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摘 要 以 甲苯
一

乙酸 乙酷
一

乙酸 (12
: 4 : 0

.

5 )为展 开剂
,

以硫酸
一

甲醇 ( 1
:

1) 为显色剂
,

通过硅胶

薄层层 析法 由灵 芝发酵产 物 中分离得到 3 种 四环 三菇酸
,

命名为 M
l 、

M
:

和 M
3 ,

其 R f 值分别为

。
.

56
,

0
.

49
,

0
.

17
。

并对这 3 种物质 的紫外光谱特性进行 了研究
。

抗菌实验显示 3 种 四环三枯酸具

有抑制大肠杆菌
、

产 气杆菌
、

肠炎杆菌
、

金 黄色葡萄球菌和枯草芽抱杆菌生长的活性
。

关健词 灵芝 四环三 菇酸 紫外光谱 抑菌实验

灵芝中四环三砧类化合物是近年来发现

的灵芝中另外一类具有明显药理活性的化合

物
。

在化学结构上属于四环三枯类化合物
,

具

有护肝和排毒川
、

降血压 2[]
、

降胆固醇川等作

用
。

灵芝中四环三菇首先 由 K u b ot a川等从灵

芝 G
.

lu ic d u m 的子实体中得到 ; 此后 N is hi
-

t o b a 〔5〕和 H i r o t a n i〔
6〕等作 了较多的研究 报道

;

国内这方面的研究起步较 晚
,

陈若芸川 在他

们的综述中论及灵芝中四环三枯酸的研究进

展 ; 王芳生等闭报道 了赤芝子 实体 中四 环三

菇进行了较深人的研究 0j[
。

笔者报道了灵芝

四环三菇酸的定性分析方法
、

紫外光谱特征

及抑菌活性
。

1 材料和方法

1
.

1 材料
:

试剂均为分析纯
; 硅胶 (层析用 )

30 0 目
,

青岛海洋化工厂 ; 薄层板 S X Z O c
m

,

自制 ; 7 5 3 W 紫外分光光度计
。

1
,

2 方法

1
.

2
.

1 灵芝发酵产 物 中 四 环 三 菇酸 的提

取川
:

发酵液经真空浓缩至原体积的 1 5/
,

过

滤后
,

用水饱和 正丁醇提取 3 次
,

合并正丁醇

提取液
,

后减压浓缩至干
,

残渣溶于适量的甲

醇中
,

即为粗四环三枯酸
。

1
.

2
.

2 深层发酵
:

25 L 发 酵罐 中培养基体

积 1 2 5 L
,

发酵温度 3 0
`

C
,

通 风量 1 , 0
.

7 5
,

搅拌转速 18 o r / m i n
,

接种 量 I L
,

起 始 p H

5
.

5
,

发酵 9 6 h
。

1
.

2
.

3 抑菌实验
一

滤纸透明圈法 10[ 〕 :

①上层

培养基 ( g / L )
:

牛 肉膏 5 ,

蛋 白脉 10
,

醉母 青

5
,

葡萄糖 5
,

N a C 1 5
,

琼脂 1 8
,

p H 7
.

2
。

下层培

养基 ( g / L )
:

牛 肉膏 3
,

蛋 白脉 5 ,

N a
1C 5 ,

琼

脂 2 0 , p H 7
.

2
。

②抑菌效 果评价
:

接种细 菌浓 度为 1 0 7

C F U / m L
,

灵芝酸浓度 50 m g / L
。

抑菌圈直径

5~ 6 m m 为 +
,

7一 10 m m 为 + +
,

抑菌圈不

明显为一
。

2 结果与讨论

2
.

1 灵芝中四环三枯酸薄层定性分析
:

利用

薄层层析法进行中草药有效成分的定性分析

至今仍是一种常规 的检测方法
。

在运用该方

法时首先要确定的是采用何种展开剂
。

我们

选择 4 种展开剂进行实验
,

结果见表 1
。

裹 1 不同展开剂条件下四环三枯鼓的 R r 值

系统 1 系统 2 系统 3 系统 4 代号

0
.

