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蜂胶中掺杂物的鉴别—高效液相色谱指纹图谱法
1　 范围

本标准规定了高效液相色谱指纹图谱鉴别蜂胶掺杂物的方法。
本标准适用于产地来源于中国境内的蜂胶原料、以食用酒精为溶剂提取的精制蜂胶及其蜂胶制品中蜂胶掺杂物的鉴别。

本标准鉴别方法为定性鉴别方法。

2　 规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是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
《保健食品检验与评价技术规范》（2003版）  保健食品中总黄酮的测定方法
3　 术语和定义
下列术语和定义适用于本标准
指纹图谱

指蜂胶、杨树胶等经过适当处理后，采用高效液相色谱法分析，得到的能够反映其化学特征的色谱图
相似度

表征两张指纹图谱相似程度的参数

特征色谱峰

色谱图中具有一定特征性的色谱峰

掺杂物

蜂胶中掺入的非蜂胶物质

杨树胶

用杨树芽、杨树叶等人工制成的类蜂胶物质

真蜂胶

正宗的蜂胶

伪蜂胶

用非蜂胶物质制成的类蜂胶物质

掺伪蜂胶

掺杂了非蜂胶物质的蜂胶

4　 原理

样品经过甲醇提取，用0.4%H3PO4酸化，以流动相定容，以高效液相色谱在360nm波长下测定样液的指纹图谱，根据样品与蜂胶、杨树胶及黄酮类化合物对照图谱的相似程度进行比较，使用中药指纹图谱相似度软件计算样品的相似度，定性鉴别蜂胶中的掺杂物。

5　 试剂
标准品

咖啡酸：标准品，纯度≥98%

芦丁：标准品，纯度≥92%

槲皮素：标准品，纯度≥98%

杨梅酮：标准品，纯度≥98%

芹菜素：标准品，纯度≥98%

莰菲醇：标准品，纯度≥98%

松属素：标准品，纯度≥98%

柯因：标准品，纯度≥98%

高良姜素：标准品，纯度≥98%

磷酸：分析纯。 

甲醇：色谱纯。
0.4%（V/V）磷酸：吸取4ml磷酸（5.2）到加有900ml水的容量瓶中，用水定容至1000ml。

参照物溶液：准确称取咖啡酸、芦丁、槲皮素、杨梅酮、芹菜素、莰菲醇、松属素、柯因和高良姜素标准品各10.0mg（按标准物质证书上标示的浓度折算后得到）,置于10ml容量瓶中，用甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，吸取0.5mL，置10mL容量瓶中，用流动相稀释至刻度，摇匀，此标准溶液每1mL含0.05mg咖啡酸、芦丁、槲皮素、杨梅酮、芹菜素、莰菲醇、松属素、柯因和高良姜素。

水：实验用水。
蜂胶对照样品：制备方法见附录B。

杨树胶对照样品：制备方法见附录B。

6　 仪器和设备
电子天平：感量0.0001g。
高效液相色谱仪配紫外检测器。

氮吹仪。
中药色谱指纹图谱相似度评价系统评价系统（2004年版）
7　 分析步骤

7.1　 样品前处理。

按照《保健食品检验与评价技术规范》（2003版）中保健食品中总黄酮的测定方法预检测样品中的总黄酮含量，称取适量样品（精确到0.1mg）（使样品中含有10mg总黄酮），置于50mL容量瓶中，加入9mL甲醇（5.3），充分溶解样品，必要时可以超声波助溶，加入6mL 0.4%磷酸(5.4)，摇匀，用流动相稀释至刻度，摇匀，经0.45μm滤膜滤过，取续滤液作为待测溶液。

7.2　 测定

7.2.1　 色谱条件

—— 色谱柱：Venusil MP C18 250mm×4.6mm×5µm或相当者；

—— 流动相：甲醇+0.4%磷酸（V/V）=60+40；

—— 柱温：35℃；

—— 进样量：5µL；

—— 流速：1mL/min；

—— 检测波长：360nm。

7.2.2　 指纹图谱测定
分别精密吸取5µL参照物溶液与待测溶液，注入高效液相色谱仪，按7.2.1色谱条件检测，记录0至90min的色谱图。

7.3　 方法精密度

在重复性条件下对同一样品连续进行两次测定，选定其中15个特征色谱峰（见附录A），保留时间的RSD不得大于1.5%，峰面积的RSD不得大于3%

8　 定性判定
在相同试验条件下，将样品指纹图谱与同时测定的黄酮类参照物图谱及蜂胶、杨树胶对照指纹图谱进行比较，典型的对照指纹图谱及15个特征色谱峰的设定见附录A，判定方法为：

蜂胶定性鉴别：供试样品指纹图谱应呈现与参照物色谱图中咖啡酸、莰菲醇、松属素、柯因和高良姜素色谱峰保留时间相同的色谱峰，按中药色谱指纹图谱相似度评价系统计算柯因前的13个主要特征色谱峰，样品指纹图谱与蜂胶对照指纹图谱的相似度不低于0.90，与杨树胶对照指纹图谱的相似度不大于0.93,可判定为“真蜂胶”。

