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具体用量及浓度标准规定，有可能存在使用蜂蜜用量过

度等情况，导致被轻度污染的微生物受到高糖浓度蜂蜜

抑制，使药品微生物检验中出现假阴性结果，从而对药

品质量的判定带来影响。

２０１５年版《中国药典》对辅料蜂蜜的标准未明确
规定，建议研究制订辅料蜂蜜及相关技术领域的标

准，以更好地规范制药行业的生产行为，确保药品质

量安全。
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·研究·

ＤｒｕｇＲｅｓｅａｒｃｈ

高效液相色谱法同时测定灵芝糖浆中４种成分

薛 平，黄强燕，李 莉，承 晨，张佳莉，王倬 ，姚 晓，顾峥嵘△

（江苏省常州市食品药品监督检验中心，江苏 常州 ２１３０００）
摘要：目的 建立测定灵芝糖浆中 ４种灵芝酸类成分含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法。方法 色谱采用 ＺｏｒｂａｘＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８柱 （２５０
ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈－０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢铵水溶液（２７∶７３，Ｖ／Ｖ），等度洗脱，流速为０．８ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为１５℃，检测
波长为 ２５４ｎｍ。结果 灵芝酸 Ｃ２、灵芝酸 Ｇ、灵芝酸 Ｂ、灵芝酸 Ａ进样质量浓度分别在 ０．９８２９～７８．６３０６μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９９）、０．９９６
０～７９．６７８３μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９９）、０．９８５４～７８．８３４１μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９９）和０．９８４６～７８．７６５２μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９８）范围内与峰面积
线性关系良好；平均回收率分别为９６．０８％，１０１．７５％，９８．６８％，９７．５８％，ＲＳＤ分别为０．９４％，２．８９％，１．５５％，２．６４％牗ｎ＝６牘；精密度
和重复性均良好。结论 该方法简便，准确，可用于灵芝糖浆中灵芝酸类成分的质量控制。

关键词：灵芝糖浆；三萜类；灵芝酸；高效液相色谱法；质量控制
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编号

Ｘ－１
Ｘ－２
Ｘ－３
Ｘ－４
Ｘ－５
Ｘ－６
Ｘ－７
Ｘ－８

批号

１８０４小样

１６１２０４
１７０２０１
１７０２０７
１７０３０１
１７０３０４
１７０４０４
１７０４０５

厂家

Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ

编号

Ｘ－９
Ｘ－１０
Ｘ－１１
Ｆ－１
Ｆ－２
Ｆ－３
Ｆ－４
ＤＬ－１

批号

１７０５０２
１７０６０５
１７０７０１
１７０１０１
１７０６０１
１８０４０１
１８０５２６
１７０３０１

厂家

Ａ
Ａ
Ａ
Ｂ
Ｂ
Ｂ
Ｂ
Ｃ

编号

ＤＬ－２
ＤＬ－３
ＤＬ－４
Ｑ－１
Ｑ－２
ＸＬ－１
ＸＬ－２
ＸＬ－３

批号

１７０３０２
１７０４０３
１７０４０４
２０１７０６０２
２０１７０６０４
１７０７０２
１７１１２３
１８０２０２

厂家

Ｃ
Ｃ
Ｃ
Ｄ
Ｄ
Ｅ
Ｅ
Ｅ

１．灵芝酸Ｃ２ ２．灵芝酸 Ｇ ３．灵芝酸Ｂ ４．灵芝酸 Ａ
Ａ．对照品溶液 Ｂ．供试品溶液 Ｃ．阴性对照品溶液

图１ 高效液相色谱图
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灵芝糖浆是由灵芝制成的单方制剂，功能养心安

神、健脾和胃，用于心悸、失眠、食欲不振及神经衰弱。其

制备工艺主要是将灵芝粉碎成粗粉，照流浸膏剂与浸膏

剂项下的渗漉法，用 ８０％乙醇作溶剂，浸渍 １周后，缓
慢渗漉至无色，收集渗漉液，回收乙醇；药渣加水煎煮２
次，每次２ｈ，合并煎液，滤过，滤液与渗漉液合并，浓缩
至相对密度为 １．１６～１．１８（６０℃），加入蔗糖 ６００ｇ及
苯甲酸钠适量溶解后，滤过，加水调整总量至１０００ｍＬ，
搅匀，即得犤１－３犦。灵芝含有多糖类、氨基酸、多肽、三萜类、生

