
 

菲律宾蛤仔肌原纤维蛋白热变性与闭壳肌脱壳的关联性
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摘要：为了探讨菲律宾蛤仔热处理后闭壳肌脱壳与肌原纤维蛋白热变性的关联，实验首先
通过差示扫描量热仪 (DSC)研究了闭壳肌蛋白的热变性规律，然后利用光学显微镜和电子
显微镜观察了加热对闭壳肌微观结构的影响，以 Ca2+-ATPase活性、盐溶解度、SDS-
PAGE为指标研究了肌原纤维蛋白的热变性规律。新鲜的闭壳肌 DSC结果显示，在 50、
60和 78 °C时共有 3个吸收峰，闭壳肌在 50和 80 °C加热 5 min后对应的吸收峰消失，可
能分别对应肌球蛋白和肌动蛋白发生了热变性。菲律宾蛤仔在沸水浴加热处理后，闭壳肌
纤维呈现横向聚集和纵向收缩，由于收缩程度不同导致闭壳肌和外壳出现不同程度分离状
态。肌原纤维蛋白加热处理 (0.5 mol/L NaCl，45 °C，5 min)后，Ca2+-ATPase活性和盐溶解
度快速下降，表明肌球蛋白发生了热变性。此外，肌动蛋白在变性前对肌球蛋白具有非常
明显的保护作用。研究表明，使肌原纤维蛋白中肌球蛋白、肌动蛋白、副肌球蛋白同时变
性，有利于脱壳的发生。本研究可为菲律宾蛤仔后续加工提供理论依据和数据支撑。
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菲律宾蛤仔 (Ruditapes philippinarum)在我国

分布广泛，是我国四大养殖经济贝类之一。据统

计，2022年全国的总产量超 437万 t，其中辽宁

省的产量约为 150万 t，占比约为 35%[1]。菲律宾

蛤仔营养丰富、味道鲜美，深受消费者的喜爱。

其销售方式主要包括：①生鲜品，为主要的流通

方式，消费者购买后采用烤、炒、蒸、煮等烹饪

方式加热后食用。烹饪后经常出现闭壳肌黏附到

外壳上的情况，而且不易分离，造成了非常严重

的食物浪费。②加工品，包括即食产品 [2]、干制

品[3] 和罐头产品[4] 等。

脱壳是加工的关键工艺[5]。主要有加热脱壳[6]、

超高压脱壳[7-8]、微波脱壳[9] 和激光脱壳[10] 等。超

高压脱壳具有效率高、蛋白变性程度低等优点；

微波脱壳和激光脱壳具有加热速率快、开壳率高、

能耗低，能最大程度保留贝肉的营养成分等优点。

但这三种方法存在成本高、设备昂贵、不能同时

大量处理等问题。而加热脱壳具有操作简单、生

产成本低等优点，被众多企业采用[11]。加热脱壳

的基本原理是利用闭壳肌热收缩，使肉与壳分离。

肌肉收缩在微观上是肌原纤维蛋白中粗丝蛋白和

细丝蛋白间的滑动[12]。温度是影响肌肉收缩非常

重要的因素之一[13]，但是关于加热温度和肌肉收

缩之间的研究较少。研究肌原纤维蛋白在不同加
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热温度下的变化规律有助于理解肌肉热收缩，对

