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 摘  要:研究了体外添加 Pb
2+
、Cd

2+
、Cu

2+
等不同浓度的重金属离

子对肌动球蛋白和肌球蛋白 ATPase活性和 SH基总量的

影响。随 Pb
2+
和 Cd

2 +
浓度的升高, 肌动球蛋白的 ATPase

活性和 SH基总量先升高, 后下降, 肌球蛋白的 ATPase活

性逐渐降低, SH基量先略有升高, 后下降。 Cu2 +浓度的升

高引起蛋白中 ATPase活性和 SH基含量明显下降,显示了

较强的毒性。
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随着鱼糜制品的迅速发展,鱼浆加工已从传统

的手工形式进入到大规模工业化生产, 制品也从简

单的鱼丸、鱼糕到工业化程度很高的仿蟹肉、鱼肉香

肠、鱼肉火腿,这些制品的品质很大程度上依赖于原

料的品质。原料鱼浆的功能性质直接支配着加工品
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的粘弹性、质地和口感,客观评价鱼浆的功能性质对

于提高产品品质具有重要意义。评定鱼浆功能性质

经常采用间接的测定方法, 包括 ATPase活性法、盐

溶性蛋白分离法、粘度法、超离心沉淀图法等, 其中

ATPase活性法常作为研究判断鱼肉品质的最佳指标

之一
[ 1 ]
。鱼肌肉蛋白质的生化特性是影响鱼食用质

量和保鲜加工特性的极为重要的因素。研究发现,

蛋白质的结构稳定性、易变性以及酶的催化作用等

大都是由于巯基 ( SH基 )和二硫键所引起的结果
[ 2 ]
。

本文主要探讨添加外源重金属离子 Cu
2+
、Pb

2+
、Cd

2+

对鲫肌动球蛋白和肌球蛋白 ATPase活性和 SH基总

量的影响,对于研究鱼肉蛋白质性状, 判断蛋白质变

性程度及鉴定肌肉蛋白质的纯度都有重要的意义,

以期得到鲫鱼浆加工的良好品质, 进一步促进其它

淡水鱼制品的开发和研究。

1 材料与方法
111 材料与设备
鲫  华中农业大学市场售, 个体重 500 ? 50g;

ATP二钠盐和牛血清白蛋白  为 S igm a公司产品;

DTNB 生化试剂, 上海源聚生物科技有限公司; 其

余试剂  均为分析纯。

冷冻离心机  日本日立; 紫外分光光度计  
Sh imadzu; pH计  美国 Orien 260。

112 肌动球蛋白和肌球蛋白的制备 [ 2]

11211 肌动球蛋白的制备  鲫背肉 (约 10g)用去离子水

漂洗三次 (肉B水 = 1B5) y 4倍的磷酸缓冲液 ( I= 0105, pH 715)

清洗 ( 3000r /m in, 10m in)三次y 3倍的 0145m o l/L KC -l磷酸缓

冲液 ( I= 015, pH 715)进行抽提y离心取上清液y稀释沉淀 y

离心取沉淀 ( 4000r /m in) y 溶于 016m o l/L KC l溶液中, 放在

5e 下保存备用。

11212 肌球蛋白的制备  取上述经 4倍的磷酸缓冲液
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( I= 0105, pH715)清洗 ( 3000r /m in, 10m in)三次后的样品y 3倍

的 ATP-M gC l2- 0145mo l/L-磷酸缓冲液 ( pH 614)提取 7m iny
离心取上清液y 稀释沉淀y离心取沉淀 ( 4000 r /m in) y溶于
016m ol/L KC l溶液中,放在 5e 下保存备用。

