
第 10 卷 第 23 期 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 Vol. 10 No. 23 

2019 年 12 月 Journal of Food Safety and Quality Dec. , 2019 

 

                            

基金项目: 大连市高层次人才创新支持计划(2017RQ164, 2017RQ161)。 

Fund: Supported by Dalian High-Level Talents Innovation Support Plan (2017RQ164, 2017RQ161)。 

*通讯作者: 陈溪, 博士, 主要研究方向为食品质量与安全。E-mail: streamchen@126.com 

*Corresponding author: CHEN Xi, Ph.D, Dalian Customs District Peoples’s Repubic of China, Dalian 116600, China. E-mail: 
streamchen@126.com 

 

基于蛋白组学技术对海参样品的研究 

陈  溪 1*, 林天野 2, 薛伟锋 1, 崔  妍 1, 沈葆真 1, 齐  欣 1, 张俊鸿 3, 魏丽婧 3 

(1. 中华人民共和国大连海关, 大连  116600; 2. 中检(大连)测试有限公司, 大连  116600;  

3. 锦州医科大学食品科学与工程学院, 锦州  121000) 

摘  要: 随着人们物质生活水平需要的不断提高, 具有高营养价值的海珍品食用安全备受关注。海参是从属于

海参纲的棘皮动物, 有研究报道, 海参与人参具有类似的药用特性, 已成为中国、日本等亚洲国家的名贵食材。

蛋白质组学(proteomics)是后基因组时代的热点研究领域之一。二维凝胶电泳、高效液相色谱、毛细管电泳及其

与质谱联用等已成功应用于蛋白质组分离和鉴定。目前, 采用蛋白质组学方法对海参样品的研究主要是集中在

海参育苗、养殖、加工技术对海参组织结构及品质的影响, 以及病害防治方面的基础性研究, 而采用蛋白组学对

海参产地、养殖方式差异性研究, 相关报道较少。本文主要从蛋白组学研究海参的现状及海参蛋白的提取、酶

解、蛋白的鉴定及定量分析等方面进行了概述, 为海参的育苗育种、繁殖、病害的研究奠定基础。 
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ABSTRACT: With the continuous improvement of people’s material living standards, the safety of sea treasures with 

high nutritional value has received much attention. Sea cucumber is an echinoderma belonging to Holothuroidea. It 

has been reported that sea cucumber and ginseng have similar medicinal properties and has become a valuable 

ingredient in Asian countries such as China and Japan. Proteomics is one of the hot research areas in the post-genome 

era. Two-dimensional gel electrophoresis, high performance liquid chromatography, capillary electrophoresis and its 

combination with mass spectrometry have been successfully applied to proteome separation and identification. At 

present, the study of sea cucumber samples by proteomics is mainly focused on the effects of sea cucumber seedlings, 

culture and processing techniques on the structure and quality of sea cucumber, and basic research on disease control. 

But there were few reports about proteomics used to study the differences of sea cucumber production area and 

culture mode. In this paper, the current status of sea cucumber and the extraction, enzymatic hydrolysis, protein 

identification and quantitative analysis of sea cucumber are summarized, which lays a foundation for the research of 

breeding, propagation and disease of sea cucumber. 
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1  引  言 