热加工方式、烹饪方式的选择具有重要参考价值。

目前，针对菲律宾蛤仔加工工艺的研究主要集中

在蛤仔蒸煮液[14]、蛤肉的呈味特性[15] 等方面，而

忽视了加热温度对蛤仔闭壳肌蛋白质影响的基础

研究。因此，本研究从菲律宾蛤仔闭壳肌热变性

温度入手，研究了温度对闭壳肌微观结构、肌原

纤维蛋白的热变性速率的影响，为蛤仔脱壳工艺

改进提供理论依据。 

1    材料与方法
 

1.1    材料与试剂

活品菲律宾蛤仔 25 kg，规格 (8.00±1.84) g，
购于辽宁省丹东某食品有限公司。菲律宾蛤仔到

达实验室之后立即进行分选，剔除活力弱的和已

经死亡的样本，放入充氧海水 (盐度 2.1%、温度

10.5 °C、溶解氧含量 6.5 mg/L、贝水质量比≈1∶
1)中净化处理 12 h用于后续分析。实验过程中操

作人员严格遵守伦理规范，并按照动物实验管理

与技术规范执行。

氢氧化钠 (分析纯)，无水甲醇 (分析纯)，氯

化钠 (NaCl，分析纯) (天津市科密欧化学试剂有限

公司 )，马来酸 (纯度≥99%)，高氯酸 (perchloric
acid， PCA，分析纯 )，牛血清白蛋白 V  (纯度

97%)，乙二醇 -双 -(2-氨基乙醚 )四乙酸 (EGTA，

纯度≥97%)，氯化钙 (CaCl2) (纯度≥96%)，考马

斯亮蓝 R-250、SDS (分析纯，北京索莱宝科技有

限公司)，米吐尔、钼酸铵 (分析纯，上海阿拉丁

生化科技股份有限公司)，无水乙醇 (分析纯，天

津市富宇精细化工有限公司 )，预混型蛋白质

Marker  (Premixed  Protein  Marker)生 化 试 剂

(6.5~200 ku，宝生物工程有限公司)，甲醇 (纯度≥

97%)、丙烯酰胺、SDS-聚丙烯酰胺电泳试剂 (西
格玛奥德里奇贸易有限公司)，氯化钾 (KCl)、盐

酸、磷酸二氢钾、丙酮 (分析纯，国药集团化学试

剂有限公司)，812包埋剂 (美国 SPI公司)，锇酸

(纯度≥99.6%，庄信万丰化工有限公司)。 

1.2    仪器与设备

UV-1800PC型紫外分光光度计，上海美普达

仪器有限公司；BS224S型精密电子天平，北京赛

多利斯仪器系统有限公司；GL-21M型高速冷冻

离心机，德国 Hermle  Labortechnik  GmbH公司；

Synergy H1型酶标仪，美国博腾公司；HG-200型

高速分散均质机，日本 HSIANGTAI公司；PB-10
型 pH计，德国 Sartorius公司；OS-I型回旋脱色

摇床，大连竞迈公司；TMK-1K型恒温水浴锅，

日本亚速旺株式会社；IMS-40型全自动雪花制冰

机，常熟市雪科公司；AE-6 500型垂直电泳槽，

日本 ATTO公司；DMI3000B型倒置荧光显微镜，

德国徕卡仪器有限公司；JEM1400PLUS型透射电

子显微镜，日本电子株式会社；Q20差示扫描量

热仪 (differential scanning calorimeter,  DSC)，美国

TA公司。 

1.3    实验方法
 

菲律宾蛤仔闭壳肌的 DSC测定　　在 300
mL烧杯中加入 200 mL自来水，在烧杯中心水温

分别达到 40、50、60、70、80和 90 °C后，放入

6只活品菲律宾蛤仔，对蛤仔进行水浴加热 5 min
后取出。分别记为 40H、50H、60H、70H、80H
和 90H组，以未加热菲律宾蛤仔作为对照组，设

为 UH组。各组蛤仔的闭壳肌中心位置称取 10
mg置于固体铝坩埚内，用空白铝坩埚作为基线进

行校准，将其压盖密封后放入差示扫描量热仪炉

体中，将程序设定为：在 20 °C下平衡 2 min，然

后从 20 °C以 5 °C/min的速率升至 90 °C，所测温

度与热流率的关系图谱即为 DSC曲线。 

菲律宾蛤仔在不同加热处理下脱壳状态　

　在 300 mL烧杯中加入 200 mL自来水，加热至

沸腾后放入 15只活品菲律宾蛤仔，水浴加热 5
min后取出，观察脱壳状态，进行 3次重复。

另外，将菲律宾蛤仔分为 2组，1组在 300
mL烧杯中加入 200 mL自来水，在烧杯中心水温

