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采用液质联用技术分析灵芝孢子粉

提取物中的三萜类化合物

李福森，郝建宇，王　晶，赵骥民
（长春师范大学生命科学学院，吉林长春１３００３２）

　　摘要：以灵芝孢子粉为研究对象，通过高效液相色谱法（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，简称ＨＰＬＣ）考察不
同溶剂对其三萜类化合物的提取效果。应用液相色谱－质谱联用技术（ＬＣ－ＭＳ）快速对灵芝孢子粉中的三萜类化合
物进行初步鉴定。应用超声提取法，分别以甲醇、９５％乙醇和异丙醇为提取溶剂对灵芝孢子粉中三萜类化合物进行提
取，以ＨＰＬＣ分析提取物，考察不同溶剂对有效成分的影响。采用 ＬＣ－ＭＳ技术对提取物进行分析，对三萜类化合物
进行快速鉴定。结果表明，通过ＨＰＬＣ对３种不同溶剂提取物进行分析，确定异丙醇为灵芝孢子粉中活性成分最佳的
提取溶剂。应用ＬＣ－ＭＳ技术对提取物进行分析，与相关文献进行比对，对其中１５种三萜类化合物进行快速鉴定。
结果表明，异丙醇适合于灵芝孢子粉中三萜类化合物的提取，提取物中含有多种三萜类化合物，ＬＣ－ＭＳ能够快速对
提取物中的化合物进行快速的结构鉴定。
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　　灵芝（Ｇａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍ）别称仙草，珍贵的药用真菌，属
担子菌纲，多孔菌科，灵芝属。灵芝在我国有２０００多年的药
用历史，根据《神农本草经》记载，灵芝具有补中益气、扶正固

本、等功效［１］。灵芝传统药用部位是子实体，但灵芝孢子是

灵芝生长成熟期从菌盖弹射出来的淡雾状的极其微小的孢

子，具有灵芝的遗传活性物质［２］。近年来，灵芝孢子粉作为

灵芝的又一药用部位逐渐被认识和接收。经现代药理验证，

灵芝孢子粉具有抗肿瘤、抗病毒、免疫调节、抗炎、保肝、降血

脂、降血压、降血糖、抗缺氧能力、神经系统调节等功效［３－４］。

国内外学者从上世纪８０年代开始深入研究灵芝的化学
成分，迄今为止，已分离出２００多种化合物［５］。灵芝孢子粉中

的药效成分主要是灵芝多糖、肽类、三萜类、腺嘌呤核苷、硒元

素等成分，其中，三萜类化合物是其中的主要药效成分之一。

目前，三萜类化合物仍然未被充分开发利用，主要原因是天然

存在的三萜类化合物含量较少，大多数不能被人工合成［６］。

因此，研究灵芝孢子粉三萜化合物具有重要的现实意义。
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以灵芝孢子粉中三萜类化合物为研究对象，考察不同溶

剂对有效成分提取效果的影响，并应用液相质谱联用技术对

其中的成分进行快速的分析和鉴定，以期为灵芝孢子粉这一

药用资源的研究开发提供试验依据。

１　试验方法

１．１　材料与仪器
灵芝孢子粉由吉林省宝源东北特产经销处提供，长春师范

大学中心实验室鉴定为多孔菌科药用真菌灵芝（Ｇａｎｏｄｅｒｍａ
ｌｕｃｉｄｕｍ）所产生的孢子粉；甲醇、醋酸等用于色谱分析的试剂均
为色谱纯（加拿大ＣａｌｅｄｏｎＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓＬＬｔｄ．公司）；乙醇、异丙
醇等用于提取试剂均为分析纯（北京精细化学品有限公司）。

主要仪器有 ０．４５μｍ滤膜（美国安捷伦公司）、１１００
ＳｅｒｉｅｓＨＰＬＣ高效液相色谱（美国安捷伦公司）；Ｓ１８０Ｈ超声清
洗器（德国 Ｅｌｍａ公司）、ＢＳ１２４Ｓ电子天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ
ＡＧ）、ＴｈｅｒｍｏＬＣＱＦｌｅｅｔ离子阱ＬＣ－ＭＳ联用仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司）。

１．２　样品提取
精确称取１．００６３ｇ灵芝孢子粉，５０ｍＬ甲醇浸泡２４ｈ，

超声提取９０ｍｉｎ，过滤蒸干后加２ｍＬ色谱甲醇溶解，提取物
放入４℃冰箱中保存，待检测。

精确称取１．３３７５ｇ灵芝孢子粉，５０ｍＬ９５％乙醇浸泡
２４ｈ，超声提取９０ｍｉｎ，过滤蒸干后加２ｍＬ色谱甲醇溶解，提
取物放入４℃冰箱中保存，待测。

精确称取１．００６６ｇ灵芝孢子粉，５０ｍＬ异丙醇溶解，超
声提取９０ｍｉｎ，蒸干后加２ｍＬ色谱甲醇溶解，提取物放入
４℃ 冰箱中保存，待测。
１．３　ＨＰＬＣ分析条件

