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发酵虫草菌粉及产品指纹图谱建立及多指标成分分析
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摘要：《中国药典》收载的发酵虫草菌粉产品的质量标准中，规定以鸟苷、腺苷、尿苷的含量作为评价相关产品质量

的标准。 但除此之外，还有许多其他的核苷类成分对发酵虫草菌粉质量控制的影响尚未被探讨。 为探究发酵虫草

菌粉及产品质控指标选择的合理性，采用超高效液相色谱⁃紫外检测法对 １９ 批发酵虫草菌粉及产品中 ９ 种核苷成

分（尿嘧啶、胞苷、鸟嘌呤、尿苷、腺嘌呤、肌苷、鸟苷、胸苷、腺苷）进行了定量分析，建立了发酵虫草菌粉样品的指纹

图谱，并结合统计学提供了一种分析指标性成分的方法。 通过优化样品的提取方法，选择超声提取法制备 １９ 批发

酵虫草菌粉及产品的供试液；采用 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ 色谱柱（１５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ３􀆰 ５ μｍ）进行色谱分析，以
甲醇⁃水为流动相梯度洗脱，对方法的校正曲线、准确度、精密度、重复性和回收率进行了验证。 结合对照品指认了

指纹图谱中的 ９ 个核苷峰，并采用外标一点法测得了各核苷成分的含量。 使用化学模式识别对指纹图谱中的共有

峰进行分析，聚类分析和主成分分析得到了同样的分类结果：１９ 批样品共分为 ５ 类，其中同一发酵虫草菌粉因工艺

差异可分为 ２ 类，而心肝宝胶囊、百令胶囊、宁心宝胶囊则各单独分为 １ 类。 同时，使用主成分分析获得了各样品

中的指标性成分，分别为尿苷、鸟苷、腺苷、腺嘌呤、尿嘧啶，并使用聚类分析再次进行确证，验证了指标性成分的合

理性。
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中图分类号：Ｏ６５８　 　 　 文献标识码：Ａ　 　 　 文章编号：１０００⁃８７１３（２０２１）０９⁃１００６⁃０６

Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｍｕｌｔｉ⁃ｉｎｄｉｃａｔｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｐｏｗｄｅｒ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

ＣＡＯ Ｗｅｎ１， ＨＯＮＧ Ｌｉａｎｇ１， ＹＡＮＧ Ｍｉｎｇ２， ＬＩ Ｓｈａｏｐｉｎｇ１∗， ＺＨＡＯ Ｊｉｎｇ１∗

（１． Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｑｕａｌｉｔｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｍａｃａｕ， Ｍａｃａｏ ９９９０７８， Ｃｈｉｎａ；
２． Ｊｉａｎｇｘｉ Ｇｕｏｙａｏ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｃｏ．， Ｌｔｄ．， Ｎａｎｃｈａｎｇ ３３００９６， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｃｕｒｒｅｎｔｌｙ， ｇｕａｎｏｓｉｎｅ， ａｄｅｎｏｓｉｎｅ， ａｎｄ ｕｒｉｄｉｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ａｒｅ ｓｐｅｃｉｆｉｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ
ｃｒｉｔｅｒｉａ ｆｏｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｆｏｒ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｐｏｗｄｅｒ ｐｒｅｐａｒａ⁃
ｔｉｏｎｓ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ２０２０ ｅｄｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｍａｎｙ ｏｔｈｅｒ
ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓ ｉｎ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｐｏｗｄｅｒ， ｗｈｏｓｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｈａｓ ｎｏｔ ｙｅｔ
ｂｅｅｎ ｄｉｓｃｕｓｓｅｄ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ， ａｎ ｕｌｔｒａ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
（ＵＰＬＣ⁃ＵＶ） ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ９ ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓ （ｕｒａｃｉｌ， ｃｙｔｉｄｉｎｅ，
ｇｕａｎｉｄｉｎｅ， ｕｒｉｄｉｎｅ， ａｄｅｎｉｎｅ， ｉｎｏｓｉｎｅ， ｇｕａｎｏｓｉｎｅ， ｔｈｙｍｉｄｉｎｅ， ａｎｄ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ） ｉｎ １９ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ
ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｐｏｗｄｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｗｅｒｅ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ａ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｄｅｘ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｗａｓ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ． Ｂｙ ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ， ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｗａｓ



