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磷酸盐对草鱼肌原纤维蛋白结构的影响
曾淑薇，李 吉，熊善柏，黄琪琳*

（华中农业大学食品科学技术学院，国家大宗淡水鱼加工技术研发分中心（武汉），湖北 武汉 430070）

摘  要：以草鱼肌原纤维蛋白为对象，研究三聚磷酸钠（sodium tripolyphosphate，TPP）和焦磷酸钠（sodium 

pyrophosphate，SPP）的添加量对肌原纤维蛋白溶解度和浊度、二级结构和表面疏水性、总巯基和活性巯基含量的

影响。结果表明：随着磷酸盐添加量的增加，肌原纤维蛋白溶解度升高，浊度下降；蛋白链伸展使得α-螺旋含量有

所降低，β-转角含量升高；同时稳定蛋白二级结构的作用力如表面疏水性、总巯基以及活性巯基含量也均增加。结

论：磷酸盐可以改变蛋白质的结构特性，且SPP相对TPP而言，对肌原纤维蛋白结构的影响更为显著。
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Effects of Phosphates on the Structure of Myofibrillar Proteins from Grass Carp Muscle
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Abstract: The effects of sodium tripolyphosphate (TPP) and sodium pyrophosphate (SPP) at various concentrations on the 

structure of myofibrillar proteins from grass carp muscle were studied. With an increase in the amount of two phosphates, 

the solubility of myofibrillar proteins increased obviously, while the turbidity decreased. The total and active sulfydryl 

contents as well as the hydrophobicity of myofibrillar proteins increased with increasing concentration of phosphates. 

The secondary structure of myofibrillar proteins was studied by circular dichroism, and the content of α-helix decreased 

accompanied by a final increase in β-sheet due to the change of the interaction force that maintained the structural stability. 

These results indicated that the two phosphates could influence the structure of myofibrillar proteins mainly through the 

increase in solubility, ionic strength and interaction force, which induced unfolding of the protein chain and expansion of the 

spatial distance of protein so as to alter the properties of myofibrillar proteins. In addition, SPP had more obvious effect on 

the protein structure than TPP when added to the myofibrillar proteins.
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草鱼是一种典型的植食性鱼类，是我国重要的淡水

鱼鱼糜原料之一。草鱼肌原纤维蛋白是鱼肉蛋白质的重

要组成部分，占肌肉蛋白质的60%～75%，是鱼糜制品弹

性凝胶体的主要成分，肌原纤维蛋白的性质会直接影响

鱼肌肉的加工适性。

磷酸盐是肉制品加工中常用的品质改良剂，影响肉

的加工性质以及肉制品的质构、持水等特性，其中碱性

磷酸盐应用较为广泛，如三聚磷酸盐、焦磷酸盐等[1]。研

究发现，磷酸盐不仅能够提高产品的乳化稳定性和保水

性、降低产品的蒸煮损失，在加工中还可用于部分替代

氯化钠以降低食盐的用量。因此，磷酸盐常与其他添加

剂进行复配以提高肉制品的品质，同时还可增加肉制品

的黏着性，在维持低盐肉肠的凝胶强度和保水性方面具

有独到的作用[2-3]。但是，添加过多的磷酸盐会降低肉制

品的食用品质，甚至还会危害人体健康[4-5]。在实际生产

中，由于不同磷酸盐的作用机理不完全相同，其对产品

加工的影响也不同[5]。

磷酸盐是具有缓冲作用的碱性物质，对改善肌肉

蛋白质功能的作用主要在于提高pH值、增加离子强度

以及磷酸盐和蛋白之间的相互作用，并通过协助肌球
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蛋白和肌动蛋白溶解以及提高肉的保水性来改善肌肉

