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Orbitrap Fusion Lumos三合一质谱技术分析鳜鱼、
金鲳鱼和鲟鱼肌动蛋白肽指纹图谱的差异性
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摘  要：利用Orbitrap Fusion Lumos三合一质谱技术分析鳜鱼、金鲳鱼和鲟鱼肌动蛋白的肽指纹图谱，阐明3 种鱼

类肌动蛋白的氨基酸序列差异性及特征肽段。结果表明，鳜鱼肌动蛋白特征酶解肽段鉴定为骨骼肌α-肌动蛋白、金

鲳鱼和鲟鱼都为β-肌动蛋白。鳜鱼肌动蛋白酶解后可检测到29 个肽段；金鲳鱼肌动蛋白检测到24 个肽段，且全为

特征肽段；鲟鱼肌动蛋白检出13 个肽段。与另外2 种鱼类肌动蛋白的肽质指纹图谱相比，鳜鱼骨骼肌α-肌动蛋白有

10 个差异肽段，金鲳鱼β-肌动蛋白有5 个差异肽段，鲟鱼β-肌动蛋白仅有3 个差异肽段。从氨基酸全序列的排列方

式来看，鳜鱼骨骼肌α-肌动蛋白与金鲳鱼β-肌动蛋白从相似序列开始有21 处氨基酸变异，与鲟鱼β-肌动蛋白从相似

序列开始有17 处氨基酸变异，鲟鱼β-肌动蛋白的氨基酸序列与金鲳鱼β-肌动蛋白的序列同源性较高，仅有3 处氨基

酸变异，本研究将为名贵鱼类质量品质属性的鉴定及鱼类肌动蛋白标准品的研制提供基础，为鱼类蛋白功能产品开

发利用及快速定量检测提供理论依据。
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Differences in Actin Peptide Fingerprints of Mandarin Fish, Golden Pomfret and Sturgeon Analyzed by  

Orbitrap Fusion Lumos Mass Spectrometry
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Abstract: The peptide mass fingerprints of actin from Siniperca chuatsi, Trachinotus ovatus and Acipenser sinensis were 
analyzed by Orbitrap Fusion Lumos mass spectrometry. The differences in the amino acid sequence and the signature 
peptides of actin from the three fishes were clarified. Results showed that the signature peptides were identified in the 
enzymatic hydrolysate of skeletal muscle α-actin for S. chuatsi, while the signature peptides were derived from β-actin 
for both T. ovatus and A. sinensis. Totally 29 peptides were detected in S. chuatsi actin, 24 peptides in T. ovatus actin, all 
being the signature peptides, and 13 peptides in A. sinensis actin. Compared with the actin fingerprints of   the two other 
fishes, 10 differential peptides were identified in skeletal muscle α-actin of S. chuatsi, five differential peptides in β-actin of  
T. ovatus, and only three differential peptides in β-actin of A. sinensis. According to the arrangement of amino acid 
sequences, there were 21 amino acid substitutions between S. chuatsi skeletal muscle α-actin and T. ovatus β-actin, starting 
from the similar sequences, and 17 amino acid substitutions between S. chuatsi skeletal muscle α-actin and A. sinensis β-actin. 
The amino acid sequences of A. sinensis and T. ovatus β-actin showed high homology to each other with only three amino 
acid substitutions. The results of this study will lay a foundation for the identification of quality properties of rare fish and 
the development of fish actin standards, and provide a theoretical basis for the development, utilization and rapid quantitative 
detection of functional fish protein products.
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鱼类肌肉蛋白质是多种蛋白的复合体，质量分数

高达18%～22%以上，根据溶解性的不同，鱼肉中的蛋

白质可以分为3 大类：高盐溶解蛋白如肌原纤维蛋白

（55%～60%）、低盐溶解的肌浆蛋白（25%～35%）和

不溶性基质蛋白（10%～15%）。其中，肌原纤维蛋白约

占鱼类总蛋白含量的55%～60%，是鱼肌肉中含量最高

的蛋白质，主要包括肌球蛋白（50%～55%）、肌动蛋

白（20%～25%）、原肌球蛋白（5%～10%）和肌钙蛋

白（5%～10%）4 个主要蛋白组分[1-2]。肌动蛋白存在于

所有真核细胞中，肌动蛋白在真核细胞进化过程中相当

保守[3-4]，低等真核生物（例如酵母）只含有一种肌动蛋

白，而多细胞生物通常含有多种肌动蛋白亚型，在哺乳

动物和鸟类细胞中至少有6 种肌动蛋白异构体由不同的

基因编码，已分离到6 种肌动蛋白[5]，4 种称为α-肌动蛋

白，分别为横纹肌（含骨骼肌）、心肌、血管平滑肌和

肠道平滑肌所特有，另2 种为β-肌动蛋白和γ-肌动蛋白，

见于所有肌肉细胞和非肌肉细胞质中[6]。
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图 1 G-肌动蛋白（a）和F-肌动蛋白（b）的结构[7]

