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　 　 [摘　 要] 　 目的　 建立灵芝孢子粉的指纹图谱检测方法, 探讨灵芝孢子油对炎症因子白细胞介素

(IL) -1β、 IL-6、 肿瘤坏死因子 (TNF) -α 的影响。 方法　 采用高效液相色谱法 (HPLC) 和高效薄层色

谱法 ( HPTLC) 分析不同产地灵芝孢子粉的化学成分; 采用 MTT 法测定细胞活力; ELISA 法测定

RAW264. 7 细胞上清液中 IL-1β、 IL-6、 TNF-α 的表达水平。 结果　 HPLC 指纹图谱标定共有峰 12 个, 其

中峰 1 ~ 5 号分别为灵芝酸 C2、 灵芝酸 G、 灵芝酸 B、 灵芝酸 A、 灵芝酸 D; HPTLC 现行版药典法显示 10
批样品均符合规定, 采用三氯甲烷-乙腈-甲醇-甲酸 (26 ∶ 4

 

∶ 1 ∶ 1) 为展开剂进行 2 次展开后, 不同产地

的原料质量斑点差异显著, 与 HPLC 指纹图谱相似。 灵芝孢子油浓度≤180
 

μg / mL 时, 对 RAW264. 7 细胞

活性无明显影响; 对 LPS 诱导的 RAW264. 7 细胞的保护作用呈剂量依赖性; 与模型组相比, 中剂量组

(90
 

μg / mL) 显著降低 IL-1β 表达 (P<0. 05), 高剂量组 (180
  

μg / mL) 显著降低 IL-6 和 TNF-α 的表达

(P<0. 05), 轻微降低 IL-1β 的表达, 但差异无统计学意义 (P>0. 05)。 结论　 灵芝孢子油是通过抑制炎

症因子的释放来减轻机体的炎症, 达到对免疫细胞的保护作用。 通过 HPTLC 可初步鉴定孢子粉的质量,
HPLC 指纹图谱可精准控制原料质量, 保障灵芝孢子油功效。
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　 　 [Abstract] 　 Objective　 Establishment

 

of
 

a
 

fingerprinting
 

assay
 

for
 

Ganoderma
 

lucidum
 

spore
 

powder
 

and
 

investigation
 

of
 

the
 

effects
 

of
 

Ganoderma
 

lucidum
 

spore
 

oil
 

on
 

the
 

inflammatory
 

factors
 

IL-1β,
 

IL-6,
 

and
 

TNF-α.
 

Methods 　 High
 

Performance
 

Liquid
 

Chromatography
 

and
 

High
 

Performance
 

Thin-layer
 

Chromatography
 

techniques
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

chemical
 

composition
 

of
 

Gano-
derma

 

lucidum
 

spore
 

powder
 

from
 

different
 

origins;
 

MTT
 

method
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

cell
 

viability;
 

ELISA
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

RAW264. 7
 

IL-1β,
 

IL-6
 

and
 

TNF-α
 

levels
 

in
 

cell
 

supernatant.
 

Results　 The
 

HPLC
 

fingerprints
 

were
 

calibrated
 

with
 

a
 

total
 

of
 

12
 

peaks,
 

of
 

which
 

peaks
 

1-5
 

were
 

ganoderic
 

acid
 

C2,
 

ganoderic
 

acid
 

G,
 

ganoderic
 

acid
 

B,
 

ganoderic
 

acid
 

A,
 

ganoderic
 

acid
 

D,
 

respec-
tively;

 

the
 

current
 

version
 

of
 

the
 

Pharmacopoeia
 

method
 

of
 

HPTLC
 

showed
 

that
 

10
 

batches
 

of
 

samples
 

complied
 

with
 

the
 

regulations,
 

and
 

the
 

quality
 

of
 

raw
 

materials
 

of
 

different
 

origins
 

was
 

found
 

to
 

be
 

similar
 

to
 

that
 

of
 

the
 

HPLC
 

fingerprints
 

after
 

2
 

unfoldings
 

by
 

using
 

trichloromethane-acetonitrile-methanol-formic
 

acid
 

(26 ∶ 4
 

∶ 1 ∶ 1)
 

as
 

the
 

unfolding
 

agent.
 

The
 

differences
 

of
 

the
 

spots
 

were
 

signifi-
cant

 

and
 

similar
 

to
 

the
 

HPLC
 

fingerprints.
 

