
第!"卷第!期

!""#年$月

无 锡 轻 工 大 学 学 报

!"#$%&’"()#*+,%+-.$/+01"(2+3405%6#/0$1
%&’(!"，)&(!
*+,(，

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
!""#

文章编号：#""-."$/0（!""#）"!."#!!."1

收稿日期：!"""."/.$#；修订日期：!""".#!.!!(
作者简介：江波（#-1!.），男，江苏无锡人，工学博士，副教授(

谷氨酰胺转胺酶对大豆23蛋白质及

肌球蛋白质胶凝性质的影响

江 波， 周红霞
（无锡轻工大学食品学院，江苏无锡!#4"$1）

摘 要：大豆23蛋白与肌球蛋白质经谷氨酰胺转胺酶（56+78）作用后，产物的十二烷基硫酸钠9聚

丙烯酰胺凝胶电泳（3:39;<6=）结果表明，两者均可在分子间生成共价键，形成相对分子质量较大

的聚合物(#">／?@肌球蛋白质溶液加入#"A／>的56+78，于$BC、DE2("的条件下反应-"FGH，

体系的凝胶强度较对照组有了很大提高(#">／?@大豆分离蛋白质溶液与"("!A／F>的56+78在

$2C下保温#B"FGH后，体系粘度增加了#B"F;+·7；而B>／?@的肌球蛋白质加酶并于#"C下保

温#/"FGH后，其粘度值提高了1""F;+·7(
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谷氨酰胺转胺酶（5,+H7>’VX+FGH+78，=Y!($(
!(#$），简称56+78，是一种催化蛋白质分子间或分

子内形成!9（"9谷氨酰基）赖氨酸共价键的酶，它可

催化酪蛋白、乳球蛋白、肌球蛋白、大豆蛋白等蛋白

质的谷氨酰胺残基上的"9酰胺基和赖氨酸残基上

!9氨基相连接，使其形成!9（"9谷氨酰基）赖氨酸共
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价键，从而改变蛋白质的结构和功能性质，赋予食

品蛋白质特有的质构和口感［!］"#$%&’()和 *&(%$+,
’-［.］的研究表明，蛋白质之间发生交联后可以改善

食品质构、溶解性、起泡性、乳化性等功能性质，同

时赖氨酸受到保护，防止美拉德反应的发生"#/%/,
+(等［0］研究了!)!,酪蛋白、",酪蛋白等蛋白质经该

酶交联后体系的溶解性、乳化性以及乳化稳定性，

结果显示上述蛋白质经交联后，蛋白质的功能性质

均有改善"在食品工业中，利用该酶可提高肉制品

及蛋白制品的多项功能性质"
!121年345/［6］等 发 现 放 线 菌（!"#$%"&’$#"()

*(++,-）可生产谷氨酰胺转胺酶，且该酶和动物来源

的酶相比，其作用78、温度、底物专一性具有较广

的范围［6］，酶制剂的成本亦较低，因而它在食品工

业中的应用日益扩大"目前我国也已开展对微生物

产谷氨酰胺转胺酶的研究工作"
目前我国肉类年总产量达9.::万%，其中猪肉

产量为60::万%，分别占世界总产量的.1;及

61".;，是世界第一肉类生产国，也是肉类产品消

费总量最多的国家"肉制品加工中的剔骨肉及碎肉

经<=$)’重组后，可完全被利用，并可恢复或达到

与普通肉相同的功能性质"对于普通肉制品，<>$)’
也可改善其品质，提高产品质量和附加值，从而生

产出优质肉制品"因此，在肉制品中应用<=$)’可

提高原料肉的利用率及改善肉制品的品质，这将对

我国肉制品工业的发展产生极大的促进作用"
作者利用制备的微生物<=$)’，将其作用于分

离制备得到的大豆?@蛋白质和肌球蛋白质，研究

酶作用条件及凝胶后的多项功能性质，为该酶在火

腿肠、香肠、鱼肉制品等肉制品中应用作充分的技

术准备"

