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灵芝提取物3种中性三萜及麦角甾醇的定量分析
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摘 要：目的  建立灵芝提取物中中性三萜——灵芝醇A、灵芝醛A、灵芝酮三醇及麦角甾醇的超高效液相色谱（UPLC）

定量分析方法及一测多评法。方法  甲醇超声提取法制备灵芝提取物；超高效液相色谱（UPLC）法采用Phenomenex 

Luna Omega PS C18色谱柱（150 mm×2.1 mm，1.6 μm），流动相为乙腈-0.04%甲酸溶液，梯度洗脱，检测波长 254 nm，柱

温30 ℃；一测多评法应用灵芝醇A作为内参物，计算灵芝醛A、灵芝酮三醇及麦角甾醇的相对校正因子；精密吸取10批灵

芝供试品溶液进样检测，比较建立的外标法与一测多评法结果是否一致。结果  4种成分在设定的质量范围内线性关系良

好（r≥0.998 8），方法的精密度、重复性、稳定性的RSD均小于 2.13%，加样回收率在 92%～105%、RSD均小于 1.99%，

准确度良好；灵芝醛A、灵芝酮三醇及麦角甾醇的相对校正因子分别为 1.02、0.99、1.80，一测多评法和外标法测定结果差

异不大。结论  建立的测定灵芝中灵芝醇A、灵芝醛A、灵芝酮三醇和麦角甾醇UPLC外标法和一测多评法的专属性强，便

捷高效，结果准确，适用于灵芝提取物中性三萜的定量分析。
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Abstract: Objective To establish an quantitative analysis method and QAMS by UPLC for ganoderol A, ganoderal A, 

ganodermanontriol and ergosterol from Ganoderma Lucidum extract. Methods The UPLC content determination was performed on 

a Phenomenex Luna Omega PS C18 chromatographic column (150 mm × 2.1 mm, 1.6 μm), with acetonitrile-0.04% formic acid as the 

mobile phase, the detection wave was set at 254 nm, the column temperature was 30 ℃ . QAMS used ganoderal A as the internal 

reference material to calculate the relative correction factors of ganoderal A, ganodermanontriol and ergosterol. Precisely aspirate 10 

batches of Ganoderma lucidum test solution for injection testing, and compare the results of the established external standard 

method and QAMS for consistency. Result The results showed that the 4 components established a good linear relationship (r ≥ 

0.998 8), and the relative standard deviations (RSD) of precision, stability, and repeatability were all less than 2.13%, and the 

recovery rate was 92%—105%, RSD was less than 1.99%, the accuracy of this method was good. The relative correction factors for 

ganoderal A, ganodermanontriol and ergosterol were 1.02, 0.99, and 1.80, respectively. There was no significant difference in the 

results between the one test multiple evaluation method and the external standard method. Conclusion The UPLC determination 
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method and QAMS of neutral triterpenoids and ergosterol in this study is specific, simple, efficient and accurate, which is suitable 

for the quantitative analysis of Ganoderma neutral triterpenoids and ergosterol.

Key words: Ganoderma lucidum extract; neutral triterpenoids; quantitative analysis; QAMS; ultra-performance liquid 

