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　 　 摘要:　 为探究贮藏时间对酱排骨蛋白质体外消化率及其风味的影响ꎬ通过体外模拟消化试验、ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝

胶电泳、液相串联质谱和电子鼻等方法测定了贮藏 ０(新鲜)、１、２、４、６ 个月的酱排骨蛋白质体外消化率和风味变

化ꎮ 结果表明:随着贮藏时间的延长ꎬ酱排骨蛋白质体外消化率呈现下降趋势ꎬ贮藏 ４ 个月的胃蛋白酶消化率显著

降低ꎬ贮藏 ２ 个月的胃蛋白酶＋胰蛋白酶消化率显著下降ꎮ 贮藏过程中活性巯基含量下降ꎬ全蛋白质光密度值增

加ꎮ 不同贮藏时间(新鲜和贮藏 １、２、４、６ 个月)酱排骨蛋白质体外酶解产物肽段序列存在显著差异ꎬ胃蛋白酶消化

产物中特有肽段数量分别为 １８、２０、１９、１５、３５ꎬ胃蛋白酶＋胰蛋白酶消化后特有肽段数量分别为 ４１、３９、１９、３０、４５ꎮ
贮藏过程中酱排骨风味发生显著变化ꎬ新鲜和贮藏 １ 个月的风味相似ꎮ
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　 　 酱排骨是中国一类传统肉制品ꎬ历史悠久ꎬ闻名

中外ꎬ其色泽酱红、肉质酥烂、汁味浓鲜ꎬ深受广大消
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费者的喜爱[１]ꎮ 真空包装是目前酱卤肉制品的主要

包装方式ꎬ杀菌后可以在常温下贮藏 ９~１２ 个月ꎮ 货

架期对肉制品品质、外观和消费者的可接受度具有一

定的影响[２]ꎮ 氧化是肉制品在贮藏和加工过程中品

质恶化的主要原因之一[３]ꎮ 肉制品氧化可以分为脂

质氧化和蛋白质氧化ꎮ 蛋白质氧化可以造成蛋白质

部分功能特性丧失ꎬ降低其生物利用率和营养价

值[４]ꎮ 氧化蛋白质对人体内的消化、吸收及代谢有一

定影响ꎬ温和的氧化可诱导蛋白质轻微修饰和结构局

部折叠ꎬ从而增加对蛋白酶敏感性[５]ꎬ而高氧化环境

可使蛋白质交联ꎬ甚至大量聚集和蛋白酶活性部位被

修饰[６]ꎬ导致蛋白质水解率及其对肠道蛋白酶的敏感

性降低[７]ꎬ此外也会影响肉品风味[８]ꎮ
随着生活水平的日益提高ꎬ消费者越来越注重

产品的营养价值和风味品质ꎮ 目前有关酱卤肉制品

贮藏时间对蛋白质体外消化的研究尚未见报道ꎮ 本

研究从蛋白质体外消化率、消化粒径、消化产物及挥

发性风味物质变化等方面ꎬ揭示贮藏时间对酱排骨

蛋白质体外消化率和风味的影响ꎬ为酱排骨加工与

合理消费提供一定的科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料、仪器与试剂

酱排骨选用真空包装三凤桥酱排骨(从无锡三

凤桥食品有限公司采样)ꎮ 胃蛋白酶ꎬ提取自猪胃

黏膜ꎬ酶活性≥４００ Ｕ / ｍｇꎬ购于美国 Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ
公司ꎻ胰蛋白酶ꎬ提取自猪胰脏ꎬ酶活力≥１ ６４５
Ｕ / ｍｇꎬ购于美国 Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ 公司ꎻＵｌｔｒａｃｅｌ￣３ 超滤

管ꎬ每管处理量 ０􀆰 ５ ｍｌꎬ截留分子量≥３×１０３ꎬ购于美

国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎻＺｉｐＴｉｐ Ｃ１８ ｐｉｐｅｔｔｅ ｔｉｐｓꎬ购于美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎻＢＣＡ 蛋白质定量试剂盒ꎬ购于美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎻ Ｂｉｏ￣Ｒａｄ ４％~ １２％ Ｂｉｓ￣Ｔｒｉｓ
Ｃｒｉｔｅｒｉｏｎ 标准预制胶、蛋白质电泳标准品ꎬ购于美国

Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎮ Ｔ２５ 匀浆机ꎬ 德国 ＩＫＡ 公司产品ꎻＡｌｌｅｇｒａ
６４Ｒ 台式高速冷冻离心机ꎬ美国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公
司产品ꎻＭ２ 多功能酶标仪ꎬ 美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ
公司产品ꎻＦｉｖｅｅａｓｙ 台式 ｐＨ 计ꎬ瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ
公司产品ꎻＬＣＧ 冷冻干燥机ꎬ德国 Ｃｈｒｉｓｔ 公司产品ꎻ
中型垂直电泳系统ꎬ美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司产品ꎻＩｍａｇｅＳ￣
ｃａｎｎｅｒ ＩＩＩ 成像仪ꎬ美国 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈ Ｃａｒｅ 公司产品ꎻ马
尔文 ３０００ 激光粒度仪ꎬ英国 Ｍａｌｖｅｒｎ 公司产品ꎻＴＷ
２０ 水浴锅ꎬ德国 Ｊｕｌａｂｏ 公司产品ꎻＮａｎｏ ＬＣ￣ＬＴＱ￣Ｏｒ￣

