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摘要! 通过对鲫肌原纤维蛋白加热过程中浊度'粘度'4F

$ d

D-TBFWM活性以及总巯基含量的测

定!结合1@1一聚丙烯酰胺凝胶电泳分析了鲫肌原纤维蛋白在加热过程中理化特性的变化"

结果表明&鲫肌原纤维蛋白在加热过程中浊度随着溶液温度的升高而上升!在 !< b'"$ b和

"# b条件下变化显著%粘度在 $% "̂? b期间下降!在 != b和 "? b出现显著的变化" 4F

$ d

D

-TBFWM活性 $# "̂% b间显著下降!并且在 !< b条件下变化显著" 总巯基含量结合 1@1D

B-[3电泳显示!当溶液温度在 "% b以上时!蛋白质分子间通过二硫键产生了肌球蛋白重链

聚合物以及其它大分子物质"

关键词! 鲫% 肌原纤维蛋白% 理化特性% 十二烷基磺酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳

中图分类号! T1$%&'''''''文献标识码&-

''鲫"2(%(**-)*()%(:)*#!又称鲋鱼(鲫瓜子(鲫

皮子(肚米鱼!属鲤形目(鲤科(鲫属!全国各地水

域常年均有生产!是我国分布最广的淡水鱼类之

一)&*

!肉质细嫩鲜美!深受消费者的欢迎+

食品物料学是开展食品原料物理化学和生物

学特性研究的学科!为产品的开发和生产技术的

改善提供理论依据和指导+ 原料特性的研究在食

品科学发达的国家都很受重视!美国食品工程学

会一直把食品物料学研究作为食品研究的重点之

一+ 对于鱼蛋白的物料学研究而言!加热是最为

普遍的加工方法!因此!研究鲫肌原纤维蛋白加热

过程中理化特性的变化规律对于鲫蛋白质的有效

利用具有一定的应用价值+

肌原纤维蛋白主要由肌球蛋白(肌动球蛋白

以及肌动蛋白组成+ \M7GPF:7G等)$*通过差式量热

扫描仪"@14#发现银鳕和鲭鱼鱼糜在加热过程

中出现 ! 个吸热峰!分别对应肌球蛋白(肌动球蛋

白以及肌动蛋白的变性温度+ 潘锦锋等)!*研究

了加热对鲢"BC'&',:,(<4-+,:,C*4&%-:%-A#肌原纤

维蛋白4F

$ d

D-TBFWM活性的影响+ 但关于鲫肌原

纤维蛋白加热过程中理化特性的变化规律的研究

还未见报导+

本实验通过对鲫肌原纤维蛋白在加热过程中

理化特性变化规律的研究!探寻鲫的热加工特性!

以求为鲫蛋白的有效利用和相关产品的开发提供

理论依据和技术指导+

&'材料与方法

!"!#仪器和材料

仪器''1[$=%0& 搅拌机$浙江苏泊尔股份

有限公司'/i$%%% 分散均质机$上海弗鲁克流体

机械制造有限公司'T[.D&<-冷冻离心机$长沙

仪器仪表公司'*5D$<%% 分光光度计$上海优尼科

仪器公司'\[DB6cMV!%% 迷你垂直电泳仪$北京百

晶生物技术有限公司'@5D& 旋转粘度计$上海越

平科学仪器有限公司'@RD#@电热恒温水槽$上

海一恒科技有限公司'/3$% 实验室 Q2计$梅特

勒;托利多仪器有限公司+

材料''鲫购于中国农业大学家属区农贸市

场!活体运至实验室+

!"$#试验方法

鲫肌原纤维蛋白提取工艺流程''用潘锦锋
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等)!*的方法制备鲫鱼鱼糜并提取肌原纤维蛋白+

用以测定4F

$ d

D-TBFWM酶活和巯基的肌原纤

维蛋白还须经以下纯化过程+ 取 &% E.上清液!

用 =% E.冰冷去离子水稀释沉淀肌动球蛋白!

