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反相高效液相色谱 ! 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

分离鉴定螺蛳血管紧张素转换酶抑制肽

夏树华，, 王 , 璋

（ 江南大学食品学院，江苏 无锡 !$*".(）

摘要：运用反相高效液相色谱（:;-<;=>）对酶解螺 蛳 腹 足 肌 得 到 的 血 管 紧 张 素 转 换 酶（?>,）抑 制 肽 进 行 两 步 分

离提纯，第一步主要得到 & 个 组 分；选 取 其 中 活 性 最 高 的 组 分 进 一 步 分 离，得 到 ! 个 组 分，其 中 活 性 较 高 组 分 的

?>, 半抑制浓度为 *./ % !.() @ =，基本为单一肽组分。对 提 纯 的 组 分 分 别 使 用 高 效 液 相 色 谱 @ 电 喷 雾 离 子 质 谱 法

（<;=> @ ,AB-CA）和基质辅助激光解吸电离飞行时间 质 谱 法（C?=DB-6EF CA）进 行 分 析，同 时 结 合 氨 基 酸 组 成 分

析结果，最终得到的肽链一级结构为 =&1-G)$-B)3-6%H（I,BJ），符合已知的高活性 ?>, 抑制肽的结构规律。经过

对两种方法分析过程的比较，认为 ,AB-CA 可以得到多方面的信息，但无法确定肽的序列；C?=DB-6EF CA 可以得

到精确的二级质谱图（! " # 精确至"/ """ $），从而可以得到确定的肽的序列。
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! ! 螺蛳是产自我国长江流域且受到普遍欢迎的贝

壳 产 品，其 中 最 常 见 的 是 梨 形 环 棱 螺（ !"##$%&$
’()*+*,$-$）［"］，它的 腹 足 肌（ 靠 近 螺 蛳 外 壳 开 口 处