的嫩度 [6]。目前，关于磷酸盐改善肉及其制品品质的研

究已经很多，但对磷酸盐在鱼肉加工中的作用机理少有

报道。本研究拟通过磷酸盐对草鱼肌原纤维蛋白溶胶结

构性质的影响分析，考察蛋白浊度和溶解性、二级结构

以及表面疏水性、巯基的变化，探讨鱼肉制品品质改良

剂的作用机理。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

草鱼，体质量1 500 g左右，购于华中农业大学菜市场。

焦磷酸钠（sodium pyrophosphate，SPP） 上

海国药集团化学试剂有限公司；三聚磷酸钠（sodium 

tripolyphosphate，TPP） 天津光复精细化工研究所； 

Tris 中国医药集团上海化学试剂公司；5,5-二硫代双

（2-硝基苯甲酸）（5,5-dithiobis-2-nitrobenzoic acid，

DTNB） 上海生物工程公司；1-苯胺萘-8-萘磺酸盐

（8-naphthylamine-1-sulfonic acid，ANS） 美国Sigma

公司；实验所用试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

Avanti J-26 型高速离心机 美国贝克曼库尔特有

限公司；F-4600荧光分光光度计 日本日立高新技术公

司；J-1500圆二色谱仪 日本Jasco公司。

1.3 方法

1.3.1 肌原纤维蛋白的提取与磷酸盐-蛋白复合样品制备

参照Sun Fengyuan等[7]的提取方法，取新鲜绞碎的

草鱼鱼糜用5 倍体积的低盐缓冲液（0.05 mol/L NaCl和

20 mmol/L Tris-HCl，pH 7.5）搅拌均匀，于4 500 r/min离

心10 min，重复漂洗3 次；然后用4 倍体积的高盐缓冲液

（0.45 mol/L NaCl和20 mmol/L Tris-HCl，pH 7.5）在4 ℃

条件下浸提22 h，然后于12 000 r/min离心15 min，除去上

清液，用10 倍体积的冷却水稀释沉淀30 min左右，除去

上清液，于12 000 r/min离心15 min，得到的沉淀即为肌

原纤维蛋白。用Lowry法[8]测定蛋白质量浓度。

称取质量分数为0.3%、0.6%、0.9%、1.2%、1.5%的

焦磷酸钠和三聚磷酸钠溶于NaCl溶液中，然后加入到肌

原纤维蛋白，使NaCl的最终浓度为0.6 mol/L，于4 ℃条

件下保存备用。

1.3.2 溶解度的测定

参考Xiong Youling等[9]的方法，用0.6 mol/L NaCl将

肌原纤维蛋白稀释到0.25 mg/mL，8 000 r/min离心10 min

后去上清液。测定离心前后蛋白溶液的蛋白质质量浓

度。溶解度按公式（1）计算。

/%
/ mg/mL

/ mg/mL
100 （1）

1.3.3 浊度的测定

参考Xiong Youling等[9]的方法，用0.6 mol/L NaCl溶

液将肌原纤维蛋白稀释到1 mg/mL，40 ℃保温30 min，快

速冷却后测定肌原纤维蛋白溶液在320 nm波长处的吸光

度，即为肌原纤维蛋白溶液的浊度。

1.3.4 总巯基和活性巯基含量的测定

参考Yongsawatdigul等[10]的方法作适当修改。总巯基

含量的测定：取4 mg/mL肌原纤维蛋白溶液0.1 mL，依次

加入0.9 mL 0.2 mol/L Tris-HCl缓冲液（pH 6.8，含8 mol/L 

尿素、2%十二烷基磺酸钠（sodium dodecyl sulfate，

SDS）、10 mol/L乙二胺四乙酸（ethylene diamine 

tetraacetic acid，EDTA）、0.1 mL 0.1% DTNB，混合均

匀后40 ℃保温25 min，快速冷却后用酶标仪在 412 nm

波长处测此溶液的吸光度。活性巯基含量的测定：

