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摘要   目的：对冬虫夏草人工繁育品与野生品进行比较研究，建立基于甾醇类成分的特征图谱，并比

较麦角甾醇含量的差异，为该药材的质量监管提供参考。方法：以10批冬虫夏草人工繁育品、17批野

生品以及5批凉山虫草为研究对象，采用超高效液相色谱法，以麦角甾醇为对照品，选用 XBridge 

C18色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.6 μm）；流动相为甲醇-水（95∶5），检测波长282 nm，流速

0.3 mL·min-1，柱温30℃，采用CHEMPATTERN化学计量学软件对野生品色谱图进行处理，生成特

征图谱，并计算所有批次的相似度。结果：17批野生冬虫夏草、10批冬虫夏草人工繁育品与野生品对

照图谱之间的相似度均大于0.9，相似度良好；而5批凉山虫草相似度均未超过0.8，相似度较低。10批

人工繁育品的平均含量为0.121%±0.031%；17批野生品的平均含量为0.115%±0.045%；5批凉山虫草

的平均含量为0.468%±0.038%。冬虫夏草人工繁育品和野生品基于甾醇的特征图谱以及麦角甾醇含量

基本一致；与凉山虫草有显著性差异。结论：本研究有助于冬虫夏草的真伪鉴别，同时为冬虫夏草人

工繁育资源开发以及合理使用提供科学依据。
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Abstract   Objective:  To establish the UPLC characteristic chromatogram based on sterols and to compare the 
differences of the contents of ergosterol in cultivated and wild Cordyceps sinensis so as to provide references 
for the supervision of this crude drug. Methods: 10 batches of cultivated Cordyceps sinensis, 17 batches of wild 
Cordyceps sinensis and 5 batches of Cordyceps liangshanensis were used as objects and ergosterol was used as 
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reference substance. UPLC analysis was performed on a Waters XBridge C18 column (100×2.1 mm; 1.6 μm). The 
mobile phase was methanol-water (95:5) with isocratic elution. The flow rate was 0.3 mL.min-1 and the detection 
wavelength was 282 nm and the column temperature was 30。C. Chemometrics software Chempattern was 
employed to generate characteristic chromatogram and calculate similarity. Results: Similarities of 17 batches 
of wild Cordyceps sinensis and 10 batches of cultivated Cordyceps sinensis were more than 0.9, indicating good 
similarity. But the similarities of 5 batches of Cordyceps liangshanensis were no more than 0.8, indicating poor 
similarity. The average contents of ergosterol were 0.121% ± 0.031% in cultivated Cordyceps sinensis, 0.115% ±
0.045% in wild Cordyceps sinensis, and 0.468% ± 0.038% in Cordyceps liangshanensis. UPLC characteristic 
chromatogram and content of ergosterol in cultivated Cordyceps sinensis were basically identical to those of 
the wild Cordyceps sinensis and showed significant differences from adulterant Cordyceps liangshanensis. 
Conclusion: The results were helpful to authenticate Cordyceps sinensis and could provide scientific references 
for the utilization of cultivated Cordyceps sinensis, and the resource development of chinese crude dyug.
Keywords：  cultivated Cordyceps sinensis; wild Cordyceps sinensis; Cordyceps liangshanensis; characteristic 
chromatogram; sterol; ergosterol; content comparison; resource development of chinese crude dyug