! 材料与方法

!"! 材料

<-()、苯 甲 基 氧 化 碳 酰,A,谷 氨 酰 胺 甘 氨 酸

（BCD,=E4,=EF）、十二烷基硫酸钠（@G@）及氧肟酸为

@(>H$公司产品；电泳试剂丙烯酰胺（3I-）、J，JK,
甲叉双丙烯酰胺（C()）、四甲基乙二胺（<L#LG）为

#’-I+公司产品；食品级大豆分离蛋白质为黑龙江

三江集团产品；新鲜猪肉由市场购得；<=$)’由保存

菌种培养、分离制得；其它材料均为食品级、生化级

或3M以上级试剂"
!"# 产酶菌株及培养条件

!"#"! 产 酶 菌 株 轮 枝 链 霉 菌（!"#$%"&’$#"()

*(++(,-）@N6"::.，为无锡轻工大学食品科学研究

室保藏菌株"
!"#"# 斜面培养基 高氏一号培养基"
!"#"$ 发酵基础培养基! 甘油.:>／A，酵母膏.
>／A，蛋白胨O:>／A，#>@P6·?8.P.>／A，N.8QP6·

08.P.>／A；78?":，于!.!R下灭菌.:H(4"
!"."6 培养条件! 取一环培养25的斜面孢子，接

入装有.OHA发酵培养基的.O:HA的三角瓶中，

于0:R、.!:-／H(4条 件 下 培 养65"培 养 液 中

<=$)’活性为O":S／HA，所得培养液经相对分子

质量!::::的膜超滤，收集截留液，冷冻干燥后备

用"
!"$ 谷氨酰胺转胺酶活性的测定方法

参照文献［O］的方法进行"
!"$"! 试剂的配制

试剂3：含有:".H/E／A<-(),盐酸缓冲液（78
9":）、:"!H/E／A羟胺、:":!H/E／A还原型谷胱甘肽

以及:":0H/E／ABCD,=E4,=EF的混合溶液"
试剂C：将0H/E／A盐酸、!.;三氯乙酸及O;

T’BE0·98.P（溶解于:"!H/E／A盐酸中）等体积混

合"
在.HA试剂3中加入:".HA酶液，在0?R

下反应!:H(4，加入.HA试剂C，终止反应并形成

红色铁化合物"离心后取上清液于O.O4H处测定

吸光值，对照组用失活的酶液代替"
!"$"# 标准曲线的制作 分别配制:，.，6，2，!9，

0.#H/E／HA的氧肟酸，取各浓度溶液:".HA，分别

加入.HA试剂3和试剂C，于O.O4H处测定吸光

值，并对氧肟酸浓度（#H/E／HA）作图"
!"$"$ 酶活的定义 在0?R、789":的条件下反

应!H(4生成!#H/E氧肟酸的量定义为!个活力

单位"
!"% 蛋白质含量的测定

凯氏定氮法、福林酚法［9］"
!"& 蛋白质的提取

!"&"! 大豆’@蛋白质的提取 参照<&$4&和

@&(U$)$+(［?］的方法"
!"&"# 肌球蛋白质的提取 按照G45V($+等［2］的

方法进行"
!"( 谷氨酰胺转胺酶作用于蛋白质的条件

!"("! 大 豆’@蛋 白 质 的 反 应 条 件! 取!HA
!:>／A大豆?@蛋白质溶液，加入:".S谷氨酰胺

转胺酶，于0?R水浴中分别保温0:，9:，1:H(4后

立即进行十二烷基硫酸钠,聚丙烯酰胺凝胶电泳

（@G@,Q3=L）检测，对照组为失活酶液加入大豆?@
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蛋白质溶液并在同样条件反应!
!"#"$ 肌球蛋白质的反应条件 取"#$"%&／$
肌球蛋白溶液，加入"’谷氨酰胺转胺酶，于"%(
水浴中分别保温)%，*%，+%#,-后立即进行./.0
1234检测，以失活酶液作为对照组［+］!
!"% 十二烷基硫酸钠&聚丙烯酰胺凝胶电泳

采用$56##7,［"%］报道的./.089,:0甘氨酸不连

续缓冲体系!取不同保温时间下样品溶液%!;#$
与"#$样品处理液（内含;<./.，"%<甘油，=<
巯基乙醇，%!%%;<溴酚蓝及%!%"#>7／$89,:0?@7
缓冲 液），沸 水 中 加 热=#,-后，等 量 上 样（"%
A$）［+］!电泳在恒流条件（"%#2）下进行!大豆B.蛋

