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低温等离子体杀菌对虹鳟肌球蛋白降解及
相关组织蛋白酶活性的影响

孙协军，陈笑俏，李秀霞，励建荣*

（渤海大学食品科学与工程学院，生鲜农产品贮藏加工及安全控制技术国家地方

联合工程研究中心，辽宁锦州 121013）

摘　要：为明确低温等离子体杀菌对虹鳟肌球蛋白降解及相关组织蛋白酶活性的影响，在经过 70 kV 介质阻挡放电

低温等离子体（Dielectric barrier discharge，DBD）杀菌处理并冰温贮藏 8 d后，分析不同贮藏时间的处理组和对照

组虹鳟鱼肉质构特性、TCA-可溶性肽、氨基酸态氮、肌原纤维小片化指数（Myofibrillar fragmentation index，
MFI）的变化，并对鱼肉中的组织蛋白酶 B、D、L活性以及它们对肌球蛋白的降解作用进行探究，进一步通过分

子动力学模拟的方法分析了 DBD处理产生的主要活性物质 NO3
−与组织蛋白酶的结合情况。结果表明，70 kV

DBD处理对贮藏初期的鱼肉硬度、弹性无显著影响（P>0.05），能够延缓鱼肉硬度和弹性的降低程度，且延缓了

TCA-可溶性肽、肌原纤维小片化指数（MFI）、氨基酸态氮含量的增加，显著抑制组织蛋白酶 B、L活性

（P<0.05），并减缓肌球蛋白轻链 MLC-2片段的降解。DBD处理显著降低了组织蛋白酶 B、D和 L的活性

（P<0.05），分子动力学（Molecular dynamics，MD）模拟结果显示，组织蛋白酶 B、D和 L与 NO3
−的结合自由

能分别为：−10.937、−5.0555、−19.112 kcal/mol，组织蛋白酶 B、D、L与 NO3
−的氢键出现频率分别为 13.56%、

15.02%和 31.23%，说明 NO3
−与组织蛋白酶 L的氢键作用较强。DBD处理能延缓鱼肉蛋白质降解，降低鱼体内组

织蛋白酶的活性，保持鱼肉良好的质地，其产生的活性成分中的 NO3
−对组织蛋白酶 L的作用效果最大，能够在其

活性中心中稳定存在且具有较低的结合自由能。

关键词：低温等离子体杀菌，虹鳟，肌球蛋白，组织蛋白酶，质构
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Effect of Low Temperature Plasma Sterilization on Myosin Degradation
and Related Cathepsin Activity of Oncorhynchus mykiss

SUN Xiejun，CHEN Xiaoqiao，LI Xiuxia，LI Jianrong*

（College of Food Science and Technology, Bohai University, National & Local Joint Engineering Research Center for
Storage, Processing and Safety Control Technology of Fresh Agricultural Products, Jinzhou 121013, China）

Abstract： To  clarify  the  mechanism  of  the  effect  of  low  temperature  plasma  sterilization  on  the  degradation  of
Oncorhynchus mykiss and related cathepsin activity, Oncorhynchus mykiss fillets were treated with 70 kV dielectric barrier
discharge low temperature plasma (DBD) sterilization and storage under ice temperature for 8 d. Changes in texture, TCA
soluble peptides, amino acid nitrogen, myofibrillar fragmentation index (MFI) of Oncorhynchus mykiss fillets from different
storage days were analyzed, and the activities of cathepsin B, D, and L in the fillets and their degradation effects on myosin
were explored. The binding of the main active substance NO3

− produced by DBD sterilization with cathepsin was further
analyzed through molecular dynamics simulation. The results showed that 70 kV DBD treatment had no significant effect  
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on the hardness and elasticity of Oncorhynchus mykiss fillets during early storage (P>0.05), and the reduction of hardness
and  elasticity  was  delayed  during  the  storage.  It  also  delayed  the  increase  of  TCA  soluble  peptides,  myofibrillar
fragmentation index (MFI), and amino acid nitrogen content. The activity of cathepsins B and L were significantly inhibited
(P<0.05), and the degradation of myosin light chain MLC-2 fragment was slowed. The activity of cathepsin B, D and L was
significantly  reduced  after  DBD  sterilization  (P<0.05).  Molecular  dynamics  simulations  showed  that  the  binding  free
energies of cathepsin B, D and L with NO3

− were −10.937, −5.0555, and −19.112 kcal/mol, respectively, and the hydrogen
bonding  frequencies  of  cathepsin  B,  D,  and  L  with  NO3

−  were  13.56%,  15.02%,  and  31.23%,  respectively,  indicating
stronger hydrogen bonding between NO3

− and cathepsin L. The degradation of fish protein and activity of cathepsin could
be delayed by DBD sterilization, and the texture of fish fillet was maintained. The greatest effect on cathepsin L was shown
by the active ingredient NO3

− produced by DBD sterilization, which could exist in a stable way in its active center and had
low binding free energy.

