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野生鲤鱼耳石中蛋白质的提取与表征

任冬妮，李 卓，高永华，冯庆玲
（清华大学 材料科学与工程系 新型陶瓷与精细工艺国家重点实验室，北京 &$$$":）

摘 要：通过对北京密云水库的野生鲤鱼的微耳石和星耳石中的蛋白质进行提取，分别得到了8种基质蛋白，根据

其在提取过程中溶解性的不同，分为水可溶蛋白（;<*）、酸可溶蛋白（’<*）和酸不可溶蛋白（’0*）。通过高效液相色

谱、=射线衍射、红外光谱分析和氨基酸成分分析等方法分别对8种基质蛋白进行了表征，发现微耳石和星耳石中8
种基质蛋白特征存在差异，并初步推断蛋白质特征的差别与碳酸钙晶体在微耳石和星耳石中的不同晶型有关。
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鱼耳石是一种典型的天然生物矿物，它是位于鱼类耳囊

中以矿物质沉积为主的功能性结构体，在生物学上主要起声

音接收器和平衡定向的作用。组成鱼耳石的主要无机成分是

碳酸钙，约占%#g，其余为8g的有机基质和&g的微量元

素。尽管所占分数很小，有机基质在碳酸钙生物矿化过程中

所起的作用是至关重要的，不仅起着结构框架的作用，更重要

的是控制着无机矿物的形核、生长以及矿物结构的堆积方式

（崔福斋等，!$$:）。

国际上积极开展了对鱼耳石生物矿化的研究（1HTJRJa
WJP!"#$6，!$$$；@JHZGDAJAK@HU4HT，!$$8；\PDPT!"#$6，

!$$:；+WDJAK*GD5DZZP，!$$7），国内有关鱼耳石的研究主要

集中在形态学、矿物学和微量元素特征等方面（杨良锋等，

!$$#；曹烨等，!$$#，!$$"；李胜荣等，!$$>；罗军燕等，!$$"；

高永华等，!$$"；张晓霞等，!$$%），但是专门针对鱼耳石蛋白

成分的研究国际上开展的还不多，尚没有对耳石蛋白的组分

和分类形成统一的认识。耳石中的有机基质主要由蛋白质和

糖类物质组成，蛋白质对碳酸钙在生物体内的矿化有重要作

用。

鱼耳石有8对，分别为矢耳石、星耳石和微耳石。这8对

耳石中的碳酸钙矿物的存在形式和蛋白质成分都有差别，那

么不同晶型矿物中所含的蛋白质有何差异？球文石在鱼耳石

中的稳定存在是否与其中的蛋白有关？蛋白的差异是否是导

致文石／球文石转化的原因？针对这些问题，本文利用水和弱

酸对耳石中的有机质进行提取，按照有机基质在水和Zch:
的醋酸中的溶解性将其分为水可溶蛋白（VJOPTCY45HS5PZT4a
OPDA，;<*），酸可溶蛋白（JXDKCY45HS5PZT4OPDA，’<*）和酸不可溶
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蛋白（!"#$%#&’()*+),-.(/,#&，012），并对提取的有机基质进行

了表征。

3 样品与实验

!4! 基质蛋白的提取

实验用鲤鱼来自北京市密云水库，鲤鱼为5!6年生，体

长67!78"9，体厚38!3:"9。鱼头解剖，取出星耳石及微

耳石，因矢耳石质量过小难以满足蛋白质提取需要，舍弃。耳

石清洗后于酒精中浸泡38;，晾干。将耳石样品在玛瑙研钵

中精细研磨，过筛使粉体颗粒小于78"9。去离子水清洗两

次，离心，烘干待用。

水可溶蛋白的提取：将38<耳石粉末分散在:89=>#)?
)#%@水中，在室温下持续搅拌:8;。将混合物在6A，5788
.／9#&的转速下离心:89#&，分离出上清液，沉淀的粉体留做

