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成熟过程中活性氧簇（ROS）对肌原纤维蛋白结构的

影响 
 

张玉林 1，曹锦轩 1，潘道东 1，欧昌荣 1，沈建良 2 

（1.宁波大学食品科学与工程系，浙江宁波 315211）(2.浙江卓旺农业科技有限公司，浙江湖州 313014） 

摘要：以拉曼光谱为主要技术手段，观测了鹅肉成熟过程中，肌原纤维蛋白在 ROS 诱导剂双氧水（H2O2）与 ROS 清除剂 N-

乙酰半胱氨酸（NAC）的对照处理下，其主链构象及氨基酸残基微环境的变化。经 10 mmol H2O2处理后的鹅肉组织中，ROS 的相对

含量明显高于 10 mmol NAC 处理组（p<0.05）。伴随着 ROS 含量的升高，H2O2处理组 α-螺旋的含量显著下降（p<0.05），β-折叠的含

量显著上升（p<0.05）；而在 NAC 处理组，α-螺旋的含量显著下降（p<0.05），无规则卷曲显著上升（p<0.05）；蛋白质二级结构的变

化，特别是 α-螺旋与 β-折叠之间的转化与蛋白质的凝胶特性密切相关。H2O2处理组骨架 C-C、C-N 的伸缩振动强度下降幅度明显高

于 NAC处理组，说明 ROS 攻击骨架肽链使蛋白发生降解；H2O2处理组 760 cm-1 的归一化强度的下降趋势也明显高于NAC处理组，

表明氧化增强了蛋白质的表面疏水性。 
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Abstract: In this study, Raman spectroscopy was used to analyze changes in the main chain of myofibrillar protein and the 

microenvironment of amino acid residues in goose meat while ageing. The observations were conducted in a controlled experiment using the 

ROS inducer, hydrogen peroxide (H2O2), and N-acetyl cysteine (NAC), a ROS scavenger. After treatment with10 mmol H2O2 solution for 96 h, 

the relative content of ROS in goose muscle tissues was visibly higher than that in the NAC group (p<0.05). With increasing ROS concentration, 

the α-helix content decreased significantly (p<0.05), where as the β-sheet content increased significantly (p<0.05) in the H2O2 group. While in 

the NAC group, the α-helix content decreased significantly (p<0.05), but the content of random coils increased significantly (p<0.05). Changes 

in secondary protein structure, especially the transformation between α-helix and β-sheet forms, are closely related to gelling properties of the 

protein. The decline in intensity of C-C\C-N skeletal stretching vibrations was greater in the H2O2 group than in the NAC group, indicating that 

ROS could target the skeletal peptide bond and induce protein degradation. The normalized decline in intensity of the Raman band at 760 cm-1 

was more pronounced in the H2O2 group than in the NAC group, suggesting that oxidation could enhance the surface hydrophobicity of proteins. 
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活性氧簇（ROS）是细胞有氧代谢过程中产生的

化学性质活泼的氧自由基和能转化为自由基的物质，

主要包括羟自由基（·OH）、超氧阴离子基（O2-·）、过 
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氧游离基（ROO·）等氧自由基和过氧化氢（H2O2）、

氢过氧化物（ROOH）等某些非自由基物质，其中

O2-·，·OH，H2O2 最活泼，是作用于蛋白的主要活性氧。

蛋白质氧化对食品的感官品质具有重要影响，

Martinaud[1]发现在肉的成熟储存过程中，活性氧能够作

用于肌原纤维蛋白引起肉品质的变化。一方面，活性

氧通过修饰蛋白质骨架肽链及氨基酸的侧链来改变蛋

白的交联或降解状况，影响蛋白质的溶解性、疏水性、

持水力、凝胶特性等理化性质，进一步决定着肉品的
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质构、风味、颜色等消费品质及蛋白质的组成、体外

