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摘要： 目的　 建立固相萃取⁃超高效液相色谱⁃串联质谱 （ＳＰＥ⁃ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） 法鉴定含龟鳖甲的中成药。 方法　 该药

物提取液的分析采用 Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ 十八烷基硅烷键合硅胶填料色谱柱 （２􀆰 １ ｍｍ×１５０ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）； 流动相乙腈⁃０􀆰 １％
甲酸， 梯度洗脱； 体积流量 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３５ ℃； 进样量 １ μＬ； ＥＳＩ＋离子源； ＭＲＭ 模式。 结果　 １８ 批含鳖甲的

中成药中均检出鳖甲 （鳖） 类成分， 其中还有 １ 批同时检出珍珠鳖甲类成分； １７ 批含龟甲的中成药中有 ２ 批只检出

龟甲 （乌龟） 类成分。 结论　 含龟鳖甲的中成药质量整体上不理想， 需引起有关部门关注。
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　 　 鳖甲、 龟甲均收载于 ２０２０ 年版 《中国药典》 一部， 均

为单一来源中药， 分别为鳖的背甲和乌龟的背甲及腹

甲［１］ ， 本课题组前期研究和有关文献均显示当前混伪情况

在龟鳖甲类中药中较多［２⁃３］ ， 这些混伪品有可能会转移到中

成药中， 因此其质量如何也需要研究人员密切关注。
传统的性状鉴别是龟鳖甲类药材的主要鉴别手段， 但

对于含该类药材的中成药并不适用， 分子鉴定技术在龟鳖

甲类药材的报道较多， 推广到中成药也还不成熟［４⁃７］ 。 近年

来， 特征肽段专属性鉴别方法在胶类药材监管中应用成

熟［８⁃１３］ ， 课题组结合相关研究， 拟将超高效液相色谱⁃串联

质谱 （ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） 法与固相萃取小柱 （ＳＰＥ） 联合应

用， 建立可用于检测中成药中 １１ 种龟鳖甲 （乌龟、 巴西红

耳龟、 花龟、 黄喉水龟、 黄缘闭壳龟、 缅甸陆龟、 小鳄龟、
印度楞背龟、 鳖、 角鳖、 珍珠鳖） 类成分的专属性方法。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 Ｇ６４９５Ｂ 型超高效液相色谱⁃三重四极杆串联质

谱仪 （ 美 国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公 司 ）， 配 置 ＭＰＰ （ ＭａｓｓＰｒｏｆｉｌｅｒ
Ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ） （ Ｖｅｒ． Ｂ． １４􀆰 ００）、 ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ （ Ｖｅｒ． Ｂ． １０􀆰 ００）；
ＸＳ２０５ 型电子天平 （瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃Ｔｏｌｅｄｏ 公司）； ＴＷ⁃８ 型恒

温水浴锅 （深圳市优博莱科技有限公司）。
１􀆰 ２　 试剂　 Ｏａｓｉｓ 亲生亲油平衡固相萃取柱 （美国 Ｗａｔｅｒｓ
公司， 批号 １５０Ａ３７１５８Ｂ）； 测序用胰蛋白酶 （美国 Ｓｉｇｍａ
公司， 批号 ＳＬＢＺ８５７０）。 碳酸氢铵 （分析纯， 国药集团化

学试剂有限公司， 批号 ２０１９０９１１）； 乙腈 （美国 Ｔｅｄｉａ 公

司， 批号 ＡＳ１１２２⁃００１， 质谱纯）； 甲酸 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司， 批号 １００２９１， 质谱纯）； 水为超纯水。
１􀆰 ３　 药材 　 鳖 Ｔｒｉｏｎｙｘ ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｗｉｅｇｍａｎｎ、 乌龟 Ｃｈｉｎｅｍｙｓ
ｒｅｅｖｅｓｉｉ （ Ｇｒｓｙ ）、 巴 西 红 耳 龟 Ｔｒａｃｈｅｍｙｓ ｓｃｒｉｐｔａ ｅｌｅｇａｎｓ
（Ｗｉｅｄ．）、 黄喉水龟 Ｃｌｅｍｍｙｓ ｍｕｔｉｃａ （Ｃａｎｔｏｒ）、 花龟 Ｏｃａｄｉａ
ｓｉｎｅｎｓｉｓ （Ｇｒａｙ）、 小鳄龟 Ｃｈｅｌｙｄｒａ ｓｅｒｐｅｎｔｉｎａ （Ｌｉｎｎａｅｕｓ）、 黄

