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แคลเซียมไอออนเขมขน 10 - 100 มิลลิโมลารเหนีย่วนําการเปดตวัของมยัโอซินและแอคตนิ

จากปลาทรายแดง (Nemipterus sp.) เมือ่บมที่  25 และ 40 °ซ ทําใหความเปนไฮโดรโฟบกิที่
พื้นผิวของโปรตีนเพิ่มขึ้น แคลเซียมไอออนมีผลใหปริมาณแอลฟา-เฮลิกซของมัยโอซินและแอคติน
ที่วิเคราะหดวยเทคนคิเซอรคลูารไดโครอิซึม (Circular dichroism) ลดลง กิจกรรมแคลเซียมเอทีพีเอส 
(Ca-ATPase activity) ของมัยโอซินลดลงเมื่อแคลเซียมไอออนเขมขนมากกวา 50 มิลลิโมลาร ซ่ึง
บงบอกการเปลี่ยนแปลงโครงรางที่สวนหวัของมัยโอซิน (Globular head) ปริมาณหมูซัลฟไฮดริล
ทั้งหมดของโปรตีนลดลงเมื่อความเขมขนแคลเซียมไอออนเพิ่มขึ้นจาก 10-100 มิลลิโมลาร แสดงให
เห็นวาแคลเซียมไอออนสงเสริมการสรางพันธะไดซัลไฟดในระหวางการบมอันตรกริยาไฮโดรโฟบกิ
และพันธะไดซัลไฟดมีบทบาทสําคัญตอการเกาะตวั (Aggregation) ของมัยโอซินและมีคาเพิ่มขึน้
ตามความเขมขนของแคลเซียมไอออน (10-100 มิลลิโมลาร) 

การทําบริสุทธิ์บางสวนของเอนไซมทรานสกลูทามิเนสจากตับปลาทรายแดงดวยหลักการการ
แลกเปลีย่นไอออน การแยกตามขนาด และการแยกแบบจําเพาะ ทําใหไดโปรตีนที่มีมวลโมเลกุล
ขนาดตางๆคือ 95 63 และ 43 กิโลดาลตัน แตพบโปรตีนเพียงหนึ่งแถบที่เรืองแสงฟลูออเรสเซนต
บนแผนเจลอะคริลาไมด (Acrylamide) เมื่อทําปฏิกิริยากับไดเมททิลเลเต็ด เคซีน (Dimethylated 

casein) และแดนซิลคาดาเวอรีน (Dansylcadaverine) เมื่อวิเคราะหมวลโมเลกุลของแถบโปรตีน
ดังกลาวดวยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซีสแบบสูญเสียสภาพดั้งเดิม (Denaturing electrophoresis) 

พบวามีขนาด 95 กิโลดาลตัน ทรานสกลูทามิเนสบริสุทธิ์บางสวน (Partially purified 

transglutaminase) จากตับปลาทรายแดงตองการแคลเซียมไอออนเขมขน 1 มิลลิโมลารในการ
เรงปฏิกิริยา กิจกรรมของ ทรานสกลูทามิเนสถูกยับยั้งดวยสารเคมีที่ทําปฏิกิริยากับหมูซัลฟไฮดริล
สภาวะเหมาะสมตอการทํางานคือที่อุณหภมูิ 50 °ซ และพีเอช 8.5-9.0 เอนไซมยังคงกิจกรรมไดที่
เกลือโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.6 โมลารและกิจกรรมลดลงเหลือ 75% ที่ความเขมขน 1.2 โมลาร 

การเปลี่ยนแปลงปริมาณแอลฟา-เฮลิกซของแอคโตมัยโอซินธรรมชาติจากปลาแปซฟิกไวทิง
(Natural actomyosin from Pacific whiting) เกิดขึ้นที ่ 31.8 และ 43.1 °ซ ขณะทีก่าร
เปลี่ยนแปลงของแอคโตมัยโอซินธรรมชาติจากปลาทรายแดงเกิดขึน้ที ่ 35.0 และ 49.3 °ซ การ
เปลี่ยนแปลงคาพลังงานแบบดูดความรอน (Endothermic peak) ของแอคโตมัยโอซินธรรมชาติจาก
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ปลาแปซิฟกไวทิงที่วิเคราะหดวยเทคนิค ดิฟเฟอเรนเชียล สแกนนิง แคลอรีเมทรี (Differential 

