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低温等离子体对南美白对虾肌肉蛋白质性质和 

结构的影响 

唐玲玲, 严金红, 徐慧倩, 邓尚贵, 缪文华* 

(浙江海洋大学食品与药学学院, 舟山  316022) 

摘  要: 目的  研究低温等离子体(cold atmospheric plasma, CAP)对南美白对虾肌肉蛋白质性质和结构的影

响。方法  采取不同等离子体条件(电压: 20、40、60 kV; 时间: 1、2、3 min)对南美白对虾肌肉蛋白进行处

理, 通过分析肌浆蛋白、肌原纤维蛋白、表面疏水性、总巯基含量、Ca2+-ATPase 活性、十二烷基硫酸钠-

聚丙烯酰胺电泳(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)指标, 探讨 CAP 对南

美白对虾肌肉蛋白的影响。结果  与对照组相比, 随着处理时间和电压的增加, 虾体的肌浆蛋白、肌原纤

维蛋白含量、总巯基含量、Ca2+-ATPase 活性均显著下降(P<0.05), 而表面疏水性显著升高(P<0.05)。处理

条件为 60 kV、3 min 时, 样品各指标变化最明显。SDS-PAGE 电泳显示肌原纤维蛋白的肌球蛋白重链条带

增强, 副肌球蛋白条带逐渐消失, 在分子量为 25 kDa 附近出现新的蛋白条带。结论  CAP 处理能导致南美

白对虾肌肉氧化, 蛋白质变性。 
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Effects of cold atmospheric plasma on protein properties and structure 
of Penaeus vannamei 

TANG Ling-Ling, YAN Jin-Hong, XU Hui-Qian, DENG Shang-Gui, MIAO Wen-Hua* 

(Department of Food Science and Pharmaceutics, Zhejiang Ocean University, Zhoushan 316022, China) 

ABSTRACT: Objective  To investigate the effects of cold atmospheric plasma (CAP) on protein properties and 

structure of Penaeus vannamei. Methods  The muscle protein of Penaeus vannamei were treated with different CAP 

conditions (voltage: 20, 40, 60 kV; time: 1, 2, 3 min), and the index such as myogen, myofibrillar protein, surface 

hydrophobicity, total sulfhydryl content, Ca2+-ATPase activity, and sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) were investigated. Results  Compared with the control group, with the increase of 

treatment time and voltage, the myogen, myofibrillar protein content, total sulfhydryl content and Ca2+-ATPase 

activity of shrimp decreased significantly (P<0.05), while the surface hydrophobicity increased significantly 

(P<0.05). when the treatment condition was 60 kV, 3 min, the changes of each index of the sample were the most 

obvious. The SDS-PAGE showed that the myosin heavy chain of myofibrin enhanced, the accessory myosin bands 
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gradually disappeared, and new protein bands appeared near the molecular weight of 25 kDa. Conclusion  CAP 

treatment promotes muscle oxidation of Penaeus vannamei, leading to protein denaturation. 

KEY WORDS: Penaeus vannamei; muscle protein; cold atmospheric plasma; protein oxidation 
 

 

