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摘要：目的  建立灵芝孢子粉的 HPLC 特征图谱及三油酸甘油酯的含量测定方法。方法  采用 ACCHROM Unitary-C18 

(250 mm×4.6 mm，5 μm)色谱柱，流动相为乙腈-异丙醇(51∶49)，流速为 1.0 mL·min1，柱温为 30 ℃，检测器为蒸发光

散射检测器。结果  建立了灵芝孢子粉 HPLC 特征图谱，确定了 10 个共有峰，指认了其中 8 个共有峰的成分分别为三亚

油酸甘油酯、二亚油酸油酸甘油酯、二亚油酸棕榈酸甘油酯、二油酸亚油酸甘油酯、棕榈酸油酸亚油酸甘油酯、三油酸

甘油酯、二油酸棕榈酸甘油酯和二油酸硬脂酸甘油酯。三油酸甘油酯进样量在 0.613 2~18.40 µg(r=0.998 9)内与峰面积线

性关系良好，平均加样回收率为 104.1%(RSD=1.8%)。结论  特征图谱结合三油酸甘油酯的含量测定，能更好地控制灵芝

孢子粉的质量。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a specific HPLC chromatogram of Ganoderma lucidum spore and a method for 
determination of triolein. METHODS  The chromatographic separation was performed on an ACCHROM Unitary-C18 

column (250 mm×4.6 mm, 5 μm) with the mobile phase of acetonitrile-isopropanol(51∶49). The flow rate was 1.0 mL·min1 at 
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30 ℃ with the detection by ELSD. RESULTS  The results showed that the chromatographic fingerprint was completed with 10 

recognizable peaks, of which 8 peaks kaempferol-3-O-β-D (trilinolein, 1,2-linolein-3-olein, 1,2-linolein-3-palmitin, 1,2-olein-3- 
linolein, 1-palmitin-2-olein-3-linolein, triolein, 1,2-olein-3-palmitin and 1,2-olein-3-stearin) were determined. The linear range of 

triolein was 0.613 218.40 µg(r=0.998 9), the average recovery was 104.1%(RSD=1.8%). CONCLUSION  The combination 
of specific chromatograms and determination of triolein is suitable for use in the quality control of Ganoderma lucidum spore.  
KEY WORDS: Ganoderma lucidum spore; triolein; fingerprint; HPLC 

 

