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摘要!以罗非鱼(

Q<:17)<1I$(%$91C$7*(

)肌球蛋白为研究
对象!在不同盐浓度(

#
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+""//82
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WU0M2

)下!考
察适量添加

M0M2

!

对肌球蛋白热诱导凝胶持水性"微观
结构及化学作用力的影响#结果表明!低盐浓度(

#

"

#)"//82

*

WU0M2

)下!热诱导肌球蛋白纤丝迅速聚集!体
系呈弱的不透明凝胶!链状交联的凝胶网络结构粗糙"孔
隙极大!持水性低!疏水相互作用是维持凝胶的主要化学
作用力#当

M0M2

!

添加量为
#"//82

*

W

时!有利于凝胶
化过程中肌球蛋白分子结构部分展开!氢键相互作用减
弱!

"

.

螺旋部分转化成
$

.

折叠!分子间二硫交联作用增强
(

Y

#

"9")

)!形成致密有序的三维网状结构!持水性显著
提高(

Y

#

"9")

)!且
#//82

*

WU0M2

浓度下的改善效果更
明显#因此!添加适量的

M0M2

!

可有效改善低盐条件下
肌球蛋白的凝胶性能#

关键词!罗非鱼$肌球蛋白$

M0M2

!

$低盐浓度$热诱导凝
胶$持水性$微观结构
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肌球蛋白是肌肉蛋白的主要功能成分%占鱼肉肌原
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纤维蛋白的
))]

"

+"]

*

#
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%经热处理可以形成凝胶%在鱼
糜制品加工中起关键作用*

!

+

&肌球蛋白凝胶形成过程涉
及蛋白质分子的展开)聚集和交联%最终通过增强蛋白质
分子间相互作用形成稳定的三维网络结构%从而决定产
品的持水性和质构特性*

*

+

&而肌球蛋白是盐溶性蛋白%

在体外低盐!

#

"9!/82

(

WU0M2

#溶液中容易自发聚集成
纤丝*

>P)

+

%热诱导肌球蛋白分子无法有效解离(展开%由
纤丝之间的相互作用形成聚集体%凝胶特性较差*

+

+

&凝
胶制作通常需

!]

"

*]

的盐溶解肌球蛋白%促进蛋白质
分子展开%增加分子间相互作用%诱导凝胶网络结构的形
成*

,

+

%因此%鱼糜制品生产过程中需添加一定量的食盐
!

U0M2

#来保证产品的安全性%还可以改善其质地和风味&

而膳食中过量摄入钠会导致血压升高%增加心血管和肾
脏疾病的风险*

$

+

&

目前%常见的改善低钠条件下鱼糜制品凝胶性的方
法有"使用与

U0M2

相似的其他氯化盐作为替代品%或使
用蛋白质)水化胶体)转谷氨酰胺酶等凝胶增强剂*

(P##

+

&

研究*

#!P#>

+表明%二价阳离子!

M0

!p

)

S

5

!p

)

b4

!p等#通过
与蛋白质分子带负电的羧基之间的盐桥作用%诱导蛋白
质的交联%改善鱼糜凝胶的功能特性%其效果与离子类型
和浓度有关&

M0

!p是霍夫迈斯特序列中使蛋白质不稳定
的阳离子*

#)

+

%会促进蛋白质的展开%增强热处理过程中相
邻蛋白质分子间疏水相互作用和二硫交联%进一步促进
钙桥的形成%从而改变其凝胶性能*

#+P#$

+

&此外%

M0

!p也
可能激活内源性转谷氨酰胺酶的活性%催化特定的酰基
转移反应%通过

(

.

!

#

.

谷氨酰#赖氨酸交联形成更强的鱼
糜凝胶网络*

#(

+

&经
M0

!p诱导展开的肌球蛋白再进行适
当的高压处理!

#

*""SY0

#会导致分子进一步展开%增强
分子间共价和非共价相互作用%形成致密有序的肌球蛋
白凝胶网络结构%但强的高压处理!

)""SY0

#会导致肌球
蛋白过度变性%破坏蛋白质与水的相互作用*

!"

+

&

试验拟以罗非鱼肌球蛋白为研究对象%在几种典型
盐浓度!

