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化学作用力对皮蛋蛋黄凝胶形成的影响
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摘要!采用清料法腌制皮蛋!利用荧光光度计%傅里叶红外光

谱&

QJS=

'等技术监测腌制和后熟过程中化学作用力对蛋黄

凝胶形成的影响"结果表明$在强碱作用下!外层蛋黄蛋白

质二级结构
!

&

螺旋与
"

&

折叠之和下降了
U7/!#T

!表面疏水

性显著降低&

M

$

$/$U

'!离子键和二硫键含量的显著增加

&

M

$

$/$U

'促使蛋白质发生交联聚集生成外层蛋黄凝胶#溏

心蛋白质二级结构
!

&

螺旋与
"

&

折叠之和上升了
U7/$UT

!表

面疏水性下降不明显&

M

#

$/$U

'!疏水相互作用及二硫键含

量的显著增加&

M

$

$/$U

'促使溏心逐渐转化为外层蛋黄!增

强了蛋黄凝胶强度#凝胶电泳结果显示!外层蛋黄蛋白质较

溏心蛋白质先发生碱变性!其中较稳定存在的蛋白质为高密

度脂蛋白"

关键词!皮蛋#蛋黄#凝胶强度#表面疏水性#巯基#二级结构
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皮蛋是中国传统的生食蛋制品之一!具有色泽美观+风

味浓郁+营养丰富等特点)

!V4

*

"皮蛋的形成主要是利用氢氧

化钠与蛋白质等成分作用!使其发生物理化学变化形成凝胶

状态)

6VU

*

"传统腌制工艺里会添加氧化铅!而铅的作用目前

比较认可的说法是,堵孔-学说)

8

*

!即铅能与蛋白质等生成难

溶物沉积于蛋壳和壳膜表面阻止氢氧化钠进一步进入蛋内

部!避免蛋清,碱伤-现象的发生)

#

*

"但是铅会在人体内积

累!对人体健康造成危害!尤其对婴幼儿智力发育有不良影

响)

5

*

"故近年来!学者对于皮蛋无铅工艺研究较多)

"V!!

*

!比

如采用添加锌+铜等来替代铅的作用!同时与氢氧化钠等混

合制成碱液!即清料法腌制液!解决了传统腌制泥中重金属

超标和腌制出的皮蛋品质不稳定等问题"

蛋黄主要由
66/5T

的脂肪和
!7/UT

的蛋白质)

!4

*组成!

也是皮蛋的主要构成部分"蛋清凝胶是依靠离子键与二硫

键作用形成球状蛋白质聚集体!而蛋黄凝胶的形成受水分和

盐分的影响)

!6

*

"目前!对于皮蛋中蛋清凝胶的形成机理及

改性研究较多!也较为成熟!但对于蛋黄凝胶形成机理及金

属离子调控等研究较少且仍未阐明)

!

*

"本试验采用清料法

腌制皮蛋!对皮蛋腌制过程中蛋黄内部化学作用力和凝胶强

度进行了监测!旨在为蛋黄凝胶形成机理的探究及皮蛋品质

控制提供理论依据"
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试验方法

!/6/!

!

工艺流程
!

选取
8U

"

#U

.

新鲜鸭蛋数枚!用流动水

冲洗表面脏物!晾干后备用"按照以下配方配制腌制液&

7/UT :(WY

!

6/UT

食盐!

$/!T ]2LW

7

!

$/!T Q0LW

7

!

$/!T

c-LW

7

!

$/!T

红茶末"将晾干后的新鲜鸭蛋浸泡于腌制液

中!腌制
7

周后出缸!流水冲净鸭蛋表面残留碱液后晾干!用

石蜡包裹皮蛋!后熟
4

周"分别在腌制
#

!

!7

!

4!

!

45

!

6U

!

741

时随机选取
!$

枚进行分析测试"

!/6/4

!

凝胶强度测定
!

使用直径为
U$''

的圆柱型探头

M

'

U$

!对每个样品进行单轴向压缩!压缩距离
7''

!触发力

7/$

.

"测试前速
$/U''

'

B

!测试速度
$/U''

'

B

!测试后速

$/U''

'

B

"

!/6/6

!

表面疏水性的测定
!

称取
!

.

