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　 　 摘要:　 为筛选新型乳酸菌抗冻保护剂ꎬ通过复合蛋白质酶水解 １５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、１２０ ｍｉｎ、２４０ ｍｉｎ 制备

了不同水解度的鲢鱼酶解产物ꎬ研究其相对分子质量分布、氨基酸组成、表面疏水性、活性巯基含量等特性及其不

同酶解时间鲢鱼酶解产物和不同质量分数鲢鱼酶解产物对乳酸菌冻融存活率的影响ꎮ 结果表明ꎬ不同酶解时间酶

解产物相对分子质量主要在９.００× １０１ ~ ５.４０× １０５ꎬ其氨基酸组成和含量基本相同ꎬ亲水性氨基酸比例占总量的

６８％ꎻ随着酶解时间增加ꎬ酶解产物的表面疏水性和活性巯基含量均呈先降后升趋势ꎬ其中酶解 １２０ ｍｉｎ 的鲢鱼酶

解产物表面疏水性最低ꎬ酶解 ３０ ｍｉｎ 鲢鱼酶解产物的活性巯基含量最低ꎻ在不添加抗冻保护剂情况下ꎬ乳酸菌耐冻

性能较差ꎬ４ 次冻融循环后存活率为 ２２􀆰 ８２％ꎻ添加不同酶解时间鲢鱼酶解产物均对乳酸菌有一定的抗冻保护效果ꎬ
其中酶解 １２０ ｍｉｎ 的酶解产物对乳酸菌的抗冻保护效果最好ꎬ添加质量分数为 ４％时可使乳酸菌 ４ 次冻融循环后的

存活率提高至 ８５􀆰 ２０％ꎮ 说明鲢鱼酶解产物是一种潜在的乳酸菌抗冻保护剂ꎮ
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　 　 鲢鱼 (Ｈｙｐｏｐｈｔｈａｌｍｉｃｈｔｈｙｓ ｍｏｌｉｔｒｉｘ) 是中国四大

家鱼之一ꎬ由于具有价格低廉、生长速度快、养殖量

大等优点ꎬ２０１８ 年养殖产量达３.８５８ ９×１０６ ｔꎬ在鱼类

产量排名中仅次于草鱼[１]ꎮ 但是鲢鱼肉薄肌间刺

多、口感差、土霉味与鱼腥味重ꎬ严重影响了其食用

品质ꎮ 目前除加工成冷冻鱼糜外ꎬ仍然缺乏有竞争

力的利用途径ꎻ同时ꎬ鲢鱼肉的营养价值高ꎬ有适宜

比例的必需氨基酸ꎬ是优质的水产资源[２]ꎬ应合理

地充分利用ꎬ避免浪费ꎮ 因此ꎬ研究开发新的鲢鱼高

值化利用途径具有十分迫切的意义ꎮ 鲢鱼的酶解产

物是一种新型的抗冻改良剂ꎬ能有效抑制鱼糜中蛋

白质的冷冻变性[３￣４]ꎬ防止冷冻面团品质的冻融损
伤[５]ꎬ同时对酵母菌等微生物[６￣７] 也具有良好的抗

冻保护活性ꎬ值得进一步深入研究ꎮ
乳酸菌(Ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｂａｃｔｅｒｉａꎬＬＡＢ)是一类能够

