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摘　要：通过酶解法从南极磷虾肌肉酶解产物中分离、纯化含氟多肽，并采用ＬＣＭＳ／ＭＳ和氨基酸序列分析
对其结构进行研究。结果表明，采用胰蛋白酶酶解所得南极磷虾多肽粗提物的得率约为２０％，其总氟含量为
（７３１．７３±１．０１）μｇ·ｇ－１。粗提物精制后，制备得到纯度较高的６个多肽（分别命名为 Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３、Ｆ４、Ｆ５、
Ｆ６），采用离子色谱法筛选出含氟量最高的多肽Ｆ６，测定其结合肽氟含量为（２６６．１１±０．４０）μｇ·ｇ－１。将Ｆ６
的氨基酸序列片段通过ＮＣＢＩＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅＥｕｐｈａｕｓｉａｃｅａ蛋白质数据库检索，按匹配值得分高于１００分可筛选鉴
定得到４种蛋白质 ［Ｃｌｏｃｋ，Ｔｒｏｐｏｍｙｏｓｉｎ，ＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ６（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ），Ａｒｇｉｎｉｎｅｋｉｎａｓｅ］，通过对４
种蛋白的分析发现，南极磷虾蛋白结合氟通过与Ｃｌｏｃｋ蛋白磷酸化结合的可能性最大。研究结果对今后探究
南极磷虾中含氟蛋白的安全评价提供了技术支撑，对南极磷虾应用价值的进一步开发具有重要意义。
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　　南极磷虾是地球上最大的生物类群之一，由
于其储藏量巨大，并且营养价值很高，含有人体

所必需的全部氨基酸，被人们称为未来的食品蛋

白资源仓库［１］。然而南极磷虾具有富集氟的特

性，其氟含量非常高，冷冻南极磷虾肌肉中氟含

量为３２５～５７０μｇ·ｇ－１［２－３］。根据中国卫生部发
布的人口总氟摄入量健康标准，成人每日氟摄入

量应不超过３ｍｇ［４］，这说明南极磷虾不能直接作
为食品被人类利用。然而，有研究发现以南极磷

虾为主要食物的南极企鹅骨骼氟含量达６４４８～
７１８７μｇ·ｇ－１，远远超过正常鸟类骨骼的氟含量，
但它们并没有出现氟中毒现象［５－６］，说明氟的毒

性与其赋存形态有关。随着对氟形态研究的深

入，人们逐渐认识到生物体对不同形态氟的吸收

和生物利用度存在差异［７－８］。这意味着仅分析南

极磷虾中氟的总含量不足以解释其毒性大小，也

无法科学的评估南极磷虾的安全性，因此研究南

极磷虾肌肉中氟的赋存形态是非常有必要的。

有关南极磷虾氟的分析方面，主要集中在对

氟的总量分析上，对氟的形态分析相对较少，仅

有的几篇关于氟形态的报道也是基于土壤和岩

石中氟的形态分析方法［９］，并且通过这种分析方

法获得的几种氟形态存在交叉折叠，学术上尚存

在争议［１０］。目前人们对南极磷虾中氟形成机制

尚不清楚，关于氟与蛋白存在某种形态结合以及

以何种方式结合，还处于假设推断状态。ＳＡＮＤＳ
等［１１］基于氟的快速溶解特性，推断氟可能与水溶

性蛋白结合在一起，ＺＨＡＮＧ等［１２］通过对南极磷

虾氟的迁移规律研究，推断氟可能与某种结构蛋

白有关。笔者在前期的研究中也发现，南极磷虾

蛋白中存在结合态的氟，为了进一步获得南极磷

虾蛋白中氟的结合形态，本研究在酶解获得蛋白
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肽的基础上，参考相关蛋白分离文献［１３－１６］，采用

超滤、凝胶过滤层析，Ｃ１８高效液相色谱技术分离
纯化得到纯化的磷虾肽，然后通过离子色谱法对

其进行氟含量的测定，同时利用 ＬＣＭＳ／ＭＳ对其
氨基酸序列进行分析，将分析结果通过 ＮＣＢＩ
ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅＥｕｐｈａｕｓｉａｃｅａ蛋白质数据库匹配得到相
应的蛋白质，并对该蛋白结构与特性进行深入分