达到 60 °C时放入 60只活品菲律宾蛤仔，水浴加

热 20 min后取出观察脱壳情况，再将加热后的蛤

仔放入沸水中加热 5 min后观察脱壳情况；另 1
组是将 60只活品菲律宾蛤仔直接放入沸水中加

热 5 min。两组分别记为 60H~100H组和 100H组，

观察两组的脱壳情况，计算 60只蛤仔加热后各状

态的比例。 

菲律宾蛤仔热处理后闭壳肌的组织结构变

化　　将菲律宾蛤仔分为 3组，其中未加热菲律

宾蛤仔作为对照组，设为 UH组；另外 2组在 300
mL烧杯中加入 200 mL自来水，在烧杯中心水温

分别达到 50 °C和 80 °C后，放入 15只活品菲律

宾蛤仔，对蛤仔进行水浴加热 5 min后取出，分

别记为 50H组和 80H组。
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参照张龙 [16] 的方法，取 UH组、50H组和

80H组的闭壳肌 (横纹肌 )，切成大小为 2 cm×2
cm×3 cm组织置于 4%的多聚甲醛进行固定，用

石蜡进行包埋、切片后，使用苏木精-伊红染色，

在光学显微镜下观察组织结构。

取 UH组、50H组和 80H组的闭壳肌 (横纹

肌)中心位置，将其切成 1 mm×1 mm×2 mm大小，

立即浸入 2.5%戊二醛中固定 2 h (4 °C下保存)。
用 0.1 mol/L磷酸缓冲液 (pH 7.4)漂洗 3次，每次

15 min。0.1 mol/L磷酸盐缓冲液 (pH 7.4)配制的

1%锇酸避光室温固定 2 h，再用 0.1 mol/L磷酸缓

冲液 (pH 7.4)漂洗 3次，每次 15 min。组织依次

在 50%、70%、80%、90%、95%、100%、100%
梯度乙醇中脱水，每次 15 min，100%丙酮脱水

2次，每次 15  min。组织在丙酮与 812包埋剂

1∶1比例(体积比)、37 °C中渗透 2~4 h。在丙酮

与 812包埋剂 2∶1比例 (体积比)、37 °C下渗透

过夜。37 °C下纯 812包埋剂中渗透 5~8 h。将纯

812包埋剂倒入包埋板，将样品插入包埋板，在

37 °C的烘箱中过夜。包埋板放置在 60 °C烤箱聚

合 48 h，取出树脂块备用。利用切片机将树脂块

切成 60~80 nm超薄切片，150目方华膜铜网捞片。

铜网与 2%醋酸铀饱和酒精溶液避光染色 8 min；
超纯水清洗 3次，滤纸稍吸干，室内干燥过夜。

在透射电子显微镜下观察，采集图像分析。 

菲律宾蛤仔闭壳肌肌原纤维蛋白的提取　

　 菲 律 宾 蛤 仔 肌 原 纤 维 蛋 白 (ruditapes  philip-
pinarum myofibrillar protein，RMP)的提取方法参

照姜明慧[17] 等。闭壳肌切成肉糜后取 6.0 g，加入

10倍体积的缓冲溶液 A  (含 0.1  mol/L  NaCl、 5
mmol/L EGTA、20 mmol/L Tris-HCl，pH 7.5)后用

玻璃棒捣碎，5 000×g 离心 5 min弃上清液，重复

该操作 3次。向沉淀再次加入 10倍体积的缓冲溶

液 A，在 10 000 r/min均质 30 s，重复 3次，每次

间隔 30 s，5 000×g 离心5 min，弃上清液。沉淀加

入 7倍 体 积 缓 冲 液 B(含 0.1  mol/L  NaCl、 20
mmol/L Tris-HCl，pH 7.5)，重复漂洗 3次至上清

液透明，最后取沉淀加入适量缓冲液 B悬浊后经

双层纱布过滤，滤液即为 RMP，全程操作均在

4 °C下进行。采用双缩脲法[18] 测定蛋白质浓度。 

以 Ca2+-ATPase评价 RMP的热稳定性　　将

RMP用缓冲液 B调整蛋白浓度为 2.0 mg/mL，再

将 1 mL RMP溶液在 30、40、45、50 °C下分别加

热 0、2、5、10、15、20、30 min后立即冰水浴

冷却，然后加入 Ca2+-ATPase反应液 (含 2 mmol/L
ATP、5 mmol/L CaCl2、25 mmol/L的 pH 7.0 Tris-
马来酸、0.5 mol/L KCl)，置于 20 °C的水浴锅内，

