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摘 要: 实验研究了超高压处理条件下绵羊肌肉感官特性、显微结构、钙激活酶(Calpains) 粗酶活性和剪切

力值的变化, 并探讨了超高压处理对绵羊肌肉的嫩化机理。超高压处理后绵羊肌肉的感官特性发生变化, 随处

理压力升高, 绵羊肌肉颜色变淡, 出现轻微的类似蒸煮的成熟风味。在压力为400M Pa, 保压时间为10m in 的

处理条件下, 绵羊肌肉显微组织结构变化明显: 肌节收缩, 肌原纤维的Z 线断裂,M 线降解, I 带变白。当压

力水平在100～ 400 M Pa 范围变动时, 随压力升高,Calpains 粗酶活性显著下降(P< 0. 01) ; 当压力达到40

0M Pa 时, Calpains 粗酶活性几乎失活。超高压处理后绵羊肉的剪切力值显著下降(P< 0. 05)。实验结果表

明, 超高压处理促进了绵羊肉的嫩化。 
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0 引 言 

食品超高压技术(U lt ra2h igh P ressu re P rocessing,U HP) , 可简称为高压技术(H 

igh P ressu re P rocessing, HPP) 或液态静高压技术(Hydro stat ic H igh P ressu r

e,HHP) , 是目前新兴的食品加工高新技术之一。一般是指用100M Pa 以上(100～ 100

0M Pa) 的静水压力在常温下或较低温度下对食品物料进行处理, 达到灭菌、物料改

性和改变食品的某些理化反应速度的效果。高压处理过程中, 物料在液体介质中体

积被压缩, 形成的生物高分子立体结构的氢键、离子键和疏水键等非共价键发生变

化, 使蛋白质、淀粉等变性, 酶失活, 细菌等微生物被杀死[ 1 ]。高压也可以用来改

善食品的组织结构或生成新型食品[ 2 ]。高压处理基本是一个物理过程, 对维生素、

色素和风味物质等低分子化合物的共价键无明显影响[ 3 ] , 从而使食品较好地保持

了原有的营养价值、色泽和天然风味, 这也是高压技术在目前各种食品杀菌、加工

技术领域所独具的特点。关于高压技术用于乳制品、果蔬汁和水产品等的报道已有

很多[ 4- 6 ] , 而高压用于肉类嫩化是近几年研究的新课题。肉类进行100M Pa 以上压

力处理时, 死后僵直期前的牛肉和猪肉, 肌原纤维A 带中间附近的M 线消失, I 带的

纤维变性和凝聚[ 7 ];死后僵直后期, 则A 带和I 带的纤维形成被称为M 桥的结构

[ 8 ]。在150M Pa 压力处理下, I 带的纤维受到破坏,M 桥消失, I 带变得不规则; 在2
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00M Pa 压力处理下,A 带和I 带的纤维被明显破坏, 在300M Pa 时, A带产生开裂[ 9 ]。