&% %%% VAEGJ离心 = EGJ!所得沉淀用 %8< E67A.

R47溶解!不溶部分再次离心 &% %%% VAEGJ!$ EGJ

去除+ 所得肌原纤维蛋白溶液用 %8< E67A.R47

调节至浓度 " E:AE.+

蛋白质含量测定''采用双缩脲法测定鲫肌

原纤维蛋白溶液的蛋白质含量)"*

+

肌原纤维蛋白溶液浊度的测定将肌原纤维蛋

白溶液调整至 $ E:AE.!取该溶液 &%% E.于烧

杯中加热!按照实验设计的要求!取不同加热温度

或加热时间的样液各 ! E.!在 !=% JE下测定吸

光度!实验重复 ! 次取平均值+

肌原纤维蛋白溶液粘度的测定''将肌原纤

维蛋白溶液调整至 # E:AE.!取该溶液 =%% E.

于烧杯中加热!取加热过程中特定加热温度或加

热时间下的 &% E.样液用粘度计测定粘度值!实

验重复 ! 次取平均值+

肌原纤维蛋白溶液4F

$ d

D-TBFWM活性的测定

将肌原纤维蛋白调整至 " E:AE.!取该溶液 &%%

E.于烧杯中加热!按照试验设计的要求!取不同

加热温度或加热时间的样液各 = E.!采用

\MJpF]97等)=*使用的方法!测定 4F

$ d

D-TBFWM活

性!活性表示方法为 & E:酶蛋白在 & EGJ 内生成

的无机磷酸量!实验重复 ! 次取平均值+

变化率计算方法''某温度下浊度变化率S

"后一温度下浊度值;该温度下浊度值#A相邻点

温度差值

某温度下粘度变化率 S"前一温度下粘度

值;该温度下粘度值#A相邻点温度差值

某温度下4F

$ d

D-TBFWM活性变化率 S"前一

温度下 4F

$ d

D-TBFWM活性值 ;该温度下 4F

$ d

D

-TBFWM活性值#A相邻点温度差值

肌原纤维蛋白溶液总巯基含量的测定''取

肌原纤维蛋白溶液 &%% E.于烧杯中加热!按照

试验设计的要求!取不同加热温度或加热时间的

样液各 = E.!采用@T,\法测定总巯基含量+ 取

%8= E.肌原纤维蛋白溶液加到 "8= E.Q2<8#!

%8$ E67A.TVGWD247缓冲液中"内含 # E67A.尿

素!$_ 1@1和 &% EE67A.3@T-#!充分混匀+

取 " E.混合液!加入 %8= E.%8$ E67A.TVGWD247

"含 %8&_ @T,\#!Q2#8% 溶液!于 "% b下温育

$= EGJ!"&$ JE下测定其吸光度+ 空白组用 Q2

?!%8< E67A.R47代替样品+ 重复 ! 次+ 巯基含

量用吸光度计算!采用摩尔吸光 &! <%% E67ALE!

用E67A:蛋白表示+ 巯基含量计算公式$

T>F"45678# QB.L[8.H

式中!1表示吸光值!N表示待测液蛋白浓度 E:A

E.!2表示分子吸光系数!其值为&! <%% E67A"LE.

