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摘要：【目的】研究 pH 对猪肉肌原纤维蛋白二级结构α-螺旋及其热诱导凝胶硬度、保水性及微观结构的影

响。【方法】采用圆二色谱（circular dichroism, CD）测定不同 pH 下，猪肉肌原纤维蛋白α-螺旋含量的变化；

用物性测试仪测定相应 pH 下肌原纤维蛋白热诱导凝胶的硬度，用离心法测定其保水性，同时利用扫描电镜拍摄其

微观结构。【结果】随着 pH 偏离肌原纤维蛋白等电点（pI）向中性范围靠近，其α-螺旋含量及其热诱导凝胶的保

水性都逐渐增大；而凝胶硬度在 pH 6.0 时达最大值；在远离等电点的中性条件下，肌原纤维蛋白凝胶具有较高有

序性的微观结构，而且结构均匀，酸性条件下凝胶的微观结构有序性低，不均匀，且存在聚合物。【结论】猪肉肌

原纤维蛋白α-螺旋含量与其热诱导凝胶保水性呈正相关关系；蛋白含天然结构α-螺旋较多时，凝胶微观结构比

较有序，反之，凝胶微观结构比较粗糙。 
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Abstract: 【Objective】 The objective is to study the effect of pH on the secondary structure, α-helix of pork myofibrillar 
protein, and the hardness, water holding capacity (WHC) and microstructure of its heat-induced gel. 【Method】 The α-helix of pork 
myofibrillar protein under different pH were measured by circular dichroism (CD), and the hardness, WHC and microstructure of the 
heat-induced gel were determined by texture analyzer, centrifugation method and scanning electron microscope (SEM), respectively. 
【Result】 The α-helix of pork myofibrillar protein and WHC of its heat-induced gel increased with pH away from pI, the hardness 
reached its maximum when pH was 6.0, the gel had a uniform and orderly microstructure in neutral, while it had disorderly and 
uneven microstructure with polymer in the acidic. 【Conclusion】 The α-helix of myofibrillar protein is positive correlated with the 
WHC of its heat-induced gelation, and the gel has an orderly microstructure with more α-helix, while rough microstructure with less 
α-helix.  
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0  引言 

【研究意义】肌原纤维蛋白是肌肉中具有重要生 

物学功能的盐溶性蛋白，主要是由肌球蛋白、肌动蛋

白、肌动球蛋白和调节蛋白（原肌球蛋白、肌钙蛋白）

等形成的结构蛋白质群，其热诱导凝胶对肉制品的功
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能特性如硬度、保水性、质地等有着十分密切的关   
系[1]。蛋白质的生物功能取决于其特定的三维结构（二

