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摘要：以宽体金线蛭组织为蛋白源，用木瓜蛋白酶和风味蛋

白酶组成的复合酶对宽体金线蛭组织进行酶解，然后将酶解

得到的多肽与硫酸锌在不同条件下进行反应，经过硫化钠法

定性测定，制备出一种多肽锌螯合物。运用紫外、红外、荧

光、Ｘ衍射分析技术对多肽和多肽锌螯合物的结构进行初

步研究分析。结果表明：反应体系ｐＨ、多肽与锌的质量比、

多肽浓度对宽体金线蛭多肽与七水合硫酸锌的螯合反应具

有重要影响；通过对多肽和多肽锌螯合物的紫外、红外、荧

光、Ｘ衍射图谱对比分析，发现两者的图谱明显改变，说明多

肽加锌螯合后结构产生了显著变化；最后根据多肽与多肽

锌螯合物的红外光谱图和多肽金属螯合物的一些结构特性，

推断出宽体金线蛭多肽锌螯合物的一种可能结构。
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宽体金线蛭在动物学分类中属于环节动物门蛭纲颚蛭

目黄蛭科金线蛭属，俗称蚂蝗，广泛分布于中国各地区的湖

泊、池塘以及水田中。宽体金线蛭不同于医蛭，不吸血，主要

吸食水中的浮游生物、螺蛳等为生。研究［１］表明宽体金线蛭

含有一种具有抗凝血作用的水蛭素，因此其在治疗血栓类疾

病方面被广泛应用。宽体金线蛭中除了水蛭素外，还含有丰

富的蛋白质，粗蛋白的含量达其干重的７８．１１％，与大多数鱼

类相当［２］。一些制药厂家提炼宽体金线蛭中的水蛭素后，将

剩余宽体金线蛭组织作为药渣丢弃处理，造成了大量蛋白质

的浪费。

锌作为一种人体微量元素，当人体缺锌后，会导致细胞

免疫功能低下，疾病的易感性增加［３］。研究［４］表明，有机锌

在生物体内具有不同于无机锌的吸收机制，有机锌与无机锌

相比具有对胃肠道的刺激小，且口服吸收利用率高的优势。

多肽锌螯合物作为有机锌型补锌剂，除了具有良好的补锌

效果和安全性外，有些还具有抗菌抗氧化等生物活性［５］，在

食品和化妆品领域具有很大的应用潜力。

虽然近年来人们对多肽金属螯合物的制备工艺进行了

大量的研究，但对制备出的多肽金属螯合物的结构特性却少
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有研究。由于具有生物活性物质的结构与其活性具有紧密

