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摘= =要：目的= =研究茯苓发酵液中的蛋白质，对其进行分离与鉴定。方法= =采用液体发酵获得茯苓发酵液，_radford法测定

样品中蛋白质的质量浓度，有机酸沉淀法提取蛋白质，papJmAdb电泳分离蛋白质，蛋白质电泳片段进行胶内酶解、质谱分

析和搜库鉴定。结果= =茯苓发酵液中蛋白质的质量浓度为 TQKMN= μgLmi，其相对分子质量（j）主要分布在 OKU×NMQ～NKP×
NMR。通过质谱鉴定从茯苓发酵液中鉴定得到了 RN种蛋白质，如过氧化氢酶、蛋白激酶、碱性蛋白酶、糖化酶和溶菌酶等。

结论= =茯苓发酵液中蛋白质种类丰富，是开展茯苓蛋白质研究及开发茯苓发酵保健食品与饮料的理想材料。=
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茯苓 moria=cocos=EpchwKF=tolf是我国传统的中

药材，其药用已有 O=MMM多年的历史。《神农本草经》

中把茯苓列为上品，有“久服安魂养神，不饥延年”

的作用。另外，茯苓也是我国历史悠久的食品和保

健品，如茯苓饼、茯苓酒、茯苓糕、茯苓包子和茯

苓粥等。目前，茯苓的研究主要集中在次生代谢产

物上，研究最多的是茯苓多糖，茯苓多糖及其衍生

物羧甲基茯苓多糖具有免疫调节、抗肿瘤、降血糖、

调血脂和保肝等作用xNJRz；其次是茯苓三萜化合物，

研究发现其具有抗炎、抗氧化及抑制肿瘤细胞生长

等药理作用xSJNMz；而茯苓蛋白质的研究报道很少，

仅有许辅等xNNz对茯苓免疫调节蛋白mCm的纯化与生=
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理活性进行了研究；另外，本研究室李洪波等xNOz对

茯苓免疫调节蛋白Jf抗体制备进行了研究。=
液体发酵培养具有生产周期短、成本低、能够

大规模工业化生产等优势，广泛用于灵芝、茯苓、

冬虫夏草和香菇等真菌培养xNPJNQz。茯苓发酵液能够

产生蛋白质、多糖等大分子物质和氨基酸、维生素、

抗生素、生物碱、甾醇类、黄酮类等小分子活性物

质，是茯苓天然活性化合物的重要来源之一。此外，

研究发现通过液体发酵获得的茯苓发酵液含有的活

性成分与茯苓菌核所含活性成分有差别xNRJNSz，因此

开展茯苓发酵液的活性成分研究很有意义。迄今为

止，未见有关茯苓发酵液蛋白质研究的报道，对于

茯苓发酵液中含有哪些蛋白质也是未知。因此，本

实验开展了茯苓发酵液蛋白质的分离与鉴定研究，

对后续开展重要茯苓蛋白质的系统研究以及开发茯

苓蛋白饮料和保健品具有指导意义。=
N= =仪器与材料=

mroíean= ff 垂直平板电泳槽和 moweréacqj通用

电泳仪，美国伯乐公司；jicro=qlcnJff电喷雾J四
极杆J飞行时间串联质谱仪，配备有纳流（nano）喷

雾源，德国布鲁克公司；rlíimaíe=PMMM液相色谱仪，

戴安公司，arJUMM 紫外可见分光光度仪，美国贝

克曼公司。=
茯苓菌种湘靖 OU 购自于湖南怀化靖州湘桂黔

药用菌研究所，胰蛋白酶（蛋白质组学级，CAp号
VMMOJMTJT）、碳酸氢铵（CAp 号 NMSSJPPJT）、三氯

乙酸（CAp号 TSJMPJV）、三氟乙酸（CAp号 TSJMRJN）、
苯甲基磺酰氟（CAp号 TSJMRJN）、二硫苏糖醇（CAp
号 PQUPJNOJP）、碘乙酰胺（CAp号 UTJRNJQ）、eeées
（CAp 号 TPSRJQRJV）和甲酸（CAp 号 SQJNUJS）购

