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添加不同分子量酶解魔芋葡甘聚糖的冻藏肌原纤维

蛋白氧化和结构特性变化

郭兵兵1,2，胡澳1,2，阙凤2，吴文锦2，熊光权2，石柳2，陈胜2，郭晓嘉2，汪超1，汪兰2，李玮1*

（1.湖北工业大学生物工程与食品学院，湖北武汉 430068）

（2.农业农村部农产品冷链物流技术重点实验室，湖北省农业科学院农产品加工与核农技术研究所，湖北省

农业科技创新中心农产品加工研究分中心，湖北武汉 430064）

摘要：该研究比较了添加三种分子量分别为 149.03、118.75 和 36.48 ku 的魔芋葡甘聚糖酶解产物 EK1、EK2 和

EK3 对草鱼肌原纤维蛋白在 -18 ℃冻藏过程中物理、化学和结构特性的变化，通过盐溶性蛋白含量、Ca2+-ATPase 活性、

总巯基、表面疏水性、粒径、Zeta 电位、SDS-PAGE、紫外和荧光光谱分析其变化特征。研究结果表明，与空白对照

组、商业抗冻剂、EK1 和 EK2 相比，冻藏 20 d，EK3 组的盐溶性蛋白浓度和总巯基含量最大，分别为 1.51 mg/mL 和

19.76×10-5 mol/g。与此同时，冻藏 30 d，EK3 组的 Ca2+-ATPase 活性含量最大，且表面疏水性和 Zeta 电位最小，分

别为 1.31 μmol Pi/ （mg prot·h）、8 689.07 和 -13.35 mV。冻藏 30 d，SDS-PAGE 结果表明 EK3 组的肌球蛋白和肌动蛋

白降解程度最小，有利于抑制肌原纤维蛋白的氧化。冻藏 30 d，紫外和荧光光谱结果表明 EK3 组的色氨酸和酪氨酸

残基的暴露程度减小，有利于维持蛋白空间结构稳定性。因此，该实验添加小分子量的魔芋葡甘聚糖酶解产物 EK3

（36.48 ku）对肌原纤维蛋白冷冻保护作用最佳，这为水产品冷冻过程中使用小分子多糖作为抗冻剂提供了理论支持。
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Abstract: Changes in the physical, chemical, and structural properties of myofibrillar protein of grass carp caused by 

adding konjac glucomannan enzymatic products EK1, EK2 and EK3 with molecular weights of 149.03, 118.75 and 36.48 ku, 

respectively, during the frozen storage at –18 ℃ , were compared. The samples were analyzed for salt-soluble protein content, 

Ca2+-ATPase activity, total sulfhydryl groups, surface hydrophobicity, particle size, Zeta potential, SDS-PAGE, and UV and 

fluorescence spectra. The results manifested that the salt-soluble protein content and total sulfhydryl content in the EK3 group 

were at maximum at 1.51 mg/mL and 19.76×10-5 mol/g, respectively, after 20 d of freezing, compared with the blank 

control, commercial antifreeze, EK1, and EK2. At same time, the Ca2+-ATPase activity, in the EK3, were at maximum 

at 1.31 μmol Pi/(mg prot·h), while the Zeta potential were at minimum at 8 689.07 and –13.35 mV, respectively, after 30 d of freezing. 

After 30 d of freezing, the SDS-PAGE results showed that the EK3 group had the least degradation of myosin and actin, which inhibited 

the oxidation of myogenic fibronectin. Furthermore, the exposure of tryptophan and tyrosine residues was reduced in the EK3 group, 

which indicated that the stability of the protein spatial structure was maintained. Therefore, it was concluded that the addition of small 

molecular weight konjac glucomannan enzymatic digestion product EK3 (36.48 ku) had the best cryoprotective effect on myofibrillar 

protein in this experiment, which supports the use of small molecule polysaccharides as antifreeze agents for aquatic products.

