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灵芝药材质量的 ＨＰＬＣ指纹图谱评价方法

顾中演，　翁新楚
（上海大学 生命科学学院，上海 ２００４４４）

摘要：以灵芝药材为研究对象，应用 ＲＰＨＰＬＣ法，色谱柱为 ＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，
５Ｍｉｃｏｎ），乙腈乙酸的水溶液二元梯度洗脱模式，流速为０．８ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２４２ｎｍ，建立了１０批不同产地
灵芝样品的ＨＰＬＣ指纹图谱．同时对各产地药材指纹图谱进行分析，应用“中药色谱指纹图谱相似度评价系统”对
各产地药材进行了质量评价．该方法简便、可靠，可用于灵芝的质量评价．
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　　灵芝（Ｇａｎｏｄｅｒｍａ）为层菌纲非褶菌目类灵芝菌
科灵芝属真菌的总称，习惯所称的灵芝是指灵芝属

中赤芝（Ｇａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍ（Ｌｅｙｓｓ．ｅｘＦｒ．）Ｋａｒｓｔ．）
的子实体部分［１］．灵芝味甘、性温、无毒，可补心、
肝、脾、肺、肾五脏之气，具滋补强身、扶正固本之功

效．大量药理研究表明，灵芝具有调节免疫、保肝、抗
肿瘤、抗衰老、提高机体耐缺氧能力等活性［２４］．中
国、日本、韩国等国家将灵芝作为药物或补品食用．

在我国，灵芝的主要产地有安徽、山东、福建、江苏、

吉林等地，由于生态环境、品种、采集期以及技术的

不同，导致药材的品质差异较大，为了避免因质量差

异影响到灵芝药材的进一步开发利用，有必要建立

全面、系统的控制灵芝质量的方法［５］．本工作采用
高效液相色谱法对部分不同产地灵芝药材的指纹图

谱进行了研究，为灵芝药材的鉴别和质量控制提供

实验依据．



１　仪器与材料
Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高 效 液 相 色 谱 仪 （Ｇ １３７９Ａ

ＤＥＧＡＳＳＥＲ，Ｇ １３１０Ａ ＩｓｏＰｕｍｐ，ＡＴ３３０Ｃｏｌｕｍｎ
Ｈｅａｔｅｒ，Ｇ １３１４Ａ ＶＷＤ，Ｇ １３２８Ｂ Ｍａｎ．Ｉｎｊ．），
ＫＱ３２００Ｂ型超声波清洗器，ＲＥ８５Ｚ型旋转蒸发器，
ＵＶ２１０２ＰＣ型紫外可见分光光度计．

灵芝酸Ａ、灵芝酸 Ｂ对照品由本实验室提取精
制，经ＵＶ，１ＨＮＭＲ，１３ＣＮＭＲ，ＭＳ等鉴定结构，纯度
均大于９８％．乙腈、甲醇为色谱纯，自制高纯水，乙
酸及其他试剂均为分析纯．

灵芝药材（均为赤芝的子实体）分批从部分产

地收集或购于医药公司，药材来源见表１．
表１　灵芝样品的来源

Ｔａｂｌｅ１　ＳｏｕｒｃｅｓｏｆＧａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍｓａｍｐｌｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄ

编号 产地

１ 福建武夷山０１

２ 福建武夷山０２

３ 江苏南通

４ 安徽大别山０１

５ 安徽大别山０２

６ 安徽大别山０３

７ 山东

８ 安徽黄山

９ 浙江龙泉

１０ 福建福州

２　条件与制备
２．１　色谱条件

色谱柱：ＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８（４．６ｍｍ×
２５０ｍｍ，５Ｍｉｃｏｎ），流速为０．８ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３０℃，
检测器波长２４２ｎｍ，进样量２０μＬ．用乙腈（Ｂ）和含
有乙酸的水溶液（Ａ）进行梯度洗脱，Ａ中水和乙酸
的体积比为１００．０∶０．１，梯度洗脱程序见表２．

表２　流动相梯度洗脱程序
Ｔａｂｌｅ２　Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ ％

时间／ｍｉｎ

０ ５ ４０ ４５ ６０ ７０

Ａ ８０ ６５ ５８ ４０ ５ ０

Ｂ ２０ ３５ ４２ ６０ ９５ １００

２．２　对照品溶液的制备
精密称取灵芝酸Ａ、灵芝酸Ｂ对照品适量，用甲

醇溶解，摇匀，制成质量浓度分别为１．００ｍｇ／ｍＬ的
对照品溶液，备用．
２．３　供试品溶液的制备

将灵芝样品粉碎成粉末，精密称取２ｇ，加氯仿
８０ｍＬ，超声提取３次，每次２０ｍｉｎ，滤过，药渣弃去；
将滤液置旋转蒸发器减压回收溶剂至干，用甲醇溶

解转移至１０ｍＬ容量瓶中，定容，用０．４５μｍ的微
孔滤膜滤过，备用．

３　方法学考察
３．１　精密度实验

精密吸取灵芝样品（１号）溶液２０μＬ，重复进
样６次，记录色谱指纹图谱．结果表明，各色谱峰
（单峰面积大于２％总峰面积）与内参比峰（６号峰）
的相对保留时间的 ＲＳＤ均小于０．７％，相对峰面积
比的ＲＳＤ均小于２．３％，同时用中国药典委员会推
荐的“中药色谱指纹图谱相似度评价系统（２００４
Ａ）”对所得色谱图进行处理，以中位数建立对照指
纹图谱，各谱图相似度均大于等于 ０．９９０．结果表
明，仪器精密度良好，符合指纹图谱要求．
３．２　稳定性试验

