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杂质残留量对不同栽培方式下灵芝多糖肽 

定值的影响 
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(1. 福建农林大学国家菌草工程技术研究中心, 福州  350002; 2. 北京大学基础医学院药理学系, 北京  100038) 

摘  要: 目的  依据国家标准样品定值要求, 为提高标准样品纯度, 降低杂质残留量, 选择最佳栽培方式的

灵芝子实体用于灵芝多糖肽(Ganoderma lucidum polysaccharide peptide, GL-PPSQ2)标准样品的研制。方法  基

于高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC), 采用面积归一法对 GL-PPSQ2 主成分进行

定量分析, 卡尔费休库伦法(K-F)测定水分, 热重分析法(thermo gravimetric analysis, TG)测定灰分, 微波消解-

电感耦合等离子体质谱法(inductively coupled plasma-mass spectrometry, ICP-MS)测定 14 种微量元素, 顶空-气

相色谱法(headspace-gas chromatography, HS-GC)测量溶剂残留; 质量平衡法对菌草层架(A)、菌草覆土(B)、

苡仁壳层架(C)、短段木覆土(D) 4 组不同栽培方式所得 GL-PPSQ2 进行定值。结果  GL-PPSQ2 定值依次

为: C (97.38%)>A (96.58%)>D (96.02%)>B (95.15%); 得率分别为: B (0.29%)>D (0.18%)>A (0.15%)>C (0.07%); 

杂质残留量为: C (1.81%)<A (2.63%)<D (3.20%)<B (4.05%)。结论  宜选择短段木覆土或菌草层架栽培灵芝子

实体作为 GL-PPSQ2 标准样品制备原料。 
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Effects of residual impurities on certification of Ganoderma lucidum 
polysaccharide peptides under different cultivation methods 
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ABSTRACT: Objective  To select the Ganoderma lucidum fruiting body under the best cultivation conditions for 

the preparation of Ganoderma lucidum polysaccharide peptide (GL-PPSQ2) for improving the purity and reducing the 

residual amount of impurities according to the certification of national standards. Methods  Area normalization 

method was used for quantitative analysis of the main component based on high performance liquid chromatography 
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(HPLC), the moisture were determined by Karl Fischer (K-F) method, ash content were determined by thermo gravimetric 

analysis (TG), 14 kinds of trace elements were determined by microwave digestion-inductively coupled plasma mass 

spectrometry (ICP-MS) and solvent residue was determined by headspace-gas chromatographic (HS-GC); the certification 

of GL-PPSQ2 obtained by 4 kinds of different cultivation conditions including Juncao layer frame cultivation (A), Juncao 

covering soil cultivation (B), adlay husk layer frame cultivation (C) and short-segment wood covering soil cultivation (D) 

were obtained by mass balance method. Results  The purities of GL-PPSQ2 were as follows: C (97.38%)>A (96.58%)>D 

(96.02%)>B (95.15%); the yields were as follows: B (0.29%)>D (0.18%)>A (0.15%)>C (0.07%); and the residual 

impurities were as follows: C (1.81%)<A (2.63%)<D (3.20%)<B (4.05%). Conclusion  It is advisable to choose the 

Ganoderma lucidum fruiting body cultivated in short-segment wood covering soil cultivation or Juncao layer frame 

cultivation as the raw materials for the preparation of GL-PPSQ2 standard samples. 

KEY WORDS: Ganoderma lucidum polysaccharide peptides; residual impurities; certification; cultivation methods; 

mass balance method 
 
 

