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摘要:目的 超声辅助快速酶解与串联质谱联用实现准确、高效检测阿胶中的马皮成分,为阿胶质量标准研究提供实验依据。

方法 采用超声辅助胰蛋白酶酶解的方法,快速制备阿胶酶解液样品,采用超高效液相色谱􀆼三重四极杆串联质谱(UPLC􀆼
QQQ􀆼MS)对阿胶酶解液进行检测,在电喷雾离子化的正离子模式下,多反应监测模式(MRM),以驴专属肽m/z691.0→
809.4、马专属肽m/z698.3→809.4为离子对,检测阿胶样品中的马专属肽,以及驴专属肽与马专属肽的相对峰面积比例。结

果 采用的方法可在20min内准确判别阿胶中是否掺有马皮成分,及掺入的马皮成分的比例,马皮成分的检出限为1%。结

论 超声辅助快速酶解与串联质谱联用的方法准确可靠、专属性强、检测效率高,可用于阿胶中马皮成分的快速检测。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToaccuratelyandefficientlydetectthehorsehidecomponentsinAsiniCoriiColla ACC byusing
ultrasonicassistedfastenzymedigestionandtandemmassspectrometry andprovideexperimentalbasisforACCqualitystand-
ardinvestigation METHODS Byusingultrasonicassistedtrypsindigestionmethod ACChydrolysatesampleswereprepared

rapidly HighperformanceliquidchromatographywiththreequadrupolemassspectrometrywasusedtodetecttheACChy-

drolysatesamples Underpositiveelectrosprayionizationmodeandmultiplereactionmonitoring MRM  donkey􀆼specificpep-
tide Pep􀆼1 withionpairofm z691 0→809 4andhorse􀆼specificpeptide Pep􀆼2 withionpairofm z698 3→809 4were
usedtodetectPep􀆼2inACC andtherelativepeakarearatiobetweenPep􀆼2andPep􀆼1 RESULTS Thismethodcouldbeused

todetermineiftherewashorse􀆼hidegelatin HHG inACCwithin20min andtheproportionofHHGinACC Thedetection
limitofHHGadulterationwaslowto1% CONCLUSION Ultrasound􀆼assistedfastenzymedigestioncombinedwithtandem
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massspectrometryshowedgoodaccuracy reliability specificityandefficiency andcanbeusedfortherapiddetectionofHHG
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  阿胶(AsiniCoriiColla)为马科动物驴Equus
asinusL.的干燥皮或鲜皮经煎煮、浓缩制成的固体