Key words：low temperature plasma sterilization；Oncorhynchus mykiss；myosin；cathepsin；texture

鱼类较其他肉类具有更丰富的内源酶和嗜冷微

生物，这些内源酶和微生物在低温贮藏过程中会不断

发挥作用，使鱼肉品质发生改变，其中，鱼肉的质地是

影响鱼肉商品价值最重要的因素。贮藏过程中结缔

组织恶化、水分流失、肌原纤维蛋白降解等最终导致

鱼肉质地软化[1-2]。鱼肉中的内源蛋白酶，尤其是钙

激活蛋白酶、组织蛋白酶和细胞凋亡酶加速了肌肉

蛋白质的降解，这是造成鱼肉贮藏过程中质地变化的

根本原因[3]。鱼肉中的主要蛋白质是肌原纤维蛋白，

肌原纤维蛋白由肌球蛋白和肌动蛋白组成，其中前者

约占比 50%~55%，由于肌球蛋白具有 ATP酶活性，

因此能够为肌肉的拉伸和收缩提供动力。近年来，关

于低温贮藏过程中水产品品质变化的研究大多集中

在肌原纤维蛋白，但关于肌球蛋白贮藏过程中的氧化

变性情况研究较少，大多是由贮藏过程中肌原纤维蛋

白的变化来推测肌球蛋白的变性机制，缺乏专一性。

如 Ge等[4] 向贮藏期间草鱼肌原纤维蛋白添加重组

组织蛋白酶 B、D、L和钙激活蛋白酶进行水解，通过

肌原纤维蛋白降解后的分子量判断降解情况。

低温等离子体（Cold plasma，CP）是一种新型的

非热杀菌方式，包括介质阻挡放电低温等离子体

（DBD）、等离子体射流（Atmospheric pressure plasma
jet，APPJ）等，可应用于食品保鲜过程，具有较好的杀

菌效果。但由于食品中化学成分复杂，CP处理产生

的活性物质可能会对其它成分发挥作用。例如，使用

一定处理参数的 CP能够控制微生物生长及酶活性

的变化，如多酚氧化酶、过氧化物酶和碱性磷酸酶暴

露于 CP后，均能观察到酶活性降低 [5]，这可能与

CP产生的羟基自由基（·OH）、超氧阴离子自由基

（O2
−·）和一氧化氮（NO）等与酶的氨基酸侧链（包括半

胱氨酸、芳香烃环）发生化学反应，导致酶活性变化[6]。

紫外-分光光度法、三维荧光光谱法、圆二色谱

法等光谱学方法常用于探究酶的分子构象变化及抑

制剂与酶之间的作用类型[7]。上述方法能够探究小

分子物质使酶失活的机制，除此之外，分子对接和分

子动力学（MD）模拟等方法也可以从理论层面解释

酶的失活机制，能够揭示小分子物质对酶的作用位

点、成键方式、复合物稳定性等作用机制。MD模拟

是在分子力场下，对生物分子随时间变化的行为进行

追踪并能够获得一段时间内分子动态变化的技术，即

根据牛顿第二定律模拟体系中粒子的运动轨迹，采用

统计力学的方法对其中的各种相互作用力进行计算，

最终得到复合物的结构、性质信息[8]。Song等[9] 采

用分子对接和 MD模拟技术研究儿茶素对酪氨酸酶

的抑制作用，发现儿茶素能够稳定地结合到酪氨酸酶

活性位点，并诱导其二级结构改变，影响左旋多巴与

酪氨酸酶的结合亲和力，导致酪氨酸酶活性降低。

Mohseni等[10] 采用荧光光谱和 MD模拟研究了胃蛋

白酶与日落黄的相互作用，分子动力学模拟表明，结

合位点主要位于胃蛋白酶活性位点入口的酪氨酸残

基上，日落黄与胃蛋白酶的结合可以抑制胃蛋白酶的

活性。

本文以虹鳟为研究对象，将低温等离子体用于

鱼肉杀菌保鲜过程，在前期实验最优 DBD处理条件

下，对贮藏期间鱼肉中组织蛋白酶活性进行检测，联

合 MD模拟对 DBD产生的活性物质 NO3
−与组织蛋

白酶 B、D、L的结合情况进行深入研究，为鱼肉低温

贮藏过程中的内源酶活性控制提供理论依据，促进杀

菌保鲜技术与食品产业更加深入的结合与应用。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

鲜活虹鳟　辽宁省锦州市林西路水产批发市

场 ； Z-Phe-Arg-AMC， Z-Arg-Arg-AMC、 DMSO　

Sigma公司；福林酚、牛血清白蛋白、考马斯亮蓝

G-250、7-氨基-4-甲基香豆素（AMC）标准品、牛血红

蛋白、SDS-PAGE凝胶电泳试剂盒、上样缓冲液　

北京索莱宝科技有限公司；蛋白快速染色液　

Biosharp公司；其余试剂均为分析纯。

F-7000荧光分光光度计　日立高新技术公司；

Biofuge Stratos高速冷冻离心机　美国 Thermo公

司；Mini Protean 3凝胶电泳仪　美国 Bio-Rad公司；

ZD-2自动电位滴定仪　上海仪电科学仪器股份有

限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   虹鳟鱼片的处理　将鲜活的虹鳟击昏后去
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头、内脏和皮，取鱼体两侧背脊肉，用无菌水清洗鱼

