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摘要! 为研究臭氧减菌化处理罗非鱼片在冰温贮藏过程中蛋白质生化特性变化规律!本研究

对冰温贮藏过程中经臭氧处理罗非鱼片肌原纤维蛋白盐溶性$-<

3 >

8&LG<HC活性$表面疏水性

和巯基及羰基含量变化进行了评价% 结果显示!在冰温贮藏过程中!臭氧处理组和对照组罗非

鱼片蛋白质均发生了不同程度的变性!表现为随贮藏时间的延长!肌原纤维蛋白盐溶性$-<

3 >

8

&LG<HC活性及巯基含量均呈下降趋势!而肌动球蛋白表面疏水性和羰基含量则呈上升趋势&

冰温贮藏 32 D 后!臭氧处理组罗非鱼片肌原纤维蛋白盐溶性$-<

3 >

8&LG<HC活性和巯基含量分

别下降了 ;7=4;I$90=;7I和 77=;3I!而对照组则分别下降了 70=24I$97=84I和 73=30I&

另一方面!臭氧处理组罗非鱼片肌动球蛋白表面疏水性和羰基含量分别上升了 111=;4I和

;7=87I!对照组则分别上升了 128=;;I和 49=3/I% 在同一贮藏时间臭氧处理组罗非鱼片肌

原纤维蛋白盐溶性$-<

3 >

6&LG<HC活性及巯基含量较对照组低!而肌动球蛋白表面疏水性和羰

基含量较对照组高% 臭氧水的氧化性及处理过程中产生的 $"*加速了冰温贮藏过程中罗非

鱼肌肉蛋白质的变性%

关键词! 罗非鱼片& 臭氧减菌化& 冰温贮藏& 生化特性

中图分类号! L*348=15 文献标志码'&

55罗非鱼蛋白质含量丰富"是世界水产业重要

的淡水养殖鱼类) 中国是世界最大的罗非鱼养殖

生产国和出口贸易国"321/ 年中国罗非鱼养殖总

产量达 174=9 万 3"全年加工量达 97=; 万 3"较

3213 年加工量 # 73=/ 万 3$ 增加约 /0=1I

%1&

)

321/ 年"罗非鱼总出口量与总出口额分别为 82=8

万 3与 18=80 亿美元"同比增长分别为 11=41I与

38=44I"主要出口形式为冻罗非鱼片
%3 6/&

) 罗非

鱼现已发展成为我国最具国际竞争力的水产养殖

品种之一)

臭氧是一种广谱高效的抗菌剂"可在短时间

内杀死细菌(真菌及其孢子和病毒等绝大多数微

生物
%8&

"被广泛应用于水产品减菌化处理(加工

设备的清洗与消毒及产品货架期的延长等方

面
%4 67&

) 此外"臭氧减菌化处理后多余的 "

/

在空

气中会自然还原为 "

3

"不会造成残留及污染
%8&

)

因此"臭氧减菌化处理作为环境友好型技术正不

断被罗非鱼加工企业和消费者所接受) 有研究表

明""

/

在水中可降解生成超氧阴离子自由基

#"

6

3

/$(羟基自由基#/"+$及氢化臭氧自由基

#+"

6

/

/$等具有较高反应活性的活性氧自由基

#JC<23=PC/W>?CA HBC2=CH"$"*$"$"*的强氧化性
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在起到杀菌作用的同时可加速鱼肉蛋白质的变

性
%; 60&

) 蛋白质是鱼类肌肉中最主要的组成成

分"当水产品蛋白质变性后"其分子结构松散"容

易被蛋白酶水解"会直接影响到水产品的鲜度及

营养价值) 迄今为止"鲜见有关臭氧减菌化处理

后罗非鱼片冰温贮藏过程中蛋白质生化特性变化

的研究) 本研究通过测定臭氧处理后尼罗罗非鱼

#%=0C3=0<B=<"K(>041(0/$%)$30.$4'%$片冰温贮藏过

程中肌原纤维蛋白盐溶性(-<

3 >

8&LG<HC活性(表

面疏水性(巯基及羰基含量变化"探究臭氧处理后

罗非鱼片冰温贮藏条件下蛋白质生化特性的变化

规律"为罗非鱼片的减菌化处理及保藏提供理论

基础)