ｂｉｔｒａｐ ＸＬ ＭＳ / ＭＳ 纳升级液相串联质谱仪器ꎬ美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司产品ꎻＦＯＸ４０００ 电子鼻ꎬ法国 Ａｌ￣
ｐｈａ ＭＯＳ 公司产品ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 体外模拟消化试验　 参照 Ｌｉ 等[９] 的方法稍

作修改ꎮ 首先称取 １􀆰 ０ ｇ 样品ꎬ加入 ４ ｍｌ ＰＢＳ(１０
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ２ＨＰＯ４￣ＮａＨ２ ＰＯ４ꎬ ｐＨ７􀆰 ０)ꎬ在冰浴条件

下ꎬ９ ５００ ｒ / ｍｉｎ、３０ ｓ 匀浆 ２ 次ꎬ１３ ４００ ｒ / ｍｉｎ、３０ ｓ
匀浆 ２ 次ꎬ每次匀浆之间间隔 ３０ ｓꎮ 为了模仿胃里

的酸性环境ꎬ使用 １ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 溶液将匀浆后的样

品 ｐＨ 调至 ２.０±０􀆰 １ꎮ 配制浓度为 ０􀆰 ０３２ ｇ / ｍｌ的胃

蛋白酶预混液ꎬ在每份样品中加入 １􀆰 ０ ｍｌ 胃蛋白酶

预混液并充分混匀ꎮ 加入胃蛋白酶的样品在 ３７ ℃
的条件下匀速摇晃反应 ２ ｈꎮ 反应完毕后ꎬ用 １
ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 将混合液 ｐＨ 迅速调至 ７􀆰 ０ 左右以终

止胃蛋白酶酶解反应ꎮ 调整 ｐＨ 为 ７.５±０􀆰 １ꎬ取出 １
ｍｌ 混合液即为胃蛋白酶酶解产物ꎮ 在胃蛋白酶酶

解产物中ꎬ加入 １􀆰 ０ ｍｌ ０􀆰 ０２４ ｇ / ｍｌ胰蛋白酶预混液ꎬ
模拟肠道消化酶体系ꎬ并在 ３７ ℃下匀速摇晃反应 ２
ｈꎮ 反应完成后ꎬ对样品进行 ５ ｍｉｎ 沸水浴ꎬ终止蛋

白酶反应ꎮ 取出 ４ ｍｌ 混合液ꎬ即为胃蛋白酶和胰蛋

白酶两步水解产物ꎮ 在胃蛋白酶水解产物和两步水

解产物中分别加入 １２ ｍｌ 无水乙醇ꎬ在 ４ ℃条件下

静置 １２ ｈꎮ 之后在 ４ ℃ 条件下１０ ０００ ｇ 离心 ２０
ｍｉｎꎮ 将上清液和沉淀贮藏在－１８ ℃条件下ꎬ用于下

一步试验ꎮ
１.２.２　 蛋白质消化率的测定　 参照 Ｌｉ 等[９]的方法稍

作修改ꎮ 从新鲜和贮藏 １、２、４、６ 个月的酱排骨样品

中分别称取 ２ 份 ３􀆰 ０ ｇ 绞碎肉样ꎮ 一份仅加入胃蛋白

酶进行消化ꎬ另一份依次加入胃蛋白酶和胰蛋白酶进

行两步消化ꎬ消化过程按照方法 １.２.１ꎮ 消化后的混

合液加入 ３６ ｍｌ 无水乙醇ꎬ在 ４ ℃条件下静置 １２ ｈ 后

离心(１０ ０００ ｇꎬ２０ ｍｉｎꎬ４ ℃)ꎮ 分离后的沉淀在 ５０ ℃
条件下烘干至恒质量ꎬ并记录质量ꎮ 称取 ０􀆰 ０５ ｇ 烘干

的沉淀ꎬ加入 ２ ｍｌ ＳＤＳ 溶液(２％ ＳＤＳꎬ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｎａ２ＨＰＯ４￣ＮａＨ２ＰＯ４ꎬ ｐＨ７.０)ꎬ充分混匀后离心(４ ０００
ｇꎬ５ ｍｉｎꎬ４ ℃)ꎮ 上清液用 ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白质浓

度ꎮ 计算消化率 (ＤＴ):ＤＴ ＝ [( Ｗ０ －Ｗ１ ) /Ｗ０ ] ×
１００％ꎬ式中 Ｗ１为消化后烘干沉淀物中蛋白质含量

(ｇ)ꎬＷ０为消化前样品中蛋白质含量(ｇ)ꎮ
１.２.３　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳　 参照 Ｌｉ 等[１０] 的方法稍作

修改ꎮ １􀆰 ０ ｇ 样品加入 １５ ｍｌ 全蛋白质提取液(５％
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ＳＤＳꎬ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳꎬｐＨ ７􀆰 ０)ꎬ在冰浴下匀浆ꎮ 匀

