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·基础研究·

△ ［基金项目］　国家中医药管理局２０１５年度中医药行业科研专项（２０１５４６８００２２）；北京中医药大学在读研究生自主项目
（２０１８ＪＹＢＸＳ０７４）
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采用聚丙烯酰氨凝胶电泳技术

鉴别龟甲及其混伪品
△
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［摘要］　目的：从蛋白水平上对龟甲药材及其混伪品进行鉴别，分析龟甲及其混伪品的差异。方法：本研究采
用聚丙烯酰氨凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）技术对龟甲及其混伪品进行鉴别，并对龟甲的背甲与腹甲、不同批次正品龟甲
药材进行对比分析。结果：对于同一品种的龟甲，其背甲与腹甲的蛋白质亚基相似，电泳得到的蛋白质条带几乎无

明显差别；不同批次正品龟甲在一维电泳中显现出的蛋白亚基条带差异性很小，其电泳蛋白条带受产地、批次等因

素影响较小；正品龟甲在１４～１９ｋＤａ，有３条高丰度蛋白聚合在一起，这 “二细一粗三聚合”的条带群，可以作为

鉴别正品龟甲和其他龟甲混伪品的初步依据。结论：结果显示，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳技术可以对龟甲及其混伪品药材进
行初步的鉴别，利用蛋白条带的区别可对其进行区分。
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龟甲为龟科动物乌龟 Ｃｈｉｎｅｍｙｓｒｅｅｖｅｓｉｉ（Ｇｒａｙ）的
背甲及腹甲，具有滋阴潜阳、益肾强骨、养血补心、

固精止汗的作用，用于阴虚潮热、骨蒸盗汗、头晕

目弦、虚风内动、筋骨痿软、心虚健忘、崩漏经多

等症［１］。

龟甲及其混伪品药材在活体动物上的鉴别有很

·１５２１·
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强的鉴别特性，易于区分，但在处理成龟甲药材时

或在处理成粉末时，带有鉴别特征的龟甲条纹外层

部分易脱落，增加了性状鉴别的难度［２４］。２０１５版
《中华人民共和国药典》中规定的龟甲鉴别方法为

薄层色谱法，通过查阅相关文献［５７］及前期实验，发

现薄层色谱法对不同品种龟甲的鉴别有一定局限性，

高效液相色谱法分析时间较长且操作较复杂，故笔

者采用ＳＤＳＰＡＧＥ电泳技术对龟甲及其混伪品的蛋
白质条带进行初步鉴别，从蛋白水平上对其进行鉴

别研究。

１　材料

１１样品

样品为来自表１中不同产地及批次的共５３批龟
甲及混伪品药材，其中３５批龟甲为正品龟甲，经北
京中医药大学杨瑶臖教授鉴定，均为龟科动物乌龟

Ｃｈｉｎｅｍｙｓｒｅｅｖｅｓｉｉ（Ｇｒａｙ）的背甲及腹甲。

１２仪器

电泳仪（型号 ＡＥ８１３５，ＡＴＴＯ公司）；电泳槽
（型号ＴｅｔｒａＳｙｓｔｅｍ，ＢｉｏＲａｄ）；玻璃板（长板／短板，
ＢｉｏＲａｄ）；灌胶架（型号 １６５３３０４，ＢｉｏＲａｄ）；加样
梳 ［１０孔（１ｍｍ）（ＢｉｏＲａｄ）］；超声清洗器（型号
ＫＱ５２００Ｅ，昆山市超声仪器有限公司）；冷冻离心机
（３Ｋ１５低温高速离心机，ＳＩＧＭＡ公司）；脱色摇床
（型号ＴＳ１，其林贝尔仪器销售公司）；玻璃培养皿
（型号 １００ｍｍ，北京高华伟业食品添加剂有限
公司）。

１３试剂

蒸馏水（规格４５Ｌ，广州屈臣氏食品饮料有限
公司）；ＳＤＳ（规格１００ｇ，北京博迈德科技发展有限
公司）；三羟甲基氨基甲烷（规格 ５００ｇ，北京化工
厂）；盐酸（规格１００ｍＬ，北京化工厂）；丙烯酰胺
（规格１００ｇ，北京化工厂）；甘氨酸（规格５００ｇ，北
京化工厂）；蔗糖（规格５００ｇ，北京化工厂）；考马
斯亮蓝Ｇ２５０（规格２５ｇ，北京化工厂）；蛋白Ｍａｒｋｅｒ
（规格２０次，北京拜尔迪生物技术有限公司）；四甲
基乙二胺（规格５０ｍＬ，北京拜尔迪生物技术有限公
司）；４×样品缓冲液（规格５ｍＬ，北京拜尔迪生物
技术有限公司）；Ｒｉｐａ裂解液（规格５０ｍＬ，北京拜
尔迪生物技术有限公司）；胰蛋白酶（规格１ｇ，北京
拜尔迪生物技术有限公司）。