5.5 mL 4 mg/mL肌原纤维蛋白溶液中加入0.1 mL DTNB，

在4 ℃条件下反应1 h，用酶标仪在412 nm波长处测此溶液

的吸光度。总巯基和活性巯基的含量按公式（2）计算。

c0
A
ε D ρ （2）

式中：c0为巯基的浓度/（mol/L）；A为412 nm波长处的

吸光度；ε为摩尔消光系数，此处为13 600（mol·cm）/L； 

D为稀释倍数；ρ为蛋白质量浓度/（mg/mL）。

1.3.5 表面疏水性的测定

参考B e n j a k u l等 [ 1 1 ]方法作适当修改，将提取的

20 mg/mL肌原纤维蛋白溶胶用0.6 mol/L的NaCl缓冲液

稀释成1、0.5、0.25、0.125 mg/mL系列的质量浓度，

加入20 μL 8 mmol/L ANS的0.1 mol/L Tris-HCl缓冲液

（pH 7.0），反应结束后用荧光光谱仪测定其在激发波长

为364 nm、发射波长为534 nm处的荧光强度，表面疏水

性（So-ANS）以荧光强度与肌原纤维蛋白质量浓度对应

曲线的斜率表示。

1.3.6 圆二色谱

采用J-1500圆二色光谱仪测定肌原纤维蛋白的圆二色

性。将0.1 mg/mL的肌原纤维蛋白样品放入0.1 cm光径的

石英样品池中，在远紫外区（195～250 nm波长范围）对

肌原纤维蛋白溶液进行扫描，扫描速率为100 nm/min，

测定温度为5 ℃。残基平均摩尔质量取110 g/mol，采用

杨氏模量用计算机模拟得出α-螺旋、β-折叠、β-转角和无

规卷曲二级结构单元的含量。圆二色性用平均残基椭圆

值［θ］表示（deg·cm2/dmol）。

1.4 数据分析

实验均做3 次平行，3 次重复，数据用Origin 8.0和

GraphPad Prism 5.0进行处理。

2 结果与分析

2.1 肌原纤维蛋白溶解度和浊度的变化
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浊度反映了肌原纤维蛋白在蛋白溶胶中的存在状

态，可以表征蛋白质的聚集程度。由图1可知，随着SPP

和TPP添加量的增加，肌原纤维蛋白溶胶的溶解度逐渐

上升，浊度逐渐下降。当添加量为1.5%时，添加TPP的

肌原纤维蛋白溶解度达到82%，而添加SPP的蛋白溶解度

高达89%，相对空白样品的72%有显著提升；此时，添

加TPP与SPP的肌原纤维蛋白浊度值分别为0.44和0.46，

明显低于空白的0.54。Yasui[12]、田锐花[13]等研究发现，

只有焦磷酸盐能够引起肌动球蛋白构象和分子质量大小

的改变，促使肌动球蛋白解离，使更多的蛋白溶解，而

三聚磷酸盐只有被肌动球蛋白上的三聚磷酸酶水解成磷

酸盐二聚体的形式在高离子强度下才能发挥作用，单独

的TPP不具备解离肌动球蛋白的作用，故SPP对蛋白溶解

性和浊度的影响较TPP更为显著。TPP作用途径与SPP类

似，TPP及SPP可以通过改变蛋白质电荷的密度来提高肉

体系的离子强度，并使其偏离等电点，电荷之间相互排

斥，蛋白质与蛋白质之间的排斥力也随之增加，蛋白质

之间产生更大的空间，静电斥力使肌原纤维横向膨胀，

减缓了蛋白的凝聚，增加蛋白质的溶解[14-16]。
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图 1 不同TPP和SPP添加量下肌原纤维蛋白溶解度（A）和 

浊度（B）的变化

Fig.1 Solubility (A) and turbidity (B) of myofibrillar proteins in the 

presence of TPP and SPP at different concentrations 

2.2 二级结构
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图 2 不同TPP（A）和SPP（B）添加量下肌原纤维蛋白二级结构的变化