自于美国 pigma公司；丙烯酰胺（CAp号 TVJMSJN）、
甲叉J双丙烯酰胺（CAp号 NNMJOSJV）、甘氨酸（CAp
号 RSJQMJS）、三羟甲基氨基甲烷（CAp号 TTJUSJN）
和十二烷基硫酸钠（CAp号 NRNJONJP）购自于美国

Amresco 公司；考马斯亮蓝 dJORM（CAp 号

SNMQJRUJN）购自于美国 _ioJoad实验室；色谱纯乙

腈（CAp 号 TRJMRJU）购自生工生物工程（上海）

有限公司，其他试剂为国产分析纯试剂。=
O= =方法和结果=
OKN= =菌种的活化及发酵培养=

制备 maA斜面培养基 R支，将菌种湘靖 OU接
种到 maA培养基后放入 OS=℃恒温培养箱中培养 P=
d 左右，然后将固体培养菌种接种到液体培养基进

行种子活化培养 T=d，种子液体培养基配方为：葡萄

糖 OM=g、酵母浸膏 Q=g、蛋白胨 S=g、jgplQ•TeOl=N=
g、heOmlQ=O=g、维生素 _N（s_N）QM=mg、蒸馏水

N=MMM=mi、ée自然（QKV）。然后再配制液体深层发

酵培养基，其配制方法为葡萄糖 OM=g、蛋白胨 NM=g、
jgplQ•TeOl=NKR=g、heOmlQ=P=g、s_N=QM=mg、蒸馏

水 N=MMM=mi、ée自然（QKV）。在 ORM=mi三角瓶分

别装入 QR=mi液体发酵培养基和 R=mi种子液，以

OS=℃和 NSM=rLmin转速摇瓶培养 S=d。将培养好的发

酵液，Q=℃、NN=MMM=rLmin离心 OM=min，上清液即为

粗酶液。=
菌种活化与发酵培养时每天进行鉴定，发现白

色菌丝长势良好，生长迅速，没有出现杂菌的污染。

菌种液体发酵培养时每天检测菌丝体的生长情况，

发现有染菌的就将其剔除，保留发酵正常的，S= d
发酵过程中发现 P瓶染菌，剩下的 OR瓶发酵正常。

收集发酵液离心得到粗酶液约 N=OMM=mi，菌丝体湿

质量 NTKNO=g。=
OKO= =茯苓发酵液蛋白质质量浓度测定=

茯苓发酵液蛋白质质量浓度测定采用 _radford
法。具体过程简述如下：取 S支编号的干净试管分

别加入 M、MKO、MKQ、MKS、MKU、NKM= mi= NMM= μgLmi
牛血清白蛋白溶液，向前 R支试管中加蒸馏水至溶

液总体积为 NKM=mi。再向 S支试管中分别加入 R=mi
的考马斯亮蓝dJORM染液，混匀后室温下静置 R=min
后在 RVR=nm处比色，记录每个溶液的吸光度（ARVR）
值并制作标准曲线，得到回归方程。另取 P支干净

试管，每支试管分别加入 R=mi的考马斯亮蓝 dJORM
染液和 NKM= mi样品粗酶液，同样混匀后在 RVR= nm
处比色记录得到样品溶液 ARVR值，取平均值代入回

归方程计算得到粗酶液中蛋白质的质量浓度。=
经测定得到 S支试管溶液的 ARVR值分别为 M、

MKMTR、MKNQT、MKOOR、MKOVO、MKPTU。通过标准曲线

软件制作得到回归方程：v＝MKMMP=T=u－MKMMM=V，r
为 MKVVV=S。样品溶液的 ARVR值分别为 MKOTO、MKOTS、
MKOUN，取平均值 MKOTS代入回归方程得到样品溶液

蛋白质质量浓度为 TQKMN=μgLmi，茯苓发酵液中蛋白

质的质量浓度较低。=
OKP= =茯苓发酵液蛋白质的提取与 papJmAdb 发酵

液分离=
采用丙酮J三氯乙酸沉淀法提取茯苓发酵液蛋

白质。将含有 OM=μmolLi=二硫苏糖醇的 NMB三氯乙

酸溶液 OM= mi倒入 RM= mi粗酶液中混匀，在 Q=℃
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下静置 O=h；Q=℃，NR=MMM×g离心 PM=min，保留沉

