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基于化学标识物的特征多肽技术在鹿源药材区分与鉴别中的应用研究
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摘要：目的　基于化学标识物概念，通过特征多肽分析方法，实现对鹿茸、鹿角、鹿角霜和鹿皮４种不同部位来源的鹿源药材的
精准区分。方法　比较了２种提取溶剂体系对４种不同部位来源的鹿源药材提取效率，优化样品最佳酶解条件，形成高效、简
便的样品前处理流程。结合化学标识物理念和特征多肽分析方法，采用液相色谱三重四极杆质谱及质谱多反应监测技术
（ＭＲＭ），建立一套针对４种不同部位鹿源药材的专属性鉴别方法，并进行方法学实验。结果　优化后的样品前处理方法提取
效率高、酶解效果好，２４个批次的样品均成功检测到相应的特征多肽离子对。结论　本研究建立的鹿源药材区分与鉴别方
法，具有高专属性、灵敏度和耐用性，能够有效用于鹿源药材的质量评价，为确保和提升鹿源药材的质量提供参考。
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　　鹿茸为雄性梅花鹿（ＣｅｒｖｕｓｎｉｐｐｏｎＴｅｍｍｉｎｃｋ）或
马鹿（ＣｅｒｖｕｓｅｌａｐｈｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ）密生茸毛未骨化的幼
角，鹿角为二者已骨化的角或角托盘；鹿角霜为鹿角

熬去胶质干燥后剩余的角块和粉末；鹿皮为梅花鹿

或马鹿的皮。上述４种药材中鹿茸、鹿角和鹿角霜
是源自鹿角的药材，均为《中国药典》２０２０年版中收
录的名贵药材［１］；鹿皮首载于《本草纲目》［２］中，常

作为鹿角胶制备过程中的伪品原料。由于四者采收
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时期和加工工艺不同，其疗效及药用活性也存在一

定差别。鹿茸主要功效为强肾壮阳、益精血、强筋骨

等［３］，鹿角主要用于温肾壮阳、行血消肿、强筋壮骨

等［４５］；鹿角霜主要侧重于调理脾肾阳虚所致白带过

多，遗尿尿频等；鹿皮能治妇女白带异常、月经过多、

各种疮疡。由此可见，四者不可任意添加和使用。

虽然以上四种药材均来源于鹿，但流通市场的价格

悬殊较大，掺伪使假现象常有发生，且其衍生产品如

鹿角胶、龟鹿二仙膏、人参鹿茸丸等的投料部位难以

鉴别。目前，有研究通过ＤＮＡ分子鉴定技术［６７］、十

二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）［８］

和ＨＰＬＣ图谱［９１０］等技术来区分鹿源药材及其加工

品，但受限于药材之间的同源性，以上技术只能达到

种属级别的鉴定，而无法细致区分具体部位。

２０２０年，Ｌｉｎ等［１１］提出了化学标识物概念，即

寻找来源某药材（饮片）特有的而不是来源于其他

药材的化学物质作为化学标识物，用于中药的真伪

鉴别以及质量控制。特征多肽［１２］作为在特定物种

中唯一存在的多肽类成分，符合作为鉴别鹿源药材

的化学标识物的要求。笔者认为，基于特征多肽的

分析检测技术［１３］为原药材鉴定提供了一种精确的

方法，使得样品部位间的鉴定成为可能。课题组在

前期研究中，依托化学标识物的概念，已成功鉴定出

鹿茸和鹿角胶中具有物种特异性的特征多肽。然而

这些发现是否同样适用于鹿茸、鹿角、鹿角霜和鹿皮

药材的鉴别，尚未进行深入探讨。本研究基于化学

标识物概念，采用液质联用技术，深入考察了样品前

处理方法，并进行了方法学实验，旨在建立一套简便

高效的鉴别方法，实现鹿茸、鹿角、鹿皮和鹿角霜４
种鹿源药材的有效区分。

１　仪器与材料
１１　仪器

ＡＢＳＣＩＥＸＴｒｉｐｌｅＱｕａｄ６５００＋高效液相色谱质
谱联用仪（美国 ＡＢＳｃｉｅｘ公司）；高速离心机（ＤＴ
ＮＡＭＩＣＡ公司）；水浴恒温振荡器（江苏金坛市中大
仪器厂）；Ｃｌｉｍａｃｅ１２２２型恒温恒湿箱（德国 ＭＭＭ公
司）；ＸＳＥ２０５电子天平（德国赛多利斯公司）。
１２　材料

