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摘要:
 

以珍珠龙胆石斑鱼为研究对象,采用静态体外消化模型模拟胃肠道消化,研究硒代蛋氨酸对珍珠龙胆

石斑鱼肌原纤维蛋白体外消化特性的影响。 结果表明:经模拟胃、肠消化后,高水平硒代蛋氨酸组(Y2 组)
的硒含量(0. 130

 

mg / kg、0. 072
 

mg / kg)显著高于对照组(C 组)和低水平硒代蛋氨酸组(Y1 组)(P<0. 05),而
羰基含量(2. 02

 

nmol / mg、2. 59
 

nmol / mg)、二聚酪氨酸含量(3962
 

a. u、4062
 

a. u、硫代巴比妥酸(TBA)值

(0. 31
 

mg / kg、0. 32
 

mg / kg)和粒径(365
 

nm、357
 

nm)显著低于 C 组和 Y1 组(P<0. 05),且其紫外吸收峰值和

内源荧光强度更高,说明高水平硒代蛋氨酸延缓了肌原纤维蛋白的氧化变性过程,更好地维持了肌原纤维

蛋白消化过程中的结构稳定性。 Y1 组的体外消化率 (62. 19%、67. 25%) 和水解度 (0. 31
 

mmol / g、0. 34
 

mmol / g)显著高于 C 组和 Y2 组(P<0. 05)。 因此,硒代蛋氨酸的添加不仅能显著提升珍珠龙胆石斑鱼肌原

纤维蛋白的抗氧化能力,还可有效改善其体外消化特性,即硒代蛋氨酸在提高鱼类蛋白营养品质和稳定性

方面具有潜在的应用价值。
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0　 引言

珍珠龙胆石斑鱼( ♀Epinephelus
 

fuscoguttatus ×

Epinephelus
 

lanceolatus) 不仅生长迅速,环境适应

性和抗病能力强,而且肉质纤维细腻,蛋白质含量

高,脂肪含量低,具有较高的市场价值[1] 。 珍珠龙

胆石斑鱼的肌肉中富含人体必需氨基酸,可作为优

质蛋白质的食物来源[2] ,同时,还含有丰富的不饱

和脂肪酸,有助于促进脑细胞生长发育、增强记忆

力等[3] 。

·1·



硒代蛋氨酸是一种生物学利用率极高的有机

硒化合物,具有缓解石斑鱼运输过程中的应激反应

及抗癌、抑制病毒复制等作用;另外,其毒性小且易

被吸收利用,是一种理想的硒补充剂[4-7] ,可替代蛋

氨酸融入蛋白质中,而不影响蛋白质的结构和功

能。 李圆泽等[8] 使用硒代蛋氨酸(有机硒)和亚硒

酸钠(无机硒)作为不同类型的硒源,对异育银鲫进

行了养殖实验,研究表明高剂量的硒代蛋氨酸能够

显著提高异育银鲫的生长性能和硒的生物蓄积。
丛海花等[9] 研究了酶解褐藻寡糖对扇贝肌原纤维

蛋白(Myofibrillar
 

Protein,MP)在体外模拟消化过程

中的影响,发现酶解褐藻寡糖显著改变了 MP 的消

化特性,该研究为通过外源物质调节水产蛋白质消

化特性提供了一种有效的分析方法,也为硒代蛋氨

酸在水产蛋白质体外消化特性研究中的应用提供

了思路。 目前,关于硒代蛋氨酸的研究主要集中在

功能活性方面,而其对石斑鱼 MP 体外消化特性的

影响鲜有研究。 静态体外消化模型因具有价格低

廉、简单通用、快速高效、可再生等特点,可用于分

析食物的消化稳定性、肠道运输和代谢、生物利用

度等,已被广泛应用于食品和药品分析领域[10] 。 因

此,研究硒代蛋氨酸对珍珠龙胆石斑鱼 MP 体外消

化特性的影响,对于揭示硒代蛋氨酸在水产动物营

养和人体健康中的作用机制具有重要的科学意义

和广阔的应用前景。
基于此,本研究拟以珍珠龙胆石斑鱼为研究对

象,在暂养期间投喂添加硒代蛋氨酸的饲料后,采
用低温麻醉法诱导其休眠并进行充氧保活处理,通
过静态体外消化模型模拟胃肠道消化过程,研究硒

代蛋氨酸对石斑鱼 MP 体外消化特性的影响,以期

为硒代蛋氨酸在水产品中的高效利用提供参考。

1　 材料与方法

1. 1　 主要材料与试剂

珍珠龙胆石斑鱼,购于辽宁省锦州市林西路农

贸海鲜综合市场。 硒代蛋氨酸,西安本丰生物科技

有限公司;胆盐、胰蛋白酶(效价 1:250)、胃蛋白酶

(效价 1:10000)、甘氨酸、L-丝氨酸,北京索莱宝科

技有限公司;邻苯二甲醛( OPA)、三羟甲基氨基甲

烷(Tris)、2,
 

4-二硝基苯肼(DNPH)、5,
 

5′-二硫代

双(2-硝基苯甲酸) ( DTNB)、CaCl2、K2SO4,上海阿

拉丁生化科技股份有限公司;三氯乙酸( TCA)、盐
酸胍、 尿素、 HCl, 国药集团化学试剂有限公司;
NaCl、NaHCO3,北京伊诺凯科技有限公司;CuSO4、
无水乙醇,天津市风船化学试剂科技有限公司;
H2SO4,锦州古城化学试剂有限公司; NaOH,福晨

