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中药龟甲 ＨＰＬＣ指纹图谱研究
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摘要　目的：建立中药龟甲的ＨＰＬＣ指纹图谱，以达到鉴别龟甲与其混伪品的目的。方法：收集不同产地的龟甲及其混伪
品２１批，按上下甲进行分类，共４２个样品。通过盐酸水解、脱磷、脱钙等前处理，以６氨基喹啉基Ｎ羟基琥珀酰亚胺基
氨基甲酸酯（ＡＱＣ）进行衍生化反应，采用Ｃ１８色谱柱（３９ｍｍ×１５０ｍｍ，３μｍ），柱温３７℃，以乙腈，水，缓冲盐为流动相进
行梯度洗脱，流速１００ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长２４８ｎｍ。采用“中药指纹图谱相似度评价系统”（《中华人民共和国药典》２０１２
版）对正品龟甲上甲与下甲、正品与常见混伪品进行相似度分析。结果：所建立的指纹图谱具有较好的精密度、重现性和

稳定性。正品龟甲的上下甲相似度为０９３２～０９９５。正品与混伪品的相似度在０９０以下者占９０９１％。结论：正品上、
下甲的ＨＰＬＣ图谱差异较小，正品与混伪品差异较明显。所建立的ＨＰＬＣ指纹图谱可用于龟甲的质量评价。
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　　龟甲始载于《神农本草经》，列为上品［１］。２０１５
年版《中华人民共和国药典》规定龟甲为龟科动物

乌龟Ｃｈｉｎｅｍｙｓｒｅｅｖｅｓｉｉ（Ｇｒａｙ）的背甲及腹甲。其具有
滋阴潜阳、益肾强骨、养血补心等功效［２］，常以龟甲

饮片、醋龟甲、龟甲胶等形式入药，需求量大；且正品

资源较少，价格较贵，市场上伪品与混淆品泛滥［３］。

然而，龟甲的代表性成分尚不清楚，在质量控制上缺

乏具有说服力的指标［３］。目前龟甲的生药学鉴别主

要集中在性状和薄层鉴别上，也有部分学者尝试用

比值图示法和相似系数法对其性状进行研究，并取

得一定的成效。但上述研究都仅限于２个或几个龟

类药材之间的比较，缺乏对龟类药材的系统性比较

研究［４］。同时，龟甲的上甲与下甲是否能够统一使

用，仍存在一些争议。对正品上下甲、正品与混伪品

的深入研究，不仅有助于制定龟甲质量评价标准，而

且对龟甲药材的市场管理有一定的指导意义。

ＨＰＬＣ适用于成分复杂而不易分离的分析对象，
具有分离效能高、灵敏度高、分析速度快等优点，是

目前指纹图谱技术中用途最广泛的一种方法。通过

ＨＰＬＣ对龟甲中羟脯氨酸［５］、胶原蛋白的含量［６］，龟

甲炮制品龟甲胶中１４种氨基酸含量［７］等均有研究。

而本实验所采用的 ＡＱＣ柱前衍生化 ＨＰＬＣ也较成
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熟，如应用于人血浆［８］、阿胶［９］、稻米［１０］等。

中药指纹图谱建立的目的是全面反映中药所含

内在化学成分的种类和数量，进而反映其内在质

量［１１１２］，已应用于柑橘属中药［１３］、钩藤［１４］、黄芩［１５］

等中药的鉴别。本实验采用ＨＰＬＣ对不同产地的龟
甲药材及其混伪品进行了指纹图谱研究，建立了正

品龟甲的ＨＰＬＣ指纹图谱，为龟甲药材的质量控制
提供有效的方法。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　药材　收集正品龟甲及其混伪品，按上下甲
分为４２个样品，采集地为广州、茂名、南京、无锡等
地，经北京中医药大学杨瑶臖教授鉴定其品种。

１１２　药物　Ｌ羟脯氨酸（Ｈｙｐ）对照品（批号
Ｚ２６Ｍ７Ｈ１１９７９，上海源叶生物科技有限公司）；１７种
氨基酸标准品混合液［天冬氨酸（Ａｓｐ）、丝氨酸
（Ｓｅｒ）、谷氨酸（Ｇｌｕ）、甘氨酸（Ｇｌｙ）、组氨酸（Ｈｉｓ）、
精氨酸（Ａｒｇ）、苏氨酸（Ｔｈｒ）、丙氨酸（Ａｌａ）、脯氨酸
（Ｐｒｏ）、胱氨酸（Ｃｙｓ）、酪氨酸（Ｔｙｒ）、缬氨酸（Ｖａｌ）、
蛋氨酸（Ｍｅｔ）、赖氨酸（Ｌｙｓ）、异亮氨酸（Ｉｌｅ）、亮氨酸
（Ｌｅｕ）、苯丙氨酸（Ｐｈｅ），除 Ｃｙｓ为１２５ｍｍｏｌ／Ｌ外，
其余均为２５ｍｍｏｌ／Ｌ；批号２ＱＬ２２８９８６，Ｗａｔｅｒｓ公司
提供］。