Key words: konjac glucomannan enzymatic digestion product; myofibrillar protein; frozen storage; protein properties; 

small molecular weight

草鱼（Ctenopharyngodon idella）是我国著名的

淡水食用鱼之一，其产量在全国各地都有所增长，

经加工后获得的鱼糜制品受到广大消费者的青睐。

相比于白鲢鱼糜，草鱼鱼糜凝胶强度更高，品质更

好，因此，草鱼常用来制备高档鱼糜制品 [1] 。鱼糜

是肌原纤维蛋白的湿浓缩物，其较高的营养价值和

令人愉悦的口感受到公众的广泛欢迎 [2] 。鱼糜在冻

藏过程中，因蛋白聚集变性，蛋白质的功能特性，

如持水性和蛋白溶解度，受到了显著的影响，从而

导致凝胶能力下降，鱼糜品质劣化 [3] 。通常添加蔗糖、

多聚磷酸盐和山梨糖醇等商业抗冻剂来延缓肌原纤

维蛋白的变性，从而提高鱼糜的贮藏品质 [5] 。据报道，

魔芋葡甘聚糖（Konjac Glucomannan，KGM）在降

低鱼糜产品的甜味效果上优于商业抗冻剂 [6] ，KGM
是魔芋块茎中提取的水溶性非离子多糖，并含有丰

富的基团与肌原纤维蛋白相互交联，如羟基、葡萄

糖和甘露糖残基，有效防止水分渗出，从而形成良

的肌原纤维蛋白凝胶网络 [2] 。KGM 不能被人体上

消化道的消化酶水解，因此被认为是一种无热量的

不可消化膳食纤维，并且在减轻体重和改变碳水化

合物代谢方面发挥了重要作用 [7] 。而 KGM 分子量

的大小会影响肌原纤维蛋白的理化和结构特性，进

而影响肌原纤维蛋白的功能特性 [9] 。贾娜丽等 [11] 研

究发现，特定分子量的 KGM 在特定 pH 值环境中

形成的内部结构数量和凝胶能力不同。王玉良 [12] 研

究发现，中等分子量的 KGM 对鱼糜凝胶强度、白

度、持水力有显著的提高，且小分子量 KGM 有利

于填充在蛋白的间隙，使得凝胶强度一定程度上有

所增高。另外，汪兰等 [13] 研究发现，添加 KGM 酶

解产物能够维持草鱼肌原纤维蛋白二级结构的稳

定性。因此，研究不同分子量魔芋葡甘聚糖酶解产

物（Enzymatic Hydrolysis of Konjac Glucomannan，
EK）对肌原纤维蛋白的冷冻保护效果具有十分重要

的意义。

本研究通过比较不同分子量 EK 和商业抗冻剂

（4% 蔗糖＋ 4% 山梨糖醇）对冻藏过程中草鱼肌原

纤维蛋白的盐溶性蛋白含量、Ca2+-ATPase 活性、总

巯基、表面疏水性、粒径及 Zeta 电位、SDS-PAGE、
紫外和荧光光谱的分析，探讨其对蛋白的冷冻保护

作用，并进一步阐明 EK 的冷冻保护机理。有助于

EK 在食品加工中的应用，进而发挥 KGM 在鱼糜冷

冻贮藏中的作用，为 KGM 的工业应用提供了理论

指导。

1  材料与方法

1.1 原料

新鲜草鱼（Ctenopharyngodon idella），重约 3 kg，
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购于湖北省武汉市白沙洲水产市场；魔芋葡甘聚糖购

自湖北康盛魔芋有限公司；β- 葡聚糖酶（50 000 U/g）
购自上海源叶生物有限公司；且所有试剂均为分析纯。

1.2 仪器

PL 2002 电子天平，梅特勒托利多仪器（上海）

有限公司；L5S 紫外可见分光光度仪，上海仪电分

析仪器有限公司；IKA 均质机，广州东南科创科技

有限公司；GL-21M 高速冷冻离心机，湖南湘仪实

验室仪器开发有限公司；Nano ZS+MPT-2 纳米粒度

及电位分析仪，英国马尔文仪器有限公司；UV-UH 
500 紫外分光光度计，日本日立公司；VERTEX 70
傅里叶变换红外光谱仪，德国 Bruker Optice 公司；

