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1. 任务来源和编制单位
制定《灵芝及其相关产品中麦角甾醇类物质的测定方法》地方标准是受2012年广东省农业标准化专项资金资助的项目（粤财农[2012]528号），资助额度人民币五万元。
本标准制订主持单位为广东粤微食用菌技术有限公司，协作单位为广东省微生物研究所、广东省食用菌行业协会。
本标准的技术归口单位为广东省质量技术监督局。
2. 制标起草人员构成
本标准起草人员计划共九名，因工作需要，现调整为十人，其中更换一人、新增一人。重新整合后人员资历和主要分工如下：
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3. 制标项目背景
灵芝产品对消费者影响甚大。据中国食用菌协会统计，2009年全国灵芝产量11.4万吨，而广东省产量为3.1万吨，仅次于山东省3.7万吨，居全国第二位。广东省灵芝产业发展迅速，种植规模逐年扩大，成为增加农民收入，发展农村经济的重要支柱产业之一，如梅州地区的灵芝栽培业。不少灵芝从业者为了开辟初级产品销路、增加产品附加值而发展起灵芝及其孢子粉的精深加工，各式破壁孢子粉、孢子油被开发并投放市场，其经济效益明显，又刺激更多资源投入到灵芝种植与加工业。随着生活水平提高，越来越多消费者喜爱购买灵芝及其相关产品，或保健养生、或调整亚健康状态，而由其肿瘤病患者，乐于购买这些产品作辅助治疗。若不经各类检验，灵芝子实体、孢子粉及其加工品无法从外表判断其质优劣，若不法业者在孢子粉搀入异物或者过期乃至变质孢子粉、操作违反卫生规定、或在孢子油中混维生素E以次充好，轻则给消费者造成经济损失，重则加重了原有的病情而危及人生安全。
产量虽大而监管依据未健全。就现行国标和行标层面而言，林业标准“木灵芝干品质量”（LY/T 1826-2009）中虽有对木灵芝的外观、卫生等方面作出规定，而对其功效成分却未有规定，加之其适用对象是“木段栽培的灵芝”，而目前不少灵芝是利用木屑代料栽培，这易被不法商利用为灰色地带。灵芝孢子粉和孢子油产品问世已十年有余，而其质量标准也是几乎真空：农业标准“破壁灵芝孢子粉破壁率的测定”（NYT 1677-2008）以未破壁孢子为依据决定破壁率，未有对已破壁物体是否来源于灵芝孢子的判断依据，同样易为监管带来难度。“灵芝孢子粉采收及加工技术规范”（20071088-T-469）和“灵芝”（20071310-T-469）尚在起草阶段。即目前尚未有完整的、权威的产品标准作为灵芝、灵芝孢子粉及其加工产品的监管依据。
行业内公认的传统功校验证指标尚显粗放。灵芝及其产品中粗多糖与总三萜，是目前获得业内公认的的功效评价指标。但由于多糖类或三萜类物质结构复杂多样，其实质是两大类复合物，研究证明，只有具备一定分子量或在主链上有特殊支链的多糖分子，才具有较强抗肿瘤等活性；对于三萜类物质中，碳环上不同的取代基团，也直接影响其消炎等功效。某些情况下，此两类物质的检验并不适合作为产品优劣的依据，例如，未经淀粉-碘反应检验的孢子粉就进行粗多糖含量测定；多种植物油中对总三萜的检测也有响应，传统分光光度法不能区分出灵芝孢子油中是否搀和植物油。
防范外省灵芝产品恶意竞争流入，保护本地龙头企业发展。跨省贸易过程中，在未有高一级的标准前提下，输入地的标准应作为一个重要的参考指标。目前各省食用菌相关的地方标准数量不一：福建、浙江、山东、四川等食用菌生产大省都有几十项的食用菌标准，而广东目前仅有6项，灵芝相关的标准只有一个菌种标准，未有产品类或者检测方法类标准，不足以抵御外省产品恶意低价打入。
甾醇可作为评价灵芝及其产品质量的有力指标。甾醇类物质是一类具有多个环状结构的化合物，具有调节新陈代谢、调节激素水平、预防心血管疾病等功能。文献显示，在灵芝中麦角甾醇含量丰富，在灵芝加工产品中可能得到更高的富集。并且其生物活性和含量足以使其作为评价灵芝及其产品质量的又一有力指标。
目前灵芝中粗多糖和总三萜的一般检测仅是使用分光光度法，在特异性方面稍存局限。高效液相色谱（HPLC）是现代检测分析中先进的手段，可以精确对被测物进行定性和定量。目前，不少国家标准或行业标准已应用高效液相色谱技术作为食品中农残、代谢物、功能活性物质的测定方法。国内也有文献报道应用高效液相色谱法对灵芝中甾醇类物质进行分析检测。
4. 制标原则
符合广东省农业标准化“十二五”发展规划中“提高农产品市场竞争力和农产品质量安全质量安全水平”以及“促进农产品质量提高”等指导思想。有助于食品安全委员会办公室《关于进一步加强保健食品质量安全监管工作的通知》在灵芝产品中的有效实施。
具备适用性，可操作性。所描述的检测技术能准确为受检样品相关指标的定性和定量；能在广东省内大多数检测机构、实验室的设备条件下完成。
协调统一性，不与国家或行业中现行食用菌相关标准冲突；能完善和补充“广东省食用菌标准化体系表”，并不与其中内容冲突。
5. 针对对象、范围
本标准适用于检测灵芝（赤芝）子实体、菌丝体（含提取物）、孢子粉（不适用于未破壁孢子粉），以及孢子油中麦角甾醇含量。检测对象为游离态麦角甾醇。
麦角甾醇被认为是真菌中的标志性化合物[1]。麦角甾醇是主要存在于真菌中的，且其数量在细胞内占绝对优势的甾醇物质[2]。对维持细胞膜系统流动性、渗透性有重要作用[3]。麦角甾醇含量与真菌生长生物量呈正相关，可作为细胞内含物类指标测定真菌的生长情况的方法[4]。抑制麦角甾醇的合成是杀真菌剂的主要作用机制[5,6]。
