
胞外高铁肌红蛋白还原酶电子传递活性位点的研究

王  玮, 金邦荃, 陆  艳, 刘瑾玲

(南京师范大学食品科学与营养系,江苏 南京 210097)

[摘要 ]  以 NADH为反应体系的启动剂, 研究猪心肌提取液中高铁肌红蛋白还原酶 (M eMt base)活性的表达,实

验结果证实酶活性的表达依赖 NADH启动, 且 01 2mM NADH浓度可充分启动 M eMt base活性的表达. 研究还表

明, ATP可全程抑制 M eMt base呼吸链电子的传递,抑制酶的活性; N aN 3通过阻断呼吸链第三位点电子传递来

抑制酶活性的表达;而 N-E thy lm ale im ide能与 M eMt base官能团巯基 ( - SH )瞬间结合并快速使酶活性丧失 ;二价

金属离子能干扰活性的表达, Zn2+可促进 M eMt base活性的表达;而 Cu2+和 M g2+均抑制酶活性的表达, 且 M g2+

抑制强度大于 Cu2+ .金属螯合剂 EDTA可掩蔽自由金属离子对 M eMt base酶促反应的干扰,改善酶活性的表达.
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Abstract: M eMt base extrac tion from porc ine cardiac m usc le w as studied on its enzym e b io chem ica l properties. Fo r

study ingM eMt base active site, NADH, ATP, NaN 3, N-E thy lm a le im ide and d iva lentm e tal ions w ere used as b lo ckers o r

agon ists in th is research. The resu lts show ed that the express ion o fM eMt base ac tiv ity depended on NADH starting. The

m ost optimum NADH concentration w as 012mM so that NADH w as a promo tor forM eMt base. In the reaction system,

M eMt base activ ity w as inhib ited by the h igher ATP leve ,l because ATP cou ld block e lec tron transport in resp ira tory

cha in. A t the third site M eMt base activ ity w as blocked by NaN3. M eMt base was inac tive through N-E thy lm a le im ide

bond ing the sulfhydry l g roup( - SH ) in enzym e prote in structure at them om ent. In addition, M eMt base ac tiv ityw as in-

ter fered by som e div alent m eta l ions, such as Zn2+ , Cu2+ and M g2+ . M eMt base activ ity w as increased by Zn2+ , wh ile

it was decreased by Cu2+ and M g2+ . The inhib ition ofM g2+ w as mo re than that of Cu2+ . The freem e tal ions could be

blocked by EDTA as a m eta l chelato r. W hen EDTA w as added in reaction sy stem, M eMt base activ ity w as expressed e-

nough.
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  高铁肌红蛋白还原酶系统 (M eMt base system )概念的提出,源于临床医学上的一个推断. 研究者发现,

人体红细胞中的血红蛋白 (H b)在生理条件下易自动氧化生成高铁血红蛋白 (M etH b), 而三价 H b ( Fe
3 +

)

在体内含量很低.由此, 可以断定活体内存在一种能将 M etH b还原的体系. 随后研究表明,肌红蛋白 (M b)

与细胞中的线粒体内电子传递体系密切关联,且在低氧环境下比 H b更易于氧化. 然而, 体内高铁肌红蛋

白 (M eMt b)含量却并不是很高, 故动物体内一定也存在一个类似于 H b的还原体系, 能还原 M eMt b. 自

1960年起,一些学者在牛肉保鲜的研究中注意到, 牛肉中存在天然的还原系统
[ 1 ]

.现在普遍认为, M eMt -

base主要存在线粒体中,且在微粒体中也低水平存在
[ 2]

; M eMt base作为 M eMt b的酶促还原反应中关键酶,

以 NADH作为辅酶并参与电子传递,有效地将 M eMt b( Fe
3+

)还原成二价 M b( Fe
2+

)状态, 维系肉品色泽的
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稳定性
[ 3]

. 但对于 M eMt b是否能直接被电子传递链所还原还存有争议,本实验拟通过特异性阻断剂,研究

M eMt base在电子传递链中的阻断位点,试图解释 M eMt b的酶促还原反应与 NADH呼吸链之间的关系, 并

探讨诱导 M bO2自动氧化的外在因素.

