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高效液相色谱-高分辨率质谱联用技术鉴定
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摘　要：为研究阿胶块中不同明胶的来源，本文以 4 种品牌的阿胶块为原料，向其中分别加入低含量（1 mg/mL）
的牛明胶和猪明胶，采用高效液相色谱-质谱联用技术（high-performance liquid chromatography-mass spectrometry，
HPLC-MS/MS）分别鉴定阿胶、牛明胶和猪明胶的特征性多肽。结果表明，在 4 种阿胶块中准确检测出阿胶、牛

明胶和猪明胶的共有特征性多肽数量分别为 18、3 和 5 个，其中来自 α1 链的特征性多肽有 10、1 和 1 个，来自

α2 链的则有 8、2 和 4 个；同时，有羟基化修饰脯氨酸的共有特征性多肽数量分别为 15、2 和 4 个，不包含任何修

饰基团的特征性多肽对应则有 3、1 和 1 个。这些共有的特征性多肽可为 HPLC-MS/MS 溯源鉴定阿胶块中的明胶

源提供依据，对阿胶块产品的质量保障具有一定的参考意义。
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Abstract：To study the source of different gelatins of donkey-hide gelatin lumps, four kinds of donkey-hide gelatin lumps
were  added  with  low  content  (1  mg/mL)  of  bovine  gelatin  and  porcine  gelatin  respectively.  High-performance  liquid
chromatography-mass  spectrometry  (HPLC-MS/MS)  were  chosen  to  identify  the  characteristic  peptides  of  donkey-hide
gelatin,  bovine  gelatin  and  porcine  gelatin.  The  results  showed  that  18,  3  and  5  common  characteristic  peptides  were
accurately  detected  in  the  four  kinds  of  donkey-hide  gelatin  lump  for  donkey-hide  gelatin,  bovine  gelatin  and  porcine  
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gelatin,  respectively,  with  10,  1  and  1  from  the α1 chain  and  8,  2  and  4  from  the α2 chain.  Meanwhile,  the  number  of
common  characteristic  peptides  with  hydroxylated  modifications  was  15,  2  and  4  respectively,  while  those  without  any
modification groups were 3, 1 and 1. These common characteristic peptides would provide a basis for the HPLC-MS/MS
traceable identification of the gelatin source in donkey-hide gelatin lump, which is of reference significance for the quality
assurance of donkey-hide gelatin lump products.

Key  words：donkey-hide  gelatin；high-performance  liquid  chromatography-mass  spectrometry； traceability  identification；

bovine gelatin；porcine gelatin

 

阿胶是驴皮胶原蛋白适度水解断裂而得到的产

物，因其具有补血、抗疲劳、增强免疫力等保健功效，

受到广大消费者的喜爱，并与人参、鹿茸并称为三大

最具价值的传统中药材[1−2]。近年来，随着人们生活

水平的提高以及保健意识的增强，人们对阿胶的购买

力明显增长，阿胶市场规模逐年递增。据统计数据显

示，从 2009 到 2019 年，阿胶市场规模复合年增长率

达到 18.1%，并且，《山东省医养健康产业发展规划

（2018~2022 年）》中明确提出做大阿胶市场，阿胶市

场规模有望进一步扩大[3−4]。然而，驴皮资源紧缺造

成阿胶价格上涨，在利益的驱使下，不法商家向阿胶

中大量掺入其他相对低价的牛皮明胶或猪皮明胶，制

成的掺假阿胶阻碍了阿胶市场的健康发展，引发了消

费者的购买担忧[5−7]。因此，阿胶产品中胶类来源的

鉴别研究对规范阿胶市场秩序具有重要意义。

目前，国内外已公开报道了多种用于哺乳动物

明胶（尤其是猪明胶和牛明胶）鉴定的方法，包括红外

光谱法[8]、电泳技术[9]、聚合酶链式反应技术[10−11]、

酶联免疫吸附测定[12−13]、高效液相色谱-质谱联用技

术（high-performance liquid chromatography-mass sp-
ectrometry，HPLC-MS/MS）[14−15] 等。相比之下，HPLC-
MS/MS 技术是被认为准确度最高的明胶鉴定方法，

