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摘 　要 　糖基化反应可以改善蛋白质的某些功能特性。为了提高鲢鱼肉蛋白质的功能特性 ,扩大其综合利用率 ,

采用三因素二次正交旋转组合设计 ,研究了用鲢鱼肌原纤维蛋白 (Mf) 通过美拉德反应制备肌原纤维乳糖蛋白时 ,

糖基化反应条件 (温度、反应时间、乳糖与 Mf 质量比)对肌原纤维乳糖蛋白的溶解性、乳化性、热稳定性的影响 ,分

别建立了肌原纤维乳糖蛋白的溶解性、乳化性、热稳定性与糖基化反应条件的定量关系。结果表明 :肌原纤维乳糖

蛋白溶解性的最优反应条件是温度 50 ℃,反应时间 1815 h ,乳糖与 Mf 质量比 115 ;肌原纤维乳糖蛋白乳化活性的

最优反应条件是温度 50 ℃,反应时间 1815 h ,乳糖与 Mf 质量比 2115 ;肌原纤维乳糖蛋白热稳定性的最优反应条件

是温度 55 ℃,反应时间 13 h ,乳糖与 Mf 质量比 115。乳糖与 Mf 通过糖基化反应可以有效改善鲢鱼肉肌原纤维蛋

白的功能特性。
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Improved functional propertie s of silver carp ( Hypophthalmichthys

molitrix) myofibrillar proteins by glyco sylation reaction
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Abstract 　Functional prop erties of proteins can be improved by mailard reaction. In order to improve Myofiibrillar’s

functional prop erties and maximize the efficiency of its us e , Myoffibrillar was conjugated to lactos e by the means of

Mailard reaction. The conditions for prep aring myofibrillar2lactos e with better functional prop erties , using glycosylation

reaction were optimized by RSM as follows : for s olubility , temp erature 50 ℃, reaction time 1815 h , weigh of lactos e to

Mf 115 ; for emulsifying activities , temp erature 50 ℃, reaction time 1815 h , weigh of lactos e to Mf , 2115 ; for heat s ta2
bility , temp erature 55 ℃, reaction time 13 h ,weigh of lactos e to Mf 115. Thes e res ults s uggest that functional prop er2
ties of glycated proteins were effectively improved by Maillard reaction.
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　　鱼肉蛋白质主要由肌原纤维蛋白 ( myofibrillar

protein , Mf)组成 ,Mf 主要分为肌球蛋白 (相对分子

质量为 5 ×105～6 ×105)和肌动蛋白 (相对分子质量

为 412 ×104) 。尽管 Mf 是一种营养较完全的蛋白

质 ,有良好的功能特性如凝胶性、保水性等 ,但其化

学性质和热稳定性则明显不如脊椎动物蛋白 ,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[223 ] 、β2乳球蛋白[425 ] 、牛血清蛋白、鱼

精蛋白、酪蛋白、酶[6 ]等蛋白质经美拉德等化学反

应合成的糖蛋白的研究表明 ,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

性上都有不同程度的提高。

通过糖基化反应改善鱼肉 Mf 功能特性也有报

道。以葡萄糖为糖基供体与鲤鱼的 Mf 进行糖基化
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反应 ,生成的肌原纤维葡萄糖蛋白在 011 mol/ L 和

