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毛细管气相色谱法测定药用真菌生物转化液中

微量斑蝥素的含量

刘高强/，! 王林祥"，! 章克昌!/

（/* 江南大学 工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡 "/4$1%；"* 江南大学 分析测试中心，江

苏 无锡 "/4$1%）

摘! 要：采用毛细管气相色谱法对药用真菌培养液中斑蝥素的含量进行了测定。色谱条件：色谱

柱为 ,562# 弹性石英毛细管柱；进样口温度 "4$ 7；柱温：/"$ 7（# 89:）"3 7 ; 89:""4$ 7（"
89:）；检测器为 <=>，检测温度 "4$ 7。载气：&&? &&& @ 高纯氮气，流量 /? # 8A ; 89:；尾吹气：

&&? &&& @高纯氮气，流量 "# 8A ; 89:。以香兰素作为内标，采用内标法定量。斑蝥素在 /2"$$ 8B ;
A 范围内线性关系良好，检测限为 $? $/ 8B ; A。

关键词：斑蝥素；药用真菌；灵芝；姬松茸；毛细管气相色谱

中图分类号：C %#3 文献标识码：D

4.01"* ("$ 5.0.$6-%&0-"% "( 7&%01&$-*-% ($"6 ).$6.%0 8-9#-* "(
4.*-,-%&’ )#%2- :;-%2 7&<-’’&$3 =&; 71$"6&0"2$&<13

A=E FG(2H9G:B/，ID+F A9:2J9G:B"，KLD+F M-2NOG:B!/

（/? M-P AGQ(RGS(RP (T =:UVWSR9G) 69(S-NO:()(BP，X9:9WSRP (T YUVNGS9(:，,(VSO-R: ZG:BS[- E:9\-RW9SP，IVJ9 "/4$1%，]O92
:G；"? ]-:S-R (T D:G)PW9W ^ _-WS9:B，,(VSO-R: ZG:BS[- E:9\-RW9SP，IVJ9 "/4$1%，]O9:G）

>?;0$&,0：D 8-SO(U T(R W-.GRGS9(: G:U U-S-R89:GS9(: (T NG:SOGR9U9: TR(8 SO- NV)SVR- (T 8-U9N9:G) TV:B9
VW9:B NG.9))GRP BGW NOR(8GS(BRG.OP ‘GW U-\-)(.-U* =: SO9W WSVUP，HVG:S9SGS9\- G:G)PW9W ‘9SO \G:9))9: GW SO-
9:S-R:G) WSG:UGRU* _O- N()V8: 9W ,562#（1$ 8 a$? #1 88 a1 !8），SO- 9:b-NS(R S-8.-RGSVR- ‘GW W-S GS
"4$ 7，U-S-NS(R GS "4$ 7，(\-: GS /"$ 7 9:9S9G))P T(R # 89:，SO-: /"$ c "4$ 7 GS 3 7 ; 89:，"4$ 7
T(R " 89:，R-W.-S9\-)P* _O- NGRR9-R BGW ‘GW :9SR(B-:，T)(‘ RGS- ‘-R- GS /? # 8A ; 89:* _G9)2Q)(‘9:B BGW ‘GW
+9SR(B-:，T)(‘ RGS- ‘-R- "# 8A ; 89:* _O- )9:-GR RG:B-W T(R NG:SOGR9U9: ‘-R- 9: SO- RG:B- (T /2"$$ 8B ; A
‘9SO U-S-NS9(: )989SW (T $? $/ 8B ; A*
@.3 A"$*;：NG:SOGR9U9:；8-U9N9:G) TV:B9；!"#$%&’(" )*+,%*(；-."’,+*/ 0)"1&, XVR9))；NG.9))GRP BGW
NOR(8GS(BRG.OP

! ! 斑蝥素是昆虫类中药斑蝥体内的毒素，是斑蝥

抗癌作用的主要有效成分［/］。临床观察表明，斑蝥

素有明显的抗癌作用，对肝癌、食道癌、贲门癌、胃

癌、肺癌等均有抑制效果［" d 1］。但斑蝥素的毒副作
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用较大。以前对斑蝥素的结构改造主要是通过化

