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郑惠娜!等" 增强马氏珠母贝肌肉水溶性蛋白质热稳定胶体筛选研究

摘要! 以珍珠产业副产物马氏珠母贝肉为研究对象!在前期研究结果基础上!筛选有效提高马氏

珠母贝肌肉水溶性蛋白#

!"#

$热稳定性亲水胶体!并分析不同热处理条件下最佳亲水胶体对马

氏珠母贝肌肉水溶性蛋白%

!"#

和
$%& !"#

&热稳定性的影响!研究结果显示"同一热处理温度

条件下!卡拉胶'果胶及瓜尔胶体对
!"#

的热稳定性的影响存在明显差异#

!'()(*

&(在热处理温

度范围内#

+(!,(( "

&!卡拉胶对于稳定
!"#

的效果最好)卡拉胶对
!"#

和
$-& !"#

的热稳定

性影响作用存在明显差异性%

!.()(*

$!在热处理温度范围内%

+(!,(( "

$!随着热处理温度的不

断提高!卡拉胶对
!"#

稳定性作用逐渐增强!而对
$-& !"#

的稳定性作用则呈先增强后减弱

的趋势)

关键词! 马氏珠母贝*水溶性蛋白*卡拉胶*热稳定性
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"

*;6<%-6=>><%<1/7?<5/@/%<5/A<1/-B(160/0(1'-!5'-'/*60<6C-

D?<-%<'*E/'-'?(!<6-/?5/-/?<-/?<%A5E-'/5F=E=/G7(>72:47!5'7'=H1=>=B51/EG75>><B/<67FG7B5%%5H<<151I-.<B/=1-

516- H*5%- B(EE(=6- *16<%- /?<- '5A<- ?<5/- /%<5/A<1/- /<A.<%5/*%<'

!

!JKLMN

"

LO16P 01- /?<- %51H<- (>- ?<5/-

/%<5/A<1/-/<A.<%5/*%<

!

QM!RMM-"

"#

/?<-<>><B/-(>-B5%%5H<<151-!5'-/?<-F<'/-L-S(%$(T<%U-/?<-<>><B/-(>-

B5%%5H<<151-(1-/?<-/?<%A5,-'/5F0,0/G-(>-2:4-516-8&9-2:4-!5'-'0H10>0B51/,G-60>><%<1/

!

!VMLMN

"

L7W17/X<7

%51H<7 (>7 QM !RMM7"

#

/X<7 <>><B/7 (>7 B5%%5H<<1517 (17 /X<7 '/5F0,0/G7 (>7 2:47 !5'7 (F'<%T<67 !0/X7 /X<7

01B%<5'01H7 (>7 X<5/7 /%<5/A<1/7 /<A.<%5/*%<7 5167 /X<7 '/5F0,0/G7 (>7 8Y972:47!5'7 <1X51B<67 017 /X<7 010/05,7

'/5H<75167/X<17!<5Z<1<675/7?0H?7/<A.<%5/*%<7'/5H<L

!"#$%&'(

$

!"#$%&'& (&)%*#+""

#

!5/<%7'(,*F,<7.%(/<01

#

B5%%5H<<151

#

/?<%A5,7'/5F0,0/G

食品加工过程中#热处理是引起食品成分发生

变性# 导致食品物理化学特性发生改变的重要原

因% 动物肌肉加工过程中#蛋白质是最易受热而发

生变性的成分#并且相比于植物蛋白和陆地动物蛋

白#水产肌肉蛋白更为不稳定#更易受热而发生变

性#大量研究显示#肌肉蛋白经过热处理后其分子

结构&物理化学特性等均会在加热和受热过程中发

生明显的变化!"#$%

% 因此#在食品加工过程中#为了防

止蛋白质因各种加工因素的影响#常常添加一些亲

水性胶体# 这些胶体能与食品中的蛋白质相互作

用#从而稳定蛋白质分子结构#质地和物理化学性

质!&#""%

% 我国水产加工技术相对落后#特别是基础研

究起步较晚#水产资源及其副产品的加工利用率一

直处于较低水平#导致长期以来我国水产加工产品

单一#高值化加工产品较少% 因此#加强基础性研

究#提升水产高值化加工技术水平#对于充分开发

和利用我国丰富的水产及副产品资源十分必要% 作

者以珍珠产业副产物马氏珠母贝肉为研究对象#在

前期研究结果基础上 !"'%

#筛选出有效提高马氏珠母

贝肌肉水溶性蛋白热稳定性亲水胶体#并分析不同

热处理条件下最佳亲水胶体分子对马氏珠母贝肌

肉水溶性蛋白质热稳定性的影响#研究结果为进一

步开发利用马氏珠母贝肉以及改善水产肌肉蛋白

热稳定性# 提高水产资源及副产品加工利用率&充

分开发利用我国水产资源提供理论基础依据%

)*)

