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摘要:目 的:探 究 鲢 鱼、青 鱼 内 源 性 转 谷 氨 酰 胺 酶

(transglutaminase,TGase)的酶学性质差异.方法:采用

８０％ (NH４)２SO４ 盐 析、QＧSepharoseFF 和 SephacrylSＧ
２００HR 层 析 法 从 鲢 鱼、青 鱼 肌 肉 中 分 离 纯 化 出 鲢 鱼

TGase(STG)、青鱼 TGase(BTG),并对酶的相对分子质

量、肽段序列、二级结构、适宜反应条件、热失活动力学等

指标进行测定.结果:纯化后的STG和BTG的比酶活分

别为１４．３４,１２．６７U/mg,二者具有相近的相对分子质量.

二者的肽段序列存在一定差异,其二级结构均以βＧ折叠

为主,但 STG 的βＧ折 叠 含 量 略 高 于 BTG 的.STG 和

BTG的适宜反应温 度 均 为５０ ℃,适 宜 反 应 pH 分 别 为

８．０,７．５,完全激活两种 TGase活性所需的 Ca２＋ 浓度均为

１mmol/L,DTT 可 使 两 种 TGase 的 酶 活 性 增 强,而

PMSF、NH４Cl、NEM、EDTA、Cu２＋ 、Ba２＋ 、Zn２＋ 、Mg２＋ 则

会抑制其酶活.当温度为３７~５０℃时,热处理对STG和

BTG的钝化均符合一级指数衰减动力学,二者的动力学

参数Ea值相近.结论:STG 和 BTG 的一级结构及二级

结构差异明显,但仍具有相似的适宜反应条件和热失活

动力学特征.

关键词:淡水鱼;转谷氨酰胺酶;分离纯化;结构特性;适

宜反应条件;失活动力学

Abstract: Objective: This study aimed to investigate the

differences in enzymatic properties of endogenous

transglutaminase(TGase)insilvercarpandblackcarp．Methods:

STGandBTG werepurifiedfromthemuscleofsilvercarpand

black carp, respectively, by ８０％ ammonium sulfate

precipitation, QＧSepharose FF, and Sephacryl SＧ２００ HR

chromatographies．Two enzymes were analyzed for relative

molecular weights,peptidesequences,secondary structures,

optimalreactionconditions,andthermalinactivationkinetics．

Results:Thepurified STG and BTG showedsimilarrelative

molecular weights, of which the enzyme activities were

１４．３４U/mg and １２．６７ U/mg,respectively．Both enzymes

showed differences in peptide sequences． The secondary

structuresofthemweremainlytheβＧfold,thoughthecontentof

βＧfoldinSTGwasslightlyhigherthanthatofBTG．Theoptimal

temperaturesforSTGandBTGwereboth５０℃,andtheoptimal

pHvalueswere８．０and７．５,respectively．Theenzymesrequired

Ca２＋ upto１mmol/Lforfullactivation．TheactivitiesofSTG

andBTG wereenhancedby DTT,whereasPMSF,NH４Cl,

NEM,EDTA,Cu２＋ ,Ba２＋ ,Zn２＋ ,andMg２＋showedinhibitory

effects．Whenthetemperaturewas３７~５０℃,thepassivationsof

STGandBTGbythermaltreatmentconformedtothefirstＧorder

exponentialdecaykineticswithsimilarvaluesofEa．Conclusion:

TheprimaryandsecondarystructuresofSTGandBTGexhibited

obviousdifferences,yettheystillexhibitedsimilarpropertiesin

termsofoptimalreactionconditionsandthermalinactivation

kinetics．

Keywords:freshwater fish; transglutaminase; purification;

structure properties; optimal reaction conditions;
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inactivationkinetics

鱼糜制品是中国传统水产加工品.凝胶特性是决定

鱼糜及鱼糜制品品质的重要指标.在鱼糜凝胶化过程

中,鱼肉中的内源性转谷氨酰胺酶(TGase)可通过(γＧ
Glu)ＧLys键促进蛋白质分子内或分子间的交联,从而有

效增强鱼糜的凝胶特性[１－２].TGase的催化作用不仅取

决于其自身和底物蛋白的结构性质,还与温度、pH、激活

剂或抑制剂等有重要关系[３].适宜的温度及pH 有利于

TGase与底物蛋白的相互作用,低浓度的 Ca２＋ 可激发

TGase活性,而 Cu２＋ 、Ba２＋ 等金属离子或 NEM、EDTA
等抑制剂可不同程度地阻碍 TGase的活性中心与底物蛋

白的结合[４].

