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灵芝三萜提取工艺的优化

温舒然,马占山,詹冬玲
(吉林农业大学 食品科学与工程学院,长春130118)

摘要:以灵芝孢子粉为原料,使用体积分数为70%的乙醇为提取剂,采用酶解与超声辅助提

取相结合的方法,将不同液固比、超声时间、酶解时间和酶用量设定为4个因素,进行单因

素试验并设计响应面试验,以确定最优提取方式及其影响因素.利用大孔树脂层析法对灵芝

三萜进行分离纯化,通过优化分离纯化工艺,确定最佳洗脱树脂、洗脱液体积分数、上样液

流速以及上样液质量比.采用高效液相色谱法分析灵芝总三萜的组分差异.通过预实验分

析,与单一提取法相比,酶+超声辅助提取更高效.采用乙醇为提取剂提取灵芝中三萜类化

合物可提高三萜的纯度.最优条件下可实现对三萜含量的快速、精确测定,为灵芝三萜的分

离纯化提供理论依据.
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Abstract:Ganodermalucidumsporepowderwasusedasrawmaterial,ethanolwithavolumefraction
of70% asextractant.Weadoptedacombinationofenzymatichydrolysisandultrasoundassisted
extractionmethod,setdifferentliquid-solidratios,ultrasoundtime,enzymatichydrolysistime,and
enzymedosageasfourfactorsforaone-waytestanddesignedaresponsesurfaceexperimentto
determinetheoptimalextractionmethodanditsinfluencingfactors.TheGanodermatriterpenewere
separatedandpurifiedbyusingmacroporousresinchromatography.Byoptimizingtheseparationand
purificationprocess,theoptimalelutionresin,eluentvolumefraction,flowrateoftheuppersample
solutionandthe massratiooftheuppersamplesolution weredetermined.Thecompositional
differences of the total Ganoderma triterpenes were analysed by high performance liquid
chromatography(HPLC).Thoughthepre-experimentalanalysis,theresultsshowthattheenzyme
+ultrasoundassistedextractionismoreefficientcomparedtothesingleextractionmethod.Ethanol
isusedasanextractanttoextracttriterpenoidsfromGanodermalucidumcanenhancethepurityof
triterpenoids.Underoptimalconditions,therapidandaccuratedeterminationofthetriterpene
contentcanbeachieved,providingatheoreticalbasisfortheseparationandpurificationofGanoderma
triterpenes.
Keywords: Ganoderma triterpene; extraction process; process optimization; separation



andpurification

0 引 言

灵芝三萜类化合物(GT)是从灵芝中提取出的一种重要生物活性成分,其中主要成分灵芝酸A和

灵芝酸G的结构如图1所示.GT在制药和医疗保健中有巨大的应用潜力[1-3].药理研究表明,GT除

调节血糖和血脂外,还具有多种药理活性,如抗肿瘤、抗菌、抗病毒、抗氧化、免疫调节和保肝作

用[4-8],已被用于治疗和预防各种疾病,如肝炎和糖尿病等.

图1 灵芝酸A(A)和灵芝酸G(B)的结构

Fig.1 StructuresofganodericacidA(A)andganodericacidG(B)

  常见的灵芝三萜提取方法包括溶剂回流提取法[9]、超声波提取法[10-11]、超临界CO2 萃取法[12]、微

波辅助提取法、有机溶剂提取法和酶辅助提取法等[13-15].由于灵芝三萜是一种脂溶性物质,因此可采

用传统有机溶剂浸提法进行提取.根据实验室环境条件,采用多种提取方法相结合的方式,对目标物

料进行提取,可有效提升提取效率.
灵芝粗提取液中含有多糖和色素等多种杂质,需要分离其中杂质部分,提升三萜的纯度.目前,

分离纯化技术主要有薄层层析法、柱层析法和制备高效液相色谱(HPLC)法等[16-17].Cheng等[18]用石

油醚洗涤除去脂肪酸,用二氯甲烷提取灵芝三萜,再用(400~600目)硅胶柱层析洗脱,获得5个灵芝

三萜组分.
本文以灵芝孢子粉为原料,采用酶+超声辅助提取法提取灵芝三萜,以体积分数为70%的乙醇为

提取剂[19],用不同液固比、超声时间、酶解时间、酶用量为4个因素,进行单因素试验,并设计响应面

试验,以确定最优提取方式及影响因素.利用大孔树脂层析法,通过优化分离纯化工艺[20],确定最佳

洗脱树脂、最佳洗脱液体积分数、上样液流速以及上样液质量比.通过 HPLC分析灵芝总三萜的组分

差异,实现快速、精确地对三萜含量进行测定[21],为灵芝三萜的分离纯化以及 HPLC分析提供理

论依据.

