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摘要!本研究应用凝胶电泳分离'蛋白酶酶解'纳升液相色谱分离'串联质谱检测'数据库检索等技术"建

立了林蛙油及伪品青蛙输卵管'牛蛙卵巢'牛蛙输卵管和明太鱼输卵管中特异性蛋白的鉴定方法%根据

定性肽段数量'肽段的响应高低"蛋白在电泳图谱中条带位置的特异性等因素综合判断"筛选出林蛙油

及其相关伪品的特异性蛋白"通过对特异性蛋白的分析测定"判断样品的真伪%采用该方法对市场上的

>

种林蛙油产品进行检测"通过分析特异性蛋白"发现所检测的样品均为林蛙油伪品%研究结果表明"

利用凝胶电泳分离液相色谱质谱法构建的特异性蛋白识别技术可以有效检测林蛙油产品的真伪%
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中国林蛙!
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$属蛙科动物"民间俗称哈士蟆'黄蛤蟆

等"2本草图经3和2本草纲目3中所记载的0山

蛤1即为林蛙%中国林蛙主要生长在长白山山

脉"全身可入药"特别是林蛙油"更以稀少而珍

贵%林蛙油!

J3*:<+5<4/,.,%

$又称为蛤蟆油'

田鸡油'雪蛤"来源于中国林蛙雌蛙的干燥输卵

管%现代研究表明"林蛙油主要含有蛋白质'氨

基酸'脂肪酸'激素和维生素等成分"不仅具有

抗衰驻颜的神奇功效"还具有抗疲劳'降血脂'

提高机体免疫功能和增强应激性等作用"是一

种兼具药用'食补和美容的高级营养品*

*D+

+

%

近些年"由于森林资源的过度利用"中国

林蛙的生存环境遭到破坏"然而市场上对于

林蛙油的需求越来越大"致使林蛙油伪品大

量出现%常见的林蛙油伪品以牛蛙输卵管'

牛蛙卵巢'青蛙卵巢和明太鱼输卵管等制成%

中国林蛙油的传统鉴定方法可参见2中国药典3

林蛙油质量标准规定"主要包括样品基源'膨

胀度'显微结构'理化性质等"一般用于鉴定

未经加工的林蛙油干品"难以鉴定深度加工

后失去原始形状或改变理化性质的加工品"

无法控制林蛙油的质量*

"DH

+

%所以"亟待开发

准确'快速'可靠的检测方法用于林蛙油及其

制品的真伪鉴定%

质谱技术凭借高灵敏度'高通量等特点在

蛋白质检测及鉴定方面得到快速发展"现已成

为蛋白质和生物大分子研究领域的重要分析技

术*

*)D*"

+

%林蛙油作为动物源产品"富含蛋白质"

但是目前尚无林蛙油特异性蛋白的研究报道%

本研究以林蛙油!即林蛙输卵管组织$为材

料"将蛋白提取后分离纯化"酶解后进行质谱分

析%同时"对林蛙油相关伪品牛蛙输卵管'牛蛙

卵巢'青蛙卵巢和明太鱼输卵管组织中的蛋白

进行分析"并与林蛙油中的蛋白进行比较"确定

每种样品的特异性蛋白%通过对市场上林蛙油

产品进行测定"找出其中的特异性蛋白"研究以

林蛙油中特异性蛋白作为真伪鉴别的方法%
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主要仪器
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质 谱 联 用 仪)
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纳升液相色谱仪"配有
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纳喷离子源!

(8A

$"

[Ŵ T[

质谱仪"美国

W35.<%

公司产品#超声波细胞破碎仪)宁波新

芝生物仪器公司产品#

7AedE##)d

型高速冷冻

离心机)

C5;;4:3f5/;.41-

V

5/

公司产品%

?@A

!

主要材料与试剂

乙腈)色谱纯"美国
Y4635.

公司产品#二硫

苏糖醇'胰蛋白酶)美国
84

V

<0

公司产品#三氟

乙酸'吲哚
D!D

乙酸'

@Z8

!

9

C+_G

$'

8B8D@?RI

上样缓冲液'蛋白
70.X5.

)北京康为试剂生物

科技有限公司产品#丙酮'尿素'

(C

>

C2E

!

'醋

酸'乙腈'甲酸)均为分析纯"国药集团化学试剂

有限公司产品%

林蛙油样品)

#)*!

年
*)

月采自吉林省长

白山市"于
c")`

保存"备用#青蛙输卵管'牛

蛙输卵管'牛蛙卵巢样品)

#)*!