材料

马氏珠母贝$购于湛江雷州市珍珠养殖场%

)*+

试剂与仪器

考马斯亮蓝试剂盒$购于南京建成生物工程研

究所'福林酚试剂盒#十二烷基苯磺酸钠!

()(

"#三羟

甲基氨基甲烷!

*+,-

"#溴酚蓝#

.#'/0

考马斯亮蓝$购

于北京鼎国生物技术有限公司'丙烯酰胺!

12+#3,-

"#过

硫酸铵#四甲基乙二胺!

*454)

"#电泳上层胶缓冲

液#电泳下层胶缓冲液$购于碧云天生物技术有限

公司'卡拉胶#果胶#瓜尔胶$购于美国
(,678

公司#

其余试剂均为分析纯%

91'00:

电子天平$上海舜宇恒平科学仪器有限

公司产品'

9;<=>'0

绞肉机$九阳股份有限公司产品'

*="?

高速匀浆机$德国
@A1

公司产品'

9='$( BC

高速

台式冷冻离心机$ 美国贝克曼库尔特公司产品 '

);;=$D

电泳仪$北京六一仪器厂制造'

);DE='F)G

双垂直电泳槽$北京六一仪器厂制造'

CH(=:D

数显

IH

酸度计$上海仪电科学仪器股份有限公司产品'

JK='//0

紫外可见分光光度计$ 日本岛津公司产

品'

)A=?)

三孔三温水浴锅$ 常州诺基仪器有限公

司产品'

3,L=.8M DNO7,)L2 5C

凝胶成像系统$美

国
3,L#.8M

公司产品%

)*,

实验方法

)*,*)

原料预处理 马氏珠母贝肉去壳#去内脏取

闭壳肌#清洗沥干# 每袋
/PP 6

分装#置于
#FP "

冻

藏备用%

)*,*+

水溶性蛋白质的提取 水溶性蛋白质提取

参考文献!"'%略加修订#取冻藏马氏珠母贝肌肉于
F"

下解冻
"$ N

#称取一定量贝肉绞肉机绞碎后#按照

" 6#F 7<

比例加入超纯水!

F "

预冷"#高速分散机

匀浆
: 7,Q

!冰浴条件下"#然后
"P PPP +R7,Q

#

F "

离

心
'P 7,Q

# 取上清液为粗提马氏珠母贝肌肉水溶性

蛋白质% 进一步按照
/P 6RM<

比例加入硫酸铵#并于

F "

静置过夜后
"P PPP +R7,Q

#

F "

离心
"/ 7,Q

#取

沉淀#

F "

下透析脱盐直至采用
38DS

'

检测无沉淀#

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
9999

9

8R
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既得马氏珠母贝肌肉水溶性蛋白质!

!"#

"#进一步

冷冻干燥后获得粉末状水溶性蛋白质!

$%& !"#

"$

!"#"#

蛋白质浓度测定 样品蛋白质浓度采用福

林酚试剂盒进行测定$ 以牛血清白蛋白!

'"(

"为标

准品绘制标准曲线# 得到标准曲线为%

!)*+**, -".

*/**, -

#

#

0

)*/112

#

!

为吸光值#

"

则为样品浓度$

!"#"$

有效亲水胶体的筛选 选取卡拉胶& 果胶&

瓜尔胶
-

种亲水胶体#采用
*/*3 45678 9: ;+* <=>?@

:A6

缓冲液将水溶性蛋白质
!"#

配成
, 4B748

的

蛋白质溶液$ 同时# 将
-

种亲水胶体配成
, 4B748

的胶体溶液#然后将蛋白质溶液与胶体溶液以体积

比
,*!,

的比例混合均匀#将
,* 48

混合液及蛋白溶

液分装于玻璃试管中#在
C*

&

;*

&

2*

&

1*

&

,** "

温度

条件下分别水浴热处理
-* 4>D

#无添加胶体的蛋白

质溶液也在同样热处理条件进行处理#样品经过热

处理后迅速冷却至室温# 并于
C** D4

波长下测定

热处理后蛋白质溶液及蛋白质胶体混合溶液吸光

值
$

及
$!

