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摘要：通过测定蛋白质氧化产物（α氨基己二酸半醛、γ谷氨酸半醛、α氨基己二酸、希夫碱）以及脂质氧化产物（硫

代巴比妥酸、己醛）的含量，研究不同部位牦牛肉（腰肌、股四头肌、背最长肌）在冷冻贮藏期间（－１８℃，０～１４０ｄ）蛋

白质、脂质氧化规律及其对保水性的影响。结果表明：血红素铁和超氧化物歧化酶在背最长肌冻藏阶段的脂质氧

化进程中发挥着重要作用，较低的血红素铁含量以及较高的超氧化物歧化酶是背最长肌脂质氧化程度较低的主要

原因。冻藏显著影响腰肌和股四头肌蛋白质的氧化，血红素铁与超氧化物歧化酶、过氧化氢酶共同调控氧化反应

的发生：冻藏 １４０ｄ后，血红素铁的促氧化作用使腰肌和股四头肌中的 α氨基己二酸半醛、γ谷氨酸半醛含量均显

著增加（Ｐ＜００５），尽管腰肌中的血红素铁显著高于股四头肌（Ｐ＜００５），但腰肌中相对较高的超氧化物歧化酶和

过氧化氢酶使腰肌与股四头肌的 α氨基己二酸半醛、γ谷氨酸半醛含量并无显著性差异；血红素铁含量更高的腰

肌容易使其产生更多的 α氨基己二酸，但腰肌中相对较高的超氧化物歧化酶与过氧化氢酶协同作用使腰肌中的

α氨基己二酸含量极显著低于股四头肌（Ｐ＜００５）。此外，冻藏引起的蛋白质羰基化反应显著影响牦牛肉的保水

性，抗氧化酶活力最低、血红素铁含量相对较高的股四头肌保水性最差，其解冻汁液流失率是背最长肌的 ３５５倍。
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ｃａｐａｃｉｔｙ

　　引言

肉制品氧化酸败主要原因是活性氧介导对食品

中蛋白质和脂质的氧化损伤。活性氧可以直接修饰

蛋白质，也可以通过来源于脂肪氧化产物或其他途

径的羰基化合物再次修饰蛋白质。蛋白质氧化修饰

容易造成半胱氨酸、色氨酸、组氨酸等发生降解，而

且会形成组织蛋白交联，导致细胞功能障碍。脂质

氧化导致肉制品色泽、质地、风味变差，也有可能产

生有毒有害物质
［１］
。

通过特定氨基酸的具体氧化产物分析蛋白质氧

化状况要比传统非特异性的 ＤＮＰＨ法更有价值［２］
。

研究发现，α氨基己二酸半醛和 γ谷氨酸半醛含量
占到了蛋白质羰基化合物总量的 ７０％，可作为监测
鲜肉和其他加工肉制品蛋白质氧化的指标

［３］
。

冻藏对肌肉蛋白质羰基化有显著影响，并且影

响肉的保水性
［４］
。除外在加工条件影响，许多内在

因素也是造成肌肉蛋白质发生氧化的重要原因，例

如：蛋白质与脂质的组成、铁离子含量、肌肉新陈代

谢状况以及肌肉中的抗氧化酶类等
［２，４－５］

。然而，冻

藏期间，以上内在因素对蛋白质氧化的影响以及蛋

白质氧化对牦牛肉保水性影响的研究还很少。

Ｅｓｔéｖｅｚ等认为，较高的铁含量是蛋白质羰基化的根
本原因

［６］
，与发生糖酵解类型的肌肉相比，参与有

氧代谢的肌肉其氧化稳定性更差。许多研究人员发

现，将猪肉冷冻贮藏，由于大量铁离子的存在，参与

有氧代谢的肌肉其羰基化易感性更高
［７］
。此外，其

他因素，例如脂肪含量、还原糖含量以及抗氧化酶的

活性都会影响肌肉的代谢状况。因此，有必要深入

研究这些因素对蛋白质氧化的影响。研究冻藏期间

牦牛肉的蛋白质氧化规律及其对品质造成的影响将

有助于了解冻藏与肌肉蛋白质氧化之间的相互关

系，这对于改进冻藏方法，开发新型抗氧化剂，减少

蛋白质氧化损伤以及保护牦牛肉品质具有重要意

义。本文通过分析冻藏过程中不同部位牦牛肉新型

蛋白质氧化标记物、脂质氧化产物的含量，以评价它

们在冻藏条件下的氧化稳定性，同时研究氧化损伤

对不同部位牦牛肉保水性的影响。

１　材料方法

１１　肉样采集和处理
随机选取自然放牧条件下，健康无病的３～４岁

牦牛，屠宰、冷却排酸后分别采集腰肌、股四头肌、背

最长肌，采用透氧聚乙烯包装袋包装后于 －１８℃黑
暗条件下冻藏 １４０ｄ。分别在冻藏第 ０、２８、５６、８４、
１４０天每个部位取出 ４份样品，４℃解冻 １０ｈ后备
用。

