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鲢内源性转谷氨酰胺酶的纯化及其性质
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２．国家大宗淡水鱼加工技术研发分中心(武汉),武汉４３００７０

摘要　以鲢(Hypophthalmichthysmolitrix)肌肉为原料,采用硫酸铵盐析、凝胶过滤层析(SephacrylSＧ３００
HR)和阴离子交换层析(DEAEＧSepharoseFF)对鲢内源性转谷氨酰胺酶(TGase)分离纯化,并对其酶学性质进

行研究.结果表明,酶液经多步纯化后可得单一酶蛋白,其分子质量为１００ku,比活力为１２６．７U/mg,纯度提高

３４．２倍,该酶适宜的反应pH 和温度分别为８．０和５０℃.鲢内源性 TGase具有 Ca２＋ 依赖性,最适 Ca２＋ 浓度为

３mmol/L.DTT 在低浓度(０~５mmol/L)范围能增加酶的活性,而高浓度的 DTT、EDTA 及 Mg２＋ 、Cu２＋ 、

Zn２＋ 、Ba２＋ 、Sn２＋ 、Fe３＋ 等金属离子则表现出抑制作用.鲢内源性 TGase对鲢和草鱼肌球蛋白有较强的催化交

联作用,能够诱导鲢、草鱼肌球蛋白交联形成多聚体,且对鲢肌球蛋白的催化交联作用更强.
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　　转谷氨酰胺酶(transglutaminase,TGase)是一

种催化蛋白质分子中的赖氨酸εＧ氨基与谷氨酸γＧ羟

酰胺基发生酰基转移反应的酶.在鱼糜凝胶化的过

程中鱼肉组织中的内源性 TGase能催化肌原纤维

蛋白分子间发生非二硫共价交联,形成三维网状的

凝胶结构,提高鱼糜凝胶的硬度、弹性和持水性[１Ｇ３].
已从动物、植物、微生物中分离纯化出 TGase,且不

同来源的 TGase在结构、理化性质、催化机制与催

化能力上表现出较大差异[４Ｇ６].

TGase的催化作用除受自身性质的影响外还受

多种外部因素的影响.温度和pH 对 TGase活性

的 影 响 较 大,其 pH 稳 定 性 和 热 稳 定 性 较 差.

TGase具有Ca２＋ 依赖性且不同来源 TGase的Ca２＋

激活效应有差异.EDTA、EGTA、NH４Cl是 TGase
常见的抑制剂,它们通过对Ca２＋ 的螯合或增加体系

中 NH＋
４ 的浓 度 阻 断 转 氨 基 反 应 的 进 行 来 抑 制

TGase的 活 性[７].孙 静 静 等[８]发 现 草 鱼 内 源 性

TGase粗酶液在不同条件下活性差异较大,TGase
激活剂和抑制剂通过对 TGase的激活或抑制作用

进而对鱼糜凝胶强度产生影响.
研究人员从多种海洋生物包括淡水鱼类中分离

纯化出 TGase并对其性质进行了研究[９Ｇ１４],而关于

鲢内源性 TGase的研究鲜见报道.笔者所在实验

室前期研究表明,鲢内源性 TGase活性是７种大宗

淡水鱼肌肉中活性最高的.本研究以中国产量大、
精深加工少的鲢为研究对象,研究鲢内源性 TGase
的分离纯化方法、酶学性质以及鲢内源性 TGase对

鲢、草鱼肌球蛋白催化交联特性的差异,旨在为淡水

鱼糜的品质改良及内源性 TGase在鱼糜加工中的

应用提供理论参考.

1　材料与方法

1.1　试验材料

新鲜鲢、草鱼购于华中农业大学农贸市场,将其

放入水箱中保活运至实验室后宰杀,随后去头、皮及

内脏,取鱼肉备用.N,NＧ二甲基酪蛋白、单丹磺酰

尸胺,分析纯,Sigma公司;三羧甲基氨基甲烷,分析

纯,Amresco公司;硫酸铵、氯化钙、DTT、EDTA、

SDS等试剂均为分析纯,国药集团化学试剂有限

公司.
1.2　主要仪器

１７５０型紫外可见光分光光度计,日本岛津公
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司;BioＧRad电泳仪,美国伯乐公司;FＧ４６００型荧光

光度计,日本日立公司;XK１６/２０空柱,美国 GE公

司;蛋白质凝胶成像色谱,美国伯乐公司;纳米粒度

及Zeta电位分析仪(ZEN３６００),英国马尔文仪器有

限公司.
1.3　试验方法

１)蛋白质含量的测定.采用Lowry法,以牛血

清白蛋白为标准蛋白[１５].

