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摘要：研究了不同酸溶条件（鱼肉匀浆液的 pH 值）和高强度超声波（High Intensity Ultrasonic treatment, HIU）对酸溶等电点沉

淀法鲢鱼肉分离蛋白（protein isolate, PI）的提取、蛋白组成以及凝胶特性的影响。数据显示：降低 pH 能显著提高蛋白回收率（由 pH 

4.0 到 3.0，提高了 21.11%），但 pH<3.0 时，进一步降低 pH 对蛋白回收率不再有提高作用；HIU 显著提高了蛋白回收率（pH 3.0 时，

提高了 3.77%）；PI 中以肌原纤维蛋白为主，pH 降低能够显著减少等电点处可溶性中等分子蛋白种类及浓度，而 HIU 对此影响不大。

pH 降低和 HIU 均会增加 PI 凝胶亮度（89.24→94.25）和白度（83.24→88.45）。HIU 显著提高了 PI 凝胶硬度（1531.74→1756.24 g），

降低 pH 能够提高 PI 凝胶硬度（1162.55→1683.41 g），但当 3.0 后，作用不显著。pH 低于 4.0 时，pH 变化和 HIU 对 PI 凝胶弹性无显

著影响（0.792~0.823）。降低 pH 和 HIU 引起 PI 凝胶蒸煮损失率的显著增加（2.05%→4.43%）。结论：极酸 pH（pH<3.0）并不会提

高蛋白回收率，且对 PI 凝胶特性无益。采用 pH 3.0 的酸溶条件并辅以 HIU，能够得到最高的蛋白回收率及最优的 PI 凝胶特性。 
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Abstract: Effects of Gradient acid pH and high intensity ultrasonic treatment (HIU) were combined with isoelectric solubilization/ 

precipitation (ISP) process on the extraction process, protein profile and functionality of the protein isolate (PI) from gutted silver carps without 

head were investigated. The pH reduction significantly raised the protein recovery of PI by 21.11% from pH 4.0 to 3.0, but further decrease did 

not affect any more. HIU could significantly increase the protein recovery by 3.77% at pH 3.0. PIs from all extraction combination methods 

were primarily composed of myofibril protein, and pH reduction significantly decreased the small molecular protein amount and type in 

supernatant of the 2nd centrifugation, but HIU showed little effect on it. The pH reduction or HIU increased the lightness (from 89.24 to 94.25) 

and whiteness (from 83.24 to 88.45) of PI gel. HIU significantly increased the PI gel hardness (from 1531.74 to 1756.24 g). The pH reduction 

from 4.0 to 3.0 elevated the gel hardness (from 1162.55 to 1683.41 g) significantly, but further decrease did not show any effect. The springiness 

of the PI gel decreased when solubilization pH decreased from 4.0 to 3.5, but further decease had no effect on this index (0.792~0.823), and HIU 

did not show any effect on it. The cooking loss of the PI gel increased significantly as solubilization pH decreasing and HIU aiding (from 2.05% 

to 4.43%). Conclusion: over acid pH (pH<3.0) did not increase the protein recovery and improve the gel property. Aided by HIU, highest protein 

recovery and best gel property could be obtained by solubilization of pH 3.0 in ISP process. 
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鲢鱼（Silver Carp，Hypophthal michthys molitrix）