利用可发酵的碳水化合物来产生大量乳酸的无芽孢

细菌统称ꎬ因其良好的发酵性能和优越的益生作用ꎬ
引起了与人类生活领域密切相关研究者的注意ꎮ 目

前ꎬ乳酸菌在与发酵相关的调味品[８]、果蔬制品[９]、
植物蛋白质饮品[１０]等食品行业被广泛应用ꎬ但许多

发酵食品通常需要贮藏在低温的环境中ꎬ常采用冷

冻干燥技术来生产乳酸菌直投式发酵剂ꎬ在低温贮

藏或冷冻干燥过程中ꎬ往往存在冷冻损伤和蛋白质

的冷应激变化等现象ꎬ导致乳酸菌存活率降低及部

分功能的丧失[１１￣１３]ꎮ 当前ꎬ为了提高乳酸菌的存活

率通常采用添加抗冻剂这一方法ꎬ已有多种抗冻剂

被添加使用ꎬ如甘油、氨基酸类物质、抗冻蛋白质

等[１４￣１６]ꎮ 鲢鱼酶解产物已被证实具有良好的抗冻

保护效果[３￣７]ꎬ但其是否对乳酸菌具有抗冻保护作

用ꎬ还需要进一步研究证实ꎮ 本研究在课题组前期

试验基础上ꎬ通过使用复合蛋白质酶酶解鲢鱼肉ꎬ制
备系列酶解产物ꎬ研究其对乳酸菌冻融循环处理后

存活率的影响及其与酶解产物性质的相关性ꎬ旨在

为利用鲢鱼酶解产物提高乳酸菌在冷冻或冻藏过程

中的存活率提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

新鲜鲢鱼购于湖南省长沙县高云小区菜市场ꎻ

乳酸 菌 为 植 物 乳 杆 菌 ( Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａｒｕｍꎬ
ＣＩＣＣ２０２７２)ꎬ本实验室传代保藏ꎮ

ＭＲＳ 肉汤培养基和改良 ＭＲＳ 培养基购自广东

环凯微生物科技有限公司ꎻ复合蛋白质酶( Ｐｒｏｔａ￣
ｍｅｘꎬ酶活性≥１􀆰 ５ ＡＵ / ｇ)ꎬ购自诺维信(中国)生物

技术有限公司ꎻ巯基含量测定试剂盒ꎬ购自南京建成

生物工程研究所ꎻ氨基酸分析用生理体液(ＰＦ￣１ ~
ＰＦ￣４、ＰＦ￣ＲＧ)和茚三酮缓冲液ꎬ购自日本和光纯药

工业公司ꎻ其他试剂均为国产分析纯ꎮ
１.２　 仪器与设备

Ｌ￣８９００ 全自动氨基酸分析仪ꎬ日本日立有限公

司生产ꎻＬＣ￣２０Ａ 高效液相色谱仪ꎬ日本岛津公司生

产ꎻＢＩＯＴＥＣＨ￣５Ｌ 生物酶反应器ꎬ上海保兴生物设备

工程有限公司生产ꎮ
１.３　 方法

１.３.１　 鲢鱼酶解产物的制备 　 参考熊思佳等[６] 的

方法稍作修改ꎮ 新鲜鲢鱼宰杀取肉ꎬ用组织捣碎机

搅碎ꎬ按固液比１ ∶ ５ 与水混匀后加入酶反应器ꎬ按
鱼肉干质量(鱼肉水分含量按 ８０％计)的 ３％添加复

合蛋白质酶ꎬ在 ５０ ℃、ｐＨ ６.５０±０􀆰 ０５ 的条件下分别

对其水解 １５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、１２０ ｍｉｎ、２４０ ｍｉｎꎬ
９０ ℃条件下灭酶 １５ ｍｉｎꎬ于４ ０００ ｇ 离心后ꎬ收集上

清液进行冷干ꎬ得到系列不同水解度的鲢鱼酶解产

物ꎮ
１.３.２　 体积排阻色谱法测定酶解产物相对分子质

量分布　 参考赵城彬等[１７] 的方法并做修改ꎮ 采用

配备 ＴＳＫｇｅｌ ４０００ＳＷＸＬ 蛋白质凝胶柱的高效液相

色谱仪测定鲢鱼酶解产物的相对分子质量分布ꎬ使
用牛血清白蛋白、核糖核酸酶 Ａ、过氧化物酶、甘氨

酸四聚体和对氨基苯甲酸在柱中的平均保留时间得

到相对分子质量校准曲线ꎮ
准确称取 ０.０５０ ０ ｇ 水解 １５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、６０

