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灵芝深层发酵中麦角甾醇含量的测定 
 

孙金旭，魏连秋，朱会霞
 

（衡水学院，河北衡水 053000） 

摘要：利用HPLC法研究了灵芝真菌发酵过程中胞内外麦角固醇的含量，经紫外全波长扫描，确定测定波长为282 nm，研究表明：

此方法测定麦角固醇含量最大标准偏差为0.92%，得到线性回归方程为y=28685x-382.61（R=0.9998），该回归方程在20~500 μg的范围

内。精密度试验，灵芝真菌发酵胞内外麦角固醇含量RSD分别为0.40%和1.96%，说明此试验设计条件精密度良好，经加标后，麦角

固醇的回收率在96.82~102.50%之间，表明此方法用于测定灵芝真菌发酵过程中麦角固醇含量准确、可行，经测定灵芝真菌发酵至120 

h，麦角固醇含量增至最高，胞内含量达到0.64 mg/g，胞外含量达到0.07 mg/mL。 
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Abstract: The ergosterol content in fermentation of Ganoderma lucidum was determined by HPLC at 282 nm. The results showed that the 

maximum standard deviation was 0.92% and the linear regression equation y= 28685x-382.61 (R=0.9998) in the range of 20~500 μg. The 

precision test showed that Ganoderma lucidum extracellular and intracellular ergosterol content of RSD were 0.40% and 1.96%, respectively. 

The spike recoveries for ergosterol were between 96.82 and 102.50%. The method was feasibility and accurate for determination of ergosterol 

content in fermentation of Ganoderma lucidum. The ergosterol content of Ganoderma lucidum extracellular and intracellular were 0.07 mg/mL 

and 0.64mg/g, respectively, after fermentation for 120 h. 
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灵芝(Ganoderma lucidum)，担子菌纲、多孔菌科、

灵芝属真菌赤芝和紫芝的总称。经研究灵芝的主要成

分为多糖、三萜、有机酸、麦角固醇等。动物药理表

明，灵芝对神经系统有抑制作用，循环系统有降压和

加强心脏收缩力的作用，对呼吸系统有祛痰作用，此

外，还有护肝、提高免疫功能，抗菌等作用。主治虚

劳、咳嗽、气喘、失眠、消化不良，恶性肿瘤等作用
[1~3]。 

灵芝中麦角固醇含量较高，一般麦角固醇在灵芝

中的含量可达到 0.2%以上，紫外线照射下，麦角固醇

可转化为 VD2 前体，是生产黄体酮、氢化可的松、VD2

等的主要原料，市场需求较大 [4~5]，本研究建立了

HPLC 法测定灵芝真菌发酵过程中麦角固醇含量的测 
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定方法，以期为灵芝真菌发酵生产麦角固醇的控制提

供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

灵芝真菌（Ganoderma Lucidum）（本实验室保藏） 

麦角甾醇标准品（购于国家标准物质网纯度

≥98.5%）。 

1.2  主要仪器 

高效液相色谱，Agilent1100 美国；旋蒸仪，型号：

EV311，莱伯泰科有限公司；电子天平，上海田宫称

重制造有限公司；10 L发酵罐，中国丽，上海高机生

物有限公司；分光光度计 UV-250 日本岛津。 

1.3  方法 
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1.3.1  色谱测定条件[6~7] 

色谱柱 安捷伦 C18 色谱柱（200 mm×4.6 mm，5 

μm），流动相甲醇（色谱级）流速 1.2 mL/min，检测

波长待定，柱温 30 ℃，进样量 10 μL 

1.3.2  麦角甾醇标准品处理 

精确称取麦角甾醇标准品 10 mg，置于50 mL容

量瓶中，无水乙醇定容，摇匀既得。 

1.3.3  灵芝真菌深层培养条件[8] 