2 6 0
.

2 8 0
.

7 0 0
.

5 6 M z

0
.

6 2 0
.

6 5 0
.

6 7 0
.

4 9 M Z

0
.

1 2 0
.

1 5 0
.

5 5 0
.

1 7 M l

系统 卜正 己烷
一
乙酸 乙酷 (1

,

l)

系统 2
一

正 己烷
一
乙酸 乙醋

:

乙醚 l(
,

l
,

l)

系统 3
一

抓仿
一
乙醚

一
乙酸 乙醋 (9

:
1

,
1 )

系统 4一甲苯
一
乙酸 乙酷

一
乙 酸 (1 2

:
4

,
0

.

5)

显色剂
:

硫酸
一

甲醉 l(
.

1) 溶液

由表 1 中可以看出
, 4 种展开系统都有 3

个 明显斑点
,

它们的 R f 值在 0
.

15 ~ 0
.

70 之

间
。

由于展开剂的极性不同
,

使得各物质的

R f 值不同
。

以甲苯
一
乙酸 乙醋

一
乙酸 ( 12

, 4 ,

·
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0
.

5 )为展开剂时
,

由于加人少量乙酸
,

使得分

离结果非常理想
。

因此我们选择系统 4 为展

开剂
。

显色剂的选择
:

分别 以三氯乙酸和硫酸
-

甲醇为显色剂进行实验
,

前者 皆显黄色
,

加热

时间长且灵敏度不高
。

以硫酸
一

甲醇 (1
:

1) 为

显色剂时
,

加热时间短
,

显色速度快
,

120 ℃ 加

热 15 ~ 20 m in 即显色
。

而且 以硫酸
一

甲醇为

显色剂时
,

还可 以 判别三掂酸基本结构的饱

和与不饱 和情 况助〕
。

在实验 中我们观 察到

M
l

( R f = 0
,

5 6 ) 和 M
:

( R f 一 0
.

4 9 ) 先 显亮 红

色
,

然后 变为紫色 ; M
3

( R f 一 0
.

1 7 )则 由橙色

变为紫色
.

这表 明三种灵芝中四 环三菇酸都

具有不饱和特性
,

否则呈黄色

并逐渐褪色
。

因此我们选择硫

酸
一

甲醇一 1 : 1 为显色剂
,

图 1

是以系统 4 为展开剂时灵芝 中

四环三枯酸的薄层层析图谱
。

2
.

2 灵芝 中四环三菇 酸的紫

外光谱特征
:

由于灵芝 中四 环

侧. . . 月 . . . 目. . .

. 认
、

. M之

. M ,

, . ’

二 , ……

三枯酸 中含有共扼体 系
,

因而 图 1 灵芝四

通常在紫外区有吸收峰
。

将分 环 三 菇酸 的

离的 3 种四 环三枯酸在紫外 区 薄层 层 析 图

进行吸收扫描
,

得到如 下的谱 谱

图 (图 2 )
。

从图 2 中可 以看出
,

3 种四环三菇酸在

。
.

.9

O
。 翻 ,

叨 ` . ~ ~ ~ `

一
加 . 刀 . 2佣 加目

_

{兰几叹
0

代侧娜哪

22 0 别 0 2的 加口

艘长 禽 〔。而 )

图 2 M
. 、

M
Z 、

M
3

紫外光谱图

22 0 ~ 26 0 n m 中都有不 同程度 的吸收峰
,

已

有的文献报道川也证明灵芝中四环三赌酸在

此范围内有明显的吸收
。

由图 2 可以 看出 M
l

的最大紫外吸收峰在 2 54
n m 左 右 ; M

:

的最

大 吸收峰在 2 4 3 n m 左右 ; M
3

的最大吸收峰

在 2 2 4 n m 左右
。

2
.

