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摘要#对在
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下贮藏不同时间!

"

#

#

#
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#
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#

#!

周"的原

料猪肉进行肌原纤维蛋白提取#对其羰基(总巯基(自由

氨基(表面疏水性和内源性色氨酸荧光进行测定&结果

表明)随着贮藏时间的延长#羰基含量显著升高!

L

%

")"%

"#总巯基(自由氨基(表面疏水性和内源性色氨酸荧

光含量整体上呈下降趋势!

L

%

")"%

"'贮藏时间与羰基(

总巯基(自由氨基或表面疏水性之间具有显著相关性&

因此#即便在冻藏条件下#肌原纤维蛋白也会出现一定程

度的氧化#导致原料肉品质下降&

关键词#冷冻'贮藏时间'肌原纤维蛋白'氧化
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肉与肉制品是人们日常饮食中必不可少的组成部

分"中国是肉类生产及消费大国!

!"#'

年猪肉产量超过

%5""

万
-

!占肉类总产量的
D!)4[

0

#

1

"低温冻藏由于经

济性和便捷性!在肉类工业中应用广泛0

!

1

"然而!低温冻

藏时肉类营养成分也会发生改变0

&

1

"

目前!原料肉在贮藏过程中的品质改变已引起国内

外相关学者的普遍关注"

ZH,HI.

等0

5

1研究发现!冻藏期间

原料肉的色泽改变与脂肪氧化显著相关"

J+F-.Q.6

0

%

1研

究了冻藏方式对猪肉和牛肉质量损失的影响!结果表明'

风冷贮藏的原料肉质量损失最大"潘君慧等0

D

1对不同方

式冻藏原料肉中蛋白氧化及凝胶特性进行研究!结果发

现'冻藏过程中!未真空包装的原料肉中蛋白质更易氧

化!保水能力下降更快"吴亮亮等0

4

1研究表明!煮制时间

对羊肉样品的剪切力有显著影响"李升升等0

'

1研究发

现!随着牦牛年龄的增加!牦牛肉的食用品质明显下降"

以上研究均表明加工$蒸煮时间和保存方式等对原料肉

品质会有不同程度的影响!其原理仍有待探究"已有研

究多集中在原料肉冻藏过程中脂肪氧化$凝胶特性及肉

类品质等方面!而关于冻藏不同时间的猪肉中肌原纤维

蛋白的变化情况及其相关性研究尚未见报道"

试验拟以新鲜猪肉为原料!

]#'i

下贮藏
"

!

#

!

5

!

'

!

#!

周!考察冻藏时间对原料肉中蛋白羰基$总巯基$自由氨

基$表面疏水性和内源性色氨酸荧光等指标的影响!以期

为原料猪肉冻藏过程中理化性质的改变提供理论依据"

#

!

材料与方法
#)#

!

材料与仪器

#)#)#

!

材料与试剂

猪里脊肉'市售#

!

!
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4

$'[

!上海易恩化学技术有

'%!

8997:;<=>?@ABC

第
&D

卷第
#

期 总第
!#$

期
"

!"!"

年
#

月
"



限公司#

十二烷基硫酸钠%

K7K

!纯度
$%[

&$盐酸胍%纯度
4

$')"[

&$牛血清蛋白%

JK<

!纯度
$4[

&$

%O

亮氨酸%纯

度
4

$')"[

&'北京索莱宝科技有限公司#

#O

苯胺基
O'O

萘基磺酸盐%

<@K

&'纯度
$4)"[

!上海贤

鼎生物科技有限公司#

!

!

5

!

DO

三硝基苯磺酸%

X@JK

&'纯度
%[

!北京百泰克

生物技术有限公司"

#)#)!

!

仪器与设备

N

>

计'

KX<BXAB!#""

型!奥豪斯仪器%上海&有限公司#

紫外.可见光谱仪'

aZO!%%"

型!日本日立公司#

电子天平'

U<#!"&@

型!上海精密科学仪器有限公司#

涡旋混合器'

cXO#

型!上海琪特分析仪器有限公司#

水浴锅'

>>KO!#OD

型!上海博迅医疗生物仪器股份

有限公司#

搅拌机'

;UOYJM!%"#J

型!广东美的生活电器制造

有限公司#

离心机'

>=O&"#'B

型!安徽中科中佳科学仪器有限

公司#

荧光分光光度计'

MKO%%

型!珀金埃尔默仪器有限公司"

#)!

!

方法

#)!)#

!

原料猪肉的贮藏
!

将猪里脊肉于
5i

下剔除肉眼

可见的脂肪%白肉&!切割成
!"

0

左右的肉块!保鲜袋包装

后于
]#'i

冰箱中存放备用"

#)!)!

