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基于显微图像的测定值与火腿肠中蛋白质、脂肪、
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摘要：以中国市售的火腿肠为研究对象，采用正置光学显

微镜和成像系统对其被染色的切片进行照相处理，得到

可肉眼观察的照片，并测定和计算蛋白质、脂肪和淀粉的

染色面积所占的像素占总视野像素的百分比。结果表

明，蛋白质、脂肪和淀粉染色面积所占的像素占总视野像

素的百分比与它们在火腿肠中的含量呈正比，与实际结

构感官愉悦评分呈正比例关系；所拍出的照片可直接观

察出蛋白质、脂肪和淀粉在火腿肠中的分布情况，结果表

明其因级别不同而有显著的差异；聚类分析结果表明根

据蛋白质和淀粉染色面积所占的像素占总视野像素的百

分比，及实际结构感官愉悦评分能准确地判定火腿肠的

级别。
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中国是肉类工业大国，２０１６年产量占世界总产量

（３．２９９×１０８ｔ）近３０％
［１］；所产肉制品占肉类产量的

１７％。火腿肠是一种肉质细腻、鲜嫩爽口的即食食品，是

中国重要的肉制品；据报道［２］，２０１３年仅双汇、金锣和雨

润几家企业生产的火腿肠就占中国肉制品产量的４０％～

６０％。为了规范管理火腿肠行业的市场，原中华人民共

和国国家质量监督检验检疫总局和中国国家标准化管理

委员会联合于２００６年１２月１１日发布了ＧＢ／Ｔ２０７１２—

２００６火腿肠国家标准；该标准于２００７年０６月０１日起实

施。此国家标准对火腿肠的主要营养成分脂肪、淀粉及

蛋白质作出了强制性的规定，并以这３种营养成分的含

量为标准将其划分有普通级、优级和特级３个级别。同

时对火腿肠的感官品质也有要求。

在进行火腿肠的生产以及在其市场监督与管理过程

中，检验和判断产品是否合格就必须对脂肪、淀粉及蛋白

质的含量进行测定。特别是为了保护消费者的权益判定

产品的级别是否达标也是必须要做的工作。过去已发表

的一些文献［３－５］对火腿肠品质的评价方法进行了有益的

探索。至今为止，对火腿肠中脂肪、淀粉及蛋白质的含量

仍然是采用化学方法进行测定［６］。化学方法耗时而且需

要用到危险的化学药品。
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近年来，显微照相技术在其它领域已有应用，例如，