Ganoderma
 

lucidum
 

spore
 

oil
 

concentration
 

less
 

than
 

or
 

equal
 

to
 

180
 

μg / mL
 

had
 

no
 

signifi-
cant

 

effect
 

on
 

the
 

activity
 

of
 

RAW264. 7
 

cells;
 

the
 

protective
 

effect
 

on
 

LPS-induced
 

RAW264. 7
 

cells
 

was
 

dose-dependent;
 

compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 

the
 

medium-dose
 

group
 

(90
 

μg / mL)
 

significantly
 

decreased
 

the
 

expression
 

of
 

IL-1β
 

(P<0. 05),
 

and
 

the
 

high-
dose

 

group
 

(180
 

μg / mL)
 

significantly
 

decreased
 

the
 

expression
 

of
 

IL-6
 

and
 

TNF-α
 

release
 

(P< 0. 05),
 

slightly
 

reduced
 

IL-1β
 

re-
lease,

 

but
 

not
 

significant
 

(P>0. 05).
 

Conclusion　 Ganoderma
 

lucidum
 

spore
 

oil
 

is
 

used
 

to
 

reduce
 

the
 

inflammation
 

of
 

the
 

body
 

by
 

in-
hibiting

 

the
 

release
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

to
 

achieve
 

the
 

protective
 

effect
 

on
 

immune
 

cells.
 

The
 

quality
 

of
 

spore
 

powder
 

can
 

be
 

initially
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identified
 

by
 

HPTLC,
 

and
 

HPLC
 

fingerprinting
 

can
 

accurately
 

control
 

the
 

quality
 

of
 

raw
 

materials
 

and
 

guarantee
 

the
 

efficacy
 

of
 

Gano-
derma

 

lucidum
 

spore
 

oil.
　 　 [Key

 

words] 　 Ganoderma
 

lucidum
 

spore
 

oil;
 

HPLC
 

fingerprinting;
 

HPTLC;
 

IL-1β;
 

IL-6;
 

TNF-α

　 　 炎症反应是宿主在内外因素刺激下产生的一

种防御反应。 在炎症反应过程中, 激活的炎症相

关信号诱导一系列促炎因子的转录和翻译, 包括

肿瘤坏死因子 ( Tumor
 

necrosis
 

factor, TNF) -α、
白细胞介素 (Interleukin, IL) -1β 等[1] 。 IL-6 是启

动全身炎症反应最强的内源性炎症因子, 是体现

机体炎症程度与病情轻重的一个重要指标。 IL-1β
可调控炎症介质的分泌和释放, 在自然免疫中起

着关键作用。 TNF-α 是机体发生炎症反应后分泌最

早, 对全身或局部炎症反应起重要作用的细胞因

子, 由激活的单核 / 巨噬细胞产生, 参与人体多种

生理和病理过程的调节。 有研究发现, 过度的炎

症反应与机体多种疾病密切相关, 如癌症、 神经

退行性疾病、 心血管疾病、 代谢综合征、 炎症性

肠病、 关节炎等[2] 。
灵芝 (Ganoderma

 

lucidum) 为担子菌门伞菌

纲多孔菌科灵芝属真菌, 始载于 《神农本草经》,
被列为上品, 性味甘平, 归心、 肺、 肝、 肾经,
具有滋补强壮、 扶正固本的功效, 是亚洲国家历

史悠久的著名中草药和食用菌。 据现代医学研究,
多糖和三萜类化合物是灵芝的主要活性成分, 具

有抗炎、 抗菌、 保肝、 免疫调节等作用[3] 。 灵芝孢

子是灵芝在成熟后的生殖细胞, 由于其体积微小,
易堆积成粉末状, 也被称为灵芝孢子粉, 它通过

调节 TNF-α、 IL-6、 IL-1β、 IL-10 等炎症因子的水

平, 抑制促炎因子的产生和表达可减少炎症反应,
可治疗肝炎、 动脉粥样硬化、 克罗恩病、 神经炎

症等多种疾病[4] 。 灵芝孢子油是通过超临界二氧化

碳萃取技术从破壁灵芝孢子中提取得到的脂溶性

活性物质, 集灵芝精华, 富含灵芝孢子的有效成

分, 易被人体吸收利用, 其保健功效已成为一个

研究热点。 现代研究表明, 灵芝孢子油富含三萜

类化合物、 甾醇和不饱和脂肪酸, 具有良好的抗

氧化作用及增强免疫功能[5-6] 。 目前关于灵芝抗炎

作用的相关研究主要集中在灵芝子实体上, 而对

灵芝孢子油的抗炎作用研究鲜少有人报道。 为了

分析灵芝孢子油在抗炎方面的物质基础及其作用

机制, 本课题组拟通过高效液相色谱法 (High
 

per-
formance

 