具有抗病能力强，繁殖快等特征[1]，是目前人类饲养

量最大的淡水鱼类。但鲢鱼肉刺多，腥味重，这使其

鲜销受到严重影响，目前多用作鱼糜生产的原料[2]。

由于鱼糜生产工艺繁琐，耗费淡水并产生大量废水，

且浪费可溶性蛋白，因而应用前景不佳[3]。近年来出

现的酸碱溶解/等电点沉淀（Isoelectric solubilization/ 
precipitation，ISP）法，工艺简单，蛋白回收率高，环

境友好，所提取分离蛋白保持了良好的凝胶特性，引

起了国内外水产界的广泛关注[3,4]。Taskaya 等人采用

碱溶 ISP 法获得了纯度达到 95%的鲢鱼肉分离蛋白

（Protein Isolate，PI），并且可将原料中 97%的脂肪分

离[5]。Shi 等人利用碱溶 ISP 法可将鲢鱼原料中的约

55%的蛋白提取回收，并将约 96%的脂肪分离[6]。Fu
等[7]人的研究结果表明，ISP 法鲢鱼肉 PI 保持了良好

的凝胶形成能力，其制备的凝胶硬度和变形度均优于

传统水洗法鱼糜。Paker 等人研究了两种有机酸作为

调酸手段对 ISP 法鲢鱼肉 PI 提取的影响，发现乙酸或

蚁酸乳酸混合酸均能够有效地将蛋白提取回收和将脂

肪分离，并且与鲢鱼原料相比，所得 PI 中的钠元素含

量会有所增加，而钙、磷、锰及铁元素的含量会显著

降低[8]。付湘晋等人研究发现碱溶 ISP 法所得鲢鱼肉

PI 在碱性条件下的水溶性与盐溶特性均优于传统水

洗法鱼糜，而酸溶 ISP 法 PI 的盐溶特性则低于传统水

洗法鱼糜，但其乳化稳定性则优于其它两种蛋白[9]。

孙月娥等人对比了酸溶和碱溶 ISP法鲢鱼肉PI以及传

统水洗法鱼糜蛋白的凝胶功能特性，发现碱溶 ISP 法

PI 具有最优的凝胶功能特性，其次是鱼糜蛋白，酸溶

ISP 法 PI 最差[10]。虽然上述研究都是围绕着 ISP 法 PI
的提取、组成及功能特性进行研究，但多是针对固定

的溶解条件（鱼肉匀浆液的 pH 值）条件进行，忽略

了不同的 pH 对 PI 的提取效率以及功能特性影响。 
高 强 度 超 声 波 （ High Intensity Ultrasonics 

treatment，HIU）是一种的无毒、环保、安全的工程

技术，该技术基于其空化和微射流效应[11]，能够促进

溶液中物质与能量的交换效率。许多研究发现 HIU 能

有效提高食品功能性成分的提取效率[12-15]，但未见

HIU 对 PI 提取影响的相关研究。 
因此，本文以去头去内脏鲢鱼（含骨、刺、皮、

鳞、鳍及尾）作为原料，采用不同 pH 和 HIU 组合的

酸溶 ISP 法提取 PI，对提取参数以及所得 PI 的蛋白组

成、颜色及凝胶特性进行研究，以期为 ISP 法 PI 产业

化提供理论数据支持。 

1  材料与方法 

1.1  原料、试剂与仪器 

去头去内脏鲢鱼，新乡市洪门农贸市场；所有涉

及化学试剂均为分析纯。 
HLQ-8 斩拌机/HFM 型绞肉机，安徽华菱西厨装

备股份有限公司；新芝 JN-IID 超声波细胞破碎机，宁

波新芝生物科技股份有限公司；Neofuge18R 台式高速

冷冻离心机，上海力申科学仪器有限公司；FJ-200 高

速分散均质机，上海标本模型厂；FiveEasy Plus pH 计

/LE438 电极，瑞士 METTLER TOLEDO 公司；

Invitrogen 电泳分离系统，美国 ThermoFisher Scientific
公司；T6 紫外可见分光光度计，北京普析通用仪器有

限责任公司；NH310 色差计，深圳市三恩时科技有限

公司；TA.XTC 质构仪，上海保圣实业发展有限公司。 

1.2  原材料处理 

取新鲜活鲢鱼（2000~2500 g/条）宰杀后，去除

鱼头及内脏并清洗干净，之后利用斩拌机将鱼体斩碎，

得到粒径小于 1 cm 的肉碎。对于肉碎中无法斩碎的脊

柱大骨，手工取出。所得肉碎再通过绞肉机（配备߶3 
mm 孔板）处理成为均匀的肉糜（含普通鱼骨、刺、

皮、鳞、鳍、尾等），再将肉糜分装进小袋，速冻（0.5 
h 内降温至-18 ℃），之后于-18 ℃保存。肉糜样品保

存时间不超过 3 个月。 

1.3  HIU辅助酸溶 ISP法提取 PI步骤 

提取方法参照田金河[16]等人的方法稍作修改。冷

冻肉糜于室温解冻 20 min 后，加入 9 倍体积的 0 ℃去

离子水，均质 120 s（探头߶ 20 mm，转速 20000 r/min）
获得肉糜匀浆液。之后，在聚四氟乙烯搅拌头（߶ 50 
mm）搅拌条件下（200 r/min），向匀浆液中加入 HCl
溶液（2 mol/L，下同），将其 pH 分别调节至 2.0，2.5，
3.0，3.5 或 4.0，之后继续搅拌 5 min。搅拌结束后，

将匀浆液放入超声波细胞破碎机内进行 3 min HIU
（߶18 mm 变幅杆，3/2 s 工作/间歇，频率 20 kHz，振

幅 60%，功率 900 W）。之后将匀浆液在 12000 g 离心

力，4 ℃条件下离心 10 min。离心后将上层脂肪及下

层沉淀（此为一次沉淀）分离，用 NaOH 溶液（2 mol/L，
下同）将处于中间层的酸溶蛋白质溶液 pH 调节至等

电点（pH 5.5），之后将所得到的等电点蛋白质悬浊液

离心，所得沉淀即为 PI。 
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对于不进行 HIU 的提取条件，则在匀浆液 pH 调