消化率等营养品质[2~7]。蛋白质结构也决定了风味化合

物与蛋白质的结合程度，尤其是其表面有效的疏水结

合部位的数目[8]，氧化能使包埋的氨基酸侧链展开，降

低蛋白的热稳定性，从而改变蛋白质的表面疏水性及

构象[9]。另一方面，ROS也可以间接介导蛋白质氧化，

主要是现诱导脂质过氧化和加速非酶糖基化生成活性

羰基化合类物质，使蛋白质糖基化和蛋白质-蛋白质的

交联，再利用其活性中间产物间接介导蛋白质氧化，

使正常蛋白的活性增强或减弱[10]。 

目前关于蛋白质氧化的研究多集中在临床医学，

肉品学中关于宰后肌肉蛋白氧化的数据较少，特别是

有关成熟过程中氧化对肌原纤维蛋白结构的影响机制

研究鲜有报道。N-乙酰半胱氨酸（NAC）为谷胱甘肽

的前体，是一种含有巯基的抗氧化剂，其分子中的巯

基可以打开二硫键，具有清除自由基，调节细胞代谢，

预防 DNA 损失等功能，在医学领域有广泛的应用。

过氧化氢（H2O2）本身就是 ROS 的一种，它可与很

多无机或有机化合物反应生成新的过氧化物。本文将

利用的拉曼光谱技术观测成熟过程中，鹅肉肌原纤维

蛋白在 ROS 诱导剂双氧水（H2O2）与 ROS 清除剂

N-乙酰半胱氨酸（NAC）的对照处理下结构变化的规

律，以期探求蛋白氧化改变肉食用品质的实质机理，

丰富和发展肉的成熟理论，为充分发挥肉的成熟潜能

和成熟工艺的改进提供新的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

浙东大白鹅，象山文杰大白鹅养殖有限公司白鹅

基地。氯化钠、亚硝酸钠，国药集团生物有限公司；

活性氧荧光探针 DCFH-DA，美国 sigma 公司；其它化

学分析试剂均为分析纯。 

GF-1 型高速分散器，江苏海门其林贝尔仪器制造

有限公司；美国贝克曼 Allerga 高速冷冻离心机，贝克

曼库尔特有限公司；M200 全波长酶标仪，美国 Tecan

公司；inVia-Reflex 拉曼光谱仪，法国 Renishaw 公司。 

1.2  鹅肉样本的制备 

选取 5 只体重相同，日龄为 90 d的浙东大白鹅，

将其电击晕厥后宰杀放血（动物实验许可证号：

SYXK(浙)2008-0111），迅速取下每只鹅的整块胸脯肉

作为试验样本。每个样本平均分成 7 份，将其中 1 份

作为 0 h 的样本，取 5 g 鲜肉用于活性氧含量的测定，

剩下的立刻放入液氮中冷冻，用于后续的测定。剩余

的 6 份分成 3 组，分别为对照组，H2O2 处理组和 NAC

处理组。对照组即对鹅肉不做任何其他处理，仅在 4 ℃

条件下，暴露于空气中自然成熟；而处理组则分别将