liquid
 

chromatography, HPLC) 和高效薄

层色谱法 ( High
 

performance
 

thin-layer
 

chromatogra-
phy, HPTLC) 确定灵芝孢子油原料的质量, 探究

灵芝孢子油对脂多糖 ( Lipopolysaccharide, LPS)
诱导的 RAW264. 7 细胞是否产生影响, 为其临床

应用提供科学依据。
1　 材料与方法

1. 1　 材料与试剂

1. 1. 1　 材料 　 甲醇、 95%乙醇、 乙腈、 二甲基亚

砜 (Dimethyl
 

sulfoxide, DMSO) 购自广东光华科

技股份有限公司; 对照品灵芝酸 A、 灵芝酸 C2、
灵芝酸 D、 灵芝酸 B、 灵芝酸 G、 灵芝醛 A 购自成

都普思生物科技股份有限公司; 纯水、 超纯水由

长春中医药大学附属医院实验中心提供; 小白鼠

单核巨噬细胞白血病细胞 RAW264. 7 购自中科院

上海细胞所细胞库; DMEM 培养液、 胰蛋白酶-
EDTA (0. 25%)、 磷酸盐缓冲液购自 cytiva 公司;
胎牛血清 ( Fetal

 

bovine
 

serum, FBS) 购自内蒙古

奥普赛生物科技有限公司; LPS 购自 Sigma 公司;
噻唑蓝 ( methyl

 

thiazolyl
 

tetrazolium, MTT) 购自

Biosharp 公司; IL-1β、 IL-6、 TNF-α 试剂盒购自

Sinobestbio 公司。
1. 1. 2　 仪器与设备　 高效液相色谱仪 (日本岛津

有限公司, 型号 LC-2030plus
 

UV 检测器)、 分析天

平 (上海精密仪器科技有限公司, 型号 BT125D)、
台式离心机 (Eppendorf 公司, 型号 Centrifuge

 

5804
 

R)、 超纯水机 (上海康雷仪器分析有限公司, 型

号 Smart-P-UV)、 研究级生物显微镜 (日本 Olym-
pus 公司, 型号 IX-73)、 数显式水浴锅 (常州普天

仪器设备制造有限公司, HH-8)、 CO2 恒温箱

(Thermo
 

Fisher
 

Scientific, 型号 3121)、 细胞计数仪

(江苏卓微生物科技有限公司, 型号 TC20)、 X-
30R 超低温离心机 (上海跃进医疗器械有公司,
型号 TGL-20000-cR)、 酶标仪 (美国博腾仪器有限

公司, 型号 Epoch2)。
1. 1. 3　 灵芝药材产地批次　 D1 (对照药材) 购自

中国食品药品检定研究院 (批号 120968-202111);
灵芝孢子粉: S1 灵芝孢子粉产地四川 (吉林安国

药业有限公司, 批号 220629)、 S2 灵芝孢子粉产地

吉林 (吉林安国药业有限公司, 批号 20211201)、
S3 灵芝孢子粉产地吉林 (吉林安国药业有限公司,
批号 20211202)、 S4 灵芝孢子粉产地吉林 (吉林

安国药业有限公司, 批号 20220101)、 S5 灵芝孢子

粉产地吉林 ( 吉林安国药业有限公司, 批号

20220102)、 S6 灵芝孢子粉产地吉林 (吉林安国药

业有限公司, 批号 20220103)、 S7 灵芝孢子粉产地

山东 (吉林安国药业有限公司, 批号 20220106)、
S8 灵芝孢子粉产地山东 (吉林安国药业有限公司,
批号 20220107)、 S9 灵芝孢子粉产地江苏 (吉林

安国药业有限公司, 批号 20220104)、 S10 灵芝孢

子粉产地江苏 ( 吉林安国药业有限公司, 批号

20220105)。
1. 2　 HPLC 指纹图谱建立

1. 2. 1　 供试品溶液制备　 取锥形瓶, 分别加入精

密称定的灵芝孢子样品 10. 0
 

g, 精密量取 50
 

mL 浓

度为 90%的乙醇溶液回流提取 1
 

h, 过滤, 第一次
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滤完后将滤渣及滤纸复入锥形瓶中, 第二次精密