113 ATPase活性测定
[ 2 ]

测定 ATP酶活性时的反应液组成如下: 015mol /L

pH710 T ris-马来酸缓冲液 015mL; 011mmol /L CaC l2溶

液 015mL; 210mmo l/L KC l溶液 212mL;肌动球蛋白和

肌球蛋白均制成 016mo l /L氯化钾- 20mmo l/L三羟甲

基氨基甲烷-马来酸溶液 ( pH 710) , 调节蛋白浓度为

310mg /mL,加入重金属离子溶液, 使 Cu
2+
、Pb

2+
、Cd

2+

的浓度分别为 0、0110、0120、0150、1100、1150mmol /L,

1mL;去离子水 513mL; 20mmo l/L ATP溶液, pH710,
015mL。测定时, 先将前五项混合, 25e 恒温后加
ATP溶液,计时 10m in后取反应混合液 2mL, 加 1mL

TCA溶液 ( 15% )作为反应终止剂, 反应液用滤纸过

滤。再取上述反应混合液 2mL,不让其反应, 直接与

1mL TCA溶液 ( 15% )混合后比色, 做空白对照。

上述实验中无机磷按文献 [ 3 ]测定。吸样液

2mL于 50mL容量瓶中,加 20mL水, 210mL钼酸铵溶

液, 0125mL SnC l2甘油溶液, 并加水至刻度, 20m in内

用分光光度计在 690nm处测光密度。酶活 (U /g)以

每分钟每克蛋白生成 1Lmo l磷含量为一个酶单

位计。

114 SH基含量测定
[ 2 ]

蛋白溶液浓度和重金属离子浓度同 113, 在

310mL蛋白样品中加入 210mL磷酸缓冲液 ( pH810,
I= 011), 并加水稀释至 1010mL, 充分混合。各取

310mL上述混合液于 2个比色皿 Ñ、Ò中, 以比色皿

Ñ液为对照,在 412nm处调节光度计使比色皿 Ò液
的吸收为零。在比色皿Ò液中加入 0102mL DTNB溶

液,混匀后在 412nm处测定其吸收 ( A )。空白实验,

加入 0102mL磷酸缓冲液 ( pH710, I= 011)。根据下式
关系, 可求得 SH基的含量。

C0 = A /E@D

式中  C0 ) SH 基的摩尔浓度; A) 412nm处的

吸光度; D) 稀释倍数; E) 分子吸光系数 13600

(mo l/L* cm )。

115 蛋白含量测定
采用 Fo lin- phone l中的 Low ry法测定

[ 4 ]
。

116 数据处理
采用 M icroso ft Exce l软件进行数据处理。

2 结果与讨论
211 重金属离子对 ATPase活性的影响
为讨论和了解重金属离子污染对鱼体生化指标

的影响,采用外源添加不同浓度的 Zn
2+
、Cu

2+
、Pb

2+
、

C r
3+
、Cd

2+
重金属离子,然后研究它们对鱼体肌动球

蛋白和肌球蛋白 ATPase和总 SH基量的影响,结果

见图 1、图 2所示。

由图 1、图 2可知,随着重金属离子浓度的增加,

图 1 重金属离子对肌动球蛋白 ATPase活性的影响

图 2 重金属离子对肌球蛋白 ATPase活性的影响

肌动球蛋白和肌球蛋白的 ATPase活性呈现下降的

趋势。Pb
2+
、Cd

2+
在低浓度 011mmo l/L时可使肌动球

蛋白的 ATPase 活性升高, 随后又明显下降, 在

115mmo l/L浓度时下降为原来的 5513% 和 5511%,

Cu
2+
直接引起活性下降,在 115mmo l/L时下降为空白

值的 4315%。Cu
2+
、Pb

2+
、Cd

2+
均引起肌球蛋白的酶

活下降, 在 115mmo l/L时分别下降为原来的 3119%、
3518%和 3912%。

少量的重金属离子可以使蛋白适度变性, 变性

