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羟自由基氧化对牦牛肉肌原纤维蛋白生化特性的影响

崔文斌　 王惠惠　 刘小波　 马纪兵　 张　 丽∗　 余群力　 郭兆斌
(甘肃农业大学食品科学与工程学院,甘肃 兰州　 730070)

摘　 要:为探究羟自由基(·OH)氧化处理对宰后牦牛肉成熟过程中肌原纤维蛋白氧化特性的影响,以经

不同浓度(0、0. 5、1、5、10、20 mmol·L-1)羟自由基氧化体系氧化不同时间(0、0. 5、1、12、24、48 h)的牦牛

肉为研究对象,以未经处理的牦牛肉为空白对照,测定不同浓度不同氧化时间下肉样肌原纤维蛋白的羰

基含量、巯基含量、二硫键含量、表面疏水性、Ca / K-ATPase 活性等指标的变化规律。 结果表明,随着

H2O2 浓度的增加及氧化时间的延长,不同处理组间牦牛肉肌原纤维蛋白均表现出不同程度的氧化水

平,其中羰基含量、二硫键含量和 Ca-ATPase 活性均呈显著增加趋势(P<0. 01),而表面疏水性呈先上升

后下降的趋势,巯基含量和 K-ATPase 活性则显著降低(P<0. 01)。 H2O2 浓度增加至 20 mmol·L-1时,与
空白对照组相比,羟自由基处理组羰基含量升高 46. 03%,而巯基含量下降 79. 79%。 综上,羟自由基促

使宰后牦牛肉成熟过程中肌原纤维蛋白发生了显著氧化,增加了蛋白的氧化程度。 本研究结果为牦牛

肉生产加工过程中蛋白氧化控制提供了一定的参考。
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　 　 畜禽宰后加工与贮藏过程中脂肪氧化对肌肉品质

的影响是众所周知的,但随着对宰后肉品成熟研究的

深入,蛋白质的变化逐渐成为关注的另一个目标。 蛋

白质是肉及肉制品中的主要成分,其对肉品的营养品

质和感官风味有着至关重要的作用[1]。 金属离子及

内源氧化剂等会导致肉与肉制品中的蛋白质发生氧化

反应[2]。 蛋白氧化会引起肉及肉制品中蛋白质结构

的显著变化,如蛋白质交联聚合、降解及氨基酸侧链的

改变等[3]。 肌肉蛋白是肉类食品中的重要结构组成,
可影响肉类食品质构、持水能力、风味及营养等多方面

的品质特性[4]。
活畜体内本身存在着内源性抗氧化防御系统,该

系统维持着体内自由基代谢的平衡,而屠宰后的畜禽

肌肉的氧化防御系统被破坏,自由基大量累积,导致肌

肉中的蛋白和脂质同时发生氧化,且脂质氧化的次生

产物同样能引起蛋白质发生氧化[5]。 由于肌肉组织

中含有大量的不饱和脂肪酸、亚铁血红素、金属离子及

其他促进氧化因子[6],活性氧的产生会造成蛋白质氧

化,而在大多数情况下启动蛋白质氧化的是羟自由基

(·OH) [7]。 羟自由基成为直接诱导蛋白质氧化的催

化剂,从而使肉类或肉制品的品质恶化[8]。 Timm-
Heinrich 等[9]发现虹鳟鱼在冷冻储藏过程中蛋白质氧

化后蛋白构象发生变化,暴露出大量的疏水基团,进而

导致蛋白内部交联产生大分子凝聚体。 Decker 等[10]

对火鸡白肌肌原纤维蛋白的研究表明,金属离子

(Fe3+ / Cu2+)与抗坏血酸可在体外试验中诱发肌肉蛋

白的羰基化,同时还发现,对于肌肉而言,少量的 H2O2

就可通过与 O2 反应产生活性氧自由基,这其中抗坏血

酸起到了还原金属离子的作用,从而形成了金属催化

氧化系统的一个循环反应。 Park 等[11] 以猪肉肌原纤

维蛋白为原料,在模拟羟自由基氧化体系研究中发现,
猪肉肌原纤维蛋白氧化后导致羰基、硫代巴比妥酸及

Ca-ATPase 活性发生改变。 陈霞霞等[12] 研究了羟自

由基氧化体系对银鲳肌原纤维蛋白生化特性及其构象
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单元的影响,发现在羟基自由基氧化体系中,银鲳各项