加入 60
 

mL 浓度为 90
 

%乙醇溶液, 继续回流 1
 

h,
合并两次滤液, 于 40

 

℃ 水浴锅上浓缩至约 2
 

mL,
用 90%乙醇定容于 5

 

mL 量瓶中, 上清液用 0. 22
 

μm
微孔滤膜过滤, 即得。
1. 2. 2　 对照品溶液制备 　 精密称取灵芝酸 A、 灵

芝酸 C2、 灵芝酸 B、 灵芝酸 D、 灵芝酸 G 对照品,
用甲醇溶解并制成浓度为 0. 5

 

mg / mL 的对照品溶

液母液, 置-20
 

℃冰箱保存, 备用。 精密吸取各对

照品储备液适量, 制备成混合系列对照品溶液。
1. 2. 3　 HPLC 色谱条件 　 色谱柱 Waters

 

Symmetry
 

C18 (5
 

μm, 4. 6×250
 

mm
 

Column), 梯度洗脱条件

见表 1, 流量为 1. 0
 

mL / min, 检测波长为 254
 

nm;
进样量为 20

 

μL, 柱温为 30
  

℃ 。

表 1　 HPLC 梯度洗脱程序表 (%)
Tab. 1　 HPLC

 

gradient
 

elution
 

program
 

table (%)

时间(min) 流动相 A(乙腈) 流动相 B(0. 1%磷酸水)

0 27 73

40 27 73

60 35 65

80 45 55

90 65 35

100 75 25

110 85 15

115 27 73

130 27 73

1. 2. 4　 方法学考察　 ①精密度试验: 精密吸取上述

混合对照品溶液 1 份, 按照 1. 2. 3 中色谱条件连续

进样 6 次, 以灵芝酸 A 为参照峰, 计算各峰的相对

保留时间及相对峰面积的相对标准偏差 (Relative
 

standard
 

deviation, RSD) 值。 ②重复性试验: 按上

述供试品溶液制备方法同时制备供试品溶液 6 份,
进样色谱条件按照 1. 2. 3 中内容, 以灵芝酸 A 为参

照峰, 计算得各峰的相对保留时间及相对峰面积的

RSD 值。 ③稳定性试验: 供试品溶液制备方法按

1. 2. 1, 分别在 0
 

h、 2
 

h、 4
 

h、 6
 

h、 8
 

h、 10
 

h、 12
 

h
按照 1. 2. 3 中色谱条件进样, 以灵芝酸 A 为参照峰,
计算得各峰的相对保留时间及相对峰面积的 RSD
值。 ④相似度评价: 按照 1. 2. 1 中方法制备 10 批不

同产地的灵芝孢子供试品溶液, 按 1. 2. 3 中的方法

进行测定, 采用 “药典委员会 2012A 版中药色谱指

纹图谱相似度评价系统” 对数据进行分析。
1. 3　 HPTLC 图谱构建供试品制备

按照 1. 2. 1 中方法制备 10 批不同产地的灵芝

孢子的供试品溶液。 对照药材制备按照 1. 2. 1 中方

法制备。 色谱条件 1 见表 2, 色谱条件 2 见表 3。

表 2　 灵芝 HPTLC 色谱条件 1
Tab. 2　 HPTLC

 

chromatographic
 

conditions
 

1
 

of
 

Ganoderma
 

lucidum

项目 条件

薄层板 HPTLC 预制板(使用前应先在 105
  

℃活化 30
 

min)

展开剂 石油醚(60
 

℃ ~ 90
 

℃ ) -甲酸乙酯-甲酸(15
 

∶ 5 ∶ 1)

检视 365
 

nm

点样量 5
 

μL

表 3　 灵芝 HPTLC 色谱条件 2
Tab. 1　 HPTLC

 

chromatographic
 

conditions
 

2
 

of
 

Ganoderma
 

lucidum

项目 条件

薄层板 HPTLC 预制板(使用前应先在 105
 

℃活化 30
 

min)

展开剂 三氯甲烷-乙腈-甲醇-甲酸(26 ∶ 4 ∶ 1 ∶ 1)

显色剂 40%硫酸乙醇溶液,105
 

℃加热至斑点清晰

展开方式 2 次展开,展开高度依次为 3
 

cm、8
 

cm,每次展开前均将高效薄层板置于 50
 

℃加热板上干燥 15
 

min 后放冷再展开

检视 365
 

nm、日光

点样量 5
 

μL

1. 4　 灵芝孢子油对 LPS 诱导的 RAW264. 7 细胞的

影响

1. 4. 1　 灵芝孢子油样品的制备 　 取本品内容物

500
 

mg, 使用 0. 5
 

mL
 

DMSO 溶解, 制成 1
 

000
 

mg / mL
的母液置于-20

 

