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不同采收时期雪峰虫草中腺苷含量的动态变化
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［摘要］　目的：通过研究不同采收期雪峰虫草腺苷含量的动态变化，为确定雪峰虫草的最佳采收期提供科学依
据。方法：采用高效液相色谱法，以Ｃ１８柱，磷酸盐缓冲液（ＰＨ６５）甲醇（８５∶１５）为流动相；在２６０ｎｍ波长处测定
不同采收期雪峰虫草中腺苷的含量。结果：不同时期采收的雪峰虫草中腺苷含量存在差异，以８～１２月份较高。结
论：确定８～１２月为雪峰虫草的最佳采收期。
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雪峰虫草为线虫草菌科真菌雪峰虫草菌

ＯｐｈｉｏｃｏｒｄｙｃｅｐｓｘｕｅｆｅｎｇｅｎｓｉｓＴＣＷｅｎ，ＲＣＺｈｕ，Ｊ．Ｃ．
Ｋａｎｇ＆ＫＤＨｙｄｅ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，为线虫草菌科线虫草

菌属的一个新种［１］，首次发现于湖南省洞口县雪峰

山，经鉴定是目前同属真菌中与冬虫夏草亲缘关系

最近的一个种［１］，具有补肺益肾、止咳化痰的功效，

主治肾虚精亏、阳痿遗精、腰膝酸痛、久咳虚喘等

症，主要功效成分有腺苷、虫草素、Ｄ甘露醇、多
糖、氨基酸等。药理学研究表明雪峰虫草具有补肾

壮阳、止咳化痰、增强免疫功能等作用。

雪峰虫草自晚唐年间就在湖南洞口瑶族民间秘

密使用，后来广泛流传并用来防病治病，距今已有

千余年的历史。当地大多数老百姓将雪峰虫草煎煮、

炖服、泡酒服用，以提高免疫力，强身健体，防癌

治癌，普遍反映效果显著，现有市场供不应求，是

开发前景广阔的虫草类品种，本研究是为雪峰虫草

申报湖南省中药材标准进行的研究，为雪峰虫草的

产品开发奠定法定标准。

腺苷为 《中华人民共和国药典》２０１０版冬虫
夏草项下含量测定成分［２］，是冬虫夏草的主要活

性成分；文献［３７］报道虫草属真菌的活性成分之

一为腺苷，故本研究选择腺苷作为测定指标，用

ＨＰＬＣ测定雪峰虫草中腺苷在不同采收时期的含
量动态变化，为雪峰虫草最佳采收期的确定提供

科学依据。
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１　仪器与试药

１１仪器

仪器：ＬＣ１０Ａ高效液相色谱仪（日本岛津公
司）；ＳＰＤ１０Ａ紫外检测器（日本岛津公司），Ｎ２０００
色谱工作站（浙江大学智能信息工程研究所），

ＡＥ２４０型电子分析天平（ＭＥＴＴＬＥＲ），ＨＸ０６超声波
清洗器（武汉恒信世纪科技有限公司）。

１２试剂与药品

腺苷对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

１１０８７９２００２０２）；双重蒸馏水；甲醇为色谱纯；其
余化学试剂均为分析纯。

１３样品

２４批次样品均采集于洞口县，由洞口县老年科
技工作者协会、洞口县富康生物科技有限责任公司

提供（见表１）。

表１　雪峰虫草采集信息表
样品编号 采集月份 采集地点

Ｓ１，Ｓ′１ ０１ 洞口县山门镇里仁村洞门口

Ｓ２，Ｓ′２ ０２ 洞口县山门镇里仁村洞门口

Ｓ３，Ｓ′３ ０３ 洞口县长塘瑶族乡长塘村大岩山

Ｓ４，Ｓ′４ ０４ 洞口县石柱乡七岭村、长塘瑶族乡大公村

Ｓ５，Ｓ′５ ０５ 洞口县石柱乡七岭村、长塘瑶族乡大公村

Ｓ６，Ｓ′６ ０６ 洞口县石柱乡七岭村、长塘瑶族乡大公村

