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3种离子强度下pH值对罗非鱼肌球蛋白溶解度及分子构象的影响

付苇娅1，周春霞1加，朱潘红1，郑惠娜1’2，洪鹏志1’2，杨萍1’2

I(广东海洋大学食品科技学院，广东省水产品加工与安全重点实验室，广东湛江，524088)

2(广东海洋大学深圳研究院，广东深圳，518120)

摘 要 研究了3种离子强度下，不同pH值(2．0～12．0)对罗非鱼(Oreochromis niloticus)肌球蛋白溶解性、表面

疏水性、SDS—PAGE及仅一螺旋含量的影响。结果表明，在实验范围内，离子强度增大使肌球蛋白等电点向酸性方

向偏移，在低离子强度(1 mmol／L KCl)、生理离子强度(150 mmol／L KCl)及高离子强度(600 mmol／L KCl)条件

下，其溶解度最小的pH值分别为5．5、5．0和4．5，极端酸性(pH 2．0)和碱性(pH 11．0～12．O)条件下，臃球蛋白

溶解度较高(>80％)；在中性和高离子强度条件下，分子表面疏水性低，n一螺旋含量高，稳定性较好；酸诱导去折

叠过程中，在等电点附近表面疏水性较低，在偏离等电点的酸性条件下，表面疏水性增加，而极端酸性条件下展

开的肌球蛋白分子可能会发生折叠，分子降解及静电相互作用导致溶解度增大；碱诱导去折叠过程中，表面疏水

性随pH值的升高而增加，肌球蛋白重链通过二硫键形成聚合物；在中性、碱性和极端酸性条件下，d一螺旋含量随

着盐浓度的增加而增大，高盐对肌球蛋白的二级结构有保护作用。总体分析，在高盐浓度和极端碱性条件下，肌

球蛋白呈现“熔球态”构象。

关键词 罗非鱼肌球蛋白；pH值；离子强度；去折叠；溶解度；构象

罗非鱼是我国淡水养殖的主要鱼类之一。鱼肌

肉蛋白的主要成分是肌球蛋白，占肌原纤维蛋白的

55％～60％，决定了鱼肌肉盐溶性蛋白的溶解性及相

关功能特性¨。2o。肌球蛋白分子含有2个球状头部

和1个棒状尾部，由2条分子质量为220 kDa的肌球

蛋白重链(MHC)和4条分子质量为17～22 kDa的肌

球蛋白轻链(LHC)组成⋯。在体外受pH值、离子强

度、热处理等的影响，鱼肌肉蛋白分子结构、溶解度及

相关性质发生变化，尤其是MHC的降解或聚合¨“。。

在广泛pH范围(2～12)内，低盐(10 mmol／L NaCl)

条件下酸诱导鳕鱼肌肉MHC降解，而碱性条件下

MHC通过二硫键形成聚合物；而高盐(600 mmol／L

NaCl)使肌肉蛋白等电点向酸性方向偏移约2个pH

单位，且在酸性条件下发生聚集，碱性条件下分子发

生重折叠¨。。极端酸／碱处理都会导致鳕鱼MHC的

球状头部构象完全改变，LHC大部分损失，在极端酸

性(pH 2．5)条件下，肌球蛋白分子棒状尾部完全解

离，而极端碱性(pH 11．0)条件下分子不发生解离，
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再调节pH值回到中性(pH 7．5)时，肌球蛋白棒状尾