１２　主要设备
ＡｕｔｏｓｙｓｔｅｍＸＬ／ＴｕｒｂｏＭａｓｓ型气相色谱 质谱联

用仪（ＧＣ／ＭＳ），美国 ＰＥ公司；ＨＰＬＣＰｒｏｍｉｎｅｎｃｅ
ＬＣ ２０Ａ型高效液相色谱仪，日本岛津公司；ＤＶＢ
ＣＡＲ ＰＤＭＳ （Ｄｉｖｉｎｙｌｂｅｎｚｅｎｅ Ｃａｒｂｏｘｅｎ
Ｐｏｌｙｄｉｍｅｔｈｙｌｓｉｌｏｘａｎｅ），固相微萃取头（５０／３０μｍ），
美国 Ｓｕｐｅｌｃｏ公司。
１３　测定指标与方法
１３１　理化指标

含水率、蛋白质、脂肪质量分数测定分别参照

ＧＢ５００９３—２０１０、ＧＢ５００９５—２０１０、ＧＢ／Ｔ１４７７２—
２００８；血红素铁含量测定参照 Ｈｏｒｎｓｅｙ等［８］

的方法。

还原糖含量的测定采用３，５二硝基水杨酸法［９］
。

１３２　抗氧化酶活力
取５ｇ肉样切碎，用 ２５ｍＬ磷酸缓冲液（浓度

００５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ 值 ７０）均 质，４℃ 离 心 ２ｍｉｎ
（３２００ｇ），上清液过滤后备用。

过氧化氢酶活力测定参照 Ｈｅｒｎáｎｄｅｚ等［１０］
的

方法。具体如下：室温条件下，取制备好的上清液
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５０μＬ，１１ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２１９５ｍＬ，二者在磷酸缓冲液
中发生反应，于２４０ｎｍ测定 ２ｍｉｎ之内吸光度变化
情况。过氧化氢酶活力单位（Ｕ）定义：提取液 １ｍｉｎ
内分解１ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２的量为一个酶活力单位。

超氧化物歧化酶活力测定参照 Ｍｅｒｃｉｅｒ等［１１］
的

方法。具体如下：２５℃条件下，将 ５０μＬ提取液和
５０μＬ邻苯三酚（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）与 １９ｍＬＴｒｉｓＨＣｌ缓
冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ）充分混合，在 ３４０ｎｍ测定 ２ｍｉｎ
内吸光度变化，以 ５０μＬ磷酸提取缓冲液作空白试
验。超氧化物歧化酶活力单位（Ｕ）定义：抑制 ５０％
邻苯三酚自氧化反应所需的活力为一个酶活单位。

谷胱甘肽还原酶活力测定参照 Ｃｒｉｂｂ等的方
法

［１２］
。具体如下：９６孔板中加入 ０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓

冲液（ｐＨ值７５）和１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，并加入１５０μＬ
０１ｍｍｏｌ／Ｌ ＤＴＮＢ、１０μＬ １２ｍｍｏｌ／Ｌ ＮＡＤＰＨ、
２０μＬ还原酶标品（００２５～０５０Ｕ／ｍＬ）或 ２０μＬ样
品，最后加入１０μＬ３２５ｍｍｏｌ／ＬＧＳＳＧ，室温下测定
３ｍｉｎ内 ４１５ｎｍ吸光度变化，每隔 ３０ｓ测定一次。
空白试验不加 ＧＳＳＧ。谷胱甘肽还原酶活力通过还
原酶标品绘制的标准曲线来计算，结果以 Ｕ／ｍＬ表
示。