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，是传统的名贵中药材，在中国有

悠久的药用历史，具有补肾益肺、止血化痰的功

效[1-3]。近年来，冬虫夏草的人工繁育技术获得突

破，为冬虫夏草稀缺野生资源的可持续发展提供

了一条途径[4]。冬虫夏草主要含有核苷、多糖、多

肽、甾醇、氨基酸等多种化学成分[5-10]。以腺苷为

代表的核苷类大极性水溶性成分已经有较多研究

报道[11-13]。麦角甾醇是真菌类的特征甾醇，是冬

虫夏草的重要活性成分之一，为脂溶性维生素D2

的前体，具有抗癌、防衰老、减毒等功效[14]。本

实验以麦角甾醇为对照品，以凉山虫草为参照，

建立冬虫夏草人工繁育品与野生品基于甾醇的特

征图谱，同时测定麦角甾醇的含量，并进行比较

研究。

1   仪器和材料
1.1   仪器

Waters H-Class型超高效液相色谱仪（沃特

世公司），二极管阵列检测器（沃特世公司），

Sartorius QUINTIX313-1CN 型万分之一电子天平

（Sartorius公司），Sartorius MSE125s 型十万分之

一电子天平（Sartorius公司）。

1.2   试药  

麦角甾醇对照品（中国食品药品检定研究

院，批号111845-201403，纯度95.5%）。甲醇为

色谱纯（Fisher公司），水为Milli-Q超纯水。色

谱柱XBridge C18 柱（填料：十八烷基键合硅胶，

2.1 mm×100 mm，1.6 μm；Waters仪器公司）。

1.3   药材  

野生冬虫夏草17批次（样品编号：1～17），

采自于西藏自治区、青海省、四川省、甘肃省、

云南省；冬虫夏草人工繁育品10批次（样品编号：

18～27），由广东东阳光药业有限公司提供；凉山

虫草5批次（样品编号：28～32），采自四川省凉

山彝族自治州。

冬虫夏草人工繁育品和野生品均经中国食品

药品检定研究院中药民族药检定所郑健研究员鉴

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。凉山虫草为麦角菌科真

菌凉山虫草Cordyceps liangshanensis Zeng. Liu et Hu 

Gray寄生在鳞翅目昆虫幼虫上的子座和幼虫尸体的

干燥复合体。

2   溶液的制备
2.1   对照品溶液的制备  

取麦角甾醇对照品约 10 mg，精密称定，置

10 mL量瓶中，用甲醇溶解配制成约1 mg·mL-1的
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对照品储备溶液；再加甲醇稀释成约100 μg·mL-1

的溶液，用0.22 μm的微孔滤膜过滤，取续滤液，

即得。

2.2   供试品溶液的制备  

取样品粉末（过四号筛）约0.2 g，精密称

定，置具塞锥形瓶中，精密加入甲醇25 mL，称

定重量，超声处理（功率250 W，频率33 kHz）

30 min，放冷，再称定重量，用甲醇补足减失的

重量，摇匀，用0.22 μm的微孔滤膜过滤，取续滤

液，即得。

3  色谱条件
色谱柱：Waters XBridge C18 柱（2.1 mm×

100 mm，1.6 μm）；流动相：甲醇-水（95：5）；

检测波长：282 nm；流速：0.3 mL·min-1；柱温：

30 ℃；进样量：1 μL。

4   特征图谱
4.1   精密度试验   

精密吸取同一野生冬虫夏草供试品溶液（样

品1）1 μL，按上述色谱条件连续进样测定6次，

记录色谱图。以麦角甾醇参照峰，计算特征峰的

相对保留时间及相对峰面积。结果各特征峰相对

保留时间的RSD＜1%，单峰面积占总峰面积大于

2%特征峰的相对峰面积RSD＜2%，采用科迈恩

（北京）科技有限公司Chempattern化学计量学软

件进行评价，相似度（夹角余弦法计算，下同）为

0.99，结果表明仪器精密度良好。

4.2   稳定性试验  

精密吸取同一野生冬虫夏草供试品溶液（样

品1）1 μL，分别于0、2、4、6、8、12、24 h按

上述色谱条件进样测定，记录色谱图。以麦角甾

醇为参照峰，计算特征峰的相对保留时间及相对峰

面积。结果各特征峰相对保留时间的RSD＜1%，

单峰面积占总峰面积大于2%特征峰的相对峰面积

RSD＜2%，采用Chempattern化学计量学软件进行

评价，相似度为0.99，表明供试品溶液在24 h内稳

定性良好。

4.3   重复性试验  

取同一野生冬虫夏草供试品溶液（样品1）6

份，精密称定，按“2.2”节下方法分别制备供试

品溶液，精密吸取供试品溶液10 μL，分别进样测

定，记录色谱图。以麦角甾醇为参照峰，计算特征

峰的相对保留时间及相对峰面积。结果显示，各特

征峰相对保留时间的RSD＜1%，单峰面积占总峰

面积大于2%特征峰的相对峰面积RSD＜2%，采用

Chempattern化学计量学软件进行评价，相似度为

0.99，表明该方法重复性好。

4.4   冬虫夏草特征图谱的建立  

取不同批次的野生冬虫夏草（样品1～17）

粉末，精密称定，按“2.2”节下方法制备供试

品溶液，精密吸取1 μL，分别进样测定，记录

15 min的UPLC色谱图（图1）。根据结果，采用

Chempattern化学计量学软件进行数据分析处理，

设定样品1为参照图谱，将其他样品的色谱峰与参

照图谱进行自动匹配，生成野生冬虫夏草的特征

图谱（图2）。

注：自上到下分别对应样品 1 ～ 17。

图 1   17 批野生冬虫夏草UPLC色谱图
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图 2   野生冬虫夏草UPLC特征图谱