生理生化指标发生了明显的改变;周景丽等[13] 证明了

虾蛄盐溶蛋白结构对羟自由基氧化体系有很大的敏感

性,各项指标均因氧化发生了明显的变化。 研究表明,
适度蛋白氧化有利于提高肌原纤维蛋白的功能特性和

肉制品质构特性,但过度氧化会破坏其功能特性[14]。
相关研究显示,蛋白氧化主要由羟自由基、肌红蛋白自

由基或者脂类次级氧化产物(如丙二醛)等引发。 从

已知的研究结果来看,活性氧(reactive oxygen species,
ROS)可引起肌肉蛋白质氧化生成蛋白交联聚集体和

羰基[15]。 目前,关于牦牛肉的研究主要集中在牦牛肉

营养品质及食用品质方面,而有关其肌肉蛋白的氧化

鲜见报道。
宰后牦牛肉蛋白质易发生氧化,导致其品质下降,

且氧化对牦牛肉蛋白的影响越发突显,因此研究牦牛

肉氧化后肌原纤维蛋白的变化十分有必要。 本研究选

取甘南公牦牛背最长肌为原料,采用羟自由基氧化体

系作用于牦牛肉肌原纤维蛋白 (myofibrillar protein,
MP),通过肌原纤维蛋白羰基含量、巯基含量、二硫键

含量、表面疏水性、Ca / K-ATPase 活性等指标的变化规

律及相互关系比较不同处理组牦牛肉宰后成熟过程中

肌原纤维蛋白氧化特性的变化,探究羟自由基氧化对

牦牛肉肌原纤维蛋白生化特性的影响规律,以期为牦

牛肉生产加工过程中蛋白氧化控制提供理论参考。

1　 材料与方法

1. 1　 材料与试剂

随机选取甘肃甘南藏族自治州同一牧场健康无病

的 36±6 月龄公牦牛 6 头,平均体重 250±50 kg。 牦牛

按照伊斯兰方式进行屠宰。 宰后在其左、右半胴体现

场采集背最长肌,在 0~4℃条件下现场分割成 2 cm×2
cm×3 cm 长条状肉样,锡箔纸包装,置于液氮罐运输至

实验室,于超低温冰箱-80℃冻藏备用。
三氯乙酸(trichloroacetic acid solution,TCA)、盐酸

胍、乙酸乙酯、乙醇、KH2PO4、KCl、K2HPO4、Na2CO3、
HCl、FeCl3、H2O2、抗坏血酸、溴酚蓝、甘氨酸、KOH、
CuSO4. 5 H2O、 四水合酒石酸钾钠、 牛血清白蛋白

(bovine albumin, BSA)、 2, 4 - 二 硝 基 苯 肼 ( 2, 4-
Dinitrophenylhydrazine,DNPH)、哌嗪-N,N’ -双(2-乙
磺酸)均购自天津市光复科技发展有限公司;十二烷

基磺酸钠(sodium laurylsulfonate,SDS)、Tris、乙二胺四

乙酸 ( ethylenediaminetetraacetic acid,EDTA)、5,5′-二
硫代 双 ( 2 - 硝 基 苯 甲 酸 ) [ 5, 5′-Dithiobis - ( 2-

nitrobenzoic acid),DTNB],购自美国 Sigma 公司。
1. 2　 主要仪器与设备

XH-B 型涡旋混合器,江苏康健医疗用品有限公

司;PHS-3 C 型 pH 计,上海仪电科学仪器股份有限公

司;756 P 紫外分光光度计,上海光谱仪器有限公司;
TGL-16 M 高速台式冷冻离心机,长沙湘仪有限公司;
XHF-D 型高速分散器,宁波新芝生物科技股份有限公

