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质量分析

马皮特征肽的发现及其在阿胶中马皮源成分检测中的应用 *
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（1. 山东省食品药品检测研究院，济南 250101；2. 山东大学，济南 250100；3. 中国食品药品检定研究院，北京 100050）

摘要　目的：发现马皮特征肽，建立阿胶中马皮源成分专属性的检测方法。方法：采用序列比对技术发现

理论马皮胶原蛋白特征肽，利用胰蛋白酶酶切马皮胶样品，通过纳升液相 - 高分辨质谱确证了马皮特征

肽 GASGPAGVR。利用超高效液相色谱 - 三重四极杆质谱（UPLC-QQQ/MS）对马皮特征肽进行检测。色

谱柱为 ACQUITY UPLC BEH C18（2.1 mm×150 mm，1.7 μm），流动相为 0.1% 甲酸溶液（A）- 乙腈（B），梯

度洗脱（0~3 min，96%A；3~8 min，96%A → 92%A；8~10 min，92%A → 50%A；10~12 min，50%A；12~12.1 
min，50%A → 96%A；12.1~15 min，96%A），流速 0.3 mL·min-1，柱温 40 ℃，进样量 5 μL；离子化模式为

ESI+，进行多反应监测，选择马皮特征肽特征分子离子峰 m/z 386.25 → 499.25，m/z 386.25 → 556.51 作为检

测离子对。结果：在马皮胶样品中检出了马皮特征肽，在阿胶、牛皮胶、猪皮胶、羊皮胶样品中均未检出马

皮特征肽。该方法的检出限度为 1% 马皮胶的阿胶样品。对 10 批阿胶样品进行检测，在 2 批样品中检出

了马皮特征肽。结论：所建立的方法经验证，专属性强，可用于阿胶中马皮源成分的检测。
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Identification of the horse skin marker peptide for test of 
horse-hide gelatin in donkey-hide gelatin*
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Abstract　Objective：To find marker peptide of horse hide and establish a specific method for identification 
of horse-hide gelatin in donkey-hide gelatin．Methods：Theoretical species-specific peptide of horse skin was 
predicted by sequence comparison as GASGPAGVR，which was verified by Nano LC-Orbitrap MS followed by 
sample digestion with trypsin．Ultra-high performance liquid chromatography coupled with triple quadruple mass 
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spectrometry（UPLC-QQQ/MS）was used to detect horse-hide marker peptide．Determination was carried out on 
an ACQUITY UPLC BEH C18（2．1 mm×150 mm，1．7 μm）column at temperature of 40 ℃．The mobile phase 
was composed of 0．1% formic acid（A）and acetonitrile（B）with gradient elution（0-3 min，96%A；3-8 min，

96%A → 92%A；8-10 min，92%A → 50%A；10-12 min，50%A；12-12．1 min，50%A → 96%A；12．1-15 min，

96%A）at a flow rate of 0.3 mL·min-1．The electrospray ionization（ESI）source was performed in multiple reaction 
monitoring（MRM）mode with the transitions of m/z 386.25 → 499.25 and m/z 386.25 → 556.51．Results：Marker 
peptide was found in horse hide gelatin，but not in donkey hide gelatin，cow hide gelatin，pig hide gelatin nor sheep 
hide gelatin．The detection limit is 1% horse hide gelatin in donkey hide gelatin．Marker peptide was detected in 
2 out of 10 donkey-hide gelatin samples．Conclusion：The established method is proved to be specific，which is 
suitable for the identification of horse-hide gelatin in donkey-hide gelatin．

Keywords：sequence comparison；LC-MS；authentication of donkey-hide gelatin；horse-hide gelatin；marker 
peptide of horse hide