１３３　ＴＢＡＲＳ含量
ＴＢＡＲＳ含量测定参照 Ｇａｎｈｏ等［１３］

和 迟海

等
［１４］
的方法并作如下调整：取 ５ｇ肉样加入 １５ｍＬ

高氯酸（３８６％）和 ０５ｍＬ４２％ ＢＨＴ（乙醇配制）
均质，过滤后离心４ｍｉｎ（１５００ｇ），取离心后的上清
液２ｍＬ与２ｍＬ００２ｍｏｌ／Ｌ硫代巴比妥酸混合，沸
水浴 ４５ｍｉｎ，冷却至室温，在 ５３２ｎｍ测定吸光度。
ＴＢＡＲＳ含量通过标准曲线来计算，丙二醛二乙缩醛
标准溶液质量浓度为 ２８０～１１３０ｍｇ／ｍＬ，由 ３８６％
高氯酸配制。

１３４　己醛含量
参照 Ｅｓｔéｖｅｚ等［１５］

、师希雄等
［１６］
、葛武鹏等

［１７］

的方法，采用顶空固相萃取和气质联用仪分析己醛

含量。取１ｇ肉样放入２５ｍＬ小瓶中，样品在 ３７℃
条件下水浴３０ｍｉｎ，气液达到平衡状态后，将固相萃
取纤维头置于顶空部位进行萃取。通过 Ａｕｔｏｓｙｓｔｅｍ
ＸＬ／ＴｕｒｂｏＭａｓｓ测定己醛含量。挥发性成分通过 ５％
苯基 －９５％二甲基聚硅氧烷的色谱柱进行分离。通
过与标准品对比其质谱图和保留时间对己醛准确定

量。ＧＣ／ＭＳ条 件：ＯＶ１７０１型 色 谱 柱 （５０ｍ ×
０２ｍｍ，０３３μｍ）；载气：高纯 Ｈｅ；流速：０８ｍＬ／ｍｉｎ；
分流比：１∶２０；进样解析温度 ２５０℃，时间 ２ｍｉｎ。电
子轰击电离源（ＥＩ）：电子能量 ７０ｅＶ，离子源温度
２００℃；质荷比扫描范围１０～４００；升温程序（初始温
度５０℃，保持 ２ｍｉｎ，以 ３℃／ｍｉｎ升至 ２２５℃，保持

１ｍｉｎ。
１３５　α氨基己二酸半醛、γ谷氨酸半醛（ＡＡＳ、

ＧＧＳ）含量
参照 Ｕｔｒｅｒａ等［１８］

的方法，样品经 ５０ｍｍｏｌ／Ｌ氨
基苯甲酸（ＡＢＡ）衍生化处理，然后用 ６ｍｏｌ／ＬＨＣｌ
水解。水解产物真空干燥，加入 ２０μＬ超纯水，经
０４５μｍ ＰＶＤＦ滤 膜 过 滤 后 备 用。采 用 ＨＰＬＣ
ＰｒｏｍｉｎｅｎｃｅＬＣ ２０Ａ型高效液相色谱仪分离样品，
ＲＦ １０ＡＸＬ型荧光检测器检测。高效液相色谱条
件：ＣｏｓｍｏｓｉｌＣ１８ ＡＲ ＩＩＲＰ ＨＰＬＣ色谱柱
（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）以及相同填料的保护柱
（１０ｍｍ×４６ｍｍ）；流动相 Ａ：５０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸钠缓
冲液（ｐＨ值 ５４）；流动相 Ｂ：乙腈。采用低压梯度
洗脱，流动相 Ｂ的体积分数在２０ｍｉｎ内由 ０上升至
８％；（洗脱液 Ｂ体积分数为 ０～８％，洗脱时间
２０ｍｉｎ）；进样体积：１μＬ；洗脱流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温
３０℃，保持恒定；荧光检测器的激发波长和发射波长
分别为２８３ｎｍ和３５０ｎｍ。在上述色谱条件下，通过
与标准品保留时间的对比来鉴定衍生化后的半醛。

在 ＦＬＤ 色 谱 图 中 找 出 对 应 的 ＡＡＳ ＡＢＡ 和
ＧＧＳ ＡＢＡ峰面积进行手动积分，并且绘制 ＡＢＡ标
准曲线（浓度为０１～０５ｍｍｏｌ／Ｌ）。结果表示为每
克蛋白质中 ＡＡＳ或 ＧＧＳ的物质的量。
１３６　α氨基己二酸（ＡＡＡ）含量

