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灵芝提取物中灵芝多糖质量控制方法研究 

王艳莉, 张国兴* 
(北京同仁堂健康药业股份有限公司, 北京  100176) 

摘  要: 目的  建立灵芝提取物专属性鉴别方法, 实现多种单糖同步测定。方法  采用柱前衍生化反相液相色

谱分析法, 分析灵芝提取物中单糖组成种类, 建立一测多评方法测定灵芝提取物中单糖含量结果。结果  3 个厂

家的灵芝提取物含有甘露糖、葡萄糖、半乳糖, 但有 4 批次各单糖间比例相差较大。一测多评经方法考察可以

同时测定甘露糖、葡萄糖、半乳糖含量, 与外标法相对偏差均小于 5%, 无显著性差异, 具有可行性。结论  本

研究通过分析灵芝提取物中单糖组成及单糖间比例, 可作为鉴别灵芝提取物中灵芝多糖质量的辅助手段, 为

企业在监控提取物质量提供参考思路。 
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Study on the quality control of Ganoderma lucidum polysaccharides from 
Ganoderma lucidum extracts 

WANG Yan-Li, ZHANG Guo-Xing* 
(Beijing Tongrentang Healthcare Pharmaceutical Co., Ltd., Beijing 100176, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a specific identification method for Ganoderma lucidum extract, and achieve 
the synchronous determination of a variety of monosaccharides. Methods  The analysis of monosaccharide 
composition in Ganoderma lucidum extracts was conducted using a pre-column derivatization reversed-phase liquid 
chromatography method. A quantitative analysis of multi-components by single-marker method was established to 
determine the monosaccharide content in Ganoderma lucidum extracts. Results  Ganoderma lucidum extract from 3 
manufacturers contained mannose, glucose and galactose, but the proportion of monosaccharides in 4 batches was 
significantly different. The content of mannose, glucose and galactose could be determined by one test and multiple 
evaluation method at the same time. The relative deviation from external standard method was less than 5%, and there 
was no significant difference, which was feasible. Conclusion  This study analyzes the monosaccharide composition 
and monosaccharide ratio in Ganoderma lucidum extract, which can serve as an auxiliary means for identifying the 
quality of Ganoderma lucidum polysaccharides in Ganoderma lucidum extract. It provides a reference for enterprises 
to monitor the quality of extracts. 

KEY WORDS: Ganoderma lucidum polysaccharide; quality control; monosaccharide composition; quantitative 

analysis of multi-components by single-marker 
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0  引  言 

灵芝是多孔菌科真菌赤芝[Ganoderma lucidum (Leyss.ex 
Fr.) Karst.]或紫芝[Ganoderma sinense Zhao, Xu et Zhang]的
干燥子实体[1]。灵芝的多糖和三萜是其主要活性物质[2–6], 其
灵芝水提物中主要活性物质是灵芝多糖。灵芝多糖具有抗氧

化、抗肿瘤、抗衰老、抗疲劳、增强免疫等药理作用[7–10]。

近年来灵芝提取物在药品、保健食品[11]、食品[12]、化妆品[13]

