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　 　 摘要:　 通过高效液相色谱分析肉品中内源性物质(乳酸、金属离子和脂肪酸)对肌红蛋白血红素辅基的影响ꎮ
乳酸处理时间分别为 １ ｈ、２ ｈ、３ ｈ、４ ｈ、５ ｈ、６ ｈꎬ金属离子(ＣｕＣｌ２、ＦｅＣｌ２、ＭｇＣｌ２、ＭｎＳＯ４)设 ７ 个浓度梯度ꎬ依次为 ０
μｍｏｌ / Ｌ、１０ μｍｏｌ / Ｌ、２０ μｍｏｌ / Ｌ、４０ μｍｏｌ / Ｌ、６０ μｍｏｌ / Ｌ、８０ μｍｏｌ / Ｌ、１００ μｍｏｌ / Ｌꎬ脂肪酸则选择肉品中常见的油酸、亚
油酸、亚麻酸、棕榈酸和肉豆蔻酸ꎮ 液相数据分析结果表明ꎬ随着乳酸作用时间的延长ꎬ其对肌红蛋白血红素辅基

的破坏作用逐渐增强ꎮ 随着金属离子浓度的不断增大ꎬ血红素辅基的稳定性表现不一ꎬ其中 Ｃｕ２＋会降低其稳定性ꎬ
Ｆｅ２＋在一定程度上会增加其稳定性ꎬ而 Ｍｇ２＋和 Ｍｎ２＋对其作用不明显ꎮ 脂肪酸会加快肌红蛋白血红素的降解ꎬ其中

不饱和度高的脂肪酸造成肌红蛋白血红素的损失更大ꎮ
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　 　 肉品的感官品质主要包括色泽、嫩度和风味等