参照 Ｕｔｒｅｒａ等［１８］
的方法，肉样经 ６ｍｏｌ／ＬＨＣｌ

水解后采用９氯甲酸芴甲酯（ＦＭｏｃ）衍生化，衍生样
品经亲水性聚丙烯过滤器（０４５μｍ）过滤后供
ＨＰＬＣ分析，分析方法同 １３５节。色谱条件：
ＺｏｒｂａｘＥｃｌｉｐｓｅＡＡＡ氨 基 酸 色 谱 柱 （１５０ｍｍ ×
４６ｍｍ，３５μｍ）以及相同填料的保护柱（１０ｍｍ×
４６ｍｍ）；流动相 Ａ：２０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵缓冲液（ｐＨ
值 ６５），１５％ 甲醇；流动相 Ｂ：９０％ 乙腈；流速
１０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３５℃。荧光检测器的激发波长和
发射波长分别为 ２６３ｎｍ和 ３１３ｎｍ。在上述色谱条
件下，通过与标准品保留时间的对比来鉴定衍生化

后的 ＡＡＡ。在 ＦＬＤ色谱图中对 ＡＡＡ ＦＭｏｃ峰面积
进行手动积分，并且绘制 ＡＡＡ ＦＭｏｃ标准曲线（浓
度为 ０４～５ｐｍｏｌ／Ｌ）。结果表示为每克蛋白质中
ＡＡＡ的物质的量。
１３７　希夫碱（ＳＢ）含量

希夫碱含量的测定参照 Ｅｓｔéｖｅｚ等［７］
的方法。

将１ｍＬ提取液与 ２０ｍＬ２０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液混
匀，加入４ｍＬ石英比色皿待测，激发波长３５０ｎｍ，记
录４００～５００ｎｍ范围内待测溶液发射的荧光光谱。
激发和发射狭缝宽度均为 １０ｎｍ；结果表示为
４６０ｎｍ处发射的荧光强度单位。
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１３８　保水性
蒸煮损失测定参照田甲春等

［１９］
的方法。解冻

汁液流失率测定参照 Ｈｏｎｉｋｅｌ等［２０］
的方法。

１３９　统计分析
试验结果均采用平均数 ±标准差表示，采用

ＳＰＳＳ１９０对数据进行方差分析，Ｄｕｎｃａｎ法进行多
重比较。

２　结果与讨论

２１　理化指标
从表 １可以看出，牦牛肉腰肌（ＰＭ）、股四头肌

（ＱＦ）、背最长肌（ＬＤ）中的蛋白质质量分数在
２０１９％ ～２１２３％之间，三者的蛋白质含量无显著
性差异（Ｐ＜００５）。受不同肌纤维类型以及不同肌
肉化学组成的影响

［２１］
，ＰＭ、ＱＦ、ＬＤ中的其他理化指

标均存在显著差异（Ｐ＜００５）。ＰＭ中的脂肪质量
分数（２７８％）分别为 ＱＦ和 ＬＤ的 １６８倍和 １８２

倍。表１结果显示，ＬＤ、ＱＦ、ＰＭ中的血红素铁含量
依次显著增加（Ｐ＜００５），与此相反的是，ＬＤ、ＱＦ、
ＰＭ中的还原糖含量依次显著减小（Ｐ＜００５）。
２２　抗氧化酶活力

从表１可以看出，ＰＭ、ＬＤ中超氧化物歧化酶和
过氧化氢酶均显著高于 ＱＦ（Ｐ＜００１）。并且 ＰＭ中
的过氧化氢酶显著高于 ＬＤ，但是，ＰＭ中的超氧化物
歧化酶显著低于 ＬＤ。此外，ＬＤ中 ３种抗氧化酶的
总活力高于 ＱＦ，这一结果与 Ｒｅｎｅｒｒｅ等的研究结果
相似，即参与有氧代谢的“红肌”中抗氧化酶活力要

高于参与糖酵解代谢的“白肌”
［２１］
。通过表 １还可

以发现，不同部位牦牛肉的血红素铁含量存在极显

著差异（Ｐ＜００１），并且，ＰＭ的总抗氧化酶活力最
高，这可能与 ＰＭ中较高的血红素铁含量有很大关
联，类似的结果也出现在其他研究中，Ｐｒｏｍｅｙｒａｔ等
也发现血红素铁含量较高的腰肌中抗氧化酶活力更

