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基于多元统计分析的沪地龙基原间水溶性蛋白差异研究

李雷１，２，史建伍３，刘兰玉４，李奇璋５，吴宇１，于海征１，张汉明１，李耀昕１，张磊１
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摘要　目的：对沪地龙３个基原间水溶性蛋白含量和种类的差异进行评价研究，为沪地龙的鉴定和质量评
价提供参考。方法：测定沪地龙水溶性蛋白含量，应用非参数检验方法比较基原间含量差异；使用 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ方法建立沪地龙水溶性蛋白指纹图谱，依据条带相对分子质量构建“条带矩阵”，应用聚类分析、正交
偏最小二乘判别分析对３个基原间蛋白种类差异进行比较分析。结果：通俗环毛蚓、威廉环毛蚓水溶性蛋
白含量无统计学差异，但二者均与栉盲环毛蚓存在显著性差异（Ｐ＜００１），栉盲环毛蚓水溶性蛋白含量高
于二者。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ蛋白电泳显示沪地龙３个基原在相对分子质量１０×１０３～２５０×１０３间蛋白谱带在相
对分子质量和数量间存在差异；聚类分析、正交偏最小二乘判别分析结果表明，沪地龙各基原能明显区分，

共有１３个差异性蛋白成分，根据 ＶＩＰ大小差异相对分子质量依次为１３３７×１０３、１０４×１０３、６６９×１０３、
５１９×１０３、１３４×１０３、７×１０３、２９４×１０３、１４６×１０３、６２２×１０３、８１１×１０３、８９２×１０３、７７×１０３、
１０１７×１０３。结论：沪地龙基原间水溶性蛋白成分存在差异，通俗环毛蚓和威廉环毛蚓在蛋白含量和种类
方面相似度高。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ方法可为沪地龙鉴定和质量评价提供参考。
关键词：沪地龙；十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳法；蛋白质；基原鉴定；质量评价
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ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆｔｈｅｂａｎｄｓＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎｄｓａｍｏｎｇｔｈｅ３ｏｒｉｇｉｎｓｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄａｎｄ
ａｎａｌｙｚｅｄｂｙＣＡａｎｄＯＰＬＳ－ＤＡＲｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅａｑｕｅｏｕｓｅｘｔｒａｃｔ
ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＰ．ｖｕｌｇａｒｉｓａｎｄＰ．ｇｕｉｌｌｅｌｍｉ，ｂｕｔｂｏｔｈｏｆｔｈｅｍｄｉｆｆｅｒｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｆｒｏｍｔｈａｔｏｆ
Ｐ．ｐｅｃｔｉｎｉｆｅｒａ（Ｐ＜００１）．ＡｑｕｅｏｕｓｅｘｔｒａｃｔｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｆｒｏｍＰ．ｐｅｃｔｉｎｉｆｅｒａｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｆｒｏｍＰ．ｖｕｌｇａｒｉｓ
ｏｒＰ．ｇｕｉｌｌｅｌｍｉＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＳＤＳ－ＰＡＧＥｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗｅｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｅｓａｎｄｑｕａｎ
ｔｉｔｉｅｓｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｂａｎｄｓｏｆｔｈｅ３ｏｒｉｇｉｎｓｗｉｔｈｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｅｓｒａｎｇｉｎｇｆｒｏｍ１０×１０３ｔｏ２５０×１０３Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅＣＡａｎｄＯＰＬＳ－ＤＡｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｅａｃｈｏｆｔｈｅｏｒｉｇｉｎｏｆＨｕｄｉｌｏｎｇｃｏｕｌｄｂｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄＴｈｅｄｉｆｆｅｒ
ｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｅｓｗｅｒｅ１３３７×１０３，１０４×１０３，６６９×１０３，５１９×１０３，
１３４×１０３，７×１０３，２９４×１０３，１４６×１０３，６２２×１０３，８１１×１０３，８９２×１０３，７７×１０３，ａｎｄ１０１７×
１０３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｒｅａｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅａｑｕｅｏｕｓｅｘｔｒａｃｔｐｒｏｔｅｉｎａｍｏｎｇ３ｏｒｉｇｉｎｓｏｆＨｕｄｉｌｏｎｇ
ＴｈｅＰ．ｖｕｌｇａｒｉｓａｎｄＰ．ｇｕｉｌｌｅｌｍｉｈａｖｅｈｉｇｈｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｉｎｔｈｅａｑｕｅｏｕｓｅｘｔｒａｃｔｐｒｏｔｅｉｎｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｃｏｎｔｅｎｔａｎｄ
ｋｉｎｄｓＳＤＳ－ＰＡＧＥｔｅｃｈｎｉｑｕｅｃｏｕｌｄｂｅｕｓｅｄｔｏｐｒｏｖｉｄｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｑｕａｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｈｕｄｉｌｏｎｇ；ＳＤＳ－ＰＡＧＥ；ｐｒｏｔｅｉｎ；ｏｒｉｇｉｎｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ｑｕａｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

　　地龙为钜蚓科动物参环毛蚓 Ｐｈｅｒｅｔｉｍａａｓｐｅｒｇｉｌ
ｌｕｍ（ＥＰｅｒｒｉｅｒ）、通俗环毛蚓 Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓＣｈｅｎ、威廉
环毛蚓 Ｐ．ｇｕｉｌｌｅｌｍｉ（Ｍｉｃｈａｅｌｓｅｎ）或栉盲环毛蚓
Ｐ．ｐｅｃｔｉｎｉｆｅｒａＭｉｃｈａｅｌｓｅｎ的干燥体，前一种习称广地
龙，后三者习称沪地龙［１］。地龙的蛋白类成分占干