15材料与方法

!"!#实验仪器和材料

LJ<AHHA=2L1 6+612 型超声波清洗仪"德国

,'O&公司'O=00=6F去离子水纯化系统"美国

O=00=B/JC公司'L42 型均质机"德国 )N&公司'(O

822&型制冰机"美国 EJ<A3公司'-<J> ,20=BHC型

荧光分光光度计"美国 .&$)&%公司':*138*型

电子天平"德国 *<J3/J=@H公司'+V*38 型电热恒

温水浴锅"上海一恒科学仪器有限公司'-(*6

422 型臭氧水一体机"北京山美水美高科技有限

公司'#.3442 型紫外 6可见分光光度计"日本

*+)O&4X#公司'/N/2 型台式高速冷冻离心机"

德国 *=?;<公司':*6338*型电子分析天平"德

国 *<J3/J=@H公司)

蛋白质定量测试盒#考马斯亮蓝法$(总巯基

含量测试盒(-<

3 >

8&LG<HC活性测试盒和蛋白质

羰基含量测试盒均购买于南京建成生物科技有限

公司'1 6苯胺基 69 6萘磺酸#&%*$探针购于美

国 *=?;<公司'其他常规试剂均为分析纯"购于广

州化学试剂厂)

鲜活罗非鱼体长#32 E4$ 2;"体质量#422 E

122$ ?"购于广州华润万家超市)

!"$#罗非鱼样品处理

罗非鱼清水洗净"经击昏(放血(去鳞(剖片(

冲洗和沥水后得到等量 3 组罗非鱼片"&组#对照

组$未经臭氧水处理":组经 8=2 ;?5'流动臭氧

水处理 /2 ;=A"将 &(:3 组样品分别放入封口袋

中"封口密闭标记后置于装有碎冰的封闭泡沫箱

中保存"样品上下冰层厚度均约为 12 2;"每38 T

换 1 次冰"分别于贮藏第 2(3(8(9(13(17 和 32 天

取样进行测定)

!"<#实验方法

肌动球蛋白提取55参考 :CA6<U@0等
%12&

的

方法并略作修改"取罗非鱼肉 3=2 ?"加入 32 ;'

预先冰浴冷却的 N-0溶液#2=7 ;/05'(B+;=2$"

冰浴条件下均质#12 222 J5;=A$分散 3 ;=A"每均

质 12 H停 12 H"以防过热) 然后将分散液在 8 M

下离心#12 222 J5;=A$/2 ;=A"取上清液并加入 /

倍上清液体积的预先冰浴冷却的超纯水"离心

#8 M(12 222 J5;=A$ 32 ;=A"最后在沉淀中加入

相同体积预先冰浴冷却的 N-0溶液#1=3 ;/05'(

B+;=2$"冰浴条件下放置 /2 ;=A 后于 8 M下以

12 222 J5;=A 离心 32 ;=A"离心后所得上清液即

为肌动球蛋白溶液)

肌原纤维蛋白盐溶性的测定55具体测定方

法参照南京建成公司蛋白质定量测试盒#考马斯

亮蓝法$指导方法进行)

肌原纤维蛋白 -<

3 >

8&LG<HC活性的测定55

具体测定方法参照南京建成公司 -<

3 >

8&LG<HC活

性测试盒指导方法进行)

肌动球蛋白表面疏水性的测定5 5参考

Q/A?H<R<3D=?@0<等
%11&

的方法并略作修改"将提取

出来的肌动球蛋白用含 2=7 ;/05'N-0的磷酸缓

冲溶液#32 ;;/05'(B+ ;=2$分别稀释至一定浓

度#2(2=1(2=/(2=7 和 1=2 ;?5;'$"分别取以上

不同浓度的混合液 3=2 ;'"加入 12

!

'9 ;;/05'

的 &%*探针溶液"混合均匀"置于黑暗处反应

12 ;=A后"在荧光分光光度计上测定其荧光强度

#设定激发波长为 /7; A;"发射波长为 8;3 A;"狭

缝宽度为 4 A;$"相对荧光强度计算公式!