Fig. 1 Structures of G-actin (a) and F-actin (b)

如图1[7]所示，肌动蛋白是一种高度丰富的细胞内

蛋白，存在于每个真核细胞中，以单体G-肌动蛋白和多

聚体F-肌动蛋白2 种形式存在，是细胞骨架的关键组成

部分[8]。肌动蛋白的多聚体构成右螺旋的四级结构即纤 

维状[9-10]，主要功能是聚合成细丝的能力，细丝在细胞黏

附、机械收缩、定向迁移、肌肉收缩、细胞分裂和细胞

内运输等基本过程中发挥重要作用[7]。在非肌细胞中，

肌动蛋白G-肌动蛋白和F-肌动蛋白形式之间的动态转换

调节多种细胞过程，包括细胞分裂[11]、黏附、运动和物

质运输，除细胞骨架功能外，肌动蛋白可通过核输入直

接结合在许多基因的启动子区域，调节基因转录[12]；肌

动蛋白也与某些疾病的发生密切相关，例如阿尔茨海 

默病[13-14]及心肌病[15-16]，此外肌动蛋白还与衰老相关[17]，

对维持心血管系统、神经系统、免疫系统和生殖系统的

正常功能具有重要作用[18-20]。肌动蛋白的研究最早可追溯

到19世纪，自肌动蛋白被发现以来，对肌动蛋白的研究

主要以兔[21]、牛[22]、小鼠[23]等哺乳动物为主，在进化过

程中，肌动蛋白在蛋白质水平上高度保守，各种生物间

氨基酸序列的同源性高达70%以上，但鱼类肌动蛋白的

研究文献鲜有报道，鱼类肌动蛋白是否具有更高同源性

及氨基酸序列的差异性值得深入研究。

肽质量指纹谱分析，简称肽质指纹图谱，是目前

蛋白质组学中鉴定蛋白真实性的高通量分析方法。在

蛋白质肽质指纹图谱研究中，基质辅助激光解吸电离飞

行时间质谱（matrix-assisted laser desorption/ionization-
time of flight mass spectrometry，MALDI-TOF-MS）是常

用的分析工具。质量分析器是质谱仪分析鉴定的关键核

心部件，目前最常用的质量分析器有四极杆、TOF、离

子阱、静电场轨道阱（Orbitrap）等，不同类型的质量

分析器组合会构成不同功能的质谱仪，近年发展二维线

性离子阱组合型傅里叶转换质谱（linear trap quadropole 
orbitrap mass spectrometry，LTQ Orbitrap MS），因其高

分辨能力，在特征肽段、未知蛋白的鉴定和差异蛋白质

组的研究中具有独特优势。Orbitrap质谱仪器最高分辨

率可达100 000，检测到亚10－6级，而TOF质谱仪分辨率

小于3 000[24]。徐明芳等[25-26]利用LTQ Orbitrap MS质谱技

术分析鉴定不同奶牛品种乳源如南方水牛奶、荷斯坦牛

奶和山羊奶乳清蛋白的特征肽段与精细结构，研究了南

方水牛奶酪蛋白和大豆蛋白主要组分肽质指纹图谱及氨

基酸序列差异性，为乳源蛋白真实性检验技术的发展提

供依据。Feng Jixing等[27]利用MALDI-TOF-MS分析南美

白对虾45 kDa蛋白的酶解肽段，鉴定为45 kDa蛋白属于 

β-肌动蛋白，氨基酸序列覆盖率为28%。近年质谱仪在仪

器灵敏度，质量分辨率和扫描速度方面又有新的突破，

Orbitrap Fusion Lumos三合一高分辨质谱仪是目前最新型

质谱仪，如图2所示。
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图 2 Orbitrap Fusion Lumos三合一质谱仪

