
中药材龟甲的分子鉴定研究

吴  平 3  周开亚  徐珞珊 3 3  滕健昌 3 3 3

k南京师范大学生物系 o南京 utss|z ~3 3中国药科大学生药学研究室 o南京 utsss| ~

3 3 3江苏省药品检验所 o南京 utsss{l

摘要  用 °≤ � 产物直接测序法对中药材龟甲k板l进行鉴别 ∀从乌龟 Χηινε µ ψσ ρεεϖεσιι和其他 us种

产地为中国或东南亚国家的龟类的组织材料中提取 ⁄�� o扩增约 tts ¥³的线粒体 tu≥ µ� ��基因片段并

进行序列分析 o构建了 ut种龟类的 tu≥ µ� ��基因片段序列数据库 ∀序列比较的结果表明乌龟与其它 us

种龟类的这段序列均有差别 o序列差异在 v1z ∗ tx1z h之间 ∀从江苏省药品检验所提供的 t|块龟甲检品

上各取样 s1t ∗ s1x ª提取 ⁄�� o扩增与上述相同的基因片段 o与构建的数据库进行比较 o结果表明 t|块

龟甲中只有 v块的原动物为乌龟 o其余的龟甲均为混淆品 ∀本文的结果为药材龟甲的鉴定找到了有效 !

可靠的分子遗传标记方法 ∀

关键词  龟甲k板l ~分子鉴定 ~°≤ � ~tu≥ µ� ��基因片段序列

  中国药典kt||x 年版l规定中药材龟甲

k板l为乌龟 Χηινε µ ψσ ρεεϖεσιι �µ¤¼的背甲和

腹甲 ∀由于乌龟资源减少 o加之东南亚国家的

商品龟甲进入国内市场≈t  o致使商品龟甲中出

现大量混淆品 o据报道有 tz种之多≈t ∗ z  ∀龟甲

的鉴定主要以纹理 !颜色等形态学特征为

主≈{  o但由于乌龟的龟甲k特别是腹甲l纹理 !

颜色存在个体差异 o鉴定工作有一定难度 o特别

是当龟甲已被去除角质k皮l或为碎片时 o鉴定

工作就更加困难≈|  ∀用理化分析方法对龟甲

鉴定的研究虽也有报道≈v ow  o但由于正品与一

些混淆品的差别并不显著 o不能作为正确鉴定

的依据 ∀

分子遗传标记技术为中药材的鉴别提供一

条新途径 ∀随机扩增多态 ⁄��k� �°⁄l技术已

分别用于苦地胆和蛇类药材及它们的混淆品的

鉴定研究≈ts ott  ∀作者已用 °≤ � k聚合酶链式反

应l技术从中药材龟板及鳖甲的 ⁄�� 提取液

本文于 t||z年 t月 tv日收到 ∀

本文为国家自然科学基金项目 o�²qv|xzs{yx

3现址 }中国科学院南京地质古生物研究所现代古生物学

与地层学开放实验室 o南京 utsss{

中扩增了线粒体 ⁄�� 细胞色素 ¥基因片

段≈tu  ~用 °≤ � 产物直接测序技术和 °≤ � 产物

的限制性片段长度多态分析k°≤ � p � ƒ�°l技

术对海马类药材的分子鉴定研究也已完成≈tv  ∀

本文用 °≤ � 产物直接测序技术对中药材

龟甲进行鉴别 ∀

材 料 和 方 法

检品  用于鉴定的 t|号龟甲k�°t ∗ �°t|l

由江苏省药品检验所提供 ∀

对照品  乌龟和其它 us种龟分别在江苏

南京 !广西南宁 !四川重庆及安徽的市场上购

得 o包括文献报道过 tz种混淆品中的 tu种原

动物 o其中有市场主流混淆品缅甸陆龟 !眼斑沼

龟和齿缘摄龟≈x  ∀所有种类均分布在中国和

东南亚国家 o除马来闭壳龟 Χυορα αµβοιµενσισ!

