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摘 � 要:采用薄层色谱 ( TLC) �分光光度法测定樟芝菌粉中的总三萜含量。结果表明, 适宜的展开剂组成为氯

仿:甲醇 = 9: 1。该方法排除了樟芝菌粉中含有的脂肪等物质对测定总三萜含量的干扰, 其准确度明显高于直接

分光光度法和重量法, 同时该方法具有较好的精密度,准确度及稳定性。
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Abstract: A m ethod of thin lay er chrom atography ( TLC) �spectropho tom etry ana lys is o f total triterpeno ids in Antrod ia

camphorata in subm erged cu lture was investigated in th is paper. The resu lts show ed that the spectrophotome try comb ined

w ith the TLC w as we ll su itab le to accurate ly determ inate the content o f tota l tr ite rpeno ids inAntrod ia camphorata in sub�

m erged cu lture. The accuracy of th is me thod was better than that o f the direct spec trophotom etry. The recovery of the pro�

cedure w as 99. 70% and RSD o f 2. 78% ( n= 5).
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� � 樟芝 (Antrodia camphorata ), 又名牛樟菇、牛樟

芝, 是一种只生长于我国台湾省牛樟树 ( C innamo�
mum kaneh irai)腐朽内壁的多孔菌

[ 1!
。樟芝长久以

来被用来治疗食物、酒精和药物所引起的中毒症状、

腹泻、腹痛、高血压、乙型肝炎、肝癌和抗氧化等
[ 2!
。

由于樟芝自然产量十分稀少以及人工子实体栽培的

不易,近年来樟芝子实体的价格十分昂贵,所以采用

生物技术方法液态发酵培养樟芝菌丝体是目前最经

济、最符合环保的方法。现在台湾市场上已经有粉

末状,胶囊,片剂形式的樟芝发酵产品
[ 3!
。本研究中

的菌粉是经过液体发酵生产得到的樟芝菌丝体
[ 4!
。

研究表明, 樟芝中的活性成分主要是三萜类化

合物
[ 5!
, 因此越来越多的研究关注于樟芝三萜。目

前通常采用重量法
[ 5, 6!
或比色法

[ 7!
定量樟芝三萜类

化合物,测定方法准确性并不是很好。比色法是以

齐墩果酸等三萜类化合物为对照品, 用香草醛�冰醋
酸和高氯酸为显色剂, 利用分光光度计直接测定总

三萜的含量。然而,当样品中含有较多量的脂肪、色

素等物质时,采用上述方法会产生较强的干扰,结果

存在明显的正偏差。有文献表明, 利用薄层色谱

( TLC )或快速柱层析法对样品进行预分离,可以排

除其它组分对测定的干扰
[ 8!
。本研究测定了樟芝菌

粉中的脂肪含量,并采用 TLC�分光光度法测定樟芝
菌粉中总三萜的含量。