继续提取酸可溶蛋白使用。选用8B::"9的滤纸将上清液

抽滤，过滤掉残余的固体颗粒。过滤好的液体放入C:8A冰

箱中预冷，待液体冰冻后，放入冷冻干燥机，直至得到水可溶

蛋白粉末。

酸可溶蛋白的提取：用 >#))#%@水清洗沉淀，并在6A，

5788.／9#&的转速下离心389#&，重复两次，称量剩余的粉末

质量约为DB:D<。配置D:BD9=-E为6B8的醋酸溶液，每次

少量的逐次向醋酸溶液中加入粉末，一边加入粉末一边用玻

璃棒快速搅拌，使粉末在醋酸溶液中尽量分散。将混合物在

磁力搅拌机上持续搅拌38;，在6A，5788.／9#&的转速下离

心:89#&，分离出上清液。重复离心及分离上清液数次以确

保将酸不可溶蛋白分离开。将液体注入D888FG!的透析袋

中进行透析（透析袋分子量不宜选择过小以免发生透析袋爆

裂），每两天换水一次，共换水6次。将透析袋中内容物倒入

烧瓶，置于冰箱中预冷后进行冷冻干燥，可得到酸可溶蛋白粉

末。

酸不可溶蛋白的提取：将上一步中的沉淀物用-E值为

:B8的醋酸溶液清洗以彻底除去可能残留的碳酸钙晶体，再

用>#))#@水清洗后在6A，5788.／9#&的转速下离心389#&，

重复水清洗5!7次，每次丢弃上清液，将沉淀预冷后冷冻干

燥，即可得到酸不可溶蛋白粉末。

!4" 基质蛋白的表征方法

在法国奥尔良大学采用H;#9!$I*380J2K!-!&高效液

相色谱仪（E2=L）对蛋白进行分离及成分鉴定，选用MN0%
:76O%L3D87色谱柱，蛋白粉末均溶解在>#))#%@水中6D;以

上，离心并过滤，蛋白浓度约39<／9=，-E值为PBD的8B:>
的Q.#’%EL)缓冲溶液，流动相为从8到8B7>的R!L)线性

梯度溶液，流速39=／9#&。

在清华大学采用S#<!F*公司的QQS%111型T射线衍射

仪进行蛋白结构分析，:#最小步距8B88:U，:#角度范围8!
D8U。于清华大学分析测试中心，采用H-,"/.*9MT傅立叶红

外拉曼光谱仪，其分辨率为8B5"9C3，测试范围为1S6888!
688"9C3。

图3 鲤鱼耳石6种蛋白的E2=L结果

V#<43 E2=L.,’*)/’(W6’()*+),-.(/,#&’(W"!.-(/()#/;’
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! 结果与讨论

!"" 高效液相色谱分析

由于酸不溶蛋白无法引入，因此仅对星耳石和微耳石的

水可溶蛋白和酸可溶蛋白进行了高效液相色谱分析，图#是

这$种可溶蛋白的%&’(结果。从图#可以看出，微耳石和

星耳石的水可溶蛋白有较大的差异，其中图#)星耳石的水可

溶蛋白峰出现的较早，说明其中含有的蛋白分子量较大，各分

子量组分间隔较大，区分度较好，而图#*微耳石水可溶蛋白

峰出现较晚且较为集中，说明微耳石中所含蛋白分子量偏小，

但各组分区分度依然很好。图#+与图#,中各峰位及曲线形

状基本一致，两种蛋白中各组分分子量接近，且二者难于区

分，这说明两种酸可溶蛋白有极大的相似性。酸可溶蛋白的

相似性也出现在其他种类动物的生物矿物中，如平胸鸟类的

蛋壳（-)..!"#$"，!//0）。

!#! $射线衍射分析

由于星耳石中未提取到酸不可溶蛋白，因此本实验利用

123衍射方法对从耳石中提取到的4种蛋白进行了分析，结

果如图!所示。排除玻璃衬底的干扰，可以发现微耳石的酸

图! 鲤鱼耳石蛋白的123图谱

567"! 123)89):;<=>;8?6.:;<*)>=;8;968@:
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不可溶蛋白（图!"）有很强烈的结晶现象发生，其各衍射峰强

且尖锐，说明这种蛋白较容易形成长程有序的结构，根据晶体

衍射分析方法计算可以得出，出现在#$%的最强峰对应的

!值为&’(!!)*。+",-.)/等（#0(#）对!1角蛋白进行了2射线

衍射分析，从衍射图中看到有&’("&’(()*的重复单位，故

推测蛋白质分子中有重复性结构，并认为这种重复性结构为

!螺旋。!螺旋中每3’4个氨基酸残基上升一圈，相当于&’(5
)*，与本文的!值基本吻合，说明微耳石不可溶蛋白中应存

在相当比例的!螺旋结构。对比图!6与图!7可以发现，虽

然两种酸可溶蛋白在8+9:的结果显示中具有几乎相同的

分子量成分，但是它们却有着不同的结构，其中微耳石的酸可

溶蛋白几乎不具备晶体的特点。图!;为微耳石水可溶蛋白，

其中出现的0%、!3%峰为#折叠的特征峰，说明微耳石水溶蛋

白中含有较多的#折叠结构。图!<中星耳石水可溶蛋白中

!0%峰在文献中还未见报道，对其鉴定还需要配合其他蛋白质

分析手段。

!=" 红外光谱分析

图3为从星耳石和微耳石中提取到的蛋白经过冷冻干燥

后的红外光谱分析谱图，可用于分析蛋白的酰胺谱带。

出现在35!&;*>#附近的酰胺?为吸附水的峰，在所有(

图3 鲤鱼耳石蛋白红外图谱

@./=3 @ABCDE<;FG,*HIEGHF<.)DHI;"GEHFH-.FJD
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种蛋白中均有出现。图!"为微耳石的酸不可溶蛋白红外谱

