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猪背最长肌焦磷酸酶的分离纯化与酶学特性
　　

靳红果，万可慧，田锐花，彭增起* ，王蓉蓉

(南京农业大学 教育部肉品加工与质量控制重点实验室，江苏 南京      210095)
　　

摘   要：通过离心、50%～70% 饱和硫酸铵沉淀、DEAE-52 离子交换柱层析，从猪背最长肌中分离纯化出焦磷酸

酶(PPase)。变性聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱显示，PPase 分子质量约 72kD。焦磷酸酶酶学特性研究表明，最适反

应温度和 pH 值分别为 50℃和 7.5。Mg2 ＋是 PPase 的激活剂，在浓度 4.75mmol/L 时，酶活力最强。但 Na+ 和 K+ 都

能抑制酶的活力，且Na+ 的抑制效果强于K+。PPase水解焦磷酸钠(TSPP)的动力学参数Vmax 为 0.086μmol /(L·min))，
Km 为 0.36mmol/L。
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Abstract：Pyrophosphatase (PPase) from pork longissimus dorsi muscle was purified by ultracentrifugation, 50% － 70%

saturated ammonium sulfate fractionation, DEAE-52 anion-exchange chromatography. The purified enzyme with molecular

mass of 72 kD ran as a single band on SDS-polyacrylamide gel. The optimum pH and temperature for the isolated PPase was

7.5 and 50 ℃, respectively. Mg2+ was necessary for PPase and the activity reached maximum at a concentration of 4.75 mmol/L.

Na+ and K+ inhibited the enzyme activity and the inhibitory effect of Na+ was stronger than K+. The kinetic constant Km and Vmax

using TSPP as substrate were determined as 0.36 mmol/L and 0.086μmol/(L·min), respectively.
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焦磷酸盐常被添加到肉制品如西式火腿、灌肠中用

来改善肉的持水性和黏结性。许多研究指出，焦磷酸

盐可以与肌肉蛋白发生特异的相互作用[1-2]，有效地解离

肌动球蛋白。焦磷酸钠能提供很高的 pH 值，所以能赋

予肉制品很好的保水性[3]，可以有效改善 PSE(pale soft
and exudative，PSE)肉加工特性[4]。研究表明，焦磷

酸盐在肉中通过酶解和自身降解两种途径水解成正磷酸

盐，目前已证实主要通过酶解的形式进行[ 5 -6 ]。在不同

物种中焦磷酸盐的水解速率差异很大[7-8]，除了与肌肉内

环境因素如 pH 值、贮藏温度等有关外，主要与不同物

种中焦磷酸酶(PPsae)的活力有关[8-10]。自 20 世纪 60 年

代，Nakamura 等[11]对兔肉中焦磷酸酶进行初步研究，发

现有酸性焦磷酸酶和中性焦磷酸酶，后来 Morita 等[12]对

兔肉中的中性焦磷酸酶进行了纯化和酶学特性研究。

姚蕊 [13]、孙珍珍[14]等分别对鸡肉和牛肉中焦磷酸酶进行

了研究，但对于猪肉中焦磷酸酶的研究尚未见报道。本

实验以猪背最长肌为材料，通过逐级纯化得到焦磷酸酶并

对其酶学特性进行研究。焦磷酸酶的研究对提高焦磷酸盐

在肉中功能效用的发挥既有理论意义又有实际应用价值。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

宰后约 4h 的猪背最长肌，购于南京苜蓿园农贸市

场)，4℃条件下迅速预冷，剔除可见结缔组织和脂肪，

待 用 。

焦磷酸四钠(TSPP)    美国 Sigma 公司；宽范围的蛋

白质 10～250kD Marker、PageRulerTM Plus Prestained Pro-
tein Ladder #SM1811    中国 Fermentas 分公司；DEAE-52
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美国 W hat man 公司；其他试剂均为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

Waring Blender 8010ES 高速度组织匀浆机    美国

Waring 公司；Beckman AvantiJ-E 高速离心机   美国

Beckman Coulter 公司；pH 211 HANNA 台式酸度计    葡
萄牙 Hanna 公司；AKTA prime 蛋白低压层析系统    瑞
典 GE Healthcare 公司；Mini-Protean 3 cell 伯乐电泳仪

