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比色法测定巴西虫草菌丝体中虫草酸的含量 
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摘要：利用比色法简便、准确和快速地测定了巴西虫草菌丝体中虫草酸的含量。结果表明，虫草酸即 D-甘露醇的最大特征吸收

峰在 412 nm 处，质量浓度在 10~50 mg/L 范围内线性良好，它的线性回归方程为：Y=0.0102X-0.0029，R2=0.9989；仪器精密度良好，

RSD 为 0.35%（n=6）；样品显色后在 180 min 内基本没变化；平均回收率为 100.30%，RSD 为 1.44%（n=5）；干扰试验表明在葡萄糖、

鼠李糖和果糖中，只有果糖对检测结果有较大影响。通过果糖的特征吸收峰和高效液相色谱法表明，巴西虫草菌丝体中没有果糖的存

在，验证了比色法测定巴西虫草菌丝体中虫草酸含量的准确性；用该方法测定的巴西虫草菌丝体中虫草酸的质量分数为 8.45%，RSD

为 0.34%（n=6）。 
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Abstract: A simple, accurate and rapid colorimetry method for the determination of the cordycepic acid content in fermented mycelia of 

cordyceps brasiliensis henn was established. The results showed that characteristic absorption peak of cordycepic acid, mannitol, was found at 

412 nm. Within a linear range of 10~50 mg/L, the regression equation was: Y=0.0102X-0.0029, R2=0.9989. The precision of the instrument was 

satisfactory with the RSD of 0.35% (n=6). The average recovery and RSD (n=5) were 100.30% and 1.44%, respectively. Among the tested sugar, 

D-fructose showed high effect on the test results. No D-fructose was found in fermented mycelia of cordyceps brasiliensis, which proved the 

colorimetric method was suitable for the determination of cordvcepic acid content in fermented mycelia of cordyceps brasiliensis henn. The 

mannitol content in fermented mycelia of brasiliensis was found to be 8.45% with the RSD value of 0.34%. 
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虫草酸，即 D-甘露醇，为虫草类真菌中的主要有

效成分之一，具有利尿脱水、提高血浆渗透压、镇喘

祛痰[1]、抗自由基等药理作用，并且对多种疾病有一

定的疗效[2]。甘露醇现已被认为是发酵虫草菌丝体中

活性成分的重要测试指标之一。1988 年广东省农科院

蚕业与农产品加工研究所科技人员于某自然保护区采 
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成分研究 

集到虫草野生菌株，经广东微生物所鉴定为巴西虫草

（Cordyceps brasiliensis Henn）。之后，方定坚等[3]

对家蚕蛹人工培养巴西虫草所产的子实体中的有效成

分进行了检测，认为人工培养巴西虫草的麦角多醇、

甘露醇、腺苷、虫草多糖、氨基酸、微量元素等的含

量与冬虫夏草（cordyceps sinensis）相近，有提高实验

动物免疫功能、降低血清胆固醇等药理作用。而液体

培养巴西虫草所产菌丝体中虫草酸含量测定方面的研

究尚未见文献报导，本文通过研究比色法测定巴西虫

草菌丝体中虫草酸的含量，为冬虫夏草在甘露醇方面

的应用找到新的替代品具有一定意义。 
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1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品 

巴西虫草菌丝体干燥、磨粉放于样品袋中保存备

用。 
1.1.2  仪器 

UV-visible Spectrophotometer-1700，HH-4 数显恒

温水浴锅，Agilent LC1200 系列（包括：G1379B- 
Degasser、G1311A Quat-pump、G1329A ALS、G1316A 
TCC、G1362A RIB）。 
1.1.3  试剂 