.#!E为稀释倍数!实验重复 !次取平均值+

1@1DB-[3电泳''电泳采用不连续体系

1@1DB-[3凝胶电泳!上样前将样品与样品缓冲

液以 &n& 的比例混合沸水浴 " EGJ!样品缓冲液一

份为还原!一份为非还原!即加与不加
%

;巯基乙

醇+ 电泳采用含 &%_丙烯酰胺的分离胶和含 "_

丙烯酰胺的浓缩胶!初始电压为 >% 5!至样品前

沿刚好进入分离胶后!把电压提高到 &!% 5!电泳

时间约 ! I+

$'结果与分析

$"!#加热对鲫肌原纤维蛋白浊度的影响

温度对鲫肌原纤维蛋白浊度的影响由图 & 可

以看出!鲫肌原纤维蛋白溶液的浊度随着温度的

升高而增大!整体呈现出 1型曲线的趋势!在

$% !̂" b之间溶液浊度基本不变!!< b浊度开始

增加!!< ?̂% b浊度显著增加!?% b之后!浊度基

本不变+ 图 $ 中有 ! 个较大的峰值分别是 !< b(

"$ b和 "# b!表明在这 ! 个温度下浊度变化较

大!尤其是 !< b!浊度增加最快+

加热过程中鲫肌原纤维蛋白溶液浊度的升高

表明了蛋白质的聚集体已经足够巨大以至于阻挡

或削弱了光线的传播)<*

!那么!!< b("$ b和 "# b

条件下溶液浊度变化最大!表明在这些温度条件下

鲫肌原纤维蛋白大量聚集!发生了严重的变性+

图 !#鲫肌原纤维蛋白浊度随温度的变化

<2="!#E?*0=-9207/5+2:27; 436;432+52@@*58547-20

354615/12*01*58:/520= ?-*720=

&!%#



# 期 姚'磊!等$鲫肌原纤维蛋白加热过程中理化特性变化规律 ''

图 $#鲫肌原纤维蛋白浊度随温度的变化率

<2="$#J*7-431?*0=-9207/5+2:27; 436;432+52@@*5

8547-20354615/12*01*58:/520= ?-*720=

''一定温度下加热时间对鲫肌原纤维蛋白浊度

的影响由图 ! 可知!鲫肌原纤维蛋白在两种条件

下浊度变化曲线均为 1型曲线!整个加热过程中

=% b的浊度始终高于同时间下 "% b的浊度!且

差距较大+ 可知温度越高!溶液的浊度提升越快+

两种温度下加热时!刚开始溶液的浊度都略微下

降!可能是此阶段温度较低!蛋白质并未聚集变

性!随着温度的升高!蛋白质构象发生改变而导致

的+ =% b条件下溶液浊度在 &< EGJ 时数值达到

最大值!最终其浊度都在 &8! 以下!"% b条件下

溶液浊度在 &# EGJ 时数值达到最大值!最终其浊

度都在 &8& 以下!可见两种温度下鲫肌原纤维蛋

白的变性情况差异较大+

图 (#鲫肌原纤维蛋白恒温加热下浊度的变化

<2="(#E?*0=-9207/5+2:27; 436;432+52@@*5

8547-20354615/12*01*58/0:-597*+@-

7-68-5*7/5-9*9726-854@40=-:

$"$#加热对鲫肌原纤维蛋白粘度的影响

蛋白质溶液的粘度主要来源于水合蛋白质分

子间的相互作用)?*

!同时受到蛋白质分子本身的

形状(表面电荷以及 Q2等外在因素的影响)#*

+

当蛋白质分子间的相互作用占主导地位时!溶液

粘度与蛋白质的聚集状态呈线性关系)>*

!也就是

说!当外在因素确定的情况下!溶液的蛋白质聚集

越严重其粘度越低+

温度对鲫肌原纤维蛋白粘度的影响''由

图 " 可知!鲫肌原纤维蛋白在加热过程中粘度逐

渐下降!刚开始时粘度下降较为缓慢!从 $> ^

!# b溶液粘度快速下降!这也说明此阶段鲫肌

原纤维蛋白快速聚集变性'!# "̂? b粘度下降

趋于平缓!"? b后溶液粘度基本不变!此时鲫肌

原纤维蛋白的聚集程度达到最大!鲫肌原纤维

蛋白完全变性+ 图 = 中有两个较大的峰值!分别

在 != b("? b!在这两个温度下!蛋白质聚集尤

其迅速+

图 H#鲫肌原纤维蛋白粘度随温度的变化

<2="H#E?*0=-920F2914927; 436;432+52@@*58547-20

354615/12*01*58:/520= ?-*720=

图 M#鲫肌原纤维蛋白粘度随温度的变化率

<2="M#J*7-431?*0=-920F2914927; 436;432+52@@*5

8547-20354615/12*01*58:/520= ?-*720=

''一定温度下加热时间对鲫肌原纤维蛋白粘度

的影响''由图 < 可知!鲫肌原纤维蛋白恒温加

热下!溶液粘度刚开始缓慢下降!随后快速降低!

