
第8卷第2期

1999年6月

上海水产大学学报
JOURNAL OF SHANGHAI FISHERIES UNIVERSITY 

Vol. 8， No. 2 

June， 1999 

日本甥肌动球蛋白热变性和冷冻变性
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摘 要 研究了日本饲肌动球蛋白经变性和冷冻后ATPase活性、总统基数和不饱和统基

数及蛋白质浓度的变化。结果表明，热变性后肌动球蛋白Ca2 t ____ ATPase 和 Mg21← - ATPase 

活性F降，且Ca2+→--ATPase活性有明显转折。 低温热变性后对总统基数影响较小，温度增高时，

流基数逐渐下降，而不饱和流基数在30'C之前，呈动态变化 ，之后又逐渐减少。热变性后，肌动球蛋

白浓度也降低。冷冻变性后，肌动球蛋白ATPase活性和总统基数随冷藏时间而明显下降，冷藏温

度越低 ，ATPase活性下降越慢。
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肌动球蛋白(actomyosin， AM) (A TPase)活性是广泛用于评估蛋白质冷藏稳定性的指标

[Arai 1974， Arai 和 T akashi 1977J。肌动球蛋白在水产动物肌肉中含量较多，且其性质重要，

因此，有关鱼类肌动球蛋白稳定性有过不少的研究报道。随着蟹类养殖量的增加，蟹的冷冻变

性成为影响蟹类加工一个难题。有关蟹类肌动球蛋白稳定性的变化几乎未见报道。本文从蟹类

肌动球蛋白稳定性方面，对日本饵肌动球蛋白 ATP ase性质作了初步的研究。

1 材料与方法

1.1 材料

市购活蟹，取肌肉剪碎媲合，精确称量备用。

缓冲液A，ZOmmol/L三起甲基氨基甲烧一一马来酸缓冲液，内含O.05mol /LKCL。
缓冲液A，ZOmmol/L三起甲基氨基甲烧一一马来酸缓冲液，内含O.5mol /LKCL。

Folin一一酣试剂 AB液，氯化钙，氯化镜，硫酸锢酸，Elon 试剂等均为分析纯。

1.2 方法

1. 2.1 肌动球蛋白的制备
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0�4"C下，蟹肉以4倍缓冲液 A匀浆，离心弃去上清液，重复两次，沉淀以5倍缓冲掖B洗

撮，离心，重复两次，上清被收集静置1h后，纱布过滤，滤液为 AM样品，冷藏备用。

1. 2. 2 肌动球蛋白的热变性

将肌动球蛋白样品液分装于若干个离心管中，置于不同温度的恒温播中，恒温5min，迅速

取出样品置于冰洛中冷却。将变性样品在10，000 rpm/min 下离心5min，上清液测定其ATPase

活性，同时测蛋白质浓度。

1. 2. 3 肌动球蛋白冷冻变性

将日本甥速冻置于一18"C、 30'(: ，定期取样，O"C解冻后，提取肌动球蛋白，并测定 AT

Pase活性。

1. 2. 4 蛋白质浓度的测定

以牛血清蛋白为标准品，按Lorr y 等[1951J的方法测定。

1. 2. 5 CaH -ATPase活性的测定

按万建荣等[1993J的方法。

1. 2. 6 MgH -A TPase活性的测定

按万建荣等[1993J的方法。

1. 2. 7 蛋白质浓度变化的测定

测活性的与未加热样品浓度之比为蛋白质的变化。

1. 2. 8 总提基数(Total-SH)的测定

适量肌动球蛋白用磷酸盐缓冲液(pH 8. 0， 1 = O. 025， O. 5mo!KCL) 稀释至3m!，加入

3m!8M尿素，氓合后取出3m!，加20μIDTNB<39. 6mgDTNB溶于10m! 磷酸缓冲液，pH 7.0， 1 
=0.1)显色20min，以剩下的?昆合液加20μIHzO 为空白，412nm测吸光度。

