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灵芝（Ganoderma lucidum）为担子菌类多孔菌科灵

芝属真菌，有红色、黄色、白色和紫色等[1]。我国鲁、云、

贵、吉、浙、苏、闽等省份分布着赤灵芝、紫灵芝、薄盖灵

芝等20多种灵芝，其中以泰山赤灵芝最为出名[2]。在祖

国医学中，灵芝应用由来已久，具有宁心安神、滋补强壮

的功能，广泛治疗高血压、高血脂、慢性肝炎、慢性肾炎、

关节炎、失眠症、神经衰弱、支气管炎、胃溃疡、气喘病、

动脉硬化、糖尿病、白细胞减少症、厌食、蘑菇中毒、病后

身体虚弱等症[3]。

超微粉碎技术是指利用超细化的机械加工手段使

粉体克服固体内部凝聚力使之粉碎至 10～25 μm 的操

作技术。早在 20世纪 90年代，我国中药行业就引入了

超微粉碎技术，近年来该技术发展迅速。超微粉碎技术

可显著增加中药溶出量和溶出率，提高有效成分生物利

用度和溶出量[4]。本文研究了灵芝经超微粉碎后对其中

主要成分三萜类成分（灵芝酸A、灵芝酸B、灵芝酸C、灵

芝酸C1、灵芝酸C2、灵芝酸D、灵芝酸E、灵芝酸G、灵芝

酸H）溶出的影响，旨在为灵芝中的进一步开发提供试验

依据。

1 材料

1.1 仪器

Q65-1CN电子天平（北京赛多利斯仪器有限公司）；

Mastersizer 2000激光粒度分析仪（英国Malvern公司）；

SYFM-8 Ⅱ超微粉碎机（济南天方机械有限公司）；

UV-9600紫外分光光度计（北京瑞利分析仪器有限公

司）；1200 高效液相色谱（HPLC）仪（美国Agilent公司）。

1.2 药材与试剂

灵芝（批号：151106）购自河北安国市伊康药业有限

公司，由天津中医药大学王传福教授鉴定为担子菌类多

孔菌科灵芝；齐墩果酸、灵芝酸A、灵芝酸B、灵芝酸C、

灵芝酸C1、灵芝酸C2、灵芝酸D、灵芝酸E、灵芝酸G、灵
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摘 要 目的：研究超微粉碎技术对灵芝中三萜类成分溶出的影响。方法：采用紫外-可见分光光度法测定灵芝中三萜类成分总

提取率，高效液相色谱法（HPLC）测定灵芝中9种三萜类成分（灵芝酸A、灵芝酸B、灵芝酸C、灵芝酸C1、灵芝酸C2、灵芝酸D、灵

芝酸E、灵芝酸G、灵芝酸H）含量，比较30、50、80目灵芝普通粉和300目灵芝超微粉中三萜类成分总提取率及 9种三萜类成分的

含量。结果：30、50、80、300目灵芝粉中三萜类成分总提取率分别为（0.74±0.08）％、（0.75±0.06）％、（0.78±0.06）％、（1.09±

0.10）％（RSD＜2％，n＝3）；随着灵芝粉目数的增大，三萜类成分含量逐渐增大，其中300目含量最大，显著高于灵芝普通粉（P＜

0.05）。结论：灵芝经超微粉碎后三萜类成分的溶出增加。
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Effects of Ultrafine Grinding Technology on the Dissolution of Triterpenoids from Ganoderma lucidum

ZHANG Fujun，QU Jingtian，WANG Qiang（Dept. of Pharmacy， the First Affiliated Hospital to Tianjin

University of TCM，Tianjin 300192，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of ultrafine grinding technology on the dissolution of triterpenoids from

Ganoderma lucidum. METHODS：UV spectrophotometry was used to determine total extration rates of triterpenoids from G.

lucidum. HPLC method was used to determine the contents of 9 kinds of triterpenoids （ganoderic acid A，ganoderic acid B，

ganoderic acid C，ganoderic acid C1，ganoderic acid C2，ganoderic acid D，ganoderic acid E，ganoderic acid G，ganoderic acid

H）from G. lucidum. The total extration rates and the contents of 9 kinds of triterpenoids were compared between 30，50，80 mesh

common G. lucidum powder and 300 mesh G. lucidum ultramicro powder. RESULTS：The total extraction rates of triterpenoids

from 30，50，80，300 mesh G. lucidum powder were（0.74±0.08）％，（0.75±0.06）％，（0.78±0.06）％，（1.09±0.10）％（RSD＜

2％，n＝3），respectively. With the increase of the mesh number of G. lucidum powder，the contents of triterpenoids were increased

gradually，and were the highest in 300 mesh，which was significant higher than common G. lucidum powder （P＜0.05）.