联系，因此对多肽锌螯合物结构特性的研究很有必要。本

试验拟以宽体金钱蛭为蛋白源对宽体金线蛭多肽螯合物的

制备和结构特性进行一系列的研究，旨在为企业产生良好的

社会效益和经济效益，也为多肽金属螯合物构效关系的研究

提供一些理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

宽体金线蛭：吴江市明星产业种养殖中心；

风味蛋白酶（１６０００Ｕ／ｇ）、木瓜蛋白酶（＞１０００Ｕ／ｍｇ）：

上海奥宇生物科技有限公司；

水和茚三酮：分析纯，上海强顺化学试剂有限公司；

双硫腙：分析纯，国药集团化学试剂有限公司；

氢氧化钠、盐酸、无水乙醇、七水合硫酸锌：水和茚三酮：

分析纯，江苏强盛功能化学股份有限公司；

硫化钠：分析纯，上海展云化工有限公司；

ＥＤＴＡ：分析纯，上海奥宇生物科技有限公司；

二甲酚橙：分析纯，国药集团化学试剂有限公司。

１．１．２　主要仪器设备

台式ｐＨ计：ＰＨＳＪ４Ａ型，上海仪电科学仪器股份有限

公司；

集热式恒温加热磁力搅拌器：ＤＦ１０１Ｓ型，巩义市予华

仪器有限责任公司；

电子天平：ＸＢ６２３型，上海精科天美科学仪器有限公司；

台式高速冷冻离心机：Ｈ２１００Ｒ型，湖南湘仪实验室仪

器开发有限公司；

冷冻干燥机：ＬＧＪ１０型，宁波新芝生物科技股份有限

公司；

傅立叶红外光谱仪：ＮｉｃｏｌｅｔＩＳ１０型，美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；

荧光分光光度计：Ｆ７０００型，日本日立公司；

Ｘ射线衍射仪：Ｄ／Ｍａｘ２５００ｖ／ｐｃ型，日本Ｒｉｇａｋｕ公司。

１．２　试验方法

１．２．１　宽体金线蛭多肽的制备　将一定重量的宽体金线蛭

放入－８０℃冰箱冻死，冻死的宽体金线蛭与去离子水按１

１０（ｇ／ｍＬ）混合，用组织破碎器破碎匀浆。将匀浆液置于恒

温水浴磁力搅拌器中，调节温度至４６ ℃，ｐＨ 至６．０。按

８０００Ｕ／ｇ样品的比例加入木瓜蛋白酶和风味蛋白酶（活力

比为１１）组成的复合酶催化水解反应
［６］，反应５ｈ后在沸

水浴中灭酶１５ｍｉｎ，以５０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，弃去沉淀后

将上清液冷冻干燥，制得宽体金线蛭多肽冻干粉粗品。

１．２．２　多肽锌螯合物的制备　多肽与金属离子的螯合率受

反应体系的ｐＨ、温度、多肽的浓度、多肽与金属离子的配比、

反应时间等多种因素影响［７－８］。研究［９］表明，多肽与金属离

子在常温下就能快速地进行螯合反应，温度和反应时间对反

应的螯合率影响有限，所以本试验选取反应温度４０℃，反应

时间６０ｍｉｎ作为固定反应条件，研究反应ｐＨ、多肽与锌离

子配比、多肽浓度对反应螯合率的影响。称取一定量的多肽

冻干粉，溶于去离子水中，配成一定浓度的多肽溶液，在水浴

中加热到４０℃后加入一定比例的七水硫酸锌，搅拌反应

１ｈ，反应过程中维持一定的ｐＨ。螯合反应液加入５倍体积

的无水乙醇，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液收集沉淀。

将醇沉获得的沉淀用８０％的乙醇反复离心洗涤数次，离心上

清液分别加入少量双硫腙和茚三酮试剂［１０］来检测游离锌离

子和多肽，待上清液无颜色反应后，将所得沉淀物冷冻干燥。

１．２．３　多肽锌螯合物的定性检测　采用硫化钠法
［１１］对多

肽与七水合硫酸锌的产物进行定性分析。称取少量制备的

多肽与七水合硫酸锌产物冻干粉溶于去离子水，滴加５滴茚

三酮试剂，在电炉上煮沸３ｍｉｎ，观察是否有颜色反应。另称

适量的多肽与七水合和硫酸锌产物溶于蒸馏水，加入过量硫

化钠，静置５ｍｉｎ，若有沉淀产生，将溶液于５０００ｒ／ｍｉｎ下离

心５ｍｉｎ，取上清液。在上清液里滴加５滴茚三酮试剂，在电

炉上煮沸３ｍｉｎ，观察是否有颜色反应。

１．２．４　宽体金线蛭多肽锌螯合率和得率的测定　采用

ＥＤＴＡ络合滴定法
［１２］，测定不同反应条件下制备的多肽锌