D-甘露醇（分析纯），L-鼠李糖（生化试剂），高

碘酸钾（分析纯），盐酸（质量分数为 36%~38%，分

析纯），醋酸铵（分析纯），冰乙酸（化工试剂），乙酰

丙酮（分析纯），乙腈（色谱纯），果糖（分析纯），单

蒸水。 
1.2  方法 
1.2.1  溶剂的配置方法 
1.2.1.1  高碘酸钾溶液 

15 mmol（即 3.45 g）高碘酸钾溶于 1 L 0.12 mol/L
盐酸溶液中。 
1.2.1.2  Nash 试剂 

150 g 醋酸铵+2 mL 冰醋酸+2 mL 乙酰丙酮，用蒸

馏水稀释至 1 L（现用现配）。 
1.2.1.3  L-鼠李糖溶液 

L-鼠李糖 100 mg，用蒸馏水定容至 100 mL。 
1.2.1.4  供试品溶液的制备 

精密称取虫草菌丝体粉末4.0 g，加蒸馏水80 mL，
沸水浴提取 2 h 后，过滤，用蒸馏水洗残渣 3 次，将

滤液、洗液合并于 100 mL 容量瓶中，加蒸馏水定容

至刻度，再从中精密取 1 mL，置 100 mL 容量瓶中，

加蒸馏水定容至刻度作为待测样品溶液，即浓度为 0.4 
mg/mL 或者 400 mg/L（按原料计）。 
1.2.1.5  标准品溶液的制备 

精密称取干燥至恒重的甘露醇标准品 0.1 g 于烧

杯中，加蒸馏水 50 mL 溶解完全，转移置 100 mL 容

量瓶中定容，配置成质量浓度为 1 g/L 的甘露醇溶液，

然后分别精密量取 1.0 mL、2.0 mL、3.0 mL、4.0 mL、
5.0 mL 各置 100 mL 容量瓶中，加蒸馏水定容至刻度，

得到质量浓度分别为 10 mg/L、20 mg/L、30 mg/L、40 
mg/L、50 mg/L 的甘露醇标准溶液。 
1.2.2  测定方法 

 

精密量取待测样品溶液 1 mL，加入 10 mL 刻度

试管中，加 1 mL 高碘酸钾溶液，混匀，室温反应 10 
min，加 2 mL 0.1%的 L-鼠李糖溶液以除去过多的高碘

酸钾，振荡混匀后，加 4 mL 新鲜配置的 Nash 试剂

53 ℃水浴 15 min 使其呈色，之后快速冷却至室温，

用分光光度计在 412 nm 波长处，以蒸馏水代替待测

样品溶液，用同样的方法操作作为对照，测定其吸光

度值。 
1.2.3  色谱条件 

色谱柱：Zorbax Carbohydrate Analysis （ 150 
mm×4.6 mm i.d.,5 μm）；流动相：乙腈/水（体积比为

75/25）；流速：1 mL/min；柱温：30 ℃；进样量：10 μL。 

2  结果与分析 

2.1  样品和标准品的吸收曲线比较 
分别取 1 mL 待测样品和 1 mL 50 mg/L 的甘露醇

标准品，按“1.2.2”操作分别使其呈色，用 UV-visible 
Spectrophotometer-1700 紫外分光光度计使呈色的样

品溶液和标准溶液分别在 200~800 nm 范围内扫描，

得到两者在该范围内的特征吸收波长图（如图 1 所

示），两者的最大特征吸收峰基本完全重叠，波长为

412 nm，这与文献[4]报道一致，初步定性确定样品溶

液中有甘露醇。 

 

图1 甘露醇和样品的特征吸收峰 

Fig.1 Characteristic wave of mannitol and sample 

2.2  甘露醇标准曲线的制备 
分别精密量取 1 mL 质量浓度分别为 0 mg/L、10 

mg/L、20 mg/L、30 mg/L、40 mg/L、50 mg/L 的甘露

醇标准品，按“1.2.2”操作，结果表明，在 10~50 mg/L
范围内，其吸光度值与质量浓度有较好的线性关系（如

图 2 所示），其线性回归方程为：Y=0.0102X-0.0029，
R=0.9989。根据虫草菌粉的提取和稀释路线，虫草菌

粉中甘露醇的含量（%）=（X/400）×100，（其中，Y
为吸光度值，X 为质量浓度）。 
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图2 甘露醇标准曲线 

