
协作中心报告的沙门菌血清型多达 2 501 个[ 3]。目前国内外

已有利用 PCR 方法对沙门菌进行检测的报道,但大多数选择

的菌株血清型比较单一,选择的标本大多来源于食品, 对人体

菌株涉及很少,代表性较差。根据谢一俊等[4] 1975 ) 2003 年

对人体(病人及健康带菌者)沙门菌监测结果, 检出的 A~ F

群血清型和菌株数分别占人体检出血清型和株数的 911 1%

和 991 3% ,说明其具有较好的代表性, 可用于验证 PCR 方法

的敏感性和特异性。

  本次研究选择沙门菌属特异基因hns 及侵袭性基因invA

作为扩增目的基因,所收集的 137 株沙门菌临床分离株都属

于 A~ F群血清型, 血清型别分布较广, 代表性较好。通过优

化 PCR反应条件,得到 2 种基因的扩增条带, 阳性率分别为

100%和 991 3% , 敏感性较好; 而非沙门菌均未出现扩增条

带,说明该方法的特异性高。

利用 PCR 方法检测人体标本中的沙门菌具有快速、灵敏

和特异的特点, 适合沙门菌中毒等突发事件的病人标本快速

检测, 有较好的应用前景。
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HPLC-PDA法测定不同系列灵芝产品中的腺苷含量
俞晓玲1 ,黄宏南1* ,李晔2 , 张河溪2

摘要: [目的] 探索比较不同系列灵芝产品中腺苷的含量。[方法] 采用 HPLC-PDA 法测定灵芝中腺苷的含量,

以 01 01 mol/ L 磷酸二氢钾溶液B甲醇= 90B 10( V/ V )为流动相, U ltimate AQ-C18 ( 41 6 mm @ 250 mm, 5 Lm)色谱柱,

260 nm 检测波长。[结果] 水提灵芝精粉中的腺苷含量达 01 2496% ;醇提灵芝精粉腺苷含量 01 1605% ; 破壁灵芝孢子

粉和未破壁灵芝孢子粉的腺苷含量相当,分别为 01 0139%和 01 0134% ; 灵芝菌粉中的腺苷含量为 01 0084%。[结论]

腺苷作为灵芝的重要功效成分之一,进行保健食品申报是可行的;把腺苷作为人工培植灵芝的质量控制标准之一也完

全可行。

  关键词: 灵芝; 腺苷; 高效液相色谱( H PLC) ; 二极管阵列检测器( PDA)

  灵芝为担子菌纲多孔菌科 ( Polyp r or aceae)灵芝属( Gan-

odema )真菌赤芝( Ganodema lucidum Kar st )、紫芝( Ganoder-

ma sinense Zhou, Xu et Zhang )及松杉灵芝( G1tsugae Mur-

r ill )的干燥子实体。灵芝孢子含有大量的遗传物质; 破壁后

孢壁结构被破坏,孢内物质易被释放; 灵芝菌粉是经现代生物

工程技术(液体深层发酵 )所得的干燥粉末, 分为水提灵芝精

粉和醇提灵芝精粉,均为灵芝子实体经提取、浓缩喷雾干燥制

得。

灵芝的活性成分丰富,目前已分离的有数十种之多 ,主要

有灵芝多糖、灵芝酸(三萜类)、腺苷、氨基酸、蛋白质、有机锗

和微量元素等。腺苷是以核苷和嘌呤为基本构造的活性物

质,是灵芝的主要有效成分之一[ 1] ; 药典中灵芝含量测定项下

规定了灵芝多糖的质量控制指标[ 2] ,但对腺苷的质控及含量

未做规定,但在冬虫夏草中将腺苷作为其质量控制指标。本

文采用 H PLC-PDA 法测定不同系列灵芝产品中腺苷的含

量,现介绍如下。

1  材料与方法

11 1  仪器  高效液相色谱仪系统( Water s 2695 型 ) , 配全自

动进样器, 二极管阵列检测器 ( Water s 2996 型) ; KQ-250DE

型数控超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司) ; Beckman

Coulter离心机; M ILL IPORE dir ect-Q 纯水系统; 01 22 Lm 微

孔过滤膜(水系)。

11 2  试剂  甲醇(色谱纯) ;磷酸二氢钾(分析纯) ; 超纯水; 腺

苷标准品(中国药品生物制品检定所) ;水提灵芝精粉, 醇提灵

芝精粉, 破壁灵芝孢子粉, 未破壁灵芝孢子粉, 灵芝菌粉均为

福建仙芝楼生物科技有限公司提供。

11 3  实验方法
11 31 1  色谱条件  U ltimat e AQ-C18色谱柱 ( 41 6 mm @ 250

mm, 5Lm) ;流动相 01 01 mo l/ L 磷酸二氢钾溶液 B甲醇= 90

B 10( V/ V ) ; 柱温 30 e ;流速 11 5 ml/ min;进样量 10Ll; 检测

波长 260 nm。

11 31 2  标准曲线的制备  精密称取腺苷标准品 10 mg, 置 10

ml量瓶中,加流动相溶解并稀释至刻度, 摇匀,即为 11 0 mg/

ml的储备液。测定前用流动相分别稀释配成 01 02、01 04、
01 06、01 08 和 01 10 mg/ ml的标准系列,过 01 22 Lm 微孔滤膜

