
文章编号: 1000-0615(2017)06-0845-09 DOI: 10.11964/jfc.20161210642

金乌贼肌肉中三甲胺脱甲基酶的分离纯化及酶学性质

金    洋，  薛张芝，  张洪超，  宋正规，  朱仁义，  步婷婷，  李和生*

(宁波大学海洋学院，浙江 宁波    315211)

摘要：为了提取纯化金乌贼肌肉中的三甲胺脱甲基酶(TMAOase)，本研究采用含有0.1 mol/L
NaCl、pH 7.0、浓度为20 mmol/L的三羟甲基氨基甲烷(Tris)-醋酸缓冲液提取粗酶液，经
透析、浓缩处理后，通过DEAE-52阴离子交换柱层析和Sephacryl S-300柱层析得到了纯化
的TMAOase，并对其酶学性质进行了研究。结果显示，经Sephacryl S-300柱层析的
TMAOase相比粗酶纯化了209.54倍；粗酶和纯化酶的最适温度分别为55和50 °C，当温度
高于最适温度时，酶活性开始出现显著下降，粗酶在80 °C仍残留21.9%的活性；而纯化酶
在80 °C时，几乎检测不到酶活；粗酶和纯化酶的最适pH均为7.0，中性条件下表现稳定，
在酸性和碱性条件下稳定性下降，pH为9.0时，粗酶残留60.7%的活性，而纯化酶的活性
仅为20.5%。以双倒数作图法(Lineweaver-Burk法)测得纯化的TMAOase的Km值为22.8 mmol/L；
经SDS-PAGE电泳分析，测得其分子量为21.3 ku；在化学物质中，柠檬酸和CaCl2对酶活
性具有显著的促进作用，H2O2和Na2S对TMAOase活性有显著抑制作用。
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金乌贼(Sepia esculenta)又名墨鱼，乌鱼，主

要分布于东亚海域。金乌贼的全球年产量在所

有乌贼中高居第2位，是我国北方海域经济价值

最大的乌贼 [1]，与大黄鱼(Larimichthys crocea)、

小黄鱼(L. polyactis)、带鱼(Trichiutus lepturus)并称

为我国传统四大海产。金乌贼可食部分约占总

体质量的92%，富含钙、磷、铁等矿物元素，每

百克乌贼肉中含蛋白质13 g，脂肪仅0.7 g，是一

种高蛋白低脂肪的食品，其肉厚、味美，可

鲜食，亦可加工成墨鱼干，雄性生殖腺干品为

乌鱼穗，雌性缠卵腺干品为乌鱼蛋，均是海味

中的佳品，深受大众喜爱。

金乌贼在冷藏冷冻过程中，组织中的三甲

胺脱甲基酶 (TMAOase)催化底物氧化三甲胺

(TMAO)分解成三甲胺(TMA)、二甲胺(DMA)和

甲醛(FA)[2]。FA可引起蛋白质变性 [3]，导致肉质

发生变化。以往研究表明，该酶主要分布在如

茎柔鱼(Dosidicus gigas)等鱿鱼或墨鱼的肝脏、脾

脏和红肌中 [4]，在白肌 [5]中很少；但国外研究发

现太平洋鳕(Gadus macrocephalus)[6]和明太鱼(Ther-
agra chalcogramma)等[7]的白肌中也存在TMAOase。

贾佳 [8]对茎柔鱼的研究发现，肌肉中的TMAOase

酶 (粗酶 )最适作用温度和pH分别为50 °C和7.0。

冯慧等 [9]也对印度洋鸢乌贼(Symlectoteuthis ouala-
niensi)肌肉中的粗酶和纯化后的TMAOase进行了

研究，得出纯化后的TMAOase分子质量为18.2 ku，

最适温度和pH分别为55 °C和7.0，且该酶在50 °C和

pH 7.0~9.0具有很好的稳定性。

TMAOase的分离纯化是研究酶学性质的前

提和基础，比较常用的方法有硫酸胺沉淀法 [10]、

等电点分离法 [11]、离子交换层析法 [12]、DEAE-

Sephacel弱阴离子交换色谱 [13]和凝胶过滤法 [14]。
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以往研究发现，可利用基因工程合成TMAOase，
其纯度高，特异性好 [15-16]。目前国内外已有对于

