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［摘要］ 以蓝圆鲹 （Ｄｅｃａｐｔｅｒｕｓ ｍａｒｕａｄｓｉ） 为研究对象， 采用酸 ／ 碱溶解 － 等电点沉淀法制备蓝圆鲹肌肉

分离蛋白 （ａｃｉｄ ／ ａｌｋａｌｉｎｅ ａｉｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓｏｌａｔｅ， ＡＰＩ ／ ＫＰＩ）， 分析比较不同分离蛋白与肌肉全蛋白 （ ｔｏｔａｌ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ， ＴＰ） 的自身降解规律， 并对其水溶性蛋白酶的酶学性质展开研究。 十二烷基硫酸钠 － 聚丙烯酰胺凝

胶电泳 （ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ⁃ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ） 结果显示， ＴＰ 与 ＫＰＩ 均会发生

强烈的自身降解现象， ＡＰＩ 则无明显的自身降解。 酶谱与酶活力测定结果表明， ＫＰＩ 保留了 ＴＰ 超过 ８０％ 的

酶活性， 而 ＡＰＩ 则仅剩 １０％ 的水解活性。 酶学性质结果表明， ＴＰ 的内源酶具有两个最适 ｐＨ 值， 分别为

３􀆰 ０ 与 ９􀆰 ０， 而 ＫＰＩ 的最适 ｐＨ 值为 ９􀆰 ０； ＴＰ 与 ＫＰＩ 内源酶的最适温度均为 ６０ ℃ 。 荧光底物结果表明， ＴＰ
与 ＫＰＩ 的最适荧光底物为 Ｂｏｃ⁃Ｇｌｎ⁃Ａｒｇ⁃Ａｒｇ⁃ＭＣＡ， 且对羧基端为 Ａｒｇ 的底物均具有较高的水解活性。 抑制剂

结果显示， ＴＰ 和 ＫＰＩ 水溶性蛋白酶都能被丝氨酸蛋白酶抑制剂强烈抑制， 暗示水溶性丝氨酸蛋白酶在碱法

等电点制备的分离蛋白凝胶劣化中起关键作用。
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０　 引言
蓝圆鲹 （Ｄｅｃａｐｔｅｒｕｓ ｍａｒｕａｄｓｉ） 隶属鲈形目 （Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ）、 鲹科 （Ｃａｒａｎｇｉｄａｅ）， 属于暖水性中上层

鱼类， 是我国重要的低值海洋经济鱼类之一。 据统计， ２０１７ 年， 全国蓝圆鲹捕捞量总计达 ５３􀆰 ５ 万 ｔ， 其

中福建省捕捞量为 ２４􀆰 ３ 万 ｔ， 居全国首位， 具有巨大的开发价值［１］ 。 目前， 蓝圆鲹主要被加工成鱼干、
鱼露或腌制品等低值产品， 精深加工程度较低。 随着海洋渔业资源的日益缩减， 蓝圆鲹逐渐取代传统的

鱼糜原料鱼被应用于鱼糜制品的加工。
等电点沉淀法 （ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ／ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ， ＩＳＰ） 是一种利用蛋白质在不同 ｐＨ 值下的

溶解度不同的原理， 对蛋白质进行溶解、 沉淀从而实现蛋白质分离的技术。 近年来， 有研究者开始尝

试利用 ＩＳＰ 代替传统鱼糜加工中的漂洗工序制备鱼类肌肉分离蛋白， 结果发现， ＩＳＰ 不仅可以分离油

脂、 色素以及鱼鳞等其他杂质， 还可有效回收水溶性蛋白质， 从而显著提高蛋白质的回收率， 避免优

质蛋白质的浪费［２ － ３］ 。 课题组在前期研究中利用酸 ／ 碱 ＩＳＰ 法从蓝圆鲹肌肉中制备获得分离蛋白， 证

实 ＩＳＰ 法不仅能极大提高肌肉中蛋白质的回收率， 其制备得到的分离蛋白还具有更好的消化性［４］ 。
进一步的研究发现， 蓝圆鲹分离蛋白在加热凝胶化过程中也会出现类似凝胶劣化的现象。 前期研

