《蜂胶中掺杂物的鉴别——高效液相色谱指纹图谱法》行业标准
编制说明
(征求意见稿)
1 本标准制定任务来源

依据中华全国供销合作总社办公厅文件《关于下达2011年度第二批供销合作行业标准制修订项目计划的通知》，文件编号：供销厅科字 [2011]45号，本标准列入了2011年度供销合作行业标准制修订计划，项目计划编号2011GH-2-002。该标准由杭州蜂之语蜂业股份有限公司牵头起草，中华全国供销合作总社归口管理。
2 本标准工作过程

2011年5月27日牵头起草单位与浙江省食品药品检验所达成了友好合作协议，共同组建了标准起草和制订的研究小组，明确了制订标准的目的和原则，制定了标准研究的计划和方案。

目的：《蜂胶中掺杂物的鉴别——高效液相色谱指纹图谱法》行业标准的制订目的在于规范、指导国内各科研单位及生产企业的生产与研发，为国家、行业检测部门提供检验依据，为用户正确选择产品提供技术支持。

原则：①本标准是按照GB/T1.1－2009《标准化工作导则  第1部分：标准的结构和编写规则》的要求编写的。②标准水平尽可能与国际接轨。体现出比较先进的技术水平，适应当前经济发展的需要，提高本行业在国际市场上的竞争能力。③标准的指标设定尽可能从实际出发，考虑国内生产企业的普遍现状和实际技术水平，以适应国内外不同层次的需要。④标准的指标水平以行业的中等偏上水平为基准，体现标准的先进性、科学性、合理性和可行性。

于2011年9月28日在参考了第一起草单位历年实验数据、相关科学文献、其他相关标准及现行法律法规的基础上起草了本标准及编制说明的初稿。

至2011年11月30日，本标准起草小组又进行了二次修改，形成第三稿，即现在的征求意见稿。
3 标准制定的背景
蜂胶是由工蜂采自植物树脂等分泌物与其上腭腺、蜡腺等分泌物混合形成的胶粘性物质。科学研究证明蜂胶有较为显著的医疗保健作用[1]，被我国认定为可以用于保健食品加工的原料。90年代中期以前，蜂胶主要用于出口，90年代后期，逐渐开始用于国内保健食品的生产。据有关方面估计，蜂胶每年的产量仅为350吨左右，提纯后的精制蜂胶约150吨，而我国批准的以蜂胶为原料的保健食品约二三百个，蜂胶原料远远满足不了生产的需要，于是，蜂胶的掺假行为应运而生。去年下半年央视曝光了假蜂胶的生产、贩卖以及最终流入市场的过程，由此，一场打击假冒伪劣蜂胶制品的战斗打响了。

制假者说蜂胶掺假已经流行十年了，此话不假。1998年，蜂之语公司在一次收购蜂胶的过程中，发现了一些团状、粘乎乎的东西，除了过于粘以外，从颜色、气味上看与蜂胶没有差异。蜂之语技术人员经过讨论认为，这绝对不是蜂胶，从此，开始了蜂胶真伪鉴别的研究之路。至1999年，蜂之语了解到这种特别粘的东西就是杨树胶。廿一世纪来临，人们可以将杨树胶制成不粘手的状态，状态极象蜂胶，只能通过气味来鉴别，有的人则将杨树胶小量掺入蜂胶中，掺假水平不断提高，可以做到以假乱真的地步[2]。
2004年蜂之语公司采用HPLC测定蜂胶指纹图谱鉴别蜂胶真伪的方法研发成功，并用于产品质量控制，当年申请了国家发明专利。

此后，有的人开始将杨树胶采用蜂胶的提纯方法，制成纯的树胶，打碎后加入蜂胶原料中，或将提纯后的杨树胶供应给其它不懂行的生产商。这种提纯后的杨树胶与提纯后的蜂胶在感官上没有多大的区别，很难鉴别，而其各项质量指标完全能够符合现行的蜂胶国家标准。精制蜂胶的价格是每公斤约800元，而杨树胶则是100元，利益的驱使，很多人加入了制假大军，破坏杨树的树皮、叶，使得大批的杨树枯死[3]，影响了生态平衡，在当地政府的干预下，制假者转为采摘其芽孢来制备杨树胶。总之，由于没有权威而有效的鉴别技术的出台，监管政府部门难以实施切实有效的监管，在暴利驱使下，蜂胶的制假掺假现象一直难以得到有效节制。猖獗的制假掺假行为扰乱了蜂胶的市场价格，蜂胶产品数量不断上升，而终端产品的价格却在不断下降，有的产品甚至开出了100粒60元的价格！另一方面产品的质量却无法得到有效保证，消费者的利益和安全受到威胁，也严重影响了蜂农生产蜂胶的积极性以及蜂胶保健食品市场的健康发展。

