
中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 43 卷 第 2 期 2012 年 2 月 

  

• 234 • 

灵芝双向固体发酵雷公藤后菌质化学成分变化初步研究 

侯志帆，梁永红，何礼标，王满华，苏明声，罗闳丹，谢小梅*，杨  明* 
江西中医学院 现代中药制剂教育部重点实验室，江西 南昌  330004 

摘  要：目的  对灵芝双向固体发酵雷公藤所得菌质化学成分的变化进行初步研究，针对性地分离并鉴定出发酵过程中有明

显变化规律的化学成分。方法  采用高效液相色谱法对雷公藤药材及灵芝双向固体发酵雷公藤所得到的不同时间点灵雷菌质

的醋酸乙酯提取物进行化学成分分析，采用溶剂法、柱色谱法、高效液相制备法、核磁共振等对 HPLC 色谱图中部分具有

明显变化规律的化学成分进行提取分离、结构鉴定。结果  与雷公藤生药相比，发酵所得菌质的液相色谱图具有明显规律性

的改变；针对性地分离并鉴定出 4 个化合物，分别为 12-甲氧基雷酚萜（1）、雷酚萜（2）、邻苯二甲酸二异丁酯（DIBP，3）、
邻苯二甲酸二丁酯（DBP，4）；其中菌质中化合物 DIBP、DBP 的量随发酵时间的延长而降低。结论  灵芝双向固体发酵雷

公藤的过程中，菌质中 DIBP、DBP 等邻苯二甲酸酯类有毒化合物的量降低。 
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Chemical constituents changes in Tripterygium wilfordii after ganoderma 
bidirectional solid fermentation 
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Abstract: Objective  To preliminarily study the chemical constituents change of Tripterygium wilfordii after ganoderma bidirectional 
solid fermentation and to isolate and identify the significant variation chemical constituents in the fermentation process. Methods  
HPLC was used to analyze the chemical constituents in T. wilfordii and ethyl acetate extract of T. wilfordii after ganoderma 
bidirectional solid fermentation. Solvent method, column chromatography, and HPLC preparation method were adopted to extract 
compounds with significant variation and NMR was used to identify their compounds. Results  Compared with the HPLC 
chromatogram of T. wilfordii crude drug, mycoplasma chromatogram changed regularly and obviously. Four compounds were 
separated and identified as 12-methoxy-triptonoterpene (1), triptonoterpene (2), diisobutyl-phthalate (DIBP, 3), and dibutyl-phthalate 
(DBP, 4). The contents of DBP and DIBP were reduced with the extension of fermentation time. Conclusion  During the process of 
fermenting, the contents of toxic chemicals such as DBP and DIBP are reduced. Because of complex chemical constituents changes, T. 
wilfordii after ganoderma bidirectional solid fermentation has lower toxicity than that in crude drug. 
Key words: Tripterygium wilfordii Hook. f.; bidirectional solid fermentation; Tripterygium wilfordii Hook. f. after ganoderma solid 
fermentation; HPLC; diisobutyl-phthalate (DIBP); dibutyl-phthalate (DBP) 
 

雷公藤系卫矛科植物雷公藤 Tripterygium 
wilfordii Hook. f. 的根，有大毒。临床主要用于治疗

类风湿性关节炎、各种肾炎、系统性红斑狼疮等多

种自身免疫性疾病[1-2]。但其临床不良反应较大，国

内外学者通过多种途径探索了降低雷公藤不良反应

的方法，均未从根本上解决雷公藤的毒性问题[3]。 
本课题组首次运用了“双向性固体发酵”的理

论和方法[4]。以灵芝为发酵菌种，带皮的雷公藤全根 
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为药性基质在一定条件下经固体发酵，获得特定的灵