淀；通过倒置的方法将离心管反扣于干净的滤纸上，

使其干燥。待其干燥后，加入 P= mi预冷丙酮于沉

淀中，混匀并在冰上反应 PM=min。Q=℃，NR=MMM×g
离心 OM=min，取沉淀在空气中干燥。用含 NMM=μmolLi=
二硫苏糖醇的 OB=pap溶液裂解蛋白，在沸水浴中

煮沸 R= min 后点样进行电泳实验。电泳时参照

_ioJoad 公司方法进行，采用 qrisJ甘氨酸不连续凝

胶系统，凝胶体系为 RB的浓缩胶及 NOB的分离胶。

NM=mA恒流电泳溴酚蓝线迁移移至分离胶与浓缩胶

界面时，增大电流至 OM=mA。待溴酚蓝线距离胶下

沿 MKR=cm处时停止电泳。染色和脱色：将凝胶剥离，

胶先用固定液（乙酸J甲醇J水 N∶Q∶R）固定 N=h，
水洗 Q次（NR= minL次），然后加入 dJORM胶体考染

液［NMM=mi双蒸水＋NMM=mi=URB=ePmlQ→混匀后加

NMM=g=EkeQFOplQ→溶解后加 RMM=mi双蒸水→加 NKO=
g考马斯亮蓝 dJORM（可过夜）→溶解后加入 OMM=mi
甲醇→混匀定容到 N=MMM=mi，保存在棕色瓶中，室

温下储存］中染色 P=h，去掉染色液，水洗 P～R次
至背景清晰。=

图 N为茯苓发酵液中蛋白质 papJmAdb图谱。

泳道 A和 _上样量为 OM=μi，泳道 C和 a上样量为

NR=μi，泳道 b上样量为 NM=μi；j为jarker；N～
NQ为酶切条带。从电泳图谱中可知茯苓发酵液蛋白

质相对分子质量（j）主要分布在 OKU×NMQ～NKP×
NMR区域，其中 OKU×NMQ～TKO×NMQ区域最多，NKP×
NMR以上区域分布很少。另外，从电泳图中可以发现

不同上样量对电泳条带除了亮度有些细微差异外，

条带数目差异不明显。=
OKQ= =蛋白质条带的胶内酶解、质谱分析与搜寻鉴定=

蛋白质原位酶解参照 eellmann 等xNTz的方法进

行。主要步骤为（N）脱色：将胶带切割后，分别置

于 bm 管中，加入 100 μL 脱色液（RMB乙腈，OR=
mmolLi=keQeClP）于 PT=℃温水浴 PM=min，反复操

作至胶块无色透明，最后加入 100 μL 乙腈至胶成白

色胶块，冻干。（O）还原烷基化：向冻干后的胶块

中加入 50 μL 含 NM= mmolLi=二硫苏糖醇的 OR=
mmolLi=keQeClP溶液，RS=℃水浴 N=h后室温冷却，

吸出多余的液体，加入同体积的含 RR=mmolLi碘乙

酰胺的 OR= mmolLi= keQeClP溶液，室温暗处放置

QR=min。反应完成后，依次用 OR=mmolLi=keQeClP
溶液、RMB乙腈、NMMB乙腈冲洗。重复操作 N次后

冷冻干燥。（P）酶解：将胰蛋白酶（质谱纯）溶于=

=
 
N～NQJ质谱鉴定条带= = jJjarker= = A、_JOM=μL= = C、aJ15 μL= = bJ10 μL=
N—NQJjp= ideníificaíion= bands= = jJjarker= = AI= _JOM= μL= = CI= aJ15 μL= =
bJ10 μL=
=

图 N= =茯苓发酵液中蛋白质 papJmAdb= =
cigK=N= =papJmAdb=of=proteins=in mK=cocos=fermentation=broth=
=
N=mmolLi的盐酸中，终质量浓度为 1 μg/μL，−OM=℃
保存。溶液使用前，用 OR=mmolLi=keQeClP溶液将

