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胶类药材应用历史悠久，据《周礼·考工记》记载，先

秦时期已有“鹿胶青白、马胶赤白、牛胶火赤、鼠胶黑、鱼

胶饵、犀胶黄”等描述，表明我国古代在胶类药材的应用

上已具有多样化[1]。该类药材富含多种氨基酸和胶原蛋

白[2-4]，具有补血止血、滋阴润燥等功效，并以滋补强壮作
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摘 要 目的：建立测定胶类药材中 L-羟脯氨酸（L-Hyp）和胶原蛋白含量的方法，并比较对照药材与市售药材中两种成分的含

量。方法：采用柱前衍生化法进行前处理，并采用高效液相色谱法测定样品中L-Hyp的含量：色谱柱为Kromasil C18，流动相为[乙

腈-0.1 mol/L醋酸钠缓冲液（pH 6.5，7 ∶ 93，V/V）]-[乙腈-水（4 ∶ 1，V/V）]（梯度洗脱），流速为1.0 mL/min，检测波长为254 nm，柱温为

43 ℃，进样量为20 μL；再通过折算系数计算样品中胶原蛋白的含量。结果：L-Hyp检测质量浓度线性范围为2.5～40 μg/mL（r＝

0.999 9）；定量限为 0.20 μg/mL，检测限为 0.05 μg/mL；精密度、稳定性、重复性试验的 RSD＜4.0％；加样回收率为 96.03％～

102.07％（RSD＝2.20％，n＝9）。28批市售药材中L-Hyp和胶原蛋白的含量有一定差异，其中13批市售阿胶药材与阿胶对照药材

中两种成分的含量较为接近，而5批龟甲胶和7批鹿角胶药材中两种成分的含量高于其对照药材。结论：该方法准确、可靠，适用

于测定胶类药材中L-Hyp和胶原蛋白的含量。

关键词 胶类药材；L-羟脯氨酸；胶原蛋白；含量测定；柱前衍生化；高效液相色谱法

Content Determination of L-Hyp and Collagen in 3 kinds of Gelatinous Chinese Medicines by Pre-column

Derivation-HPLC
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for the content determination of L-Hyp and collagen in gelatinous medicinal

material，and to compare the contents of two components in reference medicinal material and commercially available medicinal ma-

terial. METHODS：Pre-column derivatization was adopted for pretreatment. The content of L-Hyp was determined by HPLC. The

determination was performed on Kromasil C18 column with mobile phase consisted of acetonitrile-0.1 mol/L sodium acetate buffer

（pH 6.5，7 ∶ 93，V/V）-acetonitrile-water（4 ∶ 1，V/V）（gradient elution）at the flow rate of 1.0 mL/min. The detection wavelength was

set at 254 nm，and column temperature was set at 43 ℃. The sample size was 20 µL. The content of collagen was calculated by us-

ing convert coefficient. RESULTS：The linear range of L-Hyp were 2.5-40 μg/mL（r＝0.999 9）. LOQ was 0.20 μg/mL，and LOD

was 0.05 μ g/mL. RSDs of precision， stability and reproducibility tests were all lower than 4.0％ . The recoveries were

96.03％-102.07％（RSD＝2.20％，n＝9）. There was difference in the contents of L-Hyp and collagen among 28 batches of commer-

cially available medicinal material. The contents of two components in 13 batches of commercially available Colla Corii Asini were

relative close to reference medicinal material；5 batches of Colla Carapacis et Plastri Testudinis and 7 batches of Cervi Cornus Colla

were much higher than those of reference medicinal material. CONCLUSIONS：The method is accurate，reliable and suitable for

the content determination of L-Hyp and collagen in gelatinous medicinal material.

