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鳙肌原纤维三聚磷酸盐水解酶（’55+6(）的活性

高瑞昌， 薛长湖， 李兆杰， 薛 勇， 董 平
（中国海洋大学食品科学与工程学院，山东 青岛 &$$""(）

摘要：采用离子色谱方法检测添加的三聚磷酸盐（7’55）在新鲜碎鳙肉和鳙肌原纤维蛋白中（89）所发生的水
解。研究结果表明，添加到新鲜碎鳙肉中的 7’55能被水解成焦磷酸盐（55）和单磷酸盐（5,），所生成的 55继续
水解，最终产物为 5,。鳙肌原纤维蛋白具有三聚磷酸盐水解酶（’55+6(）活性，能将 7’55水解成 55和 5,。鳙肌
原纤维蛋白 ’55+6(水解 7’55的最适温度为 &% :，最适 ;<为 % 1%。低浓度的 8=& -能够激活鳙肌原纤维蛋白
’55+6(，但 8=& -超过 % **2)·># !时却起到了抑制作用。鳙肌原纤维蛋白 ’55+6(活性受到 ?%)的影响，在 " 1 (
*2)·># ! ?%) 条件下活性最高。&@’"!$+&能够抑制鳙肌原纤维蛋白 ’55+6(活性。
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三聚磷酸盐（623,.* ML,;2)K;026;0+M(，7’55）
作为食品添加剂已被世界各国广泛使用了约半个

世纪，对食品品质的改良起到重要作用，尤其是在

肉类工业中。在水产品加工中，三聚磷酸盐是一

种重要的保水剂和蛋白质稳定剂［!，&］。多聚磷酸

盐的功能特性主要是可以螯合金属离子、提高 ;<
值、解离肌动球蛋白［(，*］等。目前，对于多聚磷酸

盐在肉类中的功能特性研究较多，而对其添加到

肌肉中所发生的水解变化研究较少［% # +］。

"R,42N. 8+M6.4+=+ 等利用高效液相色谱检测到多
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聚磷酸盐在冷冻鲤鱼糜中发生水解［!，"］。多聚磷

酸盐在肌肉中发生水解会使其功能特性减弱甚至

消失。这将显著降低多聚磷酸盐在肉制品中的保

水性能和冷冻水产品中的保水抗冻性能，其结果

是所添加的多聚磷酸盐没起到任何效果，反而提

高了产品中总磷含量，影响了产品的安全性。如

何在安全的范围内，使添加的多聚磷酸盐更好地

发挥作用，使其在最低添加量的情况下达到最好

效果，探索三聚磷酸在肌肉中的水解变得非常必

要。目前，对于添加到新鲜鳙碎鱼肉的三聚磷酸

盐的水解情况尚未研究，并且对具有水解三聚磷

酸盐活性的酶仍未能确定。

早期对于多聚磷酸盐的测定一直使用化学的

方法，但是这些方法本身特点限制了测定的准确

性。离子色谱（!"）已被用于分离测定肌肉中多聚
磷酸盐［#$，##］，是一种准确快速的测定方法。本文

利用离子色谱技术检测添加到新鲜碎鳙肉中的三

聚磷酸盐，研究其水解变化过程，并对具有水解三

聚磷酸盐活性的酶进行了初步探索，研究了肌原

纤维蛋白 #$$%&’ 活力的影响因素。本研究旨在
探索多聚磷酸盐在水产品加工中发生的变化，寻

求在生产过程中控制多聚磷酸盐水解的工艺，以

期在使用最低添加量的条件下达到最佳使用效

果。

# 材料与方法

! (! 材料
活鳙（ !"#$%#&’%’($ )*+#,#$）购于青岛水产品市

场。!") * +,,, 离子色谱仪，美国 -./0’1 公司；
2.33. * 4纯水发生器，美国 2.33.5/6’公司；所用化
学试剂均为分析纯。

! (" 方法
新鲜碎鳙肉样品的制备 活鱼经宰杀、放

血、取背部肌肉搅碎，平均分取 7 8，加入 9 :; <=
)#$$，混匀，调制成 > :;，+> ?水浴不同时间后，
用 +, :; <=的三氯乙酸（#"@）终止反应，超声波
萃取 < :.0，过滤，取 9 :;滤液定容为 9,, :;，调
5A B C，然后过 , ( 7>!:的滤膜，上样测定。对照
组为鱼肉在加入 9 :; +,=的 #"@ +>?水浴 9,
:.0后，再加入 )#$$测定水解过程。每个样品均
取 D个平行。
鳙肌原纤维蛋白的提取 参照文献［9+］，