皮蛋黄!加入
!$'X

H

Y#/$

的磷酸缓冲液!均质后于
7$$$d

'

离心
!$')-

!取上

清液备用"将离心后的样品上清液蛋白质浓度稀释为

$/$!'

.

'

'X

"取
7'X

稀释液!添加
4$

%

X5 ''+*

'

X

的

N:L

为荧光探针!激发波长为
6"$-'

!扫描范围为
7$$

"

8$$-'

"

!/6/7

!

傅里叶转换红外线光谱分析
!

精确称取
!$$'

.

_\G

和
!/4'

.

冷冻干燥后的样品!用玛瑙研钵研磨至没有光泽

后压片"将压好的样品置于全反射附件#

NJ=

%上进行全波

段#

7$$$

"

8$$3'

V!

%扫描!扫描次数为
!8

次!分辨率为

73'

V!

"以相应未添加样品的
_\G

为背景!扣除背景后得

到红外光谱图"利用
W?:S]8/$

数据处理软件和
M0(EP)@

7/!4

软件对数据进行处理!拟合后使残差
$

$/$!

!根据各积

分面积计算二级结构所占百分含量"

!/6/U

!

游离巯基和总巯基的测定
!

参考文献)

!7

*"

!/6/8

!

离子键+氢键+疏水相互作用和二硫键的测定
!

参考

文献)

!U

*"

!/6/#

!

凝胶电泳#

L>L&MNO%

%

!

凝胶电泳使用
UT

和
!4T

分离叠加凝胶"称取
6

.

蛋黄加入
4#'XUT L>L

!并于

!4$$$G

'

')-

的匀浆器中快速分散
!')-

!将匀浆在
5U^

下

加热
!I

后!于
#U$$d

'

离心
!$')-

"用样品处理液将蛋白

质浓度调整到
!'

.

'

'X

!取
4$

%

X

进行电泳!凝胶电泳单元

的恒定电压为
4$$9

'板!凝胶的染色用考马斯亮蓝
=&4U$

#

$/!4UT

%+

4U'X

'

!$$'X

甲醇和
!$'X

'

!$$'X

醋酸"脱

色用
7$'X

'

!$$'X

甲醇和
!$'X

'

!$$'X

醋酸"

!/6/5

!

统计分析
!

运用
WG)

.

)-5/U

和
LMLL!8/$

统计软件进

行多重比较+

XL>

检验以及作图"

4

!

结果与分析
4/!

!

蛋黄凝胶强度的变化

由图
!

可知!腌制过程中蛋黄的凝胶强度变化显著#

M

$

$/$U

%!而在后熟期间变化不显著#

M

#

$/$U

%"腌制过程中氢

氧化钠逐渐透过蛋壳与蛋壳膜进入蛋清和蛋黄内!使得蛋清

呈透明凝胶状!而蛋黄逐渐呈外部凝胶+溏心黏稠状"氢氧

化钠与蛋黄中油脂发生皂化反应使得表面蛋黄开始凝固!同

时蛋白质发生碱变性!生成的变性蛋白质之间发生交联!使

得原本柔软的外层蛋黄呈凝胶状!凝胶强度在腌制期间显著

增加"皮蛋出缸后!没有氢氧化钠的持续渗透!且水分逐渐

散失!使得蛋黄凝胶强度在
45

"

6U1

时显著增加#

M

$

$/$U

%!

而后熟期间皮蛋内部微环境趋于稳定!故在后熟过程中凝胶

强度变化不明显#

M

#

$/$U

%"

图
!

!

凝胶强度的变化
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蛋黄表面疏水性的变化

N:L

可用作荧光标记来反映蛋白质的表面疏水特性及

监测蛋白质的变性过程!其常与阴离子蛋白结合)

!8

*

"皮蛋

在腌制和后熟过程中的外源性荧光光谱见图
4

"外层蛋黄和

溏心蛋白质的荧光峰值随腌制时间的延长逐渐降低!其中外

层蛋黄峰值在
!7

"

741

时下降显著#

M

$

$/$U

%!而溏心峰值

在
#

"

!71

时下降显著#

M

$

$/$U

%!在
!7

"

741

时下降不明

显#

M

#

$/$U

%!说明外层蛋黄在
!7

"

