赤芝孢子油软胶囊与常见植物油所含植物脂肪酸甘油酯HPLC指纹图谱比较
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摘要：目的 建立赤芝孢子油软胶囊中植物脂肪酸甘油酯的HPLC–ELSD指纹图谱，并与植物油HPLC色谱图进行比较，为全面、科学评价赤芝孢子油软胶囊的质量提供依据。方法 采用高效液相色谱-蒸发光散射检测法(HPLC-ELSD)测定14批赤芝孢子油软胶囊与7种植物油样品。色谱柱为Diamonsil C18柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为乙腈-异丙醇（体积比为51:49），流速：1.0 mL·min-1，ELSD漂移管温度：47 ℃，载气流速：3.2 L·min-1。结果 建立了赤芝孢子油软胶囊中植物脂肪酸甘油酯的HPLC–ELSD指纹图谱，标定了10个共有色谱峰，采用对照品指认了其中4个峰。赤芝孢子油软胶囊HPLC–ELSD指纹图谱与植物油的液相色谱图存在明显的差异。结论 该方法简便、特异、重现性好，为赤芝孢子油软胶囊的质量控制提供参考。
关键词：赤芝孢子油软胶囊；植物油；高效液相色谱-蒸发光散射检测法；指纹图谱
中图分类号：R284.1     文献标志码: A       文章编号:1003-9783(2016)01-
doi：10.3969/j.issn.1003-9783.2016.01

HPLC fingerprint comparison of fatty acid glycerides between Ganoderma lucidum spore oil soft capsule and common vegetable oil

DONG Xin, WANG Tenghua, CHU Chenliang, LI Sida, GAO Youheng* 
(Department of Traditional Chinese Medicine Chemistry, College of Chinese Meteria Medica, Guangzhou University of Chinese Medicine, Guangzhou 510006 Guangdong, China)

