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超高效液相色谱三重四级杆质谱法用于阿胶糕类
食品中阿胶的鉴别及马、牛、羊、猪皮源成分的检测
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摘要　目的：建立以特征肽为检测指标的阿胶糕中阿胶的鉴别方法与马皮、牛皮、羊皮、猪皮源成分的检测方法。方法：采
用三氯乙酸沉淀法提取阿胶糕中的蛋白质，胰蛋白酶进行酶解处理，利用超高效液相色谱三重四级杆质谱法（ＵＨＰＬＣ
ＱＱＱＭＳ），电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离子模式下扫描，采用多重反应监测模式，对特征肽目标离子进行检测。结果：经验证，
鉴别方法和检查方法均均有良好的专属性，灵敏度高。市售样品测定结果显示，部分样品中检出阿胶成分，有的样品中检

出牛皮源成分，有的样品中未检出任何皮源性成分。结论：所建立方法操作简便，专属性强，可用于阿胶糕中阿胶的鉴别

和掺假杂皮胶的检测。
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　　阿胶糕是以阿胶、黑芝麻、核桃仁等为主要原
料，添加冰糖、黄酒等辅料，经配料、熬制等过程制成

的可以即食的产品。阿胶具有补血养气、美容养颜、

润肠通便、抗衰老、提高免疫力的综合保健功效，可

用于失血贫血、缺铁贫血、再生障碍性贫血等［１６］。

近年来，随着人民生活水平的提高和保健意识

的增强，阿胶市场逐年扩大，阿胶糕具有食用方便，

口感好的特点，迅速在市场上崛起。随着阿胶市场

的扩大，阿胶原料驴皮资源短缺，价格上涨，部分生

产企业为降低成本，采用马、骡、牛、羊等价格相对低

廉的皮制造阿胶，生产阿胶糕类食品，严重影响着患

者和消费者的饮食用药安全。

目前关于阿胶糕类食品的质量标准较低，山东

东腾阿胶有限公司的企业标准（Ｑ／ＤＴ０００１Ｓ２０１８），
对总糖、水分、蛋白质、总砷、铅、酸价及过氧化值等

理化指标进行限值规定［７］，２０１４年山东省食品药品
监督管理局发布“关于进一步加强阿胶糕类食品生

产许可工作有关问题的通知”，指出阿胶糕类产品不

应添加明胶［８］。颜等［９］通过测定总氨基酸的含量来

调查阿胶类保健食品中阿胶的投料量，其中６批样
品未检出特异性氨基酸Ｌ羟脯氨酸、甘氨酸、丙氨酸
和Ｌ脯氨酸，市场不容乐观，由于氨基酸作为检测指
标缺乏专属性，难以对其他杂皮造假和掺假的现象

进行检测和监管。因此，为了规范阿胶糕类市场，打
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击部分企业的不良行为，保证消费者的饮食安全，急