灵芝孢子粉为多孔菌科真菌赤芝 Ganoderma 

lucidum (Leyss.ex Franch.) Karst.的干燥成熟孢子,

灵芝弹射孢子时采收, 具补气安神、健脾益肺作

用，用于调节免疫、抗肿瘤、调节血脂、降低血

糖、调节神经系统及心血管系统等[1-5]。新修订的

灵芝孢子粉质量标准新增了杂质、水分、总灰分、

重金属有害元素、破比率、过氧化值、微生物限

度、指纹图谱等检查项目以及三油酸甘油酯和多

糖含量测定等项目，对灵芝孢子粉的真伪、品质、

安全性等方面进行了全面的控制。一般认为灵芝

孢子油的临床作用与其含有丰富的不饱和脂肪酸

特别是油酸、亚油酸有密切的关系[6]。油脂类成分

具有抗肿瘤活性且含量高，可作为灵芝孢子粉质

量控制的指标性成分[7-8]。周晓宏等[8]采用高效液

相色谱蒸发光散射检测法(HPLC-ELSD)测定了灵

芝孢子油中三油酸甘油酯的含量，秦臻等[9]采用气

相色谱法建立了破壁灵芝孢子粉中油酸和亚油酸

的含量测定方法，但缺乏对灵芝孢子粉进行真伪

鉴别的手段，且对灵芝孢子粉的指纹图谱研究鲜

有报道。本实验在分析灵芝孢子粉油脂类成分的

基础上，采用 HPLC-ELSD 对该类成分进行指纹图

谱研究，对其中的特征峰进行指认，同时控制指

纹图谱中三油酸甘油酯的含量。 

1  仪器与试药 

Agilent 1200 系列高效液相色谱仪 (美国

Agilent 公司，配备 G1322A 在线脱气机、G1311A

四元泵、G1329A 自动进样仪、G1316A 柱温箱、

Chemstation 色谱工作站)；AG285 电子天平(瑞士 

METTLER TOLEDO)；2000ES 蒸发光散射检测器

(Alltech)；数显式电热恒温水浴锅(上海跃进医疗

器械厂)。 

乙腈 (MERCK 公司，色谱纯 ) ；异丙醇

(MERCK 公司，色谱纯)；试验用水为 Milli-Q 系

统制备(电阻率 18.2 MΩ.cm@25 ℃)。 

对照品：三亚油酸甘油酯[Trilinolein(9c,12c)，

批号：K 259:1]、1,2-二亚油酸-3-油酸甘油酯[1,2- 

linolein-3-olein(rac)，批号：J 239:5]、1,2-二亚油

酸-3-棕榈酸甘油酯[1,2-linolein-3-palmitin(rac)，批

号：O 115:1]、1,2-二油酸-3-亚油酸甘油酯[1,2- 

olein-3-linolein(rac)，批号：M 283:9]、1-棕榈酸-2-

油 酸 -3- 亚 油 酸 甘 油 酯 [1-palmitin-2-olein-3- 

linolein(rac)，批号：L 356:11]、三油酸甘油酯

[Triolein(9c)，批号：K 079:2]、1,2-二油酸-3-棕榈

酸甘油酯[1,2-olein-3-palmitin，批号：N 256:8]和

1,2- 二 油 酸 -3- 硬 脂 酸 甘 油 酯 [1,2-olein- 

3-stearin(rac)，批号：J 139:5]均购于 LarodanAB

公司。 

样品：灵芝孢子粉样品共 20 批，7 批破壁灵

芝孢子粉由金华某中药饮片有限公司提供，批号

分别为 20120401、20120402、20120403、20150404、

20120405、12121301、12121303，对应表 1 中样

品编号 S1~S7。其余 13 批购于市面上各种品牌灵

芝孢子粉饮片。 

2  方法与结果 

2.1  色谱条件   

色谱柱：ACCHROM Unitary-C18(250 mm× 

4.6 mm，5 μm)；流动相：乙腈-异丙醇(51∶49)，

等度洗脱；流速：1.0 mL·min1；柱温：30 ℃；蒸

发光散射检测器条件：漂移管温度 105 ℃，载气

流速 2.0 L·min1。 

2.2  混合对照品溶液制备 

精密称取各对照品，加乙腈-异丙醇(51∶49)

溶液制成含三亚油酸甘油酯、1,2-二亚油酸-3-油酸

甘油酯、1,2-二亚油酸-3-棕榈酸甘油酯、1,2-二油

酸-3-亚油酸甘油酯、1-棕榈酸-2-油酸-3-亚油酸甘

油酯、三油酸甘油酯、1,2-二油酸-3-棕榈酸甘油酯、

1,2-二油酸-3-硬脂酸甘油酯浓度分别为 28.70，

146.8 ， 50.75 ， 279.6， 242.1 ， 613.2 ， 341.6，

69.15 μg·mL1 的混合对照品溶液。 

2.3  供试品溶液的制备 

精密称取灵芝孢子粉 0.4 g，置具塞锥形瓶中，

精密加入乙腈-异丙醇(51∶49)溶液 25 mL，称定重
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量，水浴回流提取 60 min，放冷，用乙腈-异丙醇

(51∶49)溶液补足减失的重量，滤过，取续滤液，

即得。 

2.4  定量分析 

2.4.1  标准曲线  分别精密吸取三油酸甘油酯对

照品溶液(613.2 µg·mL1)1，5，10，20，25，30 µL，

注入液相色谱仪，测定峰面积，以进样量(mg)的对

数(X)为横坐标，峰面积的对数(Y)为纵坐标，绘制

标准曲线，并以最小二乘法计算得回归方程，结

果显示，三油酸甘油酯在 0.613 2~18.40 µg 内与峰

面积呈良好的线性关系。 

2.4.2  仪器精密度试验  取对照品溶液，按“2.1”

项下色谱条件，重复进样 6 次，测定峰面积，结

果 RSD<2.0%。表明仪器精密度良好。 

2.4.3  重复性试验  取同一批号灵芝孢子粉样品

6 份，按“2.3”项下方法制备并测定峰面积，结

果三油酸甘油酯平均含量为 57.03 mg·g1，RSD 为

4.6%。 

2.4.4  回收率试验  采用加样回收法，取已知含

量的样品 6 份，精密加入对照品溶液适量，按“2.3”