白聚合物的电泳采用)<浓缩胶，"%<分离胶；肌球

蛋白聚合物的电泳采用)<浓缩胶，=<分离胶!
!"’ 蛋白质凝胶的形成条件及凝胶强度的测定

采用$7>CD材料试验机测定样品的凝胶强度，

凝胶强度用凝胶的破坏力来表示，室温下穿刺凝胶

实验操作如下："=#$样品装于;=#$烧杯中，样

品直径)%##，探头直径")##，探头下行速度";%
##／#,-，当压缩至样品高度*%<处探头返回，根据

压力0形变图，曲线的第一个峰值即为破坏力（E），

破坏力和形变位置的乘积定义为凝胶强度（EF
##），而未形成凝胶的样品，因观察不到峰值，故可

将破坏力视为零［""］!
!!’!! 底物质量浓度对凝胶形成的影响 分别配

制$，G，*，H，"%&／D$的肌球蛋白溶液，各取"=#$，

按"%’／&蛋白质加入835:6，于)B(水浴中反应

"I，然后于H=(水浴灭酶，;%#,-后冷却至室温，=
(下放置"*I，测其凝胶强度，以失活酶液组为对

照［""］!
!!’!$ 反应温度对凝胶形成的影响 取!(#$"%
&／D$肌球蛋白溶液，按"%’／&蛋白质加入835:6，

分别于=，;%，)=，=%，*=(水浴中反应"I，然后于

H=(水浴灭酶;%#,-后冷却至室温，=(下放置

"*I，测其凝胶强度，以加入失活的酶液试验组为对

照［""］!
!!’!) J?对凝胶形成的影响 用!#>7／$?@7或

"#>7／$E5K?分别调节肌球蛋白溶液的J?至

=!%，*!%，B!%，H!%，+!%，"%!%!取各J?溶液（"%&／

D$）"=#$，按"%’／&蛋白质加入835:6，)B(水浴

中反应"I，然后于H=(水浴灭酶;%#,-后冷却至

室温，=(下放置"*I，测其凝胶强度［""］!
!!’!* 反应时间对凝胶形成的影响 取!(#$"%
&／D$肌球蛋白溶液，按"%’／&蛋白质加入835:6，

分别于)B(水浴中反应;%，G%，*%，";%，"=%，"H%

#,-，然后于H=(水浴中灭酶;%#,-后冷却至室

温，=(下放置"*I，测其凝胶强度［""］!
!!+ 蛋白质体系粘度性质的测定

蛋白 质 溶 液 体 系 的 表 观 粘 度 的 测 定 采 用

?55L60M,:N>#6O69:粘度仪，选用PM!转子，转子转

速为";H9／#,-，在一定温度下测其在剪切速率为

""=9／:时的表观粘度，每个样品测)次，取其平均

值!计算公式如下：!Q"·#，!Q$·%／#
其中!为剪切速率（9／:），体系常数" 为%!+

（#,-／:），#为转速（9／#,-），!为粘度（#15·:），体系

常数$为G"B"，%为转速所对应的响应值!
!!+!! 大豆分离蛋白质（.1R）体系粘度的测定条

件 配制!,&／D$的.1R溶液，按%!%;’／#&蛋白

质加入835:6，于)B(下分别反应)%，*%，+%，";%，

"=%#,-，)B(下测其粘度的变化，对照组加入失活

的酶液［";，")］!
!!+!$ 肌球蛋白体系粘度的测定条件 配制(&／

D$肌球蛋白质溶液，按%!%;’／#&蛋白质加入

835:6，"%(下分别反应)%，*%，+%，";%，"=%，"H%，

;%%#,-，于"%(下测其粘度变化，对照组加入失活

的酶液［";，")］!