年
**

月采自广

东省东莞市"于
c")`

保存"备用#明太鱼输卵

管样品)

#)*!

年
*#

月采自辽宁省大连市"于

c")`

保存"备用%

?@B

!

实验条件

?@B@?

!

细胞破碎及蛋白提取!

W2?

丙酮沉淀法$

将动物组织用
@Z8

冲洗后置于研钵中"液

氮条件下研磨样品至粉末"加入裂解液后制成

组织悬浊液"冰上孵育
!)<4/

%超声裂解组织

悬浊液"功率
!))Q

"间隔
#6

超声
#6

"共计有

效超声时间
!<4/

#然后于
>`

以
*)))).

&

<4/

离心
!)<4/

"将蛋白提取液加入
c#)`

预冷丙

酮中"混匀后于
c#)`

沉淀过夜"最后去除丙

酮溶液"向沉淀中加入
"<%&

&

[].50

涡旋溶

解"备用%
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电泳
!

将
*_!_*

节得到的

溶液和
G

倍上样缓冲液按
*j>

比例混合"置于

I@

管中#水浴加热"

HG`

保持
#<4/

"冷却后以

*)))).

&

<4/

离心
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%

"##

质 谱 学 报
!!

第
!"

卷



将分离得到的蛋白进行
8B8D@?RI

胶分

离"其浓缩胶
*#a

"分离胶
Ga

%电泳经考马斯

亮蓝
dD#G)

染色后"保存于含有
Ga

醋酸溶液

的培养皿中%

?@B@B

!

蛋白酶解
!

按照分子质量将凝胶蛋白

条带切成若干块"切下的胶块放入
I@

管中"用

G)<<%&

&

[(C

>

C2E

!

溶液和乙腈脱色后"加

乙腈脱水至胶块完全变白"氮气吹干%向样品

中加入
")

"

[*)<<%&

&

[BWW

!二硫苏糖醇$"

GF`

水浴恒温
*3

#冷却后加入
")

"

[GG<<%&

&

[

A?7

!碘乙酰胺$"置于黑暗处"室温保持
>G<4/

#

用
#G<<%&

&

[(C

>

C2E

!

溶液清洗样品后"氮

气吹干%加入
W.

=9

64/

酶液进行酶解"然后加

入
#G<<%&

&

[(C

>

C2E

!

溶液"

!+`

水浴过夜

!

"

#

*#3

$#最后加入
#a

甲酸溶液终止反应"

取上清液"备用%

?@B@C

!

质谱分析
!

样品经反相高效液相色谱

2*"

柱!

+G

"

<b*G<<b#

"

<

$分离后"进入

[Ŵ T[

系统分析%样品在反相柱上的洗脱

梯度是
#a

#

>)a

乙腈!含
)_*a

甲酸$"洗脱时

间
>!<4/

"流速
!))/[

&

<4/

%

质谱参数)离子传输线温度
!G)`

#电喷雾

电压
*_"GX$

#一级质谱扫描范围
)

&

@!G)

#

*"))

"从中选取信号最强的
*)

个母离子进行

二级质谱分析#

2AB

碰撞能量
!G5$

%

?@B@O

!

数据库检索
!

将质谱数据通过
W35.<%

@.%;5%<5B46:%U5.5.*_>

软件进行分析处理"

采用氧化'磷酸化和加脲甲基基团修饰蛋白"检

索
]/4

9

.%;

数据库!数据库名称
-/4

9

.%;D%.

V

0/46<D

1.%

V

_106;0

和
-/4

9

.%;DW35.0

V

.0\:30&:%

V

.0<D

<0_106;0

$"得到相应的蛋白信息%分析蛋白覆

盖率'肽段以及保留时间"并在
3;;

9

)

$

KKK_

-/4

9

.%;_%.

V

&网站上检索蛋白名称及功能%

?@B@P

!

市场上林蛙油产品真伪的鉴定
!

分别

提取不同厂家林蛙油样品中的蛋白质"然后

进行凝胶电泳分离'液相色谱
D

质谱检测%得

到的结果经数据库分析检索"与林蛙油及其

伪品的特异性蛋白分析比对"判定样品的来

源及真伪%

A

!

结果与讨论

A@?

!

<*<:7$[U

电泳

样品组织的蛋白提取液
8B8D@?RI

电泳

谱图示于图
*

%可以看出"林蛙油与青蛙输卵

管'牛蛙卵巢'牛蛙输卵管及明太鱼输卵管样品

的蛋白条带分布存在明显区别%

注)条带
*

(

<0.X5.