高
［２１］
。

表 １　牦牛腰肌、股四头肌、背最长肌中理化指标与抗氧化酶活力测定结果

Ｔａｂ．１　ＣｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＰｓｏａｓｍａｊｏｒ，Ｑｕａｄｒｉｃｅｐｓｆｅｍｏｒｉｓ

ａｎｄＬｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓｄｏｒｓｉｆｒｏｍｙａｋ

参数
部位

腰肌（ＰＭ） 股四头肌（ＱＦ） 背最长肌（ＬＤ）

含水率／％ ７３８７±０２６ｂ ７５１３±０１２ａ ７５２１±０３５ａ

脂肪质量分数／％ ２７８±０２６ａ １６５±０２１ｂ １５３±０３５ｂ

蛋白质质量分数／％ ２１０５±０５７ａ ２０１９±０３８ａ ２１２３±１０２ａ

血红素铁质量比／（ｍｇ·ｋｇ－１） ４４３１±３２１ａ ３２１８±２６８ｂ ２４１５±２５４ｃ

还原糖质量比／（ｍｇ·ｇ－１） ２４５±０２６ｃ ３８１±０３６ｂ ４２２±０３５ａ

超氧化物歧化酶活力／（Ｕ·ｍＬ－１） ７２５±１３２ｂ ４５８±０２５ｃ ９８５±０４５ａ

过氧化氢酶活力／（Ｕ·ｍＬ－１） ２０５４±０３５ａ ２１９±０３５ｃ ５４２±０１９ｂ

谷胱甘肽还原酶活力／（Ｕ·ｍＬ－１） ２５３±０１０ａ ２４７±００４ａ ２３５±０２５ａ

　　注：同行不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜００５），下同。

２３　冻藏期间不同部位牦牛肉的脂质氧化规律
从图１可以看出，冷冻贮藏前期（０～２８ｄ），ＰＭ

和 ＱＦ中的硫代巴比妥酸含量明显增长，并且，在冻
藏２８ｄ时达到最高值，随后（２８～５６ｄ），硫代巴比妥
酸含量逐渐下降；冷冻贮藏后期（８４～１４０ｄ），ＰＭ和
ＱＦ中的硫代巴比妥酸含量也呈现逐渐下降的趋势。
硫代巴比妥酸含量下降可能是由于脂质氧化次级代

谢产物与其他大分子物质发生的继发反应造成的。

然而，整个冻藏期间（０～１４０ｄ），ＬＤ中硫代巴比妥
酸含量的变化规律以逐渐增长为主，类似结果还出

现在鸡胸肉、腿肉
［２３］
的研究当中，这可能是由于冻

藏期间冰晶体的形成加速了 ＬＤ的氧化变质，冷冻
对膜结构和其他刚性结构产生物理损伤，使易感分

子更容易暴露给促氧剂，此外，冷冻过程中水分逐渐

减少，促氧剂浓度增加也是造成脂质氧化的原

因
［２４］
。

整个冻藏过程中，ＰＭ和 ＱＦ的脂质氧化速率更
高，其硫代巴比妥酸含量显著高于 ＬＤ（Ｐ＜００５），
并且，ＰＭ和 ＱＦ中血红素铁的含量也显著高于 ＬＤ
（Ｐ＜００５）（表 １），血红素铁含量与硫代巴比妥酸
含量显著正相关（Ｐ＜００１），这与 Ｍｉｎ等得到的研
究结论一致

［２５］
。此外，抗氧化酶活力也会对脂质氧

化也会产生重要影响
［２５］
，尽管 ＰＭ中血红素铁的含

量显著高于 ＱＦ（Ｐ＜００５），但是冷冻贮藏 ２８～
８４ｄ，对比 ＰＭ与 ＱＦ中的硫代巴比妥酸含量发现差
异并不显著（Ｐ＜００５），这可能是由于超氧化物歧
化酶延缓了氧化进程（如表１和图１所示）。

冷冻贮藏０～５６ｄ，可能是由于低温条件促进了
ＰＭ和 ＱＦ中多不饱和脂肪酸的氧化，导致 ＰＭ和 ＱＦ
中的己醛含量显著增加（如图 １所示）。但是，冻藏
８４～１４０ｄ，ＰＭ和 ＱＦ中的己醛含量显著下降，这可
能是己醛与硫代巴比妥酸发生反应，也可能是己醛
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图 １　牦牛腰肌、股四头肌、背最长肌冻藏期间脂质氧化产物的含量

