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摘要：【目的】探讨 pH 对猪肉肌原纤维蛋白热诱导凝胶保水性及水的移动性影响。【方法】从猪肉中提取肌

原纤维蛋白，用低场 NMR（nuclear magnetic resonance）研究 pH 对肌原纤维蛋白热诱导凝胶中水的 T2弛豫性质

的影响。同时用离心法测量 pH 对肌原纤维蛋白凝胶保水性（water holding capacity，WHC）影响。【结果】NMR

结果拟合后得到水有 4 个组分，合并为对应水的 3 种状态即不可移动水、可移动水和自由水。随着 pH 升高，pH

偏离肌原纤维蛋白的等电点（pI），代表可移动水的 T2弛豫时间显著增加，其所占峰的面积和凝胶的 WHC 也随之增

加。主成分分析结果发现，处于等电点附近的样品在样品评分图上与其它 pH 样品显著不同。【结论】凝胶保水性

的增加主要是可移动水的增加，凝胶 WHC 增加的原因可能是肌原纤维凝胶后孔径增加，从而可以容纳更多的水。 
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Heat-Induced Gelation of Myofibrillar Proteins as                

Affected by pH——A Low Field NMR Study  
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Abstract: 【Objective】 The objective of this study is to discuss the effect of pH on the water holding capacity (WHC) and 
water mobility of pork myofibrillar protein heat-induced gelation. 【Method】 Myofibrillar proteins were extracted from porcine 
muscle, and their heat-induced gelation water properties were characterized using low-field nuclear magnetic resonance (NMR) T2 
relaxometry. The WHC of the system was determined by centrifugation method. 【Result】 The NMR data was fitted to four 
components, which were merged into three states of water, i.e. immobile, mobile and free water. T2 relaxation time, peak area, and 
WHC which attribute to mobile water increased as pH away from pI, the principal components analysis result showed that the sample 
near pI clustered differently from others. 【Conclusion】 Improvement of WHC could be ascribed to the increasing of the mobile 
water, and the possible increase of the myofibrilar protein gel network pore diameter may leads to more water could be entrapped.  
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0  引言 

【研究意义】肌原纤维蛋白在肉类加工过程中起

很重要的作用，它的一个重要性质是在加热后形成凝

胶，凝胶的形成不仅与肉制品黏聚性和良好的质构有

关[1]，而且对产品赋形，保留产品的水分起重要作用[2]。

蛋白质凝胶受其理化性质的影响，例如蛋白质浓度、

加热温度和时间、离子强度和 pH[3]，同时受其它添加

剂的影响，如转谷氨酰胺酶[4]，多聚磷酸盐等[5-6]。研

究证实，pH 影响肉的保水性[7-8]，而且一般认为 pH 是

控制肉保水性的一个关键因子[9]，pH 对保水性影响的

作用机理是它对于肌原纤维蛋白静电荷的影响[10]。肌

原纤维蛋白的等电点（pI）约为 5.2，当 pH 偏离其等

电点后，保水性会增加[11]。增加的原因是 pH 偏离等
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电点后，肌原纤维蛋白的正电荷或负电荷会增加，形