chromatography (UPLC); ganodermanontriol; ganoderol A; ganoderal A; ergosterol

灵芝隶属担子菌纲灵芝科灵芝属真菌，是传统

的名贵中药，在我国已有两千多年的食药用历史。

灵芝始载于《神农本草经》，历代医学典籍中将其列

为上品，具有补中益气、扶正固本、延年益寿等功

效［1-2］，《中国药典》2020年版中也收录了灵芝（赤芝、

紫芝）［3］。灵芝在临床上可用于护肝镇痛、补气安

神、止咳平喘、延缓衰老、提高机体免疫力，并且对

恶性肿瘤、肝炎、心血管疾病、糖尿病等临床常见病

症也具有良好的作用［4］。

灵芝中的灵芝多糖、三萜类、核苷、生物碱、氨

基酸多肽、微量元素等成分是其药效物质基础，灵

芝三萜类化合物是其中比较重要的一类，现代研究

也证实了其多种生物活性和药理功效，如调节机体

免疫力、保护肝脏、抗肿瘤、抗Ⅰ型艾滋病病毒（HIV-1）及

HIV-1 蛋白酶活性、抗组织胺释放、抑制血管紧张

素、抗氧化等［2，5-7］。灵芝三萜通过酸碱萃取的方式

可分为酸性三萜（灵芝酸类）和中性三萜（灵芝醇、

灵芝醛、灵芝酮类等）2大类［8］，近年来针对灵芝三萜

的研究多集中于酸性三萜，中性三萜研究较少。而

有研究发现与酸性三萜相比，中性三萜具有更高的

药理和生物活性［9-10］，Dai等［11］的研究发现灵芝中性

三萜不仅能抑制增殖期的肿瘤细胞生长，而且能诱

导休眠期肿瘤细胞的凋亡。唐庆九等［10］研究发现

灵芝中性三萜部分对多种肿瘤细胞的增殖均有抑

制作用，并可诱导肠癌 SW620细胞凋亡，体外实验

表明灵芝醛 A 具有较强的抑瘤活性。中性三萜中

的灵芝酮三醇也被证实具有抑制 HIV-1 蛋白酶活

性、抑制HIV-1对MT-4细胞的侵袭、抗前列腺肿瘤、

保肝等功效［12-15］。Xu等［16］和 Jedinak等［17］也发现灵

芝酮三醇可抑制人肝癌相关基因的表达及 HCT-

116、HT-29结肠癌细胞的增殖。

目前灵芝三萜类物质多采用分光光度法进行

分析，该方法的专属性较低，干扰物质多，且对照品

为齐墩果酸，与灵芝三萜成分结构差异较大，因此

测定结果误差较大［18］；也有国内外标准中采用

HPLC法进行灵芝三萜类的分析，如《中国药典》《香

港中药材标准》［19］《美国药典》《美国草药典》等，但

多集中于灵芝三萜酸类的分析，均未将中性三萜部

分纳入。

鉴于目前缺乏较系统的中性三萜分析检测方

法，因此建立灵芝中性三萜的分析方法，对其进行

定量是十分必要的。本研究选取中性三萜中含量

较高且生物活性比较强的几种物质——灵芝醇A、

灵芝醛A、灵芝酮三醇进行定量分析，麦角甾醇与三

萜类结构近似，《中国药典》2020年版中将“三萜及

甾醇”作为灵芝中含量测定的成分进行质量控制，

因此本方法中将麦角甾醇的含量也一并列入进行

计算。本研究建立测定 3种灵芝中性三萜成分及麦

角甾醇的超高效液相色谱（UPLC）法；灵芝中性三

萜对照品大多未实现高效分离和量产，价格昂贵，

本研究同时建立 3种灵芝中性三萜成分及麦角甾醇

的一测多评法，为灵芝及其相关产品中灵芝中性三

萜成分的分析及质量控制提供参考。

1　仪器与材料

1.1　仪器

Agilent 1290 Infinity Ⅱ型超高效液相色谱仪（美

国安捷伦公司）；KQ-300VDE 型超声波清洗器（昆

山市超声仪器有限公司）；AUY120万分之一电子分

析天平（日本岛津公司）；SECURA125-1CN十万分

之一电子天平［赛多利斯科学仪器（北京）有限公

司］；Direct-Q3UV纯水/超纯水系统［默克密理博实

验室设备（上海）有限公司］。

1.2　材料

灵芝醇 A（质量分数 98.3%，Panphy Chemicals 

Corporation）；灵芝酮三醇（质量分数 98.2%，Planta 

Analytica公司）；灵芝醛A（质量分数 97.1%，上海诗