重的５０％以上，所含种类丰富如抗微生物蛋白、钙调
素结合蛋白、脂类蛋白、蚓激酶、纤溶酶、胶原酶、抗

菌肽等，具有抗脑卒中、抗凝血、抗纤维化、抗菌等药

理活性［２］。蛋白质作为动物重要的初生代谢产物之

一，在生长、发育、代谢、能量转换、信号传导等过程

中发挥关键作用，也具有重要的药理活性，如角蛋

白［３］、水蛭蛋白［４］等。对地龙蛋白的研究多见于蛋

白组分和特征多肽的研究［５－６］，而对于地龙药材基原

间蛋白差异研究报道较少［７］。沪地龙３个基原在生
存环境、分布地域较为相近，其药材相似度高，传统

鉴定方法难以区分［８］，在临床与研究不作基原区分

的现象时有发生［９－１０］，而且混用不利于质量稳

定［１１］。蛋白质大分子在物种体内具有稳定的含量和

物种特异性，其差异在一定程度上能反映样品基原

间、地域性、不同部位和加工方法的差异。

十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍ
ｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ－ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）是常用的蛋白质研究方法，将样品进
行适当处理后，在适宜的电泳条件下对样品进行分

析，结果以样品蛋白条带位置与标准相对分子质量

蛋白位置进行比较，还可根据蛋白条带颜色深浅和

条带宽度定量比较蛋白含量差异［３］。可用于中药

的真伪鉴别［１２－１３］、特征蛋白研究［１４］、炮制前后蛋白

变化［１５］、不同产地蛋白差异［１６－１７］等方面。本研究

首先对沪地龙３个基原样品的水溶性蛋白含量进
行测定，并对基原间含量差异进行比较；再应用

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ方法获得沪地龙样品水溶性蛋白图
谱，通过建立条带矩阵并应用聚类分析和正交偏最

小二乘判别分析对沪地龙３个基原进行蛋白差异
分析。

１　仪器与试剂
１１　仪器　３０２０型酶标仪（赛默飞公司）；ＤＹＹ－
６Ｃ型电泳仪电源，ＤＹＣＺ－２８Ｃ型电泳槽（北京六一
仪器厂）；ＣｈｅｍｉＳｃｏｐｅ６１００型化学发光成像系统（上
海勤翔公司）；ＭＥ２０４Ｅ／０２型万分之一电子分析天平
（上海梅特勒－托利多公司）；ＺＣ－１００Ｓ型超声波清
洗机（常州恩培公司）；ＨＨ－６型数显恒温水浴锅
（上海邦西公司）。

１２　试剂　ＢＣＡ蛋白测定试剂盒，南京碧云天公司；
１５％Ｐｒｅｃａｓｔ－ＧＬｇｅｌＴｒｉｓ－Ｇｌｙｃｉｎｅ电泳预制胶１５孔，１０
×Ｔｒｉｓ－Ｇｌｙｃｉｎｅ电泳缓冲液，双色１０×１０３～２５０×１０３

ＤａＴｕｒｅＣｏｌｏｒ预染蛋白Ｍａｒｋｅｒ，考马斯亮蓝Ｒ－２５０，乙
酸，十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ），β－巯基乙醇，三羟甲基氨
基甲烷（Ｔｒｉｓ），均购自上海生工生物有限公司。
１３　样品　本实验所用沪地龙样品共计４０批次，其
中通俗环毛蚓１６批次，威廉环毛蚓１２批次，栉盲环
毛蚓１２批次。样品经海军军医大学张汉明教授鉴
定，药材来源见表１。
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表１　沪地龙药材种类及来源
Ｔａｂ１　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＨｕｄｉｌｏｎｇｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｉｇｉｎｓ

样品（ｓａｍｐｌｅ）　　　　 收集地点（ｓｏｕｒｃｅ）　　　　　　 批号（ｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒ）　　

通俗环毛蚓（Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓ） 安徽省灵璧县（ＬｉｎｇｂｉＣｏｕｎｔｙ，ＡｎｈｕｉＰｒｏｖｉｎｃｅ） ＭＶ－ＡＨＬＢ

通俗环毛蚓（Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓ） 安徽省亳州市（ＢｏｚｈｏｕＣｉｔｙ，ＡｎｈｕｉＰｒｏｖｉｎｃｅ） ＭＶ－ＡＨＢＺ

通俗环毛蚓（Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓ） 河北美康药业（ＨｅｂｅｉＭｅｉｋａｎｇＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ） ＭＶ－ＨＢＭＫ

通俗环毛蚓（Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓ） 上海虹桥药业（ＳｈａｎｇｈａｉＨｏｎｇｑｉａｏＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ） ＭＶ－ＨＱＹＹ－１

通俗环毛蚓（Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓ） 上海虹桥药业（ＳｈａｎｇｈａｉＨｏｎｇｑｉａｏＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ） ＭＶ－ＨＱＹＹ－２

通俗环毛蚓（Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓ） 上海虹桥药业（ＳｈａｎｇｈａｉＨｏｎｇｑｉａｏＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ） ＭＶ－ＨＱＹＹ－３

通俗环毛蚓（Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓ） 江苏省淮安市（ＨｕａｉａｎＣｉｔｙ，ＪｉａｎｇｓｕＰｒｏｖｉｎｃｅ） ＭＶ－ＪＳＨＡ

通俗环毛蚓（Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓ） 江苏省如东市（ＲｕｄｏｎｇＣｉｔｙ，ＪｉａｎｇｓｕＰｒｏｖｉｎｃｅ） ＭＶ－ＪＳＲＤ