#

%
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+""//82

(

WU0M2

#下%考察
M0M2

!

添
加量对肌球蛋白热诱导凝胶持水性和微观结构的影响%

探讨适量钙离子对低盐肌球蛋白凝胶性能的改善及机
理%为新型低盐水产蛋白凝胶制品的开发提供依据&

#
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材料与方法

#9#

!

材料与试剂
鲜活罗非鱼"取其背部白肉)分装)

P,)j

贮藏备用%

市售$

氯化钾)六水合氯化镁)硫酸铵)乙二胺四乙酸二钠"

分析纯%广州化学试剂厂$

).

腺苷三磷酸二钠盐!

IHY

#)二硫苏糖醇!

'HH

#)马
来酸"广州齐云生物科技有限公司$

乙二醇
.

双
.

!

!.

氨基乙醚#四乙酸!

-\HI

#"分析纯%上

海源叶生物科技有限公司$

快速
W8<B

3

法蛋白含量测定试剂盒"上海荔达生物
科技有限公司$

无水氯化钙"分析纯%广州市金华大化学试剂有限
公司$

$

.

巯基乙醇"分析纯%上海麦克林生化科技有限公司&

#9!
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主要仪器设备
高速冷冻离心机"

IF04@1 .̀!+A6

C

型%美国贝克曼
公司$

紫外分光光度计"

M0B

3

+"

型%安捷伦科技!中国#有
限公司$

恒温水浴锅"

HO.!"TH

型%英国比比科技有限公司$

傅里叶红外光谱仪"

H-UXQV!,

型%德国布鲁克
公司$

扫描电子显微镜"

-̀S.,+#".&

型%日本电子株式
会社&
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方法
#9*9#
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肌球蛋白的提取
!

参照
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等*

!#

+的方法并改
进&取新鲜搅碎的鱼肉
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%加入
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磷酸盐缓
冲液
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高速匀浆
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%浸提
#)/14

%

))""B

(

/14

离心
#"/14

%取沉淀重复上述过程
!

次%合并
沉淀%加入

*

倍体积的提取液
L

!
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(

W _M2

%
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(

WIHY

%

,9)//82

(
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5

M2

!

%

"9#)//82

(

W'HH

%

C

T+9>

#%搅打
#)/14

%

#""""B

(

/14

离心
#"/14

%用
>

层
纱布过滤%滤液用

(

倍蒸馏水稀释%静置
#" /14

%

+"""B

(

/14

离心
#"/14

%取沉淀&加入
#

(

)

倍体积的缓
冲液

M

!
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马来酸%

* /82

(

W _M2

%

"9+//82

(
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%
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#%混匀%放置
!7

%再加入
#

(

#"

倍体积的溶液
'

!

"9## /82

(

W IHY

%
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!

%

)9)//82
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W-\HI
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#%搅拌
#7

&加入硫
酸铵至其饱和度为

>"]

%

#""""B

(

/14

离心
#)/14

%取上
清液%继续加入硫酸铵至饱和度为

>)]

%

#""""B

(

/14

离
心
#)/14

%取沉淀&于透析液
-

!

!" //82

(

W YLX

%

"9+/82

(

W_M2

%

"9#//82

(

W'HH

%

C

T,9"

#中透析至无
XQ

!P

>

检出%

)""""B

(

/14

高速离心
+"/14

%所得上清液
即为肌球蛋白溶液%采用

W8<B

3

法试剂盒检测蛋白含量&

以上所有操作均在
>j

下进行&

#9*9!

!

肌球蛋白溶液及其热诱导凝胶的制备
!

将提取的
肌球蛋白溶液分成

>

组%分别用不同盐浓度!

#

%
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%
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W U0M2

#的磷酸盐缓冲液!

!" //82
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TYQ
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C
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#透析
!>7

!

> j

#%采用
W8<B

3

法试剂盒检测其蛋白含量%并用对应盐浓度的透
析液调节至蛋白浓度为

!"/

5

(

/W

%即为各离子强度下的
肌球蛋白溶液&取上述肌球蛋白溶液

!" /W

%加入
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(

WM0M2
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%水浴升温!
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$"j

保温
*"/14

%迅速冷却%

>j

保存过夜%

>$7

内使用&

以不添加
M0M2

!