缘闭壳龟 Ｃｙｃｌｅｍｙｓ ｆｌａｖｏｍａｒｇｉｎａｔａ Ｇｒａｙ．、 缅甸陆龟 Ｔｅｓｔｕｄｏ
ｅｌｏｎｇａｔｅ （Ｂｌｙｔｈ）、 印度楞背龟 Ｋａｃｈｕｇａ ｔｅｃｔｕｍ （Ｇｒａｙ）、 角

鳖 Ａｐａｌｏｎｅ ｓｐｉｎｉｆｅｒａ、 珍珠鳖 Ａｐａｌｏｎｅ ｆｅｒｏｘ （Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ） 对照

药材经杭州市食品药品检验研究院诸葛陇副主任中药师鉴

定为正品， 标本保存于杭州市食品药品检验研究院中药天

然药物检验所标本室中。 ３５ 批市售中成药涉及 １９ 个品种，
其中 １８ 批含鳖甲类成分， １７ 批含龟甲类成分， 具体见

表 １。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 分析条件

２􀆰 １􀆰 １　 色谱　 Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ 十八烷基硅烷键合硅胶填料色谱

柱 （２􀆰 １ ｍｍ×１５０ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃０􀆰 １％
甲酸 （Ｂ）， 梯度洗脱， 程序见表 ２； 体积流量０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
柱温 ３５ ℃； 进样量 １ μＬ。
２􀆰 １􀆰 ２　 质谱　 ＥＳＩ＋ 离子源； ＭＲＭ 模式， 正负离子切换扫

描； 毛细管电压 ４ ｋＶ； 锥孔电压 １６６ Ｖ； 源区温度 ３２５ ℃；
干燥气温度 ２００ ℃； 体积流量 １４ Ｌ ／ ｍｉｎ； 雾化器压力 ５０ ｐｓｉ
（１ ｐｓｉ ＝ ６􀆰 ８９５ ｋＰａ）； 雾化气、 碰撞气 Ｎ２。
２􀆰 １􀆰 ３　 特征离子对 ＭＲＭ 条件建立　 本课题组提取 １１ 种龟

鳖甲的蛋白溶液， 以胰蛋白酶酶解对照药材溶液， 利用高
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　 　 　 　 　 表 １　 中成药信息

