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基于核苷类成分对不同商品等级冬虫夏草的比较研究 
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摘要: 建立不同商品等级冬虫夏草指纹图谱及含量测定的方法, 对 5个产地的冬虫夏草进行比较研究, 分析

其相似度及其主要核苷 (尿苷、肌苷、鸟苷和腺苷) 的含量, 以梳理不同等级冬虫夏草的关系。采用Waters XSelect 

HSS T3 C18色谱柱 (4.6 mm × 250 mm, 5 μm); 水 (A)−乙腈 (B) 为流动相, 梯度洗脱 (0～5 min, 0 B; 5～15 min, 

0→10% B, 15～30 min, 10%→20% B; 30～33 min, 20%→50% B; 33～35 min, 50%→0 B; 35～40 min, 0 B), 流速

0.6 mL·min−1, 检测波长为 260 nm, 柱温 30 ℃, 进样量 5 μL。结果表明, 相同产地不同商品等级冬虫夏草中核苷

类成分无显著性差异, 但不同产地冬虫夏草中核苷类成分的相似度比较及含量存在较大差异, 有待收集更多数

据进一步研究。本方法为不同商品等级冬虫夏草的使用提供了科学依据, 并为其商品级别质量标准的制订提供

参考。 
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Abstract: This study was designed to  establish a method to obtain the fingerprint chromatogram for the 

quantitative determination of Cordyceps sinensis in different sizes, a comparison of Cordyceps sinensis from       
five places was made to analyze its similarity and the content of main nucleosides (uridine, inoside, guanosine 
and adenosine).  The assay was performed on a Waters XSelect HSS T3 C 18 (4.6 mm × 250 mm, 5 μm), with        
a mobile phase consisting of water (A)-acetonitrile (B) at the flow rate of 0.6 mL·min−1 (0−5 min, 0 B; 5−15 min, 
0→10% B; 15−30 min, 10%→20% B; 30−33 min, 20%→50% B; 33−35 min, 50%→0 B; 35−40 min, 0 B).  
The detection wavelength was 260 nm and the column temperature was set at 30  ℃, and the injection volume 
was 5 μL.  The results showed that there was no significant difference of the nucleosides in samples from the 
same place of the different sizes, but contents of the nucleosides variate a lot by production places.  More data 
are required for further research.  The method is proved for scientific and specific formulation of the standard in 
evaluation of circulated Cordyceps sinensis. 
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冬虫夏草 (Cordyceps sinensis) 为我国传统名贵
中药材, 具有补肾益肺、止血化痰的功效[1−3], 在我国
有着悠久的药用历史, 众多古籍中均记载冬虫夏草
对肺、肾方面的疾病有治疗作用, 公元 710 年, 《月
王药诊》首次记载冬虫夏草用于治疗肺部疾病。而现

代研究中, 由于其含有的化学成分较多, 故相应的药
理作用也很广泛, 如抗疲劳、强身延年、延缓衰老、
增强耐缺氧能力、抗肾损伤、镇静、解毒、免疫调节、

平喘及祛痰作用等[4], 但临床中仍主要用其治疗肺[5]、

肾等方面的疾病[6]。冬虫夏草为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, 主要
分布在我国青海、西藏、甘肃、云南和四川等高海拔

地区, 野生冬虫夏草含水分、粗蛋白、粗脂肪、总糖、
纤维素, 此外还含有多种氨基酸[7]、核苷类成分[8]、

麦角甾醇及其氧化物、甘露醇、硬脂酸、挥发油以及

多种矿物质元素, 活性成分主要是核苷类、色氨酸、
虫草多糖、虫草酸、甾醇类[9]物质以及一些维生素类。

冬虫夏草隶属古代九大仙草之一, 因其疗效确切, 样
品生长环境恶劣、采集有难度等因素[10], 故冬虫夏草 
的价格一直居高不下。传统市场中销售时又将其按规

格大小分为五大等级, 价格从高至低依次为王中王, 
每公斤 1 400～1 800条; 虫草王, 每公斤 2 000～2 900
条, 约每克 2～3条; 一级虫草, 每公斤 3 000～3 900
条, 每克约 3～4条; 二级虫草, 每公斤 4 000～4 900
条, 每克约 4～5条; 而每公斤 5 000条以上的都属于
三级虫草, 有了所谓的分级, 则贩售价格也相应地水
涨船高。冬虫夏草的优劣甄别一直缺少科学的方法, 
国内至今也并未出台相应的中药材商品等级质量标