$ 结果与讨论

$"! 谷氨酰胺转胺酶对蛋白质聚合的影响

$!!!! 大豆%.蛋白聚合物的形成 谷氨酰胺转

胺酶可以催化蛋白质分子间或分子内的共价交联，

但只有分子间的交联才可增加蛋白质相对分子质

量!大 豆B.蛋 白 经 835:6作 用 后，产 物 的./.0
1234结果见图"!随着835:6作用时间的延长，单

体大豆B.蛋白在逐渐减少，形成了相对分子质量

较大的聚合物，电泳图谱显示此聚合物无法进入"%
&／D$的分离胶!即使将分离胶浓度降为=&／D$，结

果依旧（图谱未列出），这说明聚合物是由于分子间

的交联而形成的!由于样品溶解液中含有巯基乙醇

及./.，表明此大分子聚合物并非由二硫键和氢键

结合而成，而是在分子间形成了共价键!
$!!!$ 肌 球 蛋 白 聚 合 物 的 形 成 肌 球 蛋 白 经

835:6作用后产物的./.01234图谱表明（见图

;）!随着酶作用时间的延长，单体肌球蛋白逐渐减

少，与此同时形成了相对分子质量较大的聚合物，

反应)%#,-后形成的聚合物可以部分进入=&／D$
的分离胶!反应*%#,-后，进入分离胶的聚合物在

减少，未进入分离胶的聚合物在增加!当反应时间

延长至+%#,-时，虽然单体蛋白在逐渐减少，但形
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成的聚合物已有部分无法被样品处理液所溶解，因

此未进入浓缩胶的大分子带有减少现象，此结果说

明大分子聚合物是随着酶作用时间的延长而逐渐

形成的!该结果也表明，"#$%&在较低温度下（’(
)）即可催化肌球蛋白聚合，这对实际生产中低温

肉制品的品质改善将起到重要的作用!

图! "#$%&催化大豆’(蛋白聚合物的电泳图

)*+,! (-(.)/#01$22&3456"#$%&.7$2$89:&;%59<
=&$4’(+85=>8*4

图? "#$%&催化肌球蛋白聚合物的形成

)*+,? )53@$2*5456@95%*41589@&3%%>=A&72&;25"#$%&
23&$2@&42

?,? 反应条件对凝胶形成的影响

?,?,! 底物浓度对凝胶形成的影响 按’!*!’所

述方法进行测定，结果见图+!结果表明，随着底物

浓度的增加，"#$%&催化所形成的凝胶强度也逐渐

增强；而低蛋白浓度下形成的凝胶很弱，不在所用

材料仪的测量量程范围内!蛋白质的凝胶化主要取

决于其内在结构、分子性质、净电荷和相对分子质

量，同时还与蛋白质的浓度有关!蛋白质凝胶的形

成机制一般认为是蛋白质,蛋白质和蛋白质,溶

剂的相互作用以及邻近肽链之间的吸引力和排斥

力平衡的结果!在蛋白质浓度较低时，蛋白质,溶

剂相互作用占优势，体系不易凝结成凝胶!蛋白质

形成网络结构主要依赖于体系中的相互作用，如：

氢键、疏水键和静电相互作用，二硫键的形成与交

换也可使分子间的网络得到加强［’-］!"#$%&可以催

化蛋白质分子间形成!,（",谷氨酰基）赖氨酸共

价键，它的强度是氢键和疏水键的.(倍［’/］!

图B 肌球蛋白浓度对凝胶强度的影响

)*+,B 066&7256@95%*47547&423$2*5454+&8%23&4+2C

?!?!? 反应温度对凝胶形成的影响! 按’!*!.所

述方法进行测定，反应温度对凝胶强度的影响如图

-所示!以肌球蛋白为底物时，最大的凝胶强度出现

在+/)左右!0123等人曾报道［-］，以氧肟酸为底

物时，微生物"#$%&在456!(时，酶的最适反应温

度为-()。随着温度的升高或降低，酶活力均呈

下降趋势!在以肌球蛋白为底物时也出现类似的结

果，这主要与酶的热稳定性有关!在一定的温度范

围内，酶活力随反应温度的升高而增加，超过一定

温度时，酶失活速度超过催化反应速度，从而导致

其活性降低!

图D 反应温度对凝胶强度的影响

)*+,D 066&72562&@1&3$2>3&54+&8%23&4+2C

?!?!B 反应45对凝胶形成的影响! 按’!*!+所

述方法进行测定!肌球蛋白体系所形成的凝胶最大

破坏力出现在456!(!当45高于或低于此值时，

凝胶强度均呈下降趋势（图/）!体系45改变后的凝
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胶强度变化与酶的稳定性有关，在极端的!"下，酶

