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酶解褐藻寡糖对鲢肌原纤维蛋白在模拟口腔消化中的影响
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摘要： 将鲢 (Hypophthalmichthys molitrix) 加工成肉糜制品能增加消费者的接受度从而提高其经济价值，酶解褐藻寡糖

(Enzymolysis alginate oligosaccharide, EAO) 能与鲢肌原纤维蛋白 (Myofibrillar protein, MP) 快速反应，提高食品的功能特

性。食物经口腔加工后会发生明显的物理、化学变化。为了解肌原纤维蛋白在鲢消化过程中的结构变化，明确口腔消

化对褐藻寡糖修饰后的肌原纤维蛋白的影响，从新鲜鲢中提取了肌原纤维蛋白，并向其中添加0.45 mg·mL−1的酶解褐藻

寡糖获得寡糖-蛋白复合物 (EAO-MP)，考察了鲢肌原纤维蛋白 (M组) 与寡糖-蛋白复合物 (A组) 在模拟口腔消化中的傅

里叶红外光谱、内源性荧光光谱、紫外吸收光谱、巯基含量、氢键含量、表面疏水性的变化差异。结果显示：经过模

拟口腔消化后，M组无规卷曲结构、总巯基含量增加，表面疏水性显著降低 (P<0.05)，说明肌原纤维蛋白由于模拟口腔

消化液的作用，二级、三级结构发生了改变；添加酶解褐藻寡糖后的A组无规卷曲结构下降了2.97%，A组在3个不同消

化时间点 (0、5、15 s) α-螺旋结构相比M组分别增加了7.29%、2.73%、5.55%；氢键含量显著增加 (P<0.05)，说明肌原

纤维蛋白与酶解褐藻寡糖通过氢键作用结合为共价聚合物；巯基含量显著降低，表面疏水性呈升高趋势，说明酶解褐

藻寡糖的加入促进肌原纤维蛋白在模拟口腔消化液中展开蛋白结构。综上，酶解褐藻寡糖的添加能促使鲢肌原纤维蛋

白分子结构在模拟口腔消化液中展开，推测这可能有利于蛋白后续的消化吸收。
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Abstract: Processing silver carp (Hypophthalmichthys molitrix) into surimi products can improve consumers' acceptance and

its economic value. Enzymolysis alginate oligosaccharide (EAO) can quickly react with myofibrillar protein (MP) extracted from

silver carp to improve functional characteristics. Food will undergo physical and chemical changes after oral processing. To bet-

ter understand the effects of oral digestion on the EAO-modified MP, we extracted the MP from fresh silver carp which was ad-
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ded 0.45 mg·mL−1 EAO to create a complex (EAO-MP). Then we investigated the variations of Fourier infrared spectroscopy, en-

dogenous fluorescence spectroscopy,  UV absorption spectroscopy,  contents  of  sulfhydryl  and active  sulfhydryl,  surface hydro-

phobicity, and hydrogen bonds in the simulated oral digestion of silver carp MP (Group M) and EAO-MP (Group A). The re-

sults  show that,  after  the  simulated oral  digestion,  the  random coil  structure  and total  sulfhydryl  content  increased,  while  the

surface hydrophobicity decreased significantly in Group M (P<0.05), which demonstrates that the secondary and tertiary struc-

tures of MP had changed due to the effect of simulated oral digestive fluid. Besides, the random coil in Group A decreased by

2.97% after adding EAO. At three different digestion times, the α-helix increased by 7.29%, 2.73% and 5.55%, respectively, com-

pared with Group M. Additionally, the hydrogen bond content increased significantly in Group A (P<0.05), revealing that MP

and EAO were bonded to a covalent polymer by the hydrogen bond force. The significant increase in surface hydrophobicity and

decrease in sulfhydryl content show that the addition of EAO promotes the expansion of the protein structure of MP in simu-

lated oral digestive fluid. In conclusion, the addition of EAO can promote the molecular structure of silver carp MP to expand in

the simulated oral digestive fluid, which may be conducive to the subsequent digestion and absorption of protein.