　 第 ９ 期 曹　 稳，等：发酵虫草菌粉及产品指纹图谱建立及多指标成分分析

ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｐｒｏｃｅｓｓ １９ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ａｎ Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ （１５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ３􀆰 ５ μｍ） ｕｓｉｎｇ ｍｅｔｈａｎｏｌ ａｎｄ ｗａｔｅｒ ａｓ ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ
ｐｈａｓｅｓ ｕｎｄｅｒ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ， ａｃｃｕｒａ⁃
ｃｙ， ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ， ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ， ａｎｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ． Ｔｈｅ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ １９ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ， ａｎｄ １６ ｃｏｍｍｏｎ ｐｅａｋｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ． Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍ， ｎｉｎｅ ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ ｐｅａｋｓ ｗｅｒｅ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｓｔａｎｄａｒｄｓ， ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｎｅ⁃
ｐｏｉｎｔ ｍｅｔｈｏｄ． Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ； ｔｈｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ １９
ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ０􀆰 ９． Ｔｈｅｎ， ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐａｔｔｅｒｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ．
Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＨＣＡ） ａｎｄ ｐｒｉｎ⁃
ｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＰＣＡ） ． Ｔｈｕｓ， ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｓｅｇｒｅｇａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｆｉｖｅ ｃｌａｓｓｅｓ， ａｎｄ
ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｐｏｗｄｅｒｓ ｗｅｒｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ａｓ ｔｗｏ ｔｙｐｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ． Ｘｉｎｇａｎｂａｏ ｃａｐｓｕｌｅｓ， Ｂａｉｌｉｎｇ ｃａｐｓｕｌｅｓ ａｎｄ Ｎｉｎｇｘｉｎｂａｏ ｃａｐｓｕｌｅｓ ｗｅｒｅ ｅａｃｈ ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ
ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｉｎｔｏ ｏｎｅ ｃｌａｓｓ． Ｔｈｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｃｏｕｌｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｄｉｓ⁃
ｔｉｎｇｕｉｓｈ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｐｏｗｄｅｒ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｄｕｃｔｓ． ＰＣＡ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃａｌ⁃
ｃｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｃｏｍｍｏｎ ｐｅａｋ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｉｍｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｄｅｘ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ
ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｖａｌｕｅ． Ｆｉｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｉｎｄｅｘ ｃｏｍ⁃
ｐｏｎｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｒｅ⁃ｃｌｕｓｔｅｒ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｏｎ
ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ １６ ｃｏｍｍｏｎ ｐｅａｋｓ， ｔｈｕｓ ｖｅｒｉｆｙｉｎｇ ｔｈｅ ｒａｔｉｏｎａｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｄｅｘ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ． Ｔｈｅｒｅ⁃
ｆｏｒｅ， ｕｒｉｄｉｎｅ， ｇｕａｎｏｓｉｎｅ， ａｄｅｎｏｓｉｎｅ， ａｄｅｎｉｎｅ， ａｎｄ ｕｒａｃｉｌ ａｒｅ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄｅｄ ｆｏｒ ｕｓｅ ａｓ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｆｏｒ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｐｏｗｄｅｒ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ， ａｌｌｏｗｉｎｇ ｆｏｒ ｂｅｔｔｅｒ ｄｉｓｔｉｎｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍａｒｋｅｔ． Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙ， ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ
ａｎｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐａｔｔｅｒｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ
ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｐｏｗｄｅｒ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ．

引用本文：曹稳，洪亮，杨明，李绍平，赵静． 发酵虫草菌粉及产品指纹图谱建立及多指标成分分析． 色谱，２０２１，３９（９）：１００６－１０１１．
ＣＡＯ Ｗｅｎ， ＨＯＮＧ Ｌｉａｎｇ， ＹＡＮＧ Ｍｉｎｇ， ＬＩ Ｓｈａｏｐｉｎｇ， ＺＨＡＯ Ｊｉｎｇ． Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｍｕｌｔｉ⁃ｉｎｄｉｃａｔｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｐｏｗｄｅｒ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２１，３９（９）：１００６－１０１１．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ； ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｉｎｄｅｘ； ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＰＣＡ）； ｈｉｅｒａｒ⁃
ｃｈｉｃａｌ ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ； ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｐｏｗｄｅｒ

　 　 发酵虫草菌粉（ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｐｏｗｄｅｒ）
是从天然冬虫夏草中分离出的虫草菌经液体发酵培

养所得菌丝体的干燥粉末［１］。 发酵虫草菌粉的主

要化学成分与冬虫夏草类似，但价格相对较低，常作

为天然虫草的替代品［２－４］，具有补益肺肾、秘精益气
的功效［５］。 市面上以发酵虫草菌粉为原料的制剂

有金水宝胶囊、百令胶囊、宁心宝胶囊、心肝宝胶囊

等［６］。 核苷类成分是发酵虫草菌粉中的关键成分，
２０２０ 版《中国药典》中收载的发酵虫草菌粉制剂金

水宝片 ／胶囊的质量标准中规定以鸟苷、腺苷、尿苷

的总含量作为评价相关产品质量的标准，百令胶囊

以腺苷含量作为测定标准［１］。 但发酵虫草菌粉中

除上述 ３ 种核苷类成分外，还有许多其他的核苷类

成分［７］，这些成分对于菌粉和相关产品质量评价的

影响尚未被讨论。 因此，本文希望通过对发酵虫草

菌粉及产品中核苷类成分的分析，探讨其质控指标

选择的合理性。
　 　 中药指纹图谱能充分反映中药的化学成分信

息，具有整体性和全面性，是评价中药质量的常用方

法［８－１１］。 统计学方法可以对指纹图谱信息进行处

理，结合多个指标对中药质量进行分类和综合评价，
其中常用的有聚类分析和主成分分析［１２－１４］。 在对

指纹图谱的分析中，本文首次在主成分分析中引入

权重计算来获得发酵虫草菌粉共有峰的权重值，以
权重值的大小选择其中的指标性成分。 在得到指标

性成分后，使用聚类分析进一步验证指标性成分能
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否代替共有峰实现对不同的样品的区分，从而判断

指标性成分的选择是否可信。
　 　 本文采用超高效液相色谱⁃紫外检测法建立了

发酵虫草菌粉和市面上 ３ 种胶囊产品的指纹图谱，
测定了其中 ９ 种核苷类成分的含量。 通过化学模式

识别对指纹图谱进行评价，并结合统计学提供了一

种新的分析、验证指标性成分的方法，为发酵虫草菌

粉和产品的质控指标选择提供了科学依据。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 Ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００ 超高效液相色谱系统，包括自动

进样器、在线脱气机、四元梯度泵、柱温箱和 ＵＶ 检

测器（Ｔｈｅｒｍｏ，美国）；加压溶剂萃取仪（Ｄｉｏｎｅｘ，美
国）；超声清洗仪（Ｂｒａｎｓｏｎ，美国）；十万分之一分析

天平（Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ，瑞士）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ Ｄｉｒｅｃｔ 一体

化超纯水机（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，德国）。
　 　 对照品尿嘧啶（ｕｒａｃｉｌ）、胞苷（ｃｙｔｉｄｉｎｅ）、鸟嘌

呤（ｇｕａｎｉｎｅ）、胸苷（ ｔｈｙｍｉｄｉｎｅ）、尿苷（ｕｒｉｄｉｎｅ）、腺
嘌呤（ａｄｅｎｉｎｅ）、肌苷（ ｉｎｏｓｉｎｅ）（纯度≥９９％， Ｓｉｇｍａ⁃
Ａｌｄｒｉｃｈ，美国），鸟苷 （ ｇｕａｎｏｓｉｎｅ）、腺苷 （ ａｄｅｎｏ⁃
ｓｉｎｅ）（纯度≥９８％， 北京索莱宝有限科技公司），甲
醇（色谱纯，Ｍｅｒｃｋ，德国）。
　 　 发酵虫草菌粉原料 １０ 批（依次标记为 Ｓ１ ～
Ｓ１０），心肝宝胶囊 ３ 批（批号：１８１９０４０１、１８２００４０２、
１８２００４０１，依次标记为 Ｓ１１ ～ Ｓ１３，河北长天药业有

