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前  言

本文件按照GB/T 1.1-2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起

草。

本文件由中国轻工业联合会提出。

本文件起草单位：东阿阿胶股份有限公司、山东省食品药品检验研究院、山东省标准化研究院、中

国焙烤食品糖制品工业协会、山东阿胶行业协会、青岛海关技术中心、东阿阿胶保健品有限公司、新疆

和田阿华阿胶有限公司、山东东阿天龙食品有限公司、中轻食品工业管理中心。

本文件主要起草人：王延涛、段小波、田守生、刘海滨、高登锋、郭尚伟、徐云鹏、林永强、徐家

莹、王鹏、罗艳艳、魏立立、李贵海、张鸿伟、张晓梅、张守元、牛伟霞、贺文慧、张大伟、高鹏。

文件为首次发布。
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阿胶糕

1 范围

本文件规定了阿胶糕的术语和定义、要求、试验方法、检验规则、标签、标志、运输和贮存。

本文件适用于阿胶糕的生产、检验和销售。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。

GB/T 191 包装储运图示标志

GB 4789.1 食品安全国家标准 食品微生物学检验 总则

GB 4789.2 食品安全国家标准 食品微生物学检验 菌落总数测定

GB 4789.3 食品安全国家标准 食品微生物学检验 大肠菌群计数

GB 4789.4 食品安全国家标准 食品微生物学检验 沙门氏菌检验

GB 4789.10 食品安全国家标准 食品微生物学检验 金黄色葡萄球菌检验

GB 4789.15 食品安全国家标准 食品微生物学检验 霉菌和酵母计数

GB 5009.3 食品安全国家标准 食品中水分的测定

GB 5009.5 食品安全国家标准 食品中蛋白质的测定

GB 5009.11 食品安全国家标准 食品中总砷及无机砷的测定

GB 5009.12 食品安全国家标准 食品中铅的测定

GB 5009.227 食品安全国家标准 食品中过氧化值的测定

GB 5009.229 食品安全国家标准 食品中酸价的测定

GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法

GB 7718 食品安全国家标准 预包装食品标签通则

GB 14881 食品安全国家标准 食品生产通用卫生规范

GB 28050 食品安全国家标准 预包装食品营养标签通则

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1

阿胶 E Jiao

以驴的干燥皮或鲜皮，经浸泡去毛，切块洗净，水煎，浓缩，添加或不添加适量的黄酒、冰糖及豆

油而制成的固体胶。

3.2
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阿胶糕 E Jiao cake

以阿胶（3.1），添加或不添加黑芝麻、核桃仁、黄酒等原料和食品添加剂，经原料处理、熬制、冷

冻、切制等工艺制成的食品。

4 要求

4.1 原辅料

4.1.1 阿胶

应符合附录A的要求。

4.1.2 其他原辅料

应符合相应的食品标准和有关规定；不应添加黄明胶、明胶等增稠剂以及猪皮、马（骡）皮或其制

品等原料。

4.2 感官要求

应符合表1的规定。

表 1. 感官要求

项 目 要 求

色泽 黑色并混有添加原料的相应色泽

滋味、气味 具阿胶和其他原料的复合香味及气味，无异味

性状 块状，有韧性、大小均匀

杂质 无正常视力可见外来异物

4.3 理化指标

应符合表2的要求。

表 2. 理化指标

项 目 指 标

水分/(g/100g) ≤ 20.0

蛋白质/(g/100g) ≥ 12.0

阿胶含量(以阿胶对照药材计）/（g/100g） ≥ 10.0

酸价（以脂肪计） （KOH）/（mg/g） ≤ 5

过氧化值（以脂肪计）/（g/100g） ≤ 0.25

驴皮源 检出

牛皮源、猪皮源、马源成分 不应检出

4.4 食品安全指标

4.5.1 污染物
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应符合表3 的要求。

表 3. 污染物指标

单位为毫克每千克

项 目 指 标

铅（以Pb计） ≤ 2.0

总砷（以As计） ≤ 1.0

4.5.2 微生物

应符合表4 的要求。

表 4. 微生物指标

项目
采样方案

a
及限量

n c m M

菌落总数/（CFU/g） 5 2 10
4

10
5

大肠菌群/（CFU/g） 5 2 10 10
2

霉菌/（CFU/g） ≤ 150

a
样品的采集与处理按 GB 4789.1 执行。

4.5.3 致病菌

表 5. 致病菌指标

项目
采样方案

a
及限量（若非指定，均以/25g 表示）

n c m M

沙门氏菌 5 0 0 ---

金黄色葡萄球菌/（CFU/g） 5 1 100 1000

注：n 为同一批产品应采集的样品件数，c为最大可允许超出 m值得样品数；m为致病菌

指标可接受水平的限量值；M为致病菌指标的最高安全限量值。

a
样品的采集与处理均按 GB 4789.1 执行。

4.5 生产过程

应符合GB 14881的规定。

5 试验方法

5.1 感官要求

将样品置于清洁、干燥的白瓷盘中，用目测检查形态、色泽；将样品按四分法切开，观察组织、杂

质；品尝滋味与口感，做出评价。

5.2 理化指标
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5.2.1 水分

按 GB 5009.3 的方法测定。

5.2.2 蛋白质