胰蛋白酶的终质量浓度配制成 0.02 μg/μL。向每个

胶条加入约 8 μL 的酶液使其充分吸胀，然后去掉多

余的酶液，加入 50 μL 25 mmol/L NHQeClP溶液覆

盖。PT=℃水浴酶解过夜（NS= h）。酶解后的肽片段

依次用 50 μL 含 MKNB= qcA的 PMB乙腈溶液、RMB
乙腈和 VMB乙腈溶液梯度萃取，合并萃取液，冻干

后置−OM=℃保存，备用。=
胶内酶解后的样品用 NM=μi样品溶解液（RB乙

腈的水溶液）重新溶解后转入进样瓶，准备 nano=
iCJjpLjp分析。质谱仪为德国 _ruker公司的电喷

雾J四极杆J飞行时间串联质谱jicro=qlcnJff，配备

戴安公司的 rlíimaíePMMM毛细管液相色谱仪（kano=
iC）和纳升（kano）喷雾源。采用正离子模式下，

用 dluJfib的串联碎片进行校正，质量误差为±MKN。
雾化气为氮气，碰撞气为氩气，离子源温度为

NRM=℃，锥孔电压为 N=OMM=s。仪器的jp和jpLjp
的转换通过 micro= qlc= conírol= PKM控制软件自动切

换，限制条件为jp信号强度大于 N=MMM。自动进样

NKT×NMR=
NKP×NMR=

=
VKR×NMQ=

=
TKO×NMQ=

=
RKQ×NMQ=

=
=

QKP×NMQ=
=
=

PKQ×NMQ=
=
=
=

OKU×NMQ=
=
=
=
=
=
=

NKT×NMQ=
=
=

NKM×NMQ=

= N=
=
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=
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=
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=
= U=
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=
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系统连接 N 个 CNU预柱（R= mm×POM= μm）和 N 个