Ｆｉｇ．１　ＬｉｐｉｄｏｘｉｄａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｉｎＰｓｏａｓｍａｊｏｒ，ＱｕａｄｒｉｃｅｐｓｆｅｍｏｒｉｓａｎｄＬｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓｄｏｒｓｉｆｒｏｍｙａｋｄｕｒｉｎｇｆｒｏｚｅｎｓｔｏｒａｇｅ
　
进一步氧化为己酸造成的。此外，ＰＭ和 ＱＦ中的己
醛浓度在整个冻藏期间均显著高于 ＬＤ（Ｐ＜００５），
血红素铁有助于促进脂质氧化以及己醛的生成

（Ｐ＜００１），然而，超氧化物歧化酶对脂质氧化有一
定的抑制作用（Ｐ＜００１）。血红素铁和超氧化物歧
化酶在 ＬＤ冻藏阶段的脂质氧化进程中发挥着重要
作用，较低的血红素铁含量以及较高的超氧化物歧

化酶活力是造成 ＬＤ中硫代巴比妥酸、己醛含量最
低的主要原因。

图 ２　牦牛腰肌、股四头肌、背最长肌冻藏期间蛋白质氧化标记物的含量

Ｆｉｇ．２　ＰｒｏｔｅｉｎｏｘｉｄａｔｉｏｎｉｎｄｅｘｅｓｉｎＰｓｏａｓｍａｊｏｒ，ＱｕａｄｒｉｃｅｐｓｆｅｍｏｒｉｓａｎｄＬｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓｄｏｒｓｉｆｒｏｍｙａｋｄｕｒｉｎｇｆｒｏｚｅｎｓｔｏｒａｇｅ

２４　冻藏期间不同部位牦牛肉蛋白质的氧化规律
冻藏对牦牛肉蛋白质的氧化稳定性具有显著影

响，这体现在蛋白质氧化产物 ＡＡＳ、ＧＧＳ含量的增
加。在自由基和过渡态金属存在的条件下，赖氨酸

被分解为 ＡＡＳ，精氨酸和脯氨酸残基氧化脱氨后生
成 ＧＧＳ［６］。从图２可以看出，ＱＦ冻藏０～５６ｄ，赖氨
酸、脯氨酸和精氨酸氧化程度逐渐增加，５６～８４ｄ氧
化程度显著下降。此外，ＰＭ中 ＡＡＳ、ＧＧＳ含量在冻
藏０～８４ｄ呈递增趋势，并且在第 ８４天浓度最高。
冻藏 ０～２８ｄ，ＬＤ中 ＧＧＳ的生成速率明显高于
ＡＡＳ，ＡＡＳ、ＧＧＳ含量都在第 ２８天和第 ５６天出现两
个浓度高点（图２）。血红素铁是肉制品蛋白质羰基
化反应的有效促进剂

［６］
，冻藏 １４０ｄ后，具有高浓度

ＡＡＳ含量的牦牛肉其血红素铁含量也相对较高
（表１、图 ２）。尽管如此，仅通过血红素铁的单一作

用还无法解释 ＰＭ、ＱＦ、ＬＤ蛋白质氧化程度存在差
异的根本原因，抗氧化酶类在调节不同部位牦牛肉

的蛋白质氧化过程中同样发挥着重要作用，尽管

ＰＭ中血红素铁的含量显著高于 ＱＦ（Ｐ＜００５）
（表１），但是 ＰＭ氧化产物的生成速率低于 ＱＦ，这
可能与 ＰＭ中较高的超氧化物歧化酶、过氧化氢酶
活力以及二者对 ＰＭ的保护作用有关。ＱＦ中血红
素铁的含量在不同部位牦牛肉中处于中等水平，而

且，ＱＦ的抗氧化酶总活力是三者中最低的，在这样
的条件下，ＱＦ在第５６天的 ＡＡＳ浓度最高，并且，蛋
白质的羰基化程度与血红素铁含量显著正相关（Ｐ＜
００５），与过氧化氢酶的活力极显著负相关（Ｐ＜
００１）。近期研究还发现了包括美拉德反应在内的
蛋白质羰基化途径，这类途径主要发生于肌原纤维