3 灵芝中四环三菇酸的抗菌活性
:

通过滤

纸透明圈法检测 了灵芝酸对不同微生物的抑

菌活性
。

结果见表 2
。

裹 2 灵芝酸的抑菌作用

肠炎杆菌 产气杆菌
金黄色

葡萄球菌
大肠杆菌 枯草杆菌

+ 十 + +

+ + 十

+ 十 十 +

+ + +
一

+ + +

+MMM

3 小结

3
.

1 确定了灵芝中四环三菇酸的硅胶薄层定

性分析法
,

适宜的展开剂组成是 甲苯
一

乙酸乙

酷
一

乙酸一 12
: 4 : 0

.

5 ; 显色剂组成是硫酸
一

甲

醇一 1
, 1

,

而且利用该显色剂可以 初步判断

灵芝中四环三枯酸母核上的不饱和性
。

分离得

《中草药 》 19 9 9 年第 3 0 卷第 8期

到的 3 种灵芝三菇酸的 R f 值分别 为 0
.

56
,

O
,

4 9
,

0
.

1 7
。

3
.

2 紫外 吸收光谱表明
,

M
,

的最大吸收在

2 5 4 n m
,

与有关的报道基本相一致
。

在 C
, ,

位

不存在拨基 的化 合物
,

大都有△ 7
闭△

’ 〔 , `〕双

键
,

其紫外 吸收大多在 23 7 n m
,

2 44 n m
,

2 53

n m
,

M
Z

的紫外光谱特征在此范围内
。

而在既

没有 a 、

p不饱和酮
,

又 没有共扼双键的化合

物 中
,

紫外吸收在 端
a 、

21 0 n m 左右
,

M
3

有可

能属于此范围
。

3
.

3 抗菌实验显示 3 种四环三菇酸具有抑

制大肠杆菌
、

产气杆菌
、

肠炎杆菌
、

金黄色葡

萄球菌和枯草芽抱杆菌生长的活性
。
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三安胶囊质量标准的研究

福建 省药品检验所 ( 福州 3 5 0 0 1) 潘 落 陈在敏 吴晓玲 许建华 ”

三 安胶囊 是 由海马
、

叶下 珠
、

获菩
、

金 线莲等中

药组成
,

具 有扶正 固本
,

清热解毒
,

消肿 之功效
。

用于

肠癌
,

肺癌等多种 肿瘤疾病
。

为控 制三 安胶囊的质

量 〔`一 6 ] ,

进 行如下研究
。

1 实验部分

1
.

1 仪器与材料
:

岛津 C S
一

9 3 0 型薄层扫描仪
,

岛津

D R
一

2 型处 理 机
,

定量 毛细 管 (美 国 )
,

试剂 均为 A R

级
;
没食 子酸 (中 国药 品生 物 制 品检定 所 )

,

金 线莲

(本所鉴定 )
,

硅胶 G (青岛海洋化工厂生 产 )
,

三安胶

囊 (福州世纪星药 厂 )
。

l
,

2 实 验条件
:

薄 层 色谱测 定 条 件
:

吸 附 剂
:

硅 胶

G
一

C M C
一

N鱿 展开剂
:

抓仿
一

甲醇
一

甲酸 ( 1 0 , 3 : 2 )
,

显

色剂
: 1 % F

e

1C
3 乙醇溶液

,

用热 风吹至 显色清 晰
,

反

射法锯齿扫描
,

入~ 5 8 0 n m
,

线性化参数 S x 一 3
。

2 实验结果

.2 1 鉴别

2
.

1
.

