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灵芝氯仿提取物的HPLC指纹图谱的研究

鄢嫣， 聂少平， 陈奕， 谢明勇。
(食品科学与技术国家重点实验室，南昌大学，江西南昌330047)

摘 要：通过高效液相色谱法及现代色谱指纹图谱理论建立灵芝氯仿提取物的指纹图谱模型，为

传统中药灵芝的质量评价提供参考标准。取15批不同种植地的灵芝样品提取所得的氯仿提取物

经HPLC分析，选用KromasilC。。柱；流动相为甲醇醋酸溶液，梯度洗脱，检测波长254 nm，流量为

1 mL／min。建立了灵芝氯仿提取物的指纹图谱，并对15批样品的指纹图谱相似度进行了比较，获

得较为一致的结果，说明其可作为灵芝内在质量控制的评价参考标准。比较不同省份灵芝氯仿提

取物的异同，为今后的研究工作奠定了基础。
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Study on HPLC Fingerprint of Chloroform

Extract of G口nDderm口fHcidHm
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Abstract：The objective of this stu

Z“cid“7"through constructing the

dy was to provid a reference standard for Chinese G口竹oder7行丑

fingerprint of chloroform extract of Ganoderma lucidum with

HPLC(Kromasil C18 column(5～10 mm，4．6 mm×250 mm)，mobile phrase：methanol一2％

ethanoic acid in 1 mL／min at 254 nm)． Fifteen kinds of G口，zdPrmn Z“cidM优from different plant

area were examined and used to construct this“ngerprint and the similarity and difference of

those 1 5 samples fingerprints and common model were compared and a consistent result was

achieved． Based on those results， a reference“ngerprint was built and used to evaluate the

internaJ quality of(：玉刀dP，．"z口Z“cid“优． in conclusion，the result presented here strong suggested

that the method described in this manuscript is stabilization and credibility．

Key words：Gn咒DdPr7，z口Z“fidM7”， triterpenoids， HPLC， fingerprint， resemble value， quality

evalIlation

现代医学证明：灵芝含有多种生理活性物质， 能够调节和增强人体免疫力。目前国际医药学界
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也非常重视灵芝的研究与开发，2000年美国出版的

