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龟甲的特异性 ＰＣＲ及高分辨率熔解曲线
技术鉴别方法研究
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［摘要］　目的：建立高效、稳定的龟甲ＴｅｓｔｕｄｉｎｉｓＣａｒａｐａｘｅｔＰｌａｓｔｒｕｍＤＮＡ鉴别方法。方法：利用龟甲的特异性
聚合酶链式反应（ＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＣｈａｉｎＲｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）鉴别方法和高分辨率熔解曲线（ＨＲＭ）鉴别方法，根据龟甲及其混
伪品ＣＯＩ序列差异，寻找特异性单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）位点设计鉴别引物，并对ＰＣＲ
反应条件进行优化；并使用通用引物扩增ＣＯＩ区域，产物直接进行ＨＲＭ分析。结果：当退火温度为６０℃，循环次
数为３５，使用设计的龟甲特异性鉴别引物ＧＪ３６０Ｆ／Ｒ进行ＰＣＲ扩增，经扩增均获得约３６０ｂｐ特异性鉴别条带，混
伪品皆无条带；使用通用引物ＲｏｎＭｔｌ和Ｖｌｔｌ进行ＰＣＲ扩增，产物使用ＨＲＭ分析，龟甲药材在模板ＤＮＡ质量浓度
为３５～８７９ｎｇ·μＬ－１、引物浓度为０２μｍｏｌ·Ｌ－１、镁离子浓度为２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的条件下，龟甲药材标准熔解曲线
为双峰，其Ｔｍ均值分别为（８３１５±０７６）、（８７５３±０６９）℃。结论：特异性 ＰＣＲ和 ＨＲＭ均可作为一种快速准确
鉴别龟甲正伪品的鉴定方法。

［关键词］　龟甲；特异性聚合酶链式反应；分子鉴定；高分辨率熔解曲线
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龟甲是中国的传统名贵药材之一，来源于龟科

动物乌龟 Ｃｈｉｎｅｍｙｓｒｅｅｖｅｓｉｉ（Ｇｒａｙ）的背甲及腹甲，具
滋阴潜阳、益肾强骨、养血补心、固经止崩之功

效［１］。龟甲在临床上应用广泛，且为细贵中药材，

极易混伪，对破碎的、不完整的龟甲也无法进行客

观、准确鉴别。龟甲混伪品有近 ２０种，包括巴西
龟、马来闭壳龟、黄缘闭壳龟、黄喉拟水龟、平胸

龟、地龟、四眼斑水龟、印度棱背龟、庙龟、锯缘

龟、凹甲陆龟、缅甸陆龟等［２６］，尤其是巴西龟在龟

甲伪品中极为常见。

近年来ＤＮＡ分子鉴别技术快速发展，位点特异
性ＰＣＲ、ＤＮＡ测序等技术开始用于动物类药材的鉴
别，多种动物药材已建立分子鉴别方法［７１１］。刘晓

帆等［１２］已使用基于 ＣＯＩ序列的 ＤＮＡ条形码技术鉴
定龟甲及其混伪品，邓莹等［１３］根据Ｃｙｔｂ序列设计特
异性引物，使用酚三氯甲烷法提取 ＤＮＡ并建立了
龟甲特异性 ＰＣＲ鉴别方法。高分辨率熔解曲线技术
（Ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍｅｌｔｉｎｇ，ＨＲＭ）因其具有高通量、低
成本、简单快捷、和闭管操作等优点［１４１５］，避免了