蛋白和还原糖共存的条件下
［２６］
。葡萄糖和核糖发

生美拉德反应产生的二羰基化合物（如：乙二醛），

容易诱导氨基酸残基氧化脱氨，最终生成 ＡＡＳ和
ＧＧＳ，并且，只要有一定浓度的还原糖存在，就可以
发生类似反应

［２７］
。但是本研究并没有发现类似的

规律，不同肌肉组织之间的还原糖浓度与蛋白质羰

基化程度之间并没有明显的对应关系。

与冻藏前相比，冻藏 １４０ｄ后，由于血红素铁的
促氧化作用使得ＰＭ和ＱＦ中ＡＡＳ、ＧＧＳ的含量均显
著增加，虽然 ＰＭ中的血红素铁显著高于 ＱＦ，但冻
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藏１４０ｄ后，ＰＭ和ＱＦ中ＡＡＳ、ＧＧＳ的含量并无显著
性差异，这主要是由于抗氧化酶的抑制作用引起的

（ＰＭ中的超氧化物歧化酶、过氧化氢酶活力均显著
高于 ＱＦ）。冻藏条件下，血红素铁与超氧化物歧化
酶、过氧化氢酶共同调控着不同部位牦牛肉蛋白质

氧化进程的发生。

在过氧化物存在的条件下，ＡＡＳ容易进一步氧
化降解形成 ＡＡＡ。冻藏 １４０ｄ内，ＰＭ中 ＡＡＡ含量
逐渐增加（图 ３）。ＱＦ中的 ＡＡＡ含量在 ０～８４ｄ没
有明显变化，但在８４～１４０ｄ显著快速增长（图 ３）。
冻藏期间（０～１４０ｄ），ＬＤ中的 ＡＡＡ含量没有明显
变化（图 ３）。结合图 ３与表 １可以看出，ＡＡＡ的形
成与肌肉中血红素铁含量以及抗氧化酶活力有很大

关联。有研究报道指出，血红素铁参与超氧化物阴

离子以及过氧化氢的形成，并且，过氧化氢是 ＡＡＡ
形成必需的前体物质，由此可以推测血红素铁含量

更高的 ＰＭ和 ＱＦ肉中将会产生更多的 ＡＡＡ；另一
方面，清除超氧化物阴离子的超氧化物歧化酶常与

清除过氧化氢的过氧化氢酶协同发挥作用。ＰＭ中
的 ＡＡＡ含量极显著低于 ＱＦ，这可能与 ＰＭ中较高
的抗氧化酶活力有关。ＬＤ中血红素铁含量最低，超
氧化物歧化酶和过氧化氢酶的活性都处于中等水

平，由此可以推断 ＬＤ对应的 ＡＡＡ含量应该处于一
个相对较低的水平，但结果显示 ＬＤ中的 ＡＡＡ含量
是最高的，ＡＡＡ含量与血红素铁的含量高度正相关
（Ｐ＜００１），与过氧化氢酶的活力高度负相关（Ｐ＜
００１）。

图 ３　牦牛腰肌、股四头肌、背最长肌冻藏期间蛋白质氧化标记物的含量

Ｆｉｇ．３　ＰｒｏｔｅｉｎｏｘｉｄａｔｉｏｎｉｎｄｅｘｅｓｉｎＰｓｏａｓｍａｊｏｒ，ＱｕａｄｒｉｃｅｐｓｆｅｍｏｒｉｓａｎｄＬｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓｄｏｒｓｉｆｒｏｍｙａｋｄｕｒｉｎｇｆｒｏｚｅｎｓｔｏｒａｇｅ
　
　　蛋白质氧化过程中除形成 ＡＡＡ之外，ＡＡＳ残基
中的羰基部分也会与蛋白质 赖氨酸复合物或与其

他 ＡＡＳ残基发生反应分别形成希夫碱和羟醛缩合
结构

［６］
。类似的反应机制也出现在金属离子诱导

的肌原纤维蛋白氧化反应当中
［２７］
。ＰＭ中希夫碱的

荧光强度在冷冻贮藏期间逐渐增加，在贮藏前 ２８ｄ
增长速率较快，２８ｄ后增长速率逐渐趋于平缓
（图３）。冻藏期间，ＱＦ中希夫碱荧光强度缓慢增加，
然而，ＬＤ冻藏后期（８４～１４０ｄ），希夫碱荧光强度显
著下降（图 ３）。以上结果证实，冷冻贮藏显著影响
牦牛肉中希夫碱的形成，并且与 ＱＦ、ＬＤ相比，ＰＭ中
更容易生成希夫碱。ＱＦ在有氧贮藏条件下，可能是
其中 ＡＡＡ的优先形成限制了希夫碱的生成，另一方
面，冻藏期间，ＬＤ中希夫碱荧光强度显著下降，这可
能是由于 ＡＡＳ 赖氨酸或者 ＡＡＳ ＡＡＳ结构与其他
赖氨酸以及 ＡＡＳ残基之间发生的连续缩合反应造
成的，该反应容易形成非荧光交联结构

