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$的定坤丹中鹿茸的专属性鉴别及驯

鹿茸投料的筛查方法&采用胰蛋白酶对定坤丹样品进行酶解处理"使用
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色谱柱!

(c><<i>))<<i>c?
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$分离"以
)c>b

甲酸乙腈溶液和
)c>b

甲酸溶液为流动相进行梯度

洗脱"流速
)c*<E

'

<4/

"进样体积
"

$

E

&电喷雾离子源!

8̀S

$正离子模式"多反应监测!

7B7

$模式&结

果表明"鹿茸专属性鉴别及驯鹿茸的各监测离子对专属性良好"

*)

批实际样品均检出鹿源性成分#其

中"

N

批检出鹿茸"其余
((

批均检出驯鹿茸"表明目前市场上定坤丹样品中鹿茸多来源于驯鹿&该方法

的专属性好%操作简便快捷"进一步完善了定坤丹质量标准"为含鹿茸中药制剂中鹿茸的鉴别及驯鹿茸

筛查提供参考&
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定坤丹为红参%鹿茸%西红花%三七%白芍%

熟地黄%当归%白术%枸杞子%黄芩%香附%茺蔚

子%川芎%鹿角霜%阿胶%延胡索等药味经加工制

成的大蜜丸"具有滋补气血%调经舒郁之功效"

用于气血两虚%气滞血瘀所致的月经不调%行经

腹痛%血晕血脱%产后诸虚等症状(

>

)

&该方所含

药味众多"

()()

年版0中国药典1的质量控制包

括枸杞子等
+

种药味的鉴别"以及红参%三七的

含量测定&鹿茸作为主药"具有壮肾阳%益精血

等功效"用于肾阳不足%精血亏虚%宫冷不孕

等(

>

)

"然而"现行的定坤丹质量标准中缺少对鹿

茸的质量控制&鹿茸为梅花鹿
#,-+(.!*

;;

1!

B,<<*!'C

或马鹿
#,-+(.,>%

;

$(.7*!!%,(.

的

雄鹿未骨化密生茸毛的幼角"价格昂贵"且随着

市场需求的不断扩大"鹿茸质量参差不齐"存在

以驯鹿等其他鹿的茸代替或掺伪使用(

(D*

)

&由

于鹿茸的质量控制标准缺少专属性鉴别方法"鹿

茸投料生产中药制剂后的质量控制难以保证"因

此"建立鹿茸专属的鉴别方法具有重要意义&

传统的性状%显微鉴别可实现鹿茸原药材

的快速鉴定"但对于中药制剂有一定的局限性&

由于不同动物的胶原蛋白具有相似性"蛋白质

或氨基酸的理化鉴别存在专属性较差的问

题(

!D"

)

&研究表明"采用液相色谱
D

质谱联用法

对动物药蛋白质序列进行差异性分析的特异性

较强(

MD>>

)

&因此"本研究将基于液相色谱
D

质谱

联用法检测定坤丹样品经胰蛋白酶酶解后的特

征肽段"建立定坤丹中鹿茸的专属性鉴别以及

驯鹿茸投料生产中药制剂的筛查方法"进一步

完善定坤丹的质量控制标准"希望为鹿茸和含

鹿茸中药制剂的鉴别及驯鹿茸投料问题提供技

术支撑&
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实验部分

ABA

!

主要仪器与装置

Aa82S̀ UC.4

9

%5F-0ZM"))H

超高效液

相色谱
D

质谱联用仪*美国
Aa82S̀ U

公司产

品"配有电喷雾离子源及
7-%;4F-0/;*c)c(

数

据处理系统#

2%4<0:5%%(((

型恒温恒湿箱*德国

777

公司产品#

2e(("@

电子天平*德国赛多

利斯公司产品&

ABC

!

主要材料与试剂

盐酸胍%三羟甲基氨基甲烷!