肉后，用滤纸擦干表面水分。将鱼肉切成 1 cm×
5 cm×10 cm的小片，放置于已灭菌的蒸煮袋中，并向

其中充入空气后密封。将虹鳟鱼片在 70 kV，50 Hz，
极板间距 30 mm的介质阻挡放电等离子体设备中处

理 2 min，对照组鱼片不处理，将两组鱼片放置于

0 ℃ 恒温箱进行保鲜实验，在 0、2、4、6、8 d分别取

鱼肉并提取肌球蛋白进行相关指标的测定。 

1.2.2   虹鳟鱼片质构特性的测定　将鱼肉切成约为

1 cm×1 cm×1 cm的立方体，选用 P/50柱形探头，采

用质构仪测定鱼肉质构指标。参数设置：压缩 50%，

两次时间间隔为 5 s，测前速率 1 mm/s，测中速率

l mm/s，测后速率 1 mm/s，5 g触发力。每个样本检

测 8次，取平均值。 

1.2.3   虹鳟鱼片 TCA-可溶性肽的测定　参考贾胜

男[11] 的方法，稍加修改。称取 4 g鱼肉样品，切碎后

向其中加入 36 mL预冷的 5% TCA溶液，均质 2 min，
于 4 ℃ 条件下静置 2 h，在 4 ℃，10000×g条件下离

心 10  min，取上清液，采用福林酚法测定鱼肉中

TCA-可溶性肽含量，结果用 μmol Tyr/g肉表示。 

1.2.4   虹鳟鱼片肌原纤维小片化指数（MFI）的测定

　参照葛黎红[12] 的方法并作适当修改。将鱼肉中的

所有可见的脂肪和结缔组织去除后，取 2 g鱼肉与

40  mL预冷的 MFI提取缓冲液（100  mmol/L  KCl，
11.2 mmol/L K2HPO4，8.8 mmol/L KH2PO4，1 mmol/L
EGTA，1 mmol/L MgCl2）混合并均质，用纱布过滤后

将混合液在 4 ℃，4000×g条件下离心 10 min，取沉

淀加入 20倍体积的预冷 MFI提取缓冲液，将其充分

混合制成悬浮液，后重复上述离心操作两次，所得沉

淀用 MFI提取缓冲液制成浓度为（0.5±0.05）mg/mL
的悬浊液，使用式（1）计算肌原纤维小片化指数。

肌原纤维小片化指数(MFI)=A540×200 式（1）

式中：A540 为肌原纤维在 540 nm的吸光度。 

1.2.5   虹鳟鱼片氨基酸态氮的测定　参照 GB 5009.
235-2016《食品安全国家标准 食品中氨基酸态氮的

测定》方法[13] 测定，称取 5 g鱼肉，切碎后加入预冷

的纯水，均质，控制其终体积为 35 mL，用滤纸过滤

后取 10  mL滤液加入 60  mL预冷的纯水，滴加

0.05 mol/L NaOH标准溶液至混合液 pH为 8.2。加

入 10.0 mL中性甲醛，混匀后继续使用 0.05 mol/L
NaOH标准溶液将混合液的 pH滴定至 9.2，记下所

消耗的 NaOH标准溶液的体积（V1）。将 70 mL去

离子水滴定至 pH为 8.2，加入 10.0 mL中性甲醛后

用 NaOH标准滴定溶液将 pH调节至 9.2，记下所消

耗的体积（V0），做试剂空白。使用式（2）计算氨基酸

态氮含量。

氨基酸态氮含量(g/100 g) =
(V1 −V0)×0.05×0.014

5×10/35 ×100

式（2）

式中：0.05为氢氧化钠标准滴定溶液浓度，

mol/L；5为称取试样的质量，g；10为试样稀释液的

取用量，mL；35为试样稀释液的定容体积，mL；
0.014为 与 1.00 mL   氢 氧 化 钠 标 准 滴 定 溶 液

[c（NaOH）=1.000 mol/L]相当的氮的质量，g。 

1.2.6   蛋白酶活力测定 

1.2.6.1   粗酶液的提取　粗酶液的提取参考 Chen
等[14] 的方法并略有改动。称取 5 g虹鳟鱼肉，加入

20 mL Tris-HCl缓冲液（20 mmol/L Tris-HCl，pH7.5），
均质 1  min后于 4 ℃ 静置 10  min。将混合液于

10000×g，4 ℃ 条件下离心 20 min，取上清液，用双层

纱布过滤，置于−80 ℃ 下储存，备用。 

1.2.6.2   7-氨基-4-甲基香豆素（AMC）标准曲线绘制

　将 AMC标品配制成浓度为 0、0.1、0.2、0.4、0.6、
0.8、1  μg/μL的溶液，取 100  μL  AMC溶液加入

200  μL反应缓冲液和 3  mL终止液，10  min内对

AMC释放的荧光强度进行测定。测定参数：激发波

长 λex=360  nm，发射波长 λem=460  nm，狭缝宽度

EX/EM=5 nm。以 AMC浓度（μmol/L）为横坐标，荧

光强度为纵坐标，得到标准曲线：y=2485.8x+155.24，
R2=0.9932。 

1.2.6.3   组织蛋白酶 D活性测定　参照 Zhu等[15] 的

方法并略加修改。取 0.4 mL粗酶液，加入 1.2 mL
组织蛋白酶 D缓冲液，于 37 ℃ 预热 10 min后加入

0.4  mL  30  mg/mL酸化牛血红蛋白作为底物，在

37 ℃ 下水浴反应 1 h，反应结束后向混合液中加入

2  mL  10% TCA终止反应，10000×g离心 10  min。
采用福林酚 Lowry法测定上清液中的多肽含量，每

个酶活单位定义为 37 ℃ 下每分钟释放 1 μmol/L L-
酪氨酸所需要的酶量。 

1.2.6.4   组织蛋白酶 B、B+L活性测定　取 100 μL
粗酶液，加入 100 μL对应的反应缓冲液，于 37 ℃ 预

热 10 min，加入 100 μL 20 μmol/L的底物溶液，其中

组织蛋白酶 B和 L的特异性底物分别为 Z-Arg-
Arg-AMC和 Z-Phe-Arg-AMC。将混合液在 37 ℃
下准确反应 15 min后立刻加入终止液，并置于冰浴

中，10 min内对粗酶液中的蛋白酶与底物反应所释

放的 AMC进行测定，测定参数与 AMC标准曲线一

致，酶活单位定义为 37 ℃ 下每分钟释放 1  nmol
AMC所需的酶量。 

1.2.6.5   反应缓冲液配制　组织蛋白酶 D缓冲液：

100 mmol/L Glycine-HCl（pH3.0）；组织蛋白酶 B缓

冲液：352  mmol/L  KH2PO4+48  mmol/L  Na2HPO4+
4 mmol/L Na2EDTA（pH6.0），使用前加入 8 mmol/L
DTT；组织蛋白酶 L缓冲液：340 mmol/L乙酸钠+
60 mmol/L乙酸+4 mmol/L Na2EDTA（pH5.5），使用