马来龟 Μαλαψε µψσσυβτριϕυγα !眼斑沼龟 Μορε2

νια οχελλατα !马来巨龟 Ορλιτια βορνεενσισ!黑龟

Μελανοχηελψσ τριϕυγα !粗颈龟 Σιεβενροχκιελλα

χρασσιχολλισ和庙龟 Ηιερε µ ψσ αννανδαλει等 z种

外 o其余均在中国有分布 ∀样品来源 !取样的个

体数及组织见表 t ∀
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Ταβ 1  Σουρχε, νυµ βερ ανδ τισσυε οφ 21 σπεχιεσ οφ τυρτλεσ

  ≥³̈ ¦¬̈¶ ≤²§̈  ≥²∏µ¦̈ �∏°¥̈µ  ×¬¶¶∏̈

乌龟 Χηινε µ ψσ ρεεϖεσιι ≤µ �¤±­¬±ªo�¬¤±ª¶∏ w �̄ ²²§o � ∏¶¦̄¨

3黄喉拟水龟 Μαυρε µ ψσ µ υτιχα � ∏ �¤±­¬±ªo�¬¤±ª¶∏ u �̄ ²²§

花龟 Οχαδια σινενσισ �¶ �¤±±¬±ªo �∏¤±ª¬¬ u �̄ ²²§o � ∏¶¦̄¨

四眼斑水龟 Σαχαλια βεαλει ≥¥ �¤±±¬±ªo �∏¤±ª¬¬ v �̄ ²²§o � ∏¶¦̄¨

金头闭壳龟 Χυορα αυροχαπιτατα ≤¤∏ �±«∏¬ u � ∏¶¦̄¨

3马来闭壳龟 Χυορα αµ βοι µενσισ ≤¤° �¤±±¬±ªo �∏¤±ª¬¬o≤«²±ª́¬±ªo≥¬¦«∏¤± v �̄ ²²§

黄额盒龟 Χιστοχλε µ µ ψσ γαλβινιφρονσ ≤ª �¤±±¬±ªo �∏¤±ª¬¬o≤«²±ª́¬±ªo≥¬¦«∏¤± w � ∏¶¦̄¨o¶«̈ ¯̄

3黄缘盒龟 Χιστοχλε µ µ ψσ φλαϖοµ αργινατα ≤© �¤±­¬±ªo�¬¤±ª¶∏o �±«∏¬ v �̄ ²²§o � ∏¶¦̄¨

3马来龟 Μαλαψε µ ψσσυβτριϕυγα �¶ �¤±±¬±ªo �∏¤±ª¬¬o≤«²±ª́¬±ªo≥¬¦«∏¤± u �̄ ²²§

马来巨龟 Ορλιτια βορνεενσισ �¥ �¤±­¬±ªo�¬¤±ª¶∏ u � ∏¶¦̄¨

3大东方龟 Ηεοσε µ ψσ γρανδισ �ª �¤±±¬±ªo �∏¤±ª¬¬ u �̄ ²²§o � ∏¶¦̄¨

3齿缘摄龟 Χψχλε µ ψσ δεντατα ≤§ �¤±±¬±ªo �∏¤±ª¬¬o≤«²±ª́¬±ªo≥¬¦«∏¤± v �̄ ²²§o � ∏¶¦̄¨

锯缘摄龟 Πψξιδεα µ ουηοτιι °° �¤±±¬±ªo �∏¤±ª¬¬o≤«²±ª́¬±ªo≥¬¦«∏¤± u �̄ ²²§o � ∏¶¦̄¨

黑龟 Μελανοχηελψστριϕυγα �· �¤±±¬±ªo �∏¤±ª¬¬ u �̄ ²²§

粗颈龟 Σιεβενροχκιελλα χρασσιχολλισ ≥¦ �¤±­¬±ªo�¬¤±ª¶∏ u � ∏¶¦̄¨

3地龟 Γεοµ ψδα σπενγλερι �¶ �¤±±¬±ªo �∏¤±ª¬¬ v �̄ ²²§o≥«̈ ¯̄

3庙龟 Ηιερε µ ψσ αννανδαλει �¤ �¤±±¬±ªo �∏¤±ª¬¬ u �̄ ²²§

3眼斑沼龟 Μορενια οχελλατα � ² �¤±­¬±ªo�¬¤±ª¶∏ v � ∏¶¦̄¨

3缅甸陆龟 Ινδοτεστυδο ελονγατα �̈ �¤±­¬±ªo�¬¤±ª¶∏ v �̄ ²²§o � ∏¶¦̄¨

3凹甲陆龟 Μανουρια ι µ πρεσσα �¬ �¤±±¬±ªo �∏¤±ª¬¬o≤«²±ª́¬±ªo≥¬¦«∏¤± u �̄ ²²§o � ∏¶¦̄¨

3平胸龟 Πλατψστερνον µεγαχεπηαλυ µ °̄ ° �¤±­¬±ªo�¬¤±ª¶∏o�¤±±¬±ªo �∏¤±ª¬¬ v �̄ ²²§o � ∏¶¦̄¨

