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冻藏时间对不同热处理方式鸭胸肉中羧甲基赖氨酸形成的影响

王倩楠１ꎬ朱宗帅１ꎬ黄天然２ꎬ黄继超３ꎬ黄明１∗

(１.南京农业大学食品科技学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５ꎻ２.南京黄教授食品科技有限公司 /江苏省畜禽产品加工工程技术

研究中心 /国家禽肉加工技术研发专业中心ꎬ江苏 南京 ２１１２２５ꎻ３. 南京农业大学工学院ꎬ江苏 南京 ２１００３１)

摘要:[目的]本文旨在阐明不同热处理方式(烤制、炸制、煮制、煎制、高压炖煮)鸭胸肉经不同时间冻藏(－２０ ℃ ꎬ分别贮藏

０、１０、２０、３０、４０ ｄ)后ꎬ氧化(脂质和蛋白质氧化)与蛋白质结构改变对羧甲基赖氨酸(ＣＭＬ)形成的影响ꎮ [方法]采用酶联

免疫、多光谱分析、相关分析等技术方法测定经热 /非热处理鸭胸肉冻藏期间的脂质氧化、游离氨基、表面疏水性、内源性色

氨酸和蛋白质氧化等指标ꎬ探究冷冻贮藏对鸭肉肌原纤维蛋白(ＭＰ)结构修饰及 ＣＭＬ 形成的关联机制ꎮ [结果]在 ４０ ｄ、
－２０ ℃的冻藏条件下ꎬ各组冻藏过程中游离态和结合态 ＣＭＬ 生成量不同ꎬ主要受到蛋白质氧化聚集和脂质氧化的影响ꎮ
在冻藏过程中 ＣＭＬ 生成量主要与羰基含量、总巯基含量、脂质氧化显著相关(Ｐ<０.０５)ꎮ 与其他组相比ꎬ高压炖煮组在冻藏

期间 ＣＭＬ 含量最高ꎬ炸制与高压炖煮促进鸭胸肉蛋白质羰基化并导致其结构改变ꎬ烤制和煮制组促进脂质氧化进程ꎮ
[结论]热加工肉经冻藏后促进蛋白质分子降解、二次聚集、开链等行为ꎬ从而影响 ＣＭＬ 生成量ꎮ
关键词:鸭胸肉ꎻ冻藏ꎻ羧甲基赖氨酸ꎻ氧化ꎻ结构修饰
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我国是鸭肉生产和消费大国ꎬ鸭肉的产量和消费量均居世界第一ꎬ鸭肉是日常饮食中不可或缺的禽

肉ꎬ与其他肉类相比ꎬ鸭肉中蛋白质含量丰富ꎬ脂肪含量低[１]ꎬ与其他禽肉相比ꎬ鸭肉中 Ｂ 族维生素含量

高ꎮ 鸭肉制品是满足低脂高蛋白健康饮食方式的另一途径[２]ꎮ 热处理会增强鸭肉风味ꎬ保证其食用品

质ꎬ促进营养素的消化吸收ꎬ但在热加工中会导致晚期糖基化终末产物(ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓꎬ
ＡＧＥ)、杂环胺和多环芳烃等有害物的产生ꎮ ＡＧＥ 是一类由蛋白质、脂质或核酸等生物大分子与还原糖在

非酶条件下结合生成的异质性化合物ꎬ在人体中会与组织细胞的特异性受体相结合并破坏细胞的功能特

性ꎬ易 引 发 多 种 慢 性 疾 病ꎬ 如 动 脉 粥 样 硬 化、 阿 尔 兹 海 默 症、 冠 心 病 等ꎮ 羧 甲 基 赖 氨 酸 ( Ｎε￣
ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｌｙｓｉｎｅꎬＣＭＬ)是 ＡＧＥ 的主要生物标志物ꎬ外源性 ＣＭＬ 主要由食物摄入ꎬ通过美拉德反应途径

