
２０１４年１月　第１６卷　第１期 中国现代中药　ＭｏｄｅｒｎＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ Ｊａｎ２０１４　Ｖｏｌ１６　Ｎｏ１

△ ［基金项目］　国家科技重大专项中药材种子种苗和种植标准平台（２０１２ＺＸ０９３０４００６）
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苏宁宁，张丽萍

（中国医学科学院 北京协和医学院 药用植物研究所，

中草药物质基础与资源利用教育部重点实验室，北京　１００１９３）

［摘要］　目的：研究党参种子真实性鉴别方法，为党参种子品种鉴定以及党参种子质量标准的制定提供依据。
方法：对不同来源党参分别进行了种子蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，子叶蛋白的 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，子叶蛋白的非变性凝
胶电泳。结果：三种电泳结果显示，种子蛋白的 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，谱带清晰，分离到的差异谱带多；子叶蛋白的
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，谱带模糊；子叶蛋白的ＰＡＧＥ电泳，谱带虽然清晰但是没有分离到有差异的谱带。结论：党参种
子真实性鉴定应选择种子蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，通过电泳分析得到陕西凤县，甘肃文县，四川野生的亲缘关系比
较近，比其他地方的党参种子多出一条Ｒｆ值大约为００６０的谱带，根据 Ｍａｒｋｅｒ蛋白谱带可以初步推断这个差异蛋
白的分子量为１７０ＫＤａ。
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党参 Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓｐｉｌｏｓｕｌａ（Ｆｒａｎｃｈ）Ｎａｎｎｆ为桔梗
科Ｃａｍｐａｎｕｌａｃｅａｅ多年生草本植物。现代药理研究表

明，党参具有调节血糖，促进造血，降压，抗缺氧，

耐疲劳，增强机体免疫力，调节胃肠收缩及抗溃疡
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等多种作用。２０１０年版 《中国药典》规定正品党参

为桔梗科植物党参 Ｃｏｄｏｎｏｐｓｉｓｐｉｌｏｓｕｌａ（Ｆｒａｎｃｈ）
Ｎａｎｎｆ、素花党参 ＣｏｄｏｎｏｐｓｉｓｐｉｌｏｓｕｌａＮａｎｎｆ．ｖａｒ
ｍｏｄｅｓｔａ（Ｎａｎｎｆ）ＬＴＳｈｅｎ和川党参 Ｃｏｄｏｎｏｐｉｓｉｓ
ｔａｎｇｓｈｅｎＯｌｉｖ的干燥根［１］，这３种党参种子均属小
粒种子，大小、形状、颜色极其相近［２］。在生产中，

这３种种子极易混淆，给党参生产和正确评定种子
等级带来很大麻烦。本研究采用种子蛋白的 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳，子叶蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，和子叶蛋
白的非变性凝胶电泳３种不同的方法对党参种子真
实性进行研究，得出最适合党参种子真实性鉴定所

用的方法，从而为党参种子品种鉴定以及党参种子

质量标准的制定提供重要依据。

１　材料

１１种子来源
分别于 ２０１２年 １１月份在山西，四川，甘肃，

陕西共收集栽培种子 ６份，材料来源及其编号见
表１。

表１　种子来源及编号

编号 　　　材料来源

２７ 山西平顺县东寺头乡焦底村

３６ 甘肃岷县梅川镇底固村

４３ 甘肃临洮县玉井镇陈家嘴村上街

４４ 四川阿坝小金县

Ａ 陕西凤县

Ｂ 甘肃文县

依据文献和植物志对党参属植物的形态分类以

及各种质的外部形态特征，鉴定２７号（山西平顺县
东寺头乡焦底村，以下简称山西平顺）、３６号（甘肃
岷县梅川镇底固村，以下简称甘肃岷县）及 ４３号
（甘肃临洮县玉井镇陈家嘴村上街，以下简称甘肃临

洮）为党参；４４号（四川阿坝小金县，以下简称四
川野生）为野生川党参；Ａ（陕西凤县），Ｂ（甘肃文
县）为素花党参。

１２仪器
电泳仪，酶标仪，移液枪，染色摇床，脱色摇

床，研钵，低温离心机等

１３试剂
（１）提取液的配制：１ｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ（ＰＨ

７６）／５００μＬ；５ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ／２００μＬ；１０％Ｎｐ４０／

１００μＬ；３０％甘油／３３３μＬ；１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＤＴＴ／１３５
μＬ；ＰｒｏｔａｉｎＩｎｈｉｂｉｔｏｒ（罗氏生产）／１００μＬ；双蒸
Ｈ２Ｏ／５４ｍＬ