该酶在鱿鱼加工等方面的研究 [17-18]，但在金乌贼

中的相关研究鲜见报道，因此本实验针对金乌

贼中TMAOase的分离纯化方法及其酶学性质进

行研究，为进一步阐明金乌贼在贮藏过程中产

生甲醛的机理提供理论支持。

1    材料与方法

1.1    实验材料

金乌贼购于宁波江北路林市场；SDS-PAGE
蛋白电泳试剂，南京生兴生物技术有限公司；

标准氧化三甲胺(TMAO)：分析纯，Sigma公司；

Sephacryl S-300填料：分析纯，GE Healthcare Bio-
Science AB公司；DE-52填料：分析纯，Whatman
公司；PEG20000：分析纯，北京Solarbio公司。

1.2    实验仪器

GL21MC型冷冻离心机，湖南湘仪实验室仪

器开发有限公司；DS-1高速组织捣碎机，上海

精科实业有限公司；UV-3300型紫外分光光度

计，上海美谱达仪器有限公司；HL-2数显恒流

泵、TH-300梯度混合器、HD-3紫外检测仪、HD-
A层析图谱采集分析仪、SBS-100数控计滴自动

部份收集器，上海沪西分析仪器厂有限公司；

ZD-2自动电位滴定仪，上海精密科学仪器有限

公司；VE-180电泳系统，上海天能科技有限公司。

1.3    实验方法

肌肉粗酶液的提取       将金乌贼肌肉在室温

下解冻，称取10 g样品，以l∶5的比例加入抽提

液(0.1 mol/L NaCl, 20 mmol/LTris-乙酸)，混合匀

浆90 s，离心(10 000 r/min, 4 °C, 30 min)，取上清

液；然后用1 mol/L HCl将其酸化，调节pH至

4.5后，离心(10 000 r/min, 4 °C, 30 min)除去杂蛋

白；最后用1 mol/L NaOH调节pH至6.0，继续离

心(10 000 r/min, 4 °C, 30 min)，取上清液，即为酸化

的粗酶液。将其装入透析袋(截留分子量7000 u)，
以20 mmol/L Tris-乙酸缓冲液(含有5 mmol/L Ca2+)
作为透析液，在4 °C下透析过夜，得到粗酶液。

DE-52阴离子柱层析       离子交换采用DEAE-
52填料为介质，用20 mmol/L Tris-乙酸缓冲液(含
有5 mmol/L Ca2+, pH 7.0)洗脱平衡色谱柱(1.8 cm×
50 cm)，将粗酶液上柱，以0~0.5 mol/L NaCl缓冲