2010年国家食品药品监督管理局发出《关于加强含蜂胶原料保健食品监管工作的紧急通知》（食药监办许[2010]131号文件），从监管的角度，政府加大了蜂胶收购、生产和经营的管理。但是，在科学认定假蜂胶的手段和依据上，仍然缺乏强有力的技术支持。
在此种背景下，本标准的制定意义重大。
4 标准涉及的技术原理与依据
国内外许多研究者对蜂胶的植物来源、化学成分及真假鉴别技术进行了不懈的探索[4-7]，现行业中检测蜂胶真伪主要采用液相色谱法[8,9,10]、液相色谱串联质谱法[11]、气相色谱质谱法[12]、紫外光谱法等方法[13]，但至今仍未有成熟有效的鉴别蜂胶掺杂物的方法。
中药指纹图谱测定技术是近年来发展较为迅速的药物品质鉴定技术之一，2010年版的《中华人民共和国药典》中，收录了丹参提取物、连翘提取物、莪术油等10个药物的指纹图谱鉴定标准方法。

本标准牵头起草单位认为：蜂胶是蜜蜂采集树芽中的树脂，并混入自身的分泌液形成的用以防菌防腐的物质，据文献研究表明：蜜蜂的分泌液中还有较多的酶与酸类物质，这些物质可以分解各种化合物，生成新的低分子化合物，因此，必然与用树皮熬制的树胶在成份上存在差异，可以从蜂胶的功效成分黄酮类化合物着手，对蜂胶进行指纹图谱的检测，通过指纹图谱的相似度对蜂胶真伪进行判定。

1999年至2004年间，牵头起草单位对收购的蜂胶用液相色谱法进行的指纹图谱测定表明，我国各地的蜂胶指纹图谱相似度极高，提出了用蜂胶指纹图谱来鉴别蜂胶真伪的方法，2008年《一种利用高效液相指纹图谱鉴别蜂胶真伪的方法》获得国家发明专利，专利号：ZL200510060230.8。2009年牵头起草单位采集了我国不同地区56个蜂胶原料，建立了较全的蜂胶指纹图谱库[14]，从指纹图谱上看，各区域蜂胶主要特征指纹色谱峰90%以上是相似的，这表明我国各地区蜂胶的主要胶源植物是相同的。
2010年周梦遥等报道：亚洲大陆地跨寒、温、热三个气候带，气候类型复杂，适合杨树属植物生长。中国、韩国、伊朗等地的蜂胶主要以杨树型为主。Ahn 等人采用色谱指纹图谱技术，系统研究了中国和韩国不同产地蜂胶的抗氧化酚类化合物，发现中国和韩国蜂胶的成分与欧洲蜂胶的化学成分极为相似，均属于杨树属蜂胶[15]。这一观点与我们得出的结论是一致的。
2010年沙那等对蜂胶的HPLC指纹图谱进行了研究，对18批不同产地蜂胶进行分析。采用相似度评价软件,通过相似度计算，结果各种产地蜂胶相似度在0.831-0.984，相似度大于0.90的有15批，占83%[16]。这一结论也与我们的是一致的。
以上表明本标准的技术原理是科学、可行的。
5 本标准方法的优选
采用中药指纹图谱技术来鉴别蜂胶真伪是本标准制定的出发点，中药指纹图谱的测定方法有多种，综合考虑操作简便性、仪器成本等方面因素，我们选用了高效液相色谱（HPLC）方法。而自然界的绝大多数化合物都有紫外或可见光谱吸收，蜂胶中的功效成分黄酮类化合物在紫外光区吸收明显。所以本标准的方法确定为：高效液相色谱紫外检测法。

5.1 指纹图谱检测方法的建立

5.1.1 样品处理方法优选：
蜂胶中的黄酮类化合物溶于甲醇，但是在水中微溶或者不溶，我们选择了10%、20%、40%、60%、80%等不同浓度的甲醇溶液提取蜂胶的黄酮类化合物，采用《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》测定总黄酮含量，结果发现：60%的甲醇即能较完全地提取蜂胶中的黄酮类化合物，同时发现，随着甲醇浓度的增加，蜂胶中的更多低极性的物质也会被提取。

