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碱性蛋白酶对鲢肌原纤维蛋白凝胶特性的影响

仪淑敏　豁　艳　李睿智　张智铭　刘　瑞　李学鹏　励建荣

渤海大学食品科学与工程学院/生鲜农产品贮藏加工及安全控制技术国家地方联合工程研究中心/

国家鱼糜及鱼糜制品加工技术研发分中心,锦州１２１０１３

摘要　以鲢肌原纤维蛋白为研究对象,通过测定碱性蛋白酶处理前后鲢肌原纤维的降解率、巯基含量、表面

疏水性、Ca２＋ＧATPase活性、凝胶特性等的变化,研究在不同的贮藏条件下(２５℃和４℃)碱性蛋白酶对鲢鱼肉中

肌原纤维蛋白的降解情况及凝胶特性的影响.结果发现,经过碱性蛋白酶处理后,在不同温度下,鲢肌原纤维蛋

白的降解率均随着时间的延长而增大;表面疏水性、Ca２＋ＧATPase活性、总巯基及活性巯基含量均先增高后降

低;在反应温度２５℃、酶解时间２．０h以及反应温度４℃、酶解时间２．５h处理条件下,鲢肌原纤维蛋白的表面疏

水性、总巯基及活性巯基含量均达到最高值;在反应温度２５℃和４℃下,酶解时间０．５h时,Ca２＋ＧATPase活性

达到最高值;蛋白凝胶的持水力与凝胶强度均呈下降趋势;凝胶白度值先降低后增加;扫描电镜结果显示,碱性

蛋白酶对鲢肌原纤维蛋白凝胶网络结构产生了一定的破坏作用.
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　　鲢是“四大家鱼”之一,２０１８年鲢年产量３８５．８９
万t[１].鲢鱼肉中蛋白质含量较高,各类氨基酸较

为均衡,尤其是必需氨基酸[２].肌原纤维蛋白是鲢

鱼肌肉中的主要蛋白质,在鱼糜的加工贮存中起到

关键作用,如常见的鱼丸等加工产品主要是由肌原

纤维蛋白组成[３].但由鲢制成的鱼糜制品贮藏期较

短.Mori[４]和 Coton等[５]认为鱼糜制品在贮藏中

期将会出现芽孢杆菌,并推测可能是这些芽孢杆菌

使鱼糜制品的食用品质下降.同时也会造成鱼糜制

品巨大的经济损失[６].
地衣芽胞杆菌(Bacilluslicheniformis)是一种

常见的革兰氏阳性细菌,主要生长在泥土和腐败有

机物中,最佳生长温度为(３５±１)℃,最佳生长pH
为７．０[７].地衣芽胞杆菌也是鱼糜制品的优势腐败

菌之一[８],可生成丰富的胞外酶系,如碱性蛋白酶

等,能够有效分解各种大分子物质.碱性蛋白酶在

碱性条件下能够水解蛋白质肽键,可催化蛋白质水

解为氨基酸[９].微生物产生的酶类分解食品中蛋白

质等组分是引起食品腐败的原因之一,将产生具有

挥发性气味的氨、二甲胺、硫化氢等产物[１０Ｇ１１],造成

在贮藏过程中鱼糜制品的品质逐渐降低.
本试验以鲢肌原纤维蛋白为研究对象,探讨在

不同的贮藏条件下,地衣芽孢杆菌生成的碱性蛋白

酶对鲢鱼肉中肌原纤维蛋白的降解情况,根据鲢肌

原纤维蛋白凝胶特性的变化来分析鲢肌原纤维蛋白

及其鱼糜制品在贮藏过程中的变化,旨在为提高鲢

及其制品在贮藏期的品质提供一定的参考.