015 mol/ L NaCl 溶液中有较高的溶解性 ,而且 Mf

的乳化性也比糖基化反应前有较大提高[728 ] 。将葡

聚糖通过美拉德反应引入鲤鱼肉的 Mf ,结果表明 ,

在 50 ℃反应 6 h 条件下制备的肌原纤维葡聚糖蛋

白的溶解性变化不大 ,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 Mf 的功能特性进行改善 ,

结果表明 ,肌原纤维海藻多糖蛋白在低离子强度溶

液 (NaCl0116 mol/ L 溶液) 中溶解性有很大提高 ,而

且其溶解性随着反应时间的延长逐渐提高[10 ] 。由

此可见 ,糖基化反应可有效改善鲤鱼 Mf 的某些功

能特性。

尽管国外对鲤鱼 Mf 糖基化后的功能特性进行

了较多研究 ,但对鲢鱼鱼肉 Mf 的糖基化反应却未

见报道。鲢鱼是我国淡水鱼的主要品种之一 ,产量

较大 ,但肉质较差。为了提高鲢鱼鱼肉的综合利用 ,

本研究将乳糖引入鲢鱼鱼肉 Mf 并对其糖基化反应

条件进行优化 ,为通过糖基化反应提高鲢鱼鱼肉功

能性质提供理论依据。

1 　试验材料与方法

111 　鲢鱼肌原纤维蛋白( Mf)的提取

鲢鱼 ,购于北京市健翔桥农贸市场 ,低温下将活

鱼运到实验室。其体长 ( 4214 ±213 ) cm , 体重

(1 20016 ±3016) g。将鲢鱼去头、鳞、内脏、皮 ,采其

白肉 ,参照 Saeki[7 ]法进行 ,用刀将鲢鱼的白色肌肉

切碎 ,在 3 倍于鱼肉体积的 50 mmol/ LNaCl、015 %

(质量分数 ,下同) Triton X2100 溶液中漂洗 10 min ,

倾去悬浮物。漂洗后的碎肉浸在 8 倍于鱼肉体积的

50 mmol/ LNaCl、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 ,然后 8 000 r/ min 冷冻离心 10 min ,

取沉淀物 ,再经 50 mmol/ L 的 NaCl 溶液漂洗并离

心 ,反复漂洗离心 4 次 ,即获得较纯的 Mf 。所有的

操作均在 8 ℃以下进行。

112 　肌原纤维乳糖蛋白的制备

采用三因素二次正交旋转组合设计如表 1 , X1

代表反应温度 , X2 代表反应时间 , X3 代表乳糖与

Mf 的质量比。将 Mf 溶解在 50 mmol/ L 的 NaCl 溶

液中 ,使其最终质量浓度为 6 mg/ mL ,加入乳糖 ,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糖基化反应 ,相对湿度保持在

65 % ,反应温度和反应时间见表 1 ,制备肌原纤维乳

糖蛋白。数据统计分析采用 SAS 软件 ( SAS 软件公

司 ,910 版) 。

表 1 　肌原纤维乳糖蛋白制备因素水平编码表

Table 1 　Coded and uncoded settings of the process parameters
for reaction conditions according to RSM

编码值

实 际 值

反应温度

( X1) / ℃

反应时间

( X2) / h

乳糖与 Mf

质量比 ( X3)

1. 682 5510 2410 2. 800

1 50. 9 19. 5 2. 273

0 4510 1310 1. 500

- 1 39. 1 6. 5 0. 727

- 1. 682 3510 210 0. 200

113 　肌原纤维乳糖蛋白溶解性的测定

蛋白质含量用双缩脲法测定[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 mol/ L NaCl 溶液中 ,使蛋白质最终

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 ℃下在相应质量浓度的

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 g

离心 30 min。Mf 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百分比表示。

114 　肌原纤维乳糖蛋白热稳定性的测定

参照 Fujiwara K等的方法[9 ] ,取反应后糖蛋白

粉末溶解在 015 mol/ L NaCl 溶液中 ,用 40 mmol/

L Tris 缓冲液和 1 mol/ L HCl 将蛋白溶液 p H 调整到

715 ,4 ℃透析 16 h ,4 ℃15 000 g 离心 30 min。取上

清液63 ℃水浴加热 015 h。将经过加热处理的蛋白

质溶液放在冰水中冷却 ,4 ℃15 000 g 离心 30 min ,

测定上清液中蛋白质含量 ,肌原纤维乳糖蛋白的热

稳定性用热处理后与热处理前上清液中蛋白质质量

浓度的百分比表示。

115 　肌原纤维乳糖蛋白乳化活性的测定

乳化特性是食品蛋白质的重要特性。糖基化前

后 Mf 的乳化活性变化 , 参照 Pearce 和 Kinsella

法[12 ] ,通过以下方法测得。蛋白质溶解在含有 40

mmol/ L Tris2HCl 的 015 mol/ L NaCl (p H715) 溶液

中 ,取 211 mL 蛋白质溶液 (110 mg/ mL) 与 017 mL

玉米油放入直径 1015 mm 的试管中 ,在冰水中进行

乳化 ,13 500 r/ min ,1 min ,在试管底部取 0115 mL
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乳状液 ,用 25 ℃的 011 %SDS 溶液 2185 mL 稀释。

