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蛹虫草中喷司他丁的测定 液相色谱法
范围

本标准规定了测定蛹虫草中喷司他丁的液相色谱法。
本标准适用于蛹虫草子实体、菌丝体（干品）中喷司他丁的测定。

本方法检出限为 1 mg/kg。
规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法

GB/T 12728 食用菌术语 
术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。

喷司他丁 
Pentostatin

CAS号53910-25-1，分子式C11H16N4O4，分子量为258.27，结构式见图 1。喷司他丁于 1974 年由Warner-Lambert公司从抗生链霉菌的发酵液中分离出来的一种天然的核苷类抗生素 ，对腺苷脱氨酶具有极强的抑制效果，在临床治疗恶性肿瘤方面有广泛应用。但因其生产成本高、市售价格 较为昂贵，目前难以满足需求。2018 年中国科学院上海植物生理生态研究所王成树研究团队首次发现，蛹虫草能够高水平的合成具有抗癌活性的喷司他丁，这一发现为蛹虫草的抗癌活性提供了充分的分子证明。
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图 1 喷司他丁结构式
原理
试样经超纯水提取、定容、离心后，取上清液过滤膜，经C18高效液相色谱柱分离，依据保留时间定性，用外标峰面积定量。
试剂和材料

除非另有规定，所有试剂均为分析纯，实验室用水符合 GB/T 6682 中规定的三级水要求，色谱用水符合 GB/T 6682 中规定的一级水要求。

除非另有规定，所有试剂均为分析纯，实验室用水符合 GB/T 6682 中规定的三级水要求，色谱用水符合 GB/T 6682 中规定的一级水要求。

5.1喷司他丁标准品（CAS：53910-25-1）:纯度≥ 98 %。

5.2 2.5g/L乙酸铵：甲醇：乙腈（96:2:2）：2.5g乙酸铵定容至1000mL超纯水，混匀，过 0.22 μm 滤膜（5.5）。

5.3 喷司他丁标准储备溶液：精确称量 5.0 mg喷司他丁标准品（5.2），用超纯水溶解并定容至 50 mL，使用前配制。

5.4 喷司他丁标准工作溶液：分别准确吸取一定量的喷司他丁标准储备液（5.4），用超纯水分别将其稀释成浓度为 10 μg/mL、20 μg/mL、40 μg/mL、60 μg/mL、80 μg/mL 的工作溶液，使用前配制。

5.5 滤膜（有机相）：0.22 μm。

仪器和设备

6.1 液相色谱仪（带紫外检测器）。

6.2 分析天平：感量0.1mg和感量1mg。。

6.3 恒温水浴锅。

6.4 粉碎机。

6.5 离心机。

6.6 加热型超声波粉碎机。

7 测定方法

7.1 试样处理

7.1.1  蛹虫草子实体：取蛹虫草干品进行粉碎，过100目筛子，取筛下物样品0.5 g（精确至0.01g），加入超纯水80 mL，70℃热提取1 h，过滤，滤液暂存，离心（8800 rpm，10 min）去除不溶物，用超纯水定容至 100 mL,过滤膜（5.5），取滤液供色谱测定。过滤膜的滤液要在 24 h 内完成测定。

7.1.2  蛹虫草菌丝体；取蛹虫草干品进行粉碎，取粉碎后样品（过100目筛子）0.5 g（精确至0.01g），加入超纯水80 mL，70℃热提取1 h，过滤，滤液暂存，离心（8800 rpm，10 min）去除不溶物，用超纯水定容至 100 mL,过滤膜（5.5），取滤液供色谱测定。过滤膜的滤液要在 24 h 内完成测定。

7.2 高效液相色谱参考条件

7.2.1  色谱柱：C18柱，柱长250 mm、内径4.6 mm、粒径5 μm，或分离效果相当的其他色谱柱。

7.2.2  流动相：2.5g/L乙酸铵：甲醇：乙腈（96:2:2）。

7.2.3  流速：1 mL/min。

7.2.4  柱温：28 ℃。

7.2.5  进样体积：20 μL。

7.2.6  检测波长：247 nm。

7.3 测定

在相同高效液相色谱条件下，依据保留时间对待测样品进行定性。喷司他丁标准品的色谱图见图 2。

在相同高效液相色谱条件下，依据外标法进行定量。将标准工作液（5.5）按照浓度由低到高的顺序进行测定，以峰面积对其相应浓度绘制标准曲线。待测样品的喷司他丁响应值需在标准曲线的线性范围内。

[image: image2.emf]Êý¾ÝÎÄ¼þÃû:P8 12.19 25¡æ.lcd


ÑùÆ·Ãû:P8 12.19 25¡æ


0.0


1.0


2.0


3.0


4.0


5.0


6.0


7.0


8.0


9.0


10.0


11.0


12.0


13.0


14.0


15.0


16.0


17.0


18.0


19.0


20.0


21.0


22.0


min


0


5


10


15


20


25


30


35


mV


7.50


7.75


8.00


8.25


8.50


MPa


ÖùÎÂÏäÎÂ¶È


±ÃAÑ¹Á¦


±ÃBÑ¹Á¦


¼ì²âÆ÷A 247nm 




数据文件名:P8 12.19 25℃.lcd

样品名:P8 12.19 25℃

0.01.02.03.04.05.06.07.08.09.010.011.012.013.014.015.016.017.018.019.020.021.022.0min

0

5

10

15

20

25

30

35

mV

7.50

7.75

8.00

8.25

8.50

MPa

柱温箱温度

泵A压力

泵B压力

检测器A 247nm 


图 2 喷司他丁标准品浓度为0.08mg/ml的HPLC色谱图

7.4 结果计算

按照式（1）计算待测样品中喷司他丁的含量：
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式中：

X——样品中喷司他丁的含量，单位为微克每克（ mg/kg）；
C——根据标准曲线得出的喷司他丁的浓度，单位为微克每毫升（μg/mL）；
V——样品最终定容体积，单位为毫升（mL）；
M——样品质量数值，单位为克（g）。
将符合重复性要求的三个独立测定值的算术平均值作为测定结果，保留小数点后两位数值
标准曲线与线性范围
HEA标准品的线性回归方程中R2＞0.999。
精密度

在重复性条件下获得标准品的六次峰面积测定结果的相对标准偏差RSD＜2%，精密度良好。

10 重复性

在重复性条件下获得样品的六次峰面积测定结果的相对标准偏差RSD＜2%，该方法重复性良好。

11稳定性

在重复性条件下获得样品的8h峰面积衰减率测定结果小于2%，样品稳定性良好。
12加样回收率

在重复性条件下获得样品的六次峰面积的平均回收率在90 %-100%之间。
13 质量保证和控制

检测样品中不得发生霉变，使用霉变样品进行该标准操作属于无效检测。
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