Keywords: Silver carp myofibrillar protein; Enzymolysis alginate oligosaccharide; Simulated oral digestion; Spectrum

 

鲢 (Hypophthalmichthys molitrix) 是一种产量

高、价格低的淡水鱼，但因其肉薄刺多、腥味浓

重，导致其各种加工制品如鱼片、鱼粉等经济效益

不高。将鲢加工成肉糜制品能提高其经济价值，也

更易为消费者接受[1]。鲢鱼肉的蛋白质具有营养较

完全、功能性良好的优点，因此，通过增加鲢的消

费空间、提高其经济价值，防止资源浪费很有必

要。鱼肉蛋白中最主要的部分是肌原纤维蛋白

(Myofibrillar protein, MP)，它是一种盐溶性蛋白，

是鱼肉的功能性蛋白成分。相较于脊椎动物蛋白，

鲢鱼肉蛋白的化学性质和热稳定性较低，蛋白功能

特性更容易在蛋白变性过程中随之降低[2]。

褐藻寡糖 (Alginate oligosaccharides, AO) 是由

褐藻酸盐降解得来的低分子量聚合物，其分子量根

据来源及降解方法的不同而有所差异，通常可通过

酸解法得到。最近的研究发现，可以通过条件更温

和、对环境更友好的酶解法得到酶解褐藻寡糖

(Enzymolysis alginate oligosaccharide, EAO)，其平均

相对分子质量为 1.2 kD[3]。褐藻寡糖具有抗炎、抗

肿瘤、抗氧化、免疫调节等多种生物活性，还可吸

附重金属等从而有助于排出此类有害物质[3]。在功

能特性上也存在一定优势：由于低分子量的褐藻寡

糖具有更好的水溶性，能和肌原纤维蛋白快速反

应，提高肌原纤维蛋白的亲水能力[4]；褐藻寡糖存

在大量亲水性羟基，能减轻紫贻贝 (Mytilus edulis)

肌肉蛋白质在冻结过程中的变性[5]。此外，褐藻寡

糖还能从基因水平上调节动物的消化功能，增强十

二指肠和空肠黏膜中麦芽糖酶和蔗糖酶的活力，从

而改善动物的生长性能[6]。

已有学者针对寡糖或水产肌原纤维蛋白或两者

复合物在体外模拟消化条件下的功能特性或结构变

化进行了研究。壳聚糖具有良好的水溶性和生理活

性，但在消化过程中可能会导致聚合度以及含量变

化，经过体外动态消化模型研究发现聚合度为

2~5 的壳寡糖经过胃和肠消化后能保持原来的结构

和含量[7]；鸢乌贼 (Symplectoteuthis oualaniensis) 肌

原纤维蛋白与褐藻寡糖的接枝产物及经模拟胃肠消

化后的产物都具有良好的抗氧化性[8]；鲑鱼肌原纤

维蛋白与褐藻寡糖在山梨醇存在的情况下，体外消

化产物有抗炎作用[9]。然而，当前对动物蛋白在口

腔消化中的结构变化的相关研究却很少。

人体消化食物是从口腔消化开始，通过牙齿和

舌头再加上唾液酶的作用，食物被分解转化成一

团，通过食道输送到胃中进一步消化。食物经口腔

加工后特别是与唾液润湿混合后，会发生明显的物

理、化学性质变化，因此，口腔消化研究很有必要[10]。

在前期研究中，笔者团队探讨了不同来源的褐藻寡

糖包括使用酸解法获得的酸解甘露糖醛酸寡糖、酸

解古罗糖醛酸寡糖和使用酶解法获得的酶解褐藻寡

糖对鲢肌原纤维蛋白分子结构的影响[11]，得出酶

解褐藻寡糖能提高鱼糜热稳定性、保护肌原纤维蛋

白离子键等结论。本研究选取鲢肌原纤维蛋白和相

对分子质量为 400~1 500 D 的酶解褐藻寡糖为研究

对象，通过加热制备二者复合物，再进行体外模拟

口腔消化，观察鲢肌原纤维蛋白与寡糖-蛋白复合

物的模拟消化产物的二级、三级结构变化，探究了

酶解褐藻寡糖对鱼肉肌原纤维蛋白在口腔消化中的

影响，提高对肌原纤维蛋白在消化过程中结构变化

的认识，为蛋白-寡糖类高品质蛋白营养型食品的

开发和制备以及人体对蛋白营养型食品的消化利用
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研究提供理论基础。