致密而富有弹性的肌肉组织）是通常的食用部分。

! ! 在 人 体 血 压 调 节 系 统 中，血 管 紧 张 素 转 换 酶

（%&’()*+&,(& -./)&0+1*(&’ +&234+，"#$）可以促进

血管紧张素!（ 已 知 最 强 的 收 缩 血 管 的 物 质 之 一）

的生成，同时使舒张血管的舒缓激肽失活，从而引发

高血压。"#$ 抑制肽能作为 "#$ 的竞争性底物阻

止血 管 紧 张 素!的 生 成，起 到 降 低 血 压 的 效 果。

"#$ 抑制肽在食品中广泛存在，已经发现的来源有

酪蛋 白、大 豆 蛋 白、胶 原 蛋 白、鱼 贝 类 肌 肉 蛋 白 等。

相比人工合成的 "#$ 抑 制 药 物，食 品 中 的 "#$ 抑

制肽具有无副作用、安全性及稳定性好的优点，是目

前生物活性肽方面的研究热点之一。

! ! 以螺蛳腹足肌为原料，经过酶解及大孔吸附树

脂、离子 交 换 树 脂、5+67%8+9 :."# 凝 胶 分 离 提 纯，

得到 了 具 有 较 高 "#$ 抑 制 活 性 的 肽 产 物［$，%］。 将

所得的混合 肽 用 反 相 高 效 液 相 色 谱（;<.=<>#）进

一步提纯，然后分别采用液相色谱 ! 电喷雾离子质谱

法（># ! $5-.?5）和 基 质 辅 助 激 光 解 吸 电 离 飞 行 时

间质谱法（?">@-.ABC ?5）对 其 一 级 结 构 进 行 测

定，并结合氨基酸组成的测定结果加以分析和比较。

到目前为止，笔者尚未查阅到国内外关于螺蛳 "#$
抑制肽鉴定研究的文献。

! ! 作为一个新的研究领域，蛋白质组学发展的关

键是近年来质谱技术的革新。质谱现在可以作为将

各种蛋白质与序列数据库联系起来的桥梁，成为鉴

定蛋白质及多肽的首选方法。$& 世纪 ’& 年代末出

现了两种适合蛋白质研究的软电离质谱，即电喷雾

质谱和基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱。前者

能提供丰富的结构信息，但即使采用串联质谱，其质

量精度最高只 能 达 到 &( "；后 者 能 精 确 测 定 肽 的 相

对分子质量，测定速度快，效率高，操作较容易，灵敏

度可高达 %& ) "&& D4)E（"& * "# 4)E）［+ * ,］，但 对 样 品

的纯度要求比较高。质谱法结合具有高分离效能的

;<.=<>#，可 以 对 肽 链 的 一 级 结 构 进 行 有 效 的

测定。

! ! 肽段在质谱分析中的断裂是有规律的，主要的

断裂方式和形 成 的 碎 片 类 型 如 图 " 所 示。从 F 端

开始以 %，G，/ 表示，从 # 端开始以 9，3，2 表示。这

些碎片 还 可 进 一 步 形 成 脱 水、脱 氨 的 离 子，但 G 系

列和 3 系列离子出现这种离子的几率较大，这是由

于肽链中酰胺键较容易断裂［-］所致。

图 !" 肽主链碎片及命名

!"#$ !" %&’()* +,- ./ /0,#+’1( -’-("2’ 3,)&3.1’ ,12 (*’ 1.+’1)4,(50’

!" 实验部分

! $ !" 原料、仪器与试剂

! $ ! $ !" 原料

! ! 实验用 螺 蛳 是 从 无 锡 青 山 市 场 购 得 的 新 鲜 螺

蛳，用 <1)E+%*7+1 C:.C 蛋 白 酶 对 螺 蛳 腹 足 肌 进 行

酶解，经 大 孔 吸 附 树 脂、离 子 交 换 树 脂、5+67%8+9
:."# 凝 胶 分 离 提 纯，得 到 混 合 肽 组 分［$，%］，供 实

验用。

! $ ! $ #" 仪器与试剂

! ! H%*+1,A? ,&& 高效液相色谱仪，配 $+’- 紫外检

测器和 ?%$ 工作站（H%*+1, 公司）；"’(E+&* ""&& 液

相色 谱 仪（ "’(E+&* 公 司 ）；H%*+1, <E%*D)14 I?@

+&&& 质谱仪，配 H%*+1, $,.& 色谱仪、H%*+1, .., 紫

外检 测 器（H%*+1, 公 司）；+-&& <1)*+)4(/, "&%E3.
2+1（"66E(+8 J(),3,*+4,，K5"）。

! $ #" 实验方法

! $ # $ !" 半制备 ;<.=<># 分离 "#$ 抑制肽

! ! =<># 系 统：H%*+1,A? ,&& 高 效 液 相 色 谱 仪

（H%*+1, 公 司）。色 谱 柱：>(/71),67+1 #"’ 柱（"&( &
44 / $#& 44，# "4，=%&G)& 5/(+&/+ L A+/7&)E).
’3 公司）。流动相："，#M 乙腈，含 &( &#M 三氟乙酸

（AC"）；J，’&M 乙腈，含 &( &#M AC"；梯度洗脱程序

为 & ) # 4(&，"&&M "；# ) $& 4(&，"&&M " ) +&M J；

$& ) %& 4(&，+&M J ) "&&M J；%& ) %+ 4(&，"&&M J；

%+ ) %’ 4(&，"&&M J ) "&&M "；%’ ) +% 4(&，"&&M

·.#·
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!；流 速：# "# $ "%&。检 测 波 长：!!$ &"；进 样 量：

%$$ !#。

! ! " ! "# ’()*(#+ 进一步分离 !+, 抑制肽

& & *(#+ 系 统：-./01234 ’$$ 高 效 液 相 色 谱 仪

（-./012 公司）。色谱柱：*56012%7 89:)+%( 柱（! ; %
"" ) %"$ ""，# !"）；流 动 相：!，"< 乙 腈，含

$* $"< 3=!；8，($< 乙 腈，含 $* $"< 3=!；梯 度 洗 脱

程序 为 $ + " "%&，%$$< !；" + !$ "%&，%$$< ! +
,$< 8；!$ + !" "%&，,$< 8 + "$< 8；!" + #$ "%&，

"$< 8 + %$$< 8；#$ + ## "%&，%$$< 8；## + #" "%&，

%$$< 8 + %$$< !；#" + ,$ "%&，%$$< !；流 速：%
"# $ "%&。检测波长：!!$ &"。进样量：!$ !#。

! ! " ! $# ,:>)4: 分析

& & 质谱仪：-./012 (7./?@1" A49 ,$$$ 质谱仪，配

-./012 !’-$ 色谱仪、-./012 --’ 紫外检测器；分析

柱：!/7.&/%2 +%( 柱（!* % "" ) %"$ ""，# !"）；流动

相：!，水，含 $* %< 甲 酸；8，乙 腈；线 性 梯 度 洗 脱 程

序为 %$$< !
#$
!"""