溴化乙锭、聚丙烯酰胺等有害试剂的使用和紫外照

射，且有望检出正伪掺杂的样品，在中药 ＤＮＡ分子
鉴定领域已有应用［１６１９］。

本研究建立了龟甲药材和饮片ＤＮＡ快速提取方
法，建立并比较了龟甲特异性 ＰＣＲ鉴别方法和高分
辨率熔解曲线鉴别方法的优劣，进行了系统的方法

学考察，可快速、准确鉴别龟甲及其常见混伪品。

１　材料

１１药材

龟甲对照药材购自中国食品药品检定研究院（批

号：１２１４９４２０１６０４）。样品购自河北安国药材市场、
安徽亳州药材市场、广州玉林药材市场、云南昆明

药材市场。共获得龟甲与其混伪品４２批，实验样品
经张继教授、李军德教授鉴定，存于中国中医科学

院中药资源中心，见表１。

１２试剂

柱式骨骼ＤＮＡｏｕｔ试剂盒（北京天恩泽公司，批
号：９１１０２５０）；Ｅｘ Ｔａｑ（Ｔａｋａｒａ公 司，批 号：
ＲＲ００１Ｑ）；ＳｐｅｅｄＳＴＡＲＨＳＴａｑ（Ｔａｋａｒａ公司，批号：
ＲＲ０７０Ｑ）；２×Ｔ５ＳｕｐｅｒＰＣＲＭｉｘ（北京擎科新业生物
技术有限公司，批号：ＴＳＥ００５）；ｒＴａｑＤＮＡ（Ｔａｋａｒａ
公司，批号：ＤＲ１００Ａ）；金牌ＭｉｘＧｒｅｅｎＰＣＲ（北京

表１　龟甲样品
Ｎｏ 名称 物种学名 数量 鉴定人

１ 龟甲药材 Ｃｈｉｎｅｍｙｓｒｅｅｖｅｓｉｉｓ １８ 张继

２ 龟甲饮片 Ｃｒｅｅｖｅｓｉｉｓ ６ 张继

３ 巴西龟 Ｔｒａｃｈｅｍｙｓｓｃｒｉｐｔａ ７ 张继、李军德

４ 马来龟 Ｍａｌａｙｅｍｙｓｓｕｂｒｔｉｊｕｇａ １ 张继

５ 拟鳄龟 Ｃｈｅｌｙｄｒａｓｅｒｐｅｎｔｉｎａ ２ 张继

６ 锯缘龟 Ｐｙｘｉｄｅａｍｏｕｈｏｔｉｉ １ 张继

７ 缅甸陆龟 Ｉｎｄｏｔｅｓｔｕｄｏｅｌｏｎｇａｔａ ２ 李军德

８ 平胸龟 Ｐｌａｔｕｙｓｔｅｒｎｏｎｍｅｇａｃｅｐｈａｌｕｍ １ 李军德

９ 黄喉拟水龟 Ｍａｕｒｅｍｙｓｍｕｔｉｃａ １ 李军德

１０ 中华花龟 Ｏｃａｄｉａｓｉｎｅｎｓｉｓ １ 李军德

１１ 黄缘闭壳龟 Ｃｉｓｔｏｃｌｅｍｍｙｓｆｌａｖｏｍａｒｇｉｎａｔａ １ 李军德

１２ 四眼斑水龟 Ｓａｃａｌｉａｑｕａｄｒｉｏｃｅｌｌａｔａ １ 李军德

擎科新业生物技术有限公司，批号：ＴＳＥ１０１）；
ＭｉｇｈｔｙＡｍｐＤＮＡ 聚 合 酶 （Ｔａｋａｒａ公 司，批 号：
Ｒ０７１Ｑ）；ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ＨｉｇｈＲｅｓｏｌｕｔｉｏｎＭｅｌｔｉｎｇＭａｓ
ｔｅｒ（Ｒｏｃｈｅ公司，批号：４９０９６３１００１）；２０００ｂｐＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ（Ｔａｋａｒａ公司，批号：３４２７Ｑ）。

１３仪器

ＶｅｒｉｔｉＴＭ型、ＧｅｎｅＡｍｐ９７００型（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓ公司）；ＴＣ５１２型（Ｔｅｃｈｎｅ公司）；ＰＴＣ１００型
（Ｇｅｎｅ公司）；ＰＣＲ仪、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０型实时荧光
定量 ＰＣＲ仪（Ｒｏｃｈｅ公司）；ＳＹＮＧＥＮＥ凝胶成像系
统（ＧＥＮＥ公司）。