鹅肉浸泡在用 10 mmol的 H2O2 和 NAC 溶液中，同样

4 ℃条件下成熟。当贮存时间分别到达 24 h与 96 h 时，

参照 0 h 的处理方法，取 5 g 未经冷冻的鹅肉用于活性

氧的测定，剩余的样本迅速放入液氮中冷冻以用于后

续蛋白结构的测定。 

1.3  活性氧 ROS相对含量的测定 

荧光探针 DCFH-DA 在细胞酯酶的作用下水解生

成 DCFH，继而又被组织中的活性氧氧化生成有荧光

的 DCF，因此，检测 DCF 的荧光就可以知道细胞内

活性氧的水平。组织匀浆液的提取及 ROS 含量的测定

参考刘宁等[11]的方法稍加改进：将 0.5 g 不带肌腱、

脂肪的鹅肉放入 3 mL的 Tri-HCl缓冲液（10 mmol/L 

Tri-HCl，0.8% (m/V) NaCl，0.1 mmol/L EDTA-2Na，

10 mmol/L sucrose，pH 7.4）中剪碎，在冰上匀浆 1min，

3000 g 冷冻离心 15 min 收集上清，并用双缩脲法测定

上清蛋白浓度。ROS 荧光值的测定方法如下： 将 100 

μl 的上清液与 100 μL 的反应缓冲液（10 mmol/L 

Tris-HCl buffer ， 0.8% (m/V) NaCl， 0.1 mmol/L 

EDTA-2Na，10 mmol/L sucrose，10 μmol/L DCFH-DA，

pH 7.4）在酶标板内混合，并迅速用酶标仪测出孵育

前的荧光值。在 37 ℃下孵育 30min 后测出孵育后的

荧光值，ROS 的相对含量即为： 

ROS 相对含量=(孵育后的荧光值-孵育前的荧光

值)/孵育时间/蛋白浓度 

1.4  肌原纤维蛋白的制备 

肌原纤维蛋白的提取参照曹锦轩等的方法[12]。将

蛋白原液稀释为 40 mg/mL，置于 4 ℃短期保存，用于

拉曼光谱分析。 

1.5  拉曼光谱分析 

拉曼光谱的测定参照曹锦轩等的方法[12]。蛋白质

二级结构（α-螺旋、无规则卷曲、β-折叠、β-转角及

其他结构）含量计算参考 Susi等的方法[13]。 

1.6  数据分析 

采用 SAS 8.0进行方差分析，差异显著性分析采用

Duncan multiple range test 模式，显著性水平选定

P<0.05。 

2  结果与分析 

app:ds:glycerine
app:ds:glycerine
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2.1  H2O2和NAC对 ROS的生成量的影响 

