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鲢鱼肌原纤维结合型丝氨酸蛋白酶的研究

曹敏杰 1 李 燕 1 翁 凌 1 王锡昌 2

(1.集美大学生物工程学院 福建 厦门    361021 2.上海水产大学食品学院 上海    200090)

摘    要 本文研究了白鲢鱼肌肉中肌原纤维结合型丝氨酸蛋白酶(myofibril-bound serine proteinase, MBSP)的作用

SDS-PAGE 结果显示肌原纤维在55 60 下加热后肌球蛋白重链有明显的分解现象 长时间加热也导致 -辅肌动

蛋白 肌动蛋白和原肌球蛋白的分解 此结果表明鲢鱼肌肉中存在肌原纤维结合型蛋白酶 丝氨酸蛋白酶抑制剂

(Pefabloc SC和利马豆胰蛋白酶抑制剂)及金属蛋白酶抑制剂EDTA有效抑制了肌球蛋白重链的分解 而其它酶类的

抑制剂不产生任何作用 提示该酶为需金属离子激活的肌原纤维结合型丝氨酸蛋白酶
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Abstract Myofibril-bound serine proteinase (MBSP) in the skeletal muscle of silver carp has been characterized. Myosin heavy

chain (MHC) degraded markedly when silver carp myofibril was incubated at 55 60  as shown by SDS-PAGE. Prolonged

incubation of myofibril also caused the degradation of other myofibrillar proteins such as -actinin, actin and tropomyosin to

some degree. The results suggested the existence of an endogeneous myofibril associated proteinase. Serine proteinase inhibitors

(Pefabloc SC and Lima bean trypsin inhibitor) and EDTA greatly suppressed the degradation of myosin heavy chain, while

inhibitors for cysteine, and asparatic proteinases did not show any effect. These effects indicated that the endogeneous

proteinase was a myofibril-bound serine proteinase (MBSP) that needed metal ion(s) for activation.

K e y  w o r d s myofibril serine proteinase degradation inhibitor Western blot
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鱼糜制品加工过程中在50 60 的温度带内常常因

产生蛋白质分解而引起凝胶形成能下降 此种现象也被

称之为凝胶劣化 凝胶劣化的产生不仅影响鱼糜制品的

弹性 更影响其商品价值 以往的研究认为 鱼糜制

品凝胶形成能下降主要是组织蛋白酶作用所造成的[1,2]

但是 组织蛋白酶类(如B, H, L等)皆来自溶酶体 为

水溶性酸性蛋白酶 由于鱼糜制品制作工艺中需经多次

漂洗 甚至弱碱水漂洗 最后产品中水溶性蛋白酶的

残留量应相当少 再者 此类酶在中性或弱碱性条件

下的活性已受到极大抑制 因此 由于组织蛋白酶的

作用而引起鱼糜制品凝胶劣化的解释在理论上难于说

明 近期研究发现 鱼肌原纤维结合型丝氨酸蛋白酶

(myofibril-bound serine proteinase, MBSP)的作用可能是造

成肌原纤维蛋白质 尤其是肌球蛋白重链(myosin heavy

chain MHC)分解 从而引起鱼糜制品弹性的下降的主

要原因[3 6] 然而 迄今为止 除了淡水鲤鱼[ 7 ]和海水

狗母鱼[ 8 ]外 国内外从生物化学角度对鱼类MBSP 的研

究进行得很少 主要的困难在于两个方面 1.该类酶与

肌原纤维蛋白牢固结合而很难解离 2.该类酶在肌原纤

维中的含量极少

我国是淡水鱼养殖大国 据报道 2001 年我国鲢

鱼的产量已达到490 万吨 约占淡水鱼总量的30% 制

作鱼糜制品是淡水鱼加工利用的一个必然方向 而如何

增强淡水鱼鱼糜制品的弹性一直是水产加工研究者探讨

的课题 因此 如果能彻底了解淡水鱼中 M B S P 的酶

学及食品学特性 那么就有可能找到有效抑制MBSP 活

性的食品添加剂从而提高淡水鱼糜制品的弹性 改善其

品质 为我国淡水鱼加工利用带来一定的理论指导
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本文着重探讨了鲢鱼肌肉中MBSP 的存在情况 基