近年来,由于海水鱼成本高,鲢鱼、青鱼、草鱼等低值

淡水鱼成为生产鱼糜及鱼糜制品的良好原料.然而,淡

水鱼的凝胶形成能力普遍较差,且不同品种淡水鱼糜的

凝胶特性表现出明显差异,青鱼、鳡鱼糜等肉食性鱼类相

比于其他食性的淡水鱼具有更高的凝胶强度[５－６],这与

内源性 TGase的催化交联作用密切相关.Zhang等[７]探

讨了多种海洋动物中 TGase的分离纯化方法及其催化交

联特性.相比之下,淡水鱼 TGase的相关研究仅见于鲢、

鳙、草鱼等滤食性或草食性淡水鱼[８－１０],而对于凝胶强度

最大的肉食性青鱼鱼糜,其 TGase的纯化及酶学性质研

究尚未见报道,且与其他食性淡水鱼 TGase的性质差异

尚不清楚.研究拟以鲢鱼(滤食性)、青鱼(肉食性)为原

料,探究鲢鱼 TGase(STG)和青鱼 TGase(BTG)的分离纯

化方法,比较两种食性淡水鱼 TGase的结构性质、适宜反

应条件及热失活动力学,旨在为淡水鱼糜的品质调控提

供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

新鲜鲢鱼(约２kg/尾)、青鱼(约４kg/尾)肌肉:市售;

三羧甲基氨基甲烷(Tris)、乙二胺四乙酸(EDTA)、

二硫苏糖醇(DTT)、苯甲基磺酰氟(PMSF)、NＧ乙基马来

酰亚胺(NEM)等:分析纯,国药集团化学试剂有限公司;

还原型蛋白质上样缓冲液、１０~２５０kDa标准蛋白

(Marker):北京兰杰柯科技有限公司;

SephacrylSＧ２００ 填 料、QＧSepharoseFF 填 料:美 国

Cytiva公司.

１．１．２　主要仪器设备

紫外可见分光光度计:UVＧ１７５０型,日本岛津公司;

荧光光度计:FＧ４６００型,日本日立公司;

圆二色谱仪:JＧ１５００型,日本 HITACHI公司;

蛋白多 糖 分 离 纯 化 系 统:AKTA pureL 型,美 国

Cytiva公司;

超高效液相色谱仪:UltiMate３０００RSLCnano型,美

国赛默飞世尔科技公司;

质谱仪:QＧExactiveHFX型,美国赛默飞世尔科技

公司.

１．２　方法

１．２．１　TGase的纯化及酶活测定

(１)TGase粗酶液提取:参考李金玲等[８]的方法并稍

作修改,将鲢鱼或青鱼肌肉与 １０倍体积含 ５ mmol/L

NaCl的缓冲液 A(２０mol/LTrisＧHCl、５mmol/LEDTA、

２mmol/LDTT、０．０１％ NaN３,pH７．５)混合后均质,离心

得到上清液,沉淀进行二次提取,合并两次提取液即得到

TGase粗酶液.粗酶液采用８０％的(NH４)２SO４进行盐

析,离心后取沉淀用少量缓冲液 A(２０mol/LTrisＧHCl、

５mmol/LEDTA、２ mmol/L DTT、０．０１％ NaN３,

pH７．５)复溶,装入１４kDa透析袋中,于相同缓冲液中透

析３６h,再用聚乙二醇２００００浓缩.取５mL浓缩液上样

于 QＧSepharoseFF阴离子交换层析柱(２．６cm×６０cm),

用含有０~０．６mol/LNaCl的缓冲液 A(pH８．０)进行线

性洗脱,流速０．５mL/min,每管收集４mL,测定TGase活

性,合并酶活组分,经脱盐浓缩后,上样于预先用含有

０．１５mol/LNaCl的缓冲液 A 平衡过的 SephacrylSＧ２００

HR(１．６cm×１００cm)凝胶柱,流速０．３mL/min,每管收

集２mL,测定 TGase活性,合并酶活组分.

(２)TGase活性测定:参考 Hemung等[１１]的方法.

(３)蛋白质含量测定:参考Lowry等[１２]的方法.

１．２．２　SDSＧPAGE试验　参考王耀冉等[１３]的方法.