物碱等多种化学成分，具有镇静安神、降血糖、保肝解毒、

抗肿瘤、免疫调节等作用，其中三萜类和多糖类化学物质

被认为是主要有效成分，常作为衡量灵芝质量的依据犤３－５犦。

目前灵芝糖浆质量控制仍执行《中华人民共和国卫生部药

品标准·中药成方制剂牗第十七册牘》，无指标性成分控制。
本研究中从三萜中的灵芝酸类成分角度出发，采用高效

液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定了市场上常见厂家不同批次的
产品，为该制剂的质量控制提供参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
ＴｈｅｒｍｏＵ３０００型高效液相色谱仪（美国赛默飞世

尔科技公司牘，包括 ＬＰＧ－３４００ＳＤＮ泵，ＷＰＳ－３０００型
ＴＬＳＬＡｎａｌｙｔｉｃａｌ自动进样器，ＴＴＣ－３０００ＲＳ型柱温箱，
ＤＡＤ－３０００型二极管阵列检测器；ＸＰ１０５ＤＲ型电子天
平（十万分之一，瑞士梅特勒－托利多公司）。
１．２ 试药

灵芝酸 Ｃ２（批号为 １８０５１７，含量为 ９８．１９％），灵芝
酸Ｇ（批号为１８０３２６０９，含量为９９．３０％），灵芝酸 Ａ（批
号为 １８０３２６０３，含量为 ９８．２６％）均购于成都普菲德生
物科技有限公司；灵芝酸 Ｂ（北京世纪奥科生物技术有
限公司，批号为１７１０３０，含量为９８．１５％）。水为超纯水，
乙腈、甲醇为色谱纯，其他试剂均为分析纯。

灵芝糖浆分别来自５个不同厂家，即江苏新先制药
有限公司、江西省芙蓉堂药业股份有限公司、大理白族

自治州中药制药有限公司、株洲千金药业股份有限公司

和江西杏林白马药业有限公司，编号分别为 Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ，
Ｅ。详见表１。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件犤６－１３犦与系统适用性试验
色谱柱：安捷伦ＺｏｒｂａｘＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８柱（２５０ｍｍ×

４．６ｍｍ，５μｍ）；流速：０．８ｍＬ／ｍｉｎ；流动相：乙腈 －
０．０５ｍｏＬ磷酸二氢铵水溶液（２７∶７３，Ｖ／Ｖ），等度洗脱；
柱温：１５℃；检测波长：２５４ｎｍ；进样量：１０μＬ。在此色
谱条件下的色谱图见图１。取线性关系考察项下同一浓
度的混合对照品溶液，按拟订色谱条件进样，记录色谱

图，灵芝酸 Ｃ２、灵芝酸 Ｇ、灵芝酸 Ｂ、灵芝酸 Ａ峰的理论
板数均不得低于３５００，分离度均大于１．５。
２．２ 溶液制备

分别取灵芝酸 Ｃ２、灵芝酸 Ｇ、灵芝酸 Ｂ、灵芝酸 Ａ
对照品适量，精密称定，置１００ｍＬ容量瓶，加甲醇溶解
并稀释至刻度，制成每 １ｍＬ含灵芝酸 Ｃ２１００．１μｇ、灵
芝酸Ｇ１００．３μｇ、灵芝酸Ｂ１００．４μｇ、灵芝酸Ａ１００．２μｇ
的混合对照品贮备液。精密量取２５ｍＬ样品溶液，用乙
酸乙酯振摇提取 ５次，每次 ２５ｍＬ，合并乙酸乙酯提
取液，乙酸乙酯提取液回收溶剂至干，残渣加甲醇溶

解并转移至 １０ｍＬ容量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，用
０．４５μｍ微孔滤膜过滤，取续滤液，即得供试品溶液。
取空白试剂（水），按供试品溶液制备方法制备阴性对