几个方面ꎬ首先影响消费者感官的指标是色泽[１]ꎮ
肉品的色泽主要由血红蛋白和肌红蛋白决定ꎬ而在

实际生活中ꎬ消费者所购买的肉都是经过放血的ꎬ所
以销售肉品的颜色主要由肌红蛋白决定[２]ꎮ 肌红

蛋白是用来储存氧和分配氧的色素蛋白质ꎬ存在于

动物肌肉组织细胞中ꎬ由 １ 条多肽链构成的珠蛋白

和 １ 个血红素辅基组成ꎮ 肌红蛋白的二级结构主要

为 α￣螺旋ꎬ其多肽链由长短不等的 ８ 段 α￣螺旋组

成[３]ꎮ 肌红蛋白本身是紫红色ꎬ在空气中与氧结合

形成氧合肌红蛋白呈鲜红色ꎬ继续被氧化生成高铁

肌红蛋白呈褐色ꎬ即使在冷藏期间ꎬ颜色也会随时间

变化而发生改变[４￣５]ꎮ 肌红蛋白从紫色转变为鲜红

色较容易ꎬ从鲜红色转变为褐色则需要较长时

间[６]ꎮ 血红素辅基是卟啉与铁离子或亚铁离子结

合形成的复合物[７]ꎬ对于不同类别的肌红蛋白ꎬ其
珠蛋白和血红素辅基间的结合方式大多是非共价键

方式ꎬ主要包括配位键作用、疏水相互作用、范德华

力作用和氢键作用等[８]ꎮ
被宰后的动物体内存在着一定浓度的乳酸ꎬ

在宰后成熟期间ꎬ由于氧气供应中断ꎬ肌肉糖原先

水解成葡萄糖ꎬ再经过无氧酵解生成乳酸ꎬ使乳酸

不断积累[９] ꎮ 动物体内存在多种金属离子ꎬ被宰

后动物肌肉中这些金属离子依然存在ꎬ且存在大

量脂肪酸ꎬ这些脂肪酸在空气中易被氧化[１０] ꎮ 以

往研究大多是关于外源性条件( ｐＨ、盐度、保存温

度和时间等)改变对肌红蛋白稳定性的影响ꎬ随着

肉品贮藏条件的变化ꎬ内源性物质对肉品品质也

有影响ꎬ其作用途径和作用方式是研究的热点ꎮ
目前ꎬ关于肉品中肌红蛋白受内源性物质影响的

研究较少ꎬ而关于血红素辅基与内源性物质关系

的报道更是少之又少ꎮ
以往对肌红蛋白和血红素辅基的研究大多采用

紫外光谱法[１１]ꎬ由于血红蛋白与肌红蛋白结构非常

相似ꎬ因而该方法在抗干扰以及提高蛋白质定量的

准确度等方面存在一定的缺陷ꎮ 本研究拟采用高效

液相色谱法探究内源性物质对肌红蛋白血红素辅基

的影响ꎬ精确分析内源性物质对血红素辅基的影响

程度ꎬ深入了解影响肌红蛋白结构稳定性的关键因

素ꎬ以期为将来控制肌红蛋白血红素辅基结构的变

化和稳定肉色提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试剂和仪器

新鲜牛肉购自江苏省南京市下马坊苏果社区

店ꎬ肌红蛋白标准品(马骨骼肌红蛋白)、油酸、亚油

酸、亚麻酸、棕榈酸、肉豆蔻酸购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ
其他试剂均为分析纯ꎬ所有溶液均用超纯水配制ꎮ

ＷＨ２ 微型旋涡混合仪购自上海沪西分析仪器

厂有限公司ꎬＭ１２４Ａ 万分之一分析天平购自意大利

ＢＥＬ 公司ꎬＨＨ８ 数显恒温水浴锅购自国华电器有限

公司ꎬＦＥ２０ 实验室 ｐＨ 计购自梅特勒￣托利多仪器上

海有限公司ꎬＵＰＣ１０ＡＫＴＡ 蛋白纯化仪购自美国 ＧＥ
公司ꎬＮ￣ＥＶＡＰ 氮吹仪购自美国 Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ 公司ꎬ
ＳＰＸ２５０Ｃ 恒温培养箱购自上海博讯实业有限公司

医疗设备厂ꎬＷａｔｅｒｓ２６９５ 高效液相色谱仪购自美国

Ｗａｔｅｒｓ 公司ꎬＡｇｉｌｅｎｔＺＸ２６ 液相色谱串联飞行时间质

谱仪购自美国 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅ 公司ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 肌红蛋白的提取与纯化 　 牛肉肌红蛋白的

提取方法参考 Ｔｈｉａｎｓｉｌａｋｕｌ 法[１２]并加以修改ꎮ
１.２.１.１　 粗提物的提取　 取 １００ ｇ 肉糜与 ３００ ｍｌ 冷
的萃取介质 ( ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬ ｐＨ ８) 混匀ꎬ
１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ匀浆 １ ｍｉｎꎬ然后以９ ６００ ｇ 的转速离心

１５ ｍｉｎꎬ吸出上清液用 ７５％饱和度的硫酸铵盐析 １
ｈꎬ上清液１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ３０ ｍｉｎꎬ取粉红色上清

液ꎬ将盐析的蛋白质上清液(截留分子量７ ０００)置于

透析袋中ꎬ通过 １０ 倍体积冷的 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｖｉｓ￣ＨＣｌ
缓冲液(ｐＨ ８)透析除去硫酸铵ꎬ透析袋放到冷冻恒

温摇床中ꎬ转速为 １００ ｒ / ｍｉｎꎬ透析液换 １０ 次ꎬ即得

到肌红蛋白的粗提物ꎬ所有的提取过程均在 ４ ℃条

件下进行ꎮ
１.２.１.２　 蛋白层析分离纯化　 肌红蛋白纯化用的层

析柱为 Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ２００ 凝胶柱ꎬ进样前先用冷的

Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液(５０ ｍｍｏｌ / Ｌ、ｐＨ ８)平衡凝胶柱ꎬ将
透析后的肌红蛋白经 ０􀆰 ２ μｍ 的滤孔过滤后进样ꎬ
每次上样 １ ｍｌꎬ流速为 １ ｍｌ / ｍｉｎꎬ紫外检测波长为

２８０ ｎｍꎬ收集出峰位置处的溶液于 １０ ｍｌ ＥＰ 管中ꎬ４
℃保存ꎮ
１.２.１.３　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分析 　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳前

样品处理:０.２ ｍｌ 除盐后的纯化蛋白液中加入 ０􀆰 ４
ｍｌ 上样缓冲液ꎬ９５ ℃处理 ５ ｍｉｎꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳

采用 １５％的分离胶和 ５％的浓缩胶ꎬ每孔等体积上

５６１１刘　 越等:高效液相色谱分析内源性物质对血红素辅基稳定性的影响



样 ２０ μｌꎬ电泳电压 １６０ Ｖ 持续 ５０~ ６０ ｍｉｎꎬ凝胶块

用考马斯亮蓝染色液染色 １０ ｍｉｎ 后取出ꎬ加入适量

的脱色液ꎬ放在摇床上使脱色更为均匀迅速ꎬ１ ｈ 后

更换脱色液ꎬ直至脱色完成ꎬ取出凝胶块用凝胶成像

仪进行成像分析ꎮ
１.２.２　 液相收集与质谱分析 　 分别收集反相高效

液相色谱出峰位置处的液体ꎬ随后利用 ＳＰＥ 柱对收

集液进行净化浓缩ꎬ用氮气将乙腈吹干ꎬ然后用少量

双蒸水溶解管壁内的溶质ꎬ最后用液相色谱串联飞

行时间质谱进行质谱分析ꎮ 离子源:电喷雾源

(ＥＳＩ)ꎬ正离子模式ꎮ 离子化条件:气温和流速分别

为 ３００ ℃、３ μｌ / ｍｉｎꎬ针泵直径 ２􀆰 ３ ｍｍꎬ毛细管电压

５􀆰 ５ ｋＶꎬ采集时间 ０􀆰 ５ ｓꎬ雾化器 ＧＳ１ 和辅助加热器

ＧＳ２ 的压力为 ３０ Ｐｓｉꎮ 数据通过分析软件 Ｐｅａｋｖｉｅｗ
进行定性分析ꎮ
１.２.３　 液相色谱分析

１.２.３.１　 色谱条件　 色谱柱:Ｃ１８ 反相色谱柱ꎬ流动

相:Ａ 为 ０􀆰 １％ ＴＦＡ 水溶液ꎬＢ 为 ０.１％ ＴＦＡ￣乙腈ꎬ流
速:１ ｍｌ / ｍｉｎꎬ柱温:２５ ℃ꎬ波长:２１０~ ４１０ ｎｍꎬ洗脱

梯度:０~１０ ｍｉｎꎬ流动相由５％ Ｂ和 ９５％ Ａ 逐渐转变

为 ６０％ Ｂ 和 ４０％ Ａꎻ１０~２０ ｍｉｎꎬ流动相为 ６０％ Ｂ 和

４０％ Ａꎻ２０~２５ ｍｉｎꎬ流动相由 ６０％ Ｂ 和 ４０％ Ａ 逐渐

转变为 ５％ Ｂ 和 ９５％ Ａꎮ
１.２.３.２　 乳酸对肌红蛋白血红素辅基的影响　 制备

质量浓度为 ０􀆰 ２ ｍｇ / ｍｌ的肌红蛋白溶液ꎬ加入一定量

的乳酸使乳酸浓度达到 １００ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ对照组采用等

体积的双蒸水替代乳酸ꎬ３７ ℃下孵化ꎬ孵化时间分别

为 １ ｈ、２ ｈ、３ ｈ、４ ｈ、５ ｈ、６ ｈꎬ分别进行液相分析ꎮ
１.２.３.３　 金属离子对肌红蛋白血红素辅基的影响　
Ｃｕ２＋:制备肌红蛋白质量浓度为 ０􀆰 ２ ｍｇ / ｍｌ和抗坏血

酸浓度为 １００ μｍｏｌ / Ｌ的样品ꎬ分别加入 Ｃｕ２＋(ｐＨ ７ꎬ３
ｍｌ)后ꎬ置于 ３７ ℃下孵化 １００ ｍｉｎꎬＣｕ２＋浓度分别为 １０
μｍｏｌ / Ｌ、 ２０ μｍｏｌ / Ｌ、 ４０ μｍｏｌ / Ｌ、 ６０ μｍｏｌ / Ｌ、 ８０
μｍｏｌ / Ｌ、１００ μｍｏｌ / Ｌꎬ分别进行液相分析ꎮ Ｆｅ２＋:制备