１１３　试剂与仪器　ＷａｔｅｒｓＡｃｃＱＦｌｏｕｒ衍生化试
剂盒［包含ＷａｔｅｒｓＡｃｃＱＦｌｏｕｒ缓冲液、ＡＱＣ试剂粉、
ＡＱＣ稀释液，批号：８２１７８６００４１］；ＡｃｃＱＴａｇ流动相
浓缩 液 （乙 酸 盐磷 酸 盐 萃 取 剂）（批 号
８１１４１６０４３１）；乙腈（色谱纯）；盐酸；纯净水；ｗａｔｅｒｓ
高效液相色谱仪（包括 ２６９５紫外检测器，Ｅｍｐｏｗｅｒ
数据工作站）；ＴＣＱ２５０超声波清洗器（北京医疗设
备二厂）；分析天平；ＳＨＢⅢ循环水式多用真空泵
（郑州长城仪器厂）；ＣＳ１０１１Ｃ电热鼓风干燥箱（重
庆四达实验仪器厂）；旋涡振荡器；中药指纹图谱相

似度评价系统２０１２版（国家药典委员会）。
１２　方法
１２１　对照品溶液的制备　取浓度为２５ｍｍｏｌ／Ｌ
（Ｃｙｓ１２５ｍｍｏｌ／Ｌ）的 １７种氨基酸对照品 １００μＬ，
放入一小样品瓶中，加０９ｍＬ高纯水稀释，混匀，即
得１７种混合氨基酸对照品溶液。取Ｈｙｐ适量，精密
称定，加入 ０１ｍｏｌ／Ｌ盐酸制成 ０２５ｍｍｏｌ／Ｌ的溶
液，混匀，即得羟脯氨酸对照品溶液。

１２２　供试品溶液的制备　取样品０１ｇ，加入６
ｍｏｌ／Ｌ盐酸５ｍＬ，充入高纯氮气３０ｓ，密封，置于１１０
℃烘箱中水解８ｈ，过滤，蒸干，加入２０ｍＬ７０％乙醇

超声１５ｍｉｎ，过滤，蒸干，加入０１ｍｏｌ／Ｌ草酸６ｍＬ，
超声，定容至５０ｍＬ容量瓶，用０２２μｍ滤膜过滤，
即得。

１２３　空白溶液的制备　在不加入样品的情况下，
同供试品溶液的制备方法制备。

１２４　衍生方法　分别精密移取空白溶液、对照品
溶液和供试品溶液和各１０μＬ，置于离心管中，加入
ＡｃｃＱＦｌｏｕｒ缓冲液７０μＬ，漩涡混合，在涡旋状态下
加入ＡＱＣ溶液２０μＬ，并保持漩涡混合１０ｓ，密封，
置５５℃烘箱内１０ｍｉｎ，取出，放凉，转移至微量进样
瓶，即得空白、对照品和供试品的衍生化溶液。

１２５　色谱条件　色谱柱为ＷａｔｅｒｓＡｃｃＱＴａｇ法专
用Ｃ１８色谱柱（３９ｍｍ×１５０ｍｍ，３μｍ），流动相 Ａ
为ＡｃｃＱＴａｇ流动相的１∶１０稀释液，Ｂ为乙腈，Ｃ为
水，按表１进行梯度洗脱，流速１００ｍＬ／ｍｉｎ，紫外检
测波长２４８ｎｍ，柱温３７℃，进样量１０μＬ。

表１　梯度洗脱程序

时间（ｍｉｎ） 流动相Ａ（％）流动相Ｂ（％）流动相Ｃ（％） 曲线

起始 １００ ０ ０
０５ ９９ １ ０ １１
１８ ９５ ５ ０ ６
１９ ９１ ９ ０ ６
２９５ ８３ １７ ０ ６
３３ ０ ６０ ４０ １１
３６ １００ ０ ０ １１
４５ １００ ０ ０ ６

２　结果
２１　指纹图谱方法学考察
２１１　精密度实验　取同一供试品的衍生化溶液，
连续进样６次，结果１５个主要色谱峰（Ｈｉｓ、Ｃｙｓ、Ｍｅｔ
含量较低，未纳入计算）的相对保留时间的 ＲＳＤ均
＜０６８％，相对峰面积的ＲＳＤ均＜２０４％，各色谱图
的相似度值不低于０９９，表明仪器等整个检测系统
的精密度良好。