照品溶液。

表１ 样品信息

·研究·
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１８００００

１４００００

１０００００

６００００

２００００

－２００００
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成分

灵芝酸Ｃ２
灵芝酸Ｇ
灵芝酸Ｂ
灵芝酸Ａ

回归方程

Ｙ＝７４４５．９Ｘ＋２６９８．０
Ｙ＝６６８１．７Ｘ＋４３１７．３
Ｙ＝７９０９．１Ｘ＋１６９８．１
Ｙ＝９４２９．０Ｘ＋１９９０．８

ｒ
０．９９９９
０．９９９９
０．９９９９
０．９９９８

线性范围（μｇ／ｍＬ）

０．９８２９～７８．６３０６
０．９９６０～７９．６７８３
０．９８５４～７８．８３４１
０．９８４６～７８．７６５２

成分

灵芝酸 Ｃ２

灵芝酸 Ｇ

灵芝酸 Ｂ

灵芝酸 Ａ

样品含量（μｇ）

４０．５８７９
４０．５８７９
４０．５８７９
４０．５８７９
４０．５８７９
４０．５８７９
９８．９４２０
９８．９４２０
９８．９４２０
９８．９４２０
９８．９４２０
９８．９４２０
２０．７５０９
２０．７５０９
２０．７５０９
２０．７５０９
２０．７５０９
２０．７５０９
８８．１５３５
８８．１５３５
８８．１５３５
８８．１５３５
８８．１５３５
８８．１５３５

加入量（μｇ）

４４．３８１９
４４．３８１９
４４．３８１９
４４．３８１９
４４．３８１９
４４．３８１９
１０１．９８１１
１０１．９８１１
１０１．９８１１
１０１．９８１１
１０１．９８１１
１０１．９８１１
１９．８７５４
１９．８７５４
１９．８７５４
１９．８７５４
１９．８７５４
１９．８７５４
７９．６８８９
７９．６８８９
７９．６８８９
７９．６８８９
７９．６８８９
７９．６８８９

测得量（μｇ）

８２．７６０３
８３．８８５８
８３．８８５８
８３．００８１
８３．４４５３
８２．９９４０
２００．４３５１
２０８．１３６０
２０４．４０７９
２００．８４５９
２０１．２１７１
２０１．４１９１
４０．０１００
４０．０３８４
４０．４２６６
４０．５０７５
４０．８２１１
４０．３７４８
１６９．６２８５
１６５．０３０４
１６６．５１１５
１６３．７４５６
１６４．７５０５
１６５．８０５７

回收率（％）

９５．０２
９７．５６
９６．２３
９５．５８
９６．５６
９５．５５
９９．５２
１０７．０７
１０３．４２
９９．９２
１００．２９
１００．４９
９６．９０
９７．０４
９９．００
９９．４０
１００．９８
９８．７３
１０２．２４
９６．４７
９８．３３
９４．８６
９６．１２
９７．４４

Ｘ（％）

９６．０８

１０１．７５

９８．６８

９７．５８

ＲＳＤ（％）

０．９４

２．８９

１．５５

２．６４

表２ ４种成分的线性回归方程和线性范围

表３ 加样回收试验结果（ｎ＝６）２．３ 方法学考察
专属性试验：分别取 ２．２项下 ３种溶液，进样

１０μＬ测定。阴性对照品溶液色谱中，在与对照品溶液
及供试品溶液色谱峰相应处无４种被测组分的峰出现，
阴性对照无干扰，专属性良好牗图１牘。

线性关系考察：分别精密量取２．２项下混合对照品
贮备液，精密吸取 １，２，５ｍＬ，分别置 １００ｍＬ容量瓶；
量取５ｍＬ，置５０ｍＬ容量瓶，量取５ｍＬ和８ｍＬ分别置
１０ｍＬ容量瓶。加入甲醇稀释至刻度，制成 ６个不同质
量浓度的对照品溶液，按拟订色谱条件进行测定，进样

１０μＬ，以峰面积值（Ｙ）为纵坐标、质量浓度（Ｘ，μｇ／ｍＬ）
为横坐标进行线性回归。结果见表２。

精密度试验：精密吸取线性关系考察项下同一浓度

的混合对照品溶液，按拟订色谱条件重复进测定６次。
结果灵芝酸Ｃ２、灵芝酸Ｇ、灵芝酸Ｂ和灵芝酸Ａ的峰面
积 ＲＳＤ分别为０．４８％，０．８０％，０．７８％和０．４２％（ｎ＝６），
表明仪器精密度良好。