究中， 通过观察肌球蛋白在 ＩＳＰ 法 ｐＨ 值调节过程中的构象变化规律， 发现酸法 ＩＳＰ 分离蛋白的弱凝

胶是由于肌球蛋白变性导致， 而碱法 ＩＳＰ 制备得到的肌球蛋白能基本保持天然肌球蛋白的构象与凝胶

化能力［５］ 。 由此可见， 碱法 ＩＳＰ 分离蛋白的凝胶劣化极可能是由其内源性蛋白酶的水解作用导致。 目

前， 关于诱导传统鱼糜凝胶劣化内源性蛋白酶的研究在白姑鱼 （Ｐｅｎｎａｈｉａ ａｒｇｅｎｔａｔａ） ［６］ 、 马鲛鱼

（Ｓｃｏｍｂｅｒｏｍｏｒｕｓ ｎｉｐｈｏｎｉｕｓ） ［７］ 、 白鲢 （Ｈｙｐｏｐｈｔｈａｌｍｉｃｈｔｈｙｓ ｍｏｌｉｔｒｉｘ） ［８］ 等鱼类已有较多报道。 这些结

果普遍表明， 组织蛋白酶 Ｌ 和肌原纤维结合型的丝氨酸蛋白酶 （ ｍｙｏｆｉｂｒｉｌ⁃ｂｏｕｎｄ ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，
ＭＢＳＰ） 是诱导鱼糜凝胶劣化的主要内源性蛋白酶。 对于蓝圆鲹， 文献 ［９ － １０］ 纯化得到肌肉中的

ＭＢＳＰ 和组织蛋白酶 Ｌ， 通过对比二者对肌原纤维蛋白的降解情况， 发现 ＭＢＳＰ 具有更高的肌原纤维

蛋白水解活性， 推测其在传统鱼糜制品的凝胶劣化中起更重要的作用。 值得注意的是， ＩＳＰ 法能够同

时有效回收肌原纤维蛋白与水溶性蛋白， 水溶性蛋白往往含有高活性的水溶性蛋白酶。 考虑到 ＩＳＰ 法

制备分离蛋白过程中 ｐＨ 值的变化也会对内源性蛋白酶的活性产生重要影响， 笔者推测， ＩＳＰ 分离蛋

白的凝胶劣化机制可能不同于传统的鱼糜制品。 然而， 目前针对因酶诱导的 ＩＳＰ 分离蛋白凝胶劣化作

用机理的研究至今还未见报道。 本研究以蓝圆鲹肌肉分离蛋白为对象， 分析比较不同分离蛋白的自身

降解规律， 结合特异性荧光底物与肌原纤维酶谱对内源性蛋白酶进行研究， 以期为鱼类 ＩＳＰ 分离蛋白

的凝胶劣化机制研究提供理论基础。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料与仪器

蓝圆鲹， 每尾约 １５０ ｇ， 购于厦门市集美菜市场。
绿豆胰蛋白酶抑制剂 （ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ ｔｒｙｐｓｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ， ＭＢＴＩ） 是本实验室分离纯化得到的。 ＳＤＳ⁃

ＰＡＧＥ 用标准蛋白购于 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司 （美国）； Ｂｏｃ⁃Ｐｈｅ⁃Ｓｅｒ⁃Ａｒｇ⁃ＭＣＡ 等 ＭＣＡ 荧光合成

底物购于 Ｐｅｐｔｉｄｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ 公司 （日本）； 十二烷基磺酸钠 （ＳＤＳ）， 乙二醇双 （２ － 氨基乙基醚） 四乙
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酸 （ＥＧＴＡ）， 乙二胺四乙酸 （ ＥＤＴＡ）， Ｔｒａｎｓ⁃Ｅｐｏｘｙｓｕｃｃｉｎｙｌ⁃Ｌ⁃ｌｅｕｃｙｌａｍｉｄｏ （４⁃ｇｕａｎｉｄｉｎｏ） ｂｕｔａｎｅ （ Ｅ⁃
６４）， Ｌｅｕｐｅｐｔｉｎ， Ｂｅｓｔａｔｉｎ， ４⁃（ ２⁃Ａｍｉｎｏｅｔｈｙｌ） ⁃ｂｅｎｚｏｌｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄ⁃ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ （ ＡＥＢＳＦ）， Ｐｅｐｓｔａｔｉｎ，
购于 Ｓｉｇｍａ 公司 （美国）； 其他试剂均为国产化学分析纯。

ＰＴ － ２１００ 组织捣碎机 （Ｋｉｎｅｍａｔｉｃａ 公司， 瑞士）； ＵＢ － ７ 型 ｐＨ 计 （梅特勒公司， 瑞士）； Ａｖａｎｔｉ
Ｊ － ２５高速冷冻离心机 （Ｂｅｃｋｍａｎ 公司， 美国）； Ｍｉｎｉ⁃ＰＲＯＴＥＡＮ 蛋白质电泳装置 （Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司， 美

国）； Ｇ： ＢＯＸ 凝胶成像仪 （Ｓｙｎｇｅｎｅ 公司， 英国）； ＦＲ － ８２００ 荧光分光光度计 （ＪＡＳＣＯ 公司， 日本）。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分离蛋白制备