肌红蛋白质量浓度为 ０􀆰 ２ ｍｇ / ｍｌ 和抗坏血酸浓度为

１００ μｍｏｌ / Ｌ的样品ꎬ分别加入 Ｆｅ２＋(ｐＨ ７ꎬ３ ｍｌ)后ꎬ置
于 ３７ ℃下孵化 １００ ｍｉｎꎬＦｅ２＋浓度分别为 １０ μｍｏｌ / Ｌ、
２０ μｍｏｌ / Ｌ、４０ μｍｏｌ / Ｌ、６０ μｍｏｌ / Ｌ、８０ μｍｏｌ / Ｌ、１００
μｍｏｌ / Ｌꎬ分别进行液相分析ꎮ Ｍｇ２＋:制备肌红蛋白质

量浓度为 ０􀆰 ２ ｍｇ / ｍｌ和抗坏血酸浓度为 １００ μｍｏｌ / Ｌ
的样品ꎬ分别加入 Ｍｇ２＋(ｐＨ ７ꎬ３ ｍｌ)后ꎬ置于 ３７ ℃下

孵化 １００ ｍｉｎꎬ Ｍｇ２＋ 浓 度 分 别 为 １０ μｍｏｌ / Ｌ、 ２０

μｍｏｌ / Ｌ、 ４０ μｍｏｌ / Ｌ、 ６０ μｍｏｌ / Ｌ、 ８０ μｍｏｌ / Ｌ、 １００
μｍｏｌ / Ｌꎬ分别进行液相分析ꎮ Ｍｎ２＋:制备肌红蛋白质

量浓度为 ０􀆰 ２ ｍｇ / ｍｌ 和抗坏血酸浓度为 １００ μｍｏｌ / Ｌ
的样品ꎬ分别加入 Ｍｎ２＋(ｐＨ ７ꎬ３ ｍｌ)后ꎬ置于 ３７ ℃下

孵 化 １００ ｍｉｎꎬ Ｍｎ２＋ 浓 度 分 别 为 １０ μｍｏｌ / Ｌ、 ２０
μｍｏｌ / Ｌ、 ４０ μｍｏｌ / Ｌ、 ６０ μｍｏｌ / Ｌ、 ８０ μｍｏｌ / Ｌ、 １００
μｍｏｌ / Ｌꎬ分别进行液相分析ꎮ
１.２.３.４　 脂肪酸对肌红蛋白血红素辅基的影响　 分

别将 ５ μｌ 油酸、５ μｌ 亚油酸、５ μｌ 亚麻酸、５ μｌ 棕榈

油酸和 ５ μｌ 肉豆蔻酸加入到 ５ 个圆底烧瓶中ꎬ并加

入 ５ ｍｌ 无水乙醚ꎬ旋转蒸发除去无水乙醚使脂肪酸

在瓶壁上形成的一层薄膜ꎬ加入 ５ ｍｌ 肌红蛋白(０􀆰 ２
ｍｇ / ｍｌ)ꎬ超声 １０ ｍｉｎ 后置于 ３７ ℃下孵化 １ ｈꎬ分别

进行液相分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分析

已知肌红蛋白的相对分子质量约为１６ ０００ꎮ 蛋

白层析各个出峰处的收集液及标准品经过 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 电泳后的凝胶图(图 １)显示ꎬ条带 ４ 和条带 ２
处于同一位置ꎬ表明该蛋白层析收集液为肌红蛋白ꎬ
条带 ４ 中只有 １ 个条带可见ꎬ条带 ３ 则含有多个条

带ꎬ表明肌红蛋白粗提物进过蛋白层析仪后取得了较

好的纯化效果ꎮ

１:Ｍａｒｋｅｒꎻ２:肌红蛋白标品ꎻ３:硫酸铵沉淀后的上清液ꎻ４:收集的

目标肌红蛋白ꎮ
图 １　 肌红蛋白标准品及牛肉样品收集液的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳图

Ｆｉｇ. １ 　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｍｙｏｇｌｏｂｉｎ ｓｔａｎｄａｒｄ
ｓａｍｐｌｅ ａｎｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｅｄ ｂｅｅｆ ｓａｍｐｌｅ

２.２　 液相收集与 ＥＳＩ￣ＭＳ 分析

图 ２ 显示ꎬ在 ２８０ ｎｍ 紫外波长下ꎬ肌红蛋白在

１０􀆰 ９ ｍｉｎ 和 １３􀆰 ３ ｍｉｎ 处有较为明显的吸收峰ꎮ 当
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波长为 ４００ ｎｍ 时ꎬ肌红蛋白只在 １３􀆰 ３ ｍｉｎ 处有明 显的吸收峰ꎮ