重复性试验：精密量取样品（编号 Ｘ－１）２５ｍＬ，依
法制备 ６份供试品溶液，按拟订色谱条件测定。结果灵
芝酸Ｃ２、灵芝酸Ｇ、灵芝酸Ｂ和灵芝酸Ａ峰面积的 ＲＳＤ
分别为１．７０％，１．３５％，０．７３％，１．２９％牗ｎ＝６牘，表明方
法重复性良好。

稳定性试验：精密量取样品（编号 Ｘ－１）２５ｍＬ，依
法制备供试品溶液，分别在０，４，８，１２，１６，２４ｈ时测定。
结果灵芝酸Ｃ２、灵芝酸Ｇ、灵芝酸Ｂ和灵芝酸Ａ峰面积
的 ＲＳＤ分别为１．５９％，０．５７％，０．７３％，０．５０％牗ｎ＝６牘，
表明供试品溶液在２４ｈ内稳定。

加样回收试验：精密量取样品１５ｍＬ（编号 Ｘ－１），
分别加入灵芝酸 Ｃ２（４５．２０μｇ／ｍＬ）１ｍＬ，灵芝酸 Ｇ
（１０２．７μｇ／ｍＬ）１ｍＬ、灵芝酸 Ｂ（４０．５０μｇ／ｍＬ）０．５ｍＬ
和灵芝酸Ａ（８１．１０μｇ／ｍＬ）１ｍＬ，并稀释至２５ｍＬ，依法制
备供试品溶液，并测定含量，计算回收率。结果见表３。
２．４ 样品含量测定

精密量取不同厂家各批次灵芝糖浆样品，依法制备

供试品溶液，并测定含量。结果见表４。
３ 讨论

３．１ 色谱条件优化
前期试验参考文献犤６犦，使用流动相为乙腈－０．０４％

甲酸溶液梯度洗脱相同的色谱柱，经过调整后未能使目

标峰达到较好地分离，曾考察流动相乙腈与０．０５ｍｏＬ／Ｌ
磷酸二氢铵水溶液 犤９犦或各种酸（０．１％磷酸、０．１％甲
酸和 ０．１％冰醋酸）犤６－１３犦、流动相流速（０．８ｍＬ／ｍｉｎ和
１．０ｍＬ／ｍｉｎ）、柱温（１５，２５，３５，４０℃）犤９－１２犦，发现流速为
０．８ｍＬ／ｍｉｎ、流动相为乙腈 －０．０５ｍｏＬ／Ｌ磷酸二氢铵
水溶液（２７∶７３，Ｖ／Ｖ）、柱温为 １５℃时，目标峰峰形较
好，且分离效果较好，纯度较高。检测波长参考相关文献

并结合实际情况，发现在 ２５４ｎｍ波长处目标峰有较大
吸收犤６－１３犦，适宜作为含量测定的检测波长。曾考察不同

品牌色谱柱犤２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ的色谱柱（安捷伦
ＺｏｒｂａｘＥｃｌｉｐｓｅＰＬｕｓＣ１８色谱柱、安捷伦 ＺｏｒｂａｘＳＢ－Ｃ１８
色谱柱、岛津 ＩｎｅｒｔｓｉＬＯＤＳ－３液相色谱柱和沃特世
ＷａｔｅｒｓＸＢｒｉｄｇｅ色谱柱）犦均能使目标峰达到较好的分
离效果和纯度。