以下操作若无特殊说明， 所有操作均在 ４ ℃下进行。 本实验采用酸、 碱 ＩＳＰ 法制备分离蛋白， 并同

时以肌肉中全蛋白 （ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＴＰ） 作为对照进行比较。 其中， 蓝圆鲹肌肉 ＴＰ 是直接采取新鲜蓝圆

鲹的骨骼肌， 并用绞肉机搅碎， 其中的蛋白质即为全蛋白组； 蓝圆鲹骨骼肌酸 ／ 碱溶解 － 等电点沉淀的

分离蛋白 （ａｃｉｄ ／ ａｌｋａｌｉｎｅ ａｉｄｅｄ ｓｏｌｕｂｉｌｉｚｅｄ⁃ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｓｏｌｕｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ／ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ， ＡＰＩ ／ ＫＰＩ） 则参考前期研

究已报道的方法［４］制备， 具体操作过程为： 蓝圆鲹肌肉与冰水以 １∶ ８ 的质量比混合并组织捣碎， 分别用

１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 或 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 调节 ｐＨ 值分别为 ２􀆰 ０ 和 １１􀆰 ０ 进行溶解， 离心后收集上清液部分， 并调节

ｐＨ 值至 ５􀆰 ５， 经离心后收集沉淀部分蛋白质， 加入适量的碳酸氢钠调 ｐＨ 值至中性， 即为 ＡＰＩ 与 ＫＰＩ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 分离蛋白自身降解规律研究

在得到的三组蛋白质样品中加入 ７􀆰 ５ 倍体积的缓冲液 Ａ （２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ， ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ，
ｐＨ ＝ ８􀆰 ０） 组织捣碎， 取 １００ μＬ 分装于 １􀆰 ５ ｍＬ 的离心管中， 在 ５０ ℃ 分别孵育 ０， １５， ３０， ６０，
１２０ ｍｉｎ。 孵育结束后， 立即加入 ２ 倍体积的蛋白质溶解液 （２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ ， ｐＨ ＝ ８􀆰 ０， 质量分

数 １％ ＳＤＳ， ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素， 质量分数 ２％ β － 巯基乙醇）， 并于 ９５ ℃加热 ２０ ｍｉｎ， 完全溶解后的样品

参照 Ｌａｅｍｍｌｉ 等［１１］方法进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析。
１􀆰 ２􀆰 ３　 水溶性蛋白酶的提取

取 ＴＰ、 ＡＰＩ 和 ＫＰＩ 各 １００ ｇ， 分别加入 ４ 倍体积的缓冲液 Ｂ （２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ， ｐＨ ＝ ８􀆰 ０） 中

组织捣碎， 捣碎后匀浆， １２ ０００ｇ 离心取上清， 即为粗酶液， 分别命名为 ＷＴＰ、 ＷＡＰＩ 和 ＷＫＰＩ。
１􀆰 ２􀆰 ４　 酶活力测定

酪蛋白 ＴＣＡ 可溶性肽含量测定法［１２］ ： 取 １００ μＬ 适当稀释的酶液加入至 ９００ μＬ 的含质量分数

１％ 酪蛋白的缓冲液 Ｂ 中， ４０ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ， 立即加入 ３００ μＬ 质量分数 ３０％ ＴＣＡ 终止反应， 得到的

反应液经 ８ ０００ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 后收集上清液。 通过 Ｌｏｗｒｙ 法［１３］测定上清液的可溶性肽含量， 并用酪氨

酸为标准。 活力单位 （Ｕ） 定义为每分钟释放 １ μｍｏｌ 酪氨酸所需要的酶量。
肌原纤维酶谱法［１２］ ： 为避免蓝圆鲹肌肉肌原纤维蛋白中结合型丝氨酸蛋白酶 （ＭＢＳＰ） ［９］ 对肌原

纤维蛋白的降解干扰， 本实验以不易发生自身降解的罗非鱼肌原纤维蛋白为底物进行肌原纤维蛋白酶

谱检测。 具体步骤为： 添加罗非鱼肌肉肌原纤维蛋白到 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶中使其终质量浓度为 １􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ。
将酶与 ＳＤＳ 上样缓冲液混匀后， 直接上样， 并在低温条件下进行电泳。 结束后， 将胶取出， 放入含

质量分数 ２􀆰 ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 的冰水中振荡孵育以去除 ＳＤＳ 使酶复性， 随后将凝胶置入缓冲液 Ｂ 中，
在 ３７ ℃下孵育 ２４ ｈ， 用考马斯亮蓝法进行染色。 罗非鱼肌原纤维蛋白参考 Ｒａｗｄｋｕｅｎ 等［１４］ 的方法进

