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代媛媛，李美莹，李　琳，陈瑞琦，查恩辉*

（锦州医科大学食品科学与工程学院，辽宁锦州 121000）

摘　要：为了研究热加工过程中蛋白质氧化的变化规律，以牛腱子和牛肩为研究对象，对其进行不同温度（40、
50、60、70、80、90、100 ℃，保温时间 30 min）以及 70 kPa 高压下保温不同时间（15、20、25、30、35 min）
的热处理，通过分析羰基含量、巯基含量、蛋白粒径、表面疏水性、SDS-PAGE 电泳以及蛋白二级结构等的变

化，结果表明：温度可以导致蛋白羰基含量增加，巯基含量先升高后降低，蛋白粒径增大，蛋白表面疏水性先增

大后减小；高压导致蛋白羰基含量增加，巯基含量减少，蛋白粒径先增大后减少，蛋白疏水性逐渐增加。另外，

不同热处理下肌原纤维蛋白发生了明显的降解聚集，出现大量小分子蛋白质。红外研究发现在热加工过程中，肌

原纤维蛋白的二级结构不断转变，促使 α-螺旋、β-折叠和无规则卷曲之间的转换。可知，温度和压力都能促进牛

肉蛋白的氧化并能够改变牛肉蛋白的化学作用力及二级结构。本研究为低温牛肉产品的工业化调控提供理论依据。
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Abstract：In order to study the changes of protein oxidation during heat processing, cattle tendon and shoulder were treated
at  different  temperatures  (40,  50,  60,  70,  80,  90,  100 ℃,  holding time 30 min)  and at  70 kPa high pressure  for  different
times  (15,  20,  25,  30,  35  min).  The  changes  of  carbonyl  content,  sulfhydryl  content,  protein  particle  size,  surface
hydrophobicity,  SDS-PAGE  electrophoresis  and  protein  secondary  structure  were  analyzed.  The  results  showed  that
temperature could lead to the increasing of protein carbonyl content, sulfhydryl content first increased and then decreased,
protein particle size increased, protein surface hydrophobicity first increased and then decreased. High pressure resulted in
the  increasing of  protein  carbonyl  content,  the  decreasing of  protein  sulfhydryl  content,  the  increasing of  protein  particle
size  and  the  increasing  of  protein  hydrophobicity.  In  addition,  myofibrillar  proteins  were  degraded  and  aggregated
obviously under different heat treatments, and a large number of small molecular proteins appeared. Infrared studies showed
that  the  secondary  structure  of  myofibrillar  protein  changes  during  heat  processing,  which  urged  the  formation  of  the
secondary structure of myofibrillar protein α-spiral β-the conversion between folding and irregular curling. It was concluded
that  temperature  and  pressure  could  promote  the  oxidation  of  beef  protein  and  change  the  chemical  force  and  secondary
structure of beef protein. This study would provide a theoretical basis for the industrial regulation of low-temperature beef
products.
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牛肉中蛋白质是人类能量和必需氨基酸的重要

来源。加热温度是影响牛肉性能和微生物灭活阶段

的关键因素之一。高压能有效消除致病菌和食品腐

败菌，提高食品的安全性并延长保质期[1]。蛋白质在

热处理过程中会经历结构修饰如氧化、聚集、降解和

变性。蛋白质氧化涉及许多其他精确的化学修饰，如

色氨酸损失、羰基化、羧化和交联的形成[2−4]。

近几年，国内外学者针对肉类在加热及高压过程  
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中蛋白质氧化测定的部分指标研究较广。曹莹莹[5]