Fig. 2 Structure of Orbitrap Fusion Lumos mass spectrometer

三合一质谱仪整合了四极杆质量过滤器、超高静电

场轨道阱质量分析器与线性离子阱质量分析器三位一体

同时运行，极大提高了离子采集精度与速度，与上一代

LTQ Orbitrap MS相比对低至2 ng的蛋白质组样品的肽段

鉴定率增加了3 倍[28]，非常适合蛋白质组学中复杂体系的

高通量蛋白检测。Sathe等[29]采用Orbitrap Fusion Lumos三
合一质谱仪对脑脊液样品鉴定了111 个磷酸酪氨酸肽段及

对应66 个蛋白，三合一质谱仪因其高灵敏度、高质量精

确度、超高分辨率和扫描速度的优势倍受关注，但该技

术用于鱼类肌动蛋白的研究鲜见报道。

本研究将采用Orbitrap FusionTM MS四极杆质量过滤

器-静电场轨道阱-线性离子阱三合一高分辨质谱技术对鳜

鱼、金鲳鱼和鲟鱼名贵鱼类肌动蛋白进行鉴定，通过对

其特征肽段与氨基酸序列差异性进行分析，建立肌动蛋

白肽质量指纹图谱，以期为鱼类蛋白真实性及品质属性

鉴定提供技术方法，为开拓肌动蛋白在疾病与健康领域

的应用研究及鱼类蛋白功能食品研发提供基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

鲜活鳜鱼（866±111）g、金鲳鱼（700±28）g和鲟

鱼（1 486±98）g购自暨南大学菜市场。

碳酸氢铵、乙腈、三氟乙酸、二硫苏糖醇、吲哚-3-
乙酸、胰蛋白酶均为分析纯。

1.2 仪器与设备

Orbitrap Fusion Lumos三合一质谱仪、Pico17型微型

合成离心机 美国Thermo Fisher Scientific公司。

1.3 方法

1.3.1 待测样品冻干粉的制备

肌原纤维蛋白的制备参照Lv Mingchun等[30]的方法，

有所修改。取鱼肌肉组织50 g破碎，加入5 倍体积缓冲

液A，10 000 r/min离心5 min，弃上清液，重复3～4 次，

洗去水溶性蛋白质。取沉淀，沉淀加入10 倍体积缓冲液

B，搅拌混匀，于4 ℃静置1 h，10 000 r/min离心10 min，
得到的上清液即肌原纤维蛋白溶液。

双水相法制备鱼肌动蛋白冻干粉参照王洋洋等[31]的

方法，在异丙醇质量分数26%、硫酸铵质量分数11%，

pH 9.0条件下，制备5 L双水相体系萃取分离体系，肌原

纤维蛋白加入量为体系总质量的30%，室温静置3 h后
分离出上相经过35 ℃真空旋转蒸发20 min，4 ℃静置过

夜，离心收集沉淀，蒸馏水透析去盐，真空冷冻干燥得

到肌动蛋白冻干粉存4 ℃保存。

1.3.2 十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

各称取1.0 mg冻干粉于1.5 mL离心管中，加入1 mL
样品缓冲液，充分溶解后，沸水浴加热5 min，冷却后

加样。参照Laemmli[32]的电泳方法，分离胶10%，浓缩

胶5%，电极缓冲液含0.05 mol/L三羟甲基氨基甲烷，

0.384 mol/L甘氨酸，0.1%十二烷基硫酸钠。上样量为

15 μL；开始电泳时浓缩胶电压为80 V，待样品进入分离

胶后电压改为120 V。电泳结束后，取出胶片用考马斯亮

蓝染色，用无水乙醇/冰醋酸脱色至背景清晰。

1.3.3 蛋白胶内酶解

将获得的鳜鱼、金鲳鱼和鲟鱼十二烷基硫酸钠-聚
丙烯酰胺凝胶电泳胶酶解，酶解方法与实施步骤见参

考文献[33]。
1.3.4 试剂配制方法

10 mL 100 mmol/L碳酸氢铵溶液：79.06 mg碳酸

氢铵溶于超纯水中，定容到10  mL。1  mL脱色液：

0.5 mL 100%乙腈，0.25 mL 100 mmol/L碳酸氢铵溶液，

0.25 mL ddH2O。4 mL还原剂：6.2 mg二硫苏糖醇，

1 mL 100 mmol/L碳酸氢铵溶液，3 mL dd H2O。4 mL烷基

化试剂：40.69 mg吲哚-3-乙酸，1 mL 100 mmol/L碳酸氢

铵溶液，3 mL ddH2O。2 mL覆盖液：0.5 mL 100 mmol/L 
碳酸氢铵溶液，0.2 mL 100%乙腈，1.3 mL ddH2O。酶

液储液：1 mg/mL胰蛋白酶用覆盖液稀释至0.02 μg/μL。
3 mL萃取液：0.075 mL三氟乙酸，2.01 mL 100%乙腈，

0.915 mL dd H2O。1 mL样品溶解液：0.001 mL甲酸，

0.02 mL 100%乙腈，0.979 mL dd H2O。

1.3.5 质谱检测

冻干的样品脱盐后，加入12 μL样品溶解液，充分振

荡涡旋，离心，取10 μL上清液用Orbitrap Fusion Lumos
三合一质谱分析。样品经C18反相柱（100 mm×75 μm，

3 μm）分离，肽段在反相柱上洗脱梯度为5%～100%乙腈

（含0.1%甲酸）洗脱30 min，流速为600 nL/min。
质谱条件：一级质谱的Orbitrap分辨率为60 000，质

量扫描范围m/z 350～1 500，最大注入时间为50 ms；二

级质谱检测器类型Orbitrap，分辨率15 000，使用HCD模

式碰撞裂解，碰撞能量31%，最大注入时间为100 ms。
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1.3.6 质谱数据库检索与分析方法