2015 年版中国药典规定阿胶由驴皮熬制而成［1］。

阿胶具有补血滋阴，润燥，止血的功效［2-4］。阿胶由

于其良好的疗效，广受欢迎，但是生产原料驴皮供应

量的限制，导致阿胶价格昂贵，阿胶药材的掺伪造假

问题严重。马与驴同属马科动物［5］，马皮和驴皮形态

相似，难以区分。我国马的存栏量大，马皮的价格便

宜，常被用于冒充驴皮制作阿胶［6，7］。

PCR 技术被广泛地用于食品药品源性的检测，

但是由于阿胶是驴皮经过高温处理后的产物，其中

的 DNA 破坏严重［8］，限制了 PCR 技术在阿胶源性成

分检测中的应用。阿胶中的主要成分是驴皮胶原蛋

白高温不完全水解后的肽段［9］。不同物种的蛋白序

列存在差异，胰蛋白酶识别多肽链中的赖氨酸和精

氨酸切割多肽链［10］。不同物种的蛋白序列经胰蛋白

酶酶切后可能形成物种特异性的多肽，利用蛋白酶

酶切技术和质谱技术进行胶原蛋白物种源性的方法

已经比较成熟［11-14］。利用质谱技术和主成分分析的

方法发现了牛皮胶原蛋白特征肽，建立了胶类药材

中牛皮源成分的专属性的检测方法，有效地打击了

阿胶中掺入牛皮源成分的违法行为［15-18］。但是尚未

发现相对于驴的马皮特征肽，用于阿胶中马皮源成

分的检测。本研究通过比对马和驴、猪、牛、羊胶原

蛋白的序列，模拟胰蛋白酶酶切的结果，获得了一条

理论的马皮胶原蛋白特征肽，通过合成马皮特征肽在

高分辨质谱上得到了进一步确证，并进一步采用超

高效液相色谱 - 三重四极杆质谱联用仪建立了阿胶

中马皮源成分的专属性鉴别方法，并进行了方法学 
验证。

1　仪器与材料

1.1　仪器　EASY-nLC 1000 纳升液相色谱仪（美国热

电科技公司），Thermo Scientific 公司 Fusion-Orbitrap
高分辨质谱（美国热电科技公司）；自制纳升液相色

谱富集色谱柱（0.2 mm×3.5 cm，填料：十八烷基硅烷

键合硅胶，孔球形硅胶粒径 5 μm，德国迈克公司），

自制纳升液相色谱分析色谱柱（75 μm×25 cm，填

料：十八烷基硅烷键合硅胶，孔球形硅胶粒径 3 μm，

德国迈克公司）。Waters Acquity 超高效液相色谱仪、

Waters Quattro Premier XE 三重四极杆质谱（美国沃

特世科技公司），色谱柱：Waters ACQUITY UPLC BEH 
C18（2.1 mm×150 mm，1.7 μm，填料：十八烷基硅烷

键合硅胶，桥式亚乙基杂化颗粒）（美国沃特世科技公

司）。KQ200DB 超声清洗仪（中国昆山超声仪器有限

公司）。XSE205 电子天平（赛多利斯科学仪器有限 
公司）。

1.2　试剂　甲酸、乙腈为色谱纯，水为 Milli-Q 纯水；

胰 蛋 白 酶 购 自 Sigma 公 司，货 号 为 T1426-100 mg，

马皮特征肽由上海强耀生物有限公司合成，纯度为

98%。

1.3　胶类样品　6 份马皮胶（1-6 号）、3 份骡皮胶

（1-3 号）、3 份阿胶（1-3 号）、3 份猪皮胶（1-3 号）、

3 份牛皮胶（1-3 号）、3 份羊皮胶（1-3 号）按以下制

备工艺获得：取鲜皮 10 g，去毛，水浸泡 4 d，每天换

水 2 次，1% 碳酸钠水溶液浸泡 1 d，水洗净，加水 90 
mL，115 ℃熬制 8 h 获得胶液，胶液滤过，滤液浓缩成

稠膏，100 ℃真空干燥箱干燥 4 h 获得胶。阿胶样品

由生产厂家提供，具体信息见表 1。
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表 1　阿胶样品信息