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

灵芝子实体和灵芝孢子粉均为赤灵芝,灵芝酸A和G的标准品购于长春特产所;纤维素酶(质量

分数≥99.9%)购于山东隆科特酶抑制剂有限公司;无水亚硫酸钠购于天津市科密欧化学试剂公司;
齐墩果酸(质量分数≥98%)购于大连美仑生物技术有限公司;无水乙醇、NaOH、HCl、香草醛、冰醋

酸和高氯酸均为国产分析纯试剂,甲醇和乙腈等为国产色谱纯试剂,均购于北京化工厂;AB-8和

D101型大孔树脂购于天津天泰化学品有限公司.
电子分析天平(CPA-125型,德国Sartorius公司);电热恒温水浴锅(HH-4A型,北京市光明医疗

仪器厂);制冰机(MCB-105型,常熟市雪科电器有限公司);离心机(KL04-A型,美国Agilent公司);
真空冷冻干燥机(FD-IB-50型,北京博医康实验仪器有限公司);电热鼓风干燥箱(101A-2ET型,上海

实验仪器厂有限公司);旋转蒸发仪(RE-52AA 型,上海亚荣生化仪器厂);紫外可见分光光度计
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(7230G型,陕西凯利化玻仪器有限公司);超声波清洗机(SG3300H 型,上海冠特超声仪器有限公

司);循环水式多用真空泵(SHB-IIIG型,郑州长城科工贸有限公司);智能恒流泵(BT1-100V-LCD
型,上海琪特分析仪器有限公司);BinaryHPLC水泵(Waters1525型,美国 Waters公司);UV-Vis
光谱仪(Waters2489型,美国 Waters公司).
1.2 方 法

1.2.1 灵芝三萜制备及标准曲线绘制

将灵芝孢子粉于50℃烘干,过100目筛,精确称取一定量样品加入锥形瓶中,先加入纤维素酶,
再加入酶解缓冲液,待酶解完成,在无水乙醇中于59kHz下进行超声处理,并在3500r/min下高速

离心20min,取上清液,过滤、定容后按香草醛-冰醋酸-高氯酸法测定三萜得率.参考文献[22]方法,
将齐墩果酸配成100μg/mL的对照溶液,在546nm处测吸光度值,并绘制标准曲线,用公式

灵芝三萜得率=
提取液中灵芝三萜的质量(mg)

灵芝粉的干质量(g)
(1)