Ｓ７，Ｓ′７ ０７ 洞口县山门镇、石柱乡、月溪乡

Ｓ８，Ｓ′８ ０８ 洞口县长塘瑶族乡双峰山

Ｓ９，Ｓ′９ ０９ 洞口县古楼乡金坪村叶家冲

Ｓ１０，Ｓ′１０ １０ 洞口县古楼乡狮山村狮子山

Ｓ１１，Ｓ′１１ １１ 洞口县大屋瑶族乡和木村长蛇界

Ｓ１２，Ｓ′１２ １２ 洞口县长塘瑶族乡大公村黄毛垅

　注：“Ｓ”为２０１２年采集的样品；“Ｓ′”为２０１３年采集的样品。

２　方法与结果

２１色谱条件与系统适用性试验

ＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳ２Ｃ１８色谱柱（４６×２５０ｍｍ，５μｍ）；

流动相为磷酸盐缓冲液（ｐＨ６５）［取００１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸
二氢钠６８５ｍＬ与００１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸氢二钠３１５ｍＬ，
混合（ＰＨ６５）］甲醇（８５∶１５）；流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；
检测波长：２６０ｎｍ；柱温：３５℃。理论板数按腺苷
峰计算应不低于２０００，分离度不低于１５。

２２对照品溶液的制备

取腺苷对照品适量，精密称定，加９０％甲醇制
成每１ｍＬ含２０μｇ的溶液，即得。

２３供试品溶液制备

取本品粉末（过三号筛）约０５ｇ，精密称定，置
具塞锥形瓶中，精密加入 １５％甲醇 １０ｍＬ，密塞，
称定重量，超声处理（２５０Ｗ，４０ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，放
冷，再称定重量，用１５％甲醇补足减失的重量，摇
匀，滤过，取续滤液，即得。

２４阴性对照溶液的制备

以提取溶剂１５％甲醇作为阴性对照溶液。

２５专属性试验

精密吸取腺苷对照品溶液、阴性对照溶液及供

试品溶液各１０μＬ，注入液相色谱仪，在２１项的色
谱条件下测定其峰面积。结果显示阴性对照溶液无

干扰吸收峰。见图１、２、３。

图１　雪峰虫草对照品液相色谱图

图２　缺雪峰虫草的阴性对照液相色谱图

２６线性关系考察

精密吸取腺苷对照品溶液（２１２μｇ·ｍＬ－１）２、４、
６、８、１０μＬ注入高效液相色谱仪，在２１项的色谱
条件下测定其峰面积。以腺苷量为横坐标，峰面积为

纵坐标，绘制标准曲线（见图４），并进行线性回归。

·１８１１·
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图３　雪峰虫草供试品液相色谱图

结果腺苷在４２４～２１２ｎｇ范围内线性关系良好，回归
方程为Ｙ＝２０２３９Ｘ－２４５１９（ｒ２＝０９９９９）。

图４　腺苷对照品标准曲线图

２７精密度试验

精密吸取雪峰虫草（编号：Ｓ４）制成的供试品溶
液１０μＬ，在２１项的色谱条件下连续进样６针，记
录色谱峰面积。结果腺苷峰面积的 ＲＳＤ１１２％，表
明精密度良好。

２８稳定性考察

取雪峰虫草（编号：Ｓ４）制成供试品溶液，在
２１项的色谱条件下分别放置０、２、４、６、８、１０、
１２ｈ各进样１０μＬ，记录色谱峰面积。结果腺苷峰
面积的ＲＳＤ为１８８％，表明供试溶液在１２ｈ内稳定
性良好。

２９重复性试验

取同一批号（编号：Ｓ４）的雪峰虫草样品平行制
备供试品溶液６份，在２１项的色谱条件下进样１０
μＬ，记录色谱峰的峰面积，计算含量。结果腺苷的
平均含量为 ００３１％，ＲＳＤ为 ２６６％，表明重复性
良好。