C.46

$%乙二胺

四乙酸%碳酸氢铵%乙酸*均为分析纯"国药集团

化学试剂有限公司产品#胰蛋白酶!序列分析

级"批号
8E2O))?+

$*美国
84

X

<0

公司产品#甲

酸!色谱纯"批号
(̀>(N(*!

$*阿拉丁试剂有限

公司产品#乙腈!色谱纯"批号
,A>)N>*)

$*德国

75.:]

公司产品&

ABF

!

样品

鹿茸!梅花鹿$对照药材!批号
>(>)*>D

()>N)"

$%鹿茸!马鹿$对照药材!批号
>(>"?)D

()>()(

$*中国食品药品检定研究院产品#花鹿

茸%马鹿茸%驯鹿茸*购自亳州中药材市场"由山

东省农业科学院
@'A

条形码基原确认#定坤

丹*收集自山西%吉林%内蒙古等地区"共计
*

家

生产企业
*)

批样品"

*

家生产企业分别以
A

%

a

%

2

表示"

A

生产企业收集
N

批样品!编号为

A>

!

AN

$"

a

生产企业收集
>!

批样品!编号为

a>

!

a>!

$"

2

生产企业收集
N

批样品!编号为

2>

!

2N

$&

ABO

!

实验条件

ABOBA

!

色谱条件
!

采用
g0;5.6A:

_

-4;

=

TeE2

à G2>N

色谱柱!

(c><<i>))<<i>c?

$

<

$#流

动相*

A

为
)c>b

甲酸乙腈溶液"

a

为
)c>b

甲

酸溶液#梯度洗脱*

)

!

>)<4/

!

*b

!

NbA

$"

>)

!

()<4/

!

Nb

!

()bA

$"

()

!

*)<4/

!

()b

!

")bA

$#流速
)c*<E

'

<4/

#进样量
"

$

E

&

ABOBC

!

质谱条件
!

电喷雾离子源!

8̀S

$"正离

子模式"多反应监测!

7B7

$&鹿茸!梅花鹿或

马鹿$监测离子对为
<

'

?M)!c*)

!三电荷$

"

(?"c>*

%

<

'

?M)!c*)

!三电荷$

"

?!Nc*>

和
<

'

?

?))c*(

!三电荷$

"

"M(c(M

%

<

'

??))c*(

!三电

荷$

"

NN)c*M

#驯鹿茸监测离子对为
<

'

?""Nc(+

!双电荷$

"

M?*c*M

%

<

'

?""Nc(+

!双电荷$

"

??(c!*

和
<

'

??)!cNM

!双电荷$

"

"*?c(?

%

<

'

??)!cNM

!双电荷$

"

M)Nc*)

#0中国药典1鹿角胶项下鉴

定离子对为
<

'

??M"c!)

!双电荷$

"

""!c))

和

<

'

??M"c!)

!双电荷$

"

?**c))

&

ABOBF

!

供试品溶液的制备
!

将
>

丸定坤丹剪

碎"混匀"取约
*

X

"加入
() <E

水"振摇
()

<4/

"以
!))).

'

<4/

离心
>)<4/

"弃去上层水

溶液"将上述清洗步骤再重复
(

次&向所得沉

淀中加入
*)<E

变性缓冲液!称取
"?*c>

X

盐

酸胍%

>(>c>

X

三羟甲基氨基甲烷%

)c?*!

X

乙

二胺四乙酸"加水溶解"加浓盐酸调至
9

GNc)

"

再加水稀释至
>E

$"摇匀"置于
+)d

恒温恒湿箱

中处理
!3

"取出"放冷至室温"以
>())).

'

<4/

离心
>)<4/

#精密量取
>))

$

E

上清液"加入

+))

$

E>b

碳酸氢铵溶液和
>)

$

E

胰蛋白酶溶

液!称取适量的胰蛋白酶"用
)c"b

乙酸溶液溶

解"制成
>)

X

'

E

溶液"现用现制$"

*?d

恒温酶

解
>"<4/

"置于
+)d

恒温处理
>)<4/

"取出"

放冷至室温"以
>())).