部折叠成原有构象，而球状头部不能重新折叠回原有

构象¨。；酸／碱处理前加盐(600 mmol／L NaCl)对体系

有保护作用，调节回中性(pH 7．3)后肌球蛋白分子

变性程度较小¨1。极低离子强度条件(不含盐)下，

pH值4—7时，鲑鱼肌球蛋白的溶解度极低，随着离

子强度(0～0．5 mol／L KCl)增加，静电和疏水相互作

用变化导致溶解度增大¨一，通常认为一定范围内这

种盐溶(salting．in)效应与cl一在蛋白表面选择性结

合使蛋白分子间静电斥力增强有关，且随盐浓度的进

一步增大，高盐离子会屏蔽蛋白质分子表面电荷，压

缩双电层，产生盐析(salting—out)效应¨11，鲑鱼肌球

蛋白体系盐浓度高于0．5 mol／L KCl时，溶解度即开

始下降¨1；在低于等电点的酸性(pH 3．5)条件下，带

正电的蛋白分子与cl一结合，猪肉肌原纤维蛋白的溶

解度也随NaCl浓度(低于0．8 mol／L)的增加而下

降¨⋯。但是，在等电点和中性条件下，猪肉肌原纤维

蛋白的溶解度随NaCl浓度(0．2—0．8 mol／L)的增加

而增大，且在此盐溶过程中静电相互作用增加不明

显¨⋯，其盐溶机理主要与阳离子(Na+)高水合程度有

关¨”“1。也有研究报道，当体系KCl浓度从0．1增加

0．5 mol／L时，秘鲁鱿鱼肌原纤维蛋白分子所带电荷增

加，同时高盐离子的屏蔽效应增强，分子间相互吸引作

用的下降导致溶解度增加¨⋯。因此，离子对蛋白质的

 



影响非常复杂，Na+和K+对蛋白质分子稳定性的影响

也不完全相同¨⋯，肌肉蛋白的溶解可能与蛋白来源、

体外离子强度、离子类型及pH值等因素的共同影响

有关，不同条件下的盐溶机理可能不完全相同，其加工

应用特性也不一样。为此，本研究以罗非鱼肌球蛋白

为对象，试验3种典型的KCl浓度条件下，广泛pH范

围内肌球蛋白分子去折叠过程中分子结构和性质的

变化，以探讨肌球蛋白溶解性与构象的关系。

1 材料与方法

1．1材料与试剂

鲜活罗非鱼：2016年3月～8月购自湛江当地市

场，体重为(900±100)g，迅速带回实验室，手工去内

脏、去头、去皮，取背部白肉、分装、一75℃储存备用。

5．腺苷三磷酸二钠盐(ATP)、二硫苏糖醇

(DTT)，广州齐云生物科技有限公司；乙二醇-双-(2一

氨基乙醚)四乙酸(EGTA)，上海源叶生物科技有限

公司；三羟基甲基氨基甲烷(Tris)，广州化学试剂厂；

快速Lowry法蛋白含量测定试剂盒(2000T)，上海荔

达生物科技有限公司；SDS—PAGE凝胶快速配制试剂

盒、SDS—PAGE蛋白上样缓冲液(5X)、考马斯亮蓝染

色液(常规法)，碧云天生物技术研究所；蛋白质分子质

量标准(宽)，宝生物工程(大连)有限公司；8一苯胺基一

1．萘磺酸(8-Anilino-1一naphthalenesulfonic acid，ANS)、

6．丙酰基-2-(N，N二甲胺基)萘(N，N-dimethyl-6一propi—

onyl一2．naphthylamine，PRODAN)，购于美国SIGMA公

司；以上试剂均为分析纯；马来酸(maleic acid)，美国

MP公司，为优级纯试剂。其余试剂均为分析纯。

1．2仪器与设备

Avanti J-26sxp高效离心机，美国Beckman公司；

UV．2550型紫外分光光度计，RF-5301P荧光分光光

度计，日本岛津公司；ECP3000电泳仪和DYCZ一24DN

双垂直电泳槽，北京六一仪器厂；UVP凝胶成像系

统，美国UVP公司；Chirascan圆二色谱仪，英国应用

光物理公司。

1．3实验方法

1．3．1 肌球蛋白的提取

参照STAFFORD等¨41的方法，进行了改进。实

验所有操作均在4℃条件下进行，所用溶液均预先冷

却到4℃。取新鲜搅碎的鱼肉200 g，加5倍(g／mL)

缓冲液A(20 mmol／L 2HO：·Nail2PO。一12HOz‘

Na：HPO。，pH 7．0，0．02％NaN，)，高速匀浆(20 000

r／rain。30 s)，浸提15 min后离心(5 500×g，10 rain)，

取沉淀重复上述过程2次。向所得沉淀中加入3倍

(g／mL)提取液B(0．45 mol／L KCl，5 mmol／L ATP，

7．5 mmol／L MgCl2，0．15 mmol／L DTT，pH 6．4)，搅拌

15 min后离心(10 000×g，10 min)。4层纱布过滤，

取滤液用9倍(mL／mL)蒸馏水稀释，静置10 min后

离心(6 000 g，10 min)得沉淀。向沉淀中加入1／5倍

(g／mL)缓冲液C(0．12 mol／L maleic acid，3 mol／L

KCl，0．6 mmol／L DTT，pH 7．5)，混匀后放置2 h，混合

体系中添加1／10倍(g／mL)ATP溶液D(0．11 mol／L

ATP，55 mmol／L MgCl2，5．5 mmol／L EGTA，pH 7．5)

