虫夏草繁育样品
（Ｓ１６Ｓ２０）在水溶性成分和醇溶性成分上均具有较
好的一致性（相似度系数大于０９３），均可有效区分
发酵冬虫夏草菌粉样品（相似度系数小于 ０８２）。
进一步对２０批冬虫夏草（Ｓ１Ｓ２０）和２批发酵虫草
菌粉（Ｓ２１Ｓ２２）水提液及醇提液共有色谱峰面积数
据进行聚类分析结果（图５、图６），发现２０批冬虫夏
草药材包括１０批野生采集样品、５批市场采购样品
和５批繁育样品在水提液色谱数据和醇提液色谱数
据上均聚为一类，具有较好的一致性，同时和发酵冬

虫夏草菌粉色谱数据又有明显的区分。本实验建立
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的冬虫夏草水提液和醇提液指纹图谱方法可以从水

溶性成分和醇溶性成分２个方面评价药材质量的品
质，有助于提升冬虫夏草的全面质量控制水平。
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（上接第３１３２页）
证候疗效指标与西医的能反应疾病本质特征的有关

指标均能反应受试者病情的变化。同样研究慢性盆

腔炎属瘀毒证且疗前血 ＷＢＣ异常患者的中医证候
积分及主症下腹胀／刺痛、腰骶刺痛的积分差值与
血ＷＢＣ差值的相关性，发现其 Ｐｅａｒｓｏｎ相关比较，
差异均有统计学意义 （Ｐ＜００５）。且其体征积分
差值与中医证候积分差值的 Ｐｅａｒｓｏｎ相关比较，差
异有统计学意义 （Ｐ＜００５）。慢性盆腔炎有血象
变化者并不多，故我们重点把能反应中医证候的证

候积分与能反应西医疾病特征的体征积分做相关性

研究，２者的 Ｐｅａｒｓｏｎ相关比较，差异有统计学意

义 （Ｐ＜００５）的。痔疮出血属瘀毒证者其中医证
候积分与其能反应疾病特征的便血症状的 Ｐｅａｒｓｏｎ
相关以及其中医证候疗效及疾病疗效的 Ｓｐｅａｒｍａｎ
相关比较，差异有统计学意义 （Ｐ＜００５）。提示
以１个中医证候带３个不同病种的疾病的以证为
主，证病结合的中药综合疗效评价模式有其科学性

与可行性。
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