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基于核壳型亲水作用色谱技术同时测定冬虫夏草中
核苷和糖醇类成分的含量
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摘要: 核苷和糖醇类成分是冬虫夏草 Ophiocordyceps sinensis中两类重要的活性成分，常被作为冬虫夏草质量的评价
指标。本研究采用核壳型亲水作用色谱柱技术，建立同时测定冬虫夏草中核苷和糖醇类成分含量的快速液相色谱
分析方法。结果表明，在 8 min内尿苷、腺苷、肌苷、鸟苷和甘露醇均实现基线分离，且各成分线性关系良好，
日内精密度、日间精密度和重复性均小于 3%，平均回收率在 99. 0% ～ 106. 1%，供试品溶液在 24 h 内稳定。
20 批冬虫夏草的尿苷、腺苷、肌苷、鸟苷和甘露醇含量与文献报道结果基本一致。本研究建立的方法快速、准
确、可靠，可用于冬虫夏草核苷和糖醇类成分的同时测定。
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Simultaneous determination of nucleosides and sugar alcohols in Ophiocordyceps
sinensis by core-shell hydrophilic interaction liquid chromatography
QIAN Zheng-Ming1，2，ZHOU Miao-Xia3，FANG Qiong-Mi3，WEN Bao-Qing3，LI Wen-Jia3，LV Gen-
Pin2* ，LI Wen-Qing3* ( 1. College of Pharmacy， Jinan University，Guangzhou 510632，China;
2. Ｒuyuan HEC Pharm Co. ，LTD. ，Shaoguan 512721，Guangdong Province，China; 3. Dongguan HEC
Cordyceps Ｒ ＆ D Co. ，LTD. ，Dongguan 523850，Guangdong Province，China)
Abstract: Nucleosides and sugar alcohols，two important active components in Ophiocordyceps sinensis，
were often employed as quality control markers. In this study，a rapid HPLC method for simultaneous
determination of nucleosides and sugar alcohols in O. sinensis by core-shell hydrophilic interaction liquid
chromatography ( HILIC) was developed. The results showed that uridine，adenosine，inosine，guanosine
and mannitol were well separated in 8 min. The calibration curves of the investigated compounds showed
good linearity. The ＲSD of precision，repeatability and stability were all less than 3% . The average
recoveries ranged from 99. 0% to 106. 1% . Compared with previous reports，the contents of uridine，
adenosine，inosine，guanosine and mannitol in O. sinensis samples were consistent. The developed method was
rapid，accurate and reliable for the simultaneous determination of nucleosides and sugar alcohols in O. sinensis．
Key words: Ophiocordyceps sinensis; nucleoside; sugar alcohol; core-shell hydrophilic interaction liquid;
simultaneous determination
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冬虫夏草 Ophiocordyceps sinensis 是指由冬虫夏
草菌侵染蝙蝠蛾科昆虫幼虫而形成的幼虫尸体与

真菌子座复合体 ( 邱雪红等，2016; 韩日畴等，
2019) ，最早出现于 《月王药诊》，性味甘平，归
肺、肾经，具有补肾益肺、止血化痰的功效 ( 李
皓翔等，2020 ) 。冬虫夏草中含有多种化学成分，
包括核苷、糖醇、甾醇等 ( 钱正明等，2016 ) 。冬
虫夏草中主要的核苷类成分为尿苷、腺苷、肌苷
和鸟苷，具有提高免疫力、促进血液循环等功效
( 艾中等，2016 ) 。冬虫夏草中主要的糖醇类成分
为甘露醇，又称虫草酸，有利尿、镇咳、祛痰等
作用 ( 王泽凤等，2013) 。核苷和糖醇类成分作为
冬虫夏草中两类重要的活性物质，常被作为冬虫

夏草质量的评价指标 ( 钱正明等，2014; 张萍等，
2016; 李文庆等，2018) 。
冬虫夏草核苷类成分的分析方法主要是高效

液相色谱法，且以反相色谱法的使用最为广泛

( 艾中等，2016 ) 。为了增加核苷类成分的保留，
获得理想的分离效果，通常需要选用能够耐受纯

水的特殊色谱柱，使用高比例的水相，甚至是

100%水相进行分析 ( 商国举等，2015; 昝珂等，
2017; 2018) 。糖醇类化合物比核苷类成分的极性
更强，在反相色谱柱上基本没有保留，常用的分

析方法包括高效阴离子交换色谱或亲水作用色谱。
亲水作用色谱是以亲水固定相及含有 60%以上非

质子有机溶剂 ( 通常为乙腈) 的水为流动相的色

谱模式 ( 郭志谋等，2009; 李 瑞萍等，2014;
Marrubini et al. ，2018) 。前期有研究者运用亲水作
用色谱技术同时分析虫草类样本中核苷及糖醇成