所收集样品信息见表１。所有样品均经过山东
省食品药品检验研究院汪冰药师鉴定，均为正品。

本实验使用的特征多肽离子信息见表２［１４］。

表１　鹿源药材样品信息

Ｔａｂ１　Ｓａｍｐｌｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｄｅｅｒｄｅｒｉｖｅｄｍｅｄｉｃｉｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ

Ｎｏ Ｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｄｅｅｒ　　　 Ｐｌａｃｅｏｆｏｒｉｇｉｎ（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）　　　　　　 Ｓｐｅｃｉｅｓ　

Ｒ１ ＣｅｒｖｉＣｏｒｎｕＰａｎｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ＡｎｇｕｏＨｅｂｅｉ（河北安国） ＣｅｒｖｕｓｅｌａｐｈｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ

Ｒ２ ＣｅｒｖｉＣｏｒｎｕＰａｎｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ＡｎｇｕｏＨｅｂｅｉ（河北安国） ＣｅｒｖｕｓｅｌａｐｈｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ

Ｒ３ ＣｅｒｖｉＣｏｒｎｕＰａｎｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ＢｏｚｈｏｕＡｎｈｕｉ（安徽亳州） ＣｅｒｖｕｓｅｌａｐｈｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ

Ｒ４ ＣｅｒｖｉＣｏｒｎｕＰａｎｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ＢｏｚｈｏｕＡｎｈｕｉ（安徽亳州） ＣｅｒｖｕｓｅｌａｐｈｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ

Ｒ５ ＣｅｒｖｉＣｏｒｎｕＰａｎｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ＢｏｚｈｏｕＡｎｈｕｉ（安徽亳州） ＣｅｒｖｕｓｅｌａｐｈｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ

Ｒ６ ＣｅｒｖｉＣｏｒｎｕＰａｎｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ＪｉｎａｎＳｈａｎｄｏｎｇ（山东济南） ＣｅｒｖｕｓｎｉｐｐｏｎＴｅｍｍｉｎｃｋ

Ｒ７ ＣｅｒｖｉＣｏｒｎｕＰａｎｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ＹａｎｔａｉＳｈａｎｄｏｎｇ（山东烟台） ＣｅｒｖｕｓｅｌａｐｈｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ

Ｒ８ ＣｅｒｖｉＣｏｒｎｕＰａｎｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ＹａｎｔａｉＳｈａｎｄｏｎｇ（山东烟台） ＣｅｒｖｕｓｅｌａｐｈｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ

Ｒ９ ＣｅｒｖｉＣｏｒｎｕＰａｎｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ＤｏｎｇｙｉｎｇＳｈａｎｄｏｎｇ（山东东营） ＣｅｒｖｕｓｎｉｐｐｏｎＴｅｍｍｉｎｃｋ

Ｒ１０ ＣｅｒｖｉＣｏｒｎｕＰａｎｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ＤｏｎｇｙｉｎｇＳｈａｎｄｏｎｇ（山东东营） ＣｅｒｖｕｓｎｉｐｐｏｎＴｅｍｍｉｎｃｋ

Ｊ１ ＣｅｒｖｉＣｏｒｎｕ ＺｈｕｍａｄｉａｎＨｅｎａｎ（河南驻马店） ＣｅｒｖｕｓｅｌａｐｈｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ

Ｊ２ ＣｅｒｖｉＣｏｒｎｕ ＴｉｅｌｉｎｇＬｉａｏｎｉｎｇ（辽宁铁岭） ＣｅｒｖｕｓｅｌａｐｈｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ

Ｊ３ ＣｅｒｖｉＣｏｒｎｕ ＬｉａｏｃｈｅｎｇＳｈａｎｄｏｎｇ（山东聊城） ＣｅｒｖｕｓｅｌａｐｈｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ

Ｊ４ ＣｅｒｖｉＣｏｒｎｕ ＬｉａｏｃｈｅｎｇＳｈａｎｄｏｎｇ（山东聊城） ＣｅｒｖｕｓｅｌａｐｈｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ

Ｊ５ ＣｅｒｖｉＣｏｒｎｕ ＨｕａｎｇｇａｎｇＨｕｂｅｉ（湖北黄冈） ＣｅｒｖｕｓｅｌａｐｈｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ

Ｊ６ ＣｅｒｖｉＣｏｒｎｕ ＤｏｎｇｙｉｎｇＳｈａｎｄｏｎｇ（山东东营） ＣｅｒｖｕｓｎｉｐｐｏｎＴｅｍｍｉｎｃｋ

Ｊ７ ＣｅｒｖｉＣｏｒｎｕ ＺｈｕｍａｄｉａｎＨｅｎａｎ（河南驻马店） ＣｅｒｖｕｓｎｉｐｐｏｎＴｅｍｍｉｎｃｋ

Ｐ１ Ｄｅｅｒｈｉｄｅ ＢｏｚｈｏｕＡｎｈｕｉ（安徽亳州） ＣｅｒｖｕｓｅｌａｐｈｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ

Ｐ２ Ｄｅｅｒｈｉｄｅ ＢｏｚｈｏｕＡｎｈｕｉ（安徽亳州） ＣｅｒｖｕｓｅｌａｐｈｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ

Ｐ３ Ｄｅｅｒｈｉｄｅ ＢｏｚｈｏｕＡｎｈｕｉ（安徽亳州） ＣｅｒｖｕｓｅｌａｐｈｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ

Ｐ４ Ｄｅｅｒｈｉｄｅ ＢｏｚｈｏｕＡｎｈｕｉ（安徽亳州） ＣｅｒｖｕｓｅｌａｐｈｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ

Ｓ１ ＣｅｒｖｉＣｏｒｎｕＤｅｇｅｌａｔｉｎａｔｕｍ ＢｏｚｈｏｕＡｎｈｕｉ（安徽亳州） Ｎｏｎｅ

Ｓ２ ＣｅｒｖｉＣｏｒｎｕＤｅｇｅｌａｔｉｎａｔｕｍ ＢｏｚｈｏｕＡｎｈｕｉ（安徽亳州） Ｎｏｎｅ

Ｓ３ ＣｅｒｖｉＣｏｒｎｕＤｅｇｅｌａｔｉｎａｔｕｍ ＢｏｚｈｏｕＡｎｈｕｉ（安徽亳州） Ｎｏｎｅ
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表２　特征多肽的来源、序列和离子对信息［１４］

Ｔａｂ２　Ｓｏｕｒｃｅ，ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｉｏｎｐａｉｒｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ［１４］

Ｎｏ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　　 Ｐｒｏｔｅｉｎａｔｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　　 ｍ／ｚ（Ｑ１） Ｃｈａｒｇｅ ｍ／ｚ（Ｑ３） ｍ／ｚ（Ｑ３）

Ｐｅｐ１ ＧＥＴＧＰＡＧＲｐＧＥＶＧＰｐＧＰｐＧＰＡＧＥＫ Ｃｏｌｌａｇｅｎα１ ７３９３６ ２ ９３８４６ １０５３５２

Ｐｅｐ２ ＳＧＥＴＧＡＳＧＰｐＧＦＡＧＥ Ｃｏｌｌａｇｅｎα２ ７３２８４ ２ ８７５４３ １０９０５１

Ｐｅｐ３ ＧＰｐＧＥＳＧＡＡＧＰＡＧＰＩＧＳＲ Ｃｏｌｌａｇｅｎα２ ７７５８９ ２ ５４１２６ ９６５４４

Ｐｅｐ４ ＴＧＱＰＧＡＶＧＰＡＧＩＲ Ｃｏｌｌａｇｅｎα２ ５９０８３ ２ ７９７４７ ２８７１４

Ｐｅｐ５ ＴＰＶＧＧＱＰＳＶＰＧＧＰＶＲ α２ＨＳｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ７０２８８ ２ ８６５４９ １１０７５９