１．２．３　TGase相对分子质量测定　参考 Alhasani等[１４]

的方法并稍作修改.通过绘制标准蛋白相对分子质量的

对数lgMr与其在凝胶中的相对迁移率Rf(蛋白条带距加

样端迁移距离/酚蓝区带中心距加样端迁移距离)的标准

曲线,计算目标蛋白的相对分子质量.试验所用的标准

蛋白包括１１种相对分子质量的纯化蛋白(１０,１５,２０,２５,

３０,４０,５０,７２,１００,１３０,２５０kDa).

１．２．４　质谱检测　将纯化得到的蛋白条带经胰蛋白酶消

化,提取出的肽段样品由自动进样器吸入后经分析柱

(７５μm×２５cm,C１８,１．９μm,１２nm)分离.利用流动

相 A(０．１％甲酸,３％二甲基亚砜)和流动相 B(０．１％甲

酸,３％ 二 甲 基 亚 砜,８０％ 乙 腈)建 立 分 析 梯 度,流 速

３００NL/min.以DDA模式采集数据,每个扫描循环中包

含１个 MS全扫描(R＝６０K,AGC＝３e６,maxIT＝

２５ms,scanrange＝３５０~１５００m/z),以及随后的２０个

MS/MS扫描(R＝１５K,AGC＝１e５,maxIT＝５０ms).

HCD碰撞能量为２７,四级杆的筛选窗口为１．４Da,离子

重复采集的动态排除时间为２４s.产生的质谱数据通过

５
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MaxQuant(V１．６．６)软 件 检 索,数 据 库 检 索 算 法 为

Andromeda.检索数据库为 Uniprot中 Transglutaminase
的蛋白质组参考数据库.主要检索参数:可变修饰选

Oxidation(M),Acetyl(ProteinNＧterm);固 定 修 饰 选

Carbamidomethyl(C);酶切选 Trypsin/P;检索结果以蛋

白和肽段水平１％ FDR为标准进行筛选,删去反库蛋白、

污染蛋白、只有一个修饰肽段的蛋白条目,余下的鉴定信

息用作后续分析.

１．２．５　圆二色谱测定　使用１０mmol/L磷酸盐缓冲液

(pH８．０)将蛋白质质量浓度调整为０．１mg/mL,在测试

温度 ２５ ℃,扫 描 范 围 １９０~ ２６０ nm,扫 描 速 度

２００nm/min,时间常数为１s,带宽为５nm 条件下,采用

０．１cm 厚度的样品池扫描样品溶液,测定过程中 HT 不

超过７００,Abs不超过２,每条谱线采集３遍,数据使用圆

二色谱附带的软件来计算 TGase的二级结构含量.

１．２．６　TGase的适宜反应条件

(１)适宜反应温度和pH 测定:将酶液分别置于不同

温度(２５,３７,４５,５０,５５,６０,７０ ℃)、不同pH 值(５．５,６．５,

７．０,７．５,８．０,８．５,９．５)的底物缓冲液(pH 为５．５~７．０的

２０mmol/L TrisＧ醋 酸 缓 冲 液,pH 为 ７．５~８．０ 的

２０mmol/L TrisＧ盐 酸 缓 冲 液,pH 为 ８．５~９．５ 的

２０mmol/LTrisＧ硼酸缓冲液)中进行酶活测定.
(２)TGase的热稳定性和pH 稳定性测定:将酶液分

别置于不同温度(２５,３７,４５,５０ ℃)或不同pH(６．５,７．５,

８．０,９．０)下孵育１２０min,每间隔２０min取样,在酶的适

宜反应条件下测定酶活.

(３)金属离子和化合物对 TGase活性的影响测定:

向酶液中添加CaCl２使其终浓度分别为０,０．５,１,３,５,１０,

２０,４０mmol/L,测定 TGase活性以确定Ca２＋ 的适宜反应

浓度;将Ca２＋ 浓度调节为１mmol/L,测定不同终浓度(１,

５,１０mmol/L)的Ba２＋ 、Mg２＋ 、Cu２＋ 、Zn２＋ 等二价金属离

子及 EDTA、PMSF、NEM、NH４Cl、DTT 等 化 合 物 对

TGase活性的影响.

１．２．７　TGase的热失活动力学　采用一级指数衰减动力

学模型方程y＝A×exp(－k×x)对不同温度下 TGase
活性随时间的变化进行拟合,按式(１)~式(３)计算衰减

常数、半衰期及活化能.