HU#GVG

2

$ WG

2

55式中"I为相对荧光强度'"为含有肌动球蛋

白的 &%*溶液荧光强度""

2

为不含肌动球蛋白

的 &%*溶液荧光强度) 以肌动球蛋白的浓度为

横坐标"相对荧光强度 I为纵坐标作图"所得直

线的斜率即为肌动球蛋白的表面疏水性)

肌动球蛋白巯基含量的测定55具体测定方

法参照南京建成公司总巯基含量测试盒指导方法

进行)

罗非鱼鱼肉组织中羰基含量的测定55具体

测定方法参照南京建成公司蛋白质羰基含量测试

盒指导方法进行)

2;41
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!"F#数据分析与统计

实验 数 据 采 用 O=2J/H/73

(

,W2C03212 和

):O

(

*G**

(

*3<3=H3=2H.CJH=/A 10 进行分析) 单

因素方差 #"AC6V<> &%".&$分析"采用 '*4

检验组内的差异"实验组与对照组数据采用配对

样本 .检验进行差异比较分析"9B2=24 作为差

异显著的标志) 各组计算数据均以平均值 E标准

差#;C<A E*4$表示)

35结果与分析

$"!#肌原纤维蛋白盐溶性变化

鱼类肌原纤维蛋白由肌动蛋白(肌球蛋白和

调节蛋白#包括原肌球蛋白(肌钙蛋白和辅肌蛋

白等$组成"其中肌动蛋白与肌球蛋白结合可形

成肌动球蛋白"在 &LG参与下"肌动球蛋白不仅

与肌肉收缩和死后僵硬有关"而且与鱼肉蛋白变

性密切相关
%13&

) 因此"肌原纤维蛋白盐溶性可作

为反映鱼肉蛋白变性的常用指标之一)

3 组罗非鱼片肌肉组织中肌原纤维蛋白盐溶

性在贮藏的第 3 天较贮藏初期 #第 2 天$均略有

上升"之后到贮藏的第 13 天呈显著下降趋势

#9B2=24$"随后趋于平缓 #图 1$) 罗非鱼体内

&LG可阻碍或减弱肌动蛋白与肌球蛋白结合生

成肌动球蛋白"贮藏初期"&LG含量迅速减少"阻

碍作用减弱"肌动球蛋白含量升高
%12&

) 贮藏期

间"3 组罗非鱼片的肌原纤维蛋白盐溶性均显著

下降"到贮藏结束时"臭氧处理组较贮藏初期下降

了 ;7=4;I"对照组下降了 70=24I) 这可能是由

于蛋白质逐渐变性"分子间疏水性残基相互交联

形成不溶性聚集体"从而导致蛋白质盐溶性下降)

在同一贮藏时间"臭氧处理组肌原纤维蛋白盐溶

性较对照组低"且配对样本 .检验结果表明臭氧

处理组与对照组间差异显著#9B2=24$"这说明

臭氧处理过程中产生的 $"*加速了肌原纤维蛋

白质的变性) "/=S@;=等
%1/&

研究了/"+氧化体

系#2=1 ;;/05'(C-0

/

(2=1 ;;/05'抗坏血酸和

2 <32 ;;/05'间不同浓度的 +

3

"

3

氧化还原反应

产生/"+$对鸡肉肌原纤维蛋白盐溶性变化的影

响"结果表明"鸡肉肌原纤维蛋白的盐溶性随作用

时间的延长和 +

3

"

3

浓度的升高呈下降趋势)

$"$#),

$ W

['+(,5?活性变化

肌原纤维蛋白中的肌球蛋白球状头部 #*

1

$

位置具有&LG<HC作用位点 "其能被-<

3 >

激活 "

图 !#冰温贮藏过程中罗非鱼片肌肉组织中

肌原纤维蛋白盐溶性变化规律

G3C.!#)9,4C?534BA063->388, :>02?345,82508;-3832A

06&38?238,:3, 6388?25@;>34C 31?@520>,C?