0  引  言 

南美白对虾 (Penaeus vannamei), 又名凡纳滨对虾 , 

为对虾科(Penaeus orientalis)对虾属(Penaeus)甲壳类水产

品[1]。南美白对虾的虾肉鲜美, 外壳较薄, 蛋白含量高, 同

时又具有脂肪含量低的优点, 市场前景广阔[2], 但同时也

因其自身水分及蛋白质含量高、组织蛋白酶活性强, 自溶

迅速, 易于发生腐败变质[3]。已发表的研究报道中, 关于

南美白对虾的贮藏保鲜方式主要涉及物理保鲜(冷藏或冻

藏[4]、电解水保鲜[5]、气调保鲜[6]、辐照保鲜[7]等)、化学

保鲜(臭氧[8]等)和生物保鲜(茶多酚提取物[9]等)。物理保鲜在

具体的操作中比较复杂, 且成本高, 大规模地推广还具有一

定的难度。化学保鲜会导致使用的保鲜剂在食品中有一定残

留量, 从而造成安全性问题。生物保鲜剂在生物中的含量低, 

获取成本高, 目前大多还处在实验室研究的阶段。 

低温等离子体(cold atmospheric plasma, CAP)是一种

新兴的非热加工技术, 其在食品消毒杀菌、品质保鲜、改

性等方面的应用具有许多优点, 如加工温度低、对营养成

分的破坏少、能最大限度地发挥食品原本的感官特性、副

产品无毒、成本低等, 因此, 低温等离子体技术在食品领

域得到了广泛的应用。焦浈等[10]利用 CAP 对三文鱼进行

处理, 发现 CAP 对三文鱼具有杀菌效果, 发挥保鲜作用。

金图南[11]探究了低温等离子体对鱿鱼的感官品质和营养

价值的影响, 研究表明 CAP对鱿鱼的感官评价、新鲜程度、

营养、气味和口感没有显著影响, 处理后鱿鱼的货架期得

到延长。刘品等[12]利用 CAP 对南美白对虾防黑变机制进

行了研究, 发现 CAP处理有效抑制了南美白对虾上细菌的

增长。目前, CAP 在食品中的应用研究主要集中在 CAP 处

理对食品的保鲜效果上, 但 CAP对食品本身的影响报道较

少。本研究采用 CAP 对南美白对虾肌肉蛋白进行处理, 分

析其对肌肉蛋白质性质和结构的影响, 研究 CAP在南美白

对虾的保鲜应用中对其肌肉蛋白质的影响, 以期为 CAP在

南美白对虾等水产品中的保鲜应用提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

鲜活南美白对虾购买于浙江舟山老碶菜市场, 在 30 min

内运至实验室, 超纯水洗净后, 碎冰猝死, 储存在–80 ℃

冰箱备用。 

SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液(5×)、SDS-PAGE 凝胶快

速配制试剂盒、标准蛋白 Marker、Tris-HCl 缓冲液(上海碧

云天生物技术有限公司); 考马斯亮蓝染色液 R250(武汉谷

歌生物科技有限公司); 碳酸钠、磷酸二氢钾、磷酸氢二钠、

氯化钾、溴酚蓝、乙二胺四乙酸(ethylenediaminetetraacetic 

acid, EDTA)、尿素、十二烷基硫酸钠(分析纯, 国药化学

试剂有限公司); 蛋白定量测定试剂盒、总巯基测定试剂

盒、Ca2+-ATPase 活性测定试剂盒(南京建成生物科技有限

公司)。 

1.2  仪器与设备 

Phenix BK130/3 低温等离子体处理装置(美国 Phenix 

Technologies公司); WFZ UV-2100紫外可见分光光度计(上

海尤尼克有限公司); Avannti JXN-30 高速冷冻离心机(美国

贝克曼库尔特有限公司); Mini protein Ш 电泳仪(美国

BIO-RAD 公司); ELE 高速均质机(上海易勒机电设备有限

公司); GenoSens-2100 凝胶成像系统(北京华圣科仪实验

设备有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  低温等离子体处理方法 

挑选形状大小相同的南美白对虾, 将其放入食品级

包装盒内, 然后用包装机密封后, 将包装盒放于等离子体

装置的两电极之间, 低温等离子体处理电压分别为: 20、

40、60 kV, 处理时间为: 1、2、3 min(整个处理过程均在室

温下进行)。对照组为未经 CAP 处理的南美白对虾。 

1.3.2  肌浆蛋白的提取及测定 

参考 NIAMNUY 等[13]的方法稍作修改。将对虾清洗并

去壳, 然后将虾肉绞碎, 称量 10 g, 加入 pH 7.5、3.5 mmol/L

磷酸二氢钾、15.6 mmol/L 磷酸氢二钠的 10 倍质量的磷酸

盐缓冲液, 再用均质机匀浆 2 min, 每隔 30 s 停一次, 防止

仪器过热, 结束后在 8000×g、4 ℃的条件下离心 20 min, 保

留上清液。在离心后得到的沉淀中继续加入 10 倍质量的磷

酸盐缓冲液, 重复上述步骤 3 次, 合并 3 次得到的上清液, 

即为南美白对虾肌浆蛋白提取物。 

用考马斯亮蓝法(南京建成试剂盒)进行肌浆蛋白含量

的测定。 

1.3.3  肌原纤维蛋白的提取及测定  

往 1.3.2 沉淀中加入 10 倍质量的 pH 7.5、0.45 mol/L

氯化钾、3.5 mmol/L 磷酸二氢钾、15.6 mmol/L 磷酸氢二钠

的磷酸盐缓冲液, 缓慢搅拌至沉淀完全溶解, 在 8000×g、

4 ℃的条件下离心 20 min, 保留上清液, 重复上述步骤 3
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次, 将 3 次得到的上清液进行合并, 即为肌原纤维蛋白提