最终基本不变+ =% b溶液的粘度变化曲线始终

在另一条曲线的下方!并且在 =% b条件下加热的

溶液在第 &% 分钟后粘度即基本维持不变!而在

"% b下加热的溶液其粘度在第 &! 分钟后才基本

降到最低点+ 这说明在两种温度下鲫肌原纤维蛋

白的变性情况有较大差异!=% b变性较快!蛋白

质聚集也较为严重+

"!%#
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图 N#鲫肌原纤维蛋白恒温加热下粘度的变化

<2="N#E?*0=-920F2914927; 436;432+52@@*58547-203546

15/12*01*58/0:-597*+@-7-68-5*7/5-9*9726-854@40=-:

$"(#加热对鲫肌原纤维蛋白 E*

$ `

C')I*9-活性

的影响

4F

$ d

D-TBFWM活性是评估蛋白质品质的重要

指标!它与蛋白质的凝胶特性有关)&%*

+ 4F

$ d

D

-TBFWM活性的大小受到肌球蛋白构象改变的影

响)&&*

+ 由图 ? 可知!鲫肌原纤维蛋白 4F

$ d

D

-TBFWM活性在 $% $̂# b基本不变!$# !̂" b缓

慢下降!从 !" b开始!4F

$ d

D-TBFWM活性急剧下

降!"% b以后!活性几乎为 %+ $" b时 4F

$ d

D

-TBFWM活性有一个较小的峰值!可能是因为该温

度条件下肌原纤维蛋白发生了构象上的变化导致

的!类似的现象在 .G9 等)&$*的文章中也有所提

及+ 1FJ]FV等)&!*考察了LFO7F(V6I9 和EVG:F7! 种

鱼的肌原纤维蛋白的热稳定性!发现从 "= =̂% b

4F

$ d

D-TBFWM活性迅速下降!并进一步指出疏水

氨基酸和巯基的相互作用导致了蛋白酶活的下

降+ 图 # 中在 !< b有一个明显的峰值!表明在该

温度条件下 4F

$ d

D-TBFWM活性变化最为剧烈!

4F

$ d

D-TBFWM活性源于肌球蛋白的球状头部结

构)&"*

!加热会导致肌球蛋白的头部结构发生改变

从而使4F

$ d

D-TBFWM活性下降+

图 R#鲫肌原纤维蛋白E*

$ `

C')I*9-活性随温度的变化

<2="R#E?*0=-920E*

$ `

C')I*9-*172F27; 436;432+52@@*5

8547-20354615/12*01*58:/520= ?-*720=

图L#鲫肌原纤维蛋白E*

$ `

C')I*9-活性随温度的变化率

<2="L#J*7-431?*0=-920E*

$ `

C')I*9-*172F27; 43

6;432+52@@*58547-20354615/12*01*58:/520= ?-*720=

$"H#加热对鲫肌原纤维蛋白总巯基含量的影响

由图 > 可知!鲫肌原纤维蛋白在加热过程中

总巯基含量从 $% "̂% b先缓慢下降然后又逐渐

上升这可能是在该温度范围内!鲫肌原纤维蛋白

发生构象上的改变导致的+ "% <̂% b!溶液总巯

基含量较为快速的下降!<% <̂# b总巯基含量的

下降尤其显著!之后趋于稳定+

结合1@1DB-[3分析图谱来看!鲫肌原纤维

蛋白溶液从 "% b开始有大分子物质产生!而溶液

的总巯基含量也恰好在 "% b开始显著下降!