行制备。
１􀆰 ２􀆰 ５　 温度和 ｐＨ 值对蛋白酶的影响

１） 最适温度： 取 １００ μＬ 适当稀释的酶液加入至 ９００ μＬ 含质量分数 １％ 酪蛋白的缓冲液 Ｂ 中，
分别在 ２０ ～ ７０ ℃下孵育， 通过 １􀆰 ２􀆰 ４ 方法测定酶活力。

２） 最适 ｐＨ 值： 取 １００ μＬ 适当稀释的酶液加入至 ９００ μＬ 含质量分数 １％ 酪蛋白的不同 ｐＨ 值缓

冲液中， 通过 １􀆰 ２􀆰 ４ 方法测定酶活力。 其中不同 ｐＨ 值的缓冲溶液分别为： ＮａＣｌ⁃ＨＣｌ 缓冲液 （ ｐＨ ＝
２􀆰 ０）， 甘氨酸 － ＨＣｌ 缓冲液 （ｐＨ ＝ ３􀆰 ０）， 乙酸钠缓冲液 （ｐＨ ＝ ４􀆰 ０ ～ ５􀆰 ０）， 磷酸缓冲液 （ｐＨ ＝ ６􀆰 ０ ～
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７􀆰 ０）， Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ （ｐＨ ＝ ８􀆰 ０）， 甘氨酸 － ＮａＯＨ （ｐＨ ＝ ９􀆰 ０ ～ １０􀆰 ０）， 磷酸氢二钠 － ＮａＯＨ （ｐＨ ＝ １１􀆰 ０）。
３） ｐＨ 值稳定性： 取 ２０ μＬ 酶液与 ８０ μＬ １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的不同 ｐＨ 值缓冲液 （ｐＨ ＝ ２􀆰 ０ ～ １１􀆰 ０） 混

合， 在室温下放置 ３０ ｍｉｎ 后加入至 ９００ μＬ 含质量分数 １％ 酪蛋白的 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ （ｐＨ ＝ ８􀆰 ０）
缓冲液中， 按 １􀆰 ２􀆰 ４ 的方法测定酶活力。
１􀆰 ２􀆰 ６　 蛋白酶对肌原纤维的降解以及蛋白酶抑制剂的影响测定

将蛋白酶与不同类型抑制剂混匀， 于冰上放置 ３０ ｍｉｎ 充分反应后， 按照体积比 １∶ ２ 与含罗非鱼

肌原纤维 （６ ｇ ／ Ｌ） 的缓冲液 Ａ 混匀， 置于 ５０ ℃孵育 １２０ ｍｉｎ， 随后进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析。 所加入抑

制剂及其在体系终浓度为： ＭＢＴＩ， ０􀆰 ０２ ｇ ／ Ｌ； ＡＥＢＳＦ， １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ； Ｌｅｕｐｅｐｔｉｎ， １００ μｍｏｌ ／ Ｌ； Ｅ⁃６４，
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ； ＥＤＴＡ， １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ； ＥＧＴＡ， １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ； Ｂｅｓｔａｔｉｎ， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ； Ｐｅｐｓｔａｉｎ Ａ， １ μｍｏｌ ／ Ｌ。
１􀆰 ２􀆰 ７　 荧光底物分析

１） 荧光底物特异性分析： 参考游银川的方法［１５］ ， 在 ９００ μＬ ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ （ｐＨ ＝ ８． ０） 中

加入 ５０ μＬ 的酶样和 ５０ μＬ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的荧光底物， 振荡混匀。 ５０ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ， 加入 １􀆰 ５ ｍＬ 终止

