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高温处理对牛肉蛋白质组分及其降解的影响
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摘要!以不同高温处理'

""$

$

""E

$

"#"c

分别加热
!

$

F

$

O

$

"#

$

"EL4:

(的牛背最长肌为研究对象$分析其不同溶解性和不

同结构蛋白质的含量$总氮&非蛋白氮&氨基态氮的含量$蛋

白质水解指数以及全肌肉蛋白十二烷基硫酸钠
9

聚丙烯酰胺

凝胶电泳'

/;/9̀ aQZ

(的变化规律#结果表明)水溶性蛋白

和盐溶性蛋白均随加热温度的升高和时间的延长而急剧下

降$

"#"c

加热
"EL4:

后$牛背最长肌中肌浆蛋白含量下降

了
1F)OD

$肌原纤维蛋白含量下降了
1O)11D

#总氮和氨基

态氮含量均呈先升高后降低的趋势$加热时间对非蛋白氮和

蛋白水解指数影响显著'

`

#

$)$E

($

#$$H;8

的肌球蛋白重链

电泳条带随着加热时间的延长逐渐变淡消失$而
<<)!H;8

的

肌动蛋白在整个高温处理过程中均无明显的变化#

关键词!高温处理*牛肉*蛋白质组分*蛋白质降解
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高温肉制品是指加热介质温度高于
"$$ c

*通常为

""E

!

"#"c

+!中心温度高于
""Ec

并恒定适当时间的肉制

品"由于蒸煮温度较高!牛肉高温肉制品中细菌含量低甚至

不含菌!产品保质期长更适合流通!并且具有营养卫生#携带

方便等特点而深受消费者喜爱/

"

0

"而在高温处理过程中蛋

白质的变性#降解和氧化对牛肉制品最终的品质起着重要作

用"目前国内外对于蛋白质降解的研究多集中在干腌火腿#

风鸭等加工过程中的变化!如赵改名等/

#

0研究了金华火腿在

加工过程中蛋白质及游离氨基酸的变化"热处理方面也主

要集中于煮制条件在
"$$ c

以下的低温肉制品!如顾伟刚

等/

!

0对
!

种猪肉汤体系中蛋白质降解产物进行了比较!戴研

等/

<

0研究了欧姆加热对猪肉蛋白质降解的影响!但是对于蛋

白质组分的变化却未有相关研究报道"

而对于高温肉制品!尤其是高温处理过程对牛肉蛋白质

组分及其降解的影响尚未有过报道"因此本试验以不同处

理温度及时间的牛背最长肌为研究对象!通过对其不同溶解

1"



性和不同结构蛋白质的含量!总氮#非蛋白氮#氨基态氮的含

量!蛋白质水解指数以及全肌肉蛋白质十二烷基硫酸钠
9

聚

丙烯酰胺凝胶电泳进行研究分析!为牛肉高温肉制品的现代

化工艺改进提供理论依据"

"

!

材料与方法
")"

!

材料与试剂

牛背最长肌*取样前已排酸
!?

+(夏洛莱公牛*

"1

月龄+!

河南伊赛牛肉股份有限公司-

三氯乙酸#磷酸氢二钠#溴酚蓝#异丙醇(分析纯!天津市

德恩化学试剂有限公司-

丙烯酰胺#四甲基乙二胺*

0Z@Z;

+#

8

!

8

!

9

亚甲基双丙

烯酰胺#考马斯亮蓝
Q#E$

#考马斯亮蓝
=#E$

#十二烷基磺酸

钠*

/;/

+(分析纯!美国
/4

X

L8

公司-

牛血清白蛋白#羟脯氨酸(分析纯!上海伊卡生物技术有

限公司"

")#

!

仪器与设备

全自动凯式定氮仪(

PO1F$

型!济南海能仪器股份有限

公司-

紫外可见分光光度计(

&9A/9!$

型!尤尼柯上海仪器有

限公司-

高速分散均质机(

.N9#$$

型!上海标本模型厂-

高速离心机(

K"FE$

型!长沙湘仪离心机仪器有限公司-

稳压稳流型电泳仪(

;MM9F,

型!北京市六一仪器厂-

凝胶成像仪(

Q7(9;'>9Y=

U型!美国
I4'9=8?