准。为了避免中药材市场产生“柠檬市场效应” (柠
檬市场效应是指在信息不对称的情况下, 往往好的
商品遭受淘汰, 而劣等品会逐渐占领市场, 从而取代
好的商品, 导致市场中都是劣等品), 本研究旨从冬
虫夏草中核苷类成分入手, 对不同商品等级的冬虫
夏草进行核苷类成分[11, 12]指纹图谱的研究, 以及比
较其主要核苷的含量高低, 探索其究竟。结果表明, 
产地相同而商品等级不同的冬虫夏草中所含核苷类

成分无显著性差异, 而不同产地的相似度及主要核
苷的含量差异较大, 此研究为进一步开展不同产地
冬虫夏草的成分分析夯实了基础, 也为不同等级冬
虫夏草的合理使用提供依据, 亦可作为制订冬虫夏
草商品等级质量标准的参考。 
 

材料与方法 
实验仪器  Aglient 1260型高效液相色谱仪, Agilent 

G1315二极管阵列检测器 (DAD), QUINTIX313-1CN
型万分之一电子天平, MSE125S 型十万分之一电子
天平, KQ-300DV型超声波清洗器, Milli-Q纯水仪。 
试剂与药品  对照品尿苷 (批号 110887-200202)、

肌苷  (批号 140669-201305)、鸟苷  (批号 111977-    
201501) 和腺苷 (批号 110879-200202) 由中国食品
药品检定研究院提供, HPLC-DAD (面积归一化法) 
检测纯度均大于 98.0%。甲醇和乙腈为色谱纯 (Fisher
公司), 实验用水为超纯水。 

药材  冬虫夏草 1～5 分别依次采自于西藏自治
区林芝地区、青海省玉树州、云南省德钦县、四川省

甘孜州、甘肃省甘南州, 并按市面贩售等级区分, 见
表 1。实验样品经中国食品药品检定研究院中药民族 

 
Table 1  The information of samples  

Sample Batch No. Collection date Origin Size Specification /g/unit  Grade 

Cordyceps sinensis  1 CC1-L 2015.5.23 Linzhi, Tibet 25 pieces/7.1 g 0.28 First grade 

 CC1-M   55 pieces/12.5 g 0.23  Second grade 
 CC1-S   40 pieces/7.7 g 0.19  Third grade 

Cordyceps sinensis  2 CC2-L 2015.6.7 Yushu, QingHai 22 pieces/7.8 g 0.35  Extra-grade 

 CC2-M   46 pieces/12.9 g 0.28  First grade 

 CC2-S   32 pieces/7.9 g 0.24  Second grade 
Cordyceps sinensis  3 CC3-L 2015.6.3 Deqin, YunNan 89 pieces/23.9 g 0.27  First grade 

 CC3-M   111 pieces/23.4 g 0.21  Second grade 

 CC3-S   50 pieces/8.5 g 0.17  Third grade 

Cordyceps sinensis  4 CC4-L 2015.5.20 Ganzi, SiChun 85 pieces/23.6 g 0.28  First grade 
 CC4-M   67 pieces/14.1 g 0.21  Second grade 

 CC4-S   48 pieces/8.4 g 0.18 Third grade 

Cordyceps sinensis  5 CC5-L 2015.5.20 Gannan, GanSu 38 pieces/10.2 g 0.27 First grade 

 CC5-M   39 pieces/9.1 g 0.23 Second grade 
 CC5-S   48 pieces/8.4 g 0.18 Third grade 
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药检定所郑健研究员鉴定; 冬虫夏草鉴定为麦角菌
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。 
HPLC-DAD色谱条件  Waters XSelect HSS T3 

C18 (250 mm × 4.6 mm, 5 µm) ; 流动相 A为水溶液, B
为乙腈; 流速 0.6 mL·min−1 , 柱温 30 ℃, 进样量 5 μL, 
采用梯度洗脱程序, 0～5 min, 0 B; 5～15 min, 0～
10% B; 15～30 min, 10%～20% B; 30～33 min, 
20%～50% B; 33～35 min, 50%～0 B; 35～40 min,     
0 B); 检测波长为 260 nm。 

混合对照品溶液的制备  取尿苷、肌苷、鸟苷和
腺苷对照品适量, 精密称定, 加水制成每毫升含尿
苷、鸟苷、肌苷和腺苷分别为 500.0、490.0、475.5
和 201.5 µg的对照品储备液。分别取对照品储备液适
量, 加水制成每 1 mL含尿苷、鸟苷、肌苷和腺苷分
别为 50.00、49.00、47.55和 20.15 µg的混合对照品
溶液, 即得。 