后某些活性基团暴露,使酶活性增强, Pb
2+
、Cd

2+
可激

活肌动球蛋白 ATPase, Cd
2+
的激活作用大于 Pb

2+
,随

着金属离子浓度的增加, 蛋白发生完全变性,酶活性

降低。但肌球蛋白的 ATPase活性与肌动球蛋白不

同, 呈现下降趋势, 这可能与蛋白结构不同有关, 有

待于进一步研究。低浓度的 Cu2+ 能够抑制蛋白

ATPase的活性, 显示了很强的毒性, 使蛋白活性降

低, 对酶活性有抑制作用,进一步说明了 Cu
2+
的毒性

比较强。

本实验采用 Ca
2+
激活 ATPase来反映重金属离

子对 ATPase活性的影响。肌球蛋白的 Ca
2+
- ATPase

在 1~ 10mmo l/L Ca
2+
存在条件下有很高的活性,而肌

动蛋白存在则无此影响, 因此肌球蛋白的 Ca
2+
-

ATPase活性实际上就是肌动球蛋白的 Ca
2+
- ATPase

活性
[ 2 ]
。本实验条件下 Ca

2+
的浓度为 5mmo l/L, 此时

Ca
2+
-ATPase具有很高的活性。 310mg /mL的蛋白浓

度下,肌球蛋白的 ATPase活性平均为 7919U /g,高于

肌动球蛋白的活性 6618U /g, 与此结论相符。

Ca
2+
动态平衡的轻微变化与低剂量重金属污染

相似,在一定时间内能影响细胞的维持和调节 Ca
2+

信号的能力。曾有 H g
2+
对蚌中 Ca

2+
- ATPase影响的

报道, Hg
2+
能够直接对控制 Ca

2+
- ATPase基因表达的

细胞路径起作用,可能是通过 Hg
2+
激活的 Ca

2+
或酪
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氨酸激活酶发送信号
[ 5]
。

激活剂对酶的作用具有一定的选择性, 即一种

激活剂只能对某些酶起激活作用, 而对另一种酶可

能有抑制作用,有时离子之间可能存在拮抗效应,有

的激活剂在高离子浓度时可以从激活剂转为抑制

剂
[ 6 ]
。Pb

2+
、Cd

2+
在低浓度时作为激活剂, 高浓度时

转化为抑制剂,抑制了 ATPase活性。

212 重金属离子对 SH基总量的影响
由图 3、图 4可知, Pb

2+
、Cd

2+
、Cu

2+
在 011~

115mmo l/L时对肌动球蛋白和肌球蛋白 SH基含量的

影响相似。随 Pb2+、Cd2+离子浓度的增加, 肌动球蛋

白和肌球蛋白的 SH 基含量先升高后下降, 在 Cd
2+

015mmo l/L时, 肌动球蛋白的 SH 基含量最高, 达到

1517 @ 10
- 5
mo l/L, 比原来增加了 7011% ;而肌球蛋白

在 012mmo l /L Cd
2+
时达到最高值 1411 @ 10

- 5
mo l/L,

小于肌动球蛋白的最高值, Pb2+在 011~ 115mmo l/L时

对 SH基含量的影响变化不明显,而 Cu
2+
在低浓度时

引起 SH基含量迅速下降, 肌动球蛋白下降更加明

显,在 012mmo l/L时 SH基含量降为零。

图 3 重金属离子对肌动球蛋白 SH基的影响

图 4 重金属离子对肌球蛋白 SH 基的影响

SH基通常是汞作用的优先位点
[ 7, 8]
。过渡金属

很容易与蛋白质的巯基发生作用, 形成金属-蛋白质

复合物,通常金属离子在蛋白质分子的一定位点结

合,可能产生生物活性, 具有一定的功能。随着变性

剂浓度的增加, 天然状态的蛋白质不断转化为复合

物,最终导致蛋白质完全变性。然而,由于变性剂和

变性蛋白的结合是非常弱的, 因此, 只有高浓度的变

性剂才能引起蛋白质完全变性
[ 7 ]
。Pb

2+
、Cd

2+
高浓度

时引起蛋白质变 性, SH 基含量减 少, Cu
2+
在