1 材料与方法

111 标准品及制备

  95%马心肌肌红蛋白 (M b, S igm a公司 ) ; 93%猪心肌高铁肌红蛋白 (M eMt b本实验室自制 )
[ 4]

.

112 M eMt base液制备

5 g肉样 + 210mM磷酸盐缓冲液 ( pH 710) 上清液.

113 标准液与工作液

将马和猪 M eMt b配制成 0175 mM浓度的标准液, 并以马 M eMt b标准液为参照系; 工作液分别由 510

mM EDTA、310 mM K 4Fe( CN ) 6、210 mM NADH、50 mM pH 710磷酸盐缓冲液等组成.

114 仪器与化学试剂
主要仪器: Spectrum lab54紫外可见分光光度计 (上海 )、FJ-200高速分散匀质机 (上海 )、PH S-3C型精

密 pH计 (上海 )、超级恒温水浴锅 (上海 ).

化学试剂: EDTA( Am resco)、NADH ( 98% , Am resco)、ATP( 98% , Am resco)、N-E thy lm a leim ide( 98%,

东京化成工业 )、N aN3、CuSO4、M gSO4、ZnSO4、N a2H PO4、N aH 2PO 4、K3 Fe( CN ) 6、K4Fe( CN ) 6 # 3H2O (全为

AR级 ) .

2 实验方法

211 M eMt base活性鉴定

  取适量 M eMt base提取液加入 EDTA和磷酸盐缓冲液,于波长 K= 580 nm处, 测定 M eMt b与 M bO2的

吸光度,摩尔消光系数 ( E= 12 @10
3

m o l
- 1# cm

- 1 # L)
[ 5, 6]

.

M eMt base活性单位: 1U = 1 nm o l# m in
- 1 # g

- 1
(M eMt b与 M bO2吸光度之差: $A = ECL ) .

212 阻断剂和激动剂的干扰特征
表 1 单因子实验设计

Table 1 Design of a single facto r

阻断剂和激动剂 梯度设计

NADH 浓度 /mM 0 0105 011 012 014 016 018

EDTA浓度 /LM 0 110 10 50 100

Zn2+浓度 /LM 0 011 110 1010

Cu2+浓度 /LM 0 011 110 1010

M g2+浓度 /LM 0 011 110 1010

NaN 3浓度 /mM 0 011 110 1010

N-乙基顺丁烯二酰亚胺 浓度 /mM 0 10- 4 10- 3 10- 2

ATP浓度 /mM 0 110 510

  注:重复样本 (平行样 ) n= 3

  采用单因子实验设计,进行 M eMt base酶

学特性的研究 (表 1).

213 数据处理与统计分析

原始数据采集并以组为单位计算平均数

? 标准 差 ( �x ? SD ); 在 实 验中, 采用

SPSS1310软件进行统计处理 (序列号: IS-

BN7-980009-06-1) , 即 单 因 子 方 差 分析

( ANOVA ); 当组间差异显著时进行 DUN-

CAN多重比较并检验显著性.

3 结果与分析

311 NADH对 M eMt base表达位点的影响

  在可见光区域内, 对反应体系从 450 nm到 700 nm进行全程扫描. 当体系中无 NADH时, 分别在 505

nm与 630 nm波长处可见 2个吸收峰 (图 1,标 A ),提示该 2光谱吸收峰为 M eMt b特征峰;当体系中加入

NADH后,随反应时间的延长, 505 nm与 630 nm处 M eMt b吸收峰逐渐衰减,而 540 nm与 580 nm处分别形

成 M bO2吸收峰 (图 1,标 B ) ,提示猪心肌M eMt base依赖 NADH启动的酶促还原反应开始进行.因此, M e-t

M base酶促反应需在 NADH的介导下发生反应并表现出吸收光谱的明显改变 (图 1) .