［６］
。

２５　不同部位牦牛肉的保水性
从表２可以看出，ＱＦ的解冻汁液流失率高达

１８１％，分别为 ＰＭ和 ＬＤ的 ２２９倍和 ３５５倍，这
可能是肌肉组织受到冻结／解冻压力的影响，也可能

是由于蛋白质氧化程度不同造成的。冻藏条件下，

牦牛肉氧化状态的改变使蛋白质容易发生羰基化反

应、羧化作用以及形成希夫碱，进而影响蛋白质空间

结构以及蛋白质与水分子的相互作用，最终影响肌

肉的保水性。Ｅｓｔéｖｅｚ等也发现，这些化学修饰会导
致肌原纤维蛋白构象和功能的改变

［６］
，肌原纤维蛋

白和水分子极性基团之间的相互作用会导致水分流

失，保水性下降
［７，２８］

。此外，ＱＦ的蒸煮损失率
（４８１５％）在３个部位牦牛肉中也是最高的。蛋白
质的交联作用容易引起蛋白质的构象发生改变，这

会破坏蛋白质分子间以及蛋白质与水分子之间原有

的平衡，使保水性下降
［２８］
。从蛋白质和脂质氧化标

记物含量的分析结果来看，ＡＡＳ含量与冻藏后的解
冻汁液流失率显著正相关（Ｐ＜００１）。其他研究人

表 ２　牦牛腰肌、股四头肌、背最长肌的保水性

Ｔａｂ．２　ＷａｔｅｒｈｏｌｄｉｎｇｃａｐａｃｉｔｙｏｆＰｓｏａｓｍａｊｏｒ，Ｑｕａｄｒｉｃｅｐｓ

ｆｅｍｏｒｉｓａｎｄＬｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓｄｏｒｓｉｆｒｏｍｙａｋ ％

参数
部位

腰肌 股四头肌 背最长肌

解冻汁液流失率 ０７９±０１５ｂ １８１±０１８ａ ０５１±０１１ｃ

蒸煮损失率 ３６９７±３１１ｂ ４８１５±４１２ａ ３３９６±３２１ｂ
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员也发现了类似的规律，冷冻贮藏期间发生的蛋白

质羰基化反应对熟制火腿
［４－５］

、猪肉
［７］
的保水性能

都会造成一定程度的影响。

３　结论

（１）冻藏期间，血红素铁和超氧化物歧化酶在
ＬＤ的脂质氧化进程中发挥着重要作用，较低的血红
素铁含量以及较高的超氧化物歧化酶是造成 ＬＤ中
硫代巴比妥酸、己醛含量较低的主要原因。

（２）冻藏显著影响 ＰＭ和 ＱＦ蛋白质的氧化，血
红素铁与超氧化物歧化酶、过氧化氢酶共同调控氧

化反应的发生：冻藏１４０ｄ后，由于血红素铁的促氧

化作用，ＰＭ和 ＱＦ中的 ＡＡＳ、ＧＧＳ含量均显著增加，
虽然 ＰＭ中的血红素铁显著高于 ＱＦ，但 ＰＭ中相对
较高的超氧化物歧化酶与过氧化氢酶共同作用使

ＰＭ与 ＱＦ的 ＡＡＳ、ＧＧＳ含量并无显著性差异；血红
素铁含量更高的 ＰＭ容易使其产生更多的 ＡＡＡ，但
ＰＭ中相对较高的超氧化物歧化酶与过氧化氢酶协
同作用使 ＰＭ中的 ＡＡＡ含量极显著低于 ＱＦ（Ｐ＜
００５）。

（３）冻藏引起的蛋白质羰基化反应显著影响牦
牛肉的保水性，抗氧化酶活力最低、血红素铁含量相

对较高的 ＱＦ保水性最差，其解冻汁液流失率是 ＬＤ
的３５５倍。
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