的肌球蛋白体系为对照组&

#9*9*

!

浊度的测定
!

将
#9*9!

透析后的各肌球蛋白溶液
稀释至

#9"/

5

(

/W

%加入
#"//82

(

WM0M2

!

%以不添加
M0M2

!

的肌球蛋白体系为对照组&水浴升温处理!

!"

"

$"j

%

#j

(

/14

#%每隔
#"j

取样%参照
T;/=4

5

等*

#,

+的
方法进行浊度的检测&

#9*9>

!

凝胶持水性的检测
!

参照文献*

#$

+&

#9*9)

!

扫描电子显微镜!

X-S

#观察
!

取制备好的凝胶样
品用刀片切成

#//

厚度的小片%采用戊二醛溶液固定)

磷酸盐缓冲液洗涤%然后依次进行乙醇脱水)叔丁醇置
换)冷冻干燥和喷金*

##

+

%加速电压
$aZ

下放大
#""""

倍
观察&

#9*9+

!

凝胶化学作用力的测定
!

参照
T<04

5

等*

!!

+的四
段溶解法并稍作修改&其

>

种溶液分别为
"9+ /82

(

W

U0M2

!

X#

#)

"9+ /82

(

W U0M2p#9) /82

(

W

尿素!

X!

#)

"9+/82

(

WU0M2p$/82

(

W

尿素!

X*

#)

"9)/82

(

W

$

.

巯基
乙醇

p"9+/82

(

WU0M2p$/82

(

W

尿素!

X>

#&取制备好
的肌球蛋白凝胶样品

!

5

%加入
!"/WX#

%

)"""B

(

/14

匀
浆

!/14

%

>j

放置
#7

%

#""""B

(

/14

离心
!)/14

%上清液
Z

#

于
>j

保存%所得沉淀
#

加入
!"/WX!

%匀浆)静置)

离心处理得上清液
Z

!

和沉淀
!

%沉淀中加入
!"/WX*

%

同上处理得上清液
Z

*

和沉淀
*

%沉淀中加入
!"/WX>

%

同上处理后得上清液
Z

>

&上述各步离心所得上清液分

别加入等体积的
!"]

三氯乙酸溶液%

#""""B

(

/14

离心
#)/14

%去上清液%沉淀分别用
! /W U0QT

溶液
!

#/82

(

W

#溶解%采用
W8<B

3

试剂盒测定其蛋白质含量&

离子键)氢键)疏水相互作用和二硫键的贡献分别用溶解
于

X#

)

X!

)

X*

)

X>

的蛋白含量与匀浆的蛋白含量的比值
表示&

#9*9,

!

傅里叶变换红外光谱测定及二级结构分析
!

将凝
胶样品冷冻干燥后粉碎%称取约

#/

5

的样品与溴化钾混
合压片%较低空气湿度下收集红外光谱!

>"""

"

>"":/

P#

#%分辨率
>:/

P#

&使用
QSU?M,9*

和
Y;0aE1@

Z;BA184>9#!

软件对酰胺
$

带!

#,""

"

#+"":/

P#

#图谱
进行基线校正)平滑)去卷积处理%并通过

\0=AA104

曲线
拟合%得到肌球蛋白凝胶样品的二级结构含量*

!*

+

&

#9>

!

统计分析
所有试验重复

*

次%使用
XYXX!!

软件进行方差分
析!

IUQZI

#%并通过
'=4:04

的多范围检验显著性差异
!

Y

#

"9")

#&

!

!

结果与分析

!9#

!

M0M2

!

对热处理过程中肌球蛋白体系浊度的影响
由图

#

可知%肌球蛋白体系的浊度随盐浓度的增大
逐渐下降!

Y

#

"9")

#&低离子强度!

#

%

)"//82

(

WU0M2

#

下%肌球蛋白溶解性差%体系明显浑浊*

!>

+

%随着升温处理
的进行%浊度持续增加!

Y

#

"9")

#%且升温至
>"j

时浊度

字母不同表示差异显著!

