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牛背最长肌高铁肌红蛋白还原酶的

分离及其酶学性质
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摘要!以冷鲜牛背最长肌为原料#采用硫酸铵盐析*超滤

法对原料肉中的高铁肌红蛋白还原酶进行粗分离#并研究

温度*

O

I

*金属离子对高铁肌红蛋白还原酶活性的影响'

结果表明(在硫酸铵饱和度
.AZ

#超滤!

$

A"]F3

"条件下#

牛背最长肌高铁肌红蛋白还原酶可得到分离与纯化'试

验范围内#牛背最长肌高铁肌红蛋白还原酶的分子量为

!%N"

(

..N;]F3

#适宜温度为
;"c

#

O

I

为
.N"

#

DP

!V可明显

抑制牛背最长肌高铁肌红蛋白还原酶活性'

关键词!背最长肌)高铁肌红蛋白还原酶)分离纯化)酶学

性质
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冷鲜牛肉营养丰富!味道鲜美!在满足人们对美食需

求的同时!给人体健康带来诸多益处!是牛肉消费的主要

形式1

#b!

2

#然而!冷鲜牛肉在运输和贮藏过程中出现的

颜色劣变问题极大程度地影响了其销售!制约了其发展#

研究1

&bA

2表明!影响冷鲜牛肉色泽稳定性的因素包括品

种"部位"温度"

O

I

"脂质过氧化"微生物"肌红蛋白的状态

及高铁肌红蛋白还原酶的活性等#其中!氧合肌红蛋白

呈鲜红色!高铁肌红蛋白呈棕褐色!肌细胞内部存在的高

铁肌红蛋白还原酶能将高铁肌红蛋白还原成氧合肌红蛋

白!从而稳定肉色!延长其货架期1

Ab$

2

#就不同部位冷鲜

肉而言!贮藏过程中!背最长肌的色泽稳定性相对较好#

近年来!有关高铁肌红蛋白还原酶的研究报道较多!

但涉及其分离纯化和性质研究的相对较少#研究1

9b#"

2表

明!不同种类的肉"同一种类不同部位的肉!高铁肌红蛋白

还原酶间存在差异#试验拟以冷鲜牛背最长肌为原料!采

用硫酸铵盐析"超滤的方法!对其高铁肌红蛋白还原酶进

行粗分离!并对高铁肌红蛋白还原酶的适宜温度"

O

I

等进

行研究!以期为冷鲜牛肉色泽稳定性的提高提供依据#

#

!

材料与方法
#N#

!

材料与仪器

#N#N#

!

材料与试剂

牛背最长肌,夏南牛!郑州市天明路黄家牛肉超市&

)$

(EEFGH0DI+-BJK

第
&$

卷第
#

期 总第
!&#

期
"

!"!#

年
#

月
"



透析袋,截留分子量
#"]F3

!北京博奥拓达科技有限

公司&

超滤膜,分子量
A"

!

&"

!

#"]F3

!上海摩速科学器材有

限公司&

马骨骼肌肌红蛋白标准品,北京索莱宝科技有限

公司&

硫酸铵"磷酸"铁氰化钾等,分析纯!国药集团化学试

剂有限公司#

#N#N!

!

主要仪器设备

电子天平,

0L#";

型!梅特勒'托利多$上海%有限

公司&

台式冷冻离心机,

HP215YP

R

'h#J

型!赛默飞世尔科

技$中国%有限公司&

恒温水浴锅,

II/."#0

型!金坛市国旺实验仪器厂&

超滤杯,

H+LL+7EJB9"A"

型!上海摩速科学器材有

限公司&

磁力搅拌器,

\</#0

型!上海雷磁仪器厂&

电泳仪,

FKK/A

型!北京六一仪器厂&

紫外检测仪,

IF/!#/!

型!上海青浦沪西仪器厂#

#N!

!

方法

#N!N#

!

高铁肌红蛋白还原酶粗酶液的提取
!

参照高娜

等1

##b#!

2的方法并稍作改进#肉样切小块去筋膜!搅碎#

每组取
A

R

样品并加入
!"?L

磷酸缓冲液#经高速分散

器匀浆处理后!

;c

"

#""""8

.

