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定量毛细管电泳法测定虫草类保健品中的核苷及碱基类物质 *
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摘要 目的：定量毛细管电泳法因采用了定量阀进样的方式，其进样量为固定值，定量结果更加可靠，且重复性好。本文探讨了采

用定量毛细管电泳方法测定市售虫草类保健品中虫草素、腺嘌呤、尿嘧啶、腺苷、尿苷含量的可行性，优化了分析条件，并对其进

行含量测定。方法：以浓度为 40 mM、pH 9.5的硼砂为缓冲液，工作电压为 -15 kv，采用定量毛细管电泳的方测定了虫草类制品中
的核苷及碱基类物质的含量。结果：五种核苷及碱基类物质在优化的定量毛细管电泳条件下得到了良好的分离和定量结果，峰面

积 RSD值小于 1.4%，测定了其在虫草菌丝体粉末及虫草王胶囊中的含量。结论：首次利用定量毛细管电泳法对虫草类保健品中

的虫草素、腺嘌呤、尿嘧啶、腺苷、尿苷的含量进行了定量测定，不同形式虫草类保健品中核苷、碱基的种类和含量有差异。该方法

快速、准确，对虫草类保健品的质量控制有重要意义。
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Determination of Nucleoside and Base in Cordyceps
Health Products*

By using a quantitative valve to introduce sample into the capillary, the injection volume of quantitative

capillary electrophoresis (qCE) is fixed, so quantitative results are more reliable and reproducible. This article explored the feasibility of

determination of cordycepin, adenine, adenosine, uridine and uracil in cordyceps health product by quantitative capillary electrophoresis

(qCE). The content of cordycepin, adenine, adenosine, uridine and uracil in cordyceps health product was determined at 40

mM borax buffer ( pH 9.5) and separation voltage -15 kV. : The five kinds of nucleoside and base achieved a good separation, and

RSD was lower than 1.4% in terms of peak area. The concentration of these substances were determined in real samples.
Cordycepin, adenine, adenosine, uridine and uracil has been quantitative determination by qCE for the first time, the types and quantity of

nucleoside and base from different products are different. This method is rapid, accurate, and important for the quality control of
Cordyceps health products.
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前言

虫草是一类寄生于昆虫体上的真菌与其寄主昆虫形成的

虫菌复合体，是驰名中外的珍贵食用药用菌。常见的虫草有冬

虫夏草、蛹虫草、亚香棒虫草等等，其中以冬虫夏草( Cordyceps

sinensis )的利用与研究最为长久和深入[1]。冬虫夏草的生长需

要特殊的地理与气候环境，还受严格的寄生性限制。目前，野生

的冬虫夏草已处于濒危状态。由于冬虫夏草显著的药用价值,

因此人工培养的蛹虫草或以发酵生产的虫草菌丝生产的药品

和保健品就成了冬虫夏草主要的替代品。

虫草类制品主要的有效产物为核苷类物质虫草素(cordyc-

epin)、腺嘌呤(adenine)、腺苷( adenosine )、尿嘧啶(uracil)、尿苷(

uridine)等，其中腺苷已被用作冬虫夏草的质控指标。传统毛细

管电泳因其进样方式存在的天然缺陷，如采用压力进样时进样

量会受到样品黏度、外界温度等多种因素的影响，而采用电迁

移进样时进样量会因样品的电泳淌度不同而造成进样歧视并

最终使分析结果失真，上述问题使毛细管电泳法在定量分析中

的应用受到限制。而定量毛细管电泳系统[2]由于采用了具有固

定体积的定量阀进样，每次的进样量为固定值，不受外界因素

的干扰，定量结果稳定、可靠。本文建立了定量毛细管电泳系统

下同时测定虫草素、腺嘌呤、腺苷、尿嘧啶、尿苷五种核苷及碱

基的分析分离条件，并对市售的虫草类保健品进行了定量分
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析。结果显示该方法快速、准确，可用于实际样品中虫草素、腺

