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摘要：为从蛋白质水平解释竹叶抗氧化物浸泡-乳清分离蛋白涂膜对富硒虹鳟的保鲜机理，
实验将鲜活富硒虹鳟去除头、内脏和表皮，切块后浸泡在 1.0% 的竹叶抗氧化物 (AOB) 溶
液中 (去离子水作为对照)，再进行乳清分离蛋白 (WPI) 溶液涂膜，25℃下鼓风吹干表面水
分后置于 4℃冰箱中贮藏 1、4、7、10 和 13 d。测定鱼肉中肌原纤维蛋白和 TCA-可溶性
肽的含量、蛋白质的分子内价键，以及肌原纤维蛋白的总巯基含量、表面疏水性和二级结
构，分析涂膜对冷藏富硒虹鳟蛋白质理化性质的影响。结果显示，冷藏期间，WPI 组的肌
原纤维蛋白含量和二级结构中 β-折叠的含量显著高于对照组。冷藏 1~7 d，WPI 组的 TCA-
可溶性肽和二硫键含量以及表面疏水性指数 (H0) 显著低于对照组，总巯基含量呈相反趋势，
但随着冷藏时间的延长这些差异逐渐减弱。冷藏 13 d 时，WPI 组与对照组无显著差异。3
个实验组中，1.0% AOB+WPI 组的肌原纤维蛋白、总巯基、氢键、二级结构中 α-螺旋和 β-
折叠的含量在冷藏期间最高，H0、TCA-可溶性肽、二硫键和二级结构中 β-转角含量最低。
WPI 在鱼块表面形成一层薄膜，可以隔绝空气，降低微生物的污染；AOB 含有黄酮类、
多酚类等，可以清除自由基，抑制巯基氧化和二硫键的生成，延缓肌原纤维蛋白的变性。
多酚中的亲水基团也有助于降低肌原纤维蛋白的表面疏水性，提高溶解性。研究表明，竹
叶抗氧化物浸泡结合乳清分离蛋白涂膜，抑制了蛋白质的变性和降解，延缓了富硒虹鳟的
品质劣变。
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虹 鳟  (Oncorhynchus  mykiss) 是 鲑 科  (Sal-

monidae) 鱼类中适应性很强的冷水性鱼类，广泛

养殖于低温水体，是我国重要的经济鱼类。富硒

虹鳟的出现既满足了人们对高级食用鱼的需求，

同时有利于补充硒元素。相比于传统的富硒水产

养殖，恩施地区利用天然富硒泉水养殖虹鳟，无

需使用富硒饲料，既达到富硒水产养殖要求，也

降低其养殖成本。富硒虹鳟以生食鲜鱼片受到消

费者的喜爱，既满足了人们对高级食用鱼的需求，

同时补充硒元素。富硒虹鳟蛋白质含量较高，在

内源酶和微生物等因素的作用下，鱼肉及其制品

在预处理、加工和贮藏过程中容易引起蛋白质尤

其是肌原纤维蛋白的变性和降解，这些变化会对

鱼肉蛋白质的功能产生负面影响，例如，溶解性、
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胶凝性和乳化性的丧失 [1]。蛋白质结构和功能的

变化损害了鱼肉的品质，例如保水性、嫩度、色

泽和风味等，严重影响了富硒虹鳟的货架期 [2]。

因此，延缓富硒虹鳟蛋白质的变性和降解，可以

避免鱼肉品质的劣变，延长其货架期。

乳清分离蛋白  (whey protein  isolate,  WPI) 是
干酪或干酪素生产过程中的副产物，具有良好的

凝胶性和成膜性。Andrade 等 [3] 将 1.0% 的迷迭香

提取物加入乳清蛋白膜中，发现该复合膜对单增

李斯特氏菌 (Listeria monocytogenes) 和金黄色葡萄

球菌 (Staphylococcus aureus) 具有良好的抗菌活性。

竹 叶 抗 氧 化 物  (antioxidant  of  bamboo  leaves，
AOB) 是从毛竹叶中提取的一种富含酚类物质的

天然植物提取物，主要成分是黄酮类、内酯类和

酚酸类，具有阻断脂质自发氧化的链式反应、螯

合过渡金属、清除自由基和抑菌的作用 [4]。AOB
在 2003 年被我国卫生部认定为天然食品抗氧化剂，

可用于食用油、肉制品、水产品及膨化食品中。

张晓丽等[5] 研究了 AOB 结合不同包装方式对罗非

鱼片保鲜效果的影响，结果显示，0.1 g/100 mL
AOB 结合真空包装或气调包装  (70%  CO2+30%
N2) 可以延长冰藏罗非鱼货架期至 18 d。有关涂膜