溶液后，搅拌1 h。加入硫酸铵至饱和度40％～45％

进行分级，沉淀于透析液E(20 mmol／L Tris．HCl，0．6

mol／L KCl，0．1 mmol／L D，rrr，pH 7．0)中透析至无

SO。2。检出，然后离心(50 000×g，60 min)，所得上清

液即为肌球蛋白溶液。采用Lowry法¨纠检测上清液

蛋白含量，以牛血清白蛋白(BSA)为标准物，测量波

长为750 nm，并进行SDS—PAGE电泳(5％分离胶，

12％浓缩胶)，经凝胶成像系统计算蛋白质纯度高

于94％。

1．3．2三种离子强度下酸／碱去折叠肌球蛋白样液

的制备

用透析液E稀释肌球蛋白溶液至2．0 mg／mL，分

别取50 mL溶液用2 mol／L的HCl调节pH值至

6．0、5．0、4．0、3．0和2．0，用2 mol／L的NaOH调节

pH值至8．0、9．0、10．0、11．0和12．0，各条件下溶液

于低温条件下搅拌30 min后离心(10 000 g，15 min，

4。C)，所得上清液即为600 mmol／L KCl中酸／碱去折

叠肌球蛋白样液。

分别用低离子强度透析液(20 mmol／L Tris—HCl，

1 mmol／L KCl，pH 7．0)和生理离子强度透析液(20

mmol／L Tris．HCl，150 mmol／L KCI，pH 7．0)透析肌球

蛋白，采用LOWRY法¨纠检测测定透析后溶液的蛋

白含量，并用对应的透析液稀释肌球蛋白浓度至2．0

mg／mL，同上调节体系的pH值，离心所得上清液即

为1 mmol／L KCl和150 mmol／L KCI溶液中酸／碱去

折叠肌球蛋白样液。各操件均在低温条件下进行。

1．3．3 溶解度的测定

用各样品对应的缓冲液适当稀释上述各处理的样

品上清液，采用lowry法¨纠测蛋白含量，肌球蛋白的溶

解度按离心所得上清液蛋白含量占未处理前溶液中总

蛋白含量的百分比计算。每个样品测定3次以上。

1．3．4 电泳分析

SDS．PAGE电泳根据LAEMMLI¨叫的方法，采用
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分离胶浓度为12％、浓缩胶浓度为5％的变性聚丙烯

酰胺凝胶进行还原(含B-巯基乙醇)及非还原(不含

B一巯基乙醇)电泳。

1．3．5 表面疏水性的测定

采用ANS和PRODAN荧光探针法⋯。检测可溶

性蛋白的表面疏水性。将经过酸／碱去折叠处理的肌

球蛋白上清液逐步稀释(0．062 5、0．125、0．25和0．5

mg／mL)，取不同浓度的溶液各4 mL，分别加入20斗L

的ANS溶液(8．0 mmol／L ANS，0．01 mol／L 2HO：·

NaH2P04—12H02·Na2HP04，pH 7．0)和10¨L的

PRODAN溶液(1．0 mmol／L PRODAN，甲醇)，振荡，

分别静置10 min和15 min(避光)，测定样品的相对

荧光强度(FI)。本实验中，ANS荧光探针检测的激

发波长和发射波长分别为374 nm和485 nm，PRO—

DAN荧光探针检测的激发波长和发射波长分别为

365 nm和465 nm，狭缝宽均为5 am。减去各样品溶

液未加探针时的荧光强度即为每种蛋白的相对荧光

强度值(RFI)。以RFI对蛋白质浓度作图，其初始段

的斜率作为蛋白质的表面疏水性指标(ANS—S。或

PRODAN．S。)。每个样品测定3次以上。

1．3．6二级结构含量分析

二级结构含量采用圆二色谱仪检测。将经过酸／

碱去折叠处理的肌球蛋白上清液稀释至蛋白浓度

0．1 mg／mL，进行圆二色谱测定。波长扫描范围为

190～260 nm，样品池光径为1 mm，上样量0．3 mL，

测量温度为5℃，测定分辨率为0．5 mm，扫描速度为

100 nm／min，灵敏度为20 mdeg，响应时间为0．25 s，

以未添加肌球蛋白的缓冲液做空白，实验结果取3次

扫描的平均值。仪一螺旋含量的计算公式如下¨“：

⋯ [口]m×M。 ⋯
l F J：：：2而面矿瓦i瓦 01’

r日1⋯
“一helix content／％2蒜×100 (2)