At＝A０e－kt, (１)

t１/２＝
ln２
k

, (２)

lnk＝－
Ea

RT＋c, (３)

式中:

A０———０min时 TGase的活性,U/mL;

At———不同时间点 TGase的活性,U/mL;

t———时间,min;

k———衰减常数,min－１;

t１/２———半衰期,min;

R———摩尔气体常数,８．３１４J/mol;

T———绝对温度,K;

Ea———活化能,kJ/mol.

１．２．８　数据统计与分析　所有试验重复３次,结果以平

均值±标准差表示.采用SPSSStatistics２５．０软件对试

验 数 据 进 行 方 差 检 验 (ANOVA)和 显 著 性 检 验

(Duncans)(P＜０．０５),采用 Origin２０１８软件绘图.

２　结果与分析

２．１　两种TGase的分离纯化

由图１可知,STG、BTG经 QＧSepharoseFF线性洗脱

后均出现３个蛋白峰,且第３个蛋白峰表现出明显的

TGase活 性,洗 脱 STG 所 需 的 NaCl浓 度 为 ０．３２~
０．３６mol/L,而BTG 为０．２８~０．３２mol/L,说明 STG 和

BTG的带电性略有差异.经SephacrylSＧ２００HR进一步

洗脱后,两种 TGase均出现于第１个蛋白峰中,与后续出

峰的小分子杂蛋白实现了有效分离.STG的出峰位置处

于７７~９０mL范围,而BTG出峰位置相对滞后,为８２~
１０２mL,说明STG的相对分子质量略大于BTG.纯化后

的STG、BTG的比酶活分别为１４．３４,１２．６７U/mg,纯化

倍数分别为粗酶液 的 ５３．１,５２．８ 倍,酶 活 收 率 分 别 为

１０．６１％,８．３１％(表１),与现有文献[８]相比,其酶活收率得

到有效提升.

２．２　两种TGase的纯度鉴定及相对分子质量

由图２可知,鲢鱼、青鱼TGase粗酶液分别经８０％硫

酸铵盐析、QＧSepharoseFF和 SephacrylSＧ２００HR 层析

后均显示出单一的蛋白条带,说明 STG、BTG 达到电泳

纯.将STG、BTG的相对迁移率(Rf)分别代入对应的标

准曲线,得到二者的相对分子质量分别为９６,９４kDa,与
鱿鱼(９４kDa)、金线鱼肝脏(９５kDa)TGase的相近[１１,１５],

但高于真鲷、淡水螯虾、海鳗肌肉中 TGase的[１６－１８].

２．３　两种TGase的肽段序列

由图３可知,STG、BTG分别检测到１０５,９０条肽段,

经数据库比对,分别得到９４,８９个可信蛋白.

表２仅列出与STG、BTG肽段序列覆盖率较高的前

５个蛋白比对结果.由表２可知,与STG、BTG匹配的前

５种蛋白多为微生物来源,STG和 BTG均与一种革兰氏

阴性菌 TGase(A０A７V９Q９I３)的序列覆盖率最高,但也仅

为３０％.此外,STG与鱼类 TGase的匹配度较低,与鲤、

浪白鱼 TGase的肽段序列覆盖率分别为３．９％,２．４％,而

BTG未鉴定到与鱼类 TGase相似的肽段信息,这可能是

由于目前 Uniprot数据库中有关鱼贝类 TGase的信息较

缺乏.序 列 覆 盖 率 的 结 果 表 明 STG、BTG 与 其 他 来

源TGase的肽段序列有明显差异,特别是鱼类TGase,且

６
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图１　STG/BTG的洗脱曲线

Figure１　ElutioncurvesofSTGandBTG

表１　STG/BTG的分离纯化

Table１　ThepurificationresultsofSTGandBTG

纯化步骤
总蛋白/mg

STG BTG

总酶活/U

STG BTG

比酶活/(Umg－１)

STG BTG

得率/％

STG BTG

纯化倍数

STG BTG

粗提 ９１２７．３３ ７１４３．８３ ２４８６．４９ １７１０．５６ ０．２７ ０．２４ １００．００ １００．００ １．０ １．０

８０％硫酸铵盐析 ５１２３．５３ ５７６４．４１ １８９５．７７ １２６８．７６ ０．３７ ０．２２ ７６．２４ ７４．１７ １．４ ０．９

QＧSepharoseFF ６６．０４ ３９．１９ ６６８．８６ ３８８．３８ １０．１３ ９．９１ ２６．９０ ２２．７０ ３７．５ ４１．３

SephacrylSＧ２００HR １８．４１ １１．２１ ２６３．９０ １４２．０７ １４．３４ １２．６７ １０．６１ ８．３１ ５３．１ ５２．８

STG、BTG二者的肽段序列也存在一定程度的差异.