节至 2.0，2.5，3.0，3.5 或 4.0 并搅拌 5 min 后，将匀

浆液直接离心 10 min（12000 g，4 ℃）。离心后将上

层脂肪及一次沉淀分离，用 NaOH 溶液（2 mol/L，下

同）将处于中间层的酸溶蛋白质溶液 pH 调节至等电

点（pH 5.5），之后将所得到的等电点蛋白质悬浊液离

心，得到 PI。 
根据不同的酸溶条件以及是否 HIU，将提取条件

分别编为 1~10 号，具体见表 1。整个提取过程中，样

品温度控制在 0~5 ℃，每种样品的提取重复三次。 

1.4  水分含量的测定 

一次沉淀的水分含量和 PI 的水分含量利用烘干

法（GB/T 5497-1985）测定。 

1.5  蛋白含量的测定 

本研究对溶液中蛋白质含量测定均采用Lowry法
[17]，鱼肉肉糜、一次沉淀及 PI 中蛋白含量均采用凯氏

定氮法测定（GB 5009.5-2016）。 
表1 不同的PI提取条件编号及其关键参数 

Table 1 The code and condition variation of the PI extraction 

methods 

条件编号 酸溶条件、是否 HIU 辅助 

1 pH 2.0 无 HIU 

2 pH 2.0+HIU 

3 pH 2.5 无 HIU 

4 pH 2.5+HIU 

5 pH 3.0 无 HIU 

6 pH 3.0+HIU 

7 pH 3.5 无 HIU 

8 pH 3.5+HIU 

9 pH 4.0 无 HIU 
10 pH 4.0+HIU 

1.6  蛋白溶解度的计算 

一次离心后中层溶液的蛋白浓度（mg/mL）与离

心前匀浆液蛋白浓度的比值记为酸溶蛋白溶解度

（%），二次离心后上清液中蛋白浓度与离心前匀浆液

蛋白浓度的比值记为等电点蛋白溶解度（%）。其中，

离心前匀浆液蛋白浓度通过肉糜中蛋白含量及 1.3 中

对应匀浆液体积（200 mL）计算获得。 

1.7  沉淀比计算 

一次离心后，下层沉淀质量（g）与匀浆液体积

（mL）比值计为沉淀比（%，m/V）。 

1.8  蛋白回收率计算 

蛋白回收率通过 PI 中蛋白含量与原料中蛋白含

量之比（%）计算。 

1.9  蛋白组成分析（SDS-PAGE） 

参照 Tian 等[15]人的方法进行 SDS-PAGE 测试，

稍作修改。样品蛋白用尿素缓冲溶液密封过夜震荡溶

解后备用。采用 NuPAGETM 4%~12% Bis-tris 预制梯度

胶板，在 InvitrogenTM Mini Gel Tank 上以 160 V 恒压

模式进行电泳分离。一次沉淀及 PI 样品蛋白电泳上样

量为 15 μg/泳道，二次离心上清液蛋白电泳上样量为

5 μg/泳道，采用 NuPAGETM MOPS（一次沉淀和 PI）
和 MES（二次离心上清液）电泳缓冲液，以 PageRuler 
PlusTM预染蛋白作为标准蛋白。 

1.10  PI 凝胶制备、蒸煮损失率、凝胶硬度及

弹性测定方法 

凝胶制备参考 Zhao 等人[18]的方法稍做修改：PI
提取后，用 NaOH 溶液、NaCl 和 0 ℃去离子水将其

调节为 pH 7.0、蛋白含量 100 mg/mL、NaCl 含量 2%
的蛋白溶液，均质处理后加入到 50 mL 离心管中离心

（500 g，3 min），排出蛋白中气体。排气后，将离心

管于 80 ℃水浴加热 30 min 形成凝胶，冷却后过夜冷

藏平衡。 
制备凝胶前后计算凝胶蒸煮损失率。计算方法：

蛋白加热前称取质量（m1），加热形成凝胶后，以滤

纸吸取表面水份后称取质量（m2）。蒸煮损失率

=[(m1-m2)×100%]/m1。 
凝胶过夜平衡后，切成߶  20 mm，高 1 mm 的圆

柱体，用质构仪 TPA 模式测定样品的硬度和弹性。测

试条件为：P/50（߶ 50 mm 柱形）探头，两次 50%的

压缩，压缩间隔 1 s，测前、测中探头运行速度 1 mm/s，
测后 5 mm/s。以压缩过程中，探头受到的最大阻力为

凝胶硬度（g），以两次压缩样品高度之比作为弹性指

数。每次样品测试 3 次，取平均值。 

1.11  PI凝胶颜色测定 

蛋白凝胶颜色的测定包括 L 值（亮度）、a 值（红

绿色调）、b 值（黄蓝色调）以及白度值（W），使用

色差仪进行测定。测定之前使用标准白板进行校正。

白度值使用下面公式计算： 

2 2 2W 100 (100 )L a b= − − + +  
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1.12  统计分析方法 