CNU毛细管柱（NR=cm×TR=μm）。样品经预柱脱盐和

浓缩后，梯度洗脱经 CNU毛细管柱进行肽段分离。

洗脱梯度为 M～Q=min，RB乙腈；Q～QM=min，RB～

RMB乙腈；QM～QR= min，RMB～VMB乙腈；QR～RR=
min，VMB乙腈；RR～SR=min，VMB～RB乙腈；体积

流量为 PMM=niLmin；分离后的肽片段直接进入离子

源。N次选择 P个最大强度的肽段进行jpLjp分析，

同一质荷比的离子被排除采集。使用 jascoí 软件

（jaíriñ=pcience=iídK，rh）中的串级质谱数据搜索

功能（jpLjp=fons=pearch）进行搜索（hííéWLLwwwK=
maíriñscienceKcom）。数据库的搜索选择下列参数：

固定修饰选择 carbamoólmeíhólaíion（C），限制性切

割酶选择 qróésin，允许最大漏切位点（missed=
cleavages）数为 N，肽段的 j 容差（íolerance）为

MKR，二级离子的j容差为 MKR，结果报告数目选择

auío。肽段的得分（mowse= scores）超过域值

（íhreshold）的视为可信的鉴定肽段xNUz。=
为了使这些分离了的蛋白质被有效地鉴定，

papJmAdb胶带被取下，经脱色、还原烷基化后采

用胰酶酶解。酶解结束后，用不同浓度的乙腈对胶

带进行萃取，合并萃取液并冻干后保存于冰箱。质

谱分析时，每一胶带酶解后的多肽混合物先通过

aioneñ的反相 nano=iC分离后在线进入_ruker公司

的 micro= qlcn= ff质谱分析系统进行质谱分析。获

得的数据经 _ruker公司的 aaía=Analósis=QKM软件分

析后输出 mgf文件。将得到的 mgf文件采用jascoí

软件中的串级质谱数据搜索功能（jpLjp= fons=
pearch），搜库时所选取的物种库为真菌库。=

通过质谱分析和搜库鉴定，从茯苓发酵液中共

鉴定了 RN 种蛋白质（表 N），其中最多的是一些具

有生物活性的酶类：过氧化氢酶、丝氨酸L苏氨酸蛋

白激酶、碱性蛋白酶、糖化酶、溶菌酶、甘油醛JPJ
磷酸脱氢酶甘露醇脱氢酶、pJ腺苷高半胱氨酸水解

酶、丝氨酸羟甲基转移酶、天冬氨酸蛋白酶、透明

质酸合成酶、解旋酶、Aqm合成酶、akA聚合酶、

琥珀酰JCoA 连接酶、转醛醇酶、吡咯啉JRJ羧酸还

原酶、kJ末端乙酰转移酶、柠檬酸合成酶、胞嘧啶

脱氨酶、线粒体金属肽链内断酶、内切核酸酶等。

图 O为条带 Q的jascoí搜库结果，通过图谱可以知

道条带 Q所鉴定的蛋白数量和种类。去冗余后共鉴

定得到了 NM类蛋白质，主要有过氧化氢酶、丝氨酸

羟甲基转移酶、Aqm合成酶、akA聚合酶和外膜脂

蛋白等。图 P为过氧化氢酶 _二级质谱图。除了上

述酶类外，在茯苓发酵液中还鉴定到一些重要的蛋

白质分子，如细胞壁蛋白、钙通道蛋白、外膜脂蛋

白、微管蛋白折叠辅助因子和转录延伸因子等。=
蛋白质作为生命活动的体现者和物质基础，在

生命活动过程中具有十分重要的作用。虽然茯苓使

用历史悠久、研究较为广泛，但对茯苓蛋白质所知

甚少。本研究首次对茯苓发酵液中蛋白质进行了初

步研究，获知了茯苓发酵液中总蛋白质量浓度及组

成发酵液的蛋白质种类。该研究具有重要的意义，

为开展茯苓蛋白质相关研究打下了良好的基础。后=
=

表 N= =茯苓发酵液中蛋白质质谱鉴定结果=
qable=N= =jp=identification=of=proteins=from=mK=cocos=fermentation=broth=