#样品的浊度以透光率
%

和
%#

表示$通过

比较在同一热处理温度和加热时间条件下#蛋白质

溶液浊度与蛋白质胶体混合溶液浊度差异!透光率

差值
!%

"#筛选出有效提高马氏珠母贝肌肉水溶性

蛋白热稳定性亲水胶体$ 根据下式计算
!% E

%

%

!

E

"

),*

@$

$,**

!

,

"'

%%E),*

@ $%

$,**

!

0

"'

!%

!

E

"

)

!

%%@ %

"

$,**

!

-

"

其中%

$

为热处理后水溶性蛋白质溶液吸光值'

$!

为热处理后水溶性蛋白质胶体混合溶液吸光值'

%

为热处理后水溶性蛋白质溶液透光率'

%!

为热处理

后水溶性蛋白质胶体混合溶液透光率$

!"#"%

有效亲水胶体
&

蛋白质混合体系热处理 根

据
,+-+F

筛选出最佳提高水溶性蛋白质热稳定性亲

水胶体#采用
*+*3 45678 9: ;+* <=>?@:A6

缓冲液将

!"#

配成
, 4B748

!福林酚法定量"的蛋白质溶液#

&@$ !"#

溶解后先
F *** =74>D

离心
3 4>D

取上清

液#福林酚法定量配成
, 4B748

蛋白质溶液$ 根据

,+-+F

程序进行热处理#同时比较同样热处理条件下

最佳亲水胶体对
!"#

和
&@$ !"#

蛋白质溶液热

稳定性的影响差异$

!"#"' "&"@#(GH

分析 将水溶性蛋白质!

!"#

和

$@& !"#

"配成质量浓度为
0 4B748

的蛋白质溶液#

按照样品溶液% 加样缓冲液体积比例
3!,

混合均匀后#

水浴煮沸
3 4>D

$采用浓缩胶
3 B7I8

#分离胶
,0 B7I8

进行
"&"@#(GH

电泳分离#先恒压
2* J

分离
-*4>D

后改为恒压
,C* J

分离直至条带前沿电泳至接近

分离胶底部处#关闭电源#小心取下凝胶#切除浓缩

胶部分#采用考马斯亮蓝染色均匀后#脱色液脱色

直至凝胶底色透明#出现清晰条带#于
K>5@LMI

凝

胶成像系统中成像分析$

!"#"(

数据分析与处理 实验数据采用
G=M9N#MI

#=>?43+O

!

G=M9N#MI "5PQRM=S

#

TDU+ 8M V566M

#

A( W"(

"

和
"#"" XX+O

!

TKY TDU+

#

Z[

#

W"(

"进行作图分析#数

据表示为平均值
&"&

!

& ) -

"#多组数据之间采用单

因素
(Z\J(

进行显著性差异!

']O+O3

"分析#两组

数据之间采用独立样本
<

检验进行显著性差异!

(]

O+O3

"分析$

)"!

有效亲水胶体的筛选

肌肉蛋白可以根据溶解度的差异分为水溶性

蛋白!又称肌浆蛋白"&盐溶性蛋白!又称肌原纤维

蛋白#主要是肌球蛋白&肌动蛋白和肌动球蛋白"和

不溶性蛋白!又称肌质蛋白"

^_-`

$ 前期研究结果显示

相对于盐溶性蛋白#马氏珠母贝肌肉水溶性蛋白的

热稳定性较差^_X`

$

目前#亲水胶体广泛用于各种食品的加工过程

中#其能够通过增强食品组分凝胶特性&粘稠性&持

水性等提高食品的加工特性$ 卡拉胶&果胶及瓜尔

胶是食品工业中常用的胶体种类#并且研究显示这

-

种胶体对蛋白稳定性起到一定作用^_F@_3`

$作者通过

测定不同温度条件下
-

种胶体对马氏珠母贝肌肉

水溶性蛋白质
!"#

的热稳定性的差异#筛选出最佳

稳定
!"#

的胶体种类#研究结果!见图
_

"显示%同

一热处理温度条件下#

-

种胶体对
!"#

的热稳定性

的影响存在明显差异!