对水产品蛋白质理化性质影响的研究报道较少。

余达威 [6] 研究发现，壳聚糖结合月桂酸单甘油酯

涂膜抑制了冷藏草鱼肌球蛋白重链降解条带的产

生，减少了低分子质量蛋白质的降解。而关于

WPI 涂膜和 AOB 对水产品蛋白质的影响目前未见

报道。

以往研究表明，WPI 涂膜结合 1.0% AOB 浸

泡可有效延缓冷藏富硒虹鳟品质的劣变，而冷藏

过程中鱼肉品质的劣变与肌肉蛋白质的降解及变

性聚集有关[7]。因此，本研究采用 AOB 溶液浸泡

富硒虹鳟块，然后进行 WPI 涂膜，测定鱼肉肌原

纤维蛋白和 TCA-可溶性肽的含量、蛋白质的分子

内价键，以及肌原纤维蛋白的总巯基含量、表面

疏水性和二级结构，分析 AOB 浸泡-WPI 涂膜对

冷藏富硒虹鳟蛋白质理化性质的影响，从蛋白质

水平解释 AOB 浸泡-WPI 涂膜对富硒虹鳟的保鲜

机理。 

1    材料与方法
 

1.1    材料与试剂

富硒虹鳟 [ 体质量 (1.50±0.25) kg，同一鱼池

同一批次 ] 购于恩施州国硒冷水渔业开发有限公

司。乳清分离蛋白  (含量>90%) 购于美国 Hilmar
公司。甘油 (食品级，含量≥99.0%)、竹叶抗氧化

物  (食品级，总黄酮含量≥40%)、L-酪氨酸  (≥
99.0%) 购于上海源叶生物科技有限公司。乙二胺

四乙酸 (EDTA)、十二烷基硫酸钠 (SDS)、5,5'-二
硫代双 (2-硝基苯甲酸) (DTNB)、三羟甲基氨基甲

烷 (TRIS)、1-苯胺基-8 奈基磺酸盐 (ANS) 购于德

国 Biofroxx 公司。Lowry 法蛋白浓度测定试剂盒

购于上海生工生物工程股份有限公司。 

1.2    仪器与设备

BC/BD-320HED101-1-BS 卧式冷冻柜，青岛

海尔特种电冰柜有限公司。FD-1A-50 冷冻干燥机，

北京博医康实验仪器有限公司。GL-20-Ⅱ高速冷

冻离心机，上海安亭科学仪器厂。NEXUS670 傅

里叶红外光谱仪，美国尼高力仪器公司。XHF-
DY 高速分散器，宁波新芝生物科技有限公司。

Unico7200 可见分光光度计，美国尤尼柯公司。

F-4600 荧光分光光度计，日本 Hitachi 公司。 

1.3    实验方法
 

　　WPI 溶液制备　　参考 Shokri 等 [8] 和杨坤 [9]

的方法，略作修改。将 12.0 g 的 WPI 完全溶解于

100 mL 蒸馏水中，采用 1 mol/L 的 NaOH 溶液将

WPI 溶液 pH 值调节至 8，在 80 °C 的水浴中加热

20 min，迅速冷却至室温，除去 WPI 凝固物。在

冷却后的 WPI 溶液中加入 4.0 g 甘油，磁力搅拌

至均匀的乳白色溶液，制得 WPI 涂膜液。 

　　AOB 溶液制备　　加入 1.0 g 的 AOB 于 100
mL 蒸馏水中，磁力搅拌至 AOB 充分溶解于水中，

制得 AOB 溶液。 

　　鱼块的制备　　将鲜活的富硒虹鳟敲击头部

快速致死，冰藏送至实验室。在实验室去除鱼的

表皮和鱼骨，清水冲洗干净并沥干，按图 1 将鱼

肉均匀分成头部和尾部两部分，再分别纵向切分

成 60 mm × 20 mm × 12 mm 的鱼块。将鱼块均分

为 3 组，第 1 组 (对照) 鱼块用蒸馏水浸泡 5 min，
25 °C 自然沥干 50 min；第 2 组 (WPI 组) 和第 3 组

(1.0% AOB+WPI 组) 的鱼块分别在蒸馏水和 1.0%
的 AOB 溶液中浸泡 5 min，沥水 1 min，重复以上

操作 1 次。然后在 WPI 涂膜液中浸泡 1 min，沥

水 2 min，再次浸泡 1 min，置于预先灭菌的金属

网上， (25±1)  °C 鼓风吹 50 min  [ 风速 (2.5±0.5)
m/s]。3 组鱼块均以 1∶5 (质量体积比) 的比例浸

泡在相应的溶液中。将处理好的富硒虹鳟块放在
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聚丙烯塑料托盘中，每个托盘中头部和尾部鱼肉