麦角甾醇在灵芝等真菌中有游离态和酯化两种能相互转化的存在形式。游离麦角甾醇作为细胞膜的组成成分，剩余的游离麦角甾醇被转化为麦角甾醇酯，并储存在细胞液的脂粒中。当细胞膜的生长受到激活或麦角甾醇合成受到抑制时，麦角甾醇酯水解为游离麦角甾醇供细胞膜合成之用[7,8]。现已证实，食用菌受不同环境和内部因素的影响，不同时期麦角甾醇及其酯的相对含量存在较大差异。在储存过程中，游离麦角甾醇的量显著减少，但酯化麦角甾醇的量在相当长时期内保持稳定，甚至有所增加。这是由于游离麦角甾醇在真菌死亡后会逐渐减少、分解或酯化。故用游离麦角甾醇而不是总麦角甾醇作为真菌生物量的标志化合物的方法更准确、更科学[9,10,11]。
灵芝中以麦角甾醇为骨架的化合物被视为麦角甾醇类化合物。过氧麦角甾醇是其中一种研究较多，生理功效较显著（见附表1）的麦角甾醇类物质。但出于以下理由而未被纳入本标准中：
1）过氧麦角甾醇可由麦角甾醇氧化而得。研究至今未有明确量化，真菌中的有多少比例的过氧麦角甾醇是天然生成而非是由人为的提取、纯化过程被氧化而得[12,13,14]；
2）目前文献中过氧麦角甾醇的检测手段主要使用薄层析色谱[15]和本标准申请时计划技术路线图不符。考虑到HPLC应用更为广泛，因此不加入过氧麦角甾醇作为考察对象。但在本说明中我们仍提供过氧麦角甾醇的HPLC结果（见图9）。
3）过氧麦角甾醇分子结果中没有共轭双键，只存在简单双键，大大降低了其对紫外光的吸收波长。文献指出，过氧麦角甾醇在220nm以上波长无吸收峰[16]。本说明中的实验也证实了这个现象。一般分光光度仪，波长使用范围由205~220nm开始，所以过氧麦角甾醇的HPLC图谱只在吸收曲线的短波端呈现较强的末端吸收（见图8）。由于仪器机械性能以及溶剂不完全透光，末端范围内所得结果误差较大，可靠性差。
对于其他以麦角甾醇为骨架的化合物，亦不作为本标准研究目标，其理由为：
1）分子结构中共轭双键的有无，影响检测的准确性；
2）在原材料中单位含量的大小，影响提取与检测的准确性；
3）活性或功效的不完全明确，不能代表原材料的生长状况优劣，不能作为加工产品的功效指标。
鉴于更符合标准的书写规范、以及准确体现标准适用范围和所用技术，本指标小组在此提出本标准名称修正建议，建议修改为“灵芝及其相关产品中麦角甾醇的测定高效液相色谱法”。
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6. 制标工作总体过程
2012年6月标准制定项目申报；
2012年12月标准立项；制表单位成立标准制定小组、讨论标准制定事宜；
2013年1~9月项目相关文献检索；
2013年9月项目资金全数到位；
2013年9月~发布征求意见稿：标准草稿确定、编制说明编写。其中2014年4月，本单位制标小组向主管部门提出标准名称修正申请，主管部门回复需交由征求意见阶段和审评送审稿阶段裁定。
7. 编制依据
标准文本按“GBT 1.1-2009 标准化工作导则第1部分：标准的结构和编写”进行编写。标准内容组成参照《标准研制与审查》（中国标准出版社，2013年第一版）指导编写。
8. 技术要素确定
8.1术语和定义
本标准中术语和定义主要由两部分组成，一部分引用自其他国标，如本标准中出现的“子实体”、“菌丝体”等术语，为直接引用GB/T 12728 食用菌术语，又如“色谱柱”、“流动相”等术语，为直接引用GB/T 9008 液相色谱法术语 柱色谱法和平面色谱法。另一部分为特别注释，仅适用于本标准，以使该类术语定义和本标准主题和目的更匹配。
8.2 原理
本标准所用检测技术为高效液相技术。其原理可分为三层次，第一层次为分离原理，即利用适当液体作为载体，在压力存在情况下，带动待测物质通过与载体想匹配的固体介质通道，待测物各组成成分在介质中因自身不同的物理特性而产生不同的迁移速度，从而达到分离效果。第二层次为鉴定原理，在同一分离条件下，标准物与待测物中的同一种物质，其分离效果相同，从而目标物质能被定性。第三层次为检测原理，含有共轭双键、苯环或苯环类似物等结构的物质，对特定波长的紫外光具有吸收能力，吸收强度与该物质的单位含量在一定浓度范围内成正比，从而目标物质能被定量。在本标准中，为避免累赘描述，因此将原理改为“方法提要”。此做法也被其他相关标准使用过。如GB/T 23788-2009 保健食品中大豆异黄酮的测定方法高效液相色谱法、SN/T 0647-2013 出口坚果及坚果制品中抑制丹残留量的测定高效液相色谱法。
8.3 试剂和材料
所列试剂是完成本标准所必须的试剂，其浓度设定为经验数据以及来自文献（见表）。
8.4 仪器和设备
所列仪器是完成本标准操作所必须的。
8.5 试样的制备和保存
对于孢子油意外的固体试样，其制备方法经单因素实验及正交试验验证而得。单因素实验先定下色谱条件：检测波长282nm；Agilent prep-C18色谱柱 (250mm×4.6mm，5 μm )；流动相为甲醇；流速1.0mL/min；柱温28℃；进样量20μL。
8.5.1提取方法的选择
取干燥灵芝子实体1g，用95%乙醇浸泡过夜，滤出上清液；残渣中加95%乙醇后超声30min或85℃回流1h，过滤合并滤液，浓缩，定容至10mL，过0.45m滤膜，进样分析。实验结果表明，采用回流提取方法测得的麦角甾醇含量高于超声提取方法，故本实验采用回流提取。
表2.提起方法试验结果
	提取方式
	子实体麦角甾醇含量（mg/g）

