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(57)摘要

本发明涉及一种高纯度多杀霉素A、D标准品

及其制备方法，多杀霉素母药经甲醇结晶后，经

过高效液相色谱制备，分离得到纯度≥90％的多

杀霉素A、多杀霉素D。本发明可应用于目前企业

生产中的多杀霉素质量检测，填补了目前多杀霉

素A、D对照品的空白的技术问题，极大降低了多

杀霉素的质量控制成本，有效的解决了多杀霉素

质量参差不齐的现象，有利于增强生物农药企业

的可持续发展。
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1.一种多杀霉素A、D标准品的制备方法，其特征在于，多杀霉素母药经甲醇结晶后，经

过高效液相色谱制备，再进行减压浓缩、冻干，得到纯度≥90％的多杀霉素A、纯度≥90％的

多杀霉素D；包括以下工艺步骤：

1)结晶：称取多杀霉素原药进行溶解，静置，过滤，除去不溶物；再于4℃环境静置，至多

杀霉素结晶析出，离心过滤，除去溶剂，得到多杀霉素A、多杀霉素D混合样；

2)高效液相色谱制备：高效液相色谱条件如下

流动相：甲醇：0.5％氨水溶液＝95:5～90:10；

色谱柱：内装反相C18，5μm，20*250mm～50*250mm填料；

流速：10～15ml/min；波长245nm；上样体积1ml～5ml；

根据色谱峰进行收集，得到纯度≥90％多杀霉素A、多杀霉素D溶液；

3)减压浓缩，冻干：将步骤2)得到的溶液减压浓缩，冻干，得到纯度≥90％的多杀霉素

A、纯度≥90％的多杀霉素D白色粉末。
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一种高纯度多杀霉素A、D标准品及其制备方法

技术领域

[0001] 本发明属于农用抗生素提纯技术领域，具体涉及一种高纯度多杀霉素A、D标准品

及其制备方法，尤其是涉及所述的多杀霉素A、D标准品制备的高效液相制备色谱条件。

背景技术

[0002] 多杀霉素又名多杀菌素，是在多刺甘蔗多孢菌发酵液中提取的一种大环内酯类无

公害高效生物杀虫剂。产生多杀菌素的亲本菌株土壤放线菌多刺甘蔗多孢菌最初分离自加

勒比的一个废弃的酿酒厂。美国陶氏益农公司(现为陶氏农业科学公司)的研究者发现该菌

可以生产杀虫活性非常高的化合物，实用化的产品是Spinosyn  A和Spinosyn  D的混合物，

故称为Spinosad。

[0003] 多杀霉素的作用方式新颖可以持续激活靶标昆虫乙酰胆碱烟碱型受体，但是其结

合位点不同于烟碱和吡虫啉。多杀霉素也可以影响GABA受体，但是作用机制不清。目前还不

知道是否与其他类型的杀虫剂有交叉抗性。这些化合物可以引起靶标植食性昆虫如毛虫、

潜叶虫、蓟马、和食叶性甲虫迅速死亡，尽管管理部门强烈要求在抗性未出现时使用，该化

合物的中度残留活性降低了抗性和群发生的可能性。当以12‑150g/hm应用时，未发现有药

害。

[0004] 经文献查询，多杀霉素分离提纯制备工艺多为重结晶法或柱层析法，但是多杀霉

素为多杀霉素A、多杀霉素D的混合物，即使经过多次分离提纯制备，依然无法将多杀霉素A、

多杀霉素D分离开。而我们实际质量检测过程中，需要对多杀霉素A、多杀霉素D单独定量定

性分析，这就需要分离制备出单独的多杀霉素A、多杀霉素D标准品用于检测。而本发明在基

于高纯度多杀霉素原药的基础上，进一步利用重结晶工艺，得到高纯度的原药制品，再进一

步通过高压制备液相进行分离纯化，得到纯度≥90％的多杀霉素A、多杀霉素D标准品。

发明内容

[0005] 为了解决现有技术中存在的问题，本发明提供一种高纯度多杀霉素A、D标准品及

其制备方法，多杀霉素母药经甲醇结晶后，经过高效液相色谱制备，分离得到纯度≥90％的

多杀霉素A、多杀霉素D。本发明可应用于目前企业生产中的多杀霉素质量检测，填补了目前

多杀霉素A、D对照品的空白的技术问题，极大降低了多杀霉素的质量控制成本，有效的解决

了多杀霉素质量参差不齐的现象，有利于增强生物农药企业的可持续发展。

[0006] 为了实现发明目的，本发明采用如下技术方案：一种高纯度多杀霉素A、D标准品的

制备方法，多杀霉素母药经甲醇结晶后，经过高效液相色谱制备，再进行减压浓缩、冻干，得

到纯度≥90％的多杀霉素A、多杀霉素D。

[0007] 更为具体的，所述的制备方法包括以下工艺步骤：

[0008] 1)结晶：称取多杀霉素原药进行溶解，静置，过滤，除去不溶物；再于低温环境静

置，至多杀霉素结晶析出，离心过滤，除去溶剂，得到多杀霉素A、多杀霉素D混合样；

[0009] 2)高效液相色谱制备：高效液相色谱条件如下
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[0010] 流动相：甲醇，氨水溶液；