各 3 块，并用聚乙烯保鲜膜包裹并做好标记。在

(4±1) °C 冰箱贮藏 1、4、7、10 和 13 d。冷藏结束

后用无菌刀片去除 WPI 组和 1.0% AOB+WPI 组鱼

块表面的蛋白膜。然后将鱼块置于−50 °C 冰柜中

冷冻 24 h，放入冷冻干燥机中干燥 72 h，干燥后

的鱼块采用真空包装，置于 4 °C 冰箱中冷藏备用。

实验时将头部和尾部鱼块用料理机粉碎，均匀混

合后进行相关指标分析。 

　　肌原纤维蛋白的提取与测定　　参考胡佳慧

等[10] 的方法，略作修改。取粉碎后的富硒虹鳟鱼

肉 1.000 g (精确至 0.001 g) 加入 30 mL 提取液 A，

在 10 000 r/min 高速分散器中均质 10 s，重复 3 次，

2 次间隔 10 s。4 °C 下 13 000 r/min 离心 20 min，
离心后取沉淀物，重复以上操作 2 次。向沉淀物

中加入 30 mL 提取液 B，10 000 r/min 均质 10 s，
在 4 °C 下 13 000 r/min 离心 20 min，离心后的上

清液即为提取的肌原纤维蛋白溶液。取 2 mL 肌原

纤维蛋白溶液置于 15 mL 聚丙烯 (PP) 离心管中，

加入 8 mL 双缩脲试剂，涡旋 1 min，25 °C 下放置

20 min，在 540 nm 下比色，对照标准曲线求出富

硒虹鳟鱼肉中肌原纤维蛋白的浓度。以 0、4、8、
12、16、20 mg/mL 的牛血清蛋白溶液制备标准

曲线。

提取液 A 的配制。准确称取 2.42  g  Tris 和

7.46 g 氯化钾  (KCl)，分别溶解于 800 mL 蒸馏水

中，用盐酸调 pH 至 7.5，然后用蒸馏水定容至

1 000 mL，4 °C 下保存。

提取液 B 的配制。准确称取 2.42  g  Tris 和

44.73 g KCl，溶解于 800 mL 蒸馏水中，用盐酸调

pH 至 7.0，然后用蒸馏水定容至 1 000 mL，4 °C
下保存。 

　　TCA-可溶性肽含量的测定　　参考 Liao 等[11]

的方法，略作修改。取粉碎后的富硒虹鳟鱼肉

1.000 g (精确至 0.001 g)，用 5% 的三氯乙酸溶液

(TCA，提前预冷至 4 °C) 定容至 30 mL，在 10 000

r/min 高速分散器中均质 10 s。均质液冰浴 30 min，
然后 4 °C 下 10 000 r/min 离心 5 min，取 1 mL 上

清液于 10 mL PP 离心管中，采用 Lowry 法测定试

剂盒测定上清液中的可溶性肽浓度。TCA-可溶性

肽含量计算公式：

X = (C £ V)=(M £ m )

式中，X 为富硒虹鳟鱼肉中 TCA-可溶性肽含量

(μmol 酪氨酸 /g)。C 为上清液中可溶性肽浓度

(μg/mL)。V 为定容体积 (mL)。M 为酪氨酸摩尔分

子质量 181.189 (g/mol)。m 为鱼肉质量 (g)。 

　　总巯基含量的测定　　总巯基 A 液的配制：

称取 480.48 g 尿素、2.92 g EDTA、20.0 g SDS 和

24.23 g Tris 溶于 400 mL 水中，用盐酸调节 pH 至

7.0，定容至 1 L。
总巯基 B 液的配制：取 1.0 g DTNB 和 24.23 g

Tris 溶于 800 mL 水中，盐酸调节 pH 至 8.0，定容

至 1 L。
参考孙俪 [12] 的方法，略作修改。取 1 mL 稀

释后的肌原纤维蛋白溶液  (6 mg/mL) 置于 15 mL
PP 离心管中，加入 9 mL 的总巯基 A 液，涡旋

1 min，25 °C 下放置 30 min。取 4 mL 混合液置于

10 mL PP 离心管中，加入 0.4 mL 总巯基 B 液，

在 40 °C 水浴中反应 25 min，测定 412 nm 处的吸

光值，以 0.2 mol/L 磷酸盐缓冲溶液 (PBS) 为空白

对照。总巯基含量计算公式：

M = (A £ D)= (C0£ ")