在同一反应体系中, 以马和猪心肌 M eMt b为底物,研究 NADH对 M eMt base活性表达的影响.结果发

现, 在无 NADH的反应体系中, M eMt base均不与马和猪心肌的 M eMt b发生响应; 当加入 011 mM NADH

时, M eMt base活性得以启动; 表明 NADH在 M eMt base活性表达的初始阶段介导呼吸链的电子传递. 当

)60)
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NADH浓度逐渐升高时,在 012 mM NADH浓度条件下 M eMt base活性达到拐点 (最高值 ) ;之后 M eMt base

活性呈饱和曲线趋势, 并未随着 NADH浓度进一步升高而增加, 该酶反应曲线遵循 M ichealis-M enten的酶

促动力学特征.比较马和猪心肌 M eMt b对猪 M eMt base的响应曲线,结果表明以猪心肌 M eMt b为底物的猪

M eMt base的响应曲线明显高于对马心肌 M eMt b的响应,证明 M eMt base存在显著的物种差异 (图 2) .

312 抑制剂或阻断剂对 M eMt base活性的作用
表 2 抑制剂或阻断剂的作用

Table 2 Action of inhibitors or blockers

抑制剂 浓度 /mM
酶活性 /

( nm olm in- 1 g- 1 )
相对活性 /%

None 0 73168 100

ATP 110 72142 98128

510 66151 90127

011 56154 76174

NaN 3 110 33125 45113

1010 0 0

10- 4 0 0

N-E thylm aleim ide 10- 3 0 0

10- 2 0 0

  注:重复样本 (平行样 ) n= 3

表 3 [ Zn2+ ]、[ Cu2+ ]、[M g2+ ]对 M etM base活性的干扰

Table 3 Influence of [ Zn2+ ], [ C u2+ ] and [M g2+ ]

on M etM base activ ity

浓度 /LM
相对活性 /% (均数 ?标准差 )

Zn2+ C u2+ Mg2+

0 100. 0 ? 0a 100. 0 ? 0b 100. 0 ? 0c

0. 1 105. 14 ? 1. 29a 92. 48 ? 6. 11b 93. 36 ? 2. 60b

1. 0 116. 09 ? 7. 02b 90. 94 ? 7. 11ab 88. 74 ? 0. 31b

10. 0 119. 65 ? 1. 65b 82. 09 ? 5. 09a 76. 09 ? 5. 93a

  注:组间肩表字母相同时,表示无显著性差异;当组间肩表字母

不同时,如 a、b或 c,表示组间差异 p < 0105;相关性分析 (R 2 ),水

平达到极显著时 p < 0101.

  ATP是生化反应中重要的能量提供者, 当其在反

应体系中过量时,可能会抑制呼吸链电子的全程传递.

本实验探讨 0~ 510mM ATP对 M eMt base活性表达的

干扰特点.由表 2可知, 110mM ATP即对 M eMt base活

性产生微弱的抑制; 当加入 510 mM ATP于反应体系

中, 其酶活性降低 7117 nm ol# m in
- 1 # g

- 1
,比活性降

低 9173个百分点.

多数研究认为叠氮钠 ( NaN 3 )可以阻断呼吸链中

的电子传递.本研究设计 4个浓度梯度, 以观察 N aN3

对 M eMt base反应过程中阻断形式. 结果表明, 仅 011

mM NaN 3即可明显抑制 M eMt base的活性, 使之下降

23136个百分点; 110mM N aN3使酶活性下降近 55% ;

而 1010 mM N aN3使酶活性完全丧失. 有人认为 N aN3

是抑制了呼吸链中第三位点的电子传递
[ 7]

(表 2) .

N-乙基顺丁烯二酰亚胺 ( N-E thy lm a leim ide )是巯

基烷化剂,当反应体系中加入该物质后, 其可与 M eMt -

base的巯基 ( - SH )发生化学反应, 掩蔽了酶的活性.