Abstract: Objective To establish the HPLC–ELSD fingerprint of fatty acid glycerides of Ganoderma lucidum spore oil soft capsule and compare its fingerprint with the HPLC chromatograms of vegetable oil. Methods 14 batches of Ganoderma lucidum spore oil soft capsule and 7 kinds of vegetable oil were detected by HPLC–ELSD. The chromatographic conditions were as follows: Diamonsil C18 column（250 mm×4.6 mm，5 μm）, mobile phase consisting of acetonitrile-isopropanol（51:49）,flow rate at 1.0 mL·min-1.The temperature of drift tube was 47 ℃, and the flow rate of gas was 3.2 L·min-1. Results The HPLC–ELSD fingerprint of fatty acid glycerides of Ganoderma lucidum spore oil soft capsule was established. Ten peaks were confirmed as the characteristic common peaks, 4 of them were identified according to the reference standards. The HPLC–ELSD fingerprint of Ganoderma lucidum spore oil soft capsule is different from the HPLC of vegetable oil. Conclusion The method is simple, reproducible, sensitive and specific, and this study will provide reference for quality control of Ganoderma lucidum spore oil soft capsule.
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灵芝孢子油为担子菌纲(Basitdiomycetes)多孔菌科(Polyporaceae)灵芝属(Ganoderma)真菌赤芝Ganoderma lucidum(Leyss.ex Fr.)Karst.或紫芝(Ganoderma sinense Zhao,Xu et Zhang)的孢子粉经超临界CO2流体萃取而得到的脂溶性物质［1-2］，目前市场上灵芝的主要品种为赤芝，赤芝孢子油中含有大量的脂肪酸甘油酯类，少量的甾醇类、三萜类成分及游离脂肪酸［3-4］。现代研究［5-8］表明，孢子油的药理活性主要可增强化疗药的抑瘤效果，提高机体免疫功能，调节血脂、保肝护肝等，故赤芝孢子油软胶囊已成为大众公认的高端保健品。但因植物油外观与赤芝孢子油相似，一些商贩为贪图利益将赤芝孢子油软胶囊中加入植物油或直接用植物油冒充赤芝孢子油，影响病人的疾病治疗，而国内外对赤芝孢子油软胶囊质
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量控制的研究报道并不多。目前赤芝孢子油质量的方法，主要是测定赤芝孢子油中甘油三酯类、麦角甾醇类、以及灵芝三萜类成分的含量［9-13］，赤芝孢子油为赤芝孢子中脂溶性成分的总和，又主要以甘油三酯形式存在［14］，且有文献［15-16］报道赤芝孢子油中甘油三酯类化合物很可能为抗肿瘤活性成分之一。而灵芝三萜类和麦角甾醇类成分在赤芝孢子油中种类复杂、含量较低，又受限于脂肪酸类物质的干扰，且赤芝孢子油价格昂贵，很难得到大量进行化学成分及活性成分的研究，有文献［13，17］报道采用紫外分光光度法测定赤芝孢子油中三萜类成分，但离得到或具体测定某种三萜类化合物却未见报道，故直接研究灵芝孢子油中的三萜类化合物既不科学也不经济［3，18］。近年来逐渐从物质所含主要化学成分整体特征的观点出发，色谱指纹图谱技术也被用于赤芝孢子油的质量研究［19-22］。本文采用HPLC–ELSD法构建赤芝孢子油软胶囊的指纹图谱，并对赤芝孢子油软胶囊与植物油色谱进行了比较分析，为更好地控制赤芝孢子油软胶囊的质量提供有效的实验参数。
1材料
1.1仪器 岛津LC-20AT(UV)高效液相色谱仪，日本岛津公司；SEDEX 75蒸发光散射检测器，美国奥泰公司；Diamonsil C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），迪马科技有限公司；LIBROR AEG220电子天平，日本岛津公司；SB25-12DT超声波清洗机，宁波新芝生物科技股份有限公司。
1.2试药品及试剂  赤芝孢子油软胶囊购自14个生产厂家，其中10批软胶囊的主要原料为：灵芝孢子油、明胶、甘油和水，3批未注明，1批注明含有植物油，具体来源见表1；鲁花花生油、金龙鱼葵花籽油、福临门玉米油、金龙鱼大豆油、祥宇橄榄油、承润胡麻油、金龙鱼菜籽油，来源见表2。1-O-(11Z-十八碳烯酰)-2-O-(9Z-十八碳烯酰)-3-O-(9,12Z-十八碳二烯酰)甘油酯， 1-O-(9Z-十八碳烯酰)-2-O-(9Z-十八碳烯酰)-3-O-(9Z-十八碳烯酰)甘油酯， 1-O-(9Z-十八碳烯酰)-2-O-(9Z-十八碳烯酰)-3-O-十六烷酰甘油酯， 1-O-十六碳烷酰-2-O-(9Z-十八碳烯酰)-3-O-十六碳烷酰甘油酯对照品为实验室自制（经波谱解析鉴定结构，HPLC归一化法计算其质量分数＞98%），本课题组前期从赤芝孢子油中分离得到9个脂肪酸甘油三酯类化合物，并通过加样实验进行定性，结果证明这9个脂肪酸甘油三酯类化合物分别对应赤芝孢子油色谱图中的2–10号峰［23-24］；乙腈、异丙醇为色谱纯，天津致远化学试剂有限公司；其他试剂均为分析纯，水为自制超纯水。
表1 赤芝孢子油软胶囊样品来源

Table 1 The sources of Ganoderma lucidum spore oil samples.
	指纹图谱编号           批号                     来源

	S1               121001        广州宝兴生物科技有限公司     

	S2               01W131         广东粤微食用菌技术有限公司 

	         S3               14100201        杭州众芝康菇生物技术有限公司

	         S4               140410AC       上海互众药业有限公司

	         S5               20141018        山东泰山大康生物科技有限公司

	         S6               20141027        江苏省启东市扶正堂生物科技有限公司

	         S7               1407008         福建仙芝楼生物科技有限公司

	         S8               20140114        福州元生泰医药科技有限公司

	         S9               20130902        博辉生物药业（深圳）有限公司

	         S10                无            武汉倍斯康生物科技有限公司

	         S11              20131102        广州蓓力康保健品科技有限公司

	         S12                无            冠县春江灵芝专业合作社

	         S13                无            杭州众菇善年生物技术有限公司

	         S14                无            上海康洪生物科技有限公司


表2 植物油样品来源

Table 2 The sources of vegetable oil samples.