计算得率.
1.2.2 单因素试验

以灵芝孢子粉为原料,通过酶+超声辅助提取法提取灵芝三萜,在乙醇体积分数为70%、温度为

50℃且pH=4的条件下,在59kHz下进行超声处理,通过改变液固比(V(液)∶m(固)=30∶1,

40∶1,50∶1,60∶1,70∶1mL/g)、超声时间(15,25,35,45,55min)、酶解时间(15,25,35,45,

55min)和酶量(1%,2%,3%,4%,5%)进行单因素试验.
1.2.3 响应面试验

利用Design-ExpertV8.0.6软件,参考单因素试验结果,对三因素三水平进行设计,分别以超声

时间、酶解时间和酶用量为主要指标,采用单因素试验结果中对灵芝孢子粉中三萜化合物提取得率影

响较大的3个因素进行响应面试验,优化工艺.
1.2.4 大孔树脂吸附及洗脱工艺研究

使用内径和长度分别为1.08,50cm的玻璃柱,装入经处理的D101和AB-8型大孔树脂,湿法装

柱.通过智能恒流泵以1mL/min的流速吸取灵芝三萜提取液,泵送通过玻璃柱,静态吸附3h,用水

冲洗玻璃柱1管(1管约为4.5mL),通过自动收集装置分段(5mL/份)收集流出液,并测定灵芝三萜

的质量浓度,绘制动态吸附曲线.
由于灵芝三萜酸易溶于有机溶剂,因此用乙醇-水体系作为洗脱液.吸取灵芝三萜提取液的上样液

1管,控制流速为1mL/min通过树脂柱.为确定最佳的洗脱液浓度,分别用体积分数为40%,60%,

80%和95%浓度的乙醇对其进行洗脱,用自动收集装置收集洗脱剂用量后测定灵芝三萜的质量浓度.
1.2.5 大孔树脂吸附率和解吸率计算

在500mL三角形烧瓶中,分别将5g两种树脂与200mL灵芝三萜提取物(1.0mg/mL)混合.振

荡3h后,测定两种树脂的吸附容量.使用循环水多用途真空泵在真空下进行抽吸过滤,得到含有吸

附物的树脂.在烧瓶中称取0.5g含吸附物大孔树脂的等分试样,加入10mL体积分数为95%的乙醇

作为解吸溶剂.振荡后,测定溶剂中的灵芝三萜含量,计算吸附率和解吸率:

吸附率=
上样液质量浓度×上样液体积-洗脱液质量浓度

树脂质量 ×100%, (2)

解吸率=
洗脱液质量浓度×洗脱液体积

(上样液质量浓度-吸附平衡质量浓度)×上样液体积×100%. (3)

1.2.6 大孔树脂吸附泄露曲线

采用湿法装柱,待树脂柱平衡稳定后,采用恒流泵将三萜粗提取液引入树脂柱,对其进行动态吸

附,并检测分离后的三萜浓度.通常情况下,在流出液中灵芝三萜的浓度达到上样液1/10时达到泄露

点[23],可停止上样,此时为最大上样量.以收集管数为横坐标,流出液灵芝三萜浓度为纵坐标,绘制

泄露曲线.

454   吉 林 大 学 学 报 (理 学 版)   第62卷 



1.2.7 灵芝三萜的纯化及纯度计算

在上样过程中,将灵芝三萜样品溶液的上柱流速分别控制为1.0,2.0,3.0mL/min,测定每份流

出液(5mL/份)的质量浓度,利用式(2)计算其吸附率.同时,分别配制质量浓度为10,15,20,25,

30mg/g的灵芝三萜样品溶液,以泵速为1.0mL/min的流速加载到树脂柱上,测定每份流出液

(5mL/份)的质量浓度,利用式(2)计算其吸附率.
使用AB-8型大孔树脂实现对灵芝粗三萜溶液的动态吸附解吸,并旋蒸浓缩洗脱液.将浓缩液进

行冷冻干燥并称其质量.测定样品溶液浓度,并按

纯度=
灵芝三萜类化合物质量(g)

干燥后样品质量(g) ×100% (4)

计算产物的灵芝三萜纯度.
1.2.8 高效液相色谱分析

高效液相色谱待测样品预处理:取1mg经纯化、浓缩冻干的灵芝三萜,溶于10mL甲醇中,经

0.22μm微孔滤膜过滤后,装入色谱瓶中.标准品溶液配制:分别称取灵芝酸A和G标准品,用甲醇

溶解,过滤膜,即得到标准品溶液.参考文献[24]方法,以乙腈(A)-醋酸(φ=0.01%)水溶液(B)为流

动相,使用色谱柱(4.6mm×250mm,5μm)对样品进行梯度洗脱.将柱温控制在30℃,分析波长设

为254nm,以1.0mL/min流速进样,将进样量控制在20μL.高效液相色谱洗脱条件列于表1,分别

分析三萜类成分的单一标准品溶液与混合标准品溶液,通过三萜类成分的保留时间定性分析.
表1 高效液相色谱洗脱条件

Table1 Highperformanceliquidphaseelutionconditions

t/min 20 45 55 75 95 100
w(A)/% 28 39 60 100 100 28

2 结果与讨论

2.1 标准曲线的绘制

测量546nm处吸光度得到的标准曲线如图2(A)所示.以吸光度为纵坐标,齐墩果酸质量浓度为

横坐标,得到标准曲线线性回归方程为y=9.1529x+0.0421,R2=0.9992,表明线性关系良好,可

用该公式计算灵芝三萜含量.