A 培养基 

斜面培养基：马铃薯 200.0 g/L、葡萄糖 20.0 g/L、

MgSO4·7H2O 1.5 g/L，KH2PO4 3.0 g/L、VB1 0.01 g/L、

琼脂 20.0 g/L、20%的土豆汁配制。 

种子培养基：葡萄糖 30.0 g/L、黄豆粉 10.0 g/L、

酵母膏 1.0 g/L、MgSO4·7H2O 0.5 g/L、KH2PO4 1.0 g/L、

VB1 0.01 g/L、pH 6.0，蒸馏水配制。 

发酵培养基：碳源为葡萄糖 3.6%、氮源为蛋白胨

0.4%、 pH 6.0 、酵母膏 0.2%、 KH2PO4 0.1% 、

MgSO4·7H2O 0.05%、VB1 0.005%。 

B 培养方法 

种子液的培养：从 28 ℃培养 6 d 的斜面上用接种

钩切1 cm2带培养基的菌体转入装有150 mL种子培养

基的 500 mL三角瓶中，28 ℃、150 r/min 培养 3 d。 

发酵培养：将种子以10%的接种量，接入装有70%的

10 L发酵罐中，转速100 r/min，通气量2.5 L/min，28 ℃

培养6d。 

1.3.4  灵芝发酵样品处理方法 

A 灵芝真菌菌丝体处理 

取一定量灵芝发酵液，3000 r/min 离心 10 min，

弃上清液，水洗菌体、再离心，至上清液不带发酵液

颜色为止，收集菌体，在 60 ℃恒温烘箱中烘干至恒

重，在干燥器中冷却至常温，称量，捣碎后，精确称

量 1 g 样品于 500 mL三角瓶中，添加 20 mL甲醇溶

液，超声提取 1 h，待静止后取上清液，0.45 μm滤膜

过滤后，量取体积，4 ℃保藏待用。 

B 灵芝真菌发酵液处理 

取一定量灵芝发酵液，3000 r/min 离心 10 min，

取上清液，量取体积，真空旋蒸（温度 35 ℃）至干，

无水乙醇溶解，0.45 μm 滤膜过滤后，量取体积，4 ℃

保藏待用。 

1.3.5  回收率计算 

回收率计算公式如下： 

%100





ZW

EZW
A  

注：A：回收率；W：原灵芝真菌发酵中麦角固醇含量 

 

mg；Z：加标量 mg；E：加标后测定混合液中麦角固醇含量

mg。 

2  结果与讨论 

2.1  全波长扫描图 

为确定灵芝发酵液中麦角甾醇的高效液相色谱测

定波长，以麦角甾醇标准品为测定样品，紫外分光光

度法进行其在 200~500 nm 下的全波长扫描，扫描结

果如图 1 所示。 

 

图 1 麦角甾醇紫外全波长扫描结果 

Fig.1 Full wavelengh scanning of ergosterol 

如图 1 所示，麦角甾醇标准品在 200~500 nm 下

紫外扫描后，在 282 nm 处有唯一最大吸收峰，表明

麦角甾醇紫外测定的最适波长为282 nm。 

2.2  标准品液相色谱图 

麦角甾醇标准品 HPLC 测定条件为：色谱柱 安

捷伦 C18 色谱柱（200 mm×4.6 mm，5 μm），流动

相甲醇（色谱级）流速 1.2 mL/min，检测波长 282 nm，

柱温 30 ℃，进样量 10 μL，此条件下麦角甾醇标准品

的测定结果如图 2 所示。 

 

图 2 麦角甾醇标品 HPLC 色谱图 

Fig.2 HPLC chromatogram for ergosterol standard 

由图 2 可知，麦角甾醇标准品在设定的测定条件

下，在13.258 min 处有单一峰，表明该测定条件适宜 
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于麦角甾醇的测定。 