	回流提取
	2.16

	超声提取
	1.91


8.5.2 提取溶剂的选择
取干燥灵芝子实体1g，分别用甲醇、95%乙醇、石油醚等不同溶剂，以上述回流方式处理，结果表明采用甲醇为提取溶剂的麦角甾醇提取量最高，乙醇提取略次之，考虑到用乙醇的毒性及成本均低于甲醇，故选择乙醇为提取溶剂。
表3.不同溶剂回流提取试验结果
	提取溶剂
	子实体麦角甾醇含量（mg/g）

	甲醇
	2.19

	95%乙醇
	2.16

	石油醚
	1.42


8.5.3 正交实验比较回流所用的料液比、提取次数及提取时间的组合选择
选取料液比、提取次数及提取时间作为考察因素，分别记为因素A、因素B和因素C，作三因素三水平正交试验。取干燥灵芝子实体1g，用95%乙醇浸泡过夜，滤出上清液；残渣中加95%乙醇后按正交设计的方法在85℃进行回流，过滤合并滤液，浓缩，定容至10mL，过0.45m滤膜，进样分析。
表4. L9正交实验因素与水平设计
	水平
	因素

	
	A（g: mL）
	B （次）
	C（h）

	1
	1:20
	1
	1

	2
	1:30
	2
	2

	3
	1:50
	3
	3


表5.正交实验结果
	试验号
	水平选择
	麦角甾醇含量(mg/g)

