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鳙肌肉蛋白质生化特性在冻藏过程中的变化

曾名勇,  黄  海,  李八方
(中国海洋大学水产学院,山东 青岛  266003)

摘要:以肌动球蛋白的盐溶性、肌原纤维蛋白 ATPase活性以及肌原纤维蛋白的巯基含量为指标, 研究了鳙肌原

纤维蛋白在- 10e , - 20 e , - 30e 和- 40e 下冻藏时的变性情况。结果表明, 在不同温度下冻藏时, 鳙肌动球

蛋白的盐溶性、肌原纤维蛋白的 ATPase活性以及巯基含量随着冻藏时间的延长, 均呈下降趋势。但是,鳙蛋白

质的变性速度在不同冻藏温度下的差异是极其显著的( P< 0. 01)。冻藏温度越低,变性越缓慢。
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Changes of biochemical properties of

Aristichthys nobilis muscle protein during frozen-storage

ZENG Ming-yong, HUANG Hai, LI Ba- fang

( Fisheries College, Ocean University of China, Qingdao  266003, China)

Abstract: The denaturation of myof ibrillar protein of bighead carp ( Aristichthys nobilis) during frozen storage at

different temperatures ( - 10 e , - 20 e , - 30 e and - 40 e ) was studied by measuring the solubility of

actomyosin, ATPase activities and - SH content of myofibrillar protein. The results indicated that the solubility

of actomyosin, ATPase activities and-SH content of myofibrillar protein decreased as frozen storage progressed.

The temperature of frozen storage can significantly inf luence the rate of denaturation of myofibrillar protein ( P<

0. 01) . The lower the frozen storage temperature, the slower the rate of denaturation of protein is.
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鱼肌肉蛋白质的生化特性是影响鱼食用质量和保鲜加工特性的极为重要的因素, 因此, 长期以来,

国内外研究人员对鱼类尤其是海水鱼类蛋白质在冻藏过程中的生化特性变化和鱼肌肉蛋白质冻结变性

机理进行了大量系统深入的研究, 取得了很多有益的成果。虽然有关蛋白质冻结变性的机理尚未完全

明了,但是,大量的研究结果得到了 3个变性学说, 即结合水的分离学说、水和水合水的相互作用学说和

细胞液的浓缩学说
[ 1, 2]
。此外,大量研究表明鱼肌肉蛋白质在冻藏过程中的变性与新鲜度、冻藏温度、

pH值、脂肪氧化、氧化三甲胺还原产生的二甲胺和甲醛等因素密切相关[ 3- 5]。其中, 冻藏温度是最重要

的影响因素,冻藏温度越低,鱼肌肉蛋白质冻结变性速度越慢。

淡水鱼蛋白质生化特性的变化不仅影响其活鲜销时的食用质量,而且会严重影响其贮藏与加工时
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的质量。国外关于鲤等少数几种鱼类的肌原纤维蛋白质在加热与冷冻过程中的变性及防止方法的研究

较为深入[ 6- 8]。国内的研究虽然涉及的鱼种较多,但是主要集中在低温贮藏中的质量变化及淡水鱼糜

制品特性的变化方面[ 9, 10]。对淡水鱼肌肉蛋白质在贮藏与加工过程中的变化规律缺乏深入系统的了

解,使得我国淡水鱼的保鲜加工受到了极大的限制。由于 Ca2+-ATPase 活性是评价肌球蛋白分子完整

性的良好指标, Mg
2+
-ATPase活性是在有内源性 Ca

2+
情况下评价肌动球蛋白复合体的完整性的指标,

Ca2+-Mg2+-ATPase活性是在无内源性 Ca2+ 情况下评价肌动球蛋白复合体的完整性的指标,而 Mg2+-

EGTA-ATPase活性则表明了原肌球蛋白 $ 肌钙蛋白复合体的完整性, 因此, 本研究将以肌动球蛋白

(MA)含量, Ca
2+
-ATPase 活性, Mg

2+
-ATPase 活性, Ca

2+
-Mg

2+
-ATPase 活性, Mg

2+
-EGTA-ATPase 活性,

巯基(-SH)含量作为蛋白质生化特性指标, 考察鳙( Aristichthys nobilis )在不同温度下冻藏时肌肉蛋白质

生化特性的变化规律,以期为淡水鱼的冻藏加工提供理论依据。

1  材料与方法

活鳙购于农贸市场, 平均 646~ 710g,即杀,将鱼背腹肉沿脊椎取下,切成 2cm 见方的鱼丁,分成若

干份,装入保鲜袋后,分别用低温冰箱冻结到中心温度- 10 e , - 20 e , - 30 e 和- 40 e , 然后分别置于

( - 10 ? 0. 5) e , ( - 20 ? 0. 5) e , ( - 30 ? 0. 5) e 和( - 40 ? 0. 5) e 下保存。每隔 15d 进行一次蛋白质生