级结构）[2]。肌原纤维蛋白热不可逆凝胶形成过程中，

蛋白质发生变性聚集，其实质是蛋白质分子中的次级

键被破坏，引起蛋白质天然结构解体，其二级结构发

生一定变化[3]，而所制凝胶呈现一定的保水性、质构

特性（硬度等）以及一定的微观结构，其两者间可能

具有一定相关性。【前人研究进展】圆二色（circular 
dichroism，CD）是一种简单和快捷的获得生物大分子

结构的手段。圆二色现象是由光学活性物质对左右圆

偏振光的吸光率之差引起的[4]。蛋白质或多肽是由氨

基酸通过肽键连接而成的，其主要的光学活性生色基

团是肽链骨架中的肽键、芳香氨基酸残基及二硫键[4]。

其 CD 谱远紫外区段（190—250 nm），主要生色团是

肽链，这一波长范围的 CD 谱包含着生物大分子主链

构象的信息；在近紫外区（250—300 nm），占支配地

位的生色团是芳香胺基侧链，这一区域可以给出“局
域”侧链间相互作用的信息[5]。根据所测蛋白质或多肽

的远紫外 CD 谱，能反映出蛋白质或多肽链二级结构

的信息，从而揭示蛋白质或多肽的二级结构。在 CD
谱上，α-螺旋结构在靠近 192 nm 有一正的谱带[4]，在

222 和 208 nm 处表现出两个负的肩峰谱带[4,6]，是 α-
螺旋结构的特征峰，通过峰值的改变可以看出 α-螺旋

结构的变化。圆二色谱是研究稀溶液中蛋白质结构的

方法[4]，要求蛋白浓度比较低，而蛋白凝胶形成需要

有比较高的浓度，然而 Choi 和 Ma[7]同时利用圆二色

谱和拉曼光谱研究普通荞麦中球蛋白的构象，前者取

较低的蛋白浓度（0.01%），后者取较高的蛋白浓度

（5%），结果发现利用圆二色谱与拉曼光谱所测得的

结果相一致。【本研究切入点】pH 能影响凝胶形成过

程中蛋白质之间的变化，通过改变氨基酸侧链电荷分

布，降低或增加蛋白质和蛋白质相互作用，从而对蛋

白结构和凝胶功能性质产生影响。在蛋白质天然二级

结构中，α-螺旋占主要地位，本试验主要是用圆二色

谱测定猪肉肌原纤维蛋白随pH变化时，其二级结构α-
螺旋的变化，同时测定相应 pH 条件下，肌原纤维蛋

白热诱导凝胶所呈现的质构、保水性及微观结构，确

定其相互关系。目前国内尚未见关于肌原纤维蛋白在

此方面研究的报道。【拟解决的关键问题】探讨肌原

纤维蛋白二级结构（α-螺旋）含量变化，与其热诱导

凝胶质构（硬度）、保水性和电镜微观结构相关关系，

找出 α-螺旋与凝胶功能特性间的关系，以利于更好地

了解其凝胶机制，为以后开发高品质凝胶肉制品提供 

理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  主要试验材料与试剂 

猪肉腰大肌：购于南京苜蓿园大街农贸市场，剔

除可见结缔组织和脂肪，切碎，真空包装，贮存于-20℃
直到蛋白质提取。 

所用试剂最低纯度为分析纯。 
1.2  主要仪器与设备 

圆二色谱仪：J-810，日本 JASCO 公司；落地式

高效冷冻离心机：Avanti J-E，美国 Beckman Coulter
公司；物性测试仪：TA.XT2i，英国 Stable Micro 
Systems 公司；扫描电镜：S-3000N，日本 Hitachi 公
司；高速组织打碎机：Waring Blender 8010ES，美国

Waring 公司；高速匀浆机：Ultra Turrax T25 BASIS，
德国 IKA 公司；pH 计：HANNA，葡萄牙；紫外分光

光度计：UV-2450，日本岛津公司。 
1.3  试验方法 

1.3.1  肌原纤维蛋白的提取  肌原纤维蛋白的提取

参照韩敏义[8]的方法。所得肌原纤维蛋白质浓度用双

缩脲法测定[9]，以牛血清蛋白作标准曲线，计算蛋白

质浓度。 
1.3.2  肌原纤维蛋白圆二色谱样品及其热诱导凝胶

制备  用磷酸缓冲液（0.6 mol·L-1 NaCl，50 mmol·L-1 
Na2HPO4/ NaH2PO4，pH 6.0）将肌原纤维蛋白浓度分

别调整到 0.08 mg·mL-1和 40 mg·mL-1，并且将整体离

子强度调整到 0.6 mol·L-1 NaCl，用 1 mol·L-1 HCl 或
NaOH 将蛋白样品的 pH 分别调整到 5.0、5.5、6.0、
6.5 和 7.0，其中 0.08 mg·mL-1样品用于圆二色谱 α-螺
旋的测定，40 mg·mL-1 样品置于于水浴锅以大约 1 