℃冰箱保存, 使用前放置常温后稀

释 1
 

000 倍, 待用。
1. 4. 2　 细胞培养 　 使用完全 DMEM 培养基 (含

10% FBS 和 1% 双抗的 DMEM 高糖培养基) 对

RAW264. 7 细胞进行换液、 传代后再放置于 5%
 

CO2 的 37
 

℃培养箱中, 待细胞处于对数生长期时

可进行所需的细胞实验。
1. 4. 3　 MTT 法筛选最佳浓度　 对细胞消化并进行

计数, 将密度为 7 × 104 个 / 孔的细胞铺至 96 孔板

中, 每孔加入 100
 

μL, 贴壁培养 24
 

h 后给予不同

浓度 的 样 品 溶 液, 浓 度 分 别 为 11. 25
 

μg / mL、
22. 50

 

μg / mL、 45. 00
 

μg / mL、 90. 00
 

μg / mL、
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180. 00
 

μg / mL, 设空白对照组。 37
 

℃ 、 5%CO2 培

养箱中培养 24
 

h 后加入 5
 

mg / mL
 

的 MTT 溶液 10
 

μL
让其和细胞生成蓝紫色结晶, 于培养箱中孵育 4

 

h
后弃去上清, 加入 150

 

μL
 

DMSO 让蓝色结晶溶解,
震摇后设置酶标仪波长为 490

 

nm 读取 OD 值。 按

照公式计算出细胞存活率。
1. 4. 4　 对 LPS 诱导的 RAW264. 7 细胞的保护作用

　 取对数生长密度为 7×104 个 / 孔的细胞铺至 96 孔

板中, 每孔 100
 

μL, 培养 24
 

h 后弃去培养基, 空白

对照孔和模型孔分别加入培养液 100
 

μL, 灵芝孢子

油低、 中、 高剂量组分别加入浓度为 45. 00
 

μg / mL、
90. 00

 

μg / mL、 180. 00
 

μg / mL 的溶液各 100
 

μL, 培

养 24
 

h 后, 空白对照孔加入 100
 

μL 完全培养液, 模

型组和实验组加入 LPS 溶液, 使 LPS 终浓度为

1
 

μg / mL, 培养 24
 

h, 加 5
 

mg / mL
 

MTT 溶液 10
 

μL,
方法同 1. 4. 3 测定 OD 值, 计算细胞存活率。
1. 4. 5　 对 LPS 诱导的 RAW264. 7 细胞释放 IL-1β、
IL-6、 TNF-α 的影响 　 将密度为 1 × 105 个 / 孔的

RAW264. 7 细胞铺至 6 孔板中, 培养 24
 

h, 分组为

空白对照组、 模型组 (LPS 终浓度为 1
 

μg / mL)、 灵

芝孢子油低、 中、 高剂量组, 空白对照组 100
 

μL 完

全培养基、 模型组和实验组加入 1
 

μg / mL 的 LPS
溶液, 培养 24

 

h 后弃去上清液, 空白对照组加入

100
 

μL 完全培养基, 模型组继续加 LPS 溶液, 实

验组加入不同浓度 (45. 00
 

μg / mL、 90. 00
 

μg / mL、
180. 00

 

μg / mL) 的样品溶液培养 24
 

h 后进行

IL-1β、 IL-6 和 TNF-α 测定, 采用 ELISA 试剂盒测

定上述炎症因子含量。
1. 5　 统计学方法

采用 GraphPad
 

Prism
 

8. 0 软件进行数据分析,

正态分布计量资料采用单因素方差分析, 任意两

组比较采用 Turkey 法, 检验水准 α= 0. 05。
2　 结果

2. 1　 灵芝孢子的 HPLC 指纹图谱结果分析

2. 1. 1　 精密度试验 　 以灵芝酸 A 色谱峰为参照

峰, 计算各峰的相对保留时间范围为 0. 00% ~
0. 38%, 相对峰面积的 RSD 值范围为 0. 00% ~
1. 05%, 均小于 3%, 表明该仪器精密度良好。
2. 1. 2　 重复性试验　 各峰的相对保留时间范围为