公司-

高压蒸气灭菌锅(

0Ma-I

型!宁波久兴医疗器械有限

公司-

无线温度传感器(

Z((8C9038>H/7:579̀3'

型!丹麦
Z((8C

公司"

")!

!

方法

")!)"

!

牛肉样品的预处理及高温处理
!

顺着肉样纹理!将牛

背最长肌中肉眼可见的表面脂肪#夹层脂肪剔除干净!并修

整切割成大小均匀的方形肉块*

E>L_E>L_">L

+!用蒸煮

袋真空密封包装!随后放入高压蒸气灭菌锅中进行高温处

理"参考张莉莉/

E

0

#"的方法!高温处理条件为(高压蒸气灭菌

锅压力
$)"#@̀ 8

!当温度达到*

""$l"

+!*

""El"

+!*

"#"l

"

+

c

后分别保持
!

!

F

!

O

!

"#

!

"EL4:

!高温处理后的牛肉样品

静置冷却后放在
<c

冰箱冷藏待测"

")!)#

!

牛肉样品高温处理传热曲线绘制
!

高温处理过程中!

牛肉样品中心温度参考张莉莉/

E

0

##的方法!用无线
Z((8C9

038>H/7:579̀3'

温度传感器进行数据记录"

")!)!

!

牛肉样品蛋白的提取

*

"

+不同溶解性蛋白的提取(参照
&457558:

X

J8:

等/

F

0的

方法!并作适当修改!称取
"

X

左右*精确至
$)$$"

X

+处理过

的肉样!加入
"$

倍体积
W

K!)$

盐酸溶液!

"$$$$3

.

L4:

均质

"L4:

!

FE$$3

.

L4:

冷冻*

<c

+离心
"EL4:

!所得上清液即为

酸溶性蛋白"另取
"

X

肉样!加入
"$

倍体积预先冷却至
<c

的提取液
a

*

!)ELL'(

.

A

磷酸二氢钠!

"E)FLL'(

.

A

磷酸氢

二钠!

W

K%)$

+!

"$$$$3

.

L4:

均质
"L4:

!

FE$$3

.

L4:

冷冻

*

<c

+离心
"EL4:

!此步骤重复
#

次!将上清液合并!沉淀备

用"在上清液中加入
E$D

三氯乙酸至终浓度为
"$D

!

FE$$3

.

L4:

冷冻*

<c

+离心
"EL4:

!所得沉淀即为水溶性

蛋白"在第
"

次离心所得的沉淀中加入
"$

倍体积预先冷却

至
<c

的提取液
I

*

!)ELL'(

.

A

磷酸二氢钠!

"E)FLL'(

.

A

磷酸氢二钠!

$)<EL'(

.

A

氯化钠!

W

K%)$

+!

"$$$$3

.

L4:

均

质
"L4:

!

1E$$3

.

L4:

冷冻*

< c

+离心
"EL4:

!此步骤重复

#

次!上清液合并即为盐溶性蛋白"所得沉淀中加入
"$

倍体

积的
$)" L'(

.

A

氢氧化钠!

FE$$3

.

L4:

冷冻*

< c

+离心

"EL4:

!上清液即为碱溶性蛋白"

*

#

+不同结构蛋白的提取(参考
K8524L'

等/

%

0的方法!

并作适当修改!称取
"

X

左右*精确至
$)$$$"

X

+处理过的肉

样!加入
"$

倍体积
#$LL'(

.

A

磷酸盐缓冲液*

!)ELL'(

.

A

磷酸二氢钠!

"E)FLL'(

.

A

磷酸氢二钠!

$)<EL'(

.

A

氯化钠!

W

KF)E

+!

"$$$$3

.

L4:

均质
"L4:

!

"$$$$3

.

L4:

冷冻*

<c

+

离心
"$ L4:

!上清液即为肌浆蛋白"上述沉淀重新溶于

!$LL'(

.

A

W

KF)E

的磷酸盐缓冲液!

"$$$$3

.

L4:

均质

!$5

!

"$$$$3

.

L4:

冷冻*

<c

+离心
"$L4:

!除去上清液!沉

淀溶于
$)"L'(

.