杨树胶定性鉴别

8.1.2.1供试样品指纹图谱应呈现与参照物色谱图中莰菲醇、松属素、柯因和高良姜素色谱峰保留时间相同的色谱峰，不呈现咖啡酸色谱峰，按中药色谱指纹图谱相似度评价系统计算柯因前的13个主要特征色谱峰，样品指纹图谱与杨树胶对照指纹图谱的相似度不低于0.90，与蜂胶对照指纹图谱的相似度低于0.90,可判定为“杨树胶”。

8.1.2.2 供试样品指纹图谱应呈现与参照物色谱图中莰菲醇、松属素、柯因和高良姜素色谱峰保留时间相同的色谱峰，按中药色谱指纹图谱相似度评价系统计算柯因前的13个主要特征色谱峰，样品指纹图谱与杨树胶对照指纹图谱及蜂胶对照指纹图谱的相似度均低于0.90，不呈现咖啡色谱酸峰，且11号、13号峰与12号峰的峰面积之比均小于0.20,可判定为“杨树胶”。
蜂胶中掺入杨树胶定性鉴别:供试样品指纹图谱含有与蜂胶对照指纹图谱相应的15个主要特征色谱峰，按中药色谱指纹图谱相似度评价系统计算柯因前的13个主要特征色谱峰，样品指纹图谱与杨树胶对照指纹图谱的相似度不低于0.93,可判定为“掺伪蜂胶”。

蜂胶中掺入黄酮类化合物定性鉴别：供试样品指纹图谱含有与蜂胶对照指纹图谱相应的15个主要特征色谱峰，但某个别特征峰峰高异常，峰面积是蜂胶对照指纹图谱的2倍以上。可判定为“掺伪蜂胶”，与参照物色谱图比较，可以判断添加黄酮类化合物的种类。

非蜂胶物质的定性鉴别：供试样品指纹图谱与蜂胶对照指纹图谱的15个主要特征色谱峰相比，不呈现6个以上蜂胶的主要特征色谱峰。可判定为“伪蜂胶”。

9　 结果表述

用真蜂胶、杨树胶、掺伪蜂胶和伪蜂胶表示 。

附　录　A 
（规范性附录）
典型对照图谱

典型对照图谱
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图A.1、蜂胶对照指纹图谱模板
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图A.2、杨树胶对照指纹图谱模板
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图A.3、九种参照物图谱

1:咖啡酸  2:芦丁  3：杨梅酮  4：槲皮素  7：莰菲醇  8：芹菜素  10：松属素 14：柯因  15：高良姜素
注： 由于色谱柱批次、流动相配制、仪器性能、环境条件等变化，各色谱峰的保留时间可能会有变化。
附　录　B 
（规范性附录）
蜂胶对照样品与杨树胶对照样品的制备方法

B.1　 蜂胶对照样品的制备方法

B.1.1　 制备方法

取经过感官检验合格的蜂胶粗品10g，经过粉碎机粉碎，置于烧杯中，加入95%食用酒精40g，常温下超声提取30min，过滤，滤液置于150mL茄形瓶中，在旋转蒸发器上45℃减压浓缩至粘稠，转移至蒸发皿中，70℃-90℃水浴继续蒸去乙醇，至无乙醇味，趁热倒入不锈钢盘中，70℃，-0.096MPa～0.1MPa真空干燥4h，制得蜂胶对照样品。

B.1.2　 检测

取上述制得的蜂胶对照样品按GB/T 24283《蜂胶》中乙醇提取物含量测定方法检测，乙醇提取物含量不得低于95%。

B.1.3　 验证

取蜂胶对照样品按本标准方法测定HPLC指纹图谱，应与附录A中蜂胶对照指纹图谱一致，与蜂胶对照指纹图谱经相似度计算，柯因前的13个特征色谱峰，其相似度不得低于0.95。
B.2　 杨树胶对照样品的制备方法

B.2.1　 制备方法

取市售杨树胶粗品10g，经过粉碎机粉碎，置于烧杯中，加入95%食用酒精40g，常温下超声提取30min，过滤，滤液置于150mL茄形瓶中，在旋转蒸发器上45℃减压浓缩至粘稠，转移至蒸发皿中，70℃-90℃水浴继续蒸去乙醇，至无乙醇味，趁热倒入不锈钢盘中，70℃，-0.096MPa～0.1MPa真空干燥4h，制得杨树胶对照样品。

B.2.2　 检测

取上述制得的杨树胶对照样品按GB/T 24283《蜂胶》中乙醇提取物含量测定方法检测，乙醇提取物含量不得低于95%。

B.2.3　 验证

取杨树胶对照样品按本标准方法测定HPLC指纹图谱，应与附录A中杨树胶对照指纹图谱一致，与杨树胶对照指纹图谱经相似度计算，柯因前的12个特征色谱峰，其相似度不得低于0.95
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