摇匀后计时开始反应，分别于 0、10、20、30、
45、60 min时，摇匀后吸取 1 mL混合液，加入

0.5 mL 15%高氯酸以终止反应。静置 5 min后，

取 0.5  mL上清液，加入 1.75  mL钼酸铵和 0.25
mL米吐尔，混匀后在 25 °C水浴锅内发色 45 min，
于 640 nm波长处测定吸光度值。 

以盐溶解性评价 RMP的热稳定性　　将

RMP溶液调至 NaCl终浓度为 0.5 mol/L，蛋白终

浓度 5 mg/mL，在 30、40、45、50、60、70 °C温

度下分别加热 0、1、2、3、5、8、10、15 min，
将各实验组分别设为 30H、 40H、 45H、 50H、

60H和 70H组。在 4 °C下 12 000×g 离心 20 min，
收集上清液，通过上清液蛋白质量浓度和体积计

算溶解度，肌原纤维蛋白盐溶解度的计算公式：
ρ2V2

ρ1V1
×100溶解度 (%)= %

式中，ρ1 为 RMP溶液中蛋白质量浓度 (mg/mL)，
V1 为 RMP溶液体积 (mL)，ρ2 为离心后上清液中

蛋白质量浓度 (mg/mL)，V2 为离心后上清液体积

(mL)。 

RMP的 SDS-PAGE分析　　将 RMP溶液

(0.1 mol NaCl，20 mmol/L Tris-HCl，pH 7.5)在 40
和 45 °C温度下分别加热 0、1、2、3、5、8、10、
15、20、30及 60 min后，在 4 °C下 12 000×g 离

心 20 min，收集上清液。每组的上清液各取 0.5
mL后，以 1∶1 (体积比)加入电泳上样液 (含 0.14
mol/L SDS、8 mol/L 尿素、0.1 g/L 溴酚蓝、0.43
mol/L β-巯基乙醇、50 mmol/L Tris-HCl，pH 6.8)，
混匀后 100 °C加热 5 min放置 10 min进行电泳分