式中，M 为富硒虹鳟鱼肉中总巯基摩尔浓度

(mol/105 g 蛋白质)。A 为 412 nm 处的吸光值。D
为稀释倍数。C0 为蛋白质浓度 (mg/mL)。ɛ为吸光

系数，13 600 L/(mol·cm)。 

　　表面疏水性的测定　　参考 Haskard 等[13] 的

方法，略作修改。取 2 mL 肌原纤维蛋白溶液，用

提 取 液 B 稀 释 至 浓 度 为 0.4、 0.5、 0.6 和 0.7
mg/mL。分别取上述肌原纤维蛋白稀释液 4 mL 置

于 10 mL PP 离心管中，加入 20 μL ANS 溶液 (用
0.1  mol/L， pH  7.0 磷酸盐缓冲溶液，制备成 8
mmol/L 的 ANS 溶液)，混匀后采用荧光光谱仪测

定。激发波长为 385 nm，扫描范围 400~700 nm，

扫描速度 1 200 nm/min，激发狭缝和发射狭缝宽

均为 5 nm，响应时间为 0.1 s，记录 470 nm 波长

处的荧光发射强度 F，以蛋白质浓度为横坐标，

F 为纵坐标作图，曲线初始段的斜率即为肌原纤

维蛋白的表面疏水性指数 (H0)。 

　　蛋白质分子内价键的测定　　根据 Liu 等[14]

头部
head

尾部
tail

 
图 1    富硒虹鳟鱼肉分割图

Fig. 1    Cutting diagram of Se-rich O. mykiss
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的方法进行测定。取粉碎后的富硒虹鳟鱼肉 2.000
g  (精确至 0.001  g)，分别与 10  mL 的 A 液  (0.05
mol/L  NaCl)、 B 液  (0.6  mol/L  NaCl)、 C 液  (0.6
mol/L NaCl+1.5  mol/L  尿 素 )、 D 液  (0.6  mol/L
NaCl+8 mol/L 尿素)、E 液 (0.6 mol/L NaCl+8 mol/L
尿素+0.5 mol/L β-巯基乙醇) 混合。冰水浴 10 000
r/min 高速分散均质 2 min，4 °C 下 10 000 r/min 离

心 15 min。采用考马斯亮蓝法测定各溶液中蛋白

质浓度。离子键的贡献为 A 液与 B 液蛋白质浓度

之差。氢键的贡献为 B 液与 C 液蛋白质浓度之差。

疏水相互作用的贡献为 C 液与 D 液蛋白质浓度之

差。二硫键的贡献为 D 液与 E 液蛋白质浓度之差。 

　　蛋白质二级结构的测定　　参考 Chen 等[15]

的方法，略作修改。将肌原纤维蛋白溶液置于

−50 °C 冰柜中冷冻 24 h，放入冷冻干燥机中干燥

72 h，制备肌原纤维蛋白粉。在研钵中加入 20 mg
肌原纤维蛋白粉，并按照 1∶100 (质量比) 的比例

加入溴化钾，充分混匀并研磨后进行压片测定，

用空气作为空白进行测定并扣除背景。400~4 000
cm−1 光谱范围扫描 3 次。 

1.4    数据分析

采 用 Microsoft  Office  Excel  2016 和 SPSS
19.0 软件进行数据处理和分析，采用 Origin 2018
软件作图，每次实验重复 3 次。结果以平均值±标
准差表示 (mean±SD)，实验数据采用 SPSS 软件进

行 方 差 分 析  (ANOVA) 和 Duncan 氏 检 验 ， 以

P<0.05 为差异显著。 

2    结果
 

2.1    肌原纤维蛋白含量

肌原纤维蛋白约占鱼肉蛋白质的 60%~80%，

是肌肉中非常重要的结构蛋白质，主要包括肌球

蛋白、肌动蛋白、原肌球蛋白、肌钙蛋白和辅肌

动蛋白[16]。肌原纤维蛋白能赋予鱼肉及其制品良

好的品质，其具有的乳化特性、保水性和凝胶形

成能力等，在很大程度上决定了鱼肉及其制品的

功能性 [17]。3 组鱼块的肌原纤维蛋白含量在冷藏

过程中显著下降  (P<0.05)，其中 1.0% AOB+WPI
组的下降速率明显小于其他 2 组 (图 2)。随着冷藏

时间的延长，在内源酶和微生物的作用下，肌原

纤维蛋白发生降解，疏水基团暴露，部分蛋白质

发生变性聚集，使其在盐溶液中的溶解度降低，

导致肌原纤维蛋白提取率下降，因此测定的肌原

纤维蛋白含量偏低[18-19]。冷藏 1 d 时，对照、WPI

组和 1.0% AOB+WPI 组的肌原纤维蛋白含量分别

为 11.52、11.81 和 11.94 mg/mL，冷藏 13 d 时分

别下降了 45.40%、39.54% 和 29.40%。WPI 组和

1.0% AOB+WPI 组肌原纤维蛋白含量的减少量低

于对照组，说明 WPI 涂膜及 1.0% AOB 浸泡-WPI

涂膜均可以延缓富硒虹鳟鱼肉蛋白质的变性和

降解。
 

2.2    TCA-可溶性肽含量

在冷藏 1 d 时，对照、WPI 组和 1.0% AOB+
WPI 组的 TCA-可溶性肽的含量分别为 0.83、0.80
和 0.62 μmol/g 酪氨酸。冷藏初期，TCA-可溶性肽