1 min后在 500 nm 下测定稀释液的吸光值 (乳化活

性用在 500 nm 下的吸光值 A 500表示) 。

2 　结果与讨论

不同温度、反应时间、乳糖与 Mf 功能特性 ( Y1

代表乳化活性 , Y2 代表热稳定性) 的影响见表 2 ,回

归分析见表 3。

211 　溶解性

图 1 (a)示出乳糖与 Mf 质量比为 115 时 ,温度2
反应时间对 Mf 溶解性的影响。在一定的温度范围

内 ,Mf 的溶解性随着反应时间的延长几乎呈线性增

表 2 　三因素二次正交旋转组合设计试验结果

Table 2 　Response of dependent variables to the functional properties of myofibrillar protein

序号
反应温度

( X1) / ℃

反应时间

( X2) / h

乳糖与 Mf

质量比 ( X3)

溶解性

( Y1) / %

乳化活性

( Y2)

热稳定性

( Y3) / %

1 39. 1 6. 5 0. 7 40. 6 1. 618 54. 1

2 39. 1 6. 5 2. 3 45. 1 1. 778 60. 2

3 39. 1 19. 5 0. 7 45. 3 1. 834 64. 1

4 39. 1 19. 5 2. 3 44. 3 1. 865 68. 2

5 50. 9 6. 5 0. 7 47. 6 1. 885 67. 3

6 50. 9 6. 5 2. 3 48. 5 1. 989 69. 1

7 50. 9 19. 5 0. 7 55. 6 1. 999 72. 2

8 50. 9 19. 5 2. 3 58. 5 2. 071 74. 2

9 35. 0 13. 0 1. 5 46. 9 1. 732 56. 3

10 55. 0 13. 0 1. 5 55. 9 2. 006 77. 0

11 45. 0 2. 0 1. 5 38. 5 1. 825 63. 3

12 45. 0 24. 0 1. 5 51. 9 2. 025 69. 1

13 45. 0 13. 0 0. 2 44. 1 1. 822 64. 4

14 45. 0 13. 0 2. 8 45. 7 1. 988 72. 2

15 45. 0 13. 0 1. 5 61. 6 1. 977 70. 1

16 45. 0 13. 0 1. 5 61. 2 1. 982 73. 0

17 45. 0 13. 0 1. 5 61. 1 1. 989 69. 9

18 45. 0 13. 0 1. 5 62. 9 1. 960 69. 8

19 45. 0 13. 0 1. 5 62. 5 1. 975 70. 1

20 45. 0 13. 0 1. 5 61. 2 1. 963 70. 0

21 45. 0 13. 0 1. 5 62. 0 1. 971 69. 9

22 45. 0 13. 0 1. 5 62. 8 1. 985 70. 2

23 45. 0 13. 0 1. 5 61. 5 1. 973 70. 1

　　注 :溶解性以其上清液的蛋白质质量浓度与离心前溶液的蛋白质质量浓度的百分比表示 ;乳化活性以 500 nm 下吸光值表示 ;热稳定

性以热处理 (63 ℃,015 h)后的上清液中蛋白质质量浓度与热处理前上清液中蛋白质质量浓度的百分比表示。下同。

大趋势 ,但当温度超过 50 ℃后 ,其溶解性随着反应

时间的延长逐渐降低。温度与反应时间的交互作用

对 Mf 溶解性影响极显著。图 1 ( b) 示出反应时间

13 h 时 ,温度2乳糖与 Mf 质量比对 Mf 溶解性的影

响。当温度一定时 ,Mf 溶解性呈先增大后减小的趋

势 ;乳糖与 Mf 质量比一定时 ,其溶解性随温度变化

也呈先增大后减小趋势、在试验范围内 ,适当的温度

2乳糖与 Mf 质量比使溶解性出现峰值。两者的交互

作用对 Mf 溶解性的影响不显著。图 1 (c) 示出反应

温度 45 ℃时 ,反应时间2乳糖与 Mf 质量比对 Mf 溶

解性的影响。反应时间一定时 ,Mf 溶解性随着乳糖

与 Mf 质量比的增大而逐渐增大 ;乳糖与 Mf 质量比

115 时 ,溶解性出现最大值。反应时间与乳糖与 Mf

质量比的交互作用对 Mf 溶解性的影响不显著。由
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试验结果可知 ,通过糖基化反应改善鲢鱼肉 Mf ,温

度和反应时间对 Mf 溶解性的影响比乳糖与 Mf 质

量比对 Mf 的影响大 ;因此在操作的过程中要注意

对温度和反应时间的控制。

表 3 　二次正交旋转组合设计回归系数的分析

Table 3 　Regression coefficients and analysis of variance of the
second order polynomials for two response variables

回归系数
溶解性

( Y1) / %

乳化活性

( Y2)

热稳定性

( Y3) / %

常数相

b0 - 180. 530 　 - 1. 790 0 　 - 98. 47 　

线性系数

b1 8. 43033 0. 120 033 5. 1533

b2 1. 93033 0. 040 033 2. 6233

b3 29. 830 0. 270 033 15. 3133

二次相系数

b11 - 0. 09033 - 0. 001 033 - 0. 0433

b22 - 0. 13033 - 0. 000 533 - 0. 0433

b33 - 9. 36033 - 0. 050 033 - 1. 44 3

因素间互作系数

b12 0. 05033 - 0. 000 3 - 0. 03

b13 0. 008 - 0. 000 4 - 0. 17

b23 - 0. 090 - 0. 004 0 3 - 0. 04

R2 0. 98 0. 98 0. 95

　　注 : 3 表示差异显著 ( P < 0105) ,33表示差异极显著 ( P < 0101) 。

各相应值与各因素的回归方程为 :

