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金枪鱼碎鱼肉中肌红蛋白的初步提取和纯化
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摘!要!研究了从肌红蛋白含量较高的金枪鱼加工废弃物碎鱼肉中提取氧合肌红蛋白!得到了提

取的最佳实验条件"样品体积!)"倍的$)$#3’(#4561)%789:06;(缓冲液$提取#)"<$硫酸铵

饱和度2$=盐析等!并经透析$>?@?0AB5<,8’:BCC离子交换柱进行了初步的层析纯化!得到蛋白

质量分数达1.)##=的肌红蛋白%
关键词!肌红蛋白$提取$纯化

中图分类号!A2%")//! 文献标识码!@
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!!肌红蛋白#TH’I(’U9-%TU$是一种单体血红素

蛋白%存在于一些无脊椎动物的肌肉和大多数脊椎

动物的心 脏 肌 和 骨 骼 肌 中’#()在 肌 肉 组 织 肌 浆 中

肌红蛋白的质量分数约为$)!=!!=’!(%相对分子

质量为#%$$$!#.$$$%能可逆地与氧结合%具有转

运和储存氧的作用)
血红蛋白#6B3’I(’U9-%6U$是 存 在 于 动 物 体

内的另一种 主 要 色 素%能 进 行 相 同 的 反 应%结 构 相

似%分子内的 蛋 白 质 都 为 珠 蛋 白%并 都 和 含 铁 的 非

蛋白质部分***血红素#6B3B$络合)肌红蛋白所

含的铁仅占 活 畜 体 内 总 铁 质 量 的#$=)牲 畜 屠 宰

并将含铁的血红蛋白排放干净后%肌肉组织内就会

有2"=的残留铁归属肌红蛋白所有%并成为主要的

色素’/()
肌红蛋白在"[$-3+"1$-3区域有 特 征 吸 收

峰%而在"%$-3处 呈 现 低 谷)这 一 特 点 被 用 于 测

定肌 红 蛋 白 的 浓 度’%(%并 作 为 纯 度 鉴 定 的 一 个

标准’.()
国外对肌红蛋白的研究较早%内容包括肌红蛋

白的氧化特性+动力 学+分 离 和 纯 化%但主要以畜牧

类动物为研究材料’[!%(%水产动物研究较少%对废弃

物的研究利用尚未见报道)国内对肌红蛋白的研究

大多为性质研究%提取纯化方面做得极少’.(%作者首

次报道了在金枪鱼中提取和纯化肌红蛋白的研究)
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@!材料与方法

@A@!实验材料

金枪鱼碎鱼肉!冷冻于\!")$]冰柜中"

@AB!实验仪器!
C+0!$$超 速 分 散 匀 质 机#AN̂ &@44 ;̂";

Z4EA超 速 离 心 机#E&0!#$!Z;紫 外0可 见 分 光 光

度扫描仪#.!!型分光光度计#6>02102@核酸蛋白

检测 仪#T,:SB8C(BW!$$$@0#蠕 动 泵#7H5B/$".
Z’8S,U(B B̂Q’8PB8生理记录仪等"

@AC!实验方法

@)C)@!肌红蛋白的提取!准确称取一定质量金枪

鱼碎鱼肉#加入适当比例的789:06;(缓冲液抽提$
抽滤#滤液于#[$$$8%39-超速离心#除去沉淀#上

清液用#3’(%4*,N6 溶液调整56至.)%$#加入

适当饱和度 的 硫 酸 铵 盐 析#静 置#再 次 进 行 超 速 离

心#沉淀加入少量789:06;(提取缓冲液溶解#同一

缓冲液中透析![<#聚乙二醇浓缩后通过离子交换

柱进一步纯化#测定结果"以上实验均在冰浴中进

行"粗提液$透 析 后 溶 液$层 析 前 液 体 和 层 析 洗 脱

液进行紫 外0可 见 分 光 光 度 扫 描#确 定 肌 红 蛋 白 浓

度#比较各实验步骤的作用和效果"

@)C)B!肌红蛋白的纯化!肌红蛋白粗提液经透析

后做进一 步 的 层 析 纯 化"实 验 层 析 材 料 选 用 >?0
@?0AB5<,8’:BCC#$)$#3’(%4561)%789:06;(
缓冲液与!$$33’(%4*,;(溶液做梯度洗脱#收集

洗脱液&每[39-收集一管’#记录!1$-3光吸收#
并进行分光光度扫描"

@)C)C!肌红蛋白纯度的计算!肌红蛋白含量的计

算参照文献(%)的 公 式!TU&3I%I’_&!"!"\!.$$’

‘!)/$/‘"#其中 TU为/种形式肌红蛋白的总量#

"为稀释倍数"用 双 缩 脲 法 测 定 其 中 粗 蛋 白 含 量#
计算肌红蛋白的纯度"

B!结果与讨论

BA@!提取方案的确定

B)@)@!提取液固比和提取时间组合试验!缓冲液

的体积与碎鱼 肉 质 量 的 比 例&液 固 比’和 提 取 时 间

对提取率影响较大#实验设计了这两个因素的组合

试验"根据文献(.)#确 定 提 取 条 件 为$)$#3’(%4
561)[789:06;(缓冲液#提取固液比分别为!X$$

!X"$/X$倍#提取时 间 分 别 为#X$$#X"$!X$<#硫 酸

铵饱和度为1"=进行提取#超速离心后沉淀加入少

量提取 缓 冲 液 溶 解#静 置 过 夜#上 清 液 用 E&0!#$!
Z;紫外0可见分光光度扫描仪测定[1$!%[$-3的

光吸收值#取 波 峰 和 波 谷 区 域 最 大 光 吸 收 值 作 图#
结果见图#"

图@!萃取液固比和时间组合实验结果图

)-2A@!7((.,0<"(.80$&,0-"%D$"D"$0-"%E0-6.,"6:-%&E

0-"%

!!由 图 可 知#提 取 时 间 为#X"<的 提 取 效 果 比

#X$<和!X$<的都好#而对于提取体积这一因素#
相对样品质量!X"倍和!X$倍体积时#提取效果较

好#而!X"倍的最好#故实验选定!X"倍液固比$提

取#X"<为最佳实验条件"

B)@)B!提取缓冲液浓度的选定!不同的实验样品

应用不同的缓冲浓度#文献用$)$#3’(%4789:06;(
缓冲液做为实验提取试剂(.)#实验选用$)$#3’(%4
和$)$"3’(%4两种浓度进行试验#比较提取效果#
结果见图!"