２．４　两种TGase的二级结构

由图 ４可知,STG 和 BTG 分别在 ２０８,２１８nm 和

２１１,２２０nm 处表现出两个负的圆二色性峰,这与αＧ螺旋

特征谱带相符,而在１９２,１９３nm 附近出现的正峰则与

βＧ折叠结构的谱带相近.由表３可知,STG、BTG的二级

结构中βＧ折叠占比最多,分别为４２．４％,３５．４％,其次为

αＧ螺旋和 无 规 卷 曲 结 构,而βＧ转 角 占 比 最 少.红 海 鲷

TGase的二级结构同样以βＧ折叠为主[１９],但吸水链霉菌

TGase的二级结构则以αＧ螺旋为主[２０].STG 的βＧ折叠

含量略高于BTG的,而其βＧ转角含量明显低于 BTG的,

说明两种 TGase的二级结构存在一定差异,这可能与其

肽段序列差异有关.

２．５　两种TGase的适宜反应温度及热稳定性

由图５可知,STG、BTG的适宜反应温度均为５０℃,

在４５~５０℃范围内均有较强的 TGase活性,当温度超过

５０℃时,活性急剧下降.多数水生动物 TGase的适宜反

应温度为３７~５０℃,温度高于７０℃时会失去活性[１７,２１],

而 Zhang 等[２２]从 南 极 磷 虾 中 纯 化 得 到 一 种 冷 活 性

TGase,其适宜温度可低至４ ℃;Yasueda等[１８]从真鲷幼

鱼肝脏中分离得到的新型 TGase,其适 宜 反 应 温 度 为

５５~６０℃.综上,不同水生动物 TGase的适宜反应温度

略有差异,可能与其栖息环境的温度有关.STG和 BTG
均在２５,３７ ℃较稳定,经１２０min保温后仍分别保留约

９０％,８０％的活性;４５ ℃保温１２０min后,残余活性均降

低至５０％以下;而５０℃保温６０min后,STG、BTG的残

７
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图２　STG/BTG的SDSＧPAGE

Figure２　SDSＧPAGEresultsofSTGandBTG

图３　STG和BTG的 LCＧMS/MS总离子流图

Figure３　LCＧMS/MStotalionchromatogramsofSTGandBTG
表２　STG/BTG的鉴定结果

Table２　IdentificationresultsofSTGandBTG
种类 登录号 蛋白 相对分子质量/kDa 肽段数 序列覆盖率/％

STG A０A７V９Q９I３ 转谷氨酰胺酶家族蛋白(革兰氏阴性菌) ７．９ １ ３０．０

A０A１D７U２Z７ 转谷氨酰胺酶(博斯氏菌) ２２．５ １ １８．３

Q９NZT１ 类钙调蛋白５(人类) １５．９ ２ １６．４

A０A１J５QFX６ 转谷氨酰胺酶(矿井排水宏基因组) ２３．７ １ ９．５

A０A７S７LWI８ 转谷氨酰胺酶样半胱氨酸肽酶(硫单胞菌) ２４．８ １ ８．６

BTG A０A７V９Q９I３ 转谷氨酰胺酶家族蛋白(革兰氏阴性细菌) ７．９ １ ３０．０

A０A１D７U２Z７ 转谷氨酰胺酶(博斯氏菌) ２２．５ １ １８．３

Q９NZT１ 类钙调蛋白５(人类) １５．９ ２ １６．４

M３B５I２ 未知蛋白(茂原链霉菌) ２１．０ １ １１．１

A０A１S１N８５５ 转谷氨酰胺酶(边山假交替单胞菌) ２６．７ １ １０．８

８
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图４　STG/BTG的圆二色谱

Figure４　ThecirculardichroismspectrumofSTG
andBTG

表３　STG/BTG的二级结构含量

Table３　Thesecondarystructurecontentof
STGandBTG ％

种类 αＧ螺旋 βＧ折叠 βＧ转角 无规卷曲

STG ２６．６ ４２．２ ４．０ ２７．２

BTG ２５．４ ３５．４ １３．６ ２５．６

余活性即可降低至２０．７４％,１０．１３％,说明过高的温度会

破坏酶的活性结构,使得 TGase的催化能力下降.鱿鱼、

环状芽孢杆菌BL３２TGase在５０℃保温６０min后,其残

余活性可分别保留８０％,９０％左右[１５,２３],明显高于相同条

件下的STG与BTG,说明 TGase耐热性因其来源而异.