2.2 单因素试验

2.2.1 液固比对灵芝三萜得率的影响

以30∶1,40∶1,50∶1,60∶1,70∶1的液固比为对照,研究不同液固比对灵芝三萜最终得率的影

响,结果如图2(B)所示.该方法的其他工艺参数为:酶解时间40min、超声波作用时间40min、酶用

量3%、酶解温度50℃.由图2(B)可见:随着液固比的增加,灵芝三萜得率不断提高,可能是因为提

取液与物料接触面积接触更充分,导致灵芝三萜溶出效果更好;当液固比为50∶1时,灵芝三萜酶得

率的最大值为0.86mg/g;当液固比继续增加时,灵芝三萜得率下降,这是由于提取液过多,可能析出

其他杂质影响了灵芝三萜析出,导致灵芝三萜提取量下降.本文选定最佳液固比 为50∶1,与

文献[25-26]结果相同.
2.2.2 酶量对灵芝三萜得率的影响

以1%,2%,3%,4%,5%酶用量为对照,研究不同酶用量对灵芝三萜最终得率的影响,结果如

图2(C)所示.该方法的其他工艺参数为:酶解时间40min、超声波作用时间40min、酶解温度

50℃、液固比50∶1.由图2(C)可见:随着酶用量的增加,灵芝三萜得率增大;当酶用量为4%时,灵

芝三萜得率的最大值为0.92mg/g;之后灵芝三萜的得率降低,这是由于酶解灵芝中三萜类化合物时,
溶出了其他物质,析出了其他杂质,从而影响了灵芝中三萜类化合物析出,导致灵芝三萜含量降

低[27].因此,本文选定最佳酶用量为4%.
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2.2.3 酶解时间对灵芝三萜得率的影响

以15,25,35,45,55min酶解时间为对照,研究酶解时间对灵芝三萜得率的影响,结果如图2(D)
所示.该方法的其他工艺参数为:超声时间40min、酶用量为3%、控制酶解温度为50℃、液固比

50∶1.由图2(D)可见:随着酶解反应时间的增加,灵芝三萜的提取得率增大;当反应时间为35min
时,灵芝三萜得率的最大值为0.96mg/g;之后灵芝三萜的得率降低.导致这种趋势的原因可能是纤

维素酶在一定时间内酶解效率达到最大,若时间过长,由于纤维素酶对温度耐受范围有限,酶内分子

结构被破坏,酶发生降解,导致灵芝三萜得率降低[28].因此,本文选定最佳酶解时间为35min.
2.2.4 超声时间对灵芝三萜得率的影响

以超声时间15,25,35,45,55min为对照,研究超声时间对灵芝三萜得率的影响,结果如图2(E)
所示.该方法的其他工艺参数为:酶解时间40min、酶用量3%、纤维素酶酶解温度50℃、液固比

50∶1.由图2(E)可见:随着超声时间的增加,灵芝三萜得率增大;当超声时间为45min时,灵芝三

萜得率的最大值为0.84mg/g;之后灵芝三萜得率降低.由于提取灵芝三萜时利用了超声波的机械效

应和热效应达到传质平衡,但需要一定时间[29],导致得率逐渐增大,之后溶出无效成分和杂质增多,
影响三萜类化合物质溶出,得率下降.因此,本文选定最佳超声时间为45min.

图2 标准曲线及各因素对灵芝三萜得率的影响

Fig.2  StandardcurveandeffectofvariousfactorsonyieldofGanodermatriterpenes

2.3 响应面试验分析

2.3.1 响应面工艺试验设计

以单因素试验结果为基础[30-32],以灵芝三萜得率为响应面指标,从中选取对其影响最大的3个因

素,分别是超声时间(A)、酶解时间(B)和酶用量(C),对其进行响应面分析试验,选出最佳提取工艺.
利用Design-ExpertV8.0.6软件,建立三因素三水平二次回归方程,设计因素水平列于表2.