取物。 

肌原纤维蛋白含量的测定通过购买的试剂盒(南京建

成试剂盒, 考马斯亮蓝法)进行测量。 

1.3.4  表面疏水性的测定 

在吴海潇[14]的测定方法基础上稍做修改。将肌原纤

维蛋白溶解于 pH 8.0、20 mmol/L 的 Tris-HCl 缓冲液中至

质量浓度为 2 mg/mL, 然后准确量取 2 mL 加入到溴酚蓝

溶液中(20 μL、1 mg/mL), 进行旋涡混合, 使其均匀。将

不含肌原纤维蛋白的 pH 8.0、20 mmol/L 的 Tris-HCl 缓冲

液与溴酚蓝溶液的混合液作为对照组。在 595 nm 处的测

定读取其吸光度值。肌原纤维蛋白表面疏水性的计算如

公式(1):  

 溴酚蓝结合量(μg)= 0 1

0

20 ( )A A

A

 
 (1) 

式(1)中: A0 为对照组的吸光度值, A1 为实验组的吸光度值。 

1.3.5  总巯基的测定 

采用巯基测定试剂盒(南京建成试剂盒)进行测定(分

光光度法)。将肌原纤维蛋白溶液与 50 mmol/L 磷酸盐缓冲

液(0.6 mol/L 氯化钾、10 mmol/L EDTA、8 mol/L 尿素、   

pH 7.0)按 1:9 (V:V)的比例混合。再根据试剂盒说明加入试

剂, 在 412 nm 波长处测定吸光度。总巯基含量的具体计算

见公式(2):  

 C0=
A


= 2 0 1

13.6

A A A 
÷0.5×

0

V

V
×n  (2) 

式(2)中: C0 为总巯基含量(mmol/g); A2 为测定管的吸光度

值, A0 为空白管的吸光度值, A1 为对照管的吸光度值, ε为

摩尔吸光系数 13600 [L/(mol‧cm)]; 0.5为比色皿的光径(cm); 

