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高效液相色谱法测定虫草胶囊中腺苷的含量 
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(1. 济南市食品药品检验检测中心, 济南  250102; 2. 中国水产科学研究院黄海水产研究所, 农业部水产品质量安全检测

与评价重点实验室, 农业部水产品质量安全风险评估实验室(青岛), 青岛  266071) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)测定虫草胶囊中腺苷的

含量。方法  样品经过研碎、超声处理、离心、过滤后上机待测。使用岛津 VP-ODS(250 mm×4.6 mm, 5 μm)

色谱柱, 以甲醇-0.04 mol/L 磷酸二氢钾(15: 85, V:V)为流动相; 流速: 1.0 mL/min; 进样量: 10 μL; 检测波长为

262 nm。结果  腺苷在 0.7~70 μg/mL 的范围内呈良好线性关系, r=0.9999, 回收率为 99.1%~99.5%, 相对标准

偏差为 0.2%~0.6%。结论  本研究建立的方法简便、快捷、准确, 可准确测定虫草胶囊中腺苷的含量。 
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Determination of content of adenosine in cordyceps capsules by high 
performance liquid chromatography 

WANG Gui-Ying1*, SUN Wei-Hong2, ZHUANG Yan1 
(1. Jinan Food and Drug Inspection Center, Jinan 250102, China; 2. Yellow Sea Fisheries Research Institute,  

Chinese Academy of Fishery Sciences; Key Laboratory of Testing and Evaluation for Aquatic Product  
Safety and Quality, Ministry of Agriculture; Laboratory of Quality & Safety Risk Assessment for  

Aquatic Products (Qingdao), Ministry of Agriculture, Qingdao 266071, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for determining the content of adenosine in cordyceps capsules by 

high performance liquid chromatography (HPLC). Methods  After crushing, ultrasonic treatment, centrifugation and 

filtration, samples were detected by HPLC. The C18 column (4.6 mm×250 mm, 5 μm) was used and methanol-   

0.04 mol/L potassium dihydrogen phosphate solution (15:85, V:V) was used as the mobile phase. The flow rate was     

1.0 mL/min and sampling amount was 10 μL. The detection wavelength was 262 nm. Results  The calibration curve 

was linear in the range of 0.7-70 μg/mL for adenosine. The average recovery were 99.1%-99.5% and relative standard 

deviations (RSD) were 0.2%-0.6%. Conclusion  The established method is simple, rapid and accurate, which can be 

used for the quality control of adenosine in cordyceps capsules. 
KEY WORDS: high performance liquid chromatography; cordyceps capsules; adenosine 

 
 
 

1  引  言 

冬虫夏草是麦角菌科真菌冬虫夏草菌 (Cordyceps 
sinensis (BerK.) Sacc.)寄生在蝙蝠蛾科昆虫幼虫上的子座 

和幼虫尸体的干燥复合体, 其性甘味平, 功能为补肾益肺, 

止血化痰, 主治肾虚精亏, 阳痿遗精, 腰滕酸痛, 久咳虚

喘, 劳嗽咯血[1]。由于冬虫夏草天然资源数量极少, 目前市

场上多为蛹虫草。蛹虫草主要是寄生鳞翅目昆虫的蛹, 与 
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冬虫夏草菌相比, 生长较快, 容易人工培养产生子实体, 
因此, 人们常把蛹虫草作为冬虫夏草的替代品进行开发利

用。两者都具有重要的药用价值, 成为近年来研究的热   
点[2]。虫草胶囊是将蛹虫草萃取物与辅料经特定工艺制成

的保健食品, 腺苷是虫草及其制品中重要的活性成分[3]。 
腺苷(adenosine), 全称腺嘌呤核苷, 结构由腺嘌呤的

N-9 与 D-核糖的 C-1 通过 β 糖苷键连接而成[4]。腺苷具有

改善心脑血液循环[5]、抑制神经系统[6]、抗辐射[7]、保护心

脏[8]等生理功能。腺苷测定的常用方法为薄层色谱法[9]、

毛细管电泳法[10]和液相色谱法[11], 其中液相色谱法的分离

度好, 杂质干扰少, 定量准确, 是公认的标准方法。众多学

者对虫草制品中腺苷含量测定进行了探索和研究 [12,13], 
《保健食品检验与评价技术规范》中腺苷含量的测定方法

就是液相色谱法[14], 但是以上方法专属性较差, 不适用于

基质复杂的虫草胶囊的检测, 十分必要建立能够用于检测

虫草制品中腺苷含量的方法。 
本研究通过优化提取条件, 提高方法的提取效率, 并

优化色谱条件, 建立一种能用于虫草胶囊中腺苷含量的高

效液相色谱(high performance liquid chromatography, HPLC)
检测方法, 为虫草胶囊质量控制方法提供科学依据。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