供试品溶液的制备  取样品粉末约 0.2 g, 精密
称定, 置具塞锥形瓶中, 精密加入水 10 mL, 超声处
理 (功率 300 W, 频率 40 kHz, 20  ℃以下) 30 min, 再
称定重量, 用水补足减失的重量, 摇匀, 滤过, 取续
滤液, 即得。 

方法学考察 
专属性  分别吸取对照品溶液和供试品溶液适

量,按上述色谱条件分别进样分析,比较对照品和供试
品的色谱图。 

线性关系考察  精密吸取各对照品储备液 0.1、
0.2、0.5、1.0和 2.0 mL分别置于 5个 10 mL量瓶中, 
加水定容至刻度, 摇匀各系列浓度的混合对照品溶
液。分别精密吸取上述混合对照品溶液各 5 μL, 注入
液相色谱仪, 测定, 以各对照品质量浓度 (μg·mL−1) 
为横坐标, 以峰面积为纵坐标, 绘制标准曲线。 

精密度  精密吸取同一混合对照品溶液 5 μL, 
按上述色谱条件当日连续进样测定 6次和连续进样 3
天, 每天 2 次, 记录各成分保留时间和色谱峰面积。
分别计算 RSD值, 即为日内精密度和日间精密度。 

重复性  精密吸取 CC1-L 6份, 约 0.2 g, 精密称
定, 按供试品溶液制备方法, 平行制备 6 份, 分别进
样分析, 记录色谱图。 

稳定性  精密吸取 CC1-L 供试品溶液, 分别于
0、2、4、8、12、16 和 24 h进样分析, 记录色谱图
包括各成分的保留时间和色谱峰面积, 计算 RSD值。 

加样回收率  取已知含量的CC1-L粉末 6份, 每

份约 0.1 g, 置具塞锥形瓶中, 分别加入各对照品溶
液 (尿苷 200.0 μg·mL−1、肌苷 95.1 μg·mL−1、鸟苷

147.0 μg·mL−1和腺苷 60.5 μg·mL−1) 1.00 mL, 按照     
供试品溶液方法制备, 进样分析, 记录峰面积, 计算
回收率。 

指纹图谱的建立  取冬草夏草 1～5号各 3种等
级样品的粉末, 精密称定, 按供试品溶液方法制备, 
精密吸取 5 μL, 分别进样测定, 记录 40 min的 HPLC
色谱图, 转换成 AIA格式, 导入《中药色谱指纹图谱
相似度评价系统》(2012.130723 版本, 下称“指纹图
谱软件”)。 

含量测定  分别取 15 份样品, 按供试品溶液方
法制备, 进样分析, 用外标法计算样品中各成分的含
量。 

统计方法分析  应用 Excel 2010 版软件通过方
差计算进行显著性差异分析。 
 

结果 
1  方法学考察 
1.1  方法专属性   供试品 HPLC 色谱图中指标成
分与其他成分的色谱峰均分离良好, 且与对照品保
留时间一致 (尿苷、肌苷、鸟苷及腺苷对照品的保留
时间分别为 16.963、18.952、19.231和 22.170 min), 表
明该方法具有良好的专属性。HPLC色谱图见图 1。 
1.2  线性关系和定量限  结果如表 2所示, 各成分的
r均大于 0.99, 表明各成分在线性范围内线性良好。 
 
Table 2  Regression equations of reference substance  

Reference  
substance 

 Regression  
equation 

Linearity range/ 
μg·mL−1 

r 

Uridine Y = 130.1 X + 2.8 5.00−100.0 0.999 9 

Inosine Y = 88.8 X + 0.9 4.900−98.0 0.999 9 

Guanosine Y = 121.7 X + 2.3 4.755−95.1 0.999 9 

Adenosine Y = 150.7 X + 3.1 2.015−40.3 0.999 9 

 
1.3  精密度  结果显示尿苷、肌苷、鸟苷和腺苷峰面
积日内精密度的的 RSD分别为 0.56%、0.44%、0.35%  

和 0.58% (n = 6), 日间精密度的 RSD分别为 0.88%、
1.01%、0.77%  和 0.95%。 
1.4  重复性  结果各特征峰的相对保留时间的RSD < 