1� 材料与方法

1. 1� 试剂与仪器

齐墩果酸 ( sigma,纯度∀ 97% )。硅胶 G (青岛

海洋化工厂 ) , 冰醋酸、香草醛、高氯酸等均为分析

纯。玉米油为市售商品。

UV�2100紫外可见分光光度计 (UN ICO )、恒温

水浴锅、电热烘箱等。

1. 2� 樟芝菌粉的制备

樟芝菌种保藏于本实验室, 接种于 PDA培养



基。樟芝菌粉的制备参见文献
[ 7!
。

1. 3� 樟芝菌粉中脂肪酸的分析
1. 3. 1� 粗脂肪的提取

取樟芝菌粉 5 g, 置索氏提取器中, 加乙醚 100

mL,回流提取 8 h, 提取液冷至室温, 过滤, 收集滤

液, 置已干燥至恒重的蒸发皿中,在水浴上低温挥去

溶剂, 100 # 干燥 1 h,移置干燥器中, 冷却 30 m in,

精密称定,计算樟芝菌粉中粗脂肪含量。

1. 3. 2� 脂肪酸的制备
称取 0. 2mg粗脂肪, 加入 0. 5 mo l/L的 N aOH

甲醇溶液 2 mL, 60 # 水浴中加热至油珠完全溶解,

冷却后加入 25% BF3甲醇溶液 2 mL, 酯化 20m in,

冷却后加入 2 mL正已烷, 振摇, 加入 2 mL饱和

NaC l溶液振摇,离心取上层有机相于一只干燥试管

中并加入少量无水 N a2 SO4以除去微量的水,供 GC�
MS分析使用。

1. 3. 3� 气相色谱条件

色谱柱: PEG 20M, 30 mm ∃ 0. 32 mm;载气: N 2

1. 5 mL /m in; 燃气: H2 20 mL /m in; 助燃气: O2 50

mL /m in;程序升温:起始温度 180 # ,保留 1 m in, 然

后 3 # /m in升温至 210 # 。检测器温度: 260 # ;进

样口温度: 230 # ; 进样量: 0. 2 �L。

1. 3. 4� 质谱条件
采用电子轰击方式进行离子化, E I源温度为

200 # , E I电离方式,电子能量 70 eV, 加速电压 330

KV,扫描速度 0. 85 s, 溶剂延迟 7 m in, 质谱扫描范

围 33~ 450 AMU。

1. 4� 樟芝菌粉总三萜的提取

采用 Song的方法提取樟芝菌粉三萜类化合

物
[ 5!
。取 5. 0 g樟芝菌粉, 加 50%乙醇 500mL室温

浸提 48 h,过滤,减压浓缩至没有乙醇味。剩余水相

利用氯仿萃取三次。合并氯仿相, 用氯仿定容至 50

mL,备用。另外相同方法制备樟芝菌粉总三萜提取

液 50 mL,加入 2 g玉米油, 用于考察脂肪对于三萜

含量测定的干扰作用。

1. 5� TLC�分光光度法测定总三萜
1. 5. 1� 展开剂的选择
取经活化的硅胶 G薄板, 将三萜提取液点样,

在层析缸中用不同组成的展开剂展开, 10%硫酸乙

醇显色, 105 # 加热 10m in,考察不同组成的展开剂

的分离效果。

1. 5. 2� 三萜标准曲线的绘制

准确称取齐敦果酸标准品 10. 0mg于 10mL的

容量瓶中,加入甲醇定容, 摇匀, 即为浓度 1. 0 mg /

mL的标准品溶液。依次吸取 20、40、60、80、100和

120 �L的标准品溶液在经过活化的硅胶板上点样,

同时在点样部分旁边点上相同溶液作为对照样,展

开后挥干溶剂,在对照样部分喷 10%硫酸乙醇, 105

# 加热 10m in,然后刮取与红紫色部分相对应的样

品部分的条带,用甲醇为溶剂提取 ( 200W, 10 m in)