SH = A X D X C户r/ε

上式中，A-412nm处的吸光度，D一稀释倍数，E一分子吸光系数13600 /(mol，cm/U，Cpr 一蛋

白质浓度。

1. 2. 9 不饱和颈基数(Un-SH)敬的测定

以3mL HzC)代替变性用尿素，其余步骤及计算同总琉基数的测定。

2 结果与讨论

2. 1 肌动球蛋白热变性后ATPase活性

肌动球蛋白变性与冷冻蛋白的稳定性有关[Jian g等1991J，ATPase活性为评定储藏过程

中蛋白质稳定性的一个广泛运用的指标。ATPase活性受 pH值影响较大，一般在6以下或9以

上急剧增加〔桥本和 新井1985J，中性条件下较稳定。本文采用中性缓冲液以排除pH值的影
响。不同温度下Caz+ -A TPase活性和 Mg2+ -A TPase活性见图1。由图1可虹，Ca2+ -AT

Pase活性在25'C之前变化 较慢，至25"C后，活性迅速下降，形成转折，50"C以后，活性趋于零，

这与草虾在25C有一转折点相类似[]iang等1991J， 而与中国对虾在35"C有一拐点不同 [林

洪 等1996J。而 Mg2+ -A TPase活性在40C之前，呈直线下降，无明显拐点，至50"C后，活性渐

趋于零。多数低温水域鱼类热变性后Ca2+ -A TPase活性无明显拐点，30"C基本失活[新井等
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1973， Kariya 等 1986J， 而日本饵在45"C以后，逐渐失活， 说明不同种类蛋白质之间的差异

性。一般 Ca 离子激活 ATPase活性，Mg离子只有在低离子强度下才能激活 ATPase活性 [万

建荣1993J。比较图l和图2，肌动球蛋白在同一温度下Ca2+ - A TPase活性比Mg2+ -A TPase 

活性高，说明在本实验条件下，Mg离子激活能力比Ca 离子弱，这与中国对虾肌动球蛋白热变

性后 Ca 2+-A TPase活性比Mg2+-A TPase活性强相一致[林洪等1996J。
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图2 不同温度处理Mg2+ -ATPase 活性变化

Fig. 2 The Mg2+ -ATPase activity of AM 

at different temperatures 
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图1 不同温度处理Ca2+ -ATPase 活性变化

Fig. 1 The Ca2+ -ATPase activity of AM 

at different temperatures 
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肌动球蛋白的热变性后疏基数的变化

图3分别为肌动球蛋白总和不饱和琉基数

的变化曲线。蛋白质结构稳定，易变性及酶的催

化作用与琉基变化密切相关。不饱和琉基位于

蛋白质分子的表面，易与试剂反应，而蛋白质分

子内部琉基不易反应，需用变性剂破坏蛋白质

分子的结构，使其反应性增加。从图中可看出，

低温热变性后对琉基数影响较小，温度增高时，

琉基数逐渐下降。总琉基数在15"C之前下降，至

30"C略有增加，30'C以后明显下降，而不饱和琉

基数在30'C之前，呈动态变化，之后又逐渐减

少，这可能是在低温时，蛋白质分子结构解旋，

分子构象松散，使得蛋白质分子内琉基与试剂

反应性增加，当温度进一步增高时，蛋白质发生变性，疏基被氧化生成二硫键，致琉基数下降。
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肌动球蛋白热变性后的溶解度变化

肌动球蛋白受热作用后，蛋白质空间结构受到不同程度的影响，蛋白质热凝集，导致蛋白

质榕解度的下降。日本甥肌动球蛋白溶解度随温度而变化(图4)。由图4可见，温度对蛋白质的

榕解度有很大的影响。温度低时，其变化趋势较慢，随温度的升高，蛋白质溶解度迅速降低，在

30"C时，蛋白质溶解度下降20%，至40'C下降近40%，此结果与中国对虾肌动球蛋白热变性后

溶解度的变化趋势相类似[林洪等 1996J。此结果也揭示了日本饵肌动球蛋白对温度变化的敏

2.3 
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感性。从肌动球蛋白活性随温度变化及肌动球蛋白 溶解度随温度变化，可以看出两者具有一定

