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摘要：为了能够更好地揭示大豆蛋白质在肉制品加工中的作用，为肉糜类制品加工提供理论基础，本文将鸡胸脯肉和大豆蛋白

质中的含量最多和最重要的肌球蛋白与 11S 大豆球蛋白分别进行了提取，并利用十二烷基磺酸钠凝胶电泳对蛋白质进行了鉴定；采

用质构仪、低场核磁共振仪、扫描电镜等现代生物技术的方法和手段研究了 11S 大豆球蛋白添加浓度对肌球蛋白凝胶品质特性的影

响，结果表明：所提取的两种蛋白质纯度都达到了 90%以上；低浓度的 11S 大豆球蛋白对肌球蛋白凝胶的保水性有提高作用，较高

浓度的添加显著降低凝胶保水性；11S 大豆球蛋白能对肌球蛋白凝胶强度影响不大；高浓度的 11S 的添加能够使肌球蛋白凝胶形成空

洞直径较大的不均匀的微观结构。综合考虑，4% 11S 的添加量能够获得理想的肌球蛋白凝胶品质。 
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Abstract: In order to reveal more accurately the role of soybean protein in meat processing and to provide the theoretical basis for minced 

meat processing, important proteins such as myosin and 11S globulin (high abundant in meat and soybean proteins) were extracted from chicken 

breast muscle and soybean, respectively , for this study. SDS-PAGE was used to determine the purity of myosin and 11S globulin. The effect of 

11S globulin on the properties of chicken myosin gel was investigated by modern biotechnological methods, including texture analysis, 

low-field NMR, and SEM. The results showed that the purity of the two extracted proteins exceeded 90%. Low concentrations of 11S globulin 

improved the water holding capacity (WHC) of the myosin gel, but at high concentrations, the WHC decreased significantly. 11S globulin had 

little effect on the strength of the myosin gel. Higher concentrations of 11S globulin promoted inhomogeneous microstructures with larger holes 

in the myosin gel. Collectively, the desired quality of the myosin gel was obtained with the 11S globulin content of 4%. 
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肌球蛋白是肌肉中含量最高也是最重要的蛋白

质，约占肌肉总蛋白质的三分之一，占肌原纤维蛋白

的 50～55%，有很好的凝胶能力
[1]
。重组低温肉制品

和肉糜类产品的品质，肌球蛋白质的功能特性，即肌

球蛋白质的凝胶性、保水性、结合性等决定了肉制品

的品质[2]。国内外均有报道证实了肌球蛋白的功能特

性尤其是凝胶特性受很多因素的影响，如盐类[3]、pH

值[4]、离子强度[5]、非肉添加物质[6]、制备条件[7]、加

工条件等[1, 8]等有密切关系。 

长期以来，在肉制品加工中，特别是肉糜类制品 
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中，许多非肉蛋白质成分
[9~10]

（非肉动物蛋白和植物

基蛋白、碳水化合物、胶体类物质、盐类等），尤其是

大豆分离蛋白质，作为增稠剂、胶凝剂、乳化稳定剂、

水分保持剂、粘合剂和填充剂等添加到肉制品中，不

仅具有营养作用，而且能够改善肉制品风味、出品率、

外观、质地等肉制品品质特性[11]。11S 是大豆分离蛋

白中具有凝胶特性的含量最多，最重要的蛋白质，为

了更好地说明大豆分离蛋白在肉制品加工中的作用，

更清楚地说明大豆分离蛋白对肌肉凝胶品质特性的影

响，本研究以 11S 大豆球蛋白和鸡肌球蛋白质混合凝

胶为研究对象，利用十二烷基磺酸钠凝胶电泳

（polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）、扫

描电镜（scanning electron microscope，SEM）、保水性、

质构仪、核磁共振仪（Nuclear Magnetic Resonance，

NMR）等手段和方法，对肌球蛋白质和 11S混合凝胶

的品质特性以及品质特性间的相关性进行分析，讨论
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11S 对肌球蛋白质凝胶品质特性的影响，探讨 11S 在