丹德标准技术服务公司）；麦角甾醇（质量分数

96.6%，中国食品药品检定研究院）；乙腈（色谱纯，

德国默克公司）；甲醇、甲酸（分析纯，广东光华科技

股份有限公司）；水为超纯水（Direct-Q3UV纯水/超

纯水系统制备）。

样品（批号 200201、200501、201201、210101、

210701、 220102、 210301、 210801、 211101、

P202211058）为福建仙芝楼生物科技有限公司提供

的灵芝醇提物，所用灵芝经中国科学院微生物

研究所庄文颖研究员鉴定为灵芝科真菌灵芝

Ganoderma lucidum（Leyss. ex Fr.）Karst. 的 子

实体。
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2　方法与结果

2.1　溶液制备

2.1.1　供试品溶液制备 称取样品 0.5 g 于 50 mL

量瓶中，加入甲醇适量，超声提取 30 min，取出冷

却后用甲醇定容至刻度，摇匀，用 0.22 μm微孔滤膜

滤过，滤液为供试品溶液。

2.1.2　对照品溶液制备 灵芝醇A对照品溶液：准

确称取灵芝醇 A 对照品 5 mg，用甲醇溶解定容至

100 mL，摇匀。该对照品储备液中灵芝醇A的质量

浓度为50 μg·mL−1，−18 ℃保存，有效期3个月。

混合对照品溶液：分别精密称取灵芝酮三醇、

灵芝醇A、灵芝醛A、麦角甾醇对照品置于同一量瓶

中，甲醇定容制成灵芝酮三醇、灵芝醇A、灵芝醛A、

麦角甾醇质量浓度均为 0.2 mg·mL−1的混合对照品

溶液。

2.2　液相色谱条件

Phenomenex Luna Omega PS C18（150 mm×

2.1 mm，1.6 μm）色谱柱，流动相为乙睛（A）-0.04%

甲酸溶液（B），梯度洗脱，条件见表 1。柱温 30 ℃，

波长254 nm，进样量为10 μL。

2.3　方法学考察

2.3.1　系统适应性试验 取混合对照品（灵芝酮三

醇、灵芝醇A、灵芝醛A、麦角甾醇）溶液、供试品溶

液，按照“2.2”项下色谱条件进样测定，结果显示，4

种待测成分保留时间和峰面积稳定性高（RSD分别

为 0.00%、0.37%），拖尾因子小于 1.2，理论塔板数均

大于10 000。结果见图1。

2.3.2　线性关系、相对保留时间、相对校正因子考

察 将“2.1.2”项中混合对照品溶液进行适当稀释，

配制成不同浓度，用 0.22 μm的微孔膜滤过，照“2.2”

项下色谱条件进样分析，进行线性回归。并以灵芝

醇A为内标，计算灵芝酮三醇、灵芝醛A及麦角甾醇

的相对保留时间和相对校正因子。

结果表明 4种成分在浓度范围内与峰面积均呈

良好的线性关系。结果见表2～4。

2.3.3　灵芝醇 A 检测限和定量限 采用空白标准

偏差法评估检测限（LOD）和定量限（LOQ）。

表1　流动相梯度洗脱时间

Table 1　Gradient elution procedure

t/min

  0

20

30

35

60

62

70

乙腈（A）/%

45

60

70

100

100

45

45

0.04%甲酸溶

液（B）/%

55

40

30

  0

  0

55

55

体积流量/

（mL·min−1）

0.4

0.3

0.3

0.3

0.3

0.4

0.4

1-灵芝酮三醇；S-灵芝醇A；2-灵芝醛A；3-麦角甾醇

1-ganodermanontriol；S-ganoderol A；2-ganoderal A； 3-ergosterol

图1　混合对照品（A）及灵芝提取物样品（B）的HPLC色谱图

Fig. 1　HPLC chromatograms of mixed reference sub‐

stances (A) and Ganoderma lucidum extract (B)