美国伯乐公司；GelDocTM XR TY4133 凝胶成像系统    美
国 Bio-Rad 公司；SpectraMax M2 酶标仪    美国分子仪器

公 司 。

1.3 方法

1.3.1 PPase 的分离纯化

1.3.1.1 粗酶液的提取

将冷却的猪背肌，取 100g 切成 0.5cm3 碎丁，加入

4 倍体积的提取液(25mmol/L Tris-HCl，5mmol/L MgCl2，

pH7.0)用 Waring Blender 匀浆 60s(20s 转，20s 停)。静

置 30min(提取更多的水溶性酶)，然后将溶液 10000 × g
离心 30min。测定上清和沉淀的焦磷酸酶酶活力，确定

焦磷酸酶存在于上清中，弃沉淀取上清。

1.3.1.2 硫酸铵沉淀与透析

将固体硫酸铵研磨之后，在 4℃条件下缓慢搅拌加入

50% 饱和度的硫酸铵，静置 4h，然后 4℃条件下 10000 × g
离心 30min，弃沉淀取上清并加入固体硫酸铵至 70% 饱

和度，静置 4h，然后 4℃、10000 × g 离心 30min，取

沉淀用提取液溶解。用移液器将蛋白质溶液移入透析袋

(截留范围 8000～14400D)，置于提取液中透析，此过程

中用磁力搅拌器缓慢搅拌以促进溶液交换。透析 2 4h，
更换 4 次透析缓冲液。

1.3.1.3 离子交换树脂层析

DEAE-52预处理材料用 25mmol/L Tris-HCl、5mmol/L
MgCl2，pH7.0 处理浸泡 12h 后，装柱(1.6cm × 20cm)。
利用 AKTA prime 蛋白低压层析系统进行分离，用 A 液

(25mmol/L Tris-HCl、5mmol/L MgCl2、1mmol/L 二硫苏

糖醇(DTT)，pH7.0)平衡 DEAE-52 离子交换柱，平衡体

积 60mL，自动上样 2mL，流速 0.6min/mL，等待穿刺

峰出现后，启动 B 液(1mol/L NaCl、25mmol/L Tris-HCl、
5mmol/L MgCl2、1mmol/L DTT，pH7.0)，通过自动混

合器在 0～1mol/L NaCl 范围内洗脱，洗脱体积 100mL，
自动收集器收集各洗脱峰，每管收集 5mL。测定不同洗

脱峰的酶活力和蛋白含量。

1.3.2 PPsae 的鉴定

1.3.2.1 非变性凝胶电泳(Native PAGE)
采用 Blue Native PAGE，8% 分离胶，5% 浓缩胶，

用考马斯亮蓝 R250 染色。

1.3.2.2 SDS变性凝胶电泳(SDS- PAGE)
采用 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳，10% 分离胶，5%

浓缩胶，考马斯亮蓝 R250 染色[15 ]。

1.3.3 酶活力的测定

焦磷酸酶活力测定参考Yamazaki等[16]的方法。反应体

系：将 50μL 焦磷酸酶和 50μL 底物 TSPP 置于 600μL 的

离心管，混匀，50℃条件下反应 15min，用 35μL SDS-
EDTA(13.3%SDS、0.12mol/L EDTA，pH7.0)终止反应。

之后添加 265μL 显色剂(0.5% Fe2SO4、0.5% 钼酸铵、

0.5mol/L H2SO4)，25℃条件下放置 15min，然后用酶标

仪在 640nm 波长处测定吸光度。对照组均在添加底物之

前加入 35μL SDS-EDTA 使酶变性。根据标准曲线计算

水解得到的 P i 量。以焦磷酸四钠为底物，以单体磷的

释放量来反映酶活力。酶活力单位(U)的定义为：在反

应条件下每分钟转化得到 1μmol 产物 Pi 所需的酶量。

1.3.4 温度对酶活力的影响

将底物与酶反应体系分别在 pH7.0，不同温度(25、
30、40、45、50、55℃和 60℃)下反应 15min 后，测

定酶的催化活力。最适温度下测得的酶活力定义为

1 0 0 %，其余条件下测定的酶活力换算成相对酶活力。

绘制酶最适温度曲线。

1.3.5 pH 值对酶活力的影响

在 pH4～9 范围内，选择 0.1mmol/L 的缓冲体系：

柠檬酸 - 柠檬酸钠(pH4、5)，组氨酸 - 氢氧化钠(pH6、
6.5)，Tris-HCl(pH7、7.5、8、9)。在最适反应温度

50℃条件下，测定不同 pH 值条件下酶的活力。最适 pH
值测得的酶活力定义为 100%，其余条件下测定的酶活

力换算成相对酶活力。绘制酶最适 p H 值曲线。

1.3.6 盐类对酶活力的影响

在反应体系中添加不同浓度的NaCl 或者KCl (0、0.1、
0.2、0.4、0.6mol/L)，在最适反应条件下(pH7.5、50℃)
测定酶的活力。以不添加 N a C l 或者 K C l 的酶活力为

