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摘 要：本研究旨在建立一种同时测定灵芝中 10种灵芝三萜成分的高效液相色谱法（HPLC）。采用乙醇回流提取

样品，经 Phenomenex C18色谱柱分离，以乙腈-0.075%磷酸溶液为流动相进行梯度洗脱（流速 0.3 mL/min，检测波长

257 nm）。方法验证显示：10种目标成分在 0.01～0.10 mg/mL浓度范围内线性关系良好，精密度RSD≤1.67%，定量

限为 0.1～0.5 mg/kg；加热回流提取的回收率（97.2%～102%）显著优于超声提取。应用该方法成功测定了 24批灵芝

样品中灵芝三萜含量，证实其稳定性与可靠性。本方法实现了 10种灵芝三萜成分的同步分析，为完善灵芝药食产

品质量标准提供了技术支持。
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Simultaneous Determination of the Content of 10 Types of Triterpenoids in
Ganoderma lucidum by High-Performance Liquid Chromatography

Lin Zhi-xiang，Zheng Ying-yuan
（Xiamen Institute for Food and Durg Control，Ximen，Fujian 361012，China）

Abstract: This study aims to establish a high-performance liquid chromatography（HPLC）method for the simultaneous
determination of 10 triterpenoid components in Ganoderma lucidum.Samples were extracted via ethanol reflux，separated on
a Phenomenex C18 column，and subjected to gradient elution using acetonitrile-0.075% phosphoric acid solution as the
mobile phase（flow rate：0.3 mL/min；detection wavelength：257 nm）. Method validation demonstrated good linearity for all
ten target components within the concentration range of 0.01-0.10 mg/mL，with precision RSD≤1.67% and quantification
limits of 0.1–0.5 mg/kg. The recovery rate of heat reflux extraction（97.2%-102%）was significantly superior to ultrasonic
extraction. This method has been successfully applied to determine the content of triterpenoids in 24 batches of Ganoderma
lucidum samples，confirming its stability and reliability. This method achieves simultaneous analysis of 10 triterpenoid
components in Ganoderma lucidum，providing technical support for improving the quality standards of Ganoderma lucidum
medicinal and edible products.
Key words：HPLC；Ganoderma triterpenoids；simultaneous multi-component analysis；quality control

高效液相色谱法同时测定灵芝中10种灵芝三萜的含量

林志香，郑莹媛

（厦门市食品药品质量检验研究院，福建 厦门 361012）

引言

灵芝三萜作为灵芝中一类具有高度结构多样

性的四环三萜类化合物，是国际公认的灵芝标志性

活性成分，其结构特征与抗炎、抗氧化、调节代谢及

靶向调控细胞信号通路等生物活性密切相关，直接

承载着灵芝“药食同源”的核心功效[1-3]。灵芝三萜

含量与组成不仅直接关联灵芝的药效强度，更被视

为评价灵芝药材及相关产品质量的核心指标，因此

建立可靠的灵芝三萜测定方法，是构建灵芝药材及

其制品质量控制标准的基础，可有效解决当前产业

中因成分含量不明导致的质量参差不齐、药效评价

缺乏量化依据等问题[4-5]。目前对灵芝三萜的测定

方法主要有以下四种：紫外分光光度法、高效液相
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色谱法[6-7]、超高效液相色谱-串联质谱法、高效液相