表2 设计因素水平

Table2 Designfactorlevel

编码水平 超声时间/min 酶解时间/min 酶用量/%
-1 35 25 3
0 45 35 4
1 55 45 5

  根据Design-Expert试验设计和结果,分析超声时间(A)、酶解时间(B)和酶用量(C)对灵芝三萜提
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取率的影响,结果列于表3.
表3 中心组合试验设计和结果

Table3 Centralcombinationtestdesignandresults

试验号 A B C 三萜得率/(mg∙g-1)

1 0 0 0 0.8937
2 0 0 0 0.8961
3 0 0 0 0.8859
4 1 -1 0 0.7232
5 0 -1 1 0.7405
6 0 0 0 0.9001
7 -1 0 1 0.8361
8 -1 -1 0 0.8107
9 0 0 1 0.7857
10 -1 1 0 0.6953
11 -1 0 -1 0.6894
12 0 -1 -1 0.7576
13 1 0 -1 0.7217
14 1 1 0 0.7241
15 0 0 0 0.8617
16 0 1 1 0.8005
17 0 1 -1 0.6412

  通过检验分析和二次多项式模型回归分析,得到对灵芝三萜提取率进行预测的回归模型为

y=0.8886-0.0096×A-0.0214×B+0.0441×C+0.0291×AB-0.0207×AC+
0.0441×BC-0.0635×A2-0.0868×B2-0.0669×C2,

式中:y为响应值灵芝三萜的提取率;A,B,C分别为超声时间、酶解时间和酶用量的编码值.方差分

析(ANOVA)结果列于表4.
表4 方差分析

Table4 Varianceanalysis

变异来源及参数 自由度 平方和 均方和 F检验 Pr>F
模型 9 0.1080 0.0120 44.2600 <0.0001**
A 1 0.0070 0.0070 2.7200 0.1432
B 1 0.0037 0.0037 13.4600 0.0080**
C 1 0.0002 0.0002 57.4000 0.0001**
AB 1 0.0034 0.0034 12.4700 0.0096**
AC 1 0.0017 0.0017 6.3000 0.0404*
BC 1 0.0078 0.0078 28.6800 0.0011**
A2 1 0.0002 0.0002 62.5800 <0.0001**
B2 1 0.0003 0.0003 116.8700 <0.0001**
C2 1 0.0002 0.0002 69.4100 <0.0001**
残差 7 0.0019 0.0030

失拟项 3 0.0012 0.0040 2.3700 0.2118
纯误差 4 0.0070 0.0020
总误差 16 0.1099

  注:*P<0.05差异性显著;**P<0.01差异性极显著.

由表4可见:该模型的P(Pr>F)<0.0001,达到极显著水平,存在明显差异;因变量与考察自

变量间的线性关系显著,R2=0.9827;失拟项P=0.2118>0.05不显著,说明响应值在本文所得数

据下可精准全面预测;模型调整确定系数(Adj.R2)=96.05%,预测相关系数(Pred.R2)=81.35%,
表明该模型具有较高的可信性和较好拟合度;模型的变异系数(CV)为2.09%.由方差分析结果可知,
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超声时间(A)、酶解时间(B)和酶用量(C)之间存在明显的交互作用,不同因素对灵芝三萜得率影响不

同,由大到小依次为C>B>A.
2.3.2 响应面模型拟合及分析

根据二次模拟回归方程绘出响应面及等高线如图3所示.酶用量、酶解时间和超声时间两两之间

分别存在交互作用,且两因素交互作用显著,同时影响灵芝三萜最终得率.由图3(A)可见,超声时间

(A)和酶解时间(B)二者相互作用对灵芝三萜得率的影响显著性较强,同时灵芝三萜得率随酶用量的

增加呈先增加后减少的趋势,在 A 方向曲面变化不明显,方差分析中酶解时间对结果影响显著

(P<0.01),且A 与B 交互作用等高线椭圆程度明显,所以二者交互作用显著(P<0.05).由图3(B)
可见:超声时间(A)和酶用量(C)相互作用对灵芝三萜得率的影响显著性较强,随着超声时间的增加,
灵芝三萜得率先增加后减少,由方差分析可知,在A 方向曲面变化不大,但C 方向曲面变化极显著

图3 酶用量、酶解时间和超声时间对灵芝三萜得率的影响

Fig.3 Effectsofenzymedosage,enzymatichydrolysistimeandultrasoundtimeonextractionrateofGanodermatriterpenes

