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赤灵芝中三萜类活性成分的提取筛选和质谱分析 
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*
，李赛男，张语迟 

（长春师范大学中心实验室，吉林长春 130032） 

摘要：研究赤灵芝总三萜最佳提取工艺条件，评价三萜类化合物对脂肪氧化酶的抑制效果。采取单因素实验和响应面法

分析提取时间、提取次数、液料比和乙醇浓度对赤灵芝三萜得率的影响，筛选最佳工艺参数；利用高效液相色谱-电喷雾质谱

联用技术（HPLC-ESI-MS）对赤灵芝中三萜类提取物化学成分进行分析鉴定，以脂肪氧化酶为生物靶分子，采用超滤质谱技

术筛选酶抑制剂，探究三萜类化合物对脂肪氧化酶的抑制效果。结果显示：最佳工艺条件为料液比 1:30、乙醇浓度 75%、提

取次数 3 次和提取时间 1.5 h；在这些条件下，总三萜得率为 1.04%；从赤灵芝中筛选出 5 种脂肪氧化酶抑制剂，5 种化合物对

1.0 U/mL 脂肪氧化酶活性有较强抑制作用，抑制效果的强弱顺序为灵芝酸 B（52.64%）>灵芝酸 C2（40.21%）>灵芝酸 D2

（31.25%）>灵芝酸 F（12.69%）>灵芝酸 A（10.82%）。实验结果表明，响应面法筛选赤灵芝三萜的提取工艺参数准确可靠，

可用以赤灵芝三萜的生产制备；赤灵芝中三萜类活性成分可抑制脂肪氧化酶，表明有缓解炎症的功效，研究结果可为赤灵芝

中抗炎成分的进一步研究提供一定理论基础。 
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Abstract: In this study, the optimal extraction conditions of the total triterpenes from Ganoderma lucidum were investigated, and 

the inhibitory effect of triterpenoids on lipoxygenase was evaluated. Single factor experiments and response surface method were used 

to analyze the effects of extraction time, extraction times, liquid-to-material ratio, and ethanol concentration on the yield of triterpenes 

from Ganoderma lucidum, and screen the optimal process parameters. High performance liquid chromatography-electrospray 

ionization mass spectrometry (HPLC-ESI-MS) was used to analyze and identify the chemical constituents of the triterpenoid extracts 

from Ganoderma lucidum. Lipoxygenase was used as the biological target molecule, and ultrafiltration mass spectrometry was used to 

screen enzyme inhibitors and examine the inhibitory effect of the triterpenoids on lipoxygenase. The results revealed that the optimal 

process conditions were material-to-liquid ratio of 1:30, ethanol concentration of 75%, three extraction times, and extraction time of 

1.5 h. Under these conditions, the extraction rate of total triterpenes was 1.04%; five types of lipoxygenase inhibitors were screened 

out from Ganoderma lucidum, which demonstrated a strong inhibitory effect on the activity of lipoxygenase at 1.0 U/mL. The order of 

the inhibitory effect was as follows: ganoderic acid B (52.64%) >ganoderic acid C2 (40.21%) >ganoderic acid D2 (31.25%) >ganoderic 

acid F (12.69%) >ganoderic acid A (10.82%). The experimental results showed that the extraction process parameters of red 

Ganoderma lucidum triterpenes screened by the response surface methodology are accurate and reliable, and can be  

引文格式： 

周旭,庄思远,李彦杰,等.赤灵芝中三萜类活性成分的提取筛选和质谱分析[J].现代食品科技,2022,38(6):169-178 

ZHOU Xu, ZHUANG Siyuan, LI Yanjie, et al. Extraction, screening and mass spectrometry analysis of active triterpenoid 

components in Ganoderma lucidum [J]. Modern Food Science and Technology, 2022, 38(6): 169-178 

 

收稿日期：2021-07-15 

基金项目：国家自然科学基金项目（31870336）；吉林省科技发展计划项目（20200201114JC）；长师大自科合字（2020）第 011 号 

作者简介：周旭（1998-），女，硕士研究生，研究方向：天然药物分析化学，E-mail：1360662129@qq.com 

通讯作者：刘春明（1964-），女，博士，教授，研究方向：天然药物分析化学，E-mail：ccsf777@163.com 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2022, Vol.38, No.6 

170 

used for the processing and preparation of Ganoderma lucidum triterpenes. The active triterpenoid components in Ganoderma lucidum 

can inhibit lipoxygenase, indicating their abilities to relieve inflammation. The research results can provide a theoretical basis for 

further studies on the anti-inflammatory components in Ganoderma lucidum. 

