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当归对乌鳢肌原纤维蛋白微观结构
的影响及作用机制
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摘要　以乌鳢(Ophiocephalusargus)肌原纤维蛋白为研究对象,考察当归(Angelicasinensis)粉或当归浸

提液对乌鳢肌原纤维蛋白微观结构的影响,并探讨其作用机制.扫描电镜及SDSＧPAGE结果表明,加入１％~
２％的当归时,乌鳢肌原纤维蛋白的微观结构变得更加致密,有利于形成更为致密的三维网络结构,提高鱼糜制

品的品质;但大量(３％~５％)当归的添加会使原本致密的蛋白网络结构变得松散.傅里叶红外光谱和圆二色谱

实验表明,随着当归粉或者当归浸提液含量的增加,乌鳢肌原纤维蛋白中二级结构αＧ螺旋和βＧ转角的总相对含

量会先增加后减少,而βＧ转角和无规卷曲总的相对含量会先降低再升高.
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　　乌鳢(Ophiocephalusargus),俗称黑鱼,是一

种肉食性淡水鱼.乌鳢肉质鲜美,骨刺少,可食率高

达６３％,含有丰富的蛋白质(其中包含丝氦酸、脯氨

酸等１８种游离氨基酸)和钙、磷、铁等矿质元素以及

硫胺素、核黄素、尼克酸等维生素,具有去瘀生新、滋
补调养等功效.适合术后病人食用,有促进伤口愈

合的作用[１],是一种食疗价值较高的淡水鱼类.当

归(Angelicasinensis)作为最常用的中药材之一,也
是国家卫计部门规定药食同源材料,在日常生活中

常被作为滋补品食用.当归中含有许多对人体健康

有益的成分,如阿魏酸、当归多糖等[２].现代快节奏

的生活使得亚健康人群越来越多,因此,研发更加健

康的高档养生型鱼糜制品可以为亚健康人群的调理

康复提供新的途径.乌鳢鱼肉中蛋白含量高达

１９．８％,而肌原纤维蛋白是一类具有重要生物学功

能特性的盐溶性结构蛋白群,主要包括肌球蛋白、肌
动蛋白、原肌球蛋白、肌钙蛋白等[３Ｇ４].肌原纤维蛋

白是形成凝胶最重要的蛋白质,在加热条件下肌原

纤维蛋白发生凝胶化,凝胶的形成不仅可以改进肉

制品的感官品质和质地,而且在改善鱼糜制品的流

变学特性方面也有诸多作用[４Ｇ６].目前,已有报道指

出添加阿魏酸可以改善蛋白质的凝胶特性[６].将山

药、紫苏等药膳食材加入鱼糜中研究其感官品质,发
现山药明显提高鱼丸口感,发酵紫苏可以明显提高

质构特性和感官效果[７].研究当归和乌鳢中肌原纤

维蛋白的相互作用可以为乌鳢制成的药膳鱼糜制品

的滋补性能提供翔实的理论依据.目前,关于药膳

食材对鱼糜肌原纤维蛋白的影响机制研究较少,肌
原纤维蛋白是鱼糜肌肉中的主要蛋白质,考察当归

对乌鳢肌原纤维蛋白微观结构的影响及其机制,有
利于人们充分利用其营养成分和价值,提高食品利

用率;同时,了解当归对于肌原纤维蛋白的作用有利

于拓展探究其他药膳食材的作用机制.

1　材料与方法

1.1　材　料

乌鳢(Ophiocephalusargus),３kg,购于华中

农业 大 学 农 贸 市 场.当 归 (Angelicasinensis),

１００g,购于湖北省中医院,原产地为甘肃岷县.
1.2　试剂与仪器

氯化钠、盐酸、甲醇、磷酸二氢钾、磷酸氢二钾、
氢氧化钠、石油醚、酒石酸、乙醇等试剂均为分析纯.

FJ２００ＧSH 高速分散均质机 (上海标本 模 型 厂)、

AvantiJＧE高速离心机(美国 BECKMANCOULＧ
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TER)、７２２可见分光光度计(天津市普瑞斯仪器有

限公司)、HＧ７００FA 扫描电子显微镜(日本 HITAＧ
CHI公司)、Nexus４７０傅里叶变换红外光谱仪(美
国 Nicolet公司)、JＧ８１５圆二色谱仪(日本JASCO
公司)、DYCZＧ２８A电泳仪(北京市六一仪器厂)等.
1.3　试验方法

１)制备当归粉及当归浸提液.将１００g当归用

粉碎机磨粉,将粉碎后的当归分别过粒径９６和８０

μm 筛,得到当归粉,密封,常温放置于避光的干燥

皿内,备用.取０．５g当归粉,溶解于５０mL的超纯

水中,２０℃下超声提取３０min,于４℃冰箱内放置

２４h,过滤,得滤液,４℃下密封保存,备用.