GPC-MALLS 凝胶渗透色谱 - 多角激光光散射仪，

美国怀雅特技术公司。

1.3 方法

1.3.1 β-葡聚糖酶降解KGM产物的制备及分子量

的测定

将 5 g 魔芋精粉与 80 倍的蒸馏水拌匀，然后将

1 mol/L 的盐酸溶液添加到溶液中，以确保 pH 值达

到 5.5。然后在 50 ℃的恒温水浴中加热，并向其加

入质量分数为 0.06% 的 β- 葡聚糖酶，降解时间为 90
和 150 min 的分别标记为 EK1、EK2 ；加入质量分数

为 0.3% 的 β- 葡聚糖酶，降解时间为 120 min 的标

记为 EK3。沸水浴灭酶活，使用 1 mol/L 的 NaOH
溶液酸碱中和处理后冷冻干燥备用。最后，使用 GPC-
MALLS 进行分子量分析，在此过程中，在 0.1 mol/L 
NaNO3 中，以 0.4 mL/min 的流速进行混合，以达

到最佳的混合效果，温度为 25 ℃。分析结果表明：

EK1、EK2 和 EK3 的分子量分别为 149.03、118.75
和 36.48 ku。

1.3.2 草鱼鱼糜的制备

参考阙凤等 [14] 的方法略作改动，从新鲜草鱼

的背部取出白肉，将其绞碎，然后用 5 倍体积的预

冷水进行两次漂洗，接着，再用质量分数为 1.5% 
NaCl 溶液一次漂洗，最后，将鱼肉碎末经过 4 层

300 目纱布过滤，并经过 2 次脱水处理，以获得最

佳的口感和营养价值，以制备鱼糜。真空包装后置

于 4 ℃冰箱中冷藏，备用。本试验所有工序均保持

在低温环境操作（10 ℃以下）。

1.3.3 草鱼肌原纤维蛋白的提取

参考 Xiong 等 [15]  的方法，取 200 g 鱼糜与预

冷的 20 mmol Tris- 马来酸缓冲液（含 0.05 mol/L 
NaCl，pH 值为 7.0）10 倍体积混合，混合后高速

均质（6 000 r/min，60 s），随后匀浆液用纱布过滤，

将所得沉淀与相同处理条件的 20 mmol/L Tris- 马来

酸缓冲液（含 0.6 mol/L NaCl，pH 值为 7.0）5 倍体

积混合，在 6 000 r/min 下均质 1 min。将匀浆液静置

1 h（温度于 4 ℃），然后低温在 10 000 r/min、4 ℃下

离心 15 min，所得上清液即为试验用肌原纤维蛋白

溶液。将其浓度调整至 2.4 mg/mL，分别与不同分

子量 KGM 酶解产物和商业抗冻剂（4% 山梨糖醇

+4% 蔗糖）混合，得到 2 mg/mL 的蛋白溶液体系，

混合溶液分别标记为 EK1、EK2、EK3 和 S。以未

添加 KGM 酶解产物和业抗冻剂的肌原纤维蛋白为

对照组（C）。肌原纤维蛋白混合溶液在 -18 ℃下保

存 30 d。

1.3.4 盐溶性蛋白浓度的测定

参考李志江 [16] 的方法，在 20 mmol/L Tris-HCl
缓冲液中，将肌原纤维蛋白溶液稀释到 0.2 mg/mL，
然后从每个样品中取出 1 mL，与 5 mL 的考马斯亮