ｍｉｎ、１２０ ｍｉｎ、２４０ ｍｉｎ 酶解产物ꎬ使用超纯水分别溶

解并定容至 １００ ｍｌ 后ꎬ于微孔滤膜(０.４５ μｍ)过滤ꎮ
利用高效液相色谱仪进行测定ꎬ条件为:流速 １
ｍｌ / ｍｉｎꎻ检测波长 ２２０ ｎｍꎻ进样量 ２０ μｌꎻ柱温 ３０
℃ꎻ流动相为 ｐＨ６􀆰 ５ 的超纯水ꎮ
１.３.３ 　 氨基酸组成分析 　 参考食品安全国家标
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准[１８]ꎬ分别准确称取 ２５ ｍｇ 酶解 １５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、６０
ｍｉｎ、１２０ ｍｉｎ、２４０ ｍｉｎ 的酶解产物于水解管中ꎬ加入

１０ ｍｌ ６ ｍｏｌ / Ｌ的盐酸ꎬ于 １１０ ℃条件下消化 ２２ ｈꎬ待
其冷却后ꎬ以超纯水定容至 ５０ ｍｌꎬ吸取 １ ｍｌ 减压干

燥ꎬ用 １ ｍｌ 的超纯水溶解残留物ꎬ蒸干后用 １ ｍｌ 的
柠檬酸钠缓冲液(ｐＨ 为 ２􀆰 ２)进行溶解ꎬ０􀆰 ２２ μｍ 微

孔滤膜过滤后用氨基酸自动分析仪进行测定ꎮ
１.３.４　 酶解产物表面疏水性分析 　 酶解产物冻干

粉以超纯水配制成质量浓度为 ５􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ的溶液ꎬ
参考陈赛等[１９]的方法采用反相高效液相色谱法分

析酶解产物表面疏水性ꎬ疏水性系数是１１~ ３０ ｍｉｎ
的峰面积与总峰面积比值ꎬ值越大代表样品的表面

疏水性越强ꎮ
１.３.５　 活性巯基含量测定　 准确称取 ３５０ ｍｇ 酶解

产物冻干粉ꎬ定容至 ５０ ｍｌꎬ参考巯基测定试剂盒说

明书测定其活性巯基含量ꎮ
１.３.６　 乳酸菌培养液的制备 　 从斜面挑取 １ 环乳

酸菌ꎬ接种至 ５０ ｍｌ ＭＲＳ 肉汤中(１００ ｍｌ 三角瓶)ꎬ
于 ３７ ℃条件下静置 ２４ ｈꎬ得到一级种子液ꎮ 按照接

种量为 ２％将其接种至 １００ ｍｌ ＭＲＳ 肉汤中ꎬ于 ３７ ℃
条件下静置 １８ ｈꎬ即得乳酸菌培养液(菌体含量大

于１×１０８ ＣＦＵ / ｍｌ)ꎬ备用ꎮ
１.３.７　 乳酸菌冷冻存活率的测定　 吸取 １􀆰 ０ ｍｌ 的
乳酸菌培养液加入原先预装有 ９􀆰 ０ ｍｌ 无菌水或者

相应溶液的离心管中ꎬ振荡混匀后制成菌悬液ꎬ随机

取一离心管稀释度为１×１０－１的乳酸菌悬液ꎬ以稀释

平板法(ＭＲＳ 培养基固体平板)测定其菌落总数ꎬ计
为初 始 活 菌 数 ( Ｎ０ꎬ Ｎ０ ＝ ２.２８× １０７ ~ ４.３５× １０７

ＣＦＵ / ｍｌ)ꎻ余下各离心管置于－２０ ℃冰箱进行冻融

循环处理(－２０ ℃冷冻 １８ ｈꎬ４ ℃解冻 ６ ｈ 为 １ 个冻

融循环)ꎬ每间隔 ２ 个冻融循环取出一离心管以稀

释平板计数法测定其菌落总数ꎬ计为此时的活菌数

(Ｎｉ)ꎬ反复冻融１~ ６ 个循环ꎬ分别计算乳酸菌的存

活率(第 ｉ 个冻融循环的存活率＝Ｎｉ / Ｎ０×１００％)ꎮ
１.３.８　 不同酶解产物对乳酸菌的抗冻保护能力 　
参考熊思佳等[６]的方法分别称取 ０􀆰 ２ ｇ 系列酶解产