３．２ 提取条件优化
前期试验发现，４种灵芝酸含量相对较高，故选取

为测定指标性成分。由于样品中４种灵芝酸含量普遍较
低，且含有大量的蔗糖等水溶性物质，所以测定前需要

提取纯化，并浓缩样品。供试品溶液制备过程前期，考察

·研究·
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编号

Ｘ－１
Ｘ－２
Ｘ－３
Ｘ－４
Ｘ－５
Ｘ－６
Ｘ－７
Ｘ－８
Ｘ－９
Ｘ－１０
Ｘ－１１
Ｆ－１

Ｆ－２

Ｆ－３

Ｆ－４

ＤＬ－１

ＤＬ－２

ＤＬ－３

ＤＬ－４

Ｑ－１
Ｑ－２
ＸＬ－１
ＸＬ－２
ＸＬ－３

灵芝酸Ｃ２
２．７０８６
４．３９６７
７．６０８３
７．３３１７
７．１５６１
５．２９５７
６．４７０９
６．８１９８
３．８８４７
４．０４７１
４．２６２１
３３．７１６７
２２．２７３０
２１．８５３８
１８．１８９７
１３３．２５６４
１０３．３６３０
９９．７１２８
１２１．５８７２
９．８６２７
２．０３７７
５．２７８５
６．７４５５
５．３０１６

灵芝酸Ｇ
６．６１６０
１４．３８４２
２１．００７０
２１．１８８１
１９．８６５６
１７．２９３９
１９．５４１９
１９．９９６１
１４．４１３９
１３．７８７７
９．８５７２
５９．０１００
４８．１４７６
５５．３４５９
４８．３３３０
４１．９３８６
３３．５４３１
３２．０８５５
４０．２１６６
１９．９５６１
４．５３８０
８．９２７９
１２．０５９３
１１．２７２６

灵芝酸 Ｂ
１．３８８９
３．１４７９
６．０５２４
６．０１２０
５．９２３６
４．４６５０
４．６５６５
４．９７２６
３．２０７４
３．２４９５
２．１９４７
３７．９５６９
２８．２４９１
２７．４９５５
２４．２４３９
７７．１９９４
６１．５６５５
５９．３８８０
７２．９００６
９．７１０４
１．７７５２
３．８２０６
５．３７７８
５．０２５９

灵芝酸Ａ
５．８８８６
１１．８８４１
１９．４８９２
１９．９７６８
１７．４５１６
１４．１９６８
１８．６９５６
１１．８８４１
１１．９０２６
１２．４６５７
９．７１３９

１２３．５７２２
１２２．５９０３
１１５．９９１６
９６．４５７９
１３６．６６６９
１０８．２４２１
１０６．８０４８
１２４．２３２１
３３．６９１０
４．６３５６
１２．８６６０
２０．１２９３
１８．９８４２

表４ ２４批样品含量测定结果（μｇ／ｍＬ，ｎ＝３）

注：批次样品均稀释１倍后，进样１０μＬ。

本栏目由

协 办

重庆药友制药有限责任公司
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了不同的提取溶剂 犤１３－１６犦（石油醚 ３０～６０℃、石油醚
６０～９０℃、乙醚、二氯甲烷、丙酮、乙酸乙酯和甲酸乙
酯）、提取过程加不加酸（甲酸）、最佳溶剂的提取次数

（２，３，４，５，６次）。根据试验结果、提取效率和使用便利
性，发现无需加酸，采用乙酸乙酯萃取５次，就可达到较
满意的提取效果。

３．３ 结果分析
试验过程中发现，不同厂家的样品含量具有显著差

异，生产厂家Ｂ（灵芝酸Ａ）和生产厂家Ｃ（灵芝酸 Ｃ２、灵
芝酸 Ａ）２家的样品部分灵芝酸已超出曲线范围，推测
可能由于原料和制剂工艺的差异性导致不同品牌之间

含量差异显著。测定了生产厂家Ａ一批灵芝原料、样品
中间体，与厂家面对面交流后发现，在生产灵芝糖浆过

程中，醇提渗漉

液回收乙醇后，

会出现大量的

沉淀，为了后期

样品处理方便

和得到最终完

美清澈的溶液型样品，弃去了大部分沉淀（脂溶性成

分），对此部分沉淀的处理工艺控制不严，导致大量的

灵芝酸类成分被弃去。这可能是同一品牌不同批次产

品不稳定，不同品牌灵芝糖浆灵芝酸类含量差异较大

的主要原因。

目前，该制剂标准仅检测了相对密度，缺乏专属

性检查，导致市面上缺乏对该制剂品质的衡量标尺，

４种灵芝酸含量相对较高，具有代表意义，方法相对简
便，结果可靠，可为厂家灵芝糖浆质量控制与品质评

价提供参考。
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