易失活，从而导致其活性降低#另一方面，改变体系

的!"还会影响蛋白质相互作用过程中的疏水作用

和静电作用之间的平衡，进而影响凝胶的网状结构

和凝胶性质［$%］#当!"&#’时，正处于肌球蛋白质的

等电点（!(为&#%!&#)）附近，蛋白质分子所带净电

荷较少，造成蛋白质相互吸引的疏水作用占优势，

故肌球蛋白质形成了凝结块，无法形成有序的网状

结构，且蛋白质结构相对比较紧密，酶很难与所作

用的肽键接触，故在此条件下，形成的凝胶强度很

弱#

图! "#对凝胶强度的影响

$%&’! ())*+,-)"#-.&*/0,1*.&,2

3#3#4 反应时间对凝胶形成的影响 按5#*#%所

述方法进行测定#反应时间对凝胶强度的实验表明

（图)），在起始)’+,-内，凝胶强度增加较快，之后

再增加保温时间，其变化缓慢，并呈下降趋势#肌球

蛋白与酶长时间作用后，凝胶强度下降的原因尚未

十分明确，可能是所用的酶液中含有极少量的蛋白

酶，长时间作用后蛋白酶水解部分底物#
3’6 谷氨酰胺转胺酶对蛋白质体系粘度性质的影

响

一些液体或半固体类食品的可接受性取决于

产品的粘度或稠度，溶液的粘度与它在剪切力作用

下所受到的流动阻力有关#当蛋白质应用于食品

时，其溶液的粘度是一个重要的功能指标［$%］#
3#6#5 57.大豆分离蛋白（/0(）体系的粘度变化

12345添加量为’#’67／+8蛋白质，反应温度9:
;，!":#&#蛋白质溶液的粘度性质是一些变量之

间复杂相互作用的表观形式，这些变量包括在水合

状态时蛋白质分子的大小、形状、蛋白质<溶剂相

互作用、流体动力学体积和分子柔性。一般来讲，

相对分子质量比较大的蛋白质，其粘度也较大［$%］#
12345对/0(体系的粘度影响见图:#随着保温时

间的延长，体系粘度逐渐增加，而不加酶的体系粘

度在整个反应阶段几乎没有变化#当加酶体系反应

至$6’+,-时，体系粘度达到最大值，再增加保温时

间，粘度反而有所下降，可能原因如前所述#以上结

果表明，由于加入12345，使得体系中蛋白质相互聚

合，随着聚合物的相对分子质量增加，表观直径变

大，因而导致体系粘度增加#

图8 反应时间对凝胶强度的影响

$%&’8 ())*+,-)1*9+,%-.,%:*-.&*/0,1*.&,2

图; <=90*对57>?@A体系粘度的影响

$%&’; ())*+,-)<=90*-.B%0+-0%,C-)57>?@A0C0,*:

3#6#3 !.肌球蛋白体系的粘度变化 12345添加

量为’#’67／+8蛋白质，反应温度$’;，!":#’#
谷氨酰胺转胺酶对肌球蛋白体系的粘度影响如图*
所示#随着保温时间的延长，体系粘度逐渐增加，至

$*’+,-时达到最大值#再增加保温时间，粘度变化

趋于平缓，而不加酶的体系粘度几乎没有变化#与

/0(体系相比，肌球蛋白体系的粘度增加幅度较大#
主要 是 因 为 肌 球 蛋 白 相 对 分 子 质 量 较 大，可 被

18345作用的残基也较多，而/0(是由相对分子质

量较小的各种蛋白组成，故前者的粘度增加值要高

于后者#
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! 结 论

谷氨酰胺转胺酶可催化肌球蛋白和大豆!"蛋

白分子间的交联，"#"$%&’(证实，它由相对分子

质量较大的聚合物形成)高浓度的蛋白质经*’+,-
催化后可形成倒置的凝胶，通过扫描电镜观察，此

凝胶形成了致密的三维网状结构［./］)通过对*’+,-
影响蛋白质胶凝性质的研究发现，酶促凝胶的形成

与蛋白浓度、01、温度、反应时间有关)蛋白质浓度

越大，形成的凝胶强度越大)对.23肌球蛋白体系

而言，酶的最适作用条件为：温度456，01!)2，反

应时间7289:)
本研究亦表明，*’+,-可以改善肉制品中两种

主要的蛋白质，即肉中所含的肌球蛋白和添加的大

豆蛋白的粘度性质)将一定浓度的蛋白质溶液与酶

一起保温，体系的粘度均随保温时间的延长而增

大，而未加酶的体系粘度没有显著变化)上述结果

都证明*’+,-可催化蛋白质分子间的共价交联，从

而提高肉制品质构)
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