取 >, 8 鱼肉与 7 倍重量的冰冷的 >, ::/3·;* 9

E"3 F +, ::/3·;* 9 G6.&H:’%3%G’（5A I( ,）缓冲液混
合，用匀浆器匀浆，每匀浆 +, &停 +, &，此步骤重
复 D J 7次。随后 K ,,, 6·:.0* 9低温离心 9, :.0，
将上清液倒出，得沉淀，重复 D次。最后将所得沉
淀用 <倍体积的 , (< :/3·;* 9 E"3 F +, ::/3·;* 9

G6.&H:’%3%G’（5A I( ,）的缓冲液混合匀浆，低温（7
?）提取 <, :.0后 K ,,, 6·:.0* 9低温离心 D, :.0，
所得上清液为鳙肌原纤维蛋白溶液。置于 7 ?下
保存备用。

蛋白浓度的测定 按双缩脲法进行［9D］。

鳙肌原纤维蛋白 #$$%&’活性测定 将 , ( +
:; >, ::/3·;* 9 G6.&H:’%3%G’（5A I(,）、, ( + :; >,
::/3·;* 9 28"3+、, ( ,C :; D :/3·;* 9 E"3、9 ( ++
:; A+L、, (+ :; 2M溶液，再加入 , ( 9 :;新配制
的 +, ::/3·;* 9 )#$$（5AI( ,）混匀（终浓度为 9
::/3·;* 9），+> ?下孵育，用 9 :;的 9,= #"@终
止反应。残余的 )#$$使用离子色谱进行定量测
定，以水解 9!:/3 )#$$·N

* 9·:8* 9 2M为 9 个活
力单位。对照为蛋白质溶液先加入 9 :;的 9,=
#"@，+>?下孵育 9, :.0，然后再加入 )#$$进行
反应。每个样品均设 D 个平行，每个平行测定 +
次，下列实验相同。温度对鳙肌原纤维蛋白质

#$$%&’活性的影响 将反应体系（同上）分别在 +、
<、+,、+>、D,、D>、7,、7>、>,和 <, ?条件下反应 D,
:.0，检测不同温度下 2M水解 )#$$活力的变化
情况，活性测定同上。对照为蛋白质溶液先加入

9 :;的 9,= #"@不同温度下孵育 9, :.0，然后
再加入 )#$$进行反应。

5A对鳙肌原纤维蛋白质 #$$%&’活性的影响
不同 5A 缓冲液（5A 7 J I 的 , ( 9 :/3·;* 9 G6.&H
%O’G%G’和 5A C J K 的 , ( 9 :/3·;* 9 #6.&HA"3），>
::/3·;* 9 28"3+、, ( D :/3·;* 9 E"3 条件下，加入
2M溶液，再加入新配制的 )#$$（5A I( ,）终浓度
为 9 ::/3·;* 9，混匀，+> ?下孵育 D, :.0，用 9,=
#"@终止反应，测定 2M水解 )#$$活力变化。对
照是 2M 溶液先加入 9,= #"@，+>?下孵育 9,
:.0后再加入 )#$$测定其水解。
鳙肌原纤维蛋白质 #$$%&’ 对 28+ F和 EF的

依赖性 反应体系（同上）中分别加入不同浓度

28+ F和 EF，其他条件同活性测定方法，测定不同

离子浓度下 2M的 #$$%&’活性变化。
P-#@HQ%+对鳙肌原纤维蛋白质 #$$%&’的抑

制性 反应体系（除 )#$$外）预先分别与 , ( >
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!!"#·$% &、& !!"#·$% &、’ !!"#·$% &和 &( !!"#·
$% &的 )*+,-./0 在 0’ 1水浴中孵育 2( !34，然
后再加入 5+66进行反应，其他条件同活性测定
方法，测定其残留活性。