Key words: Ganoderma lucidum; total triterpenes; response surface; lipoxygenase 
 

灵芝（Ganoderma lucidum），又名三秀、神芝，

为 多 孔 菌 目 （ Polyporales ）、 灵 芝 科

（Ganodermataceae）、灵芝属（Ganoderma），其味

甘能补、性温，具备扶正固本、补益肺气、保肝护

肝和镇静安神等功效[1]。现代研究发现，灵芝含三

萜[2,3]、多糖[4-6]、生物碱、氨基酸和蛋白质等多种

活性成分[7,8]，其中三萜类化合物是重要的活性组

分，临床上常用于慢性支气管炎、冠心病等症的治

疗以及癌症化疗之后的辅助治疗[9,10]。 
传统提取方法主要有溶剂法和蒸馏法等，其中

水煮法、浸渍法、超声波提取技术和连续回流提取

技术均隶属于溶剂法。传统的浸渍法，得率较低、

耗时耗能且易产生废气污染。超声波提取作为新式

提取方法，具备节能、省时、运行成本低和得率高

等优点，普遍用于动植物、细菌学和中草药等科学

研究领域 [11]。响应面分析法（Response Surface 
Methodology，RSM）作为一种重要的综合设计确

定性试验和数学函数关系的优化方法，已普遍应用

于中草药提取工艺优化等方面，该方法是将影响提

取试验结果的因素进行设计，然后按照设计方案进

行试验得到试验结果[12]，分析试验因素和试验结果

之间的数学关系，进而得到最优的试验条件[13]。本

研究利用超声波技术提取赤灵芝中的三萜类成分，

以赤灵芝总三萜的得率为指标，结合响应面法筛选

赤灵芝总三萜提取条件，最终得到最佳提取工艺参

数。 
脂肪氧化酶（Lipoxygenase，LOX）俗称脂氧

合酶，该酶是一种包含非血红素铁的过氧化物酶，

其专门催化多元不饱和脂肪酸（含有顺、顺-1,4-戊
二烯结构）发生加氧反应，从而形成含共轭双键的

不饱和脂肪酸氢过氧化物，呈球型，可溶，无色，

其分子量在动物中为 75 ku~80 ku，植物中为 90 
ku~104 ku，LOX 一般遍布于动植物中，主要涉及

植物的生长、发育、衰老、脂质过氧化及其它胁迫

反应等[14-18]，LOX 抑制剂通常作为抗炎活性研究的

主导。炎症是指机体被外来物质、侵染或其他缘由

导致损伤后作出的一种反应，形成炎症的首要因素

是炎症介质和相关细胞之间的互相反应。测定某种

物质对脂肪氧化酶的抑制率水平可在特定环境下

体现该物质的抗炎活性[19]。灵芝在炎症治疗领域有

一定的特色，能够有效治疗急性肠炎、乳腺炎、肝

炎等炎性疾病，对各种原因导致的皮肤炎症也具有

较好的治疗作用。灵芝三萜提取物通过抑制脂氧合

酶的活性可以有效防止炎症，例如对角叉菜胶诱导

的急性炎症和福尔马林诱导的慢性炎症导致的爪

水肿有显著疗效[20]。通过查阅相关文献，赤灵芝中

活性成分对抗炎的相关研究报道较少，因此，赤灵

芝中的活性物质对应相关炎症治疗作用机制仍需

深入探究。 
超滤质谱技术是近年来常用的一种新的研究手

段，它结合了超滤和质谱两种方法。亲和超滤质谱

（ Affinity Ultrafiltration Mass Spectrometry ，

AUF-MS）技术是利用药物配体和靶蛋白之间特异

性结合的特性，将具有活性成分的混合物与靶蛋白

充分混合，得到结合的复合物和未结合的配体，滤

掉未结合的配体，保留配体与靶分子结合的复合

物，加入有机试剂将复合物变性分解，释放出结合

配体，进而通过液相色谱-质谱（HPLC-MS）法分

析鉴定化合物的活性成分。此技术能够高效筛选特

定疾病的靶蛋白，筛选的药物配体靶向鲜明、药理

活性明显，为当代医药学提供开发利用的价值[21]。

本研究采用液相色谱-超滤-质谱联用技术，首先选

取脂肪氧化酶作为与炎症相关的生物靶分子，将受

体酶和药物配体混合在体外进行孵化，形成与脂肪

氧化酶结合的复合物和未结合的配体，超滤膜滤掉

未结合的配体，加入有机试剂使复合物解离变性，

释放出结合配体，再通过质谱技术对其结合配体进

行分析鉴定。研究结果表明，超滤质谱技术适用于

从传统中药中筛选脂肪氧化酶抑制剂，该方法快

速、灵敏、具有高通量的特点，为天然抗炎药的筛