中还原糖与蛋白质上的糖基化结合位点(赖氨酸、精氨酸)反应生成ꎬ这类有害物在人体内代谢率较低ꎬ长
期积累会威胁人体健康[３]ꎮ

ＡＧＥ 主要经热处理快速形成ꎬ但在冷冻贮藏过程中也会缓慢形成ꎮ 例如吴兴阁等[４]通过研究猪肉冻

藏和冻融循环过程中肌原纤维蛋白凝胶特性变化与 ＡＧＥ 生成的关系ꎬ发现猪肉冻藏过程促进了蛋白质变

性和氧化聚集ꎬ溶解度降低ꎬ同时 ＡＧＥ 大量生成ꎬ但蛋白质在冻藏过程结构特征变化和 ＡＧＥ 生成的关联

机制尚不明确ꎮ 相关研究表明ꎬ冷冻贮藏对肉类蛋白质的结构与功能特性有显著影响[５]ꎮ 在低温贮藏过

程中ꎬ肉类蛋白质的结构和构象逐渐发生变化ꎮ 活性巯基暴露导致二硫键产生ꎬ从而使蛋白质出现交联聚

集等现象[６]ꎮ 此外ꎬ随着冷冻时间的延长ꎬ蛋白质分子如肌球蛋白重链和肌动蛋白均有不同程度的降

解[７]ꎮ 蛋白质氧化也会受到许多因素的影响ꎬ当活性氧攻击蛋白质时更易形成蛋白质聚集体ꎬ导致其在

冷冻储存期间易被氧化ꎬ使肉质嫩度降低ꎬ保水力下降并发生变色等现象[８]ꎬ在此过程中生成一系列羰基

化合物、过氧化物等[９]ꎮ 蛋白质肽链的展开导致蛋白质表面疏水性增加、结构改变[１０]ꎬ这些改变都会影响

蛋白质糖基化结合位点的变化ꎬ导致 ＡＧＥ 的生成[１１]ꎮ
冷冻贮藏与其他肉制品贮藏方法相比ꎬ长期储存期间虽然可以保护蛋白质的持水力ꎬ延缓肉类贮藏过

程中不良的生化反应ꎬ并且有效抑制酶活性和微生物生长[１２]ꎬ但在冻藏过程中由于冰晶的形成ꎬ这种现象

会引起肌肉细胞和纤维结构的破坏[１３－１５]ꎮ Ｓｏｙｅｒ 等[１６] 探究了鸡胸肉和鸡腿肉在不同冷冻条件(－７、－１２
和－１８ ℃)下贮藏 ６ 个月对脂质和蛋白质氧化情况的影响ꎬ发现蛋白氧化和脂质氧化会相互促进ꎬ并受到

氧自由基的直接影响ꎮ
为了解蛋白质在冷冻储存过程中的变化与 ＣＭＬ 形成的关系ꎬ本研究以鸭肉为研究对象ꎬ通过将炸制、

煎制、烤制、煮制、高压炖煮后的鸭胸肉于－２０ ℃条件下分别贮藏 ０、１０、２０、３０、４０ ｄꎬ以阐明鸭胸肉制品在

冻藏期间的蛋白质和脂质氧化、结构修饰对 ＣＭＬ 的生成机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与仪器设备

冷冻去皮樱桃谷鸭胸肉和大豆油购自江苏省南京某苏果超市ꎮ 盐酸(ＨＣｌ)、氯化钾(ＫＣｌ)、三氯乙酸

(ＴＣＡ)、５ꎬ５′－二硫代双(２－硝基苯甲酸ꎬＤＴＮＢ)、１ꎬ１ꎬ３ꎬ３－四氧基丙烷、邻苯二甲醛(ＯＰＡ)、１－苯胺萘－８－
磺酸盐(８￣ａｎｉｌｉｎｏ￣１￣ｎａｐｈｔｈａｌｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄꎬＡＮＳ)、β－巯基乙醇、十二烷基硫酸钠、正己烷、磷酸二氢钾、磷
酸氢二钾、乙二胺四乙酸、丙二醛(ＭＤＡ)、盐酸胍、２ꎬ４－二硝基苯肼(ＤＮＰＨ)、十水合四硼酸钠、硼氢化钠、
硼酸等试剂均为分析纯ꎮ 台式 ｐＨ 计购自瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司ꎻ高速匀浆机购自德国 ＩＫＡ 公司ꎻ多功能

酶标仪购自奥地利 Ｔｅｃａｎ Ａｕｓｔｒｉａ 公司ꎻ立式压力蒸汽灭菌锅购自中国雅玛拓科技贸易有限公司ꎻ真空包装

机购自西班牙 ＵＬＭＡ 公司ꎻ氮吹仪购自中国上海安谱科学仪器有限公司ꎻ恒温水浴锅购自中国金坛市城

西富威实验仪器厂ꎻ电热恒温鼓风干燥箱购自中国上海森信实验仪器有限公司ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 鸭胸肉的热处理和贮藏　 鸭胸肉解冻后去除血水和筋膜ꎬ切成 ５ ｃｍ×５ ｃｍ×１ ｃｍ 的小块ꎬ每组随机

选取 ３ 小块鸭胸肉进行如下热处理:１)烤制(Ｔ１):鸭胸肉平铺在食品用烤盘纸上ꎬ烤箱温度达到(２００±２)℃
时放入并焙烤 １５ ｍｉｎꎻ２)炸制(Ｔ２):按照鸭胸肉与大豆油质量比为 １ ∶９进行油炸ꎬ炸锅温度和油温达到

