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羊肝蛋白稳定性及
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其功能特性的影响
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摘要!采用差式扫描量热法!激光粒径分布仪等仪器分析

法研究了羊肝蛋白的稳定性"同时研究了
38$:

质量分数

#

*B*I

"

!B4I

"

-B)I

$对羊肝蛋白的乳化性与起泡性等功

能特性及分子量分布和表面疏水性的影响%结果表明&

随着
38$:

质量分数的增加"水溶性羊肝蛋白#

J8?CKLG:6

AM:C:9NCK

O

KG?C9>L

"

J20&

$和 盐 溶 性 羊 肝 蛋 白 #

28:?

LG:AM:C:9NCK

O

KG?C9>L

"

220&

$的表面疏水性也增加'

220&

的变 性 温 度 为
4,B" P

"高 于
J20&

的 变 性 温 度

#

,(B(P

$"表现出较好的热稳定性'

J20&

的粒径分布较

为集中"且电位绝对值小于
220&

'

J20&

和
220&

均显示

出良好的乳化性能和泡沫稳定性"

38$:

质量分数的增加

降低了
J20&

的乳化性能"而对
220&

的乳化性能则没

有明显影响%

38$:

质量分数为
!B4I

时可提高
J20&

和

220&

的起泡能力"而且不会影响其泡沫稳定性'而
38$:

质量分数#

-B)I

$的进一步增加会降低起泡能力和泡沫稳

定性%

关键词!水溶性蛋白'盐溶性蛋白'

38$:

'稳定性'乳化性'

起泡性
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肝脏是肉制品加工后廉价的副产物%含有大量的蛋

白质和丰富的营养元素%如"氨基酸)矿物质和脂肪酸

等*

![H

+

&由于缺乏对羊肝蛋白质功能特性的研究%使得

其利用局限于肝酱制品和动物饲料&与鸡肝和猪肝相

比%羊肝中不仅含有丰富的微量元素!如
$A

)

/C

#和必需

脂肪酸!如
!

6

亚麻酸#%而且含有大量维生素和蛋白质

!

!,B"*

F

(

!**

F

,羊肝#

*

-[(

+

%使得其具有抗氧化)抑制脂

质过氧化)抗肿瘤以及提高机体免疫力等功能*

'

+

&目前

有关羊肝的研究基本集中在产品开发和工艺优化等方

面%例如"韩志慧等*

)

+将利用发酵和脱膻法去除了膻味羊

肝与具有明目功效的营养液混合%研制得到了新型的羊

肝羹$李黎等*

,

+研制和开发了具有明目功效的羊肝口服

液%并对其工艺参数进行优化$张宇*

4

+优化了羊肝蛋白的

提取工艺%并考察其抗氧化活性$文飞*

"

+优化了羊肝蛋白

多肽的制备工艺%并考察其抗氧化活性%未见
38$:

含量

对羊肝中不同蛋白组分功能特性影响的报道&

试验拟研究羊肝蛋白的稳定性及
38$:

含量对水溶

性羊肝蛋白!

J8?CKLG:AM:C:9NCK

O

KG?C9>L

%

J20&

#和盐溶

性羊肝蛋白!

28:?LG:AM:C:9NCK

O

KG?C9>L

%

220&

#的乳化性)

起泡性%以及其分子量分布和表面疏水性%以期为羊肝蛋

白的加工利用提供数据支持与理论依据&

!

!

材料与方法

!B!

!

材料前处理

选取新鲜美利奴羊羊肝%手工除去血管和脂肪组织%

然后分割成
-**

F

左右的组织块%真空包装后%贮存于

[(*P

下直至分析&

!BH

!

试剂

磷酸氢二钠)氯化钠"分析纯%天津市致远化学试剂

有限公司$

磷酸二氢钠"分析纯%天津风船化学试剂科技有限

公司$

十二烷基硫酸钠"分析纯%天津博迪化工股份有限

公司$

三!羟甲基#氨基甲烷"分析纯%上海山浦化工有限

公司$

考马斯亮蓝
\6H'*

"分析纯%上海蓝季科技发展有限

公司&

!B-

!