0  引  言 

灵芝 [Ganoderma lucidum (Leyss.ex Fr.) Karst.]在

《本草纲目》中列为上品, 是我国具有优势资源的中药

材 。 灵 芝 多 糖 肽 (Ganoderma lucidum polysaccharide 

peptide, GL-PPSQ2)是灵芝主要活性成分之一 , 具有多

种药理作用 [1‒4]。从灵芝子实体中可分离出结构清晰、具

有生物活性的天然产物灵芝多糖肽纯品。灵芝品质、活性

成分及安全性与栽培方式息息相关, 不同栽培方式所得灵

芝质量存在差异[5‒6]。为确保灵芝多糖肽标准样品的定值要

求, 对不同栽培方式、不同栽培原料灵芝子实体制备的多

糖肽的纯度及杂质进行分析十分必要, 这对灵芝质量标准

提升和品质评价具有极其重要的意义。高效液相色谱法能

有效规避辅料干扰, 可用于测定灵芝产品多糖肽含量[7]。

GL-PPSQ2 是一种足够均匀且相对容易确定特性值的材料

或物质, 按 GB/T 15000.3—2008《标准样品工作导则(3) 标

准样品定值的一般原则和统计方法》, 采用质量平衡法对

其纯度进行赋值, 即对样品中各组分杂质(如水分、灰分、

溶剂残留和无机元素等)进行分析后, 再从总量的 100%中

将其扣除后即为样品纯度[8]。质量平衡法可用于有机标准

物质的定值, 如马康等[9]采用质量平衡法对 1, 2, 3, 4-四氯

苯标准物质纯度定值, 袁健童等[10]采用高效液相色谱法和

质量平衡法计算根皮苷纯度为 98.48%。基于此, 本研究对

不同栽培方式、不同栽培原料灵芝子实体制备获得的 4 组

灵芝多糖肽的纯度及杂质进行分析, 采用质量平衡法对灵

芝多糖肽纯度标准物质定值, 为灵芝多糖肽定值选择最佳

栽培方式灵芝子实体原料提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

选择具有危害分析和关键环节控制点(hazard analysis 

and critical control point, HACCP)和国际联盟认证的基地

栽培有机灵芝, 按灵芝栽培方式和栽培基质不同设为 4 组

(A、B、C、D), 分别为菌草袋料层架栽培(简称菌草层架, 三

明将乐)、菌草袋料覆土栽培(简称菌草覆土, 三明泰宁)、

苡仁壳袋料层架栽培(简称苡仁壳层架, 南平蒲城)和仿野

生林下短段木栽培(简称短段木覆土, 福州竹岐)。采收 4

组具有灵芝应有香气和滋味, 且无异味、无霉变、无虫蛀

的干燥去柄成熟期灵芝子实体。灵芝多糖肽制备参照林冬

梅等[7]的方法制备。 

纯硝酸、乙醇标准溶液、叔丁醇内标、甲醇、卡尔ꞏ费

休试剂(色谱纯, 德国默克公司); 多元素校准标准溶液 2A 

[10 μg/mL, 批号 : 4-163MKBY2, 含银(Ag)、铝(Al)、砷

(As)、钡(Ba)等 27 种元素]、内标[批号: 23-170VYY2, 含

铋(Bi)、锗(Ge)、铟(In)、锂(Li)、镥(Lu)、铑(Rh)、钪(Sc)、

铊(Tb)元素](美国 Agilent 公司); 无水 Na2SO4(分析纯, 国

药集团化学试剂有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

Thermo scientific iCAP RQ 电感耦合等离子体质谱仪

(美国赛默飞世尔科技公司); 7697A 顶空-气相色谱仪(美国

Agilent 公司 ); TG209F1 热重分析仪 (德国耐驰公司 ); 

C10SX 卡尔费休水分测定仪(瑞士梅特勒-托利多集团); 

Waters 2515 输液泵附 2489 紫外检测器高效液相色谱仪(美

国 Waters 公司); TSK G4000PWXL 色谱柱(300 mm×7.5 mm, 

17 μm)(日本 TOSOH 公司); 5% Carbowax 20M/Carbopack 

(80~120 目) 2 m2 mm 玻璃柱(德国 Sigma 公司); CEM 

Mars6 微波消解仪(北京海鑫瑞科技有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  质量平衡法定值 

质量平衡法是一种常用的纯度测量方法, 本研究参

照“国家一级标准物质技术规范”, 采用质量平衡法对灵芝

多糖肽纯度标准物质定值, 包括高效液相色谱面积归一法
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测定灵芝多糖肽主成分纯度, 卡尔ꞏ费休库伦法测定水分, 

顶空-气相色谱法测定溶剂残留, 以及电感耦合等离子体质

谱法(inductively coupled plasma-mass spectrometry, ICP-MS)

测定微量元素[11], 热重分析法(thermo gravimetric analysis, 

TG)测定灰分。为保证测量结果溯源性与准确性, 所用的仪

器设备经过计量检定校准。定值按公式(1)计算[12]:  