	
	A
	B
	C
	D（空白列）
	

	1
	1
	1
	1
	1
	1.98

	2
	1
	2
	2
	2
	2.08

	3
	1
	3
	3
	3
	2.10

	4
	2
	1
	2
	3
	2.00

	5
	2
	2
	3
	1
	2.15

	6
	2
	3
	1
	2
	2.16

	7
	3
	1
	3
	2
	2.16

	8
	3
	2
	1
	3
	2.20

	9
	3
	3
	2
	1
	2.23

	均值1
	2.053
	2.047
	2.113
	2.120
	

	均值2
	2.103
	2.143
	2.103
	2.133
	

	均值3
	2.197
	2.163
	2.137
	2.100
	

	极差
	0.144
	0.116
	0.034
	0.033
	


表6.正交实验结果的方差分析表
	因素
	偏差平放和
	自由度
	F比
	F临界值
	是否具显著性

	料液比
	0.032
	2
	16.000
	19.000
	否

	次数
	0.023
	2
	11.500
	19.000
	否

	回流时间
	0.002
	2
	1.000
	19.000
	否

	误差
	0.000
	2
	
	
	


使用软件“正交设计助手”对正交数据进行方差分析，结果表明各因素对综合评分的影响都无显著性意义。极差分析表明，因素A（料液比）为主要影响因素，其次是提取次数因素，各因素作用主次顺序为A>B>C，通过综合考虑确定，最佳方法为A3B3C1，即料液比为1:50，提取3次，每次回流1小时。
8.5.4 试样保存
由于麦角甾醇已被氧化，因此试样需现配现用，不作保存后检测。
8.6 色谱条件
参考文献所得，见附表2。
8.7 结果表述
测定结果需要从标准曲线计算出。标准曲线的制作：
分别精密吸取麦角甾醇贮备液溶液10, 8, 4, 2, 1mL，置于10mL容量瓶中。用甲醇稀释至10mL，摇匀，制得系列浓度的对照品溶液（200g/mL、160g/mL 、80g/mL、40g/mL、20g/mL）。过0.45m微孔滤膜后分别吸取20L标品溶液注入液相色谱仪，得出结果后计算流出峰的峰面积。以峰面积为横坐标（X轴），对照品麦角甾醇的进样质量为纵坐标（Y轴），得线性回归方程。线性回归方程为：Y=13.32X-24.32 ，r=0.9997，结果表明麦角甾醇在20g/ml~200g/ml呈良好的线性关系，定量限设定为20g/ml，最低检出限视所用仪器信噪比而定，一般为信噪比的2~10倍，本标准检测限位0.2g/ml，与目前国内文献检测限相比，具有一定优势（见附表3）。
测试结果以受试物单位质量或单位体积中麦角甾醇的质量来表示。代数式为：
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。式中：

[image: image2.wmf]X

——样品中麦角甾醇的含量，单位为毫克每克（mg/g）；液体样品则为毫克每毫升（mg/mL）；

[image: image3.wmf]C

——根据标准曲线得出的麦角甾醇的浓度，单位为克每毫升（g/mL）；

[image: image4.wmf]V

——样品最终定容体积，单位为毫升（mL）；

[image: image5.wmf]M

——固体样品质量数值，单位为克（g）；液体样品体积数值，单位为毫升（mL）；
分母中1000用作单位单位转换。
将符合重复性要求的三个独立测定值得算术平均值作为测定结果，保留小数点后两位数值。
8.8 方法性能指标考察
8.8.1精密度试验：分别精确吸取麦角甾醇对照品浴液（0.2000mg/mL）20μL 6次，连续进样，分别测定其峰面积值，计算得峰面积积分值的RSD（相对标准偏差）为0.5%，表明该仪器精密度良好。
8.8.2重复性试验：按上述确定的试样制备方法，称量灵芝子实体样品6份进行样品制备，进样20μL，分别测定其峰面积值，计算得峰面积积分值的RSD为1.2%，表明该方法重复性良好。
8.8.3稳定性试验：将8.8.2所得样品溶液在室温下贮存，每间隔0、2、4、8、12、24h各进样20μL，测定其峰面积，计算得峰面积积分值的RSD为1.08% ,说明样品溶液在24h内稳定。
8.8.4加样回收率试验：精密称取己知含量的供试品（8.8.2中的子实体），进行样品制备，定容前分别加入麦角甾醇标准品1.90mg、2.40mg、2.80mg，标准品完全溶解后正常上机进样检测，计算回收率。
表7.加样回收率试验结果
	称样量(g)
	本底值(mg)
	加标量(mg)
	测得量(mg)
	回收率(%)
	平均值(%)