Y

#

"9")

#

图
#

!

不同离子强度下
M0M2

!

对罗非鱼肌球蛋白溶液热处理过程中浊度的影响
&1

5

=B;#

!
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3
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C
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冯
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对低盐罗非鱼肌球蛋白凝胶持水性和微观结构的影响



增加已非常明显%体系热稳定性差&生理离子强度
!

#)"//82

(

WU0M2

#下%未经热处理的肌球蛋白溶液已基
本澄清%当处理温度

)

>"j

时%溶液明显变得浑浊%且变
化比

)"//82

(

WU0M2

下的聚集更明显&这表明生理离
子强度下部分解离的肌球蛋白分子比低离子强度下的纤
丝结构更容易展开和变性%大量疏水基团暴露导致分子
间通过疏水相互作用聚集&当

U0M2

浓度为
+""//82

(

W

时%肌球蛋白溶解%分子以单体或寡聚物形式存在%体系
澄清透明%且在升温处理过程中溶液保持澄清%肌球蛋白
分子展开和聚集达到平衡%肌球蛋白重链头部聚合%分子
聚集不明显&

添加
M0M2

!

后%不同盐浓度下肌球蛋白体系浊度增
加!

Y

#

"9")

#%且热处理过程中浊度增大尤为明显!

Y

#

"9")

#%表明适量
M0M2

!

对肌球蛋白体系有较好的交联聚
集效果%可能与

M0

!p存在下肌球蛋白分子间的盐桥作用
及不同盐浓度下分子的热变性聚集有关&低盐浓度!

#

%

#)"//82

(

W

#下%热处理升温至
>"j

时%肌球蛋白结构伸
展并开始变性聚集%

M0

!p的盐桥作用导致分子间热聚集
增强%继续升温至

$"j

时%变性的肌球蛋白由于分子间
共价和非共价相互作用进一步聚集%体系浊度继续增大
!

Y

#

"9")

#&高盐浓度!

+""//82

(

W

#下%热诱导肌球蛋白
单体分子展开的速度大于聚集速度%

M0

!p诱导肌球蛋白
聚集不明显%与低浓度

M0M2

!

对鱼肌球蛋白溶液浊度的
影响类似*

#,

+

&

!9!

!

M0M2

!

对肌球蛋白凝胶持水性的影响
由图

!

可知%随着盐浓度的增加%肌球蛋白热凝胶形
成能力增强%持水性增加!

Y

#

"9")

#%透明度增大%表明不
同盐浓度下形成的凝胶三维网络结构以及分子聚集方式
和聚集体的大小可能不同&低离子强度!

#

%

)"//82

(

W

U0M2

#下%肌球蛋白溶解性差%热处理过程中分子不能充
分展开和相互作用%分子表面疏水性增加不明显*

!)

+

%纤丝

字母不同表示差异显著!

Y

#

"9")

#

图
!

!

M0M2

!

对罗非鱼肌球蛋白热诱导凝胶持水性的影响
&1
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迅速聚集形成大的颗粒聚集体%此时持水性极差%热诱导
肌球蛋白体系呈不透明弱凝胶%具有较强的流动性&随
着离子强度的增加%解离的肌球蛋白分子与水分子的相
互作用增强%肌球蛋白溶解性增大%受热后其结构更容易
展开%分子表面疏水性增加%体系的热凝胶形成能力增
强&当

U0M2

浓度为
#)"//82

(

W

时%体系可以形成硬凝
胶%透明度增加%持水性

%

+"]

&当
U0M2

浓度为
+""//82

(

W

时%低温热处理导致肌球蛋白重链头部聚合%

总巯基含量下降%在高温条件下肌球蛋白尾部有序聚集%

形成规则的网络结构%截留水分的能力增强%此时持水性
达

(>9!*]

&

添加
M0M2

!

后%不同离子强度下肌球蛋白热诱导凝
胶的持水性显著增大!

Y

#

"9")

#%表明
M0

!p的添加有利于
蛋白质分子的展开和!或#聚集%肌球蛋白分子间相互作
用增强%且低盐条件下改善尤为明显&当

U0M2

浓度为
#//82

(

W

时%添加
M0M2

!