离子色谱测定条件 仪器型号：785 %
0(((；色谱柱类型：7"46/9 ,:&& 保护柱（; !! <
’( !!）= ,5&&分离柱（; !! < 0’( !!）；检测方
式：抑制型电导检测；淋洗液组成：>?@淋洗液发
生器发生 >?@；进样体积：0’!$；样品测定前先
过 ,A 柱除去过多的 8#%。所用溶液均用 &B C 0
D"·9!纯水制备。

0 结果

! "# $%&&在新鲜碎鳙肉中的水解
5+66的纯度和稳定性 本实验所使用

5+66的离子色谱图如图 & 所示。由图可以看出
试剂本身除三磷酸酸根（+66）外，还含有少量的
焦磷酸根（66）和单磷酸根（63）。63的保留时间为
B C;( !34，66的保留时间为 && C (; !34，+66的保
留时间为 &0 C&’ !34，使用离子色谱可以完全分离
不同形式的磷酸盐，回收率为 EB C’F G &(HC0F。

图 & 5+66 离子色谱图
I3AC& 8JK"!/L"AK/! "M N"O3P! LK3Q"#RQJ"NQJ/LS

表 # !’ (下 $%&&的稳定性
%)*"# %+, -.)*/0/.1 23 45 $%&& ). 6278/./27 23 !’ (

时间（J）L3!S ( &0 0; 2H ;B
+66含量（!A）9"4LS4L &E CT( U (C&& &E C;T U (C2& &E C0B U (C&B &E C0H U (C&’ &E C(’ U (C02

从表 &可以看出 5+66溶液在室温下放置发
生水解，但速度十分缓慢，在配制 ;B J 后仅水解
了 2 C&TF（! V (C(’）。

5+66在新鲜碎鳙肉中的水解 从图 0-/
可知，新鲜的鳙肉本身含有较高的单磷酸 T( <
&(% H。在室温条件下 5+66被加到新鲜的碎鳙肉
中后，立即发生水解，水解产物为 66和 63。图 0-W
是添加 &( !34后的结果，+66有原来的 &E C 2B !A
降低到 &H CH; !A，水解程度为 &; C&&F，到 H(( !34
时（图 0-S）只有 & C &2 !A没有水解。在最初阶段
+66水解速度较快，66处于积累阶段，在 0T( !34
时（图 0-O）达到 0; CBE !A，而到 H(( !34时含量显
著下降，比 0T( !34降低了 ;2 C EEF。由此可见，
生成的中间产物 66 发生了水解，其水解产物是
63。从结果可看出 5+66在新鲜碎鳙肉中水解速
度远远高于在室温下的自然水解，并且对照组肌

肉在被 +8,处理后不具备水解 +66的能力，说明
鳙肌肉中的确存在三聚磷酸盐水解酶（+66/NS），
并且可能存在焦磷酸盐水解酶（66/NS）。样品中
添加的 +8,保留时间比较靠后不影响各种磷酸
盐的测定。

! C! 肌原纤维蛋白 +66/NS活性及影响因素
最适温度范围 图 2为鳙肌原纤维 +66/NS

活力在不同温度条件下的变化曲线。从图可以看

出肌原纤维蛋白 +66/NS水解 5+66的最适温度在
0’ 1附近。其活力在 H 1到 0( 1时上升缓慢，
而在 0( G 0’ 1时上升较快。当温度超过 0’ 1
后，酶活力则急剧下降，在 H( 1时酶活力仅残留
00F，表现为热失活。
最适 Q@值范围 图 ;表明 Q@对鳙肌原

纤维 +66/NS活力的影响情况。从 Q@—酶活力曲
线可看出，酶活力在 ’ C ’附近有一最高峰，在 H C ’
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附近还有 ! 个小峰。在 "# $ % 和 "# & ’ 的条件
下，酶活力显著降低，可知鳙肌原纤维蛋白 ())*+,
的最适 "#在 % -%附近。

())*+,活力对 ./01的依赖性 在 2- 3 456·
78!91条件下，不同浓度的 ./0 1对鳙肌原纤维蛋
白 ())*+, 活力的影响程度如图 % 所示。./0 1的
浓度在 2 : % 4456·78 !时对鳙肌原纤维蛋白