	
	
	
	4.13
	99.7
	

	1.02
	2.24
	1.90
	4.09
	97.4
	98.50

	
	
	
	4.11
	98.4
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	4.70
	98.6
	

	1.06
	2.33
	2.40
	4.66
	97.1
	97.83

	
	
	
	4.68
	97.8
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	5.12
	100.1
	

	1.04
	2.29
	2.80
	5.06
	99.2
	99.93

	
	
	
	5.23
	100.5
	


8 相关标准参考
GB/T23788-2009保健食品中大豆异黄酮的测定方法高效液相色谱法；
GB/T25221-2010粮油检验粮食中麦角甾醇的测定正相高效液相色谱法；
SN/T0647-2013 出口坚果及坚果制品中抑芽丹残留量的测定高效液相色谱法；
DBS 53/014-2013 食品中对羟基苯甲酸酯类的测定高效液相色谱法；
9. 与有关的现行法律、法规和强制性标准的关系；
与现行法律、法规和强制性标准未见冲突
10 相关试样的测试结果
10.1 麦角甾醇标准品的HPLC图谱。
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图1.麦角甾醇标准品（120μg/mL）色谱图。检测波长282.16nm，横坐标为保留时间（min），纵坐标为光吸收强度。
10.2 各种试样中麦角甾醇的HPLC图谱。
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图2. 灵芝子实体（1.00g）中麦角甾醇的色谱图（其一）。检测波长282.16nm，横坐标为保留时间（min），纵坐标为光吸收强度。
[image: image8.emf]min 0 5 10 15 20 25

mAU

0

10

20

30

40

50

 DAD1 E, Sig=282,16 Ref=360,100 (D:\罗居\菌丝体\JUNXITI-ZHX-001.D)

 1.860

 2.829

 26.400


图3. 灵芝菌丝体（1.00g）中麦角甾醇的色谱图（其一）。检测波长282.16nm，横坐标为保留时间（min），纵坐标为光吸收强度。
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图4. 灵芝孢子粉（1.00g）中麦角甾醇的色谱图（其一）。检测波长282.16nm，横坐标为保留时间（min），纵坐标为光吸收强度。
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图5. 破壁灵芝孢子粉（1.00g）中麦角甾醇的色谱图（其一）。检测波长282.16nm，横坐标为保留时间（min），纵坐标为光吸收强度。
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图6.灵芝孢子粉提取物产品（1.00g）中麦角甾醇的色谱图（其一）。检测波长282.16nm，横坐标为保留时间（min），纵坐标为光吸收强度。
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图7.灵芝孢子油（0.50g）中麦角甾醇的色谱图（其一）。检测波长282.16nm，横坐标为保留时间（min），纵坐标为光吸收强度。
表8.试样测试结果
	样品
	麦角甾醇含量(mg/g)
	RSD(%)

	灵芝子实体
	2.23
	3.07

	灵芝菌丝体
	2.35
	1.10

	灵芝破壁孢子粉
	0.72
	1.37

	灵芝孢子粉提取物产品
	0.88
	0.64

	灵芝孢子油
	3.26
	1.78


10.3 过氧麦角甾醇标准品的HPLC图谱与全波长扫描吸收峰图
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图8.过氧麦角甾醇标准品（500g/mL）的全波长扫描图。流动相为纯甲醇，横坐标为波长，纵坐标为吸收强度。
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图9. 过氧麦角甾醇标准品（500g/mL）的HPLC图谱。检测波长为210nm，横坐标为保留时间（min），纵坐标为光吸收强度。
10.4流动相（甲醇）的HPLC图谱与全波长扫描吸收峰图
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图10. 流动相的全波长扫描图（空白样）。横坐标为波长，纵坐标为吸收强度。
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图11. 流动相（空白样）的HPLC图谱。检测波长为210nm，横坐标为保留时间（min），纵坐标为光吸收强度。
附表1 真菌中麦角甾醇（E）、过氧麦角甾醇（EP）的功效研究
	No.
	材料名称/物质名
	功效
	用量
	文献来源

	1
	糖基化过氧麦角甾醇
	抑制K562（红白血病）, Jurkat（淋巴瘤）, WM-1341（恶性黑色素瘤）, HL-60（前髓细胞白血病）和 RPMI-8226（多发性骨髓瘤）细胞株的增殖
	10 to 40% at 10 mg/ml
	Jin Woo Bok，1999