液进行线性梯度洗脱。控制流速为1 mL/min，每

管收集5 mL，用紫外检测仪于280 nm测定吸光

值，合并比活力较高的部分洗脱液，用截流分子

质量为10 000 u的膜离心超滤后，再以PEG20000
浓缩，冷藏待后续处理。

Sephacryl S-300凝胶柱层析       先以洗脱液平

衡，然后将浓缩样品上柱，洗脱流速为0.4 mL/min，
分步收集，每管2.5 mL，同时用紫外检测仪于

280 nm测定吸光值，绘制洗脱曲线，并同时检测

酶活性，将活性高的峰合并收集。

TMAOase的活性       参考Kimura等 [19]的测定

方法。根据酶催化TMAO生成等比例的甲醛与二

甲基乙酰胺(DMA)的反应，TMAOase酶活性测定

以生成产物甲醛为准。反应液中含有20 mmol/L
TMAO、2 mmol/L半胱氨酸(Cys)、2 mmol/L抗坏

血酸(Asc)、0.2 mmol/L FeCl2 和20 mmol/L Tris-乙
酸(pH 7.0)，加入酶液，25 °C反应15 min后加入

10% TCA (三氯乙酸)终止反应，经8500 r/min离心

15 min后，取1 mL上清液测定甲醛含量。在相同

条件下，分别以不加酶液的反应液和不加反应

液的酶液作为阴性对照。

SDS-PAGE电泳测分子量       SDS-PAGE电泳

根据Kimura等 [19]的方法。15%的分离胶，4%的浓

缩胶，150 V恒压电泳，微量进样器吸取5 μL蛋

白溶液进行150 V恒压电泳，待溴酚蓝到达底部

时停止电泳，时间约为150 min。
电泳完成后将胶取出，放入大培养皿中，加

入染色液(0.1%考马斯亮蓝R-250染色，甲醇∶冰

醋酸∶蒸馏水体积比为45∶10∶45)，摇床染色l h。
回收染色液后加入脱色液(甲醇∶冰醋酸∶蒸馏

水体积比为25∶10∶65)，在摇床上脱色过夜，直

至蛋白条带可清晰辨认。

最适温度与热稳定性的测定       将粗酶液和

提纯的酶液分别于25~80 °C恒温水浴1 h。取出后

加入1.0 mL 10% TCA混匀, 迅速流水冷却, 然后测

定反应液中甲醛的含量。以最大酶活性为100%，

计算相对酶活。

热稳定性试验：将粗酶和纯化的酶液在不

同温度(25~80 °C)下水浴1 h后，测定酶的残余活

性，以初始温度25 °C下酶活性为100%，计算相

对酶活。

最适pH及其稳定性       将粗酶和纯化的酶液

在pH为4.5~9.0的反应液中测定酶活性，用乙酸

调节pH至4.5~6.5，用100 mmol/L Tris-HCl缓冲液

846 水    产    学    报 41 卷

 

http://www.scxuebao.cn



调节pH至6.5~9.0，以最大酶活性为100%，计算

相对酶活。

pH稳定性试验：将粗酶和纯化酶置于不同

pH (4.5~9.0)缓冲液中，45 °C下静置2 h后，测定

酶的残余活性，以最大酶活性为100%，计算相

对酶活。

酶促反应动力学       以不同浓度的TMAO为

底物，在20 mmol/L Tris-醋酸溶液(pH 7.0)、2 mmol/L
Cys、2 mmol/L Asc和0.2 mmol/L FeCl2混合液中加

入纯化的酶液，50 °C下测定前10 min酶活性。以双

倒数作图法(Lineweaver-Burk法)，求出TMAOase
对TMAO的Km值。

化学物质对酶活性的影响       将2 mmol/L Cys、
2 mmol/L Asc、0.2 mmol/L FeCl2共同添加到20 mmol/L
Tris-醋酸溶液(pH 7.0)、20 mmol/L TMAO标准反