A

W

KF)E

的磷酸盐缓冲液!加入迭氮钠和碘

化钾至最终浓度为
$)$#D

和
$)%L'(

.

A

!

"$$$$3

.

L4:

冷冻

*

<c

+离心
"$L4:

!所得上清液即为肌原纤维蛋白"胶原蛋

白的提取参照
Z4(736

等/

1

0的方法!准确称取
"

X

肉样后加入

OLA#ED

的
=4:

X

73

溶液!

"$$$$3

.

L4:

均质
"L4:

!

EEc

水

浴
"$L4:

!

"#$$$3

.

L4:

冷冻*

<c

+离心
#EL4:

!上清液即为

胶原蛋白!此步骤重复
!

次"胶原蛋白含量测定参照
QI

.

0

OFOE)#!

,

#$$1

&肉与肉制品 羟脯氨酸含量测定'!羟脯氨酸

含量乘以
O)%E

即为胶原蛋白含量"

")!)<

!

蛋白质浓度的测定
!

采用考马斯亮蓝法"

")!)E

!

总氮*

0*

+#非蛋白氮*

*̀ *

+#蛋白水解指数*

-̀

+的

测定

*

"

+总氮(按
QI

.

0E$$O)E

,

#$$!

执行"

*

#

+非蛋白氮(参照赵改名等/

!

0的方法!并作适当修改!

称取
"

X

左右*精确至
$)$$$"

X

+肉样!加入
"$

倍体积的

"ED

三氯乙酸!

"$$$$3

.

L4:

均质
" L4:

!

#E c

静置
"2

!

FE$$3

.

L4:

冷冻*

<c

+离心
"EL4:

!取上清液过滤"

*

!

+蛋白水解指数(总氮用凯氏定氮法测定!非蛋白氮

用微量凯氏定氮法测定!按式*

"

+计算蛋白水解指数"

Y0

N

8Y8

M8

P

"$$D

! *

"

+

式中(

Y0

,,,蛋白水解指数!

D

-

8Y8

,,,非蛋白氮含量!

D

-

M8

,,,总氮含量!

D

"

")!)F

!

氨基态氮含量的测定
!

按
hIYFF$!1

,

1%

执行"

")!)%

!

全肌肉蛋白
/;/9̀ aQZ

电泳

*

"

+全肌肉蛋白的提取(参考
I7>267(

等/

O

0的方法!称取

"

X

左右*精确至
$)$$$"

X

+处理过的肉样!加入
"$LA

提取

液*

"$ LL'(

.

A *8

#

K̀ ^

<

9*8K

#

`̂

<

!

"D /;/

!

W

K %)$

+!

""$$$3

.

L4:

均质
"L4:

!

<c

静置
"2

!

"$$$$3

.

L4:

冷冻

O"

基础研究
!

#$"%

年第
""

期



*

<c

+离心
"EL4:

!所得上清液即为全肌肉蛋白溶液"

*

#

+

/;/9̀ aQZ

电泳(采用
A87L4L(4

/

"$

0的电泳体系!并

参考姜启兴/

""

0

E$的方法!分离胶浓度为
"#D

!浓缩胶浓度

为
ED

"

")<

!

数据处理

采用
/̀ //"O)$

统计软件进行数据分析"

#

!

结果与分析
#)"

!

牛肉高温处理传热曲线

将牛背最长肌置于高压蒸气灭菌锅中!待温度分别达到

*

""$l"

+!*

""El"

+!*

"#"l"

+

c

时绘制高温处理传热曲线!

结果见图
"

"在加热前
#$L4:

!牛肉中心部位温度急剧上

升!并迅速接近至加热介质温度!升温速率不断增加"而在

加热后期则升温速率明显变缓!可能是随着温度的升高!牛

肉表面的蛋白质变性产生了不溶性的凝胶!阻碍了热量从牛

肉表面向中心部位传递/

E

0

#!

"

#)#

!

不同溶解性%不同结构蛋白质含量的变化

由表
"

可知!在原料牛背最长肌不同溶解性蛋白中!含量

最高的为碱溶性蛋白!占
%)"!D

!不同结构蛋白含量最高的是

肌原纤维蛋白!为
1%)#"L

X

.