(P<0.01);A 与C 交互作用等高线的椭圆程度明显,因此二者交互作用显著(P<0.05).由

图3(C)可见:酶解时间(B)和酶用量(C)相互作用对灵芝三萜得率的影响显著性较强,随着超声持续

时间的增加,灵芝三萜得率先增加后减少;由方差分析可知,在 B 与C 方向曲面变化极显著

(P<0.01),且B 与C 交互作用等高线椭圆程度明显,所以二者交互作用极显著(P<0.01).
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2.3.3 最佳提取条件确定

将所得数据利用 Design-Expert软件分析,最终可确定灵芝三萜提取工艺的最佳条件为:以

φ(乙醇)=70%为提取剂,控制液固比为50∶1,并进行超声洗涤,超声时间(A)为46min,再进行酶

解,将其温度控制在50℃,并控制酶用量(C)为4.8%,持续酶解时间(B)为35min.在该条件下,灵

芝孢子粉总三萜的得率为0.98mg/g.
2.4 大孔树脂吸附灵芝三萜

2.4.1 上样液量的选择

图4为大孔树脂最佳吸附曲线.由图4可见,对每份流出液灵芝三萜质量浓度进行测定,确定在

第7~13管时,大孔树脂吸附灵芝三萜得率最高,吸附效果最好.所以每次收集7~13管中灵芝三萜

的流出液,并绘制动态吸附最佳曲线.
图5为D101和AB-8两种大孔树脂动态吸附曲线对灵芝三萜纯化程度的影响.由图5可见,通过

对比两种大孔树脂D101和AB-8吸附灵芝三萜粗体液,可测定流出液灵芝三萜的质量浓度.通过对解

吸率的计算得到AB-8型大孔树脂和D101型大孔树脂的解吸率分别为94.39%和83.51%,可见AB-8
型大孔树脂具有更好的吸附性,在动态洗脱试验中纯化效果更好.AB-8型大孔树脂在纯化分析中的

方法简单,适用于灵芝三萜类化合物的富集纯化.

图4 大孔树脂最佳吸附曲线

Fig.4 Optimaladsorptioncurve
ofmacroporousresin

图5 D101和AB-8两种大孔树脂动态吸附

曲线对灵芝三萜纯化程度的影响

Fig.5 EffectofdynamicadsorptioncurvesofD101
andAB-8macroporousresinsonpurification
degreeofGanodermatriterpenes

2.4.2 大孔树脂吸附泄露曲线

图6为大孔树脂动态吸附泄露曲线.由图6可见,灵芝三萜得率随上样量增大而增大.当上样量

16管(约70mL)时,灵芝三萜得率为12.33mg/g.因此选择70mL为最佳上样量.
2.4.3 洗脱剂体积分数的确定

图6 大孔树脂动态吸附泄露曲线

Fig.6 Dynamicadsorptionleakage
curveofmacroporousresin

图7 不同洗脱剂体积分数对灵芝三萜得率的影响

Fig.7 Effectofdifferenteluentvolumefraction
onyieldofGanodermatriterpenes

图7为不同洗脱剂体积分数对灵芝三萜得率的影响.由图7可见,随着洗脱液体积分数的增加,
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灵芝三萜得率呈先升高后降低的趋势.当φ(乙醇)=40%时,灵芝三萜得率最小,为8.49mg/g;当

φ(乙醇)=95%时,灵芝三萜的得率最大,为9.97mg/g.原因为灵芝三萜类物质为脂溶性物质,易溶

于乙醇等有机溶剂,当乙醇体积分数增大时,三萜类物质溶解度也不断增大,且在φ(乙醇)=95%时

具有较高的溶解性,更容易被洗脱[33].因此,选择灵芝三萜的洗脱溶剂为φ=95%的乙醇.
2.4.4 上样液流速的确定

图8为上样液流速对灵芝三萜吸附程度的影响.由图8可见,随着上样液流速的增大,大孔树脂对

灵芝三萜的吸附能力逐渐降低.刘洋璇[34]研究表明,随着流速的增加,树脂对样液的吸附能力不断降低,
使大孔树脂不能充分吸附,吸附过程未完成便随样液流出树脂柱.所以上样液流速选择1.0mL/min,此