"%&
%$$< 8；进 样 量：%$ !#。离 子

化方式：,:>（ . ）；毛细管电压：#* (( BC；锥孔电压：

’$ C；离子源温度：%$$ D；脱溶剂气温度：!"$ D；质

量扫描范围：! " # %"$ + % $$$；光电倍增器电压：/$$
C；真空度：!* ’ "(.；雾化气流量：,* ! # $ E。

! ! " ! %# 4!#9>)3F= 4: 分析

& & 质 谱 仪 & ,/$$ (1@/0@"%G2 !&.75H01 !667%0I
8%@252/0"2（J:!）（4!#9>)3F=)3F= 4:）；分析软

件为 ,/$$ ,K67@10134 :@?/L.10。

& & 点样方式 & 先点 $* " !# 的样品于 4!#9> 不锈

钢靶板上，自然干燥后再点上 $* " !# $* " M $ # !)氰
基), )羟基肉桂酸（++!）溶液（ 溶 剂 为 $* %< 3=! .
"$< 乙腈），在 室 温 下 自 然 干 燥。 另 点 $* " !# $* "
M $ # ++! 溶液（ 不点样品）作为空白对照。

& & 质 谱 分 析 & 激 光 源：#"" &" 波 长 的 NI：O!P
激光器，加速电压 !$ BC，质量扫描范围：! " # %$$ +
($$。

& & 4: 分析参数 & 碰撞诱导解离（+>9）：关；相对

分子质量范围：%$$ + # $$$；固定激光强度：’ $$$；数

字转换器：容度 % ; $ &2。

& & 4: $ 4: 分 析 参 数 & +>9：开；前 体 离 子 质 量 窗

口：分辨率相对 值 为 ($<（ 最 高 峰 的 半 峰 宽）；固 定

激光强度：/ $$$；数字转换器：容度$ ; " &2。

& & 检索数据 库 & 利 用 90 N@Q@ ,K67@101 分 析 软

件进行分析。

! ! " ! &# 氨基酸组成分析

& & 样 品 制 备：称 样 品 约 !$ "M 于 水 解 管 中，加 入

含 "< :&+7! 的 " "@7 $ # N.F*（ 碱水解）或 % "# ’
"@7 $ # *+7（ 酸水解），抽 真 空，封 口，于 %%$ D 下 水

解 !, E。 转 移 定 容 后 过 滤，滤 液 中 加 入 ’ "@7 $ #
*+7 中和（ 碱 水 解）或 在 加 N.F* 的 真 空 干 燥 器 中

蒸干并加盐酸溶解（ 酸水解），用邻苯二甲醛（F(!）

衍生后待测定。

& & 色谱条件：!M%70&/ AF’8!R ,K/0&I)+%( 柱（,* $
"" ) %!" ""，" !"）。流动相：!，!$ ""@7 $ #醋酸

钠液；8，!$ ""@7 $ # 醋酸钠液)甲醇)乙腈（ 体积比为

%0 !0 !）；梯 度 洗 脱 程 序：$ + !" "%&，%$$< ! + "$<
8；!" + !- "%&，"$< 8 + %$$< 8；!- + !- ; " "%&，

%$$< 8；!- ; " + #% ; " "%&，%$$< 8 + %$$< !；#% ; " +
,$ "%&，%$$< !；流速 %* $ "# $ "%&。柱温：,$ D；检