研究发现随着压力增加，肌球蛋白的疏水基团和巯基

含量逐渐增加。Wan 等 [6] 研究结论得出，温度从

80 ℃ 升高到 90 ℃ 时，水溶性胶原蛋白含量增加，对

牛肉制品的风味、口感、嫩度和总体偏好无不良影

响。Pang 等[7] 发现蒸煮过程中肌球蛋白和肌动蛋白

含量的变化相似，说明肌原纤维蛋白的变性在蒸煮损

失中起着关键作用。结果表明，肉类的蒸煮温度和蛋

白质变性之间有很强的相关性，说明加热温度引起了

肉类蛋白质的变化。Scholliers 等[8] 研究发现在加热

过程中，牛肉蛋白凝胶特性与疏水相互作用的形成有

关，加热后肉蛋白表面疏水性的增加证实了这一点。

Han 等[9] 在 20~74 ℃ 条件下测定了蛋白质的构象和

化学键，结果表明，在 55 ℃ 以上，表面疏水性显著增

强，游离巯基含量降低。Edyta 等[10] 研究发现在压力

处理下会导致肉中蛋白质的变性和聚集现象。

Stéphanie 等[11] 发现当压力超过 300 MPa 时，蛋白质

氧化产物增加，结构发生不可逆变化。热处理对牛肉

蛋白质氧化、结构和性能的影响国内外报道较少，不

同部位的牛肉品质不同，适宜的加工方法也不同。

因此，本文研究对热加工过程中不同温度和

70 kPa 高压下不同保压时间对牛肉中羰基含量、巯

基含量、蛋白粒径、表面疏水性，十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate - polyacry-
lamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）和蛋白二级

结构进行分析，以探究蛋白质氧化在热加工过程中的

变化规律，为选择合适的原料，实现牛肉价值最大化，

以及生产出不同加工方法下质优价廉的标准化产品

提供理论依据。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

牛腱子、牛肩　锦州新玛特超市；浓盐酸、磷酸

氢二钠、氯化钠、磷酸二氢钠、盐酸胍、氯化镁、甲

醇、溴化钾、冰醋酸、乙醇、甘油、尿素、考马斯亮蓝

染色液　唐山三鼎化工有限公司；溴酚蓝、Tris、β-巯
基乙醇、乙酸乙酯、2,4-二硝基苯肼、三氯乙酸、乙二

胺四乙酸（EDTA）、2-硝基苯甲酸（DTNB）、十二烷

基硫酸钠（SDS）　烟台健硕化工有限公司；所有试剂

均为分析纯。

JD-3 电子天平　沈阳龙腾电子有限公司；KH20R
高速冷冻离心机　湖南凯达科学仪器有限公司；

CH6 数字显示温度计　上海亚度电子科技有限公

司；JJ-2 高速匀浆机　常州润华电器有限公司；HH-
4D 恒温水浴锅　上海比朗仪器制造有限公司；U-
T6 紫外可见分光光度计　屹谱仪器制造有限公司；

DYCZ-25D 型双垂直电泳　济南好来宝医疗器材有

限公司；PHSJ-5 型 pH 计　上海仪电科学仪器股份

有限公司；NKT-N9 纳米粒度仪　山东耐克特分析仪

器有限公司；Great20 傅立叶红外光谱仪　中科瑞捷

科技有限公司；FD-1A-50 冷冻干燥机　上海争巧科

学仪器有限公司；高压锅　美的公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   样品预处理　清洗牛肉，然后去除脂肪和筋