选和开发提供科学有效的技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

赤灵芝药材购自吉林省长春市北京同仁堂药

店，经长春师范大学中心实验室刘春明教授鉴定确

认为多孔菌科药用真菌灵芝（Ganoderma lucidum）。 
脂肪氧化酶，杭州安沃生物科技有限公司；齐

墩果酸（纯度≥92.8%），中国食品药品检定研究院；
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香草醛，上海生工生物工程有限公司；灵芝酸 C2、

灵芝酸 D2、灵芝酸 B、灵芝酸 F、灵芝酸 A，均纯

度≥98%，上海源叶生物科技有限公司；PBS 缓冲溶

液，Bueke 公司；超纯水为实验室自制，美国

Millipore 公司；甲醇、乙腈均为色谱纯，美国

ThermoFisher 公司；95%乙醇、冰乙酸均为分析纯，

北京化工厂。 

1.2  仪器与设备 

UPLC-Q-Extractive 超高效液相色谱-高分辨质

谱联用仪，美国 Thermo Scientific 公司；Waters 2695
高效液相色谱仪、Waters 2998 DAD 检测器、分析

型 SunFireTMC18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，I.D. 5 
μm），美国 Waters 公司；Evaluation600 型紫外-可
见分光光度仪，美国 ThermoScientific 公司；恒温

水浴锅，北京泰克仪器公司；高速多功能粉碎机，

武义海纳电器有限公司；离心机，美国 Sigma 公司；

超滤离心管，德国 Merck 公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  赤灵芝总三萜的提取 
称取赤灵芝药材 10 g，用 30 倍量的 75%乙醇

浸渍 40 min，通过加热装置回流提取 3 次，每次 1.5 
h，提取液经抽滤滤去药渣并将清液浓缩至干，备

用。称取赤灵芝粗提物 50 mg，溶于 50%的甲醇水

溶液中，配成 50 mg/mL 的样品溶液，待用。 
1.3.2  总三萜提取的单因素实验 

设计各单因素试验中不同考察情况见表 1。除

说明考察变量条件不同外，其他影响因素均设置为

料液比（乙醇）1:30、乙醇浓度 75%、提取时间 1.5 
h、提取次数 3 次。 

表 1 总三萜提取的单因素试验设计表 

Table 1 Single factor test design table for total triterpene 

extraction 

因素 水平 

料液比/(g/mL) 1:10 1:20 1:30 1:40 1:50

乙醇浓度/% 65 75 85 95 100

时间/h 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

次数/次 1 2 3 4  

1.3.3  总三萜得率响应面优化试验 
基于单因素试验，进一步优化赤灵芝中总三萜

提取的各影响因素。利用 Design-Expert11.0 软件设

计中心组合试验，进行分析，研究赤灵芝总三萜的

最佳提取工艺。试验中赤芝总三萜得率的四因素与

其对应水平编码设计见表 2。 

表 2 响应面分析试验因素水平编码表 

Table 2 Response surface analysis test factor level coding 

table 

水平

因素 

A 
料液比 

B 
乙醇浓度 

C 
时间 

D 
次数

-1 1:20 65% 1.0 2 

0 1:30 75% 1.5 3 

1 1:40 85% 2.0 4 

1.3.4  三萜含量的测定 
1.3.4.1  标准曲线绘制 

称 2 mg 齐墩果酸对照品于 10 mL 容量瓶，加

甲醇至刻度线定容，制得齐墩果酸标准溶液，备用。

分别取 0.0、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、
0.9 mL 标准溶液于 10 支干燥试管，将其 95 ℃水浴