	品种               批号                      来源

	花生油            20140915          山东鲁花集团有限公司     

	葵花籽油          20131012            益海嘉里食品营销有限公司

	       玉米油            20140806            中粮集团有限公司

	       大豆油            20140716            益海嘉里食品营销有限公司

	       橄榄油            20120601            甘肃祥宇油橄榄开发有限公司

	       胡麻油            20130907            宁夏承润食用油有限公司

	       菜籽油            20140108            益海嘉里食品营销有限公司


2方法与结果

2.1色谱条件 色谱柱：Diamonsil C18柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：乙腈-异丙醇（体积比为51:49）；流速：1.0 mL·min-1；柱温：25 ℃；ELSD漂移管温度：47 ℃；载气流速：3.2 L·min-1；进样量：20 μL；采样时间：60 min。
2.2对照品溶液制备 取1-O-(11Z-十八碳烯酰)-2-O-(9Z-十八碳烯酰)-3-O-(9,12Z-十八碳二烯酰) 甘油酯，1-O-(9Z-十八碳烯酰)-2-O-(9Z-十八碳烯酰)-3-O-(9Z-十八碳烯酰)甘油酯， 1-O-(9Z-十八碳烯酰)-2-O-(9Z-十八碳烯酰)-3-O-十六烷酰甘油酯， 1-O-十六碳烷酰-2-O-(9Z-十八碳烯酰)-3-O-十六碳烷酰甘油酯对照品适量，精密称定，加流动相溶解并稀释，配成质量浓度分别为0.5 mg·mL-1，1.0 mg·mL-1，0.8 mg·mL-1，1.0 mg·mL-1对照品溶液。

2.3供试品溶液制备 精密称取赤芝孢子油、植物油样品各70 mg，置于10 mL容量瓶中，加入流动相溶解并稀释到刻度，摇匀，过滤，取续滤液作为供试品溶液。

2.4 方法学考察

2.4.1 精密度试验 精密称取同一批赤芝孢子油样品，按2.3项下方法制备成供试品溶液，连续进样5次，测定各共有峰的相对保留时间和相对峰面积，结果各共有峰相对保留时间RSD＜1.0%，相对峰面积RSD＜2.5%，表明精密度良好。

2.4.2 稳定性试验 精密吸取同一供试品溶液20 μL，分别在0,2,4,8,12 h不同时间点进样，记录各共有峰的相对保留时间和相对峰面积，结果各共有峰相对保留时间RSD＜1.0%，相对峰面积RSD＜2.8%，说明样品在12 h内稳定性较好。

2.4.3 重复性试验 取同一批号赤芝孢子油样品，按2.3项下方法平行制备5份供试品溶液，分别精密吸取20 μL进样检测，记录色谱图。结果各共有峰相对保留时间RSD＜1.0%，相对峰面积RSD＜2.1%，表明本方法重复性较好。

2.5指纹图谱的建立及分析

2.5.1 指纹图谱的建立 精密称取14批赤芝孢子油样品，按2.3项下方法制备成供试品溶液，分别吸取20 μL注入液相色谱仪，记录60 min的色谱图，将各谱图匹配后确定共有特征峰为10个，R为对照图谱，见图1。采用国家药典委员会推荐的《中药色谱指纹图谱相似度评价系统研究版（2004A）》，将12批（3号、10号为异常样本）赤芝孢子油软胶囊供试品溶液的HPLC–ELSD指纹图谱数据导入该软件，采用多点校正，以中位数法生成赤芝孢子油软胶囊的标准HPLC–ELSD指纹图谱，见图2。
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图1 14批赤芝孢子油软胶囊样品匹配后的HPLC–ELSD指纹图谱

Figure 1 HPLC–ELSD fingerprint of 14 batches of Ganoderma lucidum spore oil soft capsule after matched
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图2 赤芝孢子油软胶囊HPLC–ELSD色谱图的标准图谱

Figure 2 Standard HPLC–ELSD graph of Ganoderma lucidum spore oil soft capsule .

2.5.2 共有峰的归属 按对照品对照法对共有峰进行指认。取各对照品溶液，按照上述色谱条件分别进样，得出对照品的保留时间与10个共有峰中的4个色谱峰相一致，见图3。
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d2. 1-O-(11Z-十八碳烯酰)-2-O-(9Z-十八碳烯酰)-3-O-(9,12Z-十八碳二烯酰)甘油酯；d6. 1-O-(9Z-十八碳烯酰)-2-O-(9Z-十八碳烯酰)-3-O-(9Z-十八碳烯酰)甘油酯；d7. 1-O-(9Z-十八碳烯酰)-2-O-(9Z-十八碳烯酰)-3-O-十六烷酰甘油酯；d8. 1-O-十六碳烷酰-2-O-(9Z-十八碳烯酰)-3-O-十六碳烷酰甘油酯；L.灵芝孢子油供试品溶液

图3 共有峰归属HPLC图

Figure 3 The relative adscription analysis of common peaks in HPLC fingerprint.