?54

离心
!"?54

!上清液用

中速定性滤纸过滤掉多余脂肪#用稍过量的铁氰化钾

$

&N"??)2

.

L

%氧化滤液中的氧合肌红蛋白!至滤液由鲜

红色变为褐色#将滤液装入分子量
#"]F3

的透析袋!于

磷酸缓冲液中透析除盐
!;>

$每
A>

换一次透析液%!

;c

"

#""""8

.

?54

离心
&"?54

!取上清液!用磷酸缓冲液

定容至
!A?L

!即制得粗酶液#

#N!N!

!

高铁肌红蛋白还原酶酶活性的测定
!

参照文献

1

.

!

##b#!

2的方法并稍作改进#反应温度
!Ac

!反应前

!A?54

将各组分放置于
!Ac

水浴锅中水浴加热#加入

还原型辅酶
:

后!启动反应!测定
A9"4?

处吸光值!每隔

#"6

记录一次数据#

#N!N&

!

硫酸铵盐析
!

参照文献1

#&

2的方法并稍作改进#

取粗酶液!边搅拌边缓慢加入硫酸铵粉末至
AAZ

饱和度!

磁力搅拌
!"?54

!冰浴静置
!>

!

;c

"

#""""8

.

?54

离心

!"?54

&取上清液!边搅拌边缓慢加入硫酸铵粉末至
."Z

饱和度!重复上述操作!最终得到粗酶液在
AAZ

!

."Z

!

.AZ

!

$"Z

的硫酸铵饱和度下的分级沉淀物&将沉淀分别

溶于磷酸缓冲液!于
;c

充分透析脱盐!测定蛋白含量和

高铁肌红蛋白还原酶酶活#

#N!N;

!

超滤
!

参照文献1

#&

2的方法并稍作改进#在
#N!N&

的基础上!将具有高活性高铁肌红蛋白酶活的目标样液

用微孔滤膜$

"N;A

9

?

%过滤去除不溶性杂质!将滤液加冰

磷酸盐缓冲液$

!N"??)2

.

L

!

O

I$N"

%稀释!于氮气压力

#N"H73

!

#!"8

.

?54

下分别用
A"

!

&"

!

#"]F3

膜进行超

滤!测定蛋白含量和高铁肌红蛋白还原酶酶活#

#N!NA

!

蛋白质含量的测定
!

采用
<83*Y)8*

法1

#&

2

#取

A?L

过滤后的考马斯亮蓝染液!加入待测样液
#?L

!

A?54

后测定
A%A4?

处吸光度!并将其代入标准曲线计

算蛋白质浓度#

#N!N.

!

,F,/70TB

电泳
!

参照
,F,/70TB

电泳标准操

作流程1

#&

2

#其中!使用
AZ

浓缩胶和
#!Z

分离胶!

H38]'8

的分子量为
.NA

(

!""N"]F3

!对
H'1HXJ

酶的粗提取液

及各纯化阶段酶液进行
,F,/70TB

电泳试验#

#N!N$

!

适宜温度"

O

I

等的测定
!

$

#

%最适温度,按
#N!N!

的方法将整个反应体系组分

分别置于
!"

!

&"

!

;"

!

A"c

下反应!测定高铁肌红蛋白还

原酶活性#

$

!

%最适
O

I

,按
#N!N!

的方法将整个反应体系组分分

别于
O

IAN"

!

.N"

!

$N"

!

9N"

下反应!测定高铁肌红蛋白还原

酶活性活#

$

&

%金属离子,按
#N!N!

的方法在反应体系中分别以

不同离子浓度$

"NA

!

#N"

!

AN" ??)2

.

L

%的
H4

!V

"

g4

!V

"

H

R

!V

"

D3

!V

"

DP

!V金属离子替代
BF:0

!同时以去离子水

作为空白对照!测定不同金属离子下高铁肌红蛋白还原

酶活性变化#

#N!N9

!

数据处理
!

采用
B̂='2!"#"

和
,7,,#.N"

软件对

试验数据进行整理和分析#

!

!

结果与分析
!N#

!

牛背最长肌高铁肌红蛋白还原酶的粗分离

!N#N#

!