'

<4/

离心
>)<4/

"取上

清液"即得供试品溶液&

ABOBO

!

对照药材溶液的制备
!

分别称取各
*)

<

X

鹿茸!梅花鹿$对照药材%鹿茸!马鹿$对照

药材及驯鹿茸粉末"自.加入
*)<E

变性缓冲

液/起"按照
>c!c*

节方法制备对照药材溶液&

ABOBQ

!

阴性对照溶液的制备
!

根据不同厂家

处方制备不含鹿茸的阴性对照样品"按照

>c!c*

节方法制备阴性对照溶液&

ABOBR

!

样品测定
!

分别精密吸取各
"

$

E

供试

品溶液%对照药材溶液及阴性对照溶液"注入液

相色谱
D

质谱联用仪测定&

C

!

结果与讨论

CBA

!

方法学考察

CBABA

!

专属性实验
!

在各监测离子对的提取

离子流色谱图中"阴性对照样品均未出现与鹿

茸!梅花鹿$%鹿茸!马鹿$%驯鹿茸保留时间一致

的色谱峰&

以
<

'

??M"c!)

!双电荷$

"

""!c))

和
<

'

?

?M"c!)

!双电荷$

"

?**c))

离子对提取的离子流

色谱图中"鹿茸!梅花鹿$%鹿茸!马鹿$与驯鹿茸

均出现保留时间一致的色谱峰"表明该离子对不

具有专属性"不适用于区分正品鹿茸与驯鹿茸&

以
<

'

?M)!c*)

!三电荷$

"

(?"c>*

%

<

'

?

M)!c*)

!三电荷$

"

?!Nc*>

和
<

'

??))c*(

!三电

M(M
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荷$

"

"M(c(M

%

<

'

??))c*(

!三电荷$

"

NN)c*M

离子对提取的离子流色谱图中"驯鹿茸未出现

与鹿茸!梅花鹿$%鹿茸!马鹿$保留时间一致的

色谱峰&

以
<

'

?""Nc(+

!双电荷$

"

M?*c*M

%

<

'

?

""Nc(+

!双电荷$

"

??(c!*

和
<

'

??)!cNM

!双电

荷$

"

"*?c(?

%

<

'

??)!cNM

!双电荷$

"

M)Nc*)

离

子对提取的离子流色谱图中"鹿茸!梅花鹿$%鹿

茸!马鹿$未出现与驯鹿茸保留时间一致的色

谱峰&

实验表明"溶剂及其他药味对测定无干扰#

0中国药典1鹿角胶鉴别项下的离子对无法区分

鹿茸!梅花鹿或马鹿$与驯鹿茸#鹿茸!梅花鹿或

马鹿$监测离子对对驯鹿茸具有专属性"驯鹿茸

监测离子对对鹿茸!梅花鹿或马鹿$同样具有专

属性"结果列于表
>

"示于图
>

!

*

&

CBABC

!

重复性实验
!

分别取
a>

%

2>

号样品

!

a>

用于驯鹿茸鉴别"

2>

用于鹿茸鉴别$"平行

制备
M

份供试品溶液"按
>c!c>

节条件进样测

定&以
<

'

?""Nc(+

!双电荷$

"

M?*c*M

%

<

'

?

""Nc(+

!双电荷$

"

??(c!*

和
<

'

??)!cNM

!双电

荷$

"

"*?c(?

%

<

'

??)!cNM

!双电荷$

"

M)Nc*)

离子对提取的
M

份
a>

供试品离子流色谱图

中"均出现与驯鹿茸药材保留时间一致的色谱

峰#以
<

'

?M)!c*)

!三电荷$

"

(?"c>*

%

<

'

?

M)!c*)

!三电荷$

"

?!Nc*>

和
<

'

??))c*(

!三电

荷$

"

"M(c(M

%

<

'

??))c*(

!三电荷$

"

NN)c*M

离子对提取的
M

份
2>

供试品离子流色谱图

中"均出现与鹿茸对照药材保留时间一致的色

谱峰&各色谱峰保留时间相对标准偏差!