Ａ:２８０ ｎｍ 紫外波长下肌红蛋白的吸光度ꎻＢ:４００ ｎｍ 紫外波长下肌红蛋白的吸光度ꎮ
图 ２　 肌红蛋白高效液相色谱

Ｆｉｇ.２　 Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ (ＨＰＬＣ) ｏｆ ｍｙｏｇｌｏｂｉｎ

　 　 由肌红蛋白标品的 ＥＳＩ￣ＭＳ 图(通过分析软件

Ｐｅａｋｖｉｅｗ 进行定性分析)(图 ３)可知ꎬ在相对分子质

量为１７ ５６７􀆰 １和１６ ９５２􀆰 ０处有较高的离子峰ꎮ 肌红

蛋白液相色谱 １０􀆰 ９ ｍｉｎ 处收集液的 ＥＳＩ￣ＭＳ 图(图 ４
Ａ)显示ꎬ一个明显的离子峰在相对分子质量为

１６ ９５２􀆰 ０处ꎬ另一个较明显的离子峰在相对分子质

量为１７ ５６７􀆰 ７处ꎮ 肌红蛋白液相色谱 １３􀆰 ３ ｍｉｎ 处收

集液 ＥＳＩ￣ＭＳ 图(图 ４ Ｂ)显示ꎬ２ 个明显的离子峰在

相对分子质量为 ７６４􀆰 ５ 和 ７６５􀆰 ５ 处ꎮ
　 　 综合上述结果ꎬ可以推断相对分子质量为

１７ ５６７􀆰 ７和１６ ９５２􀆰 ０离子峰处的层析分离物是肌红

蛋白和珠蛋白ꎮ 推断图 ４ Ｂ 中相对分子量为 ７６４􀆰 ５
的离子峰分离物是血红素辅基ꎬ将肌红蛋白液相色

谱 １３􀆰 ３ ｍｉｎ 处收集液通过紫外波长扫面ꎬ其在 ４００
ｎｍ 处有明显的特征峰ꎬ表明这是液相色谱 １３􀆰 ３ ｍｉｎ
处分离物血红素辅基的特征吸收峰ꎮ 因此选择波长

４００ ｎｍ、１３􀆰 ３ ｍｉｎ 处的吸收峰作为血红素辅基的特

征吸收峰ꎬ并通过比较峰面积的大小判断各内源性

因素的作用效果ꎮ

图 ３　 肌红蛋白标品的 ＥＳＩ￣ＭＳ 图

Ｆｉｇ.３　 ＥＳＩ￣ＭＳ ｏｆ ｍｙｏｇｌｏｂｉｎ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓａｍｐｌｅ

图 ４　 肌红蛋白高效液相色谱 １０.９ ｍｉｎ(Ａ)和 １３.３ ｍｉｎ(Ｂ)处收集液的 ＥＳＩ￣ＭＳ 图

Ｆｉｇ.４　 ＥＳＩ￣ＭＳ ｏｆ ｍｙｏｇｌｏｂｉｎ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｔ １０.９ ｍｉｎ(Ａ) ａｎｄ １３.３ ｍｉｎ(Ｂ) ｂｙ ＨＰＬＣ
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２.３　 液相分析

２.３.１ 　 乳酸对肌红蛋白血红素辅基的影响 　 图 ５
显示ꎬ乳酸处理后肌红蛋白的血红素辅基在 ４００ ｎｍ
处吸收峰峰面积明显低于对照组ꎬ乳酸处理 １ ｈ 后ꎬ
吸收峰面积降低了 ２８􀆰 ３０％ꎮ 随着时间的延长ꎬ血
红素辅基吸收峰面积逐渐降低ꎬ与对照组的差异明