２)当归主要成分的测定.①总酚的测定:对

FolinＧCiocalteu法[８]稍作修改测定当归中总酚物质

的含量.精确称取１．０g当归粉,加入６mL８０％甲

醇,混合均 匀 后 超 声 提 取 ３０ min,然 后 于 ５０００
r/min下离心１０ min,过滤取上清液,滤渣用７~
８mL８０％甲醇反复提取、离心和过滤,用少量８０％
甲醇洗涤滤渣并过滤,合并提取液再用８０％甲醇定

容至１０mL,即得样液.总酚含量用没食子酸当量

GAE(gallicacidequivalent)表示且作出没食子酸标

准曲线.１mL样品加上１mL福林酚试剂和５mL
５％碳酸钠溶液,混匀,室温下放置６０min后,加蒸

馏水至２５mL,在７５０nm 波长下测吸光度值.

②果胶的测定:精确称量５．０g当归粉末于１００
mL的小烧杯中,加入pH＝２．０的盐酸溶液４０mL
(m︰V＝１︰８),８５℃下磁力搅拌加热４５min,升温

至９０℃后,用２层纱布过滤,收集滤液并降温至

３５~４０ ℃,搅 拌 加 入 ５％ 酒 石 酸 乙 醇 (１００ mL
９５％乙醇＋５g酒石酸),果胶呈海绵状析出后真

空浓缩,最后用９０％的乙醇沉淀、过滤、干燥、称
质量.

③粗纤维的测定:准确称取５．０g当归粉于２５０
mL锥形瓶中,加入１００mL煮沸的１．２５％硫酸溶

液,每隔５min摇晃１次锥形瓶,保持微沸３０min,
取下锥形瓶后用亚麻布过滤,沸水洗涤滤渣至溶液

不呈酸性.用１００mL煮沸的１．２５％ 氢氧化钾溶液

将残渣洗入原锥形瓶,加热微沸保持３０min,用亚

麻布过滤,沸水洗涤２~３次,３０mL 石油醚洗涤

２~３次,用少量乙醇将滤渣移入坩埚中,１０５℃下烘

干称质量.

３)肌原纤维蛋白的提取.参照Sun等[９]的提

取方法,取新鲜的乌鳢肉制成的鱼糜,绞碎,溶于

４倍体积的低盐缓 冲 液 (０．０５ mol/L NaCl,３．３８
mmol/L NaH２PO４ 和 １５．５ mmol/L Na２HPO４,

pH 值７．５),搅拌均匀,在 ５０００r/min下离心 １０
min,重复３次,得最终离心沉淀物.

将沉淀物溶于４倍体积的高盐缓冲液(０．４５
mol/L NaCl,３．３８ mmol/L NaH２PO４ 和 １５．５
mmol/LNa２HPO４,pH＝７．５),搅拌均匀,在４℃下

浸提２２h,然后在１００００r/min下离心１０min,去
除透明的上清液和带有残渣的沉淀,得乳白色半固

体溶液,用１０倍体积的去离子水稀释沉淀３０min,

１００００r/min离心１０min,得到的沉淀物即为肌原

纤维蛋白,在４℃下保存备用.

４)肌原纤维蛋白浓度的测定.称取２．０g肌原

纤维蛋白,溶于０．５mol/L的盐溶液中,定容至５００
mL,得样液,在４℃下保存备用.准确称取０．０２５g
牛血清蛋白片溶于一定量的水中,并定容至１００mL,
得牛血清蛋白溶液.用福林酚法测蛋白质浓度,制得

牛血清蛋白溶液标曲,并计算肌原纤维蛋白浓度.

５)电镜扫描.准确称量２．０g肌原纤维蛋白

(湿基,蛋白质质量浓度为２６．８５mg/mL),分别加

入质量分数０％、１％、２％、３％、４％和５％的当归粉

末,混合均匀后,在－８０℃下迅速冷却后进行冷冻

干燥,将冻干后的样品镀金后,进行肌原纤维微观结

构的观察.