前加入 8 mmol/L DTT；终止液：Tris-HCl（50 mmol/L）
缓冲液，含 1% SDS，pH 7.0；底物溶液先溶于 DMSO
配制成浓度为 10 mmol/L的母液，置于−80 ℃ 保存，
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用时取出加入纯水稀释至 20 μmol/L。 

1.2.7   组织蛋白酶对肌球蛋白体内外降解程度的

测定 

1.2.7.1   肌球蛋白提取及浓度测定　虹鳟鱼片肌球

蛋白参照王海生等[16] 的方法提取和纯化，提纯后肌

球蛋白放置于−80 ℃ 冰箱备用，采用双缩脲法测定

肌球蛋白浓度。分别取浓度为 0、1、2、3、4、5、6、
7、8 mg/mL的 BSA溶液 1 mL加入4 mL双缩脲试

剂，置于暗处反应 30 min后，在540 nm下测定吸光

值，得到标准曲线：y=0.0494x+0.1054, R2=0.9973。
样品蛋白浓度测定同标准曲线测定，根据标准曲线计

算样品肌球蛋白浓度。 

1.2.7.2   组织蛋白酶对肌球蛋白的体内降解作用　

将对照组和 DBD处理组在贮藏 0、2、4、6、8 d后提

取的肌球蛋白稀释至 3 mg/mL，将蛋白样品与上样

缓冲液等体积混合后煮沸 10 min，于 4000×g条件下

离心 5 min，并配制 4%分离胶和 12%浓缩胶。取

10 μL样品加入浓缩胶上样孔（Marker 4 μL），样品在

浓缩胶时控制电压为 80 kV，至分离胶后控制电压

为 120 kV，电泳结束后将凝胶取出并放置于快速染

色液中染色 30 min，用超纯水清洗后对凝胶进行扫

描分析。 

1.2.7.3   组织蛋白酶对肌球蛋白的体外降解作用　

取对照组和 DBD处理组的粗酶液 300  μL加入

3 mg/mL 4mL新鲜虹鳟肌球蛋白样品中，混匀后将

溶液置于 37 ℃ 下孵育 48 h，分别于 0、3、6、12、
24、36、48 h取 100 μL样品，加入等体积上样缓冲

液，煮沸 10 min后置于−20 ℃ 保存。待孵育结束，

将所得样品进行电泳操作，电泳条件与 1.2.7.2所述

相同。 

1.2.8   分子对接及分子动力学（MD）模拟 

1.2.8.1   分子对接　首先在 NCBI数据库中获取虹

鳟组织蛋白酶 B、D和 L的序列（Accession:  XP_
036810413.1；XP_021413174.1；NP_001158584.1） ，

通过 SWISS-MODEL在线网站进行同源建模，综合

评估模板的同源性、序列相似性、一致性等并选出最

优模板 3AI8、6QBG和 2YJB构建虹鳟组织蛋白酶

B、D、L三维结构。NO3
−配体分子在 PubChem中

查找并下载得到。在 Gaussian09中使用 HF/6-31G*

方法将 NO3
−能量最小化，并在 AMBER20中使用

RESP拟合技术将 Gaussian产生的静电势拟合以获

得原子部分电荷，使用 antechamber程序获得 NO3
−

的力场参数并产生原子部分电荷。

将 3AI8、 6QBG、 2YJB分别和 Cathepsin  B、
D、L的三维结构重叠，根据蛋白数据库（Protein data
bank，PDB）中配体的位置确定活性位点，将 NO3

−分

子分别放入 Cathepsin B、D、L中相应的活性位点

中，分别构成 Cathepsin  B-NO3
−复合物、Cathepsin

D-NO3
−复合物、Cathepsin L-NO3

−复合物 PDB。使

用 Discovery Studio 2016 软件对三种复合物模型中

受体蛋白中的酸碱氨基酸的 pKa值进行预测，结果

表明受体蛋白中各酸碱氨基酸的 pKa值在 pH7.4的

溶液中均为正常质子化，故根据 Amber力场的命名

规则，氨基酸名无需修改。在后续的分子力学

（Molecular mechanics，MM）最小化和 MD模拟中，

蛋白质的势（potential）采用 AMBER ff19SB力场得

到，抑制剂的势（potential）采用 AMBER力场（gaff）
确定，并向体系中添加 11个 Na+抗衡离子至电中

性。对于每个系统，使用 AMBER20的 Sander模块

执行能耗最小化和 MD模拟。最后，整个系统在

TIP3P水盒中显式溶剂化，设置与溶质的最接近原子

之间的距离至少为 15Å的水盒。为了避免边缘效

应，应用周期性边界条件对整个 MD模拟过程进行

控制。

在进行 MD模拟之前，将整个系统分 3个阶段

进行能量最小化，目的是消除复合物与溶剂之间的不

良接触。首先使用强度 10 kcal·mol Å的谐波约束条

件冻结溶质以将水分子最小化。其次，对蛋白质主链

约束（谐波约束条件：10 kcal·mol Å），自由优化溶

剂、配体和蛋白质侧链原子。最后，整个系统不受限

制地最小化。每个阶段包括 5000步最陡下降和

2500步共轭梯度最小化。在 MD模拟中，长距离静

电相互作用可通过 PME（Particle-mesh. ewald）算法

进行处理。远程静电和范德华相互作用的截止距离

设置为 8 Å，在正则系踪（NVT）中在 40 ps内由 0逐

渐加热至 310 K。最后，在设置的具有周期性边界条

件的恒温恒压系踪（NPT）中对每个系统进行至少

40 ns的 MD模拟，应用 SHAKE方法约束所有涉及

氢原子的共价键。根据 Langevin算法，将每个模拟

耦合到 1.0 atm（1 atm=101.3 kPa）、310 K的热浴条

件下，温度和压力耦合参数设置为 2.0 ps。控制采样

过程中每 0.1 ps保存一次坐标，并将模拟生成的构象

用于进一步的结合自由能计算和分解分析。 

1.2.9   模拟轨迹分析　平衡后的生产相模拟轨迹用

于进行均方根偏差分析（Root-mean-square  devia-
tions，RMSD）、均方根波动分析（Root mean square
fluctuations，RMSF）、回旋半径（Rg）、氢键和配体与