蒸干，分别向 10 支试管内加入 0.3 mL 现制 5%香

草醛-冰乙酸，再分别加入 1.0 mL HClO4，待混合

均匀后，置于 75 ℃水浴锅加热 15 min，使其均匀

反应；用冰乙酸补充至 10.0 mL 容量瓶刻度线处，

在 λ=560 nm 处，检测紫外吸收。测定并绘制齐墩

果酸标准曲线，建立回归方程，如图 1，该回归方

程为 y=71.811x-0.0563（R2=0.9991）。 

 
图 1 齐墩果酸标准曲线的的绘制 

Fig.1 Drawing of the standard curve of oleanolic acid 

1.3.4.2  样品的测定 
将赤灵芝样品以 75%乙醇为溶剂配成溶液，按

照“1.3.4.1 项”下操作步骤测吸光度值，依据回归

方程可计算三萜浓度。 
1.3.4.3  总三萜得率计算 

0.001%= 100%V
m

ρ × ×
×得率/  

式中： 

ρ——三萜浓度，mg/mL； 

V——溶液体积，mL； 

m——样品总质量，g。 

1.3.5  高效液相色谱条件 
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C18 色谱柱（SunFireTM，250 mm×4.6 mm，

Waters），以乙腈（A）和超纯水（C）作为流动相，

梯度程序为：0~5 min，2% A，5~22 min，2%~22% 
A，22~24 min，22% A，24~60 min，22%~40% A；

流速 0.2 mL/min；进样体积为 8.0 μL；检测波长：

230 nm、257 nm、268 nm；柱温：30 ℃。 
1.3.6  UPLC-Q-Extractive 条件 

UPLC 选择二元线性梯度洗脱：流动相 A 为乙

腈，流动相 C 为超纯水，流动相梯度程序：0~5 min，
2% A，5~20 min，2%~40% A，20~60 min，40%~80% 
A；流速：0.3 mL/min；样品进样量：10 μL；检测

波长：230 nm、257 nm、268 nm；柱温：30 ℃。

液相色谱光电二级阵列管检测器通过三通阀和质

谱相连接，离子源：电喷雾离子源（ESI）；分析模

式：负离子模式；扫描范围 m/z：100~1000；离子

阱条件：离子源喷雾电压 4.5 kV，鞘气辅助气为氮

气，流速为 20 L/min，离子阱压力 3.1×107 Pa；金

属毛细管温度 350 ℃，金属毛细管电压 3.5 V。 
1.3.7  超滤试验筛选脂肪氧化酶抑制剂 

30.0 μL 赤灵芝样品溶液（100.0 mg/mL）分别

与 90.0 μL 不同活度的脂肪氧化酶（0.5、1.0、10 
U/mL）混合，各加 100.0 μL PBS 缓冲溶液，于 37 ℃
水浴锅中孵育 30 min，通过 100 KD 滤膜分离未结

合的小分子配体和结合的大分子复合物。加入 100.0 
μL 50%甲醇水（50:50，V:V）冲洗膜上结合的大分

子复合物，在室温下离心（12000 ×g）10 min，若

膜上还残留有结合的复合物则重复上一步骤。空白

实验组用相同体积的 PBS 缓冲溶液替代酶，其他条

件与实验组相同，最后得到的溶液用“1.3.5 项”下条

件检测。 
样品对脂肪氧化酶的结合强度（%）按下式计算： 

1 0 0/ % (A A ) / A 100%= − ×结合强度   

式中： 

A0——原提取液中该化合物的初始峰面积； 

A1——与脂肪氧化酶结合的复合物的峰面积，结合强

度反映了三萜类化合物与脂肪氧化酶结合能力的大小[22]。 

利用紫外-可见分光光度法检测赤灵芝提取物

对 LOX 的抑制率可在一定程度上反映其抗炎活性。

在 234 nm 波长处检测反应液的吸光度（A）值[23]。 
样品对脂肪氧化酶活性的抑制率（%）按下式

计算: 