每种提取条件重复三次，提取过程中的测试指标

及 PI 相关参数均平行测定三次，取平均值，之后将三

个平均值再次取平均值和标准偏差作为实验结果。利

用 SAS（8.1）软件对数据进行统计分析。采用 Duncan
多线程检测法对不同样品平均值之间的差异进行显著

性方差分析（p<0.05）。 

2  结果与讨论 

2.1  pH及HIU对蛋白溶解度的影响 

由图 1 可知，降低 pH 能够显著提高酸溶蛋白溶

解度（60.82%→75.64%），显著降低等电点蛋白溶解

度（9.28%→4.66%），但当 pH<3.0 时，则无显著影响。

HIU 在不同 pH 条件下均能显著提高酸溶蛋白溶解度

（pH 4.0：60.82%→71.26%，pH 2.5：75.45%→

81.55%），但 HIU 对等电点蛋白溶解度影响不大。Tian
等人[15]的研究表明，在碱性条件下，HIU 也能够有效

促进鱼肉肌原纤维蛋白的溶解。 

 
图1 PI提取过程中的酸溶蛋白溶解度及等电点处（pH=5.5）蛋

白溶解度 

Fig.1 Protein solubility at the solubilization pH and pI in 

different treatment combination 

注：不同大写字母表示组间具有显著性差异（p<0.05）；

不同小写字母表示组间具有显著性差异（p<0.05）。 

根据 Undeland 等人的解释[19]，降低 pH 会使大量

的 H+进入到肌原纤维的各种蛋白之间，引起肌原纤维

蛋白结构溶胀，使蛋白结构变得疏松，并使蛋白单体

或寡聚体脱离原来的肌原纤维原始结构而溶出，与此

同时肌浆蛋白的构象也会展开。本文中的结果也表明，

pH 的降低，更多的肌原纤维蛋白由一次沉淀中溶解出

来，表现为溶解度增加。当 pH 回调至等电点时，不

仅肌原纤维蛋白大部分聚集沉淀，构象展开（变性）

的中等分子量蛋白（肌浆蛋白）也因 pH 的降低而发

生更多聚集沉淀[20]，引起等电点蛋白浓度降低。 

但当 pH 低于 3.0 后，进一步增强溶液酸性对蛋白

溶出影响不显著，可能是由于肌原纤维蛋白与基质蛋

白（如结缔组织中的胶原蛋白和弹性蛋白）仍然有一

定吸附力或纠缠而无法形成肽链单体或寡聚体，也可

能是由于肌节结构本身的稳定因素（如连接蛋白、伴

肌动蛋白对肌节中粗丝及细丝结构的保持）无法完全

消除。在 20 kHz 的频率下，HIU 产生的空化和微射流

的尺度大约在 40~80 nm[21]，这一尺度小于且接近肌球

蛋白的长度（160 nm）[22]，因而其产生的物理剪切作

用有可能导致肌球蛋白与基质蛋白或肌节稳定蛋白发

生分离而溶解。但 HIU 的剪切作用对中等分子量的构

象并不能产生显著影响（球形蛋白尺度小于微射流尺

度），无法促使其更大程度解构（变性），因而对等电

点处蛋白的溶解度没有显著影响。 
Undeland 等[19]人的研究发现，鲱鱼（herring）白

肌匀浆液在 pH 2.7 时蛋白溶解度为 76.00%，而

Kristinsson 等人[23]对鲇鱼（channel catfish）肉的研究

结果则为 88.30%（pH 2.5），二者使用的都是纯鱼肉

（无皮无骨），但前者使用的是经过冷冻（-18 摄氏度）

18 天后的鱼肉，而后者采用的是新鲜鱼肉。本文中的

原料也是冷冻后的原料，但并非纯鱼肉，在经 HIU 辅

助下，溶解度可达 81.55%（pH 2.5），表明 HIU 能够

有效的促进原料中的肌原纤维蛋白的溶解。Marmon
等人[24]的研究结果显示，经过 pH 2.7 的处理，鲱鱼

（herring）肉蛋白溶液在等电点处蛋白溶解度为

9.30%，显著高于本文结果 5.39%（pH 2.5），表明鲢

鱼肉经过酸溶处理后，等电点处残留可溶性蛋白更少，

这一点有利于 PI 的提取及废水处理。 

2.2  pH 及 HIU 对沉淀比及一次沉淀的水分含

量的影响 

由图 2 可知，一次沉淀中水分含量随着 pH 降低

而增大（92.99%→94.99%），而沉淀比则随着 pH 的降

低而减小（18.10%→11.69%），但当 pH<3.0 之后，则

没有显著变化。HIU 使一次沉淀水分含量显著减小

（pH 3.0，94.58%→93.98%），同时沉淀比也显著降低

（pH 3.0，11.69%→7.4%），降幅随着 pH 降低而减小，

其中在 pH 4.0 处降幅最大（18.10%→7.65%）。ISP 法

过程中，减小沉淀比可以增加一次离心蛋白溶液体积，

这对后续蛋白回收率具有提升作用。一次沉淀主要由

鱼皮鱼鳞、鱼骨、细胞膜、结缔组织以及溶胀但未溶

解的肌原纤维构成，其中能够吸附水分的主要物质是

溶胀但尚未解离的肌原纤维[19]。而胶原蛋白在酸性条

件下会有一定程度的吸水溶胀[14]。HIU 显著降低一次
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沉淀的水分含量和沉淀比，可能是由于其促进了沉淀

中肌原纤维蛋白发生溶解，这一结果与 2.1 中的结果

相符，而 pH 降低引起水分含量升高则可能是因为更

强的酸性使胶原蛋白更大程度发生溶胀。Tian 等人[15]

的研究表明，HIU 对罗非鱼肉碱溶 ISP 分离蛋白提取

中沉淀比也有显著的降低作用（最低达到 3.60%），但

其降低效果优于本文（最低仅达到 6.64%），可能是由

于本文所用原料中杂质更多。Taskaya[5]等人的研究中，

以去内脏处理的鲢鱼作为原料，经 pH 2.0 和 3.0 处理

所得到的一次沉淀水分含量分别为94.94%和94.72%，

本文中对应数据分别为 94.99%和 94.58%，这表明在

酸溶条件处理后，一次沉淀中仍含有较多亲水性物质，

可能是胶原蛋白或肌原纤维蛋白。 

 
图2 PI提取过程中的沉淀比及一次沉淀的水分含量 

Fig.2 Sediment ratio and moisture of the sediment after the 1st 

centrifugation in different treatment combination 

注：不同大写字母表示组间具有显著性差异（p<0.05）；

不同小写字母表示组间具有显著性差异（p<0.05）。 

2.3  pH及HIU对PI蛋白回收率及其水分含量

的影响 

图 3 中 PI 水分含量结果显示，不同提取条件所得

PI 的水分含量在 89.49%（pH 2.5）到 92.16%（pH 4.0）
之间，随着 pH 的降低，PI 水分含量逐渐减小，但 pH
低于 2.5 之后，PI 水分含量没有显著变化。Taskaya
等人采用酸溶 ISP 法提取的鲢鱼分离蛋白水分含量为

