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虫草头孢菌粉抗心律失常活性成分的
分离纯化及结构鉴定

邹峥嵘1，陈贝贝1，王如伟2，姚新生3,*
(1.江西师范大学生命科学学院，江西 南昌 330022；2.浙江中药与天然药物研究院，浙江 杭州 310052；

3.深圳中药及天然药物研究中心，广东 深圳 518057)

摘 要：目的：研究虫草头孢(Cephalosporium sinensis)菌粉的抗心律失常活性成分。方法：在活性检测结果的指导

下，采用硅胶柱色谱法、ODS RP C18高效液相色谱法分离纯化虫草头孢菌粉中的抗心律失常活性化学成分，根据化

合物的理化性质和波谱数据鉴定其化学结构。结果：从虫草头孢菌粉乙醇提取物的水饱和正丁醇萃取部位中分离得

到5个化合物，分别是尿苷(化合物1)、胸苷(化合物2)、腺苷(化合物3)、2’-脱氧尿苷(化合物4)、尿嘧啶(化合物5)。
结论：核苷类化合物为虫草头孢菌粉中的主要的抗心律失常成分。
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Abstract：Objective: To study antiarrhythmic constituents in Cephalosporium sinensis mycelia. Methods: Antiarrhythmic 
constituents in Cephalosporium sinensis mycelia were separated and purified by silical gel column chromatography and 
ODS RP C18 HPLC and structurally identifi ed according to physio-chemical properties and spectral data. Results: Five active 
compounds were separated from the water saturated butanol-soluble fraction of ethanolic extract from Cephalosporium 
sinensis mycelia, including uridine, thymidine, 2’-deoxyuridine and uracil. Conclusion: The main antiarrhythmic constituents 
in Cephalosporium sinensis mycelia are nucleosides.
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冬虫夏草是我国传统名贵的药食两用中药材，补肾

益肺，用于治疗疲倦、自汗盗汗、性功能障碍、高血脂

症、高血糖症、肾功能障碍、心脏疾病、肝脏疾病以及

病后久虚不复[1-2]。药理研究表明，冬虫夏草具有抗炎、

抗氧化、保护神经细胞[3]、抗肝纤维化[4]、抗肿瘤新生

血管生成[5]、提高免疫力[6]和促进性激素合成[7]等多方面

的生物活性。从冬虫夏草中分离得到的真菌菌株经人工

发酵培养得到菌粉，具有与冬虫夏草类似的化学成分，

可以作为冬虫夏草的替代品使用，用于生产各种保健食

品和药品。目前，临床广泛使用的金水宝、宁心宝胶囊

等，其主要原料即是虫草真菌经液体深层发酵得到的菌

粉干燥粉末。

从虫草类原材料中分离得到的化合物有多糖[8]、核

苷[9]、生物碱[10]为了阐明虫草头孢菌粉药理作用的物质基

础，本研究采用活性指导下的追踪分离方法，对虫草头

孢菌粉乙醇提取物的抗心律失常活性部位和活性成分进

行系统的分离纯化和活性测定，并对有效部位的化学成

分进行结构鉴定。

1 材料与方法材料与方法

1.1 材料与试剂

本研究所用的原药材为冬虫夏草头孢菌粉(mycelia of 
Cephalosporium sinensis (powder))由浙江现代中药与天然

药物研究院提供，购自浙江万丰企业集团制药有限公司

(批号030601)。
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出生1～3d SD大鼠(乳鼠)原代培养的心肌细胞。

DMEM/F12细胞培养液 美国Sigma公司；胶原酶Ⅱ型  
生工生物工程(上海)股份有限公司；5% CaCl2注射液(批
号030602) 上海信谊金朱药业有限公司；盐酸维拉