V 为样液总体积(L); V0 为取样量(L); n 为稀释倍数。 

1.3.6  Ca2+-ATPase 活性的测定 

参照于亚文等[15]的测定方法并做出相应改进。对虾清

洗去壳, 用绞肉机绞碎, 称量 5 g虾肉, 加入生理盐水 45 g, 

均质机匀浆 2 min, 在 2500 r/min、4 ℃条件下离心 10 min, 

保留上清液, 继续加入相同比例的生理盐水稀释。用南京

建成试剂盒(考马斯亮蓝法)测定蛋白浓度。根据所得蛋白

浓度进行调整(若浓度过高, 则加入 1%的组织匀浆将其稀

释), 将蛋白浓度控制在符合测定的范围内。 

肌原纤维蛋白 Ca2+-ATPase 活性的大小通过南京建成

试剂盒进行测定。 

1.3.7  SDS-PAGE 电泳实验 

将肌原纤维蛋白样品溶于 Tris-HCl 缓冲液(pH 8.0、

20 mmol/L)中, 使最终质量浓度为 1 mg/mL, 分离胶和浓

缩胶的质量分数分别为 12%和 3.25%, 将溶解后的蛋白样

品和蛋白上样缓冲液按 1:1 (V:V)比例混合, 标准品蛋白

(Marker)和样品的上样量均为 5 μL。最开始的电流设置为

80 mA, 当蛋白样品快要接触分离胶和浓缩胶的交界线时, 

将电流增大至 120 mA。当 Marker 蛋白条带全部显示, 即

关闭电源。取出胶片, 用浓度为 0.1%的考马斯亮蓝染色液

充分染色, 染色结束, 用甲醇(5%)和冰醋酸(7%)配制的脱

色液对胶片进行脱色 , 直至蛋白条带清晰显现 , 用

GenoSens 凝胶成像系统对胶片进行拍照记录。 

1.3.8  数据分析 

本研究用 IBM SPSS Statistics 20 软件对数据进行分

析处理 , 结果表示为平均值±标准偏差 (显著性差异以

P<0.05 表示), 用 OriginPro 8 软件绘制数据曲线。 

2  结果与分析 

2.1  肌浆蛋白含量的变化 

肌浆蛋白占肌肉组织总蛋白的 30%, 其含量可间接

影响虾肉品质[16]。从图 1 可以看出, 对照组的南美白对

虾肌浆蛋白含量为 (93.99±1.38) g/L, CAP 处理条件为  

20 kV、1 min 时, 肌浆蛋白的含量变化不显著, 说明较低

的电压短时间处理对肌浆蛋白含量的影响不大, 但随着

处理电压的升高, 肌浆蛋白的含量显著下降(P<0.05), 处

理条件为 60 kV、1 min 时, 肌浆蛋白含量随电压的升高

而降至(73.51±1.21) g/L; 处理条件为 60 kV、2 min 时, 肌

浆蛋白含量随电压的升高而显著降至 (58.13±1.14) g/L; 

处理条件为 60 kV、3 min 时, 肌浆蛋白含量随电压的升

高而显著降至(50.45±1.22) g/L。在相同电压的情况下, 随

着处理时间的增加 , 肌浆蛋白的含量呈下降趋势 , 处理

电压为 20 kV 时 , 肌浆蛋白含量随时间增加降至

(82.10±1.16) g/L; 处理电压为 40 kV 时, 肌浆蛋白含量随

时间增加降至(56.19±1.03) g/L; 处理电压为 60 kV 时, 肌

浆蛋白含量随时间增加降至(50.45±1.22) g/L。综上, 当电

压达到 60 kV、处理时间为 3 min 时, 肌浆蛋白的含量下

降最显著(P<0.05), 数值为(50.45±1.22) g/L, 证明 CAP 能

降低南美白对虾肌浆蛋白含量。本研究结果与陈家盛等[17]

研究低温等离子体处理后, 冰鲜鱿鱼蛋白质含量下降的

结果一致。造成这种现象的原因可能是 CAP 产生的高能

粒子通过能量传递 , 对蛋白表面进行轰击 , 导致蛋白的

结构被破坏 , 蛋白质发生降解从而变成小分子蛋白 , 蛋

白结构由紧密变松散[18]。 

2.2  肌原纤维蛋白含量的变化 

不同程度的氧化会造成蛋白质变性和肌纤维损伤 , 

致使肌原纤维含量改变。根据图 2 得出, 未处理的新鲜南

美白对虾肌原纤维蛋白含量为(139.13±1.22) g/L, 经低温

等离子体处理后, 随着电压的增大, 肌原纤维蛋白含量显

著下降(P<0.05), 电压一定时, 随着时间的延长, 肌原纤维

蛋白的含量亦显著下降(P<0.05)。在处理条件为 60 kV、

3 min 时 , 肌原纤维蛋白含量下降最显著 (P<0.05), 为

(85.76±4.62) g/L。表明 CAP 处理降低了南美白对虾中肌原

纤维蛋白的含量。LUO 等[19]关于 CAP 处理对干腌熏肉影
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响的研究中报道了随着电压的增加, 肌原纤维蛋白含量下

降, 处理电压为 60 和 70 kV 时, 下降量最大(P<0.05)。

EKEZIE 等[20]对凡纳滨对虾的研究中指出肌原纤维蛋白的

下降是由于 CAP处理会引起蛋白质分子结构改变, 蛋白质

变性降解。低温等离子体处理使肌原纤维束被撕开, 从而

形成间隙, 导致组织微观结构遭到破坏, 蛋白最终降解为

小分子蛋白, 这可能是 CAP处理使南美白对虾肌原纤维蛋

白含量下降的内在机制。 

 
 

 
 

注: 不同大写字母表示不同处理时间之间具有显著性差异

(P<0.05); 不同小写字母表示不同处理电压之间具有显著性差异

(P<0.05), 下同。 

图 1  低温等离子体处理条件对肌浆蛋白含量的影响(n=3) 