 1    材料与方法

 1.1    材料与试剂

鲢购于大连市生熟食市场，迅速运至实验室宰

杀，去掉头和内脏，用去离子水冲洗干净，于 4 ℃

冰箱保存备用。酶解褐藻寡糖由中国科学院过程工

程研究所提供，通过酶解法降解褐藻胶获得，寡糖

的相对分子质量为 400~1 500 D，聚合度为 3~7，

纯度为 90% 以上。

试剂：三羟甲基氨基甲烷 (Tris)、8-苯胺基-1-

萘磺酸钠 (ANS)、乙二酸四乙酸二钠 (EDTA)、2-硝

基苯甲酸 (DTNB) 等为分析纯，溴化钾为光谱纯。

Tris-HCl 缓冲液： 0.2 mol·L−1 Tris，8 mol·L−1

尿素，2% (质量分数) SDS，10 mmol·L−1 EDTA，

pH 6.8；Tris-HCl 缓冲液 (含 0.6 mol·L−1 NaCl，pH

7.2)；活巯缓冲液  (0 .2  mol ·L − 1  Tr i s -HCl ,  10

mmol·L−1 EDTA, pH 6.8)。

模拟口腔消化液 (Simulated saliva fluid, SSF)：

包括无机组分 (10 mL 89.6 g·L−1 的 KCl、10 mL

20 g·L−1 的 KSCN、10 mL 88.8 g·L−1 的 NaH2PO4、

10 mL 57 g·L−1 的 NaSO4、1.7 mL 175.3 g·L−1 的

NaCl、20 mL 84.7 g·L−1 的 NaHCO3)、有机组分

(8 mL 25 g·L−1 的尿素、15 mg 尿酸) 和酶 (290 mg α-

淀粉酶)， pH 调至 6.9，消化液提前配置，于 4 ℃

冰箱保存，正式消化时先预热至 37 ℃ 再加入酶。

 1.2    仪器与设备

JJ-2 高速组织捣碎机 (杭州旌斐仪器科技有限

公司)；TG16G 高速冷冻离心机 (盐城市安信实验

仪器有限公司)；NEXUS670 型红外光谱仪 (合肥原

位科技有限公司)；XWK-V108S 酶标仪 (南京德铁

实验设备有限公司)；970CRT 荧光分光光度计 (上

海微谱检测科技集团股份有限公司) ；754N 紫外可

见分光光度计 (上海菁华仪器有限公司)。

 1.3    方法

 1.3.1    鲢肌原纤维蛋白的提取

根据仪淑敏等[12] 的提取方法，略作修改。剔

取材料脊部白肉，粉碎至糊状，以体积比 1∶5 加

入 pH 7.2 的 10 mmol·L−1 Tris-HCl 缓冲液，均质

后，4 ℃、5 000 r·min−1 离心 15 min，取沉淀，以

体积比 1∶5 加入相同 pH 和浓度的含 0.6 mol·L−1

NaCl 的  Tr i s -HCl 缓冲液悬浮，均质 30  s 后，

4 ℃、4 500 r·min−1 离心 20 min，取上清，测蛋白

浓度。

 1.3.2    样品的制备

将上述肌原纤维蛋白再用相同浓度和 pH 的