活性中心距离分析。从 RMSD平衡后的长度为

30 ns轨迹中提取了 600个轨迹，用于结合自由能计

算。使用 AMBER20中包含的 MM/GBSA方法和

Nmod模块，NO3
−与 Cathepsin B、D、L的结合自由

能：ΔGb=ΔEMM+ΔGsol–TΔS。其中 ΔEMM 是气相中

复合物与每个结合配体之间的分子力学能之差，

ΔEMM 由气相中的静电相互作用 ΔEintele 和范德华相

互作用能 ΔEintvdw 组成。ΔGsol 是溶剂化自由能对结

合自由能的贡献，ΔGsol=ΔGsolele+ΔGsolnopol，静电对溶

剂化自由能（ΔGsolele）的贡献由广义波恩（GB）模型

计算得到，疏水相互作用对溶剂化自由能的贡

献 （ΔGsolnopol）通过溶剂可及表面积函数确定 ：
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ΔGsolnopol=γSASA+b，溶剂可及的表面积 SASA由

LCPO程序计算得出，γ 和 b的值在计算中分别被设

置为 0.005 kcal·mol和 0 kcal·mol，TΔS表示熵变对

结合自由能的贡献。 

1.3　数据处理

上述实验均进行 3次及以上的平行测定和 2次

及以上的重复测定，测定结果以“平均值±标准偏差”

表示。使用 SPSS  26.0软件中的单因素 ANOVA
的 Duncan法多重比较检验进行显著性分析，P<0.05
表示差异显著，并采用 Origin 9.0软件绘图。 

2　结果与分析 

2.1　肌球蛋白质构特性分析结果

鱼肉的硬度为鱼肉在第一次被压缩时所需的

力，反映了鱼肉内部为抵抗自身形状改变的结合力，

弹性反映了鱼肉形变后的恢复程度。由表 1可以看

出，70 kV DBD处理对贮藏初期的鱼肉硬度、弹性无

显著影响（P>0.05），但随着贮藏时间的增加，各组鱼

肉硬度和弹性均显著降低，这两个质构指标的下降与

鱼肉组织中的水分损失、内源酶活性变化和肌肉组

织劣化有关[17]。贮藏 2 d时，经 DBD处理的鱼肉硬

度显著高于对照组（P<0.05），这可能与产生的等离子

体活性物质对鱼肉的杀菌作用有关，缓解了贮藏过程

中微生物产生的外源酶对鱼肉肌纤维的降解程度。

贮藏末期对照组的鱼肉硬度仅为初始值的 37.67%，

而 DBD处理组的鱼肉硬度为初始值的 57.02%，说

明适宜电压的 DBD处理能有效延缓鱼肉硬度下降

程度。这得益于等离子体活性物质对蛋白的氧化、

交联作用，从而达到了更优的质构特性[18]。在贮藏

第 8 d时，对照组的弹性比处理组低（P<0.05），这可

能是由于对照组的鱼肉中的蛋白质二级结构发生改

变，而 DBD处理能够在微观上延缓其结构改变程

度，从而在宏观上降低了弹性降低程度。 

2.2　肌球蛋白 TCA-可溶性肽含量测定结果

TCA-可溶性肽通常用于监测鱼体死后蛋白质的

降解情况。如图 1所示，虹鳟的鱼片初始 TCA-可溶

性肽含量为 0.82 μmol 酪氨酸/g，而经 DBD处理后，

其 TCA-可溶性肽含量为 1.07 μmol 酪氨酸/g，说明

DBD处理对鱼肉中蛋白质的降解具有推动作用，这

是由于等离子体中的活性物质在杀灭微生物的同时

也会使蛋白质发生一定程度的破碎。在贮藏过程中，

TCA-可溶性肽含量逐渐升高，这是由于自溶作用使

鱼肉中的内源酶不断释放，能够将蛋白质降解形成低

分子量的多肽，说明贮藏过程中，蛋白质水解在持续

进行。在贮藏后期，对照组的 TCA-可溶性肽含量增

速比 DBD处理组快 ，可能的解释为贮藏前期

DBD对内源酶的抑制作用减缓了 TCA-可溶性肽的

积累，同时，由于对照组微生物的生长繁殖速度快，嗜

冷假单胞菌和腐败希瓦氏菌这类有较强腐败潜力的

微生物代谢产生的外源酶也能够将蛋白质降解为多

肽[19−20]。贮藏末期，对照组和 DBD处理组鱼肉中

TCA-可溶性肽含量为新鲜样品的 2.7倍和 2.3倍，

说明 DBD处理能够在一定程度上延缓鱼肉蛋白质

降解。
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图 1    冰藏过程中虹鳟 TCA-可溶性肽含量的变化
Fig.1    Changes of TCA-soluble peptides in Oncorhynchus

mykiss fillets during ice temperature storage
注：不同小写字母代表相同天数组间有显著差异（P<0.05）；不
同大写字母代表不同天数组内有显著差异（P<0.05），图 2~
图 4同。
  