1%, 单峰面积占总峰面积大于 2%  的特征峰的相对

峰面积 RSD < 2%, 采用指纹图谱软件进行评价, 相
似度为 0.99; 各份供试品溶液的尿苷、肌苷、鸟苷和
腺苷的测定结果 RSD (n = 6) 分别为 0.91%、0.88%、
0.97%  和 1.02%, RSD均  < 2%, 结果表明重复性良好。 
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Figure 1  HPLC chromatograms of mixed reference substances 
(A), first grade (B), second (C) and third (D) of Cordyceps sinensis .  
4: Uridine; 6: Inosine; 7: Guanosine; 11: Adenosine 
 
1.5  稳定性  在室温下自然放置 24 h, 测得 4 个成
分峰面积的 RSD 分别为 1.13%、1.39%、0.89%  和

1.07% (n = 7), 各特征峰的相对保留时间的RSD < 1%, 
单峰面积占总峰面积大于 2%  的特征峰的相对峰面积

RSD < 2%, 采用指纹图谱软件进行评价, 相似度为
0.99, 表明供试品溶液在 24 h内稳定性良好。 
1.6  加样回收率  结果尿苷、肌苷、鸟苷和腺苷平
均加样回收率 (n = 6) 分别为 100.6%、101.5%、100.3% 

和 101.6%, RSD分别为 1.35%、1.58%、1.05%和 1.78% 
(n = 6), 表明所建立的方法的准确度良好。 
2  指纹图谱的建立及相似度分析 

根据 5个产地 3个等级共计 15 份样品的指纹图
谱, 生成共同对照图谱, 并一共标定 12个特征峰, 经
过与对照品比对, 可知 4号峰为尿苷、6号峰为肌苷、
7 号峰为鸟苷、11 号峰为腺苷; 经文献分析[8, 12]及对

照品定位得知: 1号峰为胞嘧啶、2号峰为次黄嘌呤、

3号峰为黄嘌呤、5号峰为 2'-去氧尿苷、8号峰为 2'-
脱氧肌苷、9 号峰为 2'-脱氧鸟苷、10 号峰为胸苷、
12号峰为 2'-脱氧腺苷、13号峰为色氨酸, 见图 2; 并
以此对照图谱为参照图谱计算该产地的相似度, 结
果见表 3, 由相似度结果来看, 相同产地不同等级的
冬虫夏草在核苷类成分上的表达均在 0.991 以上, 并
无显著性差异 , 但不同产地的相似度则从 0.778～
0.860 不等, 差异显著, 可为进一步制订商品等级质
量标准提供参考。 
 

 
Figure 2  HPLC chromatograms of 15 samples (A) and reference 
specific chromatogram of Cordyceps sinensis  (B).  Peak 1: Uracil; 
2: Hypoxanthine; 3: Xanthine; 4: Uridine; 5: 2'-Deoxyuridine;       
6: Inosine; 7: Guanosine; 8: 2'-Deoxyinosine; 9: 2'-Deoxyguanosine; 
10: Thymidine; 11: Adenosine; 12: 2'-Deoxyadenosine; 13: 
Tryptophan 
 
3  含量测定 

15 批次不同商品规格大小冬虫夏草含量测定结
果见表 4。 
4  统计方法分析 

采用 Excel 2010 版软件处理 15 份冬虫夏草的      
4种主要核苷 (尿苷、肌苷、鸟苷和腺苷) 的含量, 通
过方差进行显著性分析并制作折线图, 5 批次样品三
组样本之间分布均匀, P > 0.05, 结果显示同一产地不
同商品等级之间 4 种主要核苷含量无显著性差异,见
图 3; 但不同产地冬虫夏草的含量差异明显, 结果见
图 4, 可为进一步研究提供依据。 
 

讨论 
冬虫夏草服用时多以水煮[13]或者清洗后直接嚼

服, 入药时通常以粉末入药, 而核苷类成分极性大、易 
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Table 3  Similarity of specific chromatograms of Cordyceps sinensis   