通俗环毛蚓（Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓ） 江苏省徐州市（ＸｕｚｈｏｕＣｉｔｙ，ＪｉａｎｇｓｕＰｒｏｖｉｎｃｅ） ＭＶ－ＪＳＸＺ

通俗环毛蚓（Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓ） 江苏省镇江市（ＺｈｅｎｊｉａｎｇＣｉｔｙ，ＪｉａｎｇｓｕＰｒｏｖｉｎｃｅ） ＭＶ－ＪＳＺＪ

通俗环毛蚓（Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓ） 上海康桥药业（ＳｈａｎｇｈａｉＫａｎｇｑｉａｏＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ） ＭＶ－ＫＱＹＹ－１

通俗环毛蚓（Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓ） 上海康桥药业（ＳｈａｎｇｈａｉＫａｎｇｑｉａｏＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ） ＭＶ－ＫＱＹＹ－２

通俗环毛蚓（Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓ） 上海雷允上药业（ＳｈａｎｇｈａｉＬｅｉｙｕｎｓｈａｎｇＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ） ＭＶ－ＬＹＳＹＹ

通俗环毛蚓（Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓ） 上海市浦东区（ＰｕｄｏｎｇＤｉｒｅｃｔ，ＳｈａｎｇｈａｉＣｉｔｙ） ＭＶ－ＳＨＰＤ

通俗环毛蚓（Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓ） 上海市崇明区（ＣｈｏｎｇｍｉｎｇＤｉｒｅｃｔ，ＳｈａｎｇｈａｉＣｉｔｙ） ＭＶ－ＳＨＣＭ

通俗环毛蚓（Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓ） 上海市横沙岛（ＨｅｎｇｓｈａＩｓｌａｎｄ，ＳｈａｎｇｈａｉＣｉｔｙ） ＭＶ－ＳＨＨＳＤ

威廉环毛蚓（Ｐ．ｇｕｉｌｌｅｌｍｉ） 河南省沈丘市（ＳｈｅｎｑｉｕＣｉｔｙ，ＨｅｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ） ＭＧ－ＨＮＳＱＦＪＺ

威廉环毛蚓（Ｐ．ｇｕｉｌｌｅｌｍｉ） 安徽省灵璧县（ＬｉｎｇｂｉＣｏｕｎｔｙ，ＡｎｈｕｉＰｒｏｖｉｎｃｅ） ＭＧ－ＡＨＬＢ

威廉环毛蚓（Ｐ．ｇｕｉｌｌｅｌｍｉ） 安徽省亳州市（ＢｏｚｈｏｕＣｉｔｙ，ＡｎｈｕｉＰｒｏｖｉｎｃｅ） ＭＧ－ＡＨＢＺ－１

威廉环毛蚓（Ｐ．ｇｕｉｌｌｅｌｍｉ） 安徽省亳州市（ＢｏｚｈｏｕＣｉｔｙ，ＡｎｈｕｉＰｒｏｖｉｎｃｅ） ＭＧ－ＡＨＢＺ－２

威廉环毛蚓（Ｐ．ｇｕｉｌｌｅｌｍｉ） 上海虹桥药业（ＳｈａｎｇｈａｉＨｏｎｇｑｉａｏＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ） ＭＧ－ＨＱＹＹ－１

威廉环毛蚓（Ｐ．ｇｕｉｌｌｅｌｍｉ） 上海虹桥药业（ＳｈａｎｇｈａｉＨｏｎｇｑｉａｏＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ） ＭＧ－ＨＱＹＹ－２

威廉环毛蚓（Ｐ．ｇｕｉｌｌｅｌｍｉ） 上海虹桥药业（ＳｈａｎｇｈａｉＨｏｎｇｑｉａｏＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ） ＭＧ－ＨＱＹＹ－３

威廉环毛蚓（Ｐ．ｇｕｉｌｌｅｌｍｉ） 江苏省镇江市（ＺｈｅｎｊｉａｎｇＣｉｔｙ，ＪｉａｎｇｓｕＰｒｏｖｉｎｃｅ） ＭＧ－ＪＳＺＪ

威廉环毛蚓（Ｐ．ｇｕｉｌｌｅｌｍｉ） 上海康桥药业（ＳｈａｎｇｈａｉＫａｎｇｑｉａｏＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ） ＭＧ－ＫＱＹＹ－１

威廉环毛蚓（Ｐ．ｇｕｉｌｌｅｌｍｉ） 上海康桥药业（ＳｈａｎｇｈａｉＫａｎｇｑｉａｏＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ） ＭＧ－ＫＱＹＹ－２

威廉环毛蚓（Ｐ．ｇｕｉｌｌｅｌｍｉ） 上海康桥药业（ＳｈａｎｇｈａｉＫａｎｇｑｉａｏＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ） ＭＧ－ＫＱＹＹ－３