2.5.3 共有峰的相对保留时间和相对峰面积计算 保留时间在36.832 min左右的6号峰（S峰）与其他峰分离良好，在各批样品中保留时间和峰面积均较为稳定，故将该峰作为参照峰，计算14批赤芝孢子油样品共有峰的相对保留时间和相对峰面积，结果见表3，表4。

表3 14批赤芝孢子油软胶囊共有峰的相对保留时间

Table 3 Relative retention time of common peaks for the 14 batches of Ganoderma lucidum spore oil soft capsule.

	编号
	t/min

	
	峰1   峰2   峰3   峰4   峰5   峰6   峰7   峰8   峰9   峰10

	S1     0.468  0.594  0.627  0.772  0.825  1.000  1.074  1.159  1.380  1.493

	S2     0.464  0.591  0.625  0.767  0.827  1.000  1.077  1.157  1.382  1.494

	S3     0.466  0.590  0.626  0.771  0.825  1.000  1.076  1.161  1.384  1.496

	S4     0.461  0.591  0.631  0.767  0.821  1.000  1.076  1.160  1.382  1.492

	S5     0.465  0.587  0.628  0.765  0.820  1.000  1.077  1.160  1.382  1.497

	S6     0.463  0.588  0.628  0.764  0.820  1.000  1.077  1.162  1.386  1.495

	S7     0.467  0.592  0.630  0.771  0.827  1.000  1.076  1.162  1.383  1.494

	S8     0.468  0.591  0.629  0.770  0.826  1.000  1.075  1.162  1.386  1.490

	S9     0.463  0.594  0.632  0.768  0.824  1.000  1.076  1.163  1.385  1.493

	S10    0.467  0.588  0.627  0.764  0.823  1.000  1.071  1.162  1.381  1.490

	S11    0.464  0.594  0.624  0.765  0.826  1.000  1.072  1.161  1.382  1.495

	S12    0.466  0.593  0.628  0.770  0.827  1.000  1.074  1.158  1.383  1.493

	S13    0.466  0.596  0.626  0.769  0.825  1.000  1.077  1.164  1.384  1.496

	S14    0.463  0.592  0.625  0.764  0.823  1.000  1.079  1.163  1.386  1.491


表4 14批赤芝孢子油软胶囊共有峰的相对峰面积

Table 4 Relative area of common peaks for the 14 batches of Ganoderma lucidum spore oil soft capsule.