限公司），百令胶囊 ３ 批（批号：１９１１３６６、１９０８３１８、
１９０７３３３，依次标记为 Ｓ１４ ～ Ｓ１６，杭州中美华东制药

有限 公 司 ）， 宁 心 宝 胶 囊 ３ 批 （ 批 号： ２００４０１、
２００４０２、２００１０３，依次标记为 Ｓ１７ ～ Ｓ１９，上海普康药

业有限公司），每个胶囊产品取 ２０ 粒，分别混合均

匀后作为待测样品。
１．２　 实验方法

１．２．１　 色谱条件

　 　 采用 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ 分析柱 （ １５０
ｍｍ × ４􀆰 ６ ｍｍ， ３􀆰 ５ μｍ），柱温 ２５ ℃，流速 １􀆰 ０
ｍＬ ／ ｍｉｎ，流动相甲醇（Ａ）和水（Ｂ）。 梯度洗脱程

序：０～８􀆰 ０ ｍｉｎ， ０％ Ａ； ８􀆰 ０～８􀆰 ５ ｍｉｎ， ０％ Ａ～５％ Ａ；
８􀆰 ５ ～ ２０􀆰 ０ ｍｉｎ， ５％ Ａ ～ ２５％ Ａ； ２０􀆰 ０ ～ ２２􀆰 ０ ｍｉｎ；
２５％ Ａ～１００％ Ａ。 进样量 ５ μＬ，检测波长 ２６０ ｎｍ。
１．２．２　 对照品溶液制备

　 　 分别称取对照品适量，精密称定，加水溶解制成

质量浓度为 １０􀆰 ７ ｍｇ ／ Ｌ 尿嘧啶、３􀆰 ８ ｍｇ ／ Ｌ 胞苷、

１０􀆰 ４ ｍｇ ／ Ｌ 鸟嘌呤、５１􀆰 ８ ｍｇ ／ Ｌ 尿苷、１０􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ 腺

嘌呤、２􀆰 １ ｍｇ ／ Ｌ 肌苷、４０􀆰 ６ ｍｇ ／ Ｌ 鸟苷、３􀆰 ７ ｍｇ ／ Ｌ
胸苷、５０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ 腺苷的对照品溶液。
１．２．３　 供试品溶液制备

　 　 取样品粉末 ０􀆰 ５ ｇ，精密称定。 加入水 ２５ ｍＬ，
称量。 超声 （功率 ８８１ Ｗ，频率 ４３ ｋＨｚ） 处理 １０
ｍｉｎ，放冷，加水补足减少的质量，以 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １５ ｍｉｎ，取上清液过 ０􀆰 ４５ μｍ 滤膜待用。

２　 结果与讨论

２．１　 样品提取方法的考察

　 　 分别采用超声辅助提取法和加压溶剂萃取法提

取发酵虫草菌粉样品，在优化条件下，两种提取方法

得到的 ９ 种核苷含量无显著差异（见图 １ａ）。 由于

超声辅助提取样品的操作更为简单，且超声提取仪

器更常见［１５］，因此选择超声辅助提取作为样品的提

取方法。 同时实验对超声提取时间进行了考察

（１０、２０、３０、４０ ｍｉｎ），结果显示，不同超声提取时间

得到的核苷含量无显著差异（见图 １ｂ）。 因此选择

室温下超声辅助提取 １０ ｍｉｎ 作为样品的提取条件，
并以此条件提取全部样品。

图 １　 不同（ａ）提取方法和（ｂ）超声提取时间对样品中
核苷峰面积的影响

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ （ａ） ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ
ａｎｄ （ｂ） ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｐｅａｋ ａｒｅａｓ
ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ

　

２．２　 方法学考察

　 　 分别精密吸取适量对照品溶液，加水稀释成 ５
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　 第 ９ 期 曹　 稳，等：发酵虫草菌粉及产品指纹图谱建立及多指标成分分析

个不同浓度的对照品溶液，按 １􀆰 ２􀆰 １ 节方法进样测

定，以峰面积（Ｙ）对对照品质量浓度（Ｘ， ｍｇ ／ Ｌ）进
行线性回归。 ９ 个组分在各自的范围内线性关系良

好，回归系数（Ｒ２）均不小于 ０􀆰 ９９９（见表 １）。
表 １　 ９ 个核苷成分的回归方程、线性范围、相关系数
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ，

ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （Ｒ２ ） ｏｆ ｔｈｅ
ｎｉｎｅ ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