Tris-HCl 缓冲液调节浓度至 20 mg·mL−1，置于离心

管中备用，以体积比 1∶1 添加 0.9 mg·mL−1 的酶解

褐藻寡糖溶液 (前期实验证明该质量浓度酶解褐藻

寡糖溶液可提高鲢肌原纤维蛋白的热稳定性)，制

成 0.45 mg·mL−1 寡糖-蛋白复合物溶液；不添加酶

解褐藻寡糖溶液的肌原纤维蛋白用上述缓冲液稀

释至质量浓度为 10 mg·mL−1。摇匀后，90 ℃ 孵育

10 min。

 1.3.3    模拟口腔消化

根据 Minekus 等[13] 的方法，对鲢肌原纤维蛋

白及鲢肌原纤维蛋白-寡糖复合物进行模拟口腔消

化：分别取各样品 5 mL 置于试管，再向试管中加

入 5 mL 模拟口腔消化液 (pH 6.8)，置于 37 ℃ 水浴

锅中加热，加热时间分别为 0、5、15 s，即模拟消

化 0、5、15 s。停止消化后立即将各组样品置于离

心管并放置冰水中停止消化，保存直至使用。消化

组别及名称见表 1。

 1.3.4    傅里叶红外光谱的测定

根据 Xu 等[14] 的方法，略作修改。将经过消化

后的各组肌原纤维蛋白溶液进行冷冻干燥后，取

2 mg 肌原纤维蛋白粉末，按照质量比 1∶50 添加

无水溴化钾混合均匀，通过压片法获得红外光谱

图。采集样品之前先采集背景，消除空气对实验结

果的影响。用红外光谱仪以 4 cm−1 分辨率 500~

4 000 cm−1 进行扫描。

 1.3.5    内源性荧光光谱的测定

取适量样品溶液于比色皿中，激发波长

280 nm，扫描范围 300~450 nm，用荧光分光光度

计测吸光度[15]。

 1.3.6    紫外吸收光谱的测定

以上述 Tris-HCl 缓冲液为对照，利用紫外分

光光度计测吸收光谱，并使用 Origin 2018 软件绘

制二阶导数光谱。

 1.3.7    总巯基、活性巯基的测定

根据哈斯等 [ 1 6 ] 的方法测定总巯基质量摩尔

浓度，略作修改。取稀释后的肌原纤维蛋白溶液

0.5 mL，加入 4.5 mL pH 为 6.8 的 Tris-HCl 缓冲液，

空白组加入等量去离子水混合均匀。取出 80% 溶

液，加入 0.5 mL 相同浓度的 DTNB 溶液。 40 ℃

孵育 25 min，412 nm 测吸光度。
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活性巯基根据 Yildiz 等[17] 的方法测定，略作

修改。取 10 mg·mL−1 肌原纤维蛋白 0.5 mL，加入

4.5 mL 活巯缓冲液，空白组加入等量去离子水。摇

匀后加入 0.5 mL 的 DTNB (10 mol·L−1) 溶液，置于

4 ℃ 冰箱中反应 1 h 后，于 412 nm 下测定吸光

度。巯基 (SH) 的计算公式如下：

bSH =
105×a×d
13 600×c

(1)