89.86%和 91.01%（pH 2.0 和 pH 3.0）[5]，而 Chen 等

人从虹鳟鱼副产品所提取的分离蛋白的水分分别为

80.50%和 78.07%（pH 3.0 和 2.5，）[25]，上述结果均表

明，更强的酸性条件处理会使分离蛋白的持水能力下

降。但过于极端的酸性条件不会继续引起 PI 水分下

降。引起这一结果的原因可能在于极端酸性引起蛋白

更大程度的变性，暴露出更多疏水性基团[22]，这些疏

水性基团一方面引起蛋白亲水性区域相对减少，另一

方面，它们引起的蛋白分子间的疏水作用也导致了蛋

白以更为致密的形式聚集。而当蛋白构象展开到一定

程度后，继续增强溶液酸性，构象变化不大，因而等

电点处聚集程度不再有显著变化。另外，PI 水分结果

还表明，HIU 对 PI 水分含量的影响并不显著，可能是

HIU 对蛋白构象影响不大所致。 
图 3 中蛋白回收率的结果显示，pH 降低能够显著

提高 PI 蛋白回收率（pH 4.0 到 pH 3.0，提高了

21.22%），但当 pH<3.0 后则无显著影响，这一点与 2.1，
2.2 的结果相对应。HIU 在各个 pH 条件下均能显著提

高蛋白回收率（pH 4.0 时提高了 10.9%，pH3.0 时提

高了 3.77%）。Álvarez 等[12]人采用酸溶 ISP 法提取马

鲛鱼分离蛋白的蛋白回收率为 49.48%，在不同强度

HIU 作用下，回收率可显著提高至 60.31%~74.66%，

Tian 等人[15]的研究发现，HIU 可将碱溶条件下，罗非

鱼蛋白溶解度由 85.30%提高至 97.00%（pH 10.5）。以

上结果表明，HIU 对不同原料鱼肉匀浆液，在酸性或

碱性条件下均有促进肌原纤维蛋白溶解的作用。根据

2.1 和 2.2 的结果，推断降低 pH 可以提高蛋白回收率

的原因：第一，酸溶蛋白溶解度提高；第二，沉淀比

减小，一次离心蛋白溶液体积增加；第三：等电点蛋

白溶解度减小。而 HIU 能够提高蛋白回收率的原因则

在于上述的第一和第二条。 

 
图3 PI水分含量及蛋白回收率 

Fig.3 Moisture of PI and protein recovery in different 

treatment combination  

注：不同大写字母表示组间具有显著性差异（p<0.05）；

不同小写字母表示组间具有显著性差异（p<0.05）。 

2.4  PI 提取过程中蛋白组分的分配（SDS- 

PAGE） 

参照 Tian 等人[15]的研究结果，观察 SDS-PAGE
结果（图 4）可知，一次沉淀中的蛋白主要包括伴肌

动蛋白、胶原蛋白、肌球蛋白重链以及肌动蛋白，其

中后两种仅占较少部分。Kristinsson 等人对 ISP 法提

取鲇鱼（catfish）分离蛋白的研究中，一次沉淀中的
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蛋白也含有较多的肌球蛋白重链以及肌动蛋白，但伴