3 ≥∏¥¶·¬·∏·̈¶²©·∏µ·̄̈¶

  活体龟类 ∆ΝΑ提取和检测  通过腹甲作

心脏穿刺术取约 tss Λ̄ 血液或取肌肉 s1sx ªo

参照 �²¦«̈µ等≈tw 的方法提取总 ⁄�� o将 ⁄��

提取液分别取 ts Λ̄ 点样于 t h琼脂糖凝胶上

电泳 o∞�染色 o紫外透射仪观察 ∀

龟甲 ∆ΝΑ的提取和检测  为防止可能来

自外源的 ⁄��污染 o实验前对实验室环境 !试

剂及设备进行了严格的灭菌处理 ∀离心管 !吸

头均为一次性使用 o实验操作过程在超净工作

台上进行 ∀

取龟甲约 s1t ∗ s1x ªo用解剖刀细心将表

面一层刮去 ∀家用洗涤剂和双蒸水清洗后 o在

离 us • 紫外杀菌灯 us ¦°处照射 vs °¬±∀用

铜药臼捣成粉末 o转入 t1x °̄ 离心管中 o并取

另 t管作提取空白对照 ∀加入约 us倍体积的

s1x °²̄#�pt ∞⁄× �k³� {1sl oxy ε 脱钙 w{ «o

其间换 u次 ∞⁄× � 溶液 ∀离心倒去 ∞⁄× � 溶

液 o加入 s1x °̄ 裂解液 k含 ×µ¬¶2�≤¯ s1st

°²̄#�pt o³� {1s o∞⁄× � s1st °²̄#�pt o �¤≤¯

s1t °²̄#�pt o≥⁄≥ u h o蛋白酶 �us Λª# °̄ p t o

⁄× × s1sv| °²̄#�ptl oxy ε 水浴中保温过夜 ∀

酚 !氯仿抽提 o乙醇或异丙醇沉淀 o离心后用

tss Λ̄ 双蒸水溶解沉淀 ∀

检测同活体龟类 ⁄��的检测 ∀

ΠΧΡ 扩增  所用引物为 �tvzv xχ2≤ �≤ × �

≤ �������× ���≤ × �≤ �× × × × ≤ ×2vχo�twz{

xχ2×��≤×�≤������×��≤���≤��×�×�×2

vχ≈tx  o�! � 分别为轻链和重链 o数字与人

°·⁄��序列对应 ∀用于扩增约 tts ¥³的线粒

体 tu≥ µ� ��基因片段 ∀

°≤ � 反应体积为 tss Λ̄ o反应液中含 ts

°°²̄# �pt ×µ¬¶2�≤¯o ³� {1v o xs °°²̄ # �pt

�≤¯o s1t h ×µ¬·²± ÷2tss o u1x °°²̄ # �pt

� ª≤ ū ouss Λª# °̄ p t �≥� otss Λ°²̄#�pt四种

§�×°o ts ³°²̄ # �pt两个引物 ov� Ταθ 酶 ∀

°≤ � 反应在 °∞uwss型 °≤ � 仪上进行 o循环参

数为 |x ε 变性 ws ¶oxu ε 退火 ys ¶ozu ε 延伸

ys ¶o循环次数为 vx次 ∀提取液和对照管同时

进行扩增 o另设 t管扩增对照 ∀取 x Λ̄ 扩增产

物点样于 u1x h琼脂糖凝胶上电泳 o∞�染色 o
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紫外透射仪观察 ∀

序列分析  扩增产物用 • ¬½¤µ§× � °≤ �

°µ̈³¶⁄�� 纯化试剂盒k°µ²° ª̈¤公司l纯化 o

微量荧光计进行纯化产物的定量后 o在 �¬²2� ¤§

vsss÷¬型测序仪上用银染方法k°µ²° ª̈¤公司l

测序 ∀

结 果

从新鲜组织中提取到的 ⁄�� 经 °≤ � 反

应 o所有样品均可获得阳性扩增产物 ∀用

�tvzv和 �twz{两条引物分别测序 o测序结果

稳定 o重复性好 ∀每种龟均测序 u个以上的个

体 o未检测到个体差异 ∀用所得到的序列构建

龟类动物的 tu≥ µ� �� 基因片段序列数据库

k图 tl ∀从数据库中可以看出 o乌龟与其余所

有龟类的序列均有差别 o与花龟的序列差异最

小 o为 v1z h kwrts| ¥³l o与眼斑沼龟的序列差

异最大 o为 tx1z h ktzrts{ ¥³l ∀

ƒ¬ªt  ≥΅ ∏̈ ±¦̈ §¤·¤¥¤¶̈ ²© tu≥ µ� �� ª̈ ±̈ ©µ¤ª° ±̈·©µ²° ut ¶³̈¦¬̈¶²© ·∏µ·̄̈¶q ⁄²·¶¬±§¬¦¤·̈