测波长：于 !’! &" 波长下检测 (1@；于 ##( &" 波长

下检测其他氨基酸。

! ! " ! ’# !+, 抑制活性的测定

& & !+, 抑 制 肽 的 活 性 强 弱 以 !+, 半 抑 制 浓 度

>+"$ 值（ 指 抑 制 "$< !+, 的 活 性 所 需 抑 制 剂 的 浓

度）表示。

& & 样品溶于超纯水，配制成所需浓度。取 %$ !#
样品和 !$ !# !+,（$* % J 溶于 %* $ "# 6* (* # 的

$* $" "@7 $ # 硼酸缓冲液，其中含 $* # "@7 $ # N.+7），

于 #/ D下保 温 ’ "%&，加 入 ,$ !# ’* " ""@7 $ # 底

物（ E%66S1@57)#)*%2)#)#0S 溶 于 相 同 的 缓 冲 溶 液

中），于 #/ D下反应 #$ "%&，加入 ($ !# % "@7 $ # 的

*+7 溶液终止反应。冷却至室温后取 %$ !# 反应产

物进样，通过 ’()*(#+ 谱图测定马尿酸的生成量，

以马尿酸的生成量来判断样品对 !+, 活性的抑制

作用，同时做空白对照。

& & 样 品 的 !+, 活 性 抑 制 率 1（ 对 照 的 马 尿 酸 峰

面积值 2 样品的马尿酸峰面积值）) %$$< $ 对照的

马尿酸峰面积值。

& & 色谱条件：-./012 ’$$ *(#+ 仪，配二极管阵列

检测器（9!9）；色谱柱为 :5""0/15 +%( 柱（#* - ""
) %"$ ""，" !"）；流动相为 %!< 乙腈（ 含 $* "< 乙

酸），流速为 %* $ "# $ "%&；检测波长为 !#( &"；进样

量为 %$ !#；柱温为 #$ D。

"# 结果与讨论

" ! !# 半制备 "#$%#&’ 分离 (’) 活性抑制肽

& & 待分离的混合肽经半制备 ’()*(#+ 分离后主

要得到 ( 个组分（ 见图 !），分别收集并冷冻干燥后

测 定 !+, 活 性 抑 制 率，结 果 如 图 #，其 中 组 分 (
（=(）的抑制活性最强。从梯度洗脱程序看，在此区

域内采用的是降低流动相极性（ 即降低流动相中水

的含量）的线 性 梯 度 洗 脱，因 此 可 知 组 分 ( 为 一 疏

水性较强或肽链较长的肽段［(］。

·$’·
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图 !" 半制备 !"#$"%& 分离肽组分的色谱图

’()* !" &+,-./0-),/. -1 0+2 3230(425 523/,/024
67 52.(#3,23/,/0(82 !"#$"%&

#%&’()：*+,-.%/0-1. #"#（ "$% $ (( & ’($ ((，( !(）；

(%2+&1 0-3/1："，(4 3,15%)+5.+&1 ,%)53+)+)6 $% $(4 78"；9，

#$4 3,15%)+5.+&1 ,%)53+)+)6 $% $(4 78"；6.3:+1)5 1&’5+%) 0.%;
6.3(：$ ) ( (+)，"$$4 "；( ) ’$ (+)，"$$4 " ) *$4 9；’$ ) +$
(+)，*$4 9 ) "$$4 9；+$ ) +* (+)，"$$4 9；+* ) +# (+)，"$$4
9 ) "$$4 "；+# ) *+ (+)，"$$4 "；<&%= .351：+ (* ! (+)>

图 #" 半制备 !"#$"%& 分离得到的组分的 9&: 活性

抑制率（ 肽的质量浓度为 $% $& .) ; .%）

’()* #" 9&: (<+(6(0-,7 /=0(8(07 -1 1,/=0(-<5 1,-.
52.(#3,23/,/0(82 !"#$"%&（$% $& .) ; .% 3230(42）

