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摘 要:肉制品在贮藏一段时间后，颜色会变成让人难以接受的程度，为肉制品的销售带来不利影响。肉制品颜色的
变化在一定程度上与蛋白质氧化有很大地关系。对肉制品中蛋白质氧化的研究有助于延缓肉制品颜色的劣变，提高
肉制品的货架期。主要就蛋白质氧化的机理、氧化后蛋白质发生的主要变化以及氧化后蛋白质的评价技术作了阐述，
旨在建立食品中蛋白质氧化的完善评价机制。
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蛋白质不仅是生物体的重要组成成分，而且在

生命活动中担负着催化、调节、转运、贮存、运动和支
架作用等功能。蛋白氧化是肉制品功能性质改变的
重要原因。蛋白质在自由基的作用下，可发生包括
脂质过氧化加合物的生成、二硫键的连接、酪氨酸侧
链的硝基化和氨基酸的羰基化等一系列共价修饰作

用
［1］。现有关蛋白质氧化的研究主要集中在医药卫
生领域。在体内外环境中，蛋白质是自由基和其它
氧化剂攻击的主要目标。氧化使蛋白质的功能丧
失，可以影响到酶的活性、受体、膜转运蛋白等蛋白
质的正常功能，可引起诸如衰老［2－3］、糖尿病［4］、帕金
森氏病( parkinson disease，PD) 等一系列疾病。更严
重的是，当机体处于过度运动［5］时也会引起蛋白质的

氧化损伤。蛋白质在体外自由基的作用下，其羰基
含量、巯基含量、二聚酪氨酸含量、表面疏水性等方
面已作为蛋白质氧化测定的指标。有关蛋白氧化产

物测定方面的研究还很少，还没有建立起完善的氧

化机制。食品当中蛋白氧化测定指标的进一步研
究，对提高产品质量、保护人体健康方面具有重要的
现实意义。

1 蛋白质氧化的机制
蛋白质氧化

［6］，是指血浆或组织细胞的蛋白质在

自由基及其相关氧化物的作用下，某些特定的氨基

酸残基发生反应，导致蛋白质功能与结构上的变化，

对氧化物的亲和力增强，易于水解、聚合、交联作用
而导致细胞功能性损害

［7］。
肌肉组织中含有或者产生反应性氧系 ( reactive

oxygen species，ROS) ，ROS包括:羟基自由基( HO·) 、
超氧自由基阴离子 ( O－

2 ·) 、NO、过氧化物自由基
( ROO·) 、过氧化氮自由基 ( ONOO－ ) 、单氧 ( 1O2 ) 、

次氯酸( HClO) 、过氧化氢( H2O2 ) 。还有其他一些活
性的醛基和酮基。活性氮 ( reactive nitrogen species，
RNS) ，RNS主要指含氮自由基及其衍生物，如 NO·、
ONOO－及 ONOOH。它们都是引起蛋白质氧化损伤
的重要因素。
在体内环境和体外实验中，吞噬细胞的活化作
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用被认为通过呼吸作用产生 H2O2 和过氧阴离子

( O －
2 ·) 并释放亚铁血红素过氧化物酶，这种酶可以
催化 H2O2 和通过生理作用产生的 Cl －

形成具有强氧

化活性的 HClO。HClO可以和许多具有生物意义的
物质反应，比如:蛋白质、DNA、脂肪、胆固醇等，其中
的蛋白质是细胞内 HClO最大的攻击目标，但要取决
于它们各自的量的多少。通过对反应速度常数的确
定，与 HClO反应的氨基酸顺序如下:

Met ＞ CysCystine～His～α－ amino ＞ LysTyr～
Arg ＞ Gln～Asn［8］。
羟自由基 ( ·OH) 是人体内最重要的自由基。

因此对羟自由基的消除率作为反映药物抗氧作用的

重要指标。羟自由基( ·OH) 有反应活性大、寿命短
( 小于 10 －4 s) 、存在浓度低的特点。韩鹤友［9］等、王
仕良

［10］
等都对羟自由基的产生及测定进行了研究。
蛋白氧化和脂类的氧化被证实都是由自由基链

式反应引起的，ROS与蛋白质的氧化反应历程包括:
去氢、电子传递、加成、断裂和重排、二聚、歧化和取
代。跟脂肪氧化一样，同样包括:起始、传递、终止三
个阶段

［11］。
表 1 蛋白质被氧化的脂类催化发生氧化的
可能作用机制( L = lipid; P = protein)

引发 L→L·
传递 L· + O2→LOO·
抽氢 LOO· + P→LOOH + P·( －H)
延伸 LOO· + P→·LOOP
复合 ·LOOP + P + O2→·POOLOOP
聚合 P－P· + P· + P→P－P－P· + P－P－P