编号 名称 成分 生产厂家 批号

１ 乌鸡白凤丸 鳖甲 Ａ １９０５０２
２ 乌鸡白凤丸 鳖甲 Ｂ １８０３０３０
３ 乌鸡白凤丸 鳖甲 Ｂ １８１００７０
４ 乌鸡白凤丸 鳖甲 Ｃ １８０９０６
５ 乌鸡白凤丸 鳖甲 Ｄ １９０１０３７
６ 乌鸡白凤丸 鳖甲 Ｅ １７１１０４
７ 乌鸡白凤丸 鳖甲 Ｆ １９０３０２
８ 乌鸡白凤丸 鳖甲 Ｇ Ｊ０６０２１
９ 乌鸡白凤丸 鳖甲 Ｇ Ｋ０６０１４
１０ 乌鸡白凤丸 鳖甲 Ｃ １８１２０１
１１ 乌鸡白凤丸 鳖甲 Ｃ １９１０２７
１２ 乌鸡白凤丸 鳖甲 Ｈ １８０４００４
１３ 小儿肺咳颗粒 鳖甲 Ｊ ２０１７０４０１
１４ 蛤蚧定喘胶囊 鳖甲 Ｍ １８０９０３
１５ 肝爽颗粒 鳖甲 Ｎ １８１１０８
１６ 调经益灵片 鳖甲 Ｏ １８０１０２
１７ 回生口服液 鳖甲 Ｐ １８１００３
１８ 恒古骨伤愈合剂 鳖甲 Ｑ ２０１８０１１９
１９ 健脑安神片 龟甲 Ｒ １９０３０１
２０ 妇科止带胶囊 龟甲 Ｓ １８１１０５
２１ 人参再造丸 龟甲 Ｔ １７０１４４００
２２ 人参再造丸 龟甲 Ｙ ＲＢ０２０１９
２３ 参茸延龄片 龟甲 Ｕ ２０１８０５１１
２４ 大补阴丸 龟甲 Ｈ １８１０１４
２５ 大补阴丸 龟甲 Ｖ １９０９０１
２６ 龟鹿二仙膏 龟甲 Ｗ ２０１８０７２５
２７ 龟鹿补肾片 龟甲 Ｘ ２０１８１００１
２８ 坤宝丸 龟甲 Ｕ １８１２０２
２９ 坤宝丸 龟甲 Ｔ １７０３５２４４
３０ 河车大造丸 龟甲 Ｔ １６０１０９７
３１ 三宝胶囊 龟甲 Ｘ １８０７０１
３２ 三宝胶囊 龟甲 Ｋ １８０９０３
３３ 固经丸 龟甲 Ｉ １８１０１９
３４ 妙济丸 龟甲 Ｌ １８１００２
３５ 妙济丸 龟甲 Ｚ １８０８０４

表 ２　 梯度洗脱程序

时间 ／ ｍｉｎ Ａ 乙腈 ／ ％ Ｂ ０􀆰 １％ 甲酸 ／ ％
０ ５ ９５
２５ ２０ ８０
５０ ５ ９５

效液相色谱⁃四级杆飞行时间质谱 （ＨＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ） 与化学

统计分析相结合进行分析， 获得的质谱原始数据进行预处

理， 以分子特征提取模式提取保留时间和质荷比 （ｍ ／ ｚ）
参数， 作为一个数据对 （ＥＭＲＴ 数据对）， 并剔除异常数据

结果， 保存为 ＣＥｆ 文件。 总离子流图 ＣＥｆ 文件采用 ＭＰＰ 软

件进行统计分析， １１ 种龟鳖甲各自特征肽段信息被查找

到， 再将特征肽段信息导入安捷伦定性分析软件 Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｂ． １０􀆰 ００ 进行再验证确认， 最终确定了