B8@

$

均小于
>c)b

"表明该方法重复性良好&

CBABF

!

稳定性实验
!

分别取
a>

%

2>

号样品制

成的供试品溶液"按
>c!c>

节条件于
)

%

!

%

N

%

>M

%

(!

%

!N3

进样测定&以
<

'

?""Nc(+

!双电

荷$

"

M?*c*M

%

<

'

?""Nc(+

!双电荷$

"

??(c!*

和
<

'

??)!cNM

!双电荷$

"

"*?c(?

%

<

'

??)!cNM

!双电荷$

"

M)Nc*)

离子对提取的
a>

供试品离

子流色谱图中"均出现与驯鹿茸药材保留时间

一致的色谱峰#以
<

'

?M)!c*)

!三电荷$

"

(?"c>*

%

<

'

?M)!c*)

!三电荷$

"

?!Nc*>

和
<

'

?

?))c*(

!三电荷$

"

"M(c(M

%

<

'

??))c*(

!三电

荷$

"

NN)c*M

离子对提取的
2>

供试品离子流

色谱图中"均出现与鹿茸对照药材保留时间一

致的色谱峰&各色谱峰保留时间
B8@

值均小

于
>c)b

"表明供试品在
!N3

内的稳定性良好"

能够满足测定要求&

表
A

!

专属性实验结果

:&;'0A

!

20)K'/)"*/,0)

7

0.#*#.#/

(

/0)/

名称

'0<5

离子对

S$/

9

04.

鹿茸!梅花鹿$

25.\42$./-

e0/;$;.4:3-<

!

#,-+(.!*

;;

1!

B,<<*!'C

$

鹿茸!马鹿$

25.\42$./-

e0/;$;.4:3-<

!

#,-+(.,>%

;

$(.

7*!!%,(.

$

驯鹿茸

A%!

&

*

2

,-

/%-%!4(.

E4//05-6

阴性对照

'5

X

0;4\5

:$/;.$%

鹿角胶鉴别离子对
<

'

??M"c!)

"

""!c)) H H H J

<

'

??M"c!)

"

?**c)) H H H J

驯鹿茸特征离子对
> <

'

?""Nc(+

"

M?*c*M J J H J

<

'

?""Nc(+

"

??(c!* J J H J

驯鹿茸特征离子对
( <

'

??)!cNM

"

"*?c(? J J H J

<

'

??)!cNM

"

M)Nc*) J J H J

鹿茸特征离子对
> <

'

?M)!c*)

"

(?"c>* H H J J

<

'

?M)!c*)

"

?!Nc*> H H J J

鹿茸特征离子对
( <

'

??))c*(

"

"M(c(M H H J J

<

'

??))c*(

"

NN)c*M H H J J

!!

注*

H

表示检出"

J

表示未检出

?(M
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图
A

!

阴性对照专属性实验

I#

9

JA

!

>

7

0.#*#.#/

(

/0)/"*%0

9

&/#80."%/-"'

图
C

!

鹿茸专属性实验

I#

9

JC

!

>

7

0.#*#.#/

(

/0)/"*+0-8#+"-%KT&%/"/-#.,K4

N(M
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图
F

!

驯鹿茸专属性实验

I#

9

JF

!

>

7

0.#*#.#/

(

/0)/"*!"#

$

%

&

'()"("#*+,D#%%&0K)

CBABO

!

样品测定
!

*)

批样品均检出鹿源性成

分"

A

%

a

企业的
((

批样品检出驯鹿茸"占总批

次的
?*c*b

"

2

企业的
N

批样品均检出鹿茸"

占总批次的
(Mc?b

"结果列于表
(

&三家企业

所投鹿茸质量不一"

2

企业所投鹿茸为药典规

定来源的花鹿茸或马鹿茸"但
A

%

a

企业投料为

驯鹿茸&驯鹿茸与鹿茸外观相似"容易出现误

判误用"从而影响制剂质量&

表
C

!