图 1  ATPase活性的标准曲线

Fig. 1  The standard curve of ATPase activity

化特性指标的测定。冻鱼肉流水(约 15 e )解冻 20min

左右,然后用组织捣碎机( DS- 1)捣碎, 用于指标测

定。

肌动球蛋白的提取、肌动球蛋白的定量测定参

考文献[ 11]的方法, ATPase 活性测定参考文献[ 11]

的方法,测得的磷酸标准曲线如图 1所示。

巯基含量测定按参考文献 [ 12]的方法, 巯基含

量用下面公式计算

SH( mol#L - 1) =
A
c

@ 11

其中, A表示吸光度值, c表示分子吸光系数, 其值为

13 600mol#L- 1#cm- 1, 11表示稀释倍数。

2  结果

2. 1  鳙在冻藏过程中肌动球蛋白盐溶性的变化

鳙在不同温度下冻藏时肌动球蛋白盐溶性的变化如图 2所示。在- 10 e 和- 20 e 下冻藏时鳙肌动

球蛋白的溶出量一直呈快速下降趋势, 尤其是在前 45d的冻藏期内,肌动球蛋白的溶出量迅速从 28. 01

mg#g- 1分别下降到 1. 63 mg#g- 1和 5. 66 mg#g- 1,下降速率分别达到0. 586 mg#g- 1#d- 1和 0. 497mg#g- 1

#d- 1, 远远高于后 45d冻藏期内的下降速率, 即 3. 6 @ 10- 2 mg#g- 1#d- 1和 0. 122mg#g- 1#d- 1。在- 10 e

下冻藏时,第 60d的鳙肌肉中已几乎提取不到肌动球蛋白了。

在- 30 e 下冻藏时, 鳙肌动球蛋白溶出量在前 30 d 的冻藏期内变化不明显, 其溶出量仅下

降了 1. 71mg#g- 1。从第 30d 起 , 下降速率加快 , 尤其是在冻藏 75d 后, 下降速率明显加快,达到

0. 616mg#g- 1#d- 1。实验结束(第 90d)时,肌动球蛋白的溶出量为 8. 76mg#g- 1,仍然远远高于在- 10 e

和- 20 e 下冻藏相同时间的鳙肌动球蛋白溶出量。在- 40 e 下冻藏时, 前 60d内鳙肌动球蛋白溶出量

的变化相当缓慢, 60d后肌动球蛋白溶出量的下降速率开始加快。不过,到第 90d 时, 肌动球蛋白的溶

出量仍高达21. 4mg#g- 1,仅比鲜活鱼肉的值低 6. 61mg#g- 1。
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2. 2  鳙在冻藏过程中 ATPase活性的变化