表１　龟甲样品信息
序号 样品号 样品名称 采集地

１ １ａ 乌龟上甲 广东东莞

２ １ｂ 乌龟下甲 广东东莞

３ ２ａ 巴西龟上甲 江苏苏州

４ ２ｂ 巴西龟下甲 江苏苏州

５ ３ａ 黄喉拟水龟上甲 江苏无锡

６ ３ｂ 黄喉拟水龟下甲 江苏无锡

７ ４ａ 乌龟上甲 江苏扬州

８ ４ｂ 乌龟下甲 江苏扬州

９ ５ａ 巴西龟上甲 浙江杭州

１０ ５ｂ 巴西龟下甲 浙江杭州

１１ ６ａ 安布闭壳龟上甲 浙江杭州

１２ ６ｂ 安布闭壳龟下甲 浙江杭州

１３ ７ａ 缅甸陆龟上甲 广东广州

１４ ７ｂ 缅甸陆龟下甲 广东广州

１５ ８ａ 锯缘摄龟上甲 广东广州

１６ ８ｂ 锯缘摄龟下甲 广东广州

１７ ９ 小鳄龟甲 广东电白

１８ １０ 大鳄龟甲 江苏南京

１９ １１ａ 中华花龟上甲 广东东莞

２０ １１ｂ 中华花龟下甲 广东东莞

２１ １２ａ 地龟上甲 广东广州

２２ １２ｂ 地龟下甲 广东广州

２３ １３ａ 平胸龟上甲 浙江杭州

２４ １３ｂ 平胸龟下甲 浙江杭州

２５ １４ａ 齿缘摄龟上甲 广东广州

２６ １４ｂ 齿缘摄龟下甲 广东广州

２７ １５ａ 乌龟上甲 广东广州

２８ １５ｂ 乌龟下甲 广东广州

２９ １６ａ 乌龟上甲 广东广州

３０ １６ｂ 乌龟下甲 广东广州

３１ １７ａ 乌龟上甲 广东电白

３２ １７ｂ 乌龟下甲 广东电白

３３ １８ａ 乌龟上甲 江苏南京

３４ １８ｂ 乌龟下甲 江苏南京

３５ １９ａ 乌龟上甲 江苏无锡

３６ １９ｂ 乌龟下甲 江苏无锡

３７ ２０ａ 乌龟上甲 浙江杭州

３８ ２０ｂ 乌龟下甲 浙江杭州

３９ ２１ａ 乌龟上甲 北京

４０ ２１ｂ 乌龟下甲 北京

４１ ２２ａ 乌龟上甲 北京

４２ ２２ｂ 乌龟下甲 北京

４３ ２３ａ 乌龟上甲 北京

４４ ２３ｂ 乌龟下甲 北京

４５ ２４ 全甲样品 河北安国

４６ ２５ 全甲样品 河北安国

４７ ２６ 全甲样品 安徽亳州

４８ ２７ 全甲样品 安徽亳州

４９ ２８ 全甲样品 安徽亳州

５０ ２９ 乌龟下甲 河北安国

５１ ３０ 乌龟下甲 河北安国

５２ ３１ 乌龟下甲 安徽亳州

５３ ３２ 乌龟下甲 安徽亳州

·２５２１·
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２　方法

２１样品制备
取研磨后的正品龟甲细粉样品，用液氮再次研

细，精密称取２０ｍｇ，加入４×蛋白质ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ
１００μＬ，双蒸水３００μＬ，将其稀释成１×的缓冲液，
１００℃水浴 １０～２０ｍｉｎ，冷却后，用冷冻离心机
１４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清液至１５ｍＬ离
心管中，存放至４℃环境备用。
２２胶板制备
２２１分离胶（１２％）和浓缩胶（５％）的配制　按表２
配制十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ），
过硫酸铵（ＡＰＳ）和四甲基乙二胺（ＴＥＭＥＤ）（需要在
最后向制胶器中倒入凝胶前再加），加的时候要迅

