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摘　要　研究了乳糖与鲢鱼肉肌原纤维蛋白 (Mf)在不同反应条件下通过美拉德反应制备的肌原纤维乳糖蛋白的

功能特性 ,测定了其在 011 mol/ L NaCl溶液中的溶解性 ,并对其进行了 SDS2聚丙烯酰胺凝胶电泳分析。乳糖与 Mf

以 1∶1、2∶1、4∶1和 6∶1的质量比混合 ,冷冻干燥后 ,在 50和 55 ℃,相对湿度为 65 %的条件下反应 0～48 h制备的

肌原纤维乳糖蛋白 ,其溶解性较Mf有不同程度的提高。乳糖与Mf质量比为 1∶1 ,50 ℃反应 48 h后 ,肌原纤维乳糖

蛋白在 011 mol/ L NaCl溶液中的溶解性从反应前的 18 %提高到 63 % ;55 ℃反应 24 h ,其溶解性达到 89 %。结果表

明 ,乳糖与鲢鱼肉 Mf发生美拉德反应后生成的肌原纤维乳糖蛋白在低离子强度溶液中的溶解性得到了有效提高 ,

乳糖能有选择性地与肌球蛋白重链相结合。
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Abstract　Neoglycoprotein was prep ared from silver carp myofibrillar protein by using the Maillard reaction with lac2
tose , and its s olubility in a low ionic s trength medium was investigated. The lyophilized protein mixed lactos e ( the

weight ratios of lactos e and myofibrillar are 1∶1 , 2∶1 , 4∶1 and 6∶1 resp ectively) was incubated at 50 ℃ (0 - 48 h) and

55 ℃ (0 - 48 h) resp ectively under 65 % RH. Their conjugation dot was res earched by SDS - PAGE analysis . After the

lyophilized myofibrillar mixed with lactos e (the weight ratio 1∶1) was incubated in 50 ℃ (48 h) , 55 ℃ (24 h) resp ec2
tively , and its s olubility of glycoprotein increas edfrom 18 % to 63 % (50 ℃) and to 89 % (55 ℃) resp ectively. Thes e

res ults indicated that the s olubility of myofibrillar proteins in low ionic s trength medium was improved by the Maillard re2
action , and the myosin heavy chain was s electively conjugated with lactos e .
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　　鱼肉蛋白质主要由肌原纤维蛋白 (Mf)组成 ,其

中主要是肌球蛋白 (相对分子质量 5×105～6×105)

和肌动蛋白 (相对分子质量约为 412 ×104) 。尽管

鱼肉蛋白质是一种营养较完全的蛋白质 ,有良好的

功能特性 ,如凝胶、保水特性等 ,但其 Mf 的化学和

热稳定性明显不如脊椎动物 ,当 Mf 发生变性时 ,其

功能特性也很快降低 [1 ]。目前国际上对卵清蛋

白[2 3 ]、β2乳球蛋白[4 5 ]、牛血清蛋白、鱼精蛋白、酪

蛋白、酶[6 ]等蛋白质与糖基化合物经美拉德反应合

成的糖蛋白的研究结果表明 ,新合成的糖蛋白在乳

化性、溶解性、热稳定性、抗菌性、抗氧化性等功能特

性方面都较原蛋白质有不同程度的提高。以葡萄糖

为糖基供体与鲤鱼肉 Mf 经美拉德反应生成的肌原

纤维葡萄糖蛋白 ,在 011和 015 mol/ L NaCl溶液中

都有较高的溶解性 ,乳化性也比糖基化反应前的 Mf

有较大提高[7 8 ] ;葡聚糖与鲤鱼肉的 Mf 经美拉德反
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应 (50 ℃6 h)制备的肌原纤维葡聚糖蛋白的溶解性