分，但洗脱时间为 60 min，平衡色谱柱为 35 min，
总耗时长达 95 min ( Wang et al. ，2009) 。
核壳型填料也称为表面多孔型填料，填料的

结构为实心内核和多孔壳外层 ( Ali et al. ，2012;
Gumustas et al. ，2019) ，既能保持小粒径填料高效
快速分离的优势，又能降低背压，在快速分析中

表现出优越的分离性能 ( 夏红军等，2020 ) 。随着
核壳型色谱柱的固定相类型日益丰富，核壳型亲

水作用色谱在极性化合物分析的应用也日益增多

( Zhang et al. ，2019; Ares et al. ，2020) 。
本研究采用核壳型亲水作用色谱，实现了冬

虫夏草中核苷和糖醇类活性成分的快速同时分析，

将有助于提升冬虫夏草产业化质量评价和质控

水平。

1 材料与方法

1. 1 材料
1. 1. 1 样品
冬虫夏草样品收集自湖北省、四川省、青海

省和西藏自治区，经鉴定为冬虫夏草 ( 表 1) 。

表 1 冬虫夏草样品来源表
Table 1 Origin of Ophiocordyceps sinensis samples

编号 No. 来源 Origin 编号 No. 来源 Origin

S1 湖北宜昌 Yichang，Hubei S11 四川甘孜 Ganzi，Sichuan

S2 湖北宜昌 Yichang，Hubei S12 四川甘孜 Ganzi，Sichuan

S3 湖北宜昌 Yichang，Hubei S13 四川甘孜 Ganzi，Sichuan

S4 湖北宜昌 Yichang，Hubei S14 西藏林芝 Linzhi，Tibet

S5 湖北宜昌 Yichang，Hubei S15 西藏山南 Shannan，Tibet

S6 湖北宜昌 Yichang，Hubei S16 西藏那曲 Naqu，Tibet

S7 湖北宜昌 Yichang，Hubei S17 西藏山南 Shannan，Tibet

S8 湖北宜昌 Yichang，Hubei S18 西藏山南 Shannan，Tibet

S9 湖北宜昌 Yichang，Hubei S19 青海黄南 Huangnan，Qinghai

S10 湖北宜昌 Yichang，Hubei S20 青海果洛 Guoluo，Qinghai
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1. 1. 2 主要仪器
高效液相色谱仪 ( 1260Ⅱ型，美国安捷伦科

技有限公司) ; 蒸发光散射检测器 ( 1260Ⅱ型，美
国安捷伦科技有限公司) ; 十万分之一电子分析天

平 ( XS 205 型，美国梅特勒 －托利多仪器有限公
司) ; 恒温水浴锅 ( HH-S28 型，常州天宏实验仪
器厂) ; 超纯水制备系统 ( Milli-Q，德国默克密理
博公司) 。
1. 1. 3 主要试剂
甲醇 ( 分析纯) ( 西陇科学股份有限公司) ;

乙腈 ( 色谱纯) ( 美国斯百全公司) ; 乙酸铵、乙
酸 ( 色谱纯) ( 上海阿拉丁生化科技股份有限公

司) ; 尿苷 ( 99. 7% ) ( 上海阿拉丁生化科技股份
有限公司) ; 腺苷 ( 99. 4% ) ( 武汉远成化工有限
公司) ; 肌苷 ( 98. 6% ) ( 中国食品药品检定研究
院) ; 鸟苷 ( 99. 0% ) ( 美国赛默飞世尔科技公
司) ; 甘露醇 ( 99. 1% ) ( 中国食品药品检定研究
院) 。
1. 2 方法
1. 2. 1 对照品储备液的制备
准确称取甘露醇、尿苷、腺苷、肌苷、鸟苷