速，防止胶提前凝固。所需试剂及具体用量见表２。

表２　ＳＤＳＰＡＧＥ配制所需试剂
ｍＬ

凝胶浓度 １２％分离胶 ５％浓缩胶

蒸馏水 １６０ １４０

３０％丙烯酰胺溶液 １７５ ０３３

１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８８） １３０ —

１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ６８） — ０２５

１０％ＳＤＳ ００５ ００２

１０％ＡＰＳ（倒胶前加） ０１０ ００２

ＴＥＭＥＤ（倒胶前加） ００１ ００２

凝胶总体积 ５００ ２００
　　注：—表示不添加试剂。

２２２胶板的制备　用蒸馏水将玻璃板冲洗干净并
晾干。按照装置的说明书组装好制胶器，用水检测

是否漏水。吸取配好的１２％离胶，注入两玻璃板之
间至约占整个板的四分之三的高度。待分离胶凝固

好，倒净两块玻璃板中剩余的液体，注满５％的浓缩
胶，插入梳子，放置２ｈ以上。待浓缩胶完全凝固后
缓慢拔出梳子，用电泳缓冲液填满点样孔准备点样。

２２３ＳＤＳＰＡＧＥ电泳　将离心得到的上清样品与４×
ＰｒｏｔｅｉｎＬｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ按照３∶１的比例充分混匀。涡旋
混匀后，沸水浴１５～２０ｍｉｎ使蛋白变性，沸水浴之后
立即放置冰上冷却２ｍｉｎ，再用１４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
２ｍｉｎ。将离心之后的上清液进行点样（１０μＬ），先用
８０Ｖ的电压使蛋白条带跑过浓缩胶，再调整电压至
１２０Ｖ，待蛋白条带跑到玻璃板底部即可停止跑胶。
２２４胶板的染色与脱色　将胶小心地从玻璃板中取
出，用考马斯亮蓝染色液染色，振荡过夜。倒出染色

液，将胶放入脱色液中，多次振荡脱色，直到蛋白条

带清晰，蓝色背景脱掉为止。将凝胶拍照并保存。

３　结果

３１龟甲背甲及腹甲药材的ＳＤＳＰＡＧＥ
通过对不同品种龟甲背甲与腹甲的 ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳实验发现，对于同一品种的龟甲，其背甲与腹

甲的蛋白质亚基相似，电泳得到的蛋白质条带几乎无

明显差别，难以通过一维电泳方法对龟甲的背甲与腹

甲进行区分。在本实验中其蛋白质亚基几乎没有区

别，以至于蛋白条带几乎相同，同时也意味着在后续

本实验中无需将龟甲背甲与腹甲分开进行讨论。

　

图１　２ａ２ｂ对比图 图２　３ａ３ｂ对比图

　

图３　４ａ４ｂ对比图 图４　５ａ５ｂ对比图

　

图５　６ａ６ｂ对比图 图６　１３ａ１３ｂ对比图
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３２不同批次正品龟甲的ＳＤＳＰＡＧＥ
通过得到的电泳图发现（见图７～８），该２０批

正品龟甲药材分离得到的蛋白亚基几乎相同，即正

品龟甲在一维电泳中显现出的蛋白亚基条带差异性

很小，其得到的蛋白条带及蛋白分离情况不易受产

地、批次等因素影响，同时也可看出龟甲的一维电

泳实验有较强的稳定性与重现性。

图７　１～１０批正品龟甲电泳胶图

图８　１１～２０批正品龟甲电泳胶图

３３正品及伪品龟甲药材的ＳＤＳＰＡＧＥ

结果见图９。
通过比较分析图９，可以看出各品种龟甲的蛋

白条带各有差异，蛋白亚基的分子质量均在 １０～
２００ｋＤａ。在６３～１８０ｋＤａ，１２个品种的龟甲蛋白质
条带相似，无明显区别；在１５～６３ｋＤａ，各品种的
龟甲蛋白质条带有明显区别；在 １１～１５ｋＤａ以及
１１ｋＤａ以下，各品种的龟甲几乎无明显蛋白条带，
难以进行区分。故可以推测各品种龟甲分离出的蛋

白在６３ｋＤａ以上的大分子量范围内很相似，可能有
很多共同蛋白。若想计算某一蛋白条带的蛋白分子

量，对蛋白Ｍａｒｋｅｒ条带进行迁移率的计算并与对应
的蛋白分子量做标准曲线，得到方程即可知道未知

条带的蛋白分子量。

注：１为正品；５、３、６～１４为伪品。

图９　正品及混伪品龟甲电泳胶图

　　正品龟甲（样品１）除遵守上述规律外，还可以
观察到在４２ｋＤａ蛋白分子量附近，有明显的蛋白
条带，以及在２５ｋＤａ附近，有两条很细的颜色稍
浅的蛋白条带且几乎连在一起，在 ２１ｋＤａ附近，
有一条较粗的颜色稍深的蛋白条带，在 １４～
１９ｋＤａ，有３条高丰度蛋白聚合在一起，这 “二细