本性质及其对肌原纤维蛋白质的分解作用

1 材料与方法

1.1 原料与试剂

从 厦 门 集 美 市 场 购 买 的 鲜 活 的 白 鲢

(Hypophthalmichthys molitrix)经去头 去皮 去骨采

肉后立即使用或置于-70 冰箱待用

丝氨酸蛋白酶抑制剂Pefabloc SC来自Merck公司(德

国), 利马豆胰蛋白酶抑制剂(LBTI)来自日本和光公司 E-

64和 pepstatin A来自上海生工 SDS-PAGE和免疫印迹

用的标准蛋白样液及免疫印迹显色试剂盒从Bio-Rad公司

购得 大鼠抗鲤鱼肌动蛋白 抗鲤鱼 - 辅肌动蛋白及

抗鲤鱼原肌球蛋白抗体由日本长崎大学水产学部原研治

教授提供 辣根过氧化酶标记的兔抗大鼠IgG 来自丹麦

D A K O 公司 其他的试剂均为分析纯或化学纯

1.2 设备

实验设备包括冷冻离心机( A v a n t i T M  J A - 2 5

Beckman 美国) 组织捣碎机(PT2100 Kinematica, 瑞

士) 凝胶成像仪(Vilber Lourmat 法国) 恒温水浴

(Memmert 德国) 垂直电泳槽及电转移装置(Bio-Rad,

美国)等

1.3 肌原纤维蛋白的制备

以下整个过程在4 条件下进行 新鲜的白鲢背部

肌肉用刀切成小块后与4倍体积的20mmol/L磷酸缓冲液

(pH7.5)一起经组织捣碎机捣碎 捣碎后的溶液在8000

g 离心10min 弃除上清液 将下层沉淀取出用上述缓

冲液搅匀 组织捣碎机捣碎 8000 g 离心10min 取

出沉淀 再重复以上清洗过程3 次 将最后得到的沉淀

取出并溶解于含0.5mol/L NaCl的20mmol/L Tris-HCl缓冲

液(pH8.0)即为鲢鱼肌原纤维蛋白 制备的肌原纤维蛋白

或立即用于实验或存放于-70 冰箱备用

1.4 白鲢肌原纤维在不同温度下的自我分解作用

取肌原纤维100 l置于1.5ml Eppendorf管中 分别

在40 50 55 60 70 下加热 2h 样品经SDS 化

后上样于12% 浓度的SDS-PAGE[9] 电泳胶以考马斯亮

蓝染色后分析蛋白质的降解情况

1.5 各种蛋白酶抑制剂对结合型蛋白酶的作用

取肌原纤维100 l于1.5ml eppendorf 管中, 加入蛋白

酶抑制剂至不同终浓度(见表1) 室温反应30min后转入

55 恒温水浴中继续反应2h 样品经SDS 化后上样于

12% 浓度的SDS-PAGE 电泳胶以考马斯亮蓝染色后分

析各种抑制剂对由结合型蛋白酶引起的肌原纤维蛋白质

降解的抑制效果 从而了解结合型蛋白酶的性质

1.6 不同加热时间的分解实验

为了进一步分析结合型蛋白酶对肌球蛋白重链以外

的其它结构蛋白( -辅肌动蛋白  肌动蛋白和原肌球蛋

白)的分解作用 我们对肌原纤维在55 下作了不同加

热时间的实验 鲢鱼肌原纤维在55 下分别加热 0 1

2 4h 经 SDS 处理后上样于 12% 的 SDS - P A G E 电

泳后 蛋白质以电转移法[10]转移至硝酸纤维素膜上 经

抗原抗体反应后分析蛋白质的降解情况

2 结果与讨论

鲢鱼肌肉在反复清洗去除可溶性蛋白以后 仍然有

对肌原纤维蛋白 尤其是对肌球蛋白重链(MHC)起明显分

解作用的现象 表明鲢鱼肌原纤维中存在一种结合型的蛋

白酶(图1) 而在较低温度(40 )和较高温度(70 )下 此

分解现象较不明显 提示此酶的最适温度为55 60

M 标准分子量 1 对照样(0h) 2, 40 3, 50 4, 55 5,

60 6, 70 四种主要肌原纤维蛋白的位置以箭头标示

M, protein marker; 1, control (0h); 2, 40 ; 3, 50 ; 4, 55 ; 5, 60 ; 6, 70 .

Arrowheads indicate the positions of four major myofibrillar proteins.