本实验观察到, 仅加入 10
- 4

mM的 N-E thy lm a leim ide,

即可完全掩蔽 M eMt base的活性. 提示 M eMt base的

- SH是重要的活性基团, 一旦被掩蔽, 酶的生物学功

能丧失 (表 2) .

313 金属离子对 M eMt base活性的影响

本实验选择 Zn
2 +
、Cu

2+
和 M g

2+
,研究该 3个二价金属离子对 M eMt base活性的干扰特征. 结果观察

到, 在 0~ 1010LM 浓度范围内, 金属离子浓度与 M eMt base的相对活性呈直线相关; 线性方程分别为:

Y[ Zn2+ ] = 6199x + 921745; Y[ Cu2+ ] = - 51527x + 10512; Y[M g2+ ] = - 71647x + 108164.其中 [ Zn
2+

]与酶活性

表达呈显著性正相关 (R
2
= 01963 2, p < 0101) ,而 [ Cu

2+
]和 [M g

2+
]则与酶活性表达呈显著性负相关 (R

2

= - 01942 8, R
2
= - 01956 3, p < 0101); 同时注意到,当离子浓度从 011 LM 上升到 110 LM时, 体系中

[ Zn
2 +

]可显著提高酶活性的表达 ( p< 0105) ;当离子浓度从 110 LM上升到 1010LM时,体系中 [M g
2+

]可

)61)
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显著抑制酶活性的表达 ( p< 0105) ;而 [ Cu
2+

]的增加可以逐步抑制酶的活性, 1010 LM浓度的抑制程度显

著大于 011 LM (p < 0105,表 3,图 3).

314 EDTA对 M eMt base活性的影响

EDTA通过螯合作用,可抑制金属离子诱导的蛋白酶自动氧化过程. 本实验以 M eMt base为对象,研究

缓冲体系中 EDTA对二价金属离子的屏蔽作用.当 EDTA浓度从 0升至 011LM时,即可有效屏蔽金属离

子对 M eMt base活性的干扰;之后随着浓度升高,其反应曲线呈饱和状态 (图 4) .

4 讨论与结论

M eMt b-M bO2-DM b是肉色稳定表达的基本体系, 肌红蛋白 (M b)又分为氧合肌红蛋白 (M bO2, Fe
2+

)、

非氧合肌红蛋白 ( DM b, Fe
2+

) 和高铁肌红蛋白 (M eMt b, Fe
3+

) ,其肉色表达分别呈现为鲜红色、暗褐色和

棕红色.肌红蛋白功能团为铁卟啉环,其中 Fe
3+
捕获电子转化为 Fe

2 +
,而 Fe

2+
失去电子转化为 Fe

3+
.这一

氧化还原过程受到 M eMt base的调节,使三者处于动态平衡以表达理想的肉色.

宰后肌肉中 M eMt base活性逐渐丧失, 其中 0 ~ 3 d内呈快速失活态势; 随着 M eMt base缺失, 肌肉中

M eMt b转换成 M b比例逐渐减少,而肉色也逐渐褐变
[ 8]

. 为了充分利用肌肉本身保鲜护色的酶反应体系,

本实验旨在研究影响宰后肌肉中 M eMt base表达的干扰因素及阻断部位,以期进一步认识 M eMt base的生

物学特性,为生鲜肉保鲜技术的发展提供实验依据.

411 NADH对 M eMt base酶学特性的影响

研究者认为, NADH是骨骼肌胞内 M eMt base活性表达的最重要限制因素之一. NADH 作为辅酶介导

细胞色素呼吸链电子传递过程, 帮助 M eMt b( Fe
3 +

)得到电子转变成 M b( Fe
2+

) , 以维系正常肉色. NADH

是 M eMt base酶促反应中必不可少的重要成份, 随着反应体系中 NADH浓度升高, M eMt base活性逐渐增

强. 有人观察到,绵羊背最长肌 M eMt base对 NADH适宜响应浓度为 0105 mM, 之后随着 NADH浓度升高,

酶活性表达成饱和趋势
[ 3, 9, 10]

.