浆混合液在１ ５００ ｇ、４ ℃下离心 １５ ｍｉｎꎬ取上清液备

用ꎮ 用 ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白质混合液的蛋白质浓

度ꎮ 取适量蛋白质混合液与样品缓冲液混匀ꎬ制成

蛋白质浓度为 １􀆰 ５ μｇ / μｌ的电泳上样液ꎬ电泳上样液

９５ ℃水浴加热 ５ ｍｉｎꎮ 采用４％~ １２％ Ｂｉｓ￣Ｔｒｉｓ 标准

预制胶ꎬ每条泳道上样 １２ μｌꎬ每个样品平行上样 ２
次以减少误差ꎮ 在 １２０ Ｖ 条件下电泳 １􀆰 ５ ｈꎬ直至条

带前端的溴酚蓝消失ꎮ 电泳结束后ꎬ使用考马斯亮

蓝 Ｒ２５０ 染色 ３０ ｍｉｎꎬ用脱色液脱色至条带清晰ꎬ背
景无颜色ꎮ 用成像仪(ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ)对凝胶进行扫

描并保存图像ꎬ然后用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ)软件

对捕获到的条带进行分析ꎮ 通过将实际检测出的光

密度与校准 Ｍａｒｋｅｒ 中分子量 １.９０×１０５条带光密度

相除得到捕获条带的光密度ꎮ
１.２.４　 消化产物中多肽序列的鉴定 　 运用纳升级

液相串联质谱仪鉴定胃蛋白酶酶解及胃蛋白酶和胰

蛋白酶两步酶解的消化产物ꎬ鉴定参考 Ｗｅｎ 等的方

法[１１]ꎮ
１.２. ５ 　 蛋白质活性巯基含量的测定 　 参照 Ｅｌｌ￣
ｍａｎ[１２]等方法ꎬ使用 ５ꎬ５’￣二硫代二硝基苯甲酸盐

(ＤＮＴＢ)滴定法测定样品蛋白质溶液中活性巯基的

含量ꎮ 取 １ ｇ 样品加入 ４ ｍｌ ５％ ＳＤＳ 蛋白质提取液

(５％ ＳＤＳꎬ０􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳꎬｐＨ＝ ７􀆰 ０)按照方法 １.２.
１ 中的匀浆过程ꎬ充分混合后离心(６ ０００ ｇꎬ１０ ｍｉｎꎬ
４ ℃)ꎮ 上清液用 ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白质浓度ꎬ加
入适量蛋白质提取液将蛋白质浓度稀释到 ５ ｍｇ / ｍｌ
左右ꎮ 取 １００ μｌ 蛋白质溶液加入 １ ｍｌ ＴＧＥ 缓冲液

(１０.４ ｇ / Ｌ Ｔｒｉｓꎬ６􀆰 ９ ｇ / Ｌ 甘氨酸ꎬ１􀆰 ２ ｇ / Ｌ ＥＤＴＡꎬｐＨ
８􀆰 ０)及 ０􀆰 ０２ ｍｌ ＤＮＴＢ (４ ｇ ＤＮＴＢꎬ １０􀆰 ４ ｇ / Ｌ Ｔｒｉｓꎬ
６􀆰 ９ ｇ / Ｌ甘氨酸ꎬ１􀆰 ２ ｇ / Ｌ ＥＤＴＡꎬｐＨ ８􀆰 ０)ꎮ 充分混匀

后在 ２５ ℃水浴条件下孵育 ６０ ｍｉｎꎮ ９６ 孔酶标板每

孔加入 ２００ μｌ 待测样品ꎬ以未加 ＤＮＴＢ 的缓冲液作

为空白对照ꎬ在 ４１２ ｎｍ 下读数ꎮ 每个样品测定 ３
次ꎮ 巯基含量＝ ７３.５３×Ａ４１２×Ｄ / ρꎬ式中 Ａ４１２为 ４１２ ｎｍ
下的吸光值ꎬρ 为样品蛋白质浓度(ｇ / ｍｌ)ꎬＤ 为稀释

系数(１１􀆰 ２)ꎮ
１.２.６　 消化粒径的测定　 取方法 １.２.１ 匀浆后蛋白

质混合液、胃蛋白酶酶解后的混合液以及胃蛋白酶

和胰蛋白酶酶解后的混合液ꎬ使用马尔文激光粒度

仪 ３０００ 测定粒度大小[１３]ꎮ
１.２.７ 　 酱排骨风味测定 　 采用 ＦＯＸ￣４０００ 电子鼻

(表 １)进行测定ꎮ 称取 １ ｇ 样品ꎬ放入 １０ ｍｌ 的电子

鼻专用顶空瓶ꎬ封好盖子ꎮ 电子鼻检测器校准后ꎬ将
处理好的样品按顺序放入电子鼻样品托盘中进行检

测ꎮ 顶空参数:顶空注射体积 ５００ μｌꎬ注射速度 ５００
μｌ / ｓꎬ注射总体积 ２􀆰 ５ ｍｌꎬ采集时间 １２０ ｓꎬ进样量

１ ０００ μｌꎬ顶空加热温度 ７０ ℃ꎬ顶空加热时间 ２００ ｓꎬ
延滞采集时间 ６００ ｓꎬ数据采集时间 １２０ ｓꎬ采集周期

１􀆰 ０ ｓꎬ载气为高纯空气ꎬ流速 １５０ ｍｌ / ｍｉｎꎮ

表 １　 ＦＯＸ￣４０００ 电子鼻所用传感器及其性能描述

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｎｓｏｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ＦＯＸ￣４０００ ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ ｎｏｓｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｅｒｆｏｒｍ￣
ａｎｃｅ ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