混合凝胶中的作用，为构建 11S 大豆球蛋白和肌球蛋

白质在凝胶形成中的相互作用机制奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

主要实验原料为 6~8 周的三黄鸡（养殖场圈养）

购于河南省郑州市某批发市场；大豆（郑 0451）购于

河南省农业科学研究院。 

1.2  化学材料 

所使用的主要化学试剂有 KCl、 KH2PO4 、

K2HPO4、EDTA、焦磷酸钠、PIPES（对二氮己环-1,4-

二(2-乙磺酸)、MgCl2、固体(NH4)2SO4、NaHCO3、

CaCl2、Na2CO3、HCl、NaOH、CuSO4·5H2O、酒石酸

钾钠（NaKC4H4O6·4H2O）、牛血清蛋白等均为分析

纯，市售。 

电泳试剂为进口分装产品；电泳用标准蛋白（次

高分子量 9 条带 Marker，14.4~200 kD）为TAPARA

公司的Premixed Protein Marker，货号 DPP530A。 

1.3  实验仪器 

本实验使用的主要仪器有 SIM-F140AY65 制冰

机，日本三洋；Hitachi S-3400N 扫描电子显微镜，日

本日立；TA.XT.PLUS 质构仪，北京微讯超技仪器技

术有限公司；NMR P Q001 分析仪，上海纽迈电子有

限公司；TU-1901 紫外可见分光光度计，北京普析通

用仪器有限公司；ALLLEGRA-64A高速冷冻离心机，

BECKMAN COULTER；DYY-5 稳压稳流电泳仪，北

京市六一仪器厂；DYCZ-24 DN 型电泳槽，北京市六

一仪器厂；EC3 Imaging System，Ultra-Violet Products 

Ltd.等。 

1.4  实验方法 

1.4.1  鸡肌球蛋白的提取 

肌球蛋白的提取方法参考Cao Yingying等人的方

法进行[1]，并进行了修改。详细过程如下： 

将鸡采用刺杀放血法，放血，取下鸡胸脯肉（烫

毛之前），称重，除去可视结缔组织和脂肪，切碎称

重，用绞肉机搅约2~3 min形成肉糜，在肉中加入3倍体

积（V/M，样品重量的）更改的Guba-Straub(GS)溶液（0.3 

mol/LKCl，0.1 mol/L KH2PO4，0.05 mol/L K2HPO4，1 

mmol/L EDTA，4 mmol/L焦磷酸钠，pH 6.5），搅拌提

取10 min，以样品重3倍体积（V/m）的冷蒸馏水（0~4 ℃）

稀释，3000×g离心20 min，取上清，四层纱布过滤；在

滤液中加入6.5倍上清体积的（V/V）的1 mmol/L EDTA

溶液（pH 7.0），静置2 h（或者过夜）。虹吸出溶液

中上清部分，余下部分于4 ℃，10000×g离心10 min，

得到粗蛋白。 

取沉淀溶解在1体积的3 mol/L KCl，轻轻搅拌溶解

（静置2 h或者过夜）。在溶液中加入2.725倍体积（3 

mol/L KCl溶液的体积）的冷蒸馏水，同时加入1 mol/L 

MgCl2和0.1 mol/L焦磷酸钠使其浓度均为5 mmol/L，使

KCl浓度为0.6 mol/L，剧烈搅拌10 min，加入冷却的蒸

馏水，调节离子强度为0.3，pH 6.6左右，10000×g离心

15 min，4 ℃冷冻离心，取上清，调节溶液离子强度为

0.03，静置2 h或者过夜，虹吸出上清部分，再次在4 ℃

条件下，10000×g离心10 min，收集沉淀，重复上述操

作一次。 

取沉淀，加入1倍体积的3 mol/L KCl，25 mmol/L 

PIPES的缓冲液（pH 7.0）溶解，轻轻搅拌，静置2h或

者过夜溶解。在溶液中加入2.725倍体积（PIPES的缓冲

液的体积）的冷蒸馏水，使KCl的浓度为0.6 mol/L，加

入1 mol/L MgCl2和0.1 mol/L焦磷酸钠使其浓度分别为

5 mmol/L，剧烈搅拌10 min；在上清中缓慢加入固体

(NH4)2SO4（2 min内加完，保证硫酸铵的良好分散），

使其饱和浓度达到35%，10000×g离心25 min；取上清；

在上清中缓慢加入固体(NH4)2SO4（2 min内加完），使

其饱和浓度达到48%，继续搅拌10 min。10000×g离心

15 min，取沉淀。在沉淀中加入1体积（沉淀体积）的

0.6 mol/L KCl，20 mmol/L KH2PO4-K2HPO4磷酸盐缓冲

液（PBS，pH 6.5），并以此溶液作为透析液透析24 h，

中间换透析液一次。肌球蛋白溶液于0~4 ℃贮存（至多

一周），备用。所有操作均在0~4 ℃下进行。  

1.4.2  11S 大豆球蛋白的提取 

11S 的提取主要参考 Motohiko Hirotsuka 的方法
[12]，并进行了修改。详细过程如下： 

选用优质大豆，先用粉碎机把大豆粉碎，过 60

目筛，备用。称取一定量的大豆粉，加入 10 倍体积

（10:1，V/m）的石油醚，室温放置 12 h，过滤除去石

油醚，反复以上操作 2~3 次，然后在 40 ℃干燥，得

到脱脂大豆粉。取一定量的脱脂大豆粉，加入 8倍体

积（V/m，豆粉重量）的蒸馏水，用 5 mol/L的 NaOH

调 pH为 8.0，室温搅拌 1 h，然后 3000×g，25 ℃，离

心 10 min，收集上清液。再在沉淀中加入 5倍体积（豆

粉重量）的蒸馏水，继续室温搅拌 30 min，然后

3000×g，25 ℃，离心 10 min，收集所有上清液。 

在上清液中加入无水 Na2SO3，使其最终浓度为 1 

mmol/L，用 7 mol/L的 HCL 调 pH为 6.4，将溶液置
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于 0~2 ℃冰浴处理2 h 或过夜，然后 3000×g，4 ℃，