威廉环毛蚓（Ｐ．ｇｕｉｌｌｅｌｍｉ） 上海市横沙岛（ＨｅｎｇｓｈａＩｓｌａｎｄ，ＳｈａｎｇｈａｉＣｉｔｙ） ＭＧ－ＳＨＨＳＤ

栉盲环毛蚓（Ｐ．ｐｅｃｔｉｎｉｆｅｒａ） 上海市奉贤区（ＦｅｎｇｘｉａｎＤｉｒｅｃｔ，ＳｈａｎｇｈａｉＣｉｔｙ） ＡＰ－ＳＨＦＸ－１

栉盲环毛蚓（Ｐ．ｐｅｃｔｉｎｉｆｅｒａ） 上海市浦东区（ＰｕｄｏｎｇＤｉｒｅｃｔ，ＳｈａｎｇｈａｉＣｉｔｙ） ＡＰ－ＳＨＰＤ－１

栉盲环毛蚓（Ｐ．ｐｅｃｔｉｎｉｆｅｒａ） 上海益大本草园（ＳｈａｎｇｈａｉＹｉｄａＨｅｒｂａｌＧａｒｄｅｎ） ＡＰ－ＹＤＢＣＹ－１

栉盲环毛蚓（Ｐ．ｐｅｃｔｉｎｉｆｅｒａ） 上海市奉贤区（ＦｅｎｇｘｉａｎＤｉｒｅｃｔ，ＳｈａｎｇｈａｉＣｉｔｙ） ＡＰ－ＳＨＦＸ－２

栉盲环毛蚓（Ｐ．ｐｅｃｔｉｎｉｆｅｒａ） 上海市奉贤区（ＦｅｎｇｘｉａｎＤｉｒｅｃｔ，ＳｈａｎｇｈａｉＣｉｔｙ） ＡＰ－ＳＨＦＸ－３

栉盲环毛蚓（Ｐ．ｐｅｃｔｉｎｉｆｅｒａ） 上海市奉贤区（ＦｅｎｇｘｉａｎＤｉｒｅｃｔ，ＳｈａｎｇｈａｉＣｉｔｙ） ＡＰ－ＳＨＦＸ－４

栉盲环毛蚓（Ｐ．ｐｅｃｔｉｎｉｆｅｒａ） 上海市浦东区（ＰｕｄｏｎｇＤｉｒｅｃｔ，ＳｈａｎｇｈａｉＣｉｔｙ） ＡＰ－ＳＨＰＤ－２

栉盲环毛蚓（Ｐ．ｐｅｃｔｉｎｉｆｅｒａ） 浙江省天目山（ＴｉａｎｍｕＭｏｕｎｔａｉｎ，ＺｈｅｊｉａｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ） ＡＰ－ＺＪＴＭＳ

栉盲环毛蚓（Ｐ．ｐｅｃｔｉｎｉｆｅｒａ） 上海市奉贤区（ＦｅｎｇｘｉａｎＤｉｒｅｃｔ，ＳｈａｎｇｈａｉＣｉｔｙ） ＡＰ－ＳＨＦＸ－５

栉盲环毛蚓（Ｐ．ｐｅｃｔｉｎｉｆｅｒａ） 上海益大本草园（ＳｈａｎｇｈａｉＹｉｄａＨｅｒｂａｌＧａｒｄｅｎ） ＡＰ－ＹＤＢＣＹ－２

栉盲环毛蚓（Ｐ．ｐｅｃｔｉｎｉｆｅｒａ） 上海市浦东区（ＰｕｄｏｎｇＤｉｒｅｃｔ，ＳｈａｎｇｈａｉＣｉｔｙ） ＡＰ－ＳＨＰＤ－３

栉盲环毛蚓（Ｐ．ｐｅｃｔｉｎｉｆｅｒａ） 上海康桥药业（ＳｈａｎｇｈａｉＫａｎｇｑｉａｏＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ） ＡＰ－ＫＱＹＹ
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２　方法与结果
２１　供试品溶液的制备　药材粉碎至粗粉，取
１０ｇ，精密称定，加入０９％氯化钠溶液３０ｍＬ浸泡
３０ｍｉｎ，超声（３００Ｗ，４０ｋＨｚ）提取３０ｍｉｎ，温度控制
在 ５０℃以下，提取液 ８层纱布滤过，取续滤液经
３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，取上清液，即得。
２２　试剂溶液的制备　５×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ：１ｍｏｌ·
Ｌ－１Ｔｒｉｓ－ＨＣＬ（ｐＨ６８）０６ｍＬ，５０％甘油２５ｍＬ，
１０％ＳＤＳ２ｍＬ，β－巯基乙醇 ０５ｍＬ，１％溴酚蓝
１ｍＬ，加水定容至１０ｍＬ。

脱色液：９５％乙醇５００ｍＬ，冰乙酸１６０ｍＬ，加水
定容至２０００ｍＬ。

染色液：考马斯亮蓝Ｒ－２５００６０ｇ，加脱色液定
容至５００ｍＬ。

２３　线性关系　将ＢＣＡ蛋白测定试剂盒（碧云天）
中标准蛋白液用水进行梯度稀释，以蛋白浓度

（Ｘ，μｇ·ｍＬ－１）为横坐标，以吸收度 Ｙ为纵坐标，得
线性回归方程：

Ｙ＝００００９Ｘ＋０１５１９　ｒ＝０９９８９
蛋白浓度在０～５００μｇ·ｍＬ－１与吸光度呈良好

的线性关系。

２４　含量测定　先对样品进行蛋白浓度预测定，再根
据结果将样品浓度调整到０～５００μｇ·ｍＬ－１范围内。
１６批通俗环毛蚓蛋白含量为４４１９～１０６０８ｍｇ·ｇ－１，
平均含量为６８５４ｍｇ·ｇ－１；１２批威廉环毛蚓蛋白含
量为４０８１～９６５０ｍｇ·ｇ－１，平均含量为５９０８ｍｇ·
ｇ－１；１２批栉盲环毛蚓蛋白含量为３８４３～１４７０４ｍｇ·
ｇ－１，平均含量为９９４３ｍｇ·ｇ－１，见表２。

表２　沪地龙水溶性蛋白含量测定结果
Ｔａｂ２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｏｆａｑｕｅｏｕｓｅｘｔｒａｃｔｆｒｏｍＨｕｄｉｌｏｎｇｓａｍｐｌｅｓ

