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应用色谱指纹图谱技术区别赤芝和紫芝
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摘要 : 目的 　以正品赤芝药材为基础 ,建立灵芝三萜类化合物的高效薄层荧光色谱指纹图谱及 HPLC指纹图谱 ,并与紫芝进

行比较分析。方法 　应用硅胶 GF254高效预制薄层板 ,通过二次展开 , 10%硫酸乙醇溶液显色后获得薄层荧光色谱指纹图谱 ;

同时利用 HPLC法建立赤芝药材的 HPLC指纹图谱共有模式。结果 　赤芝薄层荧光色谱指纹图谱由 9个特征荧光条斑组成 ,

荧光色谱图像与轮廓扫描图谱结合分析比较 ,可分为赤芝指纹图谱模式、紫芝指纹图谱模式 ;赤芝的 HPLC指纹图谱共有 18

个特征峰 ,其中 6个成分通过对照品得到指认。结论 　通过色谱指纹图谱考察 ,赤芝与紫芝在三萜类化合物方面区别较大 ,

建议区分应用。
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Abstract: O BJECT IVE　To establish high - performance thin - layer chromatography (HPTLC) and HPLC chromatographic finger2
p rint of triterpenoid from "L inzhi" ( the p ileus of Ganoderm a lucidum ) and analyze the fingerp rints of Ganoderm a sinense. M ETHOD S

　HPTLC were carried out. After two develop ing and 10% sulfuric acid alcoholic solution as derivatization reagent, the common pat2
terns of HPTLC fingerp rint were obtained through‘Chromafinger’solution software. A t the same time, HPLC system was used to obtain

the chromatogram s of Ganoderm a lucidum. RESUL TS　The common pattern of the p ileus of Ganoderm a lucidum consists of 9 charac2
teristic peaks. There were significant differences between Ganoderm a lucidum and Ganoderm a sinense by comparison of the HPTLC ima2
ges. There were 18 peaks in HPLC chromatogram s of Ganoderm a lucidum , and among them, 6 peaks were identified by chem ical refer2
ence substances. CO NCL US IO N　The survey showed that the main commodities of‘L inzhi’in the domestic market can be attributed

to‘Ganoderm a lucidum - pattern’and‘Ganoderm a sinense - pattern’. They can be distinguished by comparison of the HPLC, HPTLC

images. There are significant differences in triterpenoid constituents. Thus, it is suggested that the two fungi should be used as two kinds

of Chinese Mecidine.
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　　灵芝来源于多孔菌科真菌赤芝 Ganoderm a lud2
cidum (Leyss. ex Fr. ) Karst. 或紫芝 Ganoderm a sinense

Zhao, Xu et Zhang. 的干燥子实体 [ 1 ]。赤芝和紫芝在

临床上均以“灵芝 ”入药 ,两者均含有三萜类化学成

分 ,具有广泛的药理作用和生物活性 [ 2 ]。已从赤芝

中分离出来的三萜类化合物有 130多种 ,主要有灵

芝酸、灵芝醇、灵芝内酯等 [ 3～7 ] ;而紫芝中也含有三

萜类化合物 ,如 ganodermatriol、ganodefiol A、ganoder2
manontriol、polycarpol等。但两者在化学成分上是否

完全相同 ,是否可在临床上等同入药 ,尚未进行过系

统研究。为此 ,以三萜类化合物为研究对象 ,对赤芝

和紫芝进行系统的 HPTLC和 HPLC研究 ,以资区别。

1　实验部分

111　试药与仪器

赤芝 Ganoderm a lucidum (Leyss. ex Fr. ) Karst.