液 （Ｖ（水） ∶Ｖ（甲醇） ∶Ｖ（异丙醇） ＝ ３５ ∶ ３５ ∶ ３０） 终止反应。 采用荧光分光光度计测定反应液在激发波

长 ３８０ ｎｍ 和发射波长 ４５０ ｎｍ 的荧光度值， 对照组用缓冲液代替荧光底物。 酶活力单位 （Ｕ） 定义为

每分钟释放 １ ｎｍｏｌ ７ － 氨基 － ４ － 甲基香豆素 （７⁃ａｍｉｎｏ⁃４⁃ｍｅｔｈｙｌｃｏｕｍａｒｉｎ， ＡＭＣ） 所需酶量。 不同类型

荧光底物有： Ｂｏｃ⁃Ｐｈｅ⁃Ｓｅｒ⁃Ａｒｇ⁃ＭＣＡ， Ｂｏｃ⁃Ｇｌｎ⁃Ａｒｇ⁃Ａｒｇ⁃ＭＣＡ， Ｂｏｃ⁃Ｇｌｎ⁃Ａｌａ⁃Ａｒｇ⁃ＭＣＡ， Ｂｏｃ⁃Ａｌａ⁃Ｇｌｙ⁃Ｐｒｏ⁃
Ａｒｇ⁃ＭＣＡ， Ｂｏｃ⁃Ａｒｇ⁃Ｖａｌ⁃Ａｒｇ⁃Ａｒｇ⁃ＭＣＡ， Ｂｏｃ⁃Ｌｅｕ⁃Ｇｌｙ⁃Ａｒｇ⁃ＭＣＡ， Ｂｏｃ⁃Ｖａｌ⁃Ｌｅｕ⁃Ｌｙｓ⁃ＭＣＡ， Ｓｕｃ⁃Ｌｅｕ⁃Ｌｅｕ⁃Ｖａｌ⁃
Ｔｙｒ⁃ ＭＣＡ， Ｓｕｃ⁃Ｇｌｕ⁃Ｐｒｏ⁃ＭＣＡ， Ｚ⁃Ａｒｇ⁃Ａｒｇ⁃ＭＣＡ， Ｚ⁃Ｌｅｕ⁃Ａｒｇ⁃ＭＣＡ， Ｌｅｕ⁃ＭＣＡ， Ｌｙｓ⁃ＭＣＡ。

２） 抑制剂对蛋白酶分解荧光底物的影响： 在 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ （ｐＨ ＝ ８． ０） 的缓冲液中， 将蛋

白酶与不同的抑制剂相混合， 以 Ｂｏｃ⁃Ｐｈｅ⁃Ｓｅｒ⁃Ａｒｇ⁃ＭＣＡ 作为荧光底物， 在 ５０ ℃水浴锅中进行孵育， 测

定酶活力。
１􀆰 ３　 数据分析

所有的实验均至少重复 ３ 次以上， 用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１３ 进行数据处理， 求平均值、 偏差。

２　 结果与讨论
２􀆰 １　 蓝圆鲹分离蛋白的自身降解

a) TP b) API c) KPI

说明：泳道 M—标准蛋白；泳道 1~5—50 ℃孵育 0，15，30，60，120 min；MHC—肌球蛋白重链；AC—肌动蛋白。
Notes：Lane M—Standard protein marker；lane 1~5—incubated at 50 ℃ for 0,15,30,60,120 min,respectively；MHC—myosin heavy
chain；AC—actin.

图 1 蓝圆鲹分离蛋白自身降解的 SDS鄄PAGE 分析

Fig.1 SDS鄄PAGE autolysis of blue round scads protein isolate

MHC

AC

将 ３ 组蛋白质样品置于 ５０ ℃孵育不同时间观察自身降解情况， 结果如图 １ 所示。 可见， ３ 组蛋

白质均可观察到明显的肌球蛋白与肌动蛋白条带 （图 １ 箭头标记）。 此外， ＩＳＰ 法制备得到的 ＫＰＩ 蛋

·００１·
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白条带组成上与 ＴＰ 组相似， 这说明碱法 ＩＳＰ 能有效回收水溶性蛋白质组分。 前期研究［４］ 发现， 通过

酸、 碱 ＩＳＰ 法可以分别回收 ６５􀆰 ０％ 与 ８４􀆰 ６％ 的肌肉总蛋白， 这与图 １ 的结果相一致。 随着孵育时间

的延长， ３ 组蛋白质发生不同程度的自身降解现象， 其中， ＴＰ 的分解最强烈， 反应 ３０ ｍｉｎ 其 ＭＨＣ 条

带几乎完全分解。 相比于 ＴＰ 组， ＫＰＩ 组的自身降解相对较弱， 但明显强于 ＡＰＩ 组。 前期研究的流变

学结果发现， ＴＰ 与 ＫＰＩ 均能在 ５０ ～ ６０ ℃升温过程中发生凝胶劣化［４］ 。 本结果进一步证实， 此凝胶劣

化现象是由于蛋白质发生自身降解导致的。
２􀆰 ２　 水溶性蛋白酶酶活力

为了进一步阐明图 １ 中不同组分离蛋白自身降解速度的差异， 对其水溶性蛋白酶的酶活力进行测

定， 结果如图 ２ａ 所示。 与对照组 （ＷＴＰ） 相比， ＡＰＩ 上清液的蛋白酶相对酶活力 （以下简称 ＷＡＰＩ）
仅为 １０％ ， 而 ＫＰＩ 的上清液 （以下简称 ＷＫＰＩ） 则保留了 ８０％ 以上的蛋白酶活性。 通过肌原纤维酶