Y = b0 + ∑
3

i = 1
biX i + ∑

3

i = 1
biiX

2
i + ∑

3

i < j

biiX iX i

212 　乳化活性

乳糖与 Mf 质量比为 115 时 ,温度2反应时间对

Mf 乳化活性的影响见图 1 (d) 。当温度较高时 ,Mf2
lactose 的乳化活性随着反应时间的增大而逐渐增

大 ,但当反应时间达到一定值后 ,又随温度的增高而

略有下降 ,但仍保持在较高水平。当反应时间较短

时 ,Mf2lactose 的乳化活性随着温度的增高而逐渐增

大 ;反应时间较长时 ,Mf2lactose 的乳化活性随着反

应温度的增大而逐渐增大 ,当反应时间增大到一定

值后 ,又略有降低。当二者的编码值水平都在 0184

附近时 ,乳化活性处于最大值。图 1 (e) 示出反应时

间 13 h 时 ,温度2乳糖与 Mf 质量比对 Mf 乳化活性

的影响。当温度一定时 ,随着乳糖与 Mf 质量比的

增大 ,Mf 乳化活性逐渐增大 ;但温度达到一定值时 ,

随着乳糖与 Mf 质量比的增大 ,其乳化活性有下降

趋势 ,但最终保持较高水平 ,即当温度达到较高值

时 ,乳糖与 Mf 质量比对 Mf 乳化活性的影响较小。

当乳糖与 Mf 质量比一定时 ,随着反应时间的延长 ,

Mf 乳化活性逐渐增大 ;同样 ,当乳糖与 Mf 质量比

达到一定值时 ,Mf 乳化活性达到最高值后 ,又随着

反应时间的延长而有些许降低。图 1 (f ) 为温度 45

℃时 ,反应时间2乳糖与 Mf 质量比对 Mf 乳化活性

的影响。当反应时间较短时 ,乳糖与 Mf 质量比几

乎与 Mf 乳化活性呈线性增大 ,但当反应时间较长

时 ,乳糖与 Mf 质量比 Mf 对乳化活性的影响不明

显 ,始终保持较高水平。当乳糖与 Mf 质量比一定

时 ,Mf 乳化活性随着反应时间的延长而增大 ,但当

乳糖与 Mf 质量比超过 2115 时 ,其乳化活性基本维

持较高水平 ,反应时间对其影响不大。这 3 个因素

的交互作用中 ,反应时间2乳糖与 Mf 质量比的交互

作用对 Mf 乳化活性的影响显著 ,其他交互作用对

其影响均不显著。

213 　热稳定性

由图 1 (g) 温度2反应时间对 Mf 热稳定性的影

响可知 ,乳糖与 Mf 质量比为 115 时 ,当温度一定

时 ,Mf 的热稳定性随着反应时间的延长而增大 ,但

当温度超过 45 ℃后 ,随着时间的延长 ,其热稳定性

又呈下降趋势 ,但趋势不明显。当反应时间一定时 ,

Mf 的热稳定性随着温度的升高几乎呈线性增大趋

势。由图 1 (h)温度2乳糖与 Mf 质量比对 Mf 热稳定

性的影响可知 ,反应时间为 13 h 时 ,当温度一定时 ,