６)红外光谱.取适量的 KBr固体在１０５℃烘

箱内烘干４８h;准确称量２．０g肌原纤维蛋白(湿
基,蛋白质质量浓度为２６．８５mg/mL),分别加入质

量分数０％、１％、２％、３％、４％和５％的当归粉末,混
合均匀后,在－８０℃下迅速冷却后进行冷冻干燥,
即得样品.取１~２mg样品与１００mg的干燥 KBr
在研钵中混合均匀并研成粉末,压成片后置于仪器

内测试[１０Ｇ１１].

７)圆二色谱.将肌原纤维蛋白溶液样品稀释至

１mg/mL,放入０．１cm 光径的石英样品池中,在远

紫外区(１９８~２５０nm 波长范围)对肌原纤维蛋白溶

液进行扫描,扫描速率为１００nm/min,测定温度为

２０℃.残基平均摩尔质量取１１０g/mol,采用杨氏

模量用计算机模拟计算得出αＧ螺旋、βＧ折叠、βＧ转角

和无规卷曲二级结构单元的含量.圆二色性用平均

残基椭圆值[θ]表示((deg􀅰cm２)/dmol)[１２Ｇ１３].

８)SDSＧPAGE凝胶电泳.电泳样品配制:配制

蛋白质质量浓度为２mg/mL的样液,与上样缓冲

液混合,震荡１min,１００℃水浴５min,备用.

８１１
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SDSＧPAGE:１２％分离胶,５％浓缩胶,电极缓冲

液.使用１mm 凝胶板,取上样标记蛋白８μL,肌
原纤维蛋白４μL;电泳起始电压为８０V,待样品由

浓缩胶进入分离胶后提升电压至１２０V;电泳结束

后,取出胶片,用染液(５０％甲醇＋１０％冰醋酸＋
０．１％考马斯亮蓝RＧ２５０＋４０％水)在３７℃摇床上均

匀震荡染色３０min,再用甲醇/冰醋酸脱色液(５０％
甲醇＋１０％冰醋酸＋４０％水)在３７℃摇床上均匀震

荡洗脱３０min,最后换去离子水洗脱[１４].
1.4　数据处理

所有实验至少重复３次,使用测量数据时至少

３个平行,使 用 Excel、OMNIC 进 行 数 据 处 理 和

分析.

2　结果与分析

2.1　当归粉组成成分

经测 定,当 归 粉 中 果 胶 含 量 为 ３５．５０％ ±
０．３６％,总酚的含量为３．３０％±０．４４％,粗纤维

的含量为６．３０％±０．３６％.可见,当归中果胶含

量较高,此外当归中还含有其他多糖、挥发性酸

等物质.

2.2　添加当归粉对肌原纤维蛋白微观结构的影响

　　采用扫描电镜观察添加当归粉对肌原纤维蛋白

微观结构的影响.未添加当归粉的肌原纤维蛋白微

观结构(图１A)与添加了当归粉后(图１B~F)有显

著差别.未添加当归粉的肌原纤维蛋白样品呈现多

空洞且疏松结构,这些空洞是肌原纤维蛋白湿沉淀

脱水 后 形 成 (图 １A).添 加 １％ (图 １B)和 ２％
(图１C)当归粉后,肌原纤维蛋白微观结构变得致密

且空洞减少;随着当归粉添加量进一步增加为３％
(图１D)、４％(图１E)及５％(图１F)时,肌原纤维蛋

白微观结构变得松散、破碎,空洞不断增大,网络结

构出现断裂,其破坏程度随当归粉添加量的增加呈

现不断加剧的趋势.造成这种现象的可能原因是,
当少量的当归粉添加后,当归中所含的果胶具有强

保水性,导致水分难以脱去,空洞减少;同时当归中

具有酚类生物活性成分,其中有较多的结合位点能

与肌原纤维蛋白质发生交联,使得结构更为致密.
而当添加量过多时,其所含的粗纤维素等成分一定

程度对肌原纤维蛋白的结构产生物理性填充分散,
从而导致原本结构紧密的肌原纤维蛋白变得松散且

不均匀.

