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 选择三种不同亚型的原纤蛋白并对其特征肽段进行合成。优化 
MRM 采集参数（表1），并建立了线性良好的特征肽段的标准曲线（图
2）。经方法学评估（表2），成功建立了具有良好灵敏度和较高重复性
的定量方法。使用建立的定量方法测定了三种不同亚型原纤蛋白与主要
胶原蛋白的含量，三种原纤蛋白的含量分别为0.96、2.54和0.15μg/g（湿
基），主要胶原蛋白与原纤蛋白的化学计量比约为250:1。使用靶向蛋
白组学策略验证了原纤蛋白分子的含量以及分子组成的异质性，并揭示
了海参纤维骨架以胶原纤维为主，以原纤蛋白微纤维为辅。

 利用靶向蛋白质组学和可视化策略首次阐明了
刺参体壁中原纤蛋白的存在状态，原纤蛋白分子组
成复杂多样，原纤蛋白微纤维主要以纤维束的形式
存在并与胶原纤维共存。本研究从食品特性出发，
为海参的进一步发展提供了指导。

图5  抗体效价检测

  利用生物信息学手段，选择原纤蛋白（蛋白
ID：PIK56741.1，631-921aa）的氨基酸序列作为
抗原（图3）。将该基因片段进行异源表达，利用
亲和层析进行分离纯化，得到电泳纯原纤蛋白
（图4）。将纯化的原纤蛋白进行动物免疫得到了
效价大于1:64 000（图5）的抗刺参原纤蛋白抗体。

  将制备的抗刺参原纤蛋白抗体作为探针，对刺参体壁进行
免疫荧光显微镜分析，原纤蛋白在刺参体壁中以原纤维束的形
式分散存在(图6)。进一步使用免疫电镜与透射电镜（图7A与
7B）进行观察，结果表明原纤蛋白微纤维部分单独存在于胶原
纤维的间隙，部分与胶原纤维进行缠绕。

刺参原纤蛋白微纤维的分布与北大西洋瓜参相似，这意味着
原纤蛋白微纤维在不同种类的海参中的分布可能是一致的。
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  海参是我国传统滋补食品。结构蛋白在微观结构与食物质量的形成中
起着至关重要的作用，课题组从刺参体壁中鉴定了472种结构蛋白，但主要
关注了胶原蛋白对微观结构的作用，而对其他结构蛋白的研究较少。原纤
蛋白是一种重要的结构蛋白，可与胶原纤维形成网络结构，提供长期的恢
复力并确保可变胶原组织的机械稳定性。但刺参体壁中原纤蛋白的存在仍
然知之甚少，这限制了我们对原纤蛋白在刺参微结构中作用的理解。

  本研究旨在利用靶向蛋白质组学和可视化策略阐明刺参中原纤蛋白的
存在状态。建立基于多反应监测 （MRM）的定量方法以检测刺参体壁原纤
蛋白的含量以及主要胶原蛋白与原纤蛋白的化学计量学关系。使用生物信
息学方法以及异源表达系统以获得大量重组原纤蛋白。通过动物免疫制备
抗刺参原纤蛋白抗体，以研究原纤蛋白的分布与组织构造。 图1 技术路线

图2  特征肽段的标准曲线

图7  免疫电镜（A）与透射电镜（B）分析图6 免疫荧光分析
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图3  原纤蛋白三维结构

图4  SDS-PAGE分析

表1 MRM参数优化 表2  方法学检验