样品测定结果

:&;'0C

!

20)K'/)"*)&4

7

'0)

样品

80<

9

%5

鹿角胶鉴别离子对

SZ5/;414:0;4$/4$/

9

04.$125.\4

2$./-62$%%0

鹿茸特征肽段

230.0:;5.46;4:

9

5

9

;4Z5$125.\4

2$./-e0/;$;.4:3-<

驯鹿茸特征肽段

230.0:;5.46;4:

9

5

9

;4Z5$1A%!

&

*

2

,-

/%-%!4(.E4//05-6

> ( > (

A> H J J H H

A( H J J H H

A* H J J H H

A! H J J H H

A" H J J H H

AM H J J H H

A? H J J H H

AN H J J H H

a> H J J H H

a( H J J H H

a* H J J H H

a! H J J H H

+(M
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续表
C

样品

80<

9

%5

鹿角胶鉴别离子对

SZ5/;414:0;4$/4$/

9

04.$125.\4

2$./-62$%%0

鹿茸特征肽段

230.0:;5.46;4:

9

5

9

;4Z5$125.\4

2$./-e0/;$;.4:3-<

驯鹿茸特征肽段

230.0:;5.46;4:

9

5

9

;4Z5$1A%!

&

*

2

,-

/%-%!4(.E4//05-6

> ( > (

a" H J J H H

aM H J J H H

a? H J J H H

aN H J J H H

a+ H J J H H

a>) H J J H H

a>> H J J H H

a>( H J J H H

a>* H J J H H

a>! H J J H H

2> H H H J J

2( H H H J J

2* H H H J J

2! H H H J J

2" H H H J J

2M H H H J J

2? H H H J J

2N H H H J J

!!

注*

H

表示检出"

J

表示未检出

图
O

!

FX

批定坤丹样品聚类分析图

I#

9

JO

!

+'K)/0-#%

97

'"/"*/,0FX<#%

9

LK%!&%)&4

7

'0)

CBC

!

聚类分析

使用
8e88((c)

软件"以
*)

批样品的鹿茸%驯

鹿茸特征肽段的峰面积为变量"采用组间链接"欧

氏距离的系统聚类方法进行聚类分析"结果示于

图
!

&可以看出"

*)

批样品大致聚为
*

类"

A>

!

AN

%

a>

!

a>!

%

2>

!

2N

分别聚为一类"且
A

%

a

企业

样品的聚类较为接近"与测定结果中
A

%

a

企业样

品检出驯鹿茸"

2

企业样品检出鹿茸一致"即同一

生产企业的样品聚为一类"鹿茸投料相似的不同

生产企业聚类接近"表明同一生产企业不同批号

的样品之间在鹿茸投料上差异性较小&

CBF

!

讨论

CBFBA

!

特征肽段的发现
!

本课题组(

>(

)前期使

用
è AO8Nc"

软件对纳升液相色谱
D̂-64$/D

I.R4;.0

9

高分辨质谱检测的经酶解处理后的不

同鹿种鹿茸的测定结果进行肽段混合物的从头

测序"找到
(

条专属鹿茸!梅花鹿或马鹿$%

(

条

专属驯鹿茸的特征肽段&本文将
!

条特征肽段

用于定坤丹中鹿茸鉴别与驯鹿茸筛查&

CBFBC

!

特征肽段的确证
!