　

Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ
Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／

（ｍｇ ／ Ｌ） Ｒ２

Ｕｒａｃｉｌ Ｙ＝ ０．２４７２Ｘ＋０．００７５ ２．１－３２．１ １．００００
Ｃｙｔｉｄｉｎｅ Ｙ＝ ０．１０４１Ｘ＋０．００１０ ０．８－１１．５ １．００００
Ｇｕａｎｉｎｅ Ｙ＝ ０．１８８１Ｘ－０．０４８４ ２．１－３１．２ ０．９９９９
Ｕｒｉｄｉｎｅ Ｙ＝ ０．１３８３Ｘ＋０．０３３７ １０．４－１５５．４ １．００００
Ａｄｅｎｉｎｅ Ｙ＝ ０．３０５２Ｘ＋０．０６４４ ２．０－３０．４ ０．９９９８
Ｉｎｏｓｉｎｅ Ｙ＝ ０．１０７１Ｘ＋０．０００２ ０．４－６．３ １．００００
Ｇｕａｎｏｓｉｎｅ Ｙ＝ ０．１３３７Ｘ＋０．０２８７ ８．１－１２１．９ ０．９９９７
Ｔｈｙｍｉｄｉｎｅ Ｙ＝ ０．１３２４Ｘ＋０．００１２ ０．７－１１．０ ０．９９９９
Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ Ｙ＝ ０．１８４２Ｘ＋０．０５２５ １０．１－１５１．５ １．００００
Ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ； Ｘ： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ｍｇ ／ Ｌ．

　 　 取混合对照品溶液连续进样 ６ 次，测定检测系

统精密度；取发酵虫草菌粉 １ 号样品，按 １􀆰 ２􀆰 ３ 节方

法平行制备供试品溶液 ６ 份，进样测定重复性；分别

在供试品溶液制备后 ０、４、８、１２ 和 ２４ ｈ 进样，测定

样品稳定性；精密度试验、重复性试验、稳定性试验

中 ９ 个组分相对保留时间的 ＲＳＤ 均小于 １􀆰 ０％，相
对峰面积的 ＲＳＤ 均小于 ３􀆰 ０％，表明仪器的精密度、
方法的重复性、样品的稳定性良好。
　 　 取发酵虫草菌粉样品 ６ 份，分别精密加入与样

品等量的肌苷、胞苷、胸苷、尿嘧啶、鸟嘌呤、腺嘌呤、
鸟苷、尿苷、腺苷对照品，按优化的超声提取法处理，
进样测定，计算回收率。 各核苷组分的平均回收率

为 ９５􀆰 ６％ ～１０１􀆰 ２％，表明方法的准确度良好。
２．３　 含量测定

　 　 将 １９ 批发酵虫草菌粉及产品分别按 １􀆰 ２􀆰 ３ 节

方法制备供试品溶液，按 １􀆰 ２􀆰 １ 节的色谱条件分别

进样测定，其中 ９ 种混合标准品溶液的色谱图见图

２ａ， １ 号样品的色谱图见图 ２ｂ。 依据保留时间鉴定

样品中各核苷成分，并记录 ２６０ ｎｍ 波长下各成分

的色谱峰面积。 按外标一点法分别计算各组分的含

量，结果见附表 １（详见 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｈｒｏｍ⁃Ｃｈｉｎａ．
ｃｏｍ）。 不同产品中各核苷成分的含量区别较大，但
尿苷、鸟苷、腺苷的含量均比较高。
２．４　 指纹图谱的建立

　 　 将 １９ 批发酵虫草菌粉及产品的色谱图导入至

图 ２　 （ａ）混合对照品溶液及（ｂ）１ 号发酵虫草菌粉

样品的指纹图谱

Ｆｉｇ． ２　 Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｏｆ （ａ） ｔｈｅ ｍｉｘｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ
（ｂ） Ｎｏ． １ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｐｏｗｄｅｒ ｓａｍｐｌｅ

　

　 １． ｕｒａｃｉｌ； ２． ｃｙｔｉｄｉｎｅ； ３． ｇｕａｎｉｎｅ； ４． ｕｒｉｄｉｎｅ； ５． ａｄｅｎｉｎｅ； ６．
ｉｎｏｓｉｎｅ； ７． ｇｕａｎｏｓｉｎｅ； ８． ｔｈｙｍｉｄｉｎｅ； ９． ａｄｅｎｏｓｉｎｅ．