Tab. 1　Information of sample

序号

（No.）
生产厂家

（manufacturer）
生产批号

（lot No.）

1 A 1508045

2 A 1508046

3 A 1508039

4 B 160304

5 B 160303

6 C 15070222

7 D 150309

8 E 150039

9 F 201409002

10 G 20150307

2　方法与结果

2.1　理论的马皮特征肽的发现　阿胶中的主要成分

为驴皮胶原蛋白水解后的多肽。皮类胶原蛋白主要

由Ⅰ型胶原蛋白组成，占胶原蛋白总量的 80%~85%，

Ⅰ型胶原蛋白又包括Ⅰ型 α1、α2 亚型。通过对

马与驴、猪、牛、羊的Ⅰ型 α1、α2 胶原蛋白序列进

行 blast 多序列比对，发现马的胶原蛋白 COL Ⅰ α2
序列与其他物种之间的差异（图 1）；通过模拟胰

蛋白酶酶切马胶原蛋白获得一条理论的马相对于

驴、猪、牛、羊 的 特 征 肽，序 列 为 GASGPAGVR，对

应 马 皮 胶 原 蛋 白 COL Ⅰ α2 的 第 423-431 个 氨 
基酸。

图 1　胶原蛋白 COL Ⅰα2 序列比对

Fig. 1　Sequence alignment of collagen Ⅰα2

2.2　供试品溶液的制备　精密称定胶类药材 0.10 
g，置 50 mL 量瓶中，加 1% NH4HCO3 溶液 40 mL，超

声（100 W，40 kHz）处理 30 min，使样品完全溶解并

加 1% NH4HCO3 溶液定容至刻度，过 0.22 μm 的滤

膜，取 100 μL 液至 200 μL 微量进样瓶中，加 2 μL

胰蛋白酶溶液（取序列分析纯胰蛋白酶适量，加 1% 
NH4HCO3 溶液溶解，制成每 1 μL 中含 20 μg 胰蛋白

酶的溶液），摇匀，37 ℃恒温酶解 16 h，注入液相色谱 -
质谱联用仪分析。

2.3　纳升液相色谱和 Fusion-Orbitrap 高分辨质谱条

件　采用 EASY-nLC 1000 纳升液相色谱系统分离。

流动相 A 为 2% 的乙腈和 0.1% 甲酸水溶液；流动相

B 为 98% 的乙腈和 0.1% 甲酸水溶液。洗脱梯度设

置见表 2，进样量为 1 μL。采用自制纳升液相色谱

富集色谱柱进行脱盐富集，采用实验室自制纳升分离

色谱柱进行分析。

表 2　高分辨质谱 - 纳升液相梯度洗脱表

Tab. 2　Gradient elution program of NanoLC

时间（time）/
min

流速（flow rate）/
（mL·min-1）

流动相（mobile phase）

A/% B/%

0 300 100 0

15 300 93 7

70 300 78 22

90 300 65 35

95 300 10 90

96 450 10 90

105 450 10 90

采 用 Thermo Scientific 公 司 Fusion-Orbitrap 高 分

辨质谱仪，离子源为 Nanospray Flex 纳喷源。采用正

离子模式进行分析，喷雾电压为 2.1 kV，离子传输毛

细管温度为 275 ℃，S-Lens 传输效率设置为 60%。

一级质谱采用 Orbitrap 作为质量分析器，分辨率为

60 000（m/z = 400），采集范围为 350~1 650 Th。二级

质谱采用离子阱作为质量分析器，采用 Rapid Scan 模

式进行扫描，利用 Top20 数据依赖模式进行母离子

选择，采用 CID 模式进行碎裂，碎裂能量 NCE 设置为

35%。

2.4　 超 高 效 液 相 和 三 重 四 极 杆 质 谱 条 件　 采 用

Waters Acquity 超高效液相系统，色谱柱为 ACQUITY 
UPLC® BEH C18（十 八 烷 基 硅 烷 键 合 硅 胶，2.1 
mm×100 mm，1.7 μm），流速 0.3 mL·min-1，流动相

A 为 0.1% 甲酸溶液，B 为 0.1% 甲酸乙腈，梯度洗脱，

流动相条件见表 3，进样量 5 μL。
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表 3　超高效液相流动相条件

Tab. 3　Gradient elution program of UPLC 

时间

（time）/min

流动相（mobile phase）

A/% B/%

0 96 4

3 96 4

8 92 8

10 50 50

12 50 50

12.1 96 4

15 96 4

采用 Waters Quattro Premier XE 三重四极杆质谱系

统，电喷雾离子化（ESI），正离子模式下，进行多反应监

测，选择 386.25 → 499.25，556.51 作为检测离子对。

2.5　马皮特征肽的验证　采用供试品溶液制备方法

制备的 1 号马皮胶样品注入 EASY-nLC 1000 纳升液

相色谱 -Fusion-Orbitrap 高分辨质谱联用仪分析，以马

胶原蛋白序列为数据库，将马皮胶酶解后的多肽质谱

信息用 SEQUEST 软件进行数据库搜索，证实了马皮

特征肽的存在。马皮胶样品和合成的马皮特征肽的

EIC、二级质谱如图 2 所示，合成的马皮特征肽选择离

子色谱峰与样品中的待检色谱峰的保留时间一致；二

级质谱图也一致。马皮特征肽二级质谱碎片信息归

属与理论一致（见图 3），进一步验证为马皮特征肽。

A、B. 马皮胶样品中的马皮特征肽（marker peptide in horse hide gelatin）　C、D. 合成的马皮特征肽（synthetic marker peptide）