1 0 0 %，其余条件下测定的酶活力换算成相对酶活力，

比较不同盐离子浓度对酶活力的影响。

1.3.7 Mg2+ 对酶活力的影响

在反应体系中添加不同浓度的Mg2+ (0.25、1.25、2.5、
4.75、9.25、13.75、18.25mmol/L)，在最适反应条件下

(pH7.5、50℃)测定酶活力，将测定后最大酶活力定义

为 100%，比较不同 Mg 2+ 浓度对酶活力的影响。

1.3.8 底物浓度对酶活力的影响

将 50μL 含有 5mmol/L MgCl2 的 PPase 酶，再加入

50μL 不同浓度的 TSPP，使反应体系内底物终浓度分别

为 0 .2、0 .4、0 .6、0 .8、1mmol /L，混合后，在最适

反应条件下(50℃、15min 和 pH7.5)反应后，测定反应速
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度。采用 Lineweaver-Burk plot 双倒数法作图[17]，求

米氏常数(Km)及最大反应速率(Vmax)。

1.3.9 蛋白质含量的测定

纯化过程中的各过程，除离子交换层析收集管中的

蛋白采用考马斯亮蓝 G-250 测定蛋白质量浓度外[18]，其

他均采用双缩脲法测定蛋白质量浓度[19]。

1.3.10       统计分析

实验做 3 次重复，6 个平行。采用软件 Origin 8.0
处理分析数据并作图。

2 结果与分析

2.1 DEAE-52 阴离子交换层析

经硫酸铵分级沉淀的酶液，以 10mg/mL 的蛋白质量

浓度，通过自动上样器，进样 2mL，通过 PrimeView
Chromatography Software 自动记录洗脱条件，如图 1 所

示。在没有梯度洗脱的 30min 内出现了穿刺峰，即为一

些上样后没有与柱子结合的蛋白。开始洗脱后，在 60～
100min，120～160min 出现了蛋白吸收峰，不同蛋白被

分离出来。通过测定酶活力，发现只有 1 1、1 2 、1 3
管有酶活力，但 11、13 管酶活力比较微弱，目的蛋白

主要存在于 12 管中。目的蛋白主要为 0.35～0.45mol/L
NaCl 浓度下洗脱出来的成分。通过电泳对 12 管中目的

蛋白做纯度鉴定。

2.2 PPsae 的鉴定

实验分别用变性、非变性的聚丙烯酰胺凝胶电泳对

PPase 进行鉴定。经 DEAE-52 纯化后，非变性的聚丙

烯酰胺凝胶电泳显示的 PPase 为 1 条带(图 1)，变性的聚

丙烯酰胺凝胶电泳也显示 PPase 为 1 条带(图 2)，分子质

量约为 72kD。结果表明，经过纯化后的蛋白质中不含

杂质蛋白，表明实验已成功的从猪背最长肌中提取了纯

的 P P a s e。
2.3 PPase 分离纯化效果

纯化 酶总 总蛋白 酶比活 纯化 酶活回收

步骤 活力 /U 质量 /mg 力 /(U/mg) 倍数 率 /%
粗酶液 64.26 4590 0.014 1 100

50%～70%
30.40 440.72 0.069 4.92 47.31

硫酸铵沉淀

DEAE-52 5.14 11.95 0.43 30.7 8.00

表 1 猪背最长肌中焦磷酸酶的分离纯化结果

Table 1   Purification results of PPase from pork longissimus dorsi
muscle

PPase 分离纯化结果如表 1 所示，将 PPase 纯化 30.7
倍，酶活回收率为 8 % 。

2.4 温度对 PPase 活力的影响

a.硫酸铵沉淀；b.DEAE-52。
 图 3  SDS 变性凝胶电泳

 Fig.3   SDS-PAGE of purified PPase
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图 4 温度对 PPase 相对酶活力的影响

Fig.4   Effects of temperature on the activity of PPase
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由图 4 可知，P P as e 的最适温度为 5 0℃，在此温

度下，相对酶活力最强，同时，此时的酶促反应速率

也最大。在 25～45℃范围内，随温度的上升相对酶活

图 1 DEAE-52 离子交换图谱

Fig.1   Chromatogram of PPase on DEAE-52 column
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a.硫酸铵沉淀；b. DEAE-52。
图 2 非变性凝胶电泳