肌动蛋白和胶原蛋白含量较少，原因可能在于其所用

原料为无骨鱼排，而本文原料中含有大部分的鱼骨、

鱼皮，这些杂质含较多的胶原蛋白和伴肌动蛋白[23]。 

 
图4 一次沉淀中蛋白组分 

Fig.4 The protein profile in the sediment of the first 

centrifugation 

注：S：蛋白标准样；1~10 泳道号分别为对应的提取条件

编号；♦标示伴肌动蛋白（nebulins，600~900 ku）；★标示胶原

蛋白（collagen）β链、α1 和 α2 链（~250 ku 以及~120 ku），●

标示肌原纤维蛋白重链（myosin heavy chain，MHC，205 ku），

▶标示肌动蛋白（actin，41 ku）。 

对比发现，pH 4.0 条件下，一次沉淀中 MHC 和

actin 的相对比例最高，其次是 pH 3.5，而 pH 3.0、2.5
及 2.0 中 MHC 和 actin 相对比例较低，且它们之间没

有明显差别，这与 2.2 中的结果相一致。HIU 均会使

MHC 和 actin 的比例减小，特别是 pH 4.0 条件下（9
→10 泳道），MHC 比例明显减少，而 pH 2.0 条件下

经 HIU 后（2 号泳道），MHC 和 actin 的比例最小，

充分说明了 HIU 能够有效促进一次沉淀中肌原纤维

蛋白溶解。 
由图 5 可知，PI 中含量最多的是 MHC、actin 以

及原肌球蛋白[26]，这表明，PI 中的主要构成蛋白是肌

原纤维蛋白。在 MHC 下面还有较为明显的重酶解肌

球蛋白[22]，这表明酸溶条件下鲢鱼肉肌球蛋白 MHC
在酸性条件下发生了一定程度的酶解[27]。在不同的提

取条件下，pH 和 HIU 对所得 PI 中蛋白的种类并未产

生显著影响。值得注意的是，位于泳道最顶端的连接

蛋白[28]在没有 HIU 处理时，均有明显的条带出现，而

经过 HIU 后，这一蛋白条带明显发生降解，Tian 等人

在 HIU 辅助碱溶条件下提取罗非鱼蛋白时也发现有

连接蛋白的降解现象，反映出 HIU 的空化及微射流作

用在一定的酸碱条件下对于尺寸较大蛋白均具有物理

降解作用[15]。另外，经过 HIU，胶原蛋白（β链、α1

和 α2 链）在 PI 中比例也有所增加，这表明 HIU 会使

部分胶原蛋白发生溶解，进入到 PI 中，其原因也可能

是由于 HIU 的物理效应导致大分子胶原蛋白链发生

部分降解所致。上述结果表明，经 HIU 后，PI 中连接

蛋白均已发生降解，且含有更多的胶原蛋白，主要成

分是肌原纤维蛋白。 

 
图5 PI中蛋白组分 

Fig.5 The protein profile in PI  

注：S:蛋白标准样；1~10 泳道号分别为对应的提取条件编

号。♦标示连接蛋白（titins，~3 Mu）；★标示胶原蛋白（collagen）

β链、α1 和 α2 链（250 ku 以及~120 ku），●标示肌原纤维蛋白

重链（myosin heavy chain，MHC，205 ku），�标示重酶解肌球

蛋白（Heavy meromyosin，HMM，~170 ku），▶标示肌动蛋白

（actin，41 ku）、原肌球蛋白（tropomyosin）37 ku）。 

 
图6 二次离心上清液（等电点处）中蛋白组分 

Fig.6 The protein profile in supernatant of the 2ed 

centrifugation 

注：S：蛋白标准样；1~10 泳道号分别为对应的提取条件