/min℃ 速率从 20—70℃线性升温，而后在 70℃保温

20 min 形成凝胶，于 4℃冷库冷却过夜，进行质构、

保水性测定和电镜拍摄。 
1.3.3  圆二色谱的测定  将制备好的肌原纤维蛋白

样品装于光路长度为 0.1 cm 的样品槽，扫描波段为

190—250 nm，扫描速度为 100 nm/min，利用水浴锅

将样品线性升温加热到 80 ℃，保温 20 min，进行测

定。光谱共累计扫描 3 次取平均值，同时扫描缓冲液，

通过差减除去缓冲液信号。 α- 螺旋含量通过

DichroWeb 网站（http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/ 
home.shtml）软件计算而得[10]，使用的算法为 K2D[11]，

使用的参考蛋白为 SP175（Optimized for 190—240 nm 
# Less nm required），取蛋白平均残基浓度 MRW为 110 
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g·mol-1，计算波长范围为 200—250 nm。每个样品共

测定 3 个重复。 
1.3.4  物性测定  制备的肌原纤维蛋白凝胶用物性

测试仪测定硬度，探头型号：P5 5 mm Dia Cylinder 
Stainless。参数设定为：测前速度：2 mm·s-1，测定速

度：1 mm·s-1，距离：10.0 mm，数据获得速率：200 pps。
每个处理测定 3 个重复。 
1.3.5  保水性测定  凝胶保水性的测定基于 Kocher
和 Foegeding 的离心法[12]，按照韩敏义[8]的参数进行

测定。将制备的肌原纤维蛋白凝胶称重后，于 0—4 ℃
下经 10 000×g 离心 10 min，去除离出的液体，记录

空离心管的重量以及离心前后离心管与凝胶的总重。

根据下列公式计算凝胶保水性： 
W2－W 

WHC（%）= 
W1－W 

×100% 

式中 W 为离心管重，W1 为离心前离心管与凝胶重，

W2为离心去液体后离心管与凝胶重。每个处理测定 3
个重复。 
1.3.6  微观结构的观察  将制备 24 h 的肌原纤维蛋

白凝胶，切块后经 2.5%戊二醛溶液固定，清洗，乙醇

梯度脱水，乙酸异戊酯置换，干燥，粘样，镀膜后于

扫描电镜（scanning electron microscope, SEM）观察微

观结构，加速电压为 20.0 kV。 
1.3.7  统计分析  用 SAS 8.12 进行相关分析和方差

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）。 

2  结果与分析    

2.1  圆二色谱测定pH对肌原纤维蛋白α-螺旋的影响 

不同 pH 下肌原纤维蛋白 α-螺旋变化见图 1。
 

 
 

图 1  pH 对肌原纤维蛋白 CD 谱图（a）和α-螺旋结构含量（b）的影响 

Fig. 1  Effect of pH on CD spectra (a) and the α-helix content (b) of myofibrillar protein 

 
在中性 pH 时（pH 7.0），CD 谱在 208 和 222 nm

处出现两个小峰，是 α-螺旋结构的特征峰。将 pH 偏

离中性会降低 208 和 222 nm处的负极摩尔椭圆度[4,6]，

说明 α-螺旋结构的丢失。 
由图 1 可见，随着 pH 偏离肌原纤维蛋白等电点

范围（肌原纤维蛋白等电点约为 5—5.2[13,25]），向中

性条件靠近时，肌原纤维蛋白的 α-螺旋呈现升高趋势。

pH 6.5 时 α-螺旋含量达到最高值，为 32.0%；pH 5.0
时达最低值，为 6.3%。pH 7.0、6.5、6.0 和 pH 5.5、
5.0 这两组差异显著（P＜0.05），pH 7.0 的 α-螺旋含