 
图 1 鹅肉在自然成熟过程中 ROS 的相对含量的变化 

Fig.1 ROS relative content values of geese muscle during the 

mature process 

 
图 2 鹅肉成熟过程中经过 H2O水溶液浸泡处理后 ROS的相对含

量的变化 

Fig.2 ROS relative content values of geese muscle soaking in 

hydrogen peroxide solution during the mature process 

 
图 3 鹅肉成熟过程中经过 NAC浸泡处理后ROS的相对含量的变

化 

Fig.3 ROS relative content values of geese muscle soaking in 

N-acetyl cysteine solution during the mature process 

从图 1 中可知，鹅肉在自然成熟过程中，活性氧

的相对含量在 24 h 内下降，96 h显著升高（p<0.05）；

经过 H2O2 浸泡处理后，活性氧的含量一直呈上升趋

势，且最终活性氧的相对含量比对照组的高出 33.63%

（H2O2 浸泡处理：898，对照组：672，图 2 所示）；

鹅肉经过 NAC 浸泡处理后，其活性氧的相对含量明

显低于对照组和 H2O2 处理组（图 3 所示），这说明

H2O2 作为活性氧的诱导剂确实促进了活性氧的生成，

而 NAC 作为抑制剂也明显抑制了活性氧的产生。 

2.2  通过拉曼光谱分析氧化对蛋白结构的影

响 

2.2.1  鹅肉肌原纤维蛋白拉曼光谱条带的指认 

拉曼谱带可以提供肽的骨架构象信息，其中酰胺 

I 和酰胺Ⅲ的骨架振动模式与二级结构的含量变化有

密切关系。氨基酸侧链振动引起各个频率拉曼条带强

度变化，反应了酪氨酸、色氨酸以及苯丙氨酸等芳香

族氨基酸残基周围的微环境。图4 是鹅肉肌原纤维蛋

白拉曼光谱，蛋白质相关谱带的指认与分析工作曾经

有系统研究报道[14~15]，相关谱带指认见表 1。 

表 1 鹅肉肌原纤维蛋白条带指认 

Table 1 Tentative assignment of some bands of myofibrillar 

proteins from geese 

波数/cm-1 峰的来源及峰的指认 

760 色氨酸伸缩振动 

830, 850 酪氨酸的基频和泛频费米共振 

937 酰胺 III C=C 伸缩振动 

1003 苯丙氨酸环的呼吸振动 

1066 骨架 C-C、C-N 的伸缩振动 

1127 骨架 C-N 的伸缩振动 

1206 酪氨酸或苯丙氨酸 

1246 酰胺 III 多肽骨架振动 β-折叠 

1304 酰胺 III α-螺旋或 C-H 弯曲振动 

1340 色氨酸或脂肪族 CH 弯曲振动 

1452 CH3 CH2, CH 的弯曲振动 

1600~1700 

酰胺 I （α-螺旋 1650-1665 cm-1; β-折叠

1620-1632, 1670-1680 cm-1; β-转角

1635-1639,1680-1690 cm-1;无规则卷曲 

1640-1645,1666-1670 cm-1） 

2935 脂肪族 C-H 伸缩振动 

2.2.2  从酰胺 I 分析氧化对肌原纤维蛋白二级
结构的影响 

-CO-NH-(肽键)在拉曼光谱的几个特征振动模式

中，1650 cm-1 附近的酰胺 I 带是分析蛋白质二级结构

最有用且最常用的谱带，酰胺 I主要源于肽键 C=O 的

面内伸缩振动，C-N 的伸缩振动、Cα-C-N 的弯曲振动

及 N-H的面内弯曲振动对其也有微弱的贡献[16]。根据

Susi 和 Byler 的方法，利用 Peakfit 软件对 1600~1700 

cm-1 范围内的拉曼光谱进行傅里叶去卷积处理后再进
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行曲线拟合，得到代表不同二级结构的特征峰及其面