X

"水溶性蛋白含量在加热初期

与原料相比显著降低*

`

#

$)$E

+!并随温度的升高和时间的延

长呈下降趋势!可能是由于水溶性的肌浆蛋白变性导致的"

"#"c

加热
"EL4:

后!水溶性蛋白较原料下降了
E%)!%D

"

图
"

!

不同处理温度下牛肉的传热曲线

.4

X

J37"

!

K786638:5[73>J3+75'[C77[86?4[[737:6

63786L7:667L

W

7386J375

'

%k!

(

盐溶性蛋白含量的变化趋势与水溶性蛋白相似!与孙丽

等/

"#

0研究的蒸煮对金枪鱼蛋白质热变性的结果一致!可能

是盐溶性的肌原纤维蛋白受热降解造成的"酸溶性蛋白含

量随着加热时间的延长先下降后轻微上升!差异不显著*

`

"

$)$E

+"碱溶性蛋白含量在
""$c

时!随着加热时间的延长

而升高!而在
""E

!

"#"c

时呈先升高后下降#最后增加的趋

势"碱溶性蛋白在加热后期含量增加主要是由肌浆蛋白和

肌原纤维蛋白受热变性生成了不溶于水和盐溶液但溶于

$)"L'(

.

A*8̂ K

溶液的凝结物造成的"

表
"

!

处理温度和处理时间对牛背最长肌蛋白质含量的影响g
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不同溶解性蛋白

水溶性蛋白.

D

盐溶性蛋白.

D

酸溶性蛋白.

D

碱溶性蛋白.

D

不同结构蛋白

肌浆蛋白.
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L

X

1

X
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肌原纤维蛋白.
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!!

肌浆蛋白和肌原纤维蛋白含量均随温度的升高和时间

的延长而快速下降!

"#"c

加热
"EL4:

后!肌浆蛋白含量下

降了
1F)OD

!肌原纤维蛋白含量下降了
1O)11D

"肌浆蛋白

和肌原纤维蛋白受热变性降解成小分子的蛋白质或多肽和

游离氨基酸!从而导致了其含量急剧下降/

"!

0

"随着加热时

间的延长!胶原蛋白含量先下降后基本保持平缓!加热初期

下降主要是胶原蛋白随着加热温度的升高和时间的延长而

降解成小分子蛋白!甚至进一步降解成明胶而溶出!而加热

后期保持平缓是因为胶原蛋白全部变成了可溶性的胶原"

P':

X

等/

"<

0在研究鲑鱼时也发现!当加热到
"#")"c

时!

O$D

的胶原已经溶出"

#)!

!

总氮%非蛋白氮及蛋白水解指数的变化

总氮#非蛋白氮及蛋白水解指数的变化可以客观地反映

牛背最长肌在高温处理过程中蛋白质的降解!结果见表
#

"

!!

牛背最长肌经高温处理后总氮含量显著升高*

`

#

$)$E

+!并在
""$c

加热
OL4:

时达到最大值*

"<)$#D

+"随

着处理温度的升高!总氮含量呈下降的趋势!可能是由部分

水溶性含氮物质溶解到渗出液中!或者部分挥发性含氮物的

损失造成的"在高温处理初期非蛋白氮含量均显著升高

*

`

#

$)$E

+!加热
FL4:

后变化不显著*

`

"

$)$E

+"高温处理

"EL4:

后!

""$

!

""E c

条件下的非蛋白氮含量相差不大"

""$

!

""Ec

时!非蛋白氮含量均先上升后下降!主要是因为

游离氨基酸和多肽分子的聚集!其中水溶性氨基酸和肽类分

表
#

!

处理温度和处理时间对牛背最长肌总氮%

非蛋白氮及蛋白水解指数的影响g

08C(7#

!

Z[[7>65'[?4[[737:663786L7:667L

W

7386J378:?64L7

': 0*

)

*̀ * 8:? -̀'[C77[(':

X

4554LJ5?'354

LJ5>(7

'

%k!