(天津)化学试剂有限公司;HBO3、乙酸乙酯、硫代

巴比妥酸(TBA),上海麦克林生化科技股份有限公

司。 以上试剂均为分析纯。

1. 2　 主要仪器与设备

XO-120 L-Ⅱ型超声辅助速冻冰柜,南京先欧

仪器制造有限公司;THERMO 型冷冻高速离心机,
赛默飞世尔科技公司;RCD-1A 型高速均质乳化机,
常州越新仪器制造有限公司;WHY-2 型水浴恒温

振荡器,常州国宇仪器制造有限公司;K9840 型自动

凯氏定氮仪,山东海能科学仪器有限公司;UV-2550
型紫外-可见分光光度计,尤尼柯(上海)仪器有限

公司;F-7000 型荧光分光光度计,日立仪器(上海)
有限公司;Testo

 

106 型高精度食品温度计,德图仪

器国际贸易(上海)有限公司;90Plus
 

Zeta 型 Zeta 电

位及粒度分析仪,美国布鲁克海文仪器公司。

1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验样品制备　 挑选健康、体表完好、体重

为(800
 

±
 

50) g 的珍珠龙胆石斑鱼,充氧运输至实

验室,于人工海水((21
 

±
 

0. 5)℃ )中暂养 24
 

h,溶
氧量维持在 6

 

mg / mL 以上,盐度控制在 27‰左右,
以消除运输过程中产生的应激反应;每日饱食投喂

饲料 2 次,其中,含 0. 5
 

mg / kg(低水平)硒代蛋氨酸

的饲料组为 Y1 组,含 1. 1
 

mg / kg(高水平)硒代蛋氨

酸的饲料组为 Y2 组,不含硒代蛋氨酸的饲料组为

对照组(C 组),投喂时间分别为 8 ∶00 和 16 ∶00,记
录投喂量和水温,养殖周期为 7

 

d;养殖结束后,进行

无水保活运输模拟,以 2
 

℃ / h 的速率匀速降温至

12
 

℃ ,充入 O2,置于 13
 

℃ 下保存 12
 

h[4] 。 取鱼背

部肌肉,用高速绞肉机搅碎并混匀,即得实验样品,
备用。
1. 3. 2　 MP 提取　 参考 W. H. Zhu 等[11] 的方法,并
稍作修改。 将实验样品与 4 倍体积的 20

 

mmol / L
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Tris-HCl 缓冲液( pH 值为 7. 5)混合,于 5000
 

r / min
条件下均质 30

 

s, 再于 7000
 

r / min 条件下离心

20
 

min,重复上述操作提取沉淀 3 次;向沉淀中加入

4 倍体积的 Tris-HCl-NaCl 溶液(含 20
 

mmol / L
 

Tris-
HCl 和 0. 6

 

mol / L
 

NaCl,pH 值为 7. 5),均质和离心

操作同上,得到上清液,即 MP。 所有操作均在 4
 

℃
条件下进行,所得 MP 需在 72

 

h 内使用。
1. 3. 3　 模拟体外消化 　 模拟胃消化阶段:取 10

 

g
 

MP,加入 10
 

mL 蒸馏水并摇匀,与 20
 

mL 模拟胃液

(含 0. 3
 

mg
 

CaCl2 和 60
 

mg 胃蛋白酶)混合均匀,调
节 pH 值为 2. 0,于 37

 

℃ 、100
 

r / min 的水浴恒温振

荡器中反应 2
 

h 后,用 0. 5
 

mol / L
 

NaHCO3 溶液调节

pH 值至 7. 0,以终止胃消化反应[12-14] 。
模拟肠消化阶段:取 40

 

mL 上述胃消化液,与
40

 

mL 模拟肠液(含 32
 

mg 胰蛋白酶、327
 

mg 胆盐和

0. 6
 

mg
 

CaCl2)混合均匀,于 37
 

℃ 、100
 

r / min 的水浴

恒温振荡器中反应 2
 

h 后,用 6
 

mol / L
 

HCl 溶液调节

pH 值至 2. 0,以终止肠消化反应[12] 。
1. 3. 4　 硒含量测定 　 采用《食品安全国家标准 　
食品中硒的测定》 ( GB

 

5009. 93—2017) [15] 中的荧

光分光光度法测定模拟体外消化后 MP 的硒含量。
将处理好的样品注入荧光分光光度计中,通过检测

样品中硒元素产生的荧光强度,并与标准曲线进行

比较,定量分析样品中的硒含量。
1. 3. 5　 MP 体外消化率测定 　 采用凯氏定氮法[16]