451

时发生了明显的变

性!而溏心在整个腌制和后熟过程中的蛋白质变性较缓慢"

氢氧化钠的渗入!改变了酸碱平衡环境!变性后的蛋白质结

构逐渐变得有序!空间结构变得可延伸!使得更多极性基团

暴露"极性基团以非共价键的方式与渗透的阴离子及蛋白

质相结合!导致非极性基团和阴离子增加!荧光强度也相应

增加"而蛋清凝胶的形成使得氢氧化钠渗透进入蛋黄的速

率下降!凝固的外层蛋黄进一步减缓了氢氧化钠渗透进入溏

心的速率!说明蛋黄蛋白质的变性会使表面疏水性下降"同

8

基础研究
!

4$!5

年第
8

期



图
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表面疏水性的变化
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倍!说明外

层蛋黄蛋白质比溏心蛋白质变性严重"

4/6

!

QJS=

结果分析

酰胺
S

带常用于反映蛋白质二级结构!主要是靠
%%

] W

的伸缩振动引起红外的吸收变化)

!#

*

"

!8$$

"

!87$3'

V!被

划分为
"

(

折叠!

!87$

"

!8U$3'

V!为
#

(

随机结构!

!8U$

"

!88$3'

V!为
!

(

螺旋结构!

!88$

"

!#$$3'

V!为
.&

转角)

!5

*

"

蛋白质的紧密程度可由
"

(

折叠和
!

(

螺旋结构之和反映!同时

这也能代表蛋白质分子内总相互作用氢键"

;)

等)

!"

*和郑华

等)

4$

*曾报道过!新鲜蛋黄的
"

(

折叠+

#

(

随机结构+

!

(

螺旋结构

和
.(

转角的比例分别为
78/$7T

!

$/$$T

!

7!/"#T

!

!5/84T

"

皮蛋腌制和后熟过程中蛋黄蛋白质的二级结构变化见表
!

"

其中外层蛋黄蛋白质的
"

(

折叠下降明显#

M

$

$/$U

%!

.&

转角

显著增加#

M

$

$/$U

%!

#

(

随机结构在腌制
451

时开始出现!而

!

(

螺旋在
451

时消失!溏心蛋白质各部分二级结构的变化与

外层蛋黄相反!说明外层蛋黄蛋白质二级结构比溏心蛋白质

被破坏的严重"因为外层蛋黄中氢氧化钠含量的增加速率

快于溏心部分!所以外层蛋黄蛋白质较快发生碱变性!使得

溏心部分发生相应的物理状态变化慢于外层蛋黄!这也表明

溏心部分发生的变化是外层蛋黄变化的延续"蛋黄蛋白质

二级结构的变化与蛋黄在腌制过程中出现的外层蛋黄凝胶

化+溏心部分变得黏稠相一致"外层蛋黄蛋白质的
!

(

螺旋和

"

(

折叠之和呈下降趋势!而溏心蛋白质的
!

(

螺旋和
"

(

折叠之

和比例上升!说明总相互作用氢键对稳定的外层蛋黄凝胶作

用较小!而对逐渐转变为外层蛋黄的溏心有重要作用"

4/7

!

蛋黄腌制过程中游离巯基与总巯基的变化

皮蛋在腌制和后熟过程中游离巯基和总巯基的变化见

图
6

"外层蛋黄的游离巯基下降缓慢#

M

#

$/$U

%!溏心的游离

巯基和总巯基均下降显著#

M

$

$/$U

%!而外层蛋黄总巯基呈先增

加后下降趋势!在第
!7

天时达到最大值#

64/67

%

'+*

'

.

.

MG+

%"

郑华等)

4$

*曾报道新鲜蛋黄的巯基含量为
U#

%

'+*

'

.

.

MG+

"

说明蛋黄在腌制
$

"

#1

时!巯基含量大幅度下降!而在腌制

和后熟过程中游离巯基变化不明显!原因可能是外层蛋黄蛋

白质的变性等因素使得巯基在前期转化成了二硫键"外层

蛋黄总巯基含量比游离巯基平均高
6/77

%

'+*

'

.

.

MG+

!而溏

心总巯基含量比游离巯基高
$/4"

%

'+*

'

.

.

