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［摘要］　胶类药材是常用传统动物药之一。目前商品胶类药材掺伪、造假情况多见，严重影响了该类药品的安
全性和有效性。和大多数动物药一样，长期以来，由于其化学成分特殊性及缺乏专属性的检测方法及相应的质量标

准，难以进行质量评价。无法控制企业生产胶类药材（鹿角胶、龟甲胶、阿胶）时违法掺入其他价廉异类胶原的行

为，进而导致市场上此类产品真伪难辨、质量参差不齐，严重影响了胶类药材的流通和使用。针对上述质量问题，

根据不同动物的同类型胶原蛋白的氨基酸序列必然存在差异这一原理，采用蛋白酶切技术对胶类药材及常见的杂皮

胶进行酶切，以超高效液相色谱飞行时间质谱联用技术（ＵＰＬＣＱＴＯＦＭＳ）进行肽图分析，以数学统计学对所有胶
类液质联用（ＬＣＭＳ）数据进行处理，找出各种胶类的特征肽；在此基础上，根据特征肽二级质谱进行测序并进行化
学合成；建立以单体特征肽为对照，建立专属性的定性、定量方法，形成质量标准，应用于胶类药材的质量控制和

监管。
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中药质量控制是中药产业发展的保障。建立能

有效控制中药质量的标准是中药检验工作者一直努

力的方向。中药的药效是多种成分的协同作用的结

果，因此，有学者提出，需对全成分进行检测分析，

达到质量控制的目的。诸如特征图谱，一标多测等

方法即是这种思路的体现。另有学者提出中药质量

标志物的概念，希望从本质上解决中药的质量问题。

这些观点对于中药质量的提升起到很好的促进作用。

无论何种观点，能解决质量问题才是根本。中药品

种繁多，每个品种的质量问题不一样，并且质量问
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题也是一个动态发展的过程，不同历史时期，同一