按 GB 5009.5 的方法测定。

5.2.3 阿胶含量

按附录 B 的方法测定。

5.2.4 酸价

按 GB 5009.229 的方法测定。

5.2.5 过氧化值

按 GB 5009.227 的方法测定。

5.2.6 驴皮源、牛皮源、猪皮源、马源成分

按附录 C 的方法测定。

5.3 食品安全指标检验

5.3.1 铅

按 GB 5009.12 的方法测定。

5.3.2 总砷

按 GB 5009.11 的方法测定。

5.3.3 菌落总数

按 GB 4789.2 的方法检验。

5.3.4 大肠菌群

按 GB 4789.3 的方法检验。

5.3.5 霉菌

按GB 4789.15的方法检验。

5.3.6 沙门氏菌

按GB 4789.4的方法检验。。

5.3.7 金黄色葡萄球菌

按GB 4789.10的方法检验。

6 检验规则
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6.1 组批

同品种，同一批投料生产的产品为一组批。

6.2 出厂检验

6.2.1 出厂检验项目包括感官、水分、蛋白质、菌落总数、大肠菌群、霉菌。

6.2.2 每批产品经检验合格后方可出厂。

6.3 型式检验

6.3.1 型式检验正常生产时每年进行一次，有下列情况之一时应进行：

——新产品投产前；

——出厂检验与上次型式检验有较大差异时；

——更换设备、主要原辅材料或更改关键工艺可能影响产品质量时；

——停产半年及以上，再恢复生产时；

——国家质量技术监督机构提出进行型式检验要求时。

6.3.2 型式检验项目：4.2、4.3、4.4 规定的全部项目。

6.4 判定规则

6.4.1 检验项目全部合格，判定为合格。

6.4.2 检验项目如有 1 项以上（微生物项目除外）不合格，加倍抽样复验。若复验后如仍有不合格项，

判定为不合格。

6.4.3 微生物项目有 1 项不合格，则判定为不合格，不应复验。

7 标签、标志、包装、运输和贮存

7.1 标签

预包装产品的标签应符合 GB 7718、GB 28050 的规定；产品应标明阿胶添加量。

7.2 标志

包装储运图示应符合 GB/T 191 的规定。

7.3 运输

运输工具应清洁无污染，运输产品时应避免日晒、雨淋，不应与有毒、有害、有异味或影响产品质

量的物品混装混运。搬运时应轻拿轻放，严禁扔摔、撞击、挤压。

7.4 贮存

贮存于整洁、干燥的库房内，不应与有腐蚀、有毒、易挥发、有异味等物品同库贮存。
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附 录 A

（规范性）

阿 胶

A.1 要求

A.1.1 工艺要求

将驴皮浸泡去毛，切块洗净，水煎，滤过，浓缩（可分别加入适量的黄酒、冰糖及豆油）至稠膏状，

冷凝，切块，晾干。

A.1.2 感官要求

呈长方形块、方形块或丁状。棕色至黑褐色，有光泽。质硬而脆，断面光亮，碎片对光照视呈棕色

半透明状。气微，味微甘。

A.1.3 理化指标

应符合表A.1的规定。

表A.1 理化指标

项 目 指 标

水分/(g/100g) ≤ 15.0

水不溶物/(g/100g) ≤ 2.0

氨基酸/（g/100g，按干燥品计）

甘氨酸 ≥ 18.0

L-脯氨酸 ≥ 10.0

L-羟脯氨酸 ≥ 8.0

丙氨酸 ≥ 7.0

驴源多肽（g/100g，以驴源多肽A1和A2含量之和计，按干燥品计） ≥ 0.15

动物皮源成分

驴皮源 检出

牛皮源、猪皮源、马源 不应检出

铅（以Pb计），mg/kg ≤ 5.0

砷（以As计），mg/kg ≤ 2

汞(以Hg计），mg/kg ≤ 0.2

镉(以Cd计），mg/kg ≤ 0.3

铜(以Cu计），mg/kg ≤ 20

铬(以Cr计），mg/kg ≤ 2.0
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A.1.4 微生物指标

应符合表A.2的规定。

表A.2 微生物指标

项 目 指 标

菌落总数/（CFU/g） ≤ 10
3

大肠菌群/（CFU/g） ≤ 0.92

霉菌和酵母/（CFU/g） ≤ 10
2

A.2 试验方法

A.2.1 水分

A.2.1.1 方法概要

试样粉末经水溶化后，均匀涂于称量瓶内壁，采用烘干法去除试样中的水分,再通过烘干前后的称

量数值计算出水分的含量。

A.2.1.2 仪器和设备

A.2.1.2.1 打粉机

A.2.1.2.2 电子天平：感量为0.1 mg

A.2.1.2.3 恒温水浴锅

A.2.1.2.4 称量瓶：带玻璃棒

A.2.1.2.5 干燥器：内附有效干燥剂

A.2.1.2.6 电热鼓风干燥箱

A.2.1.3 分析步骤

A.2.1.3.1 试样制备：供试品粉碎均匀，密封后备用。

A.2.1.3.2 测定：称取1 g（精确至0.000 1 g）试样置于已恒重的称量瓶（带玻璃棒）中，加水0.5 mL~1.0

mL后置于恒温水浴锅上加热至完全溶化，再用玻璃棒将胶液均匀涂于瓶底和瓶壁上，厚度不应超过2

mm，蒸干并用干净的纱布擦去瓶外水渍。加盖（半开）后置于100 ℃～105 ℃电热恒温干燥箱中干燥5 h，

加盖（全盖）取出称量瓶，放入干燥器中0.5 h后称量。再将称量瓶置于100 ℃～105 ℃电热恒温干燥

箱中干燥1 h，加盖（全盖）取出称量瓶，放入干燥器中0.5 h后称量。重复以上操作至前后两次质量差

不超过5 mg，即为恒重。

A.2.1.4 结果计算

按公式（A.1）计算水分：

�1 = �0+�−�1

�
× 100………………………………………（A.1）

式中：
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X1 ——供试品的水分，单位为克每百克（g/100g）；

