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[摘要 ] 目的 建立冬虫夏草胶囊中腺苷的含量测定方法。方法 色谱柱采用 Ag ilent TC C
18

( 4. 6 mm 250 mm, 5

m ),流动相: 乙腈 0. 01m o l/L磷酸二氢钾溶液 ( 8 92), 流速为 1. 0 m l/m in,检测波长为 254 nm; 柱温为 30 , 外标法测定。

结果 腺苷浓度在 0. 402 4 ~ 60. 36 g /m l( r= 1)范围内与峰面积呈良好线性关系; 平均回收率 ( n = 6)为 98. 04% , RSD为

0 63%。结论 本法简便可靠,可用于冬虫夏草胶囊中腺苷的质量控制。
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Determ ination of adenosine in capsule ofCh inese Caterp illar Fungus by HPLC
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[ Abstract] Objective To estab lish a m ethod fo r determ ina tion of adenos ine in capsu le o f Chinese Ca terp illar Fungus.

M ethods H PLC w as ca rried out w ith Ag ilent TC C18 ( 4. 6 mm 250 mm, 5 m ); theM ob ile phase w as ace ton itr ile 0. 01 m o l/

L po tassium dihydrogen phosphate so lution ( 8 92 ) ; the flow rate w as 1. 0 m l/m in ; the detec tion wave leng th w as 254 nm; the

co lumn tem perature was 30  ; and content calculation was used ex terna l standa rd m ethod. Resu lts The concentration o f adenosine

in 0. 402 4~ 60. 36 g /m l( r= 1) had good linear re lationsh ip w ith peak a rea; the ave rage recoveryw as 98. 04% ( n = 6) w ith RSD

o f 0. 63% . Conc lu sion Th is m ethod is sim ple , re liable and can be used to qua lity control of adenos ine in capsule of Chinese Ca t

erp illar Fungu s.
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冬虫夏草胶囊主要原料为冬虫夏草 (菌丝体 )。

具有补肺益肾,止血, 化痰等作用,用于久咳虚喘,劳

嗽咯血,阳痿遗精, 腰膝酸痛
[ 1]
。常服虫草, 可以有

许多意想不到的保健功效。腺苷为冬虫夏草胶囊中

的主要有效成分之一, 保健食品检测方法中有腺苷

的测定方法
[ 2]

, 但针对性不强, 由于不同品种配方

不一, 所用原料也不相同以及制作工艺的差异,受到

杂质的干扰程度不同,按食品方法试验,冬虫夏草胶

囊中主成分峰腺苷与杂质峰无法有效分离, 为了有

效控制产品的质量, 本试验对保健食品中腺苷的含

量测定方法进行改进, 为冬虫夏草胶囊中腺苷的测

定提供一个参考方法。

1 仪器及试药

岛津 LC 2010AHT高效液相色谱仪, 紫外检测

器, LCSolusion色谱工作站; 腺苷对照品 ( 879 200001

含量测定用 ) ,购自中国药品生物制品检定所; 冬虫

夏草胶囊 ( 20090603、20090706、20090718,广东长兴

科技保健品有限公司 ) ;乙腈为 H PLC级 (美国 F ish

er公司 ) ;水 (娃哈哈饮用纯净水 ) ; 乙醇、磷酸二氢

钾为分析纯。

2 方法与结果

2. 1 对照品储备溶液 取腺苷对照品 0. 010 06 g,

置 25 m l容量瓶中, 加提取液 ( 60%乙醇溶液 )溶解

并稀释至刻度,作为储备液。

2. 2 供试品溶液 取 20粒胶囊内容物,混匀,准确

称取 0. 30 g试样置 25 m l容量瓶中, 加入约 20 m l

提取液,超声 10 m in, 取出后放冷至室温,加提取液

至刻度, 混匀后以 3 000 r /m in离心 3 m in,经 0. 45

m滤膜过滤即得。

2. 3 色谱条件 色谱柱: A g ilent TC C18 ( 4. 6 mm

250 mm, 5 m ) ; 柱温: 30  ; 流动相: 乙腈 0. 01

m ol /L磷酸二氢钾溶液 ( 8 92); 流速: 1. 0 m l/m in;

检测波长: 254 nm; 进样量 10 ;l分析时间为 10

m in, 色谱图见图 1。

2. 4 线性关系考察 精密吸取腺苷对照品储备

溶液适量, 加提取液配制浓度为 0. 4、2、4、20、60

g /m l腺苷标准溶液, 取 10 l标准溶液注入液相

色谱仪进行分析, 以峰面积为纵坐标, 进样浓度为

横坐标作图,结果腺苷的回归方程为: y = 19 176x
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+ 1 262 6, r= 1;表明腺苷浓度在 0. 402 4~ 60. 36 g /m l线性关系良好。