CONCLUSIONS：After ultrafine grinding，the dissolution of triterpenoids from G. lucidum is increased.
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芝酸H对照品（批号：111985-201601、10356、1230-5026、

35105、4150-896、12538、465601、236110、10233-365、

107892）均购自中国食品药品检定研究院，纯度：均≥

99％；甲醇、乙酸乙酯、香草醛、冰醋酸、高氯酸等试剂均

为分析纯。

2 方法与结果

2.1 灵芝普通粉和超微粉的制备

灵芝普通粉：取适量灵芝药材常规粉碎，分别过30、

50、80目筛，收集各组药材粉末。灵芝超微粉：先将灵芝

药材粗粉碎，干燥至水分约为 5％，经超微粉碎机粉碎

45 min，经激光粒度仪测定90％粒径分布[d（90）]＜25 μm，

过300目筛，即得。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液的制备 精密称取灵芝酸A、灵

芝酸B、灵芝酸C、灵芝酸C1、灵芝酸C2、灵芝酸D、灵芝

酸 E、灵芝酸 G、灵芝酸 H 对照品各 5 mg 于 10 mL 量瓶

中，甲醇溶解、定容，量取1 mL转移至10 mL量瓶中，甲

醇定容，即得。

2.2.2 供试品溶液的制备 精密称取灵芝普通粉和超

微粉样品各1 g，置于100 mL具塞锥形瓶中，加入50 mL

乙酸乙酯，超声（80 Hz，60 W）提取30 min，过滤、蒸干至

无醇味，加甲醇转移至10 mL量瓶中，定容。

2.3 三萜类成分总提取率比较

按照 2015年版《中国药典》（一部）灵芝项下三萜甾

醇含量测定法测定三萜总提取率，三萜总提取率（％）＝

三萜总提取量/药材质量×100％。精密量取齐墩果酸对

照品或供试品溶液置于15 mL具塞试管中，挥干，冷却，

精密加入新配制的 5％香草醛冰醋酸溶液 0.2 mL，高氯

酸 0.8 mL，70 ℃水浴 15 min后，立即冰浴 5 min，加入乙

酸乙酯 4 mL。紫外-可见分光光度法于 546 nm波长处

测定吸光度，以齐墩果酸含量计算三萜类成分总提取

率。结果，30、50、80目灵芝普通粉和300目灵芝超微粉

三萜类成分总提取率分别为（0.74±0.08）％、（0.75±

0.06）％、（0.78±0.06）％、（1.09±0.10）％（RSD＜2％，

n＝3），300目灵芝超微粉中三萜类成分总提取率显著高

于灵芝普通粉（P＜0.05）。

2.4 9种三萜类成分的含量测定

2.4.1 色谱条件与系统适用性考察 色谱柱：Agilent

XDB C18（250 mm × 4.6 mm，5 μ m）；流 动 相 ：乙 腈

（A）-0.1％甲酸溶液（B），梯度洗脱（0～30 min，26％～

29％A；30～58 min，29％～35％A；58～73 min，35％～

38％A）；柱温：35 ℃；流速：1.0 mL/min；检测波长：252

nm；进样量：20 μL。该色谱条件下，取“2.2.1”“2.2.2”项

下溶液进样测定，结果各个峰分离度均大于 1.5。色谱

图见图1。

2.4.2 线性关系与定量限考察 精密吸取混合对照品

溶液 0.25、0.50、0.75、1.0、1.5 mL 于 10 mL 量瓶中，甲醇

定容后摇匀，按“2.4.1”项下色谱条件进样测定，以各成

分进样量为横坐标（x）、峰面积为纵坐标（y）进行线性回

归。结果见表1。

表1 9种三萜类成分的线性关系和定量限

Tab 1 Linear relationship and limit of quantitation of

9 kinds of triterpenoids

成分
灵芝酸A

灵芝酸B

灵芝酸C

灵芝酸C1

灵芝酸C2

灵芝酸D

灵芝酸E

灵芝酸G

灵芝酸H

线性方程
y=0.935x-0.276

y=1.231x-2.015

y=0.885x+0.315

y=1.159x-0.258

y=0.951x+0.363

y=1.130x-0.403

y=0.859x-0.385

y=0.719x-0.423

y=1.263x+3.125

r

0.999 6

0.999 2

0.999 2

0.999 0

0.999 6

0.999 8

0.999 2

0.999 9

0.999 2

线性范围，μg

5.25～84.00

8.45～135.20

3.15～50.40

6.20～99.20

4.50～144.00

10.85～173.60

5.10～81.60

4.75～152.00

5.65～90.40

定量限，μg

0.31

0.15

0.45

0.63

0.25

0.21

0.11

0.09

0.12

2.4.3 精密度、稳定性、重复性试验 取供试品溶液，按

“2.4.1”项下色谱条件连续进样6 次，计算各成分峰面积

RSD 以考察精密度；取供试品溶液，分别在 0、2、4、8、

16 、24 h时，按“2.4.1”项下色谱条件连续进样6 次，计算

各成分峰面积RSD以考察稳定性；取 300目灵芝粉末 6

份，按“2.2.2”项下方法平行制成供试品溶液并测定，计

算各成分峰面积RSD以考察重复性。精密度、稳定性和

重复性试验结果见表2。

由表 2可知，灵芝酸A、灵芝酸B、灵芝酸C、灵芝酸

C1、灵芝酸C2、灵芝酸D、灵芝酸E、灵芝酸G、灵芝酸H

峰面积的 RSD 均不大于 2％（n＝6），表明本方法精密

度、重复性良好，24 h内供试品溶液稳定。

2.4.4 加样回收率试验 取已知含量的300目灵芝粉末

3 份，分别精密加入 9 种混合对照品溶液 1.5 mL，按

“2.2.2”项下方法平行制成供试品溶液并进样测定，计算

各成分回收率。结果，灵芝酸A、灵芝酸B、灵芝酸C、灵

图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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芝酸C1、灵芝酸C2、灵芝酸D、灵芝酸E、灵芝酸G、灵芝