Fig.1  Effects of cold atmospheric plasma treatment conditions on 
the content of myogen (n=3) 

 
 

 

 
图 2  低温等离子体处理条件对肌原纤维蛋白含量的影响(n=3) 

Fig.2  Effects of cold atmospheric plasma treatment conditions on 
myofibrillar protein content (n=3) 

2.3  表面疏水性的变化  

维持蛋白质的三级结构最重要的作用力是疏水基的

相互作用[21], 蛋白质的表面疏水性可以反映出蛋白质的展

开程度, 与蛋白质的功能性质密切相关[22]。溴酚蓝与肌原

纤维蛋白的特异性结合程度受到表面疏水性变化的影响, 

被认为是测定蛋白表面疏水性的可靠方法[23]。由图 3 得出, 

未经低温等离子体处理的南美白对虾溴酚蓝结合量为

(12.37±0.13) μg, 在等离子体处理后, 时间一定时, 随着电

压的增大, 溴酚蓝结合量显著增加(P<0.05); 电压一定时, 

随着时间的延长 , 溴酚蓝结合量同样显著增加(P<0.05), 

表明等离子体处理后, 肌原纤维蛋白的表面疏水性增大。

在处理条件为 60 kV、3 min 时 , 溴酚蓝的结合量为

(17.97±0.06) μg, 达到最大值。王芝妍等[24]采用超高压辅助

探究中华管鞭虾脱壳对其肌肉品质影响的研究中也报道了

随着压力的增大, 蛋白多肽链去折叠的过程中会暴露出分

子内部疏水性氨基酸基团, 从而引起蛋白表面疏水性增

大。闫春子等[25]用超高压对草鱼肌原纤维蛋白进行处理, 

发现随着压力的增大, 肌原纤维蛋白表面疏水性不断增大, 

由于经过超高压处理后, 折叠态的肌原纤维蛋白分子伸展, 

部分分子内部的疏水性残基暴露, 表面疏水性增大。因此

CAP 处理使南美白对虾肌肉蛋白展开程度增大, 蛋白质结

构遭到破坏。 

 

 
 

图 3  低温等离子体处理条件对表面疏水性的影响(n=3) 

Fig.3  Effects of cold atmospheric plasma treatment conditions on 
the surface hydrophobicity (n=3) 

 

2.4  总巯基的变化  

巯基对蛋白质结构的稳定性有一定影响 , 巯基含

量的减少部分原因是蛋白质氧化造成的, 所以巯基含量

的变化可反映出蛋白质的氧化程度[26]。根据图 4 得出, 

未经低温等离子体处理的南美白对虾, 其肌原纤维蛋白

的总巯基含量为(50.61±0.21) mmol/g, 经 CAP 处理后, 

在处理时间不变的情况下, 随着处理电压的增加, 总巯基

的含量下降, 电压一定时, 随着处理时间的延长, 总巯基

的含量显著下降(P<0.05)。处理条件为 60 kV、3 min 时, 总
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巯基的含量下降最显著(P<0.05), 为(31.37±0.41) mmol/g。

NYAISABA 等 [27]研究发现鱿鱼粗蛋白酶经 CAP 处理后, 

巯基含量也显著下降, 与本研究结果一致。可能的原因

是, CAP 能够产生各种高活性物质, 其中, 在活性氧存

在时, 巯基基团极易被氧化, 从而导致二硫键的形成 [28], 

巯基基团含量下降。此外, CAP 产生的活性物质在水分

子存在时, 会形成强氧化性物质 OH-、H2O+和 H+等自由

基 , 可将巯基转化为二硫键 , 从而引起蛋白质结构和功

能的改变。 

 
 

 

 
图 4  低温等离子体处理条件对总巯基含量的影响(n=3) 

Fig.4  Effects of cold atmospheric plasma treatment conditions on 
total sulfhydryl content (n=3) 

 