w0 ——恒重后称量瓶的重量，单位为克（g）；

w ——供试品的重量，单位为克（g）；

w1 ——恒重后供试品与称量瓶总重，单位为克（g）；

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不应超过算术平均值的10%。

A.2.2 水不溶物

A.2.2.1 方法概要

试样粉末经水溶化后，弃去溶液，采用烘干法去除水分,再通过烘干前后的称量数值计算出水不溶

物的含量。

A.2.2.2 仪器和设备

A.2.2.2.1 打粉机

A.2.2.2.2 电子天平：感量为0.1 mg

A.2.2.2.3 烧杯：50 mL

A.2.2.2.4 具塞离心管：10 mL

A.2.2.2.5 恒温水浴锅

A.2.2.2.6 离心机：转速≥2000 r/min

A.2.2.2.7 电热鼓风干燥箱

A.2.2.2.8 干燥器：内附有效干燥剂

A.2.2.3 分析步骤

A.2.2.3.1 试样制备：供试品粉碎均匀，密封后备用。

A.2.2.3.2 测定：称取1 g（精确至0.000 1 g）试样置于烧杯中，加水5 ml并加热至完全溶解。将溶液

移入已恒重的具塞离心管中，然后用温水5 ml分3次洗涤，洗液并入离心管中，摇匀后置40 ℃水浴保温

15 min。取出并以2000 r/min离心10 min，弃去上清液和上浮物。沿管壁加入温水至刻度，再次离心，

重复操作3次。倾去上清液，将离心管置于105 ℃保温2 h。取出离心管，放入干燥器中0.5 h后称量。

A.2.2.4 结果计算

按公式A.2计算水分：

�2 = �1−�2
�

× 100………………………………………（A.2）

式中：

X2 ——供试品的水不溶物含量，单位为克每百克（g/100g）；

m1 ——水不溶物和离心管的总量，单位为克（g）；

m2 ——恒重后离心管的重量，单位为克（g）；

m——供试品的重量，单位为克（g）。

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不应超过算术平均值的10%。

A.2.3 氨基酸
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A.2.3.1 方法概要

试样中的蛋白质经盐酸水解游离氨基酸，经异硫氰酸苯酯衍生后，以高效液相色谱法测定，外标法

定量。

A.2.3.2 试剂和材料

除另有说明外，在分析中仅使用分析纯试剂和GB/T 6682中规定的一级水。

A.2.3.2.1 试剂

需要试剂材料如下：

a) 浓盐酸：浓度36%~37%；

b) 异硫氰酸苯酯（PITC）；

c) 乙腈：色谱纯；

d) 三乙胺；

e) 正己烷；

f) 醋酸；

g) 醋酸钠：色谱纯。

A.2.3.2.2 试剂配制

试剂配置步骤如下：

a) 盐酸溶液（0.1 mol/L）:量取浓盐酸9 mL，用水定容1000 mL，备用。

b) 异硫氰酸苯酯-乙腈溶液（0.1 mol/L）：取0.3 mL异硫氰酸苯酯，用乙腈定容25 mL，混匀，

备用。

c) 三乙胺-乙腈溶液（1 mol/L）：取三乙胺14 mL，加乙腈86 mL，混匀，备用；

d) 乙腈溶液（体积分数50%）：量取50 mL乙腈，加水50 mL，混匀，备用；

e) 乙腈-醋酸钠溶液：量取7 mL乙腈，93 mL醋酸钠溶液（0.1 mol/L），混匀后用醋酸调节pH至

6.5，备用；

f) 乙腈-水溶液：量取800 mL乙腈，加水200 mL，混匀，备用。

A.2.3.2.3 对照品

氨基酸对照品：L-羟脯氨酸，甘氨酸，丙氨酸，L-脯氨酸（含量测定用）

A.2.3.3 仪器和设备

仪器和设备要求如下：

a) 电子天平：感量0.1 mg

b) 超声波处理器

c) 酒精喷灯

d) 电热恒温干燥箱

e) 恒温水浴锅

f) 高效液相色谱仪：配紫外检测器

A.2.3.4 分析步骤

A.2.3.4.1 对照品溶液的制备

取L-羟脯氨酸对照品、甘氨酸对照品、丙氨酸对照品、L-脯氨酸对照品适量，精密称定，加0.1 mol/L

盐酸溶液制成每1 ml分别含L-羟脯氨酸80 µg、甘氨酸0.16 mg、丙氨酸70 µg、L-脯氨酸0.12 mg的混合

溶液，备用。
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A.2.3.4.2 供试品溶液的制备

取供试品粉末约0.25 g（精确至0.000 1 g），置25 ml容量瓶中，加0.1 mol/L盐酸溶液20 ml，超

声处理（功率500 W，频率40 KHz）30 min，放冷，加0.1 mol/L盐酸溶液至刻度，摇匀。精密量取2 ml，

置5 ml安瓿中，加盐酸2 ml，封口后放入电热恒温干燥箱中150 ℃水解1 h。放冷，移入蒸发皿中，用

水10 ml分次洗涤，洗液并入蒸发皿中，置于恒温水浴锅上蒸至近干。用0.1 mol/L盐酸溶液溶解，并移

入25 mL容量瓶中，加0.1 mol/L盐酸溶液定容至刻度，摇匀，备用。

A.2.3.4.3 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25 ml容量瓶中，各加0.1 mol/L异硫氰酸苯

