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摘要 目的: 建立赤芝 RP- H PLC色谱特征图谱,为赤芝药材的质量控制提供依据。方法:以灵芝酸 A为内参照物, 采用 K ro-

m asil C18 ( 250 mm @ 416 mm, 5 Lm )色谱柱, 以乙腈 ( A ) - 01 03%磷酸水溶液 ( B)为流动相, 进行梯度洗脱 ( 0~ 35 m in, 32% y

33% A; 35~ 38 m in, 33% y 37% A; 38~ 60 m in, 37% y 40% A; 60~ 70 m in, 40% A), 流速 110 mL# m in- 1, 检测波长 252 nm,

柱温 35 e 。结果: 获得了较为理想的赤芝药材 HPLC特征图谱, 确定了 19个共有峰。根据聚类分析结果,将赤芝药材分为 2

类。结论: 该方法简便、准确、可靠,可用于赤芝药材的质量控制。
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Study on RP- HPLC specific chromatogram of
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Abstract Objec tive: To establish theHPLC specific chrom atogram o fGanoderma lucidum. M ethods: 16 samples

ofG. lucidum from different produc ing areas w ere determ ined by SH IMADZU LC- 10AD DAD - HPLC under the

chromatograph ic conditions: co lumn by Kromasil C18 ( 250 mm @ 4. 6 mm, 5 Lm ), aceton itrile( A ) - 0. 03% phos-

phoric ac id so lution( B) w ith grad ient elu tion( 0- 35m in, 32% y 33% A; 35- 38m in, 33% y 37% A; 38- 60m in,

37% y 40% A; 60- 70m in, 40% A ) at a flow rate of 1. 0 mL# m in
- 1
, w aveleng th 252 nm, co lumn temperature 35

e . Results: A sat isfactory method fo rHPLC specif ic chromatog ram determ ination o fG. lucidum was estab lished, 19

character istic peaks in theHPLC specific chromatog ram were indicated. The 16 batches ofG. lucidum were recom-

mended into two based on the resu lts of c luster analysis. Conclusion: Themethod is simple and accuracy w ith good

reproduc ib ility and can be used as quality contro lmethod forG. lucidum.
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赤芝 Ganoderma lucidum ( Leyss. ex Fr. ) K ars.t

英文名为 re ish imushroom, 又称瑞草、灵芝草。为

担子菌纲多孔菌科灵芝属真菌, 主要分布于我国

云、黔、冀、吉、苏、浙、闽等省。其味甘、性平, 归

心、肺、肝、肾经, 传统中医视其为名贵滋补类药

材, 有补气安神、止咳平喘之功效, 用于眩晕不眠、

心悸气短、虚劳咳喘等症
[ 1 ]
。赤芝中主要含有三

萜、多糖、核苷、生物碱等
[ 2]
成分。中国药典 2005

年版一部采用紫外分光光度法以葡萄糖的含量来

控制其质量
[ 1]
。文献多采用测定赤芝中主要药效

成分灵芝酸 A、灵芝酸 C等含量的方法来评价其

质量优劣
[ 3, 4 ]
。特征图谱质量控制模式可以综合

反映药材中各主要成分及其相对含量, 能提供更

加全面丰富的质量评价信息。为了更全面控制赤

芝药材的质量, 本研究收集了 16批不同产地的赤

芝药材, 采用 RP- HPLC法建立了赤芝药材的色

谱特征图谱,该方法准确, 重复性好, 操作简便, 为

全面控制赤芝的质量提供了依据。
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1 仪器与材料
SH IMADZU LC- 10AD型高效液相色谱仪, SP-

DM 10A二极管阵列检测器, SH IMADZU CLASS- VP

色谱工作站。

对照品:灵芝酸 C2、灵芝烯酸 A、灵芝酸 A和灵

芝酸 D为本实验室自制, 通过其 IR、MS、
1
H -

NMR、
13
C- NMR图谱与标准图谱比较确证结构,以

峰面积归一化法计算其纯度均大于 9815%; 甲醇、

乙腈和磷酸为色谱纯,水为二次重蒸水,其他试剂均

为分析纯。赤芝药材共 16批,经沈阳药科大学药用

植物教研室孙启时教授鉴定为正品, 药材来源见

表 1。

表 1 赤芝样品的来源

Tab 1 Source s ofG anoderma lucidum

sam p les collected

样品编号

( sampleNo. )

来源

( source)

样品编号

( sample No. )

来源

( source)

1
贵州贵阳

( Gu iyang, Gu izhou)
9

吉林长春

( Changchun, Jilin)

2
贵州遵义

( Zuny,i Guizhou)
10

陕西西安

( X ipan, Shaanx i)

3
河南郑州

( Zheng zhou, H enan)
11

河北石家庄

( Shijiazhuang, Hebei)

4
山东泰安

( T a ipan, Shandong)
12

青海西宁

( X in ing, Q ingha i)