《美国草药药典和治疗概要》收载了灵芝，该书仅收

载10种中药或草药，灵芝为其中之一[1q]。

指纹图谱是指某种(或某产地)中药材或中成

药中所共有的、具有特征性的某类或数类成分的色

谱或光谱的图谱。通过指纹图谱的特征性，能有效

鉴别样品的真伪或产地；通过指纹图谱主要特征峰

的面积或比例的制定，能有效控制样品的质量。因

此，制定中药材或中成药的指纹图谱，对于有效地

控制中药材或中成药的质量，具有重要的意义[3]。

灵芝在长期的应用和栽培的过程中，种内产生变

异，药材质量存在很大差异，造成目前药源不稳定

和市售药材质量无法正确评估的混乱局面。高效

液相色谱具有很高的检测精度，样品用量少[4]。因

此，作者首选高效液相色谱法进行指纹图谱分析。

目前，对于灵芝高效液相指纹图谱方面的相关研究

较少。黄书铭等人通过反相液相色谱法建立了灵

芝三萜类组分的高效液相色谱指纹图谱[5]。邓文

红等人利用反相液相色谱法对灵芝原料、原料药、

灵芝注射剂进行了分析，建立了上述药剂的的指纹

图谱，作为其内在质量的参照标准M]。

作者采用中药指纹图谱法对灵芝原料进行分

析，采用不同产地的灵芝为原料，用高效液相色谱

法得到能够体现灵芝质量的氯仿提取物的指纹图

谱，通过考察各指纹图谱与总指纹图谱的相似度得

出灵芝内在质量评价方法，并且比较了各省份灵芝

氯仿提取物指纹图谱的异同。

1 材 料

1．1 样品

灵芝样品若干(见表1)，干燥备用。

1．2试剂

氯仿(分析纯)，甲醇(色谱纯)，醋酸(色谱纯)，

超纯水。

1．3仪器

中草药粉碎机，天津市泰斯特仪器有限公司产

品；waters 515高效液相色谱仪，系统包括515

HPLC泵、waters 2996光电二级管列检测器、Wa—

ters 24 10 Refractive Index检测器，Kromasil C18柱

(5～10 mm；D 4．6 mm×250 mm)、柱温箱等，wa—

ters公司产品；质谱仪，ZQ 4000／2695，美国waters

公司产品。

2方法与结果

2．1色谱分析条件

色谱柱，Kromasil C。。柱；流动相，甲醇(A)一质

量分数2％醋酸(B)；梯度洗脱，O～18 min，40％～

50％A；19～54 min，50％～70％A；53～54 min，

70％～100％A；54～55 min，100％～40％A；检测

波长：254 nm；柱温：35℃；流量，1 mL／min；进样

量：20 uL；记录时间：55 min。

表l灵芝样品来源

Tab．1 SampI皓used in this work

编号 产地 采集时间

2．2供试样品溶液的制备

取不同产地的灵芝各5个(安徽、山东、浙江共

15个)分为3组，均匀粉碎后，精密称取样品

2．000 O g，加入40 mL氯仿，61℃下回流提取3 h，

取出抽滤，残渣再加入40 mL氯仿同温度下回流提

取2 h，抽滤后合并上清液，浓缩至干，加入色谱纯

的甲醇溶解，转移至10 mL的容量瓶中，定容备用。

分析前用0．45弘m微孔滤膜滤过即可[7]。

2．3 灵芝氯仿提取物HPLC指纹图谱的建立

取15批灵芝样品按2．2供试样品制备方法制

成样品溶液，在上述色谱条件下，记录色谱峰，得到

灵芝氯仿提取物的指纹图谱。比较各色谱峰从中

总结出灵芝氯仿提取物指纹图谱中典型的11个色

谱峰(其中8号峰出峰时间居中，峰面积大小适宜，
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且分离效果较好，故选其为参照峰)如图1所示。

>

昌

宙
御

175．57

．2．72

O 7．97 15．94 23．91 31．88 39．85 47．83 55．80

时间／min

图l 灵芝氯仿提取物的指纹图谱

Fig．1 Fingerprint of chlorofbm extract Of G口nDdP，小口f“cfdH，抖

2．4氯仿提取物特征峰的HPLC—MS鉴定

采用HPLC—MS法鉴定所得特征峰的化学组

成。液相色谱条件同上，质谱条件为：ESI源，正离

子和负离子检测；脱溶剂气，流量250 L／h；锥孔气

(N：)，流量50 L／h；源电压3．O kV；扫描范围m／z

500～1 000；脱溶剂气温度350℃；锥孔电压30 V。

三萜类化合物按照它们的化学结构和质谱碎

片图可以分为5类，其主要的裂解方式就是失去一

分子H：0和CO：，或者以裂解C环或D环，产生阴

离子为其特有的特征凹]。根据文献记载，20，22一不

饱和羰基在240～255 nm处有特征紫外峰。灵芝

烯酸及灵芝酸分别在240～250 nm处和250～256

nm处有最大吸收峰[9_1 2|。通过LC—MS检测，得到

特征峰的质谱图以及相对分子质量，分别应用正负

电离方式进行检测，结果发现负电离方式对三萜酸

类物质更加灵敏。

上述结果再通过比较各物质的紫外光谱最大

吸收波长以及HPLC保留时间，参考文献资料[81和

质谱图库(NIST)，暂时鉴别和推测处其中5个特征

峰的可能的化学结构(见表2、3)

表2 ESI-MS数据及灵芝氯仿提取物特征峰组成的鉴定结果

Tab．2 ESI-MS data and identification I髑uIt of the specific peak fI．om chIorofom extract of G口nodP，m口fⅡcidH小

峰编号
保留

时间／min
质谱数据

紫外扫描

峰值
鉴别物质

20．37

26．82

28．22

29．03

29．85

30．45

31．05

31．68

33．403

34．10

531[M·H]一，513[M—H—co]‘

513[M_H]‘，495[M—H—H20]

497[M—H]‘，515[M—H—H20]一

555[M—H]

569[M—H]一

571[M—H]‘，553[M一1一H：O]‘，573[M+H]

511[M—H]‘，513[M+H]

513[M—H]，495[M—H—H：0]’

569[M—H]一，551[M—H—H。0]

256

250

256

260

253

258 ．

253

256

250

未知物质

未知物质

灵芝酸B(Ganoderic acid B)

未知物质

未知物质

灵芝酸H(Ganoderic acid H)

灵芝烯酸D(Ganoderenic acid D)

灵芝酸D(Ganoderic acid D)

未知物质

12一乙酰灵芝酸F
256

(1 2一Acet。xygan。deric acid F)(1 2一Acetoxyganoderic acid F)