量介于 pH 6.5 和 6.0 之间。Liu 等利用圆二色谱研究

肌球蛋白二级结构发现，当 pH 从 7.0 降到 5.5 时，α-
螺旋含量很明显地从 87.4%降到 15.8%[14]。 

α-螺旋结构主要是由多肽链上羰基（-CO）和氨

基（NH-）之间的氢键稳定[15-16]。肌原纤维蛋白的等

电点约为 5—5.2，这说明在中性条件下，蛋白是呈负

电荷的，降低 pH 可能会增加蛋白间因为电荷中和而

产生的静电作用，从而影响氢键的稳定性[16]。静电作

用和氢键稳定性的变化会依次引起在酸性条件下 α-螺
旋的丢失[14]。 
2.2  pH 对肌原纤维蛋白凝胶保水性的影响 

不同pH下肌原纤维蛋白热诱导凝胶保水性见图2。 
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图 2  pH 对肌原纤维蛋白热诱导凝胶保水性的影响 

Fig. 2  Effect of pH on the WHC of myofibrillar protein 

heat-induced gel 

 
pH 远离等电点逐渐升高时，凝胶保水性随之提

高，pH 7.0、6.5 保水性较高，分别达到 89.74%和

86.65%，pH 6.0 介于中间，pH 5.0、5.5 保水性较低，

分别为 41.64%和 37.10%，这 3 组之间差异达显著（P
＜0.05）。 

在热诱导凝胶形成过程中，肌原纤维蛋白主要成

分肌球蛋白经过变性聚集而后相互交联形成有序三维

网状结构，并把水包含在其中[8]。本试验所得结果主

要归因于 pH 对肌原纤维蛋白净电荷的影响以及其肌

丝间静电斥力的程度，而这些决定了凝胶的保水    
性[17]。当 pH 高于等电点时，负极增加的负电荷网络

会引起凝胶网络中肌球蛋白分子间的静电斥力，同  
时净电荷的增加为周围水分子提供了更多氢键结合位

点[18]，增大了水合作用表面积[14,18]。高 pH 时，保水

性提高主要归因于蛋白质与水相互作用增多。也有人

认为，当 pH 增大时，肌原纤维伸展，从而使保水性

提高[13]。 
2.3  pH 对肌原纤维蛋白凝胶质构的影响 

由图 3 可见，在 pH 6.0 时，凝胶硬度最大，为 75.48 
g，pH 5.0 时达最小值，27.91 g。pH 6.0、6.5，pH 5.5、
7.0，pH 5.0 这 3 组之间差异显著（P＜0.05）。 

pH 6.0、6.5 的硬度比中性条件时大，可能是由于

pH 在 6.0 和 6.5 时，静电斥力比 pH 7.0 时小，从而使

蛋白疏水作用和二硫键作用增大；在肌原纤维蛋白等

电点范围，由于蛋白-蛋白间作用增强[19]，聚合加快，

易获得弱和容易渗水的凝胶，凝胶硬度降低[20]，在接

近等电点时，肌原纤维蛋白可能在未加热之前即发生

了部分解离，加热后的蛋白溶液表现为有聚合物存在 

 
 

图 3  pH 对肌原纤维蛋白热诱导凝胶硬度的影响 

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

heat-induced gel 

 