KEYWORDS Gelatinous medicinal material；L-hydroxy proline；Collagen；Content determination；Pre-column derivation；

HPLC
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用突出而闻名于世[5]。2015年版《中国药典》（一部）[6]收

载了阿胶、龟甲胶和鹿角胶3味胶类药材，并对其外观性

状、鉴别方法、检测项目和含量限度等作了明确的规

定。L-羟脯氨酸（L-Hyp）和胶原蛋白是胶类药材的指标

性有效化学成分，近年来测定L-Hyp的方法主要包括分

光光度法、氨基酸分析仪法、气相色谱/质谱法、柱前衍生

化-高效液相色谱法（HPLC）和电泳法等[7-8]，而胶原蛋白

的含量主要根据 L-Hyp的含量乘以相应的折算系数而

得到。然而目前尚未有同时测定阿胶、龟甲胶和鹿角胶

3味胶类药材中上述两种成分含量的报道。鉴于此，本

课题组综合考虑胶类药材的特性以及试验的简便性，

采用柱前衍生化-HPLC 法测定市售胶类药材中 L-Hyp

和胶原蛋白的含量，以期为完善胶类中药的质量控制

标准提供参考。

1 材料
1.1 仪器

LC-10AVP型HPLC仪，包括 SPD-10A紫外/可见光

检测器（日本 Shimadzu公司）；N2000 SP1工作站（浙江

大学智达信息工程有限公司）；Milli-Q Advantage A10型

超纯水仪（美国Millipore公司）；AE240型电子分析天平

（瑞士 Mettler-Toledo 公司）；KQ-500E 型超声波清洗器

（昆山市超声仪器有限公司）。

1.2 试剂

L-Hyp 对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

111578-201602，纯度：＞95％）；乙腈为色谱纯，醋酸钠、

盐酸、三乙胺、异硫氰酸苯酯均为分析纯，水为纯化水。

1.3 药材

收集28批市售胶类药材及4批对照药材，置于干燥

阴暗处保存，样品信息见表1。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Kromasil C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动