2 氧化过程中蛋白质所发生的主要变化
自由基介导的蛋白质氧化致使多肽链发生氧化

断裂、蛋白质侧链氨基酸发生氧化修饰、以及蛋白质
－蛋白质发生交联。
蛋白质不含有天然存在的羰基基团，它们主要是

靠氧化机制引入到蛋白质中的。如赖氨酸的 α－氨基
的氧化脱氨基作用、脯氨酸和精氨酸中第二位上碳原
子的氧化作用都可以形成羰基基团

［12］。蛋白质的羰
基物质能够通过以下四种途径产生

［14］:氨基酸侧链的

直接氧化;肽骨架的断裂;和还原糖反应;结合非蛋白

羰基化合物。蛋白质氧化过程中的脱氨反应可能是产
生蛋白质羰基的主要反应。此外，羟自由基可引起蛋
白质一级结构的破坏，在断裂处产生羰基。
蛋白质在氧化过程中，巯基转换成二硫键是蛋

白质氧化过程中的显著变化，它可以作为蛋白质氧

化的指标之一。
蛋白质分子中半胱氨酸的－SH 可被氧化形成二

硫键，酪氨酸可氧化形成二酪氨酸，这样可造成蛋白

质交联。在乳中的研究也证明，通过半胱氨酸的巯
基氧化形成二硫键连接、两个氧化的酪氨酸残基的
络合作用可生成由 ROS 介导的蛋白质间交联衍生
物。但二酪氨酸作为蛋白质氧化损伤的指标要受到
蛋白质样品种类的限制。
氧化诱导蛋白质分子结构展开，使非极性残基

不断暴露，这将导致蛋白质分子的疏水性发生变化。

3 食品中蛋白质氧化的评价及主要研究方法
崔旭海

［6］
等在对乳蛋白氧化的研究中指出，由蛋

白质氧化引起的蛋白物理化学改变，会增加或降低

乳蛋白质凝胶能力，并进一步影响乳蛋白的乳化及

保水能力。在肉和肉制品的研究方面，蛋白质氧化
可使蛋白质的结构发生变化，这一变化将引起蛋白

质溶解性的损失，进而改变肉制品中凝胶性、乳化
性、粘性、溶解性和水合作用。氧化引起的肉制品的
变色问题，可能是其中的血红素铁或者多肽部分被

氧化，或者是二者皆有的氧化所引起的，还需做进一

步的研究
［14］。

3.1 蛋白质氧化与羰基含量
羰基的形成( 醛基和酮基) 是被氧化蛋白质中的

一个显著变化。蛋白质羰基含量是蛋白质氧化损伤
的敏感指标，且相对较容易测量［13］。
孔保华

［15］
等利用体外羟自由基( ·OH) 产生氧

化体系( hydroxyl radical generating system，HRGS) ，主
要由 FeCl3、Asc( 抗坏血酸) 和 H2O2通过铁的氧化还

原反应产生羟自由基。Fenton 类型的反应是生物体
系中形成羟自由基的主要反应。Asc 是强还原剂，可
将 FeCl3 中的 Fe3 +

还原成 Fe2 +，之后 Fe2 +
又和强氧化

剂 H2O2 反应生成·OH，其反应方程式如下:
Fe2 + + H2O2→ ·OH + OH － Fenton反应
上述反应生成的羟自由基攻击蛋白质的侧链或

肽键，形成蛋白过氧化物。他们认为，如果这些过氧
化物是在 α－碳原子或其他氨基酸残基的碳原子上，
就会使羰基含量增加，转化成羰基基团。这就是蛋
白氧化后蛋白质羰基含量增加的原因。
常用的检测蛋白质羰基含量的方法主要有: 硼

氢化钠法
［16］、荧光素肼法、荧光胺法、免疫杂交法［17］

和酶联免疫法
［18］
等。2，4－二硝基苯肼( DNPH) 比色

法是测定蛋白羰基含量的最常用的方法。其原理
为:蛋白氧化后形成的羰基可与 2，4－二硝基苯肼反
应生成红棕色的 2，4－二硝基苯腙沉淀，此沉淀用盐
酸胍溶解后，在分光光度计上 370nm处有吸光度值，
从而测出蛋白质中的羰基含量

［19］。其含量用每毫克
蛋白中含有多少 μmol 的羰基来表示。这是测定的
经典方法，适合实验室的一般测定。也可以利用与
2，4－二硝基苯肼作用，生成棕色物质后再采用紫外
分光光度法、HPLC 或质谱检测。也可用抗－2，4 －
DNP抗体，利用 Western 印迹、免疫组化及 ELISA 法
检测。