序号=
质谱鉴=

定片段=
蛋白识别码= 得分= j=

谱图匹=

配次数=

特异性谱图=

匹配次数=

肽段序列=

匹配数=

特异性肽段=

序列匹配数=
蛋白描述=

= N= = Q= bcqr_mpbcp= NMV= QP=UTU= NS= = U= V= Q= 延伸因子 qu=

= O= = lmof_mpbAb= = VN= U=UUT= = N= = N= N= N= 主要外膜脂蛋白=

= P= = prCC_mpbNQ= = SO= QN=QVQ= = O= = O= O= O= 琥珀酰JCoA连接酶= xAam形成z=β 亚基=

= Q= = divAO_AdocC= = SR= QQ=VNV= = O= = N= N= N= 丝氨酸羟甲基转移酶 O=

= R= = CeSM_mpbcp= = QV= RS=VUU= = Q= = N= Q= N= S×NMQ伴侣蛋白=

= S= = AqmA_mpbcp= = QS= RR=QNS= = Q= = N= Q= N= Aqm合成酶 α 亚基=

= T= = amlPA_Ceimk= = PO= NQN=PRQ= = N= = N= N= N= akA聚合酶 fff=α 亚基=

= U= = evApP_ubkiA= = OS= OO=UTV= = N= = N= N= N= 透明质酸合成酶 P（片段）=

= V= = jckA_jbqAP= = OR= QQ=OQM= = N= = N= N= N= iJ酪氨酸LiJ天冬氨酸脱羧酶=

NM= = R= Ajvd_pCeCj= SUR= SN=NUV= NV= NQ= U= T= 糖化酶 Ao__MOPOTJN=

NN= = AimN_pCeml= = PP= NOT=STS= = P= = N= O= N= 微管蛋白折叠辅助因子 a=



中草药= = Chinese=qraditional=and=eerbal=arugs= =第 QT卷=第 NP期= OMNS年 T月=

= =

·OOTP·=

续表 N=

序号=
质谱鉴=

定片段=
蛋白识别码= 得分= j=

谱图匹=

配次数=

特异性谱图=

匹配次数=

肽段序列=

匹配数=

特异性肽段=

序列匹配数=
蛋白描述=

NO= = qcCR_pCeml= = PM= RV=NMQ= N= N= N= N= 转录因子 qcffa组分 _″=

NP= = S= mRCo_pCeml= = QO= PM=ORQ= O= O= N= N= 吡咯啉JRJ羧酸还原酶=

NQ= = vav__pCeml= = PR= NMS=NUS= N= N= N= N= ée值和 pbCT结构域蛋白 CNNbPKNNc=

NR= = cCvN_vbApq= = PN= NT=UPU= N= N= N= N= 胞嘧啶脱氨酶=

NS= = mbmA_ApmAt= = OS= QN=OSS= N= N= N= N= 天冬氨酸蛋白酶 mbmN=

NT= = T= AqdV_CAkdA= = PM= NMT=RNS= P= O= N= N= 自噬相关蛋白 V=

NU= = vnRO_pCeml= = OP= NNN=MUV= N= N= N= N= 未鉴定的蛋白质 CNSOKMOc=

NV= = CfpvO_vbApq= = OP= RN=PUN= N= N= N= N= 过氧化物酶体柠檬酸合成酶=

OM= = U= qljN_Apedl= = PU= PTP=VVO= R= P= O= N= 可能的 bP泛素连接酶蛋白 qljN=

ON= = piuQ_kbrCo= = OR= NNM=NQM= N= N= N= N= 结构特异性内切核酸酶亚基 piuQ=

OO= = U= abko_ab_eA= = OO= ON=VTS= N= N= N= N= 翻译机制相关蛋白 OO=

OP= = obCNM_pCeml= = OM= VM=RSN= N= N= N= N= 减数分裂重组蛋白 recNM=

OQ= = CCeN_pCeml= = NU= ONQ=RNM= O= N= N= N= 钙通道蛋白 CCeN=

OR= = V= qAiN_pCeml= = RS= PR=PPM= O= N= O= N= 转二羟丙酮基酶，转醛醇酶=

OS= = CAq__bjbkf= = QT= TV=POV= O= N= O= N= 过氧化氢酶 _=

OT= = dPmN_vbApq= = OV= PR=UQO= N= N= N= N= 甘油醛JPJ磷酸脱氢酶 N=

OU= = CAqA_vbApq= = NQ= RU=UMQ= N= N= N= N= 过氧化物酶体过氧化氢酶 A=

OV= NM= _r_N_pCeml= = QM= NNU=RSQ= O= N= N= N= 丝氨酸L苏氨酸J蛋白激酶 _r_N=

PM= NN= lovw_Apmci= NPR= QO=TQP= U= R= O= O= 碱性蛋白酶 N=

PN= = kAqN_vbApq= = PQ= VV=OVV= N= N= N= N= kJ末端乙酰转移酶复合物亚基 kAqN=

PO= = oiT_kbrCo= = PM= OU=TOT= N= N= N= N= SMp核糖体蛋白 iT=

PP= = om_N_mfCdr= = NV= NTS=QMR= N= N= N= N= akA指导的 okA聚合酶 ff亚基 om_N=

PQ= NO= jqae_evmgb= NMR= OU=SPN= O= O= N= N= kAam依赖性甘露醇脱氢酶=

PR= = bcdj_ApmCi= = PU= VM=MNP= N= N= N= N= 线粒体延伸因子 d=

PS= = qfjRM_CAkAi= = ON= RQ=POO= N= N= N= N= 线粒体进口内膜转位酶亚基 qfjRM=

PT= = jabO_pCeml= = NV= PN=VRR= P= N= N= N= jeiQ依赖性蛋白 O=

PU= = ors_O_Apedl= = NQ= RN=SRM= P= N= O= N= ouv_样解旋酶 O=

PV= = almN_vbApq= = NP= NVR=SQU= Q= N= O= N= 迟钝相关蛋白质=

QM= NP= pkuP_Covk_= = PQ= NS=VVU= O= N= N= N= 排序连接蛋白JP=

QN= = hAmo_ab_eA= = PQ= QV=TOV= P= N= N= N= cAjm依赖性蛋白激酶调节亚基=

QO= = mccN_pCeCj= = PP= VU=PSQ= O= N= N= N= 液泡膜蛋白酶=

QP= NP= pAee_vbApq= = OS= QV=TON= O= N= O= N= pJ腺苷高半胱氨酸酶=

QQ= = kpAO_meAkl= = OO= OV=VRQ= N= N= N= N= 核糖体合成的蛋白质 kpAO=

QR= = pfmR_jAdlT= = OO= UT=OVN= N= N= N= N= 蛋白质 pfmR=

QS= NQ= pmqS_kbrCo= = VN= NSP=POU= R= P= O= N= 转录延伸因子 pmqJS=

QT= = mefA_ApmkC= = SQ= NV=PVS= N= N= N= N= 细胞壁蛋白质 mefA=

QU= = pbCPN_pCeml= = PT= NPP=MQQ= N= N= N= N= 蛋白质转运蛋白 secPN=

QV= = ivp_Aoq_C= = PQ= OR=PNV= O= N= N= N= kIlJ二乙酰溶菌酶=

RM= = ljAN_pCeml= = OT= PU=VOU= O= N= O= N= 线粒体金属肽链内断酶 ljAN=

RN= = vdQf_vbApq= = OP= QR=QTN= O= N= O= N= 未表征 dqm结合蛋白 vdoONMC=
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=
图 O= =条带 Q=jascot搜库结果=