序号 传感器名称 　 　 敏感物质类型

１ ＬＹ２ / ＬＧ 氯、氟、氮氧化合物、硫化物

２ ＬＹ２ / Ｇ 氨、胺类化合物、碳氧化合物

３ ＬＹ２ / ＡＡ 乙醇、丙酮、氨

４ ＬＹ２ / ＧＨ 氨、胺类化合物

５ ＬＹ２ / ｇＣＴｌ 硫化氢

６ ＬＹ２ / ｇＣＴ 丙烷、丁烷

７ Ｔ３０ / １ 极性化合物、氯化氢

８ Ｐ１０ / １ 非极性ꎬ碳氢化合物、氨、氯

９ Ｐ１０ / ２ 非极性ꎬ甲烷、乙烷

１０ Ｐ４０ / １ 氟、氯

１１ Ｔ７０ / ２ 甲苯、二甲苯、一氧化碳

１２ ＰＡ / ２ 乙醇、氨水ꎬ胺类化合物

１３ Ｐ３０ / １ 碳氢化合物、氨、乙醇

１４ Ｐ４０ / ２ 氯、硫化氢、氟化物

１５ Ｐ３０ / ２ 硫化氢、酮

１６ Ｔ４０ / ２ 氯

１７ Ｔ４０ / １ 氟

１８ ＴＡ / ２ 乙醇

１.２.８　 数据统计分析　 数据采用 ＳＡＳ(ＳＡＳ Ｉｎｓｔｉｔｕ￣
ｔｅꎬ版本 ９. １. ２) 进行单因素方差分析ꎬ并用 Ｄｕｎ￣
ｃａｎｓ’ ｓ 法比较处理组间的差异ꎮ 采用 ＥＺｉｎｆｏ (
Ｕｍｅｔｒｉｃｓꎬ版本 ３.０.３.０)对电子鼻数据进行 ＰＬＳ￣ＤＡ
多元统计分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 贮藏时间对酱排骨蛋白质体外消化率的影响

　 　 酱排骨蛋白质体外消化率随着贮藏时间的增长

而呈现下降的趋势(图 １)ꎮ 在不同贮藏时间酱排骨

体外胃蛋白酶模拟消化试验中ꎬ新鲜酱排骨的蛋白

质消化率最高ꎬ贮藏 ６ 个月的消化率最低ꎬ新鲜、贮
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藏 １ 个月、贮藏 ２ 个月的酱排骨蛋白质体外消化率

无显著差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ从贮藏 ４ 个月开始蛋白质消

化率显著下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 而在胃蛋白酶和胰蛋白

酶模拟消化试验中ꎬ新鲜酱排骨的消化率最高ꎬ贮藏

１ 个月的酱排骨与新鲜酱排骨之间消化率不存在显

著差异 (Ｐ> ０􀆰 ０５)ꎬ贮藏 ２ 个月的显著下降 (Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎬ贮藏 ６ 个月的酱排骨蛋白质消化率最低ꎮ

不同大写字母表示胃蛋白酶消化率差异显著ꎬ不同小写字母表

示胃蛋白酶和胰蛋白酶消化率差异显著ꎮ
图 １　 贮藏时间对酱排骨蛋白质体外消化率的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｔｏｒａｇｅ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎ ｓａｕｃｅｄ ｒｉｂｓ

２.２ 　 贮藏时间对酱排骨蛋白质体外消化粒径的

影响

　 　 由表 ２ 可知ꎬ随着贮藏时间的延长ꎬ匀浆后粒径

Ｄ３ꎬ２和 Ｄｘ (１０)显著增大(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ新鲜、１ 个月、２ 个

月处理组中 Ｄ４ꎬ３和 Ｄｘ (９０) 随贮藏时间增加而显著增

大(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ在 ４ 个月、６ 个月处理组中呈降低趋

势ꎬ新鲜组的粒径值最小ꎮ 经胃蛋白酶消化后ꎬ新
鲜、１ 个月、２ 个月处理组的 Ｄ４ꎬ３、Ｄ３ꎬ２、Ｄｘ (１０)、Ｄｘ (５０)、
Ｄｘ (９０)随贮藏时间延长有增加的趋势ꎬ但差异不显著

(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ贮藏至 ４ 个月粒径显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
经过胃蛋白酶和胰蛋白酶两步消化之后ꎬ粒径变化

趋势与经过胃蛋白酶消化后的趋势一致ꎮ
２.３ 　 贮藏时间对酱排骨蛋白质活性巯基含量的

影响

　 　 酱排骨中蛋白质活性巯基含量随贮藏时间的延

长总体呈现下降的趋势(图 ２)ꎮ 新鲜组和贮藏 １ 个

月、２ 个月、４ 个月组蛋白质的活性巯基含量无显著

差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎬ贮藏至 ６ 个月时ꎬ蛋白巯基含量与

新鲜组相比显著下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 活性巯基含量的

减少主要是由于二硫键的形成ꎬ即蛋白质中活性巯

基的氧化和相关共价化合物的产生ꎮ

表 ２　 不同贮藏时间酱排骨体外消化粒径的变化

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｓａｕｃｅｄ ｒｉｂｓ ｓｔｏｒｅｄ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ

　 　 体外消化过程 贮藏时间(月) Ｄ３ꎬ２(μｍ) Ｄ４ꎬ３(μｍ) Ｄｘ(１０)(μｍ) Ｄｘ(５０)(μｍ) Ｄｘ(９０)(μｍ)

匀浆 ０(新鲜) ３２.９±５.４ｃ １１７.６±１４.２ｃ １２.９±３.５ｃ １０１.３±１１.５ｃ ２２９.７±２５.５ｃ

１ ３５.３±３.７ｃ １４９.５±２６.４ｂ １４.２±２.７ｃ １１４.６±１３.４ｂ ３２５.６±８０.５ｂ

２ ４２.６±３.７ｂ １８９.０±２０.７ａ ２７.０±１０.９ｂ １３０.０±９.０ａ ４４３.１±６２.７ａ

４ ４４.０±６.７ｂ １５８.０±７.８ｂ ２９.６±１４.８ａｂ １２５.８±４.８ａ ３２３.５±３７.３ｂ

６ ５１.５±６.１ａ １６５.７±９.５ｂ ４０.７±１５.４ａ １３３.５±８.７ａ ３３２.３±１８.５ｂ

胃蛋白酶消化 ０(新鲜) ２７.８±３.２ａｂ ８７.１±９.９ａｂｃ ９.５±１.２ａ ７８.３±７.７ｂｃ １７２.５±１６.７ａｂ

１ ２８.３±２.１ａｂ ９２.５±１１.１ａｂ ９.６±１.０ａ ８４.４±９.４ａｂ １８０.６±２０.５ａｂ

２ ３０.３±２.１ａ ９９.７±９.１ａ １０.１±０.８ａ ８８.３±６.０ａ １９６.６±１８.３ａ

４ ２１.１±０.９ｃ ７８.３±６.８ｃ ６.７±０.１ｂ ７１.６±７.６ｃ １６１.６±９.９ｂ

６ ２６.１±２.８ｂ ８３.９±２１.１ｂｃ ９.２±１.２ａ ７４.３±１１.９ｃ １６９.１±４９.３ａｂ

胃蛋白酶＋胰蛋白酶消化 ０(新鲜) ２４.５±２.１ｂ ６８.５±５.２ｃ ８.５±０.７ｂ ６４.２±５.２ｂ １３５.５±８.１ｂ

１ ２４.９±２.０ｂ ７４.２±５.５ａｂ ８.７±０.９ｂ ７１.２±６.２ａ １４１.１±８.９ａｂ

２ ２７.８±３.１ａ ７５.７±４.４ａ ９.７±１.４ａ ７０.５±４.２ａ １４７.７±８.７ａ

４ ２１.８±１.７ｃ ６９.３±５.２ｂｃ ７.５±０.７ｃ ６６.８±５.７ａｂ １３４.１±７.１ｂ

６ ２０.９±１.１ｃ ５１.３±４.６ｄ ７.８±０.３ｂｃ ４８.２±５.６ｃ １０１.２±６.９ｃ

同列不同字母表示粒径大小差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ Ｄ４ꎬ３表示体积质量等效平均直径ꎬ即粒径对体积的加权平均值ꎻＤ３ꎬ２表示体积表面积等效平
均值ꎬ即粒径对表面积的加权平均值ꎻＤｘ (１０) 、Ｄｘ (５０) 、Ｄｘ (９０)分别表示粒径积累值达到体积百分比的 １０％、５０％、９０％时的粒径大小ꎮ
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不同小写字母表示差异达到 ０.０５ 显著水平ꎮ
图 ２　 贮藏时间对酱排骨蛋白质活性巯基含量的影响

Ｆｉｇ.２ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｓｔｏｒａｇｅ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｆｒｅｅ ｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌ
ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｓａｕｃｅｄ ｒｉｂｓ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.４　 不同贮藏时间酱排骨蛋白质 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳

图谱的变化

　 　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳结果显示不同贮藏时间酱排骨

蛋白质含量存在较大差异(图 ３)ꎮ 图 ３ 中条带 １、２、
３、４、５、７、９、１０、１３、１５ 相对光密度值存在显著差异

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ尤其是贮藏 ６ 个月组的条带相对光密度

值显著增大(表 ３)ꎮ 在未消化样品的泳道上有明显

的拖带现象ꎬ这主要是由于在加工过程中ꎬ肉蛋白经

过长时间煮制而发生聚集和降解而形成的ꎮ 电泳图

中条带的变化表明ꎬ经胃蛋白酶降解后ꎬ不同贮藏时

间酱排骨的大分子蛋白质都降解成较小的片段ꎬ在

分子量 ２×１０３ ~１５×１０３范围内出现了较多的蛋白质

碎片ꎮ 而再进一步经过胰蛋白酶酶解后ꎬ在泳道内

基本观察不到明显条带ꎬ可以认为蛋白质被降解成

小分子的多肽和氨基酸ꎮ 电泳结果还表明ꎬ随着贮

藏时间的延长ꎬ大分子蛋白质含量越多ꎬ越不容易被

胃蛋白酶和胰蛋白酶水解ꎬ这与随着贮藏时间的延

长消化率逐渐降低的结果相吻合ꎮ

ａ~ ｅ:消化前ꎬ依次为新鲜、贮藏 １ 个月、 贮藏 ２ 个月、 贮藏 ４ 个

月、 贮藏 ６ 个月ꎻｆ ~ ｊ:胃蛋白酶消化后ꎬ依次为新鲜、贮藏 １ 个

月、 贮藏 ２ 个月、 贮藏 ４ 个月、 贮藏 ６ 个月ꎻｋ~ ｏ:胃蛋白酶和胰

蛋白酶消化后ꎬ依次为新鲜、贮藏 １ 个月、 贮藏 ２ 个月、 贮藏 ４
个月、 贮藏 ６ 个月ꎮ
图 ３　 不同贮藏时间酱排骨中蛋白质消化前后 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳

图谱

Ｆｉｇ.３　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｓａｕｃｅｄ ｒｉｂｓ ｓｔｏｒｅｄ
ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

表 ３　 不同贮藏时间酱排骨蛋白质 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 相对光密度值

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｌｉｇｈｔ ｄｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｇｅｌｓ ｆｒｏｍ ｓａｕｃｅｄ ｒｉｂｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｏｒａｇｅ ｔｉｍｅ

条带
相对光密度值

新鲜 贮藏 １ 个月 贮藏 ２ 个月 贮藏 ４ 个月 贮藏 ６ 个月

１ ０.０５５±０.０１７ｂ ０.０５３±０.００６ｂ ０.０５６±０.０２２ｂ ０.０６０±０.０４０ｂ ０.０９７±０.０４６ａ
２ ０.０２３±０.０１０ｂ ０.０２７±０.００６ｂ ０.０２４±０.００３ｂ ０.０２４±０.００７ｂ ０.０３５±０.０１１ａ
３ ０.０３０±０.００９ｂ ０.０３０±０.００９ｂ ０.０２７±０.００７ｂ ０.０２６±０.００９ｂ ０.０４４±０.０２０ａ
４ ０.０１９±０.００７ａｂ ０.０１５±０.００７ａｂ ０.０１６±０.００９ａｂ ０.０１０±０.００４ｂ ０.０２３±０.００９ａ
５ ０.０２２±０.００９ｂ ０.０２４±０.０１１ｂ ０.０２７±０.００６ａｂ ０.０３０±０.００２ａｂ ０.０３９±０.０２２ａ
６ ０.０３３±０.００５ａ ０.０３１±０.００７ａ ０.０３３±０.００８ａ ０.０３８±０.００３ａ ０.０４１±０.０２１ａ
７ ０.１８２±０.０８５ａｂ ０.１６５±０.０２１ｂ ０.０９６±０.０２８ｃ ０.２３７±０.０４１ａ ０.２２１±０.０３２ａ
８ ０.０７３±０.０３８ａ ０.０８３±０.０１５ａ ０.０７７±０.０２４ａ ０.０８６±０.０４０ａ ０.１００±０.０３６ａ
９ ０.３０２±０.１０１ｃｂ ０.４５６±０.１３４ａ ０.４０１±０.１３５ａｂｃ ０.４２９±０.１３８ａｂ ０.２８７±０.１１８ｃ

１０ ０.２６８±０.１５３ｂ ０.２７９±０.１３３ｂ ０.２８１±０.１３４ｂ ０.３９７±０.１６１ａｂ ０.５０３±０.１１９ａ
１１ ０.０３３±０.００８ａ ０.０３５±０.０１２ａ ０.０３７±０.０１７ａ ０.０３５±０.０１１ａ ０.０４１±０.０１３ａ
１２ ０.０３９±０.０１３ａ ０.０４３±０.０１５ａ ０.０４４±０.０１４ａ ０.０４０±０.０１１ａ ０.０２９±０.０１２ａ
１３ ０.０５７±０.０４５ｂ ０.０８６±０.０３８ａｂ ０.０７２± ０.０３１ａｂ ０.１０３±０.０３７ａ ０.０７８±０.０１８ａｂ
１４ ０.０４８±０.０３０ａ ０.０７１±０.０４１ａ ０.０５８±０.０３５ａ ０.０９４±０.０７３ａ ０.０４５±０.０２９ａ
１５ ０.０９０±０.０２０ｂ ０.２３６±０.１０９ａ ０.１７７±０.１１６ａｂ ０.１４３±０.０６３ａｂ ０.１６７±０.０８３ａｂ
１６ ０.３９２±０.０６８ａ ０.４４９±０.１２４ａ ０.４４１±０.１３９ａ ０.４７７±０.０５９ａ ０.４３３±０.１２４ａ
１７ ０.９２８±０.１７４ａ １.０４５±０.２１１ａ １.００１±０.２７２ａ ０.９７２±０.２１５ａ １.０４０±０.３４０ａ

同一行中不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
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２.５　 不同贮藏时间酱排骨蛋白质体外酶解产物肽