011mmo l/L时 SH基含量减少,进一步说明了 Cu
2+
的

毒性比较强,与 ATPase活性变化相符。

金属离子对 ATPase的抑制作用可以通过 DTT

或谷胱甘肽进行还原, 说明金属的毒性作用于蛋白

ATPase的 SH基, 这也就是重金属离子引起肌动球

蛋白和肌球蛋白 ATPase和 SH基变化趋势一致的原

因。也曾有报道认为肌球蛋白的 ATPase是汞作用

于收缩性蛋白的作用位点
[ 9 ]
, 主要是由于肌球蛋白由

不同的可以与汞反应的 SH基组成
[ 10~ 12]
。

对 Cu
2+
抑制 Ca

2+
- ATPase和 N a

+
/K

+
- ATPase的

解释可能是由于酶和功能巯基的出现。重金属根据

金属的类型和氧化状态对 SH 基表现了各种亲和力,

Cu
2+
一旦进入细胞中, 一部分被高亲和力的 SH基诱

导为 Cu
+
。Cu

2+
影响 ATPase中的 SH基有两种可能

的方式 ,直接结合或者通过氧化应激产物氧化
[ 13]
。

重金属离子对 ATPase影响的动力学效应属于

非竞争性抑制, 非竞争性抑制剂一般是具有能结合

酶中 SH基的基团,而这种 SH基对于酶活性来说也

是很重要的, 因为它们有助于维持和稳定酶分子的

构象
[ 6 ]
。

3 结论
随重金属离子 Pb

2+
、Cd

2+
浓度的增加, 肌动球蛋

白 ATPase活性呈现先上升后下降的趋势, 肌球蛋白

明显下降, 添加 Cu
2+
后肌动球蛋白和肌球蛋白的

ATPase活性一直下降, Pb
2+
、Cd

2+
、Cu

2+
对肌动球蛋

白和肌球蛋白 SH基的影响相似。随 Pb
2+
、Cd

2+
离子

浓度的增加,肌动球蛋白和肌球蛋白的 SH基含量先

升高后下降, Cu
2+
浓度的升高引起蛋白中 SH基含量

明显下降,显示了较强的毒性。
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图 3 氮源对混合菌株产酶的影响

图 5 发酵温度对混合菌株产酶的影响

图 4 碳源对混合菌株产酶的影响

图 6 培养时间对混合菌株产酶的影响

表 4 混合菌株接种茶的正交实验结果分析

实验号
A接种量

(% )

B培养

时间 ( h)

C培养

温度 ( e )
空白

效果综合

评分

1 1 1 1 1 7163
2 1 2 2 2 8142
3 1 3 3 3 7195
4 2 1 2 3 8136
5 2 2 3 1 9168
6 2 3 1 2 8183
7 3 1 3 2 7188
8 3 2 1 3 8159
9 3 3 2 1 6189
K1 24100 23187 25105 24120
K2 26187 26169 23167 25113
K3 23136 23167 25151 24190
k
1 8100 7196 8135 8107

k2 8196 8190 7189 8138
k3 7179 7189 8150 8130
R 1117 1101 0161 0131

酵的最佳条件为:接种量为 3% ,培养时间为 16h,培

养温度为 28e 。

3 结论
经过分离选育, 在样品冷泡茶中分离获得三株

生长速度快,能产纤维素酶的菌株 SW 2、SW 3、F29,经

过这三株混合菌株发酵的茶叶, 在冷水中短时冲泡

的浸出物能明显的得到提高。混合菌株对纤维素的分

解能力要明显高于单一菌株,且混合菌株的产酶的最

佳条件为:硫酸铵为氮源, 麸皮为碳源, 温度为 28e ,

培养时间为 4d。混合菌株培养发酵的最佳条件为:接

种量为 3%,培养时间为 16h,培养温度为 28e 。
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