! ! 取抑制活性最高的组分 8#，用分辨率更高的半

制备 ?@;A@*# 分离后主要得到 ’ 个组分（ 见图 *），

分别收集 ’ 个组分并测定其 "#$ 活性抑制率，结果

表明组分 8# ;’ 的抑制活性较高（ 该组分质量浓度为

$% $’ (6 ! (* 时，"#$ 活性抑制率为 *+% #4），进 一

步测定结果表明其 B#($ 值为 *+% ( !(%& ! *。

! * !" $"%& ; :>?#@> 分析结果

! ! 取组分 8# ;’ 进行 $CB;DC 分析，图 ( 为所得到

的总离子流色谱图。图 , 为组 分 8# ;’ 的 紫 外 全 波

长扫描图。从图 , 中可看出除在 ’’*% , )( 处有强

吸收外，在约 ’#$ )( 处也有一明显的吸收峰，这说

明该组分中含有芳香族氨基酸（@-1，7.0 或 7E.）。

图 ’" 半制备 !"#$"%& 进一步分离组分 ( 的图谱

’()* ’" &+,-./0-),/. -1 0+2 1,/=0(-< ( 523/,/024
1A,0+2, 67 52.(#3,23/,/0(82 !"#$"%&

#%&’()：AE01./+& 9FC;#"#（ ’ > " (( & "($ ((，+ !(）；

(%2+&1 0-3/1："，(4 3,15%)+5.+&1 ,%)53+)+)6 $% $(4 78"；9，

#$4 3,15%)+5.+&1 ,%)53+)+)6 $% $(4 78"；6.3:+1)5 1&’5+%) 0.%;
6.3(：$ ) ( (+)，"$$4 "；( ) ’$ (+)，"$$4 " ) *$4 9；’$ ) ’(
(+)，*$4 9 ) ($4 9；’( ) +$ (+)，($4 9 ) "$$4 9；+$ ) ++
(+)，"$$4 9；++ ) +( (+)，"$$4 9 ) "$$4 "；+( ) *$ (+)，

"$$4 "；<&%= .351：" (* ! (+)>

图 &" 组分 ’( #! 的电喷雾一级质谱总离子流色谱图

’()* &" :>?#@> 0-0/B (-<5 =A,,2<0
=+,-./0-),/. -1 1,/=0(-< ’( #!

图 )" 组分 ’( #! 的紫外全波长扫描图

’()* )" CB0,/8(-B20 1ABB D/82B2<)0+ 5=/< 532=0,A.
-1 1,/=0(-< ’( #!
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# # 在组 分 !$ "! 的 #$%"&$ 一 级 质 谱 图（ 见 图 %）

中，! " # "%"& ’ 峰 的 丰 度 最 大，在 ! " # "(%& ) 和

*+)& ’ 处分别显示出［& , ’(］, 和［& , )］, 的峰。

由于只显示出 单 一 分 子 离 子 峰（［& , *］, ），表 明

经两步 +,"*,-. 分离纯化后所得组分基本为单一

肽。此外，其质荷比精度较低，只能达到 -& +。

图 !" 组分 !# "$ 的电喷雾离子化一级质谱图

!#$% !" &’(")’ *+,-./01 23 3/4-.#25 !# "$
./0123：450(3567 .+$（!& + 22 . +"- 22，) !2）；2/8609 :;(79：4，-& +< =/>26? (?6@ 7/0156/3；A，(?95/365>609；B>(@6935 90156/3 :>/"