受到国内外研究者的认可[16−17]。同时，HPLC-MS/MS
也被用于阿胶的鉴定中，如 Cheng 等[18] 运用 HPLC-
MS/MS 开展了阿胶、牛皮明胶、猪皮明胶、龟甲胶

和鹿角胶的鉴定研究，在每种明胶中鉴定出 1 个特

征性多肽；焦阳等 [19] 利用 HPLC-MS/MS 确定了

1 个区别于阿胶的马皮源特征性多肽。本课题组在

前期以阿胶、猪明胶和牛明胶为研究对象，运用

HPLC-MS/MS 确定了不同比例混合明胶中低含量目

标明胶的多个特征性多肽[20]。目前市面上的阿胶产

品中以阿胶块占比最大[21]。然而，目前关于阿胶块产

品中的阿胶和其他来源明胶的溯源研究少有报道，这

值得深入研究和探索。

基于阿胶市场的快速发展和阿胶的溯源研究现

状，本文以目前阿胶市场占比最大的阿胶块为研究对

象，向其中分别加入在食用明胶市场中占比最大的猪

明胶和牛明胶，采用 HPLC-MS/MS 分别鉴定阿胶块

中阿胶、猪明胶和牛明胶的特征性多肽，为阿胶块产

品的准确鉴定提供理论依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

4 种阿胶块产品　分别来自东阿阿胶股份有限

公司、山东福牌阿胶股份有限公司、北京同仁堂科技

发展股份有限公司和九芝堂股份有限公司；牛皮明

胶、猪皮明胶　美国 sigma 公司；胰蛋白酶（酶活力：

19385 U/mg）　美国 Promega Corporation 公司；其

他试剂　均为分析纯。

LGJ-1D-80 型冷冻干燥机　北京亚泰科隆仪器

技术有限公司；EASY-nLC™ 1000 色谱系统、Q-Exac-
tive 质谱仪　美国 Thermo  Fisher  Scientific 公司；

RP-C18 液相色谱柱（0.15 mm×150 mm，5 μm）　美

国 Column Technology 公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   阿胶块样品的处理　用去离子水将 4 种阿胶