析，以期可为南极磷虾中含氟蛋白的制备提供新

的技术方法，同时也为南极磷虾中含氟蛋白的安

全评价提供技术支撑。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　南极磷虾来源

实验用南极磷虾于２０１７年４月采自南极海
域，采捕上岸后，放入 －２０℃的冰箱冷冻保存，运
回实验室后，于－８０℃下保存备用。
１．１．２　实验试剂

胰蛋白酶（≥５００００Ｕ·ｇ－１），购于国药集团
化学试剂有限公司；盐酸、氢氧化钠等其他试剂

均购于国药集团化学试剂有限公司，分析纯；实

验用水由超纯水仪（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）制备。
１．２　主要仪器设备

８５０ＰｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌＩＣ离子色谱仪（瑞士万通公
司）；ＭｅｔｒｏｓｅｐＡＳｕｐｐ５２５０／４．０色谱柱；高效液
相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０）；ＹＭＣＰａｃｋＯＤＳＡＱ色
谱柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍｌ．ＡＱ１２Ｓ０５１５４６ＷＴ）；
ＬＣＭＳ／ＭＳ（ＥＡＳＹｎＬＣ１０００，ＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐＶｅｌｏｓ
Ｐｒｏ系 统，ＴｈｅｒｍｏＦｉｎｎｉｇａｎ公 司）；８４００型
Ａｍｉｃｏｎ 搅拌式超滤杯 （美国默克公司）；
ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２５葡聚糖凝胶柱填料（Ｐｈａｒｍａｃｉａ公
司）；玻璃层析柱 Φ３×１５０ｃｍ（上海华美实验仪
器厂）；１６ＲＸⅡ高速冷冻离心机（日本 ＨＩＴＡＣＨＩ
ＣＦ公司）；ＭｉｌｌｉＱ超纯水机（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司）；旋转蒸发仪ＲＥ５２Ａ（上海亚荣生化仪器厂）
１．３　实验方法
１．３．１　南极磷虾肽的制备
１．３．１．１　粗肽的制备

参考南极磷虾酶解多肽的制备方法［１７］，准确

称取１００ｇ南极磷虾鲜虾肉，加入超纯水５００ｍＬ，
按１％酶底浓度加入胰蛋白酶，用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１

ＮａＯＨ调节ｐＨ为８．０后，于４５℃水浴震荡８ｈ。
酶解结束后，取出酶解液于１００℃沸水中加热１０

ｍｉｎ，终止酶解反应。将灭活的酶解液冷却至室
温，离心（５℃，５０００ｒ·ｍｉｎ－１）２０ｍｉｎ，收集上清
液，待用。

１．３．１．２　磷虾肽粉的制备
参考酶解制备多肽的分子量大小［１７］，选取

３０ｋＤ超滤膜超截留未酶解完全的大分子蛋白和
其他大分子物质，控制蠕动泵转速，调节超滤膜

板进口压力为１５～２０Ｐｓｉ，出口压力为５Ｐｓｉ，压力
差控制在１５Ｐｓｉ以上，收集滤出液，在－８０℃冷冻
后，于冷冻干燥机冷冻干燥制得南极磷虾酶解多

肽粉。

１．３．２　南极磷虾酶解多肽得率
南极磷虾酶解多肽得率（％）＝酶解磷虾肽

粉质量（ｇ）／鲜虾肉粉质量（ｇ）×１００
１．３．３　南极磷虾多肽的分离纯化

采用凝胶过滤层析与高效液相色谱对南极

磷虾多肽分离纯化［１３－１６］。

凝胶过滤层析　取 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２５葡聚糖凝
胶装柱，用超纯水平衡层析柱２ｈ，一次加入酶解
蛋白肽浓度 ０．１ｇ·ｍＬ－１、８～１０ｍＬ，以 ２
ｍＬ·ｍｉｎ－１匀速洗脱，收集洗脱液（５ｍＬ·管 －１）。

高效液相色谱分离　将凝胶柱洗脱液依次
通过ＨＰＬＣ分析得到分离图谱，根据色谱图进行
分离纯化，并将纯化得到的相同多肽的层析液合

并，通过旋转蒸发仪浓缩至５ｍＬ左右，于冷冻干
燥机冷冻干燥２４ｈ，得到不同分子量的各组分磷
虾肽粉。其分析条件如下：检测波长：２２０ｎｍ；柱
温：３０℃；０．１ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量８０μＬ；流动相
Ａ：乙腈；流动相 Ｂ：超纯水；梯度洗脱条件如下：
（Ａ／Ｂ）０～２ｍｉｎ，５％（等量梯度）；２～１２ｍｉｎ，
５％～６０％（线性梯度）；１２～１５ｍｉｎ，６０％ ～８０％
（线性梯度）；１５～１７ｍｉｎ，８０％（等量梯度）；１７～
１７．５ｍｉｎ，８０％～５％（线性梯度）；１７．５～２０ｍｉｎ，
５％（等量梯度）。
１．３．４　氟的测定