表2　3种灵芝中性三萜及麦角甾醇的线性关系

Table 2　Linear range investigation of Ganoderma neutral 

triterpenoids and ergosterol

化合物

灵芝酮三醇

灵芝醇A

灵芝醛A

麦角甾醇

回归方程

Y＝32.53 X－8.04

Y＝30.07 X＋50.14

Y＝29.34 X＋47.63

Y＝17.54 X＋1.81

r

0.999 8

0.998 8

0.998 9

0.999 8

线性范围/μg

2.236～223.600

2.040～204.000

2.156～215.600

2.036～203.600

表3　灵芝中性三萜及麦角甾醇不同浓度下的相对保留时间

Table 3　Relative retention times of different 

concentration of Ganoderma neutral triterpenoids and 

ergosterol

灵芝醇A/（g·mL−1）

2.04

5.10

10.20

20.40

51.00

102.00

153.00

204.00

平均

RSD/%（n＝8）

相对保留时间

灵芝酮三醇

0.47

0.47

0.47

0.47

0.47

0.47

0.47

0.47

0.47

0.07

灵芝醛A

1.03

1.03

1.03

1.03

1.03

1.03

1.03

1.03

1.03

0.01

麦角甾醇

1.15

1.15

1.15

1.15

1.15

1.15

1.15

1.15

1.15

0.08
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LOD＝3 Sb·b
−1，LOQ＝10 Sb·b

−1，其中 Sb＝20次空白

值标准偏差；b＝标准曲线斜率。当灵芝提取物取

样量为 0.5 g，定容体积为 50 mL 时，灵芝醇 A 的

LOD为 2.27 μg·g−1，LOQ为 7.58 μg·g−1；灵芝酮三醇

的LOD为3.82 μg·g−1，LOQ为12.73 μg·g−1；灵芝醛A

的 LOD 为 3.55 μg·g−1，LOQ 为 11.82 μg·g−1；麦角甾

醇的LOD为1.98 μg·g−1，LOQ为6.59 μg·g−1。

2.3.4　 精 密 度 试 验 取 灵 芝 提 取 物（ 批 号

P202211058），按照“2.1.1”项下方法处理，按照“2.2”