谱 （图 ２ｂ） 可以看出， ＴＰ 与 ＫＰＩ 中主要存在 ３ 种能特异性分解肌原纤维蛋白的蛋白酶， 其分子质量

分别约为 １２０， １１０ 与 ７０ ｋｕ。 相对于 ＴＰ 与 ＫＰＩ， ＡＰＩ 则没有检测到能降解肌原纤维蛋白的亮带， 表明

ＡＰＩ 中相关内源性蛋白酶的活性极低， 这与图 ２ａ 的结果一致。 此外， Ｓｕｎ 等［１２］ 利用 ＩＳＰ 法从太平洋

磷虾中制备得到分离蛋白， 并在酶谱与酪蛋白水解活力测定中也发现了类似规律。 这也暗示了相对于

酸性 ｐＨ 值， 水溶性蛋白酶在碱性条件下具有更好的稳定性。
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a） 酪蛋白水解活力 Casein hydrolytic activity b） 肌原纤维酶谱 Myofibrillar zymography

图 2 蓝圆鲹分离蛋白水溶性蛋白酶酶活力分析

Fig.2 Proteolytic activity of blue round scads protein isolate

２􀆰 ３　 温度和 ｐＨ 值对水溶性蛋白酶活力的影响

以酪蛋白为底物， 测定 ＷＴＰ 与 ＷＫＰＩ 中蛋白酶的最适温度、 最适 ｐＨ 值与 ｐＨ 值稳定性， 结果如

图 ３ 所示。 可见， ＷＴＰ 与 ＷＫＰＩ 最适温度均为 ６０ ℃ ， 且温度上升至 ７０ ℃时， 酶活力快速下降。 ＷＴＰ
的 ｐＨ ＝ ９􀆰 ０ 与 ｐＨ ＝ ３􀆰 ０ 均表现出最高的水解酪蛋白活性， 且在 ｐＨ ＝ ５􀆰 ０ 处出现一个峰肩， 表明 ＴＰ 中

存在碱性蛋白酶 （如丝氨酸类蛋白酶）、 酸性蛋白酶 （如组织蛋白酶 Ｄ） 以及组织蛋白酶 Ｂ ／ Ｌ［９］ 。 此

结果与文献 ［１６ － １８］ 报道的鲭鱼和虱目鱼的组织蛋白酶 Ｄ （最适 ｐＨ ＝ ３􀆰 ０）、 鲭鱼的组织蛋白酶 Ｂ
（最适 ＝ ５􀆰 ５）、 鲢鱼组织蛋白酶 Ｌ （最适 ｐＨ ＝ ５􀆰 ０ ～ ５􀆰 ５）， 以及蓝圆鲹肌肉丝氨酸蛋白酶 （最适 ｐＨ ＝
９􀆰 ０） ［１９］等鱼类内源性蛋白酶的最适 ｐＨ 值结果相似。

另一方面， ＷＫＰＩ 则仅在 ｐＨ ＝ ９􀆰 ０ 具有最高的酪蛋白水解活力。 通过对 ＷＴＰ 内源酶在不同 ｐＨ 值

下的稳定性， 可以看出酸性蛋白酶类在碱性 ｐＨ 值范围并不稳定， 特别在 ｐＨ ＝ １１􀆰 ０ 时， 基本丧失全

部水解活力。 相比之下， ＷＴＰ 中的碱性蛋白酶在碱性 ｐＨ 值下具有良好的稳定性， 当 ｐＨ ＝ １１􀆰 ０ 时，
依然能保留 ７０％ 的活力， 该结果进一步证实了图 ３ｂ 中 ＷＫＰＩ 的最适 ｐＨ 值结果。

·１０１·
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c) pH 值稳定性 pH value stability

说明：WTP—全蛋白的水溶性蛋白酶；WKPI—碱溶解-等电点沉淀的分离蛋白的水溶性蛋白酶。

Notes：WTP-endogenus proteinase of TP；WKPI-endogenous proteinase of protein isolated by alkali dissolution鄄
isoelectric point precipitation.