后肌球蛋白凝胶的持水性提高
了

!+]

$当
U0M2

浓度为
#)"//82

(

W

时%添加
M0M2

!

后肌
球蛋白凝胶的白度增加%肉眼观察即可识别出凝胶色差
的变化$当

U0M2

浓度为
+""//82

(

W

时%添加
M0M2

!

后肌
球蛋白凝胶的持水性达

($]

&添加
M0M2

!

后不同离子强
度下肌球蛋白热诱导形成不透明凝胶%表明

M0

!p存在时
肌球蛋白分子聚集的速度大于展开的速度*

!+P!,

+

&低盐
条件下%

M0

!p存在导致纤丝的肌球蛋白分子部分展开和
分子间紧密聚集%分子间通过强的相互作用形成不透明
凝胶%硬度较大*

!$

+

$高盐条件下%肌球蛋白分子充分展开%

高温时的
M0

!p诱导肌球蛋白尾部有序聚集%凝胶透明度
下降%白度和持水性增加&因此%适量添加

M0M2

!

能明显
改善凝胶的持水性&

!9*

!

M0M2

!

对肌球蛋白凝胶微观结构的影响
由图

*

可知%当
U0M2

浓度为
#

"

#)"//82

(

W

时%肌
球蛋白溶解度差%热诱导肌球蛋白纤丝快速聚集形成粗
糙的交联链%凝胶微观结构孔径较大%呈现清晰而不规则
的网络结构%对水分子的截留能力差*

!(

+

%其中
)"//82

(

W

U0M2

下的凝胶网络孔径最大%与浊度结果一致$当
U0M2

浓度为
+""//82

(

W

时%肌球蛋白分子充分展开并有序聚
集%热诱导凝胶呈固态结构%表面平滑均匀%但仍存在较
大的孔洞%与纯的鱼肌球蛋白热凝胶微观结构类似*

*"

+

&

添加
M0M2

!

后%不同盐浓度下肌球蛋白热诱导凝胶微观
结构显示清晰的紧密交叉连接%细腻均匀的网络结构形
成%凝胶孔径极小%因此凝胶的持水性和白度增加%且

#

%

#)"//82

(

WU0M2

下的凝胶微观结构改善尤为明显%进
一步表明适量添加

M0

!p 能诱导肌球蛋白分子展开和
变性&

!9>

!

M0M2

!

对肌球蛋白凝胶化学作用力的影响
由图

>

可知%

"9+/82

(

W U0M2

'

$/82

(

W

尿素溶液
!

X*

#中肌球蛋白凝胶溶解度最高!

Y

#

"9")

#%其次为二硫

"$

基础研究
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图
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对罗非鱼肌球蛋白热诱导凝胶扫描电镜图的影响
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X#9

离子键
!

X!9

氢键
!

X*9

疏水相互作用
!

X>9

二硫键
字母不同表示差异显著!

Y

#

"9")

#

图
>

!

M0M2

!

对罗非鱼肌球蛋白凝胶化学作用力的影响
&1

5

=B;>

!

-EE;:@8EM0M2

!
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键%离子键和氢键所占比例较小%表明分子间疏水相互作
用和二硫键是维持肌球蛋白热诱导凝胶的主要化学作用
力&低盐浓度!

#

"

#)"//82

(

WU0M2

#下%肌球蛋白热诱
导凝胶二硫键比例随盐浓度的增加显著升高!

Y

#

"9")

#%

主要是由于盐离子的作用加快了肌球蛋白分子结构的部
分展开%热诱导分子内部疏水基团和巯基逐渐暴露%分子

间疏水相互作用增强%分子明显聚集$随着热处理温度的
升高%巯基氧化成二硫键%导致不可逆的凝胶网络结构形
成&高盐浓度!

+""//82

(

WU0M2

#下%肌球蛋白呈单体%

"

.

螺旋含量较高%相应的热凝胶中离子键和氢键含量高%二
硫键含量降低%体系呈透明软凝胶%弹性模量和凝胶硬度
下降%与微观结构结果基本一致&添加

M0M2

!

后%肌球蛋白

#$
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冯
!