块产品在 50 ℃ 水浴锅中分别溶解制成 100 mg/mL
的阿胶溶液，同时分别向其中加入低含量的牛明胶和

猪明胶，使得牛明胶和猪明胶在整个溶液体系中的质

量浓度均为 1 mg/mL，搅拌均匀制成阿胶-牛明胶-猪
明胶的混合溶液。置于离心机中以 6000 ×g 的速度

离心 25 min，所得上清液进一步通过 0.45 μm 的过

滤器处理，将得到的滤液冻干，备用。 

1.2.2   样品的酶解　样品参照课题组前期的方法进

行酶解 [22]。将冻干后的样品溶解于 SDT 缓冲液

（4 mg/mL 十二烷基硫酸钠、100 mmol/L 二硫苏糖

醇、150 mmol/L pH8.0 三羟甲基氨基甲烷盐酸盐

（Tris-HCl）溶液）并制成质量浓度为 1 μg/μL 的溶液，

于沸水中加热 3 min 后在离心机中 12000×g 离心

15 min。将上清液置于超滤离心管（截留分子质量

为 10 kDa）中，加入 200 μL 尿素裂解液（8 mol/L 尿

素，150 mmol/L pH8.0 Tris-HCl 溶液）后以 14000×g
离心 15 min。往浓缩物中加入 200 μL 尿素裂解液

后再次离心。然后，加入 100 μL 50 mmol/L 的碘乙

酰胺溶液，于暗室放置 30  min 后 14000×g 离心

15 min。之后，加入 100 μL 尿素裂解液，14000×g 离心

15 min，重复此操作 2 次。加入 100 μL 的 25 mmol/L
NH4HCO3 溶液并 14000×g 离心 30 min，重复操作

2 次。最后，在浓缩物中加入含 2 μg 胰蛋白酶的 40 μL
25 mmol/L NH4HCO3 溶液，37 ℃ 放置反应 20 h 后

14000×g 离心 20 min 收集滤液，即得到明胶多肽溶液。 

1.2.3   高效液相色谱-质谱检测　混合明胶酶解液运

用 Easy nLC-Orbitrap Fusion Tribrid 质谱仪进行检

测。流动相 A 为含有体积分数 0.1% 甲酸的水溶液，

流动相 B 为体积分数 84% 的乙腈溶液（含有体积分

数 0.1% 的甲酸）。RP-C18 色谱柱以 95% 的 A 液进
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行平衡，样品由自动进样器上样到 Zorbax 300SB-
C18 peptide traps，经色谱柱以 250 nL/min 的流速洗

脱 60 min，流动相 A 线性梯度变化为流动相 B。采

用数据依赖采集模式动态收集丰度最高的 10 个母

离子（m/z 范围为 300~1800）进行高能碰撞解离（high
energy collision dissociation，HCD）模式碎裂。动态

排除时间为 20 s，归一化碰撞能量为 27 eV。 

1.3　数据处理

采用 MASCOT 软件（Matrix  Science,  London,
UK; version 2.2）匹配分析所获得的质谱图，数据库

设置为目标胶原蛋白（驴皮、牛皮和猪皮胶原蛋白）

数据库。检索参数包括：半胱氨酸碘乙酰胺化（C）为

固定修饰；氧化（M、P、K）为可能性修饰；最大漏切位

点数为 2；一级质谱错误率为±20×10−6；二级质谱错

误率为±0.1 Da。当 Mascot 分数大于 40 时，多肽峰

被认定为阳性鉴定或准确度极高（P<0.05）[23]。阿

胶、牛明胶和猪明胶特征性多肽的比对分析是依据

课题组前期建立的 3 种胶原蛋白理论特征性多肽数

据库开展的[20]。 

2　结果与分析 

2.1　阿胶块中阿胶、牛明胶和猪明胶的特征性多肽差

异性分析

本课题组前期研究了不同加热温度对猪皮明胶

鉴定效果的影响，结果发现不同温度下制备的猪皮明

胶特征性多肽有所不同[22]。由于阿胶与其他来源的

明胶类似，在不同生产厂家，阿胶块的生产工艺和参

数可能会略有不同，其分子链的断裂程度会受到多种

因素（如加热温度、提取时间、酸碱性等）的影响[24]，

进而可能会对阿胶溯源产生一定影响。因此，从广受

消费者青睐的阿胶块中找出共有的阿胶特征性多肽

对于阿胶块产品的溯源鉴定研究显得十分必要。故

选取了 4 种知名品牌的阿胶块（同仁堂阿胶块、福牌

阿胶块、东阿阿胶块和九芝堂阿胶块）分别鉴定阿胶

特征性多肽，并通过韦恩图分析不同品牌阿胶块中阿

胶特征性多肽的差异性，并确定 4 种阿胶块中共有

的阿胶特征性多肽。由图 1a 可知，同仁堂阿胶块、

福牌阿胶块、东阿阿胶块和九芝堂阿胶块经 HPLC-
MS/MS 并匹配驴皮多肽数据库分别鉴定出 31、30、
36 和 37 个阿胶特征性多肽，其中 4 种品牌的阿胶块