Ｐｅｐ６ ＦＦＥＨＦＧＤＬＳＴＡＤＡＶＭＧＮＰＫ Ａｄｕｌｔβｇｌｏｂｉｎ ７００３２ ２ ５６２２６ ２４４１７

Ｐｅｐ７ ＤＬＳＦＬＰＱＰＰＱＥＫ Ｃｏｌｌａｇｅｎα１ ６９９８７ ２ ５９８３２ ５０１２４

　　胰蛋白酶（批号：１００３４９４５８１，Ｓｉｇｍａ公司），
盐酸胍、三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、乙二胺四乙酸
（ＥＤＴＡ）、碳酸氢铵（分析纯），二硫苏糖醇（ＤＴＴ）
（批号：Ｐ１６９４５９０，上海泰坦科技有限公司），碘乙
酰胺（ＩＡＡ）（批号：Ｅ１９１５０２９，阿拉丁试剂有限公
司），甲酸、乙腈（色谱纯），ＡｇｉｌｅｎｔＳＢＣ１８ＲＲＨＤ色
谱柱（２１ｍｍ×１００ｍｍ，１７μｍ）、ＴｈｅｒｍｏＳＣＩＥＮ
ＴＩＦＩＣＡｃｃｕｃｏｒｅＴＭ Ｃ１８色谱柱（２１ｍｍ×１００ｍｍ，
２６μｍ）、ＷａｔｅｒｓＣＯＲＴＥＣＳＴＭ ＵＰＬＣＣ１８ 色 谱 柱
（３０ｍｍ×１００ｍｍ，１６μｍ）。

２　方　法
２１　样品前处理方法考察
２１１　样品提取溶剂考查　将鹿茸、鹿角、鹿角
霜、去毛后鹿皮样品锉成细粉，称取２份样品粉末，
每份４０ｍｇ；分别精密加入变性缓冲液（６ｍｏｌ·Ｌ－１

盐酸胍，１ｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ，２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ）或
体积分数１％ ＮＨ４ＨＣＯ３溶液２ｍＬ，９０℃水浴震摇
提取４ｈ，冷却至室温，离心；取上清液，用０２２μｍ
滤头滤过，取滤液５００μＬ，加水５００μＬ混匀，置３ｋ
超滤管中，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，上清液再次
加水５００μＬ，重复离心一次，备用。
２１２　样品酶解时间考察　吸取“２１１”项下样
品上清液１００μＬ和水１００μＬ置进样瓶中，选择酶
活性 ＞１００００ＢＡＥＥｕｎｉｔｓ·ｍｇ－１的胰酶，加入
１０ｍｇ·ｍＬ－１胰酶５μＬ，使酶底比为１∶４０，吹打均
匀，置于３７℃样品进样盘中反应。
２１３　样品加酶量考察　取３个进样瓶，分别加
入“２１１”项下样品上清液１００μＬ和水１００μＬ，混
匀后分别加入１０ｍｇ·ｍＬ－１胰酶５、１０、２０μＬ，分别
对应酶底比为１∶４０、１∶２０、１∶１０，将其置于３７℃恒
温恒湿箱中反应３ｈ。
２２　色谱及质谱条件

液相条件：色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＳＢＣ１８ ＲＲＨＤ

（２１ｍｍ×１００ｍｍ，１７μｍ），柱 温 ４３℃，流 速
０３ｍＬ·ｍｉｎ－１，流动相Ａ为体积分数０１％甲酸溶液，
Ｂ为乙腈溶液，进行梯度洗脱（０～７ｍｉｎ，８％→１２％Ｂ；
７～１１ｍｉｎ，１２％→２２％Ｂ；１１～１８ｍｉｎ，２２％→４０％Ｂ；
１８～２３ｍｉｎ，４０％→９０％Ｂ；２３～２３５ｍｉｎ，９０％→８％Ｂ；
２３５～２８ｍｉｎ，８％Ｂ），进样量为５μＬ。