对照品，用 90%甲醇溶解，配制得 4. 75 mg /mL的
甘露醇对照品储备液; 含尿苷、腺苷、肌苷和鸟
苷分别为 96. 76、102. 03、97. 71 和 86. 57 μg /mL
的核苷混合对照品储备液。
1. 2. 2 供试品溶液的制备
称取冬虫夏草粉末 ( 过三号筛) 0. 2 g，加入

90%甲醇 10 mL，称定重量，加热回流 30 min，放
冷，再称定重量，用 90% 甲醇补足减失的重量，
过滤即得。
1. 2. 3 色谱条件
色谱 柱 为 Agilent InfinityLab Poroshell 120

HILIC ( 4. 6 mm ×50 mm × 2. 7 μm) ; 流动相 A 为
5 mmol /L 乙酸铵溶液 ( pH5. 5 ) ; 流动相 B 为
100 mmol /L乙酸铵溶液 ( pH5. 5) －乙腈 ( 5 ∶ 95) ;
洗脱梯度为0 ～6 min，100% B; 6 ～8 min，100% ～
95% B; 流速为 1. 2 mL /min; 柱温为 25℃ ; 进样
量为 2 μL ( S15 和 S16 样本核苷测定为正常进样，
甘露醇测定为稀释一倍后进样) ; 紫外检测波长
260 nm。蒸发光散射检测器: 蒸发温度为 45℃ ;
雾化温度为 45℃ ; 气体流量为 1. 80 L /min。
1. 2. 4 计算方法
用紫外检测器测定核苷类成分，由峰面积与

质量浓度之间的线性方程计算核苷类成分的质量

浓度; 用蒸发光散射检测器测定糖醇类成分，由

峰面积和质量浓度分别进行对数转换后所得的线

性方程计算糖醇类成分的质量浓度; 根据供试品

称样量及稀释倍数，进而求得供试品中核苷类成

分和糖醇类成分的含量。

2 结果与分析

2. 1 方法学考察
2. 1. 1 专属性考察
取空白溶液、对照品溶液和供试品溶液各

1 份，按“1. 2. 3”项下色谱条件进行分析。结果
显示，8 min内待测成分尿苷、腺苷、肌苷、鸟苷
和甘露醇均实现基线分离 ( 分离度大于 1. 5 ) ，空
白溶液在目标峰位置无干扰，供试品与对照品的

目标峰保留时间一致，表明方法具有良好的专属

性。空白溶液、对照品溶液和供试品溶液的色谱
图见图 1。
2. 1. 2 线性考察
精密量取移取“1. 2. 1”项下甘露醇对照品储

备液 0. 5、1. 0、2. 0、4. 0、5. 0 mL 和核苷混合对
照品储备液 0. 1、0. 5、1. 0、1. 5、2. 0 mL 于
10 mL容量瓶中，用 90%甲醇稀释至刻度，摇匀，
制得系列浓度的甘露醇和核苷混合对照品溶液。
按“1. 2. 3”项下色谱条件分析，用紫外检测器检
测核苷类成分，以峰面积对质量浓度作函数，用

蒸发光散射检测器检测糖醇类成分，以峰面积对

数值对质量浓度的对数值作函数，分别绘制标准

曲线并进行线性回归。结果显示，5 种成分的线性
相关系数均大于 0. 999，表明 5 种成分在表 2 所示
的范围具有良好的线性关系 ( 表 2) 。
2. 1. 3 检测限和定量限考察
取“1. 2. 1”项下对照品储备液分别用 90%甲

醇经逐级稀释后，按“1. 2. 3”项下的色谱条件分
析。测得信噪比为 3 时，对照品稀释液的质量浓
度为检测限; 测得信噪比为 10 时，对照品稀释液
的浓度为定量限，结果见表 2。
2. 1. 4 精密度考察
取混合对照品溶液 1 份，按 “1. 2. 3”项下的

色谱条件分析，同一日内连续进样 6 针，尿苷、
腺苷、肌苷、鸟苷和甘露醇的峰面积 ＲSD值 ( n =
6) 分别为 0. 7%、0. 5%、1. 8%、0. 7%和 1. 3%，
表明仪器日内精密度良好。连续三日，每日进样
2 针，尿苷、腺苷、肌苷、鸟苷和甘露醇的峰面积
ＲSD 值 ( n = 6 ) 分别为 1. 3%、1. 1%、1. 1%、
1. 8%和 2. 3%，表明仪器日间精密度良好。
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图 1 空白溶液 ( A) 、对照品溶液 ( B) 和样品 ( C) 高效液相色谱图
Fig. 1 HPLC chromatograms of blank solution ( A) 、reference substances ( B) and sample ( C)