成更多的和周围水分子结合的氢键结合位点，静电荷

的增加也会造成肌丝的相互排斥，使肌原纤维蛋白膨

胀，从而使更多的水保留其中[12-13]。然而在纯化的肌

原纤维蛋白热诱导凝胶体系中，由于肌球蛋白的提取，

肌原纤维的结构被破坏，肌原纤维的膨胀不再是保水

的主要原因，加热形成的三维凝胶网络结构取而代之，

网状结构依靠毛细管力把水保留在凝胶网孔中，研究

证明，pH 会影响凝胶的微观结构[14]。【前人研究进

展】NMR 在化学和生物研究中是一个不可多得的研 
究工具。NMR 是用频率为兆赫数量级的、能量极低的

电磁波照射分子，使电磁波能与暴露在强磁场中的磁

性核相互作用，引起磁性核在外磁场中发生磁能级的

共振跃迁而产生吸收信号。这种核对射频区电磁波的

吸收称 NMR[15]。NMR 根据分辨率可以分为高分辨率

（即高场）和低分辨率（即低场）两种类型。前者探

测样品的化学性质，后者探测样品的物理性质，例如

在低场１H NMR 中检测样品中水的状态。低场 NMR
可以用无损的方法研究水的移动性和分布, 国外报道

了用 NMR 弛豫研究鲜猪肉的持水性及含水量和脂肪

含量[16-22]，从肌肉到食用肉的转化[23-24]，烹调过程中

水性质的变化[25]，肉的结构与肌节长度和肌丝空间的

相关关系[26]等。【本研究切入点】在肌肉低场 NMR
测量中得到的两个主要参数是自旋-晶格弛豫时间（用

T1来表示，又称为纵向弛豫时间）和自旋-自旋弛豫时

间（用 T2 来表示，又称为横向弛豫时间）。弛豫

（relaxation）的含义为松弛、舒张，放松。弛豫属性

是自然界的固有属性，任何物质系统中平衡时具有的

状态称为平衡状态。系统在受到外界刺激或压力（即

激励）时，都会产生相应的系统变化（即响应）。但

当激励消失后，系统都要恢复到原始平衡状态，系统

从激励状态恢复到原始状态的过程就叫弛豫过程。不

同的系统受到不同激励回到平衡状态所需要的时间是

不同的，即弛豫有快有慢[27]。T1和 T2分别测量的是自

旋和其环境及自旋本身的相互作用。在肉和肉制品中

弛豫时间的测量中多用 T2 来表示，因为 T2 变化范围

较大[28]，而且 T2比 T1对多种相态的存在更加敏感[29]，

它也可以区分不与固体颗粒相互作用或其溶剂作用的

自由水和结晶水及物理化学键合的结合水或不可移动

水[29]。也有人认为 T2反映的是可交换的生物多聚体质

子和水质子之间的化学交换以及自由水和水化水之间

的化学渗透交换[30-32]。但还没有 NMR 弛豫用于肌肉

蛋白质凝胶研究中的报道。【拟解决的关键问题】本

文用低场NMR弛豫研究pH对肌原纤维蛋白热诱导凝

胶中水的弛豫情况进行研究，为肉制品的生产提供理

论指导。 

1  材料与方法 

1.1  主要试验材料与试剂 

宰后4 h的猪肉里脊购于南京苜蓿园大街菜市场。

剔除多余的脂肪和结缔组织，切碎，真空包装，每袋

约 100 g，贮存于－20℃直到蛋白质提取。提取前肉样

在 0～4℃解冻至少 10 h。EGTA 购于美国 Sigma 公司。

Triton X100 购于美国 Amersco 公司。其它化学试剂最

低为分析纯。 
1.2  主要仪器与设备 

Beckman Avanti J-E 冷冻离心机：美国 Beckman 
Coulter 公司；Waring Blender 8010ES 高速度组织匀浆

机：美国 Waring 公司；Ultra Turrax T25 BASIS 高速

匀浆器：德国 IKA 公司；pH 211 台式酸度计：葡萄

牙 HANNA 公司；PQ001 台式 NMR 分析仪：上海纽

迈电子有限公司。 
1.3  试验方法 

1.3.1  肌原纤维蛋白的提取及凝胶的制备  肌原纤

维蛋白的提取根据Doerscher等的方法[33]，并根据Goll
等的方法进行改进[34]。100 g 解冻的肌肉用 Waring 
Blender 均浆后，加入 4 倍体积的僵直提取缓冲液（100 
mmol·L-1 Tris，10 mmol·L-1 EDTA，pH 8.3）。均质的

溶液 1 000×g 离心 20 min 收集沉淀。而后把沉淀分

散在 4 倍体积的标准盐溶液（standard salt solution，
SSS）（100 mmol·L-1 KCl，20 mmol·L-1 K2HPO4/ KH2PO4，

2 mmol·L-1 MgCl2，1 mmol·L-1 EGTA，1 mmol·L-1 
NaN3，pH 7.0），而后 1 000×g 离心 10 min 收集沉淀，

重复 3 次，在 2 次离心之间用 Ultra Turrax T25 高速分

散器分散约 30 s。沉淀重新分散在 4 倍体积的 SSS 含

1% Triton X-100，而后 1 500×g 离心 10 min 收集沉

淀，重复 2 次。而后沉淀加入 4 倍体积 0.1 mol·L-1 KCl，
重复 2 次。最后沉淀加入 4 倍体积 0.1 mol·L-1 NaCl    
1 500×g 离心 10 min 收集沉淀，得到纯化的肌原纤维

蛋白。蛋白质浓度用双缩脲法测定[35]，使用牛血清蛋

白作为标准蛋白，提取的肌原纤维蛋白在24 h内用完。 
用 1 mol·L-1的 HCl 或 NaoH 把肌原纤维蛋白（浓

度为 40 mg·ml-1 溶于 0.6 mol·L-1 NaCl 50 mmol·L-1 
Na2HPO4/NaH2PO4缓冲液中，pH 6.0）的 pH 调到 5.5、
6.0、6.5、7.0，而后搅拌 5 min，置于水浴锅内，从