scanning calorimetry) เกดิขึ้นที่ 31.8, 42.1 และ 75.3 °ซ ในขณะที่แอคโตมัยโอซินธรรมชาติ
จากปลาทรายแดงเกดิการเปลี่ยนแปลงที ่ 36.1 50.9 และ 78.4 °ซ แอคโตมัยโอซินธรรมชาติจาก
ปลาแปซิฟกไวทิงเปดตวั (Unfold) อยางมากที่ 25 °ซ ทําใหกิจกรรมแคลเซียมเอทีพเีอสลดลง
ในทางตรงกนัขาม แอคโตมัยโอซินธรรมชาติจากปลาทรายแดงเปดตัวเพยีงเล็กนอยทําใหการเชื่อม
ขามมัยโอซินเสนหนัก (Myosin heavy chain) โดยทรานสกลูทามิเนสจากปลาทรายแดงและจาก
จุลินทรียเกดิไดนอย ระดับการเปดตวัของแอคโตมัยโอซินธรรมชาติจากปลาทั้งสองเพิ่มขึ้นเมื่อบมที่
40°ซ ทรานสกลูตามิเนสจากจุลินทรียเรงการเชื่อมขามมัยโอซินเสนหนักจากปลาทั้งสองไดมากกวา
เอนไซมจากปลาทรายแดง ทําใหมีประสิทธิภาพในการปรับปรุงเนื้อสัมผัสของเจลแอคโตมยัโอซิน
ธรรมชาติไดมากกวาเอนไซมจากปลาทรายแดง การเปดตัวของแอคโตมัยโอซินธรรมชาติมีอิทธิพล
อยางมากตอการเชื่อมขามโปรตีนที่เรงปฏิกิริยาโดยเอนไซมจากปลาทรายแดง กิจกรรมแคลเซียมเอทีพีเอส
ของแอคโตมัยโอซินธรรมชาติลดลงเทากันในสภาวะที่มีและไมมีเอนไซม แสดงใหเห็นวาจุดเชื่อมขาม
ที่เกิดขึ้นอาจไมไดอยูที่สวนหัวของมัยโอซิน  
 ทรานสกลูตามิเนสจากจุลินทรียมีเสถียรภาพตอความรอนสูงทําใหเรงปฏิกิริยาการเชือ่มขาม
มัยโอซินเสนหนักและการเชื่อมสารไบโอทินอะมิโดเพนทิลเอมีน (5-(Biotinamido) pentylamine, 

BPNH2) เขากับกลูตามนีบนสายเปปไทดของมยัโอซินปลาทรายแดงไดมากกวาทรานสกลูทามเินส 
จากปลาทรายแดง การบงชี้ลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดที่เชื่อมอยูกับสารไบโอทินอะมิโดเพนทิลเอมีน
ดวยเทคนิคแทนเดม แมสสเปคโทรเมทรี (Tandem mass spectrometry) โดยมลํีาดับกรดอะมิโน
ของมัยโอซินเสนหนักจากปลาแอมเบอรแจคเปนตนแบบ พบวาเปปไทดเหลานั้นอยูบริเวณสวนหาง
ของมัยโอซิน กรดอะมิโนที่อยูปลายกลูทามินิลเอไมด (Glutaminylamide) ของกลูทามีนที่
เกิดปฏิกิริยา (Reactive glutamine, Q*) สวนมากมีโซขางเปนไฮโดรฟลิก เชน ไลซีน อารจีนีน
และ กลูตามกิ เปปไทดทีเ่ชื่อมอยูกับสารไบโอทินอะมิโดเพนทิลเอมีนดวยการเรงของเอนไซมจาก
ปลาทรายแดง สวนมากมีกรดอะมิโนไฮโดรโฟบิก เชน ไกลซีน วาลีน ลิวซีน ไอโซลิวซิน อยูดาน
แอลฟา-อะคริลาไมด (α-Acrylamide) ของกลูทามีนทีเ่กิดปฏกิิริยา ซ่ึงกรดอะมิโนไฮโดรโฟบกิเหลา
นั้นมักพบที่บริเวณไฮโดรโฟบิกภายในสวนหางของมยัโอซิน กรดอะมิโนที่อยูดานแอลฟา-อะคริลไมด
ของกลูทามีนที่เกิดปฏิกิริยาที่เรงดวยทรานสกลูทามิเนสจากจุลินทรียมีโซขางที่เปนทั้งไฮโดรโบิกและ
ไฮโดรฟลิก ช้ีใหเห็นวาทรานสกลูทามิเนสจากจุลินทรียมีความจําเพาะเจาะจงตอสารตั้งตนกลูทามนี
นอยกวาทรานสกลูทามิเนสจากปลาทรายแดง 
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THREADFIN BREAM MYOSIN/FISH LIVER TRANSGLUTAMINASE/CROSS-