共有 18 个特征性多肽，对阿胶块产品中阿胶成分的

溯源鉴定有十分重要的意义。除此之外，同仁堂阿胶

块、福牌阿胶块、东阿阿胶块和九芝堂阿胶块分别被

鉴定出 13、12、18 和 19 个非共有阿胶特征性多肽，

这些多肽的质谱峰只在 1 种、2 种或者 3 种阿胶块

的质谱图中被检出，因而不适宜用于阿胶块的溯源

鉴定。

除了鉴定阿胶块中的阿胶特征性多肽，若能同

时找出其他来源明胶的特征性多肽，将有利于阿胶块

产品中掺假明胶的鉴别分析。因此，本文以 4 种阿

胶块为原料，向其中加入 1 mg/mL 的牛皮明胶和猪

皮明胶，通过 HPLC-MS/MS 鉴定牛明胶和猪明胶的

特征性多肽。由图 1b 可知，加入牛明胶后，经过过

滤、离心、酶解等多种前处理工序后，与牛皮多肽数

据库进行匹配，同仁堂阿胶块、福牌阿胶块、东阿阿

胶块和九芝堂阿胶块中分别鉴定出 8、10、7 和 10
个牛明胶特征性多肽，其中有 3 个特征性多肽均能

在 4 种阿胶块中被检出，可作为阿胶块中追溯是否

掺有牛明胶的依据。然而，4 种品牌的阿胶块中还分

别有 5、7、4 和 7 个非共有的牛明胶特征性多肽被

检出，这些特征性多肽不能同时在 4 种阿胶块中被

鉴定出来可能是因为在阿胶块前处理的过程中丢失

或者低含量难以被质谱仪检出。由图 1c 可知，加入

猪明胶后，所得多肽与猪皮多肽数据库进行匹配，同

仁堂阿胶块、福牌阿胶块、东阿阿胶块和九芝堂阿胶

块中分别检测出 12、16、11 和 16 个猪明胶特征性
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图 1    阿胶块中阿胶、牛明胶和猪明胶特征性多肽
组成的差异性分析

Fig.1    Differential analysis of the characteristic peptides
composition of donkey-hide gelatin, bovine gelatin and

porcine gelatin in donkey-hide gelatin lumps
注：（1）：同仁堂阿胶块；（2）：福牌阿胶块；（3）：东阿阿胶块；
（4）：九芝堂阿胶块；a：阿胶块中阿胶的特征性多肽组成的差
异性分析；b：阿胶块中牛明胶的特征性多肽组成的差异性分
析；c：阿胶块中猪明胶的特征性多肽组成的差异性分析。
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多肽，其中有 5 个特征性多肽在 4 种阿胶块中均能