/ % [A -(A -A )] / A 100%= ×空白 样品 背景 空白抑制率  

式中： 

A 空白——不加待测样品反应后的吸光值； 

A 样品——加入待测样品反应后的吸光值； 

A 背景——只加待测样品的吸光值。 

1.3.8  数据处理 
响应面分析在 Design Expert 11.0 软件上进行；

统计分析作图均在 Office Excel 2019 software 软件

上进行；测试平行 3 次，显著性差异采用 SPSS 19.0 
Duncan’s multiple range test 分析（p<0.05）。 

2  结果与讨论 

2.1  单因素实验 

2.1.1  料液比对总三萜得率的影响 
研究表明不同料液比对于赤芝有效成分的得率

具有不一致的影响。分别设置料液比为 1:10、1:20、
1:30、1:40、1:50 五组试验，考察其结果，如图 2
所示。 

 
图 2 料液比对总三萜得率的影响 

Fig.2 The effect of material-liquid ratio on the yield rate of 

total triterpenes 

由图 2 可知，五组试验的总三萜提取得率呈现

先上升后下降的趋势。这可能是因为总三萜的溶出

量随着提取剂的增加而逐渐增多，直至三萜溶解达

到饱和；由于溶出物浓度、杂质溶解度等方面的影

响，得率会在一定料液比的范围内出现峰值；但提

取剂过多时，原料中其他物质如甾体等也大量溶解

在提取剂中，对三萜起到吸附作用，从而引起总三

萜得率下降。 
2.1.2  乙醇浓度对总三萜得率的影响 

三萜类物质成分复杂，可溶于乙醇等极性较大

的试剂中。不同的三萜化合物其极性具有差异，利

用有机溶剂提取三萜类物质，需要根据三萜类化合

物与杂质极性不同进行选择。三萜类化合物极性不

同，在不同极性的提取剂中的得率也不同。试验考

察条件为乙醇体积分数，分别为 65%、75%、85%、

95%、100%五组，试验结果如图 3。 
由图 3 可知，当提取剂乙醇的体积分数为 75%

时，赤芝总三萜得率达到最大值。当乙醇体积分数
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在 75%前时，总三萜得率随体积分数的增大呈现上

升趋势；然而，当体积分数大于 75%后，其得率又

出现依次递减的趋势。主要原因可能是增大乙醇浓

度可以促使细胞溶胀，有利于提取剂向细胞内部的

渗透，从而提高了总三萜的得率；但乙醇浓度过高，

导致溶液体系的极性下降，使赤灵芝中的醇溶性、

脂溶性杂质与脂溶性三萜竞争溶剂，由于一部分水

溶性三萜类成分不溶于高浓度的乙醇溶剂，致使总

三萜得率呈现出降低的趋势。 

 
图 3 乙醇浓度对总三萜得率的影响 

Fig.3 The effect of ethanol concentration on the extraction 

rate of total triterpenes 

2.1.3  提取时间对总三萜得率的影响 
三萜的提取是一个物质转移的过程。相同条件

下的不同时间阶段，三萜的析出程度不同，导致三

萜的得率也有所不同。相关研究表明，三萜得率与

提取时间并非呈现正相关的关系。分别设置 1.0、
1.5、2.0、2.5、3.0 h 五组试验，考察其影响，结果

见图 4。 

 
图 4 提取时间对总三萜得率的影响 

Fig.4 The effect of extraction time on the extraction rate of 

total triterpenes 

由图 4 可知，在 1.0~1.5 h 区间内赤芝总三萜得

率与提取时间呈正相关的关系。当提取时间大于 1.5 
h 时，赤芝的总三萜得率下降。推测这是因为提取

时间过长，导致如甾体类、多糖类等其他组分溶出，

或部分三萜类化合物被氧化，从而引起总三萜得率

下降。 
2.1.4  提取次数对总三萜得率的影响 

 
图 5 提取次数对总三萜得率的影响 

Fig.5 The effect of extraction times on the extraction rate of 

total triterpenes 

由图 5 可见，提取次数对赤芝总三萜提取得率

的影响较大，当提取次数为 1~3 次时，总三萜提取

得率随次数的增多而不断升高，而当提取次数超过

3 次时，三萜成分得率随提取次数增加而发生缓慢

降低的趋势。推测这是因为刚开始提取到第三次提

取完成，提取溶剂能够逐渐与赤灵芝充分地接触，

故总三萜得率逐渐升高，当提取次数为三次时，药

材中的总三萜已基本提取完全，当继续增加提取次

数时，可能会导致如甾体类等其他组分的溶出，从

而引起总三萜得率缓缓下降。 

2.2  响应面法优化提取工艺 

2.2.1  回归模型的建立及方差分析 
利用 DesignExpert 11.0 软件针对上述各影响因

素设计 Box-Benhnken 试验，采取响应面分析法（4
因素 3 水平），将响应值定为赤灵芝总三萜的得率，

以此进行提取工艺条件的优化，如表 3 为试验设计

方案及结果。 
结论：经过数据处理，可知赤芝总三萜得率的

回归方程：Y(%)=1.09+0.02A+0.01B+0.01C+0.02D- 
2.50×10-3AB-3.75×10-3AC-5.00×10-3AD-5.00×10-3BC 
-1.25×10-3BD+0.00CD-0.15A2-0.13B2-0.15C2-0.17D2 