根据样品物种来源从UniProt下载对应物种的蛋白质

组数据库，数据分析使用Xcalibur、MaxQuant等软件。

基于软件中自带算法与图片可视化功能，根据设定参数

将液质联用技术得到的数据与数据库中数据进行匹配，

通过肽段的一级和二级碎片的质量在数据库中找到匹配

的蛋白质，实现样品中的蛋白质鉴定。

质谱得到原始数据为Raw格式，下载MSFileReader_
x 8 6 _ x 6 4 - _ 3 . e x e读数软件，打开X c a l i b u r软件与

MaxQuant 1.6.0.16软件起始界面，用搜库软件进行数

据库搜索，分别在鳜鱼、金鲳鱼和鲟鱼的蛋白质数据

库（2019年11月15日下载自NCBI Protein数据库，以 

Siniperca chuatsi、Trachinotus ovatus和Acipenser sinensis 

为名，搜索结果分别包含5 186、5 893 条和235 条序列中

搜索MS/MS质谱。

以鳜鱼为例，鳜鱼质谱原始数据（Raw文件）通过

读数软件MSFileReader_x86_x64-_3.exe后导入MaxQuant 
1.6.0.16软件或Xcalibur软件中，组特定参数（group-
specific parameters）Digestion设置为Trypsin，全局参数

（global parameters）设置S. chuatsi sequence.fasta数据

库，执行搜库功能，通过样品质谱中每个m/z信号与数据

库肽质量列表进行匹配并对整个肽段列表进行排序，在

质量容差范围内的所有匹配项将用于计算分数和鉴定相

应的蛋白质。

搜索参数设置：数据库为 N C B I n r ，酶为胰

蛋 白 酶 ， 允 许 最 大 漏 切 位 点 为 1 ， 固 定 修 饰 为

Carbamidomethyl(C)，可变修饰为Oxidation(M)，MS 
tolerance（容差）为0.15 Da，MS/MS tolerance为0.25 Da，
其他参数均为软件默认值。在Xcalibur4.0软件平台或

MaxQuant软件的可视化窗口下（Viewer）处理一级质谱和

二级质谱图。搜库结果以combined-txt文件夹形式保存，

combined-txt文件夹包含所有鉴定和定量的全部结果。

2 结果与分析

2.1 肌动蛋白的一级质谱与二级质谱
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A.鳜鱼骨骼肌α-肌动蛋白；B.金鲳鱼β-肌动蛋白；C.鲟鱼β-肌动蛋白。图4同。

图 3 3 种鱼肌动蛋白一级质谱图

Fig. 3 Primary mass spectra of actin from three fish species
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特 征 肽 段 为 S Y E L P D G Q V I T I G N E R ； C 1 特 征 肽 段 为

LCYVALDFEQEMATAASSSSLEK；C2特征肽段为LDLAGRDLTDYLMK。

图 4 3 种鱼肌动蛋白特征肽段二级质谱图

Fig. 4 Secondary mass spectra of signature actin peptides from  

three fish species

鳜鱼、金鲳鱼和鲟鱼肌动蛋白经胰蛋白酶酶解的多

肽混合物分别经Orbitrap Fusion Lumos三合一质谱检测，

采用Xcalibur软件与MaxQuant软件在可视化窗口下运

行，获得蛋白质样品的一级和二级质谱图，如图3所示。

软件分析得到鳜鱼二级质谱肽段数量249 个，金鲳鱼二级

质谱肽段数量164 个，鲟鱼二级质谱肽段数量141 个，共

计554 个肽段，基于篇幅，无法一一展示所有肽段，每种

鱼类仅选取2 个特征肽段二级质谱如图4所示，由二级质

谱离子峰匹配出相应氨基酸序列。

2.2 鳜鱼、金鲳鱼和鲟鱼肌动蛋白质谱差异性

鳜鱼、金鲳鱼和鲟鱼肌动蛋白的多肽混合物分别经

Orbitrap Fusion Lumos三合一质谱分析。质谱得到肽段信

息用MaxQuant 1.6.0.16搜库软件分别在鳜鱼、鲟鱼和金鲳

鱼的蛋白质数据库中进行检索，根据得分、匹配的肽段

数、特征肽段数和覆盖率等综合评判鉴定出肽段氨基酸

序列、肽段来源及所属蛋白的氨基酸全序列。蛋白鉴定

结果见表1。

表 1 鳜鱼、金鲳鱼和鲟鱼肌动蛋白质谱差异性

Table 1 Differences in actin mass spectra among S. chuatsi,  
T. ovatus and A. sinensis

主要参数 鳜鱼 金鲳鱼 鲟鱼（不完整）

蛋白类型 骨骼肌α-肌动蛋白 β-肌动蛋白 β-肌动蛋白

得分 323.31 323.31 323.31
肽段覆盖率/% 59.2 54.1 42.7
检测肽段数 29 24 13
特征肽段数 10 24 12
分子质量/Da 41 944 41 766 27 921
主链氨基酸数 377 375 248