“中药色谱指纹图谱相似度评价系统 （２０１２􀆰 １ 版

本）”软件进行处理，生成对照指纹图谱（Ｒ）和样品

的指纹图谱（见图 ３）。 １９ 批发酵虫草菌粉样品的

色谱图中共识别出 １６ 个主要的共有特征峰，根据对

照品将 ９ 个共有峰分别鉴定为尿嘧啶、鸟嘌呤、尿
苷、胸腺嘧啶、腺嘌呤、肌苷、鸟苷、胸苷、腺苷，样品

的各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ 均小于 １􀆰 ０％，共有

指纹峰的峰面积百分比大于 ９９％。

图 ３　 发酵虫草菌粉样品及产品的指纹图谱

Ｆｉｇ． ３　 Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｐｏｗｄｅｒ
ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

　 Ｒ： ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ； Ｓ１－Ｓ１０： ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｐｏｗ⁃
ｄｅｒ； Ｓ１１－Ｓ１３： Ｘｉｎｇａｎｂａｏ ｃａｐｓｕｌｅ； Ｓ１４－Ｓ１６： Ｂａｉｌｉｎｇ ｃａｐｓｕｌｅ；
Ｓ１７－Ｓ１９： Ｎｉｎｇｘｉｎｂａｏ ｃａｐｓｕｌｅ．
　 Ｐｅａｋｓ １－９ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｔｈａｔ ｉｎ Ｆｉｇ． ２．
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２．５　 指纹图谱评价

２．５．１　 指纹图谱的相似度评价

　 　 采用 “中药色谱指纹图谱相似度评价系统

（２０１２􀆰 １ 版本）”软件，将对照图谱作为参照图谱，计
算 １９ 批发酵虫草菌粉及产品指纹图谱的相似度。
各共有峰相对保留时间 ＲＳＤ 均小于 １􀆰 ０％， １９ 批样

品的相似度均大于 ０􀆰 ９，相似度结果见表 ２。 要进一

步分析其中的代表性成分，须进行化学模式识别。
表 ２　 １９ 批发酵虫草菌粉样品及产品的相似度

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ １９ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ
Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｐｏｗｄｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

Ｎｏ． Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ Ｎｏ． Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ Ｎｏ． Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ
Ｓ１ ０．９８６ Ｓ８ ０．９７９ Ｓ１５ ０．９５６
Ｓ２ ０．９９３ Ｓ９ ０．９７７ Ｓ１６ ０．９７４
Ｓ３ ０．９８８ Ｓ１０ ０．９８３ Ｓ１７ ０．９０３
Ｓ４ ０．９９５ Ｓ１１ ０．９８８ Ｓ１８ ０．９０３
Ｓ５ ０．９９１ Ｓ１２ ０．９８５ Ｓ１９ ０．９４８
Ｓ６ ０．９８２ Ｓ１３ ０．９８２
Ｓ７ ０．９８２ Ｓ１４ ０．９７４

２．５．２　 主成分分析

　 　 采用 ＭＡＴＬＡＢ 软件，将共有峰的峰面积数据作

为变量，分别对发酵虫草菌粉和 ３ 种产品各自进行

主成分分析，并计算每个成分的权重值。 权重值代

表该成分峰对主成分的贡献，权重值越高，对主成分

贡献越大，将权重值大于 ０􀆰 １ 的成分作为样品的指

标性成分。 经分析，各样品中指标性成分如下：发酵

虫草菌粉原料中的尿苷（０􀆰 ２４）、鸟苷（０􀆰 １４）、腺苷

（０􀆰 １４）、尿嘧啶（０􀆰 １０）；心肝宝胶囊样品中的腺苷

（０􀆰 ２０）、尿苷（０􀆰 １８）、鸟苷（０􀆰 １７）、尿嘧啶（０􀆰 １２）；
百令胶囊样品中的尿嘧啶（０􀆰 １９）、鸟苷（０􀆰 １８）、腺
嘌呤（０􀆰 １６）、腺苷（０􀆰 １４）、尿苷（０􀆰 １０）；宁心宝胶囊