1 取本 品内容物少许置显微镜下观察
,

可 见无

色 片状物
,

有细 密横纹
,

横 纹平直或微波状
,

骨碎片

无色
,

呈长条 型 (检有海 马 )
。

不规则颗粒状团块
,

遇

水合抓醛液渐溶化
。

菌 丝无色
,

细长
,

稍弯曲
,

有分枝

(检查获荃 )
。

(见 图 1)

层板上
,

用 氛仿
一

甲醇
一

甲酸 (8 5 :

13
,

2) 展 开
,

取 出
,

晾干
,

喷 以 2 % 3
,

5 二硝基苯 甲酸 乙醉溶液
,

再喷 以

氢氧化钾 乙醉 (1 m ol / L )
,

可见供试 品溶液色谱在 与

金线莲对 照药材相应 的位置 上显相 同颜色 的斑点
。

(见图 2 )

2
.

2 含量测定
:

成品 中含有 叶下珠
。

叶下 珠中含有

没食子 酸成分
,

据报道 没食子酸具有抗菌
,

抗病毒
,

抗肿瘤作用
。

叶下珠为方中臣药
。

我们确定有效成分

没食子酸 作为含量 测定指标
,

制订控制制 剂质量 的

方法
。

2
.

2
.

1 标 准品溶 液的制备
:

精

lllll
OOO

……
... 0 0 000

……
OOO

000 0 0 000

000 0 . 000

二二二

………
掣掣掣

2
.

1
.

2 取本 品 8 9
,

加

9 5 % 乙 醉 7 0 m L
,

冷 浸 6

h
,

超 声 提 取 1 0 m i n ,

滤

过
,

蒸 干
,

加 甲 醇 Z m L

溶解
,

作为供试 品溶液 ;

另 取对 照 药材 2 9 同法

处 理
,

作为对 照 药 材 溶

液 ; 再取缺金线莲的 样

品
,

同法 处理
,

作为阴 性

对 照溶液
。

取上 述制备

的三种 溶液各 10 拌L
,

分

别依次点 于 同一硅胶薄

卜 9 8 0 3 0 7

2
一 9 8 0 3 1 2

3
一

9 8 0 3 2 0

4一金线莲对照药材

5一缺金线莲样品

密称 取 没食子 酸 对 照 品 .5 01

m g 至 1 0 m L 量瓶中
,

用 甲醇溶

解并定容
,

摇匀
,

备用
。

2
.

2
`

2 供试 品溶液 的制备
:

取

本品 8 9 精密称定
,

置索 氏提取

器 中
,

用石 油醚提 取至无 色
,

挥

干
,

再用 乙醇提 取 s h
,

水溶 上

燕至 近 干
,

加人 o
,

5 9 聚 酞胺

粉
,

挥 干溶剂
,

将上 述粉末装人

聚 酞胺 柱 ( 2 9
,

内 径 1 0 ~ 1 2

m m )中
,

先用 2 0 m L 水洗脱
,

再

1
一

肌肉组 织 2
一

骨碎片

3
一

菌丝

圈 1 三安胶班显微图

圈 2 样 品 薄层 用 95 % 乙醇洗脱
,

收集洗脱液

层析图 70 m L (薄层检查洗脱完全 )
,

蒸

干
,

用乙醇溶解至 s m L 量瓶中
,

作为供试 品溶 液
。

2
.

2
.

3 标准曲线 的制备
:

精密吸取上述标准 品溶液

1
.

0
、

2
.

0
、

3
.

0
、

4
.

0
、

5
.

0 拌L 分别点 于 同一 硅胶 G 薄

层板上
,

依上述 1
.

2 薄层 色谱条件测定
,

以没食子酸

的量为横坐标
,

峰面 积的积分值为纵坐标
,

绘制标 准

曲线
,

回归方程 为 Y ~ 9 9 0 + 3 6 8 7 .3 S X
, r ~ .0 9 99 7

,

没食子酸在 .0 5 01 一 2
.

5 05 产g 范 围内呈 良好 的线性

关系
。

2
.

2
.

4 精密度试验
:

取供试 品溶液点于 同一薄层板

,

潘 葬 在福建省药 品检验所工 作
。

多年从事新药开发研制工作共十余项
,

并进行科研工作
,

已发表文章 10 篇
。

“ 福建中医学院实习生

·

5 8 6
.