(１８０±２) ℃时放入肉块ꎬ炸制 １０ ｍｉｎ 后捞出沥干油脂ꎻ３)煮制(Ｔ３):水浴锅加热至(９５±２) ℃后放入鸭胸

肉ꎬ煮制 １５ ｍｉｎꎻ４)煎制(Ｔ４):在鸭胸肉煎制面涂抹 １ ｍＬ 大豆油ꎬ平底锅温度达到(１６０±２) ℃时ꎬ放入肉

块煎 １０ ｍｉｎꎬ每 ３０ ｓ 翻面 １ 次ꎻ５)高压炖煮(Ｔ５):高压蒸汽灭菌锅达到(１２１±２) ℃、０.１５ ＭＰａ 时放入鸭胸
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肉加热 １５ ｍｉｎꎮ 加工后的鸭胸肉于 ４ ℃冷却、称重分为 ２ 部分:一部分立即搅碎用于各项指标的测定和肌

原纤维蛋白的提取ꎻ另一部分真空包装ꎬ于－２０ ℃ 冰箱中分别冻藏 １０、２０、３０、４０ ｄ后进行指标检测ꎮ 以同

一批次、相同贮藏条件的生鸭胸肉(ＣＫ)作为对照组ꎮ
１.２.２　 肌原纤维蛋白(ＭＰ)提取　 根据 Ｌｉｕ 等[１７]的方法提取 ＭＰ 并稍作修改ꎮ 将冷冻鸭胸肉解冻后去除

血水和筋膜ꎬ于 ４ ℃条件下搅碎成肉糜ꎬ然后用磷酸盐缓冲液(ＰＢＳꎬｐＨ６.５)提取 ＭＰꎬ肉糜与提取液的质量

比为 １ ∶４ꎬ将混合液在 ５ ０００ ｇ、４ ℃ 条件下离心 １０ ｍｉｎꎬ重复 ３ 次得到 ＭＰ 粗提物ꎮ 最后ꎬ用 ０.１ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１

ＫＣｌ 洗涤 ２ 次ꎬ得到 ＭＰꎬ将蛋白浓度调节为 ４ ｍｇ􀅰ｍＬ－１待用ꎮ
１.２.３　 羰基含量测定　 蛋白质羰基采用 Ｚｈｕ 等[１８]的方法测定ꎬ将 ０.２ ｍＬ 蛋白质溶液与 １ ｍＬ ＤＮＰＨ 溶液

(１０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＤＮＰＨ 溶解于 ２ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＨＣｌ)混合ꎬ避光反应 １ ｈꎬ混合物于 ８ ０００ ｇ 离心后取沉淀物ꎬ加入

２ ｍＬ 乙酸乙酯和乙醇溶液(体积比为 １ ∶１)反复清洗 ３ 次ꎬ最后溶解于 ２ ｍＬ 盐酸胍(６ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬｐＨ２.３)中ꎬ
３７ ℃水浴 ３０ ｍｉｎ 后测定 ３７０ ｎｍ 的吸光值(Ａ３７０)ꎮ
１.２.４　 总巯基含量测定 　 巯基含量采用 Ｚｈｕ 等[１９] 的方法测定ꎬ将 ０.５ ｍＬ 蛋白质溶液与尿素缓冲液

(８ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１)和 ＤＴＮＢ 溶液[１０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＤＴＮＢ 溶解于 ２０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＰＢＳ(ｐＨ６.５)中]混合ꎮ 于 ４ ℃避光反

应 １５ ｍｉｎꎬ在 ４１２ ｎｍ 波长处测定吸光值(Ａ４１２)ꎮ
１.２.５　 游离氨基含量测定　 采用 ＯＰＡ 法[２０]测定游离氨基含量ꎮ 将 １００ μＬ 蛋白溶液与 ２ ｍＬ ＯＰＡ 试剂混

合ꎬ在 ３７ ℃孵育 ２ ｍｉｎꎬ在 ３４０ ｎｍ 处测得吸光值(Ａ３４０)ꎮ
１.２.６　 肌原纤维蛋白表面疏水性测定　 采用 ＡＮＳ 法[２０]检测肌原纤维蛋白表面疏水性ꎮ 用 ２０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１

ＰＢＳ 缓冲液(ｐＨ８.７)将蛋白溶液分别稀释至 ０.０８、０.０６、０.０４、０.０２ 和 ０.０１ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ将稀释样品(２９０ μＬ)
与 １０ μＬ ＡＮＳ 溶液(８ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＡＮＳ 溶解于 ２０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ＰＢＳ 缓冲液)混合ꎬ避光反应 ５ ｍｉｎꎬ混合溶液在发

射波长为 ３９０ ｎｍ、激发波长为 ４８８ ｎｍ 