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

鲢(Hypophthalmichthysmolitrix),购于锦州

市林西路水产市场;碱性蛋白酶(２０万 U/g),购于

江苏锐阳生物技术有限公司;三羟甲基氨基甲烷

(Tris)、苯甲基磺酰氟(PMSF)、乙二胺四乙酸二钠

(EDTA)、２Ｇ硝基苯甲酸(DTNB)、８Ｇ苯胺Ｇ１Ｇ萘磺酸

(ANS)、钼酸铵、对苯二酚、亚硫酸钠,均为国产分

析纯.
1.2　仪器与设备

BiofugeStratus冷冻高速离心机,美国Thermo
Scientific公司;MS１０５DU 电子天平,梅特勒Ｇ托利
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多仪器(上海)有限公司;UV２５５０紫外可见分光光

度计,日本岛津公司;９７０CRT 荧光分光光度计,上
海精密科学仪器有限公司制造;TA．XT．PLUS质构

仪,英国StableMicroSystem 公司;CRＧ４００色彩色

差计,日本 Minolta公司;EＧ１０４５镀金仪,日本日立

公司;S４８００发射扫描电镜,日本 Minolta公司;DFＧ
１０１S恒温加热磁力搅拌器,巩义市予华仪器有限责

任公司.
1.3　试验方法

１)鲢肌原纤维蛋白提取.参考周凯等[１２]的方

法.取 鱼 肉 ２０g 并 绞 碎,加 入 ５ 倍 体 积 的 １０
mmol/L的 TrisＧHCl(pH７．２),高速均质２min,每
隔３０s,停３０s.离心１５min(４℃,５０００r/min),
取沉 淀,将 ３ 倍 体 积 的 TrisＧHCl(含 ０．６ mol/L
NaCl,１０mmol/LTris,pH７．２)缓冲液加入沉淀

中,高速均质后离心１５min(４℃,４５００r/min),双
缩脲法测定其浓度.取上清液贮藏在－８０℃冰箱

中备用.

２)碱性蛋白酶水解处理.将干酶粉用pH８．０
的TrisＧHCl缓冲液稀释至０．０１g/mL.取２０mL肌

原纤维蛋白溶液,添加相当于蛋白质质量０．１％的碱

性蛋白酶溶液,置于磁力搅拌器上,分别在４℃和

２５℃下反应０、０．５、１．０、１．５、２．０、２．５、３．０、４．０、５．０h.
反应结束后立即加入适量５０mmol/LPMSF抑制

酶活.

３)肌原纤维蛋白浓度的测定.采用双缩脲法测

定蛋白质浓度,以牛血清白蛋白(BSA)作为标准蛋

白,制作标准曲线.单位时间内肌原纤维蛋白含量

的变化量的百分数即为降解率.

４)总巯基与活性巯基含量的测定.参考SimＧ
plicio等[１３]的方法并略有修改.用１０mmol/L的

TrisＧHCl(含０．６mol/LNaCl,pH７．２)缓冲溶液将

蛋白稀释至５mg/mL.向试管中加入１mL稀释过

的蛋白溶液,再加入９mL５０mmol/L磷酸缓冲液

(其中 包 含 ０．６ mol/L KCl,１０ mmol/L EDTA,

８mol/L尿素,pH７．０).混合均匀后,取５mL上述

混合液加入０．５mLDTNB(０．１％,用５０mmol/L
pH７．０的磷酸缓冲液配制),然后将混合液在２５℃
水浴２５min,在４１２nm 下测定吸光度,即为总巯

基的吸光度,以空白组蛋白液为对照.同时,在不

加入尿素的情况下进行活性巯基的测定,将混合

液放置于４℃反应lh,然后在４１２nm处测定其吸

光度.

根据所得的总巯基和活性巯基的吸光度,按照

公式(１),计 算 总 巯 基 及 活 性 巯 基 含 量,单 位 是

nmol/mg.

巯基含量＝
A×V１

ε×b×V２×C×１０９ (１)

式(１)中:A 为吸光值;V１为磷酸盐缓冲液体

积,０．００５L;ε为１３６００L/(molcm);b 为光程,

１cm;V２为取样蛋白质的体积,mL;C 为取样蛋白

质的质量浓度,mg/mL.

５)表面疏水性的测定.依据 Kato等[１４]的方

法,采取 ANS荧光探针法测定表面疏水性.将蛋

白溶液用２０mmol/L含０．６mol/LKCl的磷酸盐

缓冲溶液(pH７．０)稀释至１mg/mL,加入２５μL
８mmol/L的 ANS(用２０mmol/L,pH７．０的磷酸

盐缓冲液配制)后混合均匀,置于暗处反应１０min,
而后用荧光分光光度计测定其荧光强度.测定条

件:激发波长３７４nm,狭缝５nm,灵敏度２,扫描范

围２５０~５００nm.