5
广东广州

( G uangzhou, Guangdong)
13

吉林四平

( Sip ing, Jilin)

6
云南昆明

( K unm ing, Yunnan)
14

江西九江

( Jiujiang, Jiangx i)

7
江西抚州

( Fuzhou, Jiangx i)
15

吉林白城

( Baicheng, Jilin)

8
陕西宝鸡

( Bao j,i Shaanx i)
16

吉林辽源

( L iaoyuan, Jilin)

2 方法与结果

211 色谱条件与系统适用性  色谱柱: K romasil

C18柱 ( 250mm @ 416 mm, 5 Lm ); 流动相: 乙腈 ( A )

- 0103% 磷酸水溶液 ( B ), 梯度洗脱程序 ( 0 ~ 35

m in, 32% ~ 33% A; 35 ~ 38 m in, 33% ~ 37% A;

38~ 60 m in, 37% ~ 40% A; 60~ 70m in, 40% A );流

速: 110 mL# m in
- 1
; 检测波长: 252 nm; 柱温: 35 e ;

进样量: 20 LL。在上述色谱条件下,以灵芝酸 A的

色谱峰 ( 10号峰,内参比峰 )计算理论塔板数不低于

20000。

212 溶液的制备

21211 对照品溶液  分别精密称取对照品灵芝酸

C2、灵芝烯酸 A、灵芝酸 A和灵芝酸 D适量,用甲醇

溶解并定容, 制成浓度依次为 100, 144, 23314,
10614 Lg# mL

- 1
的混合对照品溶液, 用于确定峰

位。

21212 供试品溶液 取灵芝药材粉末约 110 g, 精

密称定,置具塞三角瓶中, 加入氯仿 30 mL, 超声提

取 ( 220W, 50 kH z) 30m in。提取液过滤后减压回收

溶剂,残渣用少量甲醇溶解并定量转移至 10mL量

瓶中,定容至刻度, 摇匀, 经 0145 Lm微孔滤膜过
滤, 取续滤液, 即得。

213 方法学考察

21311 精密度试验  取 1号样品的供试品溶液, 按

上述色谱条件,连续进样 6次,记录色谱图。结果表

明, 各色谱峰与灵芝酸 A内参比峰的相对保留时间

和相对峰面积的 RSD均小于 310% , 符合特征图谱

要求。

21312 重复性试验 称取 1号样品 6份, 按

/ 212120项下方法操作,在上述色谱条件下进样分析,

计算各色谱峰与内参比峰的相对保留时间和相对峰

面积,其 RSD值均小于 510%,符合特征图谱要求。

21313 稳定性试验 取同一供试品溶液,于室温下

放置,分别在 0, 2, 4, 8, 12, 24 h进样分析, 计算各色

谱峰与内参比峰的相对保留时间和相对峰面积, 其

RSD均小于 510%, 结果表明,灵芝样品的溶液在 24

h内稳定。

214 赤芝药材 HPLC特征图谱中的特征峰  以经
形态学鉴定的 16批灵芝药材为研究对象,进行特征

图谱研究。获得包括灵芝酸 A ( 10号峰 )在内的 19

个色谱峰。通过比对保留时间和对照品加入法
[ 5]
,

指认了其中 4个色谱峰, 分别为灵芝酸 C2 ( 3号

峰 )、灵芝烯酸 A ( 8号峰 )、灵芝酸 A ( 10号峰 )和灵

芝酸 D( 13号峰 ) , 1号样品色谱图见图 1。

图 1 1号赤芝样品色谱图

F ig 1 C hrom atogram of sam p le No. 1

3.灵芝酸 C2 ( ganoderic acid C2 ) 8.灵芝烯酸 A( ganoderen ic acidA )

10.灵芝酸 A ( ganoderic acid A ) 13.灵芝酸 D( gan oderic acid D)

215 灵芝药材质量评价方法的确立
21511 系统聚类分析 本研究使用 SPSS软件, 采

用类间平均链锁法 ( Be tw een- groups linkage), 以夹
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角余弦 ( Cosine)
[ 6]
作为样品相似性的测度, 16批样

品可分为 2类 (样品 1, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 14, 15, 16

为第Ñ类;样品 2, 8, 11, 12, 13为第 Ò类 ) ,结合形态

学鉴定结果,判定第Ñ类为推荐品,第 Ò类为非推荐
品。聚类谱系图见图 2。

图 2 系统聚类分析图

Fig 2 Dendrogram of h ierarch ical clus tering analysis

21512 特征图谱相似度评价  结合聚类分析和专
家鉴定结果,选取第 Ñ类 11批优质样品 ( 1, 3, 4, 5,

6, 7, 9, 10, 14, 15, 16号样品 )建立共有模式。将此

11批样品色谱图导入国家药典委员会提供的 /中药
色谱指纹图谱相似度评价系统研究版 ( 2004A ) 0 [ 7 ]