图 1 对照品 ( A )样品 ( B) HPLC色谱图

2. 5 精密度试验 精密吸取上述腺苷对照品溶液

10 ,l按上述色谱条件重复进样 5次, 测定。结果

腺苷峰面积的 RSD ( n = 5)为 0. 71% ,表明腺苷在该

试验条件下具有良好精密度。

2. 6 重复性试验 精密称取同一批号冬虫夏草胶

囊 (批号 20090603) 5份, 按供试品溶液制备方法操

作,并按上述色谱条件测定含量。腺苷平均含量 ( n

= 5)为 59. 642 mg /100 g, RSD为 0. 47% ,结果表明

重复性良好。

2. 7 稳定性试验 取同一供试品溶液 (批号

20090603)分别于 0、3、6、12、24 h进样 10 ,l测定

峰面积, 结果样品中腺苷峰面积的 RSD为 0. 57%,

表明供试品溶液在 24 h内稳定。

2. 8 加样回收试验 取均匀样品内容物 0. 15 g试

样置 25 m l容量瓶中, 准确加入腺苷对照品 90. 54

g, 从 !加入约 20 m l提取液 ∀始, 按 2. 2同法配制,

进样量 10 ,l结果腺苷回收率 ( n = 6)为 98. 04%,

RSD为 0. 63%。表 1结果表明, 该方法准确。

表 1 加样回收试验结果

取样量
( g)

峰面积
平均峰
面积

主要分原
有量 ( g)

标准物质
加入量 ( g)

主要分测
出量 ( g)

回收率
(% )

平均回收率
(% )

RDS

(% )

0. 153 9 136 633、136 338、136 499 136 390 93. 17 90. 54 182. 14 98. 27

0. 154 4 136 926、136 938、137 112 136 992 93. 47 90. 54 182. 94 98. 8

0. 153 3 135 342、135 324、135 531 135 399 92. 81 90. 54 180. 82 97. 21

0. 150 9 134 925、134 933、134 977 134 945 91. 35 90. 54 180. 21 98. 14 98. 04 0. 63

0. 150 6 134 918、134 943、135 022 134 961 91. 17 90. 54 180. 23 98. 37

0. 152 2 135 029、135 016、135 066 135 037 92. 14 90. 54 180. 33 97. 40

2. 9 检测限 取腺苷标准溶液 ( 0. 4 g /m l) 2 m ,l

置 25 m l容量瓶中, 从 !加入约 20 m l提取液 ∀始,按

2. 2同法配制, 进样量 10 ,l按信噪比三倍计算,结

果检测限为 0. 3 m g /100 g。

2. 10 样品含量测定 冬虫夏草胶囊 3批样品, 按

供试品溶液制备方法操作, 按本文色谱条件测定含

量,见表 2,结果 3批样品中腺苷含量 ( mg /100 g)分

别为 59. 59、60. 01、59. 35。

表 2 样品含量测定结果

批号
取样量

( g)
峰面积

含量

( g /g)

含量平均值

( g/g)

回收率

(% )

折回收率后含量

(m g /100 g)

20090603 0. 344 8 150 109、150 098、150 093 581. 4、581. 3、581. 3 584. 2 59. 59

0. 337 7 148 718、148 612、148 057 588. 1、587. 7、585. 5

20090706 0. 338 8 149 079、149 388、150 099 587. 6、588. 8、591. 3 588. 3 98. 04 60. 01

0. 337 8 148 631、148 619、148 389 587. 6、587. 5、586. 6

20090718 0. 324 1 145 109、145 098、145 257 583. 0、582. 0、583. 6 581. 9 59. 35

0. 338 1 146 818、147 142、147 086 579. 9、581. 2、581. 0

注:稀释倍数为 25倍。

3 讨论 3. 1 流动相选择 按食品标准方法, 使用甲醇

0 01 m o l/L磷酸二氢钾溶液 ( 10 90)作流动相,
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结果发现对照品溶液与样品溶液先后进针得出腺

苷主峰保留时间有明显差异, 而且理论板数有很

大差别,调节流动相配比使腺苷主峰保留时间延

长至 24 m in, 发现样品与对照品腺苷主峰出峰时

间相差近 1 m in,这明显不合理, 用加标溶液进针,

发现主峰变形不对称, 说明主峰位置受到杂质干

扰, 按本实验使用的色谱柱以甲醇作有机相无法

有效分离。改用乙腈作有机相, 结果基线稳定, 峰

形相对较好, 主峰保留时间为 6. 5 m in, 样品主成

分峰与杂质峰达到基线分离, 理论板数按腺苷峰

计算为 4 800, 与对照品的 5 000理论板数相近。

3. 2 取样量 采用 0. 5、1、2 g样品量做比较, 加样

回收取半量, 结果表明随着取样量增大, 回收率越

低,这是因为软胶囊中的植物油与提取液乳化的造

成的影响。实验证明取样量不大于 0. 5 g,腺苷能完

全提取,回收效果让人满意。

3. 3 定量方法 按外标法计算 (批号 20090603)折

回收率后为 61. 75 m g /100 g, 按标准曲线计算为

61 66 m g /100 g, 两种方法的 RAD为 0. 08% , 两者

无明显差异,因此采用外标法定量。
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