图1   鲢鱼肌原纤维蛋白在不同温度下的自我分解(2h)

Fig.1    Degradation of silver carp myofibrillar proteins at

different temperatures for 2h

为了进一步查明引起肌球蛋白重链分解的酶属何种

性质的蛋白酶  我们对在不同种类蛋白酶抑制剂存在下

肌原纤维蛋白的分解也作了考察 如图2 所示 丝氨酸

蛋白酶抑制剂Pefabloc SC LBTI 和金属蛋白酶抑制剂

E D T A 有效地抑制了 M H C 的分解 而半胱氨酸蛋白酶

抑制剂E-64和天冬氨酸蛋白酶抑制剂Pepstatin A则不产

生任何抑制效果 由此得知引起鲢鱼肌原纤维蛋白分解

的蛋白酶极可能与来自鲤鱼[7]及狗母鱼[8]的 MBSP 一样

是一种丝氨酸蛋白酶 又由于该酶活性受 E D T A 的抑

制 因此 推测金属离子对该酶的活性有相当重要的

作用

由MBSP 引起的肌球蛋白重链的分解是时间依存的

(图3) 55 下 4h 的加热使MHC 蛋白的80% 以上发生

降解 此结果也表明鲢鱼MBSP 在 55 有较高的热稳定

性
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图2    鲢鱼肌原纤维蛋白在不同抑制剂存在下的分解(2h)

Fig.2    Degradation of silver carp myofibrillar proteins in

the presence of different inhibitors (2h)

M 标准分子量 1 对照 (0h) 2, Pefabloc SC 3, LBTI 4, E-

64 5, Pepstatin A 6, EDTA 7, 对照(55 , 2h)

M, protein marker; 1, control (1h); 2, Pefabloc SC; 3, LBTI; 4, E-64; 5,

Pepstatin A; 6, EDTA; 7, control (55 , 2h).

图3   鲢鱼肌原纤维蛋白在55 不同加热时间下的分解

Fig.3      Time-course degradation of silver carp myofibril-

lar proteins at 55

M 标准分子量 1 对照 (0h) 2, 1h 3, 2h 4, 4h

M, protein marker; 1, control (0h); 2, 1h; 3, 2h; 4, 4h.

肌球蛋白重链(MHC)是分子量为20 万的大分子蛋白

质 其分解情况可直接通过SD S - P A G E 来判断 而对

于分子量相对较小的其它结构蛋白如 -辅肌动蛋白(分

子量10万) 肌动蛋白(分子量4.3万)和原肌球蛋白(分子

量3.4万)的分解则由于MHC等大分子分解产物的影响难

于通过SD S - P A G E 作判断 为此 在本研究中我们利

用了针对此三种蛋白的抗体来检测它们由内源性蛋白酶

M B S P 引起的分解

- 辅肌动蛋白在肌原纤维中所占的比例很少 关

于此蛋白的分解情况 迄今为止鲜有报道 本文利用

免疫印迹法检测了其由于M B S P 的作用而引起的分解

如图4所示 长时间的加热(55 4h)可引起 - 辅肌

动蛋白的显著分解 一般认为 肌动蛋白对蛋白酶的

作用有较强的抵抗性[ 1 ] 此推测在本文中也得到了证

实 尽管肌动蛋白的蛋白带随加热时间的延长而逐渐减

弱 与 - 辅肌动蛋白和原肌球蛋白相比 经MBSP 作

用后肌动蛋白的残留量仍为最高 免疫印迹的结果也显示

MBSP 对原肌球蛋白的分解作用 经55 4h 加热后

原肌球蛋白几乎被完全分解 以上结果与作者等[6]报道的

来自鲤鱼的MBSP 对肌原纤维蛋白的作用是相吻合的

图4  免疫印迹法检测 -辅肌动蛋白 肌动蛋白和原肌

球蛋白的分解(55 )