相：[乙腈-0.1 mol/L醋酸钠缓冲液（pH 6.5，7 ∶ 93，V/V），

（A）]-[乙腈-水（4 ∶ 1，V/V），（B）]，梯度洗脱（洗脱程序见

表2）；流速：1.0 mL/min；检测波长：254 nm；柱温：43 ℃；

进样量：20 μL。

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液 精密称取L-Hyp对照品8.00 mg，置

于100 mL量瓶中，加0.1 mol/L盐酸溶液溶解并定容，制

成质量浓度为 80.0 μg/mL 的 L-Hyp 对照品贮备液。取

上述对照品贮备液适量，置于 10 mL 量瓶中，加 0.1

mol/L盐酸溶液定容，摇匀，即得。

2.2.2 供试品溶液 取药材样品粉末0.25 g，精密称定，

置于 25 mL 量瓶中，加 0.1 mol/L 盐酸溶液 20 mL，超声

（功率：500 W，频率：40 kHz，下同）处理 30 min，放冷至

室温，加0.1 mol/L盐酸溶液定容，摇匀，即得供试品贮备

液。精密量取上述供试品贮备液 2.0 mL，置于 5 mL安

瓿中，加浓盐酸2 mL，于150 ℃下水解1 h，放冷至室温；

水解液转移至蒸发皿中，用 10 mL 双蒸水分次洗涤安

瓿，洗液并入蒸发皿中，蒸干；残渣加0.1 mol/L盐酸溶液

溶解，转移至 25 mL量瓶中，再加 0.1 mol/L盐酸溶液定

容，摇匀，即得。

2.2.3 柱前衍生化 精密量取上述对照品溶液和供

试品溶液各 5 mL，分别置于 25 mL 量瓶中，各加含 0.1

mol/L异硫氰酸苯酯的乙腈溶液2.5 mL、含1 mol/L三乙

胺的乙腈溶液 2.5 mL，摇匀，于室温下放置 1 h；加 50％

乙腈溶液定容，摇匀；各取10 mL，加正已烷10 mL，摇匀，

于室温下放置10 min，取下层溶液，滤过，取续滤液，即得。

2.3 系统适用性试验

精密量取“2.2”项下对照品溶液、供试品溶液各适

量，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱，详见图

表1 样品信息

Tab 1 Information of samples

样品
阿胶药材1

阿胶药材2

阿胶药材3

阿胶药材4

阿胶药材5

阿胶药材6

阿胶药材7

阿胶药材8

阿胶药材9

阿胶药材10

阿胶药材11

阿胶药材12

阿胶药材13

阿胶药材14

阿胶药材15

龟甲胶药材1

龟甲胶药材2

龟甲胶药材3

龟甲胶药材4

龟甲胶药材5

龟甲胶药材6

鹿角胶药材1

鹿角胶药材2

鹿角胶药材3

鹿角胶药材4

鹿角胶药材5

鹿角胶药材6

鹿角胶药材7

阿胶对照药材1

阿胶对照药材2

龟甲胶对照药材
鹿角胶对照药材

批号
20120506

20120919

20120902

20120901

20120922

20120702

20120902

1104053

20120712

20120102

110367

110223

0906118

110402

100905

20100529

20131018

20150116

20100702

20120201

130929

20121201

20131112

140331

20100703

20130508

20121105

20130710

121274-200301

121274-201202

121693-201301

121694-201301

来源
厂家A

厂家B

厂家C

厂家D

厂家E

厂家F

厂家G

厂家H

厂家 I

厂家 J

厂家K

厂家K

厂家L

厂家L

厂家L

厂家M

厂家N

厂家N

厂家O

厂家P

厂家Q

厂家R

厂家S

厂家T

厂家U

厂家V

厂家V

厂家W

中国食品药品检定研究院
中国食品药品检定研究院
中国食品药品检定研究院
中国食品药品检定研究院

表2 梯度洗脱程序

Tab 2 Gradient elution process

时间，mins

0～11

11～13.9

13.9～14

14～29

29～30

A，％
100→93

93→88

88→85

85→66

66→0

B，％
0→7

7→12

12→15

15→34

34→100
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1。由图1可知，在该色谱条件下，各成分均能达到基线

分离，分离度＞1.5；理论板数以 L-Hyp峰计为 8 500，保

留时间为7.5 min。结果表明，其他成分对测定无干扰。

2.4 线性关系考察

取“2.2.1”项下对照品贮备液适量，按“2.2.3”项下方

法柱前衍生化后逐级稀释，制成L-Hyp质量浓度分别为

40、20、10、5、2.5 μg/mL 的系列对照品溶液。取上述系

列对照品溶液适量，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记

录峰面积。以 L-Hyp质量浓度（x，μg/mL）为横坐标、峰

面积（y）为纵坐标进行线性回归，得 L-Hyp 回归方程为

y＝3 502.5x－2 168.3（r＝0.999 9）。结果表明，L-Hyp检

测质量浓度线性范围为2.5～40 μg/mL。

2.5 定量限（LOQ）与检测限（LOD）考察

取“2.2.1”项下对照品溶液适量，按“2.2.3”项下方法

柱前衍生化后倍比稀释，按“2.1”项下色谱条件连续进样

测定6次，记录峰面积。当信噪比为10 ∶ 1时，得LOQ为

0.20 μg/mL；当信噪比为3 ∶1时，得LOD为0.05 μg/mL。

2.6 精密度试验

取“2.2.1”项下对照品溶液适量，按“2.2.3”项下方法

柱前衍生化后，按“2.1”项下色谱条件进样测定 6次，记

录峰面积。结果，L-Hyp峰面积的RSD＝1.13％（n＝6），

表明仪器精密度良好。

2.7 稳定性试验

取“2.2.2”项下供试品溶液（批号：20120506）适量，

按“2.2.3”项下方法柱前衍生化后，分别于室温下放置0、

2、4、8、16、24 h时按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录

峰面积。结果，L-Hyp峰面积的RSD＝1.30％（n＝6），表

明供试品溶液在室温下放置24 h内稳定性良好。

2.8 重复性试验

取阿胶（批号：20120506）、龟甲胶（批号：20100529）

和鹿角胶（批号：20121201）药材样品各适量，按“2.2.2”

项下方法制备供试品溶液1～3，按“2.2.3”项下方法柱前

衍生化后，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面

积。结果，3个供试品溶液中 L-Hyp 峰面积的 RSD 分

别为 3.06％、1.98％、2.95％（n＝6），表明本方法重复性

良好。

2.9 加样回收率试验

取已知含量的药材样品（批号：20120506）粉末适

量，每份约125 mg，精密称定，分别加入低、中、高质量的

L-Hyp 对照品，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按

“2.2.3”项下方法柱前衍生化后，按“2.1”项下色谱条件进

样测定，记录峰面积并计算加样回收率，结果见表3。

表3 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 3 Results of recovery tests（n＝9）