编号；▶标示分别标示结蛋白（desmin，51 ku）及其他两种未

知蛋白，●标示肌动蛋白（actin，41 ku），�标示 12 ku 的未知

蛋白。 

由图 6 可知，二次离心上清液中所含大分子量

（>51 ku）蛋白非常少，不同处理的区别主要体现在
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中等分子量（30~51 ku）蛋白，其中 pH 4.0 处理（9、
10 号泳道）的二次离心上清液中所含中等分子量蛋白

最多，有三种蛋白在其它提取条件中含量非常少（▶

标示，其中包括 51 ku 的结蛋白，desimin[24]）。actin
在 1~6 号提取方法所得样品中含量非常低，在 7、8
号中则含量较高，在 9、10 号中含量更高。经过 pH 2.0、
2.5 以及 3.0 处理的样品中，所含蛋白主要是小分子量

（~12 ku）蛋白。从上述结果可以看出 pH 是影响这

一指标的主要因素，其原因在于不同强度的 pH 引起

的肌浆蛋白构象展开程度不同，在调节至等电点处引

起的蛋白重新聚集程度不同。HIU 对等电点处可溶性

蛋白种类没有显著影响，可能由于 HIU 的空化和微射

流作用仅能够对较大的尺寸的蛋白解聚产生作用，但

对中等分子量的构象并不能产生显著影响（球形蛋白

尺度较小）。 
由图 6 的结果推断，1~6 号提取方法所得 PI 中应

含有更多的中等分子量蛋白（多为肌浆蛋白

（sarcoplasmic protein））[29]。Kristinsson 等人采用酸

溶 ISP 法提取鲇鱼（catfish）分离蛋白（pH 2.5）以及

罗非鱼（tilapia）分离蛋白（pH 2.2，2.9）后，二次离

心上清液中蛋白主要为小分子量（~14 ku）的蛋白，

未见类似图 6 中 7~8 泳道的中等分子蛋白[23,30]，表明

经过较为缓和的酸性溶解条件（pH 4.0、3.5）下，中

等分子量蛋白变性程度较小，回调至等电点处仍保持

溶解状态。 

2.5  pH及HIU对凝胶特性的影响 

由表 2 可知，pH 越低，所得 PI 凝胶的亮度（89.24
→92.82）和白度越高（83.24→87.02）。HIU 可显著提

高 PI 凝胶的亮度（pH 3.0：91.71→94.25）和白度。

pH 降低对 PI 凝胶硬度有显著提升作用（pH 4.0→2.5：
1162.55→1683.41 g），但 pH 2.5 与 pH 2.0 所得 PI 凝胶

硬度差异不显著。HIU 在不同 pH 条件下均能显著提

高 PI 凝胶硬度（pH 3.0:1531.74→1756.24 g），但在

HIU 作用下，pH 3.0，2.5 及 2.0 所得 PI 凝胶硬度无显

著差异。pH 降低导致 PI 凝胶弹性有所改善（0.746→
0.803），HIU 则对这一参数影响不大。pH 降低会显著

引起蒸煮损失率增大（2.05%→3.96%），同时 HIU 会

导致蒸煮损失率增加，但仅在 pH 3.0 处有显著影响

（2.14%→3.54%）。Chen[25]等人采用 pH 2.5 和 pH 3.0
的 ISP 法从虹鳟鱼（rainbow trout）副产物中提取分离

蛋白并制备蛋白凝胶，所得凝胶亮度（pH 2.5：97.58，
pH 3.0：97.39）和凝胶强度（pH 2.5：5.48 N，pH 3.0：
5.49 N）均无显著差异，而 Davenport[31]等人采用 pH 
2.0，2.5 和 3.0 的 ISP 法提取鲇鱼（channel catfish）分