3.2 蛋白质氧化与巯基含量
蛋白质在氧化过程中，巯基转换成二硫键是初

期的一个反应产物
［20］。崔旭海［21］等在乳制品中的研

究认为，巯基的降低可能是因为氧化在乳清蛋白多

肽分子之间或内部形成了二硫键，或者是进一步氧

化成磺酸类或其他氧化产物，从而导致蛋白结构表

面的总巯基含量的下降。
Ellman法是目前测定蛋白质中游离巯基和二硫

键含量的快速、简便的方法。欧仕益［22］等、刘莉［23］等
均采用 Ellman法分别测定了豆奶蛋白及血清中总巯
基含量。它是 Ellman 在 1959 年发明的，即利用 5，
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5’－二硫代－2－硝基苯甲酸( DTNB) 与游离－SH 反应，
反应产物是一种在 412nm 处生成有最大吸收峰的黄
色物质，采用分光光度法测定。该法简单、快速、直接，
是测定纯蛋白质溶液中巯基的一种理想方法。
3.3 蛋白质氧化后的二聚酪氨酸含量
蛋白经过·OH氧化修饰后，二聚酪氨酸是一个

有效的测定指标
［24］。崔旭海［21］等在乳清蛋白氧化的

研究中，是参考 Davies 描述的方法测定乳清蛋白中
二聚酪氨酸含量的

［25］。孔保华［15］等在乳清分离蛋白
氧化的研究中，二聚酪氨酸含量也是采用上述方法。
此方法是将蛋白溶解在 pH为 6.0 的高离子强度的磷
酸盐缓冲液中，该溶液中含有浓度为 0.6 mol / L 的
KCl，溶液经滤纸过滤除去不溶性物质后用荧光分光
光度计进行测定。李冰冰［32］等研究指出二酪氨酸可
以作为蛋白质氧化损伤的指标，但这种指标受到蛋

白质样品种类的限制。具体使用 Amado 方法，采用
325nm的激发光，415nm处发射荧光，测定其荧光值。
Hanan等［26］和 Kristensen 等［27］研究发现肌球蛋白经
氧化修饰后二聚酪氨酸的含量增加。采用气相色
谱 /质谱联用( gas chromatography / mass spectrometry，
GC / MS) 也可以检测酪氨酸残基氧化产物。GC / MS
法可以在复杂的混合物中准确定量痕量的待分析

物，是一种特异、敏感和精确定量蛋白质氧化损伤产
物的方法。而有关蛋白氧化后二聚酪氨酸其它方面
的研究还未见报导。

3.4 蛋白质氧化与其表面疏水性
蛋白质分子的表面疏水性比整体的疏水性对蛋

白质功能的影响更大。测定蛋白表面疏水性的方法
有两种，一种是目前使用比较广泛的，可以测定蛋白

质平均疏水值的荧光探针法
［28］; 另一种是后来

Kato［29］等提出的，是疏水探针法的一种，即 SDS 结合
法。耿玮蔚［30］等在实验中用这两种方法作了比较，
结果表明两种方法具有较好的相关性。有关蛋白质
表面疏水性的经验方法已得到肯定，为进一步探索

表面疏水性的方法奠定了基础。
3.5 蛋白质氧化中的游离氨
孙研

［33］
等在测定上述常规指标外，还提出了游

离氨的测定。他参照管军军［34］的方法并进行改进，
采用邻苯二甲醛( OPA) 法对蛋白中游离氨基进行测
定。实验得出，游离氨含量的变化虽然跟羰基变化
相关，但并不是线性关系。而在其它的文献中未见
把游离氨含量作为测定蛋白氧化的指标。

4 展望
对由蛋白质氧化引起乳及其制品如胶凝作用、

乳化作用、水合作用或持水能力、搅打起泡性、微胶
囊化等的变化、肉及肉制品胶凝作用和肉颗粒间的
结合作用、乳化作用和水合作用或持水能力等功能
性质的改变有了一定的认识，但蛋白质化学结构的

变化与功能性质的改变还没有细致深入的研究，尤

其是蛋白质氧化的评价才刚刚建立，有待更加完善。
目前有关蛋白质氧化方面的研究多集中在医学领

域，人体内自由基引起的蛋白质氧化可引起如糖尿

病、冠心病、肾病、帕金森氏病等众多疾病，在医学领

域已有了相应的检测指标。近年来，蛋白质组学的
发展使蛋白质氧化的研究也得到了较大的进步，在

近期的研究中，越来越多的氧化蛋白质通过蛋白质

组学
［31］
的研究方法被鉴定出来，并且从分子角度提

出了一些影响蛋白质氧化的因素。食品做为人类生
活所必需，是以后蛋白质氧化方面研究的重点，蛋白

质氧化检测方法的研究任重而道远。
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