取样量，
mg

125.2

125.6

124.9

125.7

125.3

125.1

124.9

125.0

125.3

样品含
量，mg

12.08

12.12

12.05

12.13

12.09

12.07

12.05

12.06

12.09

加入量，
mg

6.04

6.04

6.04

12.08

12.08

12.08

18.12

18.12

18.12

测得量，
mg

17.95

18.04

18.19

24.46

24.02

24.37

29.45

30.04

29.86

加样回收
率，％
97.19

98.01

101.66

102.07

98.76

101.82

96.03

99.23

98.07

平均加样回
收率，％

99.20

RSD，
％

2.20

2.10 样品含量测定

取32批药材样品各适量，按“2.2.2”项下方法制备供

试品溶液，按“2.2.3”项下方法柱前衍生化后，按“2.1”项

下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算 L-Hyp含量。

根据相关文献报道 [9-10]，L-Hyp 一般占胶原蛋白干重的

14％左右，但随着组织来源、部位的不同而有所差异，如

软骨中约占 10％左右。目前，陆生动物常用 7.1作为折

算系数，水生和两栖动物则多采用 11.1为折算系数[10]。

据此，本研究中阿胶、鹿角胶药材以 7.1为折算系数，而

龟甲胶药材以11.1为折算系数，结果见表4。

3 讨论
3.1 对结果的分析

根据2015年版《中国药典》（一部）规定[6]，按干燥品

计算，阿胶中 L-Hyp 含量不得少于 8.0％；龟甲胶中

L-Hyp含量不得少于5.4％；鹿角胶中L-Hyp含量不得少

于6.6％。在被检测的4批胶类对照药材以及28批市售

胶类药材中，除阿胶药材 3、4两个批次样品中L-Hyp含

量未达到标准外，其余均符合药典中的含量测定要求。

本研究中，阿胶、龟甲胶和鹿角胶对照药材中L-Hyp

的平均含量依次为 9.11％、6.93％、8.06％，阿胶药材的

L-Hyp含量最高；胶原蛋白的平均含量分别为 64.65％、

76.92％、57.23％，龟甲胶药材中胶原蛋白含量最高。28

批市售药材中L-Hyp和胶原蛋白的含量有一定差异，其

中有 13批市售阿胶药材与对照品药材中两种成分的含

量较为接近，而 5批龟甲胶和 7批鹿角胶药材中两种成

分的含量高于其对照药材。

3.2 柱前衍生化-HPLC法适于测定胶类药材中氨基酸

14

10

5

0

0 5 10 15 20 25 30
时间，min

A

电
压

，m
V

0 5 10 15 20 25 30
时间，min

B

14

10

5

0

电
压

，m
V

14

10

5

0

电
压

，m
V

0 5 10 15 20 25 30
时间，min

C

14

10

5

0

电
压

，m
V

0 5 10 15 20 25 30
时间，min

D
A.对照品；B.阿胶供试品；C.龟甲胶供试品；D.鹿角胶供试品；1.L-Hyp

A.substance control；B. test sample of Equus asinus；C. test sample of
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的含量