0. 00% ~ 0. 13%, 相对峰面积的 RSD 值范围为

0. 00% ~ 4. 69%, 均小于 5%, 表明该方法重复性

良好。
2. 1. 3　 稳定性试验 　 供试品溶液在 0

 

h、 2
 

h、
4

 

h、 6
 

h、 8
 

h、 10
 

h、 12
 

h 各峰的相对保留时间范

围为 0. 00% ~ 0. 20%, 相对峰面积的 RSD 值范围为

0. 00% ~ 4. 61%, 均小于 5%, 表明在 12
 

h 内灵芝

孢子供试品溶液稳定性良好。
2. 1. 4　 相似度评价 　 采用 “药典委员会 2012A
版中药色谱指纹图谱相似度评价系统” 对数据进

行分析。 以 S1 样品为参照图谱, 通过分析共标

定出共有峰 12 个, 见图 1; 与标准品比对后共出

现 5 个特征峰, 依次为灵芝酸 C2、 灵芝酸 G、 灵

芝酸 B、 灵芝酸 A、 灵芝酸 D, 见图 2; 结果如表

4 所示, 10 批灵芝孢子样品的相似度结果均在

0. 949 以上, 样品相似度较好, 但不同批次样品

间存在差异。 如图 1 所示, 90 ~ 100
 

min 时, S1
所检出成分峰面积普遍偏高, 其次便是吉林产地

的 ( S2 ~ S6)。 10 批不同产地的灵芝孢子样品指纹

图谱叠加图及其对照指纹图谱 (R) 见图 1。

图 1　 10 批灵芝孢子粉的 HPLC 色谱图

Fig. 1　 HPLC
 

chromatograms
 

of
 

10
 

batches
 

of
 

Ganoderma
 

lucidum
 

spore

—18—



国际老年医学杂志　 2025 年 1 月　 第 46 卷第 1 期　 　 Int
 

J
 

Geriatr, January
 

2025, Vol. 46
 

No. 1
张　 宇, 等. 灵芝孢子粉指纹图谱建立及灵芝孢子油抗炎活性研究

图 2　 混合对照品与 S1 供试品对照图

Fig. 2　 Control
 

chart
 

of
 

mixed
 

control
 

and
 

S1
 

test
 

material

表 4　 10 批不同产地灵芝孢子指纹图谱与 R 的相似度

Tab. 4　 Similarity
 

between
 

the
 

fingerprints
 

of
 

10
 

batches
 

of
 

Ganoderma
 

lucidum
 

spore
 

powder
 

from
 

different
 

origins
 

and
 

its
 

control
 

fingerprint

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 R
S1 1. 000 0. 987 0. 975 0. 994 0. 990 0. 987 0. 992 0. 991 0. 966 0. 981 0. 995
S2 0. 987 1. 000 0. 973 0. 991 0. 990 0. 984 0. 976 0. 964 0. 949 0. 962 0. 985
S3 0. 975 0. 973 1. 000 0. 977 0. 979 0. 973 0. 979 0. 953 0. 978 0. 983 0. 987
S4 0. 994 0. 991 0. 977 1. 000 0. 997 0. 996 0. 993 0. 980 0. 969 0. 980 0. 996
S5 0. 990 0. 990 0. 979 0. 997 1. 000 0. 992 0. 989 0. 978 0. 967 0. 976 0. 994
S6 0. 987 0. 984 0. 973 0. 996 0. 992 1. 000 0. 995 0. 974 0. 975 0. 982 0. 994
S7 0. 992 0. 976 0. 979 0. 993 0. 989 0. 995 1. 000 0. 985 0. 983 0. 992 0. 998
S8 0. 991 0. 964 0. 953 0. 980 0. 978 0. 974 0. 985 1. 000 0. 952 0. 969 0. 983
S9 0. 966 0. 949 0. 978 0. 969 0. 967 0. 975 0. 983 0. 952 1. 000 0. 997 0. 984
S10 0. 981 0. 962 0. 983 0. 980 0. 976 0. 982 0. 992 0. 969 0. 997 1. 000 0. 993
R 0. 995 0. 985 0. 987 0. 996 0. 994 0. 994 0. 998 0. 983 0. 984 0. 993 1. 000

2. 2　 灵芝孢子粉的 HPTLC 鉴别及指纹图谱分析

根据色谱条件 1 得到的灵芝孢子 HPTLC 图谱,
见图 3。 根据色谱条件 2 得到的灵芝孢子 HPTLC
图谱, 见图 4、 图 5。 不同来源的灵芝提取物很容