'

#

(林蛙输卵管!林蛙油$'

!

(青蛙输卵管'

>

(牛蛙卵巢'

G

(牛蛙输卵管'

F

(明太鱼输卵管#

<0.X5.

左侧为条带对应蛋白大小!

XB0

$

图
?

!

林蛙油及部分代表性伪品的电泳谱图

H#

I

J?

!

<*<:7$[U"+

/

-".,#%

+-"4+,"-./0.#42)23&%!#.)&!8'.,-&%.)

市场样品一般经过深度加工"可能有两种

或两种以上样品同时存在"所以电泳图谱不能

作为判定林蛙油样品真伪的依据"只能作为质

谱检测的预分离%

A@A

!

林蛙油及其相关伪品的蛋白质谱分析

将凝胶分为
!

个区域)

*+G

#

>#XB0

!编号
*

$'

>#

#

##XB0

!编号
#

$'

##

#

*)_GXB0

!编号
!

$%

将样品切胶'脱色'二硫键还原和烷基化后"用

W.

=9

64/

酶酶解"多肽溶液经纳升液相色谱
D

质

谱仪分析%

原始数据文件采用
W35.<%@.%;5%<5B46D

:%U5.5.*_>

软件搜索
]/4

9

.%;

数据库"可得到

蛋白或肽段有关信息%根据蛋白编码分析蛋

白"整合分析结果中的类型'覆盖率'蛋白片

段'保留时间'分子质量等信息"经检索和样

品间的比对"林蛙油样品'青蛙输卵管样品'

牛蛙卵巢样品'牛蛙输卵管样品和明太鱼输

卵管样品分别有
!"

'

**G

'

HF

'

*)G

和
*>

个差

异蛋白%

A@B

!

林蛙油与其伪品的差异蛋白分析

根据
#_#

节对林蛙油及其伪品的蛋白分析

结果"取覆盖率较高的前
*)

个差异蛋白"肽段

置信度为中等!

YBd

"

h)_)G

$"每个蛋白中最

低特异性肽段数为
*

%根据分子质量大小'肽

段响应情况以及保留时间"找出该蛋白所对应

H##

第
#

期
!!

林
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D

液相色谱
D

质谱法分析林蛙油及其伪品中的特异性蛋白



的胶点位置"筛选出用于真伪鉴别的特异性蛋

白"其结果列于表
*

%样品总离子流色谱图和

代表性的定性肽段质谱图示于图
#

#

F

%

从林蛙油中筛选出的特异性蛋白分布在电

泳图谱的
>#

#

##XB0

区间%因此"如果分析市

场上的样品是否含有林蛙油成分"只需将电泳

胶条区域编号为
#

的部分进行质谱分析"寻找

林蛙油的特异性蛋白即可%

表
?

!

林蛙油及其相关伪品的特异性蛋白

D&5',?

!

<

/

,6#+#6

/

-".,#%)#%+,"-.0.#42)23&%!#.)&!8'.,-&%.)

来源
蛋白

编码

分子质量&

XB0

定性肽段
保留时间&

<4/

肽段

响应

胶点

位置
蛋白名称

林蛙油
F̂BB2# #)_# RB[[Y[W(Ŷ IB@Ad !F_FF

高
# 84

V

/0&

9

5

9

;4N065A

青蛙
F̂Be+> GG_! A(?Q(8BW[@ASI@R[e !*_>+

高
* ]B@D

V

&-:%65

输卵管
A88A(8A8?[2I?WR?B$II$?d !#_#F

高
FDB53

=

N.%

V

5/065

SQ^̂ $AB7(BŜ d #"_>"

高

AAB2[Y(W$?Bee #G_*G

高

$W$$B$(I?d *+_H*

高

牛蛙
YF̂ Ŷ # G*_H [I$R7$R$(IR[[88$I2@YRR$e !+_FF

高
* ]/:30.0:;5.4L5N

卵巢
QSB[7Â (eIB[?e #F_#+

高
@.%;54/

牛蛙
ĜZe7# ##_F (BR̂ SeRB@8QY7e #+_G"

高
! W.0/6

V

5&4/

输卵管
WA$?[R8A?$We #F_G"

高

(W[[A?R[̂ ?d #F_FG

高

明太鱼
"̂?$"F !#_F# ?7eBIIe7I[̂ IÂ [e ##_""

高
# W.%

9

%<

=

%64/

输卵管
[?W?[We[II?Ie??BI8Id #>_H"

高

[?W?[We[II?Ie #*_">

高

7I[̂ IÂ [e #G_!!