析。浓缩胶质量分数为 5%，分离胶质量分数为

7.5%，进样量为 10 μL，然后用 R-250考马斯亮蓝

染色法检验，再用甲醇-乙酸脱色液进行脱色，扫

描胶片后得到电泳图谱。 

1.4    数据分析

实验数据均以平均值±标准偏差的形式表示，

采用 Excel 2019和 SPSS 25软件进行数据统计分

析、Origin 2019软件作图，所有实验均平行重复

3次。 
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2    结果
 

2.1    菲律宾蛤仔不同温度加热后闭壳肌DSC分析

菲律宾蛤仔在不同温度加热后，取闭壳肌进

行 DSC分析。发现菲律宾蛤仔的前、后闭壳肌的

热变趋势基本一致，从 UH组中可以看出有 3个

吸收峰，分别对应 50、60和 78 °C。50和 78 °C
的吸收峰分别在 60H和 80H消失，60 °C的吸收

峰即使加热至 90 °C依然保持不变。肌球蛋白的

热变性温度集中在 40~50 °C，副肌球蛋白的热变

性温度集中在 55~65 °C，肌动蛋白的热变性温度

集中在 70~80 °C [19] (图 1)。
 

2.2    菲律宾蛤仔热处理后的脱壳状态

菲律宾蛤仔沸水加热后外壳和闭壳肌出现 4
种不同状态：未开壳 (图 2-a)；开壳，为一侧闭壳

肌或两侧与外壳黏附 (图 2-b, c)；脱壳，为双侧外

壳与闭壳肌完全分离 (图 2-d)。当把菲律宾蛤仔放

入沸水中加热时，闭壳肌产生热收缩，收缩力超

过黏附力时，闭壳肌会从外壳脱落；当闭壳肌的

收缩力低于黏附力时，闭壳肌会黏附在外壳上，

因此会出现不同脱壳情况。

实验比较了先 60 °C加热然后沸水加热方式

(60H~100H)、直接沸水加热方式 (100H)的脱壳状

态，结果如图 3所示。60 °C加热 20 min不会开

壳 (图 2-a)，然后再继续沸水加热 5 min会开壳

(图 2-c)，但是几乎不会出现脱壳情况 (图 2-d)。而

直接沸水加热全部开壳，其中一部分发生了脱壳。

60H~100H开壳的比例为 100%，但是无脱壳现象。

100H同样全部开壳，但是其中 23.21%脱壳。 

2.3    不同加热条件对菲律宾蛤仔闭壳肌微观结

构的影响
 

闭壳肌光学显微镜观察　　热处理对菲律宾

蛤仔闭壳肌微观结构的影响如图版Ⅰ所示，从

UH组可以看出，肌原纤维经苏木精-伊红染色后

呈现浅红色，肌纤维具有高度同向性，呈直线柱

状。从 50H和 80H组的横切面可以明显看出，随

着加热温度的升高，闭壳肌的结构变得更加紧密，

肌纤维排列更加紧凑，50H和 80H组的肌纤维走

向呈现为横向聚集和纵向收缩，肌膜也随之变宽。 

闭壳肌透射电镜观察　　进一步通过电子显

微镜观察三组样品闭壳肌的微观结构，发现 UH
组的闭壳肌横切面呈现出均匀分散的纤维状，从
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图 1    不同加热温度后菲律宾蛤仔闭壳肌肌肉 DSC曲线

(a)为前闭壳肌的 DSC曲线；(b)为后闭壳肌的 DSC曲线。

Fig. 1　DSC curves of the adductor muscle of R . philippinarum after heating at different temperatures
(a) represents DSC curve of the anterior adductor muscle ; (b) represents DSC curve of the posterior adductor muscle.

 

(a) (b) (c) (d) 
图 2    沸水加热后菲律宾蛤仔外壳与闭壳肌的分离状态

(a)~(d)分别为菲律宾蛤仔闭壳肌与外壳的不同分离状态。

Fig. 2　Separation of the shell and adductor muscle of R.
philippinarum after heating in boiling water

(a)-(d) are different separation states of adductor muscle and shell of R.
philippinarum.
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纵切面可以看出，纤维之间基本保持平行分布，

具有一定的规律性 (图版Ⅱ)。50H组的闭壳肌肌

纤维的横纵切面呈现出更紧密的纤维排列，且间

隙较小，该结构能防止肌肉组织汁液流失，说明

加热使蛋白质聚集，改变了闭壳肌的构象和质地；

80H组的闭壳肌肌纤维排列较为疏松，并出现不

同程度的开裂和断裂现象。 

2.4    菲侓宾蛤仔闭壳肌肌原纤维蛋白性质分析
 

× ×

Ca2+-ATPase活性评价肌球蛋白热变性速率

　　Ca2+-ATPase活性被用作肌球蛋白变性指标。

RMP在不同温度加热后的 Ca2+-ATPase失活速率

如图 4所示，当加热温度超过 30  °C时，Ca2+-
ATPase失活速率快速增加，并且在 40和 45 °C
的失活速率出现了拐点，在 5 min之内失活速率