可能由内源多肽组成 [20]。随着冷藏时间的延长，

3 组鱼块的 TCA-可溶性肽含量显著增加 (P<0.05)，
其中 1.0% AOB+WPI 组的增加量明显低于其他 2
组 (图 3)。TCA-可溶性肽含量的增加主要归因于

内源酶和微生物的生长繁殖[21]。在冷藏初期，由

于鱼肉自溶，内源蛋白酶分解蛋白质产生多肽，

多肽可以作为微生物生长的营养物质，促进微生

物的生长繁殖。随着冷藏时间的延长，微生物在

生长繁殖过程中会产生大量的蛋白酶和肽酶，加

速鱼肉蛋白质的降解，导致 TCA-可溶性肽含量的

冷藏时间/d

cold storage time

1

6

7

8

9

10

11

12

13

4 7 10 13 16

aA
aA

aA
aA

bB
aB

aB
cB

cC

cD

aC
bC

bD

bE

cE肌
原
纤
维
蛋
白
含
量

/(
m

g
/m

L
)

m
y
o
fi

b
ri

ll
ar

 p
ro

te
in

 c
o
n
te

n
t 对照　control

WPI

1.0% AOB+WPI

 
图 2    涂膜对冷藏富硒虹鳟肌原纤维蛋白含量的影响

不同小写字母表示同一冷藏时间不同处理方式之间的显著差异；

不同大写字母表示同一处理方式不同冷藏时间之间的显著差异

（P<0.05）；AOB. 竹叶抗氧化物溶液，WPI. 乳清分离蛋白溶液；

下同

Fig. 2    Effect of coating on myofibrillar protein content
for Se-rich O. mykiss during cold storage

Different lowercase letters represent significant differences between dif-
ferent processing methods with same cold storage time; different capital
letters  represent  significant  difference  between  different  cold  storage
time with same processing method (P<0.05); AOB. antioxidant of bam-
boo leaves, WPI. whey protein isolate; the same below
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增加和鱼肉品质的劣变 [22]。冷藏 13 d 时，对照、

WPI 组和 1.0% AOB+WPI 组的 TCA-可溶性肽含

量相比冷藏 1 d 分别增加了 2.18、1.99 和 1.62 μmol
酪氨酸/g，而且 1.0% AOB+WPI 组的增加量最少，

表明 WPI 涂膜结合 AOB 浸泡更好地抑制了蛋白

质的降解，延缓了鱼肉品质劣变。 

2.3    总巯基含量

肌原纤维蛋白分子约含有 42 个巯基，其中

分布在球状头部结构的约有 24 或者 26 个，反应

活性很强，是肌原纤维蛋白活性的重要组成部

分 [23]。随着冷藏时间的延长，3 组鱼块的总巯基

含量显著降低 (P<0.05)，说明鱼块在冷藏期间蛋

白质发生了氧化变性 (图 4)。冷藏 13 d 时，对照、

WPI 组和 1.0% AOB+WPI 组的总巯基含量分别下

降至 5.50、5.71 和 6.83 mol/105 g 蛋白质。卢涵 [24]