２　方法

２１ＤＮＡ提取
取药材约５０ｍｇ，粉碎成粉末。取粉末２０ｍｇ，

置２ｍＬ离心管中，使用柱式骨骼 ＤＮＡ提取试剂盒
提取ＤＮＡ，加入１０００μＬ６５℃预热的提取缓冲液，
充分混匀；６５℃水浴３０ｍｉｎ；加入３００μＬ缓冲液及
２００μＬ三氯甲烷；充分混匀，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１下离心
５ｍｉｎ；取５００μＬ上清至１个新的１５ｍＬ离心管，
加入５００μＬ上柱缓冲液，充分混匀；加入 ＤＮＡ纯
化柱中，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１下离心 １ｍｉｎ；弃穿透液；
加入洗脱液５００μＬ，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１下离心１ｍｉｎ；弃
穿透液，加入洗脱液５００μＬ，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１下再离
心１ｍｉｎ；弃穿透液，离心ＤＮＡ纯化柱２ｍｉｎ；加入
５０μＬ无菌双蒸水，室温放置２ｍｉｎ后１２０００ｒ·ｍｉｎ－１

下离心１ｍｉｎ，取穿透液稀释１０倍用于ＰＣＲ反应。

２２特异性引物的设计

从 ＧｅｎＢａｎｋ查找乌龟及巴西龟、黄喉拟水龟、
·６１２１·
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拟鳄龟、平胸龟、中华花龟、缅甸陆龟伪品的 ＣＯＩ
序列。用 ＢｉｏＥｄｉｔ软件进行序列比对，找到差异片
段，并 设 计 鉴 别 引 物：ＧＪ３６０Ｆ ５′ＧＣＴＴＴＧ
ＧＡＡＡＣＴＧＡＣＴＴＧＴＡＣＣＴＴＴＡＡＴＧ３′和 ＧＪ３６０Ｒ５′
ＧＡＧＡＧＴＡＧＴＡＡＴＡＧＧＡＣＧＧＣＴＧＴＡＡＴＡＡＧＴＴＣＡ３′。

２３龟甲特异性ＰＣＲ鉴别方法

在２００μＬ离心管中进行ＰＣＲ反应。反应总体积
为２５μＬ，包括 １０×ＰＣＲ缓冲液 ２５μＬ、ｄＮＴＰ
（２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）１μＬ、鉴别引物（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）各
０４μＬ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ·Ｌ－１）０２μＬ和 ＤＮＡ
模板１μＬ，用无菌水补足反应体积。ＰＣＲ反应程
序：９５℃预变性５ｍｉｎ，循环反应３５次（９５℃３０ｓ，
６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ），７２℃延伸５ｍｉｎ，４℃保温
结束反应。ＰＣＲ产物经１５％琼脂糖凝胶电泳，ＥＢ
染色，置于凝胶成像仪上或紫外透射仪上成像。并