２)TGase酶活的测定.参照 Takagi等[１６]和

Worratao等[１７]的方法.

３)肌球蛋白的提取.参照Liu等[１８]的方法.

４)TGase的提取、分离与纯化.TGase粗酶液

提取:鱼肉中加 ３ 倍体积缓冲溶液 (６０ mmol/L
Tris、４０ mmol/L NaCl、５ mmol/L EDTA、

２mmol/LDTT、pH７．５)后均质,离心得TGase粗

酶液.
硫酸 铵 盐 析:取 ８ 份 １００ mL 粗 酶 液,加

(NH４)２SO４至不同饱和度,将所得蛋白质沉淀用缓

冲溶液复溶后测定各饱和度下蛋白质含量和酶活.

SephacrylSＧ３００HR凝胶过滤:将复溶后的酶

液用０．４５μm 滤膜过滤２次,取４mL浓缩酶液进

行凝胶过滤层析.平衡色谱柱后进样,用 TrisＧHCl
缓冲液(２０mmol/LTrisＧHCl、０．１５ mol/L NaCl、

５mmol/LEDTA、２mmol/LDTT、pH７．５)洗脱,
流速１．３ mL/min,每 管 收 集 ３ mL,测 定 TGase
活性.

DEAEＧSepharoseFF离子交换层析:用１０ku
超滤管对经SephacrylSＧ３００HR 纯化后的酶液浓

缩,取浓缩酶液上DEAEＧSepharoseFF柱.平衡色

谱柱后进样,用０~０．６ mol/L NaCl(２０ mmol/L
TrisＧHCl、pH ７．５)进 行 线 性 梯 度 洗 脱,流 速

１mL/min.每管收集２mL,测定 TGase活性.

５)TGase纯 度 鉴 定.将 收 集 的 酶 活 组 分 用

SDSＧPAGE电泳进行纯度鉴定及分子质量测定.
电泳条件:蛋白质溶液质量浓度１mg/mL,上样蛋

白质约１０μg,分离胶质量分数５％,浓缩胶质量分

数１２％,电压８０V,０．１２５％考马斯亮蓝 RＧ２５０染

色,甲醇(１０％)、醋酸(１０％)洗脱液.

６)TGase基本酶学性质.将反应溶液分别置于

２５、３７、４５、５０、５５、６５、７０℃下测定最适反应温度时

酶活.测定最适反应pH 时,配置不同的pH 缓冲

液,配制 pH４．０~６．５的缓冲液用０．１ mol/L 的

TrisＧacetate缓冲液;配制pH７．０~７．５的缓冲液用

０．１mol/L的 TrisＧHCl缓冲液;配制pH８．０~９．０
的缓 冲 液 用 ０．５ mol/L 的 TrisＧborate 缓 冲 液.

Ca２＋ 的浓度调节为３mmol/L时,测定 DTT、EDＧ
TA 及 Mg２＋ 、Cu２＋ 、Zn２＋ 、Ba２＋ 、Sn２＋ 、Fe３＋ 等金属

离子对酶活的影响.

７)浊度、粒径的测定.添加不同比酶活(０、２、４、

６、８U/mg)TGase于肌球蛋白溶液(０．５mg/mL)
中.以相应比酶活的 TGase缓冲溶液作参比于３２０
nm 下测吸光值.采用 ZEN３６００马尔文激光粒度

仪测定其粒径分布,水溶剂粘度０．８８７３mPa􀅰S,
介质折射率１．３３,物质折射率是１．４５(散射角度

１７３°).

８)紫外光谱扫描.添加不同比酶活(０、２、４、６、８
U/mg)TGase于肌球蛋白溶液(０．２ mg/mL)中.
采用 UVＧ１７５０型紫外可见光分光光度计在２３０~
３５０nm 范围内进行扫描.

９)游离氨基测定.参考 Habeeb[１９]的方法并略

做修改.取２g肌球蛋白溶于１８mL硼酸缓冲溶

液,７５℃ 水浴１５min后６０℃水浴２h,４０００r/min
离心５min,取０．１２５mL上清液,加１mL磷酸缓冲

液、１mL０．１％TNBS,于５０℃水浴６０min(铝箔避

光),加２mL０．１mol/L HCl终止反应,冷却后于

３４０nm 波长下比色.
1.4　数据处理

试验重复３次,每次试验做３个平行.运用

Origin８．０软件和Excel作图.采用SAS８．０软件

对试验数据进行相关性分析和方差分析.