2.3　肌原纤维小片化指数（MFI）变化分析

在肉类品质评价中，肌原纤维小片化指数通常

用来评估肉的嫩度，MFI值越高，肌肉嫩化程度越

高。冰藏过程中虹鳟 MFI变化情况如图 2所示，在

经过 70 kV DBD处理 2 min后，鱼肉 MFI较对照组

并无显著差异（P>0.05）。Luo等[21] 发现高强度等离

子体处理猪肉 5 min，可加速肌原纤维蛋白降解，使

MFI上升。Yong等[22] 表示在一定强度内的等离子

体处理不会对 MFI有显著影响，这与本实验结果一

致，说明 70 kV DBD处理 2 min对虹鳟肌原纤维蛋

白降解无不良影响。当贮藏时间延长时，可观察到

MFI显著上升（P<0.05），这一结果与Ⅰ带中的肌联

蛋白和伴肌动蛋白降解程度升高有关，加速了鱼肉的

软化进程[23]。由贮藏期间对照组和 DBD处理组的
 

表 1    冰藏虹鳟鱼片硬度和弹性的变化

Table 1    Changes in the hardness and spring of Oncorhynchus mykiss fillets during ice temperature storage

指标 组别 0 d 2 d 4 d 6 d 8 d

硬度（g）
对照 1245.0±131.1aA 804.1±31.6bB 506.7±53.0bC 484.1±79.9bC 469.0±112.8bC

DBD处理组 1381.6±94.6aA 1017.5±100.9aB 847.3±75.7aC 804.5±102.8aC 724.4±70.4aC

弹性
对照 0.55±0.02aA 0.48±0.01bB 0.46±0.01bB 0.44±0.01bC 0.42±0.02bC

DBD处理组 0.54±0.04aA 0.51±0.01aB 0.49±0.01aBC 0.48±0.01aC 0.47±0.02aC

注：不同小写字母代表相同时间组间有显著差异（P<0.05）；不同大写字母代表不同时间组内有显著差异（P<0.05）。
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MFI变化可知，DBD处理能够减缓鱼肉 MFI的增

速，在贮藏第 6 d和第 8 d，DBD处理组和对照组较

初始值分别增大了 3.76倍和 6.01倍。这说明 DBD
处理可能通过抑制鱼体内源酶的释放及其活性，保持

鱼肉良好的质地，这与 2.1中对鱼肉质构变化的测定

结果一致。
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图 2    冰藏过程中虹鳟MFI的变化
Fig.2    Changes of MFI of Oncorhynchus mykiss fillets

during ice temperature storage
  

2.4　氨基酸态氮变化分析

氨基酸态氮反映了由鱼肉中蛋白质水解所产生

的氨基酸状态氮的含量变化情况，一定程度上可反映

鱼类的新鲜度变化。如图 3所示，在冰藏过程中，鱼

肉氨基酸态氮含量随贮藏时间延长持续增大，这是由

于外肽酶将鱼肉中蛋白质降解产生游离氨基酸从而

检测出氨基酸态氮含量变化，这些外肽酶主要来源于

微生物生长代谢以及鱼肉中的内源蛋白酶[24]。在贮

藏期间，相比对照组，DBD处理组减缓了 13.02%的

氨基酸态氮增加，说明 DBD处理对氨基酸态氮的抑

制效果显著（P<0.05）。微生物在贮藏过程中不断增

殖，导致鱼肉中蛋白质的持续降解并产生游离氨基

酸，使氨基酸态氮含量增加。而 DBD处理具有杀菌

作用，这使其微生物代谢产生的外源酶含量低于对照

组，从而在氨基酸态氮含量变化中有所体现，同时，

DBD处理对内源酶活性也具有抑制作用，贮藏后期

的鱼肉品质劣化主要受到组织蛋白酶的影响 [11]。

Zhao等[25] 也表明了金枪鱼的氨基酸态氮含量上升

与内源蛋白酶降解鱼肉蛋白有关。 

2.5　虹鳟组织蛋白酶酶活性变化分析

经 DBD处理的虹鳟中组织蛋白酶 B、D和

L活性变化如图 4所示。从图 4可以看出，DBD处

理显著降低了组织蛋白酶 B、D和 L的活性（P<
0.05），这可能与 DBD放电过程中产生的能够较长时

间发生作用的 O3、H2O2、NO3
−、NO2

−等活性物质有

关[26]，这些活性物质会导致酶结构变化，从而影响其

活性，也可能与活性物质对鱼肉中的其它蛋白质、酶

类、脂肪等的作用有关，间接地影响了组织蛋白酶的

活性。组织蛋白酶 B、D和 L活性的持续升高主要

源自其数量的增加，鱼体死亡后组织中的肌细胞启动

的细胞凋亡程序，将溶酶体中的组织蛋白酶释放至肌

原纤维中，这导致了肌球蛋白二级结构在冷藏 4 d后

降解程度产生了较大升幅，并印证了 2.3和 2.2中

MFI和 TCA-可溶性肽的变化。但组织蛋白酶 D活

性的最佳 pH为 3~4左右，贮藏后期鱼肉蛋白质的降
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图 3    冰藏过程中虹鳟氨基酸态氮的变化

Fig.3    Changes of amino acid nitrogen in Oncorhynchus mykiss
fillets during ice temperature storage
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解导致的 pH升高，对组织蛋白酶 D的活性产生较