易被鉴别, 而且根据其荧光强弱, 也能定性地反

应出药材优劣。 由图 3 可见, S1 ~ S10 这 10 个产地

均符合药典标准, 且 S1 药材质量优于其他产地。
由图 4、 图 5 可见, 根据色谱条件 2 得到的灵芝孢

注: D1 为对照药材; S1 为四川产灵芝孢子粉; S2~S6 为吉林产灵芝孢

子粉; S7、 S8 为山东产灵芝孢子粉; S9、 S10 为江苏产灵芝孢子粉

图 3　 灵芝孢子粉 HPTLC 指纹图谱 1
Fig. 3　 Fingerprint

 

1
 

of
 

Ganoderma
 

lucidum
 

spore
 

powder
 

by
 

HPTLC

子粉的 HPTLC 色谱图斑点更多, 可检出成分比现

行版药典法多, 但某些斑点分离度小。 不同产地

来源及批号的灵芝孢子粉色谱图同样具有较大的

差异, 灵芝酸 A 及灵芝酸 C 在样品中具有显著性

差异, 可作为药材质量鉴定的标志物, 间接鉴定

药材质量。

注: 1 为混合对照品 ( a 为灵芝酸 A, b 为灵芝酸 D, c 为灵芝酸

B, d 为灵芝酸 G, e 为灵芝酸 C); D1 为对照药材; S1 为四川产

灵芝孢子粉; S2 ~ S6 为吉林产灵芝孢子粉; S7、 S8 为山东产灵芝

孢子粉; S9、 S10 为江苏产灵芝孢子粉

图 4　 灵芝孢子粉日光 HPTLC 指纹色谱图

Fig. 4　 HPTLC
 

fingerprint
 

chromatogram
 

of
 

Ganoderma
 

lucidum
 

spore
 

powder
 

in
 

daylight
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注: 1 为混合对照品 ( a 为灵芝酸 A, b 为灵芝酸 D, c 为灵芝酸

B, d 为灵芝酸 G, e 为灵芝酸 C); D1 为对照药材; S1 为四川产

灵芝孢子粉; S2~ S6 为吉林产灵芝孢子粉; S7、 S8 为山东产灵芝

孢子粉; S9、 S10 为江苏产灵芝孢子粉

图 5　 灵芝孢子粉紫外 (365
 

nm) HPTLC 色谱图

Fig. 5　 UV
 

(365
 

nm)
 

HPTLC
 

chromatogram
 

of
 

Ganoderma
 

lucidum
 

spore
 

powder

2. 2. 1　 灵芝孢子油对 RAW264. 7 细胞存活率的影响

与空白对照组相比, 细胞存活率越高的药物

浓度越适宜作为给药浓度。 结果显示, 当溶液浓

度为 11. 25 ~ 180. 00
 

μg / mL 时, 无细胞毒性, 且细

胞处于增殖状态, 浓度越大, 促增殖作用越强,
见图 6。 故分别选择 45. 00

 

μg / mL、 90. 00
 

μg / mL、
180. 00

 