腺苷标准品(批号: 33620050, 纯度 99.9%, 上海安谱

实验科技股份有限公司); 甲醇、乙醇、磷酸二氢钾(色谱纯, 
德国默克公司); 超纯水(18.2 MΩ·cm)。 

虫草胶囊由光晟生物科技股份有限公司提供。 

2.2  仪器与设备 

Agilent 1100 高效液相色谱仪(配紫外检测器, 美国安

捷伦仪器有限公司); KQ-300 E 超声波清洗机(昆山超声仪

器有限公司); CR22G 高速冷冻离心机(日本 Hitachi 公司); 
ME5 BT125D 电子天平(0.01 mg, 德国赛多利斯); Milli-Q
超纯水制备仪(美国 Millipore 公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  样品前处理 

取 20 粒供试品, 内容物研细, 精确称量 1.500 g, 用水

定容到 25 mL 量瓶中, 超声处理(功率 250 W, 频率 33 kHz) 
15 min, 放冷、摇匀, 10000 r/min 离心 2 min, 上清液以  
0.45 μm 微孔滤膜过滤, 上机测定。 
2.3.2  色谱条件 

色谱柱: 岛津 VP-ODS C18 色谱柱(250 mm×4.6 mm,  
5 µm); 流动相: 甲醇-0.04 mol/L 磷酸二氢钾(15:85, V:V), 
流速: 1.0 mL/min; 柱温: 30 ℃; 检测波长: 262 nm; 进样量: 
10 μL; 检测器为紫外 UV 检测器。 

2.3.3  标准品溶液的制备 
取腺苷标准品适量, 精密称定, 加水制成每 1 mL 含

14 μg 的溶液, 过滤即得。 
2.3.4  系统适应性试验  

分别精密吸取标准品溶液、供试品溶液各 10 μL 注入

色谱仪进行分析, 记录色谱图。理论板数按腺苷峰计算大

于 5000, 色谱分离度大于 2.0。 

3  结果与分析 

3.1  色谱条件的选择 

通过对腺苷水提取液在 200~300 nm 波长范围内进行

紫外吸收扫描, 结果表明腺苷在 262 nm 处有最大吸收峰, 
故本法选用 262 nm 为检测波长。在流动相的选择上, 考察

甲醇分别与浓度为 0.01、0.02、0.03、0.04 mol/L 的磷酸二

氢钾溶液不同配比(5:95、10:90、15:85、20:80, V:V)作为流

动相, 发现甲醇-0.04 mol/L 磷酸二氢钾(15:85, V:V)为流动

相时腺苷色谱峰峰形良好, 且能够与共存组分实现基线分

离(图 1), 最终选择甲醇-0.04 mol/L 磷酸二氢钾(15:85, V:V)
为流动相。 

 

 
 

图 1  优化前和优化后的色谱图 
Fig.1  Pre optimized and optimized chromatograms 

 

3.2  提取方法的考察 

3.2.1  提取溶剂的考察 

腺苷溶于甲醇、水、丙酮和乙醇等极性溶剂, 本研究

分别考察了乙醇-水(3:2, V:V)、50%甲醇溶液、流动相、水
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4 种溶剂作为提取溶剂对虫草胶囊中腺苷提取效率的影响。

乙醇-水(3:2, V:V)、50%甲醇溶液提取效果低于流动相、水; 
而流动相、水 2 种溶剂提取效率相当。考虑到实验的安全、

无污染, 最终选择水作为提取溶剂。 
3.2.2  提取方法的考察 

研究比较了回流法、振荡法、热水浴法和超声法对腺

苷的提取效率, 结果见表 1。由表 1 可以看出, 在样品用量、

提取时间、提取溶剂使用量都一致的情况下, 超声法的提

取效率高于其它 3 种方法, 因此采用超声提取法来提取虫

草胶囊中的腺苷。 
 

表 1  不同提取方法对提取效果的影响(n=5) 
Table 1  Effects of different extraction methods on extraction 

efficiency (n=5) 

提取方法 腺苷含量(mg/100 g) 相对标准偏差(%)

回流法 33.0 1.20 

振荡提取法 32.6 1.04 

热水浴法 37.0 0.82 

超声提取法 38.1 0.46 

 
3.2.3  提取时间的确定 

本试验设定了 5、10、15、20、25 min 5 个不同的超

声时间处理, 每个处理重复 3 次, 结果见图 2。在 0~15 min, 
腺苷的提取率随超声时间的增加而增加, 15 min 后提取率

没有明显变化, 确定 15 min 为腺苷最佳超声提取时间。 
 

 
 

图 2  超声时间对腺苷提取率的影响(n=3) 
Fig. 2  Effect of extraction time on the yield of adenosine (n=3) 

 