序号

（Ｎｏ．）

批号　

（ｂａｔｃｈ）　

含量

（ｃｏｎｔｅｎｔ）／（ｍｇ·ｇ－１）

序号

（Ｎｏ．）

批号　　

（ｂａｔｃｈ）　　

含量

（ｃｏｎｔｅｎｔ）／（ｍｇ·ｇ－１）

１ ＭＶ－ＪＳＸＺ ７００７ ２１ ＭＧ－ＪＳＺＪ ５７０９

２ ＭＶ－ＪＳＲＤ ４４１９ ２２ ＭＧ－ＨＱＹＹ－３ ５４４２

３ ＭＶ－ＪＳＨＡ ７２２７ ２３ ＭＧ－ＫＱＹＹ－１ ６６１５

４ ＭＶ－ＫＱＹＹ－１ ５０８８ ２４ ＭＧ－ＫＱＹＹ－２ ４８９４

５ ＭＶ－ＳＨＰＤ １０６０８ ２５ ＭＧ－ＫＱＹＹ－３ ６７７０

６ ＭＶ－ＳＨＣＭ ７６２１ ２６ ＭＧ－ＡＨＢＺ－２ ４９１９

７ ＭＶ－ＡＨＢＺ ４６６１ ２７ ＭＧ－ＨＮＳＱＦＪＺ ９６５０

８ ＭＶ－ＬＹＳＹＹ ５０６９ ２８ ＭＧ－ＡＨＬＢ ７７６１

９ ＭＶ－ＨＱＹＹ－１ ５２６６ ２９ ＡＰ－ＳＨＫＱＹＹ ３８４３

１０ ＭＶ－ＳＨＨＳＤ ８０９８ ３０ ＡＰ－ＹＤＢＣＹ－１ ４７５７

１１ ＭＶ－ＨＱＹＹ－２ ５７７８ ３１ ＡＰ－ＳＨＰＤ－１ ６１８９

１２ ＭＶ－ＪＳＸＺ ９２４０ ３２ ＡＰ－ＳＨＦＸ－１ １２９７８

１３ ＭＶ－ＨＢＭＫ ６７９８ ３３ ＡＰ－ＳＨＰＤ－２ １３１５６

１４ ＭＶ－ＡＨＬＢ １０３５９ ３４ ＡＰ－ＳＨＦＸ－２ １１８９０

１５ ＭＶ－ＨＱＹＹ－３ ５９１２ ３５ ＡＰ－ＳＨＰＤ－３ １２４０４

１６ ＭＶ－ＫＱＹＹ－２ ６５１６ ３６ ＡＰ－ＳＨＦＸ－３ １４７０４

１７ ＭＧ－ＨＱＹＹ－１ ４０８１ ３７ ＡＰ－ＺＪＴＭＳ ８６９７

１８ ＭＧ－ＳＨＨＳＤ ５２４０ ３８ ＡＰ－ＹＤＢＣＹ－２ ６４５５

１９ ＭＧ－ＡＨＢＺ－１ ４２９７ ３９ ＡＰ－ＳＨＦＸ－４ １１３３７

２０ ＭＧ－ＨＱＹＹ－２ ５５２２ ４０ ＡＰ－ＳＨＦＸ－５ １２９０９

２５　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结果　根据“２４”项检测结果将
样品蛋白浓度稀释到 １μｇ·μＬ－１，取待测样品
４００μＬ，５×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ１００μＬ置于１５ｍＬ离心
管中，混匀后 １００℃ 水浴 ５ｍｉｎ，放置室温后
５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心３ｍｉｎ。取上清液２０μＬ、ｍａｒｋｅｒ

５μＬ进行凝胶电泳。电泳条件采用恒压模式１８０Ｖ，
待指示剂距玻璃板下缘约１ｃｍ时停止电泳，取出电
泳胶。采用考马斯亮蓝染色法进行染色，经脱色后

得蛋白电泳胶片，使用勤翔 ＣｈｅｍｉＳｃｏｐｅ６１００凝胶成
像系统拍照。对电泳图谱以从上至下顺序进行条带
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计数。结果通俗环毛蚓最多可得到１８条条带（图１，
１－Ｂ），威廉环毛蚓最多可得 １６条条带（图 １，２－
Ｂ），栉盲环毛蚓最多可得１８条条带（图１，３－Ｂ）。

以各图谱的 Ｍａｒｋｅｒ比移值（Ｒｆ）为横坐标，相对
分子质量的对数（ｌｇＭ）为纵坐标建立标准曲线，得
１－Ａ标准曲线方程、２－Ａ标准曲线方程和３－Ａ标
准曲线方程：

ｌｇＭ＝－１８９９８Ｒｆ＋２４６６２　ｒ＝０９７１４
ｌｇＭ＝－１６９５０Ｒｆ＋２３４０４　ｒ＝０９６６９
ｌｇＭ＝－１８２９５Ｒｆ＋２４４７４　ｒ＝０９６３４

将蛋白条带比移值代入标准曲线方程，得到其

相对分子质量。以蛋白谱带相对分子质量为参考，

按从大到小的顺序排列，样品含有该条带记为“１”，
不含有该条带记为“０”，建立条带矩阵（表３）。

１．１～１４．通俗环毛蚓样品（Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓｓａｍｐｌｅｓ）　Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ

２．１～１２．威廉环毛蚓（Ｐ．ｇｕｉｌｌｅｌｍｉｓａｍｐｌｅｓ）　Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ　１４～１５．通俗环毛蚓样品（Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓｓａｍｐｌｅｓ）

３．１～１２．栉盲环毛蚓（Ｐ．ｐｅｃｔｉｎｉｆｅｒａｓａｍｐｌｅｓ）　Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ

图１　沪地龙水溶性蛋白ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳图（Ａ）和电泳条带计数图（Ｂ）

Ｆｉｇ１　ＳＤＳ－ＰＡＧＥｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍａｐ（Ａ）ａｎｄｔｈｅｂａｎｄｓｃｏｕｎｔｉｎｇｐｌｏｔ（Ｂ）ｏｆａｑｕｅｏｕｓｅｘｔｒａｃｔｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＨｕｄｉｌｏｎｇ
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表３　沪地龙水溶性蛋白条带数据矩阵
Ｔａｂ３　ＢａｎｄｍａｔｒｉｘｏｆａｑｕｅｏｕｓｅｘｔｒａｃｔｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍＨｕｄｉｌｏｎｇｓａｍｐｌｅｓ

批号

（ｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒ）

Ｍｒ（×１０３）

１３３７ １２３５ １０１７ ８９ ８１ ６７ ６２ ５９ ５３ ５２ ４６ ３５ ２９ ２７ ２４ ２２ １６ １５ １３ １２ １２ １０ ８８７７ ７

ＭＶ－ＪＳＸＺ ０ ｌ ｌ ｌ ０ ｌ ０ ｌ ｌ ０ ｌ ｌ ０ ｌ ｌ ｌ ０ ０ １ ｌ ０ ０ ｌ ｌ ０

ＭＶ－ＪＳＲＤ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ｌ ０ １ ０ ０ ０ ｌ ｌ ０ ０ ｌ ｌ ０ ０ ｌ １ ０

ＭＶ－ＪＳＨＡ ０ １ １ １ ０ ０ ０ １ １ ０ １ １ ０ １ ｌ １ ０ ０ １ １ ０ ０ １ １ ０

ＭＶ－ＫＱＹＹ－１ ０ １ １ ０ ０ ０ ０ ｌ ｌ ０ １ ｌ ０ １ １ １ ０ ０ １ １ ０ ０ ｌ １ ０

ＭＶ－ＳＨＰＤ ０ １ １ ０ ０ １ ０ １ １ ０ １ １ ０ １ １ １ １ ０ １ １ ０ ０ １ １ ０

ＭＶ－ＳＨＣＭ ０ １ １ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ １ １ ０ １ １ １ ０

ＭＶ－ＡＨＢＺ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ １ １ ０ １ １ １ ０

ＭＶ－ＬＹＳＹＹ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ １ ０ ０ １ １ ０ ０ １ １ ０

ＭＶ－ＨＱＹＹ－１ ０ １ ０ １ ０ ０ ０ １ １ ０ １ １ ０ ０ １ １ ０ ０ １ １ ０ ０ １ １ ０

ＭＶ－ＳＨＨＳＤ ０ １ １ １ ０ １ ０ １ １ ０ １ １ ０ １ １ １ ０ ０ １ １ ０ ０ １ １ ０

ＭＶ－ＨＱＹＹ－２ ０ １ ０ ０ ０ １ ０ ０ １ ０ １ １ ０ １ １ １ ０ ０ １ １ ０ ０ １ １ ０

ＭＶ－ＪＳＸＺ ０ １ ０ １ ０ ｌ ０ １ ｌ ０ １ ｌ ０ １ １ １ ０ ０ ｌ １ ０ ０ １ １ ０

ＭＶ－ＨＢＭＫ ０ １ １ １ ０ ｌ ０ １ １ ０ １ １ ０ １ １ １ １ ０ １ １ ０ ０ １ １ ０

ＭＶ－ＡＨＬＢ ０ １ １ ０ ０ ｌ ０ １ １ ０ １ １ ０ １ ０ １ １ ０ １ １ ０ ０ １ １ ０

ＭＶ－ＨＱＹＹ－３ ０ ０ ０ １ ０ ｌ ０ １ １ ０ １ １ ０ １ ０ ０ １ ０ １ １ ０ １ ０ ０ ０

ＭＶ－ＫＱＹＹ－２ ０ ０ ０ １ ０ １ ０ ｌ ｌ ０ １ ｌ ０ １ ０ ０ １ ０ ｌ １ ０ １ ０ ０ ０

ＭＧ－ＨＱＹＹ－１ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ １ １ ０ １ １ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ ０

ＭＧ－ＳＨＨＳＤ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ １ ０ ０ １ １ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ ０

ＭＧ－ＡＨＢＺ－１ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ ０

ＭＧ－ＨＱＹＹ－２ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ １ １ ０ １ ０ １ １ １ １ １ １ ０

ＭＧ－ＪＳＺＪ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ １ １ ０ １ １ １ １ ０ １ １ ０ １ １ １ ０

ＭＧ－ＨＱＹＹ－３ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ １ １ ０ １ １ １ ０

ＭＧ－ＫＱＹＹ－１ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ １ １ ０ １ １ １ １ ０ １ １ ０ １ １ １ ０

ＭＧ－ＫＱＹＹ－２ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ １ ０ １ １ １ １ ０ １ １ ０ １ １ １ ０

ＭＧ－ＫＱＹＹ－３ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ １ ０ １ １ １ １ ０ １ １ ０ １ １ １ ０

ＭＧ－ＡＨＢＺ－２ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ １ ０ １ １ ０ ０ ０ １ １ ０ １ １ １ ０

ＭＧ－ＨＮＳＱＦＪＺ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ １ １ ０ ０ ０ １ １ ０ １ １ １ ０

ＭＧ－Ａ．ＨＬＢ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ １ ０ ０ １ １ ０ ０ ０ １ １ ０ １ １ １ ０

ＡＰ－ＳＨＫＱＹＹ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ １ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ １ ０ １

ＡＰ－ＹＤＢＣＹ－１ ０ １ １ １ ０ ０ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ ０ ０ １ ０ １ ０ １ １ ０ １

ＡＰ－ＳＨＰＤ－１ ０ １ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ １ １ １ １ １ １ ０ １ １ ０ １ ０ １ １ ０ １