瑞等!
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对低盐罗非鱼肌球蛋白凝胶持水性和微观结构的影响



热凝胶的主要化学作用力仍为疏水相互作用和二硫交联%

但二硫键所占比例明显升高!

Y

#

"9")

#%疏水相互作用比例
下降!

Y

#

"9")

#%离子键和氢键所占比例降低%且
#//82

(

W

U0M2

下的二硫键含量增加最明显&因此%适量添加
M0

!p

能促进热处理过程中肌球蛋白分子结构及化学作用力的
变化%其改进效果与凝胶持水性和微观结构一致&

!9)

!

肌球蛋白二级结构的变化分析
研究*

*#

+表明%

"

.

螺旋是鱼糜蛋白质的主要构象%鱼糜
凝胶中肌球蛋白的

"

.

螺旋结构部分转化为
$

.

折叠)

$

.

转
角和无规卷曲结构%其中

$

.

折叠和无规卷曲结构是维持
鱼糜凝胶的主要蛋白质构象%且

$

.

折叠结构对凝胶强度
的贡献最大&由图

)

可知%肌球蛋白分子包含棒状尾部
和球状头部%棒状尾部由

"

.

螺旋构成&未经热处理的肌
球蛋白分子以

"

.

螺旋结构为主%且随盐浓度的增加!

#

"

+""//82

(

W U0M2

#肌球蛋白
"

.

螺旋含量增加&添加
M0M2

!

后%凝胶中肌球蛋白
"

.

螺旋结构含量降低%而
$

.

折
叠和无规卷曲结构含量增大%且低盐条件下变化更加明
显&

#//82

(

WU0M2

条件下添加
M0M2

!

后%凝胶肌球蛋白
"

.

螺旋比例从
#,9)#]

下降到
#*9,!]

%

$

.

折叠比例从
*#9"+]

增加到
*+9,"]

%表明
M0M2

!

的作用有利于低盐条
件下肌球蛋白凝胶的形成%与

M0

!p诱导肌球蛋白凝胶二
级结构的变化结果类似*

#,

+

&因此%适量添加
M0M2

!

可诱
导热处理过程中肌球蛋白分子结构展开%

"

.

螺旋结构转
化成

$

.

折叠结构%分子间相互作用增强%明显改善低盐条
件下肌球蛋白凝胶的网络结构及持水性&

*

!

结论
试验表明%不同盐浓度!
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#下%肌球蛋白热诱导凝胶的微观结构和持水性能存
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"

$

分别为
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)
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图
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对热诱导凝胶中肌球蛋白二级结构的影响
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在差异&但适量添加
M0

!p可诱导不同盐浓度下肌球蛋白
分子部分展开和变性%热处理过程中更多的疏水基团和
交联位点暴露%肌球蛋白分子

"

.

螺旋结构部分转化成
$

.

折叠结构%进一步促进钙桥及分子间疏水相互作用和二
硫键的形成%肌球蛋白分子有序交联形成致密均匀的三
维凝胶网络结构%凝胶持水性显著提高!

Y

#

"9")

#%且低
盐条件下改善更明显&
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加拿大发布食品安全检测公告
!!

!"!"

年
)

月
#*

日%加拿大食品检验局!

M&?I

#发
布了食品安全检测公告&

加拿大食品检验局监测了化学和微生物危害水
平%食物供应中未申报的过敏原和麸质%并制定了风险
管理策略&当发现违规情况时%加拿大食品检验局将
会采取适当行动%包括通知制造商或进口商)进行进一

步定向取样或对产品扣押)召回等&

此次食品安全监测公告包括某些食品中的亚硫酸
盐!

!"#+

'

!"#,

#)替餐和营养补充剂中未申报的过敏
原和麸质!

!"#+

'

!"#,

#和冷藏蘸酱和涂抹酱中未申报
的过敏原!

!"#+

'

!"#,

#

*

部分&

!来源"

7@@

C

"((

4;<A9E88D/0@;94;@

#

%$

"

Z829*+

"

U89)

冯
!

瑞等!

M0M2

!

对低盐罗非鱼肌球蛋白凝胶持水性和微观结构的影响