１１ 种龟鳖甲的专属性特征肽段［３，１４⁃１５］ 。 针对筛选出的特征

肽段， 通过串联质谱平台建立 ＭＲＭ 方法， 详细信息见

表 ３。
表 ３　 特征离子 ＭＲＭ 采集参数

种类 ｔ ／ ｍｉｎ 母离子 ｍ ／ ｚ 子离子 ｍ ／ ｚ 离子模式 碰撞能量 ／ ｅＶ
乌龟 １０􀆰 １ ４４２􀆰 ７ ６３１􀆰 ０ ＋ ３０

５６０􀆰 ０ ＋ ２０
巴西红耳龟 １１􀆰 ２ ４００􀆰 ２ ３７４􀆰 ２ ＋ ３０

１４３􀆰 １ ＋ ２５
花龟 １９􀆰 １ ５７４􀆰 ８ ２２３􀆰 １ ＋ ２０

４６４􀆰 ２ ＋ １０
黄喉水龟 ２０􀆰 ３ ７０９􀆰 ９ ６４７􀆰 １ ＋ ２０

５８７􀆰 ０ ＋ ２０
黄缘闭壳龟 １５􀆰 ９ １ ０１４􀆰 １ ６２７􀆰 ８ ＋ ３０

４７６􀆰 ３ ＋ ２０
缅甸陆龟 １０􀆰 ８ ５３６􀆰 ８ １７１􀆰 ０ ＋ ２０

１４３􀆰 ０ ＋ ３０
小鳄龟 １６􀆰 ３ ７７３􀆰 ８ ６８０􀆰 ９ ＋ ２０

１ ２０６􀆰 ６ ＋ ３０
印度楞背龟 １５􀆰 ６ ７４２􀆰 ６ ３７２􀆰 １ ＋ ２０

８０６􀆰 ８ ＋ ２３
鳖 １６􀆰 ７ ７８４􀆰 ９ ８７２􀆰 ４ ＋ ３０

１ ０２８􀆰 ５ ＋ ３０
角鳖 １８􀆰 ８ ９３２􀆰 １ ７４３􀆰 ３ ＋ ３０

１ １００􀆰 ０ ＋ ３０
珍珠鳖 ４􀆰 ３ ５５１􀆰 ７ ６７５􀆰 ３ ＋ ３０

１４３􀆰 ０ ＋ ２０

２􀆰 ２　 对照药材溶液制备　 取对照药材 （粉碎， 过 ４ 号筛）
各约 １ ｇ， 精密称定， 置于 １５０ ｍＬ 具塞锥形瓶中， 加入

５０ ｍＬ超纯水， 称定质量， 室温浸泡 １ ｈ， 加热回流 １ ｈ， 放

冷， 超纯水补足减失的质量， 加入 ０􀆰 ５ ｇ ＮＨ４ＨＣＯ３， 使溶

解并摇匀， 滤过， 精密量取续滤液 １ ｍＬ 至 ５ ｍＬ 量瓶中，
加新制胰蛋白酶溶液 １ ｍＬ （１ ｍｇ ／ ｍＬ １％ ＮＨ４ＨＣＯ３ 溶液），
１％ ＮＨ４ＨＣＯ３ 溶液稀释， 定容至刻度， 摇匀， ３７ ℃ 酶解

１２ ｈ， 即得［３］ 。
２􀆰 ３　 供试品溶液制备　 取 ３５ 批样品 （固体粉碎并过 ４ 号

筛， 液体适量混匀） 适量， 加入超纯水混匀 （约相当于处

方中原药材 １ ｇ）， 精密称定质量， 置于 １５０ ｍＬ 具塞锥形瓶

中， 按 “２􀆰 ２” 项下方法制备， 再用 ＨＬＢ 固相萃取小柱净

化酶解液， 即得。
２􀆰 ４　 阴性样品溶液制备　 按照处方制备不含龟鳖甲类成分

的阴性样品适量， 按 “２􀆰 ３” 项下方法制备， 即得。
２􀆰 ５　 肽段纯化及条件优化　 采用 ＨＬＢ 固相萃取小柱净化

酶解液［１６］ ， 先进行 ＨＬＢ 固相萃取小柱活化 （依次用 １ ｍＬ
甲醇、 １ ｍＬ １％ 甲酸活化）， 然后取 １ ｍＬ 对照品酶解液加

到 ＳＰＥ 小柱上， 再依次用 ５％ 甲醇、 １％ 甲酸进行洗脱， 用

１ ｍＬ 含 １％ 甲酸⁃乙腈 （８０ ∶ ２０） 溶液分次洗脱， 收集洗脱

液， 洗脱液用氮气吹干， 用 ５００ μＬ 含 ０􀆰 １％ 甲酸⁃乙腈

（９５ ∶ ５） 复溶， 为进一步考察固相萃取过程对目标特征多

肽的损失， 分别取 １１ 种龟鳖甲对照药材酶解溶液过 ＨＬＢ
柱， 结果见表 ４。
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表 ４　 对照药材特征肽固相萃取纯化效果 （ｎ＝３）
对照药材 平均回收率 ／ ％ 精密度 ／ ％