本实验分别以马心肌 M eMt b(标准品 )和猪心肌 M eMt b为底物,观察猪心肌 M eMt base在不同 NADH

浓度条件下的酶活性变化. 结果发现无 NADH时, 反应体系中 M eMt base无活性的表达; 而加入 011 mM

NADH时,其酶促反应立即启动, 表明 NADH是 M eMt base启动位点的激动剂. 光谱扫描表示,当 M eMt b和

M eMt base反应时,位于 505 nm和 630 nm处的特征峰发生光谱偏移,分别移至 540 nm和 580 nm处出现最

大吸收峰值 (图 1) .比对 M bO2光谱特征峰 (图 5)
[ 11 ]

,本实验得到 M eMt b响应曲线与前人基本一致;推测

540 nm和 580 nm处的吸收峰值可能是 M eMt b和 M eMt base结合后的光谱表达, 初步证明本实验获得的猪

心肌提取物是 M eMt base.实验还发现当以猪心肌 M eMt b为底物时, 酶活性的表达是 NADH依赖型的, 与

M ikkelsen等人报导相似;推测 M eMt base依靠 NADH呼吸链来维系 M eMt b与 M b之间的动态转换 (图 6).

猪心肌 M eMt base与 M eMt b反应的 NADH适宜浓度为 012 mM, 接近他人在猪骨骼肌中研究结果 ( 011 ~

0115 mM ).

412 抑制剂或阻断剂对 M eMt base活性的影响

抑制剂或阻断剂与酶结合后, 引起酶的活性中心或必需基团的化学性质发生改变, 从而使酶活性降低

)62)
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或丧失.研究者们发现, 酶反应体系中因电子传递伴随着 ADP磷酸化为 ATP过程,当 [ ATP] / [ ADP]比值

过高时,电子传递速度逐渐减缓,乃至整个呼吸链受到抑制或阻断,从而影响酶活性的表达.牛心肌 M eMt -

base活性表达可被抗霉素 A和鱼藤酮阻断, N aN3是抗霉素 A和鱼藤酮的类似物, 可切断细胞色素 aa3至

O2呼吸链上的电子流, 故可有效阻断电子转移, 抑制部位是第三位点. 其他学者在研究猪肝微粒体中

NADH-细胞色素 b5还原酶活性的表达时, 注意到巯基烷化剂 -对氯汞苯甲酸 ( PCMB ), 烷化细胞色素 b5

酶的官能团 ) 巯基,使该酶构相发生改变,从而强烈抑制细胞色素 b5酶活性的表达
[ 12-14 ]

.

本实验采用上述类似物 (ATP、N aN3、N-E thylm ale im ide)作为抑制剂或阻断剂, 研究 M eMt base在反应

体系中的关键位点.研究发现,通过加入外源性 ATP来观察其对 M eMt base反应体系的影响.注意到反应

体系中加入 0~ 015 mM ATP,可即时升高 [ ATP] / [ ADP]比值,从而明显延缓电子传递速度,而抑制了 M e-t

M base活性的表达,提示 ATP是 M eMt base酶促反应体系中全程抑制剂.

本实验采用 NaN 3作为 M eMt base酶促反应关键位点的阻断剂, 实验中 NaN3可显著抑制酶活性的表

达, 每提高一个数量级 NaN 3浓度,即可使 M eMt base活性大幅降低. 110mM NaN3使 M eMt base活性丧失约

55% , 1010 mM N aN 3使 M eMt base活性完全丧失, 证实 NaN 3在呼吸链电子传递中阻断了 M eMt base反应.

NaN 3与氰化物的作用相似,与肌红蛋白的血红素 a3 ( Fe
3+

)作用, 可特异性阻断呼吸链上第三位点的电子

传递.