膜，切成 3.0 cm×4.0 cm×5.0 cm 的长方体，放在 4 ℃
的冰箱备用。处理牛肉分别采用两种加工方式。

水浴加热组：水浴锅温度设为 40、50、60、70、
80、90、100 ℃，加热 30 min。

高压保温组：压力为 70 kPa，温度为 110 ℃，保

压时间设为 15、20、25、30、35 min。 

1.2.2   肌原纤维蛋白的提取　参考 Zhong 等[12] 方法

稍加修改。将样品冷却至室温，称取 10  g，加入

20  mmol/L 磷酸盐缓冲液（含 1  mmol/L  EDTA，

0.1 mol/L NaCl 和 pH7.0）定容至 100mL，混合，摇

匀，匀浆后在 6000 r/min 和 4 ℃ 下离心 10 min，取
沉淀，加入 50 mL 20 mmol/L 磷酸盐缓冲液，在上述

条件下离心，重复 3 次，然后加入 25 mmol/L 磷酸盐

缓冲液（含 0.6 mol/L NaCl，pH7.0），使沉淀均匀。用

四层纱布过滤，滤液为肌原纤维蛋白溶液。以牛血清

蛋白为标准，在 280 nm 处测定吸光度，用双缩脲法

测蛋白浓度（mg/mL）。经考察，回归方程 y=0.0501x+
0.0022，R2=0.9998。 

1.2.3   羰基含量的测定　参考 Marco 等[13] 方法稍加

修改。取 0.1 mL 蛋白溶液和 0.5 mL 二硝基苯肼

（DNPH）（溶剂为 2  mol/L  HCl），空白样品不加

DNPH，暗室静置 1 h（每 20 min 摇动 1 次），加 5 mL
20% 三氯乙酸，摇匀后，在 10000 r/min，15 min 条件

下 4 ℃ 离心，弃上清。沉淀用 1 mL 乙酸乙酯-乙醇

溶液（1:1）洗涤 3 次。加入 1 mL 6 mol·L−1 盐酸胍

溶液，在 37 ℃ 水浴 20 min，然后 10000 r/min 下离

心 5 min。在 370 nm 波长处测定吸光度，羰基含量

通过 22000 L/（mol·cm）的摩尔吸收率计算。

羰基含量 =
A370 ×106

22000×C

式中：A370 为 370 nm 下的吸光度 106 为摩尔基

础单位；C 为测得的蛋白浓度（mg/mL）。 

1.2.4   巯基含量的测定　参考 Yang 等[14] 方法稍加

修改。取 0.1 mL 蛋白溶液、1 mL 50 mmol·L−1 Tris-
HCl 缓冲液（含有 1mmol·L−1 EDTA、6mol·L−1 盐酸

胍，pH8.3）以及 10 μL 10mmol·L−1DTNB，混合摇匀，

室温下静置 25 min，在 412 nm 处测定吸光度。巯基

含量由 13600 L/（mol·cm）的摩尔吸收率计算。

巯基含量 =
A412 ×106

13600×C

式中：A412 为 412 nm 下的吸光度；106 为摩尔基

础单位；C 为测得的蛋白浓度（mg/mL）。 

1.2.5   粒径的测定　参考 Zhang 等[15] 方法稍加修

改。利用纳米粒度仪测定蛋白质粒径。以去离子水

为分散剂，粒子的折射率为 1.414，吸收率为 0.001。 

1.2.6   表面疏水性的测定　参考 Zhu 等[16] 方法稍加
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修改。取 1 mL 蛋白溶液，加入 40 μL 溴酚蓝溶液