项色谱条件，将供试品溶液连续重复测定 6次，灵芝

醇A、灵芝酮三醇、灵芝醛A、麦角甾醇各峰面积的

RSD 值均小于 2.01%，一测多评法计算 3 种中性三

萜及麦角甾醇含量的RSD为1.34%，精密度良好。

2.3.5　 稳 定 性 试 验 取 灵 芝 提 取 物（ 批 号

P202211058），按照“2.1.1”项下方法制备供试品溶

液，分别在 0、2、4、6、12、18、24 h按照“2.2”项色谱条

件进样检测，记录色谱图，计算灵芝醇A、灵芝酮三

醇、灵芝醛 A、麦角甾醇各峰面积的 RSD 值均小于

1.39%，一测多评法计算 3种中性三萜及麦角甾醇含

量的RSD为1.82%，24 h内样品的稳定性良好。

2.3.6　 重 复 性 试 验 取 灵 芝 提 取 物（ 批 号

P202211058），同 1 d内按照“2.1.1”项下方法制备供

试品溶液 6份，按照“2.2”项色谱条件测定，计算灵

芝醇A、灵芝酮三醇、灵芝醛A、麦角甾醇各峰面积

的 RSD 值均小于 2.13%，一测多评法计算 3种中性

三萜及麦角甾醇含量的RSD为 0.59%，方法的重复

性良好。

2.3.7　中间精密度试验 取灵芝提取物（批号

P202211058），由不同人员按照“2.1.1”项下方法制

备 6份供试品溶液，在不同日期用仪器 1290 Infinity

Ⅱ高效液相色谱系统按照“2.2”项色谱条件测定，灵

芝醇A、灵芝酮三醇、灵芝醛A、麦角甾醇各峰面积

的 RSD 值均小于 1.79%，一测多评法计算 3种中性

三萜及麦角甾醇含量的RSD为 0.66%，表明方法的

中间精密度良好。

2.3.8　回收率试验 取已知灵芝醇 A 含量的灵芝

提取物（批号 P202211058）6份，分别加入一定量的

灵芝醇A、灵芝酮三醇、灵芝醛A、麦角甾醇对照品

溶液，按照“2.1.1”项下方法处理并按照“2.2”项色谱

条件检测。灵芝醇A、灵芝酮三醇、灵芝醛A、麦角

甾醇的回收率为92%～105%，RSD小于1.99%。

2.3.9　 耐 用 性 试 验 取 灵 芝 提 取 物（ 批 号

P202211058），按照“2.1.1”项下方法制备供试品溶

液（6份），取“2.1.2”项的混合对照品溶液，分别采用

不同色谱柱按照“2.2”项色谱条件测定。

从上述结果可以看出，采用不同的色谱柱，各

成分特征峰与灵芝醇 A 峰的相对保留时间差异不

大；对照品之间的相对校正因子变化也不大（表 5）。

供试品的分离效果均良好，3种灵芝中性三萜及麦

角甾醇质量分数稳定，RSD为1.49，说明该方法的耐

用性良好。

方法学验证结果表明，灵芝提取物中 3种灵芝

中性三萜及麦角甾醇含量测定的UPLC法系统适应

性、精密度、线性关系、准确度、耐用性等均符合要

表5　不同色谱柱测定的相对保留时间、相对校正因子

Table 5　Relative retention times and relative calibration factors of different columns

待测物

灵芝酮三醇

灵芝醇A

灵芝醛A

麦角甾醇

相对保留时间

Luna®Omega 1.6 μm 

PS C18

0.47

1.00

1.03

1.15

CORTECS® UPLC® T3 

1.6 μm

0.43

1.00

1.03

1.14

相对校正因子

Luna®Omega 1.6 μm 

PS C18

0.99

1.00

1.02

1.80

CORTECS® UPLC® T3 

1.6 μm

1.00

1.00

1.01

1.85

表4　灵芝中性三萜及麦角甾醇不同浓度下的相对校正因子

Table 4　Relative calibration factors of different 

concentration of Ganoderma neutral triterpenoids and 

ergosterol

灵芝醇A/（g·mL−1）

2.04

5.10

10.20

20.40

51.00

102.00

153.00

204.00

平均

RSD/%（n＝8）

相对校正因子

灵芝酮三醇

0.99

0.98

0.99

0.99

0.98

0.99

0.98

0.98

0.99

0.54

灵芝醛A

1.02

1.03

1.02

1.02

1.03

1.02

1.03

1.02

1.02

0.51

麦角甾醇

1.79

1.79

1.81

1.78

1.80

1.82

1.79

1.80

1.80

0.71
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求，该方法稳定、可靠、可行，可以作为灵芝提取物