式中：[0]曲。为蛋白质溶液在222 nm处测得的椭圆

率，mdeg；M。为肌球蛋白分子的平均氨基酸残基分子

质量，取115 g／mol；C为测量的肌球蛋白溶液的浓度，

0．1 mg／mL；L为样品测量时的比色皿光程长度，cm；

[0]：：：为222 nm处的摩尔椭圆率，deg·am2／dmol。

每个样品测定2次取平均值。

1．3．7 统计分析

利用JMP 7．0软件进行方差分析，差异显著性(P

<0．05)分析使用多重比较。采用Origin 7．5软件对

各指标的变化趋势作图。

2．．．0．．．．1．．7．．．．．V．．．．o．．．1．．．．．4．．．3．．．．．N．．．．o．．．．．．．9．．．．．．(．．．T．．o．．．．t．．a．．．1．．．3．．．5．．．7．——)

2 结果与讨论

2．1 pH值对罗非鱼肌球蛋白溶解性的影响

选取0．001、0．15和0．6 mol／L KCl三种代表性

的盐浓度，分别试验pH值对肌球蛋白溶解度的影

响，结果如图1。

2 ：{ ● “ }； U l{) 2

州“，L

KCl浓度：十000 mol／L一0 15mol／L--A--0．6mol／L
图1三种离子强度下pH值对罗非鱼肌球蛋白溶解性的影响

Fig．1 Effect of pH on solubility of tilapia myosin at three ionic

strength levels

前者为低离子强度溶液，体外在此低离子强度条

件下，肌球蛋白组装成纤丝，呈不溶状态；0．15 mol／L

为肌肉组织的生理离子强度，此状态下肌球蛋白是不

溶的，表现为分散的粗丝状态；后者是可提取肌球蛋

白的高离子强度，此状态下肌球蛋白呈单体状

态∽’”。。由图1可知，在实验范围内，3种KCI浓度

条件下，肌球蛋白溶解度随pH值变化的曲线趋势基

本相似，其溶解度最小的pH值分别为5．5、5．0和

4．5(P<0．05)；而随着pH值偏离等电点，由于肌球

蛋白所带净电荷的增多导致蛋白分子间静电斥力增

强，肌球蛋白溶解度增大，但不同pH值和盐浓度条

件下的溶解度不同。(1)在0．001 mol／L KCl条件

下，在pH值5．0～7．0范围内，肌球蛋白的溶解度较

低(<15％)；在偏离此范围的酸性条件下，溶解度迅

速增加，pH值由5．0到4．0过程中溶解度由7．05％

升高至68．5％，且在极端酸性(pH 2．0～3．0)条件

下，溶解度在80％左右；当pH值由7．0至10．0的过

程中肌球蛋白的溶解度迅速升高，且在极端碱性(pH

1 1．0～12．0)条件下，溶解度达到80％以上。(2)在

0．15 mol／L KCl条件下，pH值从5．0向酸性方向偏

移，溶解度的变化规律与低离子强度条件下的变化类

似；pH值由等电点向碱性方向变化时，当pH值由

6．0上升到7．0过程中，溶解度迅速增加达到

51．6％，pH值由7．0到1 1．0变化过程中，溶解度的

变化不太剧烈，而在极端碱性条件下，溶解度高于

80％。(3)在0．6 mol／L KCl条件下，在pH值4．5一
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3．0范围内，肌球蛋白的溶解度较低(<13％)，当pH

值从3．0降低至2．0时，溶解度明显增大(P<0．05)，

达到85．4％；而pH值从4．5到7．0时，溶解度急剧

增大(P<0．05)到100％；在极端碱性条件下，溶解度

高于90％。(4)比较而言，随着离子强度的增大，肌

球蛋白的等电点向酸性方向偏移，且离子强度越大偏

移越大，其原因可能是C1一与带正电氨基酸的结合能

力比K+与带负电氨基酸的结合能力更强∞’9。；由等

a 0r．—0—0—1—m——0]1／L 0r．—1—5——m——o—l／]L 0r．6——m——o—l／—L—一K1C
M l 2：{4 2：{4 l 2 ：{4

kDa

200

6坞
664

’，，I竹曹!’■
暑警：· ’：

”