2　结果与分析

2.1　TGase 纯化及鉴定

１)硫酸铵最佳质量分数.从图１可知,随着硫

酸铵质量分数的增加,TGase和蛋白质收率都增加.
硫酸铵质量分数为３０％时,TGase和蛋白质收率都

较低,当硫酸铵质量分数增加至４０％时,TGase收

率增加幅度 (３６．２％)远远高于蛋白质增加幅度

(１０．２％).当硫酸铵质量分数继续增加,TGase收

率变化不大,而蛋白质收率显著增加,这表明 TGase
主要是在硫酸铵质量分数为４０％时沉淀下来.在

硫酸铵质量分数为４０％时,TGase比酶活为１５．５
U/mg,显著高于硫酸铵在其他质量分数下盐析蛋

白中 TGase活性,这说明在硫酸铵质量分数为４０％
时,蛋白中 TGase纯度最高.

２)TGase分离纯化结果.图２A 显示酶液经

６０１
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图１　硫酸铵盐析

Fig．１　Ammoniumsulphateprecipitate

SephacrylSＧ３００HR凝胶过滤后出现３个洗脱峰,
第１个峰和第３个峰有明显的内源性 TGase活性,
经SDSＧPAGE电泳分析发现,第１个峰中杂蛋白较

多,大分子蛋白含量较高,这可能是 TGase的多聚

体或硫酸铵沉淀过程中 TGase与其他蛋白质聚集

形成的大分子蛋白[２０Ｇ２１],其结果有待进一步的研究.
第３个峰中分子质量１００ku处蛋白质大量浓缩,文
献报道内源性 TGase分子质量约为６０~１００ku,为
小分子蛋白,故单体内源性 TGase存在于第３个

峰[４,９,１２,１７,２２].在该纯化步骤中 TGase酶液较粗酶液

纯度提高１９．２倍,比酶活增加为７１．１U/mg.

图２　凝胶过滤及阴离子交换层析

Fig．２　Gelfitrationchromatographyandexchangechromatography

DEAEＧSepharoseFF层析分离结果如图２B所示,
经０~０．６mol/LNaCl线性梯度洗脱后出现了３个

洗脱峰,第３个峰有明显的内源性 TGase活性.经

此纯化步骤后比酶活提高至１２６．７U/mg,较粗酶液

纯度提高３４．２倍.

３)TGase纯 度 鉴 定.对 各 步 所 得 酶 液 进 行

SDSＧPAGE电泳(图３),硫酸铵盐析后样品中含

有大量杂蛋白.SephacrylSＧ３００HR凝胶过滤后

杂蛋白明显减少.DEAEＧSepharoseFF层析后在

１００ku处 出 现 纯 度 较 高 的 单 一 条 带,即 TGase
条带.
2.2　TGase 基本酶学性质

１)不同温度及pH 条件下 TGase活性及稳定

性.由图４A可知,TGase活性随着反应温度的升

高显著升高,TGase在５０℃时活性最高,随着温度

的继续升高,酶活急剧下降.鳙、草鱼 TGase最适

酶活 温 度 约 为 ４５ ℃,罗 非 鱼、牡 蛎 为 ３７~
５０℃[１６,２２Ｇ２３],不同种类鱼的 TGase最适反应温度不

同,但其差异较小.TGase的热稳定性如图４B所

示,在最适酶活温度５０℃时,TGase稳定性较差,保
温１０min即完全失活,２５、３７℃下保温２h,内源性

TGase分别失活６０％、１６％,而在４℃时酶活没有

显著变化,故在纯化及贮藏过程中要保持低温环境

以保证内源性 TGase活性.

　１,３:粗酶液Crudeenzyme;２:标准蛋白 Marker;４:４０％硫酸铵

沉淀４０％(NH４)２SO４;５:SephacrylSＧ３００HR;６:DEAEＧSephaＧ

roseFF．

图３　TGase纯化电泳结果

Fig．３　SDSＧPAGEofTGasefromsilver

carpduringpurification

７０１
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　　pH 也是酶活最为敏感的影响因子之一,环境

酸性过强或碱性过强均会使酶活降低.从图４C可

以看出,pH５．５~６．５时,内源性 TGase活性较低,
之后随pH 值增加,TGase活性急剧升高,pH 为８．０
时 TGase活性最大,继续升高pH 值,TGase活性

有所降低.水产品中内源性 TGase适宜的pH 一

般为７．５~９．０,如鲤、鱿鱼、罗非鱼、金线鱼[１６,２４Ｇ２６].
最适pH 与测定方法有关,单磺尸胺与酪蛋白在pH
７．５~８．０范围内结合能力最强,该性质可能会影响

内源性 TGase最适pH 的测定[２７].TGase在 pH
中性时稳定性较好,保温２h酶活无明显变化,偏离

中性pH 后稳定性变差.