方差分析结果见表 4。由表 4 可知，该回归方

程 p<0.05，表明该数学模型显著，失拟项 p>0.05，
表明失拟差异很小，这说明该数学模型与赤灵芝总

三萜的实际得率情况拟合良好。对各因素进行综合

分析表明，一次项 B、C 不显著，A、D 极显著，

说明料液比和提取次数两个因素的影响较小，对总

三萜得率影响最显著的因素是提取时间，次显著为

乙醇体积分数；各因素之间交互项不显著，表明这

4 个因素之间的交叉变化作用不大。 
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表 3 Box-Benhnken 设计方案及试验结果 

Table 3 Box-Benhnken design scheme and test results 

试验号 A 乙醇 
浓度 

B 
料液比 

C 
次数 

D 
时间 

三萜 
得率/%

1 1 0 0 0 1.00 

2 1 1 -1 -1 0.50 

3 1 -1 -1 -1 0.47 

4 0 0 1 0 0.98 

5 -1 0 0 0 0.97 

6 0 0 0 -1 0.96 

7 -1 1 -1 1 0.51 

8 -1 -1 1 -1 0.46 

9 1 1 1 -1 0.52 

10 1 -1 1 -1 0.50 

11 0 0 0 0 1.04 

12 -1 1 1 -1 0.49 

13 -1 -1 -1 -1 0.42 

14 1 1 -1 1 0.53 

15 -1 -1 -1 1 0.46 

16 0 0 0 0 1.03 

17 0 -1 0 0 1.00 

18 -1 1 1 1 0.53 

19 0 0 0 0 1.04 

20 1 1 1 1 0.54 

21 0 0 0 0 1.03 

22 0 1 0 0 1.01 

23 0 0 -1 0 0.99 

24 -1 -1 1 1 0.52 

25 -1 1 -1 -1 0.45 

26 0 0 0 1 0.97 

27 0 0 0 0 1.02 

28 1 -1 -1 1 0.50 

29 1 -1 1 1 0.54 

  

  

  

图 6 赤灵芝总三萜超声提取响应面图 

Fig.6 Response surface diagram of ultrasonic extraction of 

total triterpenes from Ganoderma lucidum 

根据图 6 的曲面图可知，各响应曲面图的开口

全部向下，而且等高线图的最小椭圆形中点处于已

取试验因素条件区间内，说明赤灵芝总三萜得率在

各因素设置的范围内具有最大值。等高线越集中则

标志着该因素对总三萜得率的作用越大。由此可分

析得出，根据图 6a、6e、6f 可以得出，提取次数对

得率的作用较为突出，伴随提取次数逐次递增，赤

灵芝总三萜得率呈抛物线型关系，并存在极大值，

此时极大值为 3 次；图 6a、6b、6c 显示总三萜的得

率受乙醇体积分数的影响显著，随着乙醇体积分数

的不断增大，呈现出提取得率先升后降的情况；由

图 6c、6d、6f 显示提取时间对得率存在一定影响，

当时间为 1.5 h 左右时得率最大；由图 6b、6d、6e
结果显示总三萜得率受料液比的影响较小，但总体

趋势呈现先上升而后下降，当料液比达到 1:30 时，

总三萜提取得率达到了最大。三维曲面图反映的效

果与上述回归系数的显著性分析结论相吻合。 

表 4 总三萜得率回归方程方差分析 

Table 4 Variance analysis of regression equation for extraction rate of total triterpenes 

项目 平方和 自由度 均方 F 值 p 值 显著度 

模型 1.84 14 0.13 55.39 <0.10×10-3 显著 

A-乙醇浓度 4.67×10-3 1 4.67×10-3 1.97 0.18 

B-料液比 2.45×10-3 1 2.45×10-3 1.03 0.33 

C-次数 3.47×10-3 1 3.47×10-3 1.47 0.25 

D-时间 6.05×10-3 1 6.05×10-3 2.55 0.13 

AB 1.00×10-4 1 1.00×10-4 0.04 0.84 

AC 2.25×10-4 1 2.25×10-4 0.09 0.76 

AD 4.00×10-4 1 4.00×10-4 0.17 0.69 

BC 4.00×10-4 1 4.00×10-4 0.17 0.69 
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续表 4 
项目 平方和 自由度 均方 F 值 p 值 显著度 