乌龟 ８９􀆰 ５ ４􀆰 ３
巴西红耳龟 ９５􀆰 ７ ３􀆰 ５
花龟 ９１􀆰 ８ ６􀆰 ６
黄喉水龟 ８８􀆰 ３ ４􀆰 ５
黄缘闭壳龟 ８７􀆰 ４ ５􀆰 ２
缅甸陆龟 ９０􀆰 ５ ４􀆰 １
小鳄龟 ９３􀆰 ７ ３􀆰 ９
印度楞背龟 ８７􀆰 ６ ４􀆰 ２
鳖 ９５􀆰 ３ ３􀆰 ９
角鳖 ９１􀆰 ３ ４􀆰 １
珍珠鳖 ９０􀆰 ９ ５􀆰 ６

２􀆰 ６　 专属性试验　 按 “２􀆰 ４” 项下方法制备大补阴丸的阴

性样品溶液， 再以龟甲对照药材、 含龟甲类成分中成药为

阳性对照， 按 “２􀆰 ３” 项下方法制备相应阳性对照药材溶

液， 选择龟甲 （乌龟） 特征离子对 ｍ ／ ｚ ４４２􀆰 ７ （ 双电

荷） ～６３１􀆰 ３ 和 ｍ ／ ｚ ４４２􀆰 ７ （双电荷） ～ ５６０􀆰 ３， 在 “２􀆰 １”
项条件下进样测定， 结果见图 １。 由此可知， 在与阳性对

照药材溶液色谱图中相应位置上， 阴性样品未出现相应特

征离子对色谱峰， 表明该方法具有良好的专属性。 同法对

其他中成药进行专属性实验， 也得到类似结果。
２􀆰 ７　 稳定性试验　 取对照药材适量， 按 “２􀆰 ３” 项下方法

制备供试品溶液， 于 ０、 ６、 １２、 １８、 ２４、 ４８ ｈ 在 “２􀆰 １”
项条件下进样测定， 测得乌龟甲、 鳖甲、 巴西红耳龟甲、
　 　 　 　

注： １ 为质荷比 ４４２􀆰 ７ （双电荷） ～５６０􀆰 ０， ２ 为质荷比 ４４２􀆰 ７ （双电荷） ～６３１􀆰 ０。

图 １　 龟甲类成分的特征分子离子峰色谱图

花龟甲、 黄喉水龟甲、 黄缘闭壳龟甲、 缅甸陆龟甲、 小鳄

龟甲、 印度楞背龟甲、 角鳖甲、 珍珠鳖甲峰面积 ＲＳＤ 分别

为 ６􀆰 ６％ 、 ５􀆰 ４％ 、 ４􀆰 ９％ 、 ７􀆰 １％ 、 ６􀆰 ６％ 、 ８􀆰 ２％ 、 ５􀆰 ３％ 、
５􀆰 ８％ 、 ５􀆰 ７％ 、 ６􀆰 ２％ 、 ４􀆰 ７％ ， 表明溶液在 ４８ ｈ 内稳定性

良好。
２􀆰 ８　 检测限　 将对照药材溶液逐级稀释后， 在 “２􀆰 １” 项

条件下进样测定， 以信噪比 ３ ∶ １为检测限， 测得乌龟甲、
鳖甲、 巴西红耳龟甲、 花龟甲、 黄喉水龟甲、 黄缘闭壳龟

甲、 缅甸陆龟甲、 小鳄龟甲、 印度楞背龟甲、 角鳖甲、 珍

珠鳖甲检测限分别为 ０􀆰 ０４、 ０􀆰 １、 ０􀆰 １、 ０􀆰 ８、 ２、 １、 ０􀆰 １、
１、 １、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 １ ｇ ／ Ｌ。
２􀆰 ９　 重复性试验　 取同一批大补阴丸 ６ 份 （批号 １８１０１４），

按 “２􀆰 ３” 项下方法制备供试品溶液， 采用龟甲 （乌龟）
的特征离子对 ｍ ／ ｚ ４４２􀆰 ７ （双电荷） ～ ６３１􀆰 ３ 和 ｍ ／ ｚ ４４２􀆰 ７
（双电荷） ～５６０􀆰 ３， 在 “２􀆰 １” 项条件下进样测定， 测得上