图４　不同温度及pH条件下TGase活性及稳定性

Fig．４　EffectsoftemperatureandpHonTGaseactivityanditsstability

　　２)外源添加物对 TGase活性的影响.外源添

加物对 TGase活性有显著影响.由图５A 可知,不
添加Ca２＋ 时,TGase无活性,说明 TGase具有Ca２＋

依赖性,且当 Ca２＋ 浓度为３mmol/L时酶活最高.
这主要是由于Ca２＋ 能够结合到TGase上,改变内源

性 TGase的构象,使其暴露出半胱氨酸活性位点,
与酰基酶、酰基供体形成酰基酶中间体,促进交联反

应的进行[２８].完全激活 TGase所需的Ca２＋ 浓度与

鱼种类有关.未经纯化的鲤和罗非鱼 TGase最适

Ca２＋ 浓度分别为５和１．２５mmol/L,但其纯酶液最

适 Ca２＋ 浓 度 分 别 为 ５０ 和 ２０ mmol/L[１７,２９].当

Ca２＋ 浓度超过２０mmol/L时,内源性 TGase活性

急剧降低,表现出较强的抑制作用,草鱼、鳙中也出

现了类似现象[２,８],但是在海水鱼(如鱿鱼)中并没

有发现类似的抑制作用.
由图５B可知,EDTA 对 TGase具有强烈的抑

制作用,随着 EDTA 浓度的增加,TGase活性急剧

降低,当EDTA浓度增加至１５mmo/L时,内源性

TGase完全失活.这主要是由于 EDTA 能够螯合

反应体系中的Ca２＋ ,并使内源性TGase的活性部位

烷基化,使其失活[２２,２８].

DTT对 TGase的作用如图５C所示.DTT浓

度在０~５mmol/L时,对内源性 TGase有微弱的

激活作用.在对罗非鱼内源性 TGase性质的研究

中也发现类似的增强作用[１６],这可能是 DTT 作为

一种强还原剂,能够保护酶活性中的巯基,防止其被

氧化形成二硫键,还原状态的巯基能够促进酶与谷

氨酰胺残基的 γＧ羧基酰胺基结合并释放出氨[３０].
这一试验结果表明活性位置的巯基对 TGase活性

具有重要的作用.

３)不同金属离子对 TGase活性的影响.由表１
可知,二价金属离子对 TGase活性有较大的影响.

１０mmo/L Mg２＋ 能使鲢内源性 TGase失活２２％,
而相同浓度的Cu２＋ 、Zn２＋ 、Ba２＋ 、Sn２＋ 、Fe３＋ 则使内

源性 TGase完全失活,这可能是由于二价金属离子

对巯基有较强的亲和作用,能够与 TGase活性中心

的巯基结合,从而抑制 TGase的活性.
2.3　TGase 催化特性

１)TGase对肌球蛋白浊度、粒径及游离氨基的

影响.浊度一定程度上可以表征肌球蛋白尾部聚集
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图５　CaCl２、EDTA、DTT对TGase活性的影响

Fig．５　EffectsofCaCl２,EDTA,DTTonTGaseactivity

表１　不同金属离子对TGase活性的影响

Table１　EffectsofmetalionsonTGaseactivity

金属离子

Metalions
添加量/(mmol/L)