６)Ca２＋ＧATPase活性的测定.参考 ThanonＧ
kaew等[１５]的方法,并稍作修改.Ca２＋ＧATPase活

性表示为μmol/(mgh).计算公式如下:
Ca２＋ＧATPase活性＝　　　　　　

　　　　　　　
生成无机磷量

反应时间×肌原纤维蛋白量
(２)

７)凝胶制备.将未处理的肌原纤维蛋白置于超

纯水中透析,４℃下静置２４h后,５０００r/min,４℃
离心１０ min,取沉淀,冷冻干燥成粉备用.向１０
mL小烧杯中添加肌原纤维蛋白粉,根据降解率将

酶处理后的蛋白溶液质量浓度控制在１２０mg/mL,
加 入 １０ mL 的 磷 酸 盐 缓 冲 液 (２０ mmol/L,

pH７．０),加入质量分数２．５％的 NaCl溶液,按本文

“１．３２)”酶解的方法添加酶,搅拌均匀后分别置于

４℃和２５℃环境中反应,反应结束后,９０℃水浴３０
min,于４℃冷藏过夜后进行凝胶性质测定,每次测

定前需将蛋白凝胶平衡至室温.

８)持水性的 测 定.将 蛋 白 凝 胶 切 成 厚 度 为

５mm的薄片,准确称质量(m１)后,用３层滤纸将样

品包裹,离心１５min(６４６５r/min,４℃),取出样品

并再次称量即为m２.持水性的计算公式如下:

持水性＝
m２

m１
×１００％ (３)

９)凝 胶 强 度 的 测 定.利 用 TA．XT．PLUS
(SMS)型质构仪P/５S探头测定凝胶强度.将样品

切成直径和高度均为２０mm 的圆柱体,测试条件:

９１
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测试速度１．０ mm/s,下压距离１５．０ mm,触发力

１０g.凝 胶 强 度 计 算 公 式 见 公 式 (４),单 位 为

gmm:
凝胶强度＝破断力×凹陷距离 (４)

１０)凝胶白度的测定.利用 CRＧ４００色差计测

定凝胶白度,得L∗ 、a∗ 和及b∗ 值,每组样品平行测

定３次.按如下公式计算白度:

白度＝１００－ (１００－L∗ )２＋a∗２＋b∗２ (５)

１１)凝胶微观结构.参考 Oujifard等[１６]的方法

并稍作修改.将样品切成２mm×２mm×２mm 薄

片,用２．５％戊二醛溶液(含０．２mol/L,pH７．２磷酸

盐缓冲液)固定２４h,用磷酸盐缓冲液漂洗３次,每
次１５min,再用体积分数５０％、７０％、９０％和１００％
的乙醇溶液依次进行脱水处理,冷冻干燥２４h,离
子喷金８min,并进行扫描电镜观察.
1.4　数据分析

所有数据为３次平行试验的平均值.采用OriＧ
gin９．０绘图,SPSS１９．０进行显著性检验,多重比较

采用Duncan’s检验.

2　结果与分析

2.1　鲢肌原纤维蛋白的降解率

从图１可以看出,在不同温度下,鲢肌原纤维蛋

白的降解率均随着时间的延长而增大,且同一时间

下,２５℃组的降解率始终大于４℃组.这可能与处

理温度有关,在达到最适温度之前,温度越高,酶活

越大,其分解肌原纤维蛋白的能力也就越强.同时,
酶解时间超过３．０h后,不同温度下,碱性蛋白酶对

肌原纤维蛋白的降解速率均逐渐变缓,这可能是随

着酶解时间的延长,可供碱性蛋白酶分解的底物逐

渐减少.