图 3 温度和 pH 值对蓝圆鲹水溶性蛋白酶酶活力的影响

Fig.3 Effect of temperature and pH on endogenous proteinase activity from blue round scad
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２􀆰 ４　 水溶性蛋白酶对罗非鱼肌原纤维的降解

将 ＷＴＰ 和 ＷＫＰＩ 加入至罗非鱼的肌原纤维中， 并加入不同的蛋白酶抑制剂观察降解情况， 结果

如图 ４ 所示。 图 ４ 的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 结果发现， ＷＫＰＩ 的蛋白质条带要明显少于全蛋白， 推测在 ｐＨ 值调

节过程中， 部分肌浆蛋白发生变性进而产生沉淀。

a) WTP b) WKPI

MHC

AC

MHC

AC

说明：M—标准蛋白；1—粗酶；2~3—肌原纤维蛋白在 50 ℃下分别孵育 0，240 min；4~5—肌原纤维蛋白与酶在
50 ℃下分别孵育 0，240 min；6~13—肌原纤维蛋白与酶、抑制剂共同孵育 240 min，添加的抑制剂分别为 0.02 g/L
MBTI，1 mmol/L AEBSF，100 μmol/L Leupeptin，10 μmol/L E -64，10 mmol/L EDTA，10 mmol/L EGTA，10 μmol/L
Bestatin，1 μmol/L Pepstain A。
Notes: M- protein marker; 1- crude enzyme; 2~3-myofibrillar protein after incubation at 50 ℃ for 0 min and 240 min, respectively; 4~5-
myofibrillar protein with the presence of crude enzyme after incubation at 50 ℃ for 0 min and 240 min, respectively; 6~13-myofibrillar
protein with the presence of crude enzyme and inhibitor after incubation at 50 ℃ for 240 min, inhibitor: 0.02 g/L MBTI，1 mmol/L AEBSF,
100 μmol/L Leupeptin, 10 μmol/L E-64, 10 mmol/L EDTA, 10 mmol/L EGTA, 10 μmol/L Bestatin, 1 μmol/L Pepstain A.

图 4 抑制剂对 WTP 和 WKPI 水解罗非鱼肌原纤维的影响

Fig.4 Effect of inhibitors on the degradation of tilapia myofibrillar protein by WTP and WKPI

·２０１·



　 第 ２ 期 林怡晨， 等： 蓝圆鲹分离蛋白水溶性蛋白酶的鉴定及性质

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

罗非鱼肌原纤维经 ５０ ℃ 孵育 ４ ｈ 后， 空白组没有检测到明显的自身降解， 而加入 ＷＴＰ 和 ＷＫ⁃
ＰＩ 的肌原纤维蛋白组可以观察到肌球蛋白重链 （ ＭＨＣ） 被完全降解。 为了更好判断水溶性蛋白酶

的类型， 孵育过程中加入了不同类型抑制剂， 结果发现， 所有抑制剂均无法完全抑制蓝圆鲹肌浆

蛋白酶降解罗非鱼肌原纤维， 说明蓝圆鲹的肌浆蛋白酶包含了多种类型的蛋白酶， 这与 ＷＴＰ 最适

ｐＨ 值的结果一致 （见图 ３ｃ） 。 而对于添加 ＷＫＰＩ 组， 抑制剂的抑制作用则相对更为明显， 其中丝

氨酸蛋白酶抑制剂 ＭＢＴＩ、 Ｌｅｕｐｅｐｔｉｎ 以及 Ａｎｔｉｐａｉｎ 对 ＭＨＣ 的降解抑制效果最为显著， 而金属蛋白

酶抑制剂 ＥＤＴＡ、 ＥＧＴＡ， 半胱氨酸蛋白酶抑制剂 Ｅ － ６４， 天冬氨酸蛋白酶抑制剂 Ｐｅｐｓｔａｉｎ Ａ 以及氨

肽酶抑制剂 Ｂｅｓｔａｔｉｎ 对内源酶的水解具有部分抑制作用。 以上结果表明， 在 ｐＨ ＝ ８􀆰 ０ 条件下， 蓝圆

鲹肌肉中分解肌原纤维蛋白的主要内源酶为丝氨酸蛋白酶类型。 此外， 相对于分离蛋白组， 肌肉

中的内源酶种类更为复杂。
２􀆰 ５　 水溶性蛋白酶对 ＭＣＡ 底物水解特性

利用荧光底物对 ＷＴＰ 与 ＷＫＰＩ 中内源酶的种类进行进一步鉴定， 结果如表 １ 所示。 在反应

ｐＨ ＝ ８􀆰 ０时， ＷＴＰ 和 ＷＫＰＩ 对羧基端 Ｐ１ 位为 Ａｒｇ 残基的多肽具有特异的水解活性， 尤其是 Ｂｏｃ⁃Ｇｌｎ⁃
Ａｒｇ⁃Ａｒｇ⁃ＭＣＡ， 表明在该 ｐＨ 值条件下起主要水解活性的是胰蛋白酶类型的丝氨酸蛋白酶。

