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的7．羟基被甲氧基所取代。nC—NMR(DMSO-d ，500 

MHz)6：165．1(C-2)，103．7(C-3)，182．0(C-4)， 

157．3(C-5)，98．0(C-6)，163．9(C-7)，92．8(C-8)， 

161．1(C-9)，120．2(C-10)，140．0(C-1 )，104．7(C- 

2 )，165．1(C-3 )，148．2(C-4 )，165．1(C-5 )， 

104．5(C-6 )，56．4(OCH3--3，5 )，56．1(OCH3-7)。 

上述数据再与文献[9]报道的小麦黄素7-甲醚(tri- 

cin 7．methyl ether)相比较一致，故推定为小麦黄素 

7一甲醚。 

[致谢] 核磁共振波谱由中国医学科学院药物研究所 

药物分析测试中心贺文义老师代测。 
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灵芝总三萜酸含量测定方法的研究 

李保明，刘 超，王洪庆，陈若芸 
(中国医学科学院 中国协和医科大学 药物研究所 中草药物质基础与资源利用教育部重点实验室， 

北京 100050) 

我国灵芝科灵芝属药用真菌有 80余种，常用的 

有赤芝、紫芝、松杉灵芝、树舌等。2005年版《中国 

药典》收载赤芝和紫芝为灵芝入药品种。灵芝作为 

传统中药已有几千年的历史，灵芝含有多种化学成 

分，近年来，随着人们对灵芝的广泛深入研究，已分 

离、纯化并阐明结构的三萜化合物 1 12种⋯，药理研 

究表明其具有护肝排毒、抗氧化、抗菌降糖、抗 HIV 

病毒和疱疹病毒、抑制肿瘤细胞等 作用。关于灵 

芝三萜酸的含量测定仅有马林等 用 HPLC法分离 

测定了灵芝酸 B等4个成分，本研究选用灵芝酸 B 

为对照品，建立了定量测定灵芝总三萜酸含量的方 

法，采用比色法测定了灵芝属 3个种赤芝 Ganoder一 

，船 luceidum，紫芝 G $inel~e，松杉灵芝 G．tsugae等 

8个样本的总三萜酸的含量。 

1 仪器、试剂与样品 
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LAB Tech UV一2000紫外．可见分光光度计；电 

子天平(日本A&D公司，分度值为0．01 mg)；氯仿、 

无水乙醇、碳酸氢钠、无水硫酸钠、盐酸、硫酸均为分 

析纯(北京化工厂)；灵芝酸 B对照品由本实验室从 

松杉灵芝中分离制得，其结构经 TLC，IR，NMR，MS 

确证，纯度经 HPLC分析达 98％以上；灵芝样品分 

别来 自江苏、广东和福建(过25目筛)，由中国科学 

院微生物所张小青研究员鉴定。 

2 方法与结果 

2．1 对照品溶液的制备 精密称取灵芝酸 B对照品 

约 5 mg，置 5 mL量瓶中，加无水乙醇溶解并稀释至 

刻度，即得含灵芝酸 B约 1 mg·mL 的对照品溶 

液。 

2．2 供试品溶液的制备 精密称取本品粉末 1 g， 

加无水乙醇 50 mL热回流提取 2 h，过滤，残渣再加 

无水乙醇50 mL回流2 h，共重复提取3次，滤液合 

并，减压蒸干后加氯仿 15 mL溶解 ，移至分液漏斗 

中，再用氯仿洗涤残渣 2次，合并氯仿液；用饱和碳 
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酸氢钠萃取氯仿4次(15 mL×4)，合并碳酸氢钠 