据现有的采用液相色谱-串联质谱检测法和液相色谱-紫外检测法测定蜂胶中黄酮类化合物含量的测定方法中，样品前处理多用纯甲醇，而流动相中的甲醇含量多为60%，由于前处理时，纯甲醇提取的蜂胶中的其他低极性的组分在60%的甲醇溶液里易析出，从而堵塞和污染色谱柱，并影响各物质间的有效分离。本标准方法中，先用甲醇溶解样品，使蜂胶成为极稀溶液，充分溶出有效成分，再用0.4% H3PO4混匀，沉淀杂质，甲醇与磷酸的比例与流动相一致，最后用流动相定容，确保前处理样液中的溶剂与流动相一致，这样，样液经过含有流动相的色谱柱时不会有物质析出，不会堵塞污染色谱柱，延长了柱子寿命。

样品取样量的确定，由于样品中蜂胶含量不一样，称取相同量的样品，最后的色谱峰面积会存在明显的差异，影响特征峰之间的比较和定性。故先对总黄酮进行定量测定后，确定有效成分的含量，再据此确定取样量，可以保证在同一浓度水平比较指纹图谱，使得定性更加准确。

优化后的样品前处理方法为：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，总黄酮含量为20%的样品称取50mg或相当量（所称样品中总黄酮含量为10mg）,放入50ml容量瓶中，加入9ml甲醇，充分溶解样品，必要时可以超声波助溶，再加入6ml 0.4%磷酸,混匀溶解后，用流动相定容,摇匀，经 0.45µm滤膜滤过，取续滤液即得。
5.1.2 液相色谱条件优化：

5.1.2.1 色谱柱的优选。
我们在蜂胶HPLC 指纹图谱真伪鉴别研究中，分别采用依利特Hypersil C18 、艾杰尔Venusil MP C18、安捷伦Zorbax C18、迪马C18、思谱C18等色谱柱作为分离柱，结果发现Hypersil C18等色谱柱对蜂胶特征峰的分离效果不够理想。而采用Venusil MP C18作为分离柱，分离效果良好。鉴于不同色谱柱对各种成分分离行为差异较大，故本标准规定了色谱柱使用的规格和型号为：Venusil MP C18 4.6mm×250mm,5µm。各种色谱柱分离色谱图见图1。
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图1.不同品牌色谱柱的分离色谱图

1.思谱 2. 依利特 3.安捷伦 4. 迪马 5. 艾杰尔
5.1.2.2流动相优选。
采用了不同比例的甲醇-0.4%H3PO4作为流动相，考虑60%甲醇提取样品时杂质较少，能够有效提取黄酮类化合物，故确定了甲醇：0.4%H3PO4 = 60:40的流动相比例。经过试验表明，可达到较好的分离效果，定位用的八种黄酮类化合物的分离度均大于1.5。

5.1.2.3检测波长优选。
由于具有2-苯基色原酮的基本结构，黄酮类化合物具有特定的紫外吸收峰，常有两个较强的吸收带，I带在300—400nm范围内，它是由于B环桂皮酰基引起的，Ⅱ带为240—285nm范围内，它是由于A环上的苯甲酰基引起的。根据目前现有检测黄酮类化合物的相关标准及文献，我们选择性地采用了254nm、276 nm、 280 nm、 360 nm、 415 nm等不同波长对样液进行测定，发现360nm波长下的色谱峰信息丰富、适中，蜂胶与杨树胶指纹特征差异明显，且各特征峰之间分离良好，符合中药指纹图谱对峰信息的基本要求，故选择360nm作为本标准的检测波长。

优化后的液相色谱条件如下：

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

流动相：甲醇：0.4%H3PO4 = 60:40
流速：1.0ml/min

检测波长：360nm

进样量：5ul
5.1.3 鉴别技术参数确定：
5.1.3.1 各种蜂胶指纹图谱的特征色谱图精密度、重现性的确定以及15个指纹特征峰的确定。
在5.1.2色谱条件下，记录120min内的指纹图谱，为满足指纹图谱相似度测定的要求，在重复性条件下对同一试液连续进行五次测定，要求各主要特征峰的保留时间的RSD<1.5%,各主要特征峰的峰面积的RSD<3%。表1和表2分别为在岛津高效液相色谱系统LC-10A上，6个样品的15个特征峰保留时间和峰面积的RSD值。
表1. 6个样品的15个特征峰保留时间的RSD值