仪器与设备

高压均质机"

W1!**]

型%加拿大
W%2

公司$

纳米粒度分析仪"

Ĉ?8L9<CK38>G6̂2"*

型%英国

Y8:NCK>

公司$

离心机"

-6!4+

型%德国
29

F

78

公司$

真空冷冻干燥机"日本
5.50W

公司$

荧光分光光度计"

/0",*

型%香港
%C@T@G7

O

公司$

垂直电泳系统"

25H)*

型%美国
1GCRCK

公司$

超微量紫外分光光度计"

38>G&TG?G7C?CK63'*

型%

德国
ZY&053

公司$

凝胶成像系统"

5LLC>?98:_)

型%英国
Ǹ9?C@

公司$

差示扫描量热仪!

Q2$

#"

2%W(("/-

型%耐驰科学仪

器有限公司&

!B(

!

试验方法

!B(B!

!

羊肝基础指标的测定

!

!

#羊肝粗蛋白含量"凯氏定氮法*

!*

+

&

!

H

#脂肪含量"索氏提取法*

!!

+

&

!B(BH

!

羊肝蛋白提取
!

取冷冻羊肝
(P

下过夜放置融化

后组织研磨%加入
(

倍体积的
(P

的
*B*'7G:

(

0

磷酸钠

盐缓冲液!

O

1,B(

#%室温下振荡提取
-*79>

后%于
(P

离

心!

!****a

3

#

!'79>

%收集上清液%沉淀重复上述提取步

骤两次%合并
-

次提取的上清液即为
J20&

水溶液$取提

取
J20&

的沉淀加入
(

倍体积
*B)*7G:

(

038$:

溶液

!

*B*'7G:

(

0

)

O

1,B(

的磷酸钠缓冲液#%按上述步骤提取

合并上清液即为
220&

溶液$所得
J20&

溶液和
220&

溶

液置于
( P

下透析!透析膜的分子截留量为
4***

"

!-***EQ8

#

(4T

*

!H

+

&

!B(B-

!

十二烷基硫酸钠'聚丙烯酰胺凝胶电泳!

2Q26

&W\5

#

!

参照文献*

!-

+%具体参数"分离胶
!HI

)浓缩胶

'I

)样品蛋白质量浓度
!B'7

F

(

70

%上样量
,

#

0

%电压

H**_

)电泳时间
(*79>

左右&

!B(B(

!

热稳定性
!

根据李艳青*

!(

+的方法采用差示扫描

量热仪!

Q2$

#测定&称取
'

"

47

F

蛋白样品于铝盒中%

使用空置铝盒作为空白&设置参数为"测定温度
H*

"

!'*P

%加热速度
!*P

(

79>

%采用
OS

K9L)B*

软件进行数据

采集&

!B(B'

!

蛋白粒径及
Ĉ?8

电位的测定
!

采用纳米粒径分析

仪测定%设置参数为"蛋白质量浓度
!7

F

(

70

$使用配有

1C

(

3C

激光器%

"

b)-->7

&

!B(B)

!

表面疏水性的测定
!

取
(B*70

蛋白溶液!质量浓

度范围为
*B*!

"

*B*'7

F

(

70

#加入
H*

#

0

的
4B*77G:

(

0

W32

试剂%室温下反应
!B*79>

后测定其荧光吸收值%荧

光分光光度计设备参数为"激发波长
-,*>7

)发射波长

("*>7

)夹缝
'>7

)扫描速率
)*>7

(

L

&以未加
W32

的

蛋白溶液为空白%然后以荧光强度为纵坐标%蛋白浓度为

横坐标作图%其斜率即可反映蛋白质的表面疏水性

!

"

G

#

*

!'

+

&

!B(B,

!

乳化性!

5WZ

#及乳化稳定性!

52Z

#的测定
!

提取的

羊肝蛋白溶于
38$:

溶液中至蛋白质量浓度为
!B*7

F

(

70

%

"

基础研究
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并以
(c!

!

M

羊肝蛋白盐溶液
cM

大豆油#的比例加入大豆油%均质

!转速为
!****K

(

79>

#

!79>

立即从底部取
!**

#

0

均质

后溶液%并加入
!*B*70

十二烷基硫酸钠溶液!

*B!I

)

O

1,B*

#%混合均匀%测定
'**>7

下的吸光度记为
#

*

%

!*79>

后%重复之前操作%测定吸光度%记为
#

!*

&分别

按式!

!

#和式!

H

#计算乳化性指数!

57A:L9R

S

9>

F

8@?9N9?