螯合物的螯合率。分别按式（１）、（２）计算多肽锌螯合物的

螯合率和得率。

犃 ＝
犞１

犞０
×１００％， （１）

犅 ＝
犠１

犠０

×１００％， （２）

式中：

犃———多肽锌螯合物的螯合率，％；

犞１———滴定螯合态锌离子所消耗的 ＥＤＴＡ 溶液体

积，ｍＬ；

犞２———滴定总锌离子所消耗的ＥＤＴＡ溶液体积，ｍＬ；

犅———多肽锌螯合物的得率，％；

犠１———反应物的总重量，ｍｇ；

犠２———反应生成的多肽锌螯合物的重量，ｍｇ。

１．２．５　宽体金线蛭多肽锌螯合物的结构表征

（１）紫外光谱分析：将制备的多肽锌螯合物冻干粉溶于

去离 子 水 中，制 得 ２ ｍｇ／ｍＬ 的 多 肽锌 螯 合 物 溶 液，

８０００ｒ／ｍｉｎ下离心２０ｍｉｎ，取上清液，在１９０～３５０ｎｍ的波

长范围用紫外分光度计进行光谱扫描。在相同条件下对参

与螯合的多肽进行扫描，作为分析对照。

（２）红外光谱分析：称取２ｍｇ左右的多肽锌螯合物的

冻干粉，加入３００ｍｇ左右的色谱级干燥ＫＢｒ，在玛瑙研钵中

进行研磨。取少量研磨后的粉末压片，用红外光谱仪在

４０００～５００ｃｍ
－１区间内扫描。在相同条件下对参与螯合的

多肽进行扫描，作为分析对照。

（３）荧光光谱分析：取适量的多肽锌螯合物，加入蒸馏

水溶解，配制成２ｍｇ／ｍＬ浓度的样品溶液。以蒸馏水为对

照，设置荧光分光光度仪的激发波长为２８０ｎｍ，在室温下测

定样品在２９０～５２０ｎｍ波长范围内的发射光谱。在相同条

件下对参与螯合的多肽进行扫描，作为分析对照。

（４）Ｘ射线衍射分析：取少量的多肽锌螯合物样品，用

研钵将样品磨成直径在１０μｍ以下的均匀粉末。将样品放
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入样品槽中，小心的压成一个十分平整的试片，设置加速电

压４０ｋＶ，扫描范围（２θ）５°～９０°，扫描速度４°／ｍｉｎ，对样品进

行分析。在相同条件下对参与螯合的多肽进行扫描，作为分

析对照。

２　结果与分析
２．１　多肽螯合物的制备

２．１．１　多肽锌螯合物的定性分析　由于金属硫化物的稳定

常数大于多肽金属螯合物［１３］，所以硫化钠可以很容易地将

多肽锌螯合物中的锌置换出来，生成更稳定的硫化锌沉淀，

同时生成进行反应的多肽。通过检测游离多肽及观察沉淀

的生成，就能对多肽与锌的反应产物进行定性鉴定。由表１

可知，多肽与七水合硫酸锌的反应产物没有游离的多肽，而

当加入硫化钠后，生成了絮状沉淀，在沉淀溶液离心上清液

中检测到了游离多肽。根据上述试验现象结果，表明多肽与

七水合硫酸锌反应制备出了高纯度的多肽锌螯合物。

表１　多肽锌螯合物的定性分析

Ｔａｂｌｅ１　Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｚｉｎｃｃｈｅｌａｔｅｓ

步骤 现象 结果

ａ多肽与锌离子的反应产物加

去离子水溶解，滴加５滴茚三

酮试剂，在电炉上煮沸３ｍｉｎ

溶液 颜 色 不

变化

反应产物中无

游离多肽

ｂ多肽与锌离子的反应产物加

去离子水溶解，加入过量硫化

钠，搅拌后静置５ｍｉｎ

有絮 状 沉 淀

生成
硫化物沉淀

ｃ将上步沉淀溶液离心，取上

清液，滴加５滴茚三酮试剂，在

电炉上煮沸３ｍｉｎ

溶液 变 成 蓝

紫色
有游离多肽

２．１．２　反应ｐＨ对螯合反应的影响　在反应温度４０℃，反

应时间６０ｍｉｎ，多肽与锌离子的质量比３２，多肽浓度为

１５ｍｇ／ｍＬ的条件下，不同反应ｐＨ 对螯合反应的影响见

图１。由图１可知，ｐＨ对多肽与锌离子的螯合有较大影响，

当反应ｐＨ过酸或过碱时螯合率均下降。这可能是在偏酸

条件下，Ｈ＋与金属离子竞争多肽的螯合点，在偏碱的条件下

金属离子优先和ＯＨ－反应形成沉淀，均会降低多肽与金属

离子的螯合率［１４］。在ｐＨ６．５时螯合率达到最大值，这可能是

图１　反应ｐＨ对螯合反应的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｃｈｅｌａｔｉｎｇｒｅａｃｔｉｏｎ