图５　温度对STG/BTG活性及稳定性的影响

Figure５　EffectsoftemperatureontheactivityandthestabilityofSTGandBTG

２．６　两种TGase的适宜反应pH及pH稳定性

由图６可知,STG 和 BTG 的适宜反应 pH 分别为

８．０,７．５,二者在pH 中性到弱碱性范围均具有较高活性,

与罗非鱼、鱿鱼TGase的适宜反应pH 相近[１,１５],而鳙鱼、

真鲷 TGase的 适 宜 反 应 pH 分 别 为 ６．５~７．０,９．０~
９．５[１０,１８],这种差异可能与酶活测定方法中底物蛋白的结

构特性相关,酪蛋白与单酰尸胺在pH７．５~８．０范围内容

易结 合[２４].当 pH 为 ７．５~８．０ 时,两 种 TGase放 置

１２０min后仍保留７７％以上的残余活性;而pH９．０下孵

育１２０min后,其残余活性均下降至６０％以下;当pH 为

６．５时,STG和BTG在孵育１２０min后残余活性分别为

５１．４２％,２７．９６％,说明两种 TGase在偏离中性到弱碱性

范围的pH 环境下稳定性变差.

２．７　金属离子对两种TGase活性的影响

由图７可知,低浓度(０~１mmol/L)的 Ca２＋ 可增强

两种淡水鱼 TGase活性,可能是由于 Ca２＋ 诱导酶的构象

发生改变,暴露出半胱氨酸活性基团,促进了酶与底物

的 结 合[２５].完 全 激 活STG和BTG的Ca２＋ 浓 度 均 为

图６　pH 对STG/BTG活性及稳定性的影响

Figure６　EffectsofpHvaluesontheactivityandthestabilityofSTGandBTG

９
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图７　CaCl２对STG/BTG活性的影响

Figure７　EffectsofCaCl２ontheactivityofSTG

andBTG

１mmol/L,与鳙鱼、草鱼等鱼类 TGase的适宜 Ca２＋ 浓度

相近[９－１０],而 南 极 磷 虾 TGase的 适 宜 Ca２＋ 浓 度 则 为

１０mmol/L[２２].Ca２＋ 浓度过高,STG 和 BTG 活性均下

降,而鱿鱼 TGase未发现有此抑制作用[１５].综上,TGase
对Ca２＋ 的依赖性因其来源而异,鱼类和其他水生动物来

源的 TGase存在明显差异.此外,酶促反应条件也会影

响Ca２＋ 对 TGase的激活效果,EDTA 存在时完全激活

TGase所需的Ca２＋ 浓度将增加;而少量 NaCl存在时,完

全激活 TGase的Ca２＋ 浓度明显降低[１５].

　　由表４可知,金属离子 Cu２＋ 、Ba２＋ 、Zn２＋ 、Mg２＋ 对两

种 TGase活性均呈浓度依赖性的抑制作用,且相同条件

下对STG和BTG的抑制效果相近,而不同金属离子对同

表４　金属离子对STG/BTG活性的影响†

Table４　EffectsofmetalionsontheactivityofSTG

andBTG

金属离子
浓度/

(mmolL－１)

相对酶活/％

STG BTG

Cu２＋ １ ３９．９０±０．４６Ca ３８．８４±１．２８Da

５ １４．８８±１．１１Cb ８．０８±１．２５Db

１０ １．６０±０．５９Cc １．００±０．４０Dc

Ba２＋ １ ６６．５８±３．９１Ba ５３．７６±０．６１Ca

５ １４．９１±０．６７Cb １１．５８±０．６４Cb

１０ １．０９±０．５７Cc ２．８０±０．４６Cc

Zn２＋ １ ８５．０８±２．３２Aa ６５．６０±２．０８Ba

５ ５０．８２±１．６０Bb ４５．４２±０．０６Bb

１０ ２４．３０±１．００Bc ３３．５４±０．４４Bc

Mg２＋ １ ８７．０２±１．３１Aa ８０．８２±２．４８Aa

５ ７０．３５±１．０２Ab ６９．５８±１．９１Ab

１０ ６６．２２±０．５８Ac ６７．２１±０．６４Ab

　†　同种金属离子小写字母不同表示不同浓度之间存在显著性

差异(P＜０．０５);同一浓度下大写字母不同表示不同金属离

子之间存在显著性差异(P＜０．０５).