(

温度.
c

时间.
L4:

总氮.
D

非蛋白氮.
D

蛋白水解指数.
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同列上标字母不同表示差异显著*

`

#

$)$E

+"

子转移到渗出液中!使牛肉样品中非蛋白氮的含量降低/

"E

0

"

在
"#"c

时非蛋白氮含量先上升后下降再趋于平缓!与常亚

楠/

"F

0研究煮制条件对鸡腿中总氮和非蛋白氮含量影响的结

果相一致"蛋白水解指数随加热温度的升高和时间的延长

先升高后下降!牛背最长肌在加热初期蛋白水解指数变化显

著*

`

#

$)$E

+"高温处理
OL4:

时!

""Ec

条件下的蛋白水解

指数比
""$

!

"#"c

条件下的都大!为
<)E1D

-而在高温处理

"EL4:

时!

"#"c

条件下的蛋白水解指数达到最大值

*

E)O<D

+"随着高温处理过程的不断进行!在加热后期蛋白

水解指数呈下降趋势!可能是牛肉中水分活度不断降低#

W

K

值发生改变以及离子浓度的升高阻碍了蛋白质的分解"

#)<

!

氨基态氮含量的变化

不同高温处理后的牛背最长肌氨基态氮含量见图
#

"

图
#

!

处理温度和处理时间对牛背最长肌氨基态氮

含量的影响

.4

X

J37#
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(

!!

随着加热时间的延长!牛背最长肌中氨基态氮含量呈现

上升趋势*

`

#

$)$E

+!蛋白质水解作用不断增强"相同加热

时间下!温度越高!氨基态氮含量越高!表明在较高的温度

下!蛋白质的一级结构被破坏!蛋白质发生降解并且其肽键

断裂!从而使得游离的氨基增多/

"%

0

"随着加热时间延长!氨

基态氮含量呈现先平缓后上升后基本平衡的趋势*

`

"

$)$E

+!

""$c

较
""E

!

"#"c

条件下增长趋势缓和!氨基态氮

含量最终分别增加了
$)$"ED

!

$)$!ED

!

$)$!%D

"这与姜启

兴/

""

0

<O研究鳙鱼肉加工特性时的结果基本一致!主要是因为

牛背最长肌中含有较多大分子量的肌原纤维蛋白和胶原蛋

白!而且肌纤维直径大密度小!受热冲击强烈!从而在加热过

程中随温度的升高释放出更多的游离氨基"

#)E

!

/;/9̀ aQZ

凝胶电泳分析

将不同高温处理后的牛背最长肌全肌肉蛋白进行
/;/9

àQZ

凝胶电泳!结果见图
!

"

!!

由图
!

可知!随着处理温度的升高和加热时间的延长!

牛背最长肌中蛋白质发生了降解聚集从而导致许多电泳条

带消失以及新条带产生"结合图
!

*

C

+可知!加热处理后的牛

背最长肌相较于生鲜牛肉的电泳条带!在
#$$)$

!

FF)<H;8

和
<<)!

!

#O)$H;8

条带范围内出现了明显的模糊变淡现象!

"#

基础研究
!

#$"%

年第
""

期



@)

标准蛋白
!

=)

原料牛背最长肌

图
!

!

不同处理温度和处理时间的牛背最长肌全肌肉

蛋白
/;/9̀ aQZ

图

.4

X

J37!

!

/;/9̀ aQZ'[

W
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X
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?'354LJ5>(786?4[[737:663786L7:667L

W
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表明蛋白质发生了高度降解"

#$$)$H;8

的肌球蛋白重链

*

L

B

'54:278+

B

>284:

!

@K,

+随着加热温度的升高和时间的

延长逐渐变淡!而在
"#" c

加热时则完全消失!与
N438

W

'3:

=J:

X

(73?H348:

X

H384

等/

"1

0研究鱼丸高温杀菌时!发现
""Fc

加热
!L4:

时!

@K,

条带明显变浅!加热至
FL4:

时则几乎

完全消失的结果基本一致"而
#O)$

!

<<)!H;8

的蛋白质只

在加热初期发生了轻微降解!

<<)!H;8

的肌动蛋白在整个高

温处理过程中都无明显的变化!表明肌动蛋白比肌球蛋白的

热稳定性明显要高!与
0'3:C73

X

等/

"O

0在鸡肉加热过程中发

现肌动蛋白电泳条带比肌球蛋白条带消失更慢的结果相一

致"随着处理温度的升高和时间的延长!

@K,

电泳条带上

部的颜色会加深!可能是高温使蛋白质发生了过度聚合变

性!产生了聚集现象"

!