虽变化不大 ,但其乳化特性却有很大程度的提

高[9 ] ;以海藻多糖 (alginate oligosaccharide , AO)为

糖基供体对鲤鱼肉的 Mf 功能特性进行改善 ,结果

表明 ,生成的肌原纤维海藻多糖蛋白在低离子强度

溶液 (0116 mol/ L NaCl 溶液)中溶解性较 Mf 有很

大提高 ,而且随着反应时间的延长其溶解性逐渐增

高[10 ]。由此可见 ,糖基化反应可有效改善鲤鱼肉

Mf的某些功能特性。尽管国外对鲤鱼肉 Mf 糖基

化后的功能特性进行了较多的研究 ,但对鲢鱼肉 Mf

的糖基化反应却未见报道。鲢鱼是我国淡水鱼主要

品种之一 ,产量较高但肉质较差。为了提高对鲢鱼

鱼肉的综合利用 ,笔者将鲢鱼肉 Mf 与乳糖在不同

条件下进行糖基化反应 ,对反应后肌原纤维乳糖蛋

白的功能特性的变化进行了研究。

1　试验材料与方法

111　鲢鱼肉肌原纤维蛋白的提取

鲢鱼 ,购于北京市健翔桥农贸市场 ,体长 (4214

±213) cm ,体质量 (1 10016 ±3016) g。低温下将活

鱼运到实验室。采其白肉 ,参照文献 [ 7 ]法 ,用刀将

鲢鱼的白色肌肉切碎 ,在 3倍鱼肉体积的 50 mmol/

L NaCl、质量分数 015 %的 Triton X2100 溶液中漂

洗 10 min ,倾去悬浮物。漂洗后的碎肉浸在 8 倍鱼

肉体积的 50 mmol/ L NaCl、质量分数 015 % Triton

X2100溶液中 ,用高速组织捣碎机 12 000 r/ min 匀

浆 2 min ,用棉纱布过滤除去结缔组织 ,8 000 r/ min

冷冻离心 10 min ,取沉淀物 ,再经 50 mmol/ L NaCl

溶液漂洗并离心 ,反复进行 4 次 ,获得较纯的 Mf。

所有操作均在 8 ℃以下进行。

112　肌原纤维乳糖蛋白的制备

将 Mf 溶解在 50 mmol/ L NaCl溶液中 ,使其最

终质量浓度为 6 mg/ mL ;加入不同比例的乳糖 ,使

乳糖与 Mf 的质量比分别为 1∶1、2∶1、4∶1和 6∶1 ;进

行冷冻干燥 ,冻干粉在 - 20 ℃下冻藏。称取一定量

的冻干粉混合物进行美拉德反应 ,相对湿度保持在

65 % ,温度分别为 50和 55 ℃,反应时间为 0、6、12、

24、36和 48 h ,制备肌原纤维乳糖蛋白。

113　肌原纤维乳糖蛋白溶解性的测定

蛋白质浓度用双缩脲法测定[11 ]。取一定量反

应后的糖蛋白粉末溶解在含有 40 mmol/ L Tris2HCl

(p H715)的 011 和 015 mol/ L NaCl 溶液中 ,使其最

终质量浓度为 210～215 mg/ mL ,然后用均质乳化

机 12 000 r/ min 均质 1 min ,4 ℃下在相应浓度的

NaCl溶液中透析 16 h ,以除去未反应的乳糖。取 10

mL 透析过的溶液放入 15 mL 试管中 ,4 ℃5 000 r/

min离心 30 min。肌原纤维乳糖蛋白的溶解性用上

清液蛋白质质量浓度与离心前溶液蛋白质质量浓度

之比的百分数表示。

114　SDS2PAGE电泳分析

糖基化反应后肌原纤维乳糖蛋白的变化用

SDS2PA GE检测。SDS2PA GE参照文献[ 12 ]的方法

准备 ,浓缩胶和分离胶丙烯酰胺质量分数分别为

5 %和 715 %。样品处理 :将 012 mL 蛋白质溶液加

入到 018 mL 含质量分数 2 % SDS、8 mol/ L 尿素和

20 mmol/ L HCl的混合溶液中 ,并在沸水浴中加热 2

min ;取 25μL 样品进行电泳 ,考马斯亮蓝染色。

2　结果与讨论

211　不同浓度 NaCl 溶液中肌原纤维乳糖蛋白溶

解性的变化

由图 1 (a)可知 ,当乳糖与 Mf 质量比为 1∶1 ,反

应温度为 50 ℃时 ,在 48 h内 ,肌原纤维乳糖蛋白在

011 mol/ L NaCl溶液中的溶解性随着反应时间的延

长而逐渐增高 ,从反应前的 18 %增大到 63 % ;而反

应温度为 55 ℃(图 2 (a) ) ,反应 24 h时 ,其溶解性达

到 89 % ,延长反应时间 ,其变化不明显。此结果表

明 ,当乳糖与 Mf 质量比为 1∶1时 ,温度升高能使肌

原纤维乳糖蛋白在较短时间内达到较高溶解性。这

与文献[ 7 ]中当鲤鱼鱼肉 Mf 与葡萄糖质量比为 1∶

9 ,40 ℃条件下进行糖基化反应 12 h ,在 011 mol/ L

NaCl溶液中鲤鱼肉 Mf 的溶解性从 11 %增大到

63 %的结果相似 ,说明鲢鱼和鲤鱼肉 Mf 的结构相

似 ,通过糖基化反应可以使其在低离子强度溶液中

的溶解性增高 ,但不同的糖基供体使反应后生成的