物ꎬ加入 ９ ｍｌ 的无菌水和 １ ｍｌ 的乳酸菌培养液ꎬ制
得含终含量为 ２％(质量体积分数)的酶解产物乳酸

菌悬液ꎻ置于－２０ ℃冰箱ꎬ对其进行 ４ 次冻融循环ꎬ
取出测定其活菌数ꎬ计算乳酸菌的存活率ꎻ空白对照

为无菌水并计算初始的活菌数ꎬ阳性对照为 ８％的

甘油ꎬ阴性对照为 ２％(质量体积分数)的牛血清白

蛋白(ＢＳＡ)ꎮ
１.３.９　 不同质量分数酶解产物对乳酸菌冻融存活

率的影响　 称取酶解 １２０ ｍｉｎ 的酶解产物ꎬ按方法

１.３.８ 的方法制备质量分数为 ２％、４％、 ６％、 ８％酶

解产物的乳酸菌悬液ꎬ于－２０ ℃冰箱中进行 ４ 次冻

融循环后ꎬ测定其乳酸菌的存活率ꎮ
１.３.１０　 数据处理 　 每组试验进行 ３ 个平行ꎬ试验

结果以 ｘ－ ± ｓ 表示ꎬ以 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ 软件计算并绘

图ꎻ采用 ＳＰＳＳ ２１.０ 软件ꎬ对数据进行单因素方差分

析ꎬ用 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ 检验法进行多重比较和差异显著性

分析( Ｐ<０.０５)ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 鲢鱼酶解产物的氨基酸组成

课题组以前的研究结果表明ꎬ随着酶解时间的

增加ꎬ鲢鱼酶解产物(Ｓｉｌｖｅｒ ｃａｒｐ ｍｕｓｃｌｅ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅꎬ
ＳＣＭＨ)的水解度逐渐增加ꎬ１５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、
１２０ ｍｉｎ、２４０ ｍｉｎ 酶解产物的水解度分别为 ９􀆰 ６８％、
１３􀆰 ５７％、１８􀆰 ４２％、２３􀆰 ２７％、２９􀆰 １０％ꎬ不同酶解产物

的基本组成差别不大ꎬ其中蛋白质(包括蛋白质、肽
和氨基酸)约占总质量的 ８５％[６]ꎮ 本研究进一步分

析了其氨基酸组成ꎬ结果如表 １ 所示ꎮ
由表 １ 可见ꎬ不同酶解时间鲢鱼酶解产物的氨

基酸组成和含量均比较接近ꎮ 其中ꎬ必需氨基酸含

量接近氨基酸总量的 ４０％ꎬ表明其营养价值比较丰

富ꎻ亲水性氨基酸含量超过氨基酸总量的 ６８％ꎬ说
明酶解产物具有较好的溶解性[２０]ꎬ也与抗冻蛋白质

具有较高亲水性氨基酸含量的特征相似[２１]ꎻ另外ꎬ
谷氨酸含量在所有氨基酸中最高ꎬ再依次为天冬氨

酸、赖氨酸和精氨酸ꎬ有研究结果[２２￣２３] 表明这 ４ 种

氨基酸具有优先与自由水相互结合的能力ꎬ通过热

滞活性抑制冰晶的形成ꎬ从而具有较好的抗冻保护

活性ꎮ
２.２　 鲢鱼酶解产物的相对分子质量分布

体积排阻色谱法 ( Ｓｉｚｅ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ￣
ｐｈｙꎬＳＥＣ)是按照分子大小的顺序对其进行分离的