MS/MS产生的碎片信息搜库后会鉴定出氨基酸序列

和所属的蛋白种类，并且肽段对于所属蛋白来说是否为

特征肽段，质谱鉴定结果会直接告知。仅根据每种鱼类

的特征肽段不足以鉴定蛋白，而是通过二级质谱产生的

所有肽段搜索数据库，根据质谱鉴定到蛋白的肽段覆盖

率、得分、匹配的肽段数、特征肽段数等参数综合评判

来鉴定蛋白的类型，这些参数的值越大，蛋白质鉴定的

准确性越高。

如表1所示，鳜鱼骨骼肌α-肌动蛋白肽段覆盖率为

59.2%、金鲳鱼肽段覆盖率为54.1%、鲟鱼β-肌动蛋白为

42.7%，鳜鱼有10 个特征肽段，金鲳鱼有24 个特征肽

段，鲟鱼有12 个特征肽段。鉴定结果显示，鳜鱼、金

鲳鱼和鲟鱼肌动蛋白的蛋白分子质量和主链氨基酸数量

均有差异。鳜鱼骨骼肌α-肌动蛋白全序列氨基酸数量为

377，分子质量为41 944 Da，金鲳鱼β-肌动蛋白全序列氨

基酸数量为375，分子质量为41 766 Da，蛋白分子质量和

全序列氨基酸数量均大于鲟鱼β-肌动蛋白（部分序列氨

基酸数量为248，分子质量为27 921 Da）。鲟鱼蛋白质数

据库中没有完整的肌动蛋白氨基酸全序列，只有2 个部分

序列，因此鲟鱼肌动蛋白酶解后质谱鉴定匹配到的肽段

数、蛋白分子质量和主链氨基酸数量均小于鳜鱼和金鲳

鱼肌动蛋白。

2.3 鳜鱼、金鲳鱼和鲟鱼肌动蛋白肽指纹图谱的建立

鳜 鱼 、 金 鲳 鱼 和 鲟 鱼 肌 动 蛋 白 经 胰 蛋 白 酶

酶解得到的片段经O r b i t r a p  F u s i o n  L u m o s三合

一 质 谱 分 析 ， 可 鉴 定 出 全 部 的 肽 段 。 得 到 的 肽

段 经 数 据 库 检 索 分 析 可 鉴 定 出 肽 段 的 来 源 ， 如

T T G I V L D A G D G V T H N V P V Y E G YA L P H A I M R、
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E D E I A A L V V D N G S G M C K 、

LCYVALDFEQEMATAASSSSLEK分别属于鳜鱼骨骼肌 

α-肌动蛋白、金鲳鱼β-肌动蛋白和鲟鱼β-肌动蛋白的酶解

肽段。鳜鱼骨骼肌α-肌动蛋白、金鲳鱼β-肌动蛋白和鲟鱼

β-肌动蛋白经质谱鉴定得到的全部肽段序列信息分别见 

表2～4，差异肽段见表5，同时，通过搜索蛋白质数据库获

得肌动蛋白的氨基酸全序列（表6），结果中没有搜索到鲟

鱼β-肌动蛋白的完整氨基酸序列，仅有2 个部分序列。

表 2 鳜鱼骨骼肌α-肌动蛋白肽段氨基酸序列信息

Table 2 Information about peptide sequence of α-actin in S. chuatsi 
skeletal muscle 

肽段相对分子质量 水解酶
漏切位点

氨基酸
序列位置

肽段序列
预测值 计算值

2 155.128 7 2 155.128 5 1 21～41 AGFAGDDAPRAVFPSIVGRPR

1 197.698 2 1 197.698 2 0 31～41 AVFPSIVGRPR

3 529.755 8 3 529.755 7 2 31～63 AVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSK

1 170.563 8 1 170.563 4 0 42～52 HQGVMVGMGQK

2 350.068 2 2 350.068 2 1 42～63 HQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSK

2 506.169 3 2 506.169 2 2 42～64 HQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKR

1 353.616 1 1 353.616 1 53～64 DSYVGDEAQSKR

799.528 0 799.528 2 1 64～70 RGILTLK

1 514.741 9 1 514.741 8 0 87～97 IWHHTFYNELR

1 955.036 4 1 955.036 5 0 98～115 VAPEEHPTLLTEAPLNPK

2 296.217 5 2 296.217 6 1 98～118 VAPEEHPTLLTEAPLNPKANR

3 181.586 6 3 181.586 6 0 150～179 TTGIVLDAGDGVTHNVPVYEGYALPHAIMR

1 638.828 7 1 638.828 5 1 180～193 LDLAGRDLTDYLMK

997.479 0 997.478 9 0 186～193 DLTDYLMK

1 129.540 4 1 129.541 0 199～208 GYSFVTTAER

1 626.836 6 1 626.836 2 1 199～212 GYSFVTTAEREIVR

1 128.650 3 1 128.650 4 2 209～217 EIVRDIKEK

1 789.884 6 1 789.884 5 0 241～256 SYELPDGQVITIGNER

2 093.054 2 2 093.053 4 1 241～258 SYELPDGQVITIGNERFR

2 355.152 9 2 355.152 6 1 293～314 KDLYANNVLSGGTTMYPGIADR

2 227.057 9 2 227.057 8 0 294～314 DLYANNVLSGGTTMYPGIADR

1 160.611 1 1 160.611 0 318～328 EITALAPSTMK

1 417.785 1 1 417.784 8 1 318～330 EITALAPSTMKIK

2 194.239 5 2 194.239 7 2 318～337 EITALAPSTMKIKIIAPPER

1 163.739 1 163.739 2 2 329～338 IKIIAPPERK

794.465 0 794.465 1 0 331～337 IIAPPER

1 499.700 5 1 499.700 6 0 362～374 QEYDEAGPSIVHR

1 627.795 4 1 627.795 4 1 362～375 QEYDEAGPSIVHRK

表 3 金鲳鱼β-肌动蛋白肽段氨基酸序列信息

Table 3 Information about peptide sequence of T. ovatus β-actin

肽段相对分子质量 水解酶
漏切位点

氨基酸
序列位置

肽段序列
预测值 计算值

1 806.812 8 1 806.811 7 0 2～18 EDEIAALVVDNGSGMCK

975.441 0 975.441 1 0 19～28 AGFAGDDAPR

2 155.128 7 2 155.128 7 1 19～39 AGFAGDDAPRAVFPSIVGRPR

1 197.698 2 1 197.698 3 0 29～39 AVFPSIVGRPR

1 202.553 6 1 202.553 6 0 40～50 HQGVMVGMGQK

2 382.058 2 382.058 1 40～61 HQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSK

2 538.159 1 2 538.159 2 40～62 HQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKR

1 353.616 1 1 353.616 4 1 51～62 DSYVGDEAQSKR

799.528 0 799.527 9 1 62～68 RGILTLK

1 514.741 9 1 514.741 9 0 85～95 IWHHTFYNELR

肽段相对分子质量 水解酶
漏切位点

氨基酸
序列位置

肽段序列
预测值 计算值

1 953.057 1 1 953.054 7 0 96～113 VAPEEHPVLLTEAPLNPK

1 638.828 7 1 638.828 7 1 178～191 LDLAGRDLTDYLMK

1 013.474 1 013.473 8 0 184～191 DLTDYLMK

1 131.519 7 1 131.519 7 0 197～206 GYSFTTTAER

1 128.650 3 1 128.650 4 2 207～215 EIVRDIKEK

1 789.884 6 1 789.884 3 0 239～254 SYELPDGQVITIGNER

2 230.057 6 2 230.057 5 0 292～312 DLYANTVLSGGTTMYPGIADR

1 579.795 1 579.794 8 1 313～326 MQKEITALAPSTMK

1 161.611 1 1 161.610 9 0 316～326 EITALAPSTMK

1 417.485 1 1 417.485 2 1 316～328 EITALAPSTMKIK

2 194.239 5 2 194.239 7 2 316～335 EITALAPSTMKIKIIAPPER

1 163.739 1 163.739 1 2 327～336 IKIIAPPERK

794.465 0 — 0 329～335 IIAPPER

1 515.695 4 1 515.695 1 0 360～372 QEYDESGPSIVHR

注：—.缺少该数据。

表 4 鲟鱼β-肌动蛋白肽段氨基酸序列信息

Table 4 Information about peptide sequence of A. sinensis β-actin

肽段相对分子质量 水解酶
漏切位点

肽段序列
预测值 计算值

1 197.515 1 157.515 0 DSYVGDEAQSK

1 353.616 1 1 353.616 3 1 DSYVGDEAQSKR

799.528 0 799.528 0 1 RGILTLK

1 514.741 9 1 514.741 8 0 IWHHTFYNELR

1 622.833 8 1 622.833 8 1 LDLAGRDLTDYLMK

997.479 0 997.479 2 0 DLTDYLMK

1 131.519 7 1 131.519 6 0 GYSFTTTAER

871.512 7 871.512 9 1 EIVRDIK

1 128.650 3 1 128.650 3 2 EIVRDIKEK

2 565.161 5 2 565.160 8 0 LCYVALDFEQEMATAASSSSLEK

1 789.884 6 1 789.885 4 0 SYELPDGQVITIGNER

2 093.054 2 2 093.054 1 1 SYELPDGQVITIGNERFR

2 230.057 6 2 230.057 4 0 DLYANTVLSGGTTMYPGIADR

由表2～4可知，不同来源的肌动蛋白经胰蛋白酶酶

解后质谱检测得到的肽段数量有差异。肽段数量最多的

为鳜鱼肌动蛋白，酶解后可检测到29 个肽段，金鲳鱼共

检测到24 个肽段，全为特征肽段，而鲟鱼最多检出13 个
肽段。3 种鱼类肌动蛋白酶解得到的所有肽段中有多个相

同的肽段。

由表5可知，鳜鱼骨骼肌α-肌动蛋白、金鲳鱼β-肌动

蛋白和鲟鱼β-肌动蛋白的指纹谱中均有不同数量的差异

肽段。与另外2 种鱼类肌动蛋白的指纹谱相比，鳜鱼骨骼

肌α-肌动蛋白有10 个差异肽段，金鲳鱼β-肌动蛋白有5 个
差异肽段，鲟鱼β-肌动蛋白酶解后鉴定到的肽段数量最

少，仅有3 个差异肽段，因鲟鱼蛋白数据库不完善，搜库

中无法匹配到鲟鱼肌动蛋白氨基酸全序列，这3 个肽段在

蛋白氨基酸全序列位置无法确认，随着鲟鱼蛋白基因转

录组学深入研究，有望得到进一步相关论证。

续表3



※安全检测	                            食品科学	 2021, Vol.42, No.18   275

表 5 鳜鱼、金鲳鱼和鲟鱼肌动蛋白肽指纹谱的差异性

Table 5 Difference in fingerprints of actin peptides in S. chuatsi,  
T. ovatus and A. sinensis 

肌动蛋白类型 与另外2 种鱼肌动蛋白肽指纹谱的差异性

鳜鱼骨骼肌α-肌动蛋白

AVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSK
VAPEEHPTLLTEAPLNPK

VAPEEHPTLLTEAPLNPKANR
TTGIVLDAGDGVTHNVPVYEGYALPHAIMR

GYSFVTTAER
GYSFVTTAEREIVR

KDLYANNVLSGGTTMYPGIADR
DLYANNVLSGGTTMYPGIADR

QEYDEAGPSIVHR
QEYDEAGPSIVHRK

金鲳鱼β-肌动蛋白

EDEIAALVVDNGSGMCK
AGFAGDDAPR

VAPEEHPVLLTEAPLNPK
MQKEITALAPSTMK

QEYDESGPSIVHR

鲟鱼β-肌动蛋白
DSYVGDEAQSK

EIVRDIK
LCYVALDFEQEMATAASSSSLEK

表 6 鳜鱼、金鲳鱼和鲟鱼肌动蛋白氨基酸序列对比

Table 6 Comparison of amino acid sequences of S. chuatsi, T. ovatus and  
A. sinensis actin

蛋白质类别 氨基酸序列

鳜鱼骨骼肌
α-肌动蛋白

MCDDDETTAL10VCDNGSG(L)(V)K20AGFAGDDAPR30AVFPSIVGRP40RH
QGVMVGMG50QKDSYVGDEA60QSKRGILTLK70YPIEHGI(I)TN80WDDM
EKIWHH90TFYNELRVAP100EEHP(T)LLTEA110PLNPKANREK120MTQIMF
ETFN130(V)PAMYVAIQA140VLSLYASGRT150TGIV(L)D(A)GDG160VTH(N)
VP(V)YEG170YALPHAI(M)RL180DLAGRDLTDY190LMKILTERGY200SF(V)

TTAEREI210VRDIKEKLCY220VALDFE
(N)EM(A)230TAASSSSLEK240SYELPDGQVI250TIGNERFRCP260E(T)

LFQPSF(I)G270MES(A)GIHET(A)280YNSIMKCD(I)D290IRKDLYAN(N)V
300LSGGTTMYPG310IADRMQ(K)EIT320ALAPSTMKIK330IIAPPERKYS340V

WIGGSILAS350LSTFQQMWIS360KQEYDE(A)GPS370IVHRKCF377

金鲳鱼
β-肌动蛋白

MEDEIAALVV10DNGSG(M)(C)KAG20FAGDDAPRAV30FPSIVGRPRH40Q
GVMVGMGQK50DSYVGDEAQS60KRGILTLKYP70IEHGI(V)TNWD80DME
KIWHHTF90YNELRVAPEE100HP(V)LLTEAPL110NPKANREKMT120QIMFE

TFN(T)P130AMYVAIQAVL140SLYASGRTTG150IV
(M)D(S)GDGV[T]160H(T)VP(I)YEGYA170LPHAI(L)RLDL180AGRDLTD
YLM190KILTERGYSF200(T)TTAEREIVR210DIKEKLCYVA220LDFE(Q)
EM[(G)]TA230ASSSSLEKSY240ELPDGQVITI250GNERFRCPE(A)260LF
QPSF(L)GME270S(C)GIHET(T)[Y]N280SIMKCD(V)DIR290KDLYAN(T)