等多个领域得到广泛应用, 研究表明[14]含灵芝多糖的保健

食品具有增强免疫的功能, 在毒理学研究中未发现不良反

应或毒副作用。 
目前市场上的灵芝提取物质量参差不齐, 因《中华人

民共和国药典》和地方标准中均无灵芝提取物中多糖的检

测方法, 多用分光光度法测定灵芝多糖含量, 而用此法检

测时, 灵芝提取物提取过程中添加淀粉或糊精等辅料也会

被计为多糖, 使结果严重偏高, 因其不含功能成分而导致

灵芝提取物的生物活性降低。如此阻碍了灵芝提取物产业

的发展, 同时也损害了消费者的利益。灵芝提取物质量标

准的研究是一项艰巨且重要的工作。 
研究表明灵芝中灵芝多糖多由甘露糖、木糖、D-半乳

糖、D-葡萄糖、葡萄糖醛酸组成, 而甘露糖、葡萄糖、半乳

糖所占比例较大[15–18]。同一灵芝不同部位和不同分离提取

方式得到的灵芝多糖, 其单糖种类及比例也有差异[19–23]。结

合文献, 本研究前期实验对购进灵芝提取物分析, 多有葡

萄糖、半乳糖、甘露糖, 因此选用这 3 种单糖进一步研究

不同厂家多批次灵芝提取物中单糖组成及含量比例, 一测

多评同时测定 3 种单糖[24], 为进一步完善灵芝提取物的质

量标准提供研究思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

1.1.1  试  剂 
半乳糖(纯度 100%, 批号 100226-201807)、甘露糖(纯

度 99.4%, 批号 140651-201504)、葡萄糖(纯度 99.9%, 批号

110833-201707)(中国食品药品检定研究院)。 
三氟乙酸(批号: C10286001, 上海麦克林生化科技有

限公司 ); 1-苯基 -3-甲基 -5-吡唑啉酮 (分析纯 , 批号 : 
K1925027, 上海阿拉丁生化科技股份有限公司); 盐酸(分
析纯, 批号: 20180907, 北京化工厂); 乙腈(色谱级, 批号

UN1648, 德国默克股份两合公司); 氢氧化钠(分析纯, 批
号: 20180605)、磷酸氢二钠(分析纯, 批号: 20171214)、磷

酸二氢钠(分析纯, 批号: 20180116)(国药集团化学试剂有

限公司)。 
1.1.2  样品信息 

3 个厂家共 15 批样品(均采用企标备案的提取工艺)。 

1.2  仪器与设备 

MSA225S-1CE-DI 十万级分析天平、Secura224-1CEU
万级分析天平(德国赛多利斯公司); Agilent 1260 高效液相

色谱仪配紫外检测器、DK-S28 恒温水浴锅 (上海精宏仪器

有限公司); LT-DBX60N 精密可编程烘箱(立德泰勀科学仪

器有限公司); Atlantis@T3 C18 柱(4.6 nm×250 nm, 5 μm)(美
国沃特世公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品制备 
精密称取灵芝提取物约 0.5 g, 置于 100 mL 容量瓶中, 

加纯化水 80 mL 左右, 于 100 ℃水浴上加热 1 h, 冷却至室

温后补加水至刻度, 混匀后, 过滤, 弃去初滤液, 收集余下滤

液。吸取滤液 5 mL, 置于 50 mL 离心管中, 加入 20 mL 无水

乙醇, 置 4 ℃冰箱静置 4 h 以上, 以 4000 r/min 离心 5 min, 弃
去上清液, 残渣加水溶解到 100 mL, 得灵芝多糖溶液。 

量取 400 μL 灵芝多糖溶液置顶空瓶中, 加 4 mol/L 三

氟乙酸 400 μL, 充入氮气封口, 在 110 ℃精密可编程烘箱

中水解 4 h, 冷却至室温, 60 ℃水浴中用氮气吹干。在顶空

瓶中加纯化水 0.2 mL 溶解残渣, 加入 0.5 mol/L 1-苯基-3-
甲基-5-吡唑啉酮甲醇溶液与 0.3 mol/L 的氢氧化钠溶液各

400 μL, 混匀, 70 ℃水浴中反应 100 min, 再加入 0.3 mol/L
盐酸溶液 400 μL, 混匀, 用三氯甲烷洗涤 3 次, 弃去三氯

甲烷液, 取上清液过 0.45 μm 滤膜后上高效液相色谱仪

分析。 
1.3.2  仪器条件 

Atlantis@T3 C18 柱(4.6 nm×250 nm, 5 μm)、检测波长

为 250 nm、流速 1.0 mL/s、柱温 35 ℃; 流动相 A 为乙腈、

流动相 B (0.05 mol/L磷酸二氢钠与磷酸氢二钠的混合水溶

液, 体积比 12:88)梯度洗脱, 梯度洗脱如表 1。 

 
表 1  流动相梯度洗脱 

Table 1  Mobile phase gradient elution 

时间/min 流动相 A/% 流动相 B/% 

0 15 85 

30 20 80 

55 25 75 

56 15 85 

 
1.3.3  样品水解条件优化 

改变水解所用三氟乙酸溶液的浓度(1、2、3、4、
5 mol/L)、水解时间(1、2、3、4、5 h)、水解温度(80、90、
100、110、120 ℃)进行单因素实验及正交实验, 以水解衍