（1  mg/mL），振荡 10  min，4 ℃ 下 2000  r/min 离心

15 min，取上清稀释 10 倍，在 595 nm 处测定吸光

度。空白对照为 20 mmol/L 磷酸盐缓冲液。表面疏

水性计算公式如下：

表面疏水性(µg) = 40× (A空白 −A样品)/A样品

式中：A空白为空白组的吸光度；A样品为样品组的

吸光度。 

1.2.7   SDS-PAGE 凝胶电泳　参考 Shi 等[17] 方法稍

加修改。电泳采用 10% 分离胶和 5% 浓缩胶。每个

时期的上样液量为 5 μL，初始电泳电压为 75 V，样

品进入分离胶后，升压至 100 V，电泳结束后剥离胶

片，考马斯亮蓝染色 30 min，再用脱色液脱色 3 次。 

1.2.8   傅里叶变换红外光谱测定　参考 Kun 等[18] 方

法稍加修改。蛋白样品在−20 ℃ 冷冻 5 h，然后在冷

冻干燥机中干燥 12 h，取 1 mg 样品放入研钵再和

100 mg 溴化钾充分研磨成细粉。在模具内使分布均

匀，将模具水平放置在模座上，加压至 10 t/cm2，保持

1 min，用傅里叶红外光谱仪进行分析，条件为：光

谱范围：500~4000 cm−1，分辨率：4 cm−1，扫描积累

32 次。 

1.3　数据处理

采用 Office 2019 进行数据处理及图表绘制，计

算标准差。 

2　结果与分析 

2.1　不同加热方式对蛋白羰基含量的影响

羰基的形成是蛋白质氧化的一个明显标志，反

映了蛋白氧化损伤的程度。由图 1 可见，随着温度

的升高和保压时间的延长，蛋白质羰基含量逐渐增

加。在蒸煮和高压加热过程中，蛋白质结构发生变

化，大部分肌浆蛋白、肌球蛋白和肌动蛋白变性，细

胞膜结构遭到破坏，导致铁等过渡金属离子释放。活

性氧和无氧自由基是由催化剂或前体产生的，包括一

些血红素、过渡金属离子和各种氧化酶。这些自由

基攻击蛋白质，催化蛋白质氧化，导致羰基含量增

加[19]。羰基值的增加也可能是脂质氧化的产物。肽

骨架裂解成短肽和蛋白质也可以与还原糖反应生成

羰基。热处理后的牛肉肌原纤维蛋白发生蛋白质氧

化反应，由于水浴持续加热时间较长，更容易诱导肉

中脂肪氧化和蛋白质羰基的形成。但高压下升温速

度快，可能导致脂肪氧化和羰基氧化水平低于水浴加

热。牛腱子的羰基含量较牛肩低，是由于牛腱子脂肪

含量较牛肩低，所以氧化程度较低。Xiong 等[20] 发

现超高压与热处理相结合时，猪肉脂肪氧化程度增

加，这可能是蛋白质氧化的诱因之一。 

2.2　不同加热方式对蛋白巯基含量的影响

肌原纤维蛋白中存在大量巯基，氧化条件下易

转化为二硫键，造成巯基含量下降。所以，巯基对维

持蛋白质的结构稳定性起着重要作用。

由图 2A 可知，随着温度的升高，巯基含量先升

高后降低。热加工过程影响肌动球蛋白的解离程度，

40~60 ℃ 可以导致肌动蛋白解离，60 ℃ 是促进肌动

蛋白解离的最佳温度，因此 60 ℃ 时巯基含量最高[21]。

当温度继续升高时，肌动球蛋白构象改变，巯基被氧

化成二硫键，使巯基含量降低。从图 2B 可以看出，

巯基含量随着保压时间的增加而减少。这表明肌原

纤维蛋白在高压处理下打开，巯基通过二硫键聚集。

因为在高压处理下巯基暴露在分子表面，与空气中的

氧充分结合形成二硫键致使巯基减少[22]。万红兵

等[23] 发现，在牛排的油炸过程中，热处理对巯基和二

硫键的含量有显著影响，牛肉蛋白中巯基含量先升高

后降低。 

2.3　不同加热方式对蛋白粒径的影响

粒径是反应蛋白聚集状态的一个指标，在一定

程度上可以反映反应蛋白在降解过程中的状态。

由图 3 可知，随着温度的升高和保压时间的延

长，蛋白质的粒径逐渐增大。在 80 ℃、保压 25 min

时，牛腱子的粒径最大，而在 70 ℃、保压 25 min 时，

牛肩的粒径最大；继续加热，蛋白质的粒径逐渐减小，

这进一步说明在热加工过程中，蛋白质在加热的作用

下首先形成聚集现象。另一方面，然后持续加热，蛋

白质变性，使其中一些不耐热的化学键发生断裂，减

弱了交联作用，结果蛋白质聚集体被部分破坏，因此

粒径变小[24]。在高压过程中，当时间在 15~25 min

时，蛋白质进一步变性，蛋白质膨胀程度增加，变性蛋

白通过分子内或分子间的相互作用增强了蛋白质的
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Fig.1    Effect of different heating methods on
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注：A：水浴，B：高压；图 2~图 4 同。
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聚集程度，形成的聚集物尺寸增大，导致蛋白质粒径