VLS300GGTTMYPGIA310DRMQ(K)EITAL320APSTMKIKII330APPERKYSV
W340IGGSILASLS350TFQQMWISKQ360EYDE(S)GPSIV370HRKCF375

鲟鱼β-肌动 
蛋白

Part1:
QGVMVGMGQK10DSYVGDEAQS20KRGILTLKYP30IEHGIVTNWD40DME

KIWHHTF50YNELRVAPEE60HPVLLTEAPL70NPKAN75

Part2:
EHGIVTNWDD10MEKIWHHTFY20NELRVAPEEH30PVLLTEAPLN40PKAN
REKMTQ50IMFETFNTPA60MYVAIQAVLS70LYASGRTTGI80VMDSGDGV

[S]H90TVPIYEGYAL100PHAILRLDLA110GRDLTDYLMK120ILTERGYSFT130

TTAEREIVRD140IKEKLCYVAL150DFEQEM[A]TAA
160SSSSLEKSYE170LPDGQVITIG180NERFRCPEAL190FQPSFLGMES

200CGIHETT[F]NS210IMKCDVDIRK220DLYANTVLSG230GTTMYPGIAD240R
MQKEITA248

注：加粗表示质谱鉴定到的氨基酸序列；圆括号表示鳜鱼骨骼肌α-肌动
蛋白和金鲳鱼β-肌动蛋白序列从相似位置开始发生的氨基酸变异；下划
线表示鳜鱼骨骼肌α-肌动蛋白和鲟鱼β-肌动蛋白序列从相似位置开始发
生的氨基酸变异；方括号表示金鲳鱼β-肌动蛋白和鲟鱼β-肌动蛋白序列
从相似位置开始发生的氨基酸变异。

由表6可知，鳜鱼骨骼肌α-肌动蛋白和金鲳鱼β-肌动

蛋白由于蛋白类型不同，它们的一级结构在氨基酸数量

和排列方面存在明显差异：鳜鱼骨骼肌α-肌动蛋白序列

有377 个氨基酸，金鲳鱼β-肌动蛋白序列有375 个氨基

酸；2 个氨基酸序列从相似序列开始发生了21 处氨基酸

变异（鳜鱼骨骼肌α-肌动蛋白从第12个氨基酸开始，金

鲳鱼β-肌动蛋白从第10个氨基酸开始，2 个序列为相似的

氨基酸序列。氨基酸变异位置用括号标出）。鳜鱼骨骼

肌α-肌动蛋白和部分鲟鱼β-肌动蛋白氨基酸序列从相似序

列开始发生了17 处氨基酸的变异（从鳜鱼骨骼肌α-肌动

蛋白第74位氨基酸开始，2 个序列为相似的氨基酸序列。

氨基酸变异位置用下划线标出）；部分鲟鱼β-肌动蛋白

的氨基酸序列与金鲳鱼β-肌动蛋白的序列同源性较高，

仅有3 个氨基酸存在变异，分别在第160、228、279位氨

基酸处。

3 结 论

采用Orbitrap Fusion Lumos三合一质谱技术分析3 种
鱼类肌动蛋白肽质指纹谱，肽段序列和蛋白氨基酸全序

列比对结果表明，鳜鱼肌动蛋白全序列氨基酸数量和蛋

白分子质量均高于金鲳鱼和鲟鱼。鳜鱼肌动蛋白全序列

氨基酸数量为377，分子质量为41 944 Da；金鲳鱼全序列

氨基酸数量为375，分子质量为41 766 Da；鲟鱼部分序列

氨基酸数量为248，分子质量为27 921 Da。鳜鱼肌动蛋白

的酶解肽段质谱检测到29 个肽段，鉴定为骨骼肌α-肌动

蛋白；金鲳鱼检测到24 个肽段，鲟鱼则检出13 个肽段，

均鉴定为β-肌动蛋白；与另外2 种鱼类肌动蛋白的肽质指

纹谱相比，鳜鱼骨骼肌α-肌动蛋白有10 个差异肽段，金

鲳鱼β-肌动蛋白有5 个差异肽段，鲟鱼β-肌动蛋白有3 个
差异肽段，从氨基酸全序列的排列方式来看，鳜鱼骨骼

肌α-肌动蛋白与金鲳鱼β-肌动蛋白从相似序列开始共有

21 处氨基酸变异，与鲟鱼β-肌动蛋白从相似序列开始共

有17 处氨基酸变异，鲟鱼部分β-肌动蛋白氨基酸序列与

金鲳鱼β-肌动蛋白的序列同源性较高，仅在金鲳鱼β-肌
动蛋白第160、228、279位氨基酸处存在变异。开展鱼肌

动蛋白肽质指纹谱研究将为名贵鱼类质量品质属性的鉴

定、鱼类肌动蛋白标准品的研制及鱼蛋白高通量芯片检

测技术的发展提供新思路与参考依据，具有重要现实意

义与广泛的应用前景。
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