中3种灵芝中性三萜及麦角甾醇含量测定方法。

2.3.10　一测多评法和外标法测定结果比较 精密吸

取10批供试品溶液10 μL，按照“2.2”项色谱条件分别

测定样品中灵芝醇A、灵芝酮三醇、灵芝醛A、麦角甾

醇；以灵芝醇A质量浓度为横坐标，相应峰面积为纵坐

标，采用单点定量法计算样品中灵芝醇A的含量，再以

样品中的灵芝醇A为内参物，采用一测多评法［20］计算

灵芝酮三醇、灵芝醛A和麦角甾醇含量，计算4种成分

含量之和。按干燥品计，结果见表6。

从测定结果可以看出一测多评法和外标法测

定结果差异不大，用一测多评法测定 3种灵芝中性

三萜及麦角甾醇的含量是可行的。

3　讨论

按照“2.1.2”项下步骤用甲醇分别配制质量浓

度为0.2 mg·mL−1的灵芝酮三醇、灵芝醇A、灵芝醛A

及麦角甾醇对照品溶液，并按照“2.2”项下条件考察

各对照品在光电二极管阵列（PDA）检测器下的吸

收波长，结果表明灵芝酮三醇、灵芝醇A、灵芝醛A

最大吸收波长均在 254 nm；麦角甾醇最大吸收波长

在 282 nm，254 nm处吸收波长略低，对比麦角甾醇

在 282 nm 与 254 nm 的计算结果，差异在±2% 以

内，因此综合考虑选择 254 nm波长下的数据进行一

测多评法分析计算。

本研究中考察了常用的流动相如水-甲醇体系、

水-乙腈体系，在流动相为水-甲醇时，灵芝酮三醇、

灵芝醇A、灵芝醛A及麦角甾醇等几种物质的色谱

峰未能达到基线分离，分离效果差，因此采用水-乙

腈体系，并根据 4种物质的极性差异调整水-乙腈的

比例进行梯度洗脱，实现各化合物的色谱峰达到较

好的分离效果。因此本研究中选择水-乙腈作为流

动相体系进行梯度洗脱，并在流动相中加入 0.04%

的甲酸，有效改善了峰拖尾现象。

常用的灵芝三萜类提取溶剂有甲醇、乙醇、三

氯甲烷等，为了选取最佳提取溶剂，本研究对几种

常用溶剂进行了对比分析，灵芝中性三萜及麦角甾

醇在甲醇、乙醇中的溶解性最好，提取率最高，因此

选择以甲醇或者乙醇为溶剂制备供试品溶液。

本研究通过一测多评法建立了灵芝提取物中 3

种灵芝中性三萜和麦角甾醇的UPLC检测方法。灵

芝酮三醇、灵芝醇A、灵芝醛A及麦角甾醇含量约为

灵芝提取物中总三萜的 30%，且具有较好药理功

表6　一测多评法与外标法测定结果比较

Table 6　Comparison between quantitative analysis of multi-components by singlemarker and external standard method

批次

200201

200501

201201

210101

210701

220102

210301

210801

211101

P20221

1058

方法

外标法

一测多评法

外标法

一测多评

外标法

一测多评法

外标法

一测多评法

外标法

一测多评法

外标法

一测多评法

外标法

一测多评法

外标法

一测多评法

外标法

一测多评法

外标法

一测多评法

灵芝酮三醇/%

0.27

0.27

0.48

0.49

0.30

0.30

0.46

0.46

0.40

0.40

0.27

0.28

0.60

0.61

0.48

0.49

0.49

0.50

0.43

0.43

灵芝醇A/%

0.12

0.13

0.26

0.26

0.18

0.19

0.33

0.33

0.27

0.28

0.22

0.23

0.51

0.50

0.37

0.36

0.44

0.43

0.40

0.39

灵芝醛A/%

0.06

0.07

0.07

0.08

0.10

0.11

0.15

0.15

0.12

0.13

0.10

0.11

0.17

0.17

0.14

0.15

0.17

0.18

0.14

0.15

麦角甾醇/%

1.69

1.69

1.44

1.43

2.06

2.05

2.03

2.03

2.44

2.43

2.09

2.09

2.07

2.07

2.51

2.50

1.97

1.97

2.21

2.21

3种中性三萜及麦角甾醇总和/%

2.14

2.16

2.24

2.26

2.63

2.65

2.98

2.98

3.23

3.24

2.69

2.70

3.34

3.34

3.50

3.50

3.08

3.08

3.18

3.18

··2384
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效，开发前景广阔。但灵芝中性三萜的研究明显落

后于灵芝酸性三萜，相应的对照品也大多未实现高

效分离和量产，价格昂贵，其分析检测存在一定的

困难。而采用易得、价廉、有效的一种成分作为内

参物，通过一测多评的方法进行多种成分的含量测

定，既降低检测成本，又解决了对照品不足的问题，

不失为一种事半功倍的方法。本研究也证实了与

单一对照品外标法测定结果进行比较无显著差异，

用一测多评法测定灵芝中性三萜及麦角甾醇的含

量是可行的。

麦角甾醇是广泛存在于真菌内的化合物，是真

菌类的特征甾醇。是与三萜类结构近似的一类物

质，《中国药典》2020年版中即将“三萜及甾醇”作为

灵芝中含量测定的成分进行质量控制，因此本方法

中将麦角甾醇的含量也一并列入进行计算。

灵芝三萜类化合物为灵芝发挥抗肿瘤作用的

主要物质之一，而多项研究表明中性三萜的抗肿瘤

活性优于酸性三萜，有可能是灵芝三萜中发挥抑瘤

作用的主要物质。目前从赤芝中分离得到的中性

三萜大概有 50余种，而赤芝中已发现的酸性三萜已

有 100余种，中性三萜类还具有较大的研究和开发

空间，本研究针对灵芝提取物 3种中性三萜建立的

UPLC检测方法具有重要的实际意义。方法前处理

简便高效，精密稳定，重复性及稳定性好，结果准确

度高，可应用于灵芝提取物中性三萜及甾醇类的定

量分析，为灵芝提取物的质量评价提供理论依据。
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