研究显示，鳙  (Aristichthys nobilis) 在冷藏条件下

肌原纤维蛋白的总巯基含量会随着冷藏时间的延

长而下降，主要原因是巯基会被自由基氧化生成

多种氧化产物，例如二硫键、次磺酸、磺酸、磺

酸、二砜等。冷藏 1~7 d，WPI 组的总巯基含量显

著高于对照组 (P<0.05)，而冷藏 10~13 d 对照组和

WPI 组无显著变化 (P>0.05)。与冷藏 1 d 相比，冷

藏 13 d 时对照、WPI 组和 1.0% AOB+WPI 组的总

巯基含量分别降低了 50.67%、49.26% 和 41.19%，

其中 1.0% AOB+WPI 组的总巯基含量降幅最小。 

2.4    表面疏水性

疏水相互作用对维持蛋白质三级结构的稳定

起着重要的作用。在正常生理条件下，鱼肉蛋白

质的疏水基团隐藏在蛋白质分子内部。鱼死后，

在外界因素的影响下，内部疏水基团暴露，蛋白

质分子的表面疏水性增加，意味着蛋白质结构破

坏程度增强[23]。冷藏过程中，3 组鱼块的 H0 显著

增加 (P<0.05) (图 5)。这是因为在微生物和内源酶

的作用下，鱼肉蛋白质部分被降解，多肽链展开，

破坏了蛋白质原有的稳定结构，引起肽链的卷曲

或螺旋结构的变化，位于蛋白质分子内部的一些

疏水性氨基酸暴露在表面，致使 H0 增加[25]。冷藏

过程中，1.0% AOB+WPI 组的 H0 显著低于对照

和 WPI 组  (P<0.05)，说明 WPI 涂膜结合 AOB 可

以增加涂膜的保鲜效果，有效保持肌原纤维蛋白

结构的稳定性。 
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图 3    涂膜对冷藏富硒虹鳟 TCA-可溶性肽含量的影响

Fig. 3    Effect of coating on TCA-soluble peptides
content for Se-rich O. mykiss during cold storage
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图 4    涂膜对冷藏富硒虹鳟总巯基含量的影响

Fig. 4    Effect of coating on total sulfhydryl content for
Se-rich O. mykiss during cold storage
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图 5    涂膜对冷藏富硒虹鳟表面疏水性的影响

Fig. 5    Effect of coating on surface hydrophobicity for
Se-rich O. mykiss during cold storage
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2.5    蛋白质分子内价键

随着冷藏时间的延长，3 组鱼块的离子键呈

现波动的变化趋势 (图 6-a)。冷藏过程中，3 组鱼

块的氢键显著减少，疏水相互作用显著增加 (P<
0.05) (图 6-b~c)。在冷藏 13 d 时，对照组、WPI
组和 1.0% AOB+WPI 组的氢键相比第 1 天分别降

低了42.61%、40.12% 和19.02%，1.0% AOB+WPI 组
的降幅明显低于对照组和 WPI 组；冷藏 13 d 时，

对照组、WPI 组和 1.0% AOB+WPI 组的疏水相互

作用分别增加了 5.24、4.83 和 3.93 mg/mL，1.0%
AOB+WPI 组的增幅明显低于对照组和 WPI 组。

随着冷藏时间的延长，蛋白质发生变性，使隐藏

在蛋白质内部的疏水基团暴露，导致氢键的降低

和疏水相互作用的增强[26]。

冷藏过程中，3 组鱼块的二硫键整体呈上升

趋势 (图 6-d)，二硫键的增加是因为埋藏于蛋白质

分子内部的巯基氧化成二硫键，这与巯基含量下

降趋势吻合。二硫键的形成引发肌球蛋白交联，

形成大分子的蛋白质聚集体，导致鱼肉嫩度的下

降 [27]。对照组的二硫键在第 7 天达到最大值，此

后处于波动状态，与卢涵[24] 的研究结果类似。冷

藏 7 d 时，对照组、WPI 组和 1.0% AOB+WPI 组
的二硫键分别为 4.28、4.08 和 3.66 mg/mL，1.0%
AOB+WPI 组显著低于对照组和 WPI 组 (P<0.05)。
综上所述，随着冷藏时间的延长，鱼肉蛋白质的

非共价键被破坏，导致蛋白质构象发生变化。与

对照组和 WPI 组相比，1.0% AOB+WPI 组显著延

缓了蛋白质非共价键破坏 (P<0.05)，这主要得益

于 AOB 的抗氧化性和抑菌作用。 

2.6    蛋白质二级结构

蛋白质二级结构是指多肽链骨架的空间结构，

常见的 α-螺旋、β-折叠为二级结构中的规则结构，
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图 6    涂膜对冷藏富硒虹鳟蛋白质分子内价键的影响

(a)~(d) 分别表示离子键、氢键、疏水相互作用和二硫键

Fig. 6    Effect of coating on protein molecular bond for Se-rich O. mykiss during cold storage
(a)-(d) represent ionic bond, hydrogen bond, hydrophobic interaction and disulfide bond, respectively
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β-转角、环形等为半规则结构，卷曲为无规则结

构[28]。酰胺 I 带 (1 700~1 600 cm−1) 中波数在 1 613~
1 637 cm−1 范围内为蛋白质 β-折叠，1 637~1 645 cm−1