胶。具补血滋阴,润燥,止血之功[1]。阿胶的应用逾

2000年历史,《神农本草经》将阿胶列为上品。一直

以来,阿胶作为药食同源中药,在中医临床与保健食

品等方面应用广泛。
阿胶需求量有增无减,使得阿胶原料用量急速

增长,阿胶及原料的价格也日渐高涨,部分不法企业

为获得高额收益,用牛皮、猪皮、马皮、骡皮等原料制

备阿胶以次充好[2]。现阶段,基于串联质谱检测专

属肽类成分的方法成为阿胶真伪鉴别的关键技术手

段之一,如驴源、马源、牛源、鹿源等专属肽的发现与

应用,通过检测不同物种专属肽的离子对是否存在

来判断掺杂情况已成为胶类药材成熟的质控方

法[3􀆼7]。目前2020年版《中国药典》即通过检测驴源

多肽实现阿胶的鉴别与含量测定。
然而,在基于专属肽段检测的阿胶及胶类药材

的质控方法中,样品前处理需采用胰蛋白酶对胶类

药材溶液进行酶解过夜或12h以上,极大限制了胶

类药材的检测分析效率。为此,本文采用超声辅助

酶解的方法,显著缩短阿胶药材的酶解时间,提升了

前处理效率;并在此基础上,采用三重四极杆质谱分

析比较驴源专属肽与马源专属肽相对含量比值,判
断阿胶样品掺入马皮的比例,实现阿胶中马皮成分

的快速、准确、灵敏的检测,为阿胶乃至胶类药材的

质量评价研究提供理论支撑,具有良好的应用价值。

1 材料

NexeraUPLCLC􀆼20A液相系统(日本岛津公

司);ABSciex5500Plus三重四级杆质谱仪(美国

ABSciex公司);BP211D电子天平(德国Sartorius
公司);超 声 机 (昆 山 超 声 仪 器 有 限 公 司,KQ􀆼
500DE);离心机(德国Sigma公司,3􀆼16PK);离心

浓缩仪(美国Labconco公司)。
胰蛋白酶(Promega质谱测序级),乙腈、甲醇、

甲酸等质谱用试剂均为质谱级(德国 Merck公司);
磷酸盐缓冲液(PBS,美国GE公司);纯净水为 Milli
􀆼Q纯水;2批马皮样品与2批骡皮样品为市面收

集;4批市售阿胶(ACC)样品由市面购得。

肽1(HGDRGEHypGPVGSVGPVGAVGPR)
为驴源专属肽段,肽2(HGHRGEHypGPVGSVG-
PVGAVGPR)为马源专属肽段,肽3(GEHypG-
PVGSVGPVGAVGPR)为驴和马共有肽段,由金斯

瑞生物科技股份有限公司合成,其中 Hyp 表示羟

脯氨酸,纯度>95%。

2 方法

2.1 胶类样品的制备与酶解

取马皮、骡皮上随机切割下的皮,每块皮剪至

3.0cm×3.0cm大小,充分浸泡5~7d,经过焯皮、
洗皮、高温熬制化皮(温度为117~120℃)后,除去

皮渣和油脂,将熬制液合并,提沫、浓缩、干燥后得到

马皮胶(HHG)与骡皮胶(MHG)样品。
参照2020年版《中国药典》的方法,稍作修改,

取ACC、HGG、MHG样品约10mg,加50mmol/L
PBS5mL,超声处理30min,得不同胶的溶液,

12000r/min离心20min,取上清液150μL,置于

2mL离心管中,以1mL50mmol/LPBS稀释,加入

适量胰蛋白酶,摇匀,37℃恒温或超声酶解,加入

10%TFA溶液60μL终止反应,12000r/min离心

20min,即得不同胶的酶解液,置于-20℃保存,备
用。

2.2 LC􀆼MS/MS分析

UPLC􀆼QQQ􀆼MS分析不同胶酶解液的专属肽

段,采用多反应监测(MRM)确定待测样品中是否

存在专属肽信息。液相条件为:岛津NexeraUPLC
LC􀆼20A液相系统,色谱柱为1.7μm WatersC18柱
(2.1μm ×100 mm),上 样 量 为 2μL,流 速

0.3mL/min,流动相 A(乙腈),流动相B(0.1%甲

酸),0~3.5min,10~30%A;3.5~4min,30~10%
A;4~6 min,10%A。质 谱 系 统 为 AB Sciex
QTRAP5500Plus三重四极杆质谱,电喷雾正离子

模式(ESI+),质谱参数为:离子源温度500℃;电离

电压5500V;脱溶剂温度500℃;离子源气体1,

0.417MPa;离子源气体2,0.417MPa。
质谱条件优化:根据高分辨质谱给出的碎片离

子信号,选取响应值较高的2个碎片离子作为离子

对,选定的离子对在三重四极杆质谱仪上优化去簇
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电压(DP)值与碰撞能量(CE)值参数,使离子对响