	峰号
	样品1
	样品2
	样品3
	样品4
	样品5
	样品6

	1
	0.49
	0.42
	0.44
	0.46
	0.43
	0.44

	2
	0.48
	0.49
	0.50
	0.37
	0.38
	0.47

	3
	0.57
	0.54
	0.50
	0.57
	0.61
	0.53

	4
	0.61
	0.68
	0.57
	0.61
	0.59
	0.56

	5
	0.58
	0.70
	0.57
	0.58
	0.53
	0.60

	6
	0.47
	0.48
	0.47
	0.46
	0.49
	0.49

	7
	0.35
	0.71
	0.73
	0.67
	0.68
	0.63

	8
	0.42
	0.62
	0.39
	0.45
	0.67
	0.54

	9
	0.37
	0.39
	0.45
	0.44
	0.42
	0.38

	10
	0.51
	0.47
	0.56
	0.52
	0.46
	0.45

	11
	0.30
	0.43
	0.38
	0.38
	0.52
	0.43

	12
	0.39
	0.50
	0.34
	0.46
	0.53
	0.37

	13
	0.45
	0.39
	0.57
	0.46
	0.41
	0.56

	14
	0.55
	0.49
	0.66
	0.68
	0.58
	0.76

	15
	0.67
	0.62
	0.58
	0.71
	0.70
	0.65


表2. 6个样品的15个特征峰面积的RSD值

	峰号
	样品1
	样品2
	样品3
	样品4
	样品5
	样品6

	1
	0.98
	0.86
	0.78
	0.90
	0.87
	0.83

	2
	0.56
	0.68
	0.65
	0.72
	0.53
	0.43

	3
	0.28
	0.48
	0.34
	0.24
	0.43
	0.37

	4
	1.02
	1.23
	0.98
	0.86
	1.10
	1.03

	5
	1.37
	1.29
	1.51
	1.09
	1.20
	1.03

	6
	1.61
	1.68
	1.72
	1.56
	1.90
	1.67

	7
	2.09
	2.10
	2.34
	1.98
	1.80
	2.08

	8
	2.16
	2.25
	2.07
	1.99
	2.04
	2.12

	9
	1.67
	1.58
	1.90
	1.30
	1.29
	2.05

	10
	2.02
	1.89
	1.67
	2.14
	1.45
	1.39

	11
	2.07
	2.35
	2.14
	2.10
	2.47
	2.06

	12
	1.67
	1.09
	1.45
	1.57
	1.78
	1.36

	13
	2.15
	2.24
	2.18
	2.30
	2.29
	2.28

	14
	1.09
	0.78
	0.97
	1.20
	1.13
	1.35

	15
	1.76
	1.09
	0.89
	0.93
	1.21
	0.95


根据多次测定结果，选择了15个蜂胶指纹图谱中的共有峰，作为计算相似度的主要特征色谱峰。见图2。
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图2 蜂胶对照指纹图谱
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
根据多次测定结果，确认杨树胶中除了不含有1号峰（咖啡酸色谱峰）外，含有蜂胶的其余14个特征峰，可作为用于计算相似度的主要特征色谱峰。见图3。
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图3 杨树胶对照指纹图谱
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
5.1.3.2 对照色谱图的确定以及对柯因色谱峰前13个指纹峰进行相似度计算的依据。
    如4所述，我国蜂胶属于杨树型蜂胶，有着共同的典型的指纹图谱特征。蜂之语公司从2002年以来的近10年间，一直对其所购原料以及对市场上多批蜂胶制品进行跟踪检测，也可以得到证实。

分别选取有代表性的10批蜂胶和杨树胶样品，用本标准方法测定指纹图谱，进行模板的建立，按国家药典会提供的中药色谱指纹图谱相似度评价系统评价，合成指纹图谱的模板。10批蜂胶和杨树胶的指纹图谱见图4-1、图4-2；合成的杨树胶和蜂胶对照指纹图谱见图4-2、图5-2。
   [image: image4.png]s10

se

s
st

s
s
s4

.30

s
s2

7828

65.22

s2.17

.13

26.08

1304

.18

29.28

18,40

0.0

a5z
.31




图4-1.10批杨树胶的指纹图谱
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图4-2.杨树胶对照指纹图谱模板
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图5-1.10批蜂胶的指纹图谱
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图5-2.蜂胶对照指纹图谱模板
从图谱中，我们发现：虽然蜂胶、杨树胶在1号至13号峰这段区域差异较大， 1号、9号、10号、11号、13号峰尤其明显，但是，对15个主要特征指纹色谱峰进行积分，按中药指纹图谱相似度评价系统测定相似度，无论以蜂胶还是杨树胶作对照，相似度结果均大于0.90，不能用相似度指标来区别杨树胶与蜂胶。
分析原因认为：可能是14号、15号峰的峰面积大，占总面积的权重也大。通过标准品对照，确定了14号、15号峰分别为柯因和高良姜素，而这两种物质在蜂胶、杨树胶中含量相似。因此，计算中我们去掉了这两个峰，对柯因前的13个主要特征峰进行两种相似度计算，以蜂胶对照图谱为对照时，蜂胶样品的相似度均大于0.90，杨树胶样品的相似度均小于0.90，以杨树胶对照图谱为对照时，蜂胶样品的相似度均小于0.90，杨树胶样品的相似度均大于0.90，该法可以有效区分杨树胶和蜂胶。
蜂胶、杨树胶的对照指纹图谱分别见图2和图3。
表3是蜂胶与杨树胶各10个批号的相似度计算数据。
表3. 蜂胶与杨树胶各10个批号的相似度计算数据。