范围内为蛋白质无规则卷曲，1 646~1 660 cm−1 范

围内为蛋白质 α-螺旋，1 661~1 682 cm−1 范围内为

蛋白质 β-转角[29-30]。随着冷藏时间的延长，3 组鱼

块的 β-折叠、无规则卷曲和 α-螺旋的相对含量呈

现下降趋势，β-转角的相对含量呈增加趋势 (表 1)。
β-折叠和 α-螺旋是蛋白质有序的重复性结构，通

常埋藏在多肽链的内部；β-转角和无规卷曲是蛋

白质无序的非重复性结构[31]。在冷藏 13 d 时，对

照、WPI 组和 1.0% AOB+WPI 组的 β-折叠和 α-螺
旋的相对含量之和相比第 1 天分别降低了 11.62%、

7.79% 和 7.56%，说明随着冷藏时间的延长，肌原

纤维蛋白结构总的趋势是从有序结构向无序结构

转变，鱼肉品质发生劣变，肉质变得松软。其中

1.0% AOB+WPI 组的 β-折叠和 α-螺旋相对含量之

和的减少量最小，说明 1.0% AOB+WPI 组可以有

效抑制肌原纤维蛋白的变性，这与总巯基、表面

疏水性和蛋白质分子内价键的测定结果一致。 

3    讨论

冷藏期间，WPI 组的肌原纤维蛋白含量和二

级结构中 β-折叠的含量显著高于对照组 (P<0.05)。
冷藏 1~7 d，WPI 组的 TCA-可溶性肽和二硫键含

量以及表面疏水性指数 (H0) 显著低于对照组 (P<
0.05)，总巯基含量呈相反趋势。这可能是 WPI 涂
膜液可以在鱼块表面形成一层薄膜，起到隔绝空

气的作用，降低微生物的污染，延缓鱼肉蛋白质

的变性和降解。但随着冷藏时间的延长这些差异

逐渐减弱，冷藏 13 d 时，WPI 组与对照之间无显

著差异 (P>0.05)。这可能是随着冷藏时间的延长，

鱼块发生汁液流失以及微生物的生长繁殖，破坏

了乳清分离蛋白膜的结构，导致蛋白质发生变性

和降解，保鲜效果降低。张皖君等 [27] 将花鲈

(Lateolabrax japonicas) 冰藏期间的蛋白质氧化指

标  (总巯基和羰基) 与微生物数量进行 Pearson 相

关系数分析，结果显示菌落总数与总巯基和羰基

含 量 分 别 呈 极 显 著 负 相 关 和 极 显 著 正 相 关

(P<0.01)，说明微生物的生长繁殖可能引发肌原纤

维蛋白总巯基含量的降低和羰基含量的升高，导

致蛋白质发生变形和降解。此外，微生物在生长

繁殖中会产生大量的蛋白酶和肽酶，加速鱼肉蛋

白质的降解，导致 TCA-可溶性肽含量的增加和鱼

肉品质的劣变[22]。Yang 等[22] 研究发现，肌原纤维

蛋白降解，可以导致 Z-disk 弱化和肌动蛋白松散，

Z-disk 和 M-band 解体，引发鱼肉软化。

3 个实验组中，1.0% AOB+WPI 组的肌原纤

维蛋白、总巯基、氢键、二级结构中 α-螺旋和 β-
折叠的含量在冷藏期间最高，H0、TCA-可溶性肽、

二硫键和二级结构中 β-转角含量最低。说明 WPI
涂膜结合 AOB 浸泡，提高了 WPI 涂膜的保鲜效

果，有效抑制了鱼肉蛋白质的降解和变性聚集，

延缓了富硒虹鳟鱼块品质的劣变。AOB 含有黄酮

类和多酚类等，可以清除自由基，抑制巯基氧化

和二硫键的生成，延缓肌原纤维蛋白的变性[32-33]。

同时 AOB 中的酚类物质引入亲水性基团，通过非

共价键修饰肌原纤维蛋白氨基酸功能基团，使其

亲水性基团与疏水性基团的比例增大，有助于降

表 1    涂膜对冷藏富硒虹鳟肌原纤维蛋白二级结构的影响

Tab. 1       Effect of coating on secondary structure of myofibrillar protein from Se-rich O. mykiss during cold storage %

时间/d
time

样品
samples

β-折叠
β-sheet

α-螺旋
α-helix

无规则卷曲
random coil

β-转角
β-turn

1 对照　control 37.16±0.88b 4.39±0.06a 17.06±0.45a 41.39±1.32f

WPI 38.18±0.58a 2.45±0.19c 16.30±0.20b 43.07±0.62e

1.0% AOB+WPI 38.54±0.52a 4.72±0.28a 16.56±0.07b 40.16±0.13g

7 对照　control 34.91±0.42d 2.66±0.31c 15.53±0.29c 46.93±0.20d

WPI 36.10±0.32c 3.34±0.11b 17.32±0.28a 43.23±0.53e

1.0% AOB+WPI 37.98±0.48ab 4.46±0.14a 14.83±0.13d 42.73±0.27e

13 对照　control 27.21±0.47g 2.59±0.07c 12.49±0.15e 57.71±0.67a

WPI 30.24±0.27f 2.53±0.20c 10.75±0.32f 56.47±0.28b

1.0% AOB+WPI 32.27±0.63e 3.36±0.08b 12.75±0.22e 51.62±0.37c

注：同一列数据的不同小写字母表示差异显著(P<0.05)
Notes: different small letters in each column represent a statistically significant difference (P<0.05)
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低表面疏水性，使得肌原纤维蛋白的溶解度增