Fig.2   Native-PAGE of purified PPase
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力从 41% 提高到 94%。然而 50℃以后温度继续增加，相

对酶活力开始快速下降，5 5 ℃时相对酶活力下降到

66%，当温度达到 60℃时，相对酶活力仅 8% 左右，说

明此时大部分酶被破坏，发生不可逆的热变性。结果

表明：过高或过低的温度都会降低酶的催化效率。

2.5 pH 值对 PPase 活力的影响

通过测定在不同 pH 值条件下 PPase 的相对酶活力，

发现 pH 值对相对酶活力有较大影响。由图 5 可知，酶

最适 pH 值为 7.5。当 pH 值在 6.5～8.0 范围内，PPase
的相对酶活力均在 60% 以上，而当 pH 值小于 6.5(偏酸)
或大于 8.0(偏碱)时，相对酶活力均下降很快。说明PPase适
合存在于中性 pH 值范围内，可以说此酶为中性焦磷酸酶。

2.6 盐类对 PPase 活力的影响

由图 6 可知，KCl 和 NaCl 对 PPase 活力都有抑制作

用，只是抑制程度有所差异。当 KCl 和 NaCl 浓度低于

0.2mol/L 时，对 PPase 活力的抑制作用差异不明显，相

对酶活力均保持在 80% 以上。KCl 浓度继续增加，相

对酶活力下降缓慢，0.6mol/L 时相对酶活力为 72%，而

NaCl 浓度继续增加，相对酶活力快速下降，0.6mol/L 时

相对酶活力仅有 33%。说明 NaCl 对 PPase 活力有强烈的

抑制作用。由此推断这也可能是 NaCl 能与 TSPP 起到协

同作用的原因。NaCl 抑制了 PPase 的活力，使得 TSPP
在肉中的水解速度变慢，延长了发挥作用的时间，NaCl
和 TSPP 能更好的提取肉中的盐溶性蛋白。

2.7 Mg2+ 对 PPase 活力的影响

如图 7 所示，不存在或存在低浓度 Mg 2+ 时焦磷酸

酶的酶活力很低，尝试在提取过程中不添加 Mg 2 +，在

酶活力体系测定中也不添加 Mg 2+ 离子的条件下，没有

检测到 PPase 的活力。这充分说明 Mg2+ 对于 PPase 酶的

稳定和激活作用是必须的。当添加 0.25～1.25mmol/L
Mg2+ 时，相对酶活力从 0.2% 上升到 24.98%。继续增加

Mg2+ 浓度，相对酶活力迅速增加，2.5mmol/L 浓度时，

相对酶活力是 82.6%。当 Mg2+ 的浓度达到 4.75mmol/L
时，P P a s e 相对酶活力达到最大，激活作用明显。此

后 Mg2+ 浓度再增大 PPase 相对酶活力逐渐平缓下降，随

后在 13.75～18.25mmol/L 之间形成一个平台期。由此可

见，在该酶起作用时必须有较高浓度的镁离子存在。

2.8 PPase 的酶动力学曲线

图 5 pH 值对 PPase 相对酶活力的影响

Fig.5   Effects of pH on the activity of PPase
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图 6 NaCl 和 KCl 对 PPase 相对酶活力的影响

Fig.6   Effects of NaCl and KCl on the activity of PPase
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图 7 Mg2+ 浓度对 PPase 相对酶活力的影响

Fig.7   Effects o f Mg2+ on the activity of PPase

图 8 PPase 的米氏常数

Fig.8   Kinetic analysis of PPase
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添加不同浓度的底物，研究猪背最长肌中焦磷酸酶的动