测定模拟体外消化前后 MP 的蛋白质含量,将 1
 

g
样品与 0. 4

 

g
 

CuSO4、6
 

g
 

K2SO4 和 20
 

mL
 

H2SO4 混

合于定氮瓶中,加热消解至溶液呈透明的蓝绿色,
冷却后定容至 100

 

mL。 使用定氮设备时,在水蒸气

发生器中加入 3
 

mL
 

H2SO4 以维持体系的 pH 值,加
热至沸腾并保持稳定沸腾状态。 移取 10

 

mL 消化液

到反应室,用蒸馏水冲洗干净, 立即加入 10
 

mL
 

NaOH 溶液,并以 10
 

mL
 

HBO3 作为吸收液,收集蒸

馏液 10
 

min 后,将接收容器移离液面,继续蒸馏

1
 

min。 收集所有馏出液,用 0. 05
 

mol / L 的标准 HCl
溶液滴定至溶液呈蓝紫色,记录滴定终点时消耗的

HCl 体积。 体外消化率的计算公式如下:

体外消化率 =
P1 × M1 - P2 × M2

P1 × M1

× 100%

式中,P1 为 MP 的蛋白质质量 / g,M1 为 MP 的干重 /
g,P2 为 MP 消化后的蛋白质质量 / g,M2 为 MP 消化

后的干重 / g。
1. 3. 6 　 MP 水解度测定 　 参考 P. Duque-Estrada
等[17]的方法,并稍作修改。 采用邻苯二甲醛(OPA)
法测定模拟体外消化后 MP 中游离氨基的含量。 将

消化产物于 9000
 

r / min 条件下离心 10
 

min, 取

400
 

μL 上清液与 3
 

mL
 

OPA 试剂混匀,避光反应

2
 

min 后,于 340
 

nm 波长处测定吸光度。 利用 L-丝
氨酸标准品制作标准曲线,得到吸光度( y)与游离

氨基含量(x)的关系曲线:y
 

=
 

0. 684
 

4x
 

+
 

0. 072
 

4
(R2

 

=
 

0. 992
 

5)。 根据标准曲线计算游离氨基含

量,结果以每 g 蛋白质中含有的游离氨基物质的量

表示,单位为 mmol / g。
1. 3. 7　 MP 和脂质氧化程度测定 　

 

1)羰基含量测

定。 将模拟体外消化后 MP 的质量浓度调节至 1
 

mg /
mL,根据羰基与 DNPH 反应生成蛋白腙的原理测定

羰基含量。 取 1
 

mL
 

1
 

mg / mL 蛋白溶液与 1
 

mL
 

10
 

mmol / L
 

DNPH 混合均匀后,在黑暗条件下反应

40
 

min,再加入 1
 

mL
 

体积分数为 20%的三氯乙酸溶

液,于 4
 

℃ 、5000
 

r / min 条件下离心 5
 

min,收集沉

淀,用乙醇-乙酸乙酯混合液(V(乙醇) ∶V(乙酸乙

酯)= 1 ∶1)清洗沉淀,重复洗涤 3 次。 向沉淀中加入

4
 

mL
 

6
 

mol / L 的盐酸胍,于 37
 

℃条件下反应 15
 

min
后,离心,取上清液,于 370

 

nm 处测定吸光度[18] 。
2)游离巯基含量测定。 将模拟体外消化后 MP

的质量浓度调节至 1
 

mg / mL,取 1
 

mL 稀释后的 MP
溶 液, 加 入 8

 

mL
 

Tris - 甘 氨 酸 缓 冲 液, 于

10
 

000
 

r / min 条件下离心 15
 

min;取 4. 5
 

mL 上清

液,与 0. 5
 

mL
 

DTNB 混合均匀,于 37
 

℃条件下反应

30
 

min 后,于 412
 

nm 处测定吸光度[19] 。
 

3)二聚酪氨酸含量测定。 将模拟体外消化后

MP 的质量浓度调节至 1
 

mg / mL,用荧光分光光度

法测定二聚酪氨酸含量。 测试条件为:激发波长

325
 

nm,发射波长 420
 

nm,狭缝宽度 2. 5
 

nm。 荧光

强度与蛋白质质量浓度的比值即为最终的二聚酪

氨酸含量[20-21] 。

4) TBA 值测定。 参考 E. Rasinska 等[22] 的方

法,将 5
 

g 模拟体外消化后的 MP 与 25
 

mL 质量分数
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为 5% 的 TCA 溶液在 10
 

000
 

r / min 条件下均质

1
 

min,取适量上清液,与等体积的 0. 02
 

mol / L
 

TBA
混合后,在 80

 