肌原纤维乳糖蛋白的溶解性有一定差异。

由图 2 (b)～ (d)可见 ,当乳糖与 Mf 的质量比分

别为 2∶1、4∶1、6∶1时 ,反应 6 h内 ,肌原纤维乳糖蛋

白在 011 mol/ L NaCl溶液中的溶解性明显增高 ,但

超过 6 h后 ,其溶解性变化不明显 ;这可能是乳糖比

例增大后 ,能够在较短时间内达到较完全的反应 ,所

以当反应超过 6 h 后 ,反应时间对肌原纤维乳糖蛋

白的溶解性影响不大。由于美拉德反应的化学过程

比较复杂 ,具体反应过程尚存在许多疑点。

由图 1 可知 ,反应温度为 50 ℃时 ,不同乳糖与

Mf质量比生成的肌原纤维乳糖蛋白在 015 mol/ L
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(a) m (乳糖)∶m (Mf) = 1∶1 (b) m (乳糖)∶m (Mf) = 2∶1

(c) m (乳糖)∶m (Mf) = 4∶1 (d) m (乳糖)∶m (Mf) = 6∶1

ρ(NaCl) / (mol/ L) : ● 011　 ○ 015

图 1　50 ℃下糖基化反应后肌原纤维乳糖蛋白的溶解性与反应时间的关系

Fig. 1　Relationship between myofibrillar glycoprotein solubility and its reaction time at 50 ℃

(a) m (乳糖)∶m (Mf) = 1∶1 (b) m (乳糖)∶m (Mf) = 2∶1

(c) m (乳糖)∶m (Mf) = 4∶1 (d) m (乳糖)∶m (Mf) = 6∶1

ρ(NaCl) / (mol/ L) : ● 011　 ○ 015

图 2　55 ℃下糖基化反应后肌原纤维乳糖蛋白的溶解性与反应时间的关系

Fig. 2　Relationship between myofibrillar glycoprotein solubility and its reaction time at 55 ℃

NaCl溶液中均保持较高的溶解性 ,且随着反应时间

的延长其溶解性变化不明显。由图 2 可知 ,反应温

度为 55 ℃时 ,随着反应时间的延长 ,肌原纤维乳糖

蛋白在 015 mol/ L NaCl 溶液中的溶解性要低于在

011 mol/ L NaCl溶液中的溶解性。糖基化反应时 ,

随着乳糖与 Mf 质量比的增大和加热时间的延长 ,

肌原纤维乳糖蛋白的溶解性明显下降 (图 2 (c)和

(d) ) ,这可能是高温下加热时间过长蛋白质发生热

变性而导致的。由此可见 ,在一定的乳糖与 Mf 质

量比和反应条件下 ,糖基化反应可提高鲢鱼肉 Mf

在低离子强度溶液中的溶解性 ,并保持其在高离子

强度溶液中的溶解性。

212　电泳分析结果

图 3 示出糖基化反应后 011 mol/ L NaCl 溶液

中肌原纤维乳糖蛋白的 SDS2PA GE图。可以看出 ,

肌球蛋白重链的泳动速率随着反应时间的延长而变
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得缓慢 ,在乳糖与 Mf 质量比为 1∶1、2∶1、4∶1时 ,肌

球蛋白重链的带宽都随着反应时间的延长而增大。

这可能是由于乳糖主要与 Mf 的亚单元———肌球蛋

白重链相连 ,使肌球蛋白重链的分子质量增大 ,而且

随着反应程度的加深而不断增大 ,从而导致其泳动

速率下降。此现象也在乳糖与 Mf 其他质量比和温

度下反应生成的肌原纤维乳糖蛋白的电泳图中出

现。由此可见 ,乳糖与鲢鱼肉 Mf 在一定的条件下

发生美拉德反应 ,并与 Mf 的肌球蛋白重链通过赖

氨酸残基相连接 ,随着糖基化反应时间的延长 ,Mf

的肌球蛋白重链分子质量逐渐增大。

M为肌球蛋白重链 ; A为肌动蛋白 ; T为原肌球蛋白

图 3　50 ℃下乳糖与 Mf 糖基化反应后肌原纤维乳糖蛋白在 011 mol/ L NaCl溶液中的电泳图谱

Fig. 3　SDS2PA GE patterns of Mf reacted with lactose at 50 ℃(M , Myosin heavy chain ;

A , Actin ; T , Tropomyosin)

3　结　论

乳糖与链鱼肉肌原纤维蛋白发生美拉德反应制

备的肌原纤维乳糖蛋白 ,在低离子强度溶液中的溶

解性比原肌原纤维蛋白明显提高 ,而且在高离子强

度溶液中仍保持较高的溶解性 ;所以通过美拉德反

应改善鱼肉蛋白质在低离子强度溶液中的溶解性是

比较理想的方法。糖基化反应后生成的肌原纤维乳

糖蛋白的乳化特性、热稳定性等功能特性有待进一

步研究。
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