2.5  Ca2+-ATPase 活性的变化  

肌球蛋白占蛋白质总量的 54%, 是肌肉中肌原纤维重

要组成部分。肌球蛋白的头部具有 ATP 酶活性, 需要依靠

Ca2+的含量维持, Ca2+-ATPase 活性是肌球蛋白完整性的重

要指标, 其损失越大, 说明肌球蛋白变性越严重[29]。根据

图 5 得出, 未经低温等离子体处理的南美白对虾, 其肌原

纤维蛋白中 Ca2+-ATPase 活性为 0.21 U/mg, 经 CAP 处理

后 , 在处理时间不变的情况下 , 随着处理电压的增加 , 

Ca2+-ATPase 的活性显著下降(P<0.05); 在 20 kV 条件下, 

处理时间为 1 和 2 min 时 Ca2+-ATPase 的活性变化不显著

(P>0.05), 在 40和 60 kV条件下, 电压不变时, Ca2+-ATPase

的活性随着处理时间的延长而显著下降(P<0.05)。当处理

条件为 60 kV、3 min 时, Ca2+-ATPase 的活性下降最显著

(P<0.05), 数值为 0.10 U/mg。说明低温等离子体处理后南

美白对虾中的 Ca2+-ATPase 活性显著下降(P<0.05), 肌球蛋

白的球状头部区域发生了变性 [30]。有研究报道表明 , 

Ca2+-ATPase 活性的降低与巯基被氧化形成二硫键有一定关

联性, 会引起酶活性中心发生改变, 最终导致 Ca2+-ATPase

活性下降[31]。 

 
 

图 5  低温等离子体处理条件对 Ca2+-ATPase 活性的影响(n=3) 

Fig.5  Effects of cold atmospheric plasma treatment conditions on 
Ca2+-ATPase activity (n=3) 

 

2.6  SDS-PAGE 电泳分析  

蛋白质分子降解的外在表现包括高蛋白分子量条带

的模糊、弱化、消失、扩展以及低分子质量条带的出现或

浓度加强[32]。从图 6 中各处理样品 SDS-PAGE 结果看出, 

蛋白条带经 20 kV、1 min 处理后, 与未经 CAP 处理的对照

组样品相比无明显变化; 随着电压和时间的增加, 肌原纤

维蛋白的肌球蛋白重链条带变粗, 副肌球蛋白条带则由粗

变细, 这可能是由于蛋白质的裂解和聚合导致。表明低温

等离子体处理破坏了肌球蛋白分子结构, 此结果与图 5 中

因肌球蛋白的破坏而引起的 Ca2+-ATPase 活性下降的结果

一致。随着处理电压的增大和时间的延长, 在 25 kDa 的分

子量附近出现了新条带, 且条带由细变粗, 颜色由浅变深, 

表明低温等离子体处理过程中肌原纤维蛋白发生了变性。蛋

白条带的弱化和消失可能是因为 CAP 处理过程中蛋白质高

级结构被破坏[33], 分子展开, 肽键断裂, 而新条带的产生可

能断裂的蛋白片段或者是蛋白片段发生了局部的交联[34]。 

3  讨论与结论 

本研究对低温等离子体处理后的南美白对虾进行了

肌浆蛋白含量、肌原纤维蛋白含量、蛋白表面疏水性、

Ca2+-ATPase 活性、总巯基含量、SDS-PAGE 的测定和分

析。相比于对照组, 不同等离子体条件处理后的南美白对

虾的肌浆蛋白含量、肌原纤维蛋白含量、总巯基含量、

Ca2+-ATPase 活性下降, 表面疏水性升高; 在 SDS-PAGE

结果中, 肌原纤维蛋白的肌球蛋白重链条带增强, 副肌球

蛋白条带减弱, 25 kDa 附近出现新条带。这些变化表明

CAP 处理使南美白对虾肌肉蛋白质发生了不同程度的氧

化, 蛋白质变性, 且处理时间越长, 电压越高, 蛋白质氧

化和变性越明显。本研究发现在最高处理条件 60 kV、3 min

时, 上述各指标变化最显著。因此, 在低温等离子体处理
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南美白对虾时 , 应控制处理时间和电压 , 避免蛋白质氧

化变性, 减小对其功能性质的影响。本研究结果为低温等

离子体技术在水产品加工中的应用提供了一定的理论参

考依据。 

 

 
 

图 6 低温等离子体对肌原纤维蛋白分子条带的影响 

Fig.6  Effects of cold atmospheric plasma on myofibrillar protein molecular banding 
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