2.3  标准曲线制备及线性范围考察 

准确称取一定量的麦角甾醇标准品，转入 50 mL

容量瓶中，无水乙醇定容，待用，以此为基液，分别

配置成 0.04 mg/mL、0.08 mg/mL、0.12 mg/mL、0.4 

mg/mL、0.6 mg/mL，此 5 份标准液在上述色谱条件下

进样测定，以峰面积为纵坐标，以麦角甾醇浓度为横

坐标进行回归，得到线性回归方程为 y=28685x-382.61

（R=0.9998），该回归方程在20~500 μg 的范围内，

线性关系良好。 

2.4  重复性试验 

精密称取同一份经处理后麦角固醇标准品，均匀

的分为 5 份，经 HPLC 测定其中麦角固醇含量，计算

平均值及 RSD 值，结果如表 3 所示。 

表 3 重复性试验 

Table 3 Result of repetitive test 

进样次数 1 2 3 4 5 平均值 RSD/% 

麦角固醇含量 

/(mg/mL) 
0.43 0.43 0.42 0.43 0.43 0.43 0.92 

同一份麦角固醇标准品分 5 次进样后，其 RSD 值

为 0.92%，表明该方法的重复性均达到分析的要求。 

2.5  精密度试验 

分别取灵芝真菌胞内外发酵液产物，经处理后，

分别装于 5 个样品测定瓶内，经微孔过滤膜过滤后，

重复测定 5 次，取其峰面积值，计算麦角甾醇含量，

结果如表 4 所示。 

表 4 精密度试验 

Table 4 The accuracy tests 

进样次数 1 2 3 4 5 RSD/% 

胞内/(mg/g) 0.63 0.64 0.63 0.64 0.65 0.40 

胞外/(mg/mL) 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 1.96 

由表 4 可知，根据 5 次测定时的出峰面积计算得

出灵芝真菌发酵胞内外麦角固醇含量 RSD 分别为

0.40%和 1.96%，说明此试验设计条件精密度良好。 

2.6  回收率试验 

取灵芝真菌发酵液处理后，菌体和发酵液平均分

成 3 份，经处理后，分别测定麦角固醇含量，分别取

麦角固醇标准品配置成不同浓度，添加入处理液中，

经过滤膜过滤后分别测定麦角固醇含，量计算回收率，

结果如表 5 所示。 

由表 5 可知，经加标后，麦角固醇的回收率在

96.82~102.50%之间，表明回收良好，此方法适宜于灵

芝真菌中麦角固醇含量的测定。 

表 5 回收率试验 

Table 5 Recovery rates 

 名称 1 2 3 

胞

内 

样品麦角固醇含量/(mg/mL) 0.16 0.16 0.16 

加标量/(mg/mL) 0.10 0.20 0.30 

混合样麦角固醇含量/(mg/mL) 0.26 0.37 0.45 

回收率/% 98.63 102.50 97.26 

胞

外 

样品麦角固醇含量/(mg/mL) 0.01 0.01 0.01 

加标量/(mg/mL) 0.01 0.02 0.03 

混合样麦角固醇含量/(mg/mL) 0.02 0.03 0.04 

回收率/% 96.82 101.31 96.89 

2.7  灵芝发酵胞内外麦角甾醇液相色谱图 

 

图 3 灵芝真菌胞内麦角固醇 HPLC 色谱图 

Fig.3 HPLC chromatogram of intracellular ergosterol of 

Ganoderma lucidum 

 
图 4 灵芝真菌胞外麦角固醇 HPLC 色谱图 

Fig.4 HPLC chromatogram for extracellular ergosterol of 

Ganoderma lucidum 

根据设定的HPLC色谱条件，对经处理后的灵芝

真菌发酵液进样测定，结果如图3、4所示。 

由图3、4可知，在设定的色谱条件下，色谱峰之

间的分离效果较好，和麦角固醇标准品出峰时间相比，

灵芝真菌胞内外处理样品之间在相应的位置都有单一

峰出现，说明该方法能够成功的将灵芝真菌胞内外的
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成分分开，该液相色谱条件适宜于灵芝真菌中的麦角

固醇含量的测定分析。 

2.8  灵芝真菌深层发酵过程中麦角固醇含量

变化测定 

灵芝真菌深层发酵过程中，灵芝真菌胞内外麦角

固醇含量变化情况如图5所示。 

 

图 5 灵芝真菌发酵过程中麦角固醇含量测定结果 

Fig.5 The ergosterol content in the fermentation of Ganoderma 

lucidum 

由图5可知，随发酵时间的延长，菌体量的增加，

麦角固醇胞内外含量不断增加，发酵至120 h时，麦角

固醇含量增至最高，胞内含量达到0.64 mg/g，胞外含

量达到0.07 mg/mL，之后随发酵时间的延长，灵芝真

菌胞内外麦角固醇含量不断降低。灵芝真菌发酵过程

中，胞内外麦角固醇含量的变化规律与灵芝真菌菌体

产量呈正相关。 

3  结论 

本实验采用高效液相色谱法测定灵芝真菌发酵过

程中胞内外麦角固醇含量，经过精密度实验、重复性

实验、回收率实验验证，该方法均符合测定要求，该

方法具有快速、灵敏、准确的特点，适用于灵芝真菌

发酵过程中麦角固醇含量的测定，经测定，灵芝真菌

发酵至120 h，麦角固醇含量增至最高，胞内含量达到

0.64 mg/g，胞外含量达到0.07 mg/mL。 
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