采用离子色谱法进行氟含量测定［１８］：取样品

０．１ｇ，加入２ｍＬ体积比为１１∶１（水∶盐酸）的盐
酸水溶液，密闭酸解１ｈ，用超纯水定容至２０ｍＬ，
依次过 ０．２２μｍ水相针式滤膜，ＩＣＡｇ＋柱，ＩＣ
Ｎａ＋柱，上机。色谱条件：流动相：３．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｎａ２ＣＯ３－１．０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１ＮａＨＣＯ３；流速：０．７００

ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温２５℃；进样量：２０μＬ。
１．３．５　氨基酸分析及蛋白鉴定

０９
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由上海鹿鸣生物科技有限公司提供技术支

持，采用ＬＣＭＳ／ＭＳ对多肽进行氨基酸分析及蛋
白鉴定［１３－１６］，磷虾肽经毛细管高效液相色谱分

离后用 ＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐＶｅｌｏｓＰｒｏ质谱仪（Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｎｎｉｇａｎ）进行质谱分析。分析时长：９０ｍｉｎ，检测
方式：正离子，喷雾电压：１．８ｋＶ，离子传输毛细
管温度：２５０℃，使用前经标准校正液校正，母离
子扫描范围：３５０～１８００ｍ／ｚ，质谱扫描方式为信
息依赖的采集工作模式下（ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ，ＩＤＡ），每次全扫描（ｆｕｌｌｓｃａｎ）后采集最强
的１０个碎片图谱（ＭＳ２ｓｃａｎ），碎裂方式：碰撞诱
导解离（ｃｏｌｌｉｓｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，ＣＩＤ），正态
化能量３５％，ｑ值０．２５，活化时间：３０ｍｓ，动态
排除时间：３０ｓ，ＭＳ１在 Ｍ／Ｚ４００时分辨率为
６００００，ＭＳ２在离子阱中为单位质量分辨。一级
质谱采用ｐｒｏｆｉｌｅ模式采集，二级质谱采用ｃｅｎｔｒｏｉｄ
方式采集以降低数据文件大小。

１．３．６　统计方法
采用 ＳＰＳＳ１０．０软件（ＳＰＳＳＩｎｃ．，Ｃｈｉｃａｇｏ，

ＩＬ，ＵＳＡ）和Ｍａｓｃｏｔ２．３软件（ＭａｔｒｉｘＳｃｉｅｎｃｅ）进行
数 据 处 理， 数 据 库 为 ＮＣＢＩＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
Ｅｕｐｈａｕｓｉａｃｅａ数据库，酶选择为无，最大缺失切割
位点为２；固定改性为：氨基甲酰基甲基（Ｃ）；变
量修饰为：乙酰基（蛋白质 Ｎ末端），脱酰胺基
（ＮＱ），二氧化（Ｗ），氧化（Ｍ）；对于成功鉴定，ＭＳ
耐受性为±１０ｐｐｍ，ＭＳ／ＭＳ耐受性为 ±０．６Ｄａ，
蛋白质得分 ＣＩ％大于９５％。所有实验数据均为
３次平行测定值的平均值 ±标准差（Ｍｅａｎｓ±
ＳＤ），分别利用 Ｅｘｃｅｌ９７２００３、Ｃｈｅｍｉｓｔｄｒａｗ１６．０
进行数据分析与作图。