图 2　马皮特征肽的 EIC 和二级质谱图

Fig. 2　The extracted ion chromatogram and MS/MS spectra of marker peptide of horse hide

2.6　专属性试验　按供试品溶液制备方法制得马

皮胶（6 份）、骡皮胶（3 份）、阿胶（3 份），猪皮胶（3
份），牛皮胶（3 份），羊皮胶（3 份）供试品溶液，注入

超高效液相色谱和三重四极杆质谱仪平行测定，检测

结果如图 4 所示，马皮特征肽的分子离子峰只在马皮

胶和骡皮胶中出现。以上结果说明马皮特征肽是马

和骡特有的成分，可以用于阿胶中马源性和骡皮源成

分的检测，具有很强的专属性。

2.7　检测限　取 1 号马皮胶样品，加阿胶基质溶液

（取自制 1 号阿胶样品 0.10 g，置 50 mL 量瓶中，加 1% 
NH4HCO3 水溶液 40 mL，超声处理 30 min，使样品完全溶

解并加 1% NH4HCO3 水溶液定容至刻度，摇匀，即得）分

别制得含 0.5%、1%、5%、10%、20% 的马皮胶系列样

品溶液，以马皮特征肽的分子离子峰 m/z 386.25 →
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图 3　马皮特征肽离子碎片信息归属

Fig. 3　Elucidation of marker peptide of horse hide fragment ion

1. 马皮胶（horse hide gelatin）　2. 骡皮胶（mule hide gelatin）　3. 牛皮胶

（cow hide gelatin）　4. 猪皮胶（pig hide gelatin）　5. 羊皮胶（sheep hide 

gelatin）　6. 阿胶（donkey hide gelatin）

A.m/z 386.25 → 499.25　B.m/z 386.25 → 556.51

图 4　马皮特征肽的 MRM 色谱图

Fig. 4　MRM chromatograms of marker peptide of horse hide

499.25，556.51 作为检测离子对进行检测，含 1% 的

马皮胶样品中马皮特征肽的特征分子离子峰的信噪

比为 4.39，利用马皮特征肽检测阿胶中马皮源成分的

检出限为 1% 马皮胶的阿胶样品。

2.8　稳定性试验　取 1 号马皮胶样品制备样品溶

液，以 m/z 386.25 → 499.25，556.51 作为检测离子进

行检测，分别于 0、2、4、8、16、24 h 测定，马皮特征肽

的 RSD（n=6）为 2.7%。结果表明：供试品溶液在 24 
h 内稳定。

2.9　重复性试验　取 1 号马皮胶样品平行制备 6
份 供 试 品 溶 液，以 m/z 386.25 → 499.25，556.51 作

为检测离子对进行测定，马皮特征肽的 RSD（n=6）为

2.37%。结果表明：6 份样品的测定具有较好的重复性。

2.10　样品测定　生产厂家提供的 10 份阿胶样品，

以 2015 年版中国药典检验全部合格，以所建立的方

法对 10 份阿胶样品进行了检测，生产厂家 F 批号为

201409002 和生产厂家 G 批号为 20150307 的 2 批阿

胶样品检出了马皮特征肽。

3　讨论

3.1　马皮特征肽检测阿胶中的骡皮源成分　骡皮的

形态与驴皮非常相似，常被冒充驴皮熬制阿胶。专属

性实验显示在骡皮胶中可以检出马皮特征肽，原因是

骡是马和驴杂合体，骡含有驴和马的遗传信息，骡含

有马的胶原蛋白。如果在阿胶中掺入了骡皮源成分，

利用马皮特征肽的检测方法亦可以检出。

3.2　结论　中国药典 2015 年版中检验项目主要包

括：性状，鉴别，水分，总灰分，铅、镉、砷、汞、铜，羟脯

氨酸、甘氨酸、丙氨酸、脯氨酸，驴源性成分鉴别；国

家食品药品监督管理总局药品检验补充检验方法和

检验项目批准件（批准件编号：014014）中牛皮源成

分检测。现有标准检测项中无马皮源性成分检测，

10 份市售阿胶样品均符合标准。而以本文所建立的

马皮源成分检测方法进行检测，有 2 份阿胶样品检出

了马皮源成分，说明阿胶行业利用马皮或骡皮掺假的

现象严重。本文所建立的马皮源检测方法可以为建

立阿胶中马皮源成分检验标准提供技术依据，在药

品、保健食品、食品的质量控制和市场监督领域有很

好的应用前景，对打击阿胶产业的造假行为，促进产

业健康发展，保障消费者合法权益有重要的意义。
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