后进样 10 Ll测定, 以峰面积对腺苷标准溶液的浓度绘制标

准曲线。

11 31 3 试样处理  精密称取试样 01 50 g, 置于 25 ml的容量

瓶中, 加入约 20 ml的流动相为提取液, 超声提取 20 min, 取
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出加入提取液定容至刻度, 混匀后以 10 000 r / min 离心 3

min,取上清液过 01 22 Lm 微孔滤膜 , 滤液放入进样瓶中, 供

HPLC 测定。

11 31 4  测定及计算  取处理好的试样进样 10 Ll, 根据与标

准溶液保留时间比较进行初步定性,以 PDA 光谱图比较做进

一步定性,根据样品测定的色谱峰面积, 在相应的标准曲线上

计算出对应的含量,根据公式计算样品中腺苷的含量。

计算公式: X = C @ V/ m @ 10-3 , 式中: X 为试样中腺苷

的含量( mg / g ) ; C 为根据标准曲线测得的腺苷的质量浓度

(Lg/ ml) ; V为试样定容体积( ml) ; m 为试样的质量( g )。

2  结果分析
21 1  样品测定结果  利用上述的条件方法测定了不同系列
的灵芝产品中腺苷的含量,结果见表 1。

表 1  不同系列灵芝产品中腺苷的含量

样品名称 保留时间 ( min) 含量( % )

水提灵芝精粉 61 889 012496

醇提灵芝精粉 61 877 011605

破壁孢子粉 71 152 010139

未破壁孢子粉 71 085 010134

灵芝菌粉 61 910 010084

21 2  H PLC 色谱图  按照 11 31 1 项下的色谱条件进行测定,

得到腺苷标准溶液和醇提灵芝精粉的 H PLC 色谱图, 分别见

图 1、2。由图可知, 腺苷标准溶液的保留时间为 61 890 min,

醇提灵芝精粉中腺苷的保留时间 61 877 m in。

21 3  PDA 光谱图  将腺苷标准溶液和醇提灵芝精粉样品在
200~ 500 nm 波长范围内扫描, 测得腺苷在 2591 8 nm 处有最

大吸收,分别见图 3、4,确定腺苷的检测波长为 260 nm。

21 4  方法性能指标的考察  

21 41 1  标准曲线的线性和检测限  以 01 02、01 04、01 06、
01 08和 01 10 mg / ml为标准系列,以峰面积对腺苷标准溶液

的浓度绘制标准曲线, 计算得回归方程Y = 21 05 e + 007 X

- 11 66 e + 004, r = 01 9997。结果表明: 腺苷溶液在 201 0~
1001 0 Lg/ ml范围内具有良好的线性关系, 当信噪比为 3B 1

时, 腺苷的检测限为 11 0 Lg/ ml。

21 41 2  精密度试验  为考察方法的精密度,在 5个样品中选

取了高中低 3 个含量的样品分别进行 6 次测定, 腺苷含量测

定结果见表 2。

表 2 精密度试验测定结果( % )

编号 水提灵芝精粉 破壁孢子粉 灵芝菌粉

1 01 2496 01 0139 01 009

2 01 2547 01 0146 01 0082

3 01 2543 01 0148 01 0087

4 01 2455 01 0167 01 008

5 01 2468 01 0169 01 0086

6 01 2489 01 0155 01 0081

均值 01 2500 01 0154 01 0085

RSD ( % ) 11 52 71 79 41 25

21 41 3  回收率试验  取已测知含量的同一样品做高中低 3

个浓度的加标回收试验 ,每个浓度各做 3 份平行, 本实验选取

醇提灵芝精粉。结果: 腺苷的平均回收率 991 91% , 可满足分

析要求, 见表 3。

21 41 4 溶液稳定性试验  在本法的实验条件下,取腺苷标准

溶液和同一份样品溶液各 10 Ll, 分别在 0、2、4、6、8、10、12、
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14、16、18 和24 h 进行测定, 结果表明腺苷标准溶液和样品溶