以通用荧光底物 Ｂｏｃ⁃Ｐｈｅ⁃Ｓｅｒ⁃Ａｒｇ⁃ＭＣＡ 为对象， 考察不同抑制剂对 ＷＴＰ 与 ＷＫＰＩ 内源性蛋白酶酶

活力的影响， 结果如表 ２ 所示。 ＭＢＴＩ、 ＡＥＢＳＦ 和 Ｌｅｕｐｅｐｔｉｎ 均对蛋白酶活性有显著抑制作用， 这也进

一步证明了分离蛋白中的内源酶属于胰蛋白酶类型。 此外， 金属螯合剂 ＥＤＴＡ 对内源酶具有部分抑制

作用， 推测可能是由于其活性中心的金属离子被螯合所致。

表 １　 蓝圆鲹分离蛋白内源性蛋白酶的底物特异性分析

Ｔａｂ． １　 Ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ
ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ ｆｒｏｍ ｂｌｕｅ ｒｏｕｎｄ ｓｃａｄｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓｏｌａｔｅｓ

底物 Ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ
（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）

相对活性
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ／ ％
ＷＴＰ ＷＫＰＩ

Ｂｏｃ⁃Ｐｈｅ⁃Ｓｅｒ⁃Ａｒｇ⁃ＭＣＡ １００． ０ １００． ０
Ｂｏｃ⁃Ｇｌｎ⁃Ａｒｇ⁃Ａｒｇ⁃ＭＣＡ ４７６． ０ ３５８． ３
Ｂｏｃ⁃Ｇｌｎ⁃Ａｌａ⁃Ａｒｇ⁃ＭＣＡ １８７． ０ ２１６． ４
Ｂｏｃ⁃Ａｌａ⁃Ｇｌｙ⁃Ｐｒｏ⁃Ａｒｇ⁃ＭＣＡ ７１． ８ ８３． ８
Ｂｏｃ⁃Ｌｅｕ⁃Ｇｌｙ⁃Ａｒｇ⁃ＭＣＡ ３７． ９ ６１． １
Ｂｏｃ⁃Ｖａｌ⁃Ｌｅｕ⁃Ｌｙｓ⁃ＭＣＡ ２９． ７ ３０． ７
Ｓｕｃ⁃Ｌｅｕ⁃Ｌｅｕ⁃Ｖａｌ⁃Ｔｙｒ⁃ＭＣＡ ９． １ ４． ５
Ｓｕｃ⁃Ｇｌｕ⁃Ｐｒｏ⁃ＭＣＡ ０． ７ ０． ６
Ｚ⁃Ａｒｇ⁃Ａｒｇ⁃ＭＣＡ ３８． ４ ４３． ２
Ｚ⁃Ｐｈｅ⁃Ａｒｇ⁃ＭＣＡ ２３． １ １８． ７
Ｌｅｕ⁃ＭＣＡ ８． ６ １． ３
Ｌｙｓ⁃ＭＣＡ ７． ８ ０． ５

表 ２　 抑制剂对蓝圆鲹分离蛋白内源性蛋白酶的影响
Ｔａｂ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｏｎ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ

ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ ｆｒｏｍ ｂｌｕｅ ｒｏｕｎｄ ｓｃａｄｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓｏｌａｔｅｓ

抑制剂

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

抑制剂浓度
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

相对活性
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ／ ％
ＷＴＰ ＷＫＰＩ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０ １００． ０ １００． ０

ＭＢＴＩ ０． ０１ ｍｇ ／ Ｌ １４． ８ １０． ３

ＡＥＢＳＦ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ８． １ ７． ９

Ｌｅｕｐｅｐｔｉｎ ０． １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ９． ６ ６． １

Ｅ － ６４ ０． ０１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ８４． ６ １００． ０

ＥＤＴＡ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ３５． ３ ２４． ５

ＥＧＴＡ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ３６． ６ ２４． ５

Ｂｅｓｔａｔｉｎ ０． ０１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ １００． ０ ９７． ４

Ｐｅｐｓｔａｉｎ Ａ ０． ００１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ １００． ０ ９２． ２

３　 结论
本实验以蓝圆鲹为对象， 比较分析了肌肉与 ＩＳＰ 分离蛋白中水溶性蛋白酶的酶学性质， 结果表

明， 蓝圆鲹肌肉中存在多种水溶性蛋白酶， 而经过酸法 ＩＳＰ 制备后分离蛋白中的内源酶酶活性基本丧

失。 相比之下， 碱法 ＩＳＰ 制备的分离蛋白中则保留较高活力的水解活性， 且其主要的内源性蛋白酶为

胰蛋白酶类型， 提示该酶可能是诱导引起碱法 ＩＳＰ 分离蛋白鱼糜凝胶劣化的主要原因。

·３０１·
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