!

肌原纤维蛋白的提取
!

根据文献0

D

1修改如下'将

#)!)#

中原料肉于
5i

解冻!并分割成均匀的条状!按
#

$

5

%

0

,

3M

&的比例加入磷酸盐缓冲液%

N

>4)"

&!搅拌机中

充分搅拌%搅拌
5

次!停顿
&

次!每次搅拌
#%F

!停顿
%F

&!

于
5i

$

!"""k

0

离心
#%3H/

!弃上清液!重复上述步骤

&

次!随 后 按
#

$

5

%

0

,

3M

&比 例 加 入
@.=E

溶 液

%

")#32E

,

M

&!充分搅拌!调节
N

>

至
D)!%

!用
#""

目纱布

过滤!离心!弃上清液!得肌原纤维蛋白"以牛血清蛋白

%

JK<

&为标准蛋白!利用双缩脲法对上述肌原纤维蛋白

浓度进行测定"

#)!)&

!

羰基含量的测定
!

根据文献0

$

1修改如下'取

'""

/

M

浓度为
!"

#

5"3

0

,

3M

的蛋白溶液!加入
'3M

7@L>

%

#"332E

,

M

&!避光反应
#P

!每隔
#"3H/

使用涡

旋仪均匀样品"随后加入
'3M!"[ X=<

沉淀蛋白"

5i

$

%"""k

0

离心
#"3H/

!弃上清液!加入
#D3M

洗色

液%乙醇与乙酸乙酯体积比
#

$

#

&!捣碎沉淀!静置

#"3H/

"清洗沉淀
&

次!弃上清液!吹干样 品!加 入

D32E

,

M

盐酸胍
D3M

!于
%"i

水浴
&"3H/

!以
!32E

,

M

>=E

做空白!

&4"/3

比色"按式%

#

&计算羰基含量"

2e

"k#"

D

'

:

! %

#

&

式中'

2

...羰基含量!

/32E

,

3

0

-

LI2

#

"

...吸光度值#

'

...摩尔消光系数!

!!5""M

,%

32E

-

13

&#

:

...蛋白浓度!

3

0

,

3M

"

#)!)5

!

总巯基含量的测定
!

根据文献0

#"]##

1修改如下'

取
#3M

蛋白稀释液于试管中%浓度约为
!)"3

0

,

3M

&!加

入
'32E

,

M

尿素和
&[K7K

%以
")#32E

,

M

磷酸盐缓冲液

为溶剂&

53M

!充分混匀!随后加入
#"332E

,

M7X@J

溶

液
#3M

!涡旋振荡
&"F

后室温避光反应
#%3H/

!以磷酸

盐缓冲液做空白!测定
5#!/3

处吸光度值"按式%

!

&计

算总巯基含量"

/e

4&3%&k"k*

:

! %

!

&

式中'

/

...总巯基含量!

/32E

,

3

0

-

LI2

#

"

...

5#!/3

处吸光度值#

*

...稀释倍数#

:

...蛋白浓度!

3

0

,

3M

"

#)!)%

!

自由氨基含量的测定
!

根据文献0

#!

1修改如下'

准确吸取
")!3M

蛋白溶液%浓度为
53

0

,

3M

&!依次加入

!3M#[ K7K

和
#3M")"#[ X@JK

!充分振荡后!于

%"i

水浴
&"3H/

%避光&!加入
")#32E

,

M@.

!

K9

&

溶液

!3M

终止反应!迅速冷却至室温!以蒸馏水为空白!

5!"/3

处比色!通过
%O

亮氨酸标准曲线%

=

e#)"5#P`

")"#D

!

J

!

e")$$

&确定样品中自由氨基含量"

#)!)D

!

蛋白质疏水性含量的测定
!

根据文献0

#"

1修改如

下'制备浓度为
")"5

!

")"'

!

")#%

!

")&"

!

")D"3

0

,

3M

的蛋

白液%稀释溶剂为含
")D32E

,

M@.=E

的
")#332E

,

M

磷酸

盐缓冲液!

N

>D)!%

&!取
53M

稀释液!用稀释溶剂作为空

白!加入
!"

/

M')"332E

,

M<@K

溶液%溶解于
N

>4)"

的

")#332E

,

M

磷酸盐缓冲液&!然后涡旋震荡
#"F

!避光反

应
#"3H/

"测定时仪器参数设置为狭缝宽度
%/3

!激发

波长
&$!/3

!发射波长
5$!/3

!并在分析数据的过程中

扣除空白对照"用荧光强度对溶液的蛋白浓度作图后所

获得的斜率来表示表面疏水指数"

#)!)4

!