 CC1-S CC1-M CC1-L CC2-S CC2-M CC2-L CC3-S CC3-M CC3-L CC4-S CC4-M CC4-L CC5-S CC5-M 

CC1-S               

CC1-M 0.996              

CC1-L 0.997 0.999             

CC2-S 0.946 0.923 0.933            

CC2-M 0.971 0.954 0.961 0.992           

CC2-L 0.971 0.954 0.961 0.992 0.993          

CC3-S 0.907 0.935 0.929 0.794 0.837 0.837         

CC3-M 0.907 0.935 0.929 0.794 0.837 0.837 0.994        

CC3-L 0.907 0.935 0.929 0.794 0.837 0.837 0.998 0.996       

CC4-S 0.844 0.860 0.858 0.778 0.805 0.805 0.874 0.874 0.874      

CC4-M 0.844 0.860 0.858 0.778 0.805 0.805 0.874 0.874 0.874 0.996     

CC4-L 0.844 0.860 0.858 0.778 0.805 0.805 0.874 0.874 0.874 0.997 0.988    

CC5-S 0.993 0.996 0.997 0.946 0.971 0.971 0.907 0.907 0.907 0.844 0.844 0.844   

CC5-M 0.996 0.997 0.999 0.923 0.954 0.954 0.935 0.935 0.935 0.860 0.860 0.860 0.996  

CC5-L 0.997 0.999 0.993 0.933 0.961 0.961 0.929 0.929 0.929 0.858 0.858 0.858 0.997 0.999 

 
Table 4  Contents of four nucleosides of Cordyceps sinensis  (n = 2) 

Sample Batch No. Uridine/% Inosine/% Guanosine/% Adenosine/% 

Cordyceps sinensis  1 CC1-L 0.204 0.101 0.146 0.055 

 CC1-M 0.196 0.095 0.141 0.055 

 CC1-S 0.198 0.097 0.150 0.055 

Cordyceps sinensis  2 CC2-L 0.205 0.111 0.148 0.055 

 CC2-M 0.201 0.103 0.144 0.052 

 CC2-S 0.200 0.104 0.146 0.058 

Cordyceps sinensis  3 CC3-L 0.175 0.068 0.154 0.083 

 CC3-M 0.172 0.069 0.155 0.080 

 CC3-S 0.170 0.068 0.155 0.079 

Cordyceps sinensis  4 CC4-L 0.162 0.065 0.184 0.038 

 CC4-M 0.167 0.066 0.182 0.026 

 CC4-S 0.161 0.064 0.183 0.032 

Cordyceps sinensis 5 CC5-L 0.130 0.125 0.102 0.030 

 CC5-M 0.129 0.123 0.101 0.031 

 CC5-S 0.133 0.122 0.108 0.030 

 

 
Figure 3  Variance analysis of four main nucleosides in Cordyceps 
sinensis with the different sizes from the same areas 
 

 
Figure 4  The contents of four main nucleosides in Cordyceps 
sinensis from the different areas 

 
溶于水, 故本实验选择以纯水[14]为溶剂制备供试品溶

液, 科学无毒环保。由于部分核苷类成分热稳定性[15, 16]

差, 超声提取时加冰块控制超声温度小于 35 ℃以避

免核苷分解。 
核苷类成分容易在亲水型极性柱[17]中分离, 现

在市面上的极性柱分别有Waters XSelect HSS T3、
Waters BHE、AQ-18、HILIC等, 经实验比较, Waters 
XSelect HSS T3[18]分离好, 柱效高, 保留时间适中, 
故采取 T3 柱。流动相方面, 乙腈较甲醇的洗脱能力
强, 且几乎不与样品发生化学反应, 吸收干扰低, 故
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有机相选取乙腈, 而水相部分考察过甲酸水溶液、磷
酸水溶液以及纯水溶液, 相差不大, 而纯水安全无毒, 
故最后流动相采用乙腈−水, 简便易得, 由于冬虫夏
草中核苷类成分较多, 故且以纯水为实验梯度伊始, 
流速为 0.6 mL·min−1, 不仅节约资源并有利于核苷类
成分的有效分离[19]。 

本研究针对 5 个产地不同商品等级冬虫夏草进
行相似度比较以及其主要核苷类含量的比较, 结果
表明相同产地不同规格的冬虫夏草无显著性差异 , 
好比一颗树上的果子有的大有的小, 但营养成分基
本一致; 但不同产地冬虫夏草的指纹图谱差异较大, 
且主要核苷的含量也有差异, 犹如不同树上的果子
吸收的养分不同, 成分有区别。说明不同产地的冬虫
夏草作为商品贩售时可能有品质的差别, 与我国一
直以来所遵循的“辩形识质”、“道地药材”等评价

中药材质量的传统方法相符合, 目前并未有科学适
用的商品等级质量标准[20]出台, 本研究为中药材商
品等级质量标准的制订提供了科学依据及参考。 
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