4.5   特征峰的标定  

根据17批野生冬虫夏草的特征图谱检测结

果，共标定5个特征峰。经过与对照品比对，可知3

号峰为麦角甾醇，其余4个峰根据二极管阵列检测

器光谱特征与3号峰的相似性以及文献推测[15]，也

应为甾醇类成分。

4.6   冬虫夏草人工繁育品、野生品与凉山虫草特

征图谱的比较  

取不同批次的人工繁育品（样品18～27）

和凉山虫草粉末（样品28～32），精密称定，

按“2.2”节下方法制备供试品溶液，精密吸取

1 μL，分别进样测定，记录15 min的UPLC色谱

图（图3～4）。根据结果，采用Chempattern化学

计量学软件进行数据分析处理，计算野生品、人

工繁育品与凉山虫草图谱的相似度（图5），分

别为0.97，1.00，0.97，0.99，0.98，1.00，1.00，

1.00，1.00， 0.98， 0.95， 0.99， 1.00，1.00，

1.00，0.99， 1.00， 1.00， 0.99，0.99，0.99，

0.99，1.00，1.00，1.00，0.96， 0.93， 0.80， 

0.76， 0.76， 0.75，0.74。由此可见，野生冬虫夏

草与人工繁育品基本一致；与凉山虫草特征图谱

差异较大。

5   冬虫夏草人工繁育品、野生品以及凉山
虫草麦角甾醇的含量测定
5.1   系统适用性试验  

按“3”节下色谱条件进行检测，以麦角甾醇

计算理论塔板数大于 6000，分离度大于 1.5。记录

对照品溶液及供试品溶液的色谱图（图 6）。

注：自上到下分别对应样品 18 ～ 27。

图 3   冬虫夏草人工繁育品色谱图

1
2

3

4

5

3. 麦角甾醇
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注：自上到下分别对应样品 28 ～ 32。

图 4   凉山虫草色谱图

图 5   野生冬虫夏草、冬虫夏草人工繁育品以及凉山虫草相似度分析
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A.  麦角甾醇对照品；B.  野生冬虫夏草；C.  冬虫夏草人工繁育品；D.  凉山虫草； 3.  麦角甾醇。

图 6   野生冬虫夏草、冬虫夏草人工繁育品以及凉山虫草的UPLC色谱图

5.2   线性关系考察

精密吸取对照品储备液，加甲醇稀释成每1 mL

分别含10.15、20.30、50.75、101.5、203.0、507.5 

μg的溶液，按上述色谱条件测定，以对照品浓度

X（μg·mL-1）为横坐标，峰面积Y为纵坐标，绘

制标准曲线，并进行线性回归，得回归方程：

Y = 2432X+3832，r = 0.9999

结果表明，麦角甾醇进样量在10.15～507.5 

μg·mL-1与峰面积呈良好的线性关系。

5.3   精密度试验

精密吸取对照品溶液(101.5 μg·mL-1)1 μL，

按上述色谱条件连续进样6次，分别测定峰面积，

结果峰面积的平均值为254674±1850，RSD＝

0.42%，表明仪器精密度良好。
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5.4   重复性试验