鳙在不同温度下冻藏时 ATPase活性的变化如图 3~ 图6所示。在- 10 e 下冻藏的鳙肌动球蛋白的

Ca2+-ATPase 活性, Mg2+-ATPase 活性, Ca2+-Mg2+-ATPase 活性和 Mg2+-EGTA-ATPase 活性均随冻藏时

间的延长而下降,且前三者的变化趋势基本相似, 呈前期快后期慢的特点。到第 15d时, Mg
2+
-EGTA-

ATPase活性已基本消失, 而 Ca2+-ATPase 活性, Mg2+-ATPase 活性及 Ca2+-Mg2+-ATPase 活性分别下降

到初始活性的 14. 4%, 22. 1%和 20. 4%。到第 30天时,三种 ATPase 的活性已基本丧失。

图 2 鳙在不同温度下冻藏时

肌动球蛋白溶出量的变化

Fig . 2 Changes of so lubility of actomyo sin of

bighead carp during frozen at different temperature

图 3 鳙在- 10 e 冻藏过程中

ATPase活性的变化

Fig . 3 Changes of ATPase activities of

bighead carp during frozen at - 10e

从图 4可知,在- 20 e 下冻藏时, 鳙肌动球蛋白的 Ca2+-ATPase 活性, Mg2+-ATPase 活性及 Ca2+-

Mg
2+
-ATPase活性一直下降, 而且前 30d 的下降速率较快, 从第 30d 开始, 下降的速率变慢。Ca

2+
-

ATPase活性到第 60d, Mg2+-ATPase 活性及 Ca2+-Mg2+-ATPase 活性到第 75d时降为 0。Mg2+-EGTA-

ATPase活性在前 30d 冻藏期内下降速率较慢, 从第 30d 开始迅速下降, 到第 45 d 下降到 0. 003Lmol#

mg- 1#min- 1,活性基本丧失。

从图 5可知, 在- 30 e 下冻藏时, 鳙肌动球蛋白的 Ca
2+
-ATPase 活性, Mg

2+
-ATPase 活性, Ca

2+
-

Mg2+-ATPase活性呈一直下降的趋势, 且前 30 d 的下降速率快于后 60d。在冻藏 70d 后, 3种酶的活性

均已降低到接近 0。Mg
2+
-EGTA-ATPase 活性则基本上呈缓慢下降趋势, 到第 60d 时, Mg

2+
-EGTA-

ATPase活性已接近 0。

图 4  鳙在- 20e 冻藏过程中

ATPase活性的变化

Fig. 4  Changes of ATPase activities of

bighead carp during fro zen at - 20e

图 5 鳙在- 30 e 冻藏过程中

ATPase活性的变化

Fig . 5 Changes of ATPase activities of

bighead carp during frozen at - 30e

482 水  产  学  报                     27卷



由图 6 可知, 在- 40 e 下冻藏时, 鳙肌动球蛋白的 Ca
2+
- ATPase 活性, Mg

2+
- ATPase 活性及

Ca2+-Mg2+- ATPase 活性大体呈匀速变化趋势, 它们的线性回归方程分别为 Y = - 0. 009X +

0 . 855, Y= - 0. 0087X+ 0. 872和 Y= - 0. 01X + 1. 008。从回归方程可以推知三种 ATPase 活性完全丧

失的时间分别为 95d、100d和 100d。而且可以推知实验结束( 90d)时,三种ATPase的活性分别为 0. 045,

0. 089和 0. 108 Lmol#mg
- 1#min

- 1
,与实测值分别为 0. 041, 0. 086和 0. 093Lmol#mg- 1#min

- 1
基本相符。

Mg2+-EGTA-ATPase活性在前 15d下降较快,此后一直缓慢下降,直至第 60d降为 0Lmol#mg- 1#min- 1。

2. 3  鳙在冻藏过程中巯基含量的变化

鳙在不同温度下冻藏时巯基含量的变化如图 7所示。从图 7可知, 在前15 d的冻藏过程中,不论在

何种温度下冻藏,鳙巯基含量下降速度差异不大。从第 15d 开始 , 不同温度下鳙巯基含量下降速

度出现了显著差异。在- 10 e 下冻藏时, 鳙巯基含量在 15 ~ 30d 内急剧下降 , 由 0. 970Lmol#

g
- 1
下降到 0. 104Lmol#g- 1

。到第 45d时,巯基含量已接近 0Lmol#g- 1
。在- 20 e 下冻藏时,鳙的巯基含

量在 30~ 45d期间快速下降,巯基含量由 0. 784Lmol#g- 1下降到 0. 257Lmol#g- 1。到第 70d时,鳙的巯基

含量已下降为 0Lmol#g- 1。在- 30 e 下冻藏时,鳙巯基含量下降速度明显放慢,尤其是在冻藏 60d以后,

鳙巯基含量几乎不变。到第 90d时,巯基含量仍达 0. 764Lmol#g- 1, 为初始含量的 60. 4%。在- 40 e 下

冻藏时, 鳙巯基含量下降极为缓慢。到 90d 的冻藏期结束时 , 巯基含量依然高达 1. 030Lmo l#
g- 1 , 比初始含量下降0. 234Lmol#g- 1,下降速率仅为 2. 1 @ 10- 4Lmol#g- 1#d- 1。