需建立阿胶糕类食品的专属性强的鉴别和检查方

法。

《中华人民共和国药典》２０１５年版一部收载阿
胶，以特征肽为指标进行鉴别，同时测定４个氨基酸
的含量［１０］，国家食品药品监督管理局药品检验补充

检验方法对牛皮源成分和铬进行检测［１１］，标准实施

以来，日常检验中牛皮源成分检出情况明显减少。

同时文献报道了马皮源、猪皮源、羊皮源的检测方

法［１２１６］，均是以特征肽为指标，采用液相色谱三重
四级杆质谱联用仪进行分析，该方法专属性强，灵敏

度高，对严格控制阿胶品质具有重要意义。本课题

组前期采用蛋白质组学技术，以自制阿胶、马皮胶、

牛皮胶、羊皮胶和猪皮胶为研究对象，采用纳流液相

色谱串联高分辨质谱法采集肽段信息，通过搜索蛋

白质数据库，比较阿胶与杂皮胶的肽段信息，发现马

皮胶、牛皮胶、羊皮胶、猪皮胶的专属性特征肽，可作

为检测指标用于阿胶及含阿胶食品和药品的鉴别与

检查。因此，本课题以专属的特征肽为检测指标建

立阿胶糕类食品的鉴别和检查方法。

１　仪器与试药
１１　仪器　超高效液相色谱三重四极杆质谱仪
（Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０／Ａｇｉｌｅｎｔ６４９５，美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）。
１２　试剂　甲醇、乙腈均为色谱纯（德国 Ｍｅｒｃｋ公
司）、甲酸为色谱纯（美国 Ｆｉｓｈｅｒ公司），胰蛋白酶为
测序级（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司），水为去离子水（ＭｉｌｌｉＱ
纯水系统生产），碳酸氢铵为分析纯（上海国药集

团）。

１３　分析样品　对照药材与对照品：阿胶（批号

１２１２７４２０１２０２）对照药材由中国食品药品鉴定研究
院提供，马皮特征肽、牛皮特征肽、羊皮特征肽和猪

皮特征肽对照品均由吉尔生化（上海）有限公司合

成，纯度均大于９８％。
样品：研究用阿胶糕样品为实验室自制，同时自

制阿胶糕阴性样品。最终检测的１０批阿胶糕为市
售样品。

２　方法与结果
２１　特征肽及检测离子的确定　参照阿胶药材质
量控制方法，选择《中华人民共和国药典》２０１５年版
一部中阿胶鉴别用检测离子，即ｍ／ｚ５３９８→９２４５，
６１２３（见表 １），用于建立阿胶糕中阿胶的鉴别方
法。同时参考文献［１２１３］，采用蛋白质组学技术，提取

阿胶及马、牛、羊和猪自制胶中的胶原蛋白，进行酶

解，采用纳流液相色谱串联高分辨质谱法（ＵｌｔｉＭａｔｅ
３０００ＮａｎｏＲＳＬＣＯｒｂｉｔｒａｐＦｕｓｉｏｎＬｕｍｏｓＨＲＭＳ）采集
肽段信息，采用 ＰｒｏｔｅｏｍｅＤｉｓｃｏｖｅｒｅｒ２２软件通过搜
索各个物种相应的蛋白质数据库（驴：ＮＣＢＩＥｑｕｕｓ＿
ａｓｉｎｕｓｐｒｏｔｅｉｎ；马：ｕｎｉｐｒｏｔｈｏｒｓｅ＿ＵＰ０００００２２８１；牛：
ｕｎｉｐｒｏｔＢｏｖｉｎｅ＿ＵＰ０００００９１３６；羊 ｕｎｉｐｒｏｔｓｈｅｅｐ＿
ＵＰ０００００２３５６猪：ｕｎｉｐｒｏｔｐｉｇ＿ＵＰ０００００８２２７），进行蛋
白质和多肽的鉴定，比较阿胶与杂皮胶的肽段信息，

寻找马皮胶、牛皮胶、羊皮胶、猪皮胶的专属性特征

肽。见表１。正离子模式下的二级扫描质谱图如图
１所示，主要是酰胺键断裂后产生的 ｂ离子和 ｙ离
子，对主要的碎片离子进行了归属。选择响应好且

相对稳定的离子对作为检测指标，采用超高效液相

色谱串联三重四级杆质谱法对各离子的碰撞能量进

行了优化，特征肽序列及质谱离子信息见表１。

图１　高分辨质谱正离子模式下各特征肽的二级扫描质谱及主要碎片离子归属
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２２　 液 相 色 谱质 谱 条 件 　 色 谱 柱：Ｗａｔｅｒｓ
ＣＯＲＴＥＣＳＴ３Ｃ１８色谱柱 （１００ｍｍ ×２１ｍｍ，
２７μｍ），流速０４ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３０℃，流动相：Ａ
为０１％甲酸溶液，Ｂ为含０１％甲酸的乙腈溶液；
梯度洗脱程序：０～１５ｍｉｎ，９５％Ａ→８０％Ａ，５％Ｂ→
２０％Ｂ；进样量：１μＬ。