高压还能使肌内膜和肌上膜产生分离,导致肌原纤维间隙增大[ 10 ]。可见, 高压技术

应用于肉类嫩化及肉制品加工具有一定的潜力和前景。 

中国是世界上牛、羊肉生产大国。内蒙古地区是中国绵羊肉的主产区。加入W TO 

后, 中国绵羊肉在国际市场具有明显的价格优势。然而, 中国绵羊肉的综合品质与

国外相比存在一定的差距, 宰后肉的成熟和嫩度较差, 直接影响了肉食品的可口

性、可消化性和消费者的购买欲望, 也成为制约中国特别是内蒙古地区绵羊肉出口

的主要因素。高压技术用于肉类加工可以实现杀菌、嫩化、成型, 并可以在产品包

装后进行处理, 从而降低产品的二次污染, 不仅是一种具有实用意义的新方法, 也

是肉制品加工的一条新途径。目前, 在中国要实现把超高压技术应用于肉类加工产

业化生产还需要一个过程,但随着高压处理技术和高压处理设备的不断改进以及人

们对食品品质要求的不断提高, 高压肉食品将成为21 世纪具有特色的新型肉食品之

一。 

1 材料与方法 

1. 1 材料 

来自内蒙古达茂旗蒙古改良绵羊(18 个月龄) , 宰后4 h, 取后腿半腱肌, 去除可见

脂肪、筋腱及结缔组织后, 顺肌纤维分割成约200 g 左右的肉块, 分别进行真空包

装(聚乙烯ö聚酰胺复合膜, 92 kPa) , 随机编号后,置于0～ 4℃条件下(冰盒中) 保

存, 待压力处理。 

1. 2 方法 

1. 2. 1 压力处理 

       压力分别设定为100、150、200、250、300、350、400M Pa 7 个水平, 保压时

间为10 m in, 温度为室温。每个处理设3 个重复, 另设对照组。将真空包装好的肉

样放入高压发生器的进样腔内, 待压力上升到所需压力水平后进行保压, 保压期间

压力波动≤5% , 达到保压时间后卸压, 取出样品, 置于- 80℃的冰箱内保存备用。 

1. 2. 2 主要试剂与仪器 

25% 戊二醛, 1% 四氧化锇, 二甲砷酸钠缓冲液(pH 7. 2) , 巴比妥酸缓冲溶液(pH 7. 

2) , 梯度乙醇溶液(梯度为50%、60%、70%、80%、90%、95%、100% ) , 环氧树脂(Epon8

12) , 醋酸双氧铀, 柠檬酸铅, 乙二氨四乙酸(EDTA ) , 三氯乙酸(T rich lo roacet i

c acid: TCA ) , 氢氧化钠, 氯化钾, 盐酸, 乙酸, 叠氮化钠, 奈氏试剂, 三羟甲基氨

基甲烷( T ris ) , B2巯基乙醇( B2 M ercap toethano l) : 北京华美公司。 

透析袋: 截留分子量为10 000～ 12 000, 直径为20mm , 北京华美公司。 
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酪蛋白(Casein) : 美国Sigm a 公司。压力发生器: 中国兵器工业部第五二研究所高

压自紧实验室提供。 

L KB5 型超薄切片机: 内蒙古分析测试中心提供。 

日立H2700H 透射电镜(日本) , C2LM 型嫩度计, 

EA 940 酸度计,A 288 高速组织匀浆机,LB255M 超速离心机(Beckm an ) , SCR20BC 离

心机(F IMAC ) , 岛津UV 2190 分光光度计。 

1. 2. 3 显微结构的观察 

从冰箱中取出样品, 置4℃水浴中解冻1～ 2 h, 去掉包装, 分割成50 g 肉块, 再切

成1 mm 3 小块, 用3%戊二醛前固定2 h, 用二甲砷酸钠缓冲液冲洗; 1% 四氧化锇后固

定1 h, 巴比妥缓冲溶液冲洗; 梯度乙醇脱水,环氧树脂包埋, 在L KB5 型超薄切片机

上制备50 nm厚的超薄切片, 醋酸双氧铀、柠檬酸铅双染色, 日立H2700H 透射电镜观

察, 拍照。 

1. 2. 4 Calpain s 粗酶活性的测定 

Calpain s 粗酶的提取和活性测定方法参照Koohm araie[ 11- 14 ] 和靳烨[ 15 ] 报道的牛肉

中Calpain s 粗 

酶的提取和活性测定方法并做相应改动而确立。 

1) 绵羊肉中Calpain s 粗酶液的提取溶液配制: 

抽提液: 0. 17M T ris2HCl, 10 mM EDTA , pH 7. 9,1N 乙酸调节 

缓冲液A: 0. 1M T ris2HCl, 4 mM EDTA , pH 8. 0,1N 乙酸调节 

缓冲液B: 0. 05M T ris2HCl, 4 mM EDTA , pH7. 0, 1N 乙酸调节 



透析液: 0. 01M T ris2HCl, 2mM EDTA , pH 7. 0,1N 乙酸调节 

所配以上溶液均置0～ 4℃冰箱中保存备用。 

提取过程: 

从冰箱中取出样品, 置4℃水浴中解冻2 h, 去掉包装, 准确分割成50 g 肉块, 剪刀

剪成小碎块儿后置于匀浆杯中, 加入50 mL 抽提液, 用高速组织匀浆机(1000röm in) 