（２）１０％分离胶：重蒸 Ｈ２Ｏ／５９ｍＬ；３０％Ａｃｒ
Ｂｉｓ（２９∶１）（ＢｉｏＲａｄ）／５０ｍＬ；１５ｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ
（ＰＨ８８）／３８ｍＬ；１０％ＳＤＳ／１５０μＬ；１０％过硫酸铵
／１５０μＬ；ＴＥＭＥＤ／６μＬ
（３）５％浓缩胶 ５ｍＬ：重蒸 Ｈ２Ｏ／５ｍＬ；３０％

ＡｃｒＢｉｓ（２９∶１）（ＢｉｏＲａｄ）／３４ｍＬ；１０ｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ
ＨＣｌ（ＰＨ６８）／８３０μＬ；１０％ＳＤＳ／５０μＬ；１０％过硫
酸铵／５０μＬ；ＴＥＭＥＤ／５μＬ

（４）电极缓冲液：Ｔｒｉｓ３０３ｇ，甘氨酸１４４ｇ，
ＳＤＳ１０ｇ，溶于Ｈ２Ｏ中，定容至１０００ｍＬ。

（５）上样缓冲液：２５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ，１０％
ＳＤＳ，０５％溴酚蓝，５０％甘油，３７５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＤＴＴ。

（６）染色液：４５％甲醇，１０％乙酸，０１％考马
斯亮蓝Ｒ２５０

（７）脱色液：２５％甲醇，１０％乙酸
（８）Ｍａｒｋｅｒ蛋白（康为试剂）

２　方法与结果

２１种子全蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳
２１１样品制备：用液氮快速磨碎种子，将种子粉
末加在样品管内后，放入１００μＬ提取液，置于冰上
３０ｍｉｎ。然后将样品管于４℃的低温离心机中，以
１３０００ｒ／ｍｉｎ的速度离心１５ｍｉｎ，直至提取液没有浑
浊取上清，将样品提取液在１００℃下变性５ｍｉｎ，并
经酶标仪定量使其浓度达到７５μｇ·μＬ－１。
２１２电泳操作：按上样缓冲液：上清液（１∶５）的
比例，在样品管中加入适量缓冲液。然后用微量上

样器吸取样品２０μＬ，Ｍａｒｋｅｒ蛋白５μＬ，注入样品
槽。最后加入电极缓冲液开始电泳，开始电压为

８０Ｖ，待样品进入分离胶后将电压调至１２０Ｖ，待指
示剂行至距离底部０５～１ｃｍ时，关闭电源，停止
电泳。

２１３染色与脱色：将胶板浸于考马斯亮蓝 Ｒ２５０染
色液中染色１～２ｈ，至谱带清晰。染色后用水冲去
凝胶表面附着的染料，用脱色液脱色，直至背景

清晰。

２１４重现性：同样的试验重复５次，其电泳结果如
图１。
２１５结果分析：不同党参种子间的差异主要体现
在谱带数和泳动率上。泳动率（Ｒｆ）公式：Ｒｆ＝样品
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注：图中由左至右依次为，２７（山西平顺），

３６（甘肃岷县），Ａ（陕西凤县，Ｂ（甘肃文县），

４４（四川野生），４３（甘肃临洮）以及Ｍａｒｋｅｒ。

图１　种子蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图谱

谱带泳动距离
"

溴酚蓝前沿泳动距离（见表２）。

表２　样品泳动率

谱带号 ２７ ３６ Ａ Ｂ ４４ ４３

１ — — ００６０ ００５９ ００５９ —

２ ０２８６ ０２８７ ０２８５ ０２８６ ０２８５ ０２８６

３ ０３５７ ０３５８ ０３５７ ０３５７ ０３５７ ０３５８

４ ０４２９ ０４２９ ０４２８ ０４２９ ０４２８ ０４２９

５ ０５４８ ０５５０ ０５４７ ０５４９ ０５４８ ０５４７

６ ０６１９ ０６１９ ０６１８ ０６１８ ０６１９ ０６１８

７ ０６８０ ０６８２ ０６７９ ０６８１ ０６８０ ０６８１

８ ０７３８ ０７３７ ０７３８ ０７３８ ０７３８ ０７３７

９ ０８５７ ０８５６ ０８５５ ０８５６ ０８５５ ０８５６
　　注：“—”表示没有谱带。

通过５次重复试验，发现每次试验均是 Ａ（陕西
凤县），Ｂ（甘肃文县），４４号（四川野生），比别的
地方的党参多出一条Ｒｆ值大约为００６０的谱带，根
据旁边的Ｍａｒｋｅｒ蛋白谱带可以初步推断这个差异蛋
白的分子量在１７０ＫＤａ左右，而且４４号（四川野生）
这条谱带要比其他两个种子的颜色要深。根据亲缘