高效液相色谱为Ａｇｉｌｅｎｔ１１００，配备四元洗脱泵，脱气阀，
自动进样器，二极管阵列检测器（ｄｉｏｄｅ－ａｒｒａｙｄｅｔｅｃｔｏｒ，简称
ＤＡＤ），柱温箱（Ａｇｉｌｅｎｔ１２００），色谱柱为 Ａｇｉｌｅｎｔ－ｅｘｔｅｎｄＣ１８
（２５０×４．６ｍｍ，５μｍ）。流动相为甲醇（Ａ）和０．５％乙酸水溶
液（Ｂ），所用溶剂经０．４５μｍ滤膜过滤；流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，
运行时间为 ３０ｍｉｎ，进样量为 １０μＬ，检测波长 ２５２ｎｍ。
ＨＰＣＬ洗脱梯度如下表１。

表１　ＨＰＬＣ洗脱梯度

时间

（ｍｉｎ）
甲醇

（％）
０．５％乙酸水溶液

（％）
流速

（ｍＬ／ｍｉｎ）

０ ２０ ８０ １．０
１０ ６０ ４０ １．０
２５ ８０ ２０ １．０
３０ ２０ ８０ １．０

１．４　ＬＣ－ＭＳ分析条件
利用电喷雾离子阱质谱研究灵芝孢子粉粗提物的三萜类

化合物，在负离子模式进 行 分 析。液 相 色 谱 （ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，简称ＬＣ）分析条件：色谱柱为Ａｇｉｌｅｎｔ－ｅｘｔｅｎｄ
Ｃ１８（２５０×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相为乙腈（Ａ）和０．５％乙酸水
溶液（Ｂ），洗脱梯度如表２所示；进样量为１０μＬ；检测波长
２５２ｎｍ。ＭＳ分析条件：负离子模式，鞘气（Ｎ２）流速 ４０ａｒｂ
（ａｒｂｉｔｒａｒｙｕｎｉｔ），辅助气（Ｎ２）流速 １０ａｒｂ；毛细管电压为
３．５ｋＶ；毛细管温度为３５０℃；透镜电压为１１０Ｖ。

表２　ＬＣ－ＭＳ洗脱梯度

时间

（ｍｉｎ）
乙腈

（％）
０．５％乙酸水溶液

（％）
流速

（ｍＬ／ｍｉｎ）

０ ４０ ６０ ０．５
２ ４０ ６０ ０．５
１０ ５０ ５０ ０．５
４５ ９０ １０ ０．５
５５ １００ ０ ０．５
６０ ３０ ７０ ０．５

２　结果与讨论

２．１　通过ＨＰＬＣ确定最佳提取溶剂
采用甲醇、９５％乙醇、异丙醇等３种溶剂对灵芝孢子粉进

行提取，将灵芝孢子粉的提取物应用ＨＰＬＣ－ＤＡＤ进行分析，
得到不同溶剂提取物的色谱（图１），其中，９５％乙醇提取物与
甲醇提取物的色谱图基本一致，因此，选择甲醇提取物的谱图

为代表。

　　由图１可知，以甲醇作为提取溶剂得到谱图的溶剂峰较
高，说明提取物中极性大的杂质较多，而在之后的梯度洗脱过

程中没有出现显著的色谱图，说明提取物中三萜类化合物含

量较低；而以异丙醇作提取溶剂，得到的谱图中溶剂峰明显降

低，说明提取物中的极性杂质含量减少，但在洗脱过程中也出

现多个色谱峰，说明以异丙醇为溶剂，对灵芝孢子粉中的三萜

类化合物提取效果较好。

２．２　应用ＬＣ－ＭＳ联用仪分析灵芝孢子粉中有效成分
以异丙醇溶液作为提取溶剂，提取灵芝孢子分中有效成

分，并应用ＬＣ－ＭＳ法对灵芝孢子粉中有效成分进行分析，得
到ＬＣ－ＭＳ谱图（图２）。
　　通过优化液相和色谱的分析条件，对灵芝孢子粉的提取
物进行了分析，对数据进行整理，并与文献［６－１９］进行对比，
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对其中１５个主要的化合物进行了初步定性分析。在图２－Ｂ
中，主要的［Ｍ－Ｈ］－离子峰分别为 ｍ／ｚ４５４、４５８、４７４、４７６、
５０２、５０２、５０８、５１２、５１４、５２８、５２８、５２８、５２８、５２８、５７０的化合物
进行多级串联质谱研究，相应化合物的分子量分别为 ４５５、

４５９、４７５、４７７、５０３、５０３、５０９、５１３、５１５、５２９、５２９、５２９、５２９、５２９、
５７１ｕ。通过整理质谱所提供的数据，根据化合物的洗脱顺
序、保留时间、分子量、质谱信息，得到可能的分子式以及初步