图 6  鳙在- 40e 冻藏过程中

ATPase活性的变化

Fig. 6  Changes of ATPase activities of

bighead carp during fro zen at - 40e

图 7 鳙在不同温度下

冻藏时巯基含量的变化

Fig. 7  Changes of SH content of bighead carp during storage

at different temperatures

3  讨论

3. 1  不同冻藏温度对鳙肌动球蛋白溶出量的影响

由于蛋白质的部分结合水形成冰晶,导致肌动球蛋白分子之间相互形成非共价键,进而形成超大分

子的不溶性凝集体, 使肌动球蛋白溶出量在冻藏过程中不断下降。另外, 肌原纤维蛋白质变性后,会产

生一种在高离子强度下不能溶出但在碱性条件下可以溶出的蛋白质,即碱溶性蛋白质,也会导致肌动球

蛋白在冻藏过程中溶出量的下降。Sompongse 等[ 13]认为巯基氧化形成的二硫键会导致肌球蛋白重链聚

合,从而降低其盐溶性。比较图2和图 7可以看出,鳙肌动球蛋白的溶出量在不同温度下冻藏时的下降

趋势与其巯基含量的变化存在相关性。因此,可以认为鳙在冻藏过程中肌动球蛋白溶出量的下降是由

于巯基氧化形成二硫键所致。

从图 2中也可清楚地看出冻藏温度对鳙肌动球蛋白溶出量有显著的影响( P< 0. 01)。至第30d时,
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在- 10 e 下冻藏的鳙肌动球蛋白的溶出量已降为 1. 67mg#g- 1
,而在- 40 e 下冻藏的鳙肌动球蛋白的溶

出量仍高达 27. 81mg#g- 1。至第 60d时, - 20 e 冻藏下的鳙肌动球蛋白的溶出量降至 1. 84mg#g- 1, 而-

40 e 冻藏下的鳙肌动球蛋白的溶出量升至 29. 1mg#g- 1。到第 90d实验结束时, - 30 e 冻藏下的鳙肌动

球蛋白的溶出量也降至 8. 76mg#g- 1, 而- 40 e 冻藏下的鳙肌动球蛋白的溶出量还保持在 18. 18mg#g- 1

的较高水平,差异极其显著( P< 0. 01)。表明鳙肌动球蛋白溶出量随着冻藏时间的延长和冻藏温度的

升高而减少。许多研究也得到了相似的结论[ 14- 16]。

另外, 从图 2中可以看到,在- 30 e 下冻藏的鳙肌动球蛋白溶出量从第 15d至第 30d, 在- 40 e 下冻

藏的鳙肌动球蛋白溶出量从第15d至第 45d之间出现了上升趋势。实际上 Fukuda等
[ 5]
在研究 8种深海

鱼肌肉在冻藏过程中的变性情况时,也发现了盐溶性在一段时间内上升的现象。Jiang等[ 17]也发现类似

情况。笔者认为此现象可能是提取方法不完善而导致的。由于在较低的温度下冻藏时冻藏前期肌动球

蛋白变性较轻微,因而提取方法对实验值的影响较大, 导致- 30 e 和- 40 e 下冻藏过程中的肌动球蛋白

溶出量出现了上升趋势。基于此, 作者认为不宜单独将肌动球蛋白的盐溶性作为评价其变性的指标。

3. 2  不同冻藏温度对鳙肌原纤维蛋白质 ATPase 活性的影响

鳙肌原纤维蛋白质 Ca2+-ATPase活性, Mg2+-ATPase活性, Ca2+-Mg2+-ATPase活性 和 Mg2+-EGTA-

ATPase活性在不同温度下冻藏时,均随冻藏时间的延长而下降。引起冻藏过程中鱼肉肌原纤维蛋白质

ATPase活性下降的原因众说纷纭。Lian等[ 4]认为是由于冰晶的机械作用引起的; 也有很多研究认为是

由pH值下降引起的[ 18, 19] ; 还有许多学者[ 20, 21]认为,由于巯基氧化形成二硫键导致分子聚合是 ATPase

活性下降的主要原因。作者认为, 由于冻藏温度越低, pH 值下降越慢,因此, 在- 10 e 和- 20 e 下冻藏
时鳙肌原纤维蛋白质 ATPase 活性下降是由巯基氧化和 pH值下降两个因素引起, 而在- 30 e 和- 40 e