图１　鲢肌原纤维蛋白的降解率

Fig．１　Thedegradationrateformyofibrillar

proteinofsilvercarp

2.2　活性巯基与总巯基

巯基含量的变化可以用来反映肌肉蛋白质变性

的程度.如图２所示,在不同温度下,活性巯基含量

均出现先上升后下降的趋势,不同之处在于,２５℃
处理下,２．０h活性巯基含量达最高值,较４℃早出

现０．５h.这种先升高又降低的变化趋势在很大程

度上反映出,鲢肌原纤维蛋白被碱性蛋白酶分解是

一个蛋白质分子结构变化的过程:鲢肌原纤维蛋白

首先在碱性蛋白酶的作用下,蛋白质聚合体打开,二
硫键被打断,进而有利于蛋白质分子被逐渐分解,活
性巯基不断暴露,其含量上升;而后随着贮藏时间的

延长,蛋白质发生降解,分子构象也随之变化,暴露

的活性巯基又会被破坏或氧化成二硫键,从而导致

活性巯基含量的下降[１７].同时较高的温度会使酶

活性增强,对鲢肌原纤维蛋白的降解作用也会加强.

图２　鲢肌原纤维蛋白活性巯基含量变化

Fig．２　Thechangesofactivesulfhydrylcontent
formyofibrillarproteinofsilvercarp

　　如图３所示,鲢肌原纤维蛋白在不同温度下总

巯基含量的变化类似于活性巯基的变化,同样,

２５℃下２．０h总巯基含量达最高值,较４℃早出现

０．５h.巯基氧化形成二硫键会使总巯基含量下

降[１８].贮藏初期主要是表面的活性巯基逐步被氧

化为二硫键,贮藏过程中因鱼肉肌原纤维蛋白变性、
分解,蛋白质三级结构发生变化,隐藏的巯基逐步暴

露[１８],导致总巯基含量上升,而随着贮藏时间延长,
巯基逐渐氧化成二硫键,最终导致总巯基含量随之

下降.
2.3　表面疏水性

表面疏水性是评价蛋白质变性、聚集程度的指

标之一.如图４所示,在不同处理温度下,鲢肌原纤

维蛋白的表面疏水性呈现先上升后下降的趋势.二

者区别在于,２５℃下,表面疏水性的最高值较早出

０２
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现,为２．０h.表面疏水性急剧增加,可能是因为蛋

白质的变性和聚集体的打开.肌球蛋白是肌原纤维

蛋白中重要的功能性蛋白.Benjakul等[１９]发现太

平洋鳕冰藏２d后,其肌球蛋白的表面疏水性增加２
倍多.肌球蛋白分子中存在一个包含疏水性氨基酸

的疏水内核,当肌球蛋白的结构被破坏后,肌球蛋白

展开,疏水内核暴露出来,引起蛋白质的展开和疏水

性脂肪族及芳香族氨基酸的暴露,疏水性上升;随
后,可能由于发生大分子蛋白质的降解以及小分子

蛋白质的重折叠,疏水性指数又有所降低[２０Ｇ２１].在

贮藏的过程中,鲢肌原纤维蛋白的表面疏水性的变

化趋势与巯基和活性巯基的变化相一致.

图３　鲢肌原纤维蛋白总巯基含量变化

Fig．３　Thechangesoftotalsulfhydrylcontentfor
myofibrillarproteinofsilvercarp

图４　鲢肌原纤维蛋白表面疏水性变化

Fig．４　Thechangesofsurfacehydrophobicity
formyofibrillarproteinofsilvercarp

2.4　Ca2+ＧATPase 活性

肌球蛋白是组成肌原纤维蛋白的主要蛋白质.
肌球蛋白的球状头部是Ca２＋ＧATPase的活性中心,
Ca２＋ＧATPase活性是评价肌球蛋白分子完整性的

良好指标[２２Ｇ２３].如图５所示,在降解初期,不同温度

下肌原纤维蛋白 Ca２＋ＧATPase活性均出现先上升

后下降的趋势.此外,闫利国等[２４]研究发现冷冻贮

藏过程中,牦牛肉中Ca２＋ＧATPase活性也出现先上

升后下降的趋势.降解初期,Ca２＋ＧATPase活性升

高可能与此过程中酶的分解作用相关,也就是说,这
时肌原纤维中肌动蛋白和肌球蛋白的结合可能是较

强的,在酶的作用下,蛋白质的空间构象发生了轻微

的变化,使 ATPase的活性部位更加突出,从而致使

Ca２＋ＧATPase活性出现上升[２５].０．５h 后,Ca２＋Ｇ
ATPase活性呈现下降趋势,这可能是由于随着酶

解程度的加深,肌球蛋白分子被破坏导致,此外,在
２．５h后Ca２＋ＧATPase活性的变化趋势与巯基和活

性巯基含量的变化趋势相一致,这可能是由于蛋白

质之间相互作用导致蛋白质分子重排,而分子聚合

是由肌球蛋白活性部位的巯基氧化成为二硫键导致

的,这 都 将 引 起 肌 球 蛋 白 Ca２＋ＧATPase 活 性 下

降[２６].Ca２＋ＧATPase活性下降与蛋白降解程度相

关,其与蛋白降解率的变化呈负相关.