℃条件下水浴 20
 

min,冷却至室温,于
532

 

nm 处测定吸光度。
1. 3. 8　 MP 变性程度测定 　 1) 浊度测定。 将模拟

体外消化后 MP 的质量浓度调节至 1
 

mg / mL,在

25
 

℃条件下保温 20
 

min 后,于 340
 

nm 波长处测定

吸光度,以此表征 MP 溶液的浊度。
2)粒径测定。 将模拟体外消化后 MP 的质量

浓度调节至 1
 

mg / mL,取 2
 

mL
 

MP 溶液于样品池

中,使 用 Zeta 电 位 及 粒 度 分 析 仪 测 定 MP 的

粒径[23] 。
1. 3. 9　 MP 构象测定 　 1) 紫外吸收光谱测定。 将

模拟体外消化后 MP 的质量浓度调节至 0. 4
 

mg /
mL,使用紫外-可见分光光度计对样品进行检测,设
置图谱扫描速率为 10

 

nm / s,扫描波长区间为 220 ~
360

 

nm。
2)内源荧光光谱测定。 将模拟体外消化后 MP

的质量浓度调节至 0. 1
 

mg / mL,使用荧光分光光度

计对样品进行检测,设置激发波长为 280
 

nm,扫描

范围 320 ~ 460
 

nm。
1. 3. 10　 综合评价　 为了消除评价指标不同维度的

影响,通过计算其变异系数来衡量各指标值的差

异,公式如下:

Vi =
σi

X—i

式中,Vi、σi、 X- i分别为第 i 项的变异系数、标准差和

算术平均值。
每个指标的权重为:

Wi =
Vi

∑
n

i = 1
Vi

式中,Wi 为第 i 项的权重。

1. 4　 数据分析

采用 SPSS
 

19. 0 对实验数据进行统计,通过单

因素方差分析 ( Analysis
 

of
 

Variance, ANOVA ) 和

Duncan 检验进行差异显著性分析,使用 Origin
 

2022
软件进行绘图。 每个指标至少测定 3 次,实验结果

以(平均值±标准差)表示。 显著性水平设定为 95%
(P<0. 05)。

2　 结果与分析

2. 1　 硒代蛋氨酸对 MP 模拟体外消化后硒含

量的影响
　 　 硒代蛋氨酸对珍珠龙胆石斑鱼 MP 模拟体外消

化后硒含量的影响如图 1 所示,其中∗∗∗表示相同

组别不同消化过程之间差异极其显著(P<0. 001),
不同小写字母表示不同组别相同消化过程之间差

异显著(P<0. 05),下同。 由图 1 可知,经模拟胃消

化后,3 组样品的硒含量均显著高于模拟肠消化

(P<0. 05),这表明在胃消化阶段,硒代蛋氨酸的释

放和利用较为有效,而在肠消化阶段,硒的吸收和

利用可能受到其他因素的影响,如肠道环境的 pH
值变化、硒代蛋氨酸与其他营养素的相互作用等。
经模拟肠消化后,Y2 组的硒含量显著高于 C 组和

Y1 组(P<0. 05),分别提高了 38. 46%和 7. 46%。 因

此,硒代蛋氨酸是一种有效的硒补充剂,且相较于

低水平硒代蛋氨酸,高水平的硒代蛋氨酸能更有效

地提高硒含量,这可能是因为高水平的硒代蛋氨酸

提供了更多的硒源,从而增强了硒的吸收和保留。

2. 2　 硒代蛋氨酸对 MP 体外消化率的影响

体外消化率是评估蛋白质生物利用度的重要

指标之一[24] 。 硒代蛋氨酸对珍珠龙胆石斑鱼 MP
体外消化率的影响如图 2 所示,其中 ns 表示相同组

别不同消化过程之间无显著性差异(P> 0. 05),下
同。 由图 2 可知,经模拟胃、肠消化后,Y1 组的体外

消化率均显著高于其他处理组(P<0. 05),这可能是

由于低水平的硒代蛋氨酸更易于被珍珠龙胆石斑鱼

的消化系统利用。 经模拟肠消化后,MP 体外消化率

从高到低依次为 Y1 组(67. 25%)、Y2 组(59. 17%)和
C 组(54. 39%),且 Y1 组和 Y2 组分别比 C 组提高了

23. 64%和 8. 79%。 因此,在饲料中添加硒代蛋氨酸

可提高消化产物的体外消化率,且低水平硒代蛋氨酸

的作用效果优于高水平硒代蛋氨酸。

2. 3　 硒代蛋氨酸对 MP 水解度的影响

蛋白质体外消化产物中的游离氨基含量可反映

蛋白质的水解度[25] 。 硒代蛋氨酸对珍珠龙胆石斑鱼

模拟体外消化后 MP 水解度的影响如图 3 所示。 由

图 3 可知,经模拟胃、肠消化后,Y1 组的水解度均显
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著高于其他处理组(P<0. 05)。 其中,经模拟肠消化