雷菌质（G30）。通过对灵雷菌质进行急性毒性和药

效学试验研究，发现灵雷菌质保持了原雷公藤药材的

药效，但毒性相比于雷公藤全根药材却大为降低[5-6]，

化学成分也发生了明显改变[7]。为了进一步探索灵芝

双向固体发酵雷公藤减毒持效的物质基础，本研究采

用高效液相色谱法研究了雷公藤双向发酵过程中化

学成分的变化规律，并针对性地分离鉴定出部分具有

一定变化规律的化学成分，分别为 12-甲氧基雷酚萜

（1）、雷酚萜（2）、邻苯二甲酸二异丁酯（DIBP，3）、
邻苯二甲酸二丁酯（DBP，4），从化学角度探讨灵芝

双向固体发酵雷公藤的减毒持效机制。 
1  材料与仪器 

BS124S 电子天平（Sartorius）；Waters 2695 高

效液相色谱仪；Agilent 1200 半制备高效液相色谱

仪；ZF—I 型三用紫外分析仪（爱朗）；Bruker Avance 
III 400 核磁共振仪；半制备色谱柱：Prevail C18（250 
mm×100 mm, 5 μm）（Grace）；Agilent 6410 液质联

用仪。中性氧化铝（100～200 目，上海纳辉干燥试

剂厂）；十八烷基硅胶（ODS，40～75 μm，日本

YMC）；柱色谱硅胶（100～200 目，青岛海洋化工

厂）；甲醇、石油醚、三氯甲烷、醋酸乙酯均为分析

纯；高效液相用甲醇为色谱纯（TEDIA）；水经

Milli-Q 纯化系统纯化（美国 Minipore）。 
雷公藤生药材（6 年生）采自福建泰宁 GAP 种

植基地，由江西中医学院葛菲副教授鉴定为雷公藤

Tripterygium wilfordii Hook .f. 的根。雷公藤生药材

60 ℃烘干粉碎；高温灭菌2 h后接种药用真菌灵芝，

待菌丝长满瓶后，分别发酵 20、30、45 d 后经 60 ℃
烘干得不同发酵时间的药性菌质（G20、G30、G45）。 
2  方法与结果 
2.1  高效液相色谱条件 

Prevail C18（250 mm×4.6 mm, 5 μm）分析柱；

柱温：40 ℃；进样量 10 μL；检测波长 200～400 nm；

体积流量 1 mL/min；流动相为甲醇-水，梯度洗脱

条件为 0～20 min，50%～60%甲醇；20～30 min，
60%～70%甲醇；30～40 min，70%～75%甲醇；40～
50 min，75%～95%甲醇；50～55 min，95%甲醇；