PMB/%=P0×(1-XV-XW-Xa-Xe)×100%    
   

 (1) 
式中: PMB 为纯度定值结果, %; P0 为灵芝多糖肽主成分纯

度, %; Xv 为溶剂残留, %; Xw 为水分, %; Xa 为灰分, %; Xe 为

微量元素, %。 

1.3.2  主成分纯度分析 

精密称取灵芝多糖肽 1.0 mg, 用流动相溶解并定容至

10 mL, 溶液通过 0.22 μm 滤膜后上机测定。液相色谱条件: 

TSK G4000PWXL 色谱柱(300 mm×7.5 mm, 17 μm); 流动相

为 0.1 mmol/L Na2SO4, 流速: 1 mL/min, 进样量 10 μL, 紫

外检测波长 280 nm, 柱温 35℃, 运行 10 min。 

1.3.3  微量元素分析 

称取适量固体样品于微波消解内罐中, 加入 10 mL 硝

酸, 加盖放置 1 h, 旋紧罐盖, 按照微波消解仪标准操作步

骤进行消解(微波消解条件如表 1)。将消解罐放在超声水浴

箱中, 300 W 超声脱气 5 min, 用水定容至 50 mL, 混匀备

用, 同时做空白实验。用 1%硝酸将多元素校准标准溶液

2A 和内标逐级稀释配制成 10、20、50、100、200 μg/L 的

混合标准溶液[13‒14]。 

质谱条件: 射频功率 1500 W, 采样深度 10.0 mm; 辅

助气和载气(均为氦气)流速分别为 0.4、0.8 L/min; 等离子

体气流速 15 L/min; 雾化器类型: 同心雾化器; 雾化室温

度: 2℃; 扫描方式: 跳峰模式。 
 

表 1  微波消解条件 
Table 1  Microwave digestion conditions 

步骤 控制温度/℃ 升温时间/min 恒温时间/min 

1 120 5 5 

2 150 5 10 

3 190 5 20 

 
1.3.4  溶剂残留分析 

样品前处理: 取 100 μL 样品溶液及叔丁醇内标工作

液 500 μL 置于顶空小瓶内, 盖上硅橡胶垫, 用密封钳加封

铝帽, 混匀, 待测。取 0.01 mg/L 乙醇标准溶液 100 μL 及

叔丁醇内标工作液 500 μL 作为检出限添加样品, 另取空白

水溶液 100 μL 及叔丁醇内标工作液 500 μL 作为空白样品, 

按上述操作与样品平行进样分析[15]。 

样品测定: 将样品置于顶空自动进样器样品架上, 顶

空自动进样器自动加热、进样。顶空自动进样器参考条件: 

加热箱温度: 65℃; 定量环温度: 105℃; 传输线温度: 110℃; 