cigK=O= =jascot=search=library=results=of=ptrip=Q=

=
=
=

图 P= =过氧化氢酶 B二级质谱图=
cigK=P= =jpLjp=spectrum=of=catalase=B=

=
续可以从已鉴定的蛋白质中筛选出一些质量浓度较

高、活性较强的蛋白质分子开展结构与功能研究。

另外，项目的实施有利于茯苓发酵液的成分的初步

了解，对开展茯苓发酵液保健饮料的开发利用也具

有良好的指导作用。=
P= =讨论=

鉴于茯苓悠久的历史及其功效，近年来对茯苓

开展了广泛的研究。但茯苓研究主要集中在多糖和

三萜类化合物等次生代谢产物的化学成分及其药理

保健功效上，对茯苓蛋白质的研究很少。有些问题

一直未弄清楚，如茯苓蛋白部分由哪些蛋白质组成、

组成茯苓的各营养成分中蛋白质含量占多少、茯苓

的药理保健功能是否与茯苓蛋白质有关？本课题以

茯苓菌种湘靖 OU为实验材料，通过液体发酵培养，

有机酸沉淀、考马斯亮蓝染色、papJmAdb 分离、

胶内酶解、质谱分析和搜库鉴定等方法首次对茯苓

发酵液中的蛋白质进行了质谱分析与鉴定，对发酵

液的总蛋白质质量浓度进行了测定。所鉴定的蛋白

质大部分在蛋白库中得分较高，搜库鉴定时所选取

的是茯苓所属的真菌库，因此这些鉴定结果可信度

很高。=
众所周知，微生物发酵液蛋白质主要是一些由

菌丝体分泌的且具有生物活性的胞外酶和分泌蛋白

质。这可以从实验鉴定结果得到佐证。课题组最后

从茯苓发酵液中鉴定得到了 RN种蛋白质，大部分属

于具有催化活性的酶类。其中以水解酶最多，主要

有丝氨酸L苏氨酸蛋白激酶、碱性蛋白酶、糖化酶、

溶菌酶、pJ腺苷高半胱氨酸水解酶、天冬氨酸蛋白

酶、核酸内切酶等；另外还包括甘油醛JPJ磷酸脱氢

酶、甘露醇脱氢酶、过氧化氢酶、吡咯啉JRJ羧酸还

原酶等氧化还原酶；透明质酸合成酶、Aqm合成酶、

琥珀酰JCoA连接酶、柠檬酸合成酶等合成酶及丝氨

酸羟甲基转移酶、转醛醇酶、kJ末端乙酰转移酶、

胞嘧啶脱氨酶等转移酶。=
现就鉴定的几种主要的酶归类并简介如下：第

一类为具有保健功能的酶类，包括过氧化氢酶和溶

d= = s= = a= c= q= b= a= m= i= = i= n= d= = o=

óV= óU=óT= óS=óR= óP= óO=

bP= bT= bNM= bNN=

óEOF=

óEPF=

óERF=

óESF=

óETF=
óEUF=

óEVF=
bEPF=

bETF= bENMF=

bMENNF=
bENNF=

OMM= = = = = = = = = = = = = = = QMM= = = = = = = = = = = = = = = SMM= = = = = = = = = = = = = = = UMM= = = = = = = = = = = = = = N=MMM= = = = = = = = = = = = = = N=OMM=
mLz=
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菌酶。①=过氧化氢酶（caíalase）是一类广泛存在