识别蛋白以快速检验酵母菌总数［７］、识别马铃薯淀粉以

研究其糊化特性［８］，但是在火腿肠的品质评价方面尚未

见有应用报道。本研究拟利用显微照相技术快速地测定

火腿肠中蛋白质、脂类和淀粉的含量；结合该技术观察到

的微观结构和形态及感官评分聚类分析火腿肠是否达到

国家标准级别。以期将该技术应用于火腿肠的生产和市

场监督管理中，为指导开发便携式的快速照相仪以实现

现场测定提供参考。

１　材料与方法
１．１　原材料

特优级、优级、普通级猪肉火腿肠：双汇牌，产于四川

省绵阳市，购自北碚永辉超市。

１．２　试剂

无水乙醇、二甲苯、中性树胶：分析纯，国药集团化学

试剂有限公司；

ＰＡＳ＋萘酚黄Ｓ染液套装、固定液、油红染液、苏木

素染液、分化液、返蓝液、甘油明胶封片剂：分析纯，武汉

赛维尔生物科技有限公司。

１．３　仪器

脱水机：ＪＪ１２Ｊ型，武汉俊杰电子有限公司；

包埋机：ＪＢＰ５型，武汉俊杰电子有限公司；

病理切片机：ＲＭ２０１６型，上海徕卡仪器有限公司；

冻台：ＪＢＬ５型，武汉俊杰电子有限公司；

组织摊片机：ＫＤＰ型，浙江省金华市科迪仪器设备

有限公司；

烤箱：ＧＦＬ２３０型，天津市莱玻瑞仪器设备有限

公司；

正置光学显微镜：ＮＩＫＯＮＥＣＬＩＰＳＥＥ１００型，日本尼

康公司；

成像系统：ＮＩＫＯＮＤＳＵ３型，日本尼康公司；

冰冻切片机：ＣＲＹＯＳＴＡＲＮＸ５０型，美国赛默飞世

尔公司；

切片刀：ＬＥＩＣＡ８１９型，上海徕卡仪器有限公司。

１．４　试验方法

１．４．１　油红Ｏ染色方法

（１）新鲜冰冻切片固定：将冰冻切片复温干燥后，在

固定液中固定１５ｍｉｎ，再用蒸馏水清洗、晾干。

（２）油红染色：将切片放入油红染液浸染８～１０ｍｉｎ

（加盖避光）后，用蒸馏水清洗。

（３）背景分化：用７５％酒精稍分化后，再用蒸馏水

清洗。

（４）苏木素染色：将切片放入苏木素染液染３～５ｍｉｎ

后，用自来水清洗；再用分化液分化，用自来水清洗；用返

蓝液进行返蓝后，用流水冲洗。

（５）封片：甘油明胶封片剂封片。

最后用显微镜放大２０或２００倍分别进行镜检，采集

图像并分析（拍照时尽量让组织充满整个视野，保证每张

照片的背景光一致）［９－１１］。

１．４．２　ＰＡＳ＋萘酚黄Ｓ染色方法

（１）石蜡切片脱蜡至水中：依次将切片放入二甲苯Ⅰ

中２０ｍｉｎ、二甲苯Ⅱ中２０ｍｉｎ、无水乙醇Ⅰ中５ｍｉｎ、无水

乙醇Ⅱ中５ｍｉｎ和７５％酒精中５ｍｉｎ，然后用自来水洗。

（２）高碘酸染色：将切片放入高碘酸染液中染色

１５ｍｉｎ，用自来水洗，然后用蒸馏水洗２遍。

（３）雪弗染色：再将切片放入雪弗染液中 ２０～

３０ｍｉｎ，要求避光，然后用流水冲洗５ｍｉｎ。

（４）萘酚黄Ｓ染色：接着将切片用蒸馏水洗２遍，在

萘酚黄Ｓ中浸染２ｍｉｎ，用蒸馏水快洗后，再用无水乙醇

进行２次脱水。

（５）脱水封片：将切片放入无水乙醇中５ｍｉｎ、二甲苯

中５ｍｉｎ透明化，用中性树胶封片。

最后用显微镜放大２０或２００倍分别进行镜检，采集

图像并分析（拍照时尽量让组织充满整个视野，保证每张

照片的背景光一致）。

１．４．３　化学分析方法

（１）蛋白质：按ＧＢ／Ｔ５００９．５—２０１６执行。

（２）脂肪：按ＧＢ／Ｔ５００９．６—２０１６执行。

（３）淀粉：按ＧＢ／Ｔ５００９．９—２０１６执行。

１．４．４　火腿肠感官评定方法　在火腿肠的结构感官评分

中有６０名人员参加了评价，男性和女性分别占５０％；尝

试了总共６０根含淀粉的猪肉火腿肠（３个等级；每个等级

２０根）
［１２－１３］。要求所有小组成员填写表格并在品尝样品

后进行感官愉悦评分。其中－４＝极度讨厌，－３＝非常

讨厌，－２＝中度讨厌，－１＝略微讨厌，０＝既不讨厌也不

喜欢，１＝略微喜欢，２＝中度喜欢，３＝非常喜欢，４＝极度

喜欢。将每个等级的每根火腿肠的一半切取１０片５ｍｍ

厚的切片，然后将１０片火腿肠切片分别放在匿名编码的

盘子上，并以随机顺序呈现给每位评分成员。在评分之

前，所有小组成员都进行了口头简报，并且给他们有书面

说明，以避免回味影响对结构的正确评分（通过饮用水进

行漱口３次）。

对剩余的每个火腿肠的另一半用显微照相技术进行

照相和分析。

１．４．５　火腿肠等级划分方法　依据 ＧＢ／Ｔ２０７１２—２０１６

标准划分：Ⅰ为普通级火腿肠；Ⅱ为优级火腿肠；Ⅲ为特

优级火腿肠。

１．５　数据处理与统计分析

对所得的数据利用Ｅｘｃｅｌ２００３和ＳＰＳＳ１９．０进行处

理（包括回归分析和显著性检验），对显微图片利用

Ｉｍａｇｅｐｒｏｐｌｕｓ６．０进行处理，利用 ＭａｔｌａｂＲ２０１５ｂ进行
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Ｋｍｅａｎｓ聚类分析。