LINKING/NATURAL ACTOMYOSIN/MASS SPECTROMETRY 

 

Ca2+ at 10-100 mM induced the unfolding of threadfin bream (Nemipterus sp., 

TB) myosin and actin after incubation at 25 and 40 °C as evident by an increase of 

surface hydrophobicity. Circular dichroism spectra demonstrated that Ca2+ reduced the 

α-helical content of myosin and actin. Myosin Ca-ATPase activity decreased at Ca2+ > 

50 mM, indicating conformational changes of myosin head. Total SH groups decreased 

with an increased Ca2+ concentration, suggesting that Ca2+ (10-100 mM) promoted the 

formation of disulfide bonds. Both hydrophobic interactions and disulfide linkages 

were possibly important in formation of myosin aggregates, and were promoted by 

addition of Ca2+ (10-100 mM). 

Transglutaminase (TGase) from TB liver was partially purified by ion exchange, 

size exclusion and affinity chromatography. Three protein bands with molecular 

weight (Mw) of 95, 63, and 43 kilodalton (kDa) were observed on denaturing 

electrophoresis whereas only one distinct fluorescent band appeared on TGase activity 

staining on native-PAGE. Protein from the fluorescent band exhibited Mw of 95 kDa 

when it was eluted and analyzed on SDS-PAGE. Partially purified TB liver TGase 

(FTG) required Ca2+ up to 1 mM for full activation. TGase activity was markedly 
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inhibited by sulfhydryl reagents. Optimal conditions for catalytic activity were at 50 

°C and pH of 8.5-9.0. TGase activity was not affected by NaCl up to 0.6 M and 

reduced to 75% at 1.2 M NaCl. 

Changes in α-helical content revealed that transition temperatures of natural 

actomyosin (NAM) from Pacific whiting (PW) were at 31.8 and 43.1 °C, compared to 

at 35 and 49.3 °C of TB-NAM. Endothermic transitions of PW-NAM measured by 

differential scanning calorimetry were at 31.8, 42.1, and 75.3 °C, while those of TB 

were at 36.1, 50.9, and 78.4 °C. PW-NAM unfolded greatly after incubation at 25 °C 

and the cross-linking of PW-myosin heavy chain (MHC) catalyzed by FTG and 

microbial TGase (MTG) was  observed. In contrast, TB-NAM slightly unfolded at 25 

°C, resulting in less TB-MHC cross-linking. Unfolding of NAM from both species at 

40 °C was greater than that at 25°C. MTG catalyzed MHC cross-linking to the greater 

extent than did FTG, resulting in higher textural improvement of NAM gels. Unfolding 

NAM played a much more critical role for FTG in catalyzing protein cross-linking 

than MTG. The decreases in Ca-ATPase activity of TB- and PW-NAM after 

incubation at 25 and 40 °C were not changed by either TGase, suggesting that the 

cross-linking sites might not be at myosin head. 

MTG exhibited higher thermal stability, leading to its ability to catalyze TB-

MHC cross-linking and 5-(biotinamido) pentylamine (BPNH2) incorporation into TB-

peptides to the greater extent than FTG. The amino acid sequences of BPNH2-tagged 

peptides were identified by tandem mass spectrometry based on amberjack-MHC 

sequence. The identified sites of BPNH2 modification catalyzed by both TGases were 

at the myosin rod and most BPNH2-tagged peptides contained hydrophilic amino acids 

e.g. lysine, arginine, and glutamic acid at glutaminylamide site of reactive glutamine 
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(Q*). FTG tended to catalyze BPNH2 incorporation of peptides that contain 

hydrophobic amino acids including glycine, valine, leucine, and isoleucine at the α-

acrylamide site of Q*. Those hydrophobic amino acids located at the hydrophobic core 

of the intact myosin rod. Amino acids at α-acrylamide site of Q* for MTG were either 

hydrophobic or hydrophilic amino acids, suggesting broader glutamyl substrate 

specificity. 
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