气相循环时间: 8.5 min; 样品瓶加热平衡时间: 10.0 min; 样

品瓶加压时间: 0.10 min; 定量环充满时间: 0.10 min; 定量

环平衡时间: 0.05 min; 进样时间: 1.00 min。由于灵芝多糖

肽的制备工作中溶剂只用到水和无水乙醇, 所以仅考察乙

醇残留量。 

色谱条件 : 色谱柱 5% Carbowax 20M/Carbopack 

(80~120 目) 2 m2 mm 玻璃柱; 初始温度 70℃, 以 5℃/min

程序升温至 170℃, 保持 5 min; 进样口温度 150℃; 检测

器温度 250℃; 载气为高纯氮气, 纯度≥99.999%; 柱流量

4~8 mL/min。 

1.3.5  灰分和水分分析 

称取 10 mg 灵芝多糖肽样品放入热重分析仪的坩埚

内, 热分析温度范围为 35~970℃, 升温速率 10℃/min; 气

氛: 高纯空气, 60 mL/min, 直接测定其失重和剩余量[16]。 

参照 GB 5009.3—2016《食品安全国家标准 食品中水

分的测定》第四法卡尔ꞏ费休法, 通过标定卡尔ꞏ费休试剂、

测定样品、测定漂移量, 计算样品中水分含量。 

1.4  数据处理 

使用 2017版Excel和SPSS 19.0软件进行数据分析, 对

数据进行单因素方差分析, 以 P<0.05 作为差异显著性分析。 

2  结果与分析 

2.1  纯度测定结果 

实验样品共 2 瓶, 每瓶取样 3 份, 共 6 份, 应用峰面积

归一化法计算纯度[17]。4 种不同方式栽培灵芝多糖肽主成分

纯度结果分别为: A (99.19±0.026)%、B (99.17±0.018)%、C 

(99.18±0.026)%和 D (99.20±0.021)%, 灵芝子实体质量稳定, 

制备工艺稳定, 符合标准样品制备要求。 

2.2  微量元素测定结果 

以各标准元素的质量浓度为横坐标(X, μg/L), 以响应

值为纵坐标(Y)绘制标准曲线, 计算各元素的在相应的质量

浓度下其回归方程及相关系数(r2), 结果见表 2。14 种微量

元素在 10~200 μg/L 线性范围内线性关系良好, 相关系数

r2≥0.9983, 检出限为 0.000~0.8970 ng/mL, 结果表明该方

法准确、可靠, 可用于灵芝多糖肽中 14 种微量元素分析。 

样品微量元素测定结果如表 3 所示, 不同栽培方式灵

芝多糖肽的 14 种微量元素含量存在显著差异(P<0.05), 其

含量大小依次为: 短段木覆土>苡仁壳层架>菌草覆土>菌

草层架, 短段木和苡仁壳栽培的微量元素总量高于菌草栽

培, 尤以碱土金属元素 Ba 含量居高。Pb、As、Cd 和 Hg

等重金属是影响灵芝质量安全的关键因素, 其影响因素包

括栽培环境、培养基、富集率和溶出率[18]。菌草灵芝生产

过程中采用 HACCP 对各个环节危害因素进行分析, 并制

定控制措施, 这可能是其微量元素含量偏低原因。4 种培

养方式获得灵芝多糖肽的 14 种微量元素, 包括具有潜在

生理毒性的重金属元素 Pb、As、Cd 和 Cu 皆小于 0.1%, 在

标准样品定值中可忽略不计[19]。 
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表 2  14 种微量元素回归方程及检出限 
Table 2  Regression equations and limits of detection of  

14 kinds of trace elements 

元素 回归方程 R2 检出限/(ng/mL)

锂(Li) Y=55.4761X+56.6669 0.9998 0.8261 

铍(Be) Y=37.39.5X 0.9999 0.0000 

铬(Cr) Y=4765.9043X+1981.8283 1.0000 0.1071 

钴(Co) Y=8981.9789X+165.0013 1.0000 0.0077 

镍(Ni) Y=2393.3581X+2053.5058 1.0000 0.1258 

铜(Cu) Y=6405.7470X+5769.6822 1.0000 0.0366 

砷(As) Y=459.2184X+105.0006 1.0000 0.0680 

硒(Se) Y=9.6544X+1.6667 0.9993 0.8970 

银(Ag) Y=15915.9705X+226.6690 0.9983 0.0086 

镉(Cd) Y=2145.5139X+158.3348 1.0000 0.0161 

铯(Cs) Y=7982.1569X+101.6673 1.0000 0.0029 

钡(Ba) Y=1693.9089X+2641.9517 0.9998 0.1695 

铅(Pb) Y=25863.4736X+4839.2781 0.9991 0.0053 

钒(V) Y=4435.5008X+735341 0.9998 0.0079 

 
 

表 3  不同栽培方式 GL-PPSQ2 微量元素测定结果(n=3, mg/kg) 
Table 3  Determination results of trace elements in GL-PPSQ2 

under different cultivation methods (n=3, mg/kg) 

元素 
菌草层架 

(A) 
菌草覆土 

(B) 
苡仁壳层架 

(C) 
短段木覆土

(D) 