色谱方法ꎬ已被广泛应用于大分子物质的相对分子

质量分布分析ꎮ 图 １ 为不同酶解时间鲢鱼酶解产物

的 ＳＥＣ 色谱图ꎬ可见随着酶解时间的增加ꎬ酶解产

物的组分及其含量发生了明显变化ꎮ 以相同条件下

分离 ５ 种标准蛋白质获得的标准曲线为参考ꎬ酶解

产物组分的相对分子质量主要分布在９.００× １０１ ~
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５.４０×１０５ꎬ表明其含有许多不同相对分子质量的肽

和相对分子质量小的游离氨基酸ꎮ 但随着水解时间

的增加ꎬ洗脱时间 ７ ｍｉｎ 以前的峰(相对分子质量>
９.１×１０４)强度明显减小ꎬ８ ｍｉｎ 以后的峰(相对分子

质量<３.０×１０４)强度逐渐增强ꎬ且部分洗脱峰出峰

时间稍有后移ꎬ其中酶解 １２０ ｍｉｎ 和 ２４０ ｍｉｎ 酶解产

物尤为明显ꎬ表明大分子的蛋白质或肽被逐步降解ꎬ
小分子的肽片段或游离氨基酸含量增加ꎮ 孙丽洁

等[２４]认为小分子肽更容易通过羟基及疏水相互作

用与冰晶表面结合ꎬ阻碍冰晶生长ꎬ从而增强抗冻保

护活性ꎮ 另外ꎬＣｈｅｎ 等[２５] 的研究结果证明相对分

子质量为６００~２ ７００的肽有利于吸附到冰的表面或

抑制冰重结晶ꎬ从而具有较高的乳酸菌抗冻保护作

用ꎮ 本研究中ꎬ相对分子质量６００~ ２ ７００肽洗脱峰

对应洗脱时间为１０.０~ １１􀆰 ５ ｍｉｎꎮ 由图 １ 可见ꎬ从酶

解时间 １２０ ｍｉｎ 开始ꎬ该部分洗脱峰出现明显变化ꎬ
在酶解 １２０ ｍｉｎ 酶解产物的色谱图中ꎬ保留时间

１１􀆰 ４ ｍｉｎ 左右的峰面积相对于酶解１５~９０ ｍｉｎ 酶解

产物增加了约 １ 倍ꎬ占总峰面积的 ６􀆰 １４％ꎮ 然而ꎬ在
酶解 ２４０ ｍｉｎ 酶解产物的色谱图中ꎬ对应峰的面积

继续增加ꎬ占总峰面积的 ７􀆰 ０３％ꎬ但其洗脱时间右

移至 １１􀆰 ５３ ｍｉｎꎬ相对分子质量已小于 ６００ꎮ

表 １　 不同酶解时间鲢鱼酶解产物的氨基酸组成

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｌｖｅｒ ｃａｒｐ ｍｕｓｃｌｅ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅ

氨基酸　 　 　 　 　 　 　
含量(ｍｇ / ｇ)