的棉絮状，可能是加热使蛋白质发生了凝聚[21]。  
2.4  pH 对肌原纤维蛋白凝胶微观结构的影响 

由基于 SEM 技术得到的凝胶微观结构图可见，

在接近等电点的酸性条件 pH 5.0 和 5.5 时，肌原纤维

蛋白热诱导凝胶具有很多棒块状或颗粒状聚合物，pH 
5.0 时无明显的凝胶孔洞，pH 5.5 时凝胶孔径不均一，

使酸性条件下的凝胶网状结构比较粗糙、无序；而当

pH 偏离等电点逐渐增大时，凝胶网络结构趋于有序，

逐渐形成多孔且孔径均一的细致结构，其中 pH 6.0 的

孔径比 pH 6.5 和 7.0 的稍小（图 4）。 
pH 会影响蛋白质分子的离子化作用和净电荷值，

从而影响蛋白分子间的吸引力和排斥力以及蛋白分子

与水分子的结合能力[21]。酸性条件下的凝胶微观结构

有序性低于接近中性条件的凝胶微观结构，聚合物较

多的原因可能是，离等电点较近时，蛋白分子间减小

的静电斥力有利于其相互间疏水作用的增强，蛋白与

水的作用减弱，而蛋白与蛋白作用增强，在热诱导变

性聚集前，蛋白已发生部分解聚，之后的热作用又促

进解聚分子的重新结合，从而使蛋白分子混乱、无序；

而接近中性条件的蛋白在合适的热作用下充分变性，

聚集，形成细致紧密的网络结构。 
2.5  pH、α-螺旋、保水性和硬度相关性分析结果 

pH、α-螺旋、保水性和硬度相关性结果见表。 
由表可见，α-螺旋、pH 与保水性三者彼此都显著

相关（P＜0.05）。 

3  讨论 

蛋白质二级结构不管在溶液还是凝胶状态，都会 



168                中  国  农  业  科  学    43 卷 

 
 

图 4  pH 对肌原纤维蛋白热诱导凝胶微观结构的影响 
Fig. 4  Effect of pH on the microstructures of myofibrillar protein heat-induced gel 

 
表  pH、α-螺旋、保水性和硬度相关性 

Table  The correlation among pH, α-helix, WHC and hardness 

 螺旋 Helix 保水性 WHC 硬度 Hardness

酸碱度 pH (r) 0.92873 0.93968 0.46923 

酸碱度 pH (p) 0.0226 0.0176 0.4253 

螺旋 Helix (r)  0.92977 0.72107 

螺旋 Helix (p)  0.0221 0.1692 

保水性 WHC(r)   0.43059 

保水性 WHC (p)   0.4692 

 
随 pH 的改变而改变[22-24]。在本试验中，猪肉肌原纤

维蛋白 α-螺旋随 pH 降低而减少，与 Liu 等[14]所测猪

肉肌球蛋白 α-螺旋变化趋势一致，是因为肌原纤维蛋

白主要是以肌球蛋白为主，肌球蛋白的变化起主要作

用。肌原纤维蛋白 α-螺旋在 pH 6.5 时达最高值，

32.0%，在 pH 7.0 时达 30.7%，而 Liu 等测得的肌球蛋

白 α-螺旋含量在 pH 7.0 时为 87.4%，可能是由于他们

测定肌球蛋白 α-螺旋的条件是 15℃，而本试验测定条

件是 80℃，而温度对蛋白质二级结构也有很大影响，

这与 Liu 关于温度对肌球蛋白影响的结论相一致[14]：

将肌球蛋白（pH 7.0）从 5℃升温到 90℃，蛋白 α-螺
旋含量从 87.7%降到 36.0%，本试验中肌原纤维蛋白

（pH 7.0）α-螺旋在 80℃时的值比 36.0%略低，可能

是因为测定条件和样品差异等引起。 
本试验所测凝胶保水性与猪肉肌球蛋白凝胶保水

性结果一致，当 pH 5.5 升到 7.0 时，猪肉肌球蛋白凝胶

保水性显著提高（P＜0.05），从 31.2%到 73.0%，在

pH 7.0—9.0 间达到最大保水性（72%—73%）[14]。猪肉

肌原纤维蛋白凝胶的保水性在 pH 5.4—7.0 时也显著提

高[25]。与低 pH（6.4—6.8）相比，鸡胸肉凝胶在较高

pH（7.0—7.4）时保持水的能力更好[26]，结果与本试验结

果类似。这种保水性从等电点范围向中性条件逐渐增大

的趋势，主要归因于静电斥力以及蛋白-水作用的增强。 
Ishiproshi 等通过测定兔肌球蛋白热诱导凝胶在

不同温度点的剪切力研究 pH 和盐浓度对其凝胶的影

响，也发现在 60—70℃时，pH 6.0 形成凝胶最强[27]。

Xiong等通过穿刺试验，发现鸡胸肉肌原纤维在pH 6.0
时形成凝胶最强，而腿肉肌原纤维在 pH 5.5 时最强[28]。

Lefevre 等利用应变振动测试证明肌原纤维蛋白在 pH 
5.6 时形成的凝胶比在 pH 6.0 时的强，主要是通过静

电增强疏水作用和二硫键作用引起的[29]。Westphalen
等通过流变测试发现猪肉肌原纤维蛋白在 pH 5.6 和

6.0 时形成的凝胶较强，G′分别为 1 860 和 1 311 Pa，
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pH 6.5 和 7.0 时都较弱[18]。本试验也发现，肌原纤维