())*+,起激活作用，酶活力呈上升趋势，而在 %
4456·78 !后酶活力却下降，表现出抑制作用，尤

其当浓度超过 ’ 4456·78 !时抑制作用显著增强。

结果表明 ./0 1是 ())*+, 的必需因子，在低浓度

时能激活 ())*+,，但在较高浓度时又起到抑制作
用。

91的影响 在 % 4456·78 ! ./0 1 条件
下，不同浓度 91对鳙肌原纤维蛋白 ())*+, 活力
的影响程度如图 ;所示。结果表明在 2 - 2% : 2 - 0
456·78 ! 91时酶活力缓慢上升，而在 2 - 0 : 2 - 3
456·78 ! 91时酶活力急剧上升，随 91浓度再增

加酶活力则逐步降低，在 2 - 3 456·78 ! 91浓度时

活力最高。由结果可看出在 91能激活 ())*+,活
性，促进 <()) 的水解，但是浓度高于 2 - 3 456·
78 !时又表现出一定的抑制作用。

图 0 0% =下，<())在新鲜碎鳙肉中的水解离子色谱图
>?/-0 @AB54*C5/B*4 5D CA, AEFB56E+?+ 5D <()) ?G CA, !"#$%#&’%’($ )*+#,#$ DB,+A 4?GH,F 4,*C *C 0% =

*- 未加 <())的新鲜鳙肉；I- <()) 处理 !2 4?G；H- <()) 处理 32 4?G；F- <()) 处理 0’2 4?G；,- <()) 处理 ;2 24?G

*- DB,+A JB?+C?HACAE+ G5I?6?+ 4?GH,F 4,*C；I- <()) I,,G *FF,F D5B !2 4?G；H- <()) I,,G *FF,F D5B 32 4?G；

F- <()) I,,G *FF,F D5B 0’2 4?G；,- <()) I,,G *FF,F D5B ;22 4?G

图 3 温度对鳙肌原纤维 ())*+,活力的影响
>?/-3 (A, ,DD,HC+ 5D C,4",B*CKB, 5G ())*+, *HC?L?CE

5D !"#$%#&’%’($ )*+#,#$ 4E5D?IB?6+

图 M "#对鳙肌原纤维 ())*+,活力的影响
>?/-M (A, ,DD,HC+ 5D "# 5G ())*+, *HC?L?CE

5D !"#$%#&’%’($ )*+#,#$ 4E5D?IB?6+
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图 ! 在 "#$ %&’·() * +,’条件下，-./0浓度对
鳙肌原纤维蛋白 122345 活力的影响

67.#! 185 5995:;4 &9 -./0 &< 122345 3:;7=7;> &9 !"#$%#&’%’($

)*+#,#$ %>&97?@7’4 3; ;85 :&<A7;7&< &9 "#$ %&’·() * +,’

图 B 在 ! %&’·() * +,’条件下，-./0浓度对
鳙肌原纤维蛋白 122345 活力的影响

67.#B 185 5995:;4 &9 -./0 &< 122345 3:;7=7;> &9 !"#$%#&’%’($

)*+#,#$ %>&97?@7’4 3; ;85 :&<A7;7&< &9 ! %&’·() * +,’

CD1EFG3/ 的抑制性 CD1EFG3/ 对鳙肌
原纤维蛋白 122345 活力的抑制效果如图 H所示。
结果表明 CD1EFG3/能显著抑制 122345活力。在

CD1EFG3/为 " # ! %%&’·() *浓度时，122345 残留
活力为 !/ #BI。在浓度为 * %%&’·() *时 122345
残留活力为 $$ # JI，当浓度达到 *" %%&’·() *时