电点范围向酸性偏移(pH 5．0—3．0)的过程中，肌球

蛋白的溶解度均是随着离子强度的增大而减小，而由

等电点范围向碱性偏移(pH 5．0—9．0)的过程中，肌

球蛋白的溶解度均是随着离子强度的增大而增大。

2．2 pH值对肌球蛋白电泳图谱的影响

3种离子强度下，肌球蛋白经酸／碱去折叠处理

后的还原(添加p一巯基乙醇)和非还原(未添加B一巯

基乙醇)电泳结果如图2所示。
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图2三种离子强度下pH值对罗非鱼肌球蛋白还原(a)和非还原(b)电泳图谱的影响

Fig．2 Effect of pH Oil reduced(a)and non—reduced(b)SDS-PAGE profile of tilapia myosin at three ionic strength levels

因溶解度差异，本部分仅列出代表性的几个样品

来说明。对于溶解度较低的pH范围(pH 4．0～

6．0)，肌球蛋白条带较弱。在低离子强度条件下，在

pH 4．0—5．0时基本没有蛋白条带出现；在生理离子

强度和高离子强度条件下，在pH 5．0～6．0时蛋白条

带极其微弱，与溶解度的检测结果相一致(图谱未列

出)。(1)在0．6 mol／L KCl溶液中，中性和碱处理的

各蛋白样品在非还原电泳图上均出现分子质量高于

200 kDa的条带，且极端碱性(pH 1 1．0)条件下凝胶

顶部多聚体更明显，表明碱性条件下肌球蛋白更容易

聚集；而经B．巯基乙醇处理后，肌球蛋白重链(约200

kDa)和3条轻链(约26、21和17 kDa)条带清晰，未

出现分子质量高于200 kDa的条带，由此表明聚合物

主要由肌球蛋白重链(MHC)彼此间通过二硫键形

成；而极端酸性条件(pH 2．0和3．0)下蛋白条带相

对较弱，但本实验中，pH 2．0时溶解度仍高于80％，

推测可能是此条件下肌球蛋白重链降解。类似的结

果在pH对鳕鱼肌肉蛋白可溶性组分的研究中也有

报道，当盐浓度为600 mmol／L NaCl时，pH 2．0～5．0

之间可溶性蛋白组分中肌球蛋白重链消失，推测可能

是盐析导致的蛋白质沉淀H1，也可能是高盐条件下

SDS反离子结合度增大，在SDS—PAGE样品处理过程

中形成胶束被去除了旧⋯。(2)生理离子强度和低离

子强度条件下，极端酸／碱去折叠处理的肌球蛋白均

出现了分子质量高于200 kDa的条带，且碱性和(或)

生理离子强度下肌球蛋白重链的聚集更明显，而经

B一巯基乙醇处理后，均出现清晰的肌球蛋白重链和轻

链条带，而低离子强度和中性pH条件下，蛋白条带

很弱，与溶解度的检测结果一致。

2．3 pH值对罗非鱼肌球蛋白表面疏水性的影晌

采用ANS和PRODAN两种外源荧光探针检测

可溶性肌球蛋白的表面疏水性，探讨蛋白质三级结构

的变化¨川。由图3可知，在广泛pH范围内，肌球

蛋白的表面疏水性不同，且3种离子强度条件下，表

面疏水性随pH值的变化趋势类似。(1)在中性条件

下，肌球蛋白的表面疏水性较低，2种荧光探针检测

的疏水性值都较小；在碱性条件下，随着pH值的升

高，PRODAN．S。和ANS—S。值增大，表明肌球蛋白分子

部分展开，表面疏水基团暴露；且在中性和碱性条件

下，随着离子强度的增加，肌球蛋白分子的聚集状态

变化，表面疏水性增大。低离子强度条件下，肌球蛋

白分子处于聚集状态，表面疏水性较低，而体外高离

子强度条件下蛋自质分子间静电相互作用被破坏，分

子解离成单体，尾部的疏水基团充分暴露，结合更多
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■銎霍蓄幽婴!!!!型竺!!!!!型业型!!!!l
的探针指示物"“1，因此在0．6 mol／L KCl溶液中，肌