显(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 乳酸处理 ５ ｈ 时ꎬ其吸收峰面积降低

了 ４３􀆰 ４６％ꎬ之后则趋于平缓ꎮ 对照组采用超纯水

代替乳酸ꎬ其峰面积没有明显变化(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 试验

结果表明ꎬ在乳酸的作用下血红素辅基的稳定性降

低ꎬ可能是乳酸破坏了血红素辅基的结构ꎬ导致其共

轭体系被破坏ꎬ铁离子从血红素辅基中游离了出来ꎮ
同时ꎬ乳酸会降低血红素辅基所在体系的 ｐＨ 值ꎬ酸
性条件不利于血红素辅基结构的稳定[１３]ꎮ 根据波

尔效应ꎬ酸性条件下质子取代反应是血红素辅基自

动氧化加速的主要原因[１４]ꎬ从而导致血红素辅基加

速氧化ꎮ 对照组峰面积在 １ ~ ６ ｈ 无明显变化ꎬ说明

血红素辅基在该条件下相对稳定ꎮ 动物被宰后的排

酸过程中ꎬ肉的色泽会发生改变[１５]ꎮ 所以ꎬ可以通

过控制宰后动物体内乳酸的积累量ꎬ减少肌红蛋白

血红素辅基的破坏ꎮ

图中相同小写字母表示同一组内不同处理时间峰面积差异不显

著ꎻ不同小写字母表示同一组内不同处理时间峰面积差异达

０􀆰 ０５ 显著水平ꎮ
图 ５　 乳酸对肌红蛋白血红素辅基的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌａｃｔｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｈｅｍｅ ｐｒｏｓｔｈｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｙｏｇｌｏｂｉｎ

２.３.２　 金属离子对肌红蛋白血红素辅基的影响 　
图 ６ 显示ꎬ随着 Ｃｕ２＋浓度的增大ꎬ血红素辅基吸收峰

面积呈递减趋势ꎬ当 Ｃｕ２＋浓度达到 １００ μｍｏｌ / Ｌ时ꎬ
吸收峰面积降低了 ５０􀆰 ６１％ꎮ 随着 Ｆｅ２＋浓度的增大ꎬ
血红素辅基吸收峰面积呈缓慢上升的趋势ꎬ当 Ｆｅ２＋

浓度 达 到 １００ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ 吸 收 峰 面 积 增 加 了

１３􀆰 ２１％ꎮ 试验结果表明ꎬＣｕ２＋会破坏血红素辅基的

稳定性ꎬ并且随着 Ｃｕ２＋ 浓度的不断增大ꎬ这种作用

逐渐增强ꎬ这是因为 Ｃｕ２＋与肌红蛋白血红素辅基中

的铁相互作用ꎬＣｕ２＋将血红素辅基中的铁诱导出来ꎬ
形成部分空位的肌红蛋白衍生物ꎬ这种作用受 Ｃｕ２＋

浓度的影响ꎬ随着 Ｃｕ２＋ 浓度的增大ꎬ其对血红素辅

基的作用增强[１６￣２０]ꎮ Ｆｅ２＋会增强血红素辅基的稳定

性ꎬ并且随着 Ｆｅ２＋浓度的不断增大ꎬ这种作用也逐渐

增强ꎬ这是因为 Ｆｅ２＋可能会降低血红素辅基的氧化

速率ꎬ从而增加血红素辅基的稳定性[２１]ꎮ 由于 Ｆｅ２＋

易被氧化成 Ｆｅ３＋ꎬ因此 Ｆｅ２＋氧化后对血红素辅基的

作用还需进一步研究ꎮ Ｍｇ２＋ 和 Ｍｎ２＋ 都是动物体内

固有的金属离子ꎬ而且 Ｍｇ２＋ 是含量较高的金属离

子ꎮ 图 ７ 显示ꎬ随着 Ｍｇ２＋和 Ｍｎ２＋浓度的增大ꎬ血红

素辅基的吸收峰面积无明显变化ꎬ说明在该浓度和

温度条件下ꎬＭｇ２＋和 Ｍｎ２＋对肌红蛋白血红素辅基稳

定性的影响不大ꎮ

图中相同小写字母表示同一组内不同处理浓度峰面积差异不显

著ꎻ不同小写字母表示同一组内不同处理浓度峰面积差异达

０􀆰 ０５ 显著水平ꎮ

图 ６　 Ｃｕ２＋和 Ｆｅ２＋对肌红蛋白血红素辅基的影响

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｕ２＋ ａｎｄ Ｆｅ２＋ ｏｎ ｈｅｍｅ ｐｒｏｓｔｈｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ｏｆ
ｍｙｏｇｌｏｂｉｎ