ＡＰ－ＳＨＦＸ－１ ０ １ １ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ １ １ １ ０ ０ １ ０ １ ０ １ １ ０ １

ＡＰ－ＳＨＰＤ－２ ０ １ １ １ １ ０ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ ０ ０ １ ０ １ ０ １ １ ０ １

ＡＰ－ＳＨＦＸ－２ ０ １ １ １ １ ０ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ ０ ０ １ ０ １ ０ １ １ ０ １

ＡＰ－ＳＨＰＤ－３ ０ １ １ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ １ １ １ ０ ０ １ ０ １ ０ １ １ ０ １

ＡＰ－ＳＨＦＸ－３ ０ １ １ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ １ １ １ ０ ０ １ ０ １ ０ １ １ ０ １

ＡＰ－ＺＪＴＭＳ ０ １ １ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ １ １ １ ０ ０ １ ０ １ ０ １ １ ０ １

ＡＰ－ＹＤＢＣＹ－２ ０ １ １ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ １ １ １ ０ ０ １ ０ １ ０ １ １ ０ １

ＡＰ－ＳＨＦＸ－４ ０ １ １ １ １ ０ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ ０ ０ １ ０ １ ０ １ １ ０ １

ＡＰ－ＳＨＦＸ－５ ０ １ １ １ １ ０ １ １ ０ １ １ １ １ １ １ ０ ０ １ ０ １ ０ １ １ ０ １

３　结果分析
３１　基原间蛋白含量差异分析　应用ＳＰＳＳ２６０对
结果进行了方差齐性检验和正态分布检验，结果显

著性均＜００５，即不满足 ＡＮＯＶＡ分析条件，因此选
择非参数独立样本检验方法。应用 ＯｒｉｇｉｎａｌＰｒｏ
（２０２４版）得到非参数独立样本克鲁斯卡尔－沃利斯
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检验（Ｋ－Ｗ）检验结果 Ｐ＝００２１＜００５，表明３个
基原间存在差异，应用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法进行两两比较，
结果通俗环毛蚓与栉盲环毛蚓间，威廉环毛蚓与栉

盲环毛蚓间Ｐ均 ＜００１，即通俗环毛蚓与威廉环毛
蚓间水溶性蛋白含量差异无统计学意义，通俗环毛

蚓、威廉环毛蚓与栉盲环毛蚓间水溶性蛋白含量均

存在显著性差异（图２）。

ＭＶ．通俗环毛蚓（Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓ）　ＭＧ．威廉环毛蚓（Ｐ．ｇｕｉｌｌｅｌｍｉ）　ＡＰ．

栉盲环毛蚓（Ｐ．ｐｅｃｔｉｎｉｆｅｒａ）

图２　沪地龙基原间蛋白含量比较分析

Ｆｉｇ２　ＴｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔａｍｏｎｇＨｕｄｉｌｏｎｇｏｒｉｇｉｎｓ

３２　条带矩阵聚类分析　应用 ＮＴＳＹＳｐｃ２１０ｅ软件
对所得“条带矩阵”数据进行聚类分析。沪地龙３个
基原中栉盲环毛蚓单独聚为１支，通俗环毛蚓和威
廉环毛蚓聚为１支，而后二者又各单独聚为１支（除
样品ＭＶ－ＨＱＹＹ－３和 ＭＶ－ＫＱＹＹ－２），从整体上
看，３个基原的蛋白谱带具有种内相似性和种间差异
性，且种间差异大于种内差异（图３）。
３３　蛋白条带差异分析　先将沪地龙３个基原所
得的“条带矩阵”数据导入软件 ＳＩＭＣＡ１４１，建立
ＯＰＬＳ－ＤＡ分析总体模型 Ｍｌ，以筛选３个基原间的
差异性蛋白质（ＶＩＰ＞１）；然后以２个基原为１组建
立ＯＰＬＳ－ＤＡ分析模型 Ｍ２（ＭＶ＋ＭＧ）、Ｍ３（ＭＶ＋
ＡＰ）和Ｍ４（ＭＧ＋ＡＰ），筛选基原间的差异性蛋白质。
各模型的Ｒ２Ｘ、Ｒ２Ｙ和Ｑ２均＞０６７，见表４。

通过２００次置换检验对４个模型进行评价，均无
过拟合现象，说明模型稳定且具有良好的解释及预测

能力（图４）。在Ｍ１模型得分图中，沪地龙各基原在
９５％置信区间内，区分明显，单独聚集成簇（图５，１－
Ａ）；在Ｍ２～Ｍ４模型得分图中，各基原分别位于２侧，
说明不同基原间差异明显，可被区分（图５，２～４－Ａ）。

图３　沪地龙蛋白条带聚类分析

Ｆｉｇ３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｂａｔｃｈｅｓｂｙＣＡｆｒｏｍＨｕｄｉｌｏｎｇｓａｍｐｌｅｓ
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表４　沪地龙ＯＰＬＳ－ＤＡ模型信息
Ｔａｂ４　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｍｏｄｅｌＯＰＬＳ－ＤＡｆｒｏｍＨｕｄｉｌｏｎｇ

模型（ｍｏｄｅｌ） 分组（ｇｒｏｕｐ）　 Ｒ２Ｘ Ｒ２Ｙ Ｑ２

Ｍｌ ＭＶ＋ＭＧ＋ＡＰ ０６９４ ０９５５ ０９２８

Ｍ２ ＭＶ＋ＭＧ ０７４６ ０９８８ ０９６４

Ｍ３ ＭＶ＋ＡＰ ０６７１ ０９８３ ０９６１

Ｍ４ ＭＧ＋ＡＰ ０７９２ ０９６６ ０９７３

　注（ｎｏｔｅ）：ＭＶ通俗环毛蚓（Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓ）；ＭＧ威廉环毛蚓

（Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓ）；ＡＰ栉盲环毛蚓（Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓ）