55～60 min，95%～100%甲醇。 
2.2  样品提取与分离 

精密称取雷公藤药材及G20、G30、G45 各 5.000 g
置于滤纸桶，100 mL 醋酸乙酯索氏提取至无色，减

压浓缩，甲醇溶解提取物，过 10 g 中性氧化铝柱，

100 mL 甲醇洗脱，回收甲醇至干，无水乙醇溶解并

定容至 5 mL，0.22 μm 有机滤膜滤过备用。在选定的

色谱条件下，雷公藤药材、G20、G30、G45 的色谱

图见图 1。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

图 1  雷公藤药材和 G20、G30、G45 醋酸乙酯提取物的 
HPLC 色谱图 

Fig. 1  HPLC chromatograms of crude drug, G20, G30, 
and G45 of T. wilfordii 

与雷公藤生药材相比，G20、G30、G45 的色谱

图呈规律性变化。由于灵芝酶系对雷公藤的作用，

雷公藤中部分化学物质被降解转化，部分新化学物

质的生成，而且改变了雷公藤中各化学成分组成的

比例。紫外显示相同类型化合物色谱峰峰面积比具有

明显改变，其中以保留时间为 37.1、38.5 min 两处的

色谱峰（A 和 B）最为明显，说明该保留时间内的

各化合物量的比例发生了较大改变。故对色谱峰 A
和 B 所代表的化合物进行了进一步的研究。 

取雷公藤生药材 620 g，醋酸乙酯 2 500 mL 回

流提取至无色。提取液减压浓缩，甲醇溶解，经中

性氧化铝、正相硅胶、反相 ODS 等柱色谱及半制

备 HPLC 等手段，分离得到分别为色谱峰 A、B 所

代表的化合物 1～4，各化合物色谱图见图 2。 

2.3  结构鉴定 
化合物 1：白色结晶，EI-MS 在 m/z 330 处显示

分子离子峰，分子式为 C21H30O3。
1H-NMR、

13C-NMR 数据见表 1，数据与文献报道基本一致[8]，

故鉴定化合物 1 为 12-甲氧基雷酚萜。 
化合物 2：白色结晶，EI-MS 在 m/z 300 处显示 

分子离子峰，分子式为 C20H28O2。
1H-NMR、

13C-NMR 数据见表 1，数据与文献报道基本一致[9]， 
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1-12-甲氧基雷酚萜  2-雷酚萜  3-邻苯二甲酸二异丁酯 
4-邻苯二甲酸二丁酯 
1-12-methoxy-triptonoterpene  2-triptonoterpene  3-DIBP  4-DBP 

图 2  化合物 1～4 的 HPLC 色谱图 
Fig. 2  HPLC chromatograms of compounds 1—4 

故鉴定化合物 2 为雷酚萜。 
化合物 3：淡黄色油状物，EI-MS 在 m/z 288 处

显示分子离子峰，分子式为 C16H22O4。
1H-NMR、

13C-NMR 数据见表 2，数据与文献报道基本一致[10]，

故鉴定化合物 3 为邻苯二甲酸二异丁酯（DIBP）。 
化合物 4：无色油状液体，EI-MS 在 m/z 288 处

给出分子离子峰，分子式为 C16H22O4。
1H-NMR、

13C-NMR 数据见表 2，数据与文献报道基本一致[11]，

故鉴定化合物 4 为邻苯二甲酸二丁酯（DBP）。

表 1  化合物 1 和 2 的 1H-NMR、13C-NMR 数据 (CDCl3, 400/150 MHz) 
Table 1  1H-NMR and 13C-NMR data of compounds 1 and 2 (CDCl3, 400/150 MHz) 

化合物 1 化合物 2 
碳位 

δC δH δC δH 
1 34.6 1.94, 2.45 (2H, m) 37.1 1.90 (2H, m) 
2 37.6 2.54 (2H, m) 34.7 2.60 (2H, m) 
3 217.0  217.1  
4 47.3  47.3  
5 55.8 2.82 (1H, m) 50.1 2.90 (1H, m) 
6 19.6 1.98 (2H, m) 19.6 1.82 (2H, m) 
7 24.3 2.79 (1H, m) 24.6 2.70 (2H, m) 
8 114.1  120.8  
9 151.7  146.3  

10 37.4  37.6  
11 100.1 6.39 (1H, s) 117.2 6.85 (1H, d, J = 7.0 Hz) 
12 156.8  123.6 7.06 (1H, d, J = 7.0 Hz) 
13 119.3  130.4  
14 146.1  150.1  
15 24.2 3.49 (1H, septet, J = 7.0 Hz) 26.9 3.13 (1H, septet, J = 7.0 Hz) 
16 20.9 1.15 (3H, d, J = 7.0 Hz) 22.4 1.15 (3H, d, J = 7.0 Hz) 
17 21.1 1.15 (3H, d, J = 7.0 Hz) 22.7 1.15 (3H, d, J = 7.0 Hz) 
18 26.7 1.17 (3H, s) 24.3 1.25 (3H, s) 
19 20.8 1.32 (3H, s) 26.6 1.28 (3H, s) 
20 24.2 1.33 (3H, s) 21.2 1.34 (3H, s) 
21 50.1 3.77 (3H, s, -OCH3), 4.75 (1H, s, -OH) 37.1 4.71 (1H, s, -OH) 