高

CA?II?BdeSII$?d *G_#F

高

e[$AAI8B[Id ##_*"

高

图
A

!

林蛙油样品总离子流色谱图%

&

&和特异性蛋白
\

P**9A

的定性肽段

[*SSHSDRH

\

U*73M

的二级质谱图%

5

&

H#

I

JA

!

D39"++,"-./0.#42)23

%

&

&

&%!4&)))

/

,6.-&"+

]

8&'#.&.#N,

/

,

/

.#!,[*SSHSDRH

\

U*73M
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图
B

!

青蛙输卵管样品总离子流色谱图%

&

&和特异性蛋白
\

P*=FC

的定性肽段

aDaa*aRU$M

的二级质谱图%

5

&

H#

I

JB

!

D39"+12)2)"

5

4$%2/.6202+&''"

/

#&%.85,

%

&

&
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/

,6.-&"+
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/

,

/

.#!,aDaa*aRU$M

+-"4.0,)

/

,6#+#6

/

-".,#%

\

P*=FC

%

5

&

图
C

!

牛蛙卵巢样品总离子流色谱图%

&

&和特异性蛋白
HP

\

H

\

A

的定性肽段

SUa[;a[aRU[SS<<aU97H[[a=

的二级质谱图%

5

&

H#

I

JC

!

D39"+12)2/203#!3"2)2"N&-

(

%

&

&

&%!4&)))

/

,6.-&"+

]
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/
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/
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+-"4.0,)

/
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/

-".,#%HP

\

H

\

A

%

5

&

图
O

!

牛蛙输卵管样品总离子流色谱图%

&

&和特异性蛋白
\

O1=;A

的定性肽段

D3a$S[<3$aD=

的二级质谱图%

5

&

H#

I

JO

!
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%
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图
P

!

明太鱼输卵管样品总离子流色谱图%

&

&和特异性蛋白
\

X$aXP

的定性肽段

=Sa33U<*SUM

的二级质谱图%

5

&

H#

I

JP

!

D39"+78342

5

42/826/$

5

42%%2+&''"

/

#&%.85,

%
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A@C

!

市场样品的测定

对
>

种市场上的林蛙油产品进行分析"产

品信息列于表
#

%

表
A

!

市场样品信息

D&5',A

!

3%+"-4&.#"%"+4&-K,.)&4

/

',)

样品编号 商品名称 产地 性状

*

林蛙油 吉林 黄色固体

#

雪蛤净油 吉林 棕色固体

!

雪蛤油 吉林 棕色固体

>

蛤蟆油软胶囊 吉林 浅黄色胶囊

对市场样品进行蛋白提取后"采用电泳分

离法分析
!

个电泳胶条区域%通过对数据进行

分析检索和比对"市场样品中所含的特异性蛋

白情况列于表
!

%

表
B

!

市场样品中特异性蛋白检测结果

D&5',B

!

M,)8'.)"+)

/

,6#+#6

/

-".,#%#%.0,4&-K,.)&4

/

',)

样品名称 蛋白编码
样品编号

* # ! >

林蛙油
F̂BB2# b

& &

b

青蛙输卵管
F̂Be+> b b b b

牛蛙卵巢
YF̂ Ŷ # b b b b

牛蛙输卵管
ĜZe7#

& & &

b

明太鱼输卵管
"̂?$"F b b b

&

!!

注)0

&

1表示样品中检出特异性蛋白#0

b

1表示样品中未

检出特异性蛋白

经分析"

*

号样品为牛蛙输卵管"

#

号和

!

号样品为林蛙油和牛蛙输卵管混合物"

>

号样

品为明太鱼输卵管%

B

!

结论

采用
8B8D@?RI

电泳分离'纳升液相色

谱
D

质谱法分析林蛙油及其相关伪品的蛋白质"

根据定性肽段数量'肽段响应高低'蛋白在电泳

图谱中条带位置的特异性等因素"筛选出林蛙

油及其相关伪品的特异性蛋白%通过对林蛙'

青蛙和牛蛙生殖组织中的蛋白进行生物质谱分

析"分别找出其中的特异性蛋白"并比对特异性

蛋白检测结果"该方法可以有效地判断样品的

真伪%
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