25℃开始，以 1℃·min-1 的速度升到 70℃，而后在 70
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℃保温 20 min。保温结束后，肌原纤维蛋白凝胶样品

立即放到 0～4℃冰箱或冰浴中放置过夜，然后进行

NMR 弛豫和 WHC 的测定。 
1.3.2  NMR 自旋－自旋弛豫时间（T2）测量  测试条

件为：质子共振频率为 22.6 MHz，测量温度为 32℃。

约 2 g 的样品放入直径 15 mm 的核磁管，而后放入分

析仪中。自旋-自旋弛豫时间 T2用 CPMG 序列进行测

量[36-37]。所使用的参数为：τ-值（90°脉冲和 180°脉冲

之间的时间）为 200 µs。重复扫描 32 次，重复间隔时

间为 6.5 s 得到 12 000 个回波，得到的图为指数衰减

图形，每个测试 4 次重复。 
1.3.3  NMR T2数据的处理  NMR 弛豫测量得到的图

为自由诱导指数衰减曲线，其数学模型为： 
A（t）=∑[A0iexp（－t/T2i）]                 （1） 

式（1）中，A（t）为衰减到时间 t 时的幅值大小，A0

为平衡时的幅值大小。T2i为第 i 个组分的自旋-自旋弛

豫时间。CMPG 指数衰减曲线用仪器自带的 MultiExp 
Inv Analysis 软件进行反演，得到 T2值。本软件使用

综合迭代算法，结果为离散型与连续型相结合的 T2

谱。反演的结果为生成弛豫图和各个弛豫过程的弛豫

幅值、其对应时间常数（峰值）及其所占面积分数、

每个峰起始时间和结束时间等。为了分析的方便，采

用了弛豫图每个组分峰值对应的时间作为 T2，而弛豫

峰的宽度为基线上峰底的宽度。 
1.3.4  保水性（WHC）的测量  WHC 通过 Kocher 和
Foegeding 的离心法测量[38]，肌原纤维蛋白凝胶在 0～
4℃下用 10 000×g 离心 10 min，记录离心前后离心

管的重量，离心出液体的重量。WHC 用公式（2）进

行计算： 
WHC（%）=（CG－ML）/CG×100         （2） 

式（2）中，ML 为离心过程中水分损失重量，CG 为

离心前凝胶的重量。每个处理 3 次重复。 
1.3.5  统计分析  用 SAS 8.12 进行方差分析，如果

方差分析效应显著，使用 Duncan multiple range test
进行多重比较（P＜0.05）。用 Statistica 7 对 NMR 反

演结果进行主成分分析（principal component analysis，
PCA），从而在尽可能多的保留原始反演结果变异的

前提下对反演结果进行降维处理。主成分（PC）的提

取方法使用相关矩阵法，得到的结果为特征值、解释

的方差和样品的评分图。如果 PC 的特征值大于 1，则

该 PC 会被保留。为了表达的简洁，使用了 PC 系数的

简化表示方法[39]：如果 PC 系数的绝对值大于最大系

数绝对值的 1/2，用“+ +”或“－－”来表示；如果

PC系数的绝对值小于最大系数绝对值的 1/2而大于最

大系数绝对值的 1/4 用“+”或“－”来表示。 

2  结果与分析 

2.1  pH 对肌原纤维蛋白凝胶 NMR T2弛豫时间的影响 

不同 pH 下肌原纤维蛋白热诱导凝胶 NMR T2弛

豫行为见图 1。 
 

 
 

图 1  pH 对肌原纤维蛋白凝胶横向弛豫时间 T2的影响 

Fig. 1  Effect of pH on transverse relaxation times (T2) of 

myofibrillar proteins heat-induced gelation 

 

从图 1 可以看出，T2弛豫的特点是在几毫秒的位

置有 1 个小峰，在 27～305 ms 有大峰，在 2 s 左右的

位置也有明显的成分出现。而且随着 pH 增加，主要

成分明显向高的弛豫时间方向进行迁移。拟合后的肌

原纤维蛋白凝胶中 NMR 弛豫图有 4 个峰，分别对应

于 4 种水的状态，即不可移动水（化合水）、中度可

移动水、可移动水和自由水，这与用 NMR 测量的乳

清蛋白与卵白蛋白中一致[40]。但是由于前两个峰的积

分面积很小所以图中不易看出。第 1 个峰的峰值随 pH
增加时变化不大（P＞0.05），峰值 T21的范围为 1.2～
1.7 ms，代表了凝胶体系中与蛋白质等大分子结合的