很快，分别为 4 10−4 和 8 10−4/min，5 min之后失

活速率变缓。分析可能因为肌动蛋白与肌球蛋白

结合状态影响了 Ca2+-ATPase失活速率。 

×
× × ×

不同温度加热后 RMP中蛋白溶解性变化　

　RMP在 0.5 mol/L的盐浓度下，不同温度加热

后的溶解度如图 5所示，30H组的 RMP盐溶解性

几乎没有变化；40H组的 RMP盐溶解性随着加热

时间的延长而逐渐减小；45H到 70H组的 RMP
盐溶解性在加热前 5 min时，盐溶解性随着加热

时间的延长而迅速下降，下降速率分别为 93.7
10−3、163.2 10−3、231.4 10−3 和268.0 10−3/min，下

降的速率随着加热温度的升高而更加迅速，加热

5 min后，再延长加热时间，盐溶解性的下降趋势

趋于平缓，不再有显著变化。 

不同温度加热后 RMP的 SDS-PAGE分析

　　RMP在 40和 45 °C加热不同时间 (0、1、2、
3、5、8、10、15、20、30、60 min)的溶解蛋白

组成如图 6所示，分子质量 200 ku附近通常认定
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图 3    两段加热 (60 °C加热后沸水加热)与
一段加热 (直接沸水加热)对脱壳状态的影响

“**”代表差异显著，P<0.05。1.开壳，2.脱壳。

Fig. 3　Effects of two-stage heating (boiling water heating
after 60 °C heating) and one-stage heating

(direct boiling water heating) on the shelling state
“**”represents  significant  difference,  P<0.05.  1.  open  shell  state,  2.
shelling state.

 

1 2 3200 μm 200 μm 200 μm

4 5 6200 μm 200 μm 200 μm 
图版 Ⅰ    不同温度加热后菲律宾蛤仔闭壳肌的光学显微结构

1~3分别为 UH、50H、80H组的闭壳肌横切面；4~6分别为 UH、50H、80H组的闭壳肌纵切面，下同。

Plate Ⅰ　Light microscopical feature of the adductor muscle of R. philippinarum after heating at different temperatures
1-3 represent the transverse sections of adductor muscle in UH, 50H and 80H groups, respectively. 4-6 represent the longitudinal sections of adductor
muscle in UH, 50H and 80H groups, respectively; the same below.
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为肌球蛋白重链 (myosin heavy chain, MHC)的条

带消失最快，在 40 °C加热 5 min、45 °C加热 4 min
后，MHC条带几乎消失。其次是分子质量 40 ku
的肌动蛋白的条带也呈现减少趋势。而 100 ku附

近的副肌球蛋白条带再加热 30 min后才观察到减

少。分子质量大于 200 ku的条带在 40 °C加热 20 min
快速消失，在 45 °C加热 15 min快速消失。该条带和

100 ku附近的副肌球蛋白条带变化趋势基本一致。 

3    讨论
 

3.1    菲律宾蛤仔不同温度加热后的闭壳肌的

DSC曲线变化

菲律宾蛤仔在 50 °C加热后，仅使闭壳肌中的

肌球蛋白发生变性；在 80 °C加热后，可使闭壳

肌中的肌动蛋白和肌球蛋白同时发生变性。为验

证两种蛋白同时变性更有利于脱壳的假设，设定

了 60 °C加热先使肌球蛋白变性，然后再升温至

100 °C使肌动蛋白变性的加热方式，这种加热方式

几乎未观察到脱壳现象。而将蛤仔直接采用 100 °C
加热，使肌球蛋白和肌动蛋白同时变性，脱壳比

例显著增加。初步验证了实验的假设，但是直接

沸水加热依然有部分蛤仔没有发生脱壳，分析蛤仔

的活力状态 (加热前肌肉中 ATP含量)可能是影响

脱壳发生的另外一个重要因素，有必要深入研究。 

3.2    热处理对菲律宾脱壳状态的影响

菲律宾蛤仔在沸水浴加热后出现 4种脱壳状

态，脱壳与否可能与闭壳肌的收缩力、闭壳肌和

外壳的黏附力有关 [20-21]。肌动蛋白和肌球蛋白之
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图版 Ⅱ    不同温度加热后菲律宾蛤仔闭壳肌的电子显微结构