Concentration
相对酶活/％

Relativeactivity
酶液 Enzyme ０ １００

Mg２＋ １０ ７８
Cu２＋ １０ ０
Zn２＋ １０ ０
Ba２＋ １０ ０
Sn２＋ １０ ０
Fe３＋ １０ ０

的程度,一般浊度值增加表明蛋白质聚集体的不断

形成,但当蛋白质颗粒较大时可能会发生散射[３１].
从图６A可知,鲢、草鱼肌球蛋白浊度随着TGase添

加 量 的 增 加 而 增 加,但 两 者 之 间 无 显 著 区 别

(P＞０．０５),这表明 TGase能够诱导鲢、草鱼肌球蛋

白的尾部发生聚集且其聚集程度随酶量的增加而增

大.由图６B可知,随着 TGase添加量增加,肌球蛋

白粒径逐渐增大,鲢肌球蛋白粒径由６９４．２nm 增大

至１８９３．３nm,草鱼肌球蛋白粒径由６７２．５nm 增大

到１５０４．３nm,这表明肌球蛋白之间发生了交联,这
与浊度试验结果一致[３２].０~４U/mgTGase诱导

鲢、草鱼肌球蛋白交联差异性不大(P＞０．０５),当

TGase添加量增加至６~８U/mg时,鲢肌球蛋白粒

径显著大于草鱼肌球蛋白的粒径(P＜０．０５),这说

明鲢内源性 TGase诱导鲢鱼肌球蛋白交联作用强

于草鱼肌球蛋白.

TGase诱导的交联反应主要是催化蛋白侧链上

的谷氨酸的γＧ羧基酰胺基和赖氨酸的εＧ氨基发生反

应,形成εＧ(γＧGlu)ＧLys异肽键,反应体系中多聚体

蛋白中自由氨基的含量会下降,可以通过测定反应

前后氨基含量的变化反映交联反应进行的程度,表
征蛋白质的交联度[３３].从图 ６C 可以看出,添加

TGase后肌球蛋白凝胶中游离氨基的含量显著低于

未添加TGase的肌球蛋白凝胶,表明TGase催化鲢

和草鱼肌球蛋白交联形成了εＧ(γＧGlu)ＧLys异肽

键,使反应体系中游离氨基含量减少.且游离氨基

含量随 TGase添加量的增加而降低,TGase催化肌

球蛋白交联度逐渐增加,进一步证明鱼糜凝胶化过

程内源性 TGase能够促进蛋白凝胶网络结构的形

成,增强鱼糜凝胶的品质.且当 TGase添加量为

６~８U/mg时,鲢游离氨基低于草鱼(P＜０．０５),表
明鲢肌球蛋白交联度高于草鱼肌球蛋白.

２)TGase对肌球蛋白的紫外吸收光谱影响.

TGase对鲢、草鱼肌球蛋白的紫外吸收光谱如图７
所示.随着 TGase添加量增加,鲢、草鱼肌球蛋白

紫外吸收光谱吸收值明显增大,而 Tang等[３４]却报

道 MTG会使干酪素钠紫外吸收强度降低.肌球蛋

白是一种与干酪素钠溶解性不同的盐溶性蛋白.在

盐溶液中Ca２＋ 会促进肌球蛋白中αＧ螺旋结构解旋,
使肌球蛋白进一步伸展开来,暴露出更多的活性位

点和 非 极 性 芳 香 残 基,有 利 于 TGase的 催 化 交

联[３５].而 TGase的催化交联可能会进一步促进αＧ
螺旋的解旋,使肌球蛋白更大程度的伸展,从而使其

紫外吸收强度增大.

３)TGase对肌球蛋白交联度的影响.图８电泳

结果显示随着内源性 TGase添加量增加,鲢、草鱼

肌球蛋白重链含量逐渐减少,进样口处蛋白质含量

逐渐增加,表明 TGase诱导鲢和草鱼肌球蛋白交联

形成了εＧ(γＧGlu)ＧLys异肽键,这与游离氨基结果

一致.且当 TGase添加量增加时,３７~５０ku处出

现１条新的蛋白条带,这可能是由于肌球蛋白轻链

发生了交联.

3　讨　论

鲢内源性 TGase粗酶液经４０％硫酸铵沉淀、

SephacrylSＧ３００HR凝胶过滤和 DEAEＧSepharose
FF阴离子交换层析后得鲢内源性 TGase纯化酶,
其纯度提高３４．２倍,比活力提高至１２６．７U/mg,

SDSＧPAGE电泳法测得其分子质量为１００ku.
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　不同大写字母表示相同 TGase比酶活下鲢和草鱼肌球蛋白浊度差异显著(P＜０．０５);不同小写字母表示鲢、草鱼肌球蛋白浊度在不

同 TGase比酶活下差异显著(P＜０．０５).DifferentcapitallettersindicatesignificantdifferencesbetweensilvercarpandgrasscarpmyoＧ

sinturbidityinthesameTGaseconcentration(P＜０．０５)．Differentlowercaselettersindicatesignificantdifferencesinmyosinturbidityof

silvercarpandgrasscarpmyosinindifferentTGaseconcentration(P＜０．０５)．

图６　TGase对肌球蛋白浊度、粒径及游离氨基的影响

Fig．６　EffectsofendogenousTGaseonturbidity,particlesizeandfreeaminoofmyosinsolutions