帕米注射液(批号020801) 上海禾丰制药有限公司。

层析用硅胶(100～140、200～300目) 青岛海洋化

工厂；硅胶GF254预制板、ODS RP-18(40～63μm)、氘代

试剂 德国Merck公司；Sephadex LH-20 Mitsubishi 
Kasei公司；洗脱剂甲醇(色谱纯) 天津协和昊鹏公司；

其余试剂均为分析纯 广州安谱公司。

1.2 仪器与设备

光电换能装置及光电换能软件系统 深圳迈瑞生

物医疗电子股份有限公司；熔点测定仪 日本Yanaco制
造所；Esquire 2000质谱仪、AVANCE-400超导核磁共振

仪 瑞士Bruker公司；PHPLC采用LC-8A制备型高效液

相色谱仪 日本岛津株式会社。

1.3 方法

1.3.1 虫草头孢菌粉提取物的制备与分离

虫草头孢菌粉1kg以4倍量(V/m)的95%乙醇浸泡24h
后，超声提取3次，每次超声时间为30min。合并3次的超

声提取液，回收溶剂，得到虫草头孢菌粉乙醇提取物湿

浸膏(Cs-E)。经过乙醇提取的虫草头孢菌粉再用蒸馏水超

声提取3次，每次用蒸馏水3000mL，超声30min。合并3
次的超声水提取液，回收溶剂，即得到虫草头孢菌粉水

提取物浸膏(Cs-W)。将上述乙醇提取物浸膏均匀分散在

含有10%乙醇的蒸馏水(2000mL)中，依次用等体积的环己

烷、氯仿、乙酸乙酯和水饱和正丁醇萃取，每种溶剂均萃

取3次。分别合并每种溶剂的萃取液，回收溶剂，得到虫

草头孢菌粉乙醇提取物的环己烷部分(Cs-E-Pt)、氯仿部分

(Cs-E-Ch)、乙酸乙酯部分(Cs-E-Et)、正丁醇部分(Cs-E-Bu)
和水部分(Cs-E-W)。正丁醇部分进行硅胶柱层析，氯仿-
甲醇(体积比8:2)洗脱，得到活性部位Bu-3，用半制备型反

相高效液相色谱仪进行分离纯化，得到5个化合物。

1.3.2 高效液相色谱条件

流动相：甲醇-水(15:85，V/V)；流速：2mL/min；色

谱柱：AQUSAIL SS4251(120) ODS C18 (10mm×250mm)
和SHIM-PACK PREP-ODS C18(20mm×250mm)色谱柱；