应体系中，以此作为反应液。向纯化的酶液中分

别加入添加剂，4 °C作用30 min，再加入上述反应

液，测定其残留酶活。添加剂分别为2~10 mmol/L
的柠檬酸 (citric acid, CA)、Na2S和CaCl2以及

0.06%~0.30% H2O2。以不加入任何添加剂的酶活

性为100%，计算相对酶活。

蛋白质的测定       按Lowry等[20]的方法，在波

长280 nm处比色测定。

甲醛的测定       按乙酰丙酮分光光度法[21]，在

波长414 nm处比色测定。

数据分析       采用Origin 8.5进行数据处理与分

析，实验设3个平行，结果以平均值±标准差(mean±
SD) 表示，采用SPSS 17.0 ANOVA进行方差分析，

P<0.05为差异显著。

2    结果与分析

2.1    TMAOase的分离纯化

DE-52离子交换柱层析       将透析后的粗酶

液上样，经NaCl溶液线性梯度洗脱后，用紫外

检测仪在280 nm处检测并采集图谱(图1)。金乌贼

肌肉粗酶在DE-52离子交换洗脱后，在6~12管之

间出现第1个蛋白峰，说明洗脱液中含有一定量

的蛋白质，但没有检测出TMAOase的酶活，故

为无酶活性的杂蛋白。当洗脱至第40~60管时，出

现较明显的蛋白峰，在第42~58管检测出TMAOase
的酶活，且与蛋白峰基本重叠，在第48管酶活达

到最高，其纯化倍数为粗酶的130.92倍。收集该

洗脱峰，经浓缩后，上样于Sephacryl S-300柱层析。

Sephacryl S-300凝胶柱层析       经Sephacryl
S-300凝胶柱层析后得到的纯化酶在26~45管有

较好的洗脱峰，且峰型基本对称 (图2)。在30~
40管有明显的TMAOase酶活性。收集此组分，

进行纯度检验以及酶学性质研究。

用0.1 mol/L NaCl与pH 7.0的20 mmol/L Tris-醋
酸缓冲液提取金乌贼肌原纤维中的TMAOase，
后经酸碱处理去除杂蛋白，TMAOase纯化了

4.13倍，产率达到79.45%。经DE-52阴离子交换柱

和Sephacryl S-300凝胶柱层析后，纯化了209.54
倍，产率为31.72%(表1)。

2.2    TMAOase的性质

酶的分子量       将经DE-52阴离子交换柱和

Sephacryl S-300凝胶柱层析后得到的样品分别

经SDS-PAGE电泳分析、考马斯亮蓝R-250染色脱

 
图 1    TMAOase的DE-52离子交换洗脱曲线

Fig. 1    Elution profile of TMAOase by DE-52 ion
exchange column chromatograph

 
图 2    TMAO酶的Sephacryl S-300凝胶层析洗脱曲线

Fig. 2    Elution curve of TMAOase by Sephacryl S-300
Gel column chromatograph

6 期 金    洋，等：金乌贼肌肉中三甲胺脱甲基酶的分离纯化及酶学性质 847

 

http://www.scxuebao.cn



色后得到单一的条带(图3)，得出金乌贼肌肉中

TMAOase的分子量为21.3 ku。
TMAOase的最适温度及热稳定性       以TMAO

为底物，粗酶和纯化酶在不同温度水浴1 h后，

随着温度的升高，酶活性先上升后下降，粗酶

和纯化酶的最适温度分别为55和50 °C，当温度

高于最适温度时，酶活性开始出现显著下降

(P<0.05)，粗酶在80 °C仍残留21.9%的活性，而

纯化酶在80 °C时，几乎检测不出酶活(图4-a)。
金乌贼肌肉中提取的粗酶和纯化酶的热稳

定性在低于50 °C时较好，高于50 °C时，纯化酶

活性迅速降低，说明50 °C是其热稳定性的拐点，

当温度升高至70 °C时，纯化酶活性仅为6.4%；

而粗酶在80 °C时仍具有95.7%的活性(图4-b)。
TMAOase的最适pH及其稳定性       随着pH

值的上升，粗酶和纯化酶的活性先升高后降

低，2种酶在pH 6.5~7.5均表现出很高的活性，其

中pH 7.0时，酶的活性达到最高(图5-a)。而在酸

性和碱性条件下，酶活性下降明显。

粗酶和纯化酶在不同pH下保持2 h后，在pH
7.0时稳定性最高，在酸性或碱性条件下，酶的

稳定性都有所降低。粗酶在pH 5.5~7.5时仍能保

持较高稳定性，而纯化酶的稳定性在酸性和碱

性条件下，下降均较为明显(图5-b)。
酶促反应动力学       利用双倒数作图法，得

表 1    金乌贼肌肉TMAOase的分离纯化过程

Tab. 1    Purification process of TMAOase from muscles of S. esculenta

纯化过程

purification process
总酶活/U

total enzyme activity
总蛋白/mg
total protein

比活力/(U/mg)
specific activity

纯化倍数

purification fold
产率/%

yield

粗提液　crude extraction 602.4 2512.7 0.24 1.00 100.00

酸碱处理　acid-base treatment 478.6 483.0 0.99 4.13 79.45

DE-52 389.6 12.4 31.42 130.92 64.67

Sephacryl S-300 191.1 3.8 50.29 209.54 31.72

 
图 3    金乌贼肌肉TMAOase的SDS-PAGE图谱

M. 标准分子质量，1. 粗酶液，2. DE-52，3. Sephacryl S-300

Fig. 3    SDS-PAGE pattern of TMAOase from
S. esculenta muscle

M. standard molecular weight, 1. crude enzyme, 2. DE-52,
3. Sephacryl S-300

 
图 4    粗酶和纯化酶的最适温度(a)及热稳定性(b)