蓝 G-250 溶液进行完全混合，接着在 595 nm 波长

下进行比色，通过对蛋白质的吸光度进行精确测量，

并结合相应的标准曲线，可以精确地估算其含量。

对于每一份样本，都进行了 3 次测量。

1.3.5 Ca2+-ATPase的测定

采用南京建成生物公司的超微量ATP酶（Ca2+）

测试盒，通过测定酶解 ATP 产生的无机磷含量来确

定 ATP 活力的高低。

1.3.6 总巯基的测定

参考石钢鹏等 [17] 的方法，取 0.5 mL 蛋白样品溶

液（4 mg/mL），加入 4.5 mL 0.2 mol/L Tirs-HCl 缓
冲液中（其中含 8 mol/L 尿素，10 mol/L EDTA，质

量分数为 2% SDS，pH 值为 7.0），加入 0.5 mL 质

量分数为 0.1% DTNB（含 0.2 mol/L Tirs-HCl，pH
值为 8.0），于 40 ℃避光反应 25 min，412 nm 处测

量吸光度，使用 20 mmol/L Tris- 马来酸缓冲液（含

0.6 mol/L KCl，pH 值为 7.0）来代替样品。计算公

式如下：

X =
A×D
ε×C0

                                                          （1）

式中：

X——总巯基摩尔浓度，mol/g ；

C0——蛋白质质量浓度，mg/mL ；

A——吸光值；
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D——稀释倍数；

ε——摩尔消光系数，13 600 L/(mol · cm)。

1.3.7 表面疏水性的测定

参考鲁耀彬等 [18] 的方法，用 Tris- 马来酸缓冲液

（含 0.6 mol/L NaCl，pH 值为 7.0）将蛋白浓度分

别稀释至体积分数为 0.1%、0.2%、0.3% 和 0.5%，

通过使用荧光光谱仪，测量蛋白质样品在不同条件下

的荧光强度。具体来说，使用 10 μL 的 8 mmol/L  ANS、
0.1 mol/L、pH 值为 7.0 磷酸盐缓冲液和 2 mL 蛋白

溶液来进行测定。用荧光强度对蛋白质浓度的斜率

表示蛋白质的表面疏水性 S0。

1.3.8 SDS-PAGE
参考 Laemmli 等  [19] 的方法适当修改。使用

0.6 mol/L NaCl-20 mmol/L Tirs-HCl 溶液对蛋白质进

行稀释，使其质量浓度达到 1.5 mg/mL，然后将其

与上样缓冲液以 2:1 的比例混合，再次将其浓度调

节到 1 mg/mL，放入沸水中浸泡 3 min，最后取出，

放置于室温，即可得到 SDS-PAGE 待测样品。在 60 V
和 60 V 的电压下，分别添加质量分数为 4% 的浓缩

胶和 10% 的分离胶，在溴酚蓝到达底部之前，将

胶从玻璃板上取下，倒入玻璃容器内，分别添加体

积分数为 10% 乙酸、50% 甲醇和质量分数为 0.1%
的考马斯亮蓝 R-250 染色液，染色一晚，然后使用

洗脱液（体积分数分别为 50% 甲醇、10% 乙酸和

40% 纯水）脱色 4 h，最终收集图像。

1.3.9 粒径及Zeta电位的测定

通过调节肌原纤维蛋白的质量浓度到 0.1 mg/mL，
并采用动态光散射技术测量蛋白质的大小，以 173o

的角度和 633 nm 的输出波长，并对其进行反射散

射校正，最终将测量温度调节到 25 ℃。调节肌原

纤维蛋白浓度至 0.01 mg/mL，采用电位仪测定蛋白

样品的电位，检测温度为 25 ℃。

1.3.10 紫外光谱的测定

参考汪兰等 [13] 的方法。将肌原纤维蛋白溶液的

浓度调节至 0.3 mg/mL，然后使用紫外 - 可见分光

光度计，在 230~400 nm 波长范围内，对不同样品

进行光谱扫描，以获取其特征信息。

1.3.11 荧光光谱的测定

参考石钢鹏等 [20] 的方法，将肌原纤维蛋白溶液

稀释至 0.1 mg/mL，装入到石英四通比色皿中，比

色皿的光程为 1 cm。发射光谱的操作条件为：扫描

范围为 290~440 nm，激发和发射狭缝宽度均为 5 nm，

电压为 400 V，响应时间为 1 s，并且记录下每个波

长之间的数据。

1.4 数据处理

每次试验重复做 3 次平行，并计算出平均值和

标准方差以表示试验结果，所得数据均采用 Origin 
2021、IBM SPSS Statistics 27 和 Microsoft Excel 
2019 软件进行统计处理及绘图，采用 ANOVA 法分