MG+

!表明外层蛋

黄中分子内部巯基的数量要比溏心多"蛋黄中的蛋白质是

与不同质量脂质结合的磷蛋白!共有
6!8

种!占比较高的有

表
!

!

二级结构的变化

J(C*0!

!

9(G)(@)+-+PB03+-1(G

D

B@G23@2G03+-B@)@2@)+-

腌制时

间'
1

样品
!8$$

"

!87$3'

V!

"

(

折叠'
T

!87$

"

!8U$3'

V!

#

(

随机结构'
T

!8U$

"

!88$3'

V!

!

(

螺旋'
T

!88$

"

!#$$3'

V!

.&

转角'
T

!

&

螺旋
e

"

&

折叠'
T

#

!7

4!

45

6U

74

外层蛋黄
6!/76 $/$$ 76/8" 47/55 #U/!4

溏心
!!

47/67 4#/#8 $/$$ 7#/5" 47/67

外层蛋黄
4"/6# $/$$ 7U/8! 4U/$6 #7/"5

溏心
!!

47/$" 48/87 $/$$ 7"/48 47/$"

外层蛋黄
6!/66 $/$$ 77/7" 4!/U7 #U/54

溏心
!!

46/58 48/8U $/$$ 7"/7" 46/85

外层蛋黄
4$/U" 4"/$$ $/$$ U$/74 4$/U"

溏心
!!

67/8# $/$$ 74/7! 44/"4 ##/$5

外层蛋黄
4!/!8 45/65 $/$$ U$/7# 4!/!8

溏心
!!

67/!4 $/$$ 7!/7! 47/7# #U/U6

外层蛋黄
4$/"U 45/U# $/$$ U$/75 4$/"U

溏心
!!

68/47 $/$$ 74/!U 4!/84 #5/6"

#

第
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图
6

!

腌制和后熟过程中蛋黄游离巯基和总巯基的变化

Q)

.

2G06

!

]I(-

.

0B)-@+@(*(-1PG00B2*PI

D

1G

D

*3+-@0-@+P

H

G0B0GR010

..D

+*E

低密度脂蛋白#

8UT

%+高密度脂蛋白#

!8T

%+卵黄球蛋白

#

!$T

%和卵黄高磷蛋白#

7T

%

)

4!

*

"其中高密度脂蛋白能在

高碱度下形成聚集体但并不是依靠巯基或二硫键的作用!而

二硫键是球形蛋白质形成凝胶的主要作用力!表明蛋黄中蛋

白质巯基的变化主要来自于卵黄球蛋白)

44V46

*

"蛋黄接触氢

氧化钠的时间晚于蛋清!变性后的卵黄球蛋白快速通过化学

键与其它蛋白质发生交联而形成凝胶!进一步渗透的氢氧化

钠与溏心中油脂发生皂化反应!不同等电点的蛋黄蛋白质逐

渐变性聚集转变为外层蛋黄凝胶!形成了皮蛋蛋黄色层分明

的特点"

4/U

!

蛋黄离子键$氢键$疏水相互作用和二硫键的变化

蛋黄在不同腌制和后熟期间的化学作用力变化见图
7

"

由图
7

可知!外层蛋黄中的
LN

和
L>

显著增加#

M

$

$/$U

%!溏

心中的
LN

+

L]

和
L>

占比较大!表明外层蛋黄分子间作用力

主要是离子键和二硫键!而溏心分子间作用力主要是离子

键+疏水相互作用和二硫键"

!!

离子键主要受负电荷的影响!能阻碍凝胶的形成!但外

层蛋黄形成了凝胶!且其比例显著增加#

M

$

$/$U

%"在腌制

前期氯化钠较氢氧化钠渗透速度快!外层蛋黄表面正电荷较

多!而后期氯化钠渗透速率下降及蛋白质变性使得表面覆盖

较多负电荷!离子键含量增加"溏心离子键占比较大且呈先

增大后降低趋势!在
4!1

时达到最大值
88/7!T

"表明在前

4!1

时由于水分的降低以及氢氧化钠的渗入使得蛋白质表

面负电荷增加!而后期氯化钠含量的增加降低了表面负电荷

的相互作用!离子键降低"氢键是维持蛋白质二级结构的主

要作用力!疏水相互作用是维持蛋白质三级结构的主导作用

力!它对蛋白质结构的稳定和功能性质具有重要的作用"有

研究)

47

*表明蛋白质的疏水性对蛋白质分子的凝聚作用有显

著影响"外层蛋黄的
L\

与
L]

占比较小!说明氢氧化钠的渗

透造成多肽链末端官能团被电离!使得氢键和疏水相互作用

占比较小"溏心的
L\

下降显著#

M

$

$/$U

%!