¶̈ ∏́̈ ±¦̈ ¬§̈ ±·¬·¼ º¬·« ≤«¬±̈ ¶̈ ·«µ̈ 2̈®̈ ¨̄ §̈³²±§·∏µ·̄̈ o º«̈ µ̈¤¶§¤¶«̈¶§̈ ±²·̈ §̈¯̈·¬²±¶q

  从大多数的龟甲检品的 ⁄�� 提取液中能

够检测到 ⁄�� ∀从图 u 可见 o龟板中的 ⁄��

均有不同程度的降解 ∀提取对照管未检测到

⁄�� ∀经 °≤ � 扩增所有的样品均得到阳性产

物 o而提取对照和扩增对照均为阴性k图 vl o说

明提取试剂和扩增试剂中均无外源 ⁄�� 污

染 ∀所有鉴定样品的序列分析结果见图 w ∀

  与构建的 ut种龟类的 tu≥ � ��基因片段

序列数据库进行比较 o只有 t块k检品 tw号l在

数据库中不能确定其原动物来源 o但可以确定

其为混淆品 ∀t|号检品的鉴定结果见表 u ∀从

表 u可以看出 o所有检品中除 v块符合中国药

典规定外 o其余均不属药典品种 ∀混淆品中最

多的为缅甸陆龟 o其次为眼斑沼龟 o这与文
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献≈x 基本相符 ∀

ƒ¬ª u  �ª¤µ²¶̈ ª̈¯ ¨̄ ¦̈·µ²³«²µ̈¶¬¶ ²© ⁄��

¬̈·µ¤¦·¶©µ²° ·∏µ·̄̈ ¶«̈ ¯̄¶q�¤±̈ t ou ov } ⁄��

¬̈·µ¤¦·¶©µ²° ·∏µ·̄̈ ¶«̈ ¯̄¶ �²q t o �²q u ¤±§

�²q v o µ̈¶³̈¦·¬√¨̄¼ ~ ¤̄±̈ w } ¬̈·µ¤¦·¦²±·µ²̄ ~

� }⁄�� ¶¬½̈ °¤µ®̈ µ} Εχο� �o Ηιν§���§¬ª̈¶·̈§

⁄�� q

ƒ¬ª v  �ª¤µ²¶̈ ª̈¯ ¨̄ ¦̈·µ²³«²µ̈¶¬¶ ²© °≤ �

¤°³̄¬©¬¦¤·¬²±¶²© ª̈ ±̈ ©µ¤ª° ±̈·²© tu≥ µ� ��

©µ²° ⁄�� ¬̈·µ¤¦·¶q �¤±̈ t o u o v } °≤ �

³µ²§∏¦·¶©µ²°·∏µ·̄̈ ¶«̈ ¯̄ �²qt o�²qu ¤±§�²q

v oµ̈¶³̈¦·¬√¨̄¼ ~ ¤̄±̈ w } ¬̈·µ¤¦·¦²±·µ²̄ ~ ¤̄±̈ x }

¤°³̄¬©¼ ¦²±·µ²̄ ~ � } ⁄�� ¶¬½̈ °¤µ®̈ µ} Ηαε���
§¬ª̈¶·̈§°�� vuu q

ƒ¬ª w  ≥΅ ∏̈ ±¦̈¶ ²© tu≥ µ� �� ª̈ ±̈ ©µ¤ª° ±̈·©µ²° t| ·∏µ·̄̈ ¶«̈ ¯̄¶q ⁄¤¶«̈¶¬±§¬¦¤·̈ §̈¯̈·¬²±o

º«̈ µ̈¤¶��±§¬¦¤·̈·«̈ ∏±®±²º± ±∏¦̄ ²̈·¬§̈ q
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Ταβ 2  Ιδεντιφιχατιον ρεσυλτσ οφ 19 τυρτλεσηελλσαµ πλεσ
3