(]O+O3

"#并且在热处理温度

范围内!

CO'_OO "

"#卡拉胶对于稳定
!"#

的效果

最好#添加卡拉胶能够显著降低
!"#

溶液在热处理

条件下的浊度值#提高
!"#

溶液的透光率$ 而效果

相对较差的是果胶#瓜尔胶的稳定效果最差$ 并且从

图中结果可以看出#随着热处理温度的提高#

!<

逐

渐增大#而这种趋势在果胶及瓜尔胶数据结果中不

明显$ 蛋白质的热变性反应十分复杂#随着热处理

的条件及温度不同会发生许多结构变化#特别是各

种热处理条件对蛋白质变性过程肽链的展开及蛋

白质凝聚反应的强度不同#当蛋白质在水溶液中发

生热变性时候#首先肽链展开后相互凝聚#蛋白质
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溶液浊度提高!透光率减少!当变性到一定程度时

候! 凝聚蛋白质完全变性并在重力作用下发生沉

淀!从而使溶解度下降!"#$"%&

" 研究结果显示!在热处

理条件下!卡拉胶作为稳定马氏珠母贝肌肉水溶性

蛋白
'()

的效果最好"

!"!

卡拉胶对水溶性蛋白热稳定性的影响

!"!"# '()

与
*$+ '()

蛋白质溶液组成差异比较

贝肌肉水溶性蛋白质主要含有肌浆蛋白#球蛋白和

肌白蛋白!大多数的水溶性蛋白质相对分子质量在

"!",

万范围内!分子形状近似球形!-.$-/&

"研究过程中

发现冷冻干燥后的水溶性蛋白质
*$+ '()

的溶解

性较差!难以完全溶解!因此!

'()

与
*$+ '()

可

溶蛋白质溶液组成是否有所不同需要进行分析" 图

0

比较了
'()

和
*$+ '()

蛋白质溶液的蛋白组

成差异!从图中结果分析$未经过冷冻干燥的水溶

性蛋白质
'()

条带数较冷冻干燥的水溶性蛋白质

*$+ '()

多!经过冷冻干燥!能够溶解于缓冲溶液

中的
*$+ '()

蛋白质条带主要分布在
/1/"-,

2

#

#34"-,

2

#

230"-,

2

#

536"-,

2以及
-3."-,

2附近" 而未经

过冷冻干燥的
'()

水溶液蛋白条带较多! 并且与

*7+ '()

相比较!主要体现在
"38"-,

8及
.3,"-,

2附

近的相对分子质量较大蛋白质!这可能是由于冷冻

干燥过程中相对分子质量较大蛋白更容易发生冷

冻变性从而溶解性大大降低!以至于冷冻干燥后在

缓冲溶液中无法溶解"

!"!"!

卡拉胶对
'()

及
*$+ '()

热稳定性的影响

为进一步研究卡拉胶对马氏珠母贝肌肉水溶性蛋

白的影响作用!作者同时比较了卡拉胶对未经过冷冻

干燥的水溶性蛋白质
'()

及冷冻干燥后的水溶性

蛋白
*$+ '()

热稳定性影响作用的差异性! 研究

结果见图
5$

图
%

! 从图
5

及图
2

结果分析!在
6,#

和
%, #

热处理条件下及热处理时间范围内 %

8!5,

9:;

& 卡拉胶对
*$+ '()

和
'()

的热稳定性作用

存在明显差异!在同一处理时间条件下!卡拉胶对

*$+ '()

的稳定作用明显优于对
'()

的稳定作

用!这可能是冷冻干燥后!水溶性蛋白质本身已经

发生了一定的变性!亲水性较差!溶解于水溶液中再

经过热处理更容易发生凝聚!从而更不稳定!这使

得卡拉胶的稳定作用尤为明显!未经过冷冻干燥处

理的
'()

蛋白质在
6, #

及
%, #

条件下相对稳定

同一温度不同字母表示具有显著性差异%

)<,3,4

&

图
$

不同温度条件下
%

种亲水胶体对水溶性蛋白
&'(

热稳定性的影响

)*+, $ -../01 2. 134// 02552*67 28 13/49:5 71:;*5*1< 2. &'(

:1 6*../4/81

=

$蛋白标准品!泳道
-

!