A:鲢 Silvercarp;B:草鱼 Grasscarp．

图７　TGase对肌球蛋白紫外吸收光谱的影响

Fig．７　EffectsofendogenousTGaseonUVabsorptionspectraofmyosinsolutions

　A:鲢 Silvercarp;B:草鱼 Grasscarp;M:标准蛋白 Marker;１~５:表示 TGase的添加量分别为０、２、４、６、８U/mg.１Ｇ５showsthe

volumeofTGaseadditionis０,２,４,６,８U/mg,respectively．

图８　TGase对肌球蛋白交联度的影响

Fig．８　EffectsofendogenousTGaseoncrossＧlinkagefrommyosin
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　　纯化后的鲢内源性 TGase最适反应温度和pH
分别为５０℃和８．０;EDTA 及 Mg２＋ 、Cu２＋ 、Zn２＋ 、

Ba２＋ 、Sn２＋ 、Fe３＋ 对内源性 TGase有强烈的抑制作

用,１５ mmol/L EDTA 能 使 其 完 全 失 活;１~
５mmol/LDTT对酶有微弱的激活作用;TGase对

Ca２＋ 具有依赖性,最佳 Ca２＋ 浓度为３mmol/L.一

般随着 Ca２＋ 浓度增加,TGase会被完全激活,进一

步增 加 浓 度,酶 活 无 显 著 变 化.本 研 究 发 现,

３mmol/L的CaCl２能够完全激活 TGase的活性,进
一步提高Ca２＋ 浓度时表现出强烈的抑制作用,孙静

静等[８]、娄忠纬[２２]也发现高浓度 Ca２＋ 会抑制草鱼

和鳙内源性 TGase活性.
鲢内源性 TGase对鲢和草鱼肌球蛋白有较强

的催化交联作用,能够诱导鲢、草鱼肌球蛋白交联形

成多聚体,且对鲢肌球蛋白的催化交联作用更强.

Binsi等[２８]发现大眼鲷、罗非鱼、鱿鱼和鲤肌肉内源

性 TGase都能提高比目鱼鱼糜凝胶的弹性模量,且
相同酶活条件下,罗非鱼、鱿鱼和鲤内源性 TGase
的交联能力强于大眼鲷.这表明 TGase对不同来

源的肌球蛋白均有交联作用,但其交联能力存在差

异.内源性 TGase对同来源的肌球蛋白的交联能

力是否强于其他不同来源的肌球蛋白以及内源性

TGase对肌球蛋白的交联机制和作用位点都尚不清

楚,有待进一步研究.
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Purificationandsomeenzymaticpropertiesoftransglutaminasefromsilvercarp

LIJinling１,２　 YELeilei１　 YOUJuan１,２　XIONGShanbai１,２　HUYang１,２　 ANYueqi１,２

１．CollegeofFoodScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,
Wuhan４３００７０,China;

２．NationalR&DBranchCenterforConventionalFreshwaterFishProcessing (Wuhan),

Wuhan４３００７０,China

Abstract　Transglutaminase(TGase)fromsilvercarpwaspurifiedwithammoniumsulfateprecipiＧ
tation,gelfiltrationonSephacrylSＧ３００highresolutionandDEAEＧSepharosefastflowionＧexchange
chromatography．Somekineticpropertiesoftransglutaminasepurifiedwerestudied．Theresultsshowed
thatthemolecularmassofthepurifiedenzymewas１００ku．Theenzymeexhibitedfinalpurificationfold
of３４．２,specificactivityof１２６．７U/mg．Resultsoffurtherassayingenzymaticcharacterizationshowed
thatthepurifiedenzymehadmaximalactivityat３０℃andpH７．５．Theactivityoftransglutaminasewas
slightlyactivatedbyCa２＋ anddithiothreitol(DTT)andstronglyinhibitedbyethylenediaminetetraacetic
acid(EDTA)．ThemetalionsMg２＋ ,Cu２＋ ,Zn２＋ ,Ba２＋ ,Sn２＋ ,Fe３＋stronglyinhibitedtransglutaminase
activityaswell．ThetransglutaminasecancatalyzecovalentcrossＧlinkingofmysionheavychain(MHC)

fromsilvercarpandgrasscarp．Theeffectsofthetransglutaminaseonmysionfromsilvercarpwere
morenoticeablethanthatfromgrasscarp．

Keywords　silvercarp;endogenoustransglutaminase;separationandpurification;enzymaticcharＧ
acterization;crossＧlinking
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