三次,洗脱液加入 10 mL具塞试管, 水浴蒸干, 加入

0. 3mL的 5%香草醛�冰醋酸溶液和 1 mL高氯酸,

60 # 反应 10 m in, 冰水冷却, 加 10 mL冰醋酸, 摇

匀,在 550 nm波长下测定吸光度, 绘制标准曲线。

1. 5. 3� TLC�光度法测定樟芝总三萜
用微量进样器吸取樟芝三萜提取液在经过活化

的硅胶板上点样,同时在点样部分旁边点上相同溶

液作为对照样, 展开后挥干溶剂, 在对照样部分喷

10%硫酸乙醇, 105 # 加热 10 m in, 然后刮取与红紫

色部分相对应的样品部分的条带, 用甲醇为溶剂超

声提取三次, 洗脱液加入 10 mL具塞试管, 水浴蒸

干,然后按照标准曲线的测定方法测定樟芝总三萜

的含量。另取相同量总三萜 +玉米油样品用于重量

法测定总三萜含量。

1. 6� 重量法测定总三萜

取总三萜提取液 10mL, 60 # 烘干至恒重,计算

总三萜含量。另取相同量总三萜 +玉米油样品用于

重量法测定总三萜含量。

1. 7� 直接光度法测定总三萜

取总三萜提取液 40 �L于 10 mL具塞试管,水

浴蒸干,加入 0. 3mL的 5%香草醛 �冰醋酸溶液和 1

mL高氯酸, 60 # 反应 10 m in, 冰水冷却, 加 10 mL

冰醋酸,摇匀,在 550 nm波长下测定吸光度, 计算总

三萜的含量。另取相同量总三萜 +玉米油样品用于

直接光度法测定总三萜含量。

1. 8� TLC�光度法的评价
1. 8. 1� 测定方法的稳定性
取 80 �L齐墩果酸溶液, 薄层分离、洗脱后,水

浴蒸干,加 0. 3 mL 5%香草醛 �冰醋酸溶液和 1 mL

高氯酸, 60 # 下反应 15 m in,冰水冷却,加 5 mL冰

醋酸,在 550 nm波长下测定吸光度, 然后测定经过

不同时间的吸光度变化。

1. 8. 2� 测定方法的精密度

取 80 �L齐墩果酸溶液 5份, 薄层分离、洗脱

后,水浴蒸干,分别加 0. 3 mL 5%香草醛�冰醋酸溶
液和 1 mL高氯酸, 60 # 下反应 15 m in, 冰水冷却,
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加 5mL冰醋酸,在 550 nm波长下测定吸光度。

1. 8. 3� 加样回收率
准确测定样品后加入已知量齐墩果酸进行测

定, 然后用差减法求出齐墩果酸的回收率。

2� 结果与讨论

2. 1� 樟芝菌粉中脂肪酸分析结果

据报道, 樟芝新鲜子实体中粗脂肪含量为

37�44% , 子 实 体 风 干 物 中 粗 脂 肪 含 量 为

32�23% [ 9!
。而樟芝发酵菌丝体中粗脂肪含量也达

到了 9. 79%
[ 10!
。经测定,本实验中樟芝菌粉中总脂

肪的含量为 4�69%。脂肪酸的 GC�MS分析结果见

表 1。樟芝发酵粉中饱和脂肪酸相对含量为

21�29% ,不饱和脂肪酸相对含量为 77. 77%。其中

亚油酸相对含量最高,为 46. 03% ,其次为油酸。

测定结果表明,樟芝菌粉中含有一定量的脂肪,

其在直接分光光度法测定中可能会对樟芝菌粉三萜

含量的测定产生影响。

表 1� 樟芝菌粉中脂肪酸的 GC�MS分析结果 (以其甲酯计 )

T ab le 1� Dete rm ination of composition o f fatty ac id in Antrodia

camphorata in subm erged culture

保留时间
tR (m in )

脂肪酸名称
N am e

分子式 (甲酯 )