后, Y1 组的水解度比 C 组和 Y2 组分别提高了

41. 67%和 21. 43%。 因此,硒代蛋氨酸作为一种有机

硒形式,对蛋白质的水解具有促进作用,这可能是由

于硒代蛋氨酸改变了蛋白质的结构,使其更容易被消

化酶作用,从而提高了水解度;低水平硒代蛋氨酸作

用效果优于高水平硒代蛋氨酸,说明在一定范围内,
硒代蛋氨酸的添加可以优化蛋白质的水解过程。

2. 4　 硒代蛋氨酸对 MP 和脂质氧化程度的

影响
2. 4. 1　 对羰基含量的影响　 蛋白质羰基衍生物的

图 1　 硒代蛋氨酸对珍珠龙胆石斑鱼 MP 模拟体外
消化后硒含量的影响

Fig. 1　 Effect
 

of
 

selenomethionine
 

on
 

the
 

selenium
 

content
 

of
 

MP
 

after
 

simulated
 

in
 

vitro
 

digestion
 

in
 

pearl
 

gentian
 

grouper

图 2　 硒代蛋氨酸对珍珠龙胆石斑鱼 MP 体外
消化率的影响

Fig. 2　 Effect
 

of
 

selenomethionine
 

on
 

MP
 

in
 

vitro
 

digestibility
 

of
 

pearl
 

gentian
 

grouper

　 　形成可反映蛋白质的氧化情况,羰基含量越高,表
明蛋白质的氧化程度越严重[26-27] 。 硒代蛋氨酸对

珍珠龙胆石斑鱼 MP 模拟体外消化后羰基含量的影

响如图 4 所示,其中∗表示相同组别不同消化过程

之间差异显著(P<0. 05),下同。 由图 4 可知,经模

拟肠消化后,3 组样品的羰基含量均显著高于模拟

胃消化(P<0. 05);经模拟胃、肠消化后,Y2 组的羰

基含量(2. 02
 

nmol / mg、2. 59
 

nmol / mg)均显著低于

C 组 ( 4. 23
 

nmol / mg、 4. 45
 

nmol / mg ) 和 Y1 组

(3. 12
 

nmol / mg、3. 27
 

nmol / mg) (P< 0. 05)。 因此,

图 3　 硒代蛋氨酸对珍珠龙胆石斑鱼 MP 模拟体外
消化后水解度的影响

Fig. 3　 Effect
 

of
 

selenomethionine
 

on
 

the
 

degree
 

of
 

hydrolysis
 

of
 

MP
 

after
 

simulated
 

in
 

vitro
 

digestion
 

in
 

pearl
 

gentian
 

grouper

图 4　 硒代蛋氨酸对珍珠龙胆石斑鱼 MP 模拟体外
消化后羰基含量的影响

Fig. 4　 Effect
 

of
 

selenomethionine
 

on
 

the
 

carbonyl
 

content
 

of
 

MP
 

after
 

simulated
 

in
 

vitro
 

digestion
 

in
 

pearl
 

gentian
 

grouper
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　 　硒代蛋氨酸具有显著的抗氧化特性,且高水平硒代蛋

氨酸能更有效地延缓 MP 消化产物中蛋白质的氧化。
2. 4. 2　 对游离巯基含量的影响　 巯基是蛋白质中

常见的一种功能基团,在鱼肉贮藏过程中易被氧化

为二硫键,可反映蛋白质的氧化程度[28] 。 研究[29]

发现,游离巯基含量可反映石斑鱼 MP 空间结构的

变化情况。 硒代蛋氨酸对珍珠龙胆石斑鱼 MP 模拟

体外消化后游离巯基含量的影响如图 5 所示。 由图

5 可知,经模拟胃、肠消化后,Y2 组的游离巯基含量

(169. 87
 

nmol / mg、179. 36
 

nmol / mg) 均显著高于 C
组 ( 123. 60

 

