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　　摘要：为了分析氧合肌红蛋白（ＯｘｙＭｂ）的稳定性，分别采用紫外分光光度法、圆二色谱法研究在不同温度（２０～
６０℃）、ｐＨ值（３．０～１１．０）、盐浓度（１％ ～５％）条件下 ＯｘｙＭｂ的蛋白结构及稳定性。结果表明：随着温度的升高，
ＯｘｙＭｂ稳定性减弱；当温度高于４０℃后，ＯｘｙＭｂ的结构发生很大变化，氧化显著加剧；ＯｘｙＭｂ在中性环境下的氧化还
原稳定性最高，同时 ＯｘｙＭｂ在偏碱性环境中的氧化还原稳定性比偏酸性条件中的高；在盐浓度不太高的范围内
（１％～５％），盐浓度高低对ＯｘｙＭｂ的自动氧化没有明显影响。
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　　肌红蛋白（ｍｙｏｇｌｏｂｉｎ，Ｍｂ）是存在于动物肌肉组织细胞中
储存氧、分配氧的色素蛋白质，由１条多肽链构成的珠蛋白
（ｇｌｏｂｉｎ）、１个血红素辅基（１个卟啉环与 Ｆｅ的络合物）构成。
Ｍｂ的含量依赖于动物的种类、性别、年龄、营养状况、肌肉活
动、氧气消耗率、血液循环、肌肉类型及肉的处理方式等［１］。

在放血充分的肌肉中，Ｍｂ是色素物质的主要成分，它与肉类
颜色的深浅呈正相关，因此 Ｍｂ的稳定性也会影响肉色的稳
定性［２－３］。肌肉中的Ｍｂ主要以氧合肌红蛋白（ＯｘｙＭｂ）的形
式存在，研究表明，许多因素会影响 ＯｘｙＭｂ的氧化，主要包括
温度、高铁肌红蛋白（ＭｅｔＭｂ）还原系统活性、氧分压以及脂质
氧化。高温、低ｐＨ值以及非血红素铁的存在会使 ＯｘｙＭｂ更
易氧化。活体内存在的 ＭｅｔＭｂ还原系统可分为酶系、非酶
系，它能维持肌肉中的还原状态，并能将 ＭｅｔＭｂ还原成
ＯｘｙＭｂ，使肌肉中ＭｅｔＭｂ的水平维持在２％～３％左右。宰后
肉中的ＯｘｙＭｂ逐渐发生自动氧化转变为ＭｅｔＭｂ，血红素铁被
氧化，肉色发生褐变［４］。良好、正常的肉色能很好地激起消

费者的购买欲望，从而较好地促进销售；相反，货架期内的变

色会给肉及肉制品市场带来不可低估的负面影响。

相关研究表明，Ｍｂ氧化过程能促进脂质氧化，这一过程
受很多因素影响，包括ｐＨ值、ＭｅｔＭｂ含量、血红素的结合力、
铁离子的游离程度等，同时一些脂质氧化产物也能加速进肌

肉中Ｍｂ的氧化和劣变［５－８］。本研究以猪肉糜中提取所得

Ｍｂ为研究对象，并将其制备成 ＯｘｙＭｂ，研究离体条件下不同
ｐＨ值、温度、盐度对 ＯｘｙＭｂ稳定性的影响，确定影响肉色稳
定的外界因素以及稳定肉色的措施，以期为改善肉色稳定性

提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
新鲜猪肉购自当地农贸市场。无水乙醇、Ｔｒｉｓ、盐酸、硫