一 TGase的活性抑制效果表现出明显差异.１mmol/L
的Cu２＋ 和 Ba２＋ 对两种 TGase均表现出显著抑制作用

(P＜０．０５),当浓度增加至１０mmol/L时,酶活近乎完全

丧失;１０mmol/L的Zn２＋ 可使两种 TGase活性丧失７０％
左右;相同浓度的 Mg２＋ 对 TGase有轻微抑制作用.这与

其他水生动物来源 TGase的性质相似[７].据报道,这些

金属离子可抑制鳙、草鱼和金线鱼 TGase的活性[９－１１],而

不同金属离子与巯基亲和力的差异会影响酶活性中心与

底物的结合程度[２６],从而表现出对 TGase不同的抑制

效率.

２．８　化合物对两种TGase活性的影响

由表５可知,同种化合物对两种淡水鱼 TGase活性

的影响相似,而不同种类的化合物对 TGase活性的影响

存在显著性差异(P＜０．０５).PMSF、NH４Cl、NEM 和

ETDA４种化合物对STG 和 BTG 的活性均表现出浓度

依赖性的抑制作用.１mmol/L的PMSF可使STG、BTG
活性丧失５０％,浓度达１０mmol/L时 TGase活性近乎完

全丧失.罗非鱼 TGase同样受到 PMSF的抑制[１],而红

海鲷 TGase并未发现此作用[１８],可能是淡水鱼 TGase的

活性位点含有组氨酸残基,PMSF与之结合后导致活性

降低;１０mmol/L的 NH４Cl对 TGase表现出较强的抑制

作用,是由于NH＋
４ 是酰基转移反应的产物之一,通过外

表５　化合物对STG/BTG活性的影响†

Table５　EffectofcompoundsontheactivityofSTG

andBTG

化合物
浓度/

(mmolL－１)

相对酶活/％

STG BTG

PMSF １．００ ４４．４０±１．８０Ea ４６．２２±２．２９Ea

５．００ １５．７５±０．６３Eb １１．４５±０．７６Eb

１０．００ ７．７０±０．５０Ec ４．００±０．１０Ec

NH４Cl １．００ ７２．０４±０．８１Da ６５．０７±２．２０Ca

５．００ ６７．１５±４．３６Cb ５７．１３±０．５１Cb

１０．００ １８．９５±１．７１Dc １０．６８±０．３１Dc

NEM １．００ ７７．５４±１．９９Ca ５５．３９±１．００Da

５．００ ５８．７０±１．３８Db ４６．３５±０．２６Db

１０．００ ３２．７５±１．３９Cc ３４．９０±１．８６Cc

EDTA １．００ ９５．２８±１．０７Ba ９３．３０±４．１１Ba

５．００ ９３．０８±１．０３Ba ８８．４３±０．６１Bb

１０．００ ８２．８２±２．４９Bb ８３．９９±０．９７Bb

DTT １．００ １２３．５１±４．８７Ac １２８．３０±３．８７Ac

５．００ １８１．４１±２．２８Aa １８６．９６±３．５０Aa

１０．００ １４１．９２±３．３４Ab １４０．３０±１．００Ab

　†　同种化合物小写字母不同表示不同浓度之间存在显著性差

异(P＜０．０５);同一浓度下大写字母不同表示不同化合物之

间存在显著性差异(P＜０．０５).
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源添加过量的 NH＋
４ 可以逆转 TGase的催化作用,从而降

低酶活;NEM 是一种巯基烷化剂,当其浓度为１０mmol/L
时,两种TGase的活性均丧失６０％以上,进一步验证了鲢

鱼、青鱼 TGase的活性位点具有巯基基团;金属离子螯合

剂EDTA对 TGase表现出微弱的抑制作用,１０mmol/L
EDTA浓度下,两种 TGase的活性仍保留８０％左右,与

EDTA络合Ca２＋ 后导致 TGase活性未能被完全激发有

关;DTT 在 ０~１０ mmol/L 范围内均可显著增强两种

TGase的活性,当浓度为５mmol/L时增强效果最显著,

与草鱼 TGase的性质相似[９],这是由于 DTT作为一种还

原剂,能防止酶活性位点的巯基基团被氧化.