离心 10 min，沉淀即为 11S。再在沉淀中加入 1倍上

清体积的蒸馏水，加入无水 Na2SO3，使其最终浓度为

1 mmol/L，调 pH为 6.4，将溶液置于 0~2 ℃冰浴处理

2 h或过夜，然后 3000×g，4 ℃，离心10 min，沉淀

即为 11S。 

将沉淀溶解于 6 倍体积（V/m，豆粉重量）的PBS

（0.6 mol/L KCL，20 mmol/L KH2PO4-K2HPO4）溶液

中，3 000×g，25 ℃，离心 10 min 除去不溶解部分，

备用。 

1.4.3  蛋白质浓度测定 

蛋白质的浓度的测定采用双缩脲法
[1]
，标准蛋白

采用牛血清白蛋白进行。 

1.4.4  蛋白质电泳 

采用LAEMMLI
[13]的不连续SDS-PAGE系统及技

术进行，分离胶质量分数为 17%，聚合胶质量分数为

5%，电泳初始电压为 80 V，进入分离胶后调整电压

至 120 V。 

电泳结束后，小心取下分离胶，室温染色过夜，

再在室温下脱色，每隔 3~4 h 换 1次脱色液，至背景

无色，采用凝胶成像分析系统进行分析。 

1.4.5  凝胶的制备 

制备凝胶时，调整蛋白质浓度,为20 mg/mL，pH

为 6.5，离子强度为 0.6，按照蛋白质总浓度添加 11S，

混匀，每组做三个平行。密封后放入水浴锅中加热，

从 25 ℃升温至 65 ℃（加热速度控制在 1 ℃/min），并

在65 ℃下保温20 min取出，室温冷却半小时后在4 ℃

下过夜保存，备以测定凝胶品质特性。 

1.4.6  凝胶保水性测定 

凝胶保水性测定方法参考 Cao Yingying 等人的方

法进行[1]。 

1.4.7  凝胶强度测定 

利用 TA.XT.plus 质构仪测定凝胶强度，单位为 g。 

质构分析参数设定：探头型号（P5mm Dia cylinder 

stainless）；测试模式：compression；测试前探头速度

为 1.00 mm/s；测试时探头速度为 1.00 mm/s；检测后

速度为 1.00 mm/s；目标模式：Distance；触发类型：

Button；打破模式：Off。然后用质构仪自带的软件

Texture Expert English 1.22 中的TPAFRAC.MAC 过程

进行分析，计算凝胶强度。 

1.4.8  凝胶 NMR 自旋-自旋驰豫时间(T2)测定 

NMR 驰豫测量在纽迈台式脉冲 NMR 分析仪 

PQ00l 上进行。测试条件为：质子共振频率为 22.6 

MHz，测量温度为 32 ℃。测定和分析方法参考 Han 

Minyi等人[14]的方法进行。 

1.4.9  凝胶微观结构测定 

凝胶微观结构的测定参考 Cao Yingying 等人[1]的

方法，将制备好的凝胶进行脱水处理，干燥后进行喷

金，于扫描电子显微镜下观察凝胶微观结构。 

1.4.10  实验设计 

采用单因素实验，分别测定了不同 11S添加量对

肌球蛋白质凝胶保水性、凝胶强度、微观结构的影响。 

1.5  数据统计分析 

利用 SPSS19.0 进行方差分析和相关性分析，差异

显著性P＜0.05。 

2  结果与分析 

2.1  蛋白质标准曲线 

按照上述肌球蛋白质浓度测定方法建立的标准曲

线为 y=0.2342x，R
2
=0.9997。提取的肌球蛋白质量浓

度为 20~40 g/L，提取率在1%左右。 

2.2  肌球蛋白和 11S 的鉴定 

图 1 是 11S 大豆球蛋白和肌球蛋白质的

SDS-PAGE 电泳图谱。肌球蛋白相对分子质量为 470 

kD~510 kD
[1]
，由 2 条重链（205 kD）的和 4 条轻链（16、

18、22、30 kD）组成[15]。从图中可以看出，肌球蛋

白各分离良好，肌球蛋白亚基占 93.10%。 

 

图 1 肌球蛋白和 11S 大豆球蛋白 SDS-PAGE 

Fig.1 SDS-PAGE of myosin and 11S globulin 

11S 大豆球蛋白主要由酸性亚基（AS、A1a38000、

A1b38000、A23800、A345000、A438000、A511000）

和碱性亚基(BS，B19000)组成
[27]

。根据 SDS-PAGE实

际实验结果，所得 11S 大豆球蛋白分子量分别为

82.55、49.42、41、34.84、20.21、13.1 kD，其中前两

个条带可能为 7S 的亚基（α68000、α′72000、β52000），

11S 亚基条带占亚基总量的 91.43%。 

2.3  11S 对肌球蛋白凝胶品质的影响 
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图 2 11S 添加浓度对肌球蛋白凝胶保水性的影响 