海参(Stichopus japonicus)是从属于海参纲的棘皮动

物, 海参体壁中富含蛋白质、多糖以及生物皂苷等活性成

分, 还含有尼克酸、维生素 A、B12、铁、锰、锌、硒等微

量元素, 能提高机体免疫力、延缓衰老、抗肿瘤和抗癌, 具

有较高的食用营养价值、药用价值和经济价值[1]。有研究

报道, 海参与人参具有类似的药用特性, 已成为中国、日

本等亚洲国家的名贵食材[25]。作为传统药食两用的海参品, 

海参除了具备多种营养保健功效, 还具备较高的商业价

值。近年来, 海参养殖及加工业飞速发展, 2009~2016 年, 

中国海参产业总体呈发展趋势, 其中养殖产量逐年递增, 

2016 年产量达 20.43 万吨[6]。海参产品的市场份额也占有

了重要的地位, 作为重要的经济养殖水产品, 越来越受到

市场的青睐。随着现代海洋渔业建设和海洋资源开发利用

的不断深入, “海洋牧场”概念被提出并受到广泛关注。利用

海洋资源拓展食物来源, 为解决人类食品安全问题提供了

新的路径。但由于海参人工养殖规模的不断扩大, 海参养

殖病害问题日趋严重, 制约了海参产业的健康和可持续发

展。目前, 对海参产品的研究, 主要是针对其不同的方法

和技术改善加工工艺, 考察其对组织结构及品质、营养价

值的影响[710]或是对海参的关键蛋白进行深入研究, 研究

其疾病机理和整治药物的直接靶位十分重要[11,12]。 

本文主要从蛋白组学研究海参的现状及海参蛋白的

提取、酶解、蛋白的鉴定及定量分析等方面进行了概述, 以

期为海参的育苗育种、繁殖、病害的研究奠定基础。 

2  海参蛋白质组学研究的意义 

蛋白质组(proteome)是由澳大利亚 Macquarie 大学的

Wilkins 等于 1994 年首次提出, 其概念是指在一个基因组, 

或一个细胞、组织表达的所有蛋白质 [13]。蛋白质组学

(proteomics)源自蛋白质(protein)与基因组学(genomics)2 个

词语的组合, 是一个动态变化的整理, 对其研究内容主要

包括对蛋白质的定性鉴定、定量检测、相互作用等, 是基

因组 DNA 序列与基因功能之间的桥梁。 

对海参蛋白质组学进行深入的研究首先需要对海参

的蛋白质组进行有效地、高质量的提取、酶解、并通过高

分辨质谱对其差异性进行分析。湛垚垚等[14]将海参样品经

过液氮研磨、超声、超高速冷冻离心及蛋白质组样品纯化

等一系列步骤, 从海参组织中获得了种类全面、浓度及纯

度 均 较 高 的 蛋 白 质 组 , 并 采 用 蛋 白 质 双 向 电 泳

(2-dimensional gel electrophoresis, 2D-PAGE)、液相色谱以

及蛋白质组质谱鉴定, 为海参的苗种优选、养殖技术提高

以及病害防控提供理论基础和实践指导, 有助于解决海参

种质退化、病害频发等实际生产问题, 有利于提高海参产

业的经济效益和社会效益。田焱等[12]通过 2D-PAGE 的优

化, 获得了刺参肠组织的蛋白质表达图谱, 为进一步研究

刺参差异表达蛋白的筛选及蛋白质组学研究提供技术保

障。开展刺参蛋白质组学的相关研究, 可以为刺参的育苗

育种及繁殖研究工作奠定基础, 将有助于提高刺参养殖产

业的经济效益和社会效益。与此同时, 还可以通过高分辨

质谱, 针对海参样品, 发展高效的蛋白质样品预处理和高

准确的蛋白质定量技术, 实现海参中蛋白质的深度覆盖定

量, 基于蛋白质组学技术分析海参样品在不同加工工艺、

养殖方式、不同生长时期的差异, 并对其变化研究海参的

营养价值和品质, 从而通过蛋白质组学技术充分发掘海参

的营养价值及食品安全。 

3  海参蛋白前处理技术 

3.1  样品制备 

对于海参样品, 需要先进行组织破碎, 常用的破碎方

法有研磨和匀浆。匀浆法是尽量将组织剪成小块或采用液

氮研磨的样品, 加入蛋白酶抑制剂, 在冰面上进行匀浆, 

可采用手动匀浆或机械匀浆。匀浆完成后, 过滤或离心收

集匀浆液进行后续处理。总之, 在破碎时应注意需要在低

温情况下进行, 以保证样品中的蛋白质不因温度发生变化

而影响实验重复性。 

3.2  蛋白提取 

在组织破碎之后, 细胞必须先裂解才能进行细胞器

分离和蛋白提取, 为避免温度对蛋白质带来的变化, 表面

活性剂裂解法常用于代替物理裂解法。比如 3-[3-(胆酰胺

丙 基 ) 二 甲 氨 基 ] 丙 磺 酸 内 盐 (3-[3-(cholamidopropyl) 