大影响。组织蛋白酶 B和 L在冰温贮藏 6 d后活性

也开始降低，这与 Bahuaud等[27] 对大西洋鲑鱼片冰

藏的结果一致，这与鱼体自溶有关。Situ等[28] 报道

了相似的结果，在经过等离子体处理后，金鲳鱼中的

组织蛋白酶 L活性显著下降，说明等离子体能够改

变组织蛋白酶活性。 

2.6　虹鳟肌球蛋白体内外降解程度分析

SDS-PAGE凝胶电泳图谱可直观地表示肌球蛋

白在贮藏期间的交联和降解情况。肌球蛋白受

SDS作用发生变性，并释放出肌球蛋白重链（MHC，
约 220  kDa）和肌球蛋白轻链 （MLC-1， 25  kDa
和 MLC-2，18  kDa） [29]。MHC被降解时主要产生

150 kDa和 140 kDa片段 [30]，因此可以通过 MHC、
MLC、150 kDa片段和 140 kDa片段对肌球蛋白的

变化情况进行分析。

由图 5A和图 5C可以看出，在电泳图谱中仅存

在少量肌动蛋白（Actin，48 kDa），其含量占总蛋白含

量的 2%以下，且肌动蛋白与肌球蛋白的存在状态难

以使其完全分离，因此所提取的肌球蛋白纯度较高，

符合研究需要。随着贮藏时间延长，虹鳟 MHC谱带

变窄，说明其含量减少，在贮藏 6 d时可明显观察到

对照组的谱带变窄，这与同一贮藏时间的组织蛋白

酶 B和 L的活性呈负相关，且肌动蛋白及肌球蛋白

轻链谱带也有所变浅。经 DBD处理的虹鳟肌球蛋

白在贮藏过程中的谱带变化趋势更缓，尤其是MLC-1
片段，降解速度明显缓于对照组。

为了更直观地展示组织蛋白酶对肌球蛋白的降

解作用，将粗提得到的混合组织蛋白酶添加至未经处

理的新鲜虹鳟肌球蛋白中进行孵育，结果如图 5B
和图 5D所示。在进行了 9 h的孵育后，MHC逐渐

被降解为 150 kDa和 140 kDa片段，这主要是由于

组织蛋白酶 B、D和 L的降解效果[31]。由于组织蛋

白酶是粗提得来的，粗提过程中产生的一些小片段分

子在 75~48 kDa出现了部分降解条带。当孵育 24 h
后，对照组的 MLC片段几乎完全被水解，而 DBD处

理组还存在有较为明显的 MLC-2片段。Godiksen
等[32] 研究虹鳟鱼发现，相比于组织蛋白酶 D，组织蛋

白酶 B在肌球蛋白轻链降解过程中起主要推动作

用。这说明 DBD处理对组织蛋白酶 B、D和 L或

其一的酶活性有抑制作用，从而延缓了 MLC-2条带

的降解，与组织蛋白酶活性测定结果一致。 

2.7　分子对接结果

经前期分子对接实验，比对了 O3、H2O2、NO3
−

和 NO2
−四种 DBD产生的活性物质，发现 O3、H2O2

和 NO2
−与内源蛋白酶的结合自由能较小，无法稳定

与组织蛋白酶结合并发生作用，而 NO3
−与组织蛋白

酶的结合自由能较大，能够与组织蛋白酶稳定结合，
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Fig.5    SDS-PAGE pattern of myosin in Oncorhynchus mykiss fillets during ice temperature storage
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因此后续仅选择 NO3
−进行结果分析。

通过 LigPlus软件分析 NO3
−与组织蛋白酶的相

互作用，由图 6可知，NO3
−主要通过与组织蛋白酶

B中的残基 Ser87、Gly86、Gln82和 Tyr34形成氢

键相互作用，通过残基 Phe91、Gly83和 Cys85形成

疏水相互作用；NO3
−与组织蛋白酶 D能够形成 2个

氢键相互作用（残基 Gly331和 Val322）和 4个疏水

相互作用（残基 Leu185、Ala333、Phe332和 Ser321）；
与组织蛋白酶 L可通过残基 Lys187和 Lys18形成

2个氢键相互作用 ，通过残基 Ser189、Phe29和

Val17形成 3个疏水相互作用。

  
A B C

图 6    NO3
−与（A）组织蛋白酶 B、（B）组织蛋白酶 D和（C）组

织蛋白酶 L分子对接结果
Fig.6    Molecular docking results of NO3

− with (A) cathepsin B,
(B) cathepsin D and (C) cathepsin L

  

2.8　分子动力学（MD）模拟结果

由于 DBD处理产生的 NO3−具有较长的保留时

间，因此选择 NO3−作为 DBD处理中的代表性活性

物质进行后续研究。MD模拟可用于分析蛋白质与

配体的结合位点、结合能、所涉及的残基及成键情

况[33]，并对两种物质在一段时间内结合发生的构象变

化、稳定性以及各种弱相互作用进行分析。通常将

MD模拟用于补充或验证实验结果，以达到探究复合

物的结构性质及互作机理的目的。 

2.8.1   均方根偏差分析（RMSD）　在 MD模拟中，均

方根偏差分析的变化是衡量蛋白质与配体形成复合

物后结构稳定性与时间关系的最有效方法。RMSD
值越高，说明分子构象变化越大，即组织蛋白酶结构

趋于不稳定[34]。NO3
−作用下组织蛋白酶 RMSD的

变化如图 7所示，结果显示，组织蛋白酶 B、D、L与

NO3
−的复合物在模拟 20、1和 40 ns后均能够达到

平衡，复合物的 RMSD值分别为 1.75、1.6和 1.8 Å，

偏差小于 0.75 Å，能够保持收敛，说明这三种复合物

均具有较好的稳定性，可用于后续分析。因此基于平

衡后 30 ns提取的轨迹进行结合自由能计算和自由

能分解是合理的。组织蛋白酶 L-NO3
−复合物的

RMSD值略大于另外两种复合物，说明 NO3
−对组织

蛋白酶 L的稳定性影响更大。
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图 7    NO3
−作用下组织蛋白酶 RMSD的变化