11 37．08 501[M—H]。 253 未知物质

1

2

3

4

5

6

7

8

9
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表3 灵芝氯仿提取物鉴别出的三萜类物质的化学结构

T曲．3 Chemi∞J st阳ctⅡr嚣of the triterpenoids identifjed from chlomfb珊ext阳ct of国肋d一朋l口fwId口历

由于未对标准品进行分析，因此，在此只能大

致的对特征峰进行鉴别，如果需要确定特征峰物质

的化学结构，需要加入内标进行分析，此有待进一

步的研究。

2．5样品指纹图谱的相似度评价

用中国药典委员会推荐的“中药指纹图谱计算

机辅助相似度评价软件”进行数据处理，将15批灵

>
日

出

删

芝氯仿提取物的指纹图谱结果导入“中药指纹图谱

计算机辅助相似度评价软件”系统中，采用平均数

法导出15批指纹图谱的共有模式，再将15批灵芝

氯仿提取物指纹图谱与导出的共有模式进行比较，

得到各批次灵芝的相似度。所得相似度计算图谱

及有关相似度结果见图2，3及表4。

时间／min

图2 15批灵芝相似度计算图谱

Fig．2 Caculated atl嬲of 15 groups 6hHDdP册口fwfdH小

图3 灵芝氯仿提取物指纹图谱共有模式

Fig．3 Fingerprint’s common mode of chIorofo哪extract of G彻ode，小口lHcidHm
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注：图2，表4中的s1至s1 5谱图的顺序与表1中灵芝产地的顺序一致

由表4可以看出，15批样品指纹图谱与共有模

式的相似度较高，分别为o．918、O．919、o．953、

O．970、O．979、O．911、O．962、0．982、0．984、0．983、

O．941、O．953、o．958、O．961、o．956，而上述所有的相

似度都高于0．90，符合指纹图谱研究技术的要求u 3|。

2．6方法学考察

2．6．1 精密度实验 取同一样品，按2．2方法处

理后重复进样5次，得到液相色谱图，测得各特征

峰的相对保留时间以及相对峰面积，以11个特征

峰的相对保留时间与相对峰面积计算相对标准偏

差，得峰1～11相对保留时间的RSD值分别为：

0．43％、0．05％、O．09％、0．11％、0．10％、O．09％、

o．05％。0％、0．06％、O．07％、O．10％、相对峰面积

的RSD值分别为：2．1z％、1．45％、2．79％、1．24％、

1．76％、o．54％、2．62％、O％、2．33％、1．03％、

2．74％。其RSD值均在3％以下，表明本方法的精

密度较好。

2．6．2 稳定性实验 取同一样品，按2．2方法处

理后分别在O、12、24、36、48 h进样测定，得到液相

色谱图，测得11个特征峰的相对保留时间以及相

对峰面积，以11个特征峰的相对保留时间与相对

峰面积计算相对标准偏差，得峰1～ll相对保留时

间的RSD值分别为：o．18％、0．15％、o．03％、

O．07％、O．18％、o．19％、o．21％、O％、o．35％、

0．06％、O．19％，相对峰面积的RSD值分别为：

2．32％、2．47％、1．86％、2．17％、2．8l％、1．91％、

2．75％、O％、2．41％、1．94％、2．77％。其RSD值均

在3％以下，表明本方法的稳定性较好。

2．6．3 重现性实验 取同一批样品按2．2方法处

理后在24 h内重复进样5次，测得个特征峰的相对

保留时间以及相对峰面积，以11个特征峰的相对

保留时间与相对峰面积计算相对标准偏差，得峰1

～11相对保留时间的RSD值分别为：O．14％，

0．10％，O．05％，O．05％，0．01％，O．02％，O．01％，

o％，0．03％，0．03％，o．05％，相对峰面积的RSD值

分别为：2．64％，1．88％，1．13％，2．88％，2．29％，

1．87％，O．83％，O％，2．04％，O．78％，2．79％，其

RsD值均在3％以下，表明本方法的重现性较好。

2．7特征指纹峰相对保留时间以及相对峰面积计

算结果

根据2．2所述的方法进行15批样品分析，以8

号峰作为参照峰，各指纹峰的相对峰面积及相对保

留时间及相关性结果如表5、表6所示。
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表5 15批灵芝氯仿提取物HPLC指纹图谱特征峰相对保留时间

Tab．5 Relative retention time Of HPLC fingerprint’s characteristic peak Of chloroform extract of lS group G口nDdPrmn fHcfdⅡm