品种会有不同的质量问题。因此，需要对每个品种

的质量问题进行分析，并针对质量问题找出合理的

质量控制指标，达到解决质量问题才是中药质量控

制的关键。本文针对胶类药材的质量问题，找出能

体现质量本质的特征多肽为质量控制指标，建立质

量标准。

１　存在问题

胶类药材是指由特定动物的皮、角、甲壳等加

工而成的胶原蛋白，是我国特有的一类动物来源中

药，临床常用的有龟甲胶、鹿角胶、阿胶等。不同

胶类药材，因其动物来源及成分不同，在中医临床

上的功能主治也有所差别。

由于动物胶类药材的生产原料短缺，价格昂贵，

导致该类药材掺伪、造假情况非常严重。部分生产

企业并非用真正龟甲、鹿角，而是以杂皮如牛皮、

驴皮等投料。更有甚者，以腐烂变质的杂皮或工业

皮革下脚料投料生产。２０１０年６月，中央电视台质
量调查栏目曝光了国内市场上胶类药材存在的严重

质量问题，在社会上引起了极大的反响。在２０１５年
版 《中华人民共和国药典》（以下简称 《中国药

典》）出版以前，胶类药品标准中收载的检测项目和

方法专属性不强，均无法鉴别胶类药材的来源。动

物药所含的成分主要为蛋白质类生物大分子，长期

以来，由于基础研究薄弱及分析技术所限，动物药

的分析检测难度极大，导致动物药至今没有专属性

较强的检测方法，相关药品的质量标准及控制水平

仍然很低。

针对胶类药材的质量控制方法，已有许多学者

作过多方面的研究。围绕着胶类药材的主要成分胶

原蛋白，采用多种方法进行探索，如差示扫描量热

法、凝胶电泳法、二维相关红外光谱法、运动黏度

法、圆二色性分析法及氨基酸分析法等［１２］。这些方

法都是蛋白质类成分的通用检测方法，专属性不强，

达不到物种鉴定的目的。另外上述方法只是对正品

和纯伪品的鉴别，而对于正品中掺加部分伪品（杂

皮）的问题无能为力。聚合酶链式反应（ＰＣＲ）作为一
种分子生物学技术，可指数级扩增特定的 ＤＮＡ片
段，具有特异性强、灵敏度高等特点，但用在胶类

药材的鉴别研究中，发现由于受熬胶时高温破坏，

特定的ＤＮＡ片段残存量极低，提取较困难，加上基
质复杂，干扰大，经常有假阳性或假阴性的结果，

或者结果的重复性不理想，导致该法至今没有应用

到胶类药材的质量标准中。

综上所述，胶类药材目前普遍存在的问题是专

属性成分未明确、检测方法专属性不强、质量难以

评价等。因此，找出各个胶类药材物种间的专属性

成分，建立质量标准，对于合理评价龟甲胶、鹿角

胶的质量，对保障人民用药安全、进行药品监管具

有重要意义。

２　研究思路

胶类的主要成分是胶原蛋白，对胶原蛋白进行

分析，是研究质量控制方法的重点。考虑到不同的

动物，其ＤＮＡ是不同的，由 ＤＮＡ指导合成的蛋白
质序列必然存在差异性因此，本研究的关键是找出

对物种鉴定有贡献的特征肽段。特征肽的寻找一般

有２种方法：一种是对于已知的胶原蛋白理论序列
的，可以将不同动物蛋白质理论序列进行比对，找

出有序列差异的肽段，设定为目标离子，采用液质

联用（ＬＣＭＳ）技术进行分析，建立检测方法［３］；另

一种方法是对于未知胶原蛋白序列的，将不同胶类

药材分别采用胰蛋白酶酶切，生成多个肽段的混合

物，采用ＬＣＭＳ进行分析，得到肽图。对肽图进行
主成分分析和偏最小二乘法分析，找出差异性的肽

段作为目标离子，建立检测方法［４７］。

３　研究工作关键点

３１　肽图的建立

采用胰蛋白酶对胶原蛋白进行酶解。采用ＬＣＭＳ
对酶解肽进行分析，得到 ＬＣＭＳ肽图。采用胰蛋白
酶进行酶解，主要目的是：１）鉴于胶原蛋白的同源
性，不同动物的胶原蛋白氨基酸序列具有很大的相

似性。这种有序列差异的肽段在整个胶原蛋白序列

中占的比例比较小。需要用胰蛋白酶将这些比较较

小的差异肽段酶切出来，突出差异性。２）同时考虑
到大分子成分不易在Ｃ１８色谱柱上分型，将相对分子
质量较大的胶原蛋白酶切成相对分子质量较小的肽

段，可以采用Ｃ１８色谱柱进行分析。

３２　寻找特征肽段

由于在各肽类样品的 ＬＣＭＳ肽图中，成分复
杂，数据信息量较大，达到几千个数据点。无法直

观的判断出各个胶类的差异。需要借助数学统计分

析软件对ＬＣＭＳ数据进行差异分析［８１１］。本实验中，

·７９９·



２０２０年７月　第２２卷　第７期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｊｕｌ２０２０　Ｖｏｌ２２　Ｎｏ７