２　结果与分析
２．１　火腿肠显微观察

２．１．１　火腿肠切片的油红Ｏ染色　关于脂肪染色后显微

放大２００倍所得的照片如图１所示。油红Ｏ染色区域脂

肪呈鲜红色，细胞核呈蓝色，质间无色，结构清晰细胞形

态良好。

应用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件对每一级别火腿肠切

片放大２０倍的３张重复照片中的红色脂滴面积所占像

素及其占总观察视野像素的百分比进行了测定和计算分

析，所得的结果见表１。单因素方差分析（犉检验）结果表

明３次测定结果之间没有差异性（Ｐ＞０．０５），采用分析化

学可疑值判定方法确定３次测定结果中没有离散（群）

值；３种不同等级火腿肠染色切片中的红色脂滴面积所占

像素及其占总观察视野像

图１　火腿肠切片中脂肪染色照片 （放大２００倍）

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｐｈｏｔｏｓｏｆｆａｔｓｔａｉｎｅｄｉｎｓｌｉｃｅｓｏｆｈａｍｓａｕｓａｇｅ

（ｍａｇｎｉｆｉｅｄ２００ｔｉｍｅｓ）

表１　火腿肠切片中脂肪染色所占像素及其占总观察视

野像素的百分比 （放大２０倍）

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｉｘｅｌｓｏｆｆａｔｓｔａｉｎｅｄｉｎｓｌｉｃｅｓｏｆｈａｍｓａｕｓａｇｅｓ

ａｎｄｔｈｅｉｒｐｅｒｃｅｎｔａｇｅａｃｃｏｕｎｔｅｄｆｏｒｔｈｅｔｏｔａｌｐｉｘ

ｅｌｓ（ｍａｇｎｉｆｉｅｄ２０ｔｉｍｅｓ；狀＝３）

级别 红色脂滴所占像素
脂滴所占像素占视野

总像素的百分比／％

Ⅰ ２６８１１７３．４±２３０８．６ １１．１１±０．１９ａ

Ⅱ ３４４８２６６．６±２０３０１．８ １４．１３±０．９５ｂ

Ⅲ ３１７５９５０．０±２５３６．７ １２．９４±０．３３ｃ

　　同列不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）；视野总像素为

２４５７６０００。

素的百分比差异显著（Ｐ＝０．０１３＜０．０５），具有数理统计

意义。

２．１．２　火腿肠切片的ＰＡＳ＋萘酚黄Ｓ染色　关于蛋白质

和淀粉染色后显微放大２００倍所得的照片如图２所示。

在照片中的ＰＡＳ＋萘酚黄Ｓ染色区域里淀粉呈紫红色，

蛋白质呈黄色，结构清晰，切片形态良好。

应用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件，对每一级别火腿肠切

片放大２０倍的３张重复照片中呈紫色淀粉面积所占像

素及其占观察视野总像素的百分比，呈黄色蛋白质面积

所占像素及其占观察视野总像素的百分比分别进行了测

定和计算分析，所得的结果见表２。单因素方差分析（犉

检验）结果表明与蛋白质或淀粉染色面积所占像素等相

关的３次测定结果之间没有差异性（Ｐ＞０．０５），采用分析

化学可疑值判定方法确定３次测定结果中没有离散（群）

值；３种染色切片中的黄色蛋白面积所占像素及其占总观

察视野像素的百分比差异显著（Ｐ＝０．０４４＜０．０５）或紫色

淀粉面积所占像素及其占总观察视野像素的百分比差异

显著（Ｐ＝０．０１３＜０．０５），具有数理统计意义。

图２　火腿肠切片中淀粉和蛋白质染色照片 （放大２００倍）

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｐｈｏｔｏｓｏｆｓｔａｒｃｈａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｔａｉｎｅｄｉｎｓｌｉｃｅｓｏｆ

ｈａｍｓａｕｓａｇｅ（ｍａｇｎｉｆｉｅｄ２００ｔｉｍｅｓ）

２．２　火腿肠显微观察结果在其品质评价中的应用

２．２．１　照相测定染色面积百分比法测定主要营养成分的

含量　通过比较特优级、优级和普通级火腿肠的主要营

养成分的照相测定结果（染色面积所占像素占观察视野

总像素的百分比）与化学测定结果（表３）发现它们之间具

有线性相关性。通过线性回归分析得到火腿肠切片中淀

粉的染色面积所占像素占观察视野总像素的百分比与其

含量的线性回归方程为：犢＝１８．１４５＋３．０７１犡（犚２ ＝

０．９１６，狉＝０．９５７），蛋白质的染色面积所占像素占观察

视野总像素的百分比与其含量的线性回归方程为：犢＝

表２　火腿肠切片中染色淀粉和蛋白质所占像素及其占观察总视野像素的百分比 （放大２０倍）

Ｔａｂｌｅ２　Ｐｉｘｅｌｓｏｆｓｔａｒｃｈａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓｔａｉｎｅｄｉｎｓｌｉｃｅｓｏｆｈａｍｓａｕｓａｇｅｓａｎｄｔｈｅｉｒｐｅｒｃｅｎｔａｇｅａｃｃｏｕｎｔｅｄｆｏｒｔｈｅ