dimethylamino]propanesulfonic acid inner salt, CHAPS)[9,15]、

聚乙二醇辛基苯基醚(polyethylene glycol octyl phenyl ether, 

Triton X)[1618]系列, 具有很强的溶解蛋白能力, 通常用来

提取功能蛋白。另外, 缓冲液组成、pH 值、盐浓度、温度

等不同的蛋白质提取条件, 都会直接影响到蛋白质组学的

研究结果 , 尤其是在差异蛋白质组学研究中更为明     

显[19,20]。通过研究高效的组织裂解液作为蛋白质提取和溶

解体系, 发展提取能力强、样品损失低的全蛋白质样品预

处理新技术对海参样品中蛋白质进行提取 , 至关重     

要[21,22]。高杨[22]在 4 ℃条件下, 对海参样品匀浆处理后, 

加入 Tris-HCl(含 5 mmol EDTA和 0.5mol NaCl, pH8.0)缓冲

液缓慢搅拌过夜, 高速离心, 冷冻干燥得到胶原粗纤维。

田焱等[12]在海参肠组织蛋白质的提取中, 比较了 Tris-HCl

提取、去离子水提取、三氯乙酸(chloroacetic acid, TCA)-

丙酮沉淀法, 结果表明, 采用 TCA-丙酮沉淀法制备刺参肠

组织蛋白质, 能够得到高纯度的蛋白质提取液。吴慈等[16]

在食品过敏原的检测中, 比较了丙酮沉淀法与膜上原位样

品预处理法(i-FASP)提取蛋白, 采用 BCA 方法测定上清液
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中蛋白质的浓度, 结果表明 i-FASP 法使蛋白质的提取率

提高了 10 倍, 且在质谱分析时, 避免了聚合物干扰峰, 适

于定量分析。因此, 样品的提取应尽可能多的获得所有的

蛋白质, 以备后续的分离与鉴定。 

3.3  海参蛋白的变性与酶解 

二硫键在蛋白质分子的立体结构形成上起着重要作

用, 为了确定蛋白质的一级结构, 首先须将二硫键打开, 

使之成为线状多肽链。常用的还原剂是二硫苏糖醇

(dithiothreitol, DTT)[16,2326], β-巯基乙醇 (β-ME)[11,26]。但

DTT 往往无法还原包埋于蛋白质结构内部(溶剂不可及)的

二硫键, 这类二硫键的还原常常需要先将蛋白质变性(高

温加热或加入变性剂, 如 6 mol/L 盐酸胍、8 mol/L 尿素或

1%十二烷基苯磺酸钠 ); 而加入碘乙酰胺 (iodoacetamide, 

IAA)是为了巯基烷基化, 保护游离巯基再次形成二硫键; 

酶解是为了将蛋白质酶解为肽段用于质谱分析。吴慈等[16]