的相关性。

2.4 肌动球蛋白冷冻变性后活性变化

冷冻速度、冷藏时间和冷藏温度是影响水

产品蛋白质质 量的重要因素[B it o1976， Fuku

da 1986J。表l列出肌动球蛋白 ATPase活性随

冷藏时间及温度的变化。由表1可见，ATPase

活性随冷藏时间而明显下降，冷藏温度越低，
ATPase活性下降越慢。由表2可见，就基数随

贮藏时间逐步降低，贮藏温度越低，琉基数下降
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越慢。Jian g等[1988J研究了在冷藏期间疏基数

的变化发现，总琉基数下降32%-44%时，不再 图4 肌肉球蛋白热变性后的浓度变化

变化，他认为总琉基数下降是由于琉基被氧化 Fig. 4 Change of solubility of 

成二硫化物，但贮藏期间形成氧键、OH键和二 AM due to denaturation 

硫化物，掩盖在分子内琉基逐渐暴露而氧化，当暴露和氧化琉基达到平衡时，琉基数不再变化。

Buttkus[197 1J研究了兔和虹蹲鱼的蛋白质 稳定性，发现 Ca2+ -A TPase活性下降与琉基氧化

有关，Hamada 等[1997J的实验进→步证实了 CaZ f -ATPase活性下降与班基氧化有关。本实

验中热变性及冷冻变性后总琉基数下降表明CaZ+ -A TPase活性下降可能是由于肌动球蛋白

活性部位就基数的氧化。

表1 矶动球蛋白ATPase活性随冷藏温度及冷藏时间的变化

Tab. 1 Change of ATPase activity of AM during storage 

贮藏温度 贮藏时间(W)
("C ) 。 2 3 4 5 6 7 8 

一18 0.413 0.353 0.334 0.250 0.210 0.203 0.197 0.176 O. 154 

000.0) (85. 47) (80.87) (60.53) (50.85) (49.15) (47.70) (42.62) (37.29) 
一30 0.413 0.405 0.376 0.352 0.344 0.341 0.312 0.276 0.245 

000.0) (98.06) (91. 04) (85.23) (83.29) (82.57) (75.74) (66.83) (59.32) 

注2括号内数字为肌动球蛋白ATPase活性与初始条件下活性之比的百分数

寝2 肌动球蛋白总疏基撒在冷藏过程中的变化

Tab.2 Change of total-SH of AM during storage (md. SH!10-Sgpr) 

贮藏温度
CC) 

一18
-30 

贮藏时间(W)
。

10.364 

10.364 

2 

10.102 

10.235 

4 

9.566 

9.850 

6 

9.327 

9.773 

8 

7.892 

8. 727 

骨鸟食品学校1998届毕业生赵风初和彭丙芹参加部分测试工作，作者深农谢意。
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THERMOSTABILITY AND FREEZE DENATURATION OF 

CHARYBDIS JAPONICA 

LlU Qing-Hui， SUN Yao， WANG Cai-Li 

<Yellow sea /ishery research institute. CAFS， Qingdao 266071) 

YINLi 

<Marine division 0/ Shandong Province， Qingdao， 266071) 

ABSTRACT The thermostability and freeze denaturation of A TPase activity， total-SH 

and actomyosin(AM) from Charybdìs japonica were studied. The results indicate that Ca2+

or Mg2+ -A TPase activity of Am decreased due to thermal denaturation and Ca2+ -A TPase ac

tivity of AM showed an inflecting point. Low temperature made less effect on total-SH 

which decreased gradually with the increase of incubating temperature. However， Un-SH 

showed an irregular change curve before 30'C， after then decreased gradually. The concen

tration of AM (AM solubility) decreased with thermostability. ATPase activity and total-SH 

of AM decreased with the time of frozen storage. The lower the frozen temperature was， the 

slower the decrease in A TPase activity would be. 

KEYWORDS Charybdis japonica， actomyosin， thermostability， freeze denaturation 