BD 2.50×10-5 1 2.50×10-5 0.01 0.92 

CD 0.00 1 0.00 0.00 1.00 

A^2 0.06 1 0.06 23.28 0.30×10-3 

B^2 0.04 1 0.04 17.34 0.10×10-2 

C^2 0.06 1 0.06 23.28 0.30×10-3 

D^2 0.07 1 0.07 30.09 <0.10×10-3 

残余 0.03 7 2.37×10-3 

失拟项 0.03 3 3.29×10-3 4.98 0.11 不显著 

纯误差 2.80×10-4 4 7.00×10-5 

总和 0.50 16 

2.2.2  最佳提取工艺的预测和试验验证 
根据 Design-Expert 11.0 建立的数学模型确定

了优化后的赤灵芝总三萜提取工艺条件为料液比

1:30、提取时间 1.5 h、乙醇浓度 75%、提取次数 3
次。在此条件下，模型推测得率为 1.05%。进行验

证试验后结果显示，赤灵芝总三萜得率为 1.04%，

符合预期结果。 

2.3  赤灵芝提取物中的化学成分与脂肪氧

化酶生物亲和作用 

 
图 7 赤灵芝提取物与脂肪氧化酶结合的 HPLC 图 

Fig.7 HPLC chart of the binding of Ganoderma lucidum 

extract and lipoxygenase 

注：（a）对照组；（b）0.5 U/mL；（c）1.0 U/mL；（d）

10 U/mL；1：灵芝酸 C2；2：灵芝酸 B；3：灵芝酸 A；4：

灵芝酸 D2；5：灵芝酸 F。 

取 30 μL 赤灵芝提取物（100 mg/mL）分别与

90 μL 脂肪氧化酶及相同量失活的脂肪氧化酶作用

后的 HPLC 图如图 7 所示，当赤灵芝提取物中化学

成分与脂肪氧化酶发生特异性结合后，脂肪氧化酶

捕获的配体所对应的峰面积均大于其空白对照。图

7 表明，赤灵芝提取物中有 5 个化合物可与脂肪氧

化酶结合。图 7 表明，赤灵芝提取物中有 5 种化合

物可以与 0.5、1.0 和 10 U/mL 脂肪氧化酶结合。分

别比对图 7 中各液相色谱峰面积，考察化合物与脂

肪氧化酶的结合能力，空白组峰面积值：1061、
1194、322、551、359 mV·s；与 0.5 U/mL 脂肪氧化

酶结合组峰面积值：1483、1807、353、716、402 
mV·s；与 1.0 U/mL 脂肪氧化酶结合组峰面积值：

1488、1823、357、723、405 mV·s；与 10 U/mL 脂

肪氧化酶结合组峰面积值：1466、1802、351、713 
s、400 mV·s。化合物 1、2、3、4、5 与不同浓度脂

肪氧化酶的结合强度数值如表 5 所示。 
表 5 赤灵芝提取物与脂肪氧化酶结合强度表 

Table 5 Ganoderma lucidum extract and lipoxygenase 

binding strength table 

编号
结合强度/% 

0.5 U/mL 1.0 U/mL 10 U/mL

1 39.79 40.21 38.14 

2 51.33 52.64 50.89 

3 9.56 10.82 8.96 

4 29.95 31.25 29.45 

5 11.98 12.69 11.37 

结果表明，加脂肪氧化酶的样品组与空白对照

组相比，化合物 1、2、3、4 和 5 的液相色谱峰面

积明显高于空白对照样品，证明这 5 种化合物与脂

肪氧化酶存在亲和关系，推测化合物 1、2、3、4、
5 具有潜在的脂肪氧化酶抑制作用。为实现对化合

物 1、2、3、4、5 的活性验证，以及对此五种化合

物对脂肪氧化酶抑制作用的数据分析，利用紫外-
可见分光光度法进行了检测和分析。灵芝酸 C2、灵

芝酸 B、灵芝酸 A、灵芝酸 D2 和灵芝酸 F 的抑制率

均超过 80%。通过上述方法检测赤灵芝提取物对

LOX 活性的抑制率，证明赤灵芝提取物具有脂肪氧

化酶的抑制作用。 
综上，赤灵芝提取物中 1、2、3、4、5 化合物
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与脂肪氧化酶具有生物亲和能力，对脂肪氧化酶有