段序列差异

　 　 将酱排骨蛋白质体外酶解产物肽段序列进行韦

恩交集分析ꎬ结果如图 ４ 所示ꎮ 从新鲜、贮藏 １ 个

月、２ 个月、４ 个月、６ 个月的酱排骨胃蛋白酶消化产

物中鉴定到共有的肽段数量为 ７１ꎬ特有的肽段数量

分别为 １８、２０、１９、１５、３５ꎻ在胃蛋白酶和胰蛋白酶消

化产物中鉴定到共有的肽段数量为 ２１１ꎬ特有的肽

段数量分别为 ４１、３９、１９、３０、４５ꎮ 不同贮藏时间酱

排骨蛋白质体外酶解产物肽段序列数量和种类存在

显著差异ꎮ

图 ４　 不同贮藏时间酱排骨蛋白质消化产物肽段差异

Ｆｉｇ.４　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍｓ ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｓａｕｃｅｄ ｒｉｂｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｏｒａｇｅ ｔｉｍｅ

２.６　 不同贮藏时间酱排骨蛋白质体外酶解产物肽

段数量分布

　 　 从新鲜、贮藏 １ 月、２ 月、４ 月、６ 月酱排骨的胃

蛋白酶消化产物中分别鉴定到 １８１、１６６、１７２、１５７、
１６５ 条肽段ꎬ在胃蛋白酶＋胰蛋白酶消化产物中分别

鉴定到 ４６３、４３３、３４０、４３８、４４５ 条肽段ꎬ新鲜酱排骨

中鉴定到的肽段数量最多ꎮ
把鉴定到的肽段按分子量大小分为≥８００ 且<

１ ０００、≥１ ０００且<２ ０００、２ ０００~ ３ ５００三组ꎮ 由图 ５
可知ꎬ经胃蛋白酶消化后ꎬ鉴定到的≥８００ 且<１ ０００
组肽段数量都最少ꎬ ２ ０００~ ３ ５００组肽段数量居

中ꎬ≥１ ０００且< ２ ０００组肽段数量最多ꎮ 在胃蛋白

酶＋胰蛋白酶消化产物中鉴定到的肽段数量多于胃

蛋白酶消化后的肽段数量ꎬ但分子量分布没有发生

变化(图 ６)ꎮ 肽段数量显著增加说明肌原纤维蛋白

和肌浆蛋白与胰蛋白酶的结合性提高了ꎮ
２.６　 贮藏时间对酱排骨风味的影响

采用电子鼻对不同贮藏时间酱排骨的风味进行

比较测定ꎮ 测定结果(图 ７)显示ꎬ不同贮藏时间酱

排骨整体风味在 ＬＹ２ / ＬＧ、 Ｐ４０ / ２、 Ｐ３０ / １、 Ｔ４０ / １、
ＴＡ / ２、Ｐ１０ / ２ 传感器上存在显著差异ꎬ新鲜和贮藏 １

图 ５　 不同贮藏时间酱排骨蛋白质胃蛋白酶酶解产物肽段数量

分布

Ｆｉｇ.５ 　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ
ｆｒｏｍ ｓａｕｃｅｄ ｒｉｂｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｏｒａｇｅ ｔｉｍｅ ｗｉｔｈ ｐｅｐｓｉｎ
ｄｉｇｅｓｔａ ｃａｔｅｇｏｒｉｚｅｄ

个月的酱排骨传感器信号强度相似ꎮ
由图 ８ 可知ꎬ第 １ 主成分( ｔ１)和第 ２ 主成分( ｔ２)

的贡献率分别为 ９０􀆰 ０％和 ４􀆰 ６％ꎬ二者之和达到

９４􀆰 ６％ꎬ能够反映样品的整体信息ꎮ 新鲜和贮藏 １ 个

月的酱排骨整体香气成分重叠ꎬ电子鼻不能将其分

开ꎬ说明新鲜的和贮藏 １ 个月的酱排骨风味接近ꎮ 新
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图 ６　 不同贮藏时间酱排骨蛋白质胃蛋白酶和胰蛋白酶酶解产

物肽段数量分布

Ｆｉｇ.６ 　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｐｅｐｔｉｄｅｓ
ｆｒｏｍ ｓａｕｃｅｄ ｒｉｂｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｏｒａｇｅ ｔｉｍｅ ｗｉｔｈ ｐｅｐｓｉｎ
ａｎｄ ｔｒｙｐｓｉｎ ｄｉｇｅｓｔａ ｃａｔｅｇｏｒｉｚｅｄ

鲜、贮藏 １ 个月和贮藏 ２ 个月的风味差异主要体现在

ｔ２ 上ꎬｔ２ 的贡献率比较小ꎬ说明三者的香气差异不显

著ꎻ贮藏 ４ 个月、６ 个月的酱排骨与其余 ３ 个时间样品

距离较远ꎬ且差异主要体现在 ｔ１ 上ꎬ说明香气成分存

在显著差异ꎻ贮藏 ４ 个月与 ６ 个月样品差异主要体现

在 ｔ２ 上ꎬ说明两者的香气特征较为相似ꎮ

ＬＹ２ / ＬＧ 等为电子鼻传感器名称(见表 １)ꎮ
图 ７　 不同贮藏时间酱排骨的风味物质指纹图

Ｆｉｇ.７　 Ｔｈｅ ｆｌａｖｏｒ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｏｆ ｓａｕｃｅｄ ｒｉｂｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｏｒａｇｅ
ｔｉｍｅ