B>(2：+--< 4
)-

!"""
263

+--< A；2(77 7?(3 >(3B9：! " # +"- / + ---；(3(0C79> D(?112：!E * 2,(（!& * . +- / " 28(>）；B(7 =0/F >(59：’& ! - G ;E

# # 利用电喷雾质谱解析软件（&(770C3H 工作站中

A6/0C3H 软件）分析，所得氨基酸序列主要有两种可

能：AI-J 和 J4-J，匹 配 度 分 别 为 +--< 和 $-<。

这个分析结果虽然匹配度很高，但由于检测精度不

高因而序列并不能完全确定，且分析过程中还发现

如果改变分析参数则会得到更多不确定的结果。更

重要的是，对这一组分进行进一步的氨基酸组成分

析，所得结果（ 见图 $）与这两种序列都不同。从 图

$ 中可以看出，该组分酸水解后主要检出 ) 种 氨 基

酸（K01（#），%09（"）及 -C7（)）），碱水解后检出含

有 L>:（J）（ 图 $ "8 中后 一 个 峰 为 在 碱 水 解 条 件 下

依然有显示的 %09）。此外，碱水解的分析结果 也 从

另一角度确证了分析图 * 时得出的肽段中含有芳香

族氨基酸（L>:）的结论。

图 #" 组分 !# "$ 的氨基酸组成分析图谱

!#$% #" 6/23#7, 23 41#52 4-#8 -21+2*#.#25* 23 3/4-.#25 !# "$
(E (?6@ ;C@>/0C767；8E (0M(06 ;C@>/0C767E

$ % %" )9:;("<=! )’ 分析结果

# # 鉴于 #$%"&$ 分析结果的不精确性且与氨基酸

组成分析结 果 相 矛 盾，我 们 又 用 精 度 更 高 的 &4-"
N%"LO!"LO! &$ 进 行 分 析。 图 ( 为 基 质 和 组 分

!$ "! 的 &4-N%"LO! &$ 一级质谱图。经比较可看

出，组分 !$ "! 的质谱图中 ! " # "%"& )+( $处有一丰

度很高的分 子 离 子 峰，这 与 #$%"&$ 质 谱 分 析 结 果

（! " # "%"& ’）吻合，但精度大大提高。

# # 选择该分子离子峰进入二级飞行时间质谱进行

分析，所得结果如图 +- 所示，其中 ! " # )%+& ’’" ’，

)+$& )%$ "和!’-& )-" *等处丰度较强的峰在 #$%"&$
谱图 中 也 有 出 现，而 在 更 低 质 荷 比 区 域（ ! " # 0
!--）内，从 峰 的 丰 度 来 看，显 然 &4-N%"LO!"LO!
&$ 更为灵敏。而从这一区域所显示出的离子特征

峰可直接分析出肽段中含有哪种氨基酸残基。

# # 将 ! " # 0 !-- 的 区 域 进 一 步 放 大（ 见 图 ++ "(）

后可以初步推断有哪些可能存在的残基。经软件分

析 并 标 注（ 见 图++ " 8），可 以 看 出 在 此 区 域 内 显 示
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图 !" （!）基质和（"）组分 ## $$ 的 %&’()$*+# %, 一级质谱图

#-./ !" %&’()$*+# %, 012345! 67（!）8!45-9 !:;（"）75!34-6: ## $$
#%&：’((；)*++ +,*- .*-/0：! " # "## $ % ### ；(1203 4*+0. 1-50-+156：& ###；31/15170.：81- +170（"’ # -+）9

图 %&" 图 ! $" 中 ! "# ’(’) *%!#的分子离子的 %&’()$*+#$*+# %, 二级质谱图

#-./ %&" %&’()$*+#$*+# %, 012345<8 67 ! "# ’(’) *%!# -: #-./ ! $"
#%&：’-；:.0,;.+’. )*++ <1-3’<+：.04*51=0 (#> .0+’4;51’-（?@AB）；(1203 4*+0. 1-50-+156：) ###；31/15170.：81- +170（#’ * -+）9