将蛋白质提取液转移至预先润湿的超滤离心管(分子截留量

为 10000)上, 离心后于膜上加入 200 μL 100 mmol/L DTT 溶

液变性, 再向膜上加入胰蛋白酶(trypsin)及 IAA, 37 ℃反应过

夜, 离心得到的酶解液, 用于质谱分析。Sun 等[24]在刺参肠道

再生的磷酸和乙酰蛋白组学比较分析研究中, 海参肠经液氮

冷冻研磨, 加入 8 mol/L 尿素, 2 mmol/L EDTA, 10 mmol/L 

DTT 及 2%磷酸酶抑制剂(cocktail V), 冷冻离心, 用 15%的

TCA 沉淀蛋白, 并用冰丙酮洗剩余的沉淀物, 用缓冲液溶

解; Zhang 等[26]在 400 μL 蛋白质提取液中加入 8 μL 1 mol/L

的DDT, 60 ℃ 30min, 冷却至室温, 加入 IAA溶液, 避光 1 h

进行烷基化反应。将蛋白质提取液转移至预先润湿的超滤离

心管上, 离心; 用NH4HCO3洗涤2次, 高速离心20 min, 37 ℃

下, 用 Trypsin 酶解 16 h, 消化后将样品离心 15000 r/min,   

20 min, 收集于新管。所得酶解液用于 Triple TOF™ 5600 MS

分析。综上, 选择合适的表面活性剂和还原剂, 破坏所有非共

价结合的蛋白质复合物和二硫键对于后续分析至关重要。 

4  海参蛋白分析技术 

4.1  蛋白分级 

对蛋白质进行预分级有利于提高后续肽段分析的可

靠性和准确性。为了更多的鉴定到蛋白质 , 可采用

2D-PAGE、高低 PH 分级、SCX 分级[2729]等。随着分离科

学的不断发展 , 蛋白质组学研究中的经典分离技术如

2D-PAGE, 以及不断发展的色谱分离技术如多维毛细管液

相色谱、亲和毛细管液相色谱以及整体柱技术等都发挥着

重要的作用, 对蛋白质进行预分级有利于提高后续肽段分

析的可靠性和准确性。其中, 2D-PAGE 是最早的蛋白质组

学研究工具, 到目前为止也是最重要的研究工具之一, 是

目前比较蛋白质组学研究的核心技术, 广泛应用于生命科

学的各个领域[27]。张鹏等[11,30]通过对不同的蛋白提取方

法、处理方法以及不同等电聚焦程序的设置的对比试验, 

建立并优化了刺参血细胞双向电泳技术体系, 并采用比较

蛋白质组学的方法, 对取自辽宁省普兰店室内养殖厂腐皮

综合症刺参和健康个体肠组织中差异表达蛋白进行了研

究。在优化的电泳条件共检测到约 700 个蛋白质点; 表达

量差异 2倍以上的蛋白点 51个, 最大表达差异比率为 4.32; 