生化后的甘露糖峰面积为考察指标, 选取最优水解条件。 

1.4  数据处理 

采用 Microsoft Excel 2016 软件进行数据处理、图形
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的绘制; 采用正交助手进行正交实验设计和正交结果分析; 
采用 SPSS 29.0.1.0 进行数据统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  单因素实验 

2.1.1  三氟乙酸浓度的选择 
取灵芝多糖溶液 5 份 400 μL, 分别置顶空瓶中, 各加

入 1、2、3、4、5 mol/L 三氟乙酸溶液 400 μL, 充入氮气

封口, 在 110 ℃精密可编程烘箱中水解 4 h, 冷却至室温, 
在 60 ℃水浴中用氮气吹干。衍生后测定。以水解后的甘露

糖浓度作为考察指标, 见图 1。随着三氟乙酸浓度的增大, 
水解所得甘露糖浓度先增加后趋于平稳, 4 mol/L 时水解所

得甘露糖浓度最大, 因此三氟乙酸溶液浓度选择 4 mol/L。 
 

 
 

图1  单因素实验结果 
Fig.1  Single factor experiment results 

 

2.1.2  水解温度的选择 
精密量取灵芝多糖溶液 5 份各 400 μL, 分别置顶空瓶

中, 加 4 mol/L 三氟乙酸溶液 400 μL, 充入氮气封口, 分别

在 80、90、100、110、120 ℃精密可编程烘箱中水解 4 h, 冷
却至室温, 在 60 ℃水浴中用氮气吹干。衍生后测定结果见

图 1。以水解后的甘露糖浓度作为考察指标。随着水解温

度的增大, 水解所得甘露糖浓度先增加后趋于平稳, 110 ℃
时水解所得甘露糖浓度最大, 因此水解温度选择 110 ℃。 
2.1.3  水解时间的选择 

取灵芝多糖溶液 5 份各 400 μL, 分别置顶空瓶中, 加

4 mol/L 三氟乙酸溶液 400 μL, 充入氮气封口, 分别在

110 ℃精密可编程烘箱中水解 1、2、3、4、5 h, 冷却至室

温, 在 60 ℃水浴中用氮气吹干。衍生后测定结果见图 1。
以水解后的甘露糖浓度作为考察指标。随着水解时间的增

加, 水解所得甘露糖浓度先增加后趋于平稳, 4 h 时水解所

得甘露糖浓度最大, 因此水解时间选择 4 h。 
2.1.4  方差分析 

通过表 2 方差分析结果, 三氟乙酸浓度、水解时间、

水解温度 3 个因素对单糖水解浓度存在显著性差异。 
 

表 2  方差分析 
Table 2  Analysis of variance 

 平方和 自由度 均方 F 显著性

组间 485.924 4 121.481 20.866 P<0.001

组内 58.220 10 5.822   

总计 544.144 14    
 

2.2  正交实验 

根据单因素实验, 拟对水解灵芝多糖影响的三氟乙

酸浓度、水解时间、水解温度 3 个因素, 选出 3 水平, 正
交实验因素水平见表 3。 

 