式中：bSH 为巯基的质量摩尔浓度 (10 mmol·kg−1)；

a 为减去空白样品吸光度；d 为稀释倍数；c 为蛋

白质质量浓度 (mg·mL−1)。

 1.3.8    氢键的测定

根据 Li 等[18] 的方法，稍作修改，取 2 mL 样

品分别与 5 倍体积的 0.6 mol· L−1 NaCl (SB) 和 0.6

mol·L−1 NaCl、1.5 mol· L−1 尿素 (SC) 混合，均质后

放于 4 ℃ 层析柜静置 1 h，离心 (8 000 r·min−1, 4 ℃,

10 min)。考马斯亮蓝法测定上清液蛋白浓度，氢

键的质量浓度 (mg·mL−1) 为溶解于上述两种溶液中

的蛋白质质量浓度 (mg·mL−1) 之差。

 1.3.9    表面疏水性的测定

根据 Zhang 等[19] 的方法，略作修改。将 10

mg·mL−1 样品用缓冲液 Tris-HCl (pH 6.8) 稀释至

0.1~0.5 mg·mL−1，取各肌原纤维蛋白溶液 2 mL，

再加 10 μL ANS 溶液  (pH 7.5) 摇匀，避光存放

20 min。利用酶标仪 (激发波长 375 nm，发射波长

485 nm，增益 50) 测量荧光强度，再以荧光强度为

纵坐标，肌原纤维蛋白浓度为横坐标作图，直线斜

率即为所测指标。

 1.3.10    数据处理与统计学分析

X±SD

采用  Excel  2010 软件处理数据，用 Origin

2018 软件绘图，通过 SPSS 20.0 软件分析数据显著

性，表中结果以“平均值±标准差 ( )”表示。

 2    结果与分析

 2.1    傅里叶红外光谱分析

鲢肌原纤维蛋白在 500~4 000 cm−1 范围的红外

光谱如图 1-a 所示，存在数个吸收波段，1 660

cm−1 处代表 C=O 振动，是蛋白质最独特的光谱特

征；1 455 cm−1 处代表 C－H 弯曲振动；3 435 cm−1

处代表 O－H 和 N－H 的伸缩；1 159 cm−1 处为 C－O

和 C－C 伸缩振动和 C－H 的弯曲模式[11]。经酶解

褐藻寡糖修饰后，酰胺 A 区在 3 425 cm−1 处的峰向

较低波数移动，在 1 159 cm−1 处的吸附较强，均表

明酶解褐藻寡糖和肌原纤维蛋白之间通过氢键结合

形成聚合物[20]。

为了研究肌原纤维蛋白的二级结构，对其中

1 600~1 700 cm−1 红外吸收峰经去卷积拟合，并对

得到的特征吸收带进行二级结构的分类，得到各组

肌原纤维蛋白二级结构所占比例[4]，如图 1-b 所

示：模拟口腔消化完成时，鲢肌原纤维蛋白

(M 组) 无规卷曲结构增加了约 3%；与之相反，鲢

肌原纤维蛋白-寡糖复合物 (A 组) 无规卷曲结构下

降了 2.97%，α-螺旋结构增加了 2.59%，β-折叠结

构稳定；与 M 组相比，A 组的 α-螺旋结构随模拟

口腔消化在 3 个不同的消化时间点 (0、5、15 s) 分

别增加 7.29%、2.73%、5.55%，α-螺旋结构比无规

表1    口腔消化组别
Table 1    Oral digestion group

组别 Group　　　　　　　　　　　　　 名称 Name

未消化鲢肌原纤维蛋白

Undigested silver carp myofibrillar protein
M0

鲢肌原纤维蛋白模拟口腔消化5 s

Silver carp myofibrillar protein after simulated oral digestion for 5 s
M5

鲢肌原纤维蛋白模拟口腔消化15 s

Silver carp myofibrillar protein after simulated oral digestion for 15 s
M15

未消化鲢肌原纤维蛋白-寡糖复合物

Undigested silver carp myofibrillar protein-alginate oligosaccharide complex
A0

鲢肌原纤维蛋白-寡糖复合物模拟口腔消化5 s

Silver carp myofibrillar protein-alginate oligosaccharide complex after simulated oral digestion for 5 s
A5

鲢肌原纤维蛋白-寡糖复合物模拟口腔消化15 s

Silver carp myofibrillar protein-alginate oligosaccharide complex after simulated oral digestion for 15 s
A15
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卷曲结构更稳定。值得注意的是，本实验中各组样

品在加入模拟口腔消化液后蛋白浓度会下降。有研

究报道，再生丝素蛋白溶液浓度的升高会导致蛋白

分子间排列紧密，有序度增加[21]。综上，推测经

过口腔消化后肌原纤维蛋白结构趋于无序，而酶解

褐藻寡糖能抑制这种作用，使蛋白质分子结构趋于

稳定有序。这与 Zhong 等[22] 用苹果多酚对羊肉肌

原纤维蛋白进行处理后的结果一致。

 2.2    内源性荧光光谱分析

蛋白质三级结构的变化常通过蛋白质荧光团来

反映，而后者能在一定的激发波长下产生[23]。在

口腔消化期间，随着消化时间的增加，M 组最大

吸收波长 (λ max) 发生蓝移；A 组 λ max 则先蓝移再

红移 (图 2-a)。M 组消化 15 s 时具有最高荧光强度
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M0. 未消化鲢肌原纤维蛋白；M5. 鲢肌原纤维蛋白模拟口腔消化 5 s；M15. 鲢肌原纤维蛋白模拟口腔消化 15 s；A0. 未消化
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腔消化 15 s。后图同此。
M0. Undigested silver carp myofibrillar protein; M5. Silver carp myofibrillar protein a�er simulated oral digestion for 5 s; M15. Silver
carp myofibrillar protein a�er simulated oral digestion for 15 s; A0. Undigested silver carp myofibrillar protein-alginate oligosaccharide
complex; A5. Silver carp myofibrillar protein-alginate oligosaccharide complex a�er simulated oral digestion for 5 s; A15. Silver carp
myofibrillar protein-alginate oligosaccharide complex a�er simulated oral digestion for 15 s. �e same case in the following figures. 