检测器：SHIMADZU SPD-10A UV-VIS紫外检测器；检

测波长：260nm；工作站：浙江智达N2000在线工作站。

1.3.3 心律失常体外抑制活性的检测

参照文献[11]稍作修改。无菌条件下取乳鼠心室肌，

用新鲜配制的0.1%胶原酶分次消化分散成单个心肌细胞，

悬浮于含有20%小牛血清的培养液中，在37℃、5%的CO2

培养箱中先培养90min，以去除成纤维细胞，所得心肌细

胞以2×105个/mL的密度接种至96孔板。每隔48h换液。前

48h在培养液中加入0.1mmol/L的5-溴脱氧尿苷抑制成纤维

细胞的生长。根据预实验结果，选用培养5～7d搏动节律

规则且同步化的心肌细胞簇。提取物分别以DMSO或无水

乙醇或75%的乙醇或水溶解，设不同梯度质量浓度组(终
质量浓度为0.01、0.1、1.0、10.0μg/mL)，氯化钙诱发的心

肌细胞心律失常为模型组，维拉帕米作阳性对照，相应的

溶剂(DMSO、无水乙醇、75%乙醇、水)作为阴性对照。

实验时，将96孔板置于(36±0.5)℃的恒温工作箱的倒置显

微镜下，稳定15min后，选取搏动节律规则且同步化的心

肌细胞，先加入200μg/mL的CaCl2溶液致心肌细胞心律失

常，达到稳态后，每隔5min由低到高依次递加不同质量浓

度的受试物，采用光电换能装置记录加药后5min末的细胞

搏动次数和搏动节律，连续观察30min(相同实验重复进行

3次)，再用光电换能软件系统换算并作量化评价。

1.3.4 化合物的波谱数据测定

化合物的熔点用Yanaco熔点测定仪测定 (温度未校

正)；ESI-MS用Bruker Esquire 2000质谱仪测定，电喷雾

解离；NMR数据的检测方法是将样品溶解在氘代试剂

DMSO中用Bruker AVANCE-400超导核磁共振仪在室温条

件下测定。

2 结果与分析2 结果与分析

2.1 虫草头孢菌粉乙醇提取物浸膏的萃取分离与硅胶柱

层析结果
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图 1 正丁醇部位经硅胶柱层析后各馏分的TLC 分析图 1 正丁醇部位经硅胶柱层析后各馏分的TLC 分析

Fig.1 TLC analysis of the water saturated butanol-soluble fraction of Fig.1 TLC analysis of the water saturated butanol-soluble fraction of 

ethanolic extract from ethanolic extract from Cephalosporium sinensis Cephalosporium sinensis mycelia and its subfractions mycelia and its subfractions 

obtained by silical gel column chromatographyobtained by silical gel column chromatography

正丁醇部位经硅胶柱层析后各馏分的TLC分析见图

1。虫草头孢菌粉乙醇提取物湿浸膏(Cs-E，258g)经环

己烷、氯仿、乙酸乙酯和水饱和正丁醇萃取，得到虫草

头孢菌粉乙醇提取物的环己烷部分(Cs-E-Pt，94.0g)、
氯仿部分 (Cs-E-Ch，6.4g)、乙酸乙酯部分 (Cs-E-Et，
6.1g)、正丁醇部分 (Cs-E-Bu，41g)和水部分 (Cs-E-W， 
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95.7g)。正丁醇部分41g进行硅胶柱层析，氯仿-甲醇(体积

比8:2)洗脱，得到活性部位Bu-3 (25.92g)。
2.2 虫草头孢菌粉提取物的心律失常体外抑制活性
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图 2 正丁醇部分的样品对氯化钙诱发乳鼠原代培养心肌细胞心律失常图 2 正丁醇部分的样品对氯化钙诱发乳鼠原代培养心肌细胞心律失常

的体外抑制的体外抑制

Fig.2 Antiarrhythmic effect of Bu-2, Bu-3 and Bu-4 on neonatal rat Fig.2 Antiarrhythmic effect of Bu-2, Bu-3 and Bu-4 on neonatal rat 

cardiac myocytes induced by CaClcardiac myocytes induced by CaCl2 in vitroin vitro

由图2可知，虫草头孢菌粉提取物经过萃取和柱层析

后，正丁醇萃取部位经过硅胶柱层析合并后得到的第3个
馏分(Bu-3)对由氯化钙诱发的乳鼠原代培养心肌细胞心律

失常均有明显的改善效应，Bu-3在0.1～1.0μg/mL的质量浓

度时，作用强度与0.01μg/mL的维拉帕米相当(P＜0.05)。
2.3 有效部位Bu-3的反相高效液相色谱分离纯化

用制备型反相高效液相色谱仪进行分离纯化，流动

相为甲醇-水(15:85，V/V)；检测波长：260nm，共分离

得到5个化合物。
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图 3 有效部位经高效液相色谱制备分离后各化合物的HPLC 分析图 3 有效部位经高效液相色谱制备分离后各化合物的HPLC 分析

Fig.3 HPLC analysis of five compounds separated from Bu-3 separated Fig.3 HPLC analysis of five compounds separated from Bu-3 separated 

by P-HPLCby P-HPLC

2.4 化合物的结构鉴定

2.4.1 化合物1的结构鉴定

无色针状结晶(甲醇)，mp 168.5～170.0℃。[ESI-MS]+ 
m/z：267 [M+Na]+、245 [M+H]+、113 [M－132+H] +。[ESI-
MS]－m/z 487 [2M－H]－、 243 [M－H]－。根据上述质谱