Fig. 4    Optimal temperature (a) and thermal stability (b) of crude and purified TMAOase
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出金乌贼肌肉中TMAOase米氏常数。反应速率

与底物浓度的拟合方程为Y=13.349X+0.574(R2=
0.9972)，计算出酶的Km值为22.8 mmol/L。

化学物质对TMAOase纯化酶活性的影响     
 将不同浓度的CA、CaCl2、H2O2和Na2S加入粗酶

以及纯化的酶液中，分别于4 °C下作用30 min。结

果显示，CA对酶活性具有显著的促进作用(P<0.05)；
相比粗酶，CA对于纯化酶活性的提升更明显，

当CA浓度为10 mmol/L时，纯化酶的酶活达到原

来的2.12倍；CaCl2对纯化酶活性亦具有显著的促

进作用(P<0.05)，但不同浓度之间的差异不显著

(P>0.05)。当添加剂浓度低于6 mmol/L时，酶活

性增加显著 (P<0.05)，高于该值则不显著增长

(P>0.05)；Na2S和H2O2对于酶活性的抑制作用显

著(P<0.05)，当Na2S的浓度在10 mmol/L、H2O2的

浓度在0.30%时，均可使TMAOase纯化酶完全失

活，而粗酶在此条件下仍具备一定的活性(图6)。

3    讨论

本研究运用DE-52阴离子交换柱层析和Sep-
hacryl S-300柱层析的纯化方法，对金乌贼肌肉中

的TMAOase进行纯化，纯化倍数达到了209.54，
与Kimura等 [19]对于明太鱼的研究结果基本相符。

而冯慧等 [9]使用此方法对印度洋鸢乌贼进行了研

究，其纯化酶相比于粗酶纯化了300倍，说明印

度洋鸢乌贼肌肉中的TMAOase更适用于此法纯

化。通过SDS-PAGE电泳分析，得到该酶的分子

量为21.3 ku，这与冯慧等 [9]的研究相类似，但与

其他鱼体中提取的相似的酶有很大区别，Benjakul
等 [22]从蛇鲻(Saurida filamentosa)的肾脏中部分提

取了TMAOase，且纯化了82倍，分子质量为128 ku。
Kimura等 [19]从明太鱼肌肉中得到了13 260倍的纯

化率和产率为13%的TMAOase, 且通过Sephacryl
S-300测得分子质量为400 ku。

Kimura等 [23]对明太鱼肌纤维中TMAOase最
适温度的研究发现，TMAOase在25 °C比较稳定，

加热到50 °C时就会失活。朱军莉等 [24]也发现了

茎柔鱼肾脏和肌肉中酶的最适反应温度为40~
50 °C。这说明提取原料不同，TMAOase的最适

温度存在一定差异。且TMAOase在海产动物组

织中分布广泛，Rehbein等 [25]在中国东海和南海

海域检测的300种海洋鱼类中，均检测到TMAOase
活性。

在热稳定性实验中，本实验结果与冯慧等 [9]

对印度洋鸢乌贼肌肉中TMAOase的研究相似，

在低于50 °C时，粗酶与纯化酶均保持较高的热

稳定性。在加工贮藏中，尤其在乌贼的干制过

程中，热风干燥的温度基本稳定在40~50 °C，在

此温度下TMAOase依然保持较高的热稳定性，

这会对乌贼干制品的品质带来不利的影响[26]。

Fu等 [ 2 7 ]研究茎柔鱼肌肉中酶的最适pH为

7.0，Benjakul等 [22]同样发现，从蛇鲻肾脏中提取

的TMAOase的最适pH也为7.0。这与本研究的金

乌贼肌肉中酶的最适pH为7.0的情况基本一致。

这是由于酸碱条件下的电荷排斥，引起酶的结

构发生改变，导致酶的活性降低，所以TMAOase
在中性条件下活性较高[28]。且在乌贼生产加工过

程中的一些处理方法，如酸化或碱化有助于降

低TMAOase的活性，从而减少甲醛的产生[29]。

印度洋鸢乌贼 T M A O a s e的 K m值为 2 4 . 7

 
图 5    粗酶和纯化酶的最适pH(a)及其稳定性(b)