　A~F:当归粉添加量分别为０％、１％、２％、３％、４％、５％.AＧF:Theaddingamountofangelicapowderwere０％,１％,２％,３％,４％

and５％,respectively．

图１　当归粉不同添加量对肌原纤维蛋白微观结构的影响

Fig．１　Effectsofdifferentamountofangelicapowersonthemicrostructureofmyofibrillarproteins

９１１



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３７卷　

2.3　当归粉不同添加量对肌原纤维蛋白二级结构

的影响

　　图２A反映了乌鳢肌肉纤维蛋白二级结构的３
个谱带,即１６００~１７００cm－１之间的酰胺Ⅰ带、

１５５０~１６００cm－１之间的酰胺Ⅱ带以及１２２０~
１３２０cm－１之间的酰胺Ⅲ带[１５].酰胺Ⅰ带为C＝O
伸缩振动,位于１６００~１７００cm－１之间.对图２A
中在位于酰胺Ⅰ带范围内的各个子峰进行高斯拟

合,整理数据,根据各个子峰的积分面积和酰胺Ⅰ带

特征峰的指认信息:１６１５~１６３８cm－１为βＧ折叠,

１６３８~１６４５cm－１为无规卷曲,１６４５~１６６２cm－１

为αＧ螺旋,１６６２~１６７０cm－１为βＧ转角,得到对应

不同量当归粉的蛋白二级结构的含量.
图２B显示的是根据峰面积计算出的二级结构

中各单元的含量,可观察到随着当归粉添加量的增

加,αＧ螺旋结构的含量先增加后减少,βＧ折叠结构的

含量先增加后基本保持不变,而βＧ转角结构的含量

先减少再增加,无规则卷曲结构的含量基本保持不

变.总体而言,当归粉添加量为１％和２％的肌原纤

维蛋白所包含的αＧ螺旋、βＧ折叠结构在４种二级结

构中的比例较未添加当归粉的肌原纤维蛋白大,呈
现的微观结构较为有序,可能是当归中的果胶使得

肌原纤维蛋白的保水性增强.随着当归粉添加量继

续增加,αＧ螺旋结构减少,相应的转化为βＧ转角或无

图２　当归粉不同添加量的肌原纤维蛋白的FTＧIR图谱(A)和４种二级结构相对含量变化(B)

Fig．２　FTＧIRspectra(A)andcontentoffourtypesproteinsecondarystructure(B)

ofmyofibrillarproteinswithdifferentamountofangelicapowers
规则卷曲使得βＧ转角或无规则卷曲相对含量增加,
此时肌原纤维蛋白结构呈现出更加松散的现象,与
电镜所观察到的蛋白结构表征一致.
2.4　当归浸提液对肌原纤维蛋白二级结构的影响

圆二色谱是研究蛋白质结构的一种快速、简单

且较准确的方法[１６].αＧ螺旋结构是蛋白质分子内

的有序排列,通过分子内氢键维持.βＧ折叠是蛋白

质分子间的有序排列,通过分子间氢键维持[１７].随

着当归浸提液的增加,肌原纤维蛋白中αＧ螺旋和βＧ
折叠的总的相对含量先增加再减少,而βＧ转角和无

规卷曲的总相对含量先减少再增加(图３).圆二色

谱的研究结论和傅里叶红外光谱的结论一致.
2.5　当归浸提液对肌原纤维蛋白凝胶的影响

采用SDSＧPAGE凝胶电泳法观察当归对乌鳢

肌原纤维蛋白凝胶的影响.由于提取的样品蛋白经

过纯化,因而电泳带较少但是更为清晰.在乌鳢肌

原纤维蛋白凝胶样品中,可明显观察到浓度最高的

图３　添加不同含量当归浸提液的

肌原纤维蛋白中４种二级结构的相对含量

Fig．３　Thecontentoffourtypesproteinsecondarystructure
ofmyofibrillarproteinswithdifferentextractsofangelica

为肌球蛋白重链(MHC),其次是肌动蛋白带(AC).
在SDSＧPAGE结果中(图４),所有样品均出现

０２１



　第５期 张高楠 等:当归对乌鳢肌原纤维蛋白微观结构的影响及作用机制 　

了大分子聚合物CLＧMHC条带,与未添加当归浸提

液的空白样品相比,随着当归浸提液添加量的增加,

CLＧMHC条带先增强后减弱,MHC条带先减弱再

增强.而当归浸提液含量超过３％时,MHC带颜色

加深,且CLＧMHC处条带减少.这可能是因为高添

加量的当归浸提液产生稀释作用或者其中粗纤维等

物质阻碍了肌原纤维蛋白的交联,破坏乌鳢肌原纤

维蛋白的三维网络结构.