蛋白凝胶硬度从 pH 5.0 到 7.0 呈现先升高后降低的变

化，在 pH 6.0 时达最大值，凝胶强度随 pH 的变化趋

势，与 Xiong 的试验相吻合：研究 pH 对鸡胸肉匀浆

物凝胶特性，发现鸡胸肉凝胶强度从 pH 5.8 到 6.3 呈

升高趋势，从 6.6 起又呈降低趋势[30]，其另外的研究

也证明，鸡胸肉肌原纤维蛋白从 pH 6.0 到 7.0 形成凝

胶强度降低[31]。 
热引起的蛋白质凝胶经两步完成： 第一步是原生

态蛋白质受热而变性展开； 第二步是展开的蛋白质因

聚合作用而形成较大分子的凝胶体。凝胶基质的结构

和物理化学特性取决于变性和聚集的相对速率。蛋白

质聚集的速率相对于展开的速率越慢，变性链可以更

好定向， 这就有利于形成更细致的凝胶网络。当蛋白

质聚集的速率高于展开的速率时， 就形成粗糙、无序

的凝胶结构或凝结物[32]。离等电点较近时，蛋白-蛋白

作用增强，聚集速率快，所以形成粗糙的微观结构，

而在接近中性条件时，静电斥力以及蛋白与水相互作

用使多肽链保持在分离状态[32]，蛋白分子充分展开，

之后的热作用使蛋白缓慢聚集，变性链定向有序，从

而使凝胶微观网络结构细致均匀。 
随着 pH 由中性范围向等电点接近时，肌原纤维

蛋白 α-螺旋含量逐渐减少，与凝胶保水性变化趋势保

持一致，由表中相关系数可见两者呈显著正相关关系。

这说明蛋白含有越少天然结构（α-螺旋），则不利于

其凝胶保水性的提高。   
当 pH 达到等电点时，静电斥力的减小和疏水基

团的暴露，引起二级结构改变，α-螺旋含量减少，并

且蛋白-蛋白非共价键作用引起无规则聚集，从而形成

比较弱的凝胶[33-34]。所以在接近等电点时，凝胶的硬

度较低。凝胶含有较多 α-螺旋时形成的凝胶比较有黏

性，而并非强度更大[14]。 
此外，α-螺旋的含量与凝胶微观结构也有一定关

系，由图可见，含有越多有序结构 α-螺旋，蛋白变性

聚集缓慢，这与凝胶的三维结构形成相关，使凝胶微

观结构比较有序，而 α-螺旋含量越少时，凝胶微观结

构比较粗糙[21]。另外，由凝胶的微观结构可以看出，

肌原纤维蛋白凝胶在 pH 接近中性范围时有较多孔洞

且孔径较大，多孔及孔径的增大有利于水分的保留，

而凝胶保水性的增加与保留水移动性减小也有关[8]，

说明其不易流失，反之，在接近肌原纤维蛋白等电点

范围时，蛋白聚集速率较快，凝胶结构孔洞较少且孔

径较小，无法容纳更多的水。 

4  结论 

pH 对肌原纤维蛋白二级结构 α-螺旋具有显著的

影响。随着 pH 偏离肌原纤维蛋白等电点范围向中性

范围接近，蛋白对天然二级结构 α-螺旋的保持也越多，

此时，凝胶的保水性也随之上升，及微观结构趋于有

序，这说明蛋白的基础结构决定了凝胶的功能特性，

它们之间存在很强的相关性。 
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