数据可以推出化合物的相对分子质量为244，含有偶数

个N原子，结合化合物的13C NMR和1H NMR数据，确定

化合物的分子式为C9H12N2O6。根据化合物的13C-NMR、
1H-NMR和HMQC谱，完成了化合物中C及其所连接的H
原子的化学位移归属：1H-NMR(pyridine, 400MHz) δ：
5.78 (1H, d, J=8.1Hz, H-5)、8.52 (1H, d, J=8.2Hz, H-6)、

6.80 (1H,d, J=3.8Hz, H-1’)、4.87 (1H, m, H-2’)、4.89 (1H, m, 
H-3’)、4.64 (1H, m, H-4’)、4.19(1H,dd, J=2.6,12.1Hz, H-5’)、
4.30 (1H, dd, J=2.6,12.1Hz, H-5’)。13C-NMR(pyridine, 100MHz) 
δ：152.1(C-2)、164.3(C-4)、102.3(C-5)、141.6(C-6)、

90.2(C-1’)、71.0(C-2’)、75.9(C-3’)、86.1(C-4’)、61.6(C-5’)。
上述ESI-M、NMR数据与文献[12]中的尿苷数据基本

一致，因此确定该化合物为尿苷(uridine)。
2.4.2 化合物2的结构鉴定

黄色粉末，mp 186～187.5℃。[ESI-MS]+ m/z 265：
[M+Na]+、243 [M+H]+。[ESI-MS]－m/z 483 [2M－H]－、 
241[M－H]－。根据上述质谱数据可以推出化合物的

相对分子质量为242，含有偶数个N原子，结合化合物

的 13C NMR和 1H NMR数据，确定化合物的分子式为

C10H14N2O5。化合物2的主要HMBC相关信号如图4所示。
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图 4 化合物2的主要HMBC相关信号图 4 化合物2的主要HMBC相关信号

Fig. 4 Key HMBC correlations of compound 2Fig. 4 Key HMBC correlations of compound 2

根据化合物的13C NMR、1H NMR和HMQC谱，完成

了化合物中C及其所连接的H原子的化学位移归属：1H-
NMR(DMSO, 400MHz) δ：7.69 (1H, d, J=1.2Hz, H-6)、
1.77 (3H, d, J=1.2Hz, H-7)、6.17 (1H, t, J=7.4Hz, H-1’)、
2.07 (2H, m, H-2’)、4.24 (1H, m, H-3’)、3.75 (1H, q, J=3.8 
Hz, H-4’)、3.58(2H, m, H-5’)。13C-NMR(DMSO, 100MHz) 
δ：150.4(C-2)、163.7(C-4)、109.3(C-5)、136.1(C-6)、
12.2(C-7)、83.7(C-1’)、39.7(C-2’)、70.4(C-3’)、
87.2(C-4’)、61.3(C-5’)。

上述ESI-MS、NMR数据与文献[13]中的胸苷数据基

本一致，因此确定该化合物为胸苷(thymidine)。
2.4.3 化合物3的结构鉴定

无色针晶(甲醇)，mp 236.8～238℃，1%的茴香醛

硫酸试剂显黄灰色。[ESI-MS]+ m/z： 290 [M+Na]+、 268 
[M+H] +、136 [M－132+H]+。[ESI-MS]－　m/z：533 [2M－

H]－、266[M－H]－、134 [M－132－H]－。根据上述质

谱数据可以推出化合物的相对分子质量为267，含有奇数

个N原子，结合化合物的13C NMR和1H NMR数据，确定

化合物的分子式为C10H13N5O4。根据化合物的13C-NMR、
1H-NMR和HMQC谱，完成了化合物中C及其所连接的



152 2012, Vol.33, No.21              食品科学 ※基础研究

H原子的化学位移归属：1H-NMR(pyridine,400MHz) δ：
8.60 (1H, s, H-2)、8.71 (1H, s, H-8)、8.31 (2H, bs, NH2)。
13C-NMR(pyridine, 100MHz) δ：153.3(C-2)、149.9(C-4)、
121.6(C-5)、157.6(C-6)、140.6(C-8)、90.8(C-1’)、
72.3(C-2’)、75.5(C-3’)、87.7(C-4’)、62.9 (C-5’)。