nmol / mg、 165. 82
 

nmol / mg ) 和 Y1 组

(163. 58
 

nmol / mg、169. 35
 

nmol / mg)。 因此,补充硒

代蛋氨酸有利于组织中硒的保留及抗氧化能力的

提升,进而影响 MP 中的游离巯基含量,且高水平硒

代蛋氨酸更能有效地保护蛋白质中的游离巯基,并
减少氧化应激对游离巯基的损害。
2. 4. 3　 对二聚酪氨酸含量的影响　 酪氨酸易被自

由基攻击形成二聚酪氨酸,可通过测定二聚酪氨酸

含量评估蛋白质氧化过程中酪氨酸的变化,从而间

接反映蛋白质初级结构的损伤程度。 硒代蛋氨酸

对珍珠龙胆石斑鱼 MP 模拟体外消化后二聚酪氨酸

含量的影响如图 6 所示,其中∗∗表示相同组别不

同消化过程之间差异极显著(P<0. 01)。 由图 6 可

知,经模拟胃、肠消化后,Y2 组的二聚酪氨酸含量均

显著低于 C 组和 Y1 组(P<0. 05)。 其中,经模拟肠

图 5　 硒代蛋氨酸对珍珠龙胆石斑鱼 MP 模拟体外
消化后游离巯基含量的影响

Fig. 5　 Effect
 

of
 

selenomethionine
 

on
 

the
 

content
 

of
 

free
 

sulfhydryl
 

group
 

of
 

MP
 

after
 

simulated
 

in
 

vitro
 

digestion
 

in
 

pearl
 

gentian
 

grouper

　 　消化后,Y2 组的二聚酪氨酸含量分别比 C 组和 Y1
组降低了 8. 76%和 4. 60%。 因此,硒代蛋氨酸的添

加减少了蛋白质结构中酪氨酸残基的氧化应激,从
而有助于保护蛋白质结构的完整性,减少聚集现象

的发生,且高水平硒代蛋氨酸的作用效果更显著。
2. 4. 4　 对 TBA 值的影响　 TBA 值用于量化多不饱

和脂肪酸降解产生的二次氧化产物,可反映珍珠龙

胆石斑鱼的脂质氧化情况[30] 。 硒代蛋氨酸对珍珠

龙胆石斑鱼 MP 模拟体外消化后 TBA 值的影响如

图 7 所示。 由图 7 可知,经模拟胃、肠消化后,Y2 组

图 6　 硒代蛋氨酸对珍珠龙胆石斑鱼 MP 模拟体外
消化后二聚酪氨酸含量的影响

Fig. 6　 Effect
 

of
 

selenomethionine
 

on
 

the
 

content
 

of
 

dimertyrosine
 

in
 

MP
 

after
 

simulated
 

in
 

vitro
 

digestion
 

in
 

pearl
 

gentian
 

grouper

图 7　 硒代蛋氨酸对珍珠龙胆石斑鱼 MP 模拟体外
消化后 TBA 值的影响

Fig. 7　 Effect
 

of
 

selenomethionine
 

on
 

the
 

TBA
 

value
 

of
 

MP
 

after
 

simulated
 

in
 

vitro
 

digestion
 

in
 

pearl
 

gentian
 

grouper

·6·



　 徐愉聪,等:硒代蛋氨酸对珍珠龙胆石斑鱼肌原纤维蛋白体外消化特性的影响

的 TBA 值均显著低于 C 组和 Y1 组(P<0. 05)。 其

中,经模拟肠消化后,Y2 组的 TBA 值比 C 组和 Y1
组分别降低了 30. 23%和 19. 12%。 由此可见,硒代

蛋氨酸具有显著的抗氧化特性,通过抑制脂质氧

化,间接保护了蛋白质免受氧化损伤。 特别地,高
水平硒代蛋氨酸在抑制 MP 消化产物脂质氧化方面

表现出更显著的效果,这与上述实验中观察到的 Y2
组蛋白质氧化程度最低的结果一致。

2. 5　 硒代蛋氨酸对 MP 变性程度的影响

2. 5. 1　 对浊度的影响　 蛋白质的浊度变化能够有

效反映其聚集程度,浊度越低,表明蛋白质的聚集

程度越小,反之亦然[31] 。 硒代蛋氨酸对珍珠龙胆石

斑鱼 MP 模拟体外消化后浊度的影响如图 8 所示。
由图 8 可知,经模拟肠消化后,MP 的浊度从高到低

依次为 C 组(0. 55)、Y1 组(0. 38)和 Y2 组(0. 32),
Y2 组的浊度比 C 组和 Y1 组分别降低了 41. 82%和

15. 79%。 由此可见,饲料中添加硒代蛋氨酸可以有

效降低蛋白质消化后的变性程度,且高水平硒代蛋

氨酸的作用效果更显著。 此外,C 组蛋白质的浊度

显著高于 Y1 组和 Y2 组(P<0. 05),表明 C 组蛋白

质发生了更严重的聚集。 当蛋白质聚集程度足够

大时会产生光散射效应[32] ,进而导致浊度增加。
2. 5. 2　 对粒径的影响　 蛋白质的粒径大小是反映

其聚集程度的重要参数,粒径增大表明蛋白质发生

了聚集和氧化变性[33] 。 硒代蛋氨酸对珍珠龙胆石

图 8　 硒代蛋氨酸对珍珠龙胆石斑鱼 MP 模拟体外
消化后浊度的影响

Fig. 8　 Effect
 

of
 

selenomethionine
 

on
 

the
 

turbidity
 

of
 

MP
 

after
 

simulated
 

in
 

vitro
 

digestion
 

in
 

pearl
 

gentian
 

grouper

　 　斑鱼 MP 模拟体外消化后粒径的影响如图 9 所示。
由图 9 可知,经模拟胃、肠消化后,Y2 组的粒径均显

著小于 C 组和 Y1 组(P<0. 05)。 这可能是由于高

水平的硒代蛋氨酸可减少蛋白质的氧化应激和聚

集行为,进而影响蛋白质的粒径。 因此,饲料中添

加硒代蛋氨酸可以降低蛋白质消化后的聚集程度,
且高水平硒代蛋氨酸的作用效果更显著。

2. 6　 硒代蛋氨酸对 MP 构象的影响

2. 6. 1　 对紫外吸收光谱的影响　 紫外吸收光谱通

过检测芳香族氨基酸的紫外吸收特性,能够揭示蛋

白质的构象变化[34] 。 硒代蛋氨酸对珍珠龙胆石斑

鱼 MP 模拟体外消化后紫外吸收光谱的影响如图

10 所示。 在 275
 

nm 处观察到特征吸收峰,主要来

源于蛋白质中芳香族氨基酸残基,如苯丙氨酸、色
氨酸和酪氨酸的紫外吸收特性[35] 。 由图 10 可知,
经模拟胃、肠消化后,Y2 组在 275

 