１５ ｍｉｎ ３０ ｍｉｎ ６０ ｍｉｎ １２０ ｍｉｎ ２４０ ｍｉｎ

天冬氨酸(Ａｓｐ) ９１.２０±０.０４ ８８.７７±０ ８９.１７±０ ８７.６３±０.３４ ８７.６８±０.０３

苏氨酸(Ｔｈｒ) ３７.６５±０.０１ ３７.０４±０.１７ ３７.６３±０ ３６.３４±１.０３ ３６.９４±０.０３

丝氨酸(Ｓｅｒ) ３３.８５±０.０２ ３３.０３±０.１８ ３３.８１±０.０３ ３２.４２±０.９６ ３２.８１±０.０２

谷氨酸(Ｇｌｕ) １４２.５２±０.０２ １３９.４３±０.６４ １４０.８０±０.０４ １３４.２４±４.０７ １３５.３６±０.０４

甘氨酸(Ｇｌｙ) ４０.３４±０.０２ ４２.８５±０.３６ ４５.２８±０ ４３.５０±１.３０ ４３.５５±０

丙氨酸(Ａｌａ) ５１.９５±０ ５１.０４±０.２６ ５０.６１±０ ４８.８０±０.６９ ４８.７３±０

半胱氨酸(Ｃｙｓ) ４.９３±０.３４ ５.２２±０.１９ ４.７９±０.１３ ４.９４±０.５３ ５.０９±０.４２

缬氨酸(Ｖａｌ) ３７.２４±０.０４ ３７.４９±０.６７ ３７.７４±０ ３７.０１±０.７９ ３７.３６±０.０４

甲硫氨酸(Ｍｅｔ) ２０.６２±０.０４ １８.７４±５.９９ ２１.６１±０.０２ ２１.４７±０.６５ ２０.２７±０.０２

异亮氨酸(Ｉｌｅ) ３２.１１±０.０３ ３２.２４±１.１５ ３１.６８±０.０９ ３１.８０±０.０７ ３２.５４±０

亮氨酸(Ｌｅｕ) ６１.２５±０.０２ ５９.７３±１.０６ ５９.０７±０.０４ ５７.９５±０.０１ ５７.７５±０.０２

酪氨酸(Ｔｙｒ) ２１.２３±０.０４ ２０.１２±１.０１ ２０.６１±０.０６ ２０.８４±０.０６ ２０.８８±０.０６

苯丙氨酸(Ｐｈｅ) ２９.４１±０ ２９.２５±０.９１ ２８.４４±０.０４ ２８.７４±０.２３ ２９.１０±０.０３

赖氨酸(Ｌｙｓ) ６７.９９±０.０１ ６６.１２±０.７７ ６５.７９±０ ６３.３６±１.３１ ６４.０５±０.０１

组氨酸(Ｈｉｓ) １８.４９±０.０２ １８.０３±０.３９ １８.５０±０.７４ １７.９９±０.８４ １８.２０±０.７２

精氨酸(Ａｒｇ) ４１.４４±０.０２ ４０.８３±０.１４ ４２.６６±０.０２ ４１.０５±１.１４ ４２.１７±０.０１

总量 ７３２.２５±１.２１ ７１９.９７±５.５７ ７２８.２３±１.８７ ７０８.１１±７.３９ ７１２.５２±１.６４

２.３　 鲢鱼酶解产物的表面疏水性

表面疏水性是蛋白质表面残基的疏水基团

引起的一种表面性质ꎬ决定了其溶解度、稳定性

和自缔合能力等ꎮ 根据反相高效液相色谱的出

峰时间和特征ꎬ以保留时间 １１ ｍｉｎ 为分界点ꎬ根
据 １１ ｍｉｎ 后峰面积与总峰面积的比值计算样品

的疏水性系数ꎬ结果如图 ２ 所示ꎮ 由图 ２ 可见ꎬ
随着酶解时间增加ꎬ酶解产物的疏水性系数呈先

下降后上升的趋势ꎬ酶解时间为 １２０ ｍｉｎ 时达到

最低值(０􀆰 ４２) ꎬ至酶解时间为 ２４０ ｍｉｎ 时又显著

回升(Ｐ<０􀆰 ０５) ꎮ 酶解产物表面疏水性的变化可

能与其水解过程中生产的肽、游离氨基酸的比例

和性质有关ꎬ颜阿娜等 [２６] 认为抗冻多肽的表面

疏水性一般都比较弱ꎬ但鲢鱼酶解产物的组成比

较复杂ꎬ其表面疏水性与抗冻性能的相关性还有

待明确ꎮ
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图 １　 不同酶解时间鲢鱼酶解产物的相对分子质量分布

Ｆｉｇ.１　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｓｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｌｖｅｒ ｃａｒｐ ｍｕｓ￣
ｃｌｅ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅ

不同小写字母表示差异显著ꎮ
图 ２　 不同酶解时间鲢鱼酶解产物的表面疏水性

Ｆｉｇ.２　 Ｓｕｒｆａｃｅ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｌｖｅｒ ｃａｒｐ ｍｕｓｃｌｅ ｈｙｄｒｏｌ￣
ｙｓａｔｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅ

２.４　 鲢鱼酶解产物的活性巯基含量

鲢鱼酶解产物中活性巯基含量随酶解时间的

变化如图 ３ 所示ꎮ 可见ꎬ随着酶解时间延长ꎬ酶解产

物中活性巯基含量呈先降后升趋势ꎮ 酶解前期ꎬ可
能部分巯基被氧化形成二硫键ꎬ导致活性巯基含量

有所下降ꎬ酶解 ３０ ｍｉｎ 时酶解产物的活性巯基含量

最低(７２􀆰 ５０ μｍｏｌ / ｇ)ꎻ随着酶解时间的延长ꎬ水解度

逐渐增大ꎬ大量内部的巯基暴露或游离出来ꎬ因而活

性巯基含量显著增加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ酶解 ２４０ ｍｉｎ 时酶

解产物的活性巯基含量增加至 １０５􀆰 ０１ μｍｏｌ / ｇꎮ 目

前还没有报道证实抗冻蛋白质(或肽)的活性巯基

含量与其抗冻性能的联系ꎬ但体系中适量的巯基存

在可以起到稳定水分子的作用ꎬ从而抑制水分迁移

和冰晶形成ꎬ减轻蛋白质冷冻变性和细胞机械损

伤[２３]ꎮ

不同小写字母表示差异显著ꎮ
图 ３　 不同酶解时间鲢鱼酶解产物的活性巯基含量

Ｆｉｇ.３　 Ａｃｔｉｖｅ ｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｓｉｌｖｅｒ ｃａｒｐ ｍｕｓｃｌｅ ｈｙｄｒｏｌｙ￣
ｓａｔｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅ

２.５　 乳酸菌的耐冻性能

乳酸菌经 ２、４、６ 个冻融循环处理后存活率分

别 为 ５６.９０％± ５􀆰 ４３％、 ２２.８２％± ３􀆰 ０２％、 １.１２％±
０􀆰 ４２％ꎬ各处理之间差异显著ꎮ 可见ꎬ随着冻融循环

次数增加ꎬ乳酸菌的存活率越来越低ꎬ经过 ６ 次冻融

循环后存活率仅为 １􀆰 １２％ꎬ说明本研究使用的乳酸

菌耐冻性能较差ꎮ 因此ꎬ为提高乳酸菌冷冻后的活

菌数ꎬ添加抗冻保护剂十分必要ꎮ
２.６　 不同酶解时间鲢鱼酶解产物对乳酸菌的抗冻

保护效果

　 　 在乳酸菌悬液中添加不同酶解时间的鲢鱼酶解

产物ꎬ经 ４ 次冻融循环后ꎬ其存活率如图 ４ 所示ꎮ 可

见ꎬ相对于对照组(无菌水)ꎬ不同酶解时间鲢鱼酶

解产物对乳酸菌均具有一定的抗冻保护作用ꎬ其中

酶解 １２０ ｍｉｎ 的酶解产物对乳酸菌的抗冻保护效果

最好ꎬ存活率超过 ８０％ꎬ显著优于阳性对照(８％甘

油)(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 另外ꎬ添加牛血清蛋白(ＢＳＡ)对乳

酸菌存活率的提高并不理想ꎬ表明鲢鱼酶解产物的

抗冻保护作用并不是因为其是蛋白质ꎬ而可能是因

为其中的某种活性组分ꎮ 此外ꎬ抗冻蛋白质(肽)通
常亲水性强、表面疏水性较弱[２１ꎬ２６]ꎬ１２０ ｍｉｎ 酶解产
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物的抗冻保护效果最好ꎬ可能与其表面疏水性最小