表 3  正交实验结果分析 
Table 3  Analysis of orthogonal test results 

组号
A 三氟乙酸

浓度/(mol/L)
B 水解温度

/℃ 
C 水解时间 

/h 
含量
/% 

1 3 100 2 44.8 

2 3 110 3 49.5 

3 3 120 4 41.9 

4 4 100 3 46.1 

5 4 110 4 50.3 

6 4 120 2 49.4 

7 5 100 4 45.2 

8 5 110 2 40.6 

9 5 120 3 38.5 

K1 45.4 45.4 44.9  

K2 48.6 46.8 44.7  

K3 41.4 43.3 45.8  

R 7.2 3.5 1.1  
 
从 K 值分析得到最优条件 :  A 2 B 2 C 3 ;  即酸浓度 

4  mol/L、水解温度 110 ℃、水解时间 4 h; 从极差可以看

出, 三氟乙酸浓度影响最大, 3 个因素的重要程度为三氟乙

酸浓度>水解温度>水解时间。 

2.3  方法学实验结果 

2.3.1  线  性 
以对照品质量浓度为横坐标(X, μg/mL)、峰面积为纵

坐标(Y)绘制标准曲线。甘露糖在 10~50 μg/mL 的范围内有
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良好的线性关系。其回归方程为 Y=168663X–248.32, 
r2=0.9927。葡萄糖在 10~50 μg/mL 的范围内有良好的线性

关系。其回归方程为 Y=196286X–1028.4, r2=0.9927。半乳

糖在 8~40 μg/mL 的范围内有良好的线性关系。其回归方程

为 Y=185988X–471.82, r2=0.9938。 
2.3.2  精密度 

多糖溶液水解衍生后连续进样 5 次, 测定各单糖含量, 
计算相对标准偏差(rlative sandard deviation, RSD)。由表 4
可知, 各个单糖含量的 RSD 值均小于 2%, 表明仪器方法

精密度较好。 
2.3.3  稳定性 

多糖溶液水解衍生后在室温下存放, 在 0、1、2、3、
5、12 h 分别测定 1 次。各个单糖含量的 RSDs 值均小于

2%, 表明各单糖衍生后在 12 h 内稳定。 
2.3.4  加标回收实验 

由表 4 数据得, 各个单糖含量的 RSDs 值均小于 2%, 
表明该方法有良好的加标回收率。 

表 4  精密度、稳定性实验、加标回收实验结果(n=6) 
Table 4  Precisions, stabilities test, standard recovery test  

results (n=6) 

项目 精密度 稳定性 加标回收实验 

 平均值/% RSDs/% 平均值/% RSDs/% 平均值/% RSDs/%

甘露糖 24.6 0.8 25.2 0.9 95.3 1.0 

葡萄糖 3.40 0.5 3.70 1.4 96.0 1.3 

半乳糖 21.2 1.5 21.6 1.0 96.0 1.1 

 
2.4  灵芝多糖中单糖组成测定结果 

将 3 个厂家共 15 批样品水解衍生后, 进行色谱分析。

由图 2 可以看出 3 个厂家的单糖组成大部分一致, 均含有

甘露糖、半乳糖、葡萄糖; 其中图 2O 样品中甘露糖、半

乳糖含量较小, 葡萄糖含量很高。样品图 2G、H 含有其他

单糖, 图 2N 还含有葡萄糖醛酸, 可能因灵芝种类或提取

部位不同。 
 

 
 

注: A~O为15批不同厂家灵芝提取物中灵芝多糖单糖组成, 1号峰为甘露糖, 2号峰为葡萄糖, 3号峰为半乳糖。 
图2  15批样品中单糖色谱图 

Fig.2  Chromatograms of monosaccharides in 15 batches of samples 
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2.5  一测多评测定单糖含量 

2.5.1  相对校正因子计算 
通过对不同厂家的灵芝提取物中单糖测定结果, 均

含有甘露糖、葡萄糖、半乳糖 3 个单糖, 配制不同浓度的

混合对照品溶液 , 以甘露糖为内参物 , 计算相对校正因

子。结果见表 5。 
 

表 5  相对校正因子计算结果 
Table 5  Results of the calculation of the relative correction factor 

质量浓度/(mg/mL) 
相对校正因子 

f 葡萄糖/甘露糖 f 半乳糖/甘露糖 

1 1.1967 0.9325 
2 1.1568 0.9294 
3 1.1147 0.9388 
4 1.1484 0.9256 
5 1.1181 0.9131 