力学特征，采用双倒数作图法作图，结果如图 8 所示。在

实验反应条件下测定 PPase 的 Vmax 为 0.086μmol/(L·min)，
Km 为 0.36mmol/L。

3 讨  论

对于焦磷酸酶的纯化，Nakamura 等[11]在兔肉中发

现了两种焦磷酸酶，一种酸性焦磷酸酶是在 18000 × g
离心的沉淀中得到的，一种中性焦磷酸酶是水溶性的。

通过比较，酸性焦磷酸酶的活力远低于中性焦磷酸酶，

所以在肌肉中分解焦磷酸盐起主要作用的应该是中性焦

磷酸酶。Matsunaga 等[20-21]在漂洗过程中通过测定鱼肉

组织中焦磷酸酶的活力也证明了这一点，发现漂洗次数

越多，肉中焦磷酸酶的活力越低。这主要是因为焦磷

酸酶是水溶性的。Gao Ruichang 等[23]发现在鱼肉漂洗液

中的焦磷酸酶的活力比鱼肉中要高，而且在漂洗液中纯

化得到了焦磷酸酶。本实验主要从肌浆蛋白中提取得到

水溶性的焦磷酸酶。对于不同物种中的焦磷酸酶分子质

量都不大相同，根据先前的研究报道，兔骨骼肌中焦

磷酸酶的分子质量在 67kD 有两个亚基在 35kD 左右。Gao
Ruichang 等[23]研究发现鳙鱼中焦磷酸酶的分子质量为

5 0 k D。本实验只是纯化得到了焦磷酸酶，通过 S D S -
PAGE 测定该酶的分子质量约为 72kD。而对于此焦磷酸

酶是否有亚基，没有进一步证实。

温度是影响酶活力的重要因素。猪肉中焦磷酸酶

的最适温度为 50℃。Morita 等[22]在测定猪肉乳化肠中添

加的焦磷酸盐水解速率时发现，将焦磷酸盐和猪瘦

肉、脂肪等原料一起匀浆后的乳化液分别置于 15、50、
70℃保温，50℃时，在 pH5.6～6.2 焦磷酸盐水解最快。

Gao Ruichang 等[23]测定鳙鱼中的焦磷酸酶的最适温度也在

50℃。在牛肉匀浆物中温度超过 40℃，组织中的酶将失

活[24]。而在从牛肉半腱肌纯化得到的焦磷酸酶的最

适温度为 47℃[14]。说明纯化后酶的特性和在匀浆物中非

纯化酶的特性有所差异。综上所述，肌肉中焦磷酸酶

的最适温度都在 5 0℃附近，超过此温度，焦磷酸酶容

易热变性而失活。p H 值会影响酶的活力和稳定性。

Nakamura 等[11]和 Morita 等[12]测定兔肉中性焦磷酸酶的

最适 pH 值均为 7.4。本实验测定的猪背最长肌中最适 pH
值为 7 . 5，与兔肉中的相差不大。而与牛肉匀浆物中

未纯化焦磷酸酶的最适 pH 值在 6.7～6.8 之间[9]有一定

的差异。

有研究表明添加 3% 的 NaCl 将会大大减慢 PPase 在
鸡肉的水解速率，水解速率只有原来的 1/2 或者更低[7]。

德国学者同样发现 NaC1 会抑制牛肉匀浆物中未纯化焦磷

酸酶的活力[10]。本研究也发现猪肉中 NaCl 和 KCl 的添加

可影响 PPase 的活力。在小于 0.2mmol/L NaCl 条件下，

对酶的抑制作用不明显，继续增加将会强烈抑制酶的活

力。KCl 对酶活力的抑制作用比NaCl 弱，添加 0.6mmol/L
KCl 与添加 0.25mmol/L NaCl 对酶活力的抑制效应相当。

对于二价金属离子对焦磷酸酶的影响，研究者们一

直都很关注。Mg 2 + 是酶中常见的一种激活剂，而且它

还影响肉蛋白凝胶的特性。已证实 Mg 2+ 是焦磷酸酶的

稳定剂和激活剂。本实验中同样证明了这一点。M g 2 +

在 0～25mmol/L 之间时牛肉中焦磷酸酶的活力不断增加，

超过 25mmol/L 时酶活力保持稳定[14]。在咸鱼糜中发现

PPase 的降解对 Mg2+ 非常依赖，当 Mg2+ 浓度 3mmol/L 时，

PPase 的水解需要 20h，然而在 13mmol/L Mg2+ 条件下，

PPase 的水解只需要 8h[20]。这也从另一方面证明了 Mg2+

是肌肉中 PPase 必要的激活剂。本实验的结果发现猪肉

中的 PPase 活力在 Mg2+ 浓度为 4.75mmol/L 时达到最高，

之后非常平缓下降，几乎形成了一个平台期，与以上

的研究结果相一致。

4 结  论

本实验从猪背最长肌中纯化了 PPase，纯化倍数为

30.7，酶活回收率为 8%。PPase 最适反应温度为 50℃，

pH 值为 7.5。Mg2 ＋对 PPase 有激活作用。NaCl 和 KCl
均会抑制 PPase 的活力。PPase 水解的动力学参数 Vmax 为

0.086μmol/(L·min)，Km 为 0.36mmol/L。
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