-<

3 >

8&LG<HC活性的大小可以直接反映肌球蛋白

分子球状头部的变性情况
%18&

) 因此"肌动球蛋白

的 -<

3 >

8&LG<HC活性可作为评价蛋白质变性程度

的重要指标)

3 组罗非鱼片肌肉组织中 -<

3 >

8&LG<HC活性

均随贮藏时间的延长而显著下降 #9B2=24$"尤

其是在贮藏的初期 #第 2 <9 天$下降速度较快)

其中"臭氧处理组罗非鱼片 -<

3 >

8&LG<HC活性由

贮藏初期#第 2 天$的 /=;1 #5;? BJ/3下降到贮

藏第 32 天的 2=/9 #5;? BJ/3#9B2=24$"下降了

约 90=;7I'对照组罗非鱼片 -<

3 >

8&LG<HC活性

由贮藏初期#第 2 天$的 8=27 #5;? BJ/3下降到

贮藏第 32 天的 2=44 #5;? BJ/3#9B2=24$"下降

了约 97=84I #图 3 $) 林琳等
%14&

的研究结果表

明"草鱼#;.>)0,1-(2)&050) $5>33-$在低温#8 M$

贮藏过程中肌原纤维蛋白 -<

3 >

8&LG<HC活性呈下

降趋势"贮藏 0 D 后其活性下降了 7;=;8I"与本

研究结果一致) 在同一贮藏时间"臭氧处理组罗

非鱼片 -<

3 >

8&LG<HC活性较对照组低#9B2=24$

#图 3$"这表明臭氧处理后罗非鱼片肌动球蛋白

球状头部结构变化程度较对照组大"这可能是由

于臭氧水的强氧化性及臭氧水处理过程中产生的

$"*加速破坏了肌动球蛋白分子的球状头部结

构所致)

$"<#肌动球蛋白表面疏水性变化

疏水相互作用是维持蛋白质三级结构稳定性

最重要的作用力) 疏水键是疏水侧链为避开水相

而聚集在一起的相互作用"由于蛋白质属于大分

子结构"表面疏水性#或有效疏水性$比整体的疏

1;41
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图 $#冰温贮藏过程中罗非鱼片肌肉组织中

),

$ W

V'+(,5?活性变化规律

G3C.$#)9,4C?534),

$ W

V'+(,5?,123D32A 06

&38?238,:3, 6388?25@;>34C 31?@520>,C?

水性对维持蛋白质的稳定性(构象和功能特性更

具有意义
%17&

) 蛋白质的表面疏水性能够反映蛋

白质分子表面疏水性氨基酸的相对含量"因此可

用其来表征蛋白质的变性程度
%1;&

)

冰温贮藏期间"3 组罗非鱼片肌动球蛋白表

面疏水性均随着贮藏时间的延长呈上升趋势"尤

其是在贮藏初期 #第 2 <9 天$上升速度较快"随

后趋于平缓#图 /$) 其中"臭氧处理组罗非鱼片

肌动球蛋白表面疏水性由贮藏初期 #第 2 天$的

83=91 上升到贮藏结束时#第 32 天$的 02=74"上

升了约 111=;4I'对照组罗非鱼片肌动球蛋白表

面疏水性由贮藏初期#第 2 天$的 82=;2 上升到贮

藏 结 束 时 # 第 32 天 $ 的 9/=/8" 上 升 了 约

128=;;I) 肌动球蛋白表面疏水性的增加是由于

随着贮藏时间的延长"鱼肉组织蛋白质不断降解

和变性"肽链逐渐展开"原先位于蛋白质分子内部

的一些疏水性氨基酸会逐渐暴露在蛋白质分子表

面"进而导致疏水性增加
%19 610&

) :CA6<U@0等
%10&

研究了冻藏过程中印度洋金线鱼 #!>/$,.>('%

+3>>B>($$(长尾大眼鲷#9($-4-).1'%.-2>)'%$(短臂

蛇 鲻 # F-'($5- /$4(0,>4.0(-3$%$ 和 石 首 鱼

#9>))-1$- /-4(0,1.1-3/'%$8 种热带鱼肌肉蛋白

理化特性的变化"结果表明印度洋金线鱼(长尾大

眼鲷和石首鱼 / 种热带鱼肌动球蛋白表面疏水性

均随冻藏时间的延长而呈上升趋势"与本研究结

果相似) 在同一贮藏时间"臭氧处理组罗非鱼片

肌动球蛋白表面疏水性均较对照组高"这可能是

由于臭氧减菌化处理过程中产生的 $"*加速了

蛋白质分子内部疏水基团的暴露所致#图 /$)