ｔｏｔａｌｐｉｘｅｌｓ（ｍａｇｎｉｆｉｅｄ２０ｔｉｍｅｓ；狀＝３）

级别
紫色淀粉

所占像素

黄色蛋白质

所占像素

淀粉所占像素占

总像素百分比

蛋白所占像素占

视野总像素百分比
淀粉／蛋白

Ⅰ １１８５３９７３．４±１０６９．０ａ ２６４７３２６．６±２８３１９．６ａ ４９．７５±０．０９ａ １０．３３±１．３０ａ ４．８１±０．３１ａ

Ⅱ １０３６８９３９．５±４１６９５．４ｂ ３８６４２５３．４±５８８８８．２ｂ ４２．１９±３．３９ｂ １５．１７±１．７９ｂ ２．８０±０．６５ｂ

Ⅲ ９５７８４３３．４±２５６８７．７ｃ ４７７４４８０．０±３６９１６．６ｃ ３８．９８±２．０９ｃ １９．６１±１．０１ｃ ２．１０±０．２２ｃ

　　　　同列不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）；视野总像素为２４５７６０００。

２２
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表３　不同等级火腿肠的主要营养成分含量

Ｔａｂｌｅ３　Ｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎ（ｄｒｙｂａｓｉｓ）ｏｆｍａｉｎｎｕｔｒｉｅｎｔｓｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒａｄｅｓｏｆｈａｍｓａｕｓａｇｅｓ（狀＝３） ％