酸H的回收率为 98.11％～103.83％（RSD≤1.56％，n＝

3），符合相关要求，结果见表3。

表2 精密度、稳定性和重复性试验结果（％％，n＝6）

Tab 2 Results of precision test，stability test and re-

producibility test（％％，n＝6）

成分

灵芝酸A

灵芝酸B

灵芝酸C

灵芝酸C1

灵芝酸C2

灵芝酸D

灵芝酸E

灵芝酸G

灵芝酸H

精密度试验
1.77

0.47

0.30

1.16

0.63

1.26

1.15

1.35

0.86

RSD

稳定性试验
1.14

0.93

1.79

1.70

0.92

1.14

0.34

1.25

0.35

重复性试验
1.57

0.86

0.96

1.01

1.32

0.76

1.53

0.45

0.47

表3 加样回收率试验结果（％％，n＝3）

Tab 3 Results of recovery tests（％％，n＝3）

成分
灵芝酸A

灵芝酸B

灵芝酸C

灵芝酸C1

灵芝酸C2

灵芝酸D

灵芝酸E

灵芝酸G

灵芝酸H

平均加样回收率
103.83

98.11

103.80

100.14

102.90

99.05

102.59

100.04

103.05

RSD

0.93

0.36

1.56

1.07

0.31

0.40

0.70

0.88

1.10

2.4.5 样品含量测定 取“2.1”项下灵芝普通粉与灵芝

超微粉各3份，按“2.2.2”项下方法处理后，按“2.4.1”项下

色谱条件进样测定。结果，随着灵芝粉目数的增大，灵芝

酸A、灵芝酸B、灵芝酸C、灵芝酸C1、灵芝酸C2、灵芝酸

D、灵芝酸 E、灵芝酸 G、灵芝酸 H 含量逐渐增大，其中

300目含量最大，结果见表4。

表4 不同目数灵芝粉的含量测定结果（mg/g，n＝3）

Tab 4 Results of content determination from the def-

ferent mesh G. lucidum power（mg/g，n＝3）

成分
灵芝酸A

灵芝酸B

灵芝酸C

灵芝酸C1

灵芝酸C2

灵芝酸D

灵芝酸E

灵芝酸G

灵芝酸H

30目
0.006 6

0.038 5

0.005 8

0.025 3

0.028 1

0.007 5

0.029 2

0.017 5

0.015 9

50目
0.007 2

0.039 2

0.006 2

0.031 8

0.031 5

0.008 2

0.030 7

0.023 5

0.018 5

80目
0.008 2

0.041 5

0.007 3

0.043 2

0.038 6

0.008 6

0.032 3

0.024 7

0.023 7

300目
0.009 8

0.053 8

0.009 5

0.075 6

0.067 8

0.013 5

0.042 1

0.036 8

0.037 2

3 讨论

超微粉碎技术是一种将固体材料粉碎成10～25 μm

粉体的技术，在食品、医药和化妆品领域具有广泛应

用。目前常用的粉碎机有振动超细粉碎机、气流粉碎

器、研磨剪切超细粉碎机、高速搅拌研磨机等[4-6]。超微

粉碎技术在中药材领域的应用逐渐受到重视，该技术不

仅粉碎速度快，粉末粒度小而均匀，而且药材细胞破壁

率高，有利于提高有效成分的溶出率[7]。

三萜类化合物是灵芝的主要有效成分之一，目前在

灵芝中已知的三萜类化合物已有 100多种，既往研究显

示，灵芝三萜具有抗人类免疫缺陷病毒（HIV）、护肝、抗

高血压、抑制组胺释放、抗肿瘤等广泛的药理活性[8-10]。