学修饰的方法［! " #］。作者拟采用微生物转化法对其

结构进行改造，以期获得高效低毒的斑蝥素衍生

物。目前斑蝥中斑蝥素含量的测定方法有紫外分

光光 度 法［$］、薄 层 扫 描 法［%］、反 向 高 效 液 相 色 谱

法［&］、气质连用［’(］等。但由于灵芝等药用真菌培养

液中所含物质的种类较多，这给药用真菌转化斑蝥

素后斑蝥素的分离检测带来了一定困难。作者采

用程序升温毛细管气相色谱法建立了灵芝等药用

真菌转化中微量斑蝥素含量的检测方法。该方法

可用氯仿直接萃取发酵液，进行上机测定，无需对

斑蝥素进行进一步纯化分离。

!" 材料与方法

!# !" 材料

!# !# !" 样品" 中药斑蝥 #( 目细粉样：斑蝥研成粉

后，过 #( 目筛所得样品；中药斑蝥全虫粉样：斑蝥

研成粉后，未过 #( 目筛所得的样品；含斑蝥素的灵

芝发酵液样品 ’ 和样品 )（样品 ’ 和样品 ) 是采用

不同发酵方法获得的样品）；含斑蝥素的姬松茸发

酵液样品 ’ 和样品 )（样品 ’ 和样品 ) 是采用不同

发酵方法获得的样品）。

!# !# $" 主要试剂 " 斑蝥素纯品：*+,-. 公司产品；

香兰素和氯仿：国产分析纯试剂。

!# !# %" 主要仪器" /01’!2 气相色谱仪：日本岛津

公司产品。

!# $" 方法

!# $# !" 样品前处理 " 斑蝥粉中斑蝥素的提取：准

确称取斑蝥粉(3 4(( ( ,，置具塞锥形瓶中，加氯仿 4
-5，振摇 ’4 -+6，置 # 7，滤过，滤液置 ’( -5 量瓶

中，用氯仿洗涤残渣与滤纸，洗液掺入同一量瓶中，

加氯仿至到度，摇匀，待气相色谱分析。

灵芝和姬松茸发酵液中斑蝥素的提取：在除去

菌丝体的发酵清液中加入 ! 倍体积的 &48 的乙醇，

沉淀多糖等大分子，离心（% ((( 9 : -+6，’( -+6），所

得清液用氯仿萃取 ; 次。合并萃取液，定容，待气

相色谱分析。

!# $# $" 色谱条件" 色谱柱：*<=14 弹性石英毛细管

柱（! (3 4;-- > ;( - > ; !-）；进样口温度：)!(
?；检测器：@AB，检测温度：)!( ?；柱温：’)( ?（4
-+6）"% ? : -+6")!( ?（) -+6）；载气：&&3 &&& 8
高纯氮气，流量 ’3 4 -5 : -+6，尾吹气：&&3 &&& 8 高

纯氮气，流量 )4 -5 : -+6；进样量：’!5；进样方式：

不分流进样。

!# $# %" 定量方法" 定量采用内标法。内标为香兰

素。香兰素不仅出峰时间在被分离物峰之前，达到

完全分离，而且样品在内标出峰时间没有干扰。

!# $# &" 标准曲线" 准确称取斑蝥素标准品 4( -,，

用氯仿溶液溶解，定容至 )4 -5，质量浓度为 ) -, :
-5。将上述溶液稀释配制成 ’、4、)4、’((、’4(、)((
-, : 5 的斑蝥素标准溶液，在每个标准溶液中加入