 �²q �§̈ ±·¬©¬¦¤·¬²± µ̈¶∏̄·¶  �²q �§̈ ±·¬©¬¦¤·¬²± µ̈¶∏̄·¶

�°tk°̄ ¤¶·µ²±oƒµ¤ª° ±̈·l ≥∏¥¶·¬·∏·̈¶k�̈ l �°ttk≤¤µ¤³¤¦̈l ≥∏¥¶·¬·∏·̈¶k � ²l

�°uk°̄ ¤¶·µ²±l ≥∏¥¶·¬·∏·̈¶k �¶l �°tuk≤¤µ¤³¤¦̈l ≥∏¥¶·¬·∏·̈¶k � ²l

�°vk°̄ ¤¶·µ²±l ≥∏¥¶·¬·∏·̈¶k �¶l �°tvk≤¤µ¤³¤¦̈l ≥∏¥¶·¬·∏·̈¶k � ²l

�°wk°̄ ¤¶·µ²±l ≥∏¥¶·¬·∏·̈¶k�̈ l �°twk°̄ ¤¶·µ²±l ≥∏¥¶·¬·∏·̈¶k�µ¬ª¬±¤̄

 ¤±¬°¤̄ ±²·¬§̈ ±·¬©¬̈§l

�°xk°̄ ¤¶·µ²±l ≥∏¥¶·¬·∏·̈¶k�̈ l �°txk°̄ ¤¶·µ²±l ≥∏¥¶·¬·∏·̈¶k � ²l

�°yk°̄ ¤¶·µ²±l ≥∏¥¶·¬·∏·̈¶k�̈ l �°tyk°̄ ¤¶·µ²±l ≥∏¥¶·¬·∏·̈¶k �¶l

�°zk°̄ ¤¶·µ²±l ≥∏¥¶·¬·∏·̈¶k�̈ l �°tzk°̄ ¤¶·µ²±l �∏¤̄¬·¼ ª²²§¶

�°{k°̄ ¤¶·µ²±l ≥∏¥¶·¬·∏·̈¶k �·l �°t{k°̄ ¤¶·µ²±l �∏¤̄¬·¼ ª²²§¶

�°|k°̄ ¤¶·µ²±l ≥∏¥¶·¬·∏·̈¶k �·l �°t|k°̄ ¤¶·µ²±l �∏¤̄¬·¼ ª²²§¶

�°tsk≤¤µ¤³¤¦̈l ≥∏¥¶·¬·∏·̈¶k�̈ l

3 ≤²§̈ ¬¶¬§̈ ±·¬·¼ º¬·« ×¤¥t q

讨 论

龟甲的鉴定是一项非常重要的工作 o但传

统的性状鉴别存在着很大的局限性 o理化分析

的结果表明各种龟板之间差别不大 o亦不宜作

为鉴别的依据 ∀ ⁄��的信息量大 o又具有物种

特异性的特点 o如何利用 ⁄�� 的这些特点寻

找到乌龟所特有的分子遗传标记用于龟甲的鉴

定有 v个需要解决的问题 ∀一是龟甲中还有没

有可被利用的 ⁄�� � 二是如果有残存的

⁄�� o如何将其直接用于龟类种间的鉴别比

较 �三是能否找到可区别乌龟和其它龟类 o但

在种内又比较保守的基因 ∀

对中药材龟甲 !鳖甲的研究≈tu 给我们一个

重要的启示就是龟甲中残存着可用于 °≤ � 扩

增的微量 ⁄�� ∀本文从乌龟和龟甲混淆品的

原动物入手 o用 °≤ � 技术扩增 tu≥ µ� �� 基因

片段 o测定其序列 ∀然后再利用龟甲中残存的

⁄�� o用 °≤ � 技术扩增相同的基因片段 o与乌

龟及其它龟的序列进行比较 o达到对龟甲正品

和混淆品的鉴别目标 ∀tu≥ µ� �� 基因属于线

粒体基因组中的非蛋白编码基因 o在线粒体基

因组中又相对保守 o将该基因的片段用于龟甲

鉴别的结果显示乌龟与其它 us种龟均有明显

差别 o且缺乏个体差异 o表明我们的选择是合适

的 ∀

虽然我们构建的 ut种龟类 tu≥ µ� �� 基

因片段序列数据库未能包括所有文献报道的混

淆品 o但正品和商品流通中数量较大的混淆品

均已包含在其中 ∀在实际工作中 o只要从大量

的龟甲k整片或碎片l中随机抽取若干块各取少

量样品用本文提供的方法和数据进行分析鉴

别 o就可以大致确定药源中的正品比例及混淆

品种类 ∀当然在实验中必须严格防止外源

⁄��特别是来自人的 ⁄�� 污染 o才能确保鉴

定的准确性 ∀
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徐信荣 !江建平等同志的帮助 o安徽师范大学生物系聂

刘旺同志提供了金头闭壳龟和黄缘盒龟的 ⁄��样品 ∀
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