应值最高。

2.3 酶解条件优化

将ACC样品按“2.1”项下步骤酶解时,采用不

同酶解条件处理样品,以肽1与肽3的峰面积为指

标,比较不同酶解条件,以优化酶解方法。

①在37℃恒温水浴条件下,选择不同酶解时

间:2、4、6、12h;②在超声条件下,选择不同酶解时

间:1、5、10、20、30、45、60min;③采用超声酶解

10min的 方 法,选 择 不 同 加 酶 量(w/v):0.1%、

0.2%、0.5%、1%、2%。获得的ACC酶解液样品按

“2.2”项下分析方法检测肽1与肽3峰面积及变化

趋势。

HHG与 MHG样品按“2.1”项下步骤酶解,选
择不同超声酶解时间:1、5、10、20、30、45、60min,获
得的HHG与 MHG酶解液按“2.2”项下分析方法

检测肽1、肽2与肽3峰面积及变化趋势。

2.4 不同比例混合的 HHG/ACC、MHG/ACC样

品的检测

分别将HHG溶液与ACC溶液、MHG溶液与

ACC溶液按照1%、5%、10%、20%、50%、80%、

90%、95%、99%的比例混合,12000r/min离 心

20min,分别取不同混合比例样品的上清液150μL,
置于2mL离心管中,以1mL50mmol/LPBS稀

释,加 入 1% 胰 蛋 白 酶 (w/v),摇 匀,超 声 酶 解

10min,加 入 10%TFA 溶 液 60μL 终 止 反 应,

12000r/min离心20min,即得不同混合比例样品

酶解液,置于-20℃保存,备用。
取4批市售ACC样品,按“2.1”项下处理方法,

其中 胰 蛋 白 酶 加 入 量 为 1%,超 声 酶 解 时 间 为

10min,终止反应后12000r/min离心20min,得4
批市售ACC样品酶解液,置于-20℃保存,备用。

3 结果

3.1 流程示意图

检测流程如图1所示,本方法可在20min内完

成阿胶样品中马皮成分的检测。

图1 快速酶解与串联质谱联用检测流程示意图

3.2 肽1、肽2的质谱参数优化与专属性验证

通过 MRM模式确定肽1与肽2的离子对。为

获得最优离子对相应,优化后的DP与CE参数如表

1所示。
表1 肽1、肽2与肽3的质谱参数

肽段 氨基酸序列 离子对 DP/V CE/V
肽1 HGDRGEHypGPVGSVGPVGAVGPR m/z691.0(3+)→809.4(y9+) 91.35 34.43
肽2 HGHRGEHypGPVGSVGPVGAVGPR m/z698.3(3+)→809.4(y9+) 99.73 37.84
肽3 GEHypGPVGSVGPVGAVGPR m/z803.1(2+)→710.0(y162+) 29.62 17.05

  有研究表明,驴和马的Ⅰ型胶原蛋白α2链

(COL1A2)上共有4个不同的氨基酸位点,肽1与

肽2为源于COL1A2的781His~802Arg同源肽段,
肽1为驴源专属肽[8],肽2则为马源专属肽;理论上

说,肽1与肽2在胰蛋白酶的作用下,N􀆼端的4个氨

基酸会被切割而生成肽3,因N􀆼端的4个氨基酸含

有驴和马的差异氨基酸位点,因而肽3已不具有专

属性。
将ACC、HHG及 MHG酶解液样品按“2.2”项

下方法及表1中优化的质谱参数设置检测,结果如

图2所示,ACC样品可检测到肽1与肽3,HHG可

检测到肽2与肽3,由于骡是驴和马的杂交产物,

MHG样品可同时检测到肽1、肽2与肽3。结果表

明肽1与肽2具有较好的专属性,可用于区分ACC
与HHG。
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A.ACC样品;B.HHG样品;C.MHG样品