硫酸铵盐析
!

夏南牛牛背最长肌粗酶液中高铁肌

红蛋白还原酶的酶活为$

9%N"e#N;

%

U

.

?L

#硫酸铵盐析

法常用来进行酶的粗分离!其操作简便!效果好1

#;

2

#由

表
#

可知!当硫酸铵饱和度为
.AZ

时!高铁肌红蛋白还原

酶活性较高!即当硫酸铵饱和度为
.AZ

时!可主要沉淀得

到高铁肌红蛋白还原酶!实现粗分离#

!N#N!

!

超滤
!

超滤是常用的膜分离技术之一!其以压差

为推动力!根据超滤膜截留分子量的不同!可用于对酶的

粗分离与纯化1

#A

2

#由表
!

可知!

$

A"]F3

超滤膜截留液

表
#

!

不同硫酸铵饱和度下牛背最长肌高铁肌红蛋白

还原酶酶活

:3X2'#

!

:>'?'1?

@

)

R

2)X548'*P=136'3=15C51

@

)Y2)4

R

56/

65?P6 ?P6=2' P4*'8 *5YY'8'41 3??)45P?

6P2Y31'631P8315)4

硫酸铵饱和度.
Z

高铁肌红蛋白还原酶活性.$

U

-

?L

b#

%

AA !N#e#N;

.A ;9N"e!N#

$A ##N%e&N&

9A $N"e#N%

*%

基础研究
(U-F0HB-:0LJB,B0JDI

总第
!&#

期
"

!"!#

年
#

月
"



中所获得的高铁肌红蛋白还原酶活性较高!可取该部分

经粗分离与纯化的截留液进行后续分析#

!!

由表
&

可知!牛背最长肌高铁肌红蛋白还原酶经硫

酸铵盐析"超滤后!得到了一定程度的粗分离与纯化#

!N#N&

!

,F,/70TB

电泳
!

由图
#

可知!牛背最长肌粗酶

液中的蛋白分子量为
#;N&

(

%$N!]F3

!经硫酸铵盐析"超

滤初分离后!提取物中的蛋白分子量为
!%N"

(

..N;]F3

#

经硫酸铵盐析"超滤后!牛背最长肌高铁肌红蛋白还原酶

虽得到了部分分离与纯化!但粗酶液中还含有大量其他

杂蛋白#若需对牛背最长肌高铁肌红蛋白还原酶进行进

表
!

!

不同超滤截留液中牛背最长肌高铁肌红蛋白

还原酶酶活

:3X2'!

!

:>'?'1?

@

)

R

2)X548'*P=136'3=15C51

@

)Y2)4

R

56/

65?P6?P6=2'P4*'8*5YY'8'41P2183Y5218315)4

超滤膜分子量.
]F3

高铁肌红蛋白还原酶活性.$

U

-

?L

b#

%

!#

#" b

#"

(

&" b

&"

(

A" !N9e"N%

!$

A" ;"N"e#N!

表
&

!

分步提取物中牛背最长肌高铁肌红蛋白还原酶酶活

:3X2'&

!

:>'?'1?

@

)

R

2)X548'*P=136'3=15C51

@

)Y2)4

R

5665?P6?P6=2'P4*'8*5YY'8'41

O

P85Y5=315)4

步骤
高铁肌红蛋白还原酶

活性.$

U

-

?L

b#

%

蛋白浓度.

$

?

R

-

?L

b#

%

比活力.

$

U

-

?

R

b#

%

纯化倍数 得率.
Z

粗酶液
!!

9%N" .N#& #;NA! #N"" #""N""

硫酸铵盐析
;9N" !N9A #.N9; #N#. A;N%&

超滤
!!!

;"N" !N!9 #$NA; #N!# ;;N%;

HNH38]'8

!

#N

粗酶液
!

!N.AZ

硫酸铵盐析
!

&N

$

A"]F3

超滤

图
#

!

,F,/70TB

电泳图

(5

R

P8'#

!

,F,/70TB'2'=18)

O

>)8'1)

R

83?

一步细分离与纯化!还需通过凝胶过滤层析或离子交换

层析"亲和层析等技术得以实现1

#.b#$

2

#

!N!