析测验显著性水平为 P＜0.05。

2  结果与讨论

2.1 盐溶性蛋白含量

图 1 添加不同分子量酶解魔芋葡甘聚糖对肌原

纤维蛋白盐溶性蛋白含量的影响

Fig1 Effects of enzymatic digestion products of konjac 

glucomannan with different molecular weights on salt soluble 

protein content of myofibrillar protein

注：不同的小写字母表示具有显著差异（P＜0.05），下同。

冻藏过程中肌原纤维蛋白的变性显著增加，从

图 1 可以看出，在冻藏 30 d 期间，所有样品的盐溶

性蛋白含量总体上呈现出下降趋势（P＜0.05），而

且，这种变化与 EK 分子量成反比。冻藏 30 d，C、
S、EK1、EK2 和 EK3 组盐溶性蛋白的含量分别是

0.76、0.80、0.81、0.84 和 0.79 mg/mL，分别下降

了 63.25%、61.08%、60.79%、59.41% 和 61.88%。

结果表明；与空白组相比，S、EK1、EK2 和 EK3
处理组都能够抑制盐溶性蛋白浓度的下降，这与

Wang 等 [21] 研究添加魔芋葡甘聚糖水解产物能够抑

制草鱼肌原纤维蛋白溶解度下降的结论相似。KGM
的存在可以有效地阻止蛋白质分子的聚集变性，由

于它们能够与蛋白质反应基团结合，使得蛋白质

分子达到最大的饱和度，从而实现结构的稳定性。

KGM 中的游离羟基能够与鱼肉组织中的水分子形

成紧密的结合，促使自由水向结合水转化，晶点温
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度降低，有利于阻止冰晶的形成，从而维持稳定的

蛋白结构 [22] 。

2.2 Ca2+-ATPase活性

Ca2+-ATPase 的活性与肌球蛋白息息相关，

它的下降表明肌球蛋白的结构受到了严重的损

害  [23] 。根据图 2 可知，Ca2+-ATPase 的最大活性

是 4.99 μmol Pi/ （mg prot·h）。经过冻藏，肌原纤维

蛋白的 Ca2+-ATPase 活性大幅度下降（P＜0.05），
相比起原始水平，降低了 85.93%。另外，在 S 组

和 EK 处理组中，Ca2+-ATPase 的活性也有所不同。

冻藏 30 d 时，S、EK1、EK2 和 EK3 处理组 Ca2+-
ATPase 活性分别下降了 75.87%、79.82%、75.02%，

73.84%，均低于空白对照组。结果表明，添加

KGM 酶解产物均能有效抑制肌原纤维蛋白 Ca2+-
ATPase 活性降低，保护肌球蛋白结构，这与 Jiang
等 [24] 研究表明普鲁兰多糖可以有效抑制草鱼肌原纤