酯（PITC）-乙腈溶液2.5 ml，1 mol/L三乙胺-乙腈溶液2.5 ml，摇匀，室温放置1 h，加50%乙腈至刻

度，摇匀。取10 ml置于试管内，加正己烷10 mL，振摇，静置10 min。取下层溶液，滤过，备用。

A.2.3.4.4 色谱条件与系统适用性试验

色谱条件与系统适用性试验说明如下：

a) 色谱柱：十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂；

b) 柱温：43 ℃；

c) 检测波长：254 nm；

d) 流动相：A相：乙腈-0.1 mol/L醋酸钠溶液（用醋酸调节pH至6.5）（7:93），B：乙腈-水（4:1），

洗脱程序见表A.3；理论板数按L-羟脯氨酸峰计算不应低于4000，分离度按丙氨酸与L-脯氨酸计不应低

于1.5。

表A.3 氨基酸检测液相梯度洗脱程序

时间（min） 流动相A（%） 流动相B（%）

0～11 100→93 0→7

11～13.9 93→88 7→12

13.9～14 88→85 12→15

14～29 85→66 15→34

29～30 66→0 34→100

A.2.3.4.5 测定

分别精密吸取衍生化后的对照品溶液与供试品溶液各5 μ1,注入液相色谱仪，测定，备用。

A.2.3.5 结果计算

按公式A.3计算氨基酸含量：

�3 = �×�×12.5
�×103 × 100………………………………………（A.3）

式中：

X3 ——供试品的氨基酸含量，单位为克每百克（g/100g）；

c ——待测液中氨基酸的测定值，单位为毫克每毫升（mg/mL）；
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v ——供试品的溶解体积，单位为毫升（mL）；

12.5 ——稀释倍数；

m——供试品（折干后）的重量，单位为克（g）；

平行样的相对偏差不应过2.0%。

A.2.4 驴源多肽

A.2.4.1 方法概要

试样溶解后用胰蛋白酶酶解，采用高效液相色谱-串联质谱测定驴源多肽A1和驴源多肽A2，外标法

定量。

A.2.4.2 试剂和材料

除另有说明外，在分析中仅使用分析纯试剂和GB/T 6682中规定的一级水。

A.2.4.2.1 试剂

需要试剂材料如下：

a） 碳酸氢铵；

b） 胰蛋白酶；酶活不低于10000IU；

c） 甲酸：质谱纯；

d） 乙腈：色谱纯。

A.2.4.2.2 试剂配制

试剂配置步骤如下：

a） 碳酸氢铵溶液（1 %）：称取5.0 g碳酸氢铵，用水溶解并定容至500 mL。

b） 胰蛋白酶溶液(2 mg/mL)：称取2 mg胰蛋白酶，加入1 mL 1%碳酸氢铵溶液溶解，现用现配。

c） 甲酸溶液(0.1 %)：移取1 mL甲酸，用超纯水定容至1000 mL。

A.2.4.2.3 标准品

标准品要求如下：

a） 驴源多肽A1（C41H68N12O13）：含量测定用。

b） 驴源多肽A2（C51H82N18O18）：含量测定用。

c） 驴源多肽混合对照品储备液（0.1 mg/mL）：精密称取驴源多肽A1、驴源多肽A2各10 mg于100 mL
容量瓶中，加1 % 碳酸氢铵溶液80 mL，超声至完全溶解，用1 % 碳酸氢铵溶液稀释至刻度，分装

后冷冻保存。

A.2.4.2.4 标准溶液

取驴源多肽混合对照品储备液适量，加1%碳酸氢铵溶液制成每毫升含驴源多肽A1为0.05 μg，0.1 μg，
0.25 μg，0.5 μg，1.0 μg，1.25 μg，含驴源多肽A2为0.05 μg，0.1 μg，0.25 μg，0.5 μg，1.0 μg，1.25 μg
的标准溶液。

A.2.4.3 仪器和设备

A.2.4.3.1 粉碎机

A.2.4.3.2 分析天平：感量分别为0.01 g和0.000 1 g

A.2.4.3.3 超声波处理器

A.2.4.3.4 电热鼓风干燥箱

A.2.4.3.5 高效液相色谱-串联质谱仪，配有电喷雾（ESI）离子源
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A.2.4.4 分析步骤

A.2.4.1 试样制备

称取样品粉末0.1 g，精密称定，置50 mL容量瓶中，加1 %碳酸氢铵溶液40 mL，超声处理（功率 250
W，频率 40 kHz）30 min，加1 %碳酸氢铵溶液稀释至刻度，摇匀。精密量取上述溶液1 mL置5 mL容量