色谱-电喷雾-质谱（HPLC-ESI-MS）法[8]。

因灵芝三萜标准物质较贵不易获得，现有研究

中用高效液相色谱法测定 10种灵芝三萜的含量的

方法多依赖单一成分（如灵芝酸A）的定量且检测时

间较长（1.5 h左右）[9-11]。本研究通过改变灵芝样品

的前处理方法、流动相的组成及柱温条件，建立了

一种高效液相色谱法同时测定灵芝中 10种灵芝三

萜的含量，该方法能够在 1 h内测定 10种有效成分，

缩短了样品的检测时间，且具有良好的分离效果，

准确度及精密性好，为测定灵芝中的有效功能成分

提供参考依据。

1 实验部分

1.1 主要仪器与试剂

高效液相色谱仪：配有紫外检测器，Waters
ARC型，美国Waters公司。

电子分析天平：XRS204型，梅特勒-托利多仪

器（上海）有限公司。

全自动平行浓缩仪：AutoEVA-20PLUS型，睿科

集团（厦门）股份有限公司。

甲醇、乙腈、无水乙醇：HPLC级，德国Merck。
磷酸：AR，沪试。

10种灵芝三萜的分子式、CAS号和标准品信息

于表1所示：

表1 10 种灵芝三萜的分子式、CAS 号和标准品信息

灵芝三萜种类

灵芝烯酸C
灵芝酸C2
灵芝酸G

灵芝烯酸B
灵芝酸B
灵芝酸A
灵芝酸H

灵芝烯酸D
灵芝酸D
灵芝酸F

英文名称

Ganoderenic acid C
Ganoderic acid C2
Ganoderic Acid G
Ganoderenic acid B
Ganoderic acid B
Ganoderic Acid A
Ganoderic acid H
Ganoderenic acid D
Ganoderic acid D
Ganoderic acid F

分子式

C30H44O7
C30H46O7
C30H44O8
C30H42O7
C30H44O7
C30H44O7
C32H44O9
C30H40O7
C30H42O7
C32H42O9

CAS号
100665-42-7
98296-48-1
98665-22-6
100665-41-6
81907-61-1
81907-62-2
98665-19-1
100665-43-8
108340-60-9
98665-15-7

纯度

98.0%
98.0%
96.8%
98.0%
98.0%
98.0%
97.0%
98.0%
98.0%
98.0%

生产商

ANPEL
ChromaDex
BePure
ANPEL

源叶生物

ANPEL
源叶生物

源叶生物

ANPEL
ANPEL

1.2 实验方法

1.2.1 样品前处理

取灵芝样品，用研磨机粉碎后混匀，过 20目筛，

密封，冷冻保存。称取粉碎混匀后的试样 1.0 g（精

确至 0.01 g）于 150 mL锥形瓶中，加入 80 mL乙醇，

80℃加热回流提取 45 min，过滤，合并滤液，平行浓

缩仪 30℃减压干燥，浓缩至约 5 mL，转移至刻度试

管，氮气吹干，加入 1.00 mL甲醇溶解，涡旋混匀，过

微孔滤膜（0.22 μm），供液相色谱分析（必要时，试

样测定液用甲醇进行适当稀释，使灵芝三萜的质量

浓度在0.01～0.10 mg/mL范围内）。

1.2.2 标准溶液的配制

（1）标准储备液：准确称取按其纯度折算为

100%质量的灵芝酸A、灵芝酸B、灵芝酸C2、灵芝酸

D、灵芝酸F、灵芝酸G、灵芝酸H和灵芝烯酸B、灵芝

烯酸 C、灵芝烯酸D各 10 mg（精确至 0.1 mg），分别

加甲醇溶解并转移至 10 mL容量瓶中，定容至刻度，

混匀，得到浓度为 1.0 mg/mL的标准储备液。2℃～

8℃避光保存，有效期为3个月。

（2）标准系列工作液：分别移取 0.05、0.10、
0.20、0.40、0.50 mL的各灵芝三萜标准溶液于 5 mL
容量瓶中，用甲醇稀释并定容，混匀，配制成 0.01、
0.02、0.04、0.08、0.10 mg/mL 混合标准系列工作溶

液，临用时配制。

1.2.3 测定色谱条件

色谱柱Phenomenex Kinetex C18（150 mm×3.0 mm，
粒径 2.6 μm），流速 0.3 mL/min，柱温 30℃，检测器为

紫外检测器或二极管阵列检测器，检测波长257 nm，
进样量 10 μL，参考洗脱梯度为流动相 A（0.075%磷

酸溶液），流动相 B（乙腈），梯度洗脱条件见表2。
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表2 流动相梯度洗脱条件

时间/min
0.0
3.0
34.0
52.0
53.0
70.0

A/%
80
73.5
73.5
61.5
80
80

B/%
20
26.5
26.5
38.5
20
20

2 结果与讨论

2.1 色谱条件的优化

实验比较了 Phenomenex Kinetex C18（150 mm×
3.0 mm，2.6 μm）、Agilent T3（150 mm×3.0 mm，2.6 μm）
两种不同色谱柱对 10种灵芝三萜峰型和出峰情况