维蛋白 Ca2+-ATPase 的活性下降的结论相符。多糖

的羟基可能限制水分子的迁移和冰晶的生长，有助

于延缓蛋白质变性和聚集 [25] 。KGM 酶解产物分子

量越小，肌原纤维蛋白 Ca2+-ATPase 活性越高，且

EK2 和 EK3 冷冻保护效果与商业抗冻剂 S 组接近。

图 2 添加不同分子量酶解魔芋葡甘聚糖对肌原

纤维蛋白 Ca2+-ATPase 的影响

Fig.2 Effects of enzymatic digestion products of konjac 

glucomannan with different molecular weights on 

Ca2+-ATPase of myofibrillar protein

2.3 总巯基

巯基含量可以反映蛋白质氧化程度，在冻藏

过程中很容易被氧化形成二硫键，导致总巯基含

量下降 [15] 。根据图 3 可知，冻藏时间与巯基的含

量呈反比。冻藏 5 d 时，对照组的巯基含量下降迅

速，说明肌原纤维蛋白已发生变性。冻藏 30 d 后，

C、S、EK1、EK2 和 EK3 组巯基含量依次下降到

10.42×10−5、11.55×10−5、11.31×10−5、11.79×10−5 和

11.15×10−5 mol/g， 分 别 下 降 了 62.85%、58.80%、

59.66%、57.95% 和 60.24%。结果表明：与空白对照

组相比，S、EK1、EK2 和 EK3 处理组都能够抑制

巯基含量的下降。总巯基含量的下降可能是由于半

胱氨酸的变性，半胱氨酸存在于肌球蛋白的催化区

域，更容易受到氧化，蛋白质氧化可导致分子间

及分子内二硫键的形成，改变肌原纤维蛋白结构

性质  [26] 。冻藏 20 d 后，EK3 组巯基含量显著高

于 EK1（P＜0.05），表明小分子量 KGM 酶解产物

长期抑制蛋白质氧化效果更佳。本结果与盐溶性蛋

白浓度、Ca2+-ATPase 活性变化趋势相似。与现有的

研究结果对比分析，黄扬萍等 [9] 研究三种不同分子

量的水溶性大豆多糖（Mw 为 5 025.24、4 384.77 和

3 218.14 ku）在冻藏 0~12 周过程中，随着冻藏时间

的延长，分子量越小，蛋白溶解度、Ca2+-ATPase 活

性和总巯基含量越高，防止鳙鱼肌原纤维蛋白变性

的效果越好，与本实验研究小分子量抗冻效果相符。

图 3 添加不同分子量酶解魔芋葡甘聚糖对肌原纤维

蛋白总巯基含量的影响

Fig.3 Effects of enzymatic digestion products of konjac 

glucomannan with different molecular weights on total 

sulfhydryl content of myofibrillar protein

2.4 表面疏水性

肌原纤维蛋白的表面疏水性反映蛋白质分子内

疏水残基的暴露程度，与蛋白的功能性质密切相

关 [27] 。表面疏水性增加可能是冻藏过程中蛋白质

变性导致肌球蛋白头部构象发生变化，疏水残基的

暴露使蛋白分子间相互作用增强，造成蛋白质聚

集，从而导致表面疏水性的增加 [28] 。由图 4 可知，

随着冻藏时间的增加，表面疏水性呈上升趋势。冻

藏 0 d，所有样品的表面疏水性为 1 929.47。冻藏

30 d 后，C、S、EK1、EK2 和 EK3 组表面疏水性

分别为 9 630.00、8 676.13、9 253.65、8 788.45 和
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8 689.07，分别上升了 80.05%、78.16%、78.14%、

79.34% 和 78.45%。与空白对照组相比，KGM 酶解

产物与商业抗冻剂能够显著抑制表面疏水性的增加

（P＜0.05），尤其冻藏后期，KGM 酶解产物的分

子量越低，KGM 酶解产物抑制表面疏水性上升的

效果越好。这可能是因为 KGM 酶解产物中含有大

量羟基、氨基等亲水基团和氢键，与蛋白质相互作

用增强，避免极性残基周围的水合物层被破坏，而

抑制疏水残基的暴露 [21] 。与现有的研究结果对比分

析，鲁耀彬等 [18] 研究两种不同分子量葡聚糖（Mw
为 7 ku 和 20 ku）在冻藏 15~30 d 中，分子量较小

的葡聚糖（Mw 为 7 ku）抑制草鱼肌原纤维蛋白表

面疏水性增加的效果要优于分子量相对较大的葡聚

糖（Mw 为 20 ku），与本实验研究小分子量显著抑

制表面疏水性增加相符。

图 4 添加不同分子量酶解魔芋葡甘聚糖对肌原纤维

蛋白表面疏水性的影响

Fig.4 Effects of enzymatic digestion products of konjac 

glucomannan with different molecular weights on surface 

hydrophobicity of myofibrillar protein

2.5 粒径及Zeta电位

肌原纤维蛋白在贮藏过程中会发生自聚集，稳

定性降低，表现为粒径增大，Zeta 电位降低  [29] 。

如图 5a 所示，所有肌原纤维蛋白样品的粒径随着

冷冻贮藏时间的延长均显著上升（P＜0.05）。在冻

藏 30 d 后，空白对照组的粒径增加了 66%，由于肌

原纤维蛋白的氧化和变性，在冷冻保存过程中，蛋

白质会形成聚集体，从而影响其功能性。与空白对

照相比，商业抗冻剂的粒径显著降低，可能是因为小

分子多糖使蛋白质均匀分散 [30] ；EK1、EK2 和 EK3 组

肌原纤维蛋白的粒径显著增加，可能是由于 KGM 酶

解产物与蛋白质之间发生相互作用，以“桥梁作用”