质谱条件：采用三重四极杆质谱检测器，电喷雾

离子源（ＥＳＩ），正离子模式下，进行多反应监测；离
子源喷雾气流速 ４０μＬ·ｍｉｎ－１；辅助加热气流速
４０μＬ·ｍｉｎ－１；离子化电压 ５５ｋＶ；离子源温度
５５０℃；锥孔电压４７Ｖ，碰撞电压８０Ｖ。
２３　方法学考察
２３１　专属性　分别提取 Ｐｅｐ５和 Ｐｅｐ６离子流
图谱对２４批次鹿源药材样品进行专属性检测。
２３２　耐用性　采用 ３种不同品牌色谱柱考察
Ｐｅｐ１～Ｐｅｐ７的耐用性，分别为 ＡｇｉｌｅｎｔＳＢＣ１８
ＲＲＨＤ色谱柱（２１ｍｍ×１００ｍｍ，１７μｍ）、Ｔｈｅｒｍｏ
ＳＣＩＥＮＴＩＦＩＣＡｃｃｕｃｏｒｅＴＭＣ１８色谱柱（２１ｍｍ×１００ｍｍ，
２６μｍ）、ＷａｔｅｒｓＣＯＲＴＥＣＳＴＭ ＵＰＬＣ Ｃ１８色谱柱
（３０ｍｍ×１００ｍｍ，１６μｍ）。

３　结　果
３１　样品提取溶剂考察

分别在盐溶剂体系（６ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸胍，
１ｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ，２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ）和水溶剂体
系（体积分数１％ ＮＨ４ＨＣＯ３溶液）下提取样品，表２
为特征多肽离子流色谱图，对其峰型、响应值和峰面

积进行分析和比较。结果以 Ｐｅｐ６变化最为显著，
体积分数１％ＮＨ４ＨＣＯ３溶液提取物的 Ｐｅｐ６峰面积
远远小于变性缓冲液提取物，结果见图１。因此，本
实验选用盐溶剂体系为提取溶剂，９０℃水浴震摇提
取４ｈ为提取方法。
３２　酶解条件考察

以Ｐｅｐ２、Ｐｅｐ５和 Ｐｅｐ６作为考察对象，筛选
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图１　提取溶剂对特征多肽提取效率的影响结果（以 Ｐｅｐ６
为例）

Ｆｉｇ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｌｖｅｎｔｓｙｓｔｅｍ（ｔａｋｉｎｇＰｅｐ６ａｓａｎｅｘａｍｐｌｅ）ｏｎ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ

特征多肽的稳定平衡期，特征多肽在不同酶解时

间、不同加酶量下的变化趋势见图２～３。结果显
示，在前１８０ｍｉｎ特征多肽峰面积随酶解时间延长
而逐渐增加；在 １８０～２７０ｍｉｎ内，Ｐｅｐ２、Ｐｅｐ５、
Ｐｅｐ６峰面积有小幅上升，几乎趋于稳定。因此，
为节约时间成本，确定酶解时间为 １８０ｍｉｎ。随
着加酶量的增加，仅有 Ｐｅｐ２峰面积上升，为减少
蛋白 酶 对 特 征 多 肽 的 影 响，因 此 选 择 加 酶

量为５μＬ。
３３　鹿茸、鹿角、鹿角霜、鹿皮鉴别方法的建立

各特征多肽检测结果见图 ４。Ｐｅｐ１、Ｐｅｐ２、
Ｐｅｐ３、Ｐｅｐ４和 Ｐｅｐ７在鹿茸、鹿角、鹿皮均被检测
到，为三者共有特征多肽。但由于鹿角霜经过长

时间煎煮，因已除去大部分胶质物质，其蛋白类物

质含量较少；另外，不同厂家的制备工艺存在差

异，上述５个特征多肽在鹿角霜未能全部检测到。
Ｐｅｐ５同时在鹿茸、鹿角和鹿角霜药材中被检测
到，但在鹿皮中未被检测到；表明 Ｐｅｐ５为鹿角类
药材的专属性特征多肽；同时，鹿角霜中检测到