Fig.2 Effect of 11S concentration on the water holding capacity 

of chicken myosin gel 

 
图 3 11S 添加浓度对鸡肌球蛋白凝胶强度的影响 

Fig.3 Effect of 11S concentration on the strength of chicken 

myosin gel 

图 2 是 11S 添加浓度对肌球蛋白凝胶保水性的影

响。从结果可以看出，11S 的添加浓度对肌球蛋白的

保水性有显著影响。2~4%浓度范围保水性变化不显

著；2%添加量使保水性有所增高，4%添加量又降低

了保水性；6~10%范围内显著降低了肌球蛋白凝胶的

保水性；主要原因可能是 11S大豆球蛋白活性基团和

肌球蛋白活性基团形成交联，在凝胶中形成较大的空

洞，不能够保持住更多的水分；建议后期研究过程中

考虑 4~6%的添加量，有利于形成高保水性的凝胶。 

图 3 是 11S 添加浓度对肌球蛋白凝胶强度的影

响。从结果可以看出，11S 的添加对肌球蛋白凝胶强

度的影响不显著。2~8%添加量范围内，肌球蛋白凝胶

强度有升高趋势；10%添加量又降低了肌球蛋白凝胶

强度；低浓度 11S 的添加有助于形成硬的凝胶，较高

浓度的 11S的添加凝胶则较软；形成这种现象的原因

可能是在高浓度的 11S 凝胶中出现较多、较大而不均

匀的空洞。 

凝胶中的中的水分可以分为不可移动水、可移动

水和自由水，其中可移动水占总水分的 80%。肌肉凝

胶的保水性主要取决于凝胶对不易流动水的保持能

力，韩敏仪等人认为可移动水可以增加凝胶的保水性。

NMR 拟合后得到三种水分，0~10 ms内的为T21（不

可移动水），10~100 ms内的为T22（可移动水），100 

ms 以上的合并为T23（自由水）。表 1 是 11S 添加浓

度对肌球蛋白凝胶弛豫时间的影响。从结果可以看出，

11S 的添加显著降低了不可移动水和自由水的出峰时

间，显著升高了可移动水的出峰时间。 

表 1 11S 添加浓度对肌球蛋白凝胶弛豫时间的影响 

Table 1 Effect of 11S concentration on the relaxation time of 

myosin gel 

11S 浓度/ 

(%,以总蛋白计) 
T21/ms T22/ms T23/ms 

0 2.06±0.13a 34.65±1.79c 1267.40±102.17a 

2 1.54±0.22ab 47.61±2.16a 563.10±48.54c 

4 1.20±0.13b 34.16±2.05c 1072.30±0.00b 

6 1.09±0.25b 36.92±3.71bc 1112.40±40.15ab 

8 1.03±0.60b 43.50±2.48ab 1152.60±46.36ab 

10 0.80±0.08b 32.32±3.21c 1232.80±0.00ab 

如果用P21、P22、P23分别表示不可移动水、可移

动水和自由水的峰面积，即T21 积分峰面积、T22积分

峰面积和 T23积分峰面积，即可获得如表 2 11S 添加浓

度对肌球蛋白凝胶弛豫时间积分峰面积的影响。从结

果中可以看出，11S的添加量在 2~4%范围内，显著升

高了凝胶中不可移动水的峰面积，对于可移动水和自

由水的峰面积没有显著影响，这和保水性变化规律基

本一致；在 6~10%添加范围内，11S 的添加显对可移

动水和自由水峰面积影响不显著，但对于不可移动水

仍然是有显著升高作用。 

表 2 11S 添加浓度对肌球蛋白凝胶弛豫时间积分峰面积的影响 

Table 2 Effect of 11S concentration on the peak area integration 

of myosin gel relaxation time 

11S 浓度/ 

(%,以总蛋白计) 
P21 P22 P23 