nm 处的特征吸收

峰强度高于 C 组和 Y1 组,表明硒代蛋氨酸能够有

效抑制消化过程中蛋白质构象的改变,维持蛋白质

的三级结构,且高水平硒代蛋氨酸的作用效果更

显著。

图 9　 硒代蛋氨酸对珍珠龙胆石斑鱼 MP 模拟体外
消化后粒径的影响

Fig. 9　 Effect
 

of
 

selenomethionine
 

on
 

the
 

particle
 

size
 

of
 

MP
 

after
 

simulated
 

in
 

vitro
 

digestion
 

in
 

pearl
 

gentian
 

grouper

2. 6. 2　 对内源荧光光谱的影响　 蛋白质中芳香族

氨基酸,如酪氨酸和色氨酸的荧光信号对微环境的

变化高度敏感[36-37] 。 因此,内源荧光光谱能够反映

蛋白质三级结构的变化[38] 。 色氨酸通常存在于蛋

白质内部,具有良好的荧光吸收性[39] 。 硒代蛋氨酸
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对珍珠龙胆石斑鱼 MP 模拟体外消化后内源荧光光

谱的影响如图 11 所示。 由图 11 可知,经模拟胃、肠
消化后,Y2 组的荧光强度最高,C 组的荧光强度最

低,可能是由于 C 组蛋白质在消化过程中发生了明

显的结构破坏和构象改变,导致原本包埋在蛋白质

分子内部的色氨酸和其他疏水性氨基酸暴露出来,
从而引起荧光强度的下降[40] 。 因此,饲料中添加高

水平硒代蛋氨酸可有效抑制消化产物的蛋白质发

生构象改变。

2. 7　 硒代蛋氨酸对 MP 体外消化特性影响的

综合评价
　 　 各指标的平均值、标准差、变异系数和加权值

图 10　 硒代蛋氨酸对珍珠龙胆石斑鱼 MP 模拟体外
消化后紫外吸收光谱的影响

Fig. 10　 Effect
 

of
 

selenomethionine
 

on
 

the
 

UV
 

absorption
 

spectrum
 

of
 

MP
 

after
 

simulated
 

in
 

vitro
 

digestion
 

in
 

pearl
 

gentian
 

grouper

图 11　 硒代蛋氨酸对珍珠龙胆石斑鱼 MP 模拟体外
消化后内源荧光光谱的影响

Fig. 11　 Effect
 

of
 

selenomethionine
 

on
 

endogenous
 

fluorescence
 

spectrum
 

of
 

MP
 

after
 

simulated
 

in
 

vitro
 

digestion
 

in
 

pearl
 

gentian
 

grouper

　 　见表 1,消化特性指标的标准化数据与综合评分见

表 2。 由表 1 可知,硒含量、羰基含量和内源荧光光

谱的加权值相对较大,表明硒代蛋氨酸对这 3 个指

标的影响较大,在评价中的占比较大。 由表 2 可知,
不同处理组的 MP 体外消化特性的综合评分从高到

低依次为:Y2 组>Y1 组>C 组。 因此,高水平硒代蛋

氨酸饲喂处理可有效改善珍珠龙胆石斑鱼 MP 的体

外消化特性。

表 1　 各指标的平均值、标准差、变异系数和加权值

Table
 

1　 Mean,
 

standard
 

deviation,
 

variation
 

coefficient
 

and
 

weighted
 

values
 

of
 

each
 

index
指标 平均值 标准差 变异系数 加权值

硒含量 /
(mg·kg-1 ) 0. 09 0. 03 0. 29 0. 16

消化率 / % 60. 37 3. 87 0. 06 0. 03
游离氨基含量 /
(mmol·g-1 ) 0. 28 0. 04 0. 13 0. 07

羰基含量 /
(nmol·mg-1 ) 3. 28 0. 85 0. 26 0. 14

游离巯基含量 /
(nmol·mg-1 ) 161. 93 17. 84 0. 11 0. 06

TBA 值 /
(mg·kg-1 ) 0. 39 0. 06 0. 14 0. 08

浊度 0. 39 0. 09 0. 22 0. 12
粒径 / nm 387. 50 20. 70 0. 05 0. 03
吸光度 0. 47 0. 09 0. 19 0. 11