取本品粉末（18号样品），共6份，每份约

0.2 g，精密称定，按“2.2”节下方法制备供试

品溶液并进行测定，结果麦角甾醇平均含量为

0.104%，RSD = 2.2%，表明本试验重复性良好。

5.5   稳定性试验

精密吸取同一供试品溶液(18号样品），分

别于配制后0、2、4、8、12、24 h测定峰面积，

麦角甾醇峰面积平均值为254814±2075，RSD＝

0.68%，可知供试品溶液在24 h内稳定。

5.6   加样回收率试验

精密称取已知含量的同一批样品（18号样

品），共6份，每份约0.1 g，分别置具塞锥形瓶

中，再分别依次精密加入浓度为20.30 μg·mL-1

的麦角甾醇对照品溶液5.0 mL和甲醇20.0 mL，称

定重量，超声处理（功率250 W，频率33 kHz） 

30 min，放冷，再称定质量，用甲醇补足减失的

重量，摇匀，用0.22 μm的微孔滤膜过滤，取续滤

液，分别按样品分析方法操作，测定每份含量，

计算回收率，结果见表1。

表 1   麦角甾醇加样回收试验结果（n=6）

样品含量 /mg 加入量 /mg 测得量 /mg 回收率 /% 平均回收率 /% RSD/%

0.1046 0.1015 0.2038 97.71 

99.32 1.54

0.1056 0.1015 0.2086 101.52 

0.1064 0.1015 0.2057 97.84 

0.1075 0.1015 0.2085 99.47 

0.1034 0.1015 0.2036 98.74 

0.1026 0.1015 0.2048 100.64 

5.7   样品含量测定

对收集的各地样品，按“2.2”节下方法制备

供试品溶液，进行测定，结果见表 2。

表 2   冬虫夏草中麦角甾醇的含量测定结果（n=3）

样品编号 样品批次 采集日期 采集地 含量 /%

1 野生冬虫夏草 -1 2015.5.24 西藏林芝 0.0501

2 野生冬虫夏草 -2 2015.6.3 西藏昌都 0.0461

3 野生冬虫夏草 -3 2015.5.23 西藏林芝 0.0288

4 野生冬虫夏草 -4 2015.5.25 西藏拉萨 0.0662

5 野生冬虫夏草 -5 2015.6.6 青海果洛 0.168

6 野生冬虫夏草 -6 2015.5.5 青海黄南 0.139

7 野生冬虫夏草 -7 2015.6.7 青海玉树 0.0923

8 野生冬虫夏草 -8 2015.5.30 西藏比如 0.125

9 野生冬虫夏草 -9 2015.6.3 云南德钦 0.123
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样品编号 样品批次 采集日期 采集地 含量 /%

10 野生冬虫夏草 -10 2015.6.3 青海海南 0.154

11 野生冬虫夏草 -11 2015.6.7 青海玉树 0.141

12 野生冬虫夏草 -12 2015.5.20 四川甘孜 0.0984

13 野生冬虫夏草 -13 2015.6.3 西藏加查 0.123

14 野生冬虫夏草 -14 2015.5.20 四川甘孜 0.156

15 野生冬虫夏草 -15 2015.5.20 甘肃甘南 0.172

16 野生冬虫夏草 -16 2015.5.20 四川阿坝 0.131

17 野生冬虫夏草 -17 2015.6.6 青海果洛 0.119

18 冬虫夏草人工繁育品 -1 2015.4.2 湖北宜都 0.104

19 冬虫夏草人工繁育品 -2 2015.4.7 湖北宜都 0.0733

20 冬虫夏草人工繁育品 -3 2015.4.7 湖北宜都 0.100

21 冬虫夏草人工繁育品 -4 2015.3.14 湖北宜都 0.120

22 冬虫夏草人工繁育品 -5 2015.4.10 湖北宜都 0.157

23 冬虫夏草人工繁育品 -6 2015.4.09 湖北宜都 0.133

24 冬虫夏草人工繁育品 -7 2015.4.10 湖北宜都 0.146

25 冬虫夏草人工繁育品 -8 2015.4.11 湖北宜都 0.123

26 冬虫夏草人工繁育品 -9 2015.4.17 湖北宜都 0.168

27 冬虫夏草人工繁育品 -10 2015.4.22 湖北宜都 0.0852

28 凉山虫草 -1 2015.4.15 四川凉山 0.474

29 凉山虫草 -2 2015.4.16 四川凉山 0.448

30 凉山虫草 -3 2015.4.17 四川凉山 0.514

31 凉山虫草 -4 2015.4.18 四川凉山 0.488

32 凉山虫草 -5 2015.4.19 四川凉山 0.416

续表 2

6   讨论
6.1   特征图谱 

本文建立的基于甾醇的冬虫夏草UPLC特征图

谱，标示5个特征峰，17批野生冬虫夏草、10批冬

虫夏草人工繁育品与野生品对照图谱之间的相似度

均大于0.9，相似度良好，两者成分比例相似；5批

凉山虫草相似度均未超过0.8，均未检出5号峰，并

且3号峰麦角甾醇峰明显偏高。
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6.2   含量测定   

本试验测定了10批冬虫夏草人工繁育品和17

批野生冬虫夏草中麦角甾醇的含量，10批人工繁

育品的平均含量为0.121%±0.031%；17批野生品

的平均含量为0.115%±0.045%；5批凉山虫草的平

均含量为0.468%±0.038%。人工繁育品批次之间

差异性比野生品小。麦角甾醇含量采用统计学方

法t检验进行分析，人工繁育品和野生品之间P＞

0.05，说明冬虫夏草人工繁育品和野生品之间的麦

角甾醇含量无显著性差异。冬虫夏草人工繁育品和

野生品的含量与凉山虫草之间P均小于0.05，凉山

虫草中麦角甾醇含量明显高于冬虫夏草人工繁育品

和野生品。

6.3   小结   

本实验在同一色谱条件下，建立了冬虫夏草

人工繁育品和野生品基于甾醇的特征图谱，同时

测定了麦角甾醇的含量，并以凉山虫草做参照，

有助于冬虫夏草的种类鉴别，并且能够为冬虫夏

草人工繁育品质量控制以及该药材的资源开发提

供科学依据。
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