,

选取 /时间窗 0宽度为 015m in, 经校准后,软件即可

生成 /对照谱图0,见图 3。再将对照谱图和 16批样

品色谱图全谱导入 /中药色谱指纹图谱相似度评价
系统检验版 ( 2004B ) 0,软件即可计算出样品与对照

谱图的相似度数据,见表 2。试验分析结果表明,相

图 3 11批赤芝药材的叠加 HPLC- UV特征图谱 ( A )和由 /中药色

谱指纹图谱相似度评价系统研究版 ( 2004A ) 0生成的对照谱图 ( B )

Fig 3 HPLC specific ch rom atogram s of11 samp les ofG. lu cidum (A ) and

their m odule p lot done by- S im ilarity Evaluat ion System for Ch rom ato-

graph ic F ingerprin t of TCM 2004A . softw are( B )

3.灵芝酸 C2 ( ganoderic acidC2 ) 8.灵芝烯酸 A ( ganod erenic acid A)

10.灵芝酸 A( ganoderic acid A) 13.灵芝酸 D ( ganoderic acid D )

表 2 相似度分析结果

Tab 2 The resu lts of sim ilarity

样品

( samples No. )

相似度

( sim ilar ity)

样品

( samples N o. )

相似度

( sim ilarity )

10 01993 6 01968

3 01992 5 01959

14 01992 15 01946

4 01985 11 01895

9 01985 8 01857

7 01983 13 01811

1 01979 2 01782

16 01976 12 01744

似度分析结果与系统聚类结果一致, 2种方法得到

了相互验证。根据相似度和聚类分析结果, 确定相

似度在 0190以上的样品为推荐品, 0190以下的为
非推荐品。

3 讨论

311 提取溶剂与方法的考察 以色谱峰的多少和

大小作为考察的指标
[ 8]
, 首先分别比较了乙醇、甲

醇、氯仿、氯仿 -甲醇等不同溶剂系统。结果表明,

乙醇、甲醇、氯仿 -甲醇提取后得到的特征图谱极性

部分提取量较大,而三萜类部分提取量较小;氯仿提

取后得到的特征图谱极性部分量较小,三萜类部分

提取量较大色谱峰明显, 结合传统的三萜类化合物

提取溶剂和试验结果, 最终确定提取溶剂为氯仿。

然后比较了超声振荡提取和加热回流提取 2种方

法,结果表明 2种方法得到的特征图谱全貌和各个

峰强度均无明显差别,综合比较, 超声提取法更为简

便, 且不易破坏有效成分, 适合大量样品的快速提

取, 最终确定采用超声振荡提取法。在此基础上,设

计正交实验 L9 ( 3
4
)对氯仿溶液超声提取工艺条件

进行优选,考察提取溶剂倍量、提取时间和提取次数

3因素的 3个水平。结果表明,最佳提取方法为加

入 30倍量氯仿,超声提取 30m in 1次。

312 色谱条件的优化 在色谱条件优化过程中, 流

动相分别比较了甲醇 - 磷酸水溶液、乙腈 -醋酸水

溶液、乙腈 -磷酸水溶液等多种流动相系统,结果表

明, 采用乙腈 -磷酸水溶液流动相系统梯度洗脱,在

70m in内获得的赤芝药材特征图谱特征性强, 各色

谱峰的分离度也较好,且 140 m in图谱显示 70 m in

后再无色谱峰出现,表明所选流动相的梯度较为合

理。本研究采用二极管阵列检测器对赤芝的 HPLC

特征图谱做全波长扫描,考察不同吸收波长图谱,重

点考察了 210, 252, 265, 280, 300 nm处的谱图特征。
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结果表明 252 nm波长处各成分具有较好的紫外吸

收,色谱信息最为丰富,基线平稳,故选用 252 nm作

为检测波长。

313 内参照物的选择 赤芝药材主要含三萜酸类

成分, 其中灵芝酸 A是其药理活性的主要成分之

一,且含量较高, 峰面积稳定,出峰时间居中,分离度

较好, 故选定灵芝酸 A作为内参比峰。

314 聚类分析和相似度评价结果分析  赤芝药材
中化学成分复杂,显然仅以单一成分控制其质量不

够全面,因此有必要建立其特征图谱。本研究以 19

个色谱峰为量化指标进行聚类分析, 将 16批不同产

地的赤芝样品分为推荐品和非推荐品 2类, 相似度

评价结果与聚类分析结果基本一致, 2种检验方法

之间得到了相互认证。不同产地的赤芝药材特征图

谱有明显差别, 19个共有峰的相对保留时间符合程

度很好,但相对峰面积差别较大,说明不同产地药材

质量差别较大,应用本文建立的方法控制赤芝药材

的质量更为可靠。对于待测样品, 只需测得该样品

的色谱特征图谱, 计算样品相似度, 即可评价其质

量。
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