关系较近的种，遗传物质分歧不大，其蛋白质组成就

愈相近［３４］的道理，推断４４号、Ａ及Ｂ这３类种子亲
缘关系更近。根据谱带越多，品系越进化，适应环境

能力越强，可以推断这３类种子适应环境能力较强。
２２子叶中蛋白质的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳

将种子于温度２０℃，光照２４００ｌｘ，纸床条件
下，培养１６天，剪下刚萌发的幼嫩子叶，放入液氮
迅速磨碎，加入样品提取液，通过高速离心从中提

取样品蛋白。经酶标仪定量，使其样品浓度达到

７５μｇ·μＬ－１后经过电泳，染色，脱色，５次重复性
试验（步骤和方法同２１项下），最后得到电泳结果
见图２，经计算，其样品泳动率见表３。

注：图中由左至右依次为，２７号（山西平顺），４４号（四川野生），

Ａ（陕西凤县），３６号（甘肃岷县），Ｂ（甘肃文县），Ｍａｒｋｅｒ。

图２　子叶蛋白ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图

表３　样品泳动率

谱带号 ２７ ４４ Ａ ３６ Ｂ

１ ０４９３ ０４９４ ０４９２ ０４９３ ０４９３

２ ０５３４ ０５３４ — ０５３５ ０５３４

３ ０５６１ ０５６２ — ０５６３ ０５６２

注：“—”表示没有谱带。

子叶中蛋白质电泳图没有种子蛋白质电泳图清

晰，可能由于种子中蛋白质表达量更高，经过５次
重复试验，发现Ａ（陕西凤县）没有第２，３条谱带，
通过Ｍａｒｋｅｒ对比得到，它与其他种党参的差异蛋白
分子量介于５５ＫＤａ～４３ＫＤａ之间。
２３子叶中蛋白质的非变性凝胶电泳

其样品蛋白也是来源于刚萌发的幼嫩子叶。经

过酶标仪定量使其浓度达到７５μｇ／μＬ，样品蛋白
提出来之后去除高温变性的步骤。在配制浓缩胶，

分离胶，上样缓冲液，和电极液时，分别去除里面

的ＳＤＳ成分。样品经过电泳，染色，脱色，５次重
复性试验之后，得到的电泳结果见图 ３，经计算，
其样品泳动率见表４。

注：图中由左至右依次为，２７号（山西平顺），４４号（四川野生），

Ａ（陕西凤县），３６（甘肃岷县），Ｂ（甘肃文县），Ｍａｒｋｅｒ。

图３　子叶蛋白的非变性凝胶电泳

·６２·
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表４　样品泳动率

谱带号 ２７ ４４ Ａ ３６ Ｂ

１ ０１２０ ０１２１ ０１２０ ０１２２ ０１２０

２ ０１５２ ０１５１ ０１５４ ０１５２ ０１５３

３ ０２０７ ０２０８ ０２０７ ０２０６ ０２０７

４ ０２９３ ０２９４ ０２９５ ０２９４ ０２９３

５ ０５３３ ０５３４ ０５３３ ０５３５ ０５３３

从子叶蛋白的非变性凝胶电泳来看，各地种子

在图谱上并没有出现差异性，可能的原因是，胶版

不够大，以至于蛋白质没有完全分开。

３　讨论

真实性鉴定是种子生产工作中不可缺少的重要

步骤，是保证良种优良遗传性充分发挥，促进农业

生产持续稳产、高产的有效措施；是正确评定种子

等级，贯彻优种优价政策的主要依据［５７］。蛋白质电

泳鉴定是种子真实性鉴定的一种常用的方法，其理

论依据是蛋白质为结构基因编码的标记，通过分析

足够多的蛋白质标记就可以涉及大量的基因组［８９］。

植物品种是由各种不同遗传表现的种质集合体组成，

所以对这些集合体中的蛋白质或酶进行比较，就能

用来描述这些材料的特征。而电泳正好提供了一种

进行这种比较的绝好方法［１０］。

本文对３种不同的蛋白质电泳方法进行研究，结
果表明：种子蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳谱带清晰，分离
到的差异谱带多；子叶蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳谱带模
糊；子叶蛋白的ＰＡＧＥ电泳谱带虽然清晰，但是没有
分离到有差异的谱带。综合以上分析，建议选择种子

蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳作为党参真实性鉴别的方法。

通过种子蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图谱分析得到：
Ａ（陕西凤县），Ｂ（甘肃文县）及４４号（四川野生）
的亲缘关系比较近，它们差异蛋白的分子量在 １７０
ＫＤａ左右。

种子蛋白的 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳方法操作简单，效
率高，可以用作党参种子真实性鉴别的方法，为减

少生产中品种混杂，并为党参种子品种鉴定以及质

量标准的制定提供重要依据。
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