j6J:WFcFONG:9等)&=*在马鲅的肌动球蛋白的热变

性研究中发现总巯基含量出现下降!同时他还发现

活性巯基会暂时性的增加!然后下降!并氧化成二

硫键+ 由本实验结果可以推断!从 "% b开始!鲫肌

原纤维蛋白开始通过二硫键产生大分子物质+

图 O#鲫肌原纤维蛋白巯基含量随温度的变化

<2="O#E?*0=-920747*@,Y=54/89436;432+52@@*5

8547-20354615/12*01*58:/520= ?-*720=

$"M#鲫肌原纤维蛋白热变性中的 ,%,CI'PK

研究

将肌原纤维蛋白溶液调整至 $ E:AE.!取该溶

液&%% E.于烧杯中加热!分别取$= b("% b(== b(

?% b(#= b的样液 " E.进行电泳分析"图 &%#+

*!%#
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图 !a#鲫肌原纤维蛋白在升温过程中

的,%,CI'PK分析图谱

图中 % 号泳道为 aFV]MV!第 & =̂ 泳道分别为 $= b("% b(

== b(?% b(#= b的鲫肌原纤维蛋白在存在
%

;巯基乙醇下

的图谱'第< &̂% 泳道分别为#= b(?% b(== b("% b($= b

的鲫肌原纤维蛋白在不存在
%

;巯基乙醇下的图谱+

<2="!a#,%,CI'PK8*77-50436;432+52@@*58547-20

354615/12*01*58:/520= ?-*720=

.FJM% GWEFV]MV!7FJM& ;= GWQV6OMGJ W679OG6J IMFOMN O6 $=!"%!

==!?%!#= b cGOI FNNGOG6J 6Y

%

DEMVLFQO6MOIFJ67VMWQMLOGfM7Z'

7FJM< ;&% GWQV6OMGJ W679OG6J IMFOMN O6 #=!?%!==!"%!$= b

cGOI69OFNNGOG6J 6Y

%

DEMVLFQO6MOIFJ67!VMWQMLOGfM7Z8

''由图 &% 可知!在存在
%

;巯基乙醇的条件下

肌球蛋白重链"$%= ]9#随着温度的升高变化不明

显'而在不存在
%

;巯基乙醇的条件下!肌球蛋白

重链随着温度的升高而减少+ 肌动蛋白""= ]9#

在加热的过程中没有发生显著的变化+ 无论
%

;

巯基乙醇的存在与否!随着加热温度的上升!尤其

是 "% b以后!浓缩胶以及分离胶的最上端颜色都

有所加深!但是在
%

;巯基乙醇不存在的情况下!

随着加热温度的上升!浓缩胶以及分离胶的最上

端颜色加深得更为显著!而
%

;巯基乙醇的作用

是用来打断蛋白中的二硫键!溶液的总巯基含量

也是在 "% b开始显著降低!这表明加热条件下鲫

肌原纤维蛋白会通过产生二硫键来形成肌球蛋白

重链聚合物以及其它大分子物质+ .MM等)&"*指

出牛半腱肌肌原纤维蛋白在 "= b时其肌球蛋白

开始变性!== b时肌球蛋白由于产生肌球蛋白重

链聚合物而迅速变性+

!'结论

鲫肌原纤维蛋白在加热过程中浊度在 !< b(

"$ b和 "# b条件下变化显著'粘度在 != b和

"? b条件下变化显著'4F

$ d

D-TBFWM活性在 !< b

条件下变化显著!在 !< b附近!鲫肌原纤维蛋白

的浊度(粘度以及 4F

$ d

D-TBFWM活性均发生显著

变化+

通过对鲫肌原纤维蛋白热变性中总巯基含量

的测定以及1@1DB-[3研究!鲫肌原纤维蛋白在

温度超过 "% b以后开始通过二硫键产生肌球蛋

白重链聚合物以及其它大分子物质+
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