使蛋白质分子间相连，从而引起粒径增大 [31] 。

通常而言，Zeta 电位绝对值减小，意味着肌

原纤维蛋白中相邻的悬浮粒子之间静电相互作用

变小，聚集程度增加 [32] 。如图 5b 所示，经 C、S、
EK1、EK2 和 EK3 处理后的肌原纤维蛋白样品的

Zeta 电位绝对值随着冷冻贮藏时间（除第 10 天）

的增加均显著下降（P＜0.05）。在冻藏初期，空白

对照组表现出较高的净负电荷（18.03 mV）。冻藏

至 30 d后，净电位值显著降低到 10.08 mV（P＜0.05），
这可能是由于低温冻藏过程中蛋白质内部的一些带

电荷的基团暴露在表面，导致肌原纤维蛋白悬浮

液的净电荷更低 [33] 。与此同时，S、EK1、EK2 和

EK3 组 Zeta 电位分别增加到 -11.7、-11.5、-12.95
和 -13.35 mV，可能是因为 KGM 酶解产物与肌原

纤维蛋白的相互作用，影响了肌原纤维蛋白的自聚

集。其中 EK3 组的肌原纤维蛋白的静电斥力最大，

在冻藏后期表现出更好的稳定性。

图 5 添加不同分子量酶解魔芋葡甘聚糖对肌原纤维

蛋白粒径及 Zeta 电位的影响

Fig.5 Effects of enzymatic digestion products of konjac 

glucomannan with different molecular weights on particle 

size and Zeta potential of myofibrillar protein
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图 6 添加不同分子量酶解魔芋葡甘聚糖对肌

原纤维蛋白 SDS-PAGE 的影响

Fig.6 Effects of enzymatic digestion products of konjac 

glucomannan with different molecular weights on SDS-

PAGE of myofibrillar protein

注：a、b 和 c 分别表示添加 β- 巯基乙醇的 0 d、10 d 和 30 d。

表 1  肌球蛋白重链（MHC）和肌动蛋白（AC）

相对含量的变化

Table 1 Changes in the relative content of myosin heavy 
chain (MHC) and actin (AC)