从本文的色谱图以及精密度、稳定性、重复性、加样

回收率等试验结果可见，本研究所建立方法是准确、可

靠的。此外，值得注意的是，在分析时间内，除了L-Hyp

的色谱峰之外，尚有其余17个氨基酸衍生物的色谱峰，

其中6个色谱峰的分离度欠佳，出现部分重叠。因而，在

后续研究中，可以对流动相体系、梯度洗脱程序、柱温等

条件进行适当优化，利用HPLC法实现胶类药材中更多

氨基酸含量的准确测定。

3.3 部分龟甲胶药材中胶原蛋白含量偏高

龟甲胶是由两栖类动物乌龟 Chinemys reevesii

（Gray）的龟甲（Testudinis Carapax ET Plastrum）经水煎

煮、浓缩制成的固体胶。研究中发现，龟甲胶对照药材

的胶原蛋白平均含量为76.92％，而有3批龟甲胶药材中

的胶原蛋白含量均＞103％，远高于对照药材，有可能是

由于这些产品为了达到药典对L-Hyp含量的要求，而人

为添加了L-Hyp或者其他来源的胶原蛋白所致，但仍需

进一步证实。

3.4 部分阿胶药材中胶原蛋白含量远低于对照药材

本研究测定了 15批市售阿胶药材中的L-Hyp和胶

原蛋白含量，结果表明这些产品有 13批阿胶药材中

L-Hyp和胶原蛋白的含量与2个批次的阿胶对照药材比

较接近。然而，研究发现有 2个批次阿胶药材中L-Hyp

和胶原蛋白的含量远远低于对照药材和其他阿胶药材，

这可能是由于生产过程中投料不足、生产工艺不规范等

原因所致。

3.5 胶类药材的专属性鉴定研究亟待深入

到目前为止，中国食品药品检定研究院仅出品了 2

批阿胶、1批鹿角胶和1批龟甲胶对照药材，因而本研究

中只分析了这4个批次的胶类对照药材中L-Hyp和胶原

蛋白的含量。市售胶类药材的需求量大，市面上伪品和

掺伪品较多，如猪皮胶和杂皮胶等，因而成为近年来鉴

定研究的热点。2015年版《中国药典》（一部）中胶类药

材的质量控制体系虽然愈发完善，但其专属性鉴定的研

究基础仍然相对薄弱；因此，在后续研究中拟选择特异

性高的目标分子和灵敏度高的分析技术，开展相应的基

础研究并最终实现对胶类中药的准确鉴别。

综上所述，本方法准确、可靠，适用于测定胶类药材

中L-Hyp和胶原蛋白的含量。
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表4 样品含量测定结果（n＝3，％）

Tab 4 Content determination of samples（n＝3，％）

样品

阿胶药材1

阿胶药材2

阿胶药材3

阿胶药材4

阿胶药材5

阿胶药材6

阿胶药材7

阿胶药材8

阿胶药材9

阿胶药材10

阿胶药材11

阿胶药材12

阿胶药材13

阿胶药材14

阿胶药材15

阿胶对照药材1

阿胶对照药材2

龟甲胶药材1

龟甲胶药材2

龟甲胶药材3

龟甲胶药材4

龟甲胶药材5

龟甲胶药材6

龟甲胶对照药材
鹿角胶药材1

鹿角胶药材2

鹿角胶药材3

鹿角胶药材4

鹿角胶药材5

鹿角胶药材6

鹿角胶药材7

鹿角胶对照药材

批号

20120506

20120919

20120902

20120901

20120922

20120702

20120902

1104053

20120712

20120102

110367

110223

0906118

110402

100905

121274-200301

121274-201202

20100529

20131018

20150116

20100702

20120201

130929

121693-201301

20121201

20131112

140331

20100703

20130508

20121105

20130710

121694-201301

L-Hyp

含量
9.04

8.73

5.21

5.16

9.14

9.29

9.82

9.40

9.91

10.05

9.65

10.41

10.27

9.91

9.68

9.52

8.69

9.30

9.29

6.28

7.95

9.68

8.45

6.93

10.53

9.71

9.65

10.82

9.36

9.63

9.95

8.06

RSD

3.15

1.14

0.80

1.78

2.27

2.33

2.37

0.76

2.58

3.52

1.92

0.74

0.01

3.02

0.24

1.72

1.24

2.74

3.07

1.98

2.79

1.14

2.93

1.11

1.83

3.51

1.51

2.71

1.75

1.86

1.41

1.27

胶原蛋白
含量
64.18

61.98

36.99

36.64

64.89

65.96

69.72

66.74

70.36

71.36

68.52

73.91

72.92

70.36

68.73

67.59

61.70

103.23

103.12

69.71

88.25

107.45

93.80

76.92

74.76

68.94

68.52

76.82

66.46

68.37

70.65

57.23

RSD

3.15

1.14

0.80

1.78

2.27

2.33

2.37

0.76

2.58

3.52

1.92

0.74

0.01

3.02

0.24

1.72

1.24

2.74

3.07

1.98

2.79

1.14

2.93

1.11

1.83

3.51

1.51

2.71

1.75

1.86

1.41

1.27
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