荧光强度 5
 

564. 83 1
 

960. 73 0. 35 0. 19

表 2　 消化特性指标的标准化数据与综合评分

Table
 

2　 Standardized
 

data
 

and
 

comprehensive
 

scoring
 

of
 

digestive
 

properties
指标 C 组 Y1 组 Y2 组

硒含量 /
(mg·kg-1 ) -1. 33 -3. 30 -3. 29

消化率 / % -1. 55 1. 78 -0. 31
游离氨基含量 /
(mmol·g-1 ) -0. 99 1. 61 0. 06

羰基含量 /
(nmol·mg-1 ) 1. 37 -0. 01 -0. 81

游离巯基含量 /
(nmol·mg-1 ) 0. 22 0. 42 0. 98

TBA 值 /
(mg·kg-1 ) 1. 24 0. 12 -1. 23

浊度 1. 87 -0. 12 -0. 82
粒径 / nm 1. 33 0. 41 -1. 47

紫外吸收光谱 -0. 10 0. 53 1. 45
内源荧光光谱 0. 12 1. 29 1. 36

综合评分 1
 

181. 15 10
 

804. 72 10
 

816. 19
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3　 结论

本文通过静态体外消化模型模拟胃肠道消化,
深入研究了硒代蛋氨酸对珍珠龙胆石斑鱼 MP 体外

消化特性的影响,得到如下结论:向饲料中添加硒

代蛋氨酸可以有效提高珍珠龙胆石斑鱼 MP 模拟体

外消化后的硒含量、体外消化率和水解度,从而提

高其营养价值;高水平硒代蛋氨酸的添加有助于延

缓脂质氧化及 MP 氧化、变性过程,并更好地维持

MP 消化过程中的结构稳定性。 因此,硒代蛋氨酸

的添加不仅提升了珍珠龙胆石斑鱼 MP 的抗氧化能

力,还改善了其体外消化特性,有望进一步拓宽硒

代蛋氨酸在水产养殖领域的应用范围。
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Abstract:
 

In
 

this
 

study,
 

the
 

effects
 

of
 

selenomethionine
 

on
 

the
 

in
 

vitro
 

digestibility
 

of
 

myofibrillar
 

protein
 

(MP)
 

of
 

pearl
 

gentian
 

grouper
 

were
 

studied
 

by
 

using
 

a
 

static
 

in
 

vitro
 

digestion
 

model
 

to
 

simulate
 

gastric
 

and
 

intestinal
 

digestion.
 

The
 

results
 

showed
 

as
 

follows:
 

after
 

simulated
 

gastric
 

and
 

intestinal
 

digestion,
 

the
 

selenium
 

content
 

of
 

high-level
 

selenomethionine
 

group
 

(Y2
 

group)
 

(0. 130
 

mg / kg,
 

0. 072
 

mg / kg)
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

control
 

group
 

(C
 

group)
 

and
 

low-level
 

selenomethionine
 

group
 

( Y1
 

group)
 

(P<0. 05).
 

However,
 

the
 

carbonyl
 

content
 

(2. 02
 

nmol / mg,
 

2. 59
 

nmol / mg),
 

dityrosine
 

content
 

( 3962
 

a. u. ,
 

4062
 

a. u. ),
 

thiobarbituric
 

acid
(TBA)

 

value
 

(0. 31
 

mg / kg,
 

0. 32
 

mg / kg),
 

and
 

particle
 

size
 

(365
 

nm,
 

357
 

nm)
 

of
 

Y2
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

C
 

group
 

and
 

Y1
 

group
 

( P < 0. 05).
 

Besides,
 

the
 

UV
 

absorption
 

peaks
 

and
 

endogenous
 

fluorescence
 

intensities
 

of
 

the
 

Y2
 

group
 

were
 

higher.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

high-level
 

selenomethionine
 

delayed
 

MP′s
 

oxidation
 

and
 

denaturation
 

process,and
 

better
 

maintained
 

the
 

structure
 

of
 

MP
 

during
 

digestion. The
 

in
 

vitro
 

digestibility
 

(62. 19%,
 

67. 25%)
 

and
 

the
 

degree
 

of
 

hydrolysis
 

(0. 31
 

mmol / g,
 

0. 34
 

mmol / g)of
 

the
 

Y1
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

C
 

group
 

and
 

Y2
 

group
 

(P< 0. 05).
 

In
 

conclusion,
 

the
 

supplementation
 

of
 

selenomethionine
 

not
 

only
 

improves
 

the
 

antioxidant
 

capacity
 

of
 

MP
 

but
 

also
 

improves
 

its
 

in
 

vitro
 

digestibility,
 

indicating
 

that
 

selenomethionine
 

has
 

potential
 

application
 

in
 

improving
 

the
 

nutritional
 

quality
 

and
 

stability
 

of
 

fish
 

protein.
Key

 

words:pearl
 

gentian
 

grouper;
 

selenomethionine;
 

myofibrillar
 

protein;
 

in
 

vitro
 

digestibility;
 

simulate
 

gastric
 

and
 

intestinal
 

digestion　
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