而三萜类成分的提取率直接关系到灵芝药效的发挥。

本研究建立了灵芝中 9种三萜类成分的 HPLC 分析方

法，经精密度试验、稳定性试验、重复性试验等考察，该

方法全部达标。本研究结果显示，30、50、80目灵芝普通

粉和 300目灵芝超微粉三萜类成分总提取率分别为

（0.74 ± 0.08）％ 、（0.75 ± 0.06）％ 、（0.78 ± 0.06）％ 、

（1.09±0.10）％，300目灵芝超微粉三萜类成分总提取率

显著高于灵芝普通粉（P＜0.05），表明超微粉碎技术有

助于灵芝三萜类成分的溶出。

目前，超微粉碎技术能促进中药材中有效成分的溶

出已得到广泛证实。如何春龙等[11]报道称，通过采用灵

芝超微粉和普通粉的三萜类成分指纹图谱分析方法，发

现灵芝药材经过超微粉碎后三萜类成分种类没有改变，

但单含量提高，认为该技术能有效促进灵芝三萜类成分

的溶出，与本研究结果一致。吴长辉[12]报道称，采用超

微粉碎技术将灵芝粉碎成300 目粉体，可大幅提高灵芝

总多糖的提出率和溶出速度。黄建城[13]报道称，采用超

微粉碎技术粉碎灵芝能明显提高灵芝多糖提取率。这

主要是由于超微粉碎技术一方面提高了药材细胞的破

壁率，有助于有效成分的溶出，另一方面超微粉具有很

强的表面亲和性、吸附性和溶解性，可提高有效成分释

放速率[14-15]。因此，超微粉碎技术在中药提取中具有极

大的优势，可以提高中药中有效成分的溶出和临床药

效，适合溶出度较低的中药制剂的生产，有利于减少药

材用量、节约成本。

综上所述，灵芝经超微粉碎后，有助于灵芝三萜类

成分的溶出，降低其临床使用量，从而节约药材用量。
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摘 要 目的：研究木犀草素·4，4′-联吡啶药物共晶的抗炎作用及机制。方法：以正常小鼠巨噬细胞RAW264.7为对照，以脂多

糖（LPS）诱导的RAW264.7细胞为炎症模型，采用MTT法检测不同浓度（10、20、40、80 μmol/L）的木犀草素、4，4′-联吡啶和木犀草

素·4，4′-联吡啶药物共晶作用细胞2 h后的细胞活性；荧光定量聚合酶链式反应法测定40 μmol/L浓度时细胞中诱导型一氧化氮

合酶（iNOS）、环氧合酶2（COX-2）mRNA的表达，酶联免疫吸附法测定40 μmol/L浓度时细胞中肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细胞介

素6（IL-6）蛋白表达，Western blot法测定40 μmol/L浓度时细胞中核转录因子p65（NF-κB p65）蛋白表达。结果：与正常细胞比较，

LPS诱导后RAW264.7细胞活性明显降低（P＜0.01），iNOS和COX-2 mRNA表达水平及TNF-α、IL-6、NF-κB p65蛋白表达水平均

明显升高（P＜0.01）。木犀草素和木犀草素·4，4′-联吡啶药物共晶均能增强 LPS 诱导后 RAW264.7细胞活性（P＜0.05或 P＜

0.01），且呈浓度依赖性；4，4′-联吡啶对 LPS 诱导后 RAW264.7细胞活性无明显影响；40 μmol/L 浓度下，木犀草素和木犀草素·
4，4′-联吡啶药物共晶可使LPS诱导后细胞中 iNOS和COX-2 mRNA表达水平及TNF-α、IL-6、NF-κB p65蛋白表达水平明显降低

（P＜0.05或P＜0.01），其中木犀草素·4，4′-联吡啶药物共晶降低效果强于木犀草素（P＜0.05或P＜0.01）。结论：木犀草素·4，4′-

联吡啶药物共晶可能通过下调NF-κB信号来抑制炎症相关因子产生，其抗炎作用优于木犀草素。
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