捣碎30 s, 停1 m in, 再加入50 mL 抽提液, 捣碎30 s, 停1m in, 再加入50mL 抽提液, 

捣碎30 s (防止温度升高, Calpain s 在提取过程中变性失活)。将捣碎的肌浆离心(7

000 g, 30m in) , 上清液用纱布过滤后用1N 乙酸调pH 至6. 1～ 6. 2, 置4℃冰箱静

置20 m in; 离心(6000 g, 30 m in ) , 上清液用1N 乙酸调pH 至4. 9～5. 0, 置4℃冰

箱静置20 m in; 离心(6000 g, 30 m in) , 弃去上清液, 向沉淀中加入7 mL 缓冲液A 

和8 mL 蒸馏水, 轻轻摇匀, 放在磁力搅拌器上置4℃层析箱中搅拌至沉淀全部溶

解。调节pH 值至7. 0 (1N 乙酸调节, 在冰盒中操作) , 然后用冷冻离心机离心(1600

0 röm in, 60m in ) , 取上清液, 加入0～ 1. 8M (NH4) 2SO 4 (边加边搅拌, 防止盐浓

度局部过高而导致酶失活, 在冰盒中操作) , 静置10 m in 后, 离心(16000 röm in, 3

0 m in) , 弃去上清液, 每支离心试管中加入2 mL 缓冲液B 溶解沉淀(冰盒中进行) , 

待沉淀全部溶解后将溶液移入透析袋,放入400 mL 透析液中0～ 4℃条件下透析12～ 

14 h,(在此期间更换透析液3～ 4 次, 用奈氏试剂检查透析外液, 直至透析完全)。

透析完全后, 将透析袋内的溶液再次离心(16000 röm in, 30 m in) , 上清液即为钙

激活酶的粗酶液。提取后的粗酶液置4℃条件下保存备用。 

2) Calpain s 粗酶活性的测定 

Calpain s 粗酶活性是通过测定Calpain s 水解蛋白质所释放的肽链数量的多少来测

定。一般测定以酪蛋白为底物, 反应后测其吸光度。具体步骤如下: 

反应溶剂的配制: 

先用0. 5N N aOH 将酪蛋白溶解, 再将酪蛋白的碱性溶液加入到上述反应溶剂中, 使

酪蛋白含量为5m göm L , 所得溶液即为反应溶液。 

Calpain s 粗酶活性的测定: 

取上述反应溶液1. 5mL , 加入0. 5mL 粗酶液。空白为1. 5 mL 反应溶剂, 加入0. 5 m

L 缓冲液B; 对照为1. 5 mL 反应溶液, 加入0. 5 mL 变性的粗酶液(加热变性: 将提

取到的粗酶液在100℃水浴中煮沸5 m in, 冷却至室温) , 反应总体积均为2 mL。在

室温下反应1 h, 加入2mL 10%TCA 终止反应, 反应液离心(1000 röm in,30 m in) 后, 

在紫外分光光度计278 nm 处测OD 值, 计算每50 g 肌肉中Calpain s 粗酶液的总活

性。A 总= (反应溶液在278 nm 处吸光度- 对照在278nm 处吸光度) ×稀释倍数Calpain 

s 粗酶活性单位为A 总ö50 g 肉。 

1. 2. 5 剪切力值测定 

仪器评定测定肉品嫩度的方法有多种, 包括剪切力值测定、穿透测定和破碎指数测

定法等[ 16 ] , 本实验应用最常用的方法之一剪切力值测定仪测定, 并以肉的剪切力

值作为衡量肉的嫩度的指标。从冰箱中取出样品, 置4℃水浴中解冻2 h, 去掉包装, 

分割成50 g 肉块, 将肉样顺肌纤维走向切成10 g 左右小块, 置沸水中煮至中心温度

75℃(用穿刺温度计测量) 时, 取出冷却, 顺肌纤维切成厚度为1～ 2 mm 的薄片, 然

后在C2LM 型嫩度计上测定剪切力值。 
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2 结果与讨论 