　M:Marker．１~６:当归粉添加量分别为０％、１％、２％、３％、４％、

５％.１Ｇ６:TheaddingamountofAngelicasinensispowderwere

０％,１％,２％,３％,４％and５％,respectively．

图４　添加不同含量当归浸提液的肌原纤

维蛋白SDSＧPAGE电泳图谱

Fig．４　SDSＧPAGEpatternofmyofibrillarproteins
withdifferentextractsofangelica

3　讨　论

正如扫描电镜图和SDSＧPAGE电泳图谱所示,
添加少量的当归粉或当归浸提液时,肌原纤维蛋白

分子间形成更加致密的三维网络结构且空洞数减

少.这可能是当归中酚类化合物与蛋白质侧链上的

氨基酸发生共价结合,蛋白质之间以酚类化合物作

为桥梁形成交联,从而形成了分子质量更大的聚合

体[１８].且当归中含有果胶等物质,增加了保水性,
导致水分难以脱去,用电镜观察到的微观结构显示

空洞数量减少.当归粉和当归浸提液的添加量较大

时,肌原纤维蛋白的三维网络结构会遭到破坏,原本

致密的蛋白结构变得松散,这可能与过高的添加量

对肌原纤维蛋白质的稀释作用有关,以及当归中的

果胶、粗纤维等物质阻碍了蛋白质之间的交联.Jia
等[１９]研究儿茶素的添加对猪肉肌原纤维蛋白结构

的影响有相似的结论,当儿茶素添加量较少时肌原

纤维蛋白网络变得更加致密,然而儿茶素的添加量

增加,反而破坏了蛋白质的三维网络凝胶结构.
傅里叶红外光谱及圆二色谱所得出的结果一

致,随着当归添加量的增加,乌鳢肌原纤维蛋白的二

级结构发生了较大的改变,αＧ螺旋结构的含量先增

加后减少,βＧ折叠结构的含量先增加后基本保持不

变,而βＧ转角结构的含量先减少再增加,无规则卷曲

结构的含量基本保持不变.此时αＧ螺旋和βＧ折叠的

总相对含量先增加再减少,而βＧ转角和无规则卷曲

的总相对含量先减少再增加.产生该现象可能的原

因是添加少量的当归浸提液,其中的果胶等物质具

有较强的保水性,使得二级结构中的αＧ螺旋比重增

加;当归浸提液添加量较大时,其中的活性成分物质

含有多个羟基,能够破坏氢键的作用,致使αＧ螺旋

解旋,蛋白质侧链展开[１６],转换成了βＧ转角.王未

君[２０]研究表明,魔芋胶的添加会增强肌原纤维蛋白

凝胶的保水性,且其中二级结构αＧ螺旋的相对含量

会有所增加;Kang等[２１]报道绿原酸结合会导致人

血清蛋白αＧ螺旋含量的减少.
因此,当归的添加并不是越多越利于凝胶的形

成,将当归添加至乌鳢鱼糜制品制作新型高档产品,
其添加量要进行一定量的控制才能达到较好的品质

效果.
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Effectsofangelicaonmicrostructureofsnakehead
myofibrillarproteinanditsmechanism

ZHANGGaonan　HUBei　WUFengrui　HUANGYuan　CAOQiongju　DU Hongying

CollegeofFoodScienceandTechnology/NationalR& DBranchCenterforConventional
FreshwaterFishProcessing,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Myofibrillarproteinisthekeyproteinaffectingthequalityofsurimiproducts．Scanning
electronmicroscopyandSDSＧPAGEwasusedtoinvestigatetheeffectsofangelicapowersanditsexＧ
tractsonthemicrostructureofsnakeheadmyofibrillarproteinanditsmechanism．Theresultsshowed
thatmyofibrillarproteinstructurewasmorecompact．AddingasmallquantityofangelicapowderfaciliＧ
tatedtheformationof３Dnetworkstructure．ThequalityofsurimiproductswasimprovedtosomeexＧ
tent．However,themyofibrillarproteinstructurewasloosewhenthemassiveangelicawasaddedintothe
surimi,indicatingthattheproteinnetworkstructurewasdestroyed．ThetotalrelativecontentofαＧhelix
andβＧturncontaininmyofibrillarproteinincreasedfirstandthendecreased,whilethetotalrelativeconＧ
tentofβＧturnandrandomcoildeterminedbybothfouriertransforminfraredspectroscopyandcircular
dichroismdecreasedfirstandthenincreased．Itwillprovideatheoreticalbasisfortheexplorationofnew
upmarketsurimiproductswithnutritionandhealthcarefunction．

Keywords　snakehead;myofibrillarprotein;angelica;microstructure
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