Plate Ⅱ　Electron microscopical feature of the adductor muscle of R. philippinarum after
heating at different temperatures
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图 4    不同温度加热后的肌球蛋白 Ca2+-ATPase活性变化

Fig. 4　Changes in myosin Ca2+-ATPase activities after
heating at different temperatures
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图 5    不同温度加热后 RMP中蛋白溶解性变化

Fig. 5　Changes in protein salt solubility of RMP after
heating at different temperatures
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间的相对运动是肌肉收缩的分子基础，该过程需

要消耗 ATP。肌球蛋白头部具有 ATP酶活性，通

过分解 ATP释放磷酸基团，消耗能量使肌球蛋白

与肌动蛋白解离。此外，先 60H~100H和 100H条

件下脱壳情况的差异，说明快速升温使粗丝蛋白

(肌球蛋白、副肌球蛋白)和细丝蛋白 (肌动蛋白)
同时变性，更利于脱壳。 

3.3    热处理对菲律宾蛤仔闭壳肌微观结构的影响

肌纤维由肌膜、肌浆、肌原纤维构成，肌原

纤维是构成肌纤维的主要组成部分[22]。加热过程

中伴随着水分流失、细胞膜降解、肌浆蛋白聚集、

肌原纤维收缩等变化，从而导致了闭壳肌微观结

构的改变。50和 80 °C加热均引起了肌纤维的收

缩，但是 80 °C加热的条件下肌肉收缩更明显。

肌节收缩程度更大，从而更有利于闭壳肌从外壳

的分离。肌浆蛋白的热变性温度在 55 °C左右，

50 °C以上的温度肌浆蛋白也发生了热变性，Liu
等[23] 发现变性的肌浆蛋白可以在肌纤维内部和外

部形成网格，缩小晶格空间。此外，肌膜的构成

主要是胶原蛋白，胶原蛋白的热变性温度为

60~70 °C[24]，胶原蛋白发生热变性后形成溶于水

的明胶，随着水分一起流失到体外，可能也是肌

细胞间隙增大的主要原因。说明加热温度越高，

肌纤维微观结构的完整性被破坏的程度越大[25-26]。

微观结构变化与 Li等[27] 的研究结果相似。 

3.4    热处理对肌原纤维蛋白理化性质的影响

肌原纤维蛋白是闭壳肌中的主要蛋白，在参

与肌肉收缩过程中需要消耗 ATP，其中的肌球蛋

白头部具有 ATP水解酶功能[28]。在 0.5 mol/L的盐

浓度下，肌球蛋白和肌动蛋白处于解离状态，肌

球蛋白热稳定性下降。因此肌原纤维蛋白在更低

的 40 °C已经失活。但是在变性过程中出现的失

活速率变慢可能是加热导致的热凝聚行为，可能

促进了肌动蛋白和肌球蛋白的结合，从而为肌

球蛋白提供了保护作用，从而减缓 Ca2+-ATPase失

活速率。Wang等 [29] 在对鲢 (Hypophthalmichthys
molitrix)肌动蛋白和肌球蛋白相互关系研究中提

出了肌动蛋白对肌球蛋白具有保护作用，可以提

高肌球蛋白热稳定性，本研究中也验证了该结论。

蛋白质盐溶解性常认为是评价肌球蛋白尾部

结构稳定性的重要指标之一。蛋白质变性通常伴

随着凝集行为发生，从而导致蛋白溶解性下降。

DSC结果反映肌球蛋白发生热变性的温度最低，

因此推测在加热 0~5 min时，盐溶解性的下降主

要是由于肌球蛋白变性引起的。为验证该假设，

对 40和 45 °C加热后盐溶解部分的蛋白组成进行

了 SDS-PAGE分析，的确观察到肌球蛋白条带消

失速率最快，其次是肌动蛋白。而 100 ku附近的

副肌球蛋白的条带具有最高的稳定性。此外，在

前期研究中大于 200 ku的条带被鉴定为副肌球蛋

白聚合体 (aggregated paramyosin)[30]。该条带的变

化趋势和副肌球蛋白基本一致。有研究认为，贝

类的粗丝以副肌球蛋白为核心[31]，外周缠绕肌球

蛋白共同构成粗丝，也不能排除副肌球蛋白稳定

性受到了肌球蛋白的保护。由于肌原纤维蛋白是

一个复杂的多种蛋白的复合体，关于各种蛋白的

热稳定性，有必要分离纯化后进行深入研究。各
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图 6    不同温度加热后 RMP溶解蛋白组成的 SDS-PAGE