项下方法制备供试品溶液，分别测定供试品中三

油酸甘油酯的含量，计算回收率，结果平均回收

率为 104.1%，RSD 为 1.8%，说明本法的回收率

良好。 

2.4.5  稳定性试验  按“2.3”项下方法制备供试

品溶液，按“2.1”项下色谱条件，分别在 0，5.5，

9，12.5，49 h 时注入液相色谱仪，记录峰面积，

结果显示三油酸甘油酯峰面积 RSD 为 4.0%，表明

供试品溶液室温放置 49 h 稳定。 

2.4.6  样品测定结果  用本实验建立的 HPLC，测

定不同生产企业灵芝孢子粉中三油酸甘油酯的含

量，结果见表 1。 

2.5  指纹图谱分析   

灵芝孢子粉三油酸甘油酯含量测定和特征图

谱采用相同的前处理条件和色谱系统。 

2.5.1  精密度试验  按“2.3”项下方法制备供试

品溶液 1 份，连续进样 5 次，记录色谱图，并按

国家药典委员会提供的中药色谱指纹图谱相似度

评价系统对其相似度进行评价，选取 10 个峰作为

Mark 峰，以 Mark 峰模式进行相似度计算，结果

相似度均为 1.000，说明该方法精密度良好。 

表 1  20 批样品测定结果 

Tab. 1  The results of 20 samples 

样品 

编号 

甘油三

油酸酯/

mg·g1 

相似度
样品 

编号 

甘油三 

油酸酯/

mg·g1 

相似度 

S1 65.6 1.000 S11 30.9 0.948 

S2 66.2 1.000 S12 56.5 0.999 

S3 66.7 1.000 S13 63.6 0.999 

S4 67.7 1.000 S14 60.6 0.999 

S5 67.8 1.000 S15 79.0 1.000 

S6 66.1 0.999 S16 74.0 0.995 

S7 67.2 0.999 S17 76.8 0.999 

S8 61.7 0.996 S18 71.7 0.998 

S9 42.0 0.999 S19 63.0 0.999 

S10 52.0 0.997 S20 71.8 0.999 

2.5.2  重复性试验  精密称取灵芝孢子粉 6 份，

按“2.3”项下方法制备供试品溶液，按“2.1”项

下色谱条件测定，记录色谱图，并按国家药典委

员会提供的中药色谱指纹图谱相似度评价系统对

其相似度进行评价，以 Mark 峰模式进行相似度计

算，相似度均为 1.000，结果表明本法具有较好的

重复性。 

2.5.3  稳定性试验  制备灵芝孢子粉供试品溶液

1 份，分别在 0，5.5，9，12.5，49 h 时注入液相

色谱仪，记录色谱图，并按国家药典委员会提供

的中药色谱指纹图谱相似度评价系统对其相似度

进行评价，与生成的对照色谱图比较，结果表明

供试品溶液在 49 h 内稳定。 

2.5.4  共有峰的确定和色谱峰的指认  20 批样

品色谱图见图 1，分析比较各批样品的色谱峰，

10 个峰为各样品所共有。采用对照品对照法对色

谱峰进行指认，其中 1，2，3，4，5，6，7，9

号峰分别是三亚油酸甘油酯、二亚油酸油酸甘油

酯、二亚油酸棕榈酸甘油酯、二油酸亚油酸甘油

酯、棕榈酸油酸亚油酸甘油酯、三油酸甘油酯、

二油酸棕榈酸甘油酯、二油酸硬脂酸甘油酯，见

图 2。 

2.5.5  相似度测定  以 10 批灵芝孢子粉样品的

色谱特征图谱为基础，采用中药色谱指纹图谱相

似度评价系统软件建立共有模式，计算 20 批样

品与共有模式间的相似度，结果见表 1，色谱图

见图 1。 
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图 1  灵芝孢子粉样品色谱图 

Fig. 1  HPLC chromatograms of Ganoderma lucidum spore powder samples 

 