酸铵、连二亚硫酸钠、磷酸二氢钾等均为国产分析纯。主要仪

器设备有Ｍ１２４Ａ万分之一分析天平、Ｔ１８型高速匀浆机、ＵＶ
－６１００分光光度计、圆二色谱仪、Ｋ３冷冻离心机、ＨＨ－４数
显恒温水浴锅、ＤＧＧ－９０２３Ａ型电热恒温鼓风干燥箱、ＫＱ－
３００ＧＶＤＶ型三频恒温数控超声波清洗器。
１．２　试验方法
１．２．１　肌红蛋白的提取　肌红蛋白的提取参考相关文献并
适当改进［９－１０］。取 １００ｇ肉糜与 ３００ｍＬ预冷的萃取介质
（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ值＝８．５）混匀，１３０００ｒ／ｍｉｎ匀浆
２ｍｉｎ；然后在４℃条件下于１００００×ｇ离心１５ｍｉｎ，吸出上清
液，置于６５％饱和度的硫酸铵中盐析１ｈ；上清液于１００００ｇ
离心１５ｍｉｎ，取粉红色的滤液，于－２０℃储存待用。
１．２．２　ＯｘｙＭｂ的制备和表征　利用考马斯亮蓝法测定蛋白
浓度后，调整浓度至２ｍｇ／ｍＬ，立即使用。取５ｍＬＭｂ、５０ｍｇ
连二亚硫酸钠反应即得氧合肌红蛋白（ＯｘｙＭｂ）。样品中多余
的连二亚硫酸钠可通过１０倍体积预冷的５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐
缓冲液（ｐＨ值＝７．０）透析除去，透析液换２０次。将透析后
的ＯｘｙＭｂ浓度调至０．２ｍｇ／ｍＬ。总肌红蛋白含量、ＯｘｙＭｂ的
含量根据Ｋｒｚｙｗｉｃｋｉ的方法［１１］计算，具体公式如下：

ＴＭｂ＝－０．１６６Ｄ５７２ｎｍ＋０．０８６Ｄ５６５ｎｍ＋０．０８８Ｄ５４５ｎｍ＋０．０９９Ｄ５２５ｎｍ；
（１）

ＯｘｙＭｂ含量＝（０．８８２Ｒ１－１．２６７Ｒ２＋０．８０９Ｒ３－０．３６１）×１００％；
（２）

ＭｅｔＭｂ含量＝（－２．５１４Ｒ１＋０．７７７Ｒ２＋０．８００Ｒ３＋１．０９８）×１００％。
（３）

式中：ＴＭｂ为总肌红蛋白含量，ｍｇ／ｇ；Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３分别为 Ｄ５７２ｎｍ／
Ｄ５２５ｎｍ值、Ｄ５６５ｎｍ／Ｄ５２５ｎｍ值、Ｄ５４５ｎｍ／Ｄ５２５ｎｍ值。
　　以５０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值＝７．０的磷酸盐缓冲液作对照，将提
取的Ｍｂ、ＯｘｙＭｂ溶液分别在３５０～７００ｎｍ波长处用紫外分光
光度计扫描。蛋白结构采用圆二色谱仪进行表征，圆二色谱

—０６３— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第８期



仪测试参数：参比溶液为ＰＢＳ，石英比色皿厚度为１ｍｍ，扫描
范围１８０～３２０ｎｍ，步阶为１．０ｎｍ。
１．２．３　温度对 ＯｘｙＭｂ稳定性的影响　取 ３ｍＬ制备的
ＯｘｙＭｂ溶液（ｐＨ值＝７．０）分别置于２０、３０、４０、５０、６０℃水浴
中加热１０ｍｉｎ，然后将样品取出迅速浸入冰中，防止温度继续
上升。再于４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后立即用紫外分光光度计
分别扫描３５０～７００ｎｍ波长下的光谱，根据上述Ｋｒｚｙｗｉｃｋｉ公
式计算ＭｅｔＭｂ含量。蛋白结构采用圆二色谱仪进行表征。
１．２．４　ｐＨ值对ＯｘｙＭｂ稳定性的影响　ＯｘｙＭｂ溶液用１０倍
体积，ｐＨ值分别为３．０、５．０、７．０、９．０、１１．０预冷 ５０ｍｍｏｌ／Ｌ
磷酸盐缓冲液透析１５ｈ，再于４０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ。所有
的操作均在４℃条件下进行。取５种 ｐＨ值的溶液，分别用
紫外分光光度计扫描３５０～７００ｎｍ波长下的光谱，根据上述
Ｋｒｚｙｗｉｃｋｉ公式计算 ＭｅｔＭｂ含量。采用圆二色谱仪对蛋白结
构进行表征。

１．２．５　盐度对ＯｘｙＭｂ稳定性的影响　在ＯｘｙＭｂ溶液中分别
加入１％、２％、３％、４％、５％氯化钠，再于 ４０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ。所有操作均在４℃条件下进行。取５种不同盐浓度
的溶液，分别用紫外分光光度计扫描３５０～７００ｎｍ波长下的
光谱，根据上述Ｋｒｚｙｗｉｃｋｉ公式计算ＭｅｔＭｂ含量。蛋白结构采
用圆二色谱仪进行表征。