Fig.7    Changes of cathepsin RMSD under the action of NO3
−

  

2.8.2   结合自由能分析　通过 MM/GBSA的方法并

使用单轨迹方案对 600个轨迹进行分析可计算

MD模拟过程中的结合自由能。表 2列出了由

MM/GBSA计算的包括结合自由能在内的各项能量

贡献计算结果，这些能量与 NO3
−和组织蛋白酶之间

的亲和力有关，能量值越低，则复合物性质越稳定。

由表 2可知，组织蛋白酶 B、D和 L与 NO3
−的结合

自由能分别为：−10.937、−5.0555、−19.112 kcal/mol，
结合自由能为负值说明活性位点与小分子配体之间

不排斥，具有亲和性。极性溶剂化能（ΔGsolele）对结合

有重要贡献，是结合的主要驱动力，组织蛋白酶 B和

L的极性溶剂化能绝对值较大，说明其对复合体系的

结合贡献最大，且分子间范德华力（ΔEintvdw）和对应

于 SASA包埋的非极性溶剂化能 ΔGsolnopol 对结合

有帮助。静电相互作用会阻碍组织蛋白酶和 NO3
−的

结合，三种复合物的静电相互作用 ΔEintele 均为正值，

不利于结合，但总的静电相互作用能 ΔGsol（分子间范

德华力 ΔEintvdw+非极性溶剂化能 ΔGsolnopol）是负值

的，利于键合，这是由于极性基团在溶剂化时能充分

抵消静电相互作用能。总静电相互作用能 ΔGsol 的

贡献远大于总静电相互作用贡献 ΔGele（静电势

ΔEintele+极性溶剂化能 ΔGsolele）。总的来说，NO3
−能

够更好更稳定地和组织蛋白酶 B和 L结合，与组织

蛋白酶 D的复合物性质稳定性稍差，这与 2.5中酶

活性变化结果一致。 

2.8.3   氢键分析　通过 MD模拟后的轨迹分析可以

得到氢键结果，复合物的结合亲和力和稳定性与氢键

密切相关，但模拟过程中的氢键出现是瞬时的，在复

合物结合相互作用、结构变化和蛋白质错误折叠过
 

表 2    MD过程中 NO3
−与组织蛋白酶对接时的结合自由能各能量项（kcal/mol）

Table 2    Binding free energy between NO3
− and cathepsin during MD (kcal/mol)

能量贡献 ΔEintele ΔEintvdw ΔGsolnopol ΔGsolele ΔGsol ΔGele ΔGbind

Cathepsin B-NO3
− 107.6951 −8.2717 −1.6957 −108.665 −9.9674 −0.9696 −10.937

Cathepsin D-NO3
− 27.9337 −3.8105 −0.8507 −28.328 −4.6612 −0.3943 −5.0555

Cathepsin L-NO3
− 133.77 −5.3093 −1.8229 −145.75 −7.1322 −11.9798 −19.112
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程中，氢键能够快速地形成或断裂，氢键的数量增加

能够使复合物的稳定性增加。表 3罗列了 MD过程

中 NO3
-与组织蛋白酶对接时的氢键情况，通常把氢

键定义为受体原子和供体原子距离在 3.5 Å以内且

夹角大于 120°，氢键距离在 2.7~2.9 Å之间，氢键夹

角在 150°~160°之间，在这一范围内。组织蛋白酶

B和 NO3
−的氢键主要出现在组织蛋白酶 B残基

CYS85的 N和 NO3
−的 O1之间，它们之间出现氢键

的帧数占总氢键帧数的 13.56%；组织蛋白酶 D和

NO3
−的氢键主要出现在组织蛋白酶 D残基 VAL322

的 N和 NO3
−的 O1之间，出现氢键的帧数占总氢键

帧数的 15.02%；组织蛋白酶 L和 NO3
−的氢键主要

出现在组织蛋白酶 L残基 SER189的 OG和 NO3
−

的 O3之间，出现氢键的帧数高达总氢键帧数的

31.23%。氢键频率较高可能与周围环境中极性增强

有关，通过氢键出现频率的比较可知，NO3
−与组织蛋

白酶 L的氢键作用较强。 

3　结论
为明确基于组织蛋白酶降解肌球蛋白的低温等

离子体杀菌在抑制水产品质地软化的作用机制，本研

究采用 70 kV 介质阻挡放电低温等离子体（DBD）作

用 2 min处理虹鳟鱼片，分析鱼肉质构、蛋白质降解

指标（TCA-可溶性肽、MFI、氨基酸态氮）和组织蛋

白酶活性变化，并采用分子对接和分子动力学（MD）

模拟方法分析了 DBD处理产生的活性物质 NO3
−与

组织蛋白酶 B、D、L的结合情况。结果表明 ，

DBD杀菌降低了组织蛋白酶 B、D、L的活性，延缓

了蛋白质的降解进程，维持了鱼肉的质地，组织蛋白

酶 B和 L活性受 DBD处理的影响较明显，且组织

蛋白酶能够加速肌球蛋白降解，尤其是肌球蛋白轻

链 MLC-2。从 RMSD、RMSF、Rg、配体与活性中

心距离、结合自由能及氢键分析可知，NO3
−对组织蛋

白酶 L作用效果最好，组织蛋白酶 B次之。低温等

离子体成分复杂，由于分子量过小或者性质不稳定等

原因，其他有效成分如 O3、H2O2 等与组织蛋白酶对

接情况较差，还需要做进一步对这些成分影响酶活性

的作用机制以及体外实验验证研究。
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