锂(Li) 0.5986 0.5689 0.2074 0.1608 

铍(Be) ND ND ND 0.0254 

铬(Cr) 2.0210 4.0522 8.9517 2.3797 

钴(Co) 0.1206 0.3752 0.1538 0.1089 

镍(Ni) 1.8858 3.8958 6.1193 2.4825 

铜(Cu) 4.4454 6.6997 4.4231 9.2984 

砷(As) 0.7244 1.8385 0.0205 0.0348 

硒(Se) 0.2743 7.3094 0.2272 0.1491 

银(Ag) 0.0593 0.2722 ND ND 

镉(Cd) 0.4377 0.8597 0.2198 1.1503 

铯(Cs) 0.5158 0.1235 0.3108 1.1380 

钡(Ba) 11.3700 18.4524 70.8809 87.9328 

铅(Pb) 2.7612 6.3067 2.7542 2.3061 

钒(V) 0.5114 0.3484 0.0957 0.0159 

合计 25.7255 51.1022 94.3635 107.1829 

百分含量/% 0.0026a 0.0051b 0.0094c 0.0107d

注: ND: 未检出; 不同小写字母代表显著性差异(P<0.05), 下同。 
 

2.3  热重分析测定结果 

热重分析是指在程序控制温度下, 测量物质的质量

随温度变化的方法。微分热重(derivative thermo gravimetry, 

DTG)是 TG 曲线对温度或时间的一阶导数, DTG 曲线上峰

顶点(失重速率最大峰值)与 TG 曲线的失重台阶相对应, 

且 DTG 曲线的峰面积与失重质量成正比[20]。灵芝多糖肽

的同步热分析曲线 TG 和 DTG 详见图 1 和表 4, 不同栽培

方式灵芝子实体制备得到的灵芝多糖肽纯品热稳定性差异

不大, 可作为制备灵芝多糖肽纯品的稳定原料。 

从 TG 曲线上可以看出, 随着温度升高, 灵芝多糖肽

有 3 个主要的失重台阶 , 第一失重台阶温度范围为

35~160℃, 平均失重率为 7.19%, 这部分失重可能与样品

中游离水分、结合水及有机挥发物的逸出有关[21]。第二失

重台阶温度范围为 160~350℃, 平均失重率为 66.87%; 第

三失重台阶温度范围为 350~500℃, 平均失重率为 24.39%; 

当温度在 500℃之后, 灵芝多糖肽的失重率曲线几乎不再

改变, 可能是由于温度过高, 均接近碳化, 所以热重曲线

几乎不改变[22]。第二失重台阶和第三失重台阶逸出部分尚

待进一步研究。DTG 曲线显示有 3 个主要的失重最大速率

峰, 与 TG曲线的 3 个失重台阶相对应, 且峰面积与失重质

量成正比 ; 失重温度峰值范围为 73~85、 269~283、

432~449℃[22]。热分析温度从 35℃程序升温至 970℃, 最后

剩下的残留量即为灰分重量, 灰分结果见表 5, 4 种栽培条

件灵芝多糖肽热分析剩余灰分残留物存在显著差异

(P<0.05), 菌草层架栽培与短段木覆土栽培灰分相近, 而

菌草覆土栽培灰分高达 2.60%, 可能是灵芝对菌草和土壤

中微量元素均具有富集特性[5]。 

2.4  溶剂残留和水分测定结果 

灵芝多糖肽在提取、分离、纯化过程中, 仅用去离子

水和无水乙醇试剂, 所以有机溶剂残留量仅考察乙醇。溶

剂残留结果见表 5, 4 组灵芝多糖肽仅检出微量或未检出溶

剂残留; 层架栽培灵芝多糖肽溶剂残留为 0.2%左右, 覆土

栽培含量小于 0.1%, 可忽略不计。 

水分的测定方法有多种, 卡尔ꞏ费休法(Karl-Fischer)

是其中的一种。与直接干燥法相比, 卡尔ꞏ费休库伦法操作

更为简单, 自动化程度高, 测试结果较为可靠, 因此得到

了较为广泛的应用[8]。水分结果见表 5, 覆土栽培水分高于

层架栽培, 菌草层架栽培灵芝多糖肽水分在 1%以下。 

2.5  质量平衡法定值 

不同栽培方式灵芝多糖肽定值、杂质残留量结果见表

5, 灵芝多糖肽定值结果与水分、溶剂残留、灰分及微量元

素相关。按质量平衡法测定定值结果: 苡仁壳层架>菌草层

架>短段木覆土>菌草覆土。其中溶剂残留由制备工艺引

入、水分可能受灵芝多糖肽样品特性影响, 灰分和微量元

素与子实体原料息息相关。覆土栽培灵芝多糖肽杂质残留

总量均大于层架栽培, 可分析出覆土栽培会增加灵芝多糖

肽样品的杂质残留, 其微观结构可能存在微小差异, 覆土

栽培灵芝多糖肽可能存在更多的亲水功能团, 导致水分及

溶剂残留高于层架栽培[23‒24]。 
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图 1  同步热分析曲线 