被检出，因此可作为阿胶块中追溯是否掺有猪明胶的

依据。相应地，4 种阿胶块中分别有 7、11、6 和

11 个非共有的猪明胶特征性多肽被检出。在质谱检

测中，氨基酸序列和修饰情况会影响多肽的检出效

果[25−26]，多肽的含量亦会影响其在质谱图中的信号强

度[20]。此外，检测实验前处理过程同样可能对多肽产

生影响，进而干扰其质谱检测。上述因素均可能导致

多肽只能在部分阿胶块产品中被检出，这些不能被稳

定检出的特征性多肽用于阿胶块中猪明胶的溯源具

有较大风险，可能会引起“假阴性”结果的出现。

实验结果表明，当牛明胶和猪明胶在阿胶块中

占比低时，依然可以在阿胶块中稳定地检测出 3 个

牛明胶特征性多肽和 5 个猪明胶特征性多肽。一般

情况下，在质谱峰中同时找到 1 种蛋白质的 2 个多

肽即可证明该蛋白质的存在[27]。因此，上述结果说

明 HPLC-MS/MS 能有效鉴别阿胶块中低含量的牛

明胶和猪明胶。 

2.2　阿胶块中阿胶的共有特征性多肽

研究不同品牌阿胶块中阿胶的共有特征性多

肽，有利于减少不同厂家制备工艺的差异对阿胶鉴定

效果带来的影响，这对阿胶块的溯源鉴定十分重要。

结合图 1a 和表 1 可知，4 种阿胶块中阿胶的共有特

征性多肽数目为 18 个，其中 10 个来自于 α1 链，8 个

来自于 α2 链。值得说明的是，在这些共有特征性多

肽中，有 3 个多肽是不含修饰基团的，分别是来自

α1 链的（R）1066GEAGPAGPAGPIGPVGAR1083（G）和

（R）994GPPGPVGPPGLAGPPGESGR1013（E）以及来

自于 α2 链的（R）1052GPAGPTGPVGK1062（D）。胶原

蛋白含有大量的翻译后修饰，使得明胶肽段的鉴定更

为复杂，因此，在溯源鉴定中不带修饰基团的特征性

多肽往往更受青睐，其在裂解过程中产生的碎片离子

更容易被识别和匹配，能有效降低质谱峰鉴定过程中

的难度，提高多肽鉴定的准确度[28−29]。

尽管翻译后修饰大大增加了特征性多肽的鉴定

难度，但由于其在特征性多肽总数中所占比例很大，

特征性多肽修饰情况（尤其是脯氨酸（Pro）残基上的

羟基化修饰）的鉴定不容忽视。如表 1 所示，4 种品

牌阿胶中有 15 个共有特征性多肽（8 个来自于 α1

链，7 个来自于 α2 链）被鉴定出含有羟脯氨酸，在特

征性多肽总数中占比 83.3%。而且，脯氨酸残基的羟

基化修饰情况较为复杂，既有修饰基团的数目不同，

也有羟基化修饰位置的不同。例如，表 1 中有 5 个

特征性多肽均来源于 α1 链的994GPPGPVGPPGLAGPP
GESGR1013， m/z 分 别 为 900.95102+、 892.95262+、

892.95332+、884.95572+和 876.95912+，包含的羟脯氨

酸残基数量分别为 3、2、2、1 和 0 个。由于多肽质

谱峰的价态为+2，所以每增加 1 个羟基化修饰意味

着一级质谱峰值增加 8 Da。另外，m/z 为 892.95262+

和 892.95332+的特征性多肽虽然都含有 2 个被羟基

化的脯氨酸残基，但其修饰基团所处的位置是不同，

大大增加了阿胶溯源的难度。有报道指出，脯氨酸残

基的羟基化修饰引起的质量改变可能和一些氨基酸

（亮氨酸、异亮氨酸）残基的质量差异较为接近，将对
 

表 1    阿胶的共有特征性多肽

Table 1    Common characteristic peptides of donkey-hide gelatin

阿胶的特征多肽序列 m/z
相对分子质量

实测值 理论值 误差（×10−6）

α1: （K）835GDAG*PPGPAGPAGPPG*PIGSVGA*PG*PK861（G） 1148.56672+ 2295.1188 2295.1132 2.45
α1: （K）835GDAG*PPGPAGPAGPPGPIGSVGA*PG*PK861 （G） 1140.57072+ 2279.1268 2279.1183 3.75
α1: （K）835GDAGPPGPAGPAGPPGPIGSVGA*PGPK861 （G） 1124.57592+ 2247.1372 2247.1284 3.91

α1: （R）1066GEAGPAGPAGPIGPVGAR1083（G） 765.90822+ 1529.8018 1529.7950 4.43
α1: （R）472GE*PGPTGL*PGP*PGER486（G） 733.35162+ 1464.6886 1464.6845 2.81

α1: （R）994G*PPGPVGPPGLAG*P*PGESGR1013 （E） 900.95102+ 1799.8874 1799.8802 3.98
α1: （R）994G*PPGPVGPPGLAGP*PGESGR1013 （E） 892.95262+ 1783.8906 1783.8853 2.96
α1: （R）994GPPGPVGP*PGLAG*PPGESGR1013 （E） 892.95332+ 1783.8920 1783.8853 3.74
α1: （R）994GPPGPVGP*PGLAGPPGESGR1013 （E） 884.95572+ 1767.8968 1767.8904 3.62
α1: （R）994GPPGPVGPPGLAGPPGESGR1013（E） 876.95912+ 1751.9036 1751.8955 4.63
α2: （R）829AGETGASGP*PGFAGEK844（G） 724.83842+ 1447.6622 1447.6579 2.96