根据推测的特征肽

段序列"分别合成相应的特征肽"采用鹿茸!梅

花鹿$对照药材%鹿茸!马鹿$对照药材及已确定

基原的花鹿茸%马鹿茸%驯鹿茸样品"使用高效

液相色谱
D

三重四极杆质谱进行验证&结果表

明"合成的特征肽与鹿茸对照药材%花鹿茸%马

鹿茸%驯鹿茸出现保留时间一致的色谱峰"认为

推测的肽段与所合成的肽段序列一致"结果列

于表
*

&分别将合成的特征肽段与检出鹿茸的

定坤丹样品%检出驯鹿茸的定坤丹样品制成加

)*M
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样回收样品"使用高效液相色谱
D

三重四极杆质

谱进行验证"合成的特征肽段%定坤丹样品%加

样回收样品均出现保留时间一致的色谱峰"认为

目标多肽与合成多肽一致"结果示于图
"

!

N

&

表
F

!

特征肽段的确证

:&;'0F

!

+"%*#-4&/#"%"*.,&-&./0-#)/#.

7

0

7

/#!0)

样品

80<

9

%5

鹿茸特征肽段

230.0:;5.46;4:

9

5

9

;4Z5$125.\4

2$./-e0/;$;.4:3-<

驯鹿茸特征肽段

230.0:;5.46;4:

9

5

9

;4Z5$1A%!

&

*

2

,-

/%-%!4(.E4//05-6

> ( > (

鹿茸!梅花鹿$对照药材
H H J J

鹿茸!马鹿$对照药材
H H J J

花鹿茸
D> H H J J

花鹿茸
D( H H J J

花鹿茸
D* H H J J

马鹿茸
D> H H J J

马鹿茸
D( H H J J

马鹿茸
D* H H J J

驯鹿茸
D> J J H H

驯鹿茸
D( J J H H

驯鹿茸
D* J J H H

驯鹿茸
D! J J H H

驯鹿茸
D" J J H H

!!

注*

H

表示检出"

J

表示未检出

图
Q

!

鹿茸特征肽段
A

合成多肽与目标多肽的对照质谱图

I#

9

JQ

!

3&)))

7

0./-&"*)

(

%/,0/#.&%!/&-

9

0/

7

0

7

/#!0)&;"K/.,&-&./0-#)/#.

7

0

7

/#!0A"*+0-8#+"-%KT&%/"/-#.,K4

>*M
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图
R

!

鹿茸特征肽段
C

合成多肽与目标多肽的对照质谱图

I#

9

JR

!

3&)))

7

0./-&"*)

(

%/,0/#.&%!/&-

9

0/

7

0

7

/#!0)&;"K/.,&-&./0-#)/#.

7

0

7

/#!0C"*+0-8#+"-%KT&%/"/-#.,K4

图
S

!

驯鹿茸特征肽段
A

合成多肽与目标多肽的对照质谱图

I#

9

JS

!

3&)))

7

0./-&"*)

(

%/,0/#.&%!/&-

9

0/

7

0

7

/#!0)&;"K/.,&-&./0-#)/#.

7

0

7

/#!0A"*!"#

$

%

&

'()"("#*+,D#%%&0K)

(*M
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图
U

!

驯鹿茸特征肽段
C

合成多肽与目标多肽的对照质谱图

I#

9

JU

!

3&)))

7

0./-&"*)

(

%/,0/#.&%!/&-

9

0/

7

0

7

/#!0)&;"K/.,&-&./0-#)/#.

7

0

7

/#!0C"*!"#

$

%

&

'()"("#*+,D#%%&0K)

F

!

结论

定坤丹现行的质量标准中缺乏鹿茸的专属

性鉴别"阻碍了该类制剂的质量控制和市场监

管&本研究采用高效液相色谱
D

质谱联用技术

和蛋白质酶解技术"参照本课题组前期研究中

找到的
(

条专属于鹿茸!梅花鹿或马鹿$和
(

条

专属于驯鹿茸的特征肽段"建立了中药制剂定

坤丹中鹿茸的专属性鉴别及驯鹿茸投料的筛查

方法&该方法操作简便"处方中其他药味对测

定无干扰"专属性良好"可用于正品鹿茸的鉴别

和驯鹿茸投料问题的识别&本研究进一步完善

了定坤丹的质量标准"同时也为鹿茸及相关制

剂的质量控制提供参考&
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