ｐＨ６．５接近螯合多肽的等电点，这时螯合多肽受溶液酸碱性

的影响较小，能够提供充分的供电子基团，从而有利于与锌

通过配位键形成螯合物［１５］。特别要注意的是，当ｐＨ 为８

时，从图１上看到多肽锌螯合物得率大幅提升，其实此时的

螯合产物中混有大量Ｚｎ（ＯＨ）２，造成了多肽锌螯合物得率

升高的假象。

２．１．３　多肽浓度对螯合反应的影响　在反应温度４０℃，反

应时间６０ｍｉｎ，多肽与锌离子的质量比３２，ｐＨ６．５的条件

下，不同多肽浓度对螯合反应的影响见图２。由图２可知，在

一定浓度范围内，随着多肽浓度的增加，螯合率和产率均增

加，当多肽浓度高于２５ｍｇ／ｍＬ时，螯合率和产率均减小。

这可能是，随着多肽浓度的增大，增加了多肽与锌离子碰撞

反应的机会，从而使反应的螯合率及产物得率都有显著增

加。然而当多肽浓度过大，致使多肽的溶解度降低，反而导

致反应螯合率及产物得率的下降［１６］。

２．１．４　多肽与锌离子的质量比对螯合反应的影响　在反应温

度４０℃，反应时间６０ｍｉｎ，ｐＨ６．５，多肽浓度２５ｍｇ／ｍＬ的条

件下，不同多肽与锌离子的质量比对螯合反应的影响见图３。

由图３可知，最初随着多肽与锌离子的质量比的增加，螯合率和

产率随之增加，当达到２１时，反应的螯合率及产物得率达到

最大值，当多肽与锌离子的质量比继续增大后螯合率和得率都

有所下降。这可能是多肽与锌离子的质量比过小，不利于生成

稳定的多肽锌螯合物，造成螯合率及产物得率较小；质量比过

大，过量未反应的多肽造成反应产物得率的下降［１７］。

图２　多肽浓度对螯合反应的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ’ｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

ｃｈｅｌａｔｉｎｇｒｅａｃｔｉｏｎ

图３　多肽与锌离子的质量比对反应的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｍａｓｓｒａｔｉｏｏｆｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅａｎｄｚｉｎｃ

ｏｎｃｈｅｌａｔｉｎｇｒｅａｃｔｉｏｎ
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２．２　多肽锌螯合物的结构表征

２．２．１　多肽锌螯合物的紫外光谱分析　由图４可知，加锌

螯合前多肽溶液的最大吸光度在２０８．２ｎｍ，加锌螯合产物的

最大吸光度为２１７．０ｎｍ，两者相差８．８ｎｍ，产生了红移，说明

锌离子与多肽中的肽键发生了反应。当锌离子与多肽中的

肽键进行螯合后，改变了多肽中一些基团的结构，引起基团

原子价电子的跃迁变化，从而使物质的最大吸光度产生了位

移［１８］。另外，多肽的加锌螯合产物的残留蛋白特征峰

（２８０ｎｍ左右）有明显的下降，这说明锌离子与小肽的结合能

力大于与大分子蛋白的结合能力。

图４　多肽锌螯合物与多肽的紫外光谱对比分析

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＵＶｃｏｎｔｒａｓｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｚｉｎｃ

ｃｈｅｌａｔｅｓａｎｄｐｅｐｔｉｄｅｓ

２．２．２　多肽锌螯合物的红外光谱分析　多肽中含有羰基、

氨基、羧基等一些基团，这些基团在红外光谱图中都有属于

自己的特征峰。当多肽与金属离子进行反应后，这些基团的

特征峰可能会产生不同程度的位移。图５中多肽的—ＮＨ２

的吸收峰在３３８８．０３，１６５９．９８ｃｍ－１属于酰胺Ｉ带的Ｃ!Ｏ

吸收峰；１５９２．１０ｃｍ－１属于酰胺 Ⅱ 带的 —ＮＨ吸收峰；

—ＣＯＯ－吸收峰在１３９９．２２ｃｍ－１
［１９］。对比多肽、多肽锌的

红外光谱图可以很清晰的看到—ＮＨ２的吸收峰移到了更高

波数的３４４９．５５ｃｍ－１，酰胺Ｉ带的Ｃ! Ｏ吸收峰移至低波

数的１６２９．１０ｃｍ－１，酰胺Ⅱ带的—ＮＨ 吸收峰基本消失，

—ＣＯＯ－的吸收峰移至低波数的１３８９．２１ｃｍ－１，这说明多肽

上的氨基、羧基以及肽键都参与了与锌的螯合反应［２０］。另

外，多肽锌螯合产物的红外光谱图在１１１５．０６ｃｍ－１新增了

图５　多肽锌螯合物与多肽的红外光谱对比分析

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＩＲｃｏｎｔｒａｓｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｚｉｎｃ

ｃｈｅｌａｔｅｓａｎｄｐｅｐｔｉｄｅｓ

一个强的ＰｔＮＨ２单吸收峰，这更进一步证明了锌与多肽中的

氨基发生了螯合反应［２１］。

２．２．３　多肽锌螯合物的荧光光谱分析　多肽分子中只有色

氨酸、络氨酸、苯丙氨酸残基能够发射荧光，并且这３种氨基

酸残基具有不同的荧光发射光谱。选用２８０ｎｍ的激发波长

时，色氨酸、络氨酸、苯丙氨酸的最大发射波长分别在３４８，

３０３，２８２ｎｍ 处
［２２］。当多肽分子与一些金属离子进行螯合

后，可能改变多肽分子中一些荧光生色基团的结构，从而改

变多肽的荧光特性，因此可以利用加入金属离子反应前后多

肽荧光光谱图的改变来证明多肽是否与金属离子发生了反

应。由图６可知，多肽加入锌离子反应前后的荧光光谱图有

较大差异，多肽的荧光光谱由一个强峰变成了一个弱的双

峰，这证明锌离子与多肽分子发生了反应，从而改变了多肽

原来的结构。

图６　多肽锌螯合物与多肽的荧光光谱对比分析

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙｃｏｎｔｒａｓｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｚｉｎｃｃｈｅｌａｔｅｓａｎｄｐｅｐｔｉｄｅｓ

２．２．４　多肽锌螯合物的 Ｘ射线衍射光谱分析　由图７可

知，宽体金线蛭多肽加入锌离子生成多肽锌螯合物的 Ｘ射线

衍射图谱与反应前多肽的有很大的差别。由于宽体金线蛭蛋

白酶解多肽比较复杂，所得的多肽是一种非晶体型物质，所以

多肽的Ｘ射线衍射图谱没有出现尖锐的衍射峰。多肽锌螯

合物的Ｘ射线衍射图谱具有多个典型晶体的比较尖锐的衍射

峰，同时也存在着几个弱的弥散型衍射峰。这表明多肽在螯

合锌离子后，自身的结构发生了较大的改变，由结晶结构和无

定型结构两部分组成，结晶度较螯合前有大幅提高［２３］。

图７　多肽与多肽锌螯合物的ＸＲＤ光谱对比分析

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＸＲＤｃｏｎｔｒａｓｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｚｉｎｃ

ｃｈｅｌａｔｅｓａｎｄｐｅｐｔｉｄｅｓ
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２．３　宽体金线蛭多肽锌螯合物结构式推测

比较宽体金线蛭多肽与其多肽锌螯合物发现，多肽中

的 —ＮＨ２、—ＣＯＯ
－以及酰胺Ｉ带和Ⅱ带的特征吸收峰都发

生了较为明显的移动和变化，这表明多肽中氨基、羧基以及

肽键上的氮氧原子都参与了与锌离子的螯合反应。另外，多

肽锌螯合产物的红外光谱新增了一个强的ＰｔＮＨ２单吸收

峰，也表明锌离子与氨基中的氮原子发生了螯合反应。通过

复合酶解法获得的多肽直接与锌离子螯合制备而成的多肽

锌成分比较复杂，综合考虑到多肽金属螯合物一些结构特

性［２４－２５］，再根据多肽螯合物的红外光谱图，以二肽螯合锌为

例推测出了宽体金线蛭多肽锌螯合物一种可能的结构通式

（见图８）。

图８　宽体金线蛭多肽锌螯合物结构式

Ｆｉｇｕｒｅ８　Ｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｆｏｒｍｕｌａｏｆｗｈｉｔｍａｎｉａ

ｐｉｇｒａｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅｚｉｎｃ

３　结论
通过对宽体金线蛭酶解多肽与七水合硫酸锌反应产物

的定性试验，检测出该反应产物为一种多肽锌螯合物。宽

体金线蛭酶解多肽与七水合硫酸锌的螯合反应的单因素试

验表明，反应体系ｐＨ、多肽浓度、多肽与锌的质量比对反应

螯合率具有重要影响。比较宽体金线蛭多肽螯合锌离子前

后的紫外光谱图，发现多肽的特征峰在螯合锌离子后发生了

较为明显的红移，表明多肽中的肽键与锌离子发生了反应。

宽体金线蛭多肽在螯合锌离子之后的荧光光谱图比螯合之

前具有很大差异，这表明在螯合锌离子后，多肽的结构有很

大改变，锌离子对多肽产生一定程度的荧光猝灭效应。通过

分析宽体金线蛭多肽锌螯合物的Ｘ衍射图谱，发现这种多

肽锌螯合物已经具有一些规则晶体的特征，相比多肽的结

晶度有很大程度的提升。最后根据加锌螯合前后的多肽红

外光谱图谱特征峰变化，以及多肽金属螯合物的结构特性，

推测出了一个宽体金线蛭多肽锌螯合物可能的结构通式。

由于制备的多肽锌螯合物成分比较复杂，所以后续需要对

制备的多肽锌螯合物进行分离纯化，然后对其具体结构以

及生物活性做更深入的研究。
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