瓶中，加胰蛋白酶溶液2 mL ~4 mL（实际用量应根据酶活性确定），用1 %碳酸氢铵溶液稀释至刻度，

摇匀，37 ℃恒温酶解12 h，过0.22 μm滤膜，备用。

A.2.4.2 仪器参考条件

A.2.4.2.1 液相色谱条件

液相色谱条件说明如下：

a) 色谱柱：C18（100 mm×2.1 mm，1.7 µm），或相当者；

b) 进样量：5 µL；
c) 流动相、流速及梯度洗脱条件见表A.4。

表A.4 驴源多肽检测液相梯度洗脱程序

时间/min 流速/（mL/min） 0.1%甲酸水溶液/（%） 乙腈/（%）

0 0.3 97 3

5.0 0.3 95 5

25.0 0.3 83 17

25.1 0.3 0 100

34.0 0.3 0 100

34.1 0.3 97 3

40.0 0.3 97 3

A.2.4.2.2 质谱条件

质谱条件说明如下：

a) 电离方式：电喷雾离子源；

b) 扫描方式：正离子扫描；

c) 检测方式：多反应离子监测（MRM）；

d) 喷雾电压、离子源温度等参数应优化至最优灵敏度；

e) 脱溶剂气、碰撞气均为高纯氮气或其他合适气体；

f) 监测离子对参数情况见表 A.5。

表A.5 监测离子对参数

成分 母离子(m/z) 子离子(m/z) 碰撞能（eV）

驴源多肽 A1 469.25
712.3（定量） 25

783.4（定性） 25

驴源多肽 A2 618.35
779.4（定量） 26

850.4（定性） 26

A.2.4.2.3 测定与峰的检出判定
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按照上述条件测定标准溶液、阿胶对照药材溶液，各多肽离子峰的信噪比均应大于或等于10（S/N