大 [34]。曹云刚 [35] 发现，C6-C3-C6 结构的表没食子

儿茶素没食子酸酯 (EGCG) 通过非共价键修饰肌

原纤维蛋白氨基酸功能基团，可降低肌原纤维蛋

白表面疏水性。其次，AOB 具有一定的抑菌作用，

可以增强乳清分离蛋白膜的抑菌效果，致使微生

物对肌原纤维蛋白结构的破坏能力减弱[36]。黄渊

等[37] 研究发现，随着表没食子儿茶素没食子酸酯

(EGCG) 浓 度 的 增 加 ， 鲢  (Hypophthalmichthys
molitrix) 肌球蛋白 α-螺旋的相对含量整体呈上升

趋势，β-折叠、β-转角和无规卷曲的相对含量和

表面疏水性呈现下降趋势，说明 EGCG 与肌球蛋

白的相互作用使肌球蛋白的二级结构向有序状态

转变。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Effects of bamboo leaf antioxidant soaking combined with whey protein isolate
coating on physicochemical properties of protein from Se-rich rainbow trout

(Oncorhynchus mykiss) during cold storage

CHEN Junjie 1,     CHEN Jiwang 1,2*,     TAN Ling 1,     LIAO E 1,2,     CHENG Shuiyuan 2,     XIA Wenshui 1,3*

(1. College of Food Science and Engineering, Wuhan Polytechnic University, Wuhan    430023, China;
2. National R & D Center for Se-rich Agricultural Products Processing, Wuhan Polytechnic University, Wuhan    430023, China;

3. School of Food Science and Technology, Jiangnan University, Wuxi    214122, China)

Abstract: To explain the preservation mechanism of bamboo leaf antioxidant soaking combined with whey pro-
tein  isolate  coating  on  Se-rich  rainbow  trout  (Oncorhynchus  mykiss)  at  the  protein  level  with  physicochemical
properties of protein. The Se-rich O. mykiss was cut longitudinally to fillets after beheading, gutting, and skinning.
The Se-rich rainbow trout fillets (SRTFs) were immersed in 1.0% antioxidant of bamboo leaves (AOB) solutions
(distilled water served as the control) followed by coating with whey protein isolate (WPI), then stored at 4 ℃ for
1, 4, 7, 10 and 13 d after the surface moisture on SRTFs was drained at 25 ℃. The myofibrillar protein and TCA-
soluble peptides contents, and molecular bond, as well as total sulfhydryl content, surface hydrophobicity, and sec-
ondary structure of myofibrillar protein were measured, to investigate the effect of coating on the physicochemical
properties of protein from Se-rich O. mykiss during cold storage. The results showed that the myofibrillar protein
and β-sheet contents for the WPI group were significantly higher than the control during cold storage. From 1 to 7
days,  the TCA-soluble peptides and disulfide bond contents,  and surface hydrophobicity index (H0)  for  the WPI
group were significantly lower than the control, while total sulfhydryl content showed an opposite trend. However,
these differences between the WPI group and control gradually weakened as the cold storage time prolonged, and
there was no significant difference at 13 d. The myofibrillar protein, total sulfhydryl, hydrogen bond, α-helix, and
β-sheet  contents  for  the  1.0% AOB+WPI group were  higher  than the  WPI group and control,  while  an opposite
trend was observed for H0 and the contents of TCA-soluble peptides, disulfide bond, and β-turn. The WPI film was
formed on the surface of SRTFs, which can isolate the fillets from the air and alleviate microbial contamination.
AOB contains flavonoids, polyphenols, etc., which can scavenge free radicals and inhibit the oxidation of sulfhy-
dryl groups and the formation of disulfide bonds, leading to the delay of myofibrillar protein denaturation. In addi-
tion,  the  hydrophilic  groups  in  polyphenols  can  reduce  the  surface  hydrophobicity  of  myofibrillar  protein  and
improve the solubility. These results indicated that AOB soaking combined with WPI coating inhibited the denat-
uration  and  degradation  of  myofibrillar  protein,  resulting  in  the  delay  of  the  quality  attributes  deterioration  of
SRTFs during cold storage.

Key words: Oncorhynchus mykiss; Se-rich; antioxidant of bamboo leaves; whey protein isolate; coating; myofib-
rillar protein
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