L]

增加明显

#

M

$

$/$U

%!表明溏心蛋白质在腌制过程中逐渐发生变性而

聚集形成凝胶!增加凝胶强度"二硫键是形成凝胶的重要化

学键!也是维持蛋白质空间结构的重要次级键!当蛋白质受

到外界环境的影响时!二硫键会转化为巯基!从而破坏蛋白

LN

表示蛋黄在溶剂
N

中的溶解度!代表离子相互作用(

L\

表示蛋黄

在溶剂
N

与
\

的溶解度之差!代表氢键(

L]

表示蛋黄在溶剂
\

与
]

的溶解度之差!代表疏水相互作用(

L>

表示蛋黄在溶剂
]

与
>

的溶

解度之差!代表二硫键)

!6

*

图
7

!

化学作用力的变化

Q)

.

2G07

!

JI03I(-

.

0B+P)-@0G'+*032*(G)-@0G(3@)+-

质的空间结构"外层蛋黄和溏心的
L>

占比均较大!变化也

显著#

M

$

$/$U

%!说明在强碱作用下蛋黄蛋白质在腌制和后

熟过程中发生了变性!多肽链之间的巯基转化为二硫键!促

进了蛋白质之间发生交联并形成凝胶!提高了凝胶强度"

4/8

!

L>L&MNO%

分析

由图
U

可知!标准蛋白的分子量为
!7/7

"

"#/4E>(

"以

标准蛋白的迁移率作为对照!根据样品的相对迁移率!来判

断不同腌制时期蛋黄蛋白质的变化"对比各样品的电泳结

果发现!外层蛋黄蛋白质的主要条带集中在
76/$E>(

附近!

且条带数量从
6

条减少至
!

条!溏心蛋白质在
#1

时主要有

?/

标准蛋白
!

外
/

外层蛋黄
!

内
/

溏心

图
U

!

蛋黄凝胶电泳图

Q)

.

2G0U

!

L>L&MNO%

H

(@@0G-B+P

H

G0B0GR010

..D

+*E

5
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!
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#

条!碱浓度的增加使得部分溏心蛋白质分解!条带数量减

少"外层蛋黄和溏心凝胶电泳中均在
76/$E>(

附近存在条

带!该蛋白质可能是高密度脂蛋白!说明与其它蛋白质相比!

高密度脂蛋白能在碱性环境中稳定存在"在氢氧化钠的作

用下!蛋黄脂蛋白被破坏!蛋白质与油脂分离!油脂与碱发生

皂化反应使得外层蛋黄开始凝固!蛋白质分解成小片段多

肽!这些多肽通过内部化学键发生交联包裹水分而富有弹

性!凝胶强度增加"蛋黄蛋白质的电泳结果与其二级结构的

变化一致"

6

!

结论
研究皮蛋加工过程中蛋黄内部化学作用力及其凝胶强

度的变化!对揭示蛋黄凝胶的形成机理具有重要意义"结论

如下&

$

外层蛋黄蛋白质的变性程度强于溏心蛋白质!且其

表现出的蛋白质表面疏水性显著下降!影响着蛋黄内蛋白质

的聚集(

&

外层蛋黄凝胶的形成主要依靠离子键和二硫键

的作用!氢键和疏水相互作用贡献较小(

'

溏心逐渐转变为

外层蛋黄凝胶!形成色层分明的特点!增强了蛋黄凝胶强度!

其中疏水相互作用和二硫键起主要作用!离子键和氢键作用

显著减弱(

)

皮蛋中大部分蛋黄蛋白质分解成小片段多肽!

比较稳定的蛋白质可能是高密度脂蛋白"本试验对蛋黄的

形成机理进行了讨论!但仅监测了各种化学作用力对蛋黄凝

胶形成的影响!对于蛋黄内部各种成分对其凝胶形成的影响

还有待进一步研究"
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