α2: （R）776GDGGP*PGVTGF*PGAAGR792 （T） 751.35712+ 1500.6996 1500.6958 2.57
α2: （R）776GDGGPPGVTGF*PGAAGR792（T） 743.36082+ 1484.7070 1484.7008 4.16
α2: （R）977GE*PGPVGSVGPVGAVGPR994 （G） 802.92662+ 1603.8386 1603.8318 4.21
α2: （R）977GEPG*PVGSVGPVGAVGPR994（G） 802.92702+ 1603.8394 1603.8318 4.71

α2: （R）881GL*PGVAGSLGE*PGPLGIAGP*PGAR904（G） 1073.07302+ 2144.1314 2144.1226 4.11
α2: （R）1052GPAGPTGPVGK1062（D） 469.26022+ 936.5058 936.5029 3.12

α2: （R）793TG*P*PGPSGISGPPG*P*PGAAGK813（E） 910.44812+ 1818.8816 1818.8748 3.73

注：*P为羟基化的脯氨酸；表2~表3同。
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鉴定造成较大的干扰[29]。此时，高分辨率质谱仪检测

是一种有效增强特征性多肽鉴定准确度的手段。

Kleinnijenhuis 等[17] 报道显示，Orbitrap 质量分析器

提供的高分辨率能有效区分羟脯氨酸和亮氨酸、异

亮氨酸之间的细微差别。在本文中，采用的

Orbitrap 质量分析器在一级质谱峰 m/z 200 时分辨

率能达到 70000，在 HCD 二级质谱图中 m/z 200 时

分辨率能达到 17500，为准确鉴定阿胶、牛明胶和猪

明胶的特征性多肽提供了有利保障。

对于不同羟基化修饰水平，以 5 条来自阿胶共

有特征性多肽片段 994GPPGPVGPPGLAGPPGES

GR1013 为例，它们的相对分子质量的实测值与理论值

匹配度良好，误差均小于 5×10−6。5 条阿胶共有特征

性多肽二级质谱如图 2 所示。对于有羟基化修饰的
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图 2    不同羟基化修饰水平的阿胶特征性多肽的质谱鉴定

Fig.2    Mass spectrometric identification of characteristic peptides of gelatin with different hydroxylated modification levels
注：a：阿胶 α1 链中的特征性多肽（R） 994GPPGPVGPPGLAGPPGESGR1013（E）（无修饰）；b：阿胶 α1 链中的特征性多肽（R）
994GPPGPVGP*PGLAGPPGESGR1013（E）（Pro1002 被羟基化）；c：阿胶 α1 链中的特征性多肽（R）994G*PPGPVGPPGLAGP*PGES
GR1013（E）（Pro995, Pro1008 被羟基化）；d：阿胶 α1 链中的特征性多肽（R）994GPPGPVGP*PGLAG*PPGESGR1013（E）（Pro1002,
Pro1007 被羟基化）；e：阿胶 α1 链中的特征性多肽（R）994G*PPGPVGPPGLAG*P*PGESGR1013（E）（Pro995, Pro1007 和 Pro1008 被
羟基化）。
 