N-E thy lm ale im ide作为巯基烷化剂可以与巯基 ( - SH )发生反应,使酶活性中心的 - SH基烷化, 酶蛋

白变构导致了酶的失活.本研究采用 N-E thylm ale im ide对 M eMt base活性进行抑制, 发现该酶官能团能与它

瞬间结合并快速丧失活性,首次由本实验结果推测肌肉 M eMt base活性中心是含有 - SH基的官能团. N-

E thy lm aleim ide可靶向定位改变 M eMt base蛋白结构,导致精确位点阻断.

413 金属离子对 M eMt base酶学特征的影响

金属离子是稳定酶三维结构的重要因素,也可以作为辅酶或辅基直接参与酶促反应. 早期研究发现,

Fe
3+
、M n

2+
激活金枪鱼 M eMt base的活性,而 L i

+
、M g

2+
和 Co

2+
却抑制该酶活性的表达;仅发现 Fe

2+
激活

牛心肌 M eMt base,而 M g
2+
、Ca

2 +
、M n

2+
则抑制心肌中该酶活性的表达

[ 15, 16]
.

本实验通过在反应体系中加入不同浓度的二价金属离子, 如 Zn
2+
、Cu

2+
、M g

2+
,探讨它们对猪心肌

M eMt base活性的影响.研究发现, 反应体系中 011~ 1010 LM的离子浓度范围内, 3个金属离子对 M eMt -

base活性的影响各不相同. [ Zn
2+

]达到 110 LM时, 反应体系中 M eMt base活性显著高于 010和 011 LM

[ Zn
2 +

];当离子浓度升高到 1010 LM时, 酶活性进一步显著升高. [ Cu
2+

]达到 1010 LM 时, 反应体系中

M eMt base活性显著低于 010和 011 LM [ Cu
2+

] ;而体系中 [M g
2+

]达到 011 LM浓度时即可显著抑制 M e-t

M base活性,抑制程度呈数量级增强 ( p< 0105) .且本实验发现, M g
2+
抑制强度大于 Cu

2+
; 反言之,即 Cu

2+

对 M eMt base活性抑制相对较弱.

414 EDTA对 M eMt base酶学特性的影响

EDTA是金属螯合剂,本实验应用它以期降低自由金属离子对酶促反应的干扰. 对 M eMt base酶学的

应用研究中,有人认为 EDTA对酶活性表达无明显干扰;而另有人认为 EDTA可能会屏蔽反应体系中金属

)63)
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离子对 M eMt base活性的干扰,有利于 M eMt base活性的表达
[ 9, 15 ]

.

为此,本实验设计 5个浓度梯度的 EDTA反应体系,如表 1所示, 以研究猪心肌 M eMt base活性的表

达. 研究发现,反应体系中无 EDTA时 ( 010LM ), M eMt base活性为 40U; 当给予 011LMEDTA, M eMt base活

性迅速上升至 94 U, 其酶活性提高 100%以上.结果提示, EDTA可有效屏蔽反应体系中金属离子对 M eMt -

base活性的干扰,加快该酶的反应速度,改善酶活性的表达.

综上所述,猪心肌 M eMt base活性的表达依赖于 NADH启动, NADH适宜浓度为 012 mM.反应体系中

ATP浓度的升高,可能抑制了 M eMt base活性表达过程中呼吸链的电子传递; N aN3在呼吸链上第三位点阻

断电子传递;而 N-E thy lm ale im ide烷化了 M eMt base的-SH基官能团,导致其酶活性的完全丧失.二价金属

离子可以干扰 M eMt base活性,其中 Zn
2+
促进酶活性的表达,是 M eMt base的激动剂; 而 Cu

2 +
和 M g

2+
抑制

酶活性的表达,且 M g
2+
抑制效果明显大于 Cu

2+
, 二者均是 M eMt base的抑制剂. 在反应体系中加入适量

EDTA,可有效屏蔽金属离子对 M eMt base活性的抑制.
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