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波纹巴非蛤酶解过程的肽谱变化
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摘   要：以波纹巴非蛤为原料，酶解 1～6h 制备酶解液。在 SDS-PAGE 电泳法测定肽谱的基础上，再利用液相色

谱 - 质谱联用测定波纹巴非蛤酶解的肽谱变化。结果表明：酶解前 3h 时酶解液的肽分子的分子质量大概主要集中在

100、50、2kD，酶解液大都是大分子肽或者中分子肽；酶解 4、5、6h 时酶解液的肽分子的分子质量基本没变

化，其分子质量主要集中在 400～600D，即为小分子肽，酶解 4h 时为酶解终点。
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Abstract ：Paphia undulate muscles were hydrolyzed with papain and the hydrolysates after hydrolysis for 1, 2, 3, 4, 5 h and

6 h were analyzed by SDS-PAEG and LC-MS/MS. The results revealed that the molecular mass distribution of peptides in

Paphia undulate muscle hydrolysates was mostly concentrated on 100, 50 kD and 2 kD during the first 3 hours of the hydrolysis,

most of them large or small peptides. No substantial difference in the molecular mass distribution of peptides, which was mostly

between 400 D and 600 D, was observed among the 4 h, 5 h and 6 h hydrolysates, suggesting that 4 h was the end point of the

hydrolysis.
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21 世纪是海洋经济可持续发展的世纪，海洋天然活

性物质是现代生物学研究热点，而天然海洋活性肽是海

洋活性物质研究的重要组成部分。海洋生物体内的各种

活性物质，是开发研究海洋生化药物与功能性保健食品

的原料宝库[1]，海洋丰富的生物资源为肽的制备提供了

充足的物种资源与蛋白质资源。其中，运用酶工程技

术，是开发利用海洋生物蛋白资源的重要途径。海洋

贝类蛋白酶解物含有大量的短肽、多肽、氨基酸等营

养功能成分，并产生了一些具有特殊生理功能的生物活

性肽，具有调节肠胃运动、调节免疫系统、抗菌、抗

血栓、抗病毒、抗癌、抗氧化、清除自由基、促进

矿物质元素吸收等一方面或者多方面的重要生理功效，

可以被开发为饲料蛋白源、海鲜调味料、保健食品、

营养食品、天然药物、功能化妆品等，具有广泛的应

用前景[ 2 -5 ]。

目前，人们已经对寡肽在动物体内的转运机制进行

了大量的研究，表明动物体内可能存在多种寡肽的转运

体系。研究认为，在蛋白质的多肽链内部普遍存在着

功能区，这些功能区是生物活性肽的可能前体。选择

合适的蛋白酶水解这些多肽链，把具有生物活性的肽片段

释放出来，可制备出具有各种生理功能的生物活性肽[6]。

在营养学上肽类物质的理化特性和营养功能比蛋白质和

氨基酸有更多的优点，应用到各类功能性食品、化妆品、

保健品、医疗药品等中，能增加其附加值和活性[7-10]。然

而胶原多肽的许多的功能特性仅有其中一小部分已被实

际应用，有待深入研究和进一步开发利用。因此，酶
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解制备小分子肽的研究有重要的社会和经济意义。