述特征离子对峰均有检出， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 １０　 结果分析 　 １８ 批含鳖甲的中成药均检出鳖甲 （鳖）
类成分， 其中还有 １ 批检出珍珠鳖甲类成分； １７ 批次含龟

甲类成分中成药中有 ２ 批只检出龟甲 （乌龟） 类成分， ６
批只检出巴西红耳龟甲类成分， ４ 批同时检出龟甲、 巴西红

耳龟甲类成分， ３ 批同时检出龟甲、 巴西红耳龟甲、 小鳄龟

甲类成分， １ 批同时检出龟甲、 巴西红耳龟甲、 小鳄龟龟

甲、 缅甸陆龟甲、 花龟甲及鳖甲类成分， １ 批未检出龟甲类

成分， 可能未投料或投料量太少。 由此可知， 含龟甲的中
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成药大多存在伪品混充或者掺伪情况， 仅 １２％ 的原料药材

基源符合 ２０２０ 年版 《中国药典》 规定， 提示各有关部门应

对该类中成药的质量控制引起足够重视， 虽然含鳖甲的中

成药情况稍好， 但有关部门也需加强监管。
３　 讨论

龟鳖甲类药材在我国使用历史悠久， 均具有补阴益气

的功效， 也是众多中成药的原料， 例如大补阴丸、 小儿肺

咳颗粒、 龟鹿二仙膏、 化癥回生片、 龟鳖丸、 鹿龟酒等。
前期研究发现， 龟甲掺伪情况较为严重， 例如， 巴西红耳

龟、 小鳄龟、 中华花龟等， 常有混入龟鳖甲药材中。 由于

龟鳖甲类药材品种基源的混乱， 必然会造成含龟鳖甲的中

成药质量的不可控， 不利于该类中成药的系统深入研究，
也将增加监管的和风险和难度， 同时， 国家已出台一些列

法律法规加强对野生动物的保护， 如何防止诸如缅甸陆龟

等保护野生进入中药领域， 也是急需研究的课题。
龟鳖甲类药材传统性状鉴别存在着很大的局限性， 而

中成药中的龟鳖甲类成分已粉碎或提取过， 性状鉴别更是

无能为力。 龟鳖甲类药材报道较多的 ＤＮＡ 分子鉴定技术，
应用于中成药尚有一定难度。 蛋白质、 多肽等成分在龟鳖

甲类药材占主要部分， 也是其重要的活性成分之一， 利用

串联质谱识别不同种源的龟鳖甲类药材酶解后的溶液， 可

达到鉴别的目的。 本实验结合前期相关研究， 最终建立了

适合多种含龟鳖甲类中成药的串联质谱特征肽专属性检测

方法。 本实验所建立的串联质谱特征肽检测方法专属性强，
可用于含龟鳖甲类成分中成药质量控制， 鉴于每种中成药

中龟鳖甲类药材的投料比例有所不同， 建议检测时适当调

整取样量， 本课题组下一步将拟研究建立含龟鳖甲类成分

中成药特征离子含量测定方法， 用于该类中成药的控制

质量。
研究发现， 由于多为生粉投料， 含龟鳖甲类成分中成

药采用超声法提取效率不高［１７⁃１８］ ， 最终确定采用加热回流

提取法提取， 效果较好。 研究还发现， 对照品酶解液含较

多杂质会对检测结果有影响， 可用固相萃取小柱来净化，
先用 ５％ 甲醇可清洗极性大的蛋白质等物质和盐， 也可以防

止孔堵塞， 再 ２０％ 酸性乙腈可洗脱目标物， 非目标物留在

固相萃取小柱上， 达到了净化酶解液的目的。
从实验结果分析， 由于龟甲价格远高于巴西红耳龟甲，

龟甲类成分中成药中主要混伪品为巴西红耳龟甲［３］ ， 质量

不容乐观， 建议急需加强监管。 另外， 含鳖甲类成分中成

药检测结果， 仅 １ 批检出混淆珍珠鳖甲类成分， 表明质量

状况尚好， 可能因为鳖养殖量已经非常大， 成熟的养殖技

术完全能够满足临床用药需要。
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