液在室温 12 h 内基本稳定。若放置时间过长, 腺苷标准溶液

PDA 的光谱图上出现未分离的双峰现象, 且紫外扫描双峰波

长均为 260 nm,可能是降解所致, 故腺苷标准溶液和样品溶

液均不宜久贮。

表 3  醇提灵芝精粉加标回收试验结果

本底值( mg) 加标量( mg) 测得值( mg) 回收率(% ) 平均值

01 219

01 1 01 315 9610

01 317 9810
01 321 10210

981 7

01 2 01 425 10311

01 420 10015

01 428 10415

1021 7

01 4 01 610 9715

01 613 9718

01 618 9918

981 4

3  讨论
31 1  分析条件的选择  通过对提取腺苷的样品预处理研究,

提取方法、溶剂种类、甲醇体积分数, 以及提取时间对腺苷含

量的测定结果都有一定的影响,考虑到快速、简便以及经济环

保等因素,样品的最佳预处理方法为超声波提取法, 提取溶剂

体积分数为 10%的甲醇, 温度为室温, 处理时间 20 min。实

验曾采用甲醇-水-乙腈体系作为流动相,峰形不好; 采用甲醇-

磷酸盐缓冲液= 3B 17[ 2] , 甲醇 B 01 05 mol/ L 磷酸二氢钾溶

液= 10B90[ 3]体系作为流动相,高比例磷酸盐的存在可能对

泵和色谱柱造成损害,故适当调整磷酸二氢钾的浓度, 使流动

相为甲醇B 01 01 mo l/ L 磷酸二氢钾溶液= 10B 90[ 4] , 腺苷保

留时间适中, 不但得到良好的峰形,腺苷吸收峰与样品其他峰

分离效果较好, 色谱重现性也好,且腺苷色谱峰无拖尾现象出

现。

31 2  实验结论  根据腺苷的性质, 采用适当的提取分离方

法, 用 H PLC-PDA 法测定不同形态系列灵芝产品中腺苷的

含量获得了满意结果。对同一厂家不同系列灵芝产品中腺苷

成分的分析, 其含量差别很大, 高的达 01 2496% , 低的仅

01 0084%。本研究显示腺苷是灵芝的重要功效成分之一, 进

行保健食品申报是可行的。腺苷是虫草的主要活性成分, 是

评价天然和人工虫草质量的主要指标之一, 有广泛的药用价

值, 药典规定冬虫夏草中含腺苷 ( C10 H13 N 5O4 ) 不得少于

01 010% [2] ,而在灵芝含量测定项下规定了灵芝多糖的质量控

制指标[ 1] , 对腺苷的质控及含量未做规定。本实验结果可知,

除灵芝菌粉未达到该标准外, 其他成分均超过该标准, 可见把

腺苷作为人工培植灵芝的质量控制标准之一是可行的。
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(上接第 17页) º 维修车间未设置机械通风装置, 且

存在通风不良、无专用化学品存放间等情况, 致使劳

动者普遍存在交错接触不同的职业病危害因素, 也

增加了接触的机会和时间; » 绝大部分维修车间的
烤漆房未在醒目位置设置警示标识和中文警示说

明; ¼44家企业中只有 13家企业能提供本单位使

用的化学品的化学成份; ½ 接触职业病危害因素的
劳动者未作上岗前、在岗期间和离岗时的职业性健

康检查。

调查结果表明, 福田辖区汽车维修企业存在的

职业病危害因素中, 超过国家卫生标准的项目和作

业点不多,但仍存在着较多的职业卫生问题, 最重要

的是职业病尚无专人负责, 未对职业病危害因素给

予足够关注。随着近年汽修企业的发展,从业工人

的队伍将不断扩大, 其中苯、甲苯、二甲苯、溶剂汽

油、电焊尘、噪声、高温及电焊弧光等职业病危害因

素将对该职业人群的健康造成潜在危害。据有关文

献报道,汽修行业从事喷漆等工种的接触苯系物工

人,随作业工龄的增加, 发生白细胞总数减少、血小

板减少、血红蛋白减少,并且出现临床症状的工人数

逐年增加
[ 6]
。

针对福田辖区汽车修理行业的职业卫生现况,

笔者建议采取预防对策和措施: ¹ 卫生行政部门加

快制定汽车修理行业职业卫生管理规定, 将辖区汽

车维修企业职业卫生工作纳入规范管理; º 卫生行
政部门应加强职业病防治宣传力度, 对企业负责人

必须进行专门的职业卫生管理等理论知识的培训和

指导, 提高认识, 从而加强行业自律, 切实保护劳动

者的健康权益; » 企业根据自身特点, 建立、健全企

业内的职业卫生管理机构,充实职业卫生管理人员,

具体落实职业卫生工作。
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