考察主要参数：ＰＣＲ退火温度、ＰＣＲ循环次数、
ＤＮＡ模板用量、ＤＮＡ聚合酶种类和 ＰＣＲ仪类型对
龟甲特异性 ＰＣＲ鉴别方法的影响，获得最优鉴别
条件。

２４熔解曲线分析

分别以龟甲药材 ＤＮＡ为模板，调整 ＤＮＡ浓度
在合适范围内，在 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０型实时荧光定量
ＰＣＲ仪上进行ＰＣＲ扩增，而后直接进行熔解曲线分
析。ＰＣＲ反应总体积 ２０μＬ，ＰＣＲ反应体系：２×
ＨｉｇｈＲｅｓｏｌｕｔｉｏｎＭｅｌｔｉｎｇＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ、ＭｇＣｌ２
（２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）１６μＬ、ＣＯＩ通用引物序列 ＲｏｎＭｔｌ
５′ＴＧＴＡＡＡＡＧＧＡＧＧＧＣＣＡＧＴＧＧＭＧＣＭＣＣＭＧＡＴＡＴＲ
ＧＣＡＴＴＣＣＣ３′； ＶＲＬｔｌ ５′ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴ
ＧＡＣＴＡＧＡＣＴＴＣＴＧＧＧＴＧＧＣＣＡＡＡＧＡＡＴＣＡ３′。引 物
（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）各０４μＬ、模板ＤＮＡ１μＬ、加ｄｄＨ２
Ｏ补齐到２０μＬ。反应程序为：９５℃预变性１０ｍｉｎ，
９５℃变性３０ｓ、６０℃退火３０ｓ、７２℃延伸４５ｓ，４０
循环；而后进入高分辨熔解曲线分析程序：９５℃
１ｍｉｎ，４０℃ １ｍｉｎ，６６℃ １ｓ；４０℃冷却１０ｓ，每
秒采集 ２５个数据，获得龟甲及其混伪品的熔解
曲线。

２５熔解曲线模型的建立

随机选取３批龟甲药材，使用 ＣＯＩ通用引物进
行ＰＣＲ扩增和熔解曲线分析；利用罗氏 Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ
４８０Ｓｏｆｔｗａｒｅ１５软件建立龟类熔解曲线模型，对其
精密度、重复性进行考察。

２６ＰＣＲ反应体系适用性分析

考察模板ＤＮＡ用量、引物浓度、镁离子浓度对
熔解曲线峰形和Ｔｍ值的影响，从而确定可依据峰形
和Ｔｍ值鉴别龟甲药材真伪的适合条件。

３　结果与分析

３１龟甲的特异性ＰＣＲ鉴别方法条件确定

使用设计的龟甲特异性鉴别引物进行 ＰＣＲ扩
增，并依次考察 ＰＣＲ鉴别体系和鉴别条件关键因素
对龟甲特异性 ＰＣＲ鉴别方法的影响，以获得最优鉴
别条件。当退火温度设定为５８、６０、６２℃，结果表
明，在５８～６０℃时，龟甲正品均能扩增得到３６０ｂｐ
的条带，混伪品缅甸陆龟、黄缘拟水龟、中华花龟、

四眼斑水龟、巴西龟等均无条带，使用相同方法依

次对ＰＣＲ循环次数、模板ＤＮＡ用量、Ｔａｑ酶种类和
ＰＣＲ仪型号进行考察，当退火温度为６０℃，ＰＣＲ循
环次数为３０个循环，模板ＤＮＡ浓度为２０ｎｇ·μＬ－１，
使用无５′３′的ＴａｑＤＮＡ聚合酶进行扩增时获得最优
鉴别结果，龟甲正品均扩增获得３６０ｂｐ特异性鉴别
条带，混伪品无条带。其中 Ｔａｑ酶种类和模板 ＤＮＡ
用量对鉴别结果有较大影响，高保真ＤＮＡ聚合酶扩
增保真率虽高，但效率低，产物获得率低，易出现