处理
条件

冻藏
时间 /d

MHC AC

0 15 30 0 15 30

还原
SDS

C 22 022 22 803 19 417 21 802 17 861 15 410

S 18 265 22 191 22 577 19 552 16 787 16 394

EK1 19 642 22 448 22 618 17 502 18 232 14 526

EK2 19 147 22 482 21 126 17 939 19 588 15 884

EK3 19 512 26 615 25 165 20 143 23 615 18 482

2.6 SDS-PAGE

电泳条带的变化可以用来反映肌原纤维蛋白的

聚集和降解程度 [9] 。由图 6 可知，在不同的处理方

式下，肌原纤蛋白的 SDS-PAGE 图谱显示出了两

种主要的条带：肌球蛋白重链（MHC, 220 ku）和

肌动蛋白（AC, 43 ku） [34] 。采用 Image J 软件计算

Western Blot 灰度值表征蛋白相对含量（表 1）。随

着冻藏时间的增加，MHC 灰度值呈现上升趋势，

AC 灰度值呈现先上升后下降趋势（C 和 S 处理处

呈现持续下降趋势），表明肌球蛋白在贮藏过程中

不断聚集，而肌动蛋白在贮藏过程中会逐渐降解。

在 冻 藏 0 d 时，S 和 EK（1、2 和 3） 组 MHC 和

AC 的灰度值均明显下降，而在冻藏 15 d 和 30 d 时，

EK3 组的 MHC 和 AC 的灰度值均最大，表明 EK3
组肌原纤维蛋白变性程度最小，EK3 较好的保护了

肌原纤维蛋白的结构。而S和EK1、EK2组差别不大。

2.7 紫外光谱分析

利用紫外吸收光谱分析了不同分子量 KGM 酶

解产物在冻藏过程中对肌原纤维蛋白三级结构的影

响 [35] ，结果如图 7 所示。

由图 7 可知，随着贮藏时间的延长，空白对

照组的紫外最大吸收波长在 272~275 nm 之间，最

大吸收波长呈波动式先蓝移后红移；商业抗冻剂、

EK1 的最大吸收波长均在 272~275 nm 之间，且最

大吸收波长变化相似，呈先平稳趋势后波动式红移；

EK2 的最大吸收波长 272~275 nm 之间，最大吸收

波长变化呈先蓝移后平稳趋势。EK3 的最大吸收波

长 270~275 nm 之间，最大吸收波长变化呈先波动

式蓝移，最后平稳趋势。R 基团的色氨酸、酪氨

酸和苯丙氨酸都具有苯环共轭双键，这些双键在

波长分别为 280、275 和 257 nm 时都会产生吸收

峰  [13] 。肌原纤维蛋白的紫外吸收峰位于 275 nm
附近，这可能是由于酪氨酸在蛋白质中的表达量

较高所致。随着贮藏时间的延长，空白、对照、

EK1 的最大吸收波长均出现红移，酪氨酸残基位

于蛋白质的表面，并且在极性条件下存在，这是

显而易见的。而 EK2 和 EK3 使酪氨酸的吸收波

长变小，使酪氨酸更稳定。冷冻贮藏过程中最大

吸收波长的波动可能是由于冷冻贮藏过程中的酪

氨酸微环境差异造成的 [4] 。
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图 7 添加不同分子量酶解魔芋葡甘聚糖对肌原纤维蛋白紫外光谱（a）和最大吸收峰（b）

Fig.7 UV spectrum analysis (a) and maximum absorption peak (b) of myofibrillar protein with enzymatic digestion products 

of konjac glucomannan with different molecular weights
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图 8 添加不同分子量酶解魔芋葡甘聚糖对肌原纤维蛋白的荧光光谱（a）和最大吸收峰（b）

Fig.8 Fluorescence spectrum analysis  (a) and maximum absorption peak (b) of myofibrillar protein with enzymatic 

digestion products of konjac glucomannan with different molecular weights
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2.8 荧光光谱分析

通过荧光光谱分析，可以清晰地观察蛋白质三

级结构的变化，通过观察蛋白质中色氨酸残基的最

大发射波长变化 [35] ，推断出它们在微环境中的暴露

情况，从而更好地了解其功能特性。由图 8 可知，

随着贮藏时间的延长，所有样品的荧光最大吸收波

长在 337~340 nm 之间，空白对照组最大吸收波长

变化呈先红移后波动式；商业抗冻剂、EK1 和 EK2
最大吸收波长变化呈先红移后平稳趋势；EK3 最大

吸收波长变化呈先蓝移后红移的趋势，这可能是色

氨酸残基暴露或氧化，埋藏的色氨酸残基暴露在

极性的水相环境中，导致疏水相互作用增强，蛋白

质分子聚集和构象发生变化 [27] 。在短期贮藏 20 d，
EK2 和 EK3 色氨酸最大吸收波长第 10 天明显减小，

可能是 KGM 酶解产物与蛋白之间的相互作用增强。

第 15 天最大吸收波长明显增大，可能是色氨酸的

氧化。结果表明，KGM 酶解产物对草鱼肌原纤维

蛋白色氨酸具有保护作用，但长期贮藏的蛋白溶液，

KGM 酶解产物冷冻保护作用不明显。Zhang 等 [36] 研

究发现，添加海藻酸钠的肌原纤维蛋白增加了色氨

酸残基的稳定性，这可能是由于多糖与蛋白质的相

互作用。

3  结论

随着冻藏时间延长，149.03、118.75 和 36.48 ku 酶

解魔芋葡甘聚糖均能够延缓肌原纤维蛋白聚集变

性，使冻藏肌原纤维蛋白功能特性有效保持，结合

盐溶性蛋白浓度含量、Ca2+-ATPase 活性和总巯基分

析，3 种酶解魔芋葡甘聚糖均能延缓冻藏 15 d 以上

的肌原纤维蛋白变性，其中 36.48 ku 酶解魔芋葡甘

聚糖的延缓效果更为明显。通过对比 3 种酶解魔芋

葡甘聚糖对肌原纤维蛋白结构的影响，SDS-PAGE 分

析结果表明 36.48 ku 酶解魔芋葡甘聚糖在冻藏 30 d
肌球蛋白和肌动蛋白降解程度最小，紫外和荧光光

谱分析结果表明在冻藏 30 d 色氨酸和酪氨酸残基暴

露程度减小，小分子魔芋葡甘聚糖酶解产物含有丰

富的亲水基团，如羟基、氨基，以及可以形成氢键

的官能团，这些官能团可能增强蛋白质与水之间的

亲和力，减少疏水氨基酸残基的暴露，保护了肌原

纤维蛋白的结构，防止色氨酸、酪氨酸等芳香族氨

基酸残基的暴露。因此，通过肌原纤维蛋白变性和

结构特性的变化，说明小分子量的魔芋葡甘聚糖酶

解产物具有更强的抗冻效果。
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