的影响，Phenomenex Kinetex C18可将 10种灵芝三萜

有效分离，使用Agilent T3柱子时灵芝酸A和灵芝酸

H没有分开，且灵芝酸 F未出峰，综上选用 Phe⁃
nomenex Kinetex C18柱子。考察柱温 30℃、35℃下 10
种灵芝三萜的响应值及峰型的尖锐度，柱温 35℃时

只有 8个峰，且各峰的响应相对于柱温 30℃较差，最

终采取 30℃的柱温进行测定，分析谱图如图 1所示。

实验还考察乙腈-0.075%磷酸溶液、乙腈-水、乙腈-
0.1%甲酸水三种不同流动相，使用乙腈-水时峰型

较宽，其他两种溶剂峰型差不多，本实验采用乙腈-
0.075%磷酸溶液的流动相对样品进行梯度洗脱，并

分别按照 1.2.3中的色谱条件对混合标准溶液和灵

芝样品溶液进行测定，通过图 2可知 10种灵芝三萜

的分离效果较好，出峰时间稳定，可用于实际样品

的测定。

2.2 线性关系验证

按照 1.2.2中标准系列工作液的配制方法配制

0.01、0.02、0.04、0.08、0.10 mg/mL的 10种灵芝三萜

混合标准系列工作液。按照 1.2.3中的色谱条件进

行测定，测算并记录各灵芝三萜的峰面积，以峰面

积为纵坐标（Y），各灵芝三萜的浓度为横坐标（X）绘

制标准曲线，计算线性回归方程。结果见表 3，可知

10种灵芝三萜在0.01～0.10 mg/mL浓度范围内线性

关系良好。

2.3 精密度试验

准确吸取 0.10 mg/mL的 10种灵芝三萜混合标

准溶液，按 1.2.3中的色谱条件重复进样 6次，记录

0.020

 0.010

0.000

0.00 50.0020.00 40.00 60.0030.0010.00 70.00

 

0.030

0.020

 

0.010

0.000

0.00 50.0020.00 40.00 60.0030.0010.00 70.00

0.020 

0.015

U
/A

U

0.010 

0.005 

0.000

20.00 50.0010.000.00 60.0040.0030.00 70.00

1

2 3

4

5
6

7

8

9

10

 

 

t/min

U
/A

U

t/min

U
/A

U

t/min

 

 

 

• • • • • •PhenomenexKinetexC18 

• • • • • •35

• • • • • •Agilent T3
• • • • • •30

 • • • • • •PhenomenexKinetexC18

• • • • • •30�

�

�

图1 不同色谱柱和不同柱温下10种灵芝三萜的分

析情况图

注：1-灵芝烯酸C；2-灵芝酸C2；3-灵芝酸G；4-灵芝烯酸B；
5-灵芝酸B；6-灵芝酸A；7-灵芝酸H；8-灵芝烯酸D；9-灵芝

酸D；10-灵芝酸F。
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图2 标准溶液（0.1 mg/mL）和样品（编号11）中10
种灵芝三萜的分析情况图

注：1-灵芝烯酸C；2-灵芝酸C2；3-灵芝酸G；4-灵芝烯酸B；
5-灵芝酸B；6-灵芝酸A；7-灵芝酸H；8-灵芝烯酸D；9-灵芝

酸D；10-灵芝酸F。
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表3 10 种灵芝三萜线性关系验证

灵芝三萜种类

灵芝烯酸C
灵芝酸C2
灵芝酸G

灵芝烯酸B
灵芝酸B
灵芝酸A
灵芝酸H

灵芝烯酸D
灵芝酸D
灵芝酸F

回归方程

Y=5.56×107X－2.02×105
Y=2.05×107X＋3.29×103
Y=2.32×107X＋2.82×104
Y=2.69×107X＋1.12×104
Y=4.97×107X－3.28×104
Y=2.59×107X＋5.06×103
Y=1.71×107X－1.24×104
Y=5.25×107X－4.25×104
Y=2.44×107X－9.88×104
Y=1.87×107X－1.06×104