精密吸取灵芝样品（１号）溶液２０μＬ，分别在
０，４，８，１６，２４和４８ｈ进样分析，记录色谱指纹图谱．
以３．１节项下选定的色谱峰为观测指标，各色谱峰
与内参比峰的相对保留时间的ＲＳＤ均小于０．５％，相
对峰面积比的ＲＳＤ均小于２．８％；再利用３．１节项下
的相似度评价方法，得到各谱图的相似度均大于等于

０．９８３．结果表明，灵芝样品溶液在４８ｈ内稳定．
３．３　重复性试验

分别取灵芝样品（１号）６份，按２．３节项下制
备供试品溶液，记录色谱指纹图谱．以３．１节项下选
定的色谱峰为观测指标，各色谱峰与内参比峰的相

对保留时间的ＲＳＤ均小于０．６％，相对峰面积比的
ＲＳＤ均小于２．２％；再利用３．１节项下的相似度评
价方法，得到各谱图的相似度均大于等于０．９９０．结
果表明，重复性良好，符合指纹图谱要求．

４　指纹图谱的建立
４．１　共有峰的确认

通过对１０批灵芝药材指纹图谱的测定，共获得
了２０个特征色谱峰，其中通过反复比对，指认了２
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个色谱峰，６号峰为灵芝酸Ａ，４号峰为灵芝酸 Ｂ．灵
芝酸Ａ、灵芝酸Ｂ的色谱图分别如图１和图２所示，

典型样品色谱图如图３所示，结构式分别如图４和
图５所示．

图１　灵芝酸Ｂ色谱图
Ｆｉｇ．１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｇａｎｏｄｅｒｉｃａｃｉｄＢ

图２　灵芝酸Ａ色谱图
Ｆｉｇ．２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｇａｎｏｄｅｒｉｃａｃｉｄＡ

图３　灵芝的指纹图谱
Ｆｉｇ．３　ＦｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＧａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍ

图４　灵芝酸Ａ化学结构
Ｆｉｇ．４　ＣｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｇａｎｏｄｅｒｉｃａｃｉｄＡ

图５　灵芝酸Ｂ化学结构
Ｆｉｇ．５　ＣｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｇａｎｏｄｅｒｉｃａｃｉｄＢ

４．２　指纹图谱的相似度计算
采用国家药典委员会研发的“中药色谱指纹图

谱相似度评价系统（２００４Ａ）”，按照３．１节项下的
相似度计算方法，依据１０批不同来源的灵芝指纹图
谱（见图６），图中取末指纹峰为参照物峰计算各峰
统一化相对时间作横坐标，取积分最大峰为另一参

照物峰计算各峰统一化相对积分为纵坐标．计算样品
与共有模式之间的相似度，相似度计算结果见表３．
结果表明，不同产地灵芝药材指纹图谱的整体面貌

表３　不同来源灵芝指纹图谱相似度计算结果
Ｔａｂｌｅ３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

Ｇａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍｓａｍｐｌｅｓ

样品名 相似度 样品名 相似度

１ ０．９６４ ６ ０．９４５

２ ０．９３７ ７ ０．９６５

３ ０．９６３ ８ ０．９６１

４ ０．９４１ ９ ０．９７９

５ ０．９６０ １０ ０．９４６
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基本一致，指纹图谱相似度较高，１０批样品的相似
度都大于０．９，因此，采用此法可用于灵芝药材的质
量评价．

图６　１０批灵芝药材ＨＰＬＣ指纹图谱
Ｆｉｇ．６　ＨＰＬＣ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆＧａｎｏｄｅｒｍａ

ｌｕｃｉｄｕｍｆｏｒｔｅｎｂａｔｃｈｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓ

５　讨　论
本工作考察了甲醇、无水乙醇、９５％乙醇、乙酸

乙酯、氯仿超声提取后所获得的谱图特征．结果表
明，甲醇、无水乙醇、９５％乙醇提取后所获得的指纹
图谱，中极性的部分比较富集，灵芝中的主要活性成

分三萜类化合物得不到很好的分离．另外再结合文
献［６］，马林等比较了甲醇、９５％乙醇、氯仿的提取
效果，发现用氯仿提取率最高．所以本实验确定氯仿
为提取溶剂．

文献［７］目的是提取灵芝酸三萜酸组分，用等
度洗脱的方法，分离得到８个主要色谱峰，将指纹图
谱与药效成分结合起来，但不能反映灵芝药材的全

貌特征．本工作直接得到灵芝氯仿提取部位，并进行
指纹分析，经过反复比较，采用梯度洗脱的方法，考

察了乙腈水、甲醇水、乙腈乙酸水溶液、乙腈磷酸
水溶液等几个溶剂系统．结果表明，以乙腈乙酸水
溶液（水的乙酸的体积比为１００．０∶０．１）为流动相进
行梯度洗脱，得到的信息量相对于文献［７］要丰富，
同时谱图也有较好的分离．
　　利用紫外可见分光光度计做全波长扫描，结果
发现在２４２ｎｍ时有最大吸收，色谱信息最为丰富，
所以选择２４２ｎｍ作为指纹图谱的检测波长．

本工作建立的指纹图谱分析方法简单，大部分

化学成分能得到较好的分离．数据表明，该方法具有
很好的稳定性、重复性和可行性，因此有利于评价灵

芝药材的优劣，全面控制药材的质量．
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