积所占总面积的百分比，从而估算出不同二级结构的

含量。 

从图 5d、e、f中可知，0 h 鹅肉肌原纤维蛋白的

主导峰出现在 1658 cm-1，NAC 处理 24 h 后主导峰偏

移至 1646 cm-1，表明 α-螺旋解旋向无规则卷曲构象变

化，96 h 主峰继续向左偏移至 1641 cm-1，说明 NAC

浸泡处理能促进 α-螺旋向无规则卷曲转变。H2O2浸泡

24 h后，肌原纤维蛋白的主导峰位移至 1655 cm-1，与

NAC 处理组相比，左移不明显，说明 H2O2 能阻止 α-

螺旋进一步紧密缠绕，96 h 主导峰重新向右位移至

1658 cm-1，表明 α-螺旋在逐渐展开。 

对去卷积后的谱图进行拟合，相应的定量信息如

图 6、7 所示，经过 H2O2处理后，肌原纤维蛋白 α-螺

旋的含量呈明显的下降趋势，而 β-折叠的含量却呈上

升趋势，特别是在 24 h 到 96 h之间上升显著，说明此

期间主导峰右移是 α-螺旋逐渐展开形成了 β-折叠。经

NAC 处理后，肌原纤维蛋白 β-折叠的含量与 H2O2 处

理组呈现相反的变化趋势，与 0 h 相比在 96 h 显著下

降（p<0.05）；α-螺旋的含量在 24 h 也显著下降

（p<0.05），但在 96 h 变化不明显；无规则卷曲结构

的含量在 0 至 24 h 显著上升（p<0.05），这说明 NAC

浸泡后肌原纤维蛋白中，α-螺旋与 β-折叠结构与向无

规则卷曲结构转化。两组中 β-转角结构的含量变化趋

势相同，可能氧化对其影响不大。 

以上的实验结果表明，蛋白氧化期间蛋白质二级

结构发生的最主要的变化即为 α-螺旋构象转化为 β-

折叠构象，这一现象也广泛存在于肉制品的生产加工

过程中[12, 17~18]。早期的研究者认为鱼肉肌动球蛋白凝

胶的形成需要 α-螺旋的缓慢展开，低温凝胶现象与 α-

螺旋结构的解旋密不可分[19]，后来的研究发现 α-螺旋

结构的减少一般都伴随着 β-折叠结构的增加，而 β-

折叠结构的形成可能才是形成凝胶和交联网络的真正

原因[20]。加工过程中，加热处理和盐离子（如NaCl、

CaCl2、MgCl2 等）能够促进 α-螺旋展开形成 β-折叠
[21~22]。Feng 等[23]在 α-螺旋向 β-回折转变机制的研究

中发现削弱氢键的能量与氨基酸侧链间的相互用可以

促使 α-螺旋结构转变成 β-回折（两条反平行 β-折叠环

相链接构成的超二级结构），而活性氧则具有削弱氢

键，破坏蛋白的能力[24]。此外，值得一提的是，NAC

处理组在24 h并没有出现α-螺旋构象转化为β-折叠的

现象，而是无规则卷曲的含量显著升高，Feng 等还发

现α-螺旋转变为β-折叠时需经历一个无规则卷曲的过

程，NAC 的处理没有阻止 α-螺旋向无规则卷曲过渡， 

 

却阻止了无规则卷曲向 β-折叠转化，目前在肉品学研

究领域未见有相似的有趣现象的报道。 

 

 

 

 
图 4 经过 H2O2和 NAC 浸泡处理后的鹅肉肌原纤维蛋白拉曼光谱

（500~2100 cm-1和 2700~3100 cm-1） 

Fig.4 Raman spectrum in the 400~1800 cm-1 and 2700~3100 

cm-1 wave number region of myofibrillar protein from geese 

muscle soaking in hydrogen peroxide solution and N-acetyl 

cysteine solution respectively 
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图 5 不同处理组酰胺 I去卷积变化图 

Fig.5 Deconvolved and curve fitted Raman bands of amide 

I of myofibrillar proteins from geese muscle with different 

treatments 

 
图 6 成熟过程中经H2O2浸泡处理后鹅肉肌原纤维蛋白二级结构

的变化 

Fig.6 Secondary structure fractions estimated from the amide I 

band of myofibrillar proteins from geese muscle soaking in 

hydrogen peroxide solution 

 
图 7.成熟过程中经 NAC浸泡处理后鹅肉肌原纤维蛋白二级结构

的变化 

Fig.7 Secondary structure fractions estimated from the amide I 

band of myofibrillar proteins from geese muscle soaking in 

N-acetyl cysteine solution 

2.2.3  色氨酸和酪氨酸残基微环境的变化 

芳香族侧链氨基酸显示了几个拉曼条带，其中一

些可以反映微环境的极性，或是否参与了氢键。760 

cm-1 附近的拉曼光谱被指认为色氨酸环的伸缩振动，
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从表 2 中可知，I760 在两组中都呈下降趋势，但 H2O2