增大；随着时间的进一步增加，蛋白质的聚集率增加，

打破了蛋白质变性率和聚集率之间的平衡，形成的聚

集体无序，不能形成较大的聚集体，或者形成的聚集

体不稳定，不能保持原来的形态，导致粒径减小[25]。 

2.4　不同加热方式对蛋白表面疏水性的影响

蛋白质的表面疏水性反映其结构稳定性，并影

响蛋白凝胶形成。疏水相互作用对蛋白凝胶的形成

和蛋白结构的稳定性起着非常重要的作用。

由图 4A 得出，随着温度的升高，蛋白质的表面

疏水性逐渐增加，在 80 ℃ 时牛腱子达到最大值，在

70 ℃ 时牛肩达到最大值，然后随温度升高而降低。

其原因可能是随着温度的升高，蛋白质疏水侧链的暴

露程度增加，使蛋白质的水溶性环境变为疏水性环

境，导致表面疏水性增加。70~80 ℃ 后肌球蛋白变

性，肌原纤维蛋白聚集体与侧链之间发生反应，产生

沉淀[26−27]。随着蛋白质聚集度的增加，少量疏水基团

被再次包埋，疏水基团的结合降低了表面疏水性。从

图 4B 可以看出，蛋白质的疏水性随着保压时间的增

加而增加。压力使肌原纤维蛋白展开，暴露出蛋白质

的疏水残基，同时压力可诱导蛋白质表面出现特殊氨

基酸残基，导致疏水性增加。表面疏水性变化也可能

是因为蛋白质的降解。
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2.5　SDS-PAGE 凝胶电泳结果

肌原纤维蛋白主要由副肌球蛋白（100 kDa）、肌

钙蛋白（75 kDa）、肌动蛋白（43 kDa）、肌球蛋白重链

（200 kDa）等组成。

肌原纤维蛋白经高温高压后进一步降解，造成

其变性。如图 5 所示，随着温度升高，牛腱子中的肌

原纤维蛋白出现降解和聚集，导致许多电泳条带在

245~75 kDa 范围内明显模糊，甚至消失。随着温度

的升高，200 kDa处的肌球蛋白重链带颜色逐渐变浅，

在 50~80 ℃ 时可以看到条带密度的明显变浅，这可

能是由于高温加热，导致蛋白质之间产生了相互作

用，在 90~100 ℃ 温度下条带基本消失，表明温度过
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Fig.2    Effect of different heating methods on
protein sulfhydryl content
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高使得蛋白质的变性和聚集速度加快，肌球蛋白重链

结构被破坏，使其分解，说明肌球蛋白重链具有不耐

热性，这可能是由于某些蛋白质随着温度的升高而变

性所致，高温使肌球蛋白重链分解，形成分子量小的

肌球蛋白轻链，肌动蛋白也分解成原肌球蛋白，造成

条带颜色变浅。另外，由于肌球蛋白重链在加热后聚

集成大分子，不能进入电泳条带，因此在凝胶浓缩液

的上界面无法观察到大分子蛋白形成的条带，使蛋白

条带颜色变浅[28−29]。而在 40 ℃ 时 43 kDa 处的肌动

蛋白略有降解，但随温度的升高，没有观察到肌动蛋

白条带的显著差异，可能是肌动蛋白通过非共价键与

肌球蛋白相互作用，如疏水相互作用。也可能是肌动

蛋白聚合导致变性，形成聚集体，氢键、疏水相互作

用、二硫键和由内源转化酶诱导的ɛ-（γ-谷氨酰）赖氨

酸键是形成蛋白质聚集体的主要化学键。进一步说

明肌球蛋白的热稳定性没有肌动蛋白比高[30]。此外，

35~45 kDa 范围内的蛋白质条带数量随温度升高急

剧增加，这表明在此期间也发生了蛋白水解降解。

如图 6 所示，随着保压时间的延长，肌球蛋白重

链条带颜色变浅甚至消失，可能是肌球蛋白重链对压

力不稳定，高压导致这些蛋白质降解，抑制肌球蛋白

的交联，从而使肌原纤维蛋白解聚作用，溶解度降

低。而肌动蛋白的条带一直存在，在 15 min 时略有

降解，随后颜色加深，在 35 min 时条带颜减弱，表明

肌动蛋白在高压加热过程中部分分解。Zhang 等[31]