司;HX202T 电子天平,慈溪市天东衡器厂。
1. 3　 试验方法

1. 3. 1　 肌原纤维蛋白的提取 　 参照 Park 等[5] 的方

法,并略作修改。 称取 5 g 肉样,加入 10 倍体积(v / w)
标准盐溶液(20 mmol·L-1磷酸钾缓冲液:0. 1 mol·L-1

KCl+ 2 mmol·L-1 MgCl2 + 2 mmol·L-1 EGTA, pH 值

6. 8),13 000 r·min-1匀浆 10 s,离心(4℃,1 000×g,10
min)并弃去上清液。 沉淀用 8 倍体积(v / w)标准盐溶

液溶解后 4℃离心 10 min(1 000×g),弃去上清液,重
复操作 2 次。 沉淀用 8 倍体积(v / w)的 100 mmol·L-1

KCl 溶液溶解,然后 4℃离心 10 min(1 000×g),并弃去

上清液,重复 2 次。 最终所得沉淀中加入 4 mL 25
mmol·L-1磷酸钾缓冲液(pH 值 6. 25),用双缩脲法测

定其蛋白质含量,并绘制牛血清白蛋白标准曲线。
1. 3. 2　 FeCl3 / Vc / H2O2 (氯化铁 / 抗坏血酸 / 过氧化

氢)氧化体系的构建　 参考 Xiong 等[2] 的方法。 固定

FeCl3 浓 度 0. 01 mmol·L-1、 抗 坏 血 酸 浓 度 0. 1
mmol·L-1,共设置 5 个 H2O2 浓度,分别为 0. 5、1、5、
10、20 mmol·L-1,构建氧化体系。 将 5 g 肌原纤维蛋白

均匀分散于构建的氧化体系中,4℃条件下氧化 24 h,
然后用 1 mmol·L-1乙二胺四乙酸终止反应,并将终止

后的肌原纤维蛋白浆置于离心机中离心 (4 000 r·
min-1)10 min,备用。 上述氧化反应在 15 mmol·L-1哌

嗪-N,N’-双(2-乙磺酸)缓冲溶液(pH 值 6. 0,离子强

度 0. 6 mmol·L-1)中进行。 空白对照为未加氧化剂直

接于 4℃放置 24 h 的肌原纤维蛋白。
1. 3. 3　 羰基含量的测定 　 参考 Levine 等[16] 的方法,
并略作修改。 在 10 mL 离心管中加入 0. 5 mL 终止氧

化后的蛋白质溶液与 2 mL 含有 2,4-二硝基苯肼的

HCl 溶液,置于 25℃下反应 40 min,空白样品中不加

2,4-二硝基苯肼。 然后加入 2 mL 20% 三氯乙酸,震
荡后离心(11 000×g,5 min),弃上清。 蛋白质沉淀用 1
mL 的乙醇-乙酸乙酯溶液(1 ∶1,v / v)洗涤 3 次,挥发

完溶剂后将蛋白质悬浮于 3 mL 6 mol·L-1盐酸胍溶液

中,于 37℃条件下水浴保温 30 min,370 nm 波长下测

定其吸光度值。 以空白为对照,采用分子吸光系数

22 000 M-1·cm-1计算羰基含量。
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1. 3. 4　 巯基含量的测定 　 参考 Korchak 等[17] 的方

法,并略作修改。 1 mL 蛋白质溶液与 1 mL 含有 6
mol·L-1盐酸胍、1 mmol·L-1EDTA 的 50 mmol·L-1 Tris-
HCl 缓冲液(pH 值 8. 3)和 10 μL 含 10 mmol·L-15,5-
二硫代双(2-硝基苯甲酸)的 100 mmol·L-1 Tris-HCl
溶液(pH 值 7. 6)混合,然后于 25℃下静置 25 min,并
在 412 nm 波 长 处 测 定 其 吸 光 度 值。 巯 基 含 量