离蛋白并制备凝胶，所得凝胶破断力（Punch Force）
均为 600~650 g，没有显著差别。综合上述结果可知，

pH 降低能够引起 PI 凝胶特性（颜色及强度）改善，

但是低于一定的值之后，进一步增强酸性条件，并不

能进一步引起凝胶特性的改进。 
降低pH和HIU均会使PI颜色得到改善的原因可

能有两个：一方面，均匀而致密的结构对光具有更好

的反射作用，降低 pH 和 HIU 使 PI 的微观聚集变得更

加均匀和致密，更为致密的结构使水分子不易存在蛋

白聚集体内部，进一步解释了 PI 中蛋白水分含量的降

低；另一方面，更低的 pH 可能会导致肌红蛋白

（myoglobin）的构象展开（变性），在回调至等电点

处后无法恢复至天然构象[20]，丧失与血红素结合能

力，使 PI 颜色更白。 

表2 PI凝胶特性 

Table 2 Gel properties of PI 

提取条件编号及关键点 
PI 凝胶颜色 凝胶特性 

L W 硬度 g 弹性 蒸煮损失率% 

1, pH 2.0 92.82±0.32b 86.33±0.56bc 1651.34±52.22b 0.792±0.026ab 3.96±0.36a 

2, pH 2.0+HIU 93.78±0.37a 87.85±0.25a 1689.46±69.54ab 0.816±0.028a 4.43±0.38a 

3, pH 2.5 92.03±0.28bc 87.02±0.33b 1683.41±32.52ab 0.804±0.017a 3.55±0.42b 

4, pH 2.5+HIU 93.83±0.25a 88.09±0.52a 1713.22±42.45ab 0.817±0.027a 3.58±0.67ab 

5, pH 3.0 91.71±0.52c 86.32±0.52bc 1531.74±32.12c 0.803±0.026a 2.14±0.38c 

6, pH 3.0+HIU 94.25±0.28a 88.45±0.30a 1756.24±43.32a 0.813±0.020a 3.54±0.55b 

7, pH 3.5 90.26±0.43d 83.38±0.39d 1345.63±42.35d 0.802±0.021a 2.01±0.21c 

8, pH 3.5+HIU 92.21±0.19bc 85.96±0.88bc 1422.33±58.57c 0.823±0.019a 2.69±0.36bc 

9, pH 4.0 89.24±0.31e 83.24±0.61d 1162.55±66.45f 0.746±0.023b 2.05±0.35c 

10, pH 4.0+HIU 91.56±0.16c 85.34±0.73c 1277.36±47.52de 0.758±0.031ab 2.23±0.28c 

注：同一列中不同小写字母表示组间显著性差异（p<0.05）。 
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肌原纤维蛋白凝胶形成的过程是以肌球蛋白头部

的疏水基团发生疏水吸附作用起始的[32]，因而蛋白的

表观疏水性增加对蛋白凝胶形成有利。许多研究表明，

极端的酸性条件或者 HIU，均会使肌原纤维蛋白溶液

的表观疏水性增加，因而所得到的分离蛋白中，有更

多的疏水区域[15,33]。本研究中，随着溶解条件的酸性

增加以及HIU的辅助，PI的水份含量显著降低（图 3），
可反映出 PI 的亲水区域相对减少而疏水性区域相对

增加，这解释了 PI 凝胶强度及弹性增强的结果，同时

也说明了蒸煮损失率有所增加的结果，因为疏水性增

加引起蛋白凝胶亲水能力有所减少。Davenport 等人[31]

的研究也发现酸性溶解 pH 的降低会使分离蛋白凝胶

强度有所增加，其原因也归于蛋白表观疏水性的增加。

当 pH 低于 3.0 后，继续降低 pH 所引起的肌原纤维蛋

白构象变化可能不大，因而带来的蛋白表观疏水性变

化不大，引起的 PI 凝胶强度及弹性变化不再显著。�

3  结论 

综上，pH 的降低能够显著增加 PI 蛋白回收率（提

高了 21.11%），改善 PI 颜色（白度值 83.24→87.03），
并且对凝胶特性有显著改善（1162.55→1683.41 g）。
当 pH 低于 2.5 时，继续降低 pH 对蛋白回收率没有提

高作用，且引起凝胶特性的改善也不再显著。HIU 能

够显著提高蛋白回收率（pH 3.0 时可提高 3.77%），改

善 PI 凝胶颜色（pH 3.0：86.32→88.45），且对 PI 凝胶

特性产生改善效果（硬度 pH 3.0：1531.74→1756.24 
g）。不同提取条件所得 PI 中，绝大部分蛋白为肌原纤

维蛋白，但所得 PI 中等分子量蛋白含量会有所不同。

当采用酸溶条件为 pH 3.0 并辅以 HIU 的提取条件时，

所得 PI 具有最高的蛋白回收率和最优的凝胶特性。 
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