２　结果与分析
２．１　南极磷虾酶解多肽粗提物得率及其氟含量
分析

在前期优化酶解工艺的基础上，采用胰蛋白

酶对南极磷虾肌肉进行酶解。南极磷虾酶解液

离心后取上清液，用３０ｋＤ超滤膜截留未酶解完
全的大分子蛋白和其他大分子物质，离心，冻干，

得到酶解粗提物，经计算１００．００ｇ南极磷虾肌肉
酶解后的多肽质量为（１９．９８±０．４１）ｇ，即南极磷
虾多肽粗提物得率约为２０％。

采用离子色谱法测定南极磷虾肌肉酶解前

后的虾肉粉与多肽粉的氟含量分别为（８６４．５２±

０．９６）μｇ·ｇ－１和（７３１．７３±１．０１）μｇ·ｇ－１。以
多肽得率２０％，并考虑到残渣中氟的影响，结合
酶解前后虾肉粉与多肽粉总氟比计算，以鲜虾肉

计，粗略换算氟含量约为１７２．９０μｇ·ｇ－１，结果
略高于朱兰兰等［１９］和 ＰＡＲＫ等 ［２０］测得的氟含

量（６０～１２０μｇ·ｇ－１），低于郭帆等［９］和 ＺＨＡＮＧ
等［１２］测得的氟含量（２６５～３２５μｇ·ｇ－１）。这可
能与不同实验室所使用的南极磷虾原料的储存

条件不同有关，研究表明，存储条件对南极磷虾

体内氟迁移的形态与含量有明显的影响［２１］，随着

存储时间的延长或存储温度的升高，虾壳中的氟

更容易转变成易被肌肉吸收的离子交换态氟或

水溶态氟，因此对南极磷虾捕获后低温快速脱壳

技术的研究也是降低肌肉氟含量的重要环节，由

于各个实验室选用的南极磷虾原料的采购厂家、

存储条件、捕捞海域不一样，导致各个实验室测

得的结果存在差异。

２．２　 南极磷虾酶解多肽的高效液相色谱分析
图１是南极磷虾肌肉酶解后多肽的高效液

相色谱分析图谱，可以看出南极磷虾多肽主要有

６个比较明显的峰（分别命名为 Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３、Ｆ４、
Ｆ５、Ｆ６），且各个峰型良好，说明该色谱条件能较
好地将南极磷虾酶解后的多肽有效分开，色谱条

件适合南极磷虾酶解多肽的分析。

图１　南极磷虾肌肉酶解后的多肽高效液相色谱图
Ｆｉｇ．１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｐｅｐｔｉｄｅｓａｆｔｅｒ
ｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｏｆＡｎｔａｒｃｔｉｃｋｒｉｌｌ

２．３　南极磷虾酶解多肽的纯化及各组分多肽氟
含量分布

为了得到各组分多肽（Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３、Ｆ４、Ｆ５、
Ｆ６）氟的含量分布，用ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２５葡聚糖凝胶
层析柱分离纯化后，进行分段收集，并通过 ＨＰＬＣ
Ｃ１８反相柱精制，纯化后得到６个组分多肽。收
集６个组分多肽，并对其进行氟含量分析，表１是
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表１　不同多肽中氟含量分布
Ｔａｂ．１　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｆｌｕｏｒｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｐｔｉｄｅｓ

南极磷虾多肽 Ａｎｔａｒｃｔｉｃｋｒｉｌｌｐｅｐｔｉｄｅ
Ｆ１ Ｆ２ Ｆ３ Ｆ４ Ｆ５ Ｆ６

氟含量／（μｇ·ｇ－１）Ｆｌｕｏｒｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔ８６．２３±０．０２ ２５．４２±０．６９ ４８．１４±０．２５ ５２．５３±０．５８ ７７．６２±０．４６２６６．１１±０．４０

离子色谱对多肽（Ｆ１、Ｆ２、Ｆ３、Ｆ４、Ｆ５、Ｆ６）中氟含
量的分析结果，从表１中可以看出，６个主要的肽
段均有氟分布，但主要集中在多肽 Ｆ６上，说明多
肽Ｆ６的结构更容易与氟结合。
２．４　南极磷虾酶解后的多肽Ｆ６的纯度鉴定

为了确保多肽 Ｆ６的高纯度样品，以免杂质
的存在对后续的组成、结构和序列分析造成干扰

或影响。将经过 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２５葡聚糖凝胶柱初
步分离后的多肽层析液，通过ＨＰＬＣ进一步分离，
获得纯化样品。图 ２是多肽 Ｆ６的纯度鉴定结
果，可以看出多肽 Ｆ６的高效液相色谱峰为单一
的对称峰，说明样品为单一组成，纯度较高。

图２　多肽Ｆ６的高效液相色谱图
Ｆｉｇ．２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｐｅｐｔｉｄｅＦ６

２．５　南极磷虾酶解后的多肽 Ｆ６的 ＭＳ／ＭＳ分
析

图３是多肽 Ｆ６的 ＬＣＭＳ／ＭＳ质谱图，分析
多肽 Ｆ６分子量以鉴定其氨基酸的序列，将得到
的片 段 氨 基 酸 序 列 通 过 ＮＣＢＩＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
Ｅｕｐｈａｕｓｉａｃｅａ蛋白质数据库检索，按匹配值得分
高于１００分可筛选鉴定得到４种蛋白质 ［Ｃｌｏｃｋ，
Ｔｒｏｐｏｍｙｏｓｉｎ， ＡＴＰ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ６
（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ），Ａｒｇｉｎｉｎｅｋｉｎａｓｅ］，标识符分别
为：ｇｉ｜１０４７８１５８５０｜ｇｂ｜ＡＮＷ４８３７８．１｜，ｇｉ｜
１５６７１２７５２｜ｄｂｊ｜ＢＡＦ７６４３０．１｜，ｇｉ｜５８８４８１７５５
｜ｇｂ｜ＡＨＫ２３７４６．１｜，说明多肽 Ｆ６与这４种蛋
白相关。Ｃｌｏｃｋ蛋白作为调节生物节律关键因
子，可通过磷酸化修饰形成羟基磷酸盐［２２－２３］，从

而增强稳定性，在维持生命体节律方面具有重要

作用，Ｔｒｏｐｏｍｙｏｓｉｎ是一种细肌丝相关蛋白，它具
有二聚化α螺旋结构，对肌肉收缩有重要的调节
作用，ＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ６（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ）广泛
存在于线粒体内膜，参与光合磷酸化和氧化磷酸

化，在跨膜质子动力势的推动下合成 ＡＴＰ，为生
命体提供能量，Ａｒｇｉｎｉｎｅｋｉｎａｓｅ是磷酸原胍基化
合物激酶的一种，主要存在于无脊椎动物体内，

用于迅速补偿 ＡＴＰ浓度剧烈变化以及细胞内不
同部位的能量传递，在细胞能量代谢中起重要作

用。

有研究表明，氟与羟基磷酸盐之间的离子交

换吸附是南极磷虾富集氟的主要方式，这种结合

方式是氟在机体内最稳定的存在方式［３４］。由于

鉴定出的４种蛋白中，只有 Ｃｌｏｃｋ蛋白可以通过
磷酸化修饰形成羟基磷酸盐，Ｔｒｏｐｏｍｙｏｓｉｎ、ＡＴＰ
ｓｙｎｔｈａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ６ （ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ）、 Ａｒｇｉｎｉｎｅ
ｋｉｎａｓｅ这３种蛋白在肌肉收缩、能量传递中有重
要作用。可以推测南极磷虾蛋白与氟的结合可

能与 Ｃｌｏｃｋ蛋白的磷酸化有关，在 ＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅ
ｓｕｂｕｎｉｔ６、Ａｒｇｉｎｉｎｅｋｉｎａｓｅ等酶的参与下，Ｃｌｏｃｋ蛋
白可通过磷酸化修饰形成羟基磷酸盐，氟通过羟

基磷酸盐与氨基酸侧链之间的离子交换吸附在

南极磷虾中积累，以维持南极磷虾肌肉内稳定的

氟含量。表２是 Ｃｌｏｃｋ蛋白的氨基酸序列，蓝色
标示为多肽Ｆ６与Ｃｌｏｃｋ蛋白的匹配序列。

３　讨论
南极磷虾作为人类最大的动物性蛋白资源

库，其蛋白的利用对产业发展至关重要。然而，

研究显示，南极磷虾肌肉中的氟含量在２２５～５７０
μｇ·ｇ－１之间［２－３］，并以游离态和结合态的方式

赋存于肌肉中。游离态氟可根据氟离子的水溶

性特征进行快速去除，但结合态氟很难通过简单

的工艺将氟除去，容易导致南极磷虾蛋白粉或南

极磷虾多肽粉中氟含量超标，影响其开发利用。

参考相关文献［２４－２６］，酶解法反应条件温和，整个

反应无高温高压强酸强碱过程，对蛋白结构的
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图３　多肽Ｆ６的ＭＳ／ＭＳ质谱图
Ｆｉｇ．３　ＭＳ／ＭＳｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＡｎｔａｒｃｔｉｃｋｒｉｌｌｐｅｐｔｉｄｅＦ６

表２　Ｃｌｏｃｋ蛋白的氨基酸序列
Ｔａｂ．２　ＡｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＣｌｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ

１ ＭＰＬＨＥＦＬＲＬＧ ＤＤＡＱＳＧＹＥＴＳ ＶＭＤＤＧＥＧＤＥＫ ＤＤＶＫＲＫＳＲＮＬ ＳＥＫＫＲＲＤＱＦＮ
５１ ＬＬＩＮＥＬＳＶＭＶ ＡＡＮＮＲＫＭＤＫＳ ＴＶＬＫＡＴＩＳＦＬ ＫＮＱＫＥＭＳＴＲＳ ＱＧＱＥＶＲＥＤＷＫ
１０１ ＰＳＦＬＳＮＥＥＦＴ ＨＬＭＬＥＡＬＤＧＦ ＩＭＴＶＳＣＳＧＲＶ ＬＹＴＳＥＳＩＴＰＬ ＬＧＨＬＰＧＤＬＳＥ
１５１ ＳＨＶＹＤＬＭＬＳＥ ＥＲＮＤＭＲＲＦＬＳ ＮＰＡＬＡＰＮＰＳＩ ＮＭＤＤＴＫＥＱＹＡ ＩＳＶＨＬＫＲＳＰＴ
２０１ ＮＩＳＥＥＰＳＹＥＲ ＶＫＬＴＧＹＦＥＲＹ ＴＣＰＳＥＤＧＶＬＤ ＦＳＣＳＥＡＥＤＳＭ ＳＶＤＲＳＭＦＩＮＲ
２５１ ＱＮＴＮＬＧＧＩＦＧ ＤＳＰＳＱＳＧＶＱＤ ＴＫＬＶＦＶＡＩＧＲ ＭＥＲＰＱＬＶＲＥＭ ＭＩＬＥＰＴＫＴＥＦ
３０１ ＴＳＲＨＳＬＥＷＫＦ ＬＦＬＤＨＲＡＰＴＩ ＩＧＹＬＰＦＥＶＬＧ ＴＳＧＹＤＹＹＨＶＤ ＤＬＤＫＶＳＮＣＨＥ
３５１ ＲＬＭＫＴＧＫＧＴＳ ＣＹＹＲＦＬＴＫＧＱ ＱＷＩＷＬＱＴＮＹＹ ＩＴＹＨＱＷＮＳＫＰ ＥＦＩＶＣＴＮＴＶＶ
４０１ ＧＹＳＡＶＫＧＱＬＶ ＫＥＥＮＧＥＤＣＶＥ ＤＤＥＤＤＰＬＤＬＮ ＲＭＹＳＡＧＰＳＧＶ ＲＭＧＰＭＤＡＤＮＲ
４５１ ＳＱＣＳＧＴＧＧＮＳ ＳＤＤＮＲＳＬＳＳＭ ＡＨＳＶＧＰＳＬＴＭ ＩＫＳＱＰＮＱＴＥＳ ＥＳＤＲＤＬＬＳＳＤ
５０１ ＳＤＧＧＱＲＲＳＩＡ ＤＩＬＰＳＳＱＲＱＫ ＱＬＱＴＬＳＱＲＱＱ ＩＬＤＱＱＩＱＨＱＫ ＲＬＱＨＥＱＥＱＲＱ
５５１ ＨＱＰＨＱＱＱＨＱＱ ＰＰＱＰＰＰＱＰＰＰ ＱＰＬＦＳＥＳＤＴＤ ＥＡＩＱＮＨＱＶＱＴ ＬＡＥＱＱＬＱＱＶＲ
６０１ ＡＬＱＱＫＨＥＥＱＱ ＬＱＱＡＡＬＨＱＱＱ ＱＥＱＬＬＱＱＱＦＶ ＫＰＰＰＱＰＱＰＬＱ ＰＰＲＰＱＰＰＱＳＬ
６５１ ＰＰＱＱＱＱＬＨＬＱ ＬＰＤＰＱＶＳＰＡＳ ＰＳＳＳＱＲＱＱＰＰ ＨＳＰＹＰＱＰＰＨＨ ＬＰＳＲＧＤＰＰＰＷ
７０１ ＳＰＫＡＲＰＧＳＳＫ ＲＬＲＩＱＱＱＱＱＱ ＱＱＲＱＱＱＱＱＱＨ ＱＱＱＱＳＰＱＩＹＬ ＤＤＭＴＳＬＰＳＰＧ
７５１ ＳＤＩＳＶＮＳＱＴＳ ＨＳＳＭＱＳＨＧＳＱ ＨＧＳＬＱＱＴＰＤＫ ＲＲＬＰＱＲＤＹＱＡ ＮＳＳＳＨＮＬＥＤＴ
８０１ ＨＤＱＶＲＬＹＩＰＫ ＱＬＫＹＧＳＲＴＰＬ ＹＫＴＧＮＳＤＮＥＴ ＳＰＹＴＳＫＡＫＨＫ ＫＹＹＲＫＩＥＬＰＰ
８５１ ＥＩＳＳＲＬＴＹＫＫ ＥＥＶＥＤＱＬＭＧＳ ＭＶＳＳＰＧＳＣＳＥ ＳＡＳＶＳＧＭＳＬＧ ＮＶＩＶＳＳＧＱＧＶ
９０１ ＶＬＳＳＰＱＨＰＱＱ ＱＱＱＨＨＱＱＨＩＱ ＱＱＱＥＱＱＱＲＱＱ ＱＱＱＱＱＱＲＱＱＥ ＱＲＱＱＥＱＲＱＱＥ
９５１ ＱＱＱＥＱＱＱＲＱＱ ＥＱＲＱＱＥＱＲＱＱ ＥＱＱＱＲＱＱＥＱＱ ＱＲＱＱＥＱＱＱＲＱ ＱＥＱＱＱＲＱＱＥＱ
１００１ ＲＱＱＥＱＱＱＲＱＱ ＥＱＱＱＲＱＱＥＱＲ ＱＱＥＱＱＱＲＱＱＥ ＱＱＱＲＱＱＥＱＱＱ ＱＱＱＱＱＩＳＧＭＹ
１０５１ ＧＶＶＱＱＱＱＱＱＱ ＱＱＱＱＱＱＱＱＱＱ ＱＹＬＧＧＡＬＧＧＡ ＬＧＧＧＧＳＳＳＧＳ ＩＲＧＨＡＡＰＳＳＳ
１１０１ ＡＡＡＴＱＶＬＱＶＡ ＴＶＰＦＳＰＶＬＳＩ ＰＧＱＰＶＶＡＮＬＳ ＶＱＬＰＱＰＱＴＴＥ ＤＬＲＰＱＬＩＬＳＰ
１１５１ ＥＱＲＱＬＱＥＱＬＲ ＬＫＨＡＥＬＱＱＭＩ ＭＲＱＱＱＥＬＱＴＶ ＮＥＱＬＶＭＡＱＹＧ ＭＹＫＮＮＬＱＹＡＴ
１２０１ ＳＰＡＩＧＳＳＳＧＧ ＦＰＧＧＶＮＶＳＧＰ ＧＮＭＡＧＭＳＡＬＱ ＴＶＧＧＰＧＳＧＳＬ ＨＡＳＮＮＰＧＴＡＴ
１２５１ ＩＴＬＧＮＡＡＴＶＳ ＬＧＳＳＡＡＡＱＳＮ ＦＩＱＴＳＳＴＰＡＰ ＳＳＬＱＨＮＬＱＰＴ ＴＩＴＶＴＳＩＮＰＲ
１３０１ ＱＶＮＶＶＳＧＧＱＲ ＭＡＶＰＳＩＰＬＳＨ ＱＱＡＳＭＬＦＡＱＰ ＶＰＧＴＡＱＰＰＱＬ ＰＰＫＫ