时吸附率最高.
2.4.5 上样液质量比的确定

图9为上样液质量比对大孔树脂吸附性能的影响.由图9可见,随着样品质量比的增大,大孔树

脂对灵芝三萜的吸附率呈先减小后增大的趋势,在上样液质量比20~30mg/g内,AB-8型大孔树脂对

样品的吸附率波动较小.灵芝三萜得率随上样液质量比的增加也呈升高的趋势,当质量比为25mg/g时,
灵芝三萜得率达到最大值18.34mg/g.但当样品质量比过高时,所含杂质增多,树脂因吸附其他物质

而使吸附率下降.因此,上样液质量比选择25mg/g,以充分吸收灵芝三萜.

图8 上样液流速对灵芝三萜吸附程度的影响

Fig.8 Effectofflowrateofuppersamplesolutionon
adsorptiondegreeofGanodermatriterpenes

图9 上样液质量比对大孔树脂吸附性能的影响

Fig.9 Effectofmassratioofuppersamplesolutionon
adsorptionperformanceofGanodermatriterpenes

2.4.6 灵芝三萜纯度分析

用式(4)计算灵芝三萜纯度,其纯度由原来的42.57%提高至87.09%,约为纯化前2.05倍,表明

该方法简单高效,可用于灵芝三萜的纯化分析.
2.5 高效液相色谱法鉴定分析

图10为灵芝三萜类标准品混合组分与样品的HPLC.由图10可见,在1.2.8条件下进行高效液相

图10 灵芝三萜类标准品混合组分(A)与样品(B)的HPLC
Fig.10 HPLCofmixedcomponentsofGanodermatriterpenesstandard(A)andsample(B)

色谱分析,得到的各色谱峰分离度良好,其中三萜类标准样品的保留时间分别为灵芝酸G:56.875min,
灵芝酸A:65.442min.由灵芝三萜标准品谱与样品谱可见,通过大孔树脂纯化后得到灵芝三萜提取
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液,纯化后得到以灵芝酸A和灵芝酸G为主要成分的灵芝三萜类化合物,满足实验要求.通过HPLC
检测分析,绘制标准曲线,得到线性回归方程为

灵芝酸A:y=2.0393×106x-62245.5303,  R2=0.9992;
灵芝酸G:y=3.8941×106x-61808.1393,  R2=0.9994.

结果表明,灵芝三萜在0.01~0.1mg/L内具有良好的线性关系.
对两种灵芝三萜类化合物进行相对标准偏差(RSD)计算,结果分别为0.51%,0.41%,表明仪器

精密度良好.计算两种灵芝三萜酸峰面积,结果表明,二者无明显变化,RSD结果分别为1.17%,

1.25%,表明该方法具有良好的可重复性.对两种灵芝三萜酸的 RSD结果进行计算,结果分别为

1.38%,1.28%,表明受试品溶液在48h内较稳定.通过对三萜成分含量测定发现,灵芝中三萜的组

成及含量存在明显差异,灵芝酸A和灵芝酸G分别占灵芝酸总量的26.17%,38.35%.
  综上所述,本文采用酶+超声波辅助提取法快速、高效地提取灵芝中三萜类物质.通过单因素试

验和响应面试验确定灵芝三萜的最佳提取参数:提取剂为φ=70%的乙醇,液固比50∶1,酶解最适温

度50℃,超声时间46min,酶解时间35min,酶量为4.8%.在该条件下对灵芝孢子粉总灵芝三萜得

率为0.98mg/g.选择AB-8型大孔树脂分离纯化灵芝三萜类物质,通过考察动态吸附解吸条件确定

最佳纯化工艺为:上样液灵芝三萜类物质浓度为25mg/g,上样液流速为1.0mL/min,先静态吸附

3h后用1管(4.5mL)蒸馏水洗去杂质,再用φ=95%的乙醇作为洗脱剂并以1.0mL/min流速洗脱.
在该条件下灵芝三萜类物质纯度由42.57%提高至87.09%.通过HPLC分析洗脱液成分,结果表明,
保留时间为56.875,65.442min时出现峰值,分别为灵芝酸G和灵芝酸A,因此纯化后的灵芝三萜类

化合物以灵芝酸A和灵芝酸G为主要成分析出.
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