≥10）。理论塔板数按驴源多肽A1峰计算不应低于4000。

A.2.4.3 标准曲线的制作

将标准溶液注入液相色谱-质谱联用仪中，测定驴源多肽的信号响应值。以标准溶液的浓度为横坐

标，以多肽的峰面积为纵坐标，绘制标准曲线。

A.2.4.4 试样溶液的测定

将待测液注入液相色谱-质谱联用仪中，测定驴源多肽的信号响应值，根据标准曲线分别得到待测

液中驴源多肽A1和驴源多肽A2的浓度。

A.2.4.5 结果计算

试样中驴皮源成分含量按公式（A.6）计算：

�4 = �1+�2 ×5×V
�×106 × 100 …………………………………（A.6）

式中：

X4 ——试样中驴源多肽含量，单位为克每百克（g/100g）；

C1 ——从标准曲线中读出的待测液中驴源多肽A1的浓度，单位为微克每毫升（µg/mL）；

C2 ——从标准曲线中读出的待测液中驴源多肽A2的浓度，单位为微克每毫升（µg/mL）；

V ——试样的定容体积，50 mL；

5 ——稀释倍数；

m ——称取试样（折干后）质量，单位为克（g）；

以两个平行试样测定结果的算术平均值报告结果，保留两位小数。

A.2.5 动物皮源成分

A.2.5.1 方法概要

试样溶解后经胰蛋白酶酶解，用高效液相色谱-串联质谱测定驴皮源、牛皮源、猪皮源和马源特征

肽，利用阿胶对照药材、牛皮特征肽A、新阿胶对照药材和马源寡肽A，分别检查是否含有驴皮源、牛皮

源、猪皮源成分和马源成分。

A.2.5.2 试剂和材料

除另有说明外，在分析中仅使用分析纯试剂和GB/T 6682中规定的一级水。

A.2.5.2.1 试剂

同A.2.4.2.1。

A.2.5.2.2 试剂配制

同A.2.4.2.2。

A.2.5.2.3 标准品

标准品要求如下：

a) 阿胶对照药材；

b) 牛皮特征肽A：供检查用；
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c) 新阿胶对照药材；

d) 马源寡肽A：供检查用。

A.2.5.2.4 标准溶液配制

标准溶液配置要求如下：

a) 阿胶对照药材溶液（2.0 mg/mL）：精密称取阿胶对照药材粉末0.20 g于100 mL容量瓶中，加

1%碳酸氢铵溶液80 mL，超声至完全溶解，用1 % 碳酸氢铵溶液稀释至刻度。

b) 混合对照品溶液：分别精密称取马源寡肽A、牛皮特征肽A、新阿胶对照药材适量，用阿胶对照

药材溶液溶解，制成每毫升含马源寡肽A 0.2 µg，牛皮特征肽A 0.3 µg，新阿胶0.1 mg的溶

液。过0.22 µm滤膜，取续滤液200 µL，加入20 µL胰蛋白酶溶液，混匀，37℃恒温酶解12 h，

备用。

A.2.5.3 仪器和设备

同A.2.4.3。

A.2.5.4 试验步骤

取样品粉末0.10 g，精密称定，置50 mL容量瓶中，加1 %碳酸氢铵溶液40 mL，超声处理30 min，

用1 %碳酸氢铵溶液稀释至刻度，摇匀。过0.22 µm滤膜，取续滤液200 µL，加入20 µL胰蛋白酶溶液（实

际用量应根据酶活性确定），混匀，37℃恒温酶解12 h，备用。

A.2.5.5 仪器参考条件

A.2.5.2.1 液相色谱条件

液相色谱条件说明如下：

a) 色谱柱：C18色谱柱（50 mm×2.1 mm,1.7 µm）或相当者；

b) 流动相：A: 0.1 %甲酸-水 B: 0.1 %甲酸-乙腈，梯度洗脱程序见表A.4；

c) 流速：300 µL/min；
d) 进样量：5 µL。

A.2.5.2.2 质谱条件

质谱条件说明如下：

a) 电离方式：电喷雾离子源；

b) 扫描方式：正离子扫描；

c) 检测方式：多反应离子监测（MRM）；

d) 喷雾电压、离子源温度等参数应优化至最优灵敏度；

e) 脱溶剂气、碰撞气均为高纯氮气或其他合适气体；

f) 监测离子对参数情况见表 A.6。

表A.6 监测离子对参数

成分 母离子(m/z) 子离子(m/z) 碰撞能（eV）

驴皮源 539.8
612.4 25

923.8 22

牛皮源 641.3 726.2 24
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783.3 26

猪皮源 774.5
977.8 20

1034.6 20

马源 386.3
322.3 12

377.3 10

A.2.5.2.3 色谱测定与峰的检出判定

按照上述条件测定待测液、混合对照品溶液，混合对照品溶液的各离子对的提取离子色谱峰的信噪

比均应大于或等于10（S/N≥10）。如果待测液中同一母离子的两个离子对的色谱保留时间与混合对照

品溶液相比在±2.5%的允许偏差之内，且待测液的两个离子对的提取离子色谱峰的信噪比大于或等于10

（S/N≥10），则可判定为待测液中检出相应的色谱峰。

A.2.5.6 测定

将待测液、混合对照品溶液分别注入液相色谱-质谱联用仪中，测定各皮源成分离子对的信号响应

值。

A.2.5.7 结果判定

A.2.5.7.1 驴皮源成分

若供试品的m/z 539.8→m/z 612.4、923.8提取离子流图色谱中，同时出现与混合对照品溶液色谱保

留时间相同的色谱峰，视为检出；否则视为未检出。

A.2.5.7.2 牛皮源成分

若供试品的m/z 641.3→m/z 726.2、783.3提取离子流图色谱中，同时出现与混合对照品溶液色谱

保留时间相同的色谱峰，且供试品色谱中m/z 641.3（双电荷）→m/z 726.2的色谱峰面积值大于混合对

照品溶液的峰面积值，视为检出；否则，视为未检出。

A.2.5.7.3 猪皮源成分

若供试品的m/z 774.5→m/z 977.8、1034.6提取离子流图色谱中，同时出现与混合对照品溶液色

谱保留时间相同的色谱峰，且供试品色谱中m/z 774.5（双电荷）→m/z 977.8的色谱峰面积值大于混合

对照品溶液的峰面积值，视为检出；否则，视为未检出。

A.2.5.7.4 马源成分

若供试品的m/z 386.3→m/z 322.3、377.3提取离子流图色谱中，同时出现与混合对照品溶液色谱

保留时间相同的色谱峰，且供试品色谱中m/z 386.3（双电荷）→m/z 377.3的色谱峰面积值大于混合对

照品溶液的峰面积值，视为检出；否则，视为未检出。

A.2.6 铅、砷、镉、汞、铜、铬

按照GB/T 5009.268（第一法）规定的方法测定。

A.2.7 菌落总数

按照GB 4789.2规定的方法测定。

A.2.8 大肠菌群

按照GB 4789.3（第一法）规定的方法测定。
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A.2.9 霉菌和酵母菌

按照GB 4789.15（第一法）规定的方法测定。
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附 录 B

（规范性）

阿胶糕中阿胶含量测定方法

B.1 方法概要

试样中的阿胶经三氯乙酸分离提取，胰蛋白酶酶解，采用液相色谱-质谱/质谱仪测定阿胶多肽，以

阿胶对照药材溶液制备标准溶液，外标法定量。

B.2 试剂和材料

除另有说明外，在分析中仅使用分析纯试剂和GB/T 6682中规定的一级水。

B.2.1 试剂

B.2.1.1 乙腈：色谱纯。

B.2.1.2 甲酸：色谱纯。

B.2.1.3 碳酸氢铵：优级纯。

B.2.1.4 三氯乙酸。

B.2.1.5 丙酮。

B.2.1.6 胰蛋白酶：酶活不低于10000IU。

B.2.2 溶液配制

B.2.2.1 1 %碳酸氢氨溶液：称取碳酸氢铵10.0 g，用水定容至1 000 mL。

B.2.2.2 30 %三氯乙酸溶液：称取三氯乙酸214.3 g，用水定容至500 mL。

B.2.2.3 1 mg/mL胰蛋白酶溶液：称取1 mg胰蛋白酶，用1 %碳酸氢铵溶液1 mL溶解混匀，现用现配。

B.2.2.4 0.1 %甲酸-水溶液：量取甲酸1 mL，用水定容至1 000 mL。

B.2.2.5 0.1 %甲酸-乙腈溶液：取甲酸1 mL，用乙腈定容至1 000 mL。

B.2.3 标准品

阿胶（对照药材）。

B.2.4 标准储备溶液的配制

准确称取阿胶对照药材0.10 g，用1 %碳酸氢铵溶液超声溶解，再用1 %碳酸氢铵溶液定容至50 mL，
配制成浓度为2.0 mg/mL的阿胶标准储备溶液。-20 ℃以下避光保存，有效期3个月。