２１２　稳定性实验　取同一供试品的衍生化溶液，
分别于０、３、６、１２、２４、７２ｈ进行检测，结果１５个主要
色谱峰的相对保留时间的 ＲＳＤ均 ＜０９０％，相对峰
面积的ＲＳＤ均＜２８７％，各色谱峰的相似度值不低
于０９７，表明供试品在室温下７２ｈ内稳定。
２１３　重复性实验　取同一正品龟甲样品，按实验
方法平行制备６份供试品溶液并衍生化，分别进样
检测。结果 １５个主要色谱峰的相对保留时间的
ＲＳＤ均 ＜１０％，相对峰面积的 ＲＳＤ均小于３０％，
各色谱峰的相似度值不低于０９８，表明该方法的重
复性良好。
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２２　中药龟甲指纹图谱的建立
２２１　各龟甲样品与其混伪品的 ＨＰＬＣ图谱采集
　　在本实验色谱条件下，１５种氨基酸得到有效分
离。按羟脯氨酸衍生物峰计算，理论板数在 ４０００
以上。所得空白、羟脯氨酸、１７种混合氨基酸和样
品的ＨＰＬＣ图谱见图１。
２２２　正品上甲与下甲 ＨＰＬＣ图谱的相似度　取
１０批正品下甲药材，按上述试验方法制备供试品衍
生化溶液，进行 ＨＰＬＣ分析，所得图谱导入“中药指
纹图谱相似度评价系统”（中华人民共和国药典

２０１２版）进行相似度分析，其相似度为 ０９２７～
０９９５，将生成的下甲对照图谱与各上甲样品进行相
似度分析，结果见表２；１０批正品上甲药材的相似度
为０９１７～０９８５，上甲对照图谱与各下甲样品的相
似度结果见表３。由表２可知，下甲对照图谱与各上
甲样品的相似度为０９３２～０９９５，上甲对照图谱与
各下甲样品的相似度为０９４９～０９８９。表明：上甲
与下甲的相似度基本均在 ０９５０以上，差异较小。
因此采用龟甲上甲与下甲的ＨＰＬＣ图谱统一建立龟
甲药材ＨＰＬＣ指纹图谱。

２２３　龟甲药材指纹图谱的建立　实验中，正品上
甲与下甲样品均一一对应，根据上述实验结果，考虑

将对应的上甲与下甲样品合并，共１０个批次。利用
相似度软件，对色谱峰进行剪切、校正等处理，采用

平均数法生成对照指纹图谱。见图２、表３。由表中
数据可知，批次间的相似度在 ０９００以上的占
９５５６％，在０９５０以上的占９１１１％。各批次与所
得龟甲的对照指纹图谱的相似度在０９６４～０９９９，
显示其与对照指纹图谱有良好的相似性。

２３　龟甲及其混伪品的相似度分析　将所收集的
２２个混伪品按试验方法制备供试品衍生化溶液，以
色谱条件对其进行检测。用２２３项所得的对照指
纹图谱与各混伪品的 ＨＰＬＣ图谱进行相似度评价。
见表４。可知相似度值在０８５以下的占８１８２％；
相似度值在 ０９０以下的占 ９０９１％。其中地龟下
甲、鹰龟下甲与正品龟甲的相似度值在０９０以上，
巴西龟、黄喉拟水龟、中华花龟等品种与正品龟甲的

相似度值均在０９０以下。这表明在一定程度上，龟
甲药材的对照指纹图谱能够作为鉴别龟甲正伪品的

参考方法之一。

图１　各龟甲样品与其混伪品衍生化后ＨＰＬＣ图谱
　　注：１：Ｈｙｐ；２：Ａｓｐ；３：Ｓｅｒ；４：Ｇｌｕ；５：Ｇｌｙ；６：Ｈｉｓ；７：ＮＨ３；８：Ａｒｇ；９：Ｔｈｒ；１０：Ａｌａ；１１：Ｐｒｏ；１２：Ｃｙｓ；１３：Ｔｙｒ；１４：Ｖａｌ；１５：Ｍｅｔ；１６：Ｌｙｓ；１７：Ｉｌｅ；１８：Ｌｅｕ；

１９：Ｐｈｅ

表２　上、下甲对照图谱与各样品的相似度

样品号 １ａ ２ａ ３ａ ４ａ ５ａ ６ａ ７ａ ８ａ ９ａ １０ａ

相似度 ０９９４ ０９６３ ０９５９ ０９９５ ０９６６ ０９７９ ０９６１ ０９３２ ０９８１ ０９４５
样品号 １ｂ ２ｂ ３ｂ ４ｂ ５ｂ ６ｂ ７ｂ ８ｂ ９ｂ １０ｂ
相似度 ０９８６ ０９８０ ０９８６ ０９５４ ０９８８ ０９８５ ０９８８ ０９８９ ０９４９ ０９５１