!

牛背最长肌高铁肌红蛋白还原酶的酶学性质

!N!N#

!

最适温度
!

由表
;

可知!温度对牛背最长肌高铁

肌红蛋白还原酶活性影响显著$

7

#

"N"A

%!随着温度的升

高!牛背最长肌高铁肌红蛋白还原酶活性先上升后下降#

当温度为
;"c

时!牛背最长肌高铁肌红蛋白还原酶活性

最高#

H5]]'26'4

等1

#9

2发现牛心肌高铁肌红蛋白还原酶

活性随温度的升高而升高!直至温度为
&"c

&

B'>'C384'

等1

#%

2发现牛骨骼肌高铁肌红蛋白还原酶最适温度为

&$NAc

!且当温度为
#"c

以下和
A"c

以上时活性极小#

综上!温度对高铁肌红蛋白还原酶活性有较大影响#

!N!N!

!

最适
O

I

!

由表
A

可知!

O

I

对牛背最长肌高铁肌

红蛋白还原酶活性影响显著$

7

#

"N"A

%!牛背最长肌高铁

肌 红蛋白还原酶活性的适宜
O

I

为
.N"

#

I3

R

2'8

等1
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表
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!

温度对牛背最长肌高铁肌红蛋白

还原酶酶活的影响W
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字母不同表示差异显著$
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表
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对牛背最长肌高铁肌红蛋白还原酶
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字母不同表示差异显著$
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"N"A
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现牛心肌中
H'1HXJ

的最适
O

I

为
.NA

!高娜等1
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2研究表

明牦牛背最长肌在
O

I$N"

时
H'1HXJ

酶活最高!

g>P

等1

!"

2也发现
O

I

值对
H'1HXJ

的还原作用影响显著#

!N!N&

!

金属离子
!

由表
.

可知!

A

种金属离子$

H4

!V

"

g4

!V

"

H

R

!V

"

D3

!V

"

DP

!V

%对高铁肌红蛋白还原酶酶活呈

抑制作用!其中
DP

!V的抑制作用尤为明显!与王玮1

%

2的

研究结论一致#

!%

"

M)2N&$

"

-)N#

赵莉君等!牛背最长肌高铁肌红蛋白还原酶的分离及其酶学性质



表
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金属离子对牛背最长肌高铁肌红蛋白还原酶酶活的影响W
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离子浓度.
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高铁肌红蛋白还原酶活性.$
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H4

!V
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!V

H

R

!V

D3

!V

DP

!V

空白
;"N!e"N# ;"N!e"N# ;"N!e"N# ;"N!e"N# ;"N!e"N#

"NA &$N&e#N& &;N"e"N9 &;N;e!N9 &$N"e#N. "N#e"N"

#N" !$N#e#N& !AN!e#N! !$N"e#N; ;#N"e#N; "N#e"N"

AN" !%N"e#N; b !AN#e#N! &"N"e"N% b

!!!!!!!!!

W

!

(

b

)表示溶液中出现明显沉淀!蛋白变性!未检测#

&

!

结论
对牛背最长肌高铁肌红蛋白还原酶进行了粗分离#

结果表明!牛背最长肌高铁肌红蛋白还原酶酶活为

9%N"U

.

?L

#经硫酸铵盐析$硫酸铵饱和度为
.AZ

%"超

滤$

$

A"]F3

%!可使得牛背最长肌中高铁肌红蛋白还原

酶实现粗分离#

,F,/70TB

电泳表明!牛背最长肌高铁

肌红蛋白还原酶的纯化效果并不理想!若要得到电泳纯

的高铁肌红蛋白还原酶!还需在后续研究中通过凝胶过

滤层析"离子交换层析或亲和层析等技术实现#粗分离

所得的牛背最长肌高铁肌红蛋白还原酶分子量为
!%N"

(

..N;]F3

!最适温度为
;"c

!最适
O

I

为
.N"

#此外!金属

离子$

H4

!V

"

g4

!V

"

H

R

!V

"

D3

!V

"

DP

!V

%对牛背最长肌高铁

肌红蛋白还原酶活性有抑制作用!其中
DP

!V的抑制作用

最明显#
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