Fig.2 Standard curve of mannitol 

2.3  精密度试验 
精密量取 1ml 浓度为 0.4 mg/mL（按原料计）的

巴西虫草菌丝体提取液 6 份，按“1.2.2”使其呈色，在

412 nm 处测定其吸光度值，结果分别为：0.341，0.346，
0.345，0.342，0.339，0.337，平均为 0.342，相对标准

偏差 RSD=0.346%（n=6）。任健敏等[5]认为，对于某

些微量组分（仪器分析），一般要求相对标准误差小于

8%。表明该分光光度计能够较精密地测定其吸光度

值。 
2.4  样品显色后稳定性试验 

精密量取 1 mL 浓度为 0.4 mg/mL（按原料计）的

巴西虫草菌丝体提取液，按“1.2.2”使其呈色，每间隔

5 min 测定其吸光度值，连续测定了 3 h，结果如表 1
所示。 

表1 呈色物质的稳定性 

Table 1 Stability of chromogenic reagent 

时间/min 平均吸光度值 A 极值 R RSD/％
前 20 0.3476 0.0010 0.109 

前 40 0.3469 0.0021 0.216 

前 60 0.3465 0.0030 0.282 

前 80 0.3460 0.0036 0.366 

前 100 0.3456 0.0047 0.422 

前 120 0.3451 0.0054 0.512 

前 140 0.3446 0.0068 0.598 

前 160 0.3441 0.0071 0.660 

前 180 0.3437 0.0082 0.730 

结果表明：随着时间的推移，样品在 412 nm 处

的吸光度值变小，稳定性降低。由相对标准偏差 RSD
值，也可以明显看出，待测样品在前 20 min 表现出比

较稳定，40 min 之后比较有规律地等差降低，但是降

低幅度很小，由此，可以认为样品显色后在 180 min
之内表现稳定。 
2.5  干扰试验 

考虑到提取液中含有葡萄糖、果糖以及剩余的鼠

李糖，将进行以下试验。精密量取 10 mL 浓度为 0.4 
mg/mL（按原料计）的巴西虫草菌丝体提取液 3 份，

分别加入这三种单糖 0.5 mg，使其浓度达到 50 mg/L，
按“1.2.2”操作，412 nm 处测定其吸光度值，结果如下

表。 
表2 三种单糖对甘露醇测定结果的影响 

Table 2 Effect of three monosaccharides on measured value of 

mannitol 

单糖 吸光度 平均值

对照 0.341 0.339 0.343 0.341 

葡萄糖 0.343 0.345 0.338 0.342 

鼠李糖 0.341 0.336 0.338 0.338 

果  糖 1.332 1.402 1.338 1.357**

注：“**”表示在 99%区间内显著 

Note: ”**”means significant in 99% compared with the 

CK 

通过统计分析表明，葡萄糖和鼠李糖对样品中甘

露醇的测定基本没有影响（p>0.05），而加有果糖的样

品与对照品相比，则有显著影响（p<0.01），为进一步

验证比色法测定巴西虫草菌丝体粉中甘露醇含量的准

确性，分别通过果糖标准品与样品的波谱比较和高效

液相色谱法，来验证样品中是否含有果糖，结果如下

图所示。 

 
图3 果糖标准品和样品的特征吸收峰 

Fig.3 Characteristic wave of D-fructose and sample 

通过果糖标准品特征吸收峰和样品特征吸收峰比

较，果糖标准品虽然在 412 nm 处也有吸收峰，但是

如图 3 所示，其峰形宽明显比样品的要宽，与文献[6]

报道一致，而样品与甘露醇的峰宽是重叠的，如图 1
所示，初步确定样品中没有果糖，为进一步确定，通

过 HPLC 法来鉴定样品中是否含有果糖，如图 4 所示。 
结果表明：在相同的条件下，果糖标准品在 5.158 

min 时出峰，而此时样品溶液则没有特征吸收峰，表

明样品中的确没有果糖的存在，进一步证明虫草样品
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通过比色法可以较准确地检测巴西虫草菌丝体中甘露

醇的含量。 

 

A 

 
B 

图4 果糖标准品（A）和样品（B）色谱图 

Fig.4 Chromatograms of standard D-fructose (A) and sample 

(B) 

2.6  回收率试验 
取已知浓度为 33.70 mg/L 的样品溶液 5 份，每份

2 mL，分别加入 30 mg/L 的标准品甘露醇各 1、2、3、
4、5 mL，加水定容至 10 mL，按“1.2.2”操作，结果见

表 3。 
 

表 3 回收率试验结果 

Table 3 The experiment result of recovery  

样品量/(mg/L)
标品加入量

/(mg/L) 
测得量/(mg/L) 回收率/%

平均回收

率/% 

6.74 3 9.82 102.67

100.30
6.74 6 12.71 99.50 

6.74 9 15.76 100.22

6.74 12 18.68 99.50 
6.74 15 21.68 99.60 

由表 3 可见：平均回收率为 100.30%，相对标准

偏差 RSD 为 1.44%（n=5）。 
2.7  巴西虫草菌丝体中甘露醇的测定结果 

根据以上甘露醇的测定条件，最终测得巴西虫草

菌丝体提取液中甘露醇的含量为 8.45%，相对标准偏

差 RSD=0.34%（n=6）。 

3  结论 

（1）干扰试验发现果糖的存在对巴西虫草菌粉中

甘露醇的测定有较大影响，因此在测定前要减去样品

中果糖的含量。这是因为 KIO4 可以把具有羟基的单

糖生成醛，由于在酸性条件下游离单糖以稳定的环状

结构存在，故不会对测定结果产生干扰，试验结果表

明也吻合这个理论。但作为酮糖的果糖在相同的条件

下，不能形成稳定的环状结构，可以被 KIO4氧化[6]。 
（2）样品在 412 nm 处的特征吸收峰跟甘露醇标

准品是重叠的，而果糖的峰则更宽。且通过高效液相

色谱表明样品中没有果糖，表明色谱法能够较准确测

定巴西虫草菌丝体粉中的甘露醇含量。 
（3）利用该方法测得的人工巴西虫草菌丝体粉中

甘露醇的含量为 8.45%。该方法也为其它虫草中甘露

醇的测定提供了一定的参考依据。 
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