注：蓝色标示为多肽Ｆ７与Ｃｌｏｃｋ蛋白匹配序列

Ｎｏｔｅ：ＢｌｕｅｉｎｄｉｃａｔｅｓｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅＦ７ａｎｄＣｌｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎｍａｔｃｈｓｅｑｕｅｎｃｅ
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破坏程度小。此外，生物酶具有专一性，一种酶

只能催化一种反应，作用于特定的肽键，如胰蛋

白酶只能断裂赖氨酸、精氨酸、组氨酸这３种碱
性氨基酸所形成的肽键。故本文通过酶解的方

式分离南极磷虾肌肉中的含氟多肽，目的是不破

坏结合态氟的赋存形式，有利于后期结合态氟的

安全性以及理化特性的研究。本实验结果也表

明，采用酶解获得南极磷虾多肽粗提物是可行

的，多肽通过凝胶色谱层析和反相液相色谱再次

分离纯化后，可成功制备出纯度较高的多肽，多

肽Ｆ６就是本文分离纯度较高的多肽。
为了进一步获得多肽 Ｆ６与氟结合的可能肽

链，通过质谱技术结合氨基酸序列对多肽 Ｆ６进
行分析，发现氟与Ｃｌｏｃｋ蛋白结合的可能性最大。
鉴定出的Ｃｌｏｃｋ蛋白是由 Ｃｌｏｃｋ基因编码的蛋白
质，可调节生物节律。有研究证明，磷酸化修饰