	2
	灵芝：过氧麦角甾淳
	协同亚油酸抑制DNA聚合酶β（此型酶与肿瘤细胞耐药性相关）
	25mM
	Mizushina，1998

	3
	灵芝：麦角甾醇（E）、过氧麦角甾醇（EP）
	对HIV-1的蛋白酶有抑制作用。两者对HIV-1的细胞病变效应无抑制作用；对感染HIV-1的T淋巴细胞MT-4的最低毒害浓度分别是1000μg/mL（E）和15.6μg/mL（EP）。
	半数抑制作用浓度都大于1mM
	El-Mekkawy，1998

	4
	灵芝：麦角甾醇（E）、过氧麦角甾醇（EP）
	在淋巴细胞（Raji cell）中对由TPA（12-氧十四烷酰大戟二萜醇-13-乙酸脂，促癌物）诱导感染疱疹病毒（HBV）产生早期抗原有较弱抑制作用
	1000mol ratio/32 pmol TPA抑制率12.7%（E）和10.4%（EO）
	Akihisa，2007

	5
	黄氏培养灵芝菌丝体：EP
	抑制肝癌细胞（Hep 3B）增殖
	IC50为19.4μg/mL
	Chen，2009

	6
	细脚拟青霉子实体：EP
	抑制人胃癌细胞、肝癌细胞、大肠肿瘤、鼠肉瘤细胞增殖
	IC50分别是18.7μM、158.2μM、84.6μM和74.1μM
	Nam，2001

	7
	姬松茸菌丝体：E
	抑制肝肿瘤细胞Hepa1c1c7增殖
	5.5μg/mL
	Shu，2011

	8
	辐射纤孔菌：EP
	抑制人乳腺癌细胞MCF-7和肉瘤细胞Walker 256增殖
	50%抑制率分别为约10μg/mg 和5μg/mg
	Kahlos， 1989

	9
	白色、褐色双孢蘑：E
	游离态麦角甾醇具有抗氧化作用
	见文献
	Shao，2010

	10
	食用菌：EP
	通过影响多发性骨髓瘤细胞U266的JAK2/STAT3信号途径来抑制肿瘤血管生成，但对该肿瘤细胞没有直接杀伤力
	见文献
	Rhee，2012

	11
	斑玉蕈子实体E、EP
	抑制TPA诱导的炎症反应
	ID50，E为0.3mg/耳，EP为0.2mg/耳
	Yasukawa，1994

	12
	绿僵菌EP
	抑制人乳腺癌T47D、MDA-MB-231、人口腔表皮样癌KB、人宫颈癌HeLA,、肺癌H69AR和人胆管癌HuCCA-1细胞系增殖
	IC50分别是5.8μM、28μM、46.7μM、58.4μM、65.4μM、105.1μM。
	Prompiboon，2008

	13
	巴西蘑菇E
	小鼠体内实验表现出抗S180增殖活性，但不影响巨噬细胞功能和淋巴细胞增殖，在体外对人胃癌细胞SGC-7901 和肝癌细胞Bel-740均无明显抑制活性
	10 mg/kg/d和100 mg/kg/d 时的瘤重抑制率分别为62.75%和79.18％
	高虹，2011

	14
	樟芝（EP）
	抑制鼠胶质神经细胞炎症因子NO合成酶的活性
	IC50为6.3μM
	Wu，2010

	15
	虎掌菌（EP）
	抑制人白血病细胞增殖并诱导凋亡
	完全抑制浓度25μM
	Takei，2005


附表2 真菌中麦角甾醇（E）、过氧麦角甾醇（EP）的高效液相检测的色谱条件参考
	No.
	对象
	是否皂化
	流动相
	流速
	柱
	柱温
	检测波长
	进样量
	流出时间
	文献来源

	1
	蚯蚓粪处理过的红壤（E）
	是
	甲醇
	1.5mL/min
	
	
	282nm
	
	7m11s
	P. Pramanik, 2010

	2
	凋落物（E）
	是
	甲醇
	1.4 mL/min
	LiChrospher RP18, 25 cm×4.6 mm;
	33℃
	282nm
	10μL
	8m
	Manuel A.S. Graça, 2005

	3
	灵芝子实体（EP）
	否
	乙腈
	6 mL/min
	C18-ODS 10×250mm
	
	210nm
	
	
	Mizushina，1998

	4
	灵芝子实体（E）
	否
	
	
	
	
	
	
	28min
	Akihisa，2007

	4
	灵芝子实体（EP）
	否
	
	
	
	
	