	编号
	相对峰面积

	
	峰1   峰2   峰3   峰4   峰5   峰6   峰7   峰8   峰9   峰10

	S1     0.032  0.159  0.034  0.633  0.396  1.000  1.340  0.115  0.072  0.044

	S2     0.028  0.159  0.030  0.680  0.397  1.000  1.372  0.115  0.069  0.047

	S3     0.669  0.783  0.158  0.553  0.297  1.000  1.024  0.063  0.090  0.036

	S4     0.025  0.139  0.029  0.594  0.323  1.000  1.154  0.077  0.097  0.046

	S5     0.048  0.182  0.045  0.631  0.381  1.000  1.339  0.114  0.091  0.055

	S6     0.105  0.248  0.077  0.638  0.409  1.000  1.266  0.106  0.085  0.055

	S7     0.184  0.353  0.122  0.729  0.453  1.000  1.233  0.098  0.106  0.060

	S8     0.130  0.339  0.101  0.740  0.423  1.000  1.051  0.048  0.085  0.022

	S9     0.163  0.305  0.074  0.713  0.480  1.000  1.279  0.126  0.097  0.057

	S10    0.667  2.969  0.450  2.570  1.639  1.000  1.386  0.114  0.199  0.431

	S11    0.028  0.123  0.027  0.510  0.291  1.000  1.260  0.112  0.096  0.062

	S12    0.030  0.157  0.039  0.621  0.410  1.000  1.325  0.134  0.096  0.063

	S13    0.031  0.169  0.041  0.648  0.457  1.000  1.465  0.160  0.085  0.073

	S14    0.032  0.126  0.029  0.541  0.321  1.000  1.272  0.111  0.092  0.065


2.5.4 相似度评价 将14批赤芝孢子油软胶囊供试品溶液的色谱数据导入《中药色谱指纹图谱相似度评价系统研究版（2004A）》软件中进行相似度计算，各批赤芝孢子油样品与对照指纹图谱相似度分别为0.996、0.993、0.861、0.996、0.996、0.998、0.989、0.991、0.996、0.703、0.950、0.996、0.993、0.969、1.000。 
2.5.5 赤芝孢子油软胶囊与植物油HPLC色谱图比较  另取7种植物油，按2.3项下方法制备成供试品溶液，分别精密吸取20 μL注入液相色谱仪，按照上述色谱条件进行测定，记录60 min的色谱图，见图4～图10。通过加样实验对植物油色谱峰进行归属，以各峰的相对保留时间作为鉴定标准，指认赤芝孢子油、植物油谱图中的共有色谱峰及植物油特征峰，由此可定性鉴别赤芝孢子油软胶囊与植物油，见图11。3号（S3）、10号（S10）赤芝孢子油软胶囊HPLC色谱图均显示植物油特征峰，且与共有模式图谱表现出不同的指纹图谱特征，可知3号、10号（主要原料中标明含有植物油）赤芝孢子油样品中极有可能掺入了植物油，导致这两批赤芝孢子油中共有峰相对峰面积较大，且与对照指纹图谱比较相似度偏低，见图12、图13。
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图4 花生油高效液相色谱图
Figure 4 HPLC chromatogram of peanut oil [image: image5.png]Taz.87
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图5 葵花籽油高效液相色谱图

Figure 5 HPLC chromatogram of sunflower seed oil[image: image6.png]145844
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图6 玉米油高效液相色谱图

Figure 6 HPLC chromatogram of corn oil [image: image7.png]4.0

28,44

.22

25120

13.5

0.0

845

16.50

25.38

.81

a2

s0.71

5918



 
t/min
图7大豆油高效液相色谱图

Figure 7 HPLC chromatogram of soybean oil[image: image8.png]178,48
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图8 橄榄油高效液相色谱图

Figure 8 HPLC chromatogram of olive oil[image: image9.png]a1s.28
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图9 胡麻油高效液相色谱图

Figure 9 HPLC chromatogram of flaxseed oil
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图10 菜籽油高效液相色谱

Figure 10 HPLC chromatogram of colza oil
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S1～S14.14批灵芝孢子油；S15.花生油；S16.葵花籽油；S17.玉米油；S18.大豆油；S19.橄榄油；S20.胡麻油；S21.菜籽油；1～7.灵芝孢子油与植物油共有色谱峰；a、b、c.植物油特征峰；d.植物油共有特征峰

图11 灵芝孢子油与植物油HPLC色谱图比较

Figure 11 HPLC chromatograms of Ganoderma lucidum spore oil and vegetable oil
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图12 3号灵芝孢子油HPLC色谱图

Figure 12 HPLC chromatogram of No.3 Ganoderma lucidum spore oil[image: image13.jpg]wrm
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图13 10号灵芝孢子油HPLC色谱图
Figure 13 HPLC chromatogram of No.10 Ganoderma lucidum spore oil
3讨论

本文分别考察了甲醇-异丙醇、乙腈-异丙醇和乙腈-水作为流动相的分离效果，发现乙腈-异丙醇（体积比为51:49）条件下色谱峰峰形最好，分离度良好。同时考察了Diamonsil C18色谱柱、Kromasil C18色谱柱和Agilent Eclipse XDB-C18色谱柱，结果显示采用Diamonsil C18色谱柱色谱峰分离度最好，保留时间长短适宜。此外对不同柱温（25,30,35 ℃）及不同流速（0.8,1.0 mL·min-1）进行了比较，选定柱温为25 ℃，流速1.0 mL·min-1。考察了上述选定条件下70 min色谱图，发现60 min后无特征峰出现，故将分析时间定为60 min。

本实验建立了赤芝孢子油软胶囊的HPLC–ELSD指纹图谱，经方法学考察合理可行，且试验条件容易重复。14批赤芝孢子油软胶囊均购自不同生产厂家，能在一定程度上保证指纹图谱的广泛性和代表性。通过多批赤芝孢子油样品指纹图谱分析，赤芝孢子油样品具有较稳定的特征指纹峰，各峰峰形尖锐，分离度良好。因赤芝分布广泛，种植地的地理环境、赤芝孢子粉的采收时间、赤芝孢子油的萃取工艺不同，抑或样品中掺入植物油均会导致赤芝孢子油软胶囊的化学组成及含量不同，所以虽然各样品中特征指纹峰的相对保留时间基本一致，但总峰面积与各共有峰的相对峰面积并不相同，使14批样品相似度变化幅度为0.703～0.998。从色谱的整体特征面貌入手，对比分析赤芝孢子油、植物油的整个色谱图形，指认共有峰及特征峰发现赤芝孢子油软胶囊与植物油色谱图存在明显的差异，两者不仅所含化学成分的种类有差别，且同一成分的含量多少也大不相同。本研究为全面、评价与有效控制赤芝孢子油软胶囊的质量提供了新的参照标准。
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