(nmol·mg-1 蛋 白 ) 的 摩 尔 吸 光 系 数 采 用 13 600
M-1·cm-1。
1. 3. 5　 二硫键含量的测定 　 参考 Thannhauser 等[18]

的方法并略作修改,调整蛋白质浓度为 5 mg·mL-1。
取 100 μL 稀释后的蛋白液与 3 mL 新鲜配制的 NTSB
溶液混合,在室温避光反应 25 min,然后在 412 nm 波

长下测定吸光度值(A)。 以 100 μL 25 mmol·L-1磷酸

钾缓冲液(pH 值 6. 25)作空白对照。 采用分子吸光系

数 13 600 M-1·cm-1进行计算:

二硫键含量(nmoL·mg-1蛋白)= A×3 000 000 000
ε×2500

(1)
　 　 式中,A:溶液吸光度值;ε:摩尔消光系数。
1. 3. 6　 Ca / K-ATPase 活性测定 　 参考 Wells 等[19] 的

方法。 反应液 A:0. 18 mol·L-1 Tris-HCl 缓冲液(0. 15
mmol·L-1 KCl,15 mmol·L-1 CaCl2,7. 6 mmol·L-1 ATP,
pH 值 7. 4),测定 Ca-ATPase 活性。 反应液 B:0. 18
mol·L-1 Tris-HCl 缓冲液 ( 7. 6 mmol·L-1 ATP、 0. 3
mol·L-1 KCl,5. 0 mmol·L-1 EDTA,pH 值 7. 4),测定 K-
ATPase 活性。 用 15 mmol·L-1 PIPES ( 0. 6 mol·L-1

NaCl,pH 值 6. 25)将蛋白液稀释为 2 mg·mL-1,取 0. 2
mL 稀释液分别与 2 mL 反应液 A 或 B 在 25℃下培养

10 min 后,加入 1 mL 10%三氯乙酸,然后 4℃ 离心 5
min(2 500×g),取 1 mL 上清液,加入 3. 0 mL 0. 66%钼

酸铵(溶解在 0. 75 mol·L-1硫酸溶液)和 0. 5 mL 新鲜

配制的 10% FeSO4 溶液(溶解在 0. 15 mol·L-1硫酸溶

液),反应 2 min 后于 700 nm 波长下读数。 单位为

μmol Pi·mg-1 protein·10 min-1,用 0 ~ 1. 0 mmol·L-1

NaH2PO4 溶液制作标准曲线并计算 Ca / K-ATPase 活

性,活性大小用磷酸盐含量表示,单位为 μmol Pi·mg-1

protein·10 min-1。
1. 3. 7　 表面疏水性的测定　 参考 Chelh 等[20] 的方法,
并略作修改。 将肌原纤维蛋白溶于 20 mmol·L-1 pH 值

6. 0 的磷酸盐缓冲液中,使蛋白质量浓度为 5 mg·mL-1。
取 1 mL 蛋白溶液,加入 200 μL 1 mg·mL-1溴酚蓝,以无

肌原纤维蛋白的磷酸盐溶液为对照,6 000 r·min-1条件

下离心 15 min,取上清液并稀释 10 倍,在 595 nm 波长

处测定吸光度值。 表面疏水性以溴酚蓝可结合的最终

暴露出埋藏在蛋白质构象内部的疏水性氨基酸残基的

量来表示,按照公式计算溴酚蓝结合量:

溴酚蓝结合量(μg)=
(A对照-A样品)

A对照

×200 (2)