处理组的下降幅度更显著。Li-Chan 曾经报道当色氨

酸残基从包埋的疏水环境变成极性环境时，760 cm-1

的相对强度就会下降[14]。H2O2处理组的下降幅度更大

说明 H2O2 处理能促进色氨酸残基逐渐从包埋的疏水

环境中暴露出来，由于色氨酸残基是疏水性很强的氨

基酸残基，它的暴露会增加蛋白质的表面疏水性，因

此，我们可以推测色氨酸残基的暴露是氧化增加蛋白

质表面疏水性的重要原因之一，这一推论在其他研究

中也有所体现[7, 25]。 

表 2 H2O2处理与 NAC处理过程中肌原纤维蛋白拉曼光谱归一化

强度的变化 

Table 2 Normalized intensities of myofibrillar proteins from 

geese muscle soaking in hydrogen peroxide solution and 

N-acetyl cysteine solution respectively 

  I760 I850/I830 I1066 I2935 

 0 h 0.89±0.02a 1.02±0.11a 1.01±0.11a 0.95±0.09a 

H2O2 
24 h 0.83±0.01a 1.02±0.09a 0.91±0.05b 0.15±0.01c 

96 h 0.72±0.02c 1.04±0.08a 0.82±0.04c 0.39±0.09b 

NAC 
24 h 0.84±0.01b 1.02±0.10a 0.99±0.08a 0.17±0.01c 

96 h 0.83±0.02b 1.01±0.11a 0.92±0.11ab 0.12±0.01c 

注：所有数据表示为平均值±标准差，n=3。同列中标注不

同角标者具有显著性差异（P＜0.05）。 

850 cm-1 和 830 cm-1双峰被认为是一个酚羟基上

氢键的信号，在对酪氨酸的分析上，则被判定为对羟

基苯环呼吸振动和环平面弯曲振动的倍频之间的费米

共振[26]，当酪氨酸作为受体中和到弱的氢键供体，或

暴露在水溶液或极性环境中时，双峰的比值 I850/I830

在 0.90~1.45 之间[27]。肌原纤维蛋白经过氧化与抗氧

化处理后，I850/I830 无明显变化，一直稳定在 1.02左右，

说明成熟过程中酪氨酸残基主要是暴露的或是能够参

与中度或弱的氢键，而ROS 对其影响不大。 

2.2.4  骨架 C-C、C-N 的伸缩振动相对强度变

化 

蛋白质的主链构象除了由肽链引起的振动模式

外，还包括骨架 C-C、C-N 的伸缩振动，该振动引起

的峰在 1066 cm-1 附近。如表 2所示，I1066 在成熟过程

中呈下降趋势，同样的 H2O2处理组的下降幅度更大。

这说明 ROS 不仅通过削弱氨基酸侧链间的氢键来改

变蛋白的二级构型，还会攻击骨架肽链。大多数骨架

肽链的损坏都是通过·OH 诱导的抽氢反应来实现的
[28]，这个反应首先发生在 α-C 端的氨基酸残基上，形

成以碳原子为中心的自由基，自由基与 O2 、HO2·的

一连串反应生成的氢过氧化物在分解的过程中能劈开

肽键[29]，使大分子蛋白降解成小分子片段。NAC 处理

组 C-C、C-N 的伸缩振动强度下降不显著正是由于

NAC 能清除氧自由基，对肽键起到了保护作用。 

2.2.5  2500~3000 cm-1 区域内脂肪族C-H 的伸

缩振动 

图 4b、d 显示鹅肉肌原纤维蛋白在 2935 cm-1有一

个明显的拉曼光谱峰，这个条带对应于各种脂肪酸族

残基的 C-H伸缩振动，从图中可以看出 24 h这一峰几

近消失，96 h 后 H2O2处理组的峰又重新生成，与表 2

中 I2935 变化规律相吻合。Bouraoui等[30]的研究表明，

加热时鱼糜蛋白的这个峰会向高波数方向稍微漂移，

峰高和峰面积会略有下降。在研究猪肉肌原纤维蛋白

热诱导凝胶与其结构特性关系时，韩敏义[20]的研究表

明，归一化的 C-H伸缩振动区域峰高和峰面积随着温

度升高而显著下降，随后又显著升高，这与本实验

H2O2 处理组的变化规律相似。韩敏义认为，导致 C-H

伸缩振动峰的位移和强度降低的原因可能是由于 C-H

基团环境的变化，ROS的攻击能导致氢键不稳定、α-

螺旋解旋，从而导致疏水性氨基酸暴露，造成疏水作

用的变化，而这一变化可能会影响到 C-H基团的微环

境。 

3  结论 

本实验运用拉曼光谱证明，鹅肉成熟过程中，氧

化能促进肌原纤维蛋白中的 α-螺旋构象转化为 β-折

叠，这一转化过程对肉品质和加工特性（特别是凝胶

性）具有重要的意义；α-螺旋构象的解旋促使疏水性

很强的色氨酸残基暴露出来，这可能是氧化导致蛋白

质的表面疏水性增强的重要原因之一；活性氧攻击骨

架肽链，使肽键遭到破坏，导致蛋白降解成小分子片

段；除此之外，ROS 还能影响脂肪族 C-H基团的微环

境，使蛋白质的构象发生变化，从而改变蛋白质的功

能。 
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