	样品名称及批号
	以蜂胶对照图谱为对照
	以杨树胶对照图谱为对照

	蜂胶1
	0.980
	0.830

	蜂胶2
	0.977
	0.880

	蜂胶3
	0.963
	0.809

	蜂胶4
	0.982
	0.784

	蜂胶5
	0.981
	0.765

	蜂胶6
	0.976
	0.735

	蜂胶7
	0.973
	0.715

	蜂胶8
	0.983
	0.886

	蜂胶9
	0.940
	0.828

	 蜂胶10
	0.990
	0.707

	杨树胶1
	0.861
	0.989


	杨树胶2
	0.801
	0.987

	杨树胶3
	0.752
	0.980

	杨树胶4
	0.733
	0.992

	杨树胶5
	0.857
	0.978

	杨树胶6
	0.735
	0.989

	杨树胶7
	0.680
	0.988

	杨树胶8
	0.723
	0.963

	杨树胶9
	0.695
	0.993

	 杨树胶10
	0.741
	0.994


5.1.3.3 相似度计算方法确定依据
本标准目的是鉴别蜂胶中的掺杂物，杨树胶为主要的掺杂物，尽管蜂胶与杨树胶两者存在一些直观的区别，但是，标准要推广，应该有数据来说明差异的大小。如何区别蜂胶与杨树胶是本标准的重要内容之一。

中药指纹图谱技术在药物品质鉴别中的应用已经比较广泛，药典中的一些药物质量指标中含有相似度的要求。而用指纹图谱技术鉴别蜂胶品质尚未在药典中得到应用。用相似度来考察产品的品质，其优点是有量化指标，比较容易判定。故，标准起草小组决定采用此法来判定蜂胶品质优劣。

本标准起草小组通过对蜂胶原料及制品的相似度计算，可以很好地区别蜂胶与杨树胶。
但是，由于不同厂家蜂胶、杨树胶的生产工艺会存在差异，会有少部分杨树胶存在例外情况，本标准起草小组在验证时遇到1例例外情况。即两种相似度均小于0.90。本标准对这种情况也给出了判定方法。

含有蜂胶15个特征色谱峰中的10个以上，按本标准不能判定为非蜂胶物质，但是两种相似度又都达不到0.90的，对于这种情况，有三种可能：1、蜂胶提取生产加工工艺不同导致。2、蜂胶物料的配方引入了干扰峰。3、非杨树型蜂胶。
对于第一种情况，在我国，蜂胶以食用酒精提取精制，只有极少部分使用其他方法提取精制，产量稍大的有超临界萃取工艺生产的蜂胶，我们按标准检测了超临界萃取工艺生产蜂胶的指纹图谱，含有蜂胶15个特征色谱峰中的12个，计算了两种相似度：对蜂胶对照为0.762，对杨树胶为0.446，均小于0.90。图6是超临界萃取工艺生产与食用酒精提取工艺生产的蜂胶指纹图谱的比较图。如果具有超临界提取蜂胶的指纹图谱特征，不适用于本标准。
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图6.  超临界萃取工艺生产与食用酒精提取工艺生产的蜂胶指纹图谱的比较图
1：食用酒精提取蜂胶指纹图谱   2：超临界提取蜂胶指纹图谱