对其中重复性一致的 30 个差异点进行质谱鉴定, 成功鉴

定了 23 个差异蛋白; 进一步扫描实验室完成的刺参转录

组数据, 筛选了过氧化氢酶和泛素相关修饰子 3 的 EST 序

列。为研究高温胁迫下差异蛋白的表达研究奠定了基础。田

焱等[12]以刺参肠组织为研究对象, 通过蛋白质提取、上样前

处理、上样量以及聚焦条件的优化, 建立了刺参肠组织蛋白

质双向电泳技术体系, 获得了刺参肠组织的蛋白质表达图

谱, 为进一步研究刺参差异表达蛋白的筛选及蛋白质组学

研究提供技术保障。尽管 2D-PAGE 具有无可比拟的分辨率, 

但是依旧存在缺陷: 在二维凝胶电泳谱图上, 并不是每个蛋

白斑点包含的蛋白量都足以用于蛋白质鉴定; 对于低丰度

蛋白、疏水性蛋白以及一些极大蛋白和极小蛋白不能进行很

好的分离; 操作复杂。毛细管电泳(capillary electrophoresis, 

CE)具有高效、快速、样品消耗少(0.1~10 nL)、易于实现自

动化操作等优点, 已在蛋白质、多肽等生物大分子的分离

中发挥了重要的作用。在 CE 的各种分离模式中, 毛细管

等电聚焦(capillary isoelectric focusing, CIEF)不仅对样品具

有较高的分辨率, 而且也有显著的富集效果。多维毛细管

电泳(2D-CE)用于蛋白质和多肽的分离分析。实现了 2D-CE

的全自动化操作控制, 而且将基于整体材料的酶反应器技

术引入系统中, 实现了蛋白质分离－在线酶解－肽分离－

质谱鉴定的集成化近年来人们发展了 2D-CE 技术, 并将其

广泛的用于蛋白质分离分析[31]。 

4.2  蛋白质鉴定 

4.2.1  分析策略 

生物体内的蛋白质种类繁杂, 而且很多蛋白质还存

在着复杂的翻译后修饰, 因此, 需要利用各种先进的仪器

分析技术, 选择高灵敏度、高分辨率、高选择性的分离方

法分析并研究生物体内蛋白质结构、功能及相互作用与动

态变化。“Top-down”和“Bottom-up”(又称 Shotgun)是目前蛋

白质组学研究中 2 种主要的分析策略[3134]。“Top-down”是

先将蛋白质分离, 然后通过质谱鉴定, 直接检测获得样品

的蛋白质组成信息。虽然目前质谱已经能够直接检测蛋白

质分子, 且该方法在一定程度上可以降低蛋白质组学样品

的复杂性, 但仍有很多技术瓶颈影响其广泛应用, 比如质

谱检测蛋白质的灵敏度低于肽段等。“Bottom-up”是将混合

蛋白酶解成肽段, 然后通过多维液相色谱分离多肽段, 然

后经 HPLC 进行分离, 随后进行一级质谱(mass, MS)和二

级质谱(MS/MS)的分析从而实现对样品中蛋白质的鉴定。

与蛋白质分离相比, 在肽段水平上的分离相对容易; 另外, 
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该方法消耗的样品量少、分离能力强、易于自动化[35]。因

此, 近年来鸟枪法(Shotgun)为代表的分析技术已经成为蛋

白质组学研究的主流技术之一, 首先从组织或细胞等样品

中提取蛋白质, 并将提取的蛋白质被酶解成肽段混合物, 

然后肽段混合物经液相色谱分离后进入串联质谱检测, 所

得到的质谱数据使用 Sequest或 Mascot等软件结合蛋白数

据库进行分析鉴定。 

4.2.2  蛋白质/肽段鉴定 

近年来, 质谱技术的快速发展为多肽组学的研究带

来了前所未有的发展机遇, 目前已经有多种质谱结合的多

肽富集和鉴定方法被成功应用到多肽组学的研究中, 一类

是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)相关的质谱技术 [36,37], 主要是是通过分

析蛋白质酶解后肽段混合物中的特征性质量数肽段(肽指

纹图谱(peptide fingerprint, PMF)), 获得特征肽段的质量信

息在蛋白质数据库中检索, 寻找具有相似肽指纹图谱的蛋

白质, 初步完成蛋白质的确认; 另一类是 LC-MS/MS 相关

的 质 谱 技 术 , 如 飞 行 时 间 串 联 质 谱 (Triple TOF 

LC-MS/MS)[23,26]。相比较而言, 前一种质谱技术更多的应

用于高通量多肽组学研究中, 可以对样品进行快速的扫描

以进行差异分析, 但缺点是不易对检测到的多肽分子进行

鉴定。对于 LC-MS 相关的质谱技术, 由于可以选不同种类

的质量分析器, 因此在多肽组学中的应用更加灵活, 同时

通过一维或者二维液相色谱的高效分离可以大大降低质谱

分析时样品的复杂度[34]。崔凤霞[36]从中国产仿刺参中提取

未变性胶原蛋白, 对其生化性质进行了测定, 确定了刺参

胶原的组成类型, 并利用 MALDI-TOF-TOF 质谱技术对海

参胶原一级结构进行了初步研究。超高效液相色谱-四级杆

/静电场轨道阱高分辨质谱(Q-Exactive Orbitrap MS)[37-39]是

近年来新开发出的一种具有高分辨率、灵敏度、准确度的

技术, 与普通质谱相比, 其碎片离子扫描分析鉴别各种脂

质同分异构体的超强能力。目前, 该技术已成功应用于牛

奶和人奶的极性脂质组分差异识别鉴定上[40，41]。Chen 等[18]