注: 1，尿苷; 2: 腺 苷; 3，肌苷; 4，鸟苷; 5，甘露醇。Note: 1，Uridine; 2，Adenosine; 3， Inosine; 4，
Guanosine; 5，Mannitol．

表 2 对照品的线性、检测限和定量限考察结果
Table 2 Calibration curves，limit of detection and limit of quantification for the nucleosides and sugar alcohols standards

分析物

Analytes
线性范围 ( μg /mL)

Liner ranger
线性方程

Calibration curve

相关系数

Correlation
coefficient values

检测限 ( μg /mL)
Limit of detection

定量限 ( μg /mL)
Limit of quantification

尿苷 Uridine 0. 96 ～ 19. 21 y = 3. 8397x + 0. 1787 1. 0000 0. 08 0. 24

腺苷 Adenosine 1. 02 ～ 20. 38 y = 5. 0882x + 0. 2660 0. 9999 0. 08 0. 24

肌苷 Inosine 0. 98 ～ 19. 52 y = 1. 9455x － 0. 0705 0. 9999 0. 24 0. 98

鸟苷 Guanosine 0. 87 ～ 17. 33 y = 3. 7046x － 1. 1487 0. 9996 0. 22 0. 87

甘露醇 Mannitol 237. 42 ～ 2 374. 19 y = 1. 8575x － 3. 1116 0. 9998 59. 35 118. 71

2. 1. 5 重复性考察
取同一批次的冬虫夏草粉末 ( S3 ) 6 份，按

“1. 2. 2”项下方法制备供试品溶液，按 “1. 2. 3”
项下的色谱条件分析。结果显示，样品中尿苷、
腺苷、肌苷、鸟苷和甘露醇的平均含量 ( n = 6 )
分别为 0. 042%、0. 032%、0. 035%、0. 013% 和
10. 4%，ＲSD 值分别为 1. 9%、1. 8%、1. 9%、
3. 2%和 2. 2%，表明方法具有良好的重复性。
2. 1. 6 准确度考察
精密量取已知含量的冬虫夏草粉末 ( S3 )

6 份，每份 0. 1 g，置于圆底烧瓶，精密加入混合

对照品溶液 ( 含尿苷、腺苷、鸟苷、肌苷和甘露
醇) 10 mL，按“1. 2. 2”项下方法制备供试品溶
液，按“1. 2. 3”项下的色谱条件分析。结果显
示，样品中尿苷、腺苷、肌苷、鸟苷和甘露醇的
平均回收率 ( n = 6 ) 分别为 99. 2%、105. 0%、
106. 1%、99. 0%和 99. 7%，ＲSD值分别为 2. 2%、
2. 5%、1. 9%、2. 7%和 1. 2% ( 表 3) 。
2. 1. 7 稳定性考察
取冬虫夏草粉末 ( S3) 1 份，按 “1. 2. 2”项

下方法制备供试品溶液，按 “1. 2. 3”项下的色谱
条件分析，分别于 0、2、4、8、12、16 和 24 h 进
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样分析。结果显示，样品中尿苷、腺苷、肌苷、
鸟苷和甘露醇的峰面积 ＲSD 值分别为 0. 8%、
1. 0%、1. 8%、2. 1%和 2. 6%，表明供试品溶液
在 24 h内稳定。

2. 2 样品测定
收集不同产地的冬虫夏草样品，按 “1. 2. 2”

项下方法制备供试品溶液，按 “1. 2. 3”项下的色
谱条件分析，结果见表 4。

表 3 准确度考察结果
Table 3 Ｒesult of recovery test

分析物

Analytes
含有量 ( mg)

Content
加入量 ( mg)

Spiked
测得量 ( mg)

Found
回收率 ( % )