C（C0;）、D（C6+）、$（E4;）及 @（F.:）+ 种氨基酸的

多个相关特征离子峰，其中分别标注为 C、D、$ 及 @
的 + 个峰所对应的是这 + 种氨基酸的亚氨正离子的

质荷比（ 氨基酸的种类与相关特征离子峰的对应关

系见文献［,］）。其中 C（C0;）与 %（ %40）的相关特征

离子峰是完全相同的，因此图 "" G8 中也有可能反映

的是 % 的离子峰。

! ! 在得到肽段的氨基酸残基种类的信息之后，运

用 &0 H’=’ $2:4’.0. 分 析 软 件 对 这 几 种 氨 基 酸 排

列的顺序进行分析。对应于图 "#，对相应的碎片进

行标注后得到图 "-，可见其中丰度较强的主要离子

峰都可以从结构上进行解释，而且质谱图中大部分

出现的是 8 和 6 系列碎片，这验证了肽链中酰胺键

较容易断裂的推断。

! ! 经过一系列的分析，最后分析软件就这个肽组

分给出的氨基酸序列为 D$C@。由于软件无法区分

C（C0;）与 %（ %40），因此必须结合图 ( 中氨基酸组成

分析的结果进 行 鉴 别，这 样 可 以 认 定 肽 段 中 含 有 %
（ %40）。

! ! 国际上通 常 要 求 相 对 分 子 质 量 低 于" ###的 物

质的测定值与计算值的误差应在 * . "# $ & 以内［"#］，

根据这个肽段所得出的精确计算的相对分子质量为

*)+’ %"" *，其 分 子 离 子［ B / A］/ 质 量 则 应 为

*)+’ %"" * / "’ ##) ( 0 *)*’ %", %，而质谱图中显示实

测的 相 对 分 子 质 量 为 *)*’ %", (，误 差 仅 为 (’ ) .
"# $ ) ，从这一角度也说明了就这一结构来 讲 理 论 分

析与实测结果十分吻合。

! ! 综合以上分析，可以从质谱和氨基酸组成分析
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图 !!" 图 !# 中 ! "# $ %## 区域的 !"#$%&’()&’() !* 二级质谱图

)+,- !!" !"#$%&’()&’() !* ./01234 56 ! "# $ %## +7 )+,- !#
!" #$%!&’#( (&!)*$’；+" ,&!’-#$. %!+#%#("

图 !%" !"#$%&’()&’() !* 二级质谱图（ 残基标注图）

)+,- !%" !"#$%&’()&’() !* ./012389（ 634,9072 :4;0:0<）

两方面 确 证 组 分 /# 0! 肽 段 的 氨 基 酸 序 列 为 1234
（ 即 56708%903%#0:&;）。

$ $ 对比以上一系列 2<30=< 和 =>5?30:@/0:@/
=< 分析得到 的 肽 组 分 氨 基 酸 序 列 的 结 果，可 看 出

AB5C D 2<30=< 的分析结果精度不高，质荷比精度只

能达到 %& ’，而 且 仅 凭 所 得 到 的 一 级 质 谱 图 中 相 对

分子质量的信息不能得到确定的肽的序列，且与氨

基酸组成分析的结果相矛盾，但可以从其一系列图

谱中得到总离 子 流 和 紫 外 扫 描 等 图 谱 信 息。=>50
?30:@/0:@/ =< 的分析结果精度很高，质荷比精度

高达%& %%% ’；与 2<30=< 最重要的区别是由于能够

得到有特征性的二级谱图，可得到确定的氨基酸序

列，且方便快捷，但仪器较为昂贵。氨基酸组成分析

对于两种方法都是有力的佐证和必要的补充。
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! ! "# 组分 "$#! 肽段的结构与 $%& 活性抑制关系