0

为
'()

!泳道
5

!

2

为
*$+ '()

图
! &'(

与
)=> &'(

蛋白溶液组成差异比较

)*+" ! ?29@:4*728 2. 13/ @421/*8 029@27*1*287 ;/1A//8

&'( :86 )=> &'( 725B1*28

图
% CD !

热处理条件下卡拉胶对
&'(

及
)=> &'(

热稳定性影响

)*+" % -../01 2. ?:44:+//8:8 28 13/49:5 71:;*5*1< 2. &'(

:86 )=> &'( B86/4 CD !

88
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郑惠娜!等" 增强马氏珠母贝肌肉水溶性蛋白质热稳定胶体筛选研究

性较好! 图
!

结果显示了
"# !

条件下" 卡拉胶对

$%&

的稳定作用开始增强" 而对
'() $%&

的稳定

作用有所减弱"并且随着热处理温度的提高"卡拉

胶对
$%&

的稳定作用开始优于对
'() $%&

的稳

定作用! 这可能是由于在较高温条件下"经过冷冻

干燥处理的
'() $%&

易于发生进一步变性凝聚"

此时卡拉胶的稳定作用已经不能较为有效抑制
'(

) $%&

热变性进程! 卡拉胶是一类多糖类物质"各

种类型的卡拉胶结构中均含有大量的羟基!

'*+,-+

等研究显示在卡拉胶存在条件下" 质量分数
./

的

乳清蛋白溶液在
0123#

溶液中进行热处理"乳清蛋

白不会失去其天然结构"但是会引起加热过程中所

形成的可溶性聚集物相对分子质量降低4.#5

!

6+778

等

研究也显示"卡拉胶的存在不影响在
2!!

时加热的

乳清蛋白的聚集"然而"在较高温度下"卡拉胶的存

在对乳清分离蛋白的聚集产生较大影响4.95

! 蛋白质

种类及存在的状态不同"卡拉胶与其相互作用的机

制也不同"整体分析"随着热处理温度的不断提高"

卡拉胶对未经过冷冻干燥处理的
$%&

稳定性作用

逐渐增强" 而对经过冷冻干燥处理的
'() $%&

的

稳定性作用则呈先增强后减弱的趋势!

亲水胶体卡拉胶#果胶及瓜尔胶对提高马氏珠

母贝肌肉水溶性蛋白热稳定性具有一定的作用"其

中卡拉胶的稳定性作用效果最佳! 经过冷冻干燥后

的水溶性蛋白溶液的蛋白组成与未经过冷冻干燥

的水溶性蛋白溶液蛋白组成存在一定差异"同时卡

拉胶对其稳定性作用也存在差异" 在热处理条件

图
! "# !

热处理条件下卡拉胶对
$%&

及
'() $%&

热稳

定性影响

'*+, ! -../01 2. 34554+//646 26 17/5849 :14;*9*1< 2. $%&

46= '() $%& >6=/5 "# !

图
? @# !

热处理条件下卡拉胶对
$%&

及
'() $%&

热稳定性影响

'*+, ? -../01 2. 34554+//646 26 17/5849 :14;*9*1< 2. $%&

46= '() $%& >6=/5 @# !

图
A B# !

热处理条件下卡拉胶对
$%&

及
'() $%&

热稳定性影响

'*+, A -../01 2. 34554+//646 26 17/5849 :14;*9*1< 2. $%&

46= '() $%& >6=/5 B# !

图
" C## !

热处理条件下卡拉胶对
$%&

及
'() $%&

热稳定性影响

'*+, " -../01 2. 34554+//646 26 17/5849 :14;*9*1< 2. $%&

46= '() $%& >6=/5 C## !
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下!随着热处理温度的不断提高!卡拉胶对未经过

冷冻干燥处理的
"#$

稳定性作用逐渐增强!而对经

过冷冻干燥处理的
%&' "#(

的稳定性作用则呈先

增强后减弱的趋势'
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