内源性色氨酸荧光的测定
!

根据文献0

#&

1修改如

下'用
#)!)D

的方法将蛋白溶液浓度稀释至
")53

0

,

3M

!

利用荧光分光光度计进行测定!仪器参数为狭缝宽度

%/3

!激发波长
!4$/3

!

&"5)%

#

5D")"/3

的发射光谱"

在分析数据的过程中扣除稀释溶剂的发射光谱!以排除

试验过程中所产生的干扰"

#)!)'

!

数据统计分析
!

所有试验均平行
&

次!采用

K-.-HF-H*$)"

软件进行方差分析和显著性分析%

MK7

法&!

字母不同表示差异显著%

L

%

")"%

&!使用
KLKK!"

软件进

行相关性分析"采用
9IH

0

H/')%

软件绘图"

!

!

结果与分析
!)#

!

对肌原纤维蛋白羰基含量的影响

由图
#

可知!肌原纤维蛋白中羰基含量随贮藏时间

(%!

贮运与保鲜
KX9B<_AXB<@KL9BX<X?9@ :LBAKABZ<X?9@

总第
!#$

期
"

!"!"

年
#

月
"



的延长而升高"羰基初始含量为
")!%/32E

,

3

0

-

LI2

!贮

藏
#!

周后羰基含量显著升高%

")%D/32E

,

3

0

-

LI2

&!说

明低温冻藏环境下!蛋白质氧化程度随贮藏时间的延长

逐渐升高"

M+/6

等0

#5

1研究发现脂肪氧化所产生的活性

氧自由基或氢过氧自由基在一定程度上可诱导蛋白质发

生氧化!导致肉品体系品质下降"因此!低温冻藏期间原

料肉中的脂肪氧化可能是导致肌原纤维蛋白氧化的

原因"

图
#

!

贮藏时间对肌原纤维蛋白中羰基含量的影响

8H

0

+I,#

!

ARR,1-F2RF-2I.

0

,-H3,2/1.IQ2/

S

EF2R

3

S

2RHQIHEE.I

N

I2-,H/

!)!

!

对肌原纤维蛋白总巯基含量的影响

由图
!

可知!贮藏
#

周后!总巯基含量显著下降%

L

%

")"%

&"随着贮藏时间的延长%

5

!

'

周&!总巯基含量未见

明显变化"贮藏
#!

周后!总巯基含量下降显著%

L

%

")"%

&!降至%

5")$&m5)&D

&

/32E

,

3

0

-

LI2

"因此!经
#!

周

低温冻藏后!肌原纤维蛋白中总巯基含量整体呈下降趋

势"

bH2/

0

等0

#%

1研究发现氧化体系中的总巯基可氧化为

.

K

.

K

.!促使肌原纤维蛋白发生分子内交联!导致肌原

纤维蛋白质进一步聚集和沉淀!溶解度下降"

;2IT,E

等0

#D

1发现肌球蛋白中总巯基对氧化条件较为敏感!在氧

化条件下可转化为
]K]K]

!从而诱导蛋白质发生聚合"

因此!随着冻藏时间的延长!肌原纤维蛋白发生氧化可能

图
!

!

贮藏时间对肌原纤维蛋白中总巯基含量的影响
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I2-,H/

是导致总巯基含量下降的直接原因"

!)&

!

对肌原纤维蛋白自由氨基含量的影响

由图
&

可知!贮藏
#

周后!自由氨基含量下降!但无

显著性差异%

L

#

")"%

&"贮藏
#!

周后自由氨基含量降至

D&)#5/32E

,

3

0

-

LI2

!下降趋势显著%

L

%

")"%

&"因此!肌

原纤维蛋白中的自由氨基含量随贮藏时间的延长逐渐降

低"李春强等0

#4

1研究发现!随着氧化时间和氧化程度的

增加!自由氨基和巯基含量显著降低!而二硫键含量显著

增加#

K7KOL<_A

结果也表明有大量高分子聚集体生成!

因此!自由氨基含量下降可能是肌原蛋白氧化导致蛋白

质发生聚集!阻碍了自由氨基的暴露"

图
&

!

贮藏时间对肌原纤维蛋白中自由氨基含量的影响
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!)5

!

对肌原纤维蛋白表面疏水性的影响

由图
5

可知!新鲜原料肉中表面疏水性为
!'!)"#

!贮

藏
#

周后表面疏水性无显著变化%

L

#

")"%

&!贮藏
5

周后

表面疏水性显著下降%

L

%

")"%

&"因此!肌原纤维蛋白中

表面疏水性随贮藏时间的延长整体呈下降趋势"刘宝华

等0

#'

1研究发现!蛋白氧化程度随储藏时间的延长显著升

高!部分蛋白质发生聚集!疏水性氨基酸被包埋在蛋白质

图
5

!