嘌呤、腺苷、尿嘧啶、尿苷的定量测定，为虫草类保健品的质量

控制提供了一种有效方法。

1 材料与方法

1.1 仪器与试药

毛细管电泳仪 (TriSepTM-2100, Unimicro Technologies,

Inc.)，色谱工作站(Unimicro Technologies, Inc. Pleasanton, CA,

USA)，熔融石英毛细管柱(河北永年锐沣色谱器件公司)；尿嘧

啶(美国 Sigma–Aldrich 公司)；虫草素(上海阿拉丁试剂有限

公)；腺嘌呤、腺苷、尿苷(上海伯奥生物科技有限公司)。虫草菌

丝体粉末和虫草王胶囊均为市售商品。

1.2 实验准备及样品制备

五种核苷及碱基标准溶液的配制：分别称取虫草素、腺嘌

呤、尿嘧啶、腺苷、尿苷适量，用超纯水配成 1 mg/mL的单标储

备液，4℃冰箱保存，使用时稀释至所需浓度。

供试品溶液制备：称取胶囊内容物和虫草菌丝体粉末适

量，110 ℃烘干 2 h。精密称取烘干后的虫草菌丝体粉末 1.0 g

(0.0001 g)，加入 10 mL超纯水，超声震荡提取 1 h，10000 r/min

离心 15 min，取上清液，放入 4℃冰箱备用。所有缓冲液及标准

溶液使用前均经 0.22 滋m微孔滤膜过滤，超声后使用。

2 方法与结果

2.1 定量毛细管电泳分离条件优化

2.1.1 缓冲液浓度 缓冲液浓度影响溶液的粘度系数、被分离物

的扩散系数和毛细管内表面的 灼电位，不仅会影响被测物质的
分离度和迁移时间，还会影响峰值电流。实验过程中发现随着

硼砂缓冲液浓度的增加，五种分析物的分离度、峰形也越来越

好，并在 40 mM时获得了最好的分离效果。继续增大缓冲液浓

度至 50 mM，电流接近 100 滋A，较高的电流会产生大量的焦耳

热，使得焦耳热效应更为显著，导致基线不平、分离效率下降。

故最终确定硼砂缓冲液的浓度为 40 mM。

2.1.2 缓冲液 pH 缓冲液的 pH除影响物质的带电状态外，还

影响毛细管内的电渗流，从而对物质的选择性和分离度产生影

响。结果发现，随着 pH不断增大，五种核苷及生物碱的迁移时

间不断增大，这是因为羟基的不断解离使得相对于电渗流方向

的电泳流不断增加。五种核苷及碱基类物质在 pH达到 9.0时

实现完全分离(图 1)。当 pH继续增大，电流上升，焦耳热增大，

电流也持续增加直至超过仪器量程导致基线不稳，区带展宽。

综合考虑分离度及峰形等因素，最终选择 40 mM、pH 9.5的硼

砂作为最佳缓冲液条件。

图 1 不同 pH的硼砂缓冲液对五种核苷及碱基类物质的分离电泳图

（1，虫草素；2，腺嘌呤；3，尿嘧啶；4，腺苷；5，尿苷）

Fig.1 Electropherogram of cordycepin, adenine, adenosine, uridine,

uracil at 40 mM borax buffer with different pH

(1, cordycepin; 2, adenine; 3, adenosine; 4, uridine; 5, uracil)

2.1.3 分离电压 以优化得到的 40 mM、pH 9.5 硼砂作为缓冲

液，在毛细管两端施加 -5 kV至 -25 kV的电压，发现在 -12 kV

时五种物质实现了基线分离。相对较高的分离电压会提高分离

度和缩短分析时间，但若电压太高则会使谱带变宽降低分离效

率。考虑分离度及分析时间等因素，最终确定电压为 -15kV。
2.1.4 最优条件 最终得到的经优化的毛细管电泳条件为：浓度

为 40 mM、pH 9.5的硼砂缓冲液，工作电压为 -15 kV。在此条件
下五种核苷及碱基类物质的标准品获得了良好的分离 (图 2)。

图 2 最优实验条件下五种核苷及碱基标准品的电泳图

（1，虫草素；2，腺嘌呤；3，尿嘧啶；4，腺苷；5，尿苷）

Fig.2 Electropherogram of cordycepin, adenine, adenosine, uridine,

uracil at the optimal experimental conditions

（1,ordycepin, 2,adenine 3, adenosine 4,uridine 5, uracil）

表 1五种核苷及碱基的线性关系

Table 1 Linear correlation and LOD, LOQ of cordycepin, adenine, adenosine, uridine and uracil

Compound Calibration R LOD(滋g/mL, S/N=3) LOQ(滋g/mL, S/N=10)