２１０回收率试验

精密称取己知腺苷含量的雪峰虫草（编号：Ｓ４）

样品６份，每份精密加入腺苷对照品适量，按供试
品溶液的制备方法制备加样回收供试品溶液，分别

精密吸取对照品溶液和供试品溶液各１０μＬ，注入液
相色谱仪，在２１项的色谱条件下测定，记录峰面
积，计算腺苷的加样回收率。结果腺苷的平均回收

率为９７０９％，ＲＳＤ为１１４％。

２１１不同采收期雪峰虫草样品腺苷的含量测定

取各批次雪峰虫草粉末０５ｇ，精密称定，按供
试品溶液制备项下方法制备样品溶液，精密吸取对

照品溶液及供试品溶液各１０μＬ，注入液相色谱仪，
结果见表２。

表２　不同采收期雪峰虫草样品腺苷的含量测定
样品编号 腺苷含量（％） 样品编号 腺苷含量（％）

Ｓ１ ００２２ Ｓ′１ ００１６

Ｓ２ ００２５ Ｓ′２ ００１８

Ｓ３ ００２７ Ｓ′３ ００１８

Ｓ４ ００２３ Ｓ′４ ００２０

Ｓ５ ０００８６ Ｓ′５ ００１７

Ｓ６ ０００８４ Ｓ′６ ００１７

Ｓ７ ０００８２ Ｓ′７ ００１８

Ｓ８ ００３０ Ｓ′８ ００２２

Ｓ９ ００３１ Ｓ′９ ００３９

Ｓ１０ ００３３ Ｓ′１０ ００２１

Ｓ１１ ００３１ Ｓ′１１ ００２０

Ｓ１２ ００３７ Ｓ′１２ ００２８

２１２结果分析

通过对不同时间采集的雪峰虫草样品进行腺苷

含量测定，以月份为横坐标，腺苷含量为纵坐标，

绘制腺苷含量变化曲线图（见图５）。结果表明：从
２０１２年和２０１３年每月采集的样品来看，均以８～１２
月采集的雪峰虫草中腺苷含量较高；２０１２年５月至

图５　不同采收时期雪峰虫草腺苷含量变化曲线图

·２８１１·
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７月样品的腺苷含量显著低于其它月份采集的样品，
可能与当年该时期正处于雨水高峰期有关；结合雪

峰虫草的生长特性，确定８～１２月为雪峰虫草的最
佳采收期。

３　讨论

腺苷含量测定供试品溶液制备方法的确定，是

经不同提取方法（回流法、超声处理法）、不同提取

溶剂（水、１５％甲醇、３０％甲醇、５０％甲醇、７０％甲
醇、９０％甲醇）、不同提取时间（１５ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、
４５ｍｉｎ）的比较而拟定的，以１５％甲醇为提取溶剂，
超声处理（２５０Ｗ，４０ｋＨｚ）３０ｍｉｎ，提取最完全，所
测样品的腺苷含量最高。
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３２不同采收期对蒽醌类含量的影响

何首乌药材中蒽醌类成分包括游离型蒽醌和结

合型蒽醌，蒽醌类成分多具有抗菌、消炎、泻下等

生物活性。目前认为是何首乌药材发挥解毒、消痈、

润肠通便功效的主要活性成分，且认为结合型蒽醌

泻下通便作用强于游离型蒽醌［６］。本实验结果显示

贵州施秉县何首乌样品中结合蒽醌含量同样在９月
份达到峰值，随后呈现下降趋势。同时游离蒽醌含

量总体呈现上升趋势，其结果符合结合蒽醌转化为

游离蒽醌的论述［７］。

３３不同采收期对何首乌质量影响的综合评价

由于不同采收期何首乌样品中各化学成分的含

量变化不尽相同，所以可以用主成分分析综合评价

法对其进行综合评价，以确定何首乌的适宜采收

期［８］。以二苯乙烯苷和蒽醌类成分为指标综合评价

结果显示，９、１０月份采收何首乌较为适宜，与二
苯乙烯苷和结合蒽醌含量显示适宜采收期结果具有

一致性。分析其原因可能是在营养生长期，养分不

断积累，１１月份进入果熟期消耗大量养料所致［９］。
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