离子源：电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离子扫描模
式；离子源温度：２００℃，毛细管电压：４０００Ｖ，干燥
器流量：１２Ｌ／ｍｉｎ；雾化器压力：２５ｐｓｉ；鞘气温度：
２５０℃；鞘气流量：１０Ｌ／ｍｉｎ；喷嘴电压：５００Ｖ；采用
多重反应监测（ＭＲＭ）模式检测。特征肽的母离子、
子离子和碰撞能量（ＣＥ）等信息见表１。

表１　特征肽序列及质谱离子信息

物种

来源
特征肽序列

母离子

（ｍ／ｚ）
母离子

电荷

子离子

（ｍ／ｚ）
碰撞能量

（ＣＥ）
驴 ＧＰＰＧＡＡＧＰＰＧＬＲ ５３９８ ２＋ ９２４５ ２１

（２ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ） ６１２３ ２１
马 ＧＡＳＧＰＡＧＶＲ ３８６３ ２＋ ４９９１ １６

６４３３ １６
牛 ＧＥＡＧＰＳＧＰＡＧＰＴＧＡＲ ６４１３ ２＋ ７８３３ ２９

７２６２ ２９
羊 ＴＧＥＰＧＡＡＧＰＰＧＦＶＧＥＫ ７５１９ ２＋ ９０３５ ２９

（２ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ） ８４６６ ３７
猪 ＡＧＶＭＧＰＰＧＳＲ ４７３０ ２＋ ７１８２ ２１

（１ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ） ５８６３ １３

２３　样品溶液的制备
２３１　阿胶对照药材溶液的制备　按照《中华人
民共和国药典》２０１５年版一部“阿胶”鉴别项下制备
阿胶对照药材溶液。取对照药材０１ｇ，加１％碳酸
氢铵溶液 ５０ｍＬ，超声处理 ３０ｍｉｎ，用微孔滤膜滤
过，取续滤液１００μＬ，加胰蛋白酶溶液（１μｇ／μＬ）
１０μＬ，摇匀，３７℃恒温酶解１２ｈ，即得。
２３２　样品溶液的制备　取阿胶糕适量，去除易分
离的其他食材（如花生、核桃等）后，取胶类部位１ｇ，
加适量水超声３０ｍｉｎ使溶解，离心，取上清液，加入
等量预冷的２０％三氯乙酸溶液，充分振荡后于４℃
放置３０ｍｉｎ，离心，弃去上清，取沉淀，用预冷丙酮
２ｍＬ洗涤，离心，弃去丙酮液，再用２ｍＬ预冷丙

酮重复洗涤一次，挥干丙酮，得蛋白提取物。于提

取物中加入 １％碳酸氢铵溶液使溶解，转移至
１０ｍＬ量瓶中，用 １％碳酸氢铵溶液稀释至刻度，
过０２２μｍ微孔滤膜，取 １００μＬ续滤液，加入
１０μＬ胰蛋白酶溶液 （１μｇ／μＬ），摇匀，３７℃恒
温酶解１２ｈ，即得。
２３３　用于杂皮源成分检测的对照品溶液制备　
　　取研究用自制阿胶糕，按照样品溶液的制备方
法得阿胶糕基质溶液。分别取马、牛、羊、猪特征肽

适量，加阿胶糕基质溶液制成各特征肽质量浓度为

１μｇ／ｍＬ的溶液，作为标准储备溶液。系列标准溶
液用阿胶糕基质溶液配制，现用现配。取各标准溶

液１００μＬ，加胰蛋白酶溶液（１μｇ／μＬ）１０μＬ，摇匀，
３７℃恒温酶解１２ｈ，即得。
２４　方法学考察
２４１　阿胶糕中阿胶鉴别　专属性考察：以不含阿
胶的自制糕为阴性样品，以阿胶对照药材和阿胶糕

为阳性样品，选择特征离子峰 ｍ／ｚ５３９８→６１２４和
ｍ／ｚ５３９８→９２３８作为检测离子对进行测定，结果
阴性样品中的色谱图中（图２），在与阿胶对照药材
及阿胶糕相应的位置上无相应色谱峰，说明方法的