图，其中的酰胺!、"、#带均较为明显。图!#为微耳石的酸

可溶蛋白红外谱图，其中酰胺!峰退化为小肩状，而在$%%%
$$$&%’()$的区域出现了多糖的吸收峰。图!’为微耳石的

水可溶蛋白红外谱图，其中酰胺#未出现，多糖蛋白在微耳石

水溶蛋白中大量的出现。星耳石的酸可溶蛋白中构象包括%
螺旋（ 酰 胺!的$*&+’()$峰）、无 规 卷 曲（ 酰 胺"的

$&,-’()$峰）和&折叠（酰胺#的$.,.’()$峰）（/"01234
"45/06708，.%%!）（图!5）。星耳石的水可溶蛋白中构象包括

酰胺!的$**!’()$峰 为!$%螺 旋 结 构，酰 胺#的$.,&
’()$峰为&折叠（图!9）。

!:" 氨基酸成分分析

在中科院生物物理所，利用氨基酸自动分析仪对从星耳

石和微耳石中提取到的水可溶蛋白和酸可溶蛋白进行了氨

基酸成分分析，各蛋白中氨基酸成分见表$。实验没有检测

到色氨酸（;8<1;712"49）与半胱氨酸（’<=;9349）的存在。氨基酸

的成分未能表现出不同蛋白之间的明显差别。然而，球文石

中>?@的含量较高，这种>?@含量较高的现象在无定型碳酸

钙所含的酸性大分子中也存在（A3B94#98C!"#$:，$--*），球文

石是碳酸钙!种非水合晶体中最易溶的，笔者推测>?@的浓

度与碳酸钙晶型的溶解度有关。>?@是谷氨酸／谷氨酰胺的

统称，是二十种常见氨基酸之一，是一种酸性氨基酸，其D基

表# 鲤鱼耳石中蛋白质的氨基酸成分分析 %E／F

$%&’(# )*%’+,-,./%0-*.%1-21.*,3-34(*3,1%56.3.’-37,

星耳石 微耳石

水可溶蛋白 酸可溶蛋白 水可溶蛋白 酸可溶蛋白

A=@（天冬氨酸／天冬酰胺） .%:G .!:+ $+:+ .%:-
H28（苏氨酸） +:* +:+ +:- -:.
I98（丝氨酸） $&:. $,:! $!:G $.:&

>?@（谷氨酸／谷氨酰胺） $+:+ $-:$ $,:! $&:&
J87（脯氨酸） &:, ,:G &:$ ,:-
>?<（甘氨酸） +:! G:$ $%:. $%:!
A?"（丙氨酸） &:G ,:* &:G &:&
K"?（缬氨酸） .:- .:$ !:& !:G
L9;（甲硫氨酸） ,:& &:. G:% G:&
M?9（异亮氨酸） %:+ %:+ .:$ $:!
N90（亮氨酸） $:* $:$ $:* $:.
H<8（酪氨酸） %:+ .:$ $:* $:-
J29（苯丙氨酸） .:$ $:G $:+ $:G
N<=（赖氨酸） .:. .:, .:- .:$
O3=（组氨酸） $:$ %:+ $:+ $:$
A8C（精氨酸） $:, $:! $:% %:+

中含有一个羧基)PQQO，球文石的形成过程中的作用机理

可能包括酸性基团，羧基的化学作用。

生物矿化过程是一个细胞调制的过程，它的奇特之处在

于其过程是一个天然存在的高度控制过程，受生物机体内在

机制调制，可以实现从分子水平到介观水平上对晶体形状、大

小、结构、位相和排列的精确控制和组装，从而形成复杂的分

级结构（A55"53"45R93498，.%%$），具备特殊的性能。

在碳酸钙的!种晶体中，方解石是热力学最稳定的，而球

文石是最不稳定的，但在星耳石中碳酸钙却可以以球文石形

式稳定存在。有关球文石生物矿物的有机基质分析，所见文

献还较少，D"=(0==94和S78=C""85（.%%,）在研究耳石蛋白时

发现，球文石部分的可溶蛋白要比文石部分的可溶蛋白多。

本次分析也证实，文石晶体为主的微耳石和球文石晶体为主

的星耳石的水可溶蛋白的差异较大。说明水可溶蛋白在控制

球文石的生成方面很可能发挥了一定的作用。

在本次试验中没有在星耳石中发现酸不可溶蛋白，酸不

可溶蛋白被认为在生物矿化的过程中起着结构框架的作用。

星耳石蛋白提取过程中酸不可溶蛋白的缺失是实验条件和操

作所限？还是星耳石中确实不存在酸不可溶蛋白？这是不是

导致星耳石中碳酸钙以球文石这种热力学最不稳定的形式存

在的一个重要原因，还有待后续的实验加以验证。

! 结论

（$）从微耳石中提取了!种蛋白（水可溶蛋白、酸可溶蛋

白、酸不可溶蛋白），星耳石中提取了两种蛋白（水可溶蛋白、

酸可溶蛋白）。

（.）微耳石中酸不可溶蛋白极易结晶形成有序结构，其

中含有较多的%螺旋。

（!）两种酸可溶蛋白成分的组成及分子量分布均较为相

似，但结构上存在着不同，这种差异可以实现控制碳酸钙晶型

的作用。
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（!）星耳石水可溶蛋白分子量分布范围较宽，微耳石水

可溶蛋白分子量较为集中，两者中蛋白的区分度均较好，水可

溶蛋白起着控制碳酸钙晶型及形貌的重要作用。
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