μg / mL 作为低、 中、 高剂量组浓度。

注: 与空白对照组比较aP<0. 05

图 6　 灵芝孢子油对 RAW264. 7 细胞活力的影响

Fig. 6　 Effects
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

Ganoderma
 

lucidum
 

spore
 

oil
 

on
 

RAW264. 7
 

cell
 

viability
 

2. 2. 2　 灵芝孢子油对 LPS 诱导的 RAW264. 7 细胞

活性的影响 　 当细胞在与不同浓度的样品溶液共

同孵育 24
 

h 后, 加入 LPS (1
 

μg / mL), 继续培养

24
 

h, 灵芝孢子油溶液对细胞具有明显的保护作

用, 且随浓度增大而增强, 见图 7。
2. 2. 3　 灵芝孢子油对 LPS 诱导的 RAW264. 7 细胞

释放的炎症因子的影响 　 与模型组相比, 不同浓

度的灵芝孢子油溶液实验组的 IL-1β 表达量均有所

降低, 中剂量组 IL-1β 表达量低于模型组 ( P <
0. 05), 见图 8A。 与模型组比, 各不同浓度的灵芝

孢子油实验组的 IL-6、 TNF-α 释放量均降低, 其中

高剂量组 IL-6、 TNF-α 水平低于模型组, 差异有统

计学意义 (P<0. 05), 见图 8B、 图 8C。

注: 与空白对照组比较aP<0. 05; 与模型组比较bP<0. 05

图 7　 灵芝孢子油对 RAW264. 7 细胞的保护作用

Fig. 7　 Protective
 

effects
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

ganoderma
 

lucidum
 

spore
 

oil
 

on
 

RAW264. 7
 

cells

注: 与空白对照组比较aP<0. 05; 与模型组比较bP<0. 05
图 8　 灵芝孢子油对 RAW264. 7 细胞 IL-1β、 IL-6、

TNF-α 水平的影响

Fig. 8　 Effects
 

of
 

Ganoderma
 

lucidum
 

spore
 

oil
 

on
 

levels
 

of
 

IL-1β,
 

IL-6
 

and
 

TNF-a
 

in
 

RAW264. 7
 

cells
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3　 讨论

目前人口老龄化已成为一种全球现象, 老年

人健康问题是老龄化社会中最突出的问题。 衰弱

是老年常见病, 炎症在衰弱中起到了重要作用。
炎症是保护人体免受外源病原体侵害的重要防御

机制之一, 但是过度或异常的炎症反应会导致各

种疾病的发生[7] 。 因此, 调节炎症反应对于治疗相

关疾病和保持健康具有重要意义。 灵芝在 《本草

纲目》 中记载 “久食轻身不老, 延年神仙” [8] 。 自

古为延年益寿, 抗衰老, 增强免疫力良药。 主要

含有多糖类、 甾醇、 灵芝酸 A、 C 等成分。 本实验

建立了灵芝孢子粉的 HPLC 指纹图谱, 结果显示

10 批样品特征图谱相似度均大于 0. 9, 可确保孢子

粉质量是可控的。 有研究表明, 当提取温度为 40
 

℃时, 灵芝孢子总三萜的得率达到峰值, 升高提

取温度得率反而下降[9] 。 本实验在提取过程中也进

行了探究, 结果显示 40
 

℃ 水浴蒸干提取效果好,
峰数量多且面积大, 故选择了 40

 

℃水浴蒸干。
通过 HPTLC 色谱鉴别方法, 本研究前期对不

同展开体系、 不同显色条件、 不同展开次数、 不

同薄层板及其稳定性进行考察, 结果表明, 在对

照品色谱、 对照药材色谱相应位置上, 供试品的

色谱斑点颜色大小相同, 且各考察因素下结果差

异不大, 薄层板对薄层鉴别方法的影响较小。
灵芝多糖具有抗氧化应激的作用和抗衰老、

抗氧化作用[10] 。 β-谷甾醇在提高免疫力上发挥着

重要的作用, 它可通过抑制一氧化氮 ( Nitric
 

ox-
ide, NO) 合成、 减少 IL-1β 等炎症因子分泌从而

发挥抗炎作用[11-12] 。 炎症通常是伴随多种疾病状态

的一种共有的病理现象, 巨噬细胞是主要的炎症

细胞, 有研究发现巨噬细胞受到外界 LPS 等抗原

刺激后会发生形态改变, 具体表现为体积增大,
细胞出现多形性, 胞质中出现空泡, 并伴随一系

列重要炎症细胞因子如 NO、 IL-6、 TNF-α 的释放,
它 们 均 会 促 进 炎 症 反 应[13] 。 本 实 验 采 用

RAW264. 7 小鼠单核巨噬细胞模拟体内巨噬细胞参

与抗炎的过程, 应用 MTT 法检测细胞活性, 结果

表明不同浓度的灵芝孢子油作用于 LPS 诱导的细

胞损伤实验中, 灵芝孢子油对 RAW264. 7 细胞具

有保护作用。 通过对细胞中促炎因子 IL-1β、 IL-6、
TNF-α 的研究, 表明灵芝孢子油能减轻细胞炎症

反应。
综上所述, 本研究中建立的 HPLC、 HPTLC 实

验条件可为灵芝孢子粉的真伪鉴别和质量评价提

供参考, 为灵芝孢子油的制备提供质量保证。 而

不同浓度的灵芝孢子油作用于 LPS 诱导的细胞损

伤实验中, 表明灵芝孢子油对 RAW264. 7 细胞具

有保护作用。 通过对细胞中促炎因子 IL-1β、 IL-6、
TNF-α 的研究, 表明灵芝孢子油能减轻细胞的炎症

反应, 为未来临床应用灵芝孢子油的抗炎活性提

供理论基础。
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