3.3  线性关系和最低检出限考察  

取腺苷标准品适量, 精密称定, 置 25 mL 量瓶中, 加

入水振摇使溶解并定容至刻度, 制成浓度为 350 μg/mL 的

溶液, 作为标准储备液。准确吸取一定量的标准储备液用

水稀释制成腺苷浓度分别为 0.7、3.5、7.0、14、35、70 μg/mL
的标准使用液。分别精密吸取 10 μL 注入液相色谱仪, 记

录色谱图。以腺苷标准品峰面积和浓度进行线性回归, 计

算腺苷回归方程 Y=19.86352X1.97423, 相关系数 0.9999。

实验结果表明, 腺苷在 0.7~70 μg/mL 的进样量范围内, 样

品的浓度和峰面积间的线性关系良好。以 3 倍信噪比为最

低检出限, 腺苷的检出限为 0.02 mg/100 g。图 3 为腺苷标

准溶液和虫草胶囊样品的色谱图。 
 

 
 

图 3  腺苷标准溶液(A)和虫草胶囊样品(B)的色谱图 
Fig. 3  Chromatograms of adenosine standard solution (A) and 

cordyceps capsules (B) 
 

3.4  精密度与稳定性试验  

精密吸取线性试验中的标准品溶液 10 μL 注入液相色

谱仪, 记录色谱图。连续进样 6 次, 腺苷峰面积的相对标

准偏差为 0.46%, 实验结果表明, 仪器精密度良好。按照上

述实验方法制备供试品溶液在室温下放置, 于 0、2、4、6、

8、10、12 h 分别进样, 计算不同时间腺苷峰面积的相对标

准偏差为 0.40%, 实验结果表明, 样品溶液 12 h 稳定。 

3.5  重复性试验  

取同一批号虫草胶囊(批号: 20160114)样品 6 份, 每份

1.500 g, 按本方法操作制成供试品溶液, 精密吸取供试品

溶液 10 μL, 按 2.3.2 项下的色谱条件测定, 计算腺苷的含

量 , 相 对 标 准 偏 差 (relative standard deviation, RSD) 为

0.25%, 说明本方法的重复性良好。 

3.6  加标回收率试验  

取已知含量的同一批号供试品 6 份, 每份约 1.5 g, 精

密称定, 至 25 mL 容量瓶中, 分别精密加入一定量的腺苷
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标准品, 按本方法操作制备成供试品溶液, 按 2.3.2 项下色

谱条件测定, 计算回收率, 结果见表 2, 回收率为 99.1%~ 
99.5%, RSD 为 0.2%~0.6%, 结果表明该方法可靠、易行, 
具有良好的回收率。 
 

表 2  虫草胶囊中腺苷加标回收率及精密度测定(n=6) 
Table 2  Recoveries and relative standard deviations of 

adenosine in cordyceps capsules (n=6) 

样品

号 
样品中的

量(μg) 

理论加

标量
(μg) 

实际测得

标准品量
(μg) 

回收率
(%) 

平均回收

率(%)
相对标准

偏差(%)

1 573.1 420 417.4 99.4 

99.1 0.3 2 573.4 420 415.1 98.8 

3 573.8 420 415.8 99.0 

4 573.1 525 523.1 99.6 

99.5 0.6 5 573.4 525 525.2 100.0 

6 573.5 525 519.3 98.9 

7 573.4 700 696.4 99.5 

99.4 0.2 8 573.4 700 694.1 99.2 

9 573.5 700 695.6 99.4 

 

3.7  样品含量测定  

取 3 批虫草胶囊, 按本方法操作制备供试品溶液, 照

2.3.2 项下色谱条件进样实验, 测定结果见表 3。结果表明, 
检测值与产品的标示值的相对偏差范围为 0.3%~0.6%, 结

果准确度高, 说明本方法适合虫草胶囊中腺苷的定量分析。 
 

表 3  腺苷含量测定结果(n=3) 
Table 3  Determination of adenosine content (n=3) 

批号 腺苷含量
(mg/100 g) 

产品中腺苷

标示含量
(mg/100 g) 

检测值与标

示值的相对

偏差(%) 

20160114 38.13 

38.0 

0.3 

20160115 38.21 0.6 

20160116 38.14 0.4 

 

4  结  论 

本研究对虫草胶囊中腺苷的提取条件进行了优化 , 
即: 水作溶剂, 超声提取 15 min。采用 HPLC 测定腺苷的

含量, 以甲醇-0.04 mol/L 磷酸二氢钾(15:85, V:V)为流动相, 
流速: 1.0 mL/min, 进样量: 10 μL, 检测波长为 262 nm。腺

苷在 0.7~70 μg/mL 的范围内呈良好线性关系, r=0.9999, 平

均回收率为 99.1%~99.5%, 精密度与稳定性试验相对标准

偏差分别为 0.46%、0.40%, 重复性试验相对标准偏差为

0.25%。该方法的优点是样品前处理简单、回收率高、稳

定性好, 实现了对腺苷的准确测定, 方法高效、经济、准

确、灵敏, 适用于虫草制品中腺苷的质量控制。 
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