!

结论
*

"

+在高温处理过程中!牛背最长肌中的蛋白质高度降

解!蛋白质组分发生了明显变化"水溶性蛋白和盐溶性蛋白

均随加热温度的升高和时间的延长而急剧下降!胶原蛋白含

量先下降后基本保持平稳"

"#"c

加热
"EL4:

后!牛背最长

肌中肌浆蛋白含量下降了
1F)OD

!肌原纤维蛋白含量下降了

1O)11D

"

*

#

+随着加热时间的延长总氮含量呈先升高后降低的

趋势!并在
""$c

加热
OL4:

时达到最大值!为
"<)$#D

"加

热温度对非蛋白氮和蛋白水解指数影响不显著*

`

"

$)$E

+!

而加热时间则对其影响显著*

`

#

$)$E

+"随着加热时间的延

长氨基态氮含量呈上升的趋势!

""$c

较
""E

!

"#"c

条件下

增长趋势缓和!最终分别增加了
$)$"ED

!

$)$!ED

!

$)$!%D

"

*

!

+牛背最长肌中
#$$H;8

的肌球蛋白重链条带随着加

热时间的延长逐渐变淡消失!并在
#$$

!

FF)<H;8

和
<<)!

!

#O)$H;8

条带范围内表现出明显的模糊变淡!而
<<)!H;8

的

肌动蛋白在整个高温处理过程中均无明显的变化"
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表
E

!

菌液处理烟叶后感官质量评价结果g
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J8(46

B

8[67363786L7:6'[6'C8>>'(78+75G462C8>67348([(J4?

样品 香气质
6

香气量
V

浓度
=

柔细度
9

余味
3

杂气
A

刺激性
:

总分
M

发酵后
E)1O E)1F E)1O F)#% E)%O E)%% F)#! EO)O#

,P E)%1 E)%% E)%E F)"F E)F% E)F1 F)$O E1)%O

!!!!!!!
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6UV

+

_#)!U=_")EU9U3UAU:
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结论
本研究从不同类型复烤烟叶样品中分离出

"1

株蛋白质

降解菌株!观察其在蛋白质降解菌选择培养基上生长
<12

和
%#2

降解蛋白质的情况可知!

K*9!

#

K*9<

#

M*9F

#

M*9"$

#

M*9"!

#

.N9"1

降解蛋白的能力较强"进一步测定菌株蛋白

质酶活力表明!

F

种菌株的蛋白酶活性分别为
!<"%

!

##"%

!

!#<F

!

#%1O

!

##"%

!

!$"%d

.

LA

!蛋白酶活力最高的菌株是

在蛋白质降解菌选择培养基上生长快且透明圈与菌落直径

比值较大的
K*9!

"

通过
"F/3;*a

测序!

K*9!

与短小芽孢杆菌*

V)C$??-G

;

-Q$?-G

+的同源性高达
"$$D

!亲缘关系最近!结合形态学与

理化特性!参考&伯杰细菌鉴定手册'!确定
K*9!

为短小芽

孢杆菌*

V)C$??-G

;

-Q$?-G

+"在之前的研究中!黄静文等/

"%

0

从烤烟表面分离到
"

株短小芽孢杆菌
&8:!E

!将其制成菌液

施用于卷烟烟丝!

##c

于
F$D

恒温恒湿箱发酵
#$?

!结果表

明!烟叶纤维素含量#总氮均明显降低!短小芽孢杆菌处理后

的烟叶!烟香#细腻醇均明显提升!烟叶刺激性#杂气均明显

下降!但未报道短小芽孢杆菌
&8:!E

是否具有降解烟叶中蛋

白质的功能"本研究将由
K*9!

制成的菌液喷施于烟叶表

面!烟叶中蛋白质降解率可达
#O)FFD

!证明短小芽孢杆菌

K*9!

能有效降解烟叶中的蛋白质!且能显著改善烟叶的整

体感官质量"综合之前研究可推测短小芽孢杆菌可有效降

解烟叶中蛋白质#纤维素等大分子物质!减少这些大分子物

质在烟叶燃吸时产生的刺激气体等!从而有效改善烟叶的吸

食品质!相关结果有待进一步验证"
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