对海参样品提取蛋白, Trypsin 消化, 多肽体外标记(tandem 

mass tags, TMT 标记), 液相色谱分离, IMAC 富集。最终采

用高分辨质谱 Q-Exactive Orbitrap MS 分析。 

4.3  蛋白/肽段标记及定量 

质谱是很好的蛋白质鉴定工具, 但不同的蛋白质或

多肽在质谱中有不同的离子化效率, 所以不能从质谱图中

对蛋白质/肽进行精确定量分析。同位素标记技术是以稳定

同位素为内标, 将物理化学性质相同、质量不同的同位素

掺入 2 种样品, 混合后不同状态的相同蛋白质/肽因质量差

异在质谱图中表现为一对峰, 通过比较质谱峰的强弱, 从

而精确定量出蛋白质在不同状态下表达量的变化, iTRAQ 

(Isobaric tags for relative and absolute quantitation)[23,4245]和

TMT[18,24,46,47]是近年来应用最广泛的差异蛋白质组学技术, 

它们均采用体外标记的方法, 利用同位素试剂标记蛋白质

酶解后产生的多肽, 对两个或多个样本, 在全蛋白质组层

面上展开相对定量分析。其标记肽段的原理基本上是一样

的, 只是 iTRAQ 是 AB 公司的, 他们主打仪器是 QTOF, 飞

行时间质谱仪, TMT是Thermo的, 主打的Obitrap仪器, 特

点就是高分辨, 在能够鉴定的蛋白数量上, TMT 和 iTRAQ

差别不大。基于稳定同位素标记的蛋白质组定量方法可以

在不同步骤实现样品混合, 可以同时实现多重标记及消除

色谱-质谱联用分析过程中不稳定性带来的定量误差等优

点, 已成为定量蛋白质组学研究中最常用的方法[48]。Sun

等[24]首次进行了磷酸化和乙酰化蛋白组学的定量研究海

参肠再生的研究。在 1169 个蛋白中鉴定出 1862 个磷酸化

位点, 在 712 个乙酰化位点 470 的蛋白质。张健[42]对仿刺

参样品基于 iTRAQ 标记定量技术对 AJS 多糖抗肿瘤机制

进行了研究。Sun 等 [23]用相对和绝对定量的等压标记

(iTRAQ)探讨海参肠再生过程中蛋白质含量的变化 , 共

4073 个鉴定蛋白中 2321 个蛋白表达差异显著。Xu 等[43]

采用了同位素标记 iTRAQ 相对定性定量法, 研究蛋白组

学, 最终鉴定了 3432 种蛋白质, 有 127 种蛋白质有热激反

应。研究结果表明热应激影响了各种生物过程中蛋白质的

表达, 这样的作为组织的保护和解毒, 脂质和氨基酸的代

谢, 能量的生产和使用转录和翻译, 细胞凋亡, 细胞增殖。

另外, 二甲基化标记也是一种常用的化学标记方法, 它通

过比较轻重标记的样品在一级谱的峰强度/峰面积实现相

对定量分析, 该方法具有反应快速、反应效率高和成本低

的优点。赵群等[49,50]提出了基于二级质谱特征碎片离子定

量的准等重二甲基化标记策略; 蛋白质组定量覆盖率高达

99%以上; 定量结果与理论值相对偏差低于 2%; 动态范围

达到 4 个数量级。通过一级谱可以实现蛋白质组的定量, 

适用于组织、细胞和体液等样品的定量分析。 

5  总  结 

综上所述, 虽然目前蛋白质组的样品处理技术得到

了快速的发展, 如何进一步提高样品处理的效率、选择性、

重现性和自动化程度仍然是人们不断追求的目标。而针对

于海参样品, 研究高效的组织裂解液作为蛋白质提取和溶

解体系, 发展提取能力强、样品损失低的全蛋白质样品预

处理技术至关重要。随着上述样品预处理技术和高分辨质

谱技术的快速发展, 对海参样品蛋白质定量或差异性分析, 

正朝向高精准与高覆盖定量分析的方向发展。未来对海参

蛋白质组定量方法的研究, 将以提高定量的准确度、精密

度、动态范围和定量覆盖度为中心。 
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