水。第 2 和第 3 个峰总称为可移动水，随着 pH 的升

高，T22 和 T23 都显著增加（P＜0.05）。T22 从 27 ms
增加到 50 ms，T23从 158 增加到 305 ms（图 2）。第

4 个峰的峰值范围 T24为 1 944～2 396 ms。T2随 pH 的

增加而增加说明水的移动性也增加了。 
2.2  pH 对肌原纤维蛋白凝胶 WHC 的影响 

pH 对肌原纤维蛋白凝胶 WHC 的影响见图 3。肉 
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图 2  pH 对肌原纤维蛋白凝胶 T22弛豫时间的影响 

Fig. 2  Effect of pH on T22 relaxation of myofibrillar protein 

heat-induced gelation 

 

 
 

图 3  pH 对肌原纤维蛋白凝胶 WHC 的影响 

Fig. 3  Effect of pH on the WHC of myofibrillar protein 

heat-induced gelation 

 

的含水量约为 75%，WHC 表明了蛋白质结合水的能

力，对于肉和肉制品的加工特性、产量及成本起很重

要的作用[28,41]。因此肉类工业千方百计要提高肉和肉

制品的保水性。在热诱导凝胶过程中，肌原纤维蛋白

中的主要成分肌球蛋白经过变性聚集而相互交联，形

成有序三维网状结构把水包埋在其中。从图 3 可以看

出，随着 pH 的增加，肌原纤维蛋白凝胶的保水性显

著提高（P＜0.05），从 37.10%提高到 89.77%，最大

的 WHC 对应的 pH 为 7.0。肌原纤维蛋白 pH 与 WHC
的关系和肌球蛋白 pH 与 WHC 的关系类似，Liu 等的

结果肌球蛋白热诱导凝胶的最低 WHC 31.2%对应 pH
为 5.5，而最大值在 pH 7.0～9.0[42]。用鸡胸肉的结果

也证明高 pH（7.0～7.4）比低 pH（6.4～6.8）保留更

多的水[43]。当 pH 增加远离肌原纤维蛋白的等电点时，

系统中的负电荷增加，因此凝胶网络中蛋白质分子之

间会产生静电排斥，给水提供了更多的结合位点，也

增加了水化的表面积[10]。另外从图 1 中的峰面积看，

第 2 个和第 3 个峰的峰面积都随 pH 的增加而增加，

分别从 1.1%和 87.9%增加到 2.0%和 94.9%，因此肌原

纤维蛋白凝胶保水性的增加是第 2 和第 3 个峰所代表

的水的状态，这部分水统称为可移动水，这与肉的保

水原理是相同的。 
2.3  NMR 反演结果的主成分分析 

NMR 反演结果数据量很大，包括各个弛豫过程的

弛豫幅值、其对应时间常数（峰值）及其所占面积分

数、每个峰起始时间和结束时间等，而且这些参数之

间可能存在共线性。因此，有必要对其进行主成分分

析来进行降维。因为第 1 个峰代表化合水，各个 pH
处理间没有显著差异（P＞0.05），因此只对第 2、3
和 4 个峰参数进行了主成分分析。主成分保留的标准

为其特征值大于 1。表 1 为肌原纤维蛋白凝胶 NMR T2

反演结果的前 3 个主成分情况。前 3 个主成分可以解

释变异方差的 95%，每个 NMR 反演结果变量对主成

分的贡献情况见表 2，为了表达的简洁，PC 的系数用

了一个简单的方法来表示[39]，第 1 主成分主要与第 2、
3 个峰的参数相关程度比较高，而这两个峰代表可移

动水，因此第 1 主成分可代表可移动水。第 2 个主成

分主要是与第 4 个峰呈负相关，因此可以认为第 2 主

成分为自由水。图 4 为不同 pH 处理的样品主成分分

析的样品评分图，根据样品在评分图上的位置可以进

行比较。处于等电点附近的 pH 5.5 处理与其它 pH 明

显分开，而且都处于第 1 主成分负的一端，高 pH 处

理位于第 1 主成分的右端。也说明了 pH 5.5 处理组有

较低的 T22和 T23。 
 

表 1  NMR 反演结果的前 3个主成分特征值及解释方差 

Table 1  Principal component (PC) solutions of NMR 
inversion data 

主成分 
PC 

特征值 
Eigen value 

解释方差 
Variance (%) 

累积解释方差 
Cumulative (%)

1 7.28 60.65 60.65 

2 3.098 25.76 86.41 

3 1.05 8.72 95.12 

 

3  讨论 

肌原纤维蛋白对于肉的功能性质尤其是保水性和

持水性具有很重要的作用。肌原纤维蛋白热诱导凝胶

NMR T2 弛豫测量结果显示，在弛豫图有 4 个峰出现 
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表 2  NMR 反演结果的主成分分析中前 3个主成分与各参数