样品中的尿嘧啶 （ ０􀆰 ２２）、 腺苷 （ ０􀆰 ２１）、 腺嘌呤

（０􀆰 ２０）、尿苷（０􀆰 １０）、鸟苷（０􀆰 １０）。
　 　 对 １９ 个样品同时进行主成分分析，其主成分分

析得分图显示，１９ 个样品可分为 ５ 类（见图 ４），分
别为：Ｓ１～Ｓ５、Ｓ６～Ｓ１０、Ｓ１１～Ｓ１３、Ｓ１４～ Ｓ１６ 和 Ｓ１７～
Ｓ１９。 其中 Ｓ１～Ｓ１０ 为 １０ 批发酵虫草菌粉样品，由
两种发酵工艺制得，不同工艺得到的产品质量存在

差异，因此聚为两类；Ｓ１１ ～ Ｓ１３、Ｓ１４ ～ Ｓ１６ 和 Ｓ１７ ～
Ｓ１９ 分别为心肝宝胶囊、百令胶囊、宁心宝胶囊 ３ 种

产品，来自不同厂家，其生产工艺和生产环境不同，
均会造成产品之间的差异。 而同种产品不同批次之

间的一致性较好，因此各产品单独聚为一类。 对 １９
批样品同时进行权重计算，有 ５ 个成分权重值大于

０􀆰 １，分别为：尿苷 （ ０􀆰 ２８）、鸟苷 （ ０􀆰 １４）、尿嘧啶

图 ４　 发酵虫草菌粉样品及产品的主成分分析得分图
Ｆｉｇ． ４　 Ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ

ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｐｏｗｄｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ

　

　 ＦＪ１： ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｐｏｗｄｅｒ （Ｓ１－Ｓ５）； ＦＪ２： ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ
Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｐｏｗｄｅｒ （ Ｓ６ － Ｓ１０ ）； ＸＧＢＪＮ： Ｘｉｎｇａｎｂａｏ ｃａｐｓｕｌｅ
（Ｓ１１ － Ｓ１３ ）； ＢＬＪＮ： Ｂａｉｌｉｎｇ ｃａｐｓｕｌｅ （ Ｓ１４ － Ｓ１６ ）； ＮＸＢＪＮ：
Ｎｉｎｇｘｉｎｂａｏ ｃａｐｓｕｌｅ （Ｓ１７－Ｓ１９） ．

（０􀆰 １３）、腺苷（０􀆰 １０）、腺嘌呤（０􀆰 １０），即这些成分可

以作为区别全部样品的指标成分。
２．５．３　 聚类分析

　 　 将 １９ 批样品的共有峰峰面积作为变量，导入

ＳＰＳＳ 软件中进行聚类分析，结果见图 ５ａ。 由结果

可知，１９ 批样品可聚为 ５ 类，与主成分分析结果一

致。 同时，使用主成分分析中筛选出的 ５ 个指标成

分对 １９ 批样品进行聚类分析，得到的结果如图 ５ｂ，
与使用全部共有峰进行聚类分析的结果一致，说明

仅使用这 ５ 种指标成分就可以实现对不同的发酵虫

草菌粉和产品的区分。

图 ５　 发酵虫草菌粉样品及产品的（ａ）共有峰及（ｂ）指标
成分的聚类分析树状图

Ｆｉｇ． ５　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｓ ｆｏｒ （ａ） ｃｏｍｍｏｎ
ｐｅａｋｓ ａｎｄ （ｂ） ｉｎｄｅｘ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔｅｄ
Ｃｏｒｄｙｃｅｐｓ ｐｏｗｄｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
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３　 结论

　 　 本文建立了一种发酵虫草菌粉原料和市场上 ３
种主要产品的指纹图谱，得到了 １６ 个共有峰，测定

了其中 ９ 个核苷的含量，并结合统计学方法分析得

到了指标性成分，分别为尿苷、鸟苷、腺苷、腺嘌呤、
尿嘧啶。 以上结果表明，该方法可以定量分析发酵

虫草菌粉中多种核苷成分。 同时，利用液相色谱指

纹图谱结合化学模式识别，可以分析与评价发酵虫

草菌粉及产品中的指标性成分，为其质量控制提供

简单、可靠的方法。 将该分析方法进一步扩展，可以

为其他中药指纹图谱的建立、指标成分的分析提供

参考，为中药质量评价提供实验依据。
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