　　注：１ａ～１０ａ均为正品乌龟龟甲上甲；１ｂ～１０ｂ均为正品乌龟龟甲下甲
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表３　１０批龟甲样品的ＨＰＬＣ图谱相似度结果

样品名称 Ｓ１ Ｓ２ Ｓ３ Ｓ４ Ｓ５ Ｓ６ Ｓ７ Ｓ８ Ｓ９ Ｓ１０ 对照指纹图谱

Ｓ１ １０００ ０９８０ ０９５３ ０９５５ １０００ １０００ ０９９３ １０００ １０００ ０９９７ ０９９９
Ｓ２ ０９８０ １０００ ０８９０ ０８９１ ０９７８ ０９７７ ０９９６ ０９８１ ０９７８ ０９９２ ０９７６
Ｓ３ ０９５３ ０８９０ １０００ １０００ ０９５５ ０９５６ ０９２０ ０９５１ ０９５５ ０９３４ ０９６４
Ｓ４ ０９５５ ０８９１ １０００ １０００ ０９５７ ０９５８ ０９２２ ０９５３ ０９５６ ０９３５ ０９６５
Ｓ５ １０００ ０９７８ ０９５５ ０９５７ １０００ １０００ ０９９２ １０００ １０００ ０９９６ ０９９９
Ｓ６ １０００ ０９７７ ０９５６ ０９５８ １０００ １０００ ０９９１ １０００ １０００ ０９９６ ０９９９
Ｓ７ ０９９３ ０９９６ ０９２０ ０９２２ ０９９２ ０９９１ １０００ ０９９４ ０９９２ ０９９９ ０９９０
Ｓ８ １０００ ０９８１ ０９５１ ０９５３ １０００ １０００ ０９９４ １０００ １０００ ０９９８ ０９９９
Ｓ９ １０００ ０９７８ ０９５５ ０９５６ １０００ １０００ ０９９２ １０００ １０００ ０９９７ ０９９９
Ｓ１０ ０９９７ ０９９２ ０９３４ ０９３５ ０９９６ ０９９６ ０９９９ ０９９８ ０９９７ １０００ ０９９５

对照指纹图谱 ０９９９ ０９７６ ０９６４ ０９６５ ０９９９ ０９９９ ０９９０ ０９９９ ０９９９ ０９９５ １０００

　　注：Ｓ１～Ｓ１０为１０批龟甲样品的ＨＰＬＣ图谱

表４　龟甲及其混伪品的相似度值

样品名 巴西龟１号巴西龟２号黄喉拟水龟安布闭壳龟 缅甸陆龟 锯缘摄龟 鳄龟 中华花龟 地龟 鹰龟 齿缘摄龟

上甲 ０７１３ ０８５８ ０７５４ ０８１３ ０６４３ ０５７４ ０８４４ ０６５６ ０３７４ ０５３２ ０４９９
下甲 ０７９９ ０８７３ ０５３３ ０６８３ ０３２１ ０３４１ ０７４１ ０７８２ ０９０６ ０９３５ ０７３３
平均值 ０７５６０ ０８６５５ ０６４３５ ０７４８０ ０４８２０ ０４５７０ ０７９２５ ０７１９０ ０６４０ ０７３３５ ０６１６０

图２　１０批龟甲样品与对照指纹图谱的叠加图
　　注：Ｓ１～Ｓ１０为１０批龟甲样品的ＨＰＬＣ图谱；Ｓ１１为对照指纹图谱

３　讨论
龟甲药材中主要有效成分为蛋白质，通过蛋白

质水解、ＡＱＣ试剂衍生化的方法对检测氨基酸的种
类和含量有较好的效果。然而，图谱中羟脯氨酸与

衍生化副产物的出峰时间较接近，且色谱峰保留时

间对图谱相似度有较大影响，因此，在色谱柱分离效

果和仪器灵敏度良好的情况下，需严格控制流动相

Ａ稀释液的比例，而本实验采用的是１∶１０的稀释比
例。通过笔者市场走访发现，龟甲混伪品众多，而未

鉴别出的地龟下甲、鹰龟下甲在性状上与正品龟甲

差异较大，且目前养殖量和野生量均较少，因此对正

品龟甲的鉴别影响较小。故根据龟甲对照指纹图谱

及其混伪品的相似度值，可以用于鉴别正伪品龟甲，

为扩大龟甲药源提供参考。

目前，在龟甲的药效成分尚未完全阐明的情况

下，利用龟甲指纹图谱作为质量控制指标或龟甲中

多种氨基酸的含量范围为指标，并结合化学模式识

别如主成分分析、聚类分析以及人工神经网络等，整

个评价研究将是一种更有效的质量控制方法。
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