球蛋白的溶解性和表面疏水性明显增加。(2)在酸

性范围内，表面疏水性的变化比较复杂，表明肌球蛋

白分子在酸性条件下的稳定性较差。在pH 2．0～

5．0范围内，随着pH值的降低，ANS—S。值增大(P<

0．05)，可能与酸性条件下肌球蛋白分子的展开及此

条件下带净正电荷的蛋白分子与ANS间的静电相互

作用有关。ANS是一种带负电荷的阴离子荧光探

针，可与蛋白表面的阴／阳离子基团通过离子对的形

成发生强结合，因此ANS-S。所反映的是蛋白质表面

疏水性以及ANS与蛋白质分子间的静电作用⋯1；比

较而言，PRODAN是一种不带电荷的溶剂敏感性探

针，可以消除测量过程中可能存在的静电相互作用的

干扰心¨。因此，在酸性条件下，PRODAN—S。值明显低

于ANS．S。值，且极端酸性(pH 2．0—3．0)条件下，

PRODAN．S。值低于中性和碱性条件下的PRODAN—S。

值，由此推测肌球蛋白在酸性条件下的溶解可能受静

电相互作用的影响；在0．15 mol／L KCl和0．001 mol／L

匡蚕雾0()()l tool／L KC
■豳01Smol／LKCl
匿婴0．6 mol／L KCl

2 3 4 5 6 7 8 9 lU ll 12

pH值

KCl条件下，肌球蛋白分子表面疏水性最低出现在

pH 5．0，在偏离等电点的酸性范围内，随着pH值的

降低，PRODAN—S。值先增大后减小，在实验范围内，

pH 2．0条件下的PRODAN．S。值均低于pH 3．0，表明

在极端酸性条件下肌球蛋白分子展开到一定程度后，

进一步降低pH值也可能会使蛋白分子重新折叠，导

致表面疏水性下降口2。；此外，等电点附近的蛋白构象

呈现特殊变化，pH 6．0时表面疏水性值较大，因此时

溶解度极低，其结构变化的机理，还需借助新技术进

一步研究。(3)总体分析，碱诱导肌球蛋白去折叠过

程中，分子部分展开，表面疏水性随pH值的升高而

增加，静电相互作用和疏水相互作用导致溶解度增

加，而酸诱导肌球蛋白去折叠过程中，在等电点附近

表面疏水性较低，在偏离等电点的酸性条件下，表面

疏水性增加，而在极端酸性条件下展开的肌球蛋白分

子可能会发生折叠；结合溶解度的影响分析，分子在

极端酸性条件下的溶解主要受分子降解及静电相互

作用的影响。

露虿翌()ll(}1 1110l，L KC
圉嚣日()15 tool／L KCl

2 3 4 5 b 7 8 9 lO lJ 12

pH值

图3三种离子强度下pH值对罗非鱼肌球蛋白表面疏水性的影响

Fig．3 Effect of pH on surface hydrophobicity of tilapia myosin at three ionic strength levels

注：不同大写字母表示同一离子强度的样品在不同pH值条件下的差异显著(P<0．05)；

不同小写字母表示同一pH条件下不同离子强度样品的差异显著(P<O．05)。

2．4 pI-I值对肌球蛋白甜螺旋含量的影响

肌球蛋白分子包含球状头部和棒状尾部，棒状尾

部95％是由Or．．螺旋构成，而球状头部含有的0【-螺旋

结构所占比例较少旧⋯，因此d一螺旋含量的变化可以

反映出棒杆状尾部的变化。不同离子强度下广泛pH

值对肌球蛋白二级结构的影响用圆二色谱进行表征。

在实验范围内，在中性和碱性条件下，肌球蛋白的圆

二色谱图在208 nm和222 nm处均出现2个负的特

征肩峰谱带(光谱图未列出)，这是典型的＆一螺旋特

征峰，由此计算仅．螺旋含量。由图4可知，3种离子

强度下，pH值对可溶性肌球蛋白分子d．螺旋含量的

至鱼!Z∑垒!：璺曼型里：!f!垒!鱼!曼曼Z 2

影响与溶解性的变化趋势类似，等电点pH值附近d．

螺旋含量最低，随着pH值偏离等电点仅一螺旋含量升

高，碱性条件下d-螺旋先升高后稍微下降。根据

DUMETZ等旧4。的研究报道，pH值对肌球蛋白0【．螺旋

含量的影响主要是改变肌球蛋白带电氨基酸和肌球

蛋白表面的Or．一羟基及仅一氨基末端的质子化程度。在

等电点附近蛋白分子表面净电荷接近零，分子的静电

斥力下降导致肌球蛋白发生疏水聚集，肌球蛋白的溶

解性和d一螺旋含量下降；而偏离等电点的酸性和碱

性条件下，蛋白质所带净电荷增加，肌球蛋白逐渐恢

复单体状态，仅一螺旋含量上升；但在极端酸性和碱性
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pH值