B.2.5 材料

滤膜：0.22 μm。
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B.3 仪器和设备

B.3.1 液相色谱-质谱/质谱分析仪：配有电喷雾离子源（ESI）

B.3.2 分析天平：感量为 0.01 g和 0.000 01 g

B.3.3 高速粉碎机

B.3.4 超声波仪

B.3.5 离心机

B.3.6 涡旋混合器

B.3.7 电热恒温水槽

B.4 试样制备与保存

B.4.1 试样的制备

取出代表性样品，固体样品冷冻后经粉碎机粉碎，用四分法缩分出不少于5.0 g试样，粉状样品均

分成两份，每份不少于5.0 g，装入清洁容器内，加封后作出标记，一份作试样，一份作留样。

B.4.2 试样的保存

按照样品产品标签规定的贮藏条件保存，未标明贮藏条件的，常温避光保存。

B.5 试验步骤

B.5.1 试样溶解

称取试样50g~100g（或经均质后试样5.0 g），精确至0.01 g，准确加入10倍量水，超声溶解，用

水补足损失的重量。

B.5.2 提取

精密移取2 mL样品溶液，缓缓加入等体积的30 %三氯乙酸溶液，充分振荡混匀，4 ℃静置20 min，7 000
×g离心5 min，弃上清液，用2 mL冰浴丙酮洗涤沉淀，7 000×g离心5 min后弃丙酮清液；继续用2 mL冰
浴丙酮洗涤，待丙酮挥发，加入1 %碳酸氢铵溶液20 mL超声至溶解，制得阿胶提取液样品。

B.5.3 酶解

阿胶提取液样品通过0.22 μm滤膜过滤，取400 μL滤液，加入40 μL胰蛋白酶溶液，混匀，37 ℃恒

温酶解16 h，待测。

B.5.4 标准工作溶液制备

取标准储备溶液2 mL，按B.5.2制得阿胶提取液2 mL，过0.22 μm滤膜，分别取滤液50 μL、100 μ

L、200 μL、300 μL、400 μL，分别加入1 %碳酸氢铵溶液350 μL、300 μL、200 μL、100 μL、0 
μL，制得阿胶含量分别为0.25 mg/mL、0.5 mg/mL、1.0 mg/mL、1.5 mg/mL、2.0 mg/mL标准工作溶液，

分别加入40 μL胰蛋白酶溶液，混匀，37 ℃恒温酶解16 h，备用。
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B.5.5 测定

B.5.5.1 色谱参考条件

色谱参考条件如下：

g) 色谱柱：C18色谱柱（50 mm×2.1 mm，1.7 μm）或相当者；

h) 流动相：A 相: 0.1 %甲酸-水 B相: 0.1 %甲酸-乙腈；

i) 流速：0.3 mL/min；
j) 进样量：5 μL；

k) 柱温：30 ℃；

l) 流动相梯度洗脱程序见表 B.1。

表B.1 梯度洗脱程序

时间/min A 相/% B 相/%

0.0 95 5

1.0 95 5

4.5 70 30

5.5 70 30

5.6 5 95

6.6 5 95

6.7 95 5

8.0 95 5

B.5.5.2 质谱条件

质谱参考条件如下：

a) 电离方式：电喷雾离子源；

b) 扫描方式：正离子扫描；

c) 检测方式：多反应离子监测（MRM）；

d) 喷雾电压、离子源温度等参数应优化至最优灵敏度；

e) 脱溶剂气、碰撞气均为高纯氮气或其他合适气体；

f) 监测离子对参数情况见表 B.2。

表B.2 监测离子对参数

离子对 质荷比（m/z） 碰撞能量(eV)

定性离子对 591.8/556.3 22

定量离子对 591.8/910.5 22

B.5.5.3 定性测定

在同样测试条件下，试样溶液中阿胶特征肽的保留时间与标准工作液中的保留时间偏差在±2.5%

以内，且离子对丰度比与浓度接近的标准溶液离子对相对丰度比偏差符合表B.3要求。

表B.3 定性确证时相对离子丰度的允许偏差
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相对离子丰度（%） ＞50 ＞20～50 ＞10～20 ≤10

允许的最大偏差（%） ±20 ±25 ±30 ±50

B.5.5.4 定量测定

以阿胶标准溶液浓度为横坐标，以定量离子对的峰面积为纵坐标，绘制标准工作曲线，按外标法计

算试样中阿胶的含量，在上述色谱-质谱条件下，阿胶标准工作溶液特征离子质量色谱图见附录。

B.5.6 空白试验

除不加试样外，采用完全相同的测定步骤进行测定。

B.6 结果计算和表述

试样中阿胶的含量按式（B.1）计算：

�5 = �×�×�
�×1000

× 100........................................................................(B.1)

式中：

X5 ——试样中阿胶的含量，单位为克每百克（g/100g）；

C ——从标准曲线得到的试样测定液中阿胶的浓度，单位为毫克每毫升（mg/mL）；

V ——样品溶液的体积，单位为毫升（mL）；

K ——稀释倍数；

m ——称取试样的质量，单位为克（g）。

B.7 检测方法的定量限、回收率和精密度

B.7.1 定量限

本方法的定量限为0.02 mg/mL。

B.7.2 回收率

本方法在0.2 mg/mL～0.6 mg/mL添加阿胶浓度水平的回收率为95.0 %～107.9 %。

B.7.3 精密度

本方法批内相对标准偏差≤15 %，批间相对标准偏差≤20 %。
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附 录 C