一定抑制作用，具备潜在抗炎活性。各化合物 1、2、
3、4、5 对 LOX 抑制效果强弱顺序为：（2）灵芝酸

B>（1）灵芝酸 C2>（4）灵芝酸 D2>（5）灵芝酸

F>（3）灵芝酸 A。 

2.4  应用 UPLC-Q-Extractive 分析赤灵芝中

脂肪氧化酶抑制剂 

采用“1.3.5”项高效液相色谱分离条件，赤灵芝

提取物中的三萜化合物得到较好的分离，如图 8，
为赤灵芝提取物的高效液相色谱图。采取液质联用

技术和标准品比对的方法，对 HPLC 中主要化合物

色谱峰相对应的质谱数据进行了分析测定，结果如

表 6 所示。 

 
图 8 赤灵芝提取物的 HPLC 图 

Fig.8 HPLC chart of Ganoderma lucidum extract 

注：1：灵芝酸 C2；2：灵芝酸 B；3：灵芝酸 A；4：

灵芝酸 D2；5：灵芝酸 F。 

表 6 赤灵芝中脂肪氧化酶抑制剂的 UPLC-Q-Extractive 分析 

Table 6 UPLC-Q-Extractive analysis of lipoxygenase inhibitors in Ganoderma lucidum 

NO. tR/min Formula MS(m/z) MS2(m/z) Compounds 

1 21.49 C30H46O7 517.32 455,301,287,269,235 Ganoderic acid C2 

2 23.23 C30H44O7 515.67 513,451,301 Ganoderic acid B 

3 23.96 C30H42O7 513.65 453,303,285 Ganoderic acid A 

4 25.39 C30H42O8 529.66 511,467,317,301 Ganoderic acid D2 

5 26.48 C32H42O9 569.68 543,511,467,437,301 Ganoderic acid F 

化合物 1 保留时间为 21.49 min，一级质谱母离

子[M-H]- m/z 517.32，通过多级谱图观察到该准分

子离子脱 1 分子 H2O，进而脱掉 1 分子 CO2 生成离

子碎片 m/z [M-H-H2O-CO2]-=455.32；同时，观察到

Ganoderic acid C2 电离之后通过电子转移和分子重

排得到的碎片信息m/z [M-H-C11H20O4]-=301.19、m/z 
[M-H-C12H22O4]-=287.17 、 m/z [M-H-C15H20O3]-= 
269.18 和 m/z [M-H-C15H20O3-CH4-H2O]-=235.14。这
些碎片信息与文献中报道的 Ganoderic acid C2 质谱

碎片信息一致，此外，化合物 1 的保留时间与灵芝

酸 C2 标品一致，因此推测该化合物为 Ganoderic 
acid C2

[24]。利用上述相同的方法，推测化合物 2、3、
4 和 5 分别为 Ganoderic acid B、Ganoderic acid A、

Ganoderic acid D2 和 Ganoderic acid F[25-28]。 
液质联用技术广泛应用于各类药用真菌中，如

张勇利用液质联用技术对药用真菌桑黄和桦褐孔

菌中的有效成分进行分析鉴定，以黄嘌呤氧化酶为

作用靶点，快速从药用真菌粗提物中筛选潜在酶抑

制剂。液质联用技术的发展为药用真菌特色资源的

研发提供了一定的理论依据[29]。 

3  结论 

3.1  以单因素试验为前提，利用响应面分析法对赤

灵芝总三萜提取工艺优化进行一系列试验设计，设

立了可准确评估赤灵芝总三萜提取得率的数学模

型；各变量因素的影响强度顺序从大到小依次为：

提取时间、乙醇体积分数、提取次数和料液比。赤

灵芝总三萜的最佳提取工艺为：料液比 1:30、提取

时间 1.5 h、乙醇体积分数 75%、提取次数 3 次，总

三萜得率可达到 1.04%。 
3.2  利用超滤质谱技术探究赤灵芝提取物对脂肪

氧化酶活性的抑制作用，证实了该技术是一种便捷

灵敏高效的分析方法。赤灵芝中 5 种三萜类化合物

与脂肪氧化酶均具有生物亲和能力，可以抑制脂肪

氧化酶生物活性。结果表明，以脂肪氧化酶作为靶

点，利用超滤质谱结合高效液相色谱对天然产物进

行活性物质筛选具有简单快速、操作性强等优势，

为开发抗炎症药物提供有效实验依据。本研究为赤

灵芝资源的开发提供新的思路，并可从中寻找天然

抗脂肪氧化酶活性的成分。 
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