　　以ＶＩＰ＞１为提取差异蛋白标准，沪地龙３个基
原间差异蛋白相对分子质量依次为 １３３７×１０３、
１０４×１０３、６６９×１０３、５１９×１０３、１３４×１０３、
７×１０３、２９４×１０３、１４６×１０３、６２２×１０３、８１１×
１０３、８９２×１０３、７７×１０３、１０１７×１０３（图 ４－１０，
１－Ｂ）；通俗环毛蚓与威廉环毛蚓间主要差异蛋白相
对分子质量为 １３３７×１０３、１０４×１０３、６６９×１０３、
８９２×１０３、１０１７×１０３、１１８×１０３、８８×１０３、７７×
１０３、１６４×１０３、３５４×１０３、２７１×１０３、２４１×１０３

Ａ．Ｍ１模型（Ｍ１ｍｏｄｅｌ）　Ｂ．Ｍ２模型（Ｍ２ｍｏｄｅｌ）　Ｃ．Ｍ３模型（Ｍ３ｍｏｄｅｌ）Ｄ．Ｍ４模型（Ｍ４ｍｏｄｅｌ）

图４　ＯＰＬＳ－ＤＡ模型置换检验评价

Ｆｉｇ４　ＰｅｒｍｕｔａｔｉｏｎｔｅｓｔｏｆｍｏｄｅｌＯＰＬＳ－ＤＡ

（图４－１０，２－Ｂ）；通俗环毛蚓与栉盲环毛蚓间主要
差异蛋白相对分子质量为 ５１９×１０３、１３４×１０３、
７×１０３、２９４×１０３、１４６×１０３、６２２×１０３、８１１×
１０３、２１７×１０３、７７×１０３、１０４×１０３、６６９×１０３（图
４－１０，３－Ｂ）；栉盲环毛蚓与威廉环毛蚓间主要差异
蛋白相对分子质量为１３３７×１０３、５１９×１０３、１３４×
１０３、７７×１０３、７×１０３、１０１７×１０３、２９４×１０３、１４６×
１０３、８９２×１０３、６２２×１０３、８１１×１０３（图５，４－Ｂ）。
４　讨论

蛋白质是生命组成和发挥功能的重要物质，地

龙的蛋白含量可达一半以上，其含量多少在一定程

度上能反映药材质量的高低。从对沪地龙３个基原
水溶性蛋白含量结果看，各基原内样品批次间蛋白

含量ＲＳＤ在２５６％～３２４％，最高和最低相差可达

２～３倍，推测其差异主要来自产地、加工方式、储存
条件等因素的影响。对３个基原间蛋白含量统计分
析结果表明，通俗环毛蚓与威廉环毛蚓在总体含量

上不存在统计学差异，但二者均与栉盲环毛蚓存在

显著性差异，而蛋白含量以栉盲环毛蚓最高。

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱中蛋白条带的位置与其相对分
子质量相关，与其蛋白构象无关，其颜色深浅与蛋白

含量成正比。由图４－６可知，各基原可见５条明显
主条带，颜色较深所占总蛋白含量比例较高，位于

Ｍａｒｋｅｒ的１５０×１０３、４０×１０３、２０×１０３、１５×１０３、１０×
１０３附近。３个基原在相对分子质量２０×１０３以下条
带数目大多为５条条带，但条带位置存在明显差异，
可作为鉴别依据；此外栉盲环毛蚓在２０×１０３～３５×
１０３大多可见 ４条条带，７０×１０３～１００×１０３大多
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１－Ａ、１－Ｂ．Ｍ１模型（Ｍ１ｍｏｄｅｌ）　２－Ａ、２－Ｂ．Ｍ２模型（Ｍ２ｍｏｄｅｌ）

３－Ａ、３－Ｂ．Ｍ３模型（Ｍ３ｍｏｄｅｌ）　４－Ａ、４－Ｂ．Ｍ４模型（Ｍ４ｍｏｄｅｌ）

图５　ＯＰＬＳ－ＤＡ模型得分图及ＶＩＰ值

Ｆｉｇ５　ＯＰＬＳ－ＤＡｓｃｏｒｅｓｐｌｏｔａｎｄＶＩＰｖａｌｕｅ

可见３条条带，此处与另外２个基原有明显差异，可
作为区分栉盲环毛蚓的标志区。ＰＬＳ－ＤＡ也结果表
明，根据条带位置或相对分子质量可对３个基原进
行有效区分。ＣＡ结果中通俗环毛蚓和威廉环毛蚓
聚为１支，栉盲环毛蚓单独聚为１支，说明通俗环毛
蚓与威廉环毛蚓在蛋白种类上较为相似，但二者均

与栉盲环毛蚓存在差异，这与蛋白含量结果具有一

致性。由上述可知，沪地龙３个基原 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图
谱中条带位置与数量存在基原差异，而 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
方法特征性强、归类准确，可对沪地龙进行鉴定。

本研究对地龙水溶性成分中的蛋白类成分进行了

含量测定和 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ方电泳分析，从分析结果来
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看，沪地龙３个基原中通俗环毛蚓和威廉环毛蚓蛋白
含量方面不存在统计学差异，但二者均与栉盲环毛蚓

存在显著性差异。水溶性蛋白种类方面，通俗环毛蚓

和威廉环毛蚓间蛋白种类相似度高于栉盲环毛蚓。从

本研究可知，沪地龙３个基原间水溶性蛋白成分存在
差异，可为后续沪地龙研究和临床应用提供参考。
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