S

9>6

DCd

%

5WZ

#)乳化稳定性指数!
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S
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F
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S

9>DCd

%

52Z

#

*

!)[!,

+

&

6

5W
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Ka

!

![

#

#

a!*

(

a#

*

a$

% !

!

#

6

52

b

#

!*

#

*

a!**I

% !

H

#

式中"

6

5W

'''乳化性指数%

7

H

(

F

$

6

52

'''乳化稳定性指数%

79>

$

#

'''油相 体 积 分 数 !油 的 体 积(乳 化 体 系 的 体

积#%

H'I

$

K

'''样品蛋白质含量%

7

F

(

70

$

#

*

)

#

!*

'''乳化体系在
*

%

!*79>

时的吸光度$

$

'''稀释倍数%

!**

&

!B(B4

!

起泡性!

/W

#及泡沫稳定性!

/2

#的测定
!

使用

38$:

溶液调节蛋白溶液的质量浓度为
HB*7

F

(

70

%记录

起始溶液体积为
M

*

%以
!****K

(

79>

均质
H79>

%测量蛋

白溶液和泡沫的总体积%计为
M

!

%

-*79>

后%再次测量蛋

白溶液和泡沫的总体积%计为
M

H

&分别按式!

-

#)!

(

#计算

起泡性!

/G879>

F

8@?9N9?

S

%

/W

#)泡沫稳定性!

/G879>

F

L?86

M9:9?

S

%

/2

#

*

!4

+

&

#

/

b

M

!

[M

*

M

*

a!**I

% !

-

#

>

/

b

M

H

[M

!

M

!

[M

*

a!**I

% !

(

#

式中"

#

/

'''起泡性%

70

(

F

$

>

/

'''泡沫稳定性%

I

$

M

*

'''初始时的液面高度%

@7

$

M

!

'''均质后的液面高度%

@7

$

M

H

'''静置
-*79>

后的液面高度%

@7

&

!B'

!

统计分析

每组试验重复
-

次%每次试验测定
-

个平行样%结果

用
2&22H'B*

进行分析处理!

&

#

*B*'

#%数据作图采用

XK9

F

9>&KG4B!

软件&

H

!

结果与分析
HB!

!

羊肝蛋白的基本表征

经试验测定%羊肝中的粗蛋白质量分数为
!4B,)I

%

其中
J20&

的蛋白质纯度达到
"*B'H4I

%

220&

的蛋白质

纯度达到
,*B')(I

%脂肪质量分数为
HB!"I

&

HBH

!

2Q26&W\5

电泳

如图
!

所示"以
Y8KE

为参照%

J20&

包含各种高分

子量和低分子量的蛋白质%在
H*

"

!**EQ8

的低分子量范

围内发现多个条带%主要的蛋白条带分别为
-(

%

()

%

'H

%

)-

%

,,EQ8

&肌浆蛋白是分子量相对较低的水溶性球状

蛋白%主要由糖酵解途径的酶%肌酸激酶和血红素色素组

成*

!"

+

&

J20&

的
2Q26&W\5

图中还显示了几种高分子

量蛋白质%其中主要蛋白质约为
!!*EQ8

%它们可能是成

肌纤维的片段*

H*

+

&

!!

220&

的
2Q26&W\5

图谱中显示出高分子量和低分

子量的蛋白质&主要的蛋白条带分别为
,H

%

)-

%

)*

%

(H

%

!*!EQ8

%然而%与
J20&

相比%在低分子量范围内发现较

少的蛋白质条带%而在高分子量范围内发现较多的蛋白

质条带%

220&

的分子量分布与
3A@E:CL

等*

H!

+的研究相

似&

2?CC>

等*

HH

+将
(HEQ8

的弱条带认为是肌动蛋白条

带%试验也具有相似推断&

J20&

和
220&

的
2Q26&W\5

图谱中有相似分子量的谱带%可能是由蛋白质在磷酸盐

和
38$:

磷酸盐溶液中的部分溶解性所致%也可能是存在

具有相同分子量的不同蛋白质*

H-

+

&

HB-

!

热稳定性

由图
H

可知%

J20&

和
220&

的变性温度分别在

,(B(P

和
4,B"P

左右%

220&

的热稳定性高于
J20&

&

HB(

!

羊肝蛋白的粒径和
Ĉ?8

电位

由图
-

!