Ｐｅｐ５也说明其具有一定耐高温特征。Ｐｅｐ６在梅
花鹿茸和马鹿茸中被显著检测到，在未骨化完全

的鹿角可被检测到，但在鹿皮和鹿角霜中均未被

检测到；因此，可通过 Ｐｅｐ６来区分鹿茸与鹿角、鹿
角霜、鹿皮药材。综上所述，４种鹿源药材的判定原
则如下：若样品可检出 Ｐｅｐ１、Ｐｅｐ２、Ｐｅｐ３、Ｐｅｐ４、
Ｐｅｐ５、Ｐｅｐ６、Ｐｅｐ７特征离子峰时，则认为样品为鹿
茸；若可检出Ｐｅｐ１、Ｐｅｐ２、Ｐｅｐ３、Ｐｅｐ４、Ｐｅｐ５、Ｐｅｐ７
特征离子峰而未检出 Ｐｅｐ６特征离子峰，则认为样
品为鹿角；若可检出Ｐｅｐ１、Ｐｅｐ２、Ｐｅｐ３、Ｐｅｐ４、Ｐｅｐ７
特征峰，且未检出 Ｐｅｐ５和 Ｐｅｐ６特征峰时，

　　　　

图２　酶解时间对特征多肽溶出稳定性影响结果
Ｆｉｇ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｌｖｅｎｔｓｙｓｔｅｍ（ｔａｋｉｎｇＰｅｐ６ａｓａｎｅｘａｍｐｌｅ）ｏｎ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｓ

图３　加酶量对特征多肽溶出稳定性的影响结果
Ｆｉｇ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｎｚｙｍｅｄｏｓａｇｅｏｎｔｈｅｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ

则认为样品为鹿皮；当样品中可检出Ｐｅｐ５特征峰，
则认为样品为鹿角霜。

３４　样品检测结果
将该方法应用于所有批次样品中，按“３３”项下

判定原则，分别提取各特征多肽的离子流图谱。结果

发现所有批次鹿茸样品均可检测到Ｐｅｐ１～Ｐｅｐ７，所
有批次鹿角样品中均可检测到 Ｐｅｐ１、Ｐｅｐ２、Ｐｅｐ３、
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图４　特征多肽离子对在鹿茸、鹿角、鹿皮、鹿角霜中的检出结果
Ｆｉｇ４　ＴｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｉｏｎｐａｉｒｓｉｎＣｅｒｖｉＣｏｒｎｕＰａｎｔｏｔｒｉｃｈｕｍ，ＣｅｒｖｉＣｏｒｎｕ，ＤｅｅｒｈｉｄｅａｎｄＣｅｒｖｉ
ＣｏｒｎｕＤｅｇｅｌａｔｉｎａｔｕｍ

Ｐｅｐ４、Ｐｅｐ５、Ｐｅｐ７，其中 Ｊ２批次鹿角可检测到
Ｐｅｐ６，推测其可能为未骨化完全的鹿角；所有批次
的鹿茸、鹿角和鹿角霜样品均可检测到 Ｐｅｐ５；所有
批次的鹿皮样品中均可检测到 Ｐｅｐ１、Ｐｅｐ２、Ｐｅｐ３、
Ｐｅｐ４和Ｐｅｐ７。

３５　方法学考察
３５１　专属性　Ｐｅｐ５仅在鹿茸、鹿角和鹿角霜样
品中被检测到，未在鹿皮样品中检测到，见图 ５；
Ｐｅｐ６仅在鹿茸样品中检测到，未在鹿角、鹿角霜和
鹿皮样品中检测到；结果表明该方法专属性良好。

图５　Ｐｅｐ５和Ｐｅｐ６专属性验证结果
Ｆｉｇ５　ＳｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰｅｐ５ａｎｄＰｅｐ６