图1    肌原纤维蛋白和寡糖-蛋白复合物口腔消化产物傅里叶红外光谱 (a) 和二级结构含量 (b)

注：下标 1 是 α-螺旋显著性，下标 2 是 β-折叠显著性，下标 3 是 β-转角显著性，下标 4 是无规卷曲显著性。

Fig. 1    Fourier infrared spectroscopy (a) and secondary structure content (b) of MP and EAO-MP oral digestive products

Note: Endnote subscript 1 is α-helix significance; endnote subscript 2 is β-helix significance; endnote subscript 3 is β-turn significance; endnote sub-
script 4 is random coil significance.
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图2    肌原纤维蛋白和寡糖-蛋白复合物口腔消化产物内源荧光光谱 (a) 和最大荧光强度 (b)

注：不同大写字母表示在同一模拟口腔消化时间中，不同消化产物之间存在显著性差异 (P<0.05)；不同小写字母表示在同组消化产物中，

不同模拟口腔消化时间之间存在显著性差异 (P<0.05)；表 2、图 4—图 6 同此。

Fig. 2    Endogenous fluorescence spectra (a) and maximum fluorescence intensity (b) of MP and EAO-MP oral digestive products

Note:Values with different capital letters indicate significant differences among different digestive products at the same simulated oral digestion time
(P<0.05); values with different lowercase letters indicate significant differences in the same group of digestion products at different simulated

oral digestion time (P<0.05). The same case in Table 2 and Fig. 4−Fig. 6.
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(图 2-b)，表明模拟口腔消化完成后，在三级结构

变化的同时，蛋白质分子聚集，结构也愈加紧密，

说明随着消化过程的进行，肌原纤维蛋白处于折叠

状态，色氨酸 (Trp) 被激发，具有较高荧光强度[24]；

随着模拟口腔消化的进行，A 组荧光强度逐渐降

低，肌原纤维蛋白部分或完全展开，Trp 残基更多

地暴露于肌原纤维蛋白分子表面，这与 Xu 等[25]

的壳寡糖与大豆蛋白结合导致大豆蛋白结构展开的

结果一致。当消化时间达到 15 s 时，A 组的消化产

物最大荧光强度显著低于 M 组 (P<0.05)，是由于

褐藻多糖链上的阴离子基团能与蛋白质上带正电荷

的基团发生强烈的静电相互作用[26]，由此推测，

正是这种共价作用有利于减少消化导致的蛋白分子

聚集，这与林巍等[27] 的研究结果一致。

 2.3    紫外吸收光谱分析

为进一步研究模拟口腔消化中酶解褐藻寡糖对

蛋白构象中细微差异的影响，考察了肌原纤维蛋白

分子三级结构的变化。这种变化可在某种程度上由 Trp

或酪氨酸 (Tyr) 等残基微环境的变化反映[23]。随着

消化时间的延长，肌原纤维蛋白紫外光谱峰型未改

变，但 M 组吸光度降低，A 组吸光度升高 (图 3-a)，

吸光强度和最大吸光度波长位置的变化归因于疏水

性基团的埋藏或二级结构的修饰[28]。肌原纤维蛋

白紫外吸收二阶导光谱中分别有 2 个正、负吸收

峰，前者在 288 和 296 nm处，后者在在 284 和 291

nm 处 (图 3-b)。利用二阶导数生成 r 值 (r=a/b，
a、b 分别为正负吸收峰之差)[11]，r 值降低表明蛋

白微环境更加疏水，r 值升高则证明肌原纤维蛋白

在极性溶剂中 Tyr 更多暴露[29]。由表 2 可知，随着

模拟口腔消化时间的延长，M 组的 r 值均降低，

A 组的 r 值先降低后升高，可能是因为酶解褐藻寡

糖通过大量羟基与 Tyr 形成氢键，使 Tyr 暴露于分

子表面[11]。相比于 M组，同样消化时间下 A 组的

r 值更大，也说明添加酶解褐藻寡糖会使肌原纤维

蛋白分子更加亲水。

 