贮藏时间对肌原纤维蛋白中表面疏水性

含量的影响
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李
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倩等#冻藏时间对猪肉中肌原纤维蛋白氧化程度的影响



分子内部从而使蛋白质的表面疏水性下降"曹云刚等0

#&

1

研究表明!随着蛋白质氧化程度的加深!肌原纤维蛋白的

结构逐渐展开!使得原先存在于蛋白质内部的疏水基团

发生一定程度的暴露!疏水相互作用在一定程度上促使

疏水基团聚集!导致蛋白质表面疏水性降低"因此!随着

冻藏时间的延长!蛋白质结构发生改变!导致蛋白质发生

交联聚集!可能是肌原纤维蛋白表面疏水性下降的原因"

!)%

!

对肌原纤维蛋白内源性色氨酸荧光含量的影响

内源性色氨酸荧光能够表示蛋白质中氨基酸残基及

其微环境的变化!进而表征对蛋白结构的影响"由图
%

可知!肌原纤维蛋白中内源性色氨酸荧光含量随贮藏时

间的延长显著降低"李玲等0

#$

1研究表明'羟自由基氧化

可降低内源性色氨酸荧光强度#色氨酸主要存在于蛋白

质内部的疏水结构中!由于羟自由基攻击蛋白质肽链!导

致肌原纤维蛋白的结构展开!蛋白质分子表面的色氨酸

残基增多!致使被激发的内源性色氨酸荧光强度降低"

因此!内源性色氨酸荧光强度下降可能是由低温冻藏使

蛋白结构展开导致的"

!)D

!

相关性分析

由表
#

可知!贮藏时间与羰基含量呈正相关!与总巯

基$自由氨基$表面疏水性含量呈负相关!且相关性极显

图
%

!

贮藏时间对肌原纤维蛋白中内源性色氨酸荧光

含量的影响
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著%

L

%
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&#羰基含量与总巯基$自由氨基$表面疏水性

含量极显著负相关%

L

%

")"#

&#总巯基含量与自由氨基含

量显著正相关%

L

%

")"%

&#自由氨基含量与表面疏水性含

量极显著正相关%

L

%

")"#

&"进一步表明原料猪肉在低

温冻藏过程中!肌原纤维蛋白的氧化程度随贮藏时间的

延长逐渐加深"

表
#

!

各指标相关性分析l

X.QE,#

!

=2II,E.-H2/./.E

S

FHF2R,.1PH/6,*

指标 贮藏时间 羰基 总巯基 自由氨基 表面疏水性

贮藏时间
!

#)"""

羰基
!!!

")$&!

((

#)"""

总巯基
!!

]")4D"

((

]")D$%

((

#)"""

自由氨基
!

]")'D'

((

]")'%D

((

")%4!

(

#)"""

表面疏水性
]")4D4

((

]")''"

((

")5%D ")4$5

((

#)"""

!!!!!!!!!

l

!(

表示差异显著!

L

%

")"%

#

((

表示差异极显著!

L

%

")"#

"

&

!

结论
试验主要研究冷冻贮藏时间对原料猪肉中肌原纤维

蛋白氧化程度的影响及其相关性"结果表明'随着冻藏时

间的延长!肌原纤维蛋白中羰基含量逐渐上升!总巯基$自

由氨基$内源性色氨酸荧光$表面疏水性含量总体呈下降

趋势"相关性分析表明'随着冷冻贮藏时间的增加!肌原

纤维蛋白的氧化程度加深"因此!即使在低温冻藏环境下

仍不能阻止原料肉中的肌原纤维蛋白氧化!贮藏时间越

长!肌原纤维蛋白氧化程度越深!原料肉品质下降愈明显"
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结论
试验提出了对残差网络采取替换激活函数与损失函

数的方法!相比传统的
=@@

网络!识别准确率提高了

5)%5[

!表明引入残差学习方式且优化激活函数和损失函

数后的网络分类性能更佳!采用残差网络对红枣表面缺

陷检测的多分类效果较好!对其他水果的表面缺陷检测

具有一定的应用价值"后续可采用
F2R-3.*

结合
1,/-,I

E2FF

的方法!或者使用交叉熵损失函数分类的方法对模

型进行改进"试验中的误差来源除模型本身误差外!还

有红枣照片采集时留下的高光等噪声对网络学习的干

扰!后续可以考虑红色等有色光源的使用是否能减小红

枣图像采集的噪声!以提供更好的分类图片"
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文怀兴等#基于改进残差网络的红枣缺陷检测分类方法研究