（规范性）

阿胶糕中驴皮源、牛皮源、猪皮源、马源成分检测方法

C.1 方法概要

试样中的蛋白成分经分离、胰蛋白酶酶解后，得到多肽，采用高效液相色谱-串联质谱检测牛皮源、

猪皮源、马源特征肽，利用阿胶对照药材、牛皮特征肽A、新阿胶对照药材、马源寡肽A分别检查是否含

有驴皮源、牛皮源、猪皮源、马源成分。

C.2 试剂和材料

除另有说明外，在分析中仅使用分析纯试剂和GB/T 6682中规定的一级水。

C.2.1 试剂

同B.2.1。

C.2.2 试剂配制

同B.2.2。

C.2.3 标准品

C.2.3.1 阿胶（对照药材）。

C.2.3.2 牛皮特征肽A：供检查用。

C.2.3.3 新阿胶（对照药材）。

C.2.3.4 马源寡肽A：供检查用。

C.2.4 标准溶液配制

C.2.4.1 阿胶对照药材溶液（1.0 mg/mL）：精确称量阿胶对照药材粉末0.10 g于100 mL容量瓶中，加

1%碳酸氢铵溶液80 mL，超声至完全溶解，用1 % 碳酸氢铵溶液定容至刻度。

C.2.4.2 混合对照品溶液：分别精确称量马源寡肽A、牛皮特征肽A、新阿胶对照药材适量，用阿胶对照

药材溶液（C.2.4.1）溶解，制成每毫升含马源寡肽A 0.1 µg，牛皮特征肽A 0.15 µg，新阿胶0.05

mg的溶液。过0.22 µm滤膜，取续滤液200 µL，加入20 µL胰蛋白酶溶液，混匀，37℃恒温酶解12 h，

备用。

C.3 仪器和设备

同B.3。

C.4 试样制备与保存

按B.4.1~B.4.2的方法制备。

C.5 试验步骤

C.5.1 试样溶解
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称取试样50~100g（或经均质后试样5.0g），精确至0.01 g，准确加入10倍量水，超声溶解，用水

补足损失的重量，制得试样溶液。

C.5.2 净化及酶解

量取10mL试样溶液，于12 000×g离心10 min。取离心上清液1mL，用0.22 μm滤膜过滤，取400 μL

滤液，加入40 μL胰蛋白酶溶液，混匀，37 ℃恒温酶解16 h，制得待测液。

C.5.3 测定

C.5.3.1 色谱参考条件

同B.5.5.1。

C.5.3.2 质谱参考条件

质谱参考条件说明如下：

a) 电离方式：电喷雾离子源；

b) 扫描方式：正离子扫描；

c) 检测方式：多反应离子监测（MRM）；

d) 喷雾电压、离子源温度等参数应优化至最优灵敏度；

e) 脱溶剂气、碰撞气均为高纯氮气或其他合适气体；

f) 监测离子对参数情况见表 C.1。

表 C.1 监测离子对参数

成分 母离子(m/z) 子离子(m/z)
参考保留时间

（min）
碰撞能（eV）

驴皮源 539.8
612.4 3.29 25

923.8 3.29 22

牛皮源 641.3
726.2 2.96 24

783.3 2.96 26

猪皮源 774.5
977.8 3.75 20

1034.6 3.72 20

马源 386.3
322.3 2.02 12

377.3 2.02 10

C.5.3.3 测定与峰的检出判定

按照上述条件测定待测液、混合对照品溶液，混合对照品溶液的各离子对的峰的信噪比均应大于或

等于10（S/N≥10）。如果待测液中同一母离子的两个离子对的保留时间与混合对照品溶液相比在±2.5%

的允许偏差之内，且待测液的两个离子对峰的信噪比大于或等于10（S/N≥10），则可判定为待测液中

检出相应的离子对峰。

C.6 结果判定

C.7.1 驴皮源成分

若供试品的m/z 539.8→m/z 612.4、923.8提取离子流图色谱中，同时出现与混合对照品溶液色谱保

留时间相同的色谱峰，视为检出；否则视为未检出。
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C.7.2 牛皮源成分

若供试品的m/z 641.3→m/z 726.2、783.3提取离子流图色谱中，同时出现与混合对照品溶液色谱

保留时间相同的色谱峰，且供试品色谱中m/z 641.3（双电荷）→m/z 726.2的色谱峰面积值大于混合对

照品溶液的峰面积值，视为检出；否则，视为未检出。

C.7.3 猪皮源成分

若供试品的m/z 774.5→m/z 977.8、1034.6提取离子流图色谱中，同时出现与混合对照品溶液色

谱保留时间相同的色谱峰，且供试品色谱中m/z 774.5（双电荷）→m/z 977.8的色谱峰面积值大于混合

对照品溶液的峰面积值，视为检出；否则，视为未检出。

C.7.4 马源成分

若供试品的m/z 386.3→m/z 322.3、377.3提取离子流图色谱中，同时出现与混合对照品溶液色谱

保留时间相同的色谱峰，且供试品色谱中m/z 386.3（双电荷）→m/z 377.3的色谱峰面积值大于混合对

照品溶液的峰面积值，视为检出；否则，视为未检出。
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