图2 不同胶样品专属肽检测

3.3 酶解方法优化

为提高 ACC酶解液的制备效率,对不同的酶

解方法进行比较和优化。ACC样品在37℃恒温水

浴酶解与超声酶解条件下,肽1与肽3峰面积在不

同处理时间下的变化趋势见图3。37℃恒温水浴酶

解条件下,随着酶解时间的延长,肽1的峰面积有小

幅下降,肽3的峰面积显著上升,部分肽1可能发生

降解生成了肽3;超声酶解条件下,随着超声时间的

延长,肽1的峰面积显著提升,在超声10~20min
时间后,肽1峰面积变化不显著。比较2种酶解条

件下肽1随处理时间的变化趋势来看:①37℃恒温

水浴酶解2h为最佳酶解时间,此时肽1峰面积最

大,肽3峰面积最小;②超声酶解10min为最佳酶

解时间,此时肽1峰面积基本接近最大值,而肽3峰

面积远低于肽1,肽1转化成肽3的相对量较低;③
37℃恒温水浴酶解2h与超声酶解10min时,肽1
的峰面积相当。因此,超声辅助酶解可作为胶类样

品的前处理酶解方法,酶解时间为10min即可。

图3 ACC样品不同酶解方式比较

  加酶量考察结果见图4,ACC样品肽1的峰面

积随加酶量的增加而增加,1%为最佳加酶量。

图4 ACC样品加酶量考察

HHG与 MHG样品在不同超声酶解时间处理

下的肽1、肽2与肽3峰面积变化趋势见图5。

HHG样品经超声酶解处理后,可检测出肽2与肽

3,而 MHG样品经超声酶解处理后,可同时检测出

肽1、肽2与肽3。HHG样品的肽2,及 MHG样品

的肽1、肽2峰面积在超声酶解10min达峰值,表明

对HHG与 MHG样品而言,超声酶解10min亦为

最优时间。
综上,可确定超声辅助酶解的条件为:胰蛋白酶

的加酶量为1%,超声酶解10min。

注:A.HHG样品;B.MHG样品

图5 HHG与 MHG不同超声酶解时间的比较

3.4 HHG/ACC与 MHG/ACC混合样品的检测

在不 同 掺 杂 比 例 的 HHG/ACC、MHG/ACC

样品中 均 可 检 测 到 肽1与 肽2的 峰,在1%的

HHG/ACC掺杂样品中可检出肽2,表明该方法灵
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敏度良好,阿胶中掺入马皮的检 出 限 为1%;在

MHG/ACC样品中,由于骡皮同时含有肽1与肽2,
肽2的相对含量较低,仅5%的掺杂样品可检测出

肽2,而1%的掺杂样品未检测出肽2。见图6。

注:A.1%HHG/ACC样品;B.5%MHG/ACC样品

图6 混胶样品XIC图

结果见表2~3。根据不同比例 HHG/ACC混

合样品的肽1与肽2的峰面积,以混胶样品中

HHG与ACC相对含量的比值(CHHG/CACC)为横坐

标,以肽2峰面积与肽1峰面积的比值(A肽2/A肽1)
为纵坐标作图,如图7A所示,CHHG/CACC 与A肽2/

A肽1呈 线 性,A肽2/A肽1=0.9242(CHHG/CACC)-
0.1753,R2=0.9990。表明 ACC掺入 HHG的比

例与肽1与肽2峰面积相关,因此可根据A肽2与

A肽1的比例关系确定阿胶中掺入马皮的比例。
由于 MHG中同时存在肽1与肽2,为了确定

阿胶中掺入骡皮的比例,应从 MHG/ACC混合样

品中扣除源于 MHG的肽1后,建立与肽2峰面积

的关系,MHG中A肽2/A肽1是常数,约为0.408,根
据 MHG中A肽2与A肽1关系,修正MHG/ACC混合

样品中肽1的峰面积A肽1'=A肽1-(A肽2/0.408),以
(CMHG/CACC)为横坐标,以(A肽2/A肽1')为纵坐标作

图,图7B表明线性关系良好,R2=0.9837。表明通

过修正A肽1也可以计算出阿胶中掺入骡皮的比例。
表2 ACC掺入 HHG的比例与肽2/肽1比例的关系

比例/%CHHG/CACC A肽1 A肽2 A肽2/A肽1

99 0.010 297671 3829 0.013
95 0.053 211096 11025 0.038
90 0.111 246373 30435 0.124
80 0.25 292782 64974 0.308
50 1 140464 115528 0.822
20 4 61012 223639 3.665
10 9 22249 205078 9.218
5 19 17099 256920 15.025
1 99 2773 254190 91.671