对于第二种情况，蜂胶原料、精制蜂胶是不存在这种情况的，而蜂胶制品是有这个可能的，只是至今，本标准起草小组尚未见到这种情况。目前蜂胶制品采用的辅料基本上是植物油、蜂蜡、乳化剂、聚乙二醇等，这些辅料不含黄酮类化合物，不会产生干扰峰。但是如果产品中加入了含有黄酮类化合物的保健食品原料，则会产生干扰，不适用于本标准。
对于第三种情况，则不适用于本标准。在我国，蜂胶的胶源植物分布、收集、采购方式，决定了企业收购到的是各地区、各季节的混合蜂胶，即使混有非杨树型蜂胶也只占极其少数部分，主体仍属于杨树型，不会影响用指纹图谱判定。
需要特别说明的有两点，一是，我国幅员辽阔，非杨树型蜂胶客观存在，专门采集这些特种胶源植物的蜂胶作为商品，现在虽尚未发现，但也非没有可能；二是，巴西蜂胶不是杨树型蜂胶，本标准未对巴西蜂胶进行研究，不适用于本标准，但是可以参照本标准的方法。
5.1.3.4 相似值确定依据，参考对照色谱峰确定。
本标准起草小组计算了各种原料、原料精制品及蜂胶制成品的两种相似度，参考了中华人民共和国药典2010年版标准对相似度指标的要求，确定了本标准的相似度指标。 
5.1.3.4.1蜂胶定性鉴别
供试样品的主要特征色谱峰与蜂胶对照指纹图谱相比均含有，峰强度相似，按中药指纹图谱相似度评价系统，样品指纹图谱与蜂胶对照指纹图谱经相似度计算，柯因前的13个主要特征色谱峰，其相似度不低于0.90；按中药指纹图谱相似度评价系统，样品指纹图谱与杨树树蜂胶对照指纹图谱经相似度计算，柯因前的13个主要特征色谱峰，其相似度不大于0.93,可判定为“真蜂胶”。

理由：只要是真蜂胶，其15个主要特征色谱峰与蜂胶对照指纹图谱相比应该均含有，且峰强度相似。与蜂胶对照图谱比对，相似度高，参照药典及实际测定情况，定为不低于0.90。同理，与杨树胶对照图谱比对，相似度应该低，参照药典及实际测定情况，定为不大于0.93。
相似度值是对各特征峰峰面积综合分析的结果，无法与测定具体物质含量的精密度相比，本标准测定了蜂胶中掺入不同比例杨树胶的相似度结果，依据此结果，需要向蜂胶中加入40%以上的杨树胶，与杨树胶对照的相似度才刚好不低于0.90，为了减少误判，放宽至0.93。
5.1.3.4.2杨树胶定性鉴别：
供试样品的主要特征色谱峰与杨树胶对照指纹图谱相比均含有，峰强度相似，按中药指纹图谱相似度评价系统，样品指纹图谱与杨树胶对照品指纹图谱经相似度计算，柯因前的13个主要特征色谱峰，其相似度不得低于0.90；按中药指纹图谱相似度评价系统，样品指纹图谱与蜂胶对照品指纹图谱经相似度计算，柯因前的13个主要特征色谱峰，其相似度小于0.90,可判定为“杨树胶”。
理由：对随机市场购买的以杨树胶为原料的蜂胶制品共22个，测定指纹图谱，发现它们与杨树胶对照指纹图谱一样，均不存在1号峰（咖啡酸色谱峰），与蜂胶对照指纹图谱相比，9号、10号、11号、13号峰较小，计算了11号、13号峰与12号峰的峰面积之比值，比值小于0.20的占95.5%。这些均是杨树胶区别于蜂胶的主要特征。故，供试样品的主要特征色谱峰与杨树胶对照指纹图谱相比必须均含有，且峰强度要相似，方不至于误判。依据表4,达到本节相似度要求的，即使含有蜂胶，也是含有70%的杨树胶了，判定为“伪蜂胶”，不算误判。
供试样品的主要特征色谱峰与杨树胶对照指纹图谱相比均含有，峰强度相似，按中药指纹图谱相似度评价系统，样品指纹图谱与杨树胶对照指纹图谱经相似度计算，柯因前的13个主要特征色谱峰，其相似度低于0.90，不存在1号峰（咖啡酸色谱峰），11号、13号峰与12号峰的峰面积之比小于0.20,也可判定为“伪蜂胶”。
本标准起草小组在研究过程中，发现了1例以杨树胶为原料的蜂胶制品，其一，两种相似度均小于0.90，但是直观其图谱，其特征峰数、峰强度、不存在1号峰及11号、13号峰与12号峰的峰面积之比小于0.20等特征，均与杨树胶对照指纹图谱一致，只是由于生产工艺不同，2号——8号峰与一般的杨树胶存在一些差异，导致了此种情形的发生，为了更加严格地判定杨树胶，特规定了此条款。
5.1.3.4.3蜂胶中掺入杨树胶定性鉴别
供试样品的15个主要特征色谱峰与蜂胶对照指纹图谱相比，均含有；按中药指纹图谱相似度评价系统，样品指纹图谱与杨树胶对照指纹图谱经相似度计算，柯因前的13个主要特征色谱峰，其相似度不低于0.93,可判定为“掺伪蜂胶”。