 
3  讨论 

雷公藤的化学成分十分复杂，其药效和毒性并

不是由某一两种化合物所决定的，而是多种成分综

合作用的结果。在同一色谱条件下，与雷公藤生药

相比（图 1），G20、G30、G45 醋酸乙酯提取物的

色谱图呈规律性的变化，菌质中雷公藤重要活性及

毒性物质雷公藤甲素所在区域（保留时间为 6～7 
min），色谱峰面积成规律性下降，发酵至 30 d 时保

留时间为 44 min 处的色谱峰已消失，说明该色谱峰

所代表的化合物已被转化。保留时间 2～8、14～17、
35～40 min 处，色谱峰的峰面积呈规律性下降，且

较为明显，说明该保留时间内的化合物的量不断下

降。保留时间 35～40、61～62 min 处，紫外显示相

同类型化合物不同色谱峰峰面积的比例具有明显改

变，说明该保留时间内的化合物量的比例发生了较

大改变。保留时间 63～67 min 处，部分色谱峰峰面

积有所增加，并伴有新的色谱峰的出现，说明部分

化学成分量提高，并有新的化学物质生成。 
根据雷公藤生药与 G20、G30、G45 的醋酸乙

酯提取物色谱图的变化规律，以保留时间在 37.1、
38.5 min 处色谱峰所代表的化合物为研究对象，本

实验从雷公藤生药中分离出化合物 12-甲氧基雷酚

萜、雷酚萜、DBP、DIBP。其中 DBP、DIBP 归属

于邻苯二甲酸酯类物质（phthalates），邻苯二甲酸 
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表 2  化合物 3 和 4 的 1H-NMR、13C-NMR 数据 (CD3OD, 400/150 MHz) 
Table 2  1H-NMR and 13C-NMR data of compounds 3 and 4 (CD3OD, 400/150 MHz) 

化合物 3 化合物 4 
碳位 

δC δH δC δH 
7 169.2  169.2  
1, 6 133.5  133.5  
2, 5 129.8 7.71 (1H, dd, J = 5.7, 3.3 Hz) 129.8 7.72 (1H, m)
3, 4 132.2 7.62 (1H, dd, J = 5.7, 3.3 Hz) 132.2 7.60 (1H, m)
1′, 1′′ 72.9 4.06 (2H, d, J = 6.4 Hz) 66.6 4.29 (2H, m)
2′, 2′′ 28.9 2.05 (1H, m) 31.7 1.72 (2H, m)
3′, 3′′ 19.3 0.92 (6H, d, J = 6.7 Hz) 20.2 1.46 (2H, m)
4′, 4′′ 19.3 0.92 (6H, d, J = 6.7 Hz) 14.0 0.97 (3H, m)

 
酯类化合物是一类环境内分泌干扰素，具有致畸、

致癌、致突变性、遗传毒性及生殖毒性。可导致体

外大鼠各脏器细胞（肝脏、肺、肾脏、睾丸）SOD
酶活性降低，具有显著的氧化损伤作用[12-13]。随着

灵芝固体发酵雷公藤的时间延长，此两种化合物的

量不断下降。说明灵芝双向固体发酵雷公藤的过程

中，灵芝中的酶系不仅对雷公藤中二萜类化合物产

生了较大的影响[14]，而且降低了邻苯二甲酸酯类有

毒化合物的量。推测由于这种复杂的化学成分的改

变，使得灵芝双向固体发酵雷公藤所得到的灵雷菌

质保持了雷公藤原药材的药效，但毒性相比于雷公

藤全根药材却大为降低。 
本课题将继续对雷公藤 G20、G30、G45 醋酸

乙酯提取物的色谱图中其他具有规律性变化的化学

物质进行分离鉴定，进一步从化学角度阐明灵芝双

向固体发酵雷公藤的减毒持效机制。 
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