Fig.1  Curves of synchronous thermal gravimetry 
 

表 4  同步热分析结果 
Table 4  Results of synchronous thermal gravimetry 

栽培方式 
失重率/% 失重最大速率峰值/℃ 

失重台阶 1 失重台阶 2 失重台阶 3 失重台阶 1 失重台阶 2 失重台阶 3 

菌草层架(A) 7.98 70.74 19.54 77.8 282.8 445.6 

菌草覆土(B) 6.89 65.45 25.05 82.4 269.0 448.4 

苡仁壳层架(C) 6.90 68.08 24.50 73.9 278.5 432.1 

短段木覆土(D) 6.98 63.22 28.45 84.4 282.4 446.2 

 
表 5  不同栽培方式 GL-PPSQ2 杂质残留量和定值结果(%) 

Table 5  Impurity residues and certification results of GL-PPSQ2 under different cultivation methods (%) 

栽培方式  水分 灰分 微量元素 溶剂残留 杂质残留量 定值结果 

菌草层架(A) 0.73c 1.68b <0.1  0.22 2.63 96.58 

菌草覆土(B) 1.45ab 2.60a <0.1 <0.1 4.05 95.15 

苡仁壳层架(C) 1.09bc 0.52c < 0.1  0.20 1.81 97.38 

短段木覆土(D) 1.68a 1.52b <0.1 <0.1 3.20 96.02 

 

3  结  论 

由质量平衡法定值公式可知, 杂质残留量越高, 定值

结果越低 , 因此寻找杂质含量较低的灵芝多糖肽尤为重

要。选择不同栽培方式(覆土栽培和层架栽培)、不同栽培

原料(短段木、苡仁壳和菌草)的灵芝子实体为原料, 用相同

的分离提取纯化方法, 获得 4 组灵芝多糖肽纯品, 其得率

分别为: 菌草覆土(0.29%)>短段木覆土(0.18%)>菌草层架

(0.15%)>苡仁壳层架(0.07%)。综合定值结果及其得率, 宜

选择段木覆土或菌草层架栽培灵芝子实体作为灵芝多糖肽

纯品制备原料, 其杂质残留量较低, 得率高, 符合灵芝多

糖肽纯度要求。 

灰分元素(ash element)亦称矿质元素, 灵芝多糖肽有

机物中的碳、氢、氧、氮等元素以二氧化碳、水、分子态

氮和氮的氧化物形式散失到空气中, 余下不能挥发的成分, 

以氧化物、盐等形式存在的灰白色残烬。一些单体标准物

质如肌酐灰分小于 0.1%(忽略不计 )[25], 芒果苷灰分为

0.159%[17], 本研究中获得的灵芝多糖肽为大分子天然产物, 

灰分均高于 0.5%。4 组不同栽培方式其灰分均偏高, 主要

有两方面的原因: 其一是环境因素如栽培基质、土壤、水、

空气等; 其二, 灵芝对微量元素具有富集特性, 即使是使

用土壤微量元素较低不超过国家标准限量的基地覆土栽培, 

其子实体内灰分、微量元素残留量也会增加[26]。同时也发

现灵芝对有益微量元素的富集 [27‒28], 经分析灵芝多糖肽

GL-PPSQ2 富含对人体有益的微量元素, 如钙、钾、镁、铁

和锌等, 这也是灰分较高的原因。 

不同栽培方式获得的灵芝多糖肽其杂质残留量不一, 

导致其定值结果的差异。为确保灵芝多糖肽标准样品研制, 
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宜选择基地标准化 GAP 有机栽培[29], 管控好基地土壤、水

分、气候等自然条件、栽培方式、种植与采收时间及采收

部位, 保证灵芝的药用、食用的安全性; 用杂质谱[30]分析

杂质残留量 , 管控好灵芝多糖肽纯品纯度 , 确保其均匀

性、稳定性、溯源性与安全性。选择优质灵芝子实体投入

纯品的研制, 对确保灵芝标准样品质量具有重要意义。 
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