第  43 卷  第  4 期 沙小梅 ，等： 高效液相色谱-高分辨率质谱联用技术鉴定阿胶块中不同胶类的特征性多肽 · 101 · 



位点，m/z 为 884.95572+峰值的肽段，通过 y12-y11
可证实 Pro1002 被羟基化（图 2b）；m/z 为 892.95262+

的肽段，Pro995 和 Pro1008 分别可通过 y19-y18 以

及 y6-y5 被证实为羟脯氨酸残基（图 2c）；m/z 为

892.95332+的肽段与 m/z 为 892.95262+的肽段具有相

同的羟基化修饰数量，但有不同的羟基化修饰位置，

同理，y12-y11 与 y7-y6 分别准确地证实了 Pro1002
和 Pro1007 处的羟基化修饰（图 2d）。对于具有多个

羟基化修饰位点的肽段，m/z 为 900.95102+峰值的肽

段，y19-y18、y7-y6 以及 y6-y5 准确证实了 Pro995、
Pro1007 和 Pro1008 被羟基化的情况（图 2e）。这说

明 HCD 碎裂生成的 MS/MS 系列 y 离子和 b 离子

能够准确证实这 5 条特征性多肽具有相同的氨基酸

序列以及不同的羟基化修饰水平。 

2.3　阿胶块中牛明胶的共有特征性多肽

当阿胶中掺入了牛明胶时，在质谱图中将出现

来源于牛明胶肽段的质谱峰。若添加量较低，使用高

分辨质谱仪则能有效提高多肽的检出率和准确度。

阿胶块中加入低含量的牛明胶，经过 HPLC-MS/MS
的检测，同仁堂阿胶块、福牌阿胶块、东阿阿胶块和

九芝堂阿胶块中分别鉴定出 8、10、7 和 10 个牛明

胶特征性多肽，其中包含 3 个牛明胶的共有特征性

多肽。如表 2 所示，特征性多肽序列和修饰情况的

判别均来源于一级质谱图和二级质谱图的共同检验，

其中，1 个共有特征性多肽来自 α1 链，2 个共有特征

性多肽则源自 α2 链，所有质谱峰的误差值均<5×10−6，

说明这 3 个共有特征性多肽鉴定的准确度高，可用

于阿胶块产品中低含量牛明胶的鉴定分析。如上所

述，未经修饰的多肽片段在明胶鉴别中备受关注。由

表 2 可知，在牛明胶的 3 个共有特征性多肽中有

1 个源自 α1 链的特征性多肽不包含任何修饰情况，

其序列为 1066GETGPAGPAGPIGPVGAR1083，m/z 为

780.91352+。这个特征性多肽在文献中已多次被报

道在牛明胶中检出，如 Kleinnijenhuis 等[17] 在猪明胶

中掺入低含量的牛明胶，成功检测出此特征性多肽并

用于定量研究；Yilmaz 等[28] 将牛明胶掺入三种乳制

品（酸奶、奶酪和冰淇淋）中，利用超高效液相色谱-质
谱联用技术检出了 35 条牛明胶特征性多肽，这条多

肽包含其中；Grundy 等[30] 报道了 14 条牛明胶特征

性多肽，其中含有这条特征多肽；课题组前期在纯的

牛明胶以及不同比例的牛明胶、猪明胶和阿胶的混

合体系中，以及18O 标记定量检测猪明胶和牛明胶的

实验中也检出了此特征性多肽[20,31]，表明其用于牛明

胶的溯源鉴定中具有较高的稳定性。 

2.4　阿胶块中猪明胶的共有特征性多肽

猪明胶是工业领域使用最多的食用明胶，同时

在阿胶产品中也多次被曝光掺入了猪明胶[32−33]。因

而，本文进一步研究了阿胶块中低含量猪明胶的特征

性多肽。结合图 1c 和表 3 可知，同仁堂阿胶块、福

牌阿胶块、东阿阿胶块和九芝堂阿胶块中鉴定出的

猪明胶特征性多肽比牛明胶特征性多肽数量更多，分

别为 12、16、11 和 16 个，其中 5 个为阿胶块中猪明

胶的共有特征性多肽（1 个共有特征性多肽是来自

α1 链，4 个共有特征性多肽则源自 α2 链），其各个特

征性多肽的误差值均<5×10−6，且均经过一、二级质

谱的准确判定，其可信度高，可用于阿胶块产品中低

含量猪明胶的鉴定分析。在上述 5 个猪明胶的共有

特征性多肽中，有 1 个源自 α1 链的特征性多肽不包

含任何修饰情况，其序列为1052GETGPAGPAGPVG
PVGAR1069，m/z 为 773.90602+。同样，此猪明胶特征

性多肽多次被报道在纯明胶或混合明胶中被检出，

如 Yilmaz 等[28] 在乳制品中掺入猪明胶，结果检出

了 54 条猪明胶特征性多肽，其中包含这条特征性多

肽；Grundy 等[30] 报道的 5 条猪明胶特征性多肽中亦
 

表 2    牛明胶的共有特征性多肽

Table 2    Common characteristic peptides of bovine gelatin

牛明胶的特征多肽序列 m/z
相对分子质量

实测值 理论值 误差（×10−6）

α1: （R）1066GETGPAGPAGPIGPVGAR1083（G） 780.91352+ 1559.8124 1559.8056 4.37
α2: （R）326GI*PGPVGAAGATGAR340（G） 634.34392+ 1266.6732 1266.6680 4.07