(a)为 40 °C条件下加热，(b)为 45 °C条件下加热；M. 标准蛋白 Marker，aPM. 副肌球蛋白聚合体，MHC. 肌球蛋白，PM. 副肌球蛋白，

AC. 肌动蛋白。

Fig. 6　SDS-PAGE of RMP solubilized protein composition after heating at different temperatures
(a) represents heating at 40 °C, (b) represents heating at 45 °C; M. marker, aPM. aggregated paramyosin, MHC. myosin heavy chain, PM. paramyosin,
AC. actin.
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种蛋白参与热收缩的分子机制还需要进行更深入

的系统研究，同时还需要分析 ATP在该过程中的

作用，以揭示闭壳肌热收缩的分子机制，为生产

中菲律宾蛤仔脱壳提供理论依据。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Correlation analysis between the thermal denaturation of
myofibrillar proteins and adductor muscle shelling in Ruditapes philippinarum

ZHI Huimin 1,     LI Yang 1,     WANG Wei 1,     DONG Hanyu 1,     LU Hang 1,    
ZHAO Hui 1,     JIANG Yusheng 2,     TIAN Yuanyong 1*

(1. College of Food Science and Engineering, Dalian Ocean University, Dalian　116023, China;
2. Dalian Key Laboratory of Breeding, Reproduction and Aquaculture of Crustaceans,

Dalian Ocean University, Dalian　116023, China)

Abstract: Frozen-cooked product  is  a  common product  form of Ruditapes  philippinarum,  with  heating shelwith
being  a  key  processing  technique.The  basic  principle  of  heating  shelling  relies  on  thermal  contraction  of  the
adductor muscle to separate the meat from the shell. Temperature is one of the crucial factors significantly affect-
ing  the  protein  in  the  adductor  muscles  of R.  philippinarum.  To  inivestigate  the  correlation  between  adductor
muscles decalcification and thermal denaturation of myofibrillar proteins in R. philippinarum following heat treat-
ment, the thermal denaturation behavior of adductor muscle protein was initially investigated using a differential
scanning calorimeter (DSC). Subsequently,  the impact of heating on the microstructure of adductor muscles was
observed using optical and electron microscopy.additionally, the thermal denaturation pattern of myofibrillar pro-
teins was examined using Ca2+-ATPase activity, salt solubility, and SDS-PAGE as indicators. The results showed
that the DSC analysis of fresh adductor muscle revealed three absorption peaks at temperatures of 50, 60 and 78
°C.  After  heating for  5  minutes,  the  absorption peaks at  50 °C and 80 °C were no longer  detectable,  suggesting
they likely correspond to the thermal denaturation of myosin and actin, respectively. Following boiling treatment,
the adductor muscle fibers in R. philippinarum demonstrated lateral aggregation and longitudinal contraction. This
morphological  change resulted in varying degrees of  separation between the muscle and shell  due to differential
contraction rates. A specific heating regimen for myofibrillar proteins (0.5 mol/L NaCl at 45 °C for 5 min) led to a
marked decrease in Ca2+-ATPase activity and salt solubility, indicating myosin thermal denaturation. Additionally,
actin  played  a  significant  protective  role  over  myosin  before  denaturation.  The  simultaneous  denaturation  of
myosin, actin, and tropomyosin, which contributed to the facilitation of shelling. This study provided a scientific
basis and data support for futher developing processing techniques for R. philippinarum.

Key words: Ruditapes philippinarum; heat treatment; microstructure; myofibrillar protein
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