专属性良好。

检测限考察：自制阿胶糕，使阿胶含量分别占总量的

０１％、０５％、１０％，按照样品制备方法提取蛋白、
酶解成肽段后，对阿胶特征肽离子对 ｍ／ｚ５３９８→
９２４５，６１２３进行检测，结果显示，阿胶含量为
０１％时可检测到相应离子对。
２４２　阿胶糕中马皮、牛皮、猪皮、羊皮源成分的检
测　专属性考察：以自制马皮胶、牛皮胶、猪皮胶和
羊皮胶为阳性样品，以自制阿胶糕为阴性样品，选择

各杂皮胶特征肽检测离子对进行测定，结果见图３。
在阳性样品中，各特征肽对照品相应保留时间位置

上均呈现出特征肽离子流色谱峰。而阿胶样品色谱

图中，在与马皮胶、牛皮胶、猪皮胶和羊皮胶相应特

征肽的保留时间位置未检出色谱峰，说明各杂皮胶

的特征肽专属性良好。

图２　阿胶糕中阿胶的鉴定专属性考察色谱图
　　注：Ａ．阿胶对照药材；Ｂ．阿胶糕；Ｃ．阴性样品
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图３　阿胶糕中杂皮胶检测专属性考察色谱图
　　注：Ａ自制马皮胶；Ｂ自制牛皮胶；Ｃ自制羊皮胶；Ｄ自制猪皮胶

　　检测限考察：取系列标准溶液进样，以峰面积为
纵坐标，各特征肽浓度为横坐标，绘制标准曲线，结

果表明各组分在００１～１０μｇ／ｍＬ范围内线性关
系良好。在阿胶糕基质溶液中加入适量的杂皮胶特

征肽混合标准溶液后，按照方法进样检测，以信噪比

为３计算检测限，结果显示马、牛、羊、猪特征肽的检
测限分别为０８、１１、０９、１２μｇ／ｋｇ。
２５　样品测定结果　以所建立的方法对市场上购
买的阿胶糕进行检验，结果表明，１０批样品中，有５
批检出阿胶成分，未检出其他皮源性成分；有２批样
品检出牛皮源成分，另外３批未检出任何皮源性成
分，可能是未投料或者投料过少，低于目前检测限。

３　讨论
阿胶及各杂皮胶主要成分均为胶原蛋白，同源

性高，近年来，以特征肽为检测指标，采用液相色谱
质谱联用技术建立胶类中药质量控制方法，得到了

广泛应用，该方法具有专属性强，灵敏度高的优

点［１５１９］。但是，如何选择专属性强的特征肽是方法

开发的关键因素［２０］，本研究前期采用纳流液相色谱

串联四极杆静电场轨道阱线性离子阱三合一组合
式高分辨质谱仪（ｎａｎｏＬＣ／ＯｒｂｉｔｒａｐＦｕｓｉｏｎＬｕｍｏｓ
ＨＲＭＳ）对自制阿胶、马皮胶、羊皮胶和猪皮胶的酶
解产物进行分析，采用蛋白质搜库软件，搜索相应物

种的蛋白数据库，鉴定主要蛋白质和肽段，并对阿胶

及杂皮胶进行了比较，选择其中每个物种专属的特

征肽，作为检测指标，来建立阿胶糕中掺假杂皮胶的

检测方法。

阿胶糕中除阿胶原料外，还含有芝麻、花生、核

桃仁、冰糖，黄酒等，样品基质复杂，因此需要考察胶

原蛋白的提取和富集方法。实验首先按照阿胶药材

鉴别中的供试品制备方法，即直接取样，约相当于阿

胶含量０１ｇ，用１％碳酸氢铵５０ｍＬ超声３０ｍｉｎ，
过滤，取滤液１００μＬ酶解后进行分析，发现目标特
征肽信号非常弱，由于样品中的糖类、油脂及其他蛋

白质会一同提取出来，这些成分对酶解效率和质谱

响应可能有抑制作用，因此，实验进一步考察了富集

蛋白质的方法，首先剥离除去花生、核桃仁等体积较

大的成分，从而去除一部分油脂，取胶类部位样品，
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用水超声溶解后，加入等体积预冷的２０％三氯乙酸
低温沉淀蛋白，用预冷丙酮洗涤沉淀，从而获得蛋白