平均值 1.1469 0.9279 
RSDs/% 2.91 1.03 

 
2.5.2  不同色谱柱及高效液相色谱仪考察 

配制甘露糖、葡萄糖、半乳糖 3 种单糖混合标准品溶

液, 衍生后选 Agilent 1260 型、Waters 2695 型高效液相色

谱仪, 分别用 Atlantis@T3 Waters C18 (4.6 nm×250 nm, 5 μm)、
Thermo BDS-HYPERSIL C18 (4.6 nm×250 nm, 5 μm)、
Agilent ZORBAX SB-C18 (4.6 nm×250 nm, 5 μm) 3 个色谱

柱记录峰面积, 计算相对校正因子。结果如表 6 所示, 葡
萄糖、半乳糖和内参物甘露糖之间的相对校正因子 RSD 值

<3%, 结果表明不同高效液相色谱仪和不同色谱柱对相对

校正因子无影响。 
 

表 6  不同仪器和色谱柱测定的相对校正因子 
Table 6  Relative correction factors for different instrument and 

column determinations 

仪器 色谱柱 
相对校正因子 

f 葡萄糖/甘露糖 f 半乳糖/甘露糖 

Agilent 1260 
Waters 1.139 0.9004 
Thermo 1.1634 0.9239 
Agilent 1.1602 0.9108 

Waters 2695 

Waters 1.142 0.898 
Thermo 1.1688 0.9186 
Agilent 1.1917 0.9184 
平均值 1.1608 0.9117 
RSDs/% 1.66 1.16 

 
2.5.3  不同流速考察 

色谱条件不变, 设定仪器流速为 0.8、1.0、1.2 mL/min, 
注入衍生后葡萄糖、甘露糖、半乳糖混合对照品溶液, 记
录峰面积, 计算相对校正因子。葡萄糖、半乳糖和内参物

甘露糖之间的相对校正因子 RSD 值均小于 3%, 结果如表

7 所示, 表明流动相的流速不同对相对校正因子没有显著

性差异。 
 

表 7  不同流速测定的相对校正因子 
Table 7  Relative correction factors for different flow rate 

determinations 

流速/min 
相对校正因子 

f 葡萄糖/甘露糖 f 半乳糖/甘露糖 

0.8 1.1432 0.9062 

1.0 1.1391 0.9005 

1.2 1.1443 0.9049 

平均值 1.1422 0.9039 

RSDs/% 0.24 0.33 
 

2.5.4  不同柱温考察 
色谱条件不变, 设定柱温为 25、30、35 ℃。注入衍

生后葡萄糖、甘露糖、半乳糖混合对照品溶液, 记录峰面

积, 计算相对校正因子。葡萄糖、半乳糖和内参物甘露糖

之间的相对校正因子 RSDs 值均小于 3%, 结果如表 8 所示, 
表明不同柱温对各单糖相对校正因子没有显著性差异。 

 

表 8  不同柱温测定的相对校正因子 
Table 8  Relative correction factors for different column 

temperature determinations 

柱温/℃ 
相对校正因子 

f 葡萄糖/甘露糖 f 半乳糖/甘露糖 

25 1.1519 0.9147 

30 1.1391 0.9005 

35 1.1479 0.9102 

平均值 1.1463 0.9085 

RSDs/% 0.57 0.80 
 

 
2.5.5  一测多评法待测成分色谱峰定位 

本研究以甘露糖为内参物, 通过计算相对保留值与

保留时间差, 如表 9 所示, 发现相对保留时间差 RSDs值大

于 5%; 相对保留值 RSDs 值小于 5%, 因此选用相对保留

值作为待测成分色谱峰定位依据。 
 

表 9  不同仪器和色谱柱测定的相对保留值 
Table 9  Relative retention values for different instrument and 

column determinations  

仪器 色谱柱 
相对保留值 

t 葡萄糖/甘露糖 t 半乳糖/甘露糖 

Agilent 1260

Waters 1.99 2.22 

Thermo 1.94 2.12 

Agilent 1.97 2.18 

Waters 2695

Waters 1.89 2.06 

Thermo 1.99 2.23 

Agilent 1.98 2.18 
平均值 1.96 2.165 
RSDs/% 1.99 2.98 
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2.5.6  一测多评和外标法比较 
15 批不同厂家的灵芝提取物, 有两批甘露糖、半乳糖