 2.4    巯基含量分析

巯基的数量反映了蛋白质变性聚合的水平，也

可反映其变性程度[30]。如图 4-a 所示，随着模拟口

腔消化时间的延长，M 组样品总巯基质量摩尔浓

度呈下降趋势，消化 15 s 后尤其显著，这是因为

消化过程中巯基被氧化成二硫键[31]，也不排除模

拟口腔消化液中组分交互作用的影响使肌原纤维蛋

白分子相互聚集；A 组样品模拟口腔消化后，总巯

基质量摩尔浓度显著增加，这与空白组的总巯基下

降趋势相反，表明酶解褐藻寡糖能促进肌原纤维蛋

白分子在消化过程中结构展开。两组活性巯基均无

表2    紫外二阶导数生成 r值
Table 2    UV second order derivative generated r value

模拟口腔消化时间
Simulated oral digestion time/s

鲢肌原纤维
蛋白组 (M组)

MP group

寡糖-蛋白
复合物组 (A组)
EAO-MP group

0 1.11±0.18Aa 1.62±0.88Aa

5 0.98±0.27Aa 1.12±0.16Aa

15 0.97±0.16Aa 1.55±0.31Aa
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图 b 中 A 为第 1 次正吸收峰与负吸收峰的差值；B 为 第 2 次正吸收峰与负吸收峰的差值。
In Fig. b, A is the difference between the first positive absorption peak and the negative absorption peak; B is the difference
between the second positive absorption peak and the negative absorption peak. 

图3    肌原纤维蛋白和寡糖-蛋白复合物口腔消化产物紫外吸收光谱 (a) 和紫外二阶导数光谱 (b)

Fig. 3    UV absorption spectra (a) and second order derivative spectra (b) of MP and EAO-MP oral digestive products
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显著性差异 (P>0.05)，这是由误差所致，但模拟口

腔消化后均出现上升趋势。与 M 组相比，A 组

2 种巯基质量摩尔浓度均显著降低 (P<0.05)，有研

究表明添加不同浓度的茶多酚会导致肌原纤维蛋白

巯基含量出现降低、升高两种不同的结果 [ 3 2 ]。

本研究出现这种结果可能是酶解褐藻寡糖的浓度所

致，也可能是由于酶解褐藻寡糖修饰使蛋白质形成

高分子多聚体，导致总巯基转化为二硫键，致使巯

基含量下降[27]。这些结果说明，肌原纤维蛋白经

过模拟口腔消化液的作用，其氧化程度会增加，蛋

白分子结构聚集。酶解褐藻寡糖可能使蛋白分子巯

基含量降低，却能促进肌原纤维蛋白分子在模拟口

腔消化液中结构的展开。

 2.5    氢键含量分析

氢键维持了蛋白质二级结构空间构象的稳定。

如图 5 所示，随着口腔消化时间的延长， M、A 组

在整个口腔消化期间，均无显著性差异 (P>0.05)，

这是由于误差引起的，但随着模拟口腔消化时间的

延长，M、A 组的氢键质量浓度均呈现逐渐下降的

趋势。氢键是维持凝胶稳定构象的主要化学力，因

此模拟口腔消化使蛋白结构呈现不稳定趋势。与

M 组相比，A 组氢键质量浓度均显著升高 (P<0.05)，

由此推断肌原纤维蛋白经过酶解褐藻寡糖修饰，增

强了蛋白分子的稳定性。这也与前述红外光谱的结

果一致，证实了肌原纤维蛋白经酶解褐藻寡糖修饰

后会产生更多的氢键，并且通过氢键作用结合成为

共价聚合物。

 2.6    表面疏水性分析

肌原纤维蛋白分子表面疏水性的高低反映了疏

水基团的多少，对蛋白质的构象、稳定性及其他功

能起着重要作用，可用以检测蛋白质微环境变化。

ANS 与蛋白质分子结合越多，荧光强度越强，表

面疏水性越高。如图 6 所示，纵向比较 (组内)：

M 组表面疏水性经过模拟口腔消化 5 s 后无显著性

差异，但 15 s 后显著降低 (P<0.05)，由于蛋白质结

构聚集会引起更多的疏水性氨基酸被埋藏[33]，说

明模拟口腔消化液中的组分能使蛋白空间结构聚

集。A 组表面疏水性经过模拟口腔消化 5 s 后也无

显著性差异，但 15 s 后显著升高 (P<0.05)，有研究

报道川明参寡糖中的 α-1,4 糖苷键能与 α-淀粉酶通

过氢键结合部分降解[34]，推测具有 α-1,4 糖苷键的

酶解褐藻寡糖也能与模拟口腔消化液中的 α-淀粉

酶先迅速结合，然后部分降解从而消解掉部分空间位

阻[35]，导致本实验条件下的模拟口腔消化过程中
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图4    肌原纤维蛋白和寡糖-蛋白复合物口腔消化产物总巯基和活性巯基质量摩尔浓度