要精密判定蜂胶中掺入杨树胶的量，是困难的。主要原因是，依据目前的文献资料，尚无法获取或者论证杨树胶中含有而蜂胶中不含有的含量相对稳定的物质。

本标准依据目前市购的杨树胶，按一定比例加入到蜂胶中，得到一组相似度值，当加入量达到40%以上，才能被判定为掺入了杨树胶。本判定方法辅以对15个主要特征峰的指认，准确度高，而在判定限方面存在不足，需要进一步研究改进，但是对目前蜂胶市场掺假的实情，本标准还是有很强的实用性。
列出掺入5%-90%杨树胶的相似度值。见表4。
表4. 掺入5%-90%杨树胶的相似度值
	样品名称及批号
	以蜂胶对照图谱为对照
	以杨树胶对照图谱为对照

	掺入5%杨树胶
	0.986
	0.794

	掺入10%杨树胶
	0.986
	0.811

	掺入20%杨树胶
	0.987
	0.841

	掺入30%杨树胶
	0.981
	0.872

	掺入40%杨树胶
	0.971
	0.900

	掺入50%杨树胶
	0.954
	0.930

	掺入60%杨树胶
	0.929
	0.943

	掺入70%杨树胶
	0.899
	0.964

	掺入80%杨树胶
	0.857
	0.982

	掺入90%杨树胶
	0.802
	0.989


5.1.3.5 九种参照物的确定。

    为便于指纹图谱各特征峰定位和定性，依据GB/T 19427-2003，在本标准提供的色谱条件下，测定了九种参照物物的色谱图。见图7。
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图7、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
5.1.3.6 掺入黄酮类化合物鉴别参数。

供试样品的15个主要特征色谱峰与蜂胶对照指纹图谱相比均含有，但是某个别特征峰峰高异常，峰面积超过蜂胶对照指纹图谱的2倍以上。可判定为“掺伪蜂胶”，与黄酮类化合物标准物质色谱图比较，可以判断添加黄酮类化合物的种类。
已经有足够的信息表明，市场上的蜂胶制品存在掺入黄酮类化合物的现象，此类掺假是为了提高蜂胶中的功效成分——黄酮类化合物的含量。本标准方法可以用于鉴别，体现了本标准可以鉴别蜂胶制品中掺杂物的特点。
本标准起草小组检测到有掺入芦丁、槲皮素的一款产品，计算相似度仅为0.298。

由于计算相似度只是表明了产品品质好坏，不能明确产品中的掺杂物，故采用与黄酮类化合物标准物质色谱图比较，判断添加黄酮类化合物的种类。

据多年多次测定情况，蜂胶中各种黄酮类化合物的含量都在一个不很宽的范围内波动，而掺假者也不会掺入很少的黄酮类化合物，据测定，蜂胶中的各个特征峰，平均峰面积与各个样品的峰面积相比，不会超过1倍，故，本标准确定了“某个特征峰峰高异常，峰面积超过蜂胶对照指纹图谱的2倍以上”才确定为掺入黄酮类化合物，测定了部分掺入黄酮类化合物的蜂胶制品，一般掺假量在0.5%——2%。
本编制说明提供一张掺入黄酮类化合物的市购蜂胶制品HPLC指纹图谱，见图8。
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图8、典型的掺入黄酮类化合物蜂胶制品HPLC指纹图谱
1.芦丁  2.槲皮素
5.1.3.7 非蜂胶物质鉴别参数。
已经有足够的信息表明，市场上的蜂胶制品存在非蜂胶、非杨树胶的全假产品。其在指纹图谱上，表现为一条直线（液相色谱的基线）。

本标准小组认为，是蜂胶、杨树胶，就应该具有主要特征指纹峰，如果是生产工艺的区别，也应该具有绝大部分的色谱峰，根据全国各地56个蜂胶原料色谱图，90%以上全部含有15个特征指纹峰，其余的，至少含有10个以上特征指纹峰，如果少于15个特征指纹峰中的10个，就可以判定为非蜂胶物质。即使是超临界提取的峰胶也含有这15个特征指纹峰中的10个以上，见图6。
5.1.3.8 结果表述方法。
可用真蜂胶、杨树胶、掺伪蜂胶和伪蜂胶表示。