液，用6 mol·mL 盐酸调节pH 2～3，用氯仿萃取4 

次(15 mL×4)，合并氯仿液，用水洗涤氯仿液，弃去 

水层，氯仿液用无水硫酸钠干燥，过滤，用氯仿洗涤 

无水硫酸钠3次(15 mL×3)，洗涤液与滤液合并， 

减压蒸干，残渣用无水乙醇溶解并定容至 5 mL，摇 

匀，即得供试品溶液。 

2．3 最大吸收波长的测定 精密吸取对照品溶液 

1 mL及供试品溶液2 mL，加无水乙醇至2 mL，摇 

匀，加入50％硫酸无水乙醇溶液2 mL，摇匀，随行空 

白，其余同标准曲线项下操作，在 200～600 nm扫 

描。结果表明，对照品和样品溶液在526 nm处有最 

大吸收，故选择测定波长为526 nm。 

2．4 标准曲线的绘制 精密吸取对照溶液0．3， 

0．6，0．9，1．2，1．5 mL分别置 10 mL具塞试管中，各 

加无水乙醇至2 mL，摇匀，分别加入 50％硫酸无水 

乙醇溶液2 mL，摇匀，随行空白，于 100℃水浴中加 

热5 min，立即冷却至室温，于30 min内在526 nm 

处测定吸光值。用吸光度为纵坐标，对照品量为横 

坐标，求得回归方程为：Y=0．499 6X+0．009 1，r= 

0．999 5，灵芝酸 B线性范围为 0．273～1．365 mg。 

2．5 显色加热时间的比较 取野生灵芝子实体提 

取液 2 mL共 3份，分别加入 50％硫酸无水乙醇溶 

液2 mL，摇匀，随行空白，于 100 水浴中分别加热 

3，5，10 min，在 526 nm处测定吸光值，计算其吸收 

值的RSD，结果表明，加热5 min最好。 

2．6 稳定性测定 精密吸取对照品溶液 1 mL及供 

试品溶液2 mL，分别按标准曲线的绘制项下操作， 

在0～90 min内每隔 10 min测定吸光度值，在 90 

min内对照品和供试品吸收值的 RSD分别为 5．6％ 

和0．82％，而对照品在 0～30 min内的 RSD为 

1．4％，表明对照品应在 30 min内测定，而样品则较 

稳定，故选择在显色后 30 min之内测定其吸收值。 

2．7 精密度测定 精密吸取供试液2 mL共5份，按标 

准曲线的绘制项下操作，测定吸光度值，tLSD为 1．1％。 

2．8 样品提取溶剂比较 精密称取灵芝子实体 1 g 

共2份，分别加入氯仿和无水乙醇，回流提取2 h，按 

供试品溶液制备项下操作，制备供试液，再按标准曲 

线的绘制项下操作，测得氯仿和无水乙醇提取液的 

吸收值分别为0．411 9和0．644 9，故选择用无水乙 

醇作提取溶剂。 

2．9 提取时间的比较 精密称取灵芝子实体 1 g 

共 4份，分别加入无水乙醇，回流提取时间为 1 h，4 

h；2 h 2次；2 h 3次，按供试品溶液制备项下操作， 

制备供试液，再按标准曲线的绘制项下操作，测得吸 

收值分别为0．573 5，0．736 3，0．855 4，0．891 2，故 

选择提取 3次，每次2 h。 

2．10 样品提取液碱化研究 样品提取液分别用 

4％ 氢氧化钾，饱和碳酸氢钠 和 4％氢氧化钠溶 

液碱化，按供试品溶液制备项下操作，得到3份供试 

品溶液，分别用 TLC和比色法检查，TLC结果显示， 

饱和碳酸氢钠溶液碱化后红色斑点多且干扰小；比 

色结果显示，饱和碳酸氢钠溶液碱化后显色为红色， 

与对照品颜色一致，而其余为淡黄色和棕黄色，因 

此，选择用饱和碳酸氢钠溶液碱化提取液。 

2．11 重复性测定 精密称取段木灵芝子实体粉末 

1 g共 5份，按供试品溶液制备项下及标准曲线的绘 

制项下操作，测得样品质量分数为0．135％，其 RSD 

为3．2％。 

2．12 样品加样回收率测定 精密称取段木栽培赤 

芝子实体粉末0．5 g共3份，分别加入灵芝酸B对 

照品溶液(0．967 mg·mL )0．8，1．2，1．4 mL，按供 

试品溶液制备项下及标准曲线的绘制项下操作，平 

均回收率为 104．8％，RSD为6．6％。 

2．13 样品含量测定 精密称取不同孢子粉样品及 

灵芝子实体粉末各 1 g，供试品溶液制备项下及标准 

曲线的绘制项下操作，测定结果见表 1。 

表 1 样品中总三萜酸含量(n=2) 

样品 质量分数／％ 

野生赤芝(江苏南通) 

段木栽培赤芝(广东) 

段木栽培赤芝(福建) 

段木栽培松杉灵芝(福建) 

草粉栽培灵芝(福建农林大学) 

段木栽培紫芝(广东) 

破壁赤芝孢子粉(福建) 

未破壁赤芝孢子粉(福建) 