２．９　两种TGase的热失活动力学

STG和BTG在２５℃下活性无明显变化,故对３７~
５０℃范围内酶的热失活动力学进行研究.采用一级指数

衰减动力学方程拟合 TGase随孵育温度及时间的变化曲

线,得到热失活动力学参数如表６所示,拟合方程的R２均

＞０．９,说明模型拟合效果良好.随着温度的上升,两种

TGase的衰减常数k 增加,半衰期t１/２缩短,表明温度升

高,TGase的失活速度加快.在３７,４５℃下,STG和BTG
的k值均＜０．０１min－１,而５０℃时k值明显增大,二者的

半衰期缩短,分别为３６．９,３３．０min,与吸水链霉菌 TGase
性质相似,但远低于环状芽孢杆菌 BL３２TGase,后者在

５０℃下t１/２可长达１２h[２３,２７].STG和BTG的Ea值分别

为２．１２,２．２６kJ/mol,而环状芽孢杆菌BL３２TGase的Ea

值为３５０．５kJ/mol[２３],说明STG 和 BTG 对温度的敏感

性相似,但与其他来源的 TGase差异明显.Ea值不仅与

TGase的自身性质相关,环境条件及酶活测定方法也对

其有重要影响,Queirós等[２８]研究发现微生物 TGase在

其适宜pH６~７范围内,Ea值随压力的增加而降低,而

pH＜６时,Ea值并未随压力的变化表现出明显差异.

表６　STG/BTG的失活动力学参数

Table６　InactivationparametersofSTGandBTG

种类
温度/

℃
R２

k/

min－１

t１/２/

min

Ea/

(kJmol－１)

STG ３７ ０．９４７５５ ０．００１９５ ３５５．５

４５ ０．９４６１４ ０．００９５２ ７２．８ ２．１２

５０ ０．９４５５２ ０．０１８７７ ３６．９

BTG ３７ ０．９７７７８ ０．００１７８ ３８９．４

４５ ０．９９０９６ ０．００６７５ １０２．７ ２．２６

５０ ０．９６７１６ ０．０２１０１ ３３．０

３　结论

采用８０％硫酸铵盐析、QＧSepharoseFF阴离子交换

和SephacrylSＧ２００HR凝胶过滤层析可从鲢鱼和青鱼内

源性转谷氨酰胺酶(TGase)粗酶液中分别得到电泳纯的

鲢鱼 TGase和青鱼 TGase,其比酶活和酶活收率分别为

１４．３４U/mg、１０．６１％和１２．６７U/mg、８．３１％,相对分子质

量分别为９６,９４kDa,二者的肽段序列和βＧ折叠含量差异

明显.鲢鱼 TGase和青鱼 TGase的适宜反应温度及pH
分别为５０℃、pH８．０和５０℃、pH７．５,适宜 Ca２＋ 浓度均

为１mmol/L,３mmol/L的二硫苏糖醇可最大程度提升

两种 TGase的活性,而１mmol/L的 PMSF、Cu２＋ 、Ba２＋

和１０ mmol/L 的 NH４Cl、NＧ乙 基 马 来 酰 亚 胺、Zn２＋ 、

Mg２＋ 、乙二胺四乙酸会使两种 TGase的活性降低.在

３７~５０℃范围,鲢鱼 TGase和青鱼 TGase的热失活行为

均符合一级指数衰减动力学方程,温度升高,TGase的失

活速率加快,半衰期缩短,二者的活化能Ea值相近,分别

为２．１２,２．２６kJ/mol.综上,鲢鱼和青鱼两种食性淡水鱼

TGase的一级结构及二级结构差异明显,但适宜反应条

件及热失活动力学特征相似.由此可推测,鲢鱼和青鱼

鱼糜凝胶特性存在差异的主要原因并非是 TGase的酶学

性质,可能与 TGase的底物蛋白即肌球蛋白的结构有关,

后续可对不同食性淡水鱼 TGase交叉诱导肌球蛋白交联

性质的差异进行深入研究.
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