的电泳结果表明，鲢鱼鱼糜凝胶在加热过程中 MHC
带的强度随着加热温度和时间的增加而急剧下降，

而 25~35 kDa 范围内的蛋白质条带数量急剧增加。

不同热处理引起蛋白质降解的差异与传热介质

有关，不同于蒸煮加热过程中由外到内的传热方式，

高压使极性分子在加热过程中通过摩擦产生热量，而

高压加热速率较快，因此结构破坏最为严重，造成蛋

白质降解严重。然而，SDS-PAGE 结果显示，在蒸煮

过程中，蛋白质的降解相对温和。 

2.6　不同加热方式对肌原纤维蛋白二级结构的影响

常见的蛋白质二级结构可分为 α-螺旋、β-折叠、

β-螺旋和无规卷曲。在高温高压作用下，蛋白质二级

结构发生变化，造成不可逆转变。蛋白质红外光谱主

要集中在 1600~1700 cm−1 的酞胺Ⅰ带，这是蛋白质二

级结构最敏感的区间，常用来分析蛋白质二级结构[32]。

由图 7 可知，牛肉肌原纤维的酰胺 A 带由

3448 cm−1 向 3423 cm−1 移动，这可能是酰胺 A 带的

N-H 伸缩振动和氢键缔合的形成，改变了位移，说明

氢键产生变化。不同温度处理组和不同保压时间组

的蛋白酰胺Ⅰ带的吸收峰形状相似，但两个波数位置

不同，说明传统水浴加热肌球蛋白的二级结构不同于

高压肌球蛋白。随着温度的增加和保压时间的延长，不

同温度下牛腱子酰胺Ⅰ带从 1658 cm−1 变为 1616 cm−1，

牛肩酰胺Ⅰ带从 1656 cm−1 变为 1618 cm−1，而高压

下牛腱子酰胺Ⅰ带从 1653 cm−1 变为 1622 cm−1，牛

肩酰胺Ⅰ带从 1652 cm−1 变为 1622 cm−1，说明加热

后牛肉肌原纤维的 α-螺旋结构先转变为无规则卷曲

结构，再转化为 β-折叠。加热导致蛋白质变性，从而

破坏羰基和氨基之间的氢键，α-螺旋分裂，可能向无

规则卷曲和 β-折叠转化。在加热后期，水分子随着

二级结构的膨胀而迁移，疏水基团和巯基的暴露提供

了较大的空间。此时，蛋白质逐渐聚合，β-折叠结构

开始分解，分子间的疏水作用形成无规则卷曲[33]。可

以看出，随着热处理温度的升高和保压时间的延长，

酰胺Ⅰ带的峰值位置向低的波数移动，这反映了蛋白

质在热处理过程中的变性和蛋白质从 α-螺旋转化为

无规则卷曲和 β-折叠。 

3　结论
随着温度的升高，蛋白羰基含量逐渐增加，巯基

含量呈现先升高后降低的变化趋势，蛋白粒径增大，

蛋白表面疏水性先增大后减小。随着保压时间的延

长，蛋白羰基含量增加，巯基含量减少，蛋白粒径先增
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图 5    不同温度下牛腱子蛋白质 SDS-PAGE 电泳图

Fig.5    SDS-PAGE electrophoresis of bovine tendon protein at
different temperatures

注：A：标准蛋白；B：40 ℃；C；50 ℃；D：60 ℃；E：70 ℃；F：80
℃；G：90 ℃；H：100 ℃。
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Fig.6    SDS-PAGE electrophoresis of aponeurosis protein with
different pressure holding time

注：A：标准蛋白；B：15 min；C：20 min；D：25 min；E：30 min；
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大后减少，蛋白疏水性逐渐增加。SDS-PAGE 研究

发现，随着温度升高，肌球蛋白重链发生了降解明显，

而肌动蛋白加热后开始略有降解，随着温度升高没有

明显的变化趋势；在高压条件下，肌球蛋白重链条带

逐渐减弱甚至消失，而在不同保压时间肌动蛋白条带

无明显变化。与高压相比，在蒸煮过程中，蛋白质的

降解相对温和。红外结果表明，随着温度的升高和保

压时间的延长，酰胺Ⅰ带的峰值位置向低的波数移

动，反映蛋白质在热处理过程中的变性和蛋白质从

α-螺旋转变为无规则卷曲和 β-折叠。本文为不同部

位的牛肉精深加工精确工艺参数的设定提供了有力

的理论依据。
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