图B!不同浓度缓冲液结果比较图

)-2AB!7((.,0<"(*-((.$.%0:#((.$E,"%,.$%0$&0-"%<

!!由 图 可 知#$)$"3’(%4的 缓 冲 液 提 取 结 果 较

好#但缓冲液 的 浓 度 对 实 验 结 果 影 响 很 小#根 据 经

济原则#选定$)$#3’(%4561)%的789:06;(缓冲

液作为最佳提取溶液"

B)@)C!提取缓冲液56 值的确定!确定提取条件

为$X$#3’(%4$两倍于样品质量体积的缓冲液#提

取时间#X"<#硫酸铵饱和度为2$=的情况下#选用

56值 分 别 为.X!#1X$#1X!#1X[#1X%#1X1的 789:0
6;(缓冲液及56%X1的磷酸缓冲液分别进行提取

实验#结果见图/"

!!由图可知#同为789:06;(缓冲液#大于肌红蛋

白等电点56值的缓冲液提取效果好#其中561X%
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789:06;(缓冲液提取效果最好!且比文献中所用的

56%X1磷酸缓冲液提取效果更好!说明从不同原料

中提取肌红蛋白应使用不同缓冲液!且碱性缓冲液

提取效果比酸性缓冲液效果好!故实验选定561X%
的789:06;(缓冲液为最佳提取缓冲液"

图C!不同DF缓冲液提取结果图

)-2AC!7((.,0"(*-((.$.%0DF!<:#((.$

B)@)G!硫酸铵饱和浓度的确定!确定提取条件为

$)$#3’(#4561X%789:06;(缓冲液$缓冲液体积

两倍于样品质量$提取时间为#)"<!将等分的实验

样品 分 别 加 入 使 饱 和 度 达 到 .$=!."=!1$=!

1"=!2$=!2"=!#$$=的硫酸铵进行提取!结果见

图["

图G!不同硫酸铵饱和度提取结果图

)-2AG!7((.,0"(*-((.$.%0=66"%-#6+#’(&0.+&0#$&0-"%

!!实验结果表明!硫酸铵饱和度对肌红蛋白的提

取影响极为显著!硫酸铵饱和度低于1$=时!在"[$
-3和"1$-3区域没有特征吸收峰!肌红蛋白未发

生沉降!这与文献报道一致"硫酸铵饱和度为2$=
时!提取 效 果 最 好"故 实 验 选 定 硫 酸 铵 饱 和 度 为

2$="
BAB!肌红蛋白的初步纯化

上述提取条件得到的粗提液!经透析后再用离

子凝胶层析作进一步的纯化!共离子凝胶层析结果

见图""

!!第十二 管 到 十 七 管%即 保 留 时 间 从[139-到

%139-&!洗脱液呈现黄色!!1$-3光吸收也呈现显

著的峰!推 测 是 肌 红 蛋 白!进 一 步 做[1$!%[$-3

的分光光度扫描后证明!图%中的第一个峰即是肌

红蛋白"

图H!离子交换柱洗脱图

)-2AH!I.<#’0<"(D#$-(-,&0-"%?-01J"%E78,1&%2.,"’#6%

!!扫描洗脱液保留时间为%$39-的一管!结果见

图%)发现在"[$-3和"1$-3区域为肌红蛋白的

特征吸收峰!说明实验提取得到了肌红蛋白"

图K!洗脱液保留时间KL6-%一管分光光度扫描结果

)-2AK!+,&%%-%2$.<#’0"(01..’#0.?-01$.0.%0-"%0-6."(

KL6-%

BAC!肌红蛋白的纯度

将从金枪 鱼 碎 鱼 肉 中 提 取 肌 红 蛋 白 的 粗 提 液

和 经 过 透 析 后 的 样 品 液 及 经 层 析 分 离 的 洗 脱 液 进

行肌红蛋白质量浓度测定!结果见表#"
表@!肌红蛋白纯度

4&:A@!I.<#’0<"(93"2’":-%,"%,.$%0$&0-"%<

项目 !"!" !.$$
TU质量

浓度#
%3I#34&

粗蛋白

TU质量
浓度#
%3I#34&

TU
纯度#
=

粗提液 $)!!.["1$)$.$.[$ /)%$2! \ \

透析后
样品液 $)!.11//$)#$!/2! [)$%/[ #1)%""% !#).1

层析洗
脱液 $)$111$1$)$/2[/2 #)#/.$ #)/$"! 1.)##

!!由此可知!透 析 将 肌 红 蛋 白 的 纯 度 提 高 了#X#
倍!而离 子 交 换 层 析 将 其 纯 度 提 高 了[倍!达 到 了

很好的纯化效果"另外!金枪鱼碎鱼肉中肌红蛋白

的含量虽比加工成产品用的金枪鱼肉低!但是差距

不是很大!仍有利用价值"
!下转第#!%页"
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