Ｒecovery
平均回收率 ( % )
Average recovery

相对平均偏

差 ( % ) ＲSD

尿苷 Uridine 0. 0430 0. 0402 0. 0840 101. 8 99. 2 2. 2

0. 0439 0. 0402 0. 0837 99. 0

0. 0439 0. 0402 0. 0840 99. 8

0. 0444 0. 0402 0. 0837 97. 7

0. 0434 0. 0402 0. 0820 95. 9

0. 0447 0. 0402 0. 0852 100. 9

腺苷 Adenosine 0. 0329 0. 0367 0. 0730 109. 5 105. 0 2. 5

0. 0335 0. 0367 0. 0717 104. 2

0. 0335 0. 0367 0. 0722 105. 4

0. 0339 0. 0367 0. 0722 104. 4

0. 0332 0. 0367 0. 0703 101. 2

0. 0341 0. 0367 0. 0728 105. 3

肌苷 Inosine 0. 0362 0. 0345 0. 0718 103. 3 106. 1 1. 9

0. 0369 0. 0345 0. 0734 105. 7

0. 0369 0. 0345 0. 0743 108. 3

0. 0373 0. 0345 0. 0748 108. 5

0. 0365 0. 0345 0. 0732 106. 5

0. 0375 0. 0345 0. 0736 104. 5

鸟苷 Guanosine 0. 0130 0. 0119 0. 0253 103. 2 99. 0 2. 7

0. 0133 0. 0119 0. 0253 101. 0

0. 0133 0. 0119 0. 0250 98. 7

0. 0134 0. 0119 0. 0249 96. 9

0. 0131 0. 0119 0. 0247 97. 8

0. 0135 0. 0119 0. 0249 96. 0

甘露醇 Mannitol 10. 7 10. 1 20. 9 100. 3 99. 7 1. 2

10. 9 10. 1 21. 0 99. 4

10. 9 10. 1 21. 2 101. 1

11. 1 10. 1 21. 1 99. 0

10. 8 10. 1 20. 7 97. 7

11. 1 10. 1 21. 3 100. 5
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表 4 不同产地冬虫夏草的核苷和糖醇类成分的含量
Table 4 Contents of nucleosides and sugar alcohols in Ophiocordyceps sinensis from different habitats

编号

No.
尿苷 ( % )
Uridine

腺苷 ( % )
Adenosine

肌苷 ( % )
Inosine

鸟苷 ( % )
Guanosine

甘露醇 ( % )
Mannitol

S1 0. 055 0. 019 0. 053 0. 019 9. 0
S2 0. 031 0. 027 0. 026 0. 007 10. 1
S3 0. 042 0. 033 0. 030 0. 013 9. 6
S4 0. 056 0. 029 0. 045 0. 024 9. 8
S5 0. 039 0. 011 0. 030 0. 007 9. 1
S6 0. 064 0. 034 0. 043 0. 025 8. 9
S7 0. 044 0. 038 0. 032 0. 018 10. 1
S8 0. 021 0. 024 0. 017 0. 007 9. 6
S9 0. 022 0. 025 0. 019 0. 006 10. 1
S10 0. 024 0. 026 0. 023 0. 006 9. 9
S11 0. 026 0. 018 0. 006 ＜ 0. 004 10. 7
S12 0. 024 0. 020 0. 012 0. 005 10. 1
S13 0. 029 0. 023 0. 008 0. 005 9. 5
S14 0. 060 0. 038 0. 011 0. 013 8. 9
S15 0. 030 0. 030 ＜ 0. 005 0. 005 12. 3
S16 0. 044 0. 035 0. 006 0. 006 12. 2
S17 0. 060 0. 040 0. 010 0. 006 9. 9
S18 0. 070 0. 037 0. 012 0. 007 8. 7
S19 0. 055 0. 029 0. 011 0. 007 10. 2
S20 0. 055 0. 022 0. 016 0. 009 8. 7

3 结论与讨论

3. 1 色谱条件的优化
本研究首次采用核壳型亲水作用色谱柱，实

现了冬虫夏草中核苷和糖醇类成分的快速同时分

析。陈克盼等 ( 2015 ) 等采用高效液相色谱法同
时测定冬虫夏草中 5 种核苷; Zong et al. ( 2015 )
采用 UHPLC-ESI-MS /MS 法同时测定冬虫夏草中
13 种核苷及碱基; 李文庆等 ( 2018 ) 采用 HPLC-
ELSD法同时测定冬虫夏草中 3 种甾醇的含量。大
部分关于冬虫夏草中多种成分的同时分析的报道