３　 讨 论

蛋白质消化率反映食物中蛋白质被分解和吸收

图 ８　 不同贮藏时间的酱排骨风味物质电子鼻数据偏最小二乘

判别(ＰＬＳ￣ＤＡ)分析

Ｆｉｇ.８　 ＰＬＳ￣ＤＡ ｐｌｏｔ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ ｎｏｓｅ ｄａｔａ ｏｆ ｆｌａｖｏｒ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ
ｉｎ ｓａｕｃｅｄ ｒｉｂｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｏｒａｇｅ ｔｉｍｅ

的程度ꎬ消化率越高越易被生物体吸收利用[１４]ꎮ 随

着贮藏时间延长ꎬ酱排骨蛋白质消化率逐渐降低ꎮ
Ｋｏｕｔｉｎａ 等[１５]在对帕尔玛火腿的研究过程中发现ꎬ
氧化所引起的蛋白质变化将影响其与消化酶的结合

性ꎮ 本研究中ꎬ酱排骨蛋白质的胃蛋白酶消化率在

贮藏 ４ 个月时出现显著降低ꎬ胃蛋白酶和胰蛋白酶

消化率在贮藏 ２ 个月时出现显著降低ꎬ胰蛋白酶酶

解受贮藏时间的影响较大ꎮ 酱排骨在预处理和杀菌

过程中长时间高温煮制触发了蛋白质氧化ꎬ这类氧

化与蛋白质高度变性释放出的铁离子和其他活性产

物有关ꎮ 在长期储存过程中ꎬ真空包装中剩余氧气

可能与蛋白质以及肌间脂肪发生进一步的氧化反

应[１６￣１７]ꎮ 巯基含量的降低说明酱排骨在贮藏过程

中发生了氧化ꎮ 蛋白质分子间通过二硫键交联、聚
集ꎬ是巯基含量降低的主要原因之一[１８￣１９]ꎮ 本试验

中酱排骨贮藏 ６ 个月时ꎬ活性巯基含量的减少主要

是由于二硫键的形成ꎬ即蛋白质中活性巯基的氧化

和相关共价化合物的产生ꎮ 这与肉类冷藏过程中变

化一致[２０￣２２]ꎮ
酱排骨肉样匀浆粒径随贮藏时间的延长呈先增

加后降低的趋势ꎮ 这可能与贮藏过程中发生的蛋白

质氧化和聚集有关[２３]ꎮ 有研究结果[２４￣２６]表明ꎬ在宰

后鲜肉储藏和肉制品加工过程中蛋白质会降解ꎮ 鲜

肉贮藏过程中匀浆物粒径出现下降的趋势可能与蛋

白质在内源酶作用下的降解有关ꎮ 而对于肉制品而

言ꎬ则可能由于氧化导致蛋白质疏水性增加ꎬ蛋白质

粒径变小ꎮ 由不同储存时间酱排骨蛋白质消化前后

的一维凝胶电泳图可以看出ꎬ不同储存时间酱排骨

２９３１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１７ 年 第 ３３ 卷 第 ６ 期



蛋白质降解的程度不同ꎮ 加热过程引发的蛋白质氧

化在储存期内持续ꎬ造成蛋白质的聚集和交联ꎬ从而

改变不同分子量条带的分布和光密度[２７]ꎮ 纳升级

液相串联质谱仪测定结果表明不同贮藏时间酱排骨

蛋白质体外酶解产物肽段序列存在显著差异ꎮ 有研

究者报道ꎬ氧化诱导蛋白质变化ꎬ例如氨基酸侧链的

修饰ꎬ蛋白质聚合物的形成ꎬ溶解性的损失ꎬ羰基含

量的增加ꎬ氨基酸组成的变化和蛋白质水解敏感性

的增加[２８￣２９]ꎮ Ｒｕｔｈｅｒｆｕｒｄ[３０] 等报道ꎬ蛋白质氧化可

通过蛋白质变性和限制多肽的生成 ２ 种机理影响

蛋白质的消化ꎮ 因此ꎬ蛋白质的氧化可能会降低其

在肠道的消化和吸收ꎮ 随着贮藏时间的延长ꎬ酱卤

肉制品中蛋白质发生氧化ꎬ使消化率降低ꎬ导致消化

产物的差异ꎮ 贮藏 ２ 个月之内ꎬ酱排骨的风味物质

变化不大ꎬ贮藏 ４ 个月之后酱排骨风味发生了显著

变化ꎬ可能与脂肪和蛋白质的氧化有关ꎮ 富含不饱

和脂肪的肉制品最易受脂质氧化的影响[３１]ꎮ 脂肪

氧化能够形成影响产品风味的氧化产物ꎬ比如醛类、
酮类[３２]ꎮ 贮藏过程中ꎬ蛋白质构象的改变会导致有

效作用位点的改变从而影响其与挥发性化合物的作

用[３３￣３４]ꎮ
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