0．343 

0．258 

0．135 

0．237 

0．144 

3 讨论 

用该方法未测到紫芝、破壁赤芝孢子粉及未破 

壁赤 芝孢 子粉 中的三萜酸，采用 马林等报道的 

HPLC条件对产于广东和福建的紫芝和孢子粉样品 

进行检测，结果显示，赤芝孢子粉中三萜酸含量极 

低。 

用氯仿分别溶解赤芝酸c甲酯和赤芝酮，再用 

本试验中供试液制备方法制备，经TLC分离显色后 

表示，它们均未在碱化层，而是存在于碱化后的氯仿 
· 】235· 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第32卷第 12期 

2007年6月 

中 国 中 药 杂 志 

China Journal of Chinese Materia Medica 

Vo1．32，Issue 12 

June，2007 

层，说明，用饱和碳酸氢钠碱化后，萃取得到的为总 

三萜酸。 

不同种的灵芝中总三萜酸的含量不同，其中野 

生赤芝中三萜酸含量最高。赤芝孢子粉三萜酸含量 

极低。 
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RP—HPLC—ELSD测定芦笋皂苷中菝葜皂苷元的含量 

季宇彬 ，岳 磊，汲晨锋 
(哈尔滨商业大学 生命科学与环境科学研究中心，黑龙江 哈尔滨 150076) 

芦笋Asporagus officinalis linn，学名石刁柏，又名 

龙须菜，文山竹，细百叶部，是百合科天门冬属多年 

生草本植物，在我国南北地区广泛种植。现代科学 

研究证明：芦笋具有防止癌细胞扩散的功能，对淋巴 

瘤、膀胱癌、肺癌、皮肤癌等多种类型的癌症都有疗 

效 J，皂苷是其主要活性成分之一_2 J。本研究采用 

乙醇提取一正丁醇萃取的方法提取芦笋皂苷 J。目 

前国内尚无芦笋皂苷成分的法定对照品，由于菝葜 

皂苷元(sarsasapogenin)为几种主要甾体皂苷的母核 

皂苷元 ，所以作者将芦笋中提取出的皂苷水解得 

到菝葜皂苷元，通过测定皂苷元的含量来间接反应 

其皂苷的含量。测定菝葜皂苷元的方法很多，常用 

的是比色法 J，由于菝葜皂苷元无紫外吸收，因此 

该方法需要使用显色剂，在可见光范围内检测，方法 

灵敏度低，稳定性差。高效液相色谱一蒸发光散射检 

测器(HPLC—ELSD)是一种通用型质量检测器，无需 

显色，雾化温度低，检测不受外部环境的干扰，是一 

种检测皂苷及皂苷元的有效方法。 

1 仪器与样品 

Waters高效液相色谱仪(2695输液泵，2450蒸 

发光检测器、自动进样器，Empower化学工作站)； 
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KQ一250型超声波清洗器；Milli—QA超纯水机(美 

国密里博公司)；菝葜皂苷元对照品(中国药品生物 

制品检定所，供含量测定用，批号 744-9904)，所用 

试剂均为色谱纯。 

芦笋鲜品购于哈尔滨道里区透笼市场，经哈尔 

滨商业大学中药鉴定实验室张德连教授鉴定，样品 

储存于哈尔滨商业大学药物研究所。 

2 方法与结果 

2．1 芦笋粗皂苷的提取 

取新鲜芦笋 1 kg，打碎后乙醚脱脂，弃去乙醚 

液，挥干药渣，然后加入 6倍体积 95％乙醇，在 90 

℃水浴中加热回流提取4 h，冷却后过滤，滤液回收 

乙醇并浓缩成浸膏；将所得的浸膏用一定量蒸馏水 

溶解，水液用等体积水饱和正丁醇萃取3次，合并正 

丁醇液，减压浓缩，真空干燥后得芦笋粗皂苷 1．7 g， 

得率为0．25％。 

2．2 含量测定 

2．2．1 色谱条件 色谱柱 Symmetry C。8(4．6 mm× 

150 mm，5 m)；流动相甲醇一水(90：10)，流速 1．0 

mL·min～；柱温为室温；漂移管温度 75℃；雾化温 

度45℃；气体压力 138 kPa。 

2．2．2 对照品溶液配制 精密称取菝葜皂苷元对 

照品 18．0 mg于 100 mL量瓶中，用甲醇溶解并定容 

至刻度，即得。 

2．2．3 样品溶液配制 精密称取总皂苷部分粉末 
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