是针对化学结构相似的同一类化合物，而同时测

定两类以上化合物含量的报道相对较少。Wang
et al. ( 2009 ) 使用 Grace Prevail Carbohydrate ES
色谱柱实现了对冬虫夏草中核苷、糖及糖醇等两
类以上成分的分析，但分析时间需 60 min。本研
究在前人的研究基础上进行了优化。首先选择了
对核苷和糖醇等强极性化合物有很好保留和分离

选择性的亲水作用色谱柱。为提高检测效率，本
研究选择了 2. 7 μm粒径的核壳柱。该色谱柱的填

料由 1. 7 μm直径的实心内核和 0. 5 μm 厚的多孔
层组成，这种结构提供了较短的传质路径，减少

了轴向扩散，从而使分析速度更快 ( 岳焕新等，

2016) 。在流动相优化方面，研究发现，随流动相
中乙腈的比例增加或缓冲盐浓度的增加，核苷和

糖醇类成分的保留增强，当初始流动相乙腈比例

为 95%，乙酸铵浓度为 5 mmol /L时，可确保 4 种
核苷和甘露醇的分离效果及峰型最优。通过色谱
条件的优化，本研究所建立的分析方法可在 8 min
内完成冬虫夏草中尿苷、腺苷、肌苷、鸟苷和甘
露醇的测定，与已有报道相比，分析速度更快，

更适合在产业化生产中应用。
3. 2 提取条件的确定
冬虫夏草中核苷类成分的提取溶剂主要有水、

甲醇或一定浓度的甲醇水溶液 ( Lan et al. ，2004;
毛新亮等，2009; 周菊峰等，2009; 昝珂等，2018) 。
钱正明等 ( 2016 ) 研究发现，在室温水超声提取
的条件下，冬虫夏草水溶液中存在腺苷酸向腺苷、
腺苷向肌苷转化的现象，使用沸水或 90%甲醇提
取可抑制该转化。而糖醇类成分通常使用水作为
提取溶剂 ( 林慧等，2013; 李文庆等，2018; 钱正
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明等，2019) 。为避免核苷酸、核苷之间的转换问
题，本研究采用 90%甲醇作为提取溶剂。另外比
较了 90%甲醇和水对甘露醇的提取效果。结果表
明，使用 90%甲醇和水提取的甘露醇含量分别为
10. 3%和 10. 6%，二者基本一致。此外，本研究
还对提取时间进行确认，回流提取 30 min 和
60 min的含量一致，说明回流提取 30 min 已经能
确保目标成分提取完全。
3. 3 测定结果分析
钱正明等 ( 2015，2016) 测得冬虫夏草中尿苷

含量为 0. 037% ～0. 065%，腺苷含量为 0. 021% ～
0. 034%，肌苷含量为 0. 006% ～ 0. 023%，鸟苷含
量为 0. 005% ～ 0. 015%。王泽凤等 ( 2013 ) 测定
冬虫夏草中甘露醇含量为 10. 2% ～ 12. 3% ; 李文
庆等 ( 2018) 测定 42 批冬虫夏草的甘露醇含量为
6. 16% ～ 14. 14%。本次实验测定了 20 批冬虫夏
草，除个别样本的肌苷和鸟苷低于定量限外，其

余样本的尿苷含量为 0. 021% ～ 0. 070%，腺苷含
量为 0. 011% ～ 0. 040%，肌苷含量为 0. 006% ～
0. 053%，鸟苷含量为 0. 005% ～ 0. 025%，甘露醇
含量为 8. 7% ～12. 3%，该范围与文献报道的结果
一致。20 批冬虫夏草的腺苷含量均符合 2020 年版
《中国药典》中冬虫夏草质量标准不低于 0. 010%
的要求 ( 国家药典委员会，2020) 。
本研究建立了一种可以快速同时分析冬虫夏

草中核苷和糖醇类成分的方法。方法学考察显示，
该法具有良好的专属性、线性、灵敏度、精密度、
准确度和溶液稳定性，20 批不同来源的样品检测
结果进一步确认了其实用性。本研究所建立的方
法可以快速、准确地同时测定冬虫夏草中两类重
要的活性成分，为冬虫夏草产业化质量评价提供

了参考。
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