波纹巴非蛤(Paphia undulata)，又名花甲螺，主

要分布在广东、广西及海南沿海。目前，波纹巴非蛤

养殖“工业化”，产量逐年递增，但是国内对波纹巴

非蛤的利用仍主要以直接食用为主。随着对波纹巴非蛤

的营养价值的全面研究，以波纹巴非蛤为原料，生产

贝类提取物，研制以贝类为原料的保健食品、药品、

化妆品已成为发展趋势[11-13]。本实验研究酶解波纹巴非

蛤过程中肽谱的变化，为其进一步开发应用提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

新鲜波纹巴非蛤，购于佛山山紫市场，由中国科

学院南海海洋研究所孙恢礼研究员鉴定。

木瓜蛋白酶(2 × 106U/g，食品级)   广州威佳科技

有限公司；丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、T r i s   美国

Bio Basic 公司。

1.2 仪器与设备

Agilent6120 型液相色谱质谱联用仪    美国 Agilent
公司；BP252AG 搅拌机    广东美的生活电器制备有限公

司；SHZ-82A 恒温振荡器    江苏金坛市富华仪器有限公

司；FA2004N 电子分析天平    上海精密仪器有限公司；

PHS-3C 型酸度计    上海雷磁仪器厂；800 型离心沉淀器

上海手术器械厂；电炉(800W)    高胜五金电器厂；DYY-8C
电泳仪、DYY-24A 电泳槽    北京市六一仪器厂。

1.3 方法

1.3.1 酶解液制备的流程

新鲜波纹巴非蛤去壳取肉→取 60g 肉洗净搅拌匀浆

(料水比 1:3(m/V))→加入占蛤肉质量 1% 的木瓜蛋白酶，

充分搅拌，再平均分为 6 份于 pH 值 6.3 条件下分别恒温

酶解 1 、2 、3 、4 、5 、6 h →水浴加热灭酶→离心分

离提取上层清液，制得酶解液 4℃保存备用

根据前期工作已发表文献[11]，以木瓜蛋白酶制备

得到的海洋生物活性肽水解度及平均肽链长度最优。

1.3.2 酶解液中分子肽分子质量的测定[14]

采用 SDS-PAGE 电泳法对酶解液中的小分子肽进行

分 析 。

1.3.3 液相色谱 - 质谱联用测定酶解液肽谱的变化[15-16]

A g i l e n t 6 1 2 0 型液相色谱质谱联用仪；柱子

Agilent：TC-C18 液相色谱柱(4.6mm × 250mm，5μm)；
流动相：甲醇、水体积比为 20:80；流速：0.5mL/min；
相检测器 DAD 波长：215nm；时间：60min。

2 结果与分析

2.1 SDS-PAGE 电泳法对分子肽的分子质量测定结果

由图 1 可知，酶解 1h 时，酶解液中主要是大分子

肽，其主要分子质量在 50～75kD，但在电泳带 25、35kD
处也出现了小部分的分子肽；酶解 2h 时，50～75kD 的

大分子肽开始减少，25～35kD 范围内的分子肽明显增

加，并在 1.5kD 开始有分子肽出现；酶解 3h 时，分子

质量为 1.5kD 以下的分子肽明显增多，其他分子质量的

分子肽则相应减少；酶解 4h 时，分子质量为 1.5kD 以

下的分子肽继续增多，此时酶解差不多达到终点；酶解

5、6 h 时，各分子质量的分子肽的分布情况跟酶解 4 h
时相似。经分析可知，酶解的前 4 h，酶解液中的分子

肽分子质量有明显的变化，大分子肽不断酶解成更小的

分子肽，酶解 4 h 后的肽谱没有明显的变化。

2.2 液相色谱 - 质谱联用测定酶解液肽谱的结果

2.2.1 酶解 1h 时酶解液高效液相色谱图结果

图 1 样品的 SDS-PAGE 电泳图

Fig.1   SDS-PAGE of Paphia undulate muscle hydrolysates
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图 2   酶解 1h 时酶解液高效液相色谱图

Fig.2   HPLC chromatogram of 1 h Paphia undulate muscle hydrolysate
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由图 2 可知，酶解液入柱后，在酶解 1 h 的第 6、
9、2 1、3 7 分钟附近处出现峰值。其中在第 6 分钟附