8

#可知%

J20&

的粒径在
!**

"

!***>7

处

图
!

!

盐溶性与水溶性羊肝蛋白的
2Q26&W\5

电泳图谱

/9

F

AKC!

!

%TC978

F

CGR

O

KG?C9>

F

C:C:C@?KG

O

TGKCL9L

图
H

!

羊肝蛋白的
Q2$

分析曲线
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AKCH

!

Q2$8>8:

S

L9L@AKNCGRLTCC

O

:9NCK

O

KG?C9>

#

"

_G:B-,

"

3GB-

张晓燕等!羊肝蛋白稳定性及
38$:

质量分数对其功能特性的影响



图
-

!

羊肝蛋白的粒径和电位分析图

/9

F

AKC-

!

&8K?9@:CL9<C8>D

O

G?C>?98:8>8:

S

L9LGRLTCC

O

:9NCK

O

KG?C9>

有较为集中的分布&而
220&

的分别在
*

"

!**

%

!**

"

!***>7

出现分布%其中在
!**

"

!***>7

出现的单峰%

与
J20&

的粒径分布很相似&

由图
-

!

M

#可知%

220&

的
Ĉ?8

电位总数高于
J20&

的%静电相互作用较强%表明
220&

可能更加稳定&

HB'

!

38$:

质量分数对羊肝蛋白表面疏水性的影响

由表
!

可知"当
38$:

质量分数为
*B*I

"

-B)I

时%

J20&

和
220&

两类蛋白的表面疏水性会随
38$:

质量分

数的提高而增加$未添加
38$:

时%

J20&

的表面疏水性

较
220&

低%而
38$:

质量分数为
!B4I

和
-B)I

时
J20&

的表面疏水性却明显高于
220&

%说明
38$:

质量分数对

J20&

蛋白表面疏水性的影响程度较
220&

的要大&

J20&

主要为各种肌浆球蛋白%特别是肌球蛋白相关蛋

白%盐离子的添加会使得原本处于蛋白质内部的疏水性

氨基酸残基的侧链逐渐暴露于蛋白的外部*

H(

+

&带负电荷

的
$:

[会削弱水分子与蛋白分子间的氢键%促进水分的迁

移%进而影响溶液体系中水分的分布$同时
$:

[会与肌浆

球蛋白丝中带正电荷的氨基酸残基侧链结合%削弱原有

蛋白分子内的离子键%改变蛋白结构%促使蛋白分子中疏

水基团暴露于蛋白的表面%进而增加其表面疏水性*

H'

+

&

另外%

220&

主要为各种肌原纤维蛋白%而通常
38$:

会促

进
220&

各蛋白质的溶解%

%T8;GK>@T9>LG7MA?

等*

H)

+研

究结 果 表 明 鱼 的 肌 原 纤 维 蛋 白 在
38$:

浓 度 低 于

*B)7G:

(

0

!

-B'I

#时%蛋白的表面疏水性没有显著变化%

当
38$:

浓度高于
*B)7G:

(

0

时%其表面疏水性显著增加&

HB)

!

38$:

质量分数对羊肝蛋白乳化性与乳化稳定性的

影响

由图
(

!

8

#可知"

J20&

和
220&

乳化性随
38$:

质量

分数!

*B*I

"

-B)I

#的增加而降低$未添加
38$:

以及

38$:

质量分数为
!B4I

时%

J20&

的乳化性均明显高于

220&

%而
38$:

质量分数为
-B)I

时%

J20&

的表面疏水性

表
!

!

38$:

质量分数对
J20&

和
220&

蛋白表面

疏水性的影响

%8M:C!

!

5RRC@?LGR 38$:@G>@C>?K8?9G> G>

O

KG?C9>9@

LAKR8@CT

S

DKG

O

TGM9@9?

S

J20&8>D220&

38$:

质量分数(
I J20&

!

a!*

(

#

220&

!

a!*

(

#

*B* )BH'e*B!, !*B!He*BH'

!B4 !-BHHe*B-! !!B''e*B()

-B) !"B*He*B'- !(B))e*B4'

小写字母不同表示同一蛋白源不同盐浓度间差异显著!

&

#

*B*'

#$大写字母不同表示同一盐浓度不同蛋白源间差异显著!

&

#

*B*'

#

图
(

!