	
	31.6min
	Akihisa，2007

	5
	黄色镰刀酶、皱褶青霉、匍枝根霉（E）
	是
	甲醇
	2mL/min
	Novapak C18
	
	280nm
	
	8min
	Schnürer，1993

	6
	灵芝菌丝体（EP）
	
	25%乙酸乙酯/正己烷
	
	Phenomenex Luna silicacolumn (5μm particles, 250mm×10mm)
	
	
	
	
	Chen，2009

	7
	灵芝在萌发之孢子（E）
	都有
	甲醇-乙酸/甲醇梯度淋洗
	1.0 mL/min
	Kromasil 100-5C18 column (250 mm×4.6 mm, 5 μm
	
	280nm
	20μL
	
	Yuan，2006

	8
	平菇、香菇、鲍鱼菇、金针菇、双孢蘑子实体（E）
	是
	乙腈/甲醇
	2.3mL/min
	C18 columnMaxsil 5 C18， 250×4.6 mm
	
	282nm
	20μL
	
	Jasinghe，2004

	9
	四种水生丝状真菌（E）
	是
	甲醇
	1.5mL/min
	LiChrospher C18 ODS2 5-mm column
	38℃
	282nm
	10μL
	7.8min
	Charcosset，2001

	10
	20种白腐菌（含灵芝属的树舌）菌丝体和土壤（E）
	是
	97%甲醇
	0.5mL/min
	Hewlett Packard ODS hypersil 5μm, 100×2.1mm
	
	282 nm
	
	
	Barajas-Aceves，2002

	11
	姬松茸
	是
	甲醇
	1.0 mL/min
	C18 column,4.6 mm×250 mm, Inertsil ODS-3V 5μm
	40℃
	282nm
	
	
	Shu，2011

	12
	长孢灵芝菌丝体（E）
	否
	甲醇
	1.0 mL/min
	Ascentis express 2.7μ C18
	
	282nm
	
	6.5min
	As’wad，2011

	13
	松茸菌塘（E）
	是
	甲醇
	1.5 mL/min
	C-18 Nova-Pak column
	40℃
	280nm
	20μL
	6.5min
	Koo，2009

	14
	烟草赤星病菌、黄曲霉、阿曲霉菌丝体（E）
	是
	95%甲醇
	1.67 mL/min
	μ-Bondapak-C18 column
	
	282nm
	10μL
	9min
	Seitz，1979

	15
	烟曲霉（E）
	是
	甲醇
	1.0 mL/min
	μ-Bondapack C18 column (300mm×3.9mm,10μm).
	
	282nm
	
	
	Alcazar-Fuoli，2008

	16
	白色、褐色双孢蘑子实体（E）
	都有
	80%甲醇/甲醇-二氯甲烷，梯度淋洗
	1.0 mL/min
	
	
	280nm
	20μL
	
	Shao，2010

	17
	黑曲霉（E）
	是
	95%甲醇-乙腈
	2.0 mL/min
	Waters Atlantis 5μdC18

(150×4.60 mm) column
	30℃
	282nm
	
	6.7min
	Ng，2008

	18
	姬松茸（E）
	是
	85%甲醇
	1.0 mL/min
	silica gel column, 4 mm×250 mm, 5μm
	
	254nm
	
	
	Zou，2006

	19
	14种食源性霉菌（E）
	是
	甲醇
	1.0 mL/min
	Waters Spherisorb ODS2 C18 column (4.6×250 mm)
	
	282nm
	
	
	Marín，2008

	20
	双孢蘑子实体（E、VD2）
	否
	95%甲醇
	1.0 mL/min
	reverse phase HPLC system，SupelcosilLC-18 (4.6×150 mm, 5μm)
	
	265nm
	20μL
	约17min
	Kalaras，2012

	20
	双孢蘑子实体（E、lumisterol2）
	否
	99.7%己烷/0.3%异丙醇
	2.0 mL/min
	normal phase column，Zorbax Rx-Sil(4.6×150 mm, 5μm)
	
	260~270nm
	20μL
	约25min
	Kalaras，2012

	20
	双孢蘑子实体（E、Tachysterol2）
	否
	99.7%己烷/0.3%异丙醇
	1.5 mL/min
	normal phase HPLC system，Zorbax CN (4.6×150 mm, 5μm)
	
	280nm
	20μL
	约10min
	Kalaras，2012

	21
	猴头菌液体发酵菌丝体（E）
	否
	98%甲醇
	1.0 mL/min
	XT erraMS C18（4.6×250 mm5μm）
	室温
	284nm
	20μL
	约16min
	李迎雪，2010