图５　鲢肌原纤维蛋白Ca２＋ＧATPase活性变化

Fig．５　ThechangesofCa２＋ＧATPaseactivity
formyofibrillarproteinofsilvercarp

2.5　凝胶持水力

持水力能够反映凝胶对水分的保持能力,持水

力越大,凝胶内部水分越易保持,当凝胶受到外力挤

压时失水率越小.如图６所示,随着降解的进行,鲢
肌原纤维蛋白凝胶的持水力显著降低(P＜０．０５),
且温度越高,凝胶持水力越低.说明随着碱性蛋白

酶的作用,蛋白降解率变大,肌原纤维蛋白凝胶的结

构被破坏的程度加深,其对水的束缚力逐渐降低,这
与前面降解率变化呈负相关.
2.6　凝胶强度

凝胶强度是衡量凝胶特性的一个重要指标.如

图７所示,在碱性蛋白酶处理过程中,鲢肌原纤维蛋

白的凝胶强度适中,呈现显著下降趋势(P＜０．０５),
且同一时间,温度越高,凝胶强度越低.凝胶强度与

蛋白凝胶结构有着密切的关系[２７].这可能是由于
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在碱性蛋白酶处理时,肌原纤维蛋白结构被破坏,分
子间作用力和氢键的作用被减弱,从而导致其形

成的三维网状结构不致密,进而导致凝胶强度下

降.凝胶强度值越高,肌原纤维中的主要蛋白肌

球蛋白的完整性越好,Ca２＋ＧATPase活性越大[２３],
蛋白空间网络结构越好,对水的保留能力越强,反
之越差,这与 Ca２＋ＧATPase活性和持水力的变化

相一致.

图６　鲢肌原纤维蛋白凝胶持水力的变化

Fig．６　ThechangesofwaterＧholdingcapacity(WHC)

formyofibrillarproteingelofsilvercarp

图７　鲢肌原纤维蛋白凝胶强度变化

Fig．７　Thechangeofgelstrengthsfor

myofibrillarproteingelofsilvercarp

2.7　凝胶白度

白度可以反映蛋白质变性、聚合程度以及其表

面的光学特性[２８].同时,白度与凝胶网络结构的致

密程度有关[２９].如图８所示,在不同温度下,碱性

蛋白酶处理后,鲢肌原纤维蛋白的白度呈现先下降

后上升的趋势,不同之处在于,４℃在处理２．５h处

出现拐点,２５℃在处理２．０h处出现拐点,且２５℃
下,肌原纤维蛋白凝胶的白度值较４℃稍高一些.
这可能是由于在降解初期,碱性蛋白酶对肌原纤维

蛋白结构的破坏占据主要地位,肌原纤维蛋白的聚

合程度降低,进而白度降低;而当降解过程进行到一

定程度后,由于肌原纤维蛋白结构破坏程度的加深,
其对水的束缚力进一步减弱,此时,逃逸至凝胶表面

的水分占据主要地位,导致白度上升.

图８　鲢肌原纤维蛋白凝胶白度变化

Fig．８　Thechangesofwhitenessformyofibrillar

proteingelofsilvercarp
2.8　凝胶的微观结构

有序且致密的凝胶网络结构有利于游离水在网

络中的保留,蛋白质、水分等物质不易流出,从而使

凝胶的持水性和弹性提高.凝胶网络的致密程度和

孔径大小与凝胶强度、持水力呈一定的相关性.从

图９可以看出,经碱性蛋白酶处理,蛋白降解率不断

加大,原本平整、均匀、有序的凝胶结构被不断破坏,
凝胶的微观结构逐渐变得粗糙,出现较大的空洞乃

至断裂.凝胶三维网络结构不断被破坏,导致凝胶

性质发生改变,这与持水力和凝胶强度的变化相

一致.