将化合物3与腺苷对照品共薄层，发现两者在不同的

展开系统中均有有相同的Rf值，而如上所述的ESI-MS、
NMR数据与文献[14]中的腺苷数据基本一致，因此确定

化合物3为腺苷(adenosine)。
2.4.4 化合物4的结构鉴定

白色无定形固体，mp：183～186℃。根据化合物

的13C-NMR、1H-NMR和HMQC谱，完成了化合物中C
及其所连接的H原子的化学位移归属：1H-NMR(DMSO, 
400MHz) δ：5.63 (1H, d, J=8.1Hz, H-5)、7.85 (1H, d, 
J=8.1Hz, H-6)、6.15(1H, m, H-1’)、2.08 (2H, m, H-2’)、
4.23 (1H, m, H-3’)、3.78 (1H, m, H-4’)、3.57(2H, m, 
H-5’)。13C-NMR(DMSO, 100MHz) δ：150.4(C-2)、
163.1(C-4)、101.7(C-5)、140.6(C-6)、84.1(C-1’)、

39.6(C-2’)、70.4(C-3’)、87.4(C-4’)、61.3(C-5’)。
化合物4的上述数据与文献 [15]基本一致，因此

确定化合物4为2’-脱氧尿嘧啶核苷 [1- (2-deoxy -β -D-
ribofuranosyl) uracil]。
2.4.5 化合物5的结构鉴定

黄色粉末，mp＞300℃。化合物的NMR数据如

下：1H-NMR(DMSO, 400MHz) δ：10.79 (1H, bs, H-1)、 
10.98 (1H, bs, H-3)、5.44(1H, d, J=7.6Hz, H-5)、7.38 
(1H, d, J=7.6Hz, H-6)。13C-NMR(DMSO, 100MHz) δ：
151.5(C-2)、164.4(C-4)、100.3(C-5)、142.2(C-6)。

化合物5的上述数据与文献[16]基本一致，因此确定

化合物5为尿嘧啶(pyrimidin-2, 4-dione, uracil)。

3 讨   论3 讨   论

虫草头孢菌粉是多种保健品和药品的主要原料[17]。

本实验的研究对象具有提高窦性心律，改善窦房结、房

室传导功能，改善心脏功能的作用，用于治疗多种难治

性缓慢型心律失常和房室传导阻滞。但美中不足的是，

这种药品对于心律失常起效较慢而且服药量大。其主要

原因是菌粉中物质组成复杂，药效物质不清楚，缺乏有

效的质量检测和质量控制方法，从而影响了对药材的质

量检测和控制，不利于产品的进一步推广和利用。

本研究工作在活性筛选结果的指导下，对虫草头孢

菌粉乙醇提取物进行系统分离。根据活性检测结果，采

用乙醇提取、溶剂萃取和硅胶柱层析等3个处理步骤，

得到虫草头孢菌粉的抗心律失常活性部位Bu-3，它对

分别由氯化钙和异丙肾上腺素诱发的乳鼠原代培养心

肌细胞正性频率和节律失常均有明显的改善效应，在

0.1～1.0μg/mL质量浓度时，其作用强度与0.01μg/mL维拉

帕米相当。采用反相高效液相色谱法对有效部位Bu-3的
化学成分进行分离纯化，根据化合物的理化特征和波谱

数据，确定抗心律失常有效部位Bu-3的化学成分中主要

含有尿苷(uridine)、胸苷(thymidine)、腺苷(adenosine)、
2’-脱氧尿苷(1-(2-deoxy-β-D-ribofuranosyl) uracil)、尿嘧啶 

(pyrimidin-2,4-dione, uracil)等化合物，本研究结果为进一

步完善虫草头孢菌粉(宁心宝)的质量控制标准提供了一定

的理论依据。
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