假阴性结果。模板ＤＮＡ用量过高（１００ｎｇ）易出现假
阳性鉴别结果，混伪品均可出现假阳性条带，见

表２。

３２龟甲特异性ＰＣＲ鉴别方法的适用性考察

采用３１确定的特异性 ＰＣＲ鉴别体系，对 ２４
批龟甲样品及１８批伪品进行鉴别（见图１～２），结
果表明，该体系能稳定、准确地鉴别龟甲药材和

饮片。

注：ＭＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；Ｐ阳性对照；Ｎ空白对照（ｄｄＨ２Ｏ为模

板）；１～３龟甲；４巴西龟；５马来龟；６拟鳄龟；７锯缘

龟；８缅甸陆龟；９平胸龟；１０黄喉拟水龟；１１中华花龟；

１２黄缘闭壳龟；１３四眼斑水龟；１４安南龟。

图１　龟甲正伪品鉴别结果

·７１２１·
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表２　龟甲特异性ＰＣＲ鉴别条件考察结果

项目
参数

退火温度／℃ ＰＣＲ循环次数 模板ＤＮＡ／ｎｇ Ｔａｑ酶种类 ＰＣＲ仪型号

参数值 ５８、６０、６２ ２５、３０、３５、４０ １００、２０、４ ＲＴａｑ、ＥｘＴａｑ、ｐｆｕＴａｑ ＡＢＩ９７００、Ｖｅｒｉｔｉ、ＰＴＣ１００
适宜范围 ５８～６２ ３０～４０ ４～２０ 均可使用 均可使用

最优条件 ６０ ３５ ２０ ｒＴａｑ ＡＢＩ９７００

注：ＭＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；Ｐ阳性对照；Ｎ空白对照（ｄｄＨ２Ｏ

为模板）；１～６不同市场来源龟甲药材；７～９龟甲饮片。

图２　不同批次龟甲特异性ＰＣＲ鉴别结果

３３龟甲的高分辨率熔解曲线鉴别方法的建立
３３１熔解曲线模型的建立　使用高分辨率熔解曲
线技术对龟甲进行鉴别，建立其熔解曲线模型。随

机选择不同来源的龟甲药材３批，分别提取其ＤＮＡ，
使用ＣＯＩ通用引物进行 ＰＣＲ扩增，并进行熔解曲线
分析，结果表明，龟甲熔解曲线为双峰，其 Ｔｍ值分
别为（８３１５±０７６）、（８７５３±０６９）℃，ＲＳＤ分别为
０９１％、０８０％。对同一批龟甲ＤＮＡ样品，进行熔解
曲线分析，重复３次，其熔解曲线峰形一致，ＲＳＤ值
在分别在０３０％～０８０％、０２０％～０８０％（见图３）。

注：Ａ３批龟甲药材熔解曲线；Ｂ龟甲ＣＯＩ熔解曲线参考模型。

图３　龟甲药材熔解曲线模型的建立

３３２高分辨率熔解曲线技术鉴别反应体系适用性
分析　选取龟甲 ＤＮＡ，测定其浓度，并依次稀释为
８７９、２５０、３５、０７ｎｇ·μＬ－１，以 ＣＯＩ作为引物
进行扩增，获得熔解曲线，并分析不同浓度模板

ＤＮＡ对龟甲熔解曲线峰形和 Ｔｍ值的影响。结果表
明，模板ＤＮＡ在３５～８７９ｎｇ·μＬ－１均获得较为均
一的熔解曲线，可用于龟甲药材分子鉴别（见图

４Ａ）。

注：Ａ不同浓度模板ＤＮＡ对龟甲熔解曲线峰形和Ｔｍ值的影响；

Ｂ不同引物浓度对龟甲熔解曲线峰形和Ｔｍ值的影响；Ｃ不同浓

度ＭｇＣｌ２对龟甲熔解曲线峰形的影响。

图４　龟甲高分辨率熔解曲线鉴别条件考察结果

·８１２１·
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依据 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ＨｉｇｈＲｅｓｏｌｕｔｉｏｎＭｅｌｔｉｎｇ
Ｍａｓｔｅｒ说明书中引物最适浓度为 ０１～０３μｍｏｌ·
Ｌ－１，在２０μＬ反应体系中分别加入 ０２、０４、０６、
０８μＬ引物（母液浓度为１０μｍｏｌ·Ｌ－１），获得其熔解曲
线，并分析不同引物浓度对龟甲熔解曲线峰形和Ｔｍ值
的影响。结果表明，引物为０２μｍｏｌ·Ｌ－１时可形成稳定
的熔解曲线峰形（见图４Ｂ）。