Fig. 4    Molality of total sulfhydryl and active sulfhydryl of MP and EAO-MP oral digestive products
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图5    肌原纤维蛋白和寡糖-蛋白复合物口腔消化

产物氢键质量浓度

Fig. 5    Hydrogen bond mass comcentration of MP and

EAO-MP oral digestive products
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表面疏水性逐渐升高，在 5 s 时没有显著体现，但

15 s 后得到了与 M 组相反的结果，这个结果很有

启发性，一定程度上反映了添加酶解褐藻寡糖会促

进鲢肌原纤维蛋白分子的三级结构在模拟口腔消化

液中展开。

横向比较 (组间)：0 s 未消化时，A 组的表面

疏水性显著低于 M 组，有研究报道 1% 和 3% 质

量分数的魔芋寡糖可以使鲢肌原纤维蛋白在冷冻循

环期间的表面疏水性显著降低，从而抑制蛋白的氧

化变性[36]，这与本研究中加入酶解褐藻寡糖修饰

后的肌原纤维蛋白表面疏水性变化结果一致，一定

程度反映了在口腔消化酶未参与之前，酶解褐藻寡

糖有保护和抑制肌原纤维蛋白氧化的潜力，原因是

酶解褐藻寡糖的存在增加了肌原纤维蛋白表面的空

间位阻，使更多表面疏水基团包埋于分子内部[37]；

后续加入 α-淀粉酶启动模拟口腔消化过程中，在

消化 5 s 时 A 组的表面疏水性仍显著低于 M 组

(P<0.05)；而模拟消化 15 s 后，A 组的表面疏水性

却显著高于 M 组 (P<0.05)。后续研究应对 0 s 条件

下重复实验，使统计学结果更为可靠；或增加模拟

口腔消化过程中的时间测量点，获得更为系统完整

的过程数据，本研究无法排除 0 s 时酶解褐藻寡糖

阻挡了蛋白和 ANS 结合，测得的表面疏水性比实

际更低这一可能性。

 3    结论

本实验通过对鲢肌原纤维蛋白及其与酶解褐藻

寡糖的复合物进行模拟口腔消化，分析了动物蛋白

在消化期间二级、三级结构的变化。模拟口腔消化

后，鲢肌原纤维蛋白组由于模拟口腔消化液的作用

导致无规卷曲结构含量增加，λmax 蓝移。消化 15 s

后具有最大荧光强度，蛋白处于疏水微环境中紫外

二阶导数 r 值降低，由于聚集或氧化作用增加使总

巯基含量显著降低，氢键含量逐渐降低，表面疏水

性显著降低。寡糖-蛋白复合物组 α-螺旋结构增

加，无规卷曲含量减少，λmax先蓝移再红移，荧光

强度降低，紫外二阶导数 r 值增加，总巯基含量显

著增加，氢键含量下降，表面疏水性显著增加。肌

原纤维蛋白经过模拟口腔消化液的作用，二级、三

级结构发生变化，蛋白空间结构无序，分子结构聚

集。酶解褐藻寡糖与鲢肌原纤维蛋白通过氢键共价

结合，发生静电作用形成聚合物，促进鲢肌原纤维

蛋白分子结构的展开。综上所述，模拟口腔消化液

会改变鲢肌原纤维蛋白的构象，使蛋白质分子聚

集，内部基团包裹；与纯鲢肌原纤维蛋白相比，添

加褐藻寡糖修饰后的肌原纤维蛋白减少了分子内的

聚集，促进蛋白分子结构在模拟口腔消化液中展

开。因此，褐藻寡糖能使蛋白分子内部基团接触到

更多消化液，可能会更利于此类蛋白-寡糖复合产

品后续在胃肠中的消化吸收，这亟待进一步实验

验证。
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