0 8.16±0.19c 16.80±1.15 357.67±3.94abc 

2 10.18±0.03c 17.92±2.29 366.03±1.24a 

4 16.25±0.57a 15.72±0.45 365.37±0.77ab 

6 9.03±0.39c 18.83±0.73 349.88±2.85c 

8 14.40±1.11ab 15.51±0.90 354.82±2.58c 

10 13.53±1.41b 16.84±0.92 356.90±3.09bc 

图 4 是 11S 添加浓度对肌球蛋白微观结构的影

响。从图中可以看出，11S的添加改变了肌球蛋白凝

胶的不规则丝状网络结构，使肌球蛋白凝胶丝状结构

更加明显，空洞数量增多；4%添加量以下，不规则空

洞数量增多，大小较均匀；6%以上时，不规则空洞增

大，丝状网络结构有断裂。这种现象可能是导致保水

性显著变化的原因，也是导致高浓度 11S 添加量时凝
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胶强度降低的因素。 

B C

D E F

A 

 

图 4 11S 添加浓度对肌球蛋白微观结构的影响 

Fig.4 Effect of 11S concentration on myosin gel microstructure 

注：A~F 分别为 11S 添加浓度 0、2、4、6、8、10%。 

2.4  混合凝胶品质特性相关性分析 

表 3 是 11S 和鸡肌球蛋白质混合凝胶品质指标间

的皮尔逊相关系数。从结果中可以看出，凝胶的保水

性和不可流动水的积分峰面积呈极显著负相关关系

(相关系数为-0.703)，和可移动水的积分峰面积呈显著

正相关关系(相关系数为 0.592)；混合凝胶的强度和不

可流动水的出峰时间呈极显著正相关关系(相关系数

为 0.691)；可移动水的出峰时间和自由水的出峰时间

呈显著的负相关(相关系数为-0.500)，和可移动水及自

由水的积分峰面积呈显著正相关(相关系数分别为

0.588 和0.552)；自由水的出峰时间和可流动水的积分

峰面积呈极显著的负相关关系(相关系数为-0.696)。本

试验结果充分说明了 11S大豆球蛋白和肌球蛋白混合

凝胶的保水性主要由可移动水决定的，保水性越好，

凝胶强度越低，而三种不同状态的水分间的转移和分

布对凝胶品质有较大的关系。 

表 3 凝胶品质指标间的皮尔逊相关系数 

Table 3 Pearson correlation coefficients among the results of myosin gel properties 

 保水性/% 凝胶强度/g T21/ms T22/ms T23/ms P21 P22 P23 

保水性/% 1 -0.149 -0.219 0.019 -0.425 -0.703** 0.592* 0.428 

凝胶强度/g  1 0.691** 0.326 -0.157 0.214 0.147 -0.128 

T21/ms   1 0.308 0.179 0.294 -0.059 -0.163 

T22/ms    1 -0.500* 0.260 0.588* 0.552* 

T23/ms     1 0.101 -0.696** -0.359 

P21      1 -0.457 -0.005 

P22       1 0.427 

P23        1 

注：**在0.01水平（双侧）上显著相关，*在0.05水平（双侧）上显著相关。 

3  结论 

通过以上研究和分析，11S 大豆球蛋白和肌球蛋

白的提取纯度较高，为后期实验奠定了基础。另外，

本研究也充分证明了 11S的添加能够显著改变肌球蛋

白质凝胶的品质特性，尤其是保水性和凝胶微观结构，

较低浓度的添加量更适于形成理想的凝胶品质，因此，

4%的 11S添加量较适合后期实验的开展。 
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