2. 1 超高压处理对绵羊肉感官特性的影响 

2. 1. 1 色泽变化 

在100～ 400M Pa 范围内, 随着压力的升高, 绵羊肉的鲜红色逐渐淡化。压力达到40

0M Pa 时, 样品呈粉红色并伴有轻微的白色小斑点出现。压力处理后肌肉颜色的淡

化可能是由于肌红蛋白对压力处理较敏感, 在不同的压力水平下发生不同程度的变

性。随压力升高, 肉样中出现轻微的白色斑点, 可能是由于部分脂肪组织在压力作

用下发生凝结。样品颜色的变化与压力的变动范围密切相关, 因实验材料的限制未

能对颜色变化与相应的压力处理参数进行优化。实验中所需处理样品量较大, 因肉

的取样部位不同, 肉的组织结构和肌红蛋白含量存在一定的差异, 给实验材料的选



择带来一定的难度。但是, 只要压力、温度、保压时间等参数选择适当, 就可以解

决压力处理后肉样的颜色淡化问题。 

2. 1. 2 风味变化 

压力为400M Pa 处理下的绵羊肉样品产生轻微的类似蒸煮的风味, 这种蛋白质“熟

化”特征的出现可能是由于压力处理导致肌肉蛋白质的高级结构遭到破坏, 使蛋白

质变性。这种压力变性与热处理变性不同: 加热使蛋白质变性是由于分子的剧烈运

动, 使分子链上较弱的键断裂而发生变性; 加压变性对蛋白质的共价键无影响, 是

非共价键遭到破坏。风味的形成可能是因为高压处理加速肌肉中腺嘌呤核苷三磷酸

(A TP) 及腺嘌呤核苷二磷酸(ADP) 的降解, 其代谢产物次黄嘌呤核苷酸( IM P)、5′

2 鸟苷酸(GM P)、次黄嘌呤核苷( INO ) 和次黄嘌呤(HYP) 含量在短时间内快速增加, 

而这些产物恰好是肌肉代谢成熟(A ging) 过程中产生的呈味物质,这也表明超高压

处理有助于提高绵羊肉的成熟和嫩度。 
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2. 2 超高压处理对绵羊肉显微结构的影响 