α2: （R）590GP*PGESGAAGPTGPIGSR607（G） 790.89032+ 1579.7660 1579.7590 4.41

 

表 3    猪明胶的共有特征性多肽

Table 3    Common characteristic peptides of porcine gelatin

猪明胶的特征多肽序列 m/z
相对分子质量

实测值 理论值 误差（×10−6）

α1: （R）1052GETGPAGPAGPVGPVGAR1069（G） 773.90602+ 1545.7974 1545.7900 4.82
α2: （R）979GE*PGPAGSVGPAGAVGPR996（G） 774.89562+ 1547.7766 1547.7692 4.77
α2: （R） 574GI*PGEFGL*PG*PAGPR588 （G） 735.37572+ 1468.7368 1468.7310 3.92
α2: （R）574GI*PGEFGL*PGPAGPR588（G） 727.37852+ 1452.7424 1452.7361 4.32

α2: （R）382GPNGEVGSAGP*PGP*PGLR399（G） 824.41152+ 1646.8084 1646.8013 4.34
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含有这条特征多肽；同时，课题组在前期检测纯的猪

明胶和混合明胶体系，以及18O 标记定量检测猪明胶

的特征性多肽的研究中也发现了这条特征多肽[20,22]，

表明其稳定性较高，在猪明胶的溯源中可发挥十分重

要的作用。

综合表 1、表 2 和表 3 可知，如不考虑氨基酸残

基修饰的情况，从 4 种阿胶块中检出阿胶、牛明胶和

猪明胶的共有特征性多肽片段数量分别为 10、3、
4 个，其中来自 α1 链的数目分别为 4、1、1 个，来自

α2 链的数目分别为 6、2、3 个。以上结果表明，不论

阿胶、牛明胶或是猪明胶，α2 链检出的特征性多肽片

段均高于 α1 链，这主要是由于在驴皮、牛皮和猪皮

胶原蛋白中，α2 链的差异性大于 α1 链。前期研究表

明，对于 α1 链，牛-猪、牛-驴和猪-驴胶原蛋白的相似

度分别为 95.9%、96.6% 和 95.3%；对于 α2 链，牛-
猪、牛-驴和猪-驴胶原蛋白的相似度分别为 95.3%、

94.9% 和 94.7%[20]。因此，与 α1 链相比，稍高的差异

使得 α2 链经过明胶制备、酶解等工序后能游离出更

多被质谱检测到的特征性多肽片段。 

3　结论
本文以最受消费者青睐的阿胶块为原料，向其

中分别加入低含量（1 mg/mL）的牛明胶和猪明胶，采

用 HPLC-MS/MS 分别鉴定阿胶、牛明胶和猪明胶的

特征性多肽。结果表明，不同品牌的阿胶块产品被检

出的阿胶特征性多肽数目有所不同，其中 18 个特征

性多肽为 4 种不同品牌阿胶块的共有特征性多肽，

对阿胶块产品中阿胶成分的溯源鉴定具有十分重要

的意义。当加入低含量的牛明胶和猪明胶时，在阿胶

块中检测出 3 个牛明胶的共有特征性多肽和 5 个猪

明胶的共有特征性多肽，这些稳定检出的特征性多肽

可作为阿胶块中低含量牛明胶和猪明胶掺假的鉴定

依据。该研究结果可为阿胶块产品的质量监管提供

一定的理论依据。本文以阿胶块为原料开展了掺假

鉴定研究，然而，其他产品（如阿胶口服液、阿胶糕

等）的明胶溯源鉴定同样值得关注，后续将对其他类

型的阿胶产品开展溯源研究，为阿胶产品的质量控制

提供依据。
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