和紫芝 Ganoderm a sinense Zhao, Xu et Zhang的干燥

子实体各 10批 ,凭证标本均存于广州中医药大学中

药资源教研室 ;试剂为分析纯 ;灵芝酸 A、灵芝酸 B、

灵芝酸 C2、赤芝酸 A、灵芝酸 G、灵芝酸 E对照品

(自制 , HPLC纯度 > 98% ) ;灵芝总三萜酸对照品

(日本 ,由广州中医药大学李杰芬教授提供 )。ATS4

全自动薄层色谱点样仪 (瑞士 CAMAG) ; REPROS2
TAR3薄层色谱摄像仪 (瑞士 CAMAG) ; SCANNER



薄层色谱扫描仪 (瑞士 CAMAG) ;高效预制薄层板

(美国 Merck, No. 74023375) ; P580高效液相色谱仪

(D ionex Summ it)。

112　HPTLC指纹图谱的鉴别

1. 2. 1　溶液的制备 　取约 2 g药材粗粉 (过 40目

筛 ) ,精密称定 ,置具塞锥形瓶中 ,加 50 m l石油醚

(30℃～60℃) ,超声处理 ( 220 W , 55 kHz) 15 m in,

过滤 ,滤渣置 60℃水浴上挥干 ,加 80 m l三氯甲烷 ,

超声处理 ( 220 W , 55 kHz) 15 m in,过滤 ,滤液置

60℃水浴上蒸干 , 残渣加 2 m l甲醇溶解 , 作为

HPTLC指纹图谱的药材供试品溶液。取约 2 mg灵

芝总三萜酸对照品 ,精密称定 ,置 1 m l量瓶中 ,用甲

醇定容 ,得对照品溶液 ;精密称取灵芝酸 A等 6种

对照品适量 ,用甲醇定容 ,制得含 1. 3 mg·m l
- 1灵芝

酸 A、1. 2 mg·m l
- 1灵芝酸 B、113 mg·m l

- 1灵芝酸 C、

1. 0 mg·m l- 1灵芝酸 G、1. 0 mg·m l- 1灵芝酸 E、1. 1

mg·m l
- 1赤芝酸 A的混合对照品溶液。

1. 2. 2　薄层色谱条件 　取广东省龙门 GAP规范化

种植基地的赤芝与紫芝各 10 批 ,照《中国药典 》

(2005年版 )薄层色谱法测定。吸取供试品溶液和

灵芝总三萜酸对照品溶液各 2μl,灵芝酸混合对照

品溶液 5 μl,在相对湿度 32%的条件下 ,以正己

烷 -乙酸乙酯 - 甲醇 - 甲酸 ( 30 ζ 30 ζ 2 ζ 0. 2)为

展开剂展开 ,展至约 5 cm,取出 , 晾干 ,再用正己烷 -

乙酸乙酯 -甲醇 -甲酸 (30ζ 30ζ 1ζ 0. 2)展开 ,展至

约 8 cm, 取出 ,晾干 ,喷以 10%硫酸乙醇溶液 ,在

105℃加热至斑点显色清晰 ,置紫外光灯 (366 nm)下

检视 (图 1)。

图 1　GAP基地的赤芝与紫芝药材典型薄层色谱图谱 ( 366 nm )

F ig 1　HPTLC chroma togram of Ganoderm a lucidum and Ganoder2
m a sinense( 366 nm )

1. m ixed coutrol; 2. coutrol; 3 - 7. 5 batches of Ganoderm a ludicum from

GAP base; 8 - 12. 5 batches of Ganoderm a sinense from GAP base

11213　实验结果 　将所有样本显色后获得的荧光

薄层色谱图导入 Chromafinger 2005色谱指纹图谱系

统解决方案软件 ,生成灰度扫描图并积分。将灵芝

代表性样本 (赤芝 )数据采用中位数法确定特征峰 ,

均数法计算特征值 ,共指认 9个特征峰。其中 ,灵芝

酸 A 等 6种化学成分得到指认 ,构成了赤芝药材薄

层色谱指纹图谱共有模式 ,而紫芝与赤芝基本无共

有的峰 (图 2)。

图 2　赤芝 ( A)与紫芝 ( B)代表性高效薄层色谱指纹图谱

F ig 2　HPTLC f ingerpr in ts chroma totram s of Ganoderm a lucidum

( A) and Ganoderm a sinense( B)