1) 图1 是绵羊肉显微结构图。构成肌原纤维的粗丝和细丝排列在某一区域形成重

叠, 从而形成了显微镜下观察时所见的明暗相间的条纹即横纹。光线较暗的区域称

为暗带(A - 带) , 光线较亮的区域称为明带( I-带)。A 带的中央有一条暗线称为M 

线, 将A 带分为左右两半, 在M 线附近有一颜色较浅的区域, 称为H 区。I带的中央

也有一条暗线, 称之为Z 线, 将I 带从中间分为左右两半。两个相邻Z 线间的肌原

纤维称为肌节(Sarcom ere)。肌节是肌原纤维的重复构造单元, 也是肌肉收缩、松弛

交替发生的基本单位。 

2) 由图2、3、4 可见, 压力处理后绵羊肌肉的肌节普遍缩短。超高压处理条件下肌

节的收缩是因为压力处理使得A TP 酶被激活,A TP 向ADP 转化释放的能量推动肌动

蛋白(构成细丝的主要成分) 向肌球蛋白(构成粗丝的主要成分) 方向移动, 使粗丝

和细丝相互重合导致肌纤维收缩, 肌节缩短。能是因为分布在I 带处的肌动蛋白、

原肌球蛋白(T ropom yo sin) 和肌钙蛋白(T ropon in) 等主要结构蛋白在压力处理下

发生变性形成凝胶状态而呈现白色条带区。M 线降解主要是分布在M 线的肌酸激酶

(Creat ine Kinase)、M 蛋白(M 2P ro tein) 和肌间球蛋白(M yom esin) 3 种结构蛋白

在400M Pa 压力下出现凝胶化状态, 而在显微结构照片上呈现白色条带。 

3) 在400M Pa 压力处理下, 绵羊肉显微结构的Z盘崩解, Z 线断裂或消失,M 线降解, 

I 带呈现白色。而对照中I 带呈现同Z 线相平行的线条阴影区,M 线呈现暗黑色条带

状并可看到相互平行的条纹。I 带变白可 



2. 3 超高压处理对绵羊肉中Calpain s 粗酶活性的影响 

由图5 可以看出, 压力在400M Pa 内, 随着压力的升高 Calpain s 粗酶活性显著下降

(p < 0. 01)。压力由100M Pa 升高到200M Pa 的过程中, Calpain s 粗酶活性下降速度

迅速; 当压力由200M Pa 升到400M Pa 时,Calpain s 粗酶活性下降速度缓慢; 压力达

到400M Pa时, Calpain s 粗酶活性接近于零。压力处理后Calpain s粗酶活性的下降, 

一方面是由于高压处理瞬间提高了肌浆中钙离子浓度, Calpain s 被激活, 发挥水解

蛋白质的作用, 而随着钙离子浓度的继续升高, Calpain s 发生自溶作用; 另一方

面, 是由于钙离子浓度较高, 钙激活酶抑制蛋白(Calpastat in) 竞争性地与酶的活

性中心结合, 也抑制了酶的活性。在压力为400M Pa 下, Calpain s 已经基本变性失

活, 这可能是因为压力处理破坏了酶的三级结构和四级结构, 使Calpain s 的空间构

象和活性中心受到部分破坏而变性失活。这些结构的变化程度在不同的压力范围内

有所不同。曲线上压力为300M Pa 时的Calpain s 粗酶活性比250M Pa 时略微回升, 可

能是因为压力处理使酶的空间构象遭到不同程度的破坏, 受破坏的酶的空间构象进

行自我修复或者酶的活性中心重新暴露, 使酶的活性略微上升。 

Calpain s 是一种钙激活中性半胱氨酸内肽酶, 在肌肉的成熟和嫩化中发挥重要作用

[ 17- 19 ]。高压处理后钙激活酶活性显著下降, 同时肌肉嫩度又在增加, 这并不矛盾。

这是由于Calpain s 受钙离子和钙激活酶抑制蛋白(Calpastat in) 的专一性调控, 其

表现活性所需钙离子浓度与其发生自溶作用所需钙离子浓度基本相似(Ca2+浓度为100 

LM ) [ 20- 24 ] , 也就是说Calpain s 被激活后发挥水解肌肉蛋白的作用的同时也在发生

自溶作用。Calpain s 在未被激活的情况下没有活性, 对细胞不产生伤害; 被激活

后, 发生自溶作用的同时也在水解肌肉中起连接和支架作用的蛋白质, 从而使肌肉

的剪切力值下降, 嫩度增加。可见, 超高压处理后Calpain s 的表观活性下降并不说

明Calpain s 的低水解能力, 相反, 正反映出其水解作用的进行和加强。 
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2. 4 超高压处理对绵羊肉剪切力值的影响 

由图6 可以看出, 随着压力的升高, 绵羊肉的剪切力值一直呈下降趋势, 分析结果

表明压力处理使绵羊肉的剪切力值显著下降(P< 0. 05)。压力处理后绵羊肌肉剪切

力值的下降, 一方面由于压力处理导致肌肉显微结构发生变化, 肌节收缩, 肌纤维

断裂, 肌原纤维小片化和结构蛋白的凝胶化。另一方面由于高压处理使肌浆网和线

粒体中的钙离子被释放出来, 提高了钙离子浓度, 钙 

激活酶被激活, 水解肌纤维中起连接和支架作用的蛋白质, 引起细胞结构的弱化。 

肌肉的嫩度受很多因素的影响, 如宰前家畜的年龄、性别、营养状况、宰后尸僵和

成熟以及处理方法等。近十年来, 国外一些肉品科学家进行大量研究后提出:肉质

改善的根本原因是横纹肌肌原纤维小片化, 肌肉纤维丧失完整性。可见, 实验中超

高压处理使绵羊肉的肌节收缩, 肌原纤维断裂, 剪切力值下降, 很大程度上说明了

超压力处理发挥了对绵羊肉的嫩化作用。 



3 结 论 

1) 超高压处理后, 绵羊肌肉的颜色变淡, 产生轻微的类似蒸煮的成熟风味; 肌节缩

短, 肌原纤维断裂和小片化, 结构蛋白出现凝胶化状态; 钙激活酶粗酶活性下降和

剪切力值的下降, 均表明超高压处理促进了绵羊肉的成熟和嫩化。 

2) 超高压技术对肉的嫩化机理主要是高压使肌肉的显微结构和内源蛋白酶发生变

化, 从而提高肉的嫩度。 
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