提取物，酶解后进样分析，发现质谱响应明显提高。
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ａｎｄａｃｃｕｒａｔｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆ４０ｄｙｅｓｉｎｓｏｆｔｄｒｉｎｋｓｂｙｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇ

ｒａｐｈｙｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．ＪＣｈｒｏｍａｔｏｇｒＢ

ＡｎａｌｙｔＴｅｃｈｎｏｌＢｉｏｍｅｄＬｉｆｅＳｃｉ，２０１１，８７９（２０）：１８１３１８１８．

［１５］张东雷，汪丽娜，陈小珍，等．超快速液相色谱离子阱飞行时间

质谱法测定肉制品中１０种碱性染料［Ｊ］．色谱，２０１２，３０（８）：

７７０７７６．

［１６］赵延胜，杨敏莉，张峰，等．液相色谱／四极杆飞行时间质谱法筛

查奶酪中２９种禁用和限用合成色素［Ｊ］．色谱，２０１１，２９（７）：

６３１６３６．

［１７］ＪｉａｎＳ，ＲｕｉＦ，ＱｉｎｇＨ，ＨｏｎｇＹ，ＳｕＺ，ＬｉｎＦ，ｅｔａｌ．Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅ

ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｓｉｘｔｅｅｎｓｙｎｔｈｅｔｉｃａｃｉｄｐｉｇｍｅｎｔｓｉｎｍｅｄｉｃｉｎａｌＣｈｉｎｅｓｅ

ｈｅｒｂｓｂｙｐｏｌｙａｍｉｄｅＳＰＥＨＰＬＣ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＰａｔｅｎｔＭｅｄ

ｉｃｉｎｅ，２０１５，３７：１０３１１０３６．

［１８］ＨｕＱ，ＳｕｎＪ，ＹｕＨ，ＺｈａｎｇＳ，ＦｅｎｇＲ，ＪｉＳ．Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ５０

ｐｉｇｍｅｎｔｓｉｎｄｙｅｄｈｅｒｂｂｙＵＨＰＬＣ／ＱＴＯＦ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉ

ｃａｌＪｏｕｒｎａｌ，２０１６，５１（１５）：１３１６１３２３．

［１９］ＬｉＸＱ，ＺｈａｎｇＱＨ，ＭａＫ，ＬｉＨＭ，ＧｕｏＺ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｄｅｔｅｒｍｉ

ｎａｔｉｏｎｏｆ３４ｗａｔｅｒｓｏｌｕｂｌｅｓｙｎｔｈｅｔｉｃｄｙｅｓｉｎｆｏｏｄｓｔｕｆｆｂｙｈｉｇｈｐｅｒ

ｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｄｉｏｄｅａｒｒａｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｉｏｎｔｒａｐｔｉｍｅ

ｏｆｆｌｉｇｈｔｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｈｅｍ，２０１５，１８２：３１６

３２６．

［２０］冯月超，贾丽，何亚荟，等．超高效液相色谱串联质谱法同时测

定粮食及肉制品中的２４种工业染料［Ｊ］．色谱，２０１３，３１（１０）：

１０２１１０２７．

［２１］尹峰，丁召伟，杨志坚．固相萃取高效液相色谱串联质谱法检

测香辛料中罗丹明Ｂ［Ｊ］．色谱，２０１２，３０（７）：６７２６７６．

（２０１９－０３－１０收稿　责任编辑：徐颖）

·２３８· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ａｐｒｉｌ．２０１９，Ｖｏｌ．１４，Ｎｏ．４