　　紫芝与标准赤芝药材薄层色谱指纹图谱共有模

式相比 ,并经聚类分析表明 ,两者相似度小于 0. 1。

赤芝与紫芝三萜酸部位的 HPTLC指纹图谱存在显

著的差别 ,紫芝不含灵芝酸 A、B、C2、G、E和赤芝酸

A等灵芝三萜酸类化学成分 ,而赤芝含有丰富的灵

芝三萜酸类成分 ,薄层色谱图谱可较直观地区分两

者 (图 1)。

113　HPLC指纹图谱的鉴别

11311　溶液的制备 　取约 0. 5 g药材粗粉 (过 40

目筛 ) ,精密称定 ,置具塞锥形瓶中 ,加 100 m l三氯

甲烷 ,超声处理 (220 W , 55 kHz) 30 m in,过滤 ,滤渣

重复上述操作 1次 ,合并滤液 ,置 60℃水浴上蒸干 ,

残渣用 1 m l甲醇溶解 ,即得 HPLC指纹图谱的药材

供试品溶液。取灵芝酸 A、B、C2、E、G、赤芝酸 A等

6种对照品适量 ,精密称定 ,加甲醇定容 ,配成分别

含 1. 3、1. 4、1. 1、1. 1、1. 5、1. 2 mg·m l
- 1的混合对照

品溶液。

1. 3. 2　色谱条件 　色谱柱为 Kromasil C18柱 ( 250

mm ×4. 6 mm, 5μm ) ;流动相 A 为乙腈 ,流动相 B

为 0. 8%高氯酸水溶液 ,梯度洗脱 ,流速 0. 9 m l·

m in
- 1

,检测波长 360 nm,柱温 30℃。梯度程序为

0～10 m in,从 30% A 线性梯度至 35% A; 10～58

m in,线性梯度至 40% A; 58～60 m in,线性梯度至

55%A , 60～115 m in,线性梯度至 70% A , 115～140

m in,线性梯度至 90%A。每次运行结束后以初始流

动相平衡色谱柱 10 m in。

1. 3. 3　赤芝共有模式的建立 　选择 10批广东河源

GAP基地赤芝样品 ,采收时间和加工方法一致。按

“113. 2”项色谱条件测定 ,并将所得色谱峰导入

“Chromafinger 2005色谱扫描指纹图谱系统解决方

案软件 ”进行数据分析 ,得到赤芝三萜类化学成分

指纹图谱的共有模式 (图 3) ,各样品的相似系数计

算结果均大于 0. 98。

从赤芝的 HPLC指纹图谱中可分离出近 60个

色谱峰 ,经比较 10批 GAP基地样品的图谱 ,从中选
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定 18个色谱峰作为可构建灵芝三萜指纹图谱的稳

定的特征峰 (图 3) ,测得其相似度。为辨别和分析 ,

将 GAP基地赤芝指纹图谱共有模式分为两个区。

主峰区 (Ⅰ区 ) :图谱 0～60 m in的区域 ,主要包括特

征峰 1～14;对比灵芝总三萜酸对照品的指纹图谱

可知该区主要为三萜酸类结构 ,用于辨别赤芝和紫

芝。特征区 (Ⅱ区 ) :图谱 60～140 m in的区域 ,主要

为 15～18峰 ,用于鉴别灵芝及其近缘属的区域。

图 3　赤芝三萜类化学成分 HPLC指纹图谱共有模式及特征峰

F ig 3　Comm on pa ttern of HPLC f ingerpr in t of terpeno ids in G ano2

derm a lucidum and its character istic peaks

11314　紫芝与赤芝共有模式的比较分析 　将紫芝

HPLC指纹图谱的原始数据导入 Chromafinger V0. 9

beta软件 ,计算得出紫芝与赤芝的 HPLC指纹图谱

的相似度为 0 (图 4)。紫芝与赤芝的指纹图谱共有

模式存在很大的区别 ,尤其以主峰区 ( Ⅰ区 )的区

别 ,紫芝在此范围内几乎不出现任何色谱峰。通过

与灵芝总三萜酸对照品指纹图谱的对比可知 ,该区

主要为三萜酸类成分 ,故紫芝几乎不含任何灵芝三

图 4　紫芝与赤芝共有模式的比较图

F ig 4 　D ifferen t chroma togram s between Ganoderm a sinense and

the comm on pa ttern of HPLC f ingerpr in t of Ganoderm a lu2

cidum

萜酸类成分。紫芝在特征区 (Ⅱ区 )所含的色谱峰

也不能与赤芝匹配 ,赤芝与紫芝药材的指纹图谱在

峰数与相对峰面积上相差较大 ,尤以主峰区显著 ,紫

芝未检测出灵芝酸 A等 6种三萜酸类化学成分。

2　讨论

由文中建立的 HPTLC指纹图谱发现 ,紫芝和赤

芝在三萜酸类化合物方面相差较大。其中 ,紫芝不

含灵芝酸 A、灵芝酸 B、灵芝酸 C2、赤芝酸 A、灵芝酸

G和灵芝酸 E等 6种成分 ,其他成分相差也较大。

通过 HPTLC可较直观、准确、简单地区别两种真菌。

对赤芝和紫芝 HPLC指纹图谱的分析 ,表明赤芝有

18个特征色谱峰 ,主要分布在 Ⅰ区和 Ⅱ区 ,和已有

的化学对照品比较 ,赤芝在 Ⅰ区含有灵芝酸 C2、灵

芝酸 B、灵芝酸 G、灵芝酸 A、赤芝酸 A、灵芝酸 E,而

紫芝均不含这些三萜酸类化合物 ;紫芝在 Ⅱ区虽含

有一部分色谱峰 ,但与赤芝相差较大 ,无相匹配

的峰。

历代医家认为紫芝不是灵芝 ,近年来将赤芝和

紫芝均作为灵芝应用 ,可能是因两者应用较多的缘

故。但从本草记载、外形和三萜类化学成分

HPTLC、HPLC指纹图谱等方面研究表明 ,两者相差

较大 ,建议两者分开应用。
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