内标 香 兰 素，使 其 浓 度 为 (3 ) -, : -5。 然 后 在

’3 )3 ) 的色谱条件下进行气相色谱测定，绘制“样品

峰面积（"+）: 内标峰面积（"C）—斑蝥素浓度”的标

准曲线。

$" 结" 果

$# !" 色谱图

在 ’3 )3 ) 的色谱条件下，斑蝥素和内标香兰素

的色谱图如图 ’。

图 !" 斑蝥素和内标香兰素的毛细管气相色谱图

’()* ! " +,-,./(01-(20 23 410-51.(6(0 106 710(88(0 9:
;1<(881.: )1= 45.2/1-2).1<:

$# $" 线性范围

分别将各系列浓度的标准斑蝥素溶液 ’ !5 注

入色谱仪，在 ’3 )3 ) 的色谱条件下平行测定每个标

准样品 ; 次，以测得的样品峰面积（"+ ）: 内标峰面

积（"C ）—斑蝥素浓度绘制标准曲线，计算回归方

程，得相关系数为 (3 &&% &。标准曲线见图 )。

图 $" 斑蝥素线性范围标准曲线

’()* $" >-1061.6 4?.7, 23 410-51.(6(0
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!" #$ 加标回收率和精密度

在本底质量浓度为 ! "# $ % 的斑蝥素标准溶液

中，添加 ! 个质量浓度水平的斑蝥素标准溶液：!
"# $ %（! 个平行）、&’ "# $ %（! 个平行）、!’ "# $ %

（( 个平行）、&’’ "# $ %（( 个平行）、&!’ "# $ %（(
个平行），在 &) *) * 的条件下进行测定，结果见表 &。

表 %$ 回收率和精密度测定结果

&’(" % $ )*+*,-./’+.0/ ,*123+1 04 ,*506*,7 ’/8 ,*3’+.6*
1+’/8’,8 8*6.’+.0/

本底

质量浓度 $
（"# $ %）

添加

质量浓度 $
（"# $ %）

测定

平均值 $
（"# $ %）

平均

回收率 $
+

,-. $
+

! ! /) ’& 0*) &1 2) /*

! &’ &1) 03 0/) ’3 2) 01

! !’ !*) 1* /!) 3& 1) 1/

! &’’ &’1) &0 /0) *2 1) ’1

! &!’ &!*) *1 /0) *& *) 0/

!" 9$ 检测限

本方法的噪音为 ’) ’’! "# $ %。按噪音的 * 倍

计算检测限，本方法的检测限为 ’) ’&"# $ %。

!" :$ 样品测定结果

采用上述色谱条件，对斑蝥 (’ 目细粉、斑蝥全

虫粉和药用真菌发酵液中斑蝥素的含量进行了测

定。结果为 1 次测定的平均值，见表 *。

表 !$ 几种样品中斑蝥素的测定结果

&’(" !$ ;’/+<’,.8./ 50/+*/+ 04 10-* 1’-=3*1

样 品 斑蝥素质量浓度

斑蝥虫
(’ 目细粉

全虫粉

&) (* # $ %
&) 1& # $ %

灵芝 样 & *) &1 "# $ %

发酵液 样 * *) 01 "# $ %

姬松茸 样 & !) &1 "# $ %

发酵液 样 * 3) &! "# $ %

#$ 结$ 语

建立了一种采用程序升温毛细管气相色谱法

测定药用真菌发酵液中斑蝥素的方法。由于药用

真菌发酵液的组成十分复杂，在其中加入斑蝥素进

行生物转化后，斑蝥素的分离较困难。作者利用斑

蝥素极易溶于氯仿的特性，参考《 中华人民共和国

药典》中药斑蝥中斑蝥素的提取方法，用氯仿直接

对药用真菌发酵液中的斑蝥素进行萃取，然后直接

进气相色谱仪测定。发现采用 -456! 毛细管柱，以

及当柱温采取程序升温设置为 &*’ 7（! "89）"
0 7 $ "89"*2’ 7（* "89）时，斑蝥素和内标香兰素

能够分离完全，且其它物质在斑蝥素和香兰素的出

峰时间没有干扰。分离较为满意。该方法可用于

同类研究中的过程分析，也可用于今后工业生产中

的产品纯度检验及生产条件的控制分析。
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