峰面积较小, 因此对其余 13 批灵芝提取物比较一测多评

法和外标法测定的单糖含量。一测多评法和外标法测定的

单糖含量相对偏差均小于 5%, 结果如表 10~11 所示, 表明

一测多评法和外标法测定的结果没有显著性差异。 
 

表 10  一测多评法和外标法测定不同厂家灵芝提取物的 
单糖含量(%) 

Table 10  Monosaccharide content of Ganoderma lucidum 
extracts from different manufacturers was determined by  

one test and multiple evaluation method and external  
standard method (%) 

编号 
甘露糖 葡萄糖 半乳糖 

外标法 外标法 
一测多

评 
相对

偏差
外标法 

一测多

评法 
相对

偏差

1 29.89 3.77 3.87 2.62 20.06 20.64 2.99
2 21.55 2.90 2.97 2.39 14.23 14.64 2.84
3 29.59 2.81 2.88 2.46 19.63 20.20 2.86
4 18.34 2.10 2.16 2.82 12.73 13.10 2.86
5 20.03 2.01 2.06 2.46 13.47 13.86 2.85
6 20.62 3.09 3.17 2.56 14.99 15.43 2.89
7 20.76 2.81 2.89 2.81 15.15 15.59 2.86
8 7.82 40.60 41.66 2.58 5.95 6.12 2.82
9 23.03 1.70 1.75 2.90 14.74 15.16 2.81

10 6.94 35.43 36.35 2.56 4.82 4.96 2.86
11 7.82 40.62 41.68 2.58 5.95 6.12 2.82
12 2.17 11.00 11.28 2.51 1.62 1.67 3.04
13 7.56 9.17 9.41 2.58 7.09 7.30 2.92

 

表 11  不同厂家灵芝提取物的单糖含量比例 
Table 11  Proportion of monosaccharide content of Ganoderma 

lucidum extracts from different manufacturers 

序号 半乳糖/甘露糖 葡萄糖/甘露糖 

1 0.7 0.1 
2 0.7 0.1 
3 0.7 0.1 
4 0.7 0.1 
5 0.7 0.1 
6 0.7 0.1 
7 0.7 0.1 
8 0.8 5.2 
9 0.6 0.1 

10 0.7 5.1 
11 0.8 5.2 
12 0.7 5.1 
13 0.9 1.2 

 

3  结论与讨论 

随着灵芝被纳入药食同源及《保健食品原料目录》以

来, 其提取物应用的越来越广泛, 而采用分光光度法已不

能真实反映灵芝提取物中灵芝多糖质量[25], 本研究通过柱

前衍生化反相液相色谱分析法[26–27]测定单糖含量, 3 个厂

家灵芝提取物中大部分含有葡萄糖、甘露糖、半乳糖, 除
四批提取物单糖比例差的较大以外, 其余批次单糖比例差

别不大。可考虑在灵芝提取物标准中增加葡萄糖、甘露糖、

半乳糖含量检测及含量比例, 来整体把控购进的灵芝提取

物的质量。但本次研究所用样品批次还不够多, 还需在实

际运用中进一步完善。 
一测多评方法使用单个对照品对多个组分进行同步

测定, 近年来一测多评也多用于中药的质量评价[28–30], 该
方法简便快捷、能提高检测效率, 节省成本。本研究建立以

甘露糖为内参物, 同时测定灵芝提取物中甘露糖、葡萄糖、

半乳糖含量, 与外标法比较, 无显著性差异, 具有可行性。 
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