图 <#冰温贮藏过程中罗非鱼片肌肉组织中

肌动球蛋白表面疏水性变化规律

G3C.<#)9,4C?5345;>6,1?9A@>0:90-3132A 06,120BA0534

06&38?238,:3, 6388?25@;>34C 31?@520>,C?

$"F#肌动球蛋白总巯基含量变化

肌球蛋白分子中含有一定量的活性巯基#包

括 *+

1

(*+

3

和 *+</ 类$"其具有较高的反应活

性"被氧化后形成二硫键"而二硫键的形成是蛋白

质变性的体现之一"因此通过测定总巯基含量的

变化可以反映出鱼肉蛋白质的变性程度
%1;&

)

3 组罗非鱼片肌动球蛋白总巯基含量在贮藏

期间均呈显著下降趋势#图 8$) 其中"臭氧处理组

罗非鱼片贮藏初期#第 2 天$的肌动球蛋白总巯基

含量为 ;4=;3

!

;/05? BJ/3"经过 32 D 的冰温贮藏

后"下降到 34=32

!

;/05? BJ/3"下降了约 77=;3I

#9B2=24$'对照组贮藏初期#第 2 天$的肌动球蛋

白总巯基含量为 ;7=42

!

;/05? BJ/3"经过 32 D 的

冰温贮藏后"下降到39=94

!

;/05? BJ/3"下降了约

73=30I#9B2=24$) 这是由于在贮藏过程中"肌原

纤维蛋白的空间构象逐渐发生改变"埋藏在蛋白质

分子内部的活性巯基暴露出来"使其更易于氧化形

成二硫键"导致总巯基含量下降
%10&

) 在同一贮藏

时间"臭氧处理组罗非鱼片肌动球蛋白总巯基含量

低于对照组#9B2=24$"这可能与臭氧水的强氧化

性以及减菌化处理过程中产生的 $"*有关"臭氧

水和自由基加速了暴露出来的活性巯基氧化形成

二硫键"进而加剧了蛋白质的变性#图 8$) 李艳青

等
%32&

研 究 了 / "+ 氧 化 体 系 对 鲤 # ;2,($)'%

4-(,$0$肌原纤维蛋白活性巯基含量的影响"结果

表明"随着 +

3

"

3

浓度的增加及氧化时间的延长"

肌原纤维蛋白活性巯基含量显著下降#9B2=24$)
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图 F#冰温贮藏过程中罗非鱼片肌肉组织中

肌动球蛋白总巯基含量变化规律

G3C.F#)9,4C?534202,85;869A@>A81042?4206,120BA0534

06&38?238,:3, 6388?25@;>34C 31?@520>,C?

$"N#罗非鱼肌肉组织中羰基含量的变化

蛋白质中羰基#醛基和酮基$的形成是蛋白质

发生氧化的显著标志之一"组织中蛋白质羰基含量

可以反映出机体蛋白质氧化程度
%31&

) 3 组罗非鱼

片肌肉组织中的羰基含量均随贮藏时间的延长呈

上升趋势"且在相同的贮藏时间臭氧处理组罗非鱼

片肌肉组织中的羰基含量较对照组高#图 4$) 臭

氧处理组罗非鱼片贮藏初期#第 2 天$的羰基含量

为 8=13 A;/05;? BJ/3"经过 9 D 的贮藏后迅速上升

到 4=0; A;/05;? BJ/3"到贮藏结束#第 32 天$时增

加到 ;=3; A;/05;? BJ/3"总体上升了约 ;7=87I'