后的Ｃｌｏｃｋ蛋白在生物钟的正负反馈回路中起关
键性作用，Ｃｌｏｃｋ蛋白可以通过磷酸化修饰增强
其在机体内的稳定性、相互作用和活性［２２－２３］。

Ｃｌｏｃｋ蛋白磷酸化是通过将ＡＴＰ中的磷酸基团磷
酸化到蛋白质的特定位点来实现的，该特定位点

一般是指含有羟基的氨基酸即丝氨酸（Ｓｅｒ）、苏
氨酸（Ｔｈｒ）和酪氨酸（Ｌｙｒ），它们的磷酸化氨基酸
结构如图４所示，这３种氨基酸具有游离羟基且
不带电荷，当磷酸化时，蛋白质带负电荷［２７］。钙

离子广泛存在于细胞中，可与钙调素结合引起钙

调素构象的变化，从而在特定的反应中结合特定

蛋白质，作为蛋白质的重要辅助因子，参与磷酸

化等翻译后修饰［２８］，另外细胞内 Ｃａ２＋作为调节
多种细胞活动的第二重要信使，还参与某些类型

神经细胞中动作电位的传播［２９］。由于钙离子带

有正电荷，它们可以通过离子传输通道与带负电荷

的磷酸化Ｃｌｏｃｋ蛋白结合形成羟基磷酸钙（ＨＡＰ），

ＨＡＰ作为一种可以吸附在蛋白上的生物矿物质，
可能在促进化学进化上起着累积生物分子的作

用［３０］。因为南极磷虾肌肉中有很多游离的氟离

子，ＨＡＰ具有很强的离子交换能力，所以 ＯＨ－很
容易被Ｆ－所取代，而形成吸附能力更强、更加稳
定的氟磷灰石（ＦＨＡＰ）［３１－３３］。南极磷虾肌肉中
氟的结合形态可能与 Ｃｌｏｃｋ蛋白磷酸化有关，通
过磷酸化来形成稳定的生物矿物质（ＦＨＡＰ），来
维持机体的正常代谢与生命活动。目前认为南

极磷虾通过离子交换吸附，即通过Ｃａ５（ＰＯ４）３ＯＨ
＋Ｆ－＝Ｃａ５（ＰＯ４）３Ｆ＋ＯＨ

－实现氟离子的聚集

便是基于这个原理［３４］。

４　小结
１）本研究采用胰蛋白酶酶解法制备南极磷

虾多肽的得率约为２０％。
２）将南极磷虾酶解多肽经过超滤、Ｓｅｐｈａｄｅｘ

Ｇ２５葡聚糖凝胶柱层析、高效液相色谱技术分离
纯化得到的６个组分多肽（分别命名为 Ｆ１、Ｆ２、
Ｆ３、Ｆ４、Ｆ５、Ｆ６），并且氟主要集合在多肽 Ｆ６，多肽
Ｆ６氟含量最高，可达（２６６．１１±０．４０）μｇ·ｇ－１。
３）通过ＬＣＭＳ／ＭＳ分析得到多肽 Ｆ６的氨基

酸序列，并将片段氨基酸序列通过 ＮＣＢＩ
ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅＥｕｐｈａｕｓｉａｃｅａ蛋白质数据库检索，按匹
配值得分高于１００分可筛选鉴定得到４种蛋白质
［Ｃｌｏｃｋ，ｔｒｏｐｏｍｙｏｓｉｎ，ＡＴＰ ｓｙｎｔｈａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ６
（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ），Ａｒｇｉｎｉｎｅｋｉｎａｓｅ］。通过对 ４种
蛋白的研究，同时结合多肽的理化特性分析，在

现有的实验数据下，说明南极磷虾蛋白结合氟可

能与 Ｃｌｏｃｋ蛋白的磷酸化有关，氟以 ＦＨＡＰ生物
矿物盐的形式与南极磷虾蛋白结合，以维持南极

磷虾肌肉内稳定的氟含量，但具体结合结构、结

合机理仍需要进一步研究与验证。

图４　磷酸化氨基酸结构式
Ｆｉｇ．４　Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

４９
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