Cordycepin

Adenine

Uridine

Adenosine

Uracil

y=446386x-1517.8

y=208992x+633.98

y=344403x-2376.1

y=222947x+1475.5

y=390282x+2683.9

0.9967

0.9989

0.9995

0.9955

0.9974

8

5

8

5

8

20

10

15

10

20
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2.2 精密度实验

系统的精密度实验通过对虫草素、腺嘌呤、腺苷、尿嘧啶和

尿苷的标准混合液（浓度均为 20 滋g/mL）连续进样 6次所得的

结果进行分析。结果显示，五种物质迁移时间的 RSD值小于
0.8%，峰面积的 RSD值小于 1.4%，精密度良好。
2.3 线性、检测限及定量限

精密称取五种核苷及碱基，分别配制成 200 滋g/mL、150

滋g/mL、100 滋g/mL、70 滋g/mL、50 滋g/mL、30 滋g/mL、20 滋g/mL

的混合标准溶液。在每一个浓度水平下连续进样 3次，取其平
均值。在优化的毛细管电泳条件下，五种核苷及碱基类物质的

峰面积 -浓度曲线都表现出良好的线性关系。
2.4 实际样品测定

虫草菌丝体粉末和虫草王胶囊中的五种核苷及碱基类物

质在优化的电泳条件下获得了良好的分离和检测。根据实际

样品中各组分迁移时间的不同来进行定性分析。结果显示，虫

草菌丝体粉末中没有尿嘧啶和尿苷这两种核苷，而虫草王胶囊

中则不含尿苷。

取干燥后的虫草菌丝体粉末和胶囊内容物 1.0 g，按 1.2项

下方法制备测定，连续进样 3次进行分析，实验结果如下表。

图 3 不同实际样品的定量电泳图

（a：标准品，b：虫草菌丝体粉末，c：虫草王胶囊, 1，虫草素；2，腺嘌呤；

3，尿嘧啶；4，腺苷；5，尿苷）

Fig.3 Electropherogram of real samples

（a: standard sample, b: cordycepspowder, c: cordyceps capsules, 1,

cordycepin,2, adenine, 3, adenosine,4, uridine 5, uracil）

表 2 实际样品的含量分析

Table 2 Determination of real samples with qCE system

Sample
Cordycepin

(mg/g)

Adenine

(mg/g)

Uridine

(mg/g)

Adenosine

(mg/g)

Uracil

(mg/g)
RSD(%)

Cordyceps

Powder

1.19

0.86

0.78

1.93

ND

1.07

0.41

0.25

ND

ND

1.1

2.1

Note: * ND for Not Detected.

3 讨论

由于冬虫夏草药材的昂贵性以及特殊的生物活性，特别是

其在免疫调节、抗菌抗肿瘤等方面的作用[3]，使其在医药领域越

来越多的受到重视和追捧，而发展快速、简便、灵敏准确的活性

物质含量测定方法则是研究开发和应用冬虫夏草的基础。目前

应用较多的方法有高效液相色谱（HPLC）[4-6]、毛细管电泳[7-9]等

方法, 两种分析方法各有其优缺点，HPLC法的方法专属性强，

灵敏度高，选择性好，但由于柱效的局限，常见于单个或两个成

分的同时测量，不适合同时测定多成分。而毛细管电泳则因其

分离效率高、分析速度快、样品消耗少等优势，在日常的分析工

作中所占的比重也越来越大。本研究建立了采用定量毛细管电

泳系统分析核苷及碱基类物质成分的方法。定量毛细管电泳由

于采用了定量阀进样的方式，相比传统电泳其分析结果的精度

更高，重现性更好，定量结果更加准确。

利用定量毛细管电泳系统，在优化的实验条件下：以浓度

为 40 mM、pH 9.5的硼砂为缓冲液，采用内径为 75 滋m的毛细

管(总长 60 cm，其中有效长度 40 cm)，在 -15 kV电压下对虫草

菌丝体粉末和虫草王胶囊中的五种核苷及碱基类成分进行了

定性和定量分析，获得了满意的结果。由于上述虫草类保健中

核苷及碱基类成分含量受诸多因素的影响[10]，如温度、湿度等，

会造成其在有效成分种类和数量上的差别，因此急需一种方便

快速的测量方法对其成分进行测量。而传统毛细管电泳方法由

于在进样方式上存在的缺陷，使其在质控和质保领域的应用受

到限制。在冬虫夏草以克或条论价的今天，药食两用、家庭保健

和商务送礼使冬虫夏草及其相关保健品行业异常兴旺而混乱，

同时也是很热门的研究课题[11-20]，建立虫草类保健品的质量标

准迫在眉睫。本研究建立的定量毛细管电泳方法具有定量准

确、分析速度快、样品消耗少等特点，可用于虫草类保健品中核

苷及碱基类成分的定性分析及定量测定，为其质量控制开辟了

一条新的有效的途径。
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