KCI浓度：一(1 001 mol／L一0 15 mol／L一·--0 6 lnol／L

图4 三种离子强度下pH值对罗非鱼肌球蛋白Or．一螺旋

含量的影响

Fig．4 Effect of pH on0【一helix content of tilapia myosin at

three ionic strength levels

条件下，蛋白变性增加，d一螺旋含量降低。在0．5

mol／L NaCl溶液中，当pH值由7．0下降到5．5时，

静电作用和氢键稳定性的变化导致猪肌球蛋白仪一螺

旋含量由87．4％下降到15．8％"。。此外，pH值对肌

球蛋白仪-螺旋含量的影响也与盐浓度有关，在中性、

碱性和极端酸性(pH 2．0)条件下随着盐浓度的增

加，肌球蛋白的仪一螺旋含量增加，可能与高盐离子掩

蔽蛋白质分子问的静电斥力，减弱电荷对氢键的影响

有关。

3 结论

pH值对肌球蛋白溶解度及构象的影响与盐浓度

有关。离子强度增大使肌球蛋白的等电点向酸性方

向偏移，高盐对肌球蛋白的二级结构有保护作用；在

中性和高离子强度条件下，罗非鱼肌球蛋白重链(约

200 kDa)和3条轻链(约26，21和17 kDa)条带清

晰，分子的稳定性较好；随着pH值偏离中性环境，肌

球蛋白分子结构发生去折叠；碱诱导肌球蛋白去折叠

过程中，分子部分展开，静电相互作用和疏水相互作

用导致溶解度增加，肌球蛋白重链(MHC)彼此间通

过二硫键形成聚合物；酸诱导肌球蛋白去折叠过程

中，在偏离等电点的酸性条件下，分子部分展开和降

解，而极端酸性条件下展开的肌球蛋白分子可能会发

生折叠，分子降解及静电相互作用导致溶解度增加。
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Effect of pH on tilapia myosin solubility and conformation

under three ionic strength solutions

FU Wei-yal，ZHOU Chun．xial，孙，ZHU Pan．hon91，

ZHENG Hui．nal一，HONG Peng．zhil一，YANG Pin91’2

1(College of Food Science and Technology，Guangdong Ocean University，

Guangdong Provincial Key Laboratory of Aquatic Product Processing and Salty，Zhanjiang 524088，China)

2(Shenzhen Research Institute of Guangdong Ocean University，Shenzhen 518120，China)

ABSTRACT Effect of various pH(2．0—1 2．0)on solubility of tilapia myosin and surface hydrophobicity．SDS．

PAGE and理一helix contents of tilapia myosin were investigated at three ionic strength levels．Results showed that．in

the experimental range，with increasing of ionic strength，the isoelectric point of myosin was shined to acidic pH．In

low ionic strength(1 mmol／L KCl)，physiological ionic strength(1 50 mmol／L KCl)and high ionic strength(600
mmol／L KCl)solution，the pH of the minimum solubilities of myosin was 5．5，5．0 and 4．5 respectivelv．At extreme

acid(pH 2．0)and alkali(pH 11．0—12．0)condition，the solubility of myosin was higher than 80％．Under the

neutral and high ionic strength，surface hydrophobicity was low and ot．helix content was high and stabilitv of myosin

was good．During acid—induced refolding process，lower surface hydrophobicity was observed near the isoelectric

point，and surface hydrophobicity increased under the acid condition of deviating from the isoelectric point．However，

unfolded myosin might refold partly under extreme acidic conditions，and molecular degradation and electrostatic inter．

actions could lead to the high solubility．During alkali—induced refolding process，the surface hydrophobicitv increased

with the rising of pH value，the macro—molecular polymer was formed through disulfide bonding between myosin heavv

chains． In neutral pH condition，alkaline and extreme acidic conditions，(x．helix content increased with the increase

of salt concentration，and therefore high salt could protect the secondary structure of myosin． AU above results indica．

ted that myosin molecule could be unfolded to an intermediate sate similar to“molten globule”at extreme alkali and

high salt condition．
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