３５２　耐用性　耐用性检测结果见表３，３种色谱
柱均具有明显分离差异，表明该方法耐用性良好。

４　讨　论
首先，本实验通过考察盐溶剂体系和水溶剂体

系探索特征多肽在提取过程中的影响。盐溶液常用

于蛋白变性，具有较稳定的 ｐＨ，能较好维持蛋白结
构和活性，但常常伴有毒性；水溶液无毒无害，普遍

用于提取胶原蛋白，但水溶剂往往会破坏蛋白结构，

所得蛋白含量稍低。因此，选择合适的提取溶剂至

关重要。本实验结果显示，盐溶剂提取体系提取效

率较高，其所得提取物的各特征多肽离子对峰型和

响应值均优于水溶剂提取体系。笔者认为主要原因

有以下两点：一是受到高温加热，鹿茸中大量血蛋白

被破坏；二是水溶剂张力过大，血蛋白聚团凝结，蛋

白结构受到破坏［１５］。实验结果证明了盐溶剂提取

体系能提取出鹿源药材中的大量蛋白和多肽类物

质。其次，酶解条件是得到较为稳定特征多肽的关

键因素，本实验考察了不同酶解时间和不同加酶量

下各特征多肽的变化情况，优化所得的样品前处理

方法可成功应用于４种不同部位的鹿源药材。
此外，本实验中各特征多肽专属性和耐用性良

好，可通过Ｐｅｐ６的检出情况判定样品是否为鹿茸，
可通过Ｐｅｐ５的检出情况判定样品是否为鹿角类药材，
可精确高效地区分源于不同部位的４种鹿源药材。

综上所述，本实验基于化学标识物和特征多肽

分析方法，采用液质联用技术建立了一种可有效区

分鹿茸、鹿角、鹿角霜、鹿皮４种鹿源药材的方法。
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表３　方法学耐用实验结果
Ｔａｂ３　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｕｒａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ　

ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ　

ｉｏｎｐａｉｒｓ　

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｓ

ＡｇｉｌｅｎｔＳＢ

Ｃ１８ＲＲＨＤ

ＴｈｅｒｍｏＳＣＩＥＮＴＩＦＩＣ

ＡｃｃｕｃｏｒｅＴＭ

Ｃ１８

Ｗａｔｅｒｓ

ＣＯＲＴＥＣＳＴＭ

ＵＰＬＣＣ１８

７３９３６→９３８４６ ３９０±０５ １９５±０５ ４３６±０５

７３９３６→１０５３５２ ３９０±０５ １９５±０５ ４３６±０５

７３２８４→８７５４３ ４７６±０５ ２７９±０５ ５７７±０５

７３２８４→１０９０５１ ４７６±００ ２７９±０５ ５７７±０５

７７５８９→５４１２６ ５５７±０５ ３１３±０５ ６２０±０５

７７５８９→９６５４４ ５５７±０５ ３１３±０５ ６２０±０５

５９０８３→７９７４７ ６９６±０５ ４０８±０５ ７７０±０５

５９０８３→２８７１４ ６９６±０５ ４０８±０５ ７７０±０５

７０２８８→８６５４９ ９３９±０５ ６１３±０５ ９５４±０５

７０２８８→１１０７５９ ９３９±０５ ６１３±０５ ９５４±０５

７００３２→５６２２６ １２５８±０５ １１４５±０５ １３０８±０５

７００３２→２４４１７ １２５８±０５ １１４５±０５ １３０８±０５

６９９８７→５９８３２ １３３７±０５ １２１２±０５ １３９１±０５

６９９８７→５０１２４ １３３７±０５ １２１２±０５ １３９１±０５
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ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙａｎｄａｌａｂｅｌｆｒｅｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＪＣｈｒｏｍａ
ｔｏｇｒＡ，２０２３，１７０５（２０２３）：４６４１５３４６１４６４．

［１５］　ＲＵＡＮＨＮ，ＬＵＯＪＣ，ＷＡＮＧＺＹ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｙｏｎｃｏｍｐｒｅｈｅｎ
ｓｉｖｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｗａｔｅｒｓｏｌｕｂｌｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｐａｒｔｓｉｎ
ＶｅｌｖｅｔＡｎｔｌｅｒ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＶｅｔＭｅｄ（中国兽医杂志），２０２１，５７
（３）：９３９７．

（收稿日期：２０２４０３２６）
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