近，质荷比为 9 8 × 1 0 3 的碎片离子丰度最高，表示这

个碎片离子很稳定(图 3A)；在第 9 分钟附近，质荷比为

103.2 × 103 的碎片离子丰度最高，另一较高丰度的负荷比

是 86.2 × 103 (图 3B)；在第 2 1 分钟附近，质荷比为

99.4× 103 的碎片离子丰度最高(图 3C)；在 37min附近，负

荷比为 87.5 × 103 和 107.5 × 103 的碎片离子丰度都较高

(图 3D)。

2.2.2 酶解 2h 时酶解液高效液相色谱图结果

A、B、C、D .保留时间分别为 6 、9 、2 1 、3 7 m i n。
图 3 酶解 1h 时酶解液的阳离子质谱图

Fig.3   Mass spectra of 1 h Paphia undulate muscle hydrolysate
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图 4 酶解 2h 时酶解液高效液相色谱图

Fig.4   HPLC chromatogram of 2 h Paphia undulate muscle hydrolysate
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A、B、C、D .保留时间分别为 1 1、2 0、2 7、4 5 m i n。
图 5 酶解 2h 时酶解液中阳离子质谱图

Fig.5   Mass spectra of 2h Paphia undulate muscle hydrolysate

50
40
30
20
10
0

相
对
丰
度

/%

m/z
20 × 103 40 × 103 60 × 103 80 × 103 100 × 103

A

23.4×103

37.2×103

45
×

10
3

52.3×103

66.7×103

73.8×103

86.7×103

104.8 × 103

80
70
60
50
40
30
20
10
0

相
对
丰
度

/%

m/z
20 × 103 40 × 103 60 × 103 80 × 103 100 × 103

B

17.9×103

37.4×103

52.1×103
82.2×103

102.5×103

80

60

40

20

0

相
对
丰
度

/%

m/z
20 × 103 40 × 103 60 × 103 80 × 103 100 × 103

C

17.1×103
27 × 103

42.5×103

55 × 103
65 × 103

97.6×103

m/z

50
40
30
20
10

0

相
对
丰
度

/%

20 × 103 40 × 103 60 × 103 80 × 103 100 × 103

D

21.8×103
317.2 × 103

42.1 × 103

56
.2

×
10

3

64.8 × 103

98.5 × 103

由图 4 可知，酶解液入柱后，在酶解 2h 的第 11、
2 0、2 7、4 5 分钟附近处出现峰值。由图 5 可知，在

第 11 分钟附近，质荷比为 52.3 × 103 的碎片离子丰度最

高，表示这个碎片离子很稳定，其他的碎片离子的质

荷比分别为 37.2 × 103、73.8 × 103 也较高，与酶解液

1h 比较，酶解 2h 时酶解液的大分子肽 100 × 103 附近的

丰度降低了，质荷比为 23.4 × 103 的碎片离子丰度增大；

在第 20、37、45 分钟附近，碎片离子丰度最高的质荷

比分别为为 37.4 × 103、64.8 × 103、42.5 × 103 的，碎

片离子的质荷比在 100 × 103 附近也同样明显降低了，质

荷比在 20 × 103 附近的的分度也都增大。
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2.2.3 酶解 3h 时酶解液高效液相色谱图结果

A、B 、C 、D 保留时间分别为 6 、8 、2 1 、3 6 m i n 。

图 7 酶解 3h 时酶解液中阳离子质谱图

Fig.7   Mass spectra of 3 h Paphia undulate muscle hydrolysate

由图 6 可知，酶解液入柱后，在酶解 3 h 的第 6、
8、2 1、3 6 分钟附近处出现峰值。由图 7 可知，这 4
个峰值当碎片离子丰度最高时的质荷比分别为 2 . 31 ×

103、1.78 × 103、1.68 ×103 和 2.1 × 103，且在这几个

质荷比值的附近也存在其他丰度较高的数值，与酶解

1、2h 酶解液谱图相比较，此时的质荷比为 10 × 103 附

近的丰度大大降低。

2.2.4 酶解 4h 时酶解液高效液相色谱图结果
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图 6 酶解 3h 时酶解液高效液相色谱图

Fig.6   HPLC chromatogram of 3 h Paphia undulate muscle hydrolysate
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图 8 酶解 4h 时酶解液高效液相色谱图