Fig.2 Secondary structure of myofibrillar proteins in the presence of 

TPP (A) and SPP (B) at different concentrations

圆二色谱法是研究蛋白质二级结构的有效手段。

由图2A可知，随着TPP的添加，肌原纤维蛋白的α-螺旋

含量逐渐降低，从49.7%降至41.8%，而β-折叠的含量由

5.6%升至10.8%，无规卷曲的含量变化不大。由图2B可

知，SPP的添加使α-螺旋从49.7%降至42.9%，β-折叠从

5.6%升高到9.6%，无规卷曲含量略有下降。磷酸盐的加

入会增加肌原纤维蛋白的溶解性，从而增大蛋白质之间

的空间距离，分子链的伸展使得肌球蛋白尾部的α-螺旋

链部分解开，同时加强了维持二级结构稳定的作用力，

使得肌原纤维蛋白α-螺旋向β-折叠和β-转角转化，蛋白结

构更为伸长[17-19]。

2.3 表面疏水性
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图 3 不同TPP和SPP添加量下肌原纤维蛋白表面疏水性的变化

Fig.3 So-ANS of myofibrillar proteins in the presence of TPP and SPP 

at different concentrations

蛋白质的表面疏水性反映了蛋白质分子表面疏水性

氨基酸的相对含量。由图3可知，随着SPP和TPP添加量

的增加，肌原纤维蛋白溶胶的表面疏水性逐渐增加。当

添加量小于0.9%时，添加TPP的肌原纤维蛋白的疏水性

略高于SPP，随着添加量的进一步增加，添加SPP的肌原

纤维蛋白的疏水性明显高于TPP。添加磷酸盐后，肌原纤

维蛋白表面疏水性的增加主要归因于蛋白质分子链的伸

展，从而引起疏水侧链的暴露，主要包括芳香族氨基酸

及疏水性脂肪族的暴露，使肽链螺旋结构发生变化[20-22]。

同时磷酸盐的添加提高了蛋白溶胶的离子强度，使蛋白

的溶解性增强，更多的自由水进入蛋白内部，水分子的

流动性增强，使得疏水基团周围的水的熵值增加，而蛋

白溶胶系统熵的增加是疏水相互作用的主要动力[23]。
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2.4 总巯基和活性巯基
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图 4 不同TPP和SPP添加量下肌原纤维蛋白总巯基（A）和活性巯基（B）

含量的变化

Fig.4 Total SH (A) and active SH (B) contents of myofibrillar proteins 

in the presence of TPP and SPP at different concentrations

巯基是鱼肌原纤维蛋白中最具反应活性的功能性基

团，在稳定肌原纤维蛋白的空间结构中起重要作用。总

巯基包括活性巯基和隐藏在分子内部的巯基，而活性巯

基主要位于肌球蛋白头部重链。由图4可知，随着SPP和

TPP添加量的增加，肌原纤维蛋白溶胶的总巯基和活性巯

基含量均呈上升趋势。磷酸盐的加入使得蛋白结构部分

展开，二硫键断裂形成巯基暴露，总巯基含量增加。结

合图1、4可知，蛋白溶解度和巯基的变化趋势相同，可

知蛋白的溶解度提高，使得包埋在分子内部的巯基部分

巯基暴露，从而增加活性巯基的含量[24-25]。

3 结 论

TPP和SPP通过静电斥力使肌原纤维横向膨胀，提

高离子强度以增加蛋白质的溶解，使蛋白质的分子链伸

展，蛋白质与蛋白质之间的排斥力增加、聚集作用力减

小即浊度降低。肌球蛋白尾部的α-螺旋链部分解开，α-螺

旋向β-转角转化，蛋白空间结构更为伸展，这与维持二

级结构稳定的相互作用力的变化有直接的关系。蛋白质

分子链的伸展使得疏水性脂肪族和包埋在分子内部的巯

基的暴露，表面疏水性和活性巯基含量增加。而且加入

SPP后肌原纤维蛋白结构的变化相对加入TPP后的更为显

著，主要是由于SPP能够促使肌动球蛋白解离，而TPP只

有被水解成磷酸盐二聚体的形式才能发挥作用，单独的

TPP没有解离肌动球蛋白的作用。磷酸盐对肌原纤维蛋白

的作用多归结于它们的pH值和离子强度的变化，进而对

蛋白结构产生影响，但如何将其应用于产品加工与肉

类品质改良还需要进一步研究结构与功能特性之间的

关系。
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