级别 蛋白质 淀粉 脂肪

Ⅲ １４．００±０．４４ ６．５０±０．２４ １２．５０±０．４３

Ⅱ １２．１０±０．３２ ８．１０±０．２２ １３．００±０．３５

Ⅰ １１．００±０．３６ １０．１０±０．３１ １１．４０±０．２８

－２１．７５２＋２．９９３犡 （犚２＝０．９１２，狉＝０．９５５），脂肪的染色

面积所占像素占观察视野总像素的百分比与其含量的线

性回归方程为：犢＝－０．３＋１．０４８犡（犚２ ＝０．８３１，狉＝

０．９１２）；在３个回归方程中犢 为染色面积所占像素占观察

视野总像素的百分比，犡 为测定含量。３个回归方程犚

值都很高，说明不同等级火腿肠的主要营养成分的照相

测定结果与化学测定结果具有非常好的线性关系，从而

可以确定通过主要营养成分的照相测定结果预测化学测

定结果是精确可靠的。

为了验证已建立的上述回归方程用照相测定染色面

积百分比推算出火腿肠中蛋白质、淀粉和脂肪含量的精

确性，再次从每个级别中选取５根火腿肠，分别用化学方

法测出其蛋白质、脂肪和淀粉含量和用照相法测出这３

种营养成分的染色面积比。对化学方法测定出来的蛋白

质、脂肪和淀粉含量的平均值和采用照相法测出来的染

色面积比推算出平均值之间的差异性进行狋检验，结果

表明差异不显著性（Ｐ＞０．０５），具有统计学意义。因此，

再次证明用照相测定火腿肠中蛋白质、脂肪和淀粉的染

色面积百分比能精确地得出出它们的含量。

２．２．２　显微照片直接推断火腿肠的级别　由图１发现普

通级火腿肠的脂肪颗粒大且分布不均匀，优级火腿肠的

脂肪颗粒大小分布较为均匀，特优级火腿肠的脂肪颗粒

小分布均匀。由图２发现普通级火腿肠的淀粉颗粒大小

不均匀且蛋白质含量较少，优级火腿肠和特优级火腿肠

的淀粉颗粒分布均匀且蛋白质含量较高。通过比较３种

不同火腿肠的形态特征发现火腿肠的脂肪、淀粉颗粒及

网络、蛋白质网络有明显的差异，因此，它们可以作为不

同级别的辅助判定标准使用。

２．２．３　照相测定染色面积百分比法预测感官评分　ＧＢ／

Ｔ２０７１２—２００６标准对火腿的组织状态只进行了文字描

述，在实际日常管理的操作过程中具有一定的难度。首

先，要得到较为准确的结果，需要大量品尝评分人员的参

与（一般要求≥５０人），不仅成本大，而且操作难度大且人

为误差较大。特别是文字描述不利于定量分析，执行起

来也较为困难。因此，本研究对火腿肠的结构采用愉悦

评分的方法进行赋值，以利于定量分析，其中火腿肠等级

和淀粉含量呈负相关，与蛋白质含量呈正相关，与脂肪含

量没有相关性。

通过感官评定得出特优级、优级和普通级这３种火

腿肠结构品质的感官评价结果，具体的感官评分如下：特

优级３．９０±０．１２，优级３．６６±０．１１和普通级２．００±０．１３。

单因素方差分析（犉检验）结果表明每个级别的所有评分

结果（２０×１０＝２００）之间的差异没有显著性（Ｐ＞０．０５）；但

是３种不同等级火腿肠结构的感官评定结果之间差异显

著（Ｐ＜０．０５），具有统计学意义。

然后通过显微照相技术得到的蛋白质、淀粉染色面

积所占像素占观察视野总像素的百分比与火腿肠结构的

感官分析所得的评分值建立回归模型，从而得到采用蛋

白质、淀粉染面积所占像素占观察视野总像素的百分比

预测火腿肠结构的感官评分的回归方程：

犢＝７．８２７＋０．０５４犡１－０．１２５犡２（犚
２＝０．９１７，狉＝０．９５７），

（１）

式中：

犢———火腿肠的结构感官评分；

犡１———蛋白质染色面积所占像素占观察视野总像素

的百分比，％；

犡２———淀粉染色面积所占像素占观察视野总像素的

百分比，％。

根据犚２＝０．９１７判断该模型的拟合效果非常好。

为了测试或验证该回归方程预测火腿肠的结构感官

评分的精确性，由３０名品尝评分人员对半根火腿肠的结

构进行感官评价得到实际评分值；而对同一根火腿肠的

另一半进行显微照相分析得出蛋白质、淀粉的染色面积

所占像素占观察视野总像素的百分比，并采用回归方程

预测得到火腿肠的结构感官评分预测值。通过狋检验表

明实际评分值与预测评分值之间没有显著性差异（Ｐ＞

０．０５）。

２．２．４　运用显微照相分析结果聚类判定火腿肠的级别

采用火腿肠结构感官评分的回归方程预测值、蛋白

质染色面积所占像素占观察视野总像素的百分比和淀粉

染色面积所占像素占观察视野总像素的百分比数据进行

聚类分析的结果如图３所示。图３表明，３个不同级别的

图３　火腿肠中染色淀粉和蛋白质所占像素占观察视野

总像素的百分比及感官评分聚类图

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｃｌｕｓｔｅｒｄｉａｇｒａｍｓｏｆｐｉｘｅｌｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｓｔａｉｎｅｄ

ｓｔａｒｃｈｅｓａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓａｃｃｏｕｎｔｅｄｆｏｒｔｈｅｔｏｔａｌ

ｐｉｘｅｌｓｉｎｈａｍｓａｕｓａｇｅｓ

３２

｜Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１ 朱林韬等：基于显微图像的测定值与火腿肠中蛋白质、脂肪、淀粉含量及感官评分间的相关性研究



火腿肠的相关数据很明显地分布在３个不同的区域，可

以很好地区分特优级、优级和普通级的火腿肠样品。因

此，这种方法可以估计火腿肠的质量并对其进行分类。

３　结论
采用显微照相技术测定蛋白质、脂肪和淀粉的染色

面积所占像素战占观察视野总像素的百分比能精确地测

定其在火腿肠中的含量；观察火腿肠的切片照相图可作

为判断其级别的辅助手段；运用显微照相技术测得的蛋

白质和淀粉的染色面积百分比能精确地预测火腿肠的结

构感官愉悦评分；用显微照相技术测得的蛋白质和淀粉

的染色面积百分比以及这２组数据预测得到的结构感官

愉悦评分能有效地判定出火腿肠的级别。所以，显微照

相技术能应用于火腿肠的品质评价。此外，具有应用于

午餐肉、热狗香肠等食品以及可切片处理的可食新鲜植

物组织的分析检测的潜力。

本研究所得出的蛋白质、脂肪和淀粉纤维照相测定

方法比传统的化学测定方法速度快，但是仍然需要在缩

短染色时间方面做进一步的研究。此外，目前所用的专

业设备对操作人员的技术要求较高，需要进一步智能化

以简化人员操作程序；未来还应开发出便携式的快速照

相仪以实现现场快速测定的目标。
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