M olecu lar
form u la

分子量

(甲酯 )
M

相对

含量 (% )
Relat ive

conten t

4. 62 豆蔻酸 C15H30O 2 242 0. 14

5. 57 十五烷酸 C16H32O 2 256 0. 05

6. 65 棕榈酸 C17H34O 2 270 13. 59

6. 97 棕榈油酸 C17H32O 2 268 0. 48

7. 42 14�甲基棕榈酸 C18H36O 2 284 0. 05

7. 80 珠光脂酸 C18H36O 2 284 0. 31

9. 05 硬脂酸 C19H38O 2 298 6. 36

9. 34 油酸 C19H36O 2 296 24. 81

10. 00 亚油酸 C19H34O 2 294 46. 03

10. 93 亚麻酸 C19H32O 2 292 6. 05

11. 84 花生酸 C21H42O 2 326 0. 40

12. 16 11�二十碳烯酸 C21H40O 2 324 0. 30

12. 92 11, 13�二十碳二烯酸 C21H38O 2 322 0. 10

15. 33 山嵛酸 C
23
H

46
O

2 354 0. 39

2. 2� TLC展开剂的选择

对不同组成和配比的 TLC展开剂进行比较后

发现,氯仿 %甲醇 = 9%1的展开剂效果较好, 在该条

件下展开,三萜类物质 (R f 为 0. 2~ 0. 8)能与脂肪酸

(R f 值为 0. 8~ 1. 0)、色素等物质分离开。

2. 3� 标准曲线的制作
以齐敦果酸的微克数为横坐标, 吸光度为纵坐

标,作图得到标准曲线 (图 1), 其回归方程为: Y =

0�0036X - 0. 0242, 其中 X 为含量 ( �g ), Y为吸光

度, r
2
= 0. 9953。说明在 20 ~ 120 �g范围内呈良好

得线性关系。

图 1� 三萜类化合物的标准曲线

F ig� 1� Standard curv e o f the triterpeno ids

2. 4� 重量法、直接光度法和 TLC�光度法测定樟芝
总三萜的比较

分别采用重量法、直接光度法和 TLC�光度法对
樟芝菌粉中的三萜类化合物的含量进行测定, 结果

见表 2。三种方法测得的总三萜含量为 TLC�光度法
<直接光度法 <重量法。另外,本实验在樟芝菌粉

三萜提取液中加入 2 g玉米油用来考察脂肪对于三

萜含量测定的影响。由于玉米油可以溶于氯仿,所

以采用重量法测定樟芝总三萜 +玉米油中总三萜含

量时,玉米油使得三萜含量明显偏高。另外,玉米油

在香草醛�冰醋酸体系中对于三萜含量的测定也具
有干扰作用。本研究中的樟芝菌粉中本身含有

4�69%的粗脂肪, 因此樟芝中脂肪类物质对于樟芝

菌粉中三萜含量测定具有不可忽视的干扰作用
[ 8!
,

而应当在测定前将及其它可能对总三萜含量测定造

成干扰的物质分离除去。由此可知, TLC�光度法在直
接光度法的基础上能进一步排除脂肪、色素等干扰。

表 2� 不同方法测定总三萜含量的比较

Table 2� Com par ison of different me thods for dete rm ining to tal

tr iterpeno ids

樟芝总三萜 (% )

Total triterpenoid s in

Antrod ia

camph ora ta (% )

樟芝总三萜 +玉米油 (% )

Total triterpeno ids in

An trod ia camph ora ta

+ corn o il (% )

重量法

G ravim etr ic m ethod
3. 41 5. 39

直接光度法

Direct spectrophotom etry
1. 78 3. 18

TLC�光度法
TLC�spectrophotom etry

0. 71 0. 72
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2. 5� TLC�光度法的评价
2. 5. 1� 测定方法的稳定性

从图 2可见, 30m in内吸光度稳定,所以测定应

该在显色后 30m in内测定。

图 2� 显色反应的稳定性

F ig�2� Stab ility of reaction

2. 5. 2� 测定方法的精密度
从表 2可见, 连续测定 5次,其 RSD = 3. 64%,

表明该法具有较好的精密度。
表 2� 测定方法的精密度

Tab le 2� A ccuracy o fm easurem en t

测定次数

T im es

吸光度

Absorbency

平均吸光度

Average

absorbency

RSD

(% )

1 0. 269

2 0. 255

3 0. 252 0. 263 3. 64

4 0. 262

5 0. 275

2. 5. 3� 加样回收率
从表 3可见, 加样回收率为 99. 70% , RSD =

2�78% ,表明加样回收可以满足要求。
表 3� 齐敦果酸的回收率

Tab le 3� Recove ry o fm easurem ent

加入量

Add ing
( �g)

测定量

Found
( �g)

回收率

Recovery
(% )

平均回收

率 (% )

Average
recovery

RSD

(% )

20 20. 678 103. 39

40 39. 408 98. 52

60 57. 738 96. 23 99. 70 2. 78

80 79. 152 98. 94

100 101. 43 101. 43

3� 结论

� � 樟芝菌粉三萜提取物中含有脂肪、色素等物质,

这些物质对于香草醛�高氯酸体系测定三萜含量具
有明显的正偏差作用, 以至于在进行菌种生产能力

鉴定和分析樟芝产品时产生误差。采用薄层色谱分

离,分光光度法测定樟芝菌粉中的总三萜含量,可以

去除提取物中脂肪、色素等物质对于测定的干扰,从

而能够获得较为准确的三萜含量结果。同时该方法

具有简单,操作方便, 灵敏度高的特点。该法可用于

樟芝原料及相关产品的质量分析。
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