Fig.8   HPLC chromatogram of 4 h Paphia undulate muscle hydrolysate
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由图 10 可知，酶解液入柱后，在酶解 5h 的第 11、
2 0、3 6、4 5 分钟附近处出现峰值。由图 1 1 可知，这

4 个峰值当碎片离子丰度最高时的质荷比分别为 520.3、
437.8、463.2、618.5，且在这几个质荷比值的附近也存

在其他丰度较高的数值，与酶解 4h 时酶解液谱图相比

较，此时的质荷比的数值差别很小，由此可知酶解 5 h
时的酶解液绝大部分也是小分子肽。

2.2.6 酶解 6h 时酶解液高效液相色谱图结果

A、B、C、D .保留时间分别为 6、1 0、2 0、3 6 m i n。
图 9 酶解 4h 时酶解液中阳离子质谱图

Fig.9   Mass spectra of 4 h Paphia undulate muscle hydrolysate
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由图 8 可知，酶解液入柱后，在酶解 4 h 的第 6、
1 0、2 0、3 6 分钟附近处出现峰值。由图 9 可知，这

4 个峰值当碎片离子丰度最高时的质荷比分别为 411.2、
413.2、474.5 和 516.3，且在这几个质荷比值的附近也存

在其他丰度较高的数值，与酶解 1、2、3h 时酶解液谱

图相比较，此时的质荷比的数值大大降低，都是在 600 以

下，由此可知酶解 4h 时的酶解液绝大部分是小分子肽。

2.2.5 酶解 5h 时酶解液高效液相色谱图结果
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图 10 酶解 5h 时酶解液高效液相色谱图

Fig.10   HPLC chromatogram of 5 h Paphia undulate muscle hydroly-
sate
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图 12 酶解 6h 时酶解液高效液相色谱图

Fig.12   HPLC chromatogram of 6 h Paphia undulate muscle hydroly-
sate

时间 /min

200

150

100

50

0

m
A

U

0 10 20 30 40

5.
57

5
6.

03
9

6.
24

2
7.

74
6

8.
50

0
10

.5
20

11
.1

66
12

.0
44

17
.3

40

20
.4

57

36
.5

69

A、B、C、D .保留时间分别为 1 1、2 0、3 6、4 5 m i n。
图 11 酶解 5h 时酶解液中阳离子质谱图

Fig.11   Mass spectra of 5 h Paphia undulate muscle hydrolysate
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在 SDS-PAGE 电泳法测定的基础上，利用液相色谱 - 质
谱联用测定波纹巴非蛤酶解的肽谱变化，可得酶解 1h 时

酶解液的肽分子的分子质量主要集中大概在 100kD；酶

解 2 h 时酶解液的肽分子的分子质量主要集中在 4 0～
65kD；酶解 3h 时分子质量主要集中 1.6～2.3kD；酶解

4、5、6 h 时酶解液的肽分子的分子质量基本没变化，

其分子质量主要集中在 400～600D，酶解 4h 时为酶解

终 点 。
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由图 12 可知，酶解液入柱后，在酶解 6h 的第 10、
2 0、2 7、4 5 分钟附近处出现峰值。由图 1 3 可知，这

4 个峰值当碎片离子丰度最高时的质荷比分别为 502.2、
480.5、488.3、509.2，与酶解 4、5h 时的酶解液谱图

相比较，此时的质荷比的数值差别很小，由此可知酶

解 4 h 时是酶解的终点。

3 结  论

通过木瓜蛋白酶在 50℃、分别酶解时间1～6h、pH 6.3、
加酶量 1%、料水比 1:3 的条件下酶解波纹巴非蛤肉浆，
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A、B、C、D .保留时间分别为 1 0、2 0、2 7、4 5 m i n。
图 13 酶解 6h 时酶解液中阳离子质谱图

Fig.13   Mass spectra of 6 h Paphia undulate muscle hydrolysate
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