一粗三聚合”的条带群，可以初步作为鉴别正品

龟甲和其他龟甲混伪品的依据，因为通过上述多次

平行及对比实验，发现正品龟甲的蛋白条带均能满

足这一特点，故将这部分蛋白条带与其他品种的龟

甲进行区分。

为了更好地观察各品种龟甲的蛋白条带，对所

得胶图蛋白条带尤其是差异明显的１５～６３ｋＤａ部分
进行条带归类分析，有条带记为１，无条带记为０，
以Ｍａｒｋｅｒ及特征明显的蛋白分子量为准来观察各品
种龟甲在不同位置下是否也有同等分子量的蛋白条

带，具体信息见表３。
对比电泳胶图及归类整理后的蛋白条带归类表，

可以发现蛋白分子量在６３ｋＤａ以上时无法将各品种
·４５２１·
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表３　样品蛋白条带有无情况

样品
１３５
ｋＤａ

１３０
ｋＤａ

６３
ｋＤａ

４８
ｋＤａ

４２
ｋＤａ

３８
ｋＤａ

３５
ｋＤａ

３２
ｋＤａ

３０
ｋＤａ

２８
ｋＤａ

２５
ｋＤａ

２４
ｋＤａ

２３
ｋＤａ

２２
ｋＤａ

２１
ｋＤａ

１９
ｋＤａ

１８
ｋＤａ

１７
ｋＤａ

１６
ｋＤａ

１４
ｋＤａ

１ １ １ １ １ ０ ０ ０ １ １ ０ １ １ ０ ０ １ ０ １ １ １ １

５ １ １ １ １ ０ ０ ０ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ １ １

３ １ １ １ １ ０ ０ ０ １ １ ０ ０ １ ０ ０ １ ０ １ １ １ １

６ １ １ １ １ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ ０ ０ １ １ １ １ １

７ １ １ １ １ ０ １ ０ １ １ １ ０ ０ １ ０ ０ １ １ １ ０ １

８ １ １ １ １ １ １ ０ １ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ １ １ １ １ １

９ １ １ １ １ ０ ０ ０ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ １ １

１０ １ １ １ １ ０ ０ １ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ １ １

１１ １ １ １ １ ０ ０ １ １ １ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ ０ ０ １ １

１２ １ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０

１３ １ １ １ １ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ ０ ０ １ １

１４ １ １ １ １ １ １ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ ０ ０ １ ０ ０ １ １

龟甲鉴别开，且在１３５、１３０、６５ｋＤａ等蛋白分子量
位置上，各品种龟甲均有相同条带。对上述数据进

行聚类分析，通过得到的聚类树状图可以对上述１２
品种的龟甲蛋白条带信息进行进一步分析，从而更

好地对龟甲及其混伪品进行鉴别。分析见图１０。

图１０　龟甲及其混伪品药材蛋白条带聚类图

聚类分析结果：以不同品种龟甲蛋白条带谱的

相似系数为距离，采用系统聚类法对以上数据进行

聚类，得到的结果与胶图的蛋白条带以及对蛋白条

带的分析结果均相似，根据各品种（系）间遗传距离

的远近来统计分析，同一组内各品种（系）间遗传距

离较近，不同组间各品种（系）遗传距离较远。故样

品９、１１为一组，７、８为一组，１、３为一组，这
３组样品的相似性较高，其次样品６、１２为一组，４、
５为一组，这两组样品的相似性较差。

４　讨论

对采集的不同产地及批次的多批正品龟甲药材

进行电泳实验，发现其分离得到的蛋白条带几乎相

同，蛋白亚基条带差异性很小，即同一品种的龟甲

其蛋白分离得到的条带难以受产地、批次等因素影

响，有较强的稳定性和重现性。

对聚类结果进行观察，发现分到同一组的样品

可能由于种属比较近似，如１号样品乌龟为龟科水
龟属，３号样品黄喉拟水龟为龟科拟水龟属；７号样
品小鳄龟与８号样品大鳄龟均为鳄龟科鳄龟属，可
能其相似性较多以至于电泳的条带比较相似，因此

将电泳得到的龟甲的蛋白条带谱特征部分作为不同

品种龟甲分类的补充依据的同时，要注意是否存在

电泳条带相似的黄喉拟水龟龟甲药材。
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