于动植物及需氧微生物体内的末端氧化还原酶，主

要功能是催化 eOlO 发生歧化反应生成水和氧气，

清除体内的 eOlO，从而使细胞免于遭受 eOlO的毒

害，是生物防御体系的关键酶之一xNVz。它在农业、

医药、食品加工、纺织、印染和环保等方面有十分

重要的应用价值xNVJONz。②=溶菌酶（lósozóme）是一

种低相对分子质量的糖苷水解酶。这种酶可以分解

微生物的细胞壁，使细菌失去细胞壁的保护并在胞

内高渗透压的作用下破裂死亡，实现杀菌目的。溶

菌酶作为高等有机体的组织及体液中最强大的抗菌

剂之一，是生物机体对抗外源病原菌侵袭的重要防

御因子。它不仅参与机体免疫，同时还有杀菌和维

护机体健康的作用xOOz。第二类是与代谢调控有关的

酶类，包括甘油醛JPJ磷酸脱氢酶、pJ腺苷高半胱氨

酸水解酶、丝氨酸羟甲基转移酶和甘露醇脱氢酶。

①=甘油醛JPJ磷酸脱氢酶（glóceraldehódeJPJéhoséhaíe=
dehódrogenase，dAmae）是糖酵解、糖异生和卡尔

文循环途径中的关键酶，参与糖酵解过程中第 N个
Aqm的形成，是维持生命活动能量形成的基本酶类

之一xOPJOQz。②= pJ腺苷高半胱氨酸水解酶（pJadenosól=
homocósíeine=hódrolase，Adoecóase）是生物细胞中

广泛存在的一种蛋白水解酶。其功能主要是催化细

胞 pJ腺苷高半胱氨酸可逆水解生成腺苷和高半胱氨

酸。由于该酶具有重要的细胞内甲基循环的代谢调

节作用，在人类、哺乳动物、植物、真菌和原核生

物中已被广泛研究xORJOSz。③=丝氨酸羟甲基转移酶

（serine=hódroñómeíhólíransferase，pejq）是体外酶

促法制备 iJ丝氨酸的关键酶xOTz。iJ丝氨酸是生糖氨

基酸，由于其处于多条代谢途径，难以从生物体内

直接大量分离，故具有许多重要的生理功能和作用，

在化工、制药、食品、化妆品和生物农药等行业有

着广泛的应用xOUz。近年来，由于发现丝氨酸衍生物

具有抗癌功效xOVz，使得其需求量日益增大，是市场

上价格最昂贵的氨基酸之一。④ = 甘露醇脱氢酶

（manniíol= dehódrogenase，jqa）是植物、细菌和

动物体内合成甘露醇的关键酶。由于甘露醇具有特

殊的物理和化学性质，因此在食品、医药和化工等

行业有着广泛应用xPMz。第三类为重要的工业用酶，

主要有碱性蛋白酶和糖化酶。① = 碱性蛋白酶

（alkaline=éroíease）是一类广泛存在于动植物及微生

物中，在碱性条件下水解蛋白质肽键的酶类。它是

一类非常重要的工业用酶，在食品、洗涤及制革等

行 业 中 有 着 广 泛 的 用 途 xPNJPPz 。 ② = 糖 化 酶

（glucoamólase）是由一系列微生物分泌的，具有外

切酶活性的胞外酶。糖化酶作为生产燃料乙醇必须

的生物催化剂，是世界上应用范围最广、最重要的

工业酶制剂之一xPQz。第四类为细胞信号分子，主要

是丝氨酸L苏氨酸蛋白激酶。丝氨酸L苏氨酸蛋白激

酶（serineLíhreonine=éroíein=kinase）是最重要的一类

蛋白激酶，通过催化多种功能蛋白的磷酸化，从而

调节细胞多种生命活动过程xPRJPTz。综上所述，茯苓

发酵液中蛋白质种类丰富，所鉴定的很多酶在制药

和食品等领域应用广泛，这有利于茯苓发酵液的药

理研究和作为食品保健饮料的开发与利用。=
后续可以开展以下工作：首先，可以对茯苓发

酵液中的蛋白质进行分离纯化，选取一些含量较高、

活性较强的成分进行深入系统的研究。其次，本课

题对提取的茯苓蛋白质只进行了 papJmAdb分离，

后续可以在此基础上进行双向凝胶电泳实验，所鉴

定的蛋白质种类可能会比现有鉴定的种类更多。最

后，测定得到发酵液中蛋白质的质量浓度为 TQKMN=
μgLmi，其量较低，可以展开菌种育种的相关研究，

采用一些相关的方法提高茯苓菌种产酶的能力从而

提高发酵液中蛋白质的质量浓度。=
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