对照组罗非鱼片贮藏初期#第 2 天$的羰基含量为

/=04 A;/05;? BJ/3"经过 9 D 的贮藏后迅速上升到

4=87 A;/05;? BJ/3"到贮藏结束#第 32 天$时增加

到 7=34 A;/05;? BJ/3"总体上升了约 49=3/I) 这

表明"冰温贮藏的过程中"3 组罗非鱼片蛋白质均

不断发生氧化"蛋白质的氧化引起其构象变化"进

而导致蛋白质变性) 何雪莹
%33&

研究了冰温保藏对

鲤肌肉蛋白质理化特性的影响"结果表明在冰温贮

藏过程中"鲤肌肉肌原纤维蛋白羰基含量呈上升趋

势"与本研究结果相似) 在贮藏过程中"臭氧处理

组羰基含量始终高于对照组"表明臭氧处理组蛋白

质氧化损伤程度较对照组大"这是由于臭氧水及处

理过程中产生 $"*的强氧化性加剧了蛋白质的氧

化变性) 李学鹏等
%3/&

研究了/"+氧化体系对大

泷六线鱼#8>E-&(-//0%0.-B$$$肌原纤维蛋白羰基

含量的影响"结果表明"肌原纤维蛋白羰基含量随

着作用时间的延长和 +

3

"

3

浓度的增加呈显著上

升趋势)

图 N#冰温贮藏过程中罗非鱼片肌肉

组织中羰基含量变化规律

G3C.N#)9,4C?5341,>-04A81042?4206&38?

238,:3, 6388?25@;>34C 31?@520>,C?

/5讨论

本研究发现"贮藏期间经 8=2 ;?5'流动臭氧

水处理 /2 ;=A 后的罗非鱼片肌肉蛋白质变性速率

较对照组明显加快) 这可能与臭氧减菌化处理过

程中产生的 $"*有关) 贮藏过程中"$"*一方面

可直接作用于蛋白质氨基酸残基侧链"使其氧化形

成酮或醛类衍生物' 另一方面 $"*能够与脂质和

糖类大分子反应"产生活性羰基类物质然后作用于

蛋白质"形成羰基化蛋白
%38&

) 在 $"*对蛋白质的

氧化过程中"活性巯基氧化形成二硫键
%0&

"二硫键

的形成产生分子间交联"使蛋白质分子更容易发生

聚集和沉淀"从而降低了肌原纤维蛋白溶解度
%32&

)

$"*对蛋白质的氧化严重破坏了其原有结构"使

分子内部疏水基团暴露"疏水性提高
%32&

) $"*对

肌动球蛋白分子球状头部结构的破坏使 -<

3 >

8

&LG<HC活性下降) *J=A=P<H<A 等
%34&

对大西洋鳕

#S-5'%/0(1'- $ 肌原纤维蛋白的研究及 G<JU

等
%37&

对猪肉肌原纤维蛋白的研究均表明 $"*可

加速蛋白质变性"与本研究结果一致)

$"*的强氧化性加速冰温贮藏过程中罗非

鱼片肌肉的冷冻变性"使其持水力降低"凝胶能力

下降"口感和质地也随之下降) 因此在开展罗非

鱼减菌化处理方法及贮藏条件研究的同时应重视

减菌化处理过程中 $"*引起的蛋白质变性问题)

为了有效地抑制加工贮藏过程中 $"*对水产品

冷冻变性的影响"可在加工过程中添加抗氧化剂)

多酚类物质是最常见的抗氧化剂"其具有较强的

活性氧自由基清除能力"常用于水产品脂质氧化

/;41
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抑制"但其用于水产品蛋白质氧化抑制仍具有争

议) 有研究表明"部分酚类物质对蛋白质羰基化

有抑制作用
%3; 6/2&

"相反地"亦有研究表明迷迭香

酚和槲皮素可引起蛋白质羰基化作用
%/1 6/3&

) 蛋

白质氧化是一个高度复杂的过程"蛋白质组学技

术提供了一个具体且强大的工具"可追踪和鉴定

每个特定蛋白质的氧化状态
%39&

) 因此"今后可利

用蛋白质组学技术探究某种特定酚类物质是否对

罗非鱼肌肉蛋白质羰基化具有抑制作用)
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