鉴定结果见表３。

表３　ＬＣ－ＭＳ初步分析鉴定灵芝孢子粉中的三萜类化合物

序号
保留时间

（ｍｉｎ）
分子量

（ｕ）
ＥＳＩ－ＭＳ［Ｍ－Ｈ］－

（ｍ／ｚ） 分子式 鉴定结果

１ ５．０３ ５０３ ５０２ Ｃ３１Ｈ５０Ｏ５ 灵芝醇Ｉ［６］

２ ５．０５ ５０３ ５０２ Ｃ２６Ｈ４０Ｏ８ 赤芝酸Ｊ甲酯［７］

３ ７．６７ ５１５ ５１４ Ｃ３０Ｈ４２Ｏ７ 灵芝酸Ｃ［８］

４ ７．７５ ４５９ ４５８ Ｃ２７Ｈ３８Ｏ６ 赤芝酸Ｃ［９］

５ １０．９５ ５２９ ５２８ Ｃ３２Ｈ４８Ｏ６ 灵芝酸Ｖ［１０］

６ １１．１６ ５２９ ５２８ Ｃ３２Ｈ４８Ｏ６ ２２β－ａａｃｅｔｏｘｙ－２β，１５ｘ－ｄｉｈｙｄｒｏｘ－ｙｌａｎｏｓｔａ－７，９（１１），２４－
ｔｒｉｃｎ－２６－ｏｉｃａｃｉｄ［１１］

７ １１．５７ ５２９ ５２８ Ｃ３２Ｈ４８Ｏ６ ２２β－ａａｃｅｔｏｘｙ－２ｘ，１５ｘ－ｄｉｈｙｄｒ－ｏｘｙｌａｎｏｓｔａ－７，９（１１），２４－
ｔｒｉｃｎ－２６－ｏｉｃａｃｉｄ［１１］

８ １２．４９ ５２９ ５２８ Ｃ３２Ｈ４８Ｏ６ ｌａｎｏｓｔａ－７，９（１１），２４－ｔｒｉｅｎ－２β，１５ｘ－ｄｉｈｒｏｘｙ－２６－
ｏｉｃａｃｉｄ［１２］

９ １４．３５ ５２９ ５２８ Ｃ３０Ｈ４０Ｏ８ 赤芝酸Ｄ［１３］

１０ １５．０７ ５１３ ５１２ Ｃ３２Ｈ５０Ｏ７ 灵芝酸Ｍｆ［１４］

１１ １６．０９ ４７５ ４７４ Ｃ２７Ｈ３８Ｏ７ 赤芝酸Ｂ［１５］

１２ １６．６０ ５０９ ５０８ Ｃ３６Ｈ５０Ｏ５ 灵芝酸Ｔ［１６］

１３ １７．２７ ４５５ ４５４ Ｃ３０Ｈ４６Ｏ３ 赤芝酸Ｆ［１７］

１４ １５．８０ ５７１ ５７０ Ｃ３０Ｈ５０Ｏ７ 灵芝酸Ｐ［１８］

１５ ２８．０６ ４７７ ４７６ Ｃ２８Ｈ４４Ｏ６ 赤芝酸Ｍ甲酯［１９］

　　采用ＬＣ－ＭＳ技术分析得到数据，查阅文献对其进行分
析，对主要的活性成分进行了初步鉴定，根据文献［９］报道，
目前已知的灵芝孢子粉中三萜类化合物的母核可归类为５种
（图３）。ＬＣ－ＭＳ的试验结果表明，从灵芝孢子粉的异丙醇
提取物中初步鉴别了１５种有效成分，其中的三萜类化合物的
结构都属于高度氧化的羊毛甾烷衍生物，其中所含的碳原子

分为Ｃ３０、Ｃ２７和 Ｃ２４等３大类，在三萜酸的结构中，环上的
双键大多位于Δ８（９）大部分在Ｃ１１位和 Ｃ２３位有羧基，而且
在Ｃ３、Ｃ７、Ｃ１５位也有被羧基或羟基所取代。而在三萜醇、醛
和过氧化物的结构中，环大多存在２个不饱和双键，其位置在
Δ７（８）Δ９（１１）位，Ｃ１１位和 Ｃ２３位不存在羰基，而且环上取

代基明显减少。

３　结论

采用超声提取法，分别以甲醇、９５％乙醇、异丙醇为溶剂
对灵芝孢子粉中三萜类化合物进行提取，应用 ＨＰＬＣ法对提
取物进行分析，通过对色谱结果进行对比，甲醇和９５％乙醇
提取物的色谱图相似，其中溶剂峰较高，极性杂质含量多，三

萜类化合物含量较低；异丙醇的色谱图中溶剂峰明显降低，极

性杂质少，确定最佳提取溶剂为异丙醇。应用 ＬＣ－ＭＳ联用
技术对灵芝孢子粉中有效成分进行分析，最后通过与相关文

献对比，初步从提取物中确定了灵芝孢子粉中含有灵芝醇Ｉ、
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赤芝酸Ｊ甲脂、灵芝酸Ｃ、赤芝酸Ｃ、灵芝酸Ｖ、赤芝酸Ｄ、灵芝
酸Ｍｆ等１５种三萜类化合物。
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