5.2 指纹图谱真伪鉴别方法的实践

5.2.1适用对象。本标准适用于产地来源于中国的蜂胶原料、以乙醇为提取溶剂提取的精制蜂胶及其蜂胶制品，不适用于采用超临界提取的蜂胶、添加含黄酮类化合物辅料的蜂胶制品以及巴西蜂胶的真伪鉴别。
5.2.2在实际检测过程中，严格控制检测条件，确保各特征峰的保留时间与对照图谱一致。本标准起草小组于2006-2011年对市售蜂胶产品、出口蜂胶产品、蜂胶原料、精制蜂胶进行指纹图谱真伪鉴别检测。2009年受杭州市食品药品监督管理局的委托，我们对杭州市在售的蜂胶产品进行了指纹图谱真伪鉴别检测。从检测结果看，以杨树胶冒充蜂胶为原料的制品占了绝大多数，真正的蜂胶制品屈指可数，也有不少是人为非法添加黄酮类化合物的单品，最为常见的是向产品中添加芦丁、槲皮素，也有不含黄酮类化合物（即不含蜂胶和杨树胶）的产品。图9、图10是其中12个蜂胶制品的相似度比较图谱。
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图9.以蜂胶对照图谱为对照的12个蜂胶制品相似度比较图谱
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图9.以杨树胶对照图谱为对照的12个蜂胶制品相似度比较图谱

12个蜂胶制品检测结果见表5。
表5.  12个蜂胶制品的相似度检测结果

	批号
	以蜂胶对照图谱为对照
	以杨树胶对照图谱为对照
	异常色谱峰
	结论
	依据标准中的条款

	1号
	0.957
	0.786
	无
	真
	8.1.1

	2号
	0.366
	0.422
	芦丁峰异常
	伪
	8.1.4

	3号
	0.680
	0.959
	无
	伪
	8.1.2.1

	4号
	0.907
	0.775
	无
	真
	8.1.4

	5号
	0.973
	0.849
	无
	真
	8.1.4

	6号
	0.988
	0.843
	无
	真
	8.1.4

	7号
	0.229
	0.280
	无
	伪
	8.1.2.1

	8号
	0.830
	0.987
	无
	伪
	8.1.2.1

	9号
	0.710
	0.968
	无
	伪
	8.1.2.1

	10号
	0.769
	0.983
	无
	伪
	8.1.2.1

	11号
	0.748
	0.972
	无
	伪
	8.1.2.1

	12号
	0.298
	0.416
	芦丁、槲皮素峰异常
	伪
	8.1.4


5.2.3本标准研究成果
本标准于2008年获得一项《一种利用液相指纹图谱鉴别蜂胶真假的方法》的国家专利，专利号：ZL200510060230.8，

本标准相关研究成果，已经在国家级期刊上发表两篇论文，分别是《蜜蜂杂志》的《蜂胶HPLC指纹图谱真伪鉴别初探》和《中国蜂业》的《不同产地蜂胶HPLC指纹图谱测定及真伪判定》。
5.3 验证实验

5.3.1出于种种原因，明确了以杨树胶为原料的制品比较难找。本标准起草小组对央视曝光的某企业生产的以杨树胶为原料制成的蜂胶制品按本标准方法进行了检测，以蜂胶对照的相似度0.680，以杨树胶为对照的相似度为0.959，按本标准杨树胶定性鉴别判定为“伪”，掺伪物质是杨树胶，验证了本标准判定的准确性。

5.3.2通过了杭州蜂之语蜂业股份有限公司、浙江大学动物科学院、浙江省食品药品检验所、杭州天厨蜜源保健品有限公司，四家单位的复核验证。
6 标准的主要内容

6.1 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。
6.2 仪器和设备
6.3 测定步骤
6.3.1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。蜂胶、杨树胶对照样品同上法处理，作为蜂胶对照样品溶液和杨树胶对照样品溶液。
6.3.2测定

6.3.2.1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。

6.3.2.2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6.3.2.1色谱条件检测，记录0至90min的色谱图。

6.3.3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<1.5%，峰面积的RSD<3%
6.4判定方法

6.4.1在相同试验条件下，将样品指纹图谱与同时测定的参照物图谱及蜂胶、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：

6.4.1.1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”。
6.4.1.2杨树胶定性鉴别

6.4.1.2.1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”。
6.4.1.2.2 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，不呈现咖啡酸色谱峰，且11号、13号峰与12号峰的峰面积之比小于0.20,可判定为“杨树胶”。
6.4.1.3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”。
6.4.1.4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。
6.4.1.5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”。
6.5结果表述

用真蜂胶、杨树胶、掺伪蜂胶和伪蜂胶表示。
6.6标准的附录
附录A对照指纹图谱
附录B蜂胶对照样品与杨树胶对照样品的制备方法

6.7本标准为推荐性
本次标准的制订是按总社下达的任务书而进行的，本标准为推荐性。
为广泛征求大家的意见，进一步修改标准的内容，特发出标准的征求意见稿，请行业的各位专家给予大力支持，提出宝贵意见。
牵头起草单位：  杭州蜂之语蜂业股份有限公司

2011年9月28日
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