２.３.３　 脂肪酸对肌红蛋白血红素辅基的影响　 图 ８
显示ꎬ在肌红蛋白样品中分别加入油酸、亚油酸、亚
麻酸、棕榈酸、肉豆蔻酸ꎬ于 ３７ ℃下孵化 １ ｈ 后ꎬ血
红素辅基吸收峰面积分别降低了 ９􀆰 ２７％、７５􀆰 ４６％、
６９􀆰 ６８％、２４􀆰 ９１％、６６􀆰 ４８％ꎮ 加入不同的脂肪酸后ꎬ
血红素辅基吸收峰面积均明显降低ꎬ表明肌红蛋白

血红素辅基与脂肪酸之间可能发生相互作用[２２￣２４]ꎮ
脂肪酸在常温下易发生氧化ꎬ有研究结果表明ꎬ脂肪

酸氧化或脂肪酸过氧化物分解过程中产生的自由基

可能与血红素辅基发生反应ꎬ一定浓度的氢过氧化
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图中相同小写字母表示同一组内不同处理浓度峰面积差异不显

著ꎻ不同小写字母表示同一组内不同处理浓度峰面积差异达

０􀆰 ０５ 显著水平ꎮ

图 ７　 Ｍｇ２＋和 Ｍｎ２＋对肌红蛋白血红素辅基的影响

Ｆｉｇ.７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｍｇ２＋ ａｎｄ Ｍｎ２＋ ｏｎ ｈｅｍｅ ｐｒｏｓｔｈｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ｏｆ
ｍｙｏｇｌｏｂｉｎ

物会导致肌红蛋白血红素辅基降解ꎬ加快血红素辅

基的损失速率ꎬ从而降低其吸收峰面积[２５]ꎮ
在加入脂肪酸的量和处理方法相同的条件下ꎬ不

同脂肪酸对肌红蛋白血红素辅基的作用强度有较大

差异ꎬ其中亚油酸、亚麻酸的作用较强ꎬ吸收峰面积分

别降低了 ７５􀆰 ４６％和 ６９􀆰 ６８％ꎬ油酸和棕榈酸的作用较

弱ꎬ吸收峰面积分别降低了 ９􀆰 ２７％和 ２４􀆰 ９１％ꎮ 这可

能是因为不同脂肪酸的氧化速率不同ꎬ脂肪酸氧化过

程中产生的氢过氧化物自由基越多ꎬ血红素辅基的损

失越大ꎮ 正常情况下ꎬ动物肌肉中不饱和度高的脂肪

酸ꎬ其脂内氧化越易进行[２６]ꎮ 亚油酸和亚麻酸的不

饱和度为 ２ 和 ３ꎬ油酸为单不饱和脂肪酸ꎬ棕榈酸为饱

和脂肪酸ꎬ所以亚油酸和亚麻酸更易被氧化ꎬ其对肌

红蛋白血红素辅基的作用较强ꎮ

３　 结 论

试验结果表明ꎬ肉品中内源性乳酸会破坏血红

素辅基的稳定性ꎬ随着时间的延长ꎬ其作用逐渐增

强ꎮ 金属离子 Ｃｕ２＋ 可以将肌红蛋白中的铁诱导出

来ꎬ形成部分空位的肌红蛋白衍生物[２２]ꎬ从而破坏

血红素辅基的结构ꎮ Ｆｅ２＋在一定程度上会增加血红

素辅基的稳定性ꎬ随着 Ｃｕ２＋和 Ｆｅ２＋浓度的不断增大ꎬ
这 ２ 种金属离子的作用也会越来越强ꎬ但是由于

Ｆｅ２＋极易被氧化ꎬ其对血红素辅基的作用机理还需

进一步研究ꎮ 肉品中含有的 Ｍｇ２＋和 Ｍｎ２＋对血红素

辅基稳定性的影响不明显ꎮ 肉品中含有的脂肪酸会

加快肌红蛋白血红素辅基的降解ꎬ其中不饱和度高

对照:质量浓度为 ０.２ ｍｇ / ｍｌ的肌红蛋白溶液ꎬ加入一定量双蒸

水使乳酸浓度达到 １００ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ
图 ８　 各种脂肪酸对肌红蛋白血红素辅基的影响

Ｆｉｇ.８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ ｏｎ ｈｅｍｅ ｐｒｏｓｔｈｅｔｉｃ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｙｏｇｌｏ￣
ｂｉｎ

的脂肪酸对肌红蛋白血红素辅基的作用较大ꎮ
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