 
图 2  对照品和供试品的 HPLC-ELSD 色谱图 

A对照品溶液；B灵芝孢子粉样品；1三亚油酸甘油酯；21,2-二亚

油酸-3-油酸甘油酯；31,2-二亚油酸-3-棕榈酸甘油酯；41,2-二油酸

-3-亚油酸甘油酯；51-棕榈酸-2-油酸-3-亚油酸甘油酯；6三油酸甘

油酯；71,2-二油酸-3-棕榈酸甘油酯；91,2-二油酸-3-硬脂酸甘油酯。 

Fig. 2  Representative HPLC-ELSD chromatograms of 
reference substance and samples 
Areference substance; Bsample of Ganoderma lucidum spore powder; 

1Trilinolein; 21,2-linolein-3-olein; 31,2-linolein-3-palmitin; 41,2- 

olein-3-linolein; 51-palmitin-2-olein-3-linolein; 6triolein; 71,2-olein- 

3-palmitin; 91,2-olein-3-stearin. 

3  讨论 

本研究比较了石油醚(60~90 ℃)、乙腈-异丙醇

(51∶49)不同提取溶剂以及不同提取时间对含量

的影响，结果显示采用乙腈-异丙醇(51∶49)溶液

回流提取 6 min 含量最高。 

比较了不同柱温(25，30 和 35 ℃)、不同色谱

柱 (Agilent Zorbax SB-C18 、 Kromasil C18 和

ACCHROM Unitary-C18)、不同色谱仪(Agilent 和

Shimadzu)对含量和指纹图谱的影响，结果显示实

验条件对色谱峰的分离和油脂类成分的含量影响

较小，表明本方法耐用性良好。 

对所收集的 20 批灵芝孢子粉中三油酸甘油酯

含量测定结果显示，大部分批次含量在 60~ 

80 mg·g1 之间，4 批次含量稍低，推测与破壁工

艺中孢子油的损失或孢子质量相关。 

样品相似度检测结果显示，除 1 批相似度为

0.95 外，其他不同生产企业产品间的相似度可达

0.99，说明灵芝孢子粉成分一致性较好。本实验建

立的特征图谱具专属性，联合三油酸甘油酯含量

测定，可用于灵芝孢子粉的真伪鉴别及质量控制。 
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产地及生长年限对土茯苓中落新妇苷含量的影响 
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摘要：目的  考察产地和生长年限对土茯苓中落新妇苷含量的影响，了解近年来土茯苓商品的来源和各地产土茯苓落新

妇苷含量的分布情况。方法  实地调查、采集并采用 HPLC 测定落新妇苷的含量。结果  目前市场上土茯苓商品主要来

自国内南方各省，此外还有部分来自越南。国产土茯苓有约 70%的样品落新妇苷含量不符合中国药典 2015 版规定，而越

南产土茯苓含量全部符合规定，且远高于限度要求。结论  不同产地土茯苓落新妇苷含量差别较大，生长年限对土茯苓

中落新妇苷含量影响较小，越南产土茯苓能否供药用尚需做进一步研究。 
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Influence of Origin and Growth Years to the Content of Astilbin in Smilacis Glabrae Rhizoma 
 
YAN Aijuan1, GUO Zengxi2, ZHANG Wenting2, HUANG Qinwei2, QI Yanfei2, ZHAO Weiliang2*(1.Zhejiang 

Chinese Medicine University, Hangzhou 310053, China; 2.Zhejiang Institute of Food and Drug Control, Hangzhou 310052, 
China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the influence of growing places and years to the content of astilbin in Smilacis 
Glabrae Rhizoma. To know the source of Smilacis Glabrae Rhizoma in markets recently and research the distribution of astilbin 
in Smilacis Glabrae Rhizoma. METHODS  Field survey and collect sample, determine the content of astilbin by HPLC. 
RESULTS  The main goods of Smilacis Glabrae Rhizoma in market now were most produced in the southern provinces of 
China, others were from Viet Nam. About 70% native Smilacis Glabrae Rhizoma were failing to conform the limit of Chinese 
Pharmacopoeia 2015 Edition, but all the specimen produced in Viet Nam were qualified. CONCLUSION  The quantity of 
astilbin among the different places have great distance, but the growth years have less influence. Whether the Smilacis Glabrae 
Rhizoma produced in Viet Nam can be used as a medicine still needs further research. 
KEY WORDS: Smilacis Glabrae Rhizoma; Smilax glabra Roxb.; astilbin 
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