的探讨

! ! "#$ 抑制肽的活性与其氨基酸组成密切相关，

不同的氨基酸组成的短肽的抑制活性差别很大。有

报道称，目 前 所 发 现 的 "#$ 抑 制 肽 都 是 # $ "%
肽［""］。#%&’() 等［"#］经研究认为 "#$ 抑 制肽的抑

制活 性 主 要 取 决 于 # 端 氨 基 酸。# 端 氨 基 酸 为 芳

香族氨基酸和脯氨酸时其抑制活性较高；* 端为疏

水性氨基酸或碱性氨基酸的肽与 "#$ 的亲和力较

强，抑制活性 也 较 高。另 外，+’&,-’(. 等［"&］分 析 了

来源于 "% 种鱼贝类的 "#$ 抑制肽的 氨 基 酸 组 成，

发现来 源 于 鱼 类 的 抑 制 肽 含 有 丰 富 的 "-/、01’、

"2)、324、51& 和 67-，来 源 于 贝 类 的 抑 制 肽 则 富 含

"-/、01’ 和 67-。

! ! 本文所 分 离 和 鉴 定 的 四 肽 8$59，# 端 为 色 氨

酸，* 端为赖氨酸，是碱性氨基酸中的一种，结构与

肽链长度都符合上述规律，同时其疏水性氨基酸的

含量也较高，这样的结构和高疏水性都有利于肽段

以竞争性抑制方式结合于 "#$ 上。同时肽 段 中 含

有的 67- 和 01’ 也与来源于贝壳类水产品螺蛳的特

点相吻合。经 过 对 国 内 外 关 于 已 鉴 定 序 列 的 "#$
抑制肽的相关报道进行广泛查询，该肽段为首次发

现的 "#$ 抑制肽。

%# 结论

! ! 酶解螺蛳腹足肌得到的 "#$ 抑制肽产物经树

脂及凝胶分离后，两次运用 :3;<36# 进行提纯，所

得产物基本上为单一肽组分。分别使用 $+5;=+ 和

="6>5;?@A;?@A =+ 对一级结构进行测定，并结合

氨基酸组成的测定结果加以分析和比较，发现 $+5;
=+ 的分析结 果 精 度 不 高，而 且 不 能 得 到 确 定 的 氨

基酸 序 列，但 可 得 到 一 系 列 相 关 信 息。="6>5;
?@A;?@A =+ 的分析结果精度很高，质荷比精度高

达’( ’’’ "，重要的是可通过二级谱图得到确定的氨

基酸序列，且方便快捷。而氨基酸组成分析结果也

有其必要性。最终确定所得的螺蛳 "#$ 抑 制 肽 为

一 种 四 肽（ 8$59），其 "#$ 半 抑 制 浓 度 为 )&( %
!B41 ! 6。经比较分析，该肽一级结构符合已知的高

活性 "#$ 抑制肽的结构规律。

致谢 ! 衷心感谢江南大学分析测试中心质谱组的陶

冠军老师和高效液相色谱组的戴军老师、陈尚卫老

师以及上海复旦大学蛋白质组研究中心的周新文老

师在实验及分析中给予的指导与帮助。

参考文献：

［"］! #.4 C 0，DE.() F 3，"( GH AE-%&2E&- +IE&(I& J ?&I%(414)7
5(K42B.,E4(（ 曹正光，蒋忻坡，安婴 H 水产科技情报），"**+，

#&（&）："’,
［#］! FE. + <，9.() CH D4’2(.1 4K A44L +IE&(I& .(L ME4,&I%(414;

)7（ 夏树华，王璋 H 食品与生物技术学报），#’’+，#%（%）：*"
［&］! FE. + <，9.() C，F’ + GH A44L .(L A&2B&(,.,E4( 5(L’-;

,2E&-（ 夏树华，王璋，许 时 婴 H 食 品 与 发 酵 工 业 ），#’’+，&#
（#）：""+

［)］! 9.() G 9，9.() 6，0’ D 8，#%&( 0，C%4() > A，C%4’ <H
#%E(&-& D4’2(.1 4K "(.17,EI.1 #%&BE-,27（ 王英武，王玲，顾

景凯，陈刚，钟大放，周慧 H 分析化学），#’’&，&"（+）：-’*
［%］! >&() < =，6.E C <，6E D，#%. N =，C%.4 + 8H "I,. ME4;

I%EBEI. &, ME4/%7-EI. +E(EI.（ 邓 慧 敏，赖 志 辉，黎 军，查 庆

民，赵善楷 H 生物化学与生物物理学报），#’’’，&#（#）："-*
［+］! =&LOE%2.L-OP7 8 A，"L&B- 0 9，M’21E().B& " 6，M.,&B.(

: <，02&(( = :H D "B +4I =.-- +/&,24B，"**+，-（"）："
［-］! A&(( D M，=.(( =，=&() # 8，94() + 8H =.-- +/&I,24B

:&Q，"**’，*（"）：&-
［,］! 3’2I&11 " 9，C%.4 0 6，")’E1.2 = 5，<&.2( = ?H #%24B.;

,4)2./%E.，"***，,%#（"）：)&
［*］! 3&/,EL& A2.)B&(,.,E4(H ［ #’’+ ;’) ;",］H %,,/： ! ! RRRH B.;

,2ES-IE&(I&H I4B ! %&1/ ! K2.)B&(,.,E4(.%&1/H %,B1
［"’］! $LE,42E.1 M4.2L 4K D "B #%&B +4IH D "B #%&B +4I，"***，

"#"（"）：-"
［""］! 6E 0 <，6& 0 9，+%E G <，+%2&-,%. +H *’,2 :&-，#’’)，#-：

)+*
［"#］! #%&’() < +，9.() A 6，@(L&,,E = "，+.T4 $ A，#’-%B.(

> 9H D ME41 #%&B，"*,’，#%%：)’"
［"&］! +’&,-’(. 8，G.B.).BE =，8’R.,. 8H *E//4( +’E-.( 0.P;

P.E-%E，"*,,，%)（"’）：" ,%#

·%+·