的系数 

Table 2  Principal component (PC) coefficients for NMR 
inversion data included in the principal component 
analysis 

系数 Coefficient 参数 
Parameter 

主成分 1 
PC1 

主成分 2
PC2 

主成分 3
PC3 

第 2 个峰起始时间 
Onset time of the second peak 

+ +  + 

第 2 个峰峰值(T22) 
Peak value time of the second peak (T22)

+ + - + 

第 2 个峰结束时间 
End time of the second peak 

+ +   

第 2 个峰面积分数 
Proportion of the second peak 

+ + -- + 

第 3 个峰起始时间 
Onset time of the third peak 

+ +   

第 3 个峰峰值(T23) 
Peak value time of the third peak (T23) 

+ + -  

第 3 个峰结束时间 
End time of the third peak 

- + + + + 

第 3 个峰面积分数 
Proportion of the third peak 

+ + + - 

第 4 个峰起始时间 
Onset time of the fourth peak 

+ -- - 

第 4 个峰峰值(T24) 
Peak value time of the fourth peak (T24)

 --  

第 4 个峰结束时间 
End time of the fourth peak 

-- --  

第 4 个峰面积分数 
Proportion of the fourth peak 

-- -  

 “+ +”或“--”表示 PC 系数的绝对值大于最大系数绝对值的 1/2；“+”或“-”
表示 PC 系数的绝对值小于最大系数绝对值的 1/2 而大于最大系数绝对

值的 1/4。正号表示正相关，负号表示负相关 
Double signs represent a PC coefficient greater than half the maximum 
coefficient in absolute value. Single signs indicate a coefficient between a 
fourth and a half of the largest absolute value. Positive signs mean 
positive-correlated contributions, whereas negative signs, negative- 
correlated contributions 

 
说明在凝胶中有 4 种组分的水，但第 2、3 个峰可以合

并统称为可移动水。本研究采用了与 Bertram 等[44]不

同的对 NMR 原始数据的处理算法，但由于基于同样

的数学模型，所以得到结果一致，都是得到 3 种水的

组分，而且 pH 对组分 T2弛豫时间的影响也一致。T2

的弛豫模式也与肉的 T2弛豫行为类似[17-18,26]，证实了

主要的 T2分布反映肌原纤维内部水的性质[17]，也说明

肉中肌原纤维结构内的水主要由毛细管作用保持[45]。

在加热过程中，肌原纤维蛋白溶解、变性、聚集、蛋

白质解折形成凝胶，此时由于肌原纤维的结构被破坏，

提供毛细作用的成了凝胶的孔径，凝胶孔径的增加会

使水的移动性增加。Brownstein 和 Tarr [46]认为在诸如 

 

 

图 4  不同 pH 处理的第 1、2 主成分评分图 

Fig. 4  Principal component scores for different pH samples in 

principal components 1-2 

 
肉等非均一体系中，水和大分子的交换过程决定了弛

豫的速度，可以认为大分子是表面。表面积和体积比

决定了弛豫速度。因此，粗丝和细丝距离的增加导致

了弛豫时间的延长[46]。肌原纤维蛋白凝胶过程与 pH
有关[43]，本研究发现肌原纤维蛋白凝胶的 NMR T2弛

豫时间，随 pH 的增加而提高（图 2）。Feng 和 Hultin
通过电镜比较了 pH 6.4 和 7.0 的鸡肉糜凝胶，发现在

pH 7.0 时凝胶有较大的孔径[47]，造成本研究中高 pH
时弛豫速度的增加。 

在肉制品中，T2 弛豫与制品中含水量相关[21,48]，

目前还没有很好的回归方程来用 T2弛豫时间对 WHC
或含水量进行定量，pH 也会影响 NMR 弛豫衰减的信

号强度或 T2的积分峰面积，因此，这两个变量也许可

以对 WHC 或含水量进行定量，但是 pH 对它们的影

响并不是线性的。所以定量还是有些困难，这些都是

下一步研究的目标。 

4  结论 

随着 pH 升高，pH 偏离肌原纤维蛋白的等电点

（pI），代表可移动水的 T2弛豫时间显著增加，其所

占峰的面积和凝胶的 WHC 也随之增加，说明凝胶保

水性的增加主要是这部分水。主成分分析结果发现，

处于等电点附近的样品在样品评分图上与其它 pH 样

品显著不同，WHC 增加的原因可能是肌原纤维凝胶
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的膨胀而后孔径增加，从而可以容纳更多的水。NMR 
T2弛豫研究可以用于蛋白质凝胶中水的性质研究。 
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