Mf 的热稳定性随着乳糖与 Mf 质量比的增大而逐

渐增大 ,但是在乳糖与 Mf 质量比为大于 115 以后 ,

出现微小下降趋势。当乳糖与 Mf 质量比一定时 ,

Mf 的热稳定性随着温度的升高而逐渐增大 ,并在

55 ℃时出现最大值。图 1 (i) 为当温度为 45 ℃时 ,

反应时间2乳糖与 Mf 质量比对 Mf 热稳定性的影

响。当反应时间一定时 ,Mf 的热稳定性随着乳糖与

Mf 质量比的增大而逐渐增大 ,并在乳糖与 Mf 质量

比为 115 处出现最大值 ,当其大于 115 时 ,Mf 的热

稳定性没有明显变化 ,仍保持较高的水平。当乳糖

与 Mf 质量比一定时 ,随着反应时间的延长 ,Mf 的

热稳定性逐渐增大 ,并在 13 h 处出现最大值 ,随后

略有下降 ,但仍保持较高水平。这 3 个因素中 ,两两

的交互作用对 Mf 热稳定性的影响均不显著。未糖

基化的 Mf 热稳定性很低 ,经过 63 ℃015 h 加热后 ,
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仅 12 % ,而糖基化反应后的肌原纤维乳糖蛋白经过

热处理后 ,热稳定性可达到 75 %。由此可见 ,糖基

化反应可以有效改善 Mf 的热稳定性。

X 1 :温度/ ℃, X 2 :时间/ h , X 3 :乳糖与 Mf 的质量比 , Y 1 :溶解性/ % , Y 2 :乳化活性 , Y 3 :热稳定性/ %

图 1 　反应条件对 Mf 功能特性的影响
Fig. 1 　Effects of temperature , reaction time and weight ratio of lactose to

Mf on functional properties of Mf
　

3 　结 　论

1)乳糖与 Mf 通过糖基化反应可以有效改善鲢

鱼肉肌原纤维蛋白的功能特性。

2)改善 Mf 溶解性的最优条件是温度 50 ℃,反

应时间 1815 h ,乳糖与 Mf 质量比 115 ,预测此条件

下 Mf 溶解性为 6217 %。

3)改善 Mf 乳化活性的最优条件是温度 50 ℃,

反应时间 1815 h ,乳糖与 Mf 质量比 2115 ,预测此条

件下 Mf 乳化活性为 21059。

4)改善 Mf 热稳定性的最优条件是温度 55 ℃,

反应时间 13 h ,乳糖与 Mf 质量比 115 ,预测此条件

下 Mf 热稳定性为 75 %。

5)不同的功能特性需要的反应条件不同 ,希望

在以后的研究过程中可以找出制备具有各个特性最

佳值的肌原纤维乳糖蛋白的最优反应条件。
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