38$:

质量分数对羊肝蛋白乳化性和乳化稳定性的影响
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基础研究
/̀ 3QWY53%W0V525WV$1

总第
H--

期
"

H*H!

年
-

月
"



略低于
220&

%说明
38$:

质量分数对
J20&

乳化性的影

响较
220&

的大&

!!

由图
(

!

M

#可知"不添加
38$:

时%

J20&

的乳化稳定

性高于
220&

$而
38$:

质量分数在
!B4I

和
-B)I

时%

J20&

的乳化稳定性比
220&

的低&这是由于能够迁

移到油水界面的蛋白质量降低或蛋白质从界面向连续

相的扩散增加导致的%与静电)水合排斥和界面上吸附

的蛋白分子之间的空间相互作用有关*

H,

+

&

29:N8

等*

H4

+

观察到%随着
38$:

质量分数!

*B*I

"

!B)I

#增加乳液的

乳化性降低%可能是由于乳液形成后蛋白质从界面到

连续相的扩散增加&

+T8:9D

等*

H"[-*

+认为
38$:

质量分数

较低时!

*BHI

"

!B*I

#鹰嘴豆和芝麻籽乳化能力的

提高%是因为溶解度的提高%而在较高的盐离子质量

分数下!

!BHI

"

HB*I

#乳化能力的降低%是由于盐析

效应&

HB,

!

38$:

质量分数对羊肝蛋白起泡性与泡沫稳定的

影响

由图
'

可知"

38$:

质量分数为
*B*I

"

-B)I

时%

J20&

和
220&

的起泡性和泡沫稳定性均呈先增加后降

低的趋势&当
38$:

质量分数为
!B4I

时%

J20&

和
220&

的起泡性和泡沫稳定性显著增加%因为此时两种蛋白的

表面疏水性增加!如表
!

所示#%蛋白质在空气(水界面处

的相互作用增强%但当
38$:

质量分数为
-B)I

时%

J20&

和
220&

的起泡性显著下降%是因为疏水性氨基酸残基向

外部空间暴露太多时%蛋白质分子间疏水相互作用增强%

进而发生凝聚导致产生空气与水界面蛋白薄膜的蛋白量

减少%引发起泡性下降%如
ĜA8K9

等*

-!

+研究结果显示添

加
!I

的
38$:

可提高火鸡肝脏蛋白的起泡性%而当
38$:

添加量为
HI

时%起泡性显著降低&

ĜA

等*

-H

+研究表明起

泡性和泡沫稳定性会影响肝酱产品的加工及贮藏&

小写字母不同表示同一蛋白源不同盐浓度间差异显著!

&

#

*B*'

#$大写字母不同表示同一盐浓度不同蛋白源间差异显著!

&

#

*B*'

#

图
'

!

38$:

质量分数对羊肝蛋白起泡性和泡沫稳定性的影响
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S

GRLTCC

O

:9NCK

O

KG?C9>

-

!

结论
经提取后的羊肝中含有

"*B'H4I

的水溶性蛋白和

,*B')(I

的盐溶蛋白&水溶性羊肝蛋白的十二烷基硫酸

钠'聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱以低分子量为主%而盐溶

性羊肝蛋白在高分子量范围的条带较多&羊肝盐溶蛋白

的热稳定性较高%且粒径分布也较为集中%说明盐溶蛋白

的稳定性较高%电位分析也可验证这一结果&添加
38$:

可显著降低羊肝水溶蛋白和盐溶蛋白的乳化性和乳化稳

定性%而起泡性和泡沫稳定性发生显著的先增加后降低

的趋势&
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欧盟拟修订咯菌腈在某些小型水果和浆果中的最大残留限量
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日%欧盟食品安全局!

5/2W

#发布

消息称%拟修订咯菌腈!

R:AD9GdG>9:

#在某些小型水果和

浆果中的最大残留限量&

根据欧盟条例!
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提交了该修订申请&目前咯菌腈

在越橘)醋栗和蓝莓中现有的最大残留限量为
H7
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(
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F

%

拟议的最大残留限量为
(7
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(

E

F

&在茶子中现有的最

大残留限量为
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%拟议的最大残留限量为
(7
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(
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&

根据风险评估结果%欧洲食品安全局得出结论%根

据报告的农业实践%长期摄入由于使用咯菌腈而产生

的残留物不太可能对消费者健康构成风险&
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