[0011] 色谱柱：内装反相C18填料；

[0012] 流速：10～15ml/min；波长245nm；上样体积1ml～5ml；

[0013] 根据色谱峰进行收集，得到纯度≥90％多杀霉素A、多杀霉素D溶液；

[0014] 3)减压浓缩，冻干：将2)溶液减压浓缩，冻干，得到纯度≥90％多杀霉素A、多杀霉

素D白色粉末。

[0015] 在本发明的优选的实施方式中，步骤2)中，制备流动相为甲醇和0 .5％的氨水溶

液，甲醇和氨水溶液的体积比为95:5～90:10。

[0016] 在本发明的优选的实施方式中，步骤2)中，制备柱填料为内装反相C18，5μm，20*
250mm～50*250mm填料；

[0017] 在本发明的优选的实施方式中，步骤2)中，流速10～12ml/min。

[0018] 在本发明的优选的实施方式中，步骤2)中，上样体积1～3ml。

[0019] 在本发明的优选的实施方式中，步骤2)中，高效液相色谱条件如下：

[0020] 流动相：甲醇：0.5％氨水溶液＝95:5；

[0021] 色谱柱：内装反相C18，5μm，20*250mm填料；

[0022] 流速：10ml/min；波长245nm；上样体积1ml。

[0023] 本发明还保护上述制备方法制备得到的多杀霉素A、多杀霉素D标准品，其纯度≥

90％。

[0024] 与现有技术相比，本发明的有益效果为：

[0025] 1)多杀霉素分离提纯制备工艺多为重结晶法或柱层析法，但是多杀霉素为多杀霉

素A、多杀霉素D的混合物，即使经过多次分离提纯制备，依然无法将多杀霉素A、多杀霉素D

分离开。而在实际质量检测过程中，需要对多杀霉素A、多杀霉素D单独定量定性分析，这就

需要分离制备出单独的多杀霉素A、多杀霉素D标准品用于检测。本发明采用高效液相色谱

制备的方法，通过研究高效液相色谱制备条件，分离纯化得到纯度较高的多杀霉素A、多杀

霉素D单品，可实现多杀霉素A、多杀霉素D的有效分离。且流动相采用的甲醇、少量氨水均可

在后续减压浓缩的过程中除去，不会引入其他杂质，确保样品纯净。

[0026] 2)本发明的方法可应用于目前企业生产中多杀霉素的质量检测，填补了目前多杀

霉素标准品的空白，极大的降低了多杀霉素的质量控制成本，有效的解决了多杀霉素A、D同

时定性定量分析难题，有利于生物农药企业的可持续发展。

附图说明

[0027] 下面结合附图做进一步说明。

[0028] 图1为实施例1制备得到的多杀霉素A标准品液相色谱图。

[0029] 图2为实施例1制备得到的多杀霉素D标准品液相色谱图。

具体实施方式

[0030] 下面结合实施例用于说明本发明作进一步详细的描述

[0031] 实施例1：

[0032] 1)结晶：称取多杀霉素原药10g于100ml烧杯中，用100ml甲醇进行超声溶解，静置
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1h，过滤，除去不溶物。置于冰箱中(4℃)，静置24h，多杀霉素结晶析出，离心过滤，除去溶

剂，得到多杀霉素A、多杀霉素D混合样；

[0033] 2)高效液相色谱制备：流动相为：甲醇：0.5％氨水溶液＝95:5；色谱柱：内装反相

C18，5μm，20*250mm填料；流速：10ml/min；波长245nm；上样体积1ml。根据色谱峰进行收集，

得到多杀霉素A、多杀霉素D溶液；

[0034] 3)减压浓缩，冻干：将1)溶液减压浓缩，冻干，得到纯度为92％多杀霉素A、纯度为

93％多杀霉素D白色粉末。

[0035] 实施例2：

[0036] 1)结晶：称取多杀霉素原药10g于100ml烧杯中，用100ml甲醇进行超声溶解，静置

1h，过滤，除去不溶物。置于冰箱中(4℃)，静置24h，多杀霉素结晶析出，离心过滤，除去溶

剂，得到多杀霉素A、多杀霉素D混合样；

[0037] 2)高效液相色谱制备：流动相为：甲醇：0.5％氨水溶液＝92:8；色谱柱：内装反相

C18，5μm，20*250mm填料；流速：12ml/min；波长245nm；上样体积1ml。根据色谱峰进行收集，

得到多杀霉素A、多杀霉素D溶液；

[0038] 3)减压浓缩，冻干：将1)溶液减压浓缩，冻干，得到纯度为91％多杀霉素A、纯度为

93％多杀霉素D白色粉末。

[0039] 实施例3：

[0040] 1)结晶：称取多杀霉素原药10g于100ml烧杯中，用100ml甲醇进行超声溶解，静置

1h，过滤，除去不溶物。置于冰箱中(4℃)，静置24h，多杀霉素结晶析出，离心过滤，除去溶

剂，得到多杀霉素A、多杀霉素D混合样；

[0041] 2)高效液相色谱制备：流动相为：甲醇：0.5％氨水溶液＝90:10；色谱柱：内装反相

C18，5μm，20*250mm填料；流速：10ml/min；波长245nm；上样体积3ml。根据色谱峰进行收集，

得到多杀霉素A、多杀霉素D溶液；

[0042] 3)减压浓缩，冻干：将1)溶液减压浓缩，冻干，得到纯度为90％多杀霉素A、纯度为

91％多杀霉素D白色粉末。

[0043] 以上内容是结合具体/优选的实施方案对本发明做的进一步说明，不能认定本发

明的具体实施只局限于这些说明。在不脱离本发明构思的前提下，对这些已描述的实施方

案做出的若干替代或变型，都应当视为属于本发明的保护范围。
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