Fig.4     Western blot detection of the degradation of -

actinin, actin and tropomyosin at 55

M 标准分子量 1 对照 (0h) 2, 1h 3, 2h 4, 4h

M, prestained protein marker; 1, control (0h); 2, 1h; 3, 2h; 4, 4h.

对于鱼类的MBSP 的研究早在三十多年前由日本研

究者开展, 但由于MBSP与肌原纤维蛋白强烈结合和含量

低等原因 很难用常规的方法将其从肌原纤维中解离出

来 因此,分离纯化MBSP并研究其性质的工作很少有人

进行 目前国际上只有从海水狗母鱼[8]和淡水鲤鱼[7]中得

到了完全纯化的 M B S P 并对其性质做了比较全面的研

究 用Boc-Phe-Ser-Arg-MCA 作底物得狗母鱼和鲤鱼

MBSP 的最适温度均为55 最适pH 值为8.0 而酶

抑制剂实验表明 MB S P 明显地受到丝氨酸蛋白酶抑制

剂(Pefabloc.SC STI aprotinin benzamidine 和

leupeptin)的抑制作用 同性质的酶最近在仓鼠[11]中也被

发现 相信今后此类酶会在不同的动物体内被发现

3 结  论

由以上研究得知鲢鱼肌肉中存在肌原纤维结合型蛋

白酶 其最适温度为55 60 该酶的活性受丝氨酸

蛋白酶抑制剂及EDTA 的抑制 推测其为一需金属离子
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参与的肌原纤维结合型丝氨酸蛋白酶(MBSP) MBSP 对

肌原纤维蛋白 尤其是肌球蛋白重链在55 , pH8.0条件

下产生显著的分解作用 提示该酶极可能是造成鱼糜制

品凝胶劣化的主要原因
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泰山赤灵芝液体培养条件优化及多糖含量测定

姚良同 林榕姗 李 娟 刘 敏 赵 倩 贾 乐*

(山东农业大学生命科学学院 山东 泰安       271018)

摘   要 本文探讨了泰山赤灵芝(Ganoderma lucidum)液体培养中碳源 氮源 pH 对灵芝多糖积累的影响 结

果表明 培养基最适碳源 氮源 pH 值分别为蔗糖 蛋白胨 5. 0 其配方组成(质量分数 %)为 K H 2P O 4

0.1 MgSO 4 7H2O 0.05 (NH 4)2SO4 0.2  蛋白胨0.3 蔗糖 5 pH5.0 灵芝多糖含量可达11.77% 分别是子

实体和孢子粉的2.5和2.2倍

关键词 泰山赤灵芝 灵芝多糖 液体培养

Assay Study on Optimal Cultivation Conditions to Accumulate the Ganoderma Polysaccharide

YAO Liang-tong LIN Rong-shan LI Juan Liu Min ZHAO Qian JIA Le*

(College of Life Science, Shandong Agricultural University, Taian     271018, China)

Abstract The effects of carbon source,nitrogen source and pH to accumulate the Ganoderma polysaccharide were studied in

this paper.The results showed that the optimal carbon source,nitrogen source and pH were sucrose, peptone and pH5.0

respectively. The optimal conditions were: KH2PO4 0.1, MgSO4 7H2O 0.05 and (NH4)2SO4 0.2, peptone 0.3, sucrose 5 and

pH5.0.The concentration of Ganoderma polysaccharide in mycelia was 11.77%, 2.5 fold higher than that of the fruiting body
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