(图 ２)有关ꎬ也可能是因为其水解度和相对分子质

量分布(相对分子质量６００~２ ７００的肽含量最高)比
较适合于发挥对乳酸菌的低温保护作用ꎮ

１:无菌水(对照)ꎻ２:８％甘油ꎻ３:牛血清蛋白(ＢＳＡ)ꎻ４:鲢鱼酶解

１５ ｍｉｎ 酶解产物ꎻ５:鲢鱼酶解 ３０ ｍｉｎ 酶解产物ꎻ６:鲢鱼酶解 ６０
ｍｉｎ 酶解产物ꎻ７:鲢鱼酶解 １２０ ｍｉｎ 酶解产物ꎻ８:鲢鱼酶解 ２４０
ｍｉｎ 酶解产物ꎮ 不同小写字母表示差异显著ꎮ
图 ４　 添加不同酶解时间鲢鱼酶解产物对乳酸菌冻融存活率的

影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉｌｖｅｒ ｃａｒｐ ｍｕｓｃｌｅ ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｐｌａｎｔａｒｕｍ ａｆｔｅｒ ｆｒｅｅｚｅ￣ｔｈａｗ

２.７　 不同质量分数鲢鱼酶解产物对乳酸菌冻融存

活率的影响

　 　 以酶解 １２０ ｍｉｎ 鲢鱼酶解产物为材料研究其对

乳酸菌冻融存活率的影响ꎬ结果如图 ５ 所示ꎮ 可见ꎬ
当酶解产物质量分数为 ４％时ꎬ乳酸菌的存活率可

达 ８５􀆰 ２０％ꎬ质量分数继续增加ꎬ存活率反而显著下

降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ这可能与高质量分数酶解产物导致的

高渗环境对乳酸菌细胞的渗透损伤有关[２７]ꎮ 杨云

等[２８]研究指出ꎬ高质量分数保护剂的使用会给细胞

带来副作用ꎬ在冷冻保护剂加载和去除过程中ꎬ由于

胞外渗透压的急剧变化ꎬ会引起细胞体积的急剧收

缩或膨胀ꎬ从而造成细胞膜结构和细胞骨架系统的

损伤ꎮ 同时ꎬ冷冻保护剂自身的化学毒性也会对细

胞造成毒性损伤ꎮ

３　 结 论

本研究制备了酶解 １５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、１２０
ｍｉｎ、２４０ ｍｉｎ 的鲢鱼酶解产物ꎬ分析了其相对分子质

量分布、氨基酸组成、表面疏水性、活性巯基含量及

其对乳酸菌的抗冻保护活性ꎮ 结果表明ꎬ系列酶解

产物的相对分子质量分布主要在 ９.００×１０１ 至５.４０×

不同小写字母表示差异显著ꎮ
图 ５　 不同质量分数鲢鱼酶解产物对乳酸菌生长存活率的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｄｄｉｔｉｖｅ ｍａｓｓ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｓｉｌｖｅｒ ｃａｒｐ ｍｕｓｃｌｅ
ｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌａｎｔａ￣
ｒｕｍ

１０５ꎬ不同酶解时间鲢鱼酶解产物的氨基酸组成和含

量基本相同ꎬ亲水性氨基酸比例较高ꎬ大于氨基酸总

量的 ６８％ꎻ随着酶解时间增加ꎬ酶解产物的表面疏

水性和活性巯基含量均呈先降后升趋势ꎬ其中酶解

１２０ ｍｉｎ 鲢鱼酶解产物的表面疏水性最低ꎬ酶解 ３０
ｍｉｎ 鲢鱼酶解产物的活性巯基含量最低ꎮ 本研究使

用的乳酸菌耐冻性能较差ꎬ经过 ４ 次冻融循环后存

活率为 ２２􀆰 ８２％ꎻ不同酶解时间鲢鱼酶解产物均对

乳酸菌有一定的抗冻保护作用ꎬ其中酶解 １２０ ｍｉｎ
酶解产物对乳酸菌的抗冻保护效果最好ꎬ添加质量

分数为 ４％时可使乳酸菌经过 ４ 次冻融循环后的存

活率提高至 ８５􀆰 ２０％ꎮ 说明鲢鱼酶解产物是一种良

好的乳酸菌抗冻保护剂ꎬ对乳酸菌低温保藏或冻干

过程中提高其存活率具有潜在价值ꎮ
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