R2

0.999 5
0.999 9
0.997 5
0.999 8
0.999 4
0.998 8
0.999 2
0.997 9
0.997 8
0.997 5

各灵芝三萜的峰面积和保留时间，并计算RSD值。

结果见表4，可见该方法精密度良好。

2.4 定量限试验

称取灵芝样品（编号CZ-11），按照 1.2.1中的前

处理方式进行处理，1.2.3中的色谱条件上机测定，

计算 10种灵芝三萜的定量限。当灵芝样品取样量

为 1 g，定容体积为 1 mL时，灵芝烯酸C、灵芝烯酸D
的定量限为 0.1 mg/kg；灵芝酸A、灵芝酸 B、灵芝酸

C2、灵芝酸D、灵芝酸F、灵芝酸G和灵芝烯酸B定量

限为0.3 mg/kg；灵芝酸H的定量限为0.5 mg/kg。
2.5 回收率试验

本试验比较了加入 80 mL乙醇后，通过 80℃加

热回流提取 45 min以及超声提取 45 min对灵芝中

10种灵芝三萜回收率的影响。以样品编号CZ-1为

表4 10 种灵芝三萜峰面积和保留时间的RSD值

（n=6）

灵芝三萜种类

灵芝烯酸C
灵芝酸C2
灵芝酸G

灵芝烯酸B
灵芝酸B
灵芝酸A
灵芝酸H

灵芝烯酸D
灵芝酸D
灵芝酸F

峰面积的RSD（%）
1.25
1.08
1.61
1.58
0.97
0.88
1.63
1.36
1.67
1.11

保留时间的RSD（%）
0.10
0.20
0.20
0.20
0.20
0.10
0.10
0.10
0.10
0.10

加标样品，分别加入 0.04 mg/g 10种灵芝三萜混合

标准品溶液，回收率结果见表5，可知加热回流45 min
回收率较好，满足实验要求。

2.6 样品测定

选取 24种不同产地灵芝样品（厂家提供），按照

1.2.1中的方法前处理，1.2.3中的色谱条件进行测

定。结果如表 6所示，表明该方法可用于实际样品

的检测。

3 结论

本研究成功建立了同时测定灵芝中 10种三萜

类成分（灵芝烯酸C、灵芝酸C2、灵芝酸G、灵芝烯酸

B、灵芝酸B、灵芝酸A、灵芝酸H、灵芝烯酸D、灵芝

表5 两种前处理方式下10 种灵芝三萜回收率情况

灵芝三萜

灵芝烯酸C
灵芝酸C2
灵芝酸G

灵芝烯酸B
灵芝酸B
灵芝酸A
灵芝酸H

灵芝烯酸D
灵芝酸D
灵芝酸F

本底值（mg/g）
0.005
0.040
0.148
0.017
0.013
0.105
0.130
0.071
0.176
0.394

超声提取45 min
测定值（mg/g）

0.031
0.065
0.176
0.044
0.042
0.131
0.154
0.099
0.201
0.424

回收率（%）
65.0
62.5
70.0
67.5
72.5
65.0
60.0
70.0
62.5
75.0

加热回流45 min
测定值（mg/g）

0.044
0.079
0.188
0.056
0.052
0.144
0.169
0.112
0.216
0.435

回收率（%）
97.8
98.0
99.0
98.5
97.2
98.8
99.8
102
100
102
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酸D、灵芝酸 F）的高效液相色谱分析方法。通过优

化前处理流程（80℃乙醇回流提取 45 min）和色谱条

件（乙腈-0.075%磷酸梯度洗脱，柱温 30℃），在 1 h
内实现了 10种灵芝三萜的有效分离。方法学验证

表明：在 0.01～0.10 mg/mL范围内线性良好（R² ≥
0.997 5），精密度RSD≤1.67%，加标回收率达 97.2%
～102%。该方法显著提高了检测效率，解决了传统

单一成分质控的局限性，为灵芝药材及其制品的

“多指标成分”质量评价体系提供了技术支持。
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