下冻藏时下降, 则主要是由巯基氧化引起。

冻藏温度对鳙肌原纤维蛋白质 ATPase 活性下降速率具有显著的影响( P < 0. 01)。在- 10 e , -

20 e , - 30 e , - 40 e 下冻藏时, Ca
2+

- ATPase 活性的下降速率分别为 2. 85 @ 10
- 2
Lmol#mg

- 1#min
- 1#

d- 1, 1. 43 @ 10- 2 Lmol#mg- 1#min- 1#d- 1, 9. 5 @ 10- 3 Lmol#mg- 1#min- 1#d- 1, 9. 0 @ 10- 2Lmol#mg- 1#

min- 1#d- 1; Mg2+-ATPase活性下降速率分别为 2. 9 @ 10- 2 Lmol#mg- 1#min- 1#d- 1, 1. 17 @ 10- 2 Lmol#

mg
- 1#min- 1#d- 1

, 9. 7 @ 10
- 3
Lmol#mg

- 1#min
- 1#d- 1

, 8. 6 @ 10
- 3
Lmol#mg

- 1#min
- 1#d- 1

; Ca
2+
-Mg

2+
-

ATPase活性的下降速率分别为 3. 36 @ 10- 2Lmol#mg- 1#min- 1#d- 1, 1. 34 @ 10- 2Lmol#mg- 1#min- 1#d- 1,

1. 12 @ 10- 2Lmol#mg- 1#min- 1#d- 1, 1. 0 @ 10- 2Lmol#mg - 1#min- 1#d- 1; Mg2+-EGTA-ATPase活性下降速

率分别为 9. 1 @ 10- 3Lmol#mg- 1#min- 1#d- 1, 3. 0 @ 10- 3Lmol#mg- 1#min- 1#d- 1, 2. 3 @ 10- 3Lmol#mg- 1#

min
- 1#d- 1

, 1. 8 @ 10
- 3
Lmol#mg

- 1#min
- 1#d- 1

,差异是极其显著的( P< 0. 01)。显然,冻藏温度越低,鳙

肌原纤维蛋白质 ATPase 活性下降速率越慢。另外,即使是在- 40 e 下冻藏时, Mg2+-EGTA-ATPase 活性

也将在70d内消失,表明鳙肌原球蛋白 $肌钙蛋白复合体非常容易变性。

3. 3  不同冻藏温度对鳙巯基含量变化的影响

鳙在不同冻藏温度下冻藏时, 其巯基含量均表示出不同程度的下降趋势。巯基含量下降的原因可

能是冰晶的形成使得肌原纤维蛋白空间结构发生改变,使埋藏在分子内部的巯基暴露出来,进而被氧化

成二硫键, 导致巯基含量的减少
[ 13]
。冻藏温度对鳙巯基含量的变化影响极其显著( P< 0. 01)。冻藏至

第30d时, - 10 e 下冻藏的鳙巯基含量已降为 0. 104Lmol#g- 1,仅为初始含量的 8. 2%, 而- 40 e 下冻藏

的鳙巯基含量仍高达 1. 048Lmol#g- 1, 为初始含量的 82. 9%。冻藏至第 60d时, - 20 e 下冻藏的鳙巯基

含量降至 0. 111Lmol#g- 1,仅为初始含量的 8. 8%, 而- 40 e 下冻藏的鳙巯基含量为 1. 039Lmol#g- 1,相

当于初始含量的 82. 2%。到第 90d实验结束时, - 30 e 冻藏下的鳙巯基含量也降至 0. 764 Lmol#g- 1,为

初始含量的 60. 4% ,而- 40 e 下冻藏的鳙巯基含量还保持在 1. 030Lmol#g- 1的较高水平。Jiang 等[ 20]研

究遮目鱼巯基含量在不同冻藏温度下的变化时也得出了相似的结论。此外, 4种温度下冻藏的鳙肌原
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纤维蛋白的巯基含量在前 15d的冻藏中下降得较快。这可能是因为前期氧化的大部分是分子外侧的巯

基。这部分巯基不需要肌原纤维蛋白的变性就能在贮藏过程中被氧化。
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