式中,A对照为溴酚蓝吸光值;A样品为样品吸光值。
1. 4　 数据分析

本试验每个处理重复 3 次。 采用 Microsoft Excel
2010 进行数据统计分析,用 SPSS 19. 0 Duncan 法进行

数据的显著性分析。

2　 结果与分析

2. 1　 羰基含量的变化

由图 1 可知,在成熟过程中,经羟自由基氧化系统

氧化的肌原纤维蛋白羰基含量总体呈先增加后减少趋

势,且氧化处理的牦牛肉肌原纤维蛋白羰基含量增加

速度较快,变化差异显著(P<0. 01)。 氧化 0~24 h,随
着氧化剂浓度的增加,羰基含量呈现增加趋势,当氧化

至 48 h,不同浓度氧化剂下羰基含量均有所降低,这可

能是由于一些不稳定羰基化合物的降解引起的。 低浓

度 ( 0. 5 mmol · L-1 ) 氧 化 初 期, 空 白 对 照 组

(0 mmol·L-1)羰基含量为 4. 20 nmol·mg-1蛋白,氧化

至 48 h 时,羰基含量极显著增加至 16. 93 nmol·mg-1蛋

白(P<0. 01)。 高浓度(20 mmol·L-1)氧化初期,空白

对照组(0 mmol·L-1)羰基含量为 11. 13 nmol·mg-1蛋

白,氧化至 24 h 时,羰基含量为 31. 36 nmol·mg-1蛋白

(P<0. 01)。 羰基是蛋白发生氧化的标志性产物,随着

氧化时间及氧化剂浓度的增加,牦牛肉肌原纤维蛋白

氧化程度加剧。
2. 2　 巯基含量的变化

由图 2 可知,随着氧化时间的延长和氧化剂浓度

的增加,经羟自由基氧化系统氧化和未经氧化的肌原

纤维蛋白巯基含量总体呈下降趋势,且氧化处理的牦

牛肉肌原纤维蛋白巯基下降速度较快,变化差异显著

(P<0. 01)。 低浓度(0. 5 mmol·L-1)氧化初期,空白对

照组(0 mmol·L-1)巯基含量为 100. 23 nmol·mg-1 蛋

白,氧化至 48 h, 巯基含量极显著降低至 22. 67
nmol·mg-1蛋白(P<0. 01)。 高浓度(20 mmol·L-1)氧

化初期,空白对照组(0 mmol·L-1)巯基含量为 84. 80
nmol·mg-1 蛋白, 氧 化 至 48 h, 巯 基 含 量 为 20. 71
nmol·mg-1蛋白(P<0. 01)。 此外,经羟自由基氧化后

的总巯基含量明显低于空白对照组,说明牦牛肌原纤

维蛋白总巯基对羟自由基比较敏感。
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注:不同大写字母表示相同浓度不同氧化时间间差异显著(P<
0. 01);不同小写字母表示相同氧化时间不同浓度间差异显著

　 　 　 　 (P<0. 01)。 下同。
Note: Different capital letters indicate significant difference at 0. 01
level in the same oxidation concentration at different oxidation time.
Different lowercase letters indicate significant difference at 0. 01 level
in the different concentration at the same oxidation time. The same as
　 　 　 　 following.