将阿胶、鹿角胶、龟甲胶、黄明胶、新阿胶５种胶
进行主成分分析（ＰＣＡ）分析，５种胶类分别落在不
同的区域。说明各个胶类之间是有明显差异。为进

一步鉴定各个胶类的差异性成分，利用无监督统计学

模型，结合正交偏最小二乘法判别分析（ＯＰＬＳＤＡ）
进行二维数据分析。最终找出各个胶类的特征离子，

５种胶类的离子汇总见表１。

表１　各个胶类中的特征离子
胶类 皮源 特征离子对

阿胶　 驴皮 ｍ／ｚ５３９８（双电荷）→ｍ／ｚ６１２４，ｍ／ｚ９２３８

鹿角胶 鹿角 ｍ／ｚ７６５４（双电荷）→ｍ／ｚ５５４０，ｍ／ｚ７３３０

龟甲胶 龟甲 ｍ／ｚ６３１３（双电荷）→ｍ／ｚ５４６４，ｍ／ｚ９２１４

黄明胶 牛皮 ｍ／ｚ６４１３（双电荷）→ｍ／ｚ７２６２，ｍ／ｚ７８３３

新阿胶 猪皮 ｍ／ｚ７７４５（双电荷）→ｍ／ｚ９７７８，ｍ／ｚ１０３４６

４　胶类标准制修订概述

上述离子的特征性只是体现在可以用以区分这

５种胶类，是相对专属的，而不是绝对专属的。如
果增加胶原蛋白序列比对动物的种类，可能这些胶

类的特征离子也会变得不具有特征性。但这些相对

专属的特征离子已经能够解决目前胶类掺伪造假的

质量问题。以这些离子为指标成分，开展了胶类药

材质量标准检测项目以及补充检验方法研究。

在质量标准检测项中，主要是２０１５年版 《中国

药典》收载的阿胶、鹿角胶、龟甲胶的 ＬＣＭＳ特征
肽鉴别项。鉴别项是对正品应当具有的性质的一种

描述。在这３个鉴别项中要求必须相应的检出驴皮、
鹿角、龟甲的特征离子。

另外，针对掺伪、造假的问题。还建立了一些

杂皮检查项补充检验方法。补充检验方法是药品监

管部门打击掺伪造假的有利武器。２００２年９月１５日
施行的 《药品管理法实施条例》（以下简称 《条

例》）第五十八条规定： “对有掺杂、掺假嫌疑的药

品，在国家药品标准规定的检验方法和检验项目不

能检验时，药品检验机构可以补充检验方法和检验

项目进行药品检验；经国务院药品监督管理部门批

准后，使用补充检验方法和检验项目所得出的检验

结果，可以作为药品监督管理部门认定药品质量的

依据。”这是国家对于药品监管部门提出的具体要

求，也是国家药监部门发布 “补充检验方法”的法

律依据。

自 《条例》发布以来，国家药监部门发布的药

品补充检验方法很多。大多数补充检验方法是基于

打假需要而订立。而且必须要在市场上出现了某一

造假行为，才能发布相应的补充检验方法。因此，

关于胶类中掺加杂皮的不同补充检验方法，不是一

次性同时发布的，而是在不同时期，根据市场上的

掺加行为及相应掺伪产品，开展方法学研究，依次

发布的。早在１９９６年，中央电视台就曾曝光过假阿
胶事件。时隔多年之后，阿胶造假不仅没有得到遏

制，而且越演越烈。２０１０年６月６日中央电视台再
度曝光，不法厂家竟然用混了牛皮的下脚料做原料

来制阿胶，给使用皮革下脚料的阿胶产品消费者的

健康带来威胁。针对牛皮掺伪的情况，国家药监部

门开展阿胶专项抽验工作，中国食品药品检定研究

院承担了这项工作，并开展性相应检测方法的研究，

并于２０１２年４月２３日发布了阿胶中牛皮源成分检查
项补充检验方法。这个补充检验方法的发布，让阿

胶掺加牛皮的行为得到遏制。随后，国家药监部门

在２０１４年多次接到某些企业的鹿角胶、龟甲胶中存
在掺加阿胶和牛皮的不法行为，针对这种行为，国

家局在开展飞行检查的同时，于２０１４年７月１７日
又发布了鹿角胶、龟甲胶中驴皮源和牛皮源成分检

查项补充检验方法２项，有效打击了鹿角胶、龟甲
胶中掺加阿胶和牛皮的情况。在２０１６年以后，国家
药品监管部门又陆续开展了胶类专项检查、飞行检

查等工作，针对阿胶、鹿角胶、龟甲胶中掺加猪皮

源成分的不法行为，于２０１９年７月１７日发布了阿
胶、鹿角胶、龟甲胶中猪皮源成分检查项补充检验

方法３项。从上述补充检验方法的发布来看，胶类
的质量问题是一个动态发展的过程，随着新的质量

问题不断发现，标准也在不断的完善。

在发布的这些补充检验方法中没有规定不得检

出杂皮源成分，而是规定了一个检出限度。这种规

定也符合中药的特点。自然产出的中药不可能像人

工合成的化学药那样达到很高的纯度。其原料在采

集、采收的过程中，不可避免地引入杂质，这在历

版 《中国药典》中也有所体现。在 ２０１５年版 《中

国药典》通则０２１２药材和饮片检定通则中规定了药
屑杂质通常不得过 ３％。另外，“未检出”和 “检

出”是相对的，当某一杂皮含量很低的样品时，在

灵敏度低的仪器上，给出的是未检出杂皮的结果，

但用灵敏度高的仪器检测时，可能会给出检出杂皮

的结果。因此，检测仪器灵敏度存在差异的情况下，

标准中规定一个检出限度就显得更合理。结合市场调

·８９９·
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研和检测方法的准确性等方面，规定了杂皮不得超过

５％，对于杂皮未超过５％限度的样品，都视为合格
产品。

胶类中的补充检验方法在陆续发布以后，对于

每个胶类来说，多个补充检验方法并存，大大提高

了检测的成本。基于减少检测成本的考虑，在这些

方法的研究过程中，均采用了相同的样品处理方法、

色谱条件和质谱条件，每个质量标准或补充检验方

法，仅仅是检测的目标离子不同。这样，在实际检

测中，就可以在相同的检测条件下，同时按多个补

充检验方法进行检测。

５　总结与思考

从胶类药材的质量标准研究来看，标准的制定

要能够有针对性地解决实际的质量问题。并且标准

的研究建立，是针对不同时期的质量问题，不断完

善的过程，是动态的过程。标准研究的过程中需要

深入基础研究，在标准建立发布的过程中，需要考

虑到简单、经济的原则。

胶类药材的研究成果已多次应用于国家局组织

的飞行检查、 “两打两建”和阿胶、龟甲胶、鹿角

胶专项抽验等工作中，在检验实践中起到积极打击

掺伪造假的作用，给胶类造假的不法企业很大的威

慑。但同时，不法分子可能会用新的杂皮掺入到胶

类药材中，规避已经发布的补充检验方法。针对新

的质量问题，药监部门又需要继续建立新的补充检

验方法来打击新的不法行为，可以说是打假道路无

止境。
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