表3 ACC掺入 MHG比例与肽2/肽1比例的关系

比例/

%
CMHG/CACC A肽1 A肽2

A肽1'=A肽1-
(A肽2/0.408)

A肽2/A肽1'

99 0.010 329483 1849 324952 0.006
95 0.053 285989 2377 280163 0.008
90 0.111 226383 8120 206479 0.039
80 0.25 204279 10167 179360 0.057
50 1 178538 14788 142292 0.104
20 4 183674 37899 90785 0.417
10 9 161733 37704 69321 0.544
5 19 110998 39615 13902 2.842
1 99 120513 47079 5124 9.107

图7 ACC掺入 HHG比例(A)及ACC掺入 MHG比例(B)
与肽2/肽1比例的线性关系图

3.5 市售ACC样品的检测

对采集的4批市售阿胶样品进行检测,结果见

表4,其中2批样品未检测到肽2,表明无马皮掺杂,
为阿胶正品;1批样品未检测到肽1,表明该批样品

为马皮胶,为阿胶伪品;1批样品同时检测到肽1与

肽2,根据两者峰面积比可计算出该样品中马皮掺

入量约为38.0%,亦为阿胶伪品。
表4 市售阿胶样品检测

样品 A肽1 A肽2
A肽2/

A肽1

CHHG/

CACC

马皮掺伪

比例/%
阿胶1 275988 - - - 0
阿胶2 319482 - - - 0
阿胶3 - 236382 - - 100
阿胶4 120513 47079 0.391 0.612 38.0

4 讨论

近年来,基于串联质谱检测专属肽类成分被广

泛应用于胶类药材真伪优劣的判别。相比于DNA
条形码技术,专属肽类的检测方法更适合于经过高

温、高压熬制处理后的胶类药材[9]。通过高通量、高
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分辨、高灵敏度质谱检测的方法,可用于鉴别胶类药

材的专属性肽类成分不断被发现与应用[2􀆼3,5,7]。然

而,传统的蛋白酶酶解获得专属性肽的前处理方法

需要长时间酶解,限制了胶类药材鉴别、含量测定等

研究的通量。
有研究报道,超声辅助酶解[10]、微波辅助酶

解[11]及酶固定化技术[12]均可加快蛋白酶酶解效

率,在文献报道的探针式超声辅助快速酶解基础上,
本文采用水浴式超声仪,同样可获得不错的酶解效

率。超声辅助酶解相较于微波辅助酶解与酶固定化

技术,方法更简单,操作更可控。从文中数据可见,
超声辅助酶解10min与37℃恒温酶解2h生成的

肽1量相当,而产生的肽3量则比恒温酶解2h少

很多。肽3产生途径主要有两方面,一是COL1A1
在胰蛋白酶作用下释放肽3,另一个是在胰蛋白酶

的长时间酶解下,肽1或肽2进一步降解产生肽3,
为了更准确鉴别胶类样品,应保证肽1与肽2的量

的同时尽可能减少肽3的产生,因此,超声辅助酶解

10min符合本文实验要求。
本文的研究将超声辅助酶解与串联质谱联用,

以专属肽判断真伪,以专属肽峰面积比例确定掺假

量,实现20min内完成分析操作的同时,准确判断

阿胶的真伪及马皮掺入量。本文研究为阿胶质量控

制提供了新的思路,本文的方法也可引申至胶类药

材的质量控制中,建立准确、可靠、高效、专属性强的

胶类动物药质量控制模式与方法。
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