图 1　 牦牛肉肌原纤维蛋白羰基含量的变化

Fig.1　 Changes of carbonyl content of myofibrillar
protein in yak meat

图 2　 牦牛肉肌原纤维蛋白巯基含量的变化

Fig.2　 Changes of sulfhydryls content of
myofibrillar protein in yak meat

2. 3　 二硫键含量的变化

由图 3 可知,随着氧化时间的延长和氧化剂浓度

的增加,经羟自由基氧化系统氧化和未经氧化的肌原

纤维蛋白二硫键含量总体呈增加趋势,且氧化处理的

牦牛肉肌原纤维蛋白二硫键含量减少速度较快,变化

差异显著(P<0. 01)。 低浓度(0. 5 mmol·L-1)氧化初

期,空白对照组 (0 mmol·L-1 ) 二硫键含量为 2. 353
nmol·mg-1蛋白,氧化 48 h 时,二硫键含量极显著增加

至 11. 471 nmol·mg-1 蛋白 ( P < 0. 01)。 高浓度 ( 20

mmol·L-1)氧化初期,空白对照组(0 mmol·L-1)二硫键

含量为 8. 353 nmol·mg-1蛋白,氧化至 48 h,二硫键含

量为 16. 971 nmol·mg-1 蛋白,增加了 50. 78% ( P <
0. 01)。 肌原纤维蛋白含有大量自由巯基,这些巯基

很容易被氧化而转化成分子内或分子间的二硫键,这
也是氧化过程中肌原纤维蛋白聚合的主要途径,随着

氧化时间及氧化剂浓度的增加,肌原纤维蛋白中大量

巯基转换成二硫键,蛋白氧化程度加深。

图 3　 牦牛肉肌原纤维蛋白二硫键含量的变化

Fig.3　 Changes of cisulfide bond content of
myofibrillar protein in yak meat

2. 4　 Ca / K-ATPase 活性的变化

由图 4 可知,随着氧化时间的延长和氧化剂浓度

的增加,经羟自由基氧化系统氧化和未经氧化的肌原

纤维蛋白 Ca-ATPase 活性总体呈上升趋势,且氧化处

理的牦牛肉肌原纤维蛋白 Ca-ATPase 活性上升速度较

快,同一处理时间不同浓度间变化差异显著 ( P <
0. 01)。 低浓度(0. 5 mmol·L-1)氧化初期,空白对照组

( 0 mmol · L-1 ) Ca-ATPase 活 性 为 0. 3 μmol
Pi·mg-1protein·10 min-1,氧化至 48 h,Ca-ATPase 活性

显著增加至 0. 47 μmol Pi·mg-1 protein·10 min-1(P<
0. 01)。 高浓度(20 mmol·L-1)氧化初期,空白对照组

(0 mmol·L-1) Ca-ATPase 活性为 0. 44 μmol Pi·mg-1

protein·10 min-1, 氧化至 48 h, Ca-ATPase 活性为

1. 256 μmol Pi·mg-1protein·10 min-1,与空白对照组(0
mmol·L-1)相比增加了 64. 97%(P<0. 01)。 ATPase 活

性是反映肌球蛋白完整性的指标,肌球蛋白头部催化

中心有 2 个活性巯基( SH1 和 SH2 )。 SH1 负责 Ca-
ATPase 活性,而 SH1 和 SH2 同时负责 K-ATPase 活性。
综上,在氧化过程中 SH1 发生了较大程度的变性。

由图 5 可知,随着氧化时间的延长和氧化剂浓度

的增加,经羟自由基氧化系统氧化和未经氧化的肌原

纤维蛋白 K-ATPase 活性总体呈下降趋势,且氧化处理
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图 4　 牦牛肉肌原纤维蛋白 Ca-ATPase
活性的变化

Fig.4　 Changes of myofibrillar protein
Ca-ATPase activity in yak meat

的牦牛肉肌原纤维蛋白 K-ATPase 活性下降速度较快,
变化差异显著(P<0. 01)。 低浓度(0. 5 mmol·L-1)氧
化初期,空白对照组(0 mmol·L-1) K-ATPase 活性为

0. 708 μmol Pi·mg-1protein·10 min-1,氧化 48 h 时,K-
ATPase 活 性 显 著 降 低 至 0. 674
μmol Pi·mg-1protein·10 min-1(P<0. 01)。 高浓度(20
mmol·L-1 ) 氧化初期,空白对照组 (0 mmol·L-1 ) K-
ATPase 活性为 0. 512 μmol Pi·mg-1 protein·10 min-1,
氧化至 48 h,K-ATPase 活性为 0. 416 μmol Pi·mg-1

protein·10 min-1,与空白对照组相(0 mmol·L-1)比降

低了 18. 75%(P<0. 01)。 肌球蛋白头部催化中心的 2
个活性巯基( SH1 和 SH2)同时负责 K-ATPase 活性。
综上,在氧化过程中,SH1 和 SH2 均严重变性。

图 5　 牦牛肉肌原纤维蛋白 K-ATPase
活性的变化

Fig.5　 Changes of myofibrillar protein
K-ATPase activity in yak meat

2. 5　 表面疏水性的变化

由图 6 可知,随着氧化剂浓度的增加,经羟自由基

氧化系统氧化和未经氧化的肌原纤维蛋白表面疏水性

总体呈增大趋势,且氧化处理的牦牛肉肌原纤维蛋白

表面疏水性增大速度较快,变化差异显著(P<0. 01)。
低浓度 ( 0. 5 mmol·L-1 ) 氧化初期,空白对照组 ( 0
mmol·L-1)表面疏水性溴酚蓝结合量为 46. 79 μg,氧
化 48 h 时,溴酚蓝结合量显著降低至 32. 35 μg(P<
0. 01)。 肌原纤维蛋白被氧化导致蛋白解折叠,表面

疏水性增加,随 H2O2 浓度的增加,蛋白聚集解折叠程

度大于其再折叠程度,表面疏水性逐渐增大。

图 6　 牦牛肉肌原纤维蛋白表面疏水性的变化

Fig.6　 Changes of surface hydrophobicity of
myofibrillar protein in yak meat

3　 讨论

羰基浓度的高低可以评判蛋白质氧化的程度[21]。
羰基含量的增加可能是由于羟自由基(·OH)对氨基

酸侧链或肽链的氧化攻击造成[22]。 本研究中,在羟自

由基氧化体系中,随着 H2O2 浓度增加,羰基含量不断

增加,进一步反映出蛋白氧化程度的变化。 Zhang
等[23]用 H2O2 处理样品时发现,处理后样品的羰基含

量显著高于空白对照组,与本试验得出的结果相一致。
王汉玲等[24]通过羟自由基氧化系统对草鱼肌肉蛋白

进行研究,发现氧化样品随时间的变化,羰基含量显著

增加(P<0. 05),与本试验结果一致。
巯基(-SH)和二硫键(-S-S-)是蛋白质中具有最

高反应活性的基团,在蛋白质的结构稳定性、酶的催化

作用及在蛋白质的成膜特性等方面具有重要作用[25]。
蛋白质氧化会造成巯基含量减少,因此巯基含量可作

为检测蛋白质氧化程度的指标[26]。 本研究结果表明,
氧化至 48 h,不同浓度氧化剂下巯基含量均降至最低,
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这可能是由于巯基被氧化生成二硫键,或者进一步氧

化为磺酸类等产物,从而导致蛋白质结构表面的总巯

基含量的下降[27]。 雷叶斯等[28] 研究羟自由基氧化体

系对大黄鱼肌原纤维蛋白结构影响时发现,随着氧化

时间的延长和 H2O2 浓度的增加,活性巯基含量呈降

低趋势,这与本试验研究结果一致。 蛋白氧化会导致

蛋白质中巯基交联形成二硫键,进而造成巯基含量的

下降[29]。 本试验中,当氧化 12~24 h 时,随着 H2O2 浓

度的增加,巯基含量缓慢降低,这可能是因为此时蛋白

质分子发生重排,使得暴露出来的基团保持恒定,总巯

基含量不再明显降低;也可能是因为羟自由基氧化体

系只氧化暴露出来的特定的巯基,在氧化剂浓度较高

或反应时间较长的情况下氧化达到了平衡,从而使总

巯基趋于恒定[30]。 蛋白质的结构稳定性、酶的催化作

用及蛋白质的成膜特性等均与二硫键的变化有很大的

关联,因此,在探讨蛋白质的性质时,二硫键的变化是

一项重要的测定指标[31]。 本试验结果表明,高浓度

(20 mmol·L-1)氧化期间,二硫键含量上升显著高于其

他处理组,这可能是因为在羟自由基氧化蛋白质的过

程中,巯基被氧化生成二硫键[32]。 巯基和酪氨酸残基

的氧化或者亚硝基化能分别形成二硫键和双酪氨酸

键,促使蛋白质内部或分子间发生交联聚合。 随着氧

化时间和氧化剂浓度的增加,各处理组二硫键含量不

断上升,这可能是因为氧化导致蛋白结构伸展,从而使

临近的巯基生成二硫键[33]。 肌球蛋白头部的 K-ATP
和 Ca-ATP 活性部位都含有巯基,酶活性的变化可以

反映出肌球蛋白氧化后结构的变化[34]。 蛋白质的表

面疏水性是维持蛋白质三级结构的主要作用力,对蛋

白质结构和功能的稳定具有重要意义[35]。 蛋白质氧

化后,蛋白质分子发生折叠,肽腱断裂,使蛋白质分子

内部的疏水性基团暴露,造成蛋白质表面疏水性增加,
因此,蛋白质疏水性也可以反映蛋白质的氧化程

度[36]。 本研究中,高浓度(20 mmol·L-1)氧化过程中,
随着氧化时间的延长,溴酚蓝结合量呈先上升后下降

的趋势(P<0. 01),蛋白质表面疏水性增加,说明羟自

由基的产生可以促进蛋白质氧化作用的进行。 Xiong
等[37]通过对猪肉肌原纤维蛋白氧化研究发现,短时间

的氧化使肌原纤维蛋白质发生较低的变性程度,分子

结构变化不大,暴露少量的疏水基团,表面疏水性低,
这与本试验研究结果相一致。

4　 结论

随着氧化时间的延长和氧化剂浓度的增加,牦牛

肉肌原纤维蛋白中羰基含量呈显著增加趋势;二硫键

含量、表面疏水性和 Ca-ATPase 活性也发生不同程度

的增加,且氧化时间越长,H2O2 浓度越大,蛋白氧化程

度越强。 总巯基含量和 K-ATPase 活性均呈现不同程

度的降低,总巯基含量在氧化时间 48 h、H2O2 浓度为

20 mmol·L-1时下降显著;K-ATPase 活性在高 H2O2 浓

度时下降更为明显。 综上,牦牛肉肌原纤维蛋白对羟

自由基较为敏感,在该氧化体系下蛋白质的氧化性质

发生了明显的变化,肌原纤维蛋白性质的改变与牦牛

肉的加工性能和食用品质有密切关系,所以在牦牛肉

及其肉制品的加工与贮藏过程中应尽量控制肌肉蛋白

的氧化程度,避免其对肉品品质造成的影响。
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Effect of Hydroxyl Radical Oxidation on the Biochemical
Characteristics of Myofibrillar Protein of Yak Meat
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(College of Food Science and Engineering, Gansu Agricultural University, Gansu, Lanzhou　 730070)

Abstract:To explore the effects of the treatment with the hydroxyl free radical(·OH) on myofibril protein oxidation
characteristics during yak meat postmortem. The yak meat oxidized with different concentrations (0, 0. 5, 1, 5, 10 and
20 mmol·L-1) of hydroxyl free radical oxidation system at different times (0, 0. 5, 1, 12, 24 and 48 hours) were as the
research objects, and untreated yak meat as the control groups. The change rules of myofibril protein carbonyl, thiol and
disulfide bond content, surface hydrophobicity, Ca / K- ATPase activity was measured. The results showed that yak meat
myofibrin presented different degrees of oxidation levels among different treatment groups with the increase of H2O2

concentration and the extension of oxidation time. Furthermore, the content of carbonyl group, disulfide bond and Ca-
ATPase activity all presented a significant increase trend (P<0. 01), the surface hydrophobicity increased at first but
then decreased, and the content of sulfhydryl group and K-ATPase activity decreased significantly (P<0. 01). When
H2O2 concentration was increased to 20 mmol·L-1, the carbonyl content of the hydroxyl radical treatment group was
46. 03%, higher than that of the blank control group, while the sulfhydryl group content was 79. 79% lower. In
summary, hydroxyl radicals promoted significant oxidation of myofibrillar proteins during the maturation of post-mortem
yak meat, increasing the degree of oxidation of the protein. The results of this study provide a reference for protein
oxidation control during the production and processing of yak meat.
Keywords:hydroxyl radical oxidation system, yak beef, myofibrillar protein, protein
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