3　讨　论

在４℃和２５℃条件下,随着贮藏时间的延长,
地衣芽胞杆菌生成的碱性蛋白酶逐渐降解鲢肌原纤

维蛋白,在达到最适温度之前,温度越高,酶活越大,
其分解肌原纤维蛋白的能力也就越强,降解率逐渐

变大,Ca２＋ＧATPase活性整体呈下降的趋势,活性

巯基和巯基的含量变化均是先升高后降低,且分别

在４℃、２．０h和２５℃、２．５h时达到最大值,巯基含

量的变化将影响蛋白结构的变化以及空间结构的稳

定性.由于碱性蛋白酶的降解作用,鲢肌原纤维蛋

白的构象逐渐被破坏,贮藏初期因蛋白质降解,二硫

键被打断,导致其含量减少而活性巯基的含量增多;
随着贮藏时间的延长,活性巯基被氧化成二硫键而

导致含量也减少.王瑛等[３０]研究表明巯基含量的
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A:４℃;B:２５℃．

图９　鲢肌原纤维蛋白凝胶微观结构的变化(５０００×)

Fig．９　Thechangesofmicrostructureformyofibrillargelproteinofsilvercarp(５０００×)

变化主要是因肌球蛋白降解,蛋白质空间结构发生

改变,使埋藏在分子内部的巯基暴露出来被氧化,导
致其含量变化.蛋白的构象被破坏将会使肌原纤维

蛋白的持水性和凝胶强度值逐渐降低,凝胶结构被

蛋白酶逐渐破坏,肌原纤维蛋白形成的网络结构逐

步断裂.而白度值反映了鱼糜凝胶表面光反射能量

的大小,而能量的大小又取决于凝胶蛋白网络的致

密程度[３１],凝胶蛋白网络的致密程度又与巯基含量

相关,巯基含量越多,表明蛋白的网络结构越松散,
在贮藏过程中,白度值的变化与总巯基和活性巯基

含量的变化呈负相关.本试验初步探究了碱性蛋白

酶对鲢肌原纤维蛋白的降解作用,为今后研究水产

品中微生物的腐败机制提供了参考.
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Effectofalkaliproteaseongelpropertiesofslivercarpmyofibrillarprotein

YIShumin　HUOYan　LIRuizhi　ZHANGZhiming　LIURui　LIXuepeng　LIJianrong

CollegeofFoodScienceandTechnology,BohaiUniversity/National&LocalJointEngineering
ResearchCenterofStorage,ProcessingandSafetyControlTechnologyforFreshAgricultural

andAquaticProducts/NationalR&DBranchCenterofSurimiandSurimiProductsProcessing,

Jinzhou１２１０１３,China

Abstract　Myofibrillarproteinswerepreparedandstoredat２５℃and４℃．Theeffectsofalkaline
proteaseonthedegradationandgelpropertiesofmyofibrillarproteinwerestudiedusingthedegradation
rate,sulfhydrylcontent,surfacehydrophobicity,Ca２＋ＧATPaseactivityandgelpropertiesasindexes．For
themyofibrillarproteinswithalkalineprotease,thedegradationrateincreasedwithprolongingstorage
timeatdifferenttemperatures．Thesurfacehydrophobicity,Ca２＋ＧATPaseactivity,contentsoftotaland
activesulfhydrylgroupsincreasedfollowedbyadecrease,andreachedthemaximumundertheconditions
of２５℃and２．０h,or４℃and２．５h．Inaddition,theCa２＋ＧATPaseactivityreachedthemaximumat０．５
h．Asthestoragetimeprolonged,thewaterＧholdingcapacityandgelstrengthdecreased,andthewhiteＧ
nessdecreasedfollowedbyanincrease．TheSEMshowedthattheproteasedestroyedthethreeＧdimenＧ
sionalnetworkstructureofthegeltoanextent．

Keywords　slivercarp;myofibrillarprotein;alkaliprotease;gelproperty;sulfhydrylcontent;surＧ
facehydrophobicity;Ca２＋ＧATPaseactivity
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