在２０μＬ反应体系中分别加入１５、２０、２５、
３０μＬ的 ＭｇＣｌ２溶液（母液浓度为 ２５ｍｍｏｌ·Ｌ

－１），

获得其熔解曲线，并分析不同引物浓度对龟甲熔解

曲线峰形和 Ｔｍ值的影响。结果表明，引物浓度为
２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时可形成稳定的熔解曲线峰形（见图
４Ｃ）。
３３３高分辨率熔解曲线技术鉴别龟甲正伪品　选
取４种常见龟甲伪品巴西龟、马来龟、拟鳄龟、黄
喉拟水龟，分别提取其总ＤＮＡ，进行熔解曲线分析，
获得伪品熔解曲线。对龟甲及其伪品熔解曲线进行

比较，结果表明，龟甲混伪品ＨＲＭ曲线均与正品有
显著差异，可以相互区分（见图５）。

图５　使用高分辨率熔解曲线技术鉴别龟甲正品
及其混伪品（以巴西龟为例）

４　讨论

ＰＣＲ鉴别准确性取决于ＤＮＡ提取质量。动物药
材来源广泛，其中，部分动物药材来自于甲壳、皮

膜、分泌物、角质物等。由于这些药材在市场上流

通时间长、加之高温等因素，使得药材ＤＮＡ严重降
解，从而给ＤＮＡ提取造成麻烦。此外，Ｔａｑ酶种类
和模板ＤＮＡ的用量也会对鉴别结果有较大影响，高
保真ＤＮＡ聚合酶扩增保真率虽高，但效率低，产物
获得率低，易出现假阴性结果。模板ＤＮＡ用量过高
（１００ｎｇ）易出现假阳性鉴别结果，混伪品均可出现
假阳性条带。另外，笔者对比了十二烷基硫酸钠法

（ＳＤＳ）、十六烷基三甲基溴化铵法（ＣＴＡＢ）、高盐低

ｐＨ法及 ３种不同的柱式 ＤＮＡ提取试剂盒对龟甲
ＤＮＡ提取的效果，发现在不进行脱钙的情况下，仅
柱式骨骼ＤＮＡ提取试剂盒对龟甲药材和蒸制饮片具
有较好的提取效果，基于硅胶膜离心柱的方法相对

其他方法操作更为简单，易于标准化，且在角、甲

类动物药材上具有良好的提取效果，已用于羚羊角、

鹿角等动物药材的ＤＮＡ提取［２０２１］，有望拓展到其他

角、甲类药材的提取。

本文建立了快速简便的龟甲ＤＮＡ提取和ＤＮＡ
鉴定方法，使用特异性 ＰＣＲ鉴别可在 ４ｈ内获得
鉴定结果，该方法既可用于龟甲药材亦可用于龟

甲饮片，有助于龟甲的质量控制，提高龟甲质量

标准。同时本文也建立了龟甲的高分辨率熔解曲

线技术鉴别方法，使用 ＨＲＭ鉴别可在３ｈ内获得
鉴别结果，且 ＨＲＭ可替代凝胶电泳对 ＰＣＲ产物
及其酶切片段进行检测，避免使用溴化乙锭、聚

丙烯酰胺等有害试剂和紫外照射。然而，在对龟

甲饮片进行扩增时发现，无论是使用通用引物

Ｌ１４９０／Ｈ２１９８或引物 ＲｏｎＭｔｌ／ＶＲＬｔｌ均无法扩出
条带，推测是龟甲饮片经高温水煮后 ＤＮＡ严重降
解，难以扩增获得４００ｂｐ以上的条带，表明直接
使用通用引物结合 ＨＲＭ的方法无法鉴别龟甲饮
片，下一步可考虑针对龟甲及其混伪品的序列差

异，根据ＳＮＰ位点设计引物，建立特异性的ＨＲＭ
鉴别方法［２２２３］。
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