Fig. 5    The optimum pH (a) and pH stability (b) of crude and purified TMAOase
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mmol/L[9]，茎柔鱼TMAOase的Km值为26.2 mmol/L[30]。

本实验测得该酶的Km值为22.8 mmol/L，相比较

而言，金乌贼肌肉中TMAOase对底物TMAO的亲

和力较强。

在添加剂对于酶活的影响中，CaCl2对于酶

的促进作用可能是由于Ca2+是该酶的活性中心[31]，

而H2O2和Na2S都具备一定的酸碱性，故对酶活

性有抑制作用[32]，且超过一定浓度均可使TMAOase
失活。因此，这2种抑制剂都可用于乌贼的加工

工艺中，抑制酶的活性，进而减少组织中还原

产物甲醛的产生。这对于更好地控制乌贼在加

工及贮藏过程中产生内源性的甲醛有一定的意义。

粗提液经酸碱处理后，通过DE-52阴离子交

换柱层析和Sephacryl S-300柱层析得到了纯化

209.54倍的TMAOase，金乌贼肌肉纯化TMAOase
的分子量为21.3 ku。粗酶和纯化酶的最适温度分

别为55和50 °C，2种酶在低于50 °C时热稳定性较

好，pH 7.0为2种酶的最适pH，且稳定性都达到

最高。TMAOase的Km值为22.8 mmol/L。柠檬

酸、CaCl2和H2O2、Na2S对肌肉TMAOase纯化酶

分别具有显著的促进和抑制作用。本研究为金

乌贼在贮藏过程中产生甲醛的机理提供理论支

持，而TMAOase随时间在不同贮藏条件下的活

性变化，是本实验进一步研究的主要方向。
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Purification and enzymatic properties of TMAOase from
muscles of Sepia esculenta

JIN Yang ,     XUE Zhangzhi ,     ZHANG Hongchao ,     SONG Zhenggui ,    
ZHU Renyi ,     BU Tingting ,     LI Hesheng *

(School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo    315211, China)

Abstract: In order to extract and purify TMAOase, acetate buffer made of NaCl (0.1 mol/L) and Tris-CH3COOH
(pH 7.0, 20 mmol/L) was used to extract from the muscles of cuttlefish.After the process of acid, alkali, dialysis
and  concentrated  treatment,  the  extract  was  further  purified  by  DEAE-52  Sephacel  and  Sephacryl  S-300
chromatography. The enzymatic properties of TMAOase were also studied. The results revealed that the enzyme
purified by Sephacryl S-300 was 209.54 times purer than the crude enzyme. The optimum temperature of the curde
and purified enzyme was 55 and 50 °C, respectively. Moreover, their thermal stability decreased significantly over
this temperature. As the temperature reached 80 °C, crude enzyme still retaimed 21.9% of its activity. Whereas
purified enzyme lost its activity totally. The optimum pH of the purified enzyme was 7.0, which stayed well at this
pH, but decreased in acidic and alkaline conditions. As the pH increased to 9.0,especially, the activity of crude and
pure enzyme reduced to 60.7% and 20.5%, respectively. The Km of TMAOase measured by Lineweaver-Burk
double reciprocal mapping method was 22.8 mmol/L. The purity of the obtained TMAOase was proved by SDS-
PAGE, with a molecular weight of 21.3 ku. Chemicals of citric acid and CaCl2 remarkably promoted the activity of
the enzyme , while H2O2 and Na2S significantly inhibited TMAOase activity.
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