	22
	花菇子实体（E）
	否
	甲醇
	1.0 mL/min
	Diamonsil（TM）C18（250×4.6 mm，5μm）
	25℃
	283nm
	10μL
	约14.5min
	高杰，2013

	23
	灵芝孢子油（由南京中科药业有限公司）（E）
	否
	甲醇
	1.0 mL/min
	Kromasil C18（200mm×
4.6mm，5μm）
	30℃
	282nm
	10μL
	约13.5min
	张丽，2009

	24
	松露子实体（E）
	否
	75%乙腈/25%甲醇
	1.5 mL/min
	Symmetry reverse phase C18 column (3.5 μm,75 mm, 4.6 mm)
	25℃
	280nm
	20μL
	7.3min
	Villares，2012

	25
	禾谷镰刀菌（E）
	
	甲醇
	
	Hypersil BDS C18 (250 nm ×4.6 nm, 5 μm)analytical column
	25℃
	282nm
	
	约15.5min
	Liu，2013

	26
	平菇、香菇、鲍鱼菇、双孢蘑等（E）
	是
	75%乙腈/25%甲醇
	2.3 mL/min
	reverse phase C18 column (Maxsil 5 C18, 250×4.6 mm)
	
	282nm
	
	
	Jasinghe，2007

	27
	粘红酵母（E）
	是
	95%乙腈/5%甲醇
	
	Nucleosil 100 C18 column, 5μm，150×4.6 mm
	
	285nm
	10μL
	
	Marova，2010

	28
	冬虫夏草（E）
	是
	80%甲醇与75%甲醇/25%二氯甲烷梯度淋洗
	1.0 mL/min
	WatersNova-PakC18 column(150mm×3.9mm,4μm)
	室温
	280nm
	20μL
	约20min
	Yuan，2007

	29
	香菇（E）
	是
	75%乙腈/25%甲醇
	2.3 mL/min
	reverse phase C18 column
	
	282nm
	20μL
	
	Perera，2007

	30
	灵芝（E）
	否
	乙腈
	1.0 mL/min
	Diamonsil(4.6mm×150mm, 5μm)
	40℃
	282nm
	10μL
	15min左右
	刘京晶，2010

	31
	灵芝孢子油（E）
	
	甲醇
	1.0 mL/min
	ZORBAX SB-C18柱( 4.6 mm×250 mm, 5μm )
	30℃
	282nm
	10μL
	
	宋师花，2009

	32
	灵芝菌丝体（E）
	否
	甲醇
	1.2 mL/min
	安捷伦C18 色谱柱（200 mm×4.6 mm，5μm）
	30℃
	282nm
	10μL
	
	孙金旭，2013

	33
	多种食用菌（E）
	否
	80甲醇、75%甲醇/25%二氯甲烷梯度淋洗
	1.0 mL/min
	C18色谱柱(3.9 mm×150 mm，4μm)
	
	280nm
	
	
	邝慧聪，2007

	34
	灵芝孢子油（E）
	否
	甲醇、95%甲醇、乙腈、95%乙腈、75%四氢呋喃均可
	0.8 mL/min
	Kormasil C18 ( 416 mm×250 mm, 5 μm)
	30℃
	280nm
	10μL
	
	陈路林，2008

	35
	粗毛褐孔菌（E）
	否
	90%甲醇
	1.0 mL/min
	KromosilC18 （5μm, 150mm×4. 6mm
	室温
	270nm
	10μL
	
	杨修镇，2008

	36
	点柄乳牛肝菌（E）
	否
	甲醇
	1.0 mL/min
	Kromosil C18（5μm, 250mm×4.6mm）
	30℃
	284nm
	
	
	杨帅，2010

	37
	灵芝配方颗粒（E）
	否
	99%甲醇
	1.2 mL/min
	Shim-pack VP-ODS C18(4.6 mm×150 mm，5μm)
	25℃
	281nm
	10μL
	
	陈勇，2010


附表3 麦角甾醇应用HPLC技术的最低检出限参考
	受试样品
	检出限
	文献来源

	虫草发酵菌丝体
	3.50×10-3μg/mL
	李晓飞，2013

	粮油
	0.05mg/kg
	GBT 25221-2010

	白色念珠菌
	0.05 mg /L
	曹立，2013

	中国被毛孢菌丝粉胶囊
	340ng/mL
	邓婧，2010

	粮食
	0.1mg /kg
	何学超，2008

	泥土
	0.1μg/g
	Ruzicka，1995
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