表6 15批灵芝氯仿提取物HPLC指纹图谱特征峰相对峰面积

Tab．6 ReIative peak area Of HPLC nngerprint’s characteristic peak 0f chIoroform extract of 15 group Gn疗DdPrmn fHcidH小

RSD／％ 51，02 38．28 47．73 66．88 40．12 56．42 52．68 O．OO 59．49 47．82 65．24
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特征峰的相对保留时间基本符合《中药注射剂

指纹图谱研究的技术要求(暂行)》中关于药材部分

的规定，RSD值均低于1％，由此可见，作者所建立

的灵芝氯仿提取物指纹图谱，作为灵芝内在质量的

参考评价方法具有一定的科学性。

指纹峰的相对峰面积相差较大(RsD值大于

3％)，由于15批样品产自3个省的不同产地，由此

可见，不同产地的灵芝氯仿提取物中所含物质的含

量有一定的差异。

2．8不同产地灵芝氯仿提取物指纹图谱的建立与

比较

为比较不同产地的灵芝氯仿提取物的异同，将

来自于3个省的灵芝氯仿提取物液相色谱数据导

入“中药指纹图谱计算机辅助相似度评价软件”系

统中，分别建立各省灵芝氯仿提取物的指纹图谱，

并将各指纹图谱进行比较，结果如图4及表7所示

(其中S1产地为山东的指纹图谱，S2为浙江，S3为

安徽)

时间／min

图4 3个产地指纹图谱比较

Fig．4 ComparisOn Of fingerprint from thr雌different pIant provin∞

表7 各省指纹图谱特征峰总面积的比较

Tab．7 The cOmpari鲫n Of nngerprint’s characteristic peak from djffe他nt proVince
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对3省份的灵芝氯仿提取物指纹图谱的比较

可以看出，不同省份的灵芝氯仿提取物的特征指纹

峰的相对含量有着明显的差异，安徽省所产的灵芝

氯仿提取物指纹图谱中的各指纹峰相对含量显著

比其余两省份大，由于三萜类物质是灵芝的主要活

性成分之一，其含量与其特征峰的相对峰面积正相

关，通过比较已鉴别的三萜类物质特征峰的峰面积

大小，可以看出安徽产灵芝的三萜类物质的含量远

高于其余两省，而浙江则稍高于山东。

3讨 论

1)色谱条件的确定 综合文献考虑到由于氯

仿提取物中物质的紫外吸收低，进样5、10“L峰面

积太低，进样20“L基本可以满足要求。综合文献

[14]以及所选柱的要求，最后选定柱温为35℃。

结合文献[14]考察了流量o．8 mL／min、1．o mL／

min，发现流量1．O mL／min为好。考察灵芝提取物

的紫外最大吸收波长，结果在254 nm和280 nm在

这两种检测波长下，图谱中均有多个色谱峰，检测

波长为254 nm时色谱峰较多且峰形较好，综合考

虑，选择254 nm为测定波长。文献[14]中研究过

等度洗脱的可行性，结果分离度、峰形等均不如梯

度洗脱理想，因此本研究选用梯度洗脱。作者考察

了10多个不同梯度洗脱，结果梯度最佳。在此梯

度条件下考察了55、60、70、90 min图谱，结果表

明，所有的指纹峰55 min内出现，故确定时间为55

mIn。

2)所得结果的应用价值 色谱指纹图谱是通

过对各个样品色谱图进行比较，来反映样品化学成

分的差异。在指纹图谱相似度计算中，一般将所选

取的色谱峰同时作比较计算，反映了指纹图谱的整

体相似性，可对中药产品质量作出较全面、准确的

评价[1}”]。本次试验结果表明，灵芝氯仿提取物的

指纹图谱相似度高，具有唯一的特征性，且其中包

含了已初步鉴定的5种三萜类物质的特征峰，三萜

类物质是灵芝中的重要活性成分之一，其含量与灵

芝的质量有一定相关性。因此利用色谱指纹图谱

来控制灵芝的质量优劣是切实可行的，它比现行质

量标准要更全面、客观。

灵芝氯仿提取物指纹图谱可为灵芝药材的质

量评价提供可靠依据，也为其质量控制提供更全面

的信息，同时通过比较3省灵芝的指纹图谱可为道

地灵芝药材产地的确定提供依据。

作者初步研究了灵芝氯仿提取物的指纹图谱，

要满足对灵芝的全面质量管理，需要建立能够反映

灵芝内在质量的、全面的色谱指纹谱，有待进行大

量样本分析和药效比较研究。
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