酶活力则完全被抑制。这也进一步证明了该酶是

一种金属蛋白酶。

图 H CD1EFG3/对鳙肌原纤维蛋白 122345 活力的抑制

67.#H 185 5995:;4 &9 CD1EFG3/ &< 122345 3:;7=7;> &9

!"#$%#&’%’($ )*+#,#$ %>&97?@7’4

$ 讨论

! "# $%&&在新鲜碎鳙肉中的水解
K122在添加到新鲜碎鳙肉中后能迅速被水

解，其产物为 22和 27，生成的 22能够继续被水解
成 27。而对照组用 1,E处理后 122基本不发生
水解。结果表明在鳙肌肉中存在三聚磷酸盐水解

酶，并且也存在焦磷酸水解酶。本实验结果与

EL7<&?M -3;4M<3.3 等［J，N］对冷冻鱼糜制品生产过

程中多聚磷酸盐降解的研究结果相似，其研究结

果认为添加的 K122在盐腌的鲤鱼鱼糜的加工过
程中会被水解成 22和 27，但是生成的 22却很少
发生进一步的降解。K122的水解速度受到鱼糜
加工中漂洗次数的影响。O5’;&< 等［B］和 (7 等［H］

利用 $*2核磁共振技术检测到鸡胸肉中添加的三
聚磷酸盐和焦磷酸盐均发生了水解。有研究［*P］

推测，具有水解 K122活性的蛋白质可能是肌原
纤维蛋白，但还不能肯定活性的具体部位，对于具

有水解 22活性的蛋白质更是不能确定。本研究
经预实验发现，制备的肌原纤维蛋白具有 122345
活性，故以肌原纤维蛋白为 122345 的粗酶，作为
下一步的研究对象。

! "’ 鳙肌原纤维蛋白 %&&()*活性及其影响因素
鳙肌原纤维蛋白具有 122345活性，很容易受

到温度、QR 值、金属离子的影响，并且被 CD1EF
G3/ 抑制。鳙肌原纤维 122345 的最适温度在 /!

S附近，与鱼肉的 E12345 最适温度比较接近。
EL7<&?M等［J］测定冷冻鲤鱼鱼糜水解 K122 的最
适温度在 /H S附近，当温度超过 $! S时，122345
活性迅速降低，表现为热失活。

桥本［*!］的研究指出，QR 是影响肌肉中肌原
纤维蛋白质稳定性的重要因素，所以 QR显著影
响鳙肌原纤维蛋白 122345 活性。鳙肌原纤维蛋
白 122345活力在 QR !# ! 附近活力最高，呈弱酸
性。在强酸和强碱时酶活力显著下降，这与肌原

纤维变性有关。EL7<&?M［J］测定冷冻鲤鱼鱼糜水
解 K122 的最适 QR 值在 B # " 附近；G5@33’ 和

!!"!期 高瑞昌等：鳙肌原纤维三聚磷酸盐水解酶（#$$%&’）的活性



!"##［$%］测定牛肉中 &’’"()的最适 *!为 + ,-。
金属离子对酶的影响遵循离子对蛋白质影响

的普遍规律，金属离子与活性中心的基团结合，对

肌原纤维 &’’"() 起到激活作用。本实验中，
./0 1和 21对鳙肌原纤维 &’’"()起激活作用，但
在较高浓度时均起到抑制作用。3456789等［:］研
究结果表明冷冻鲤鱼鱼糜 &’’"()在 ./0 1达到 +
##7;·<= $时活力最高，但随 ./0 1浓度增加酶活
力保持稳定。>)?""; 和 !"##［$%］研究指出 ./0 1

能激活牛肉中 &’’"()活性。本研究的结果表明，
鳙中的 &’’"()和鲤鱼肉及牛肉的 &’’"()性质比
较相似。

@A&3B>"0能显著地抑制鳙肌原纤维 &’’"()
的活性，随 @A&3B>"0 浓度增加抑制率增大。这
与 <5等［-］对 C&’’在鸡胸肉中水解的研究结果一
致，鸡胸肉用 $DE的 @A&3B>"0 处理后能显著抑
制 C&’’ 和其他磷酸盐的水解。@A&3B>"0 是较
强的金属离子螯合剂，通过螯合./0 1等金属离子
使酶失去活性，这也进一步证实了./0 1是 &’’"()
的辅酶因子。

以上实验结果表明肌原纤维蛋白的确具有

&’’"()活性，并且受到温度、*!、金属离子及抑制
剂等因素的影响，但是对于肌原纤维蛋白 &’’"()
具体的活性部位有待于进一步的研究。
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