２　结果与分析

２．１　Ｍｂ的提取、ＯｘｙＭｂ的制备和表征
肉糜中提取的Ｍｂ粗提液经６５％硫酸铵沉淀后，得到红

褐色溶液，进一步制备得到 ＯｘｙＭｂ。图 １显示，Ｍｂ在 ４１２、
５４１、５７４ｎｍ处有吸收峰，ＯｘｙＭｂ溶液在４０７、５３８、５６８ｎｍ处
有吸收峰［１２］。圆二色谱可以用来研究 Ｍｂ、ＯｘｙＭｂ蛋白结构
的变化情况。由图２可见，Ｍｂ在２２８ｎｍ处有１个负峰；当加
入连二亚硫酸钠制备ＯｘｙＭｂ，在２３４ｎｍ处出现１个负峰。结
合光谱结果可知，ＯｘｙＭｂ已经成功制备，蛋白结构没有发生
较大改变。

２．２　温度对ＯｘｙＭｂ稳定性的影响
温度对ＯｘｙＭｂ稳定性的影响通过紫外扫描光谱及圆二

色谱可表征。由图 ３、图 ４可知：当温度为 ２０、３０、４０℃时，
ＯｘｙＭｂ的紫外吸收光谱及圆二色谱图均表明其结构性质变
化不大，但是含量逐渐降低；同时通过计算可知，高铁肌红蛋

白的生成量在 ２０、３０、４０℃分别为（３３．９２±０．０１２）％、
（３７９９±０．０１５）％、（４３．８６±０．０１３）％，逐渐提高；但在５０～
６０℃时，ＯｘｙＭｂ在３５０～４５０ｎｍ的峰形及吸光度明显降低，

圆二色谱显示其特征吸收峰极大减弱，表明 ＯｘｙＭｂ的结构发
生很大变化，蛋白变性加剧；同时通过计算高铁肌红蛋白的含

量［５０、６０℃分别为（６１．３４±０．０１５）％、（６６．１２±０．０１７）％］
可知，含量明显增大。这些结果是由于肌红蛋白的热稳定性

受其结构影响所造成的［１２－１５］。

２．３　ｐＨ值对ＯｘｙＭｂ稳定性的影响
由图５、图 ６可见不同 ｐＨ值下 ＯｘｙＭｂ稳定性的变化。

ＯｘｙＭｂ特征吸收峰由大到小排序为 ｐＨ值 ＝７．０＞ｐＨ值 ＝
９０＞ｐＨ值＝１１．０＞ｐＨ值 ＝５．０，表明 ＯｘｙＭｂ在中性溶液中
稳定性最高，偏碱性环境稳定性较偏酸性环境高。但是在ｐＨ
值＝３的溶液中，ＯｘｙＭｂ沉淀完全，说明在极酸性的环境中血
红素和球蛋白之间的共价键被破坏［１６－１７］。这些结果可能是

由于在中性环境下，ＯｘｙＭｂ的空间结构没有被破坏，而碱性
条件下血红素解离，ＯｘｙＭｂ结构发生改变。
２．４　盐度对ＯｘｙＭｂ稳定性的影响

在制备好的ＯｘｙＭｂ溶液中分别加入不同ＮａＣｌ，使其盐浓
度分别为１％、２％、３％、４％、５％。由图７、图８可以看出：低
盐度的溶液中（１％）稳定性最高；２％ ～５％盐浓度下，ＯｘｙＭｂ
特征吸收峰相差不大；通过计算可知，不同盐浓度对应高铁
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肌红蛋白的生成量［１％、２％、３％、４％、５％盐浓度分别为
（２０．１９±０．０１）％、（２１．３６±０．０１２）％、（２２．６４±０．０１１）％、
（２４．０±０．００９５）％、（２５．０９±０．０１４）％］也没有明显差异，
说明ＯｘｙＭｂ受盐浓度的影响不大。

３　结论

研究结果表明，随着温度的升高，ＯｘｙＭｂ稳定性减弱；当
温度高于４０℃后，ＯｘｙＭｂ的结构发生很大变化，氧化显著加
剧。可见ＯｘｙＭｂ在中性环境下氧化还原稳定性最高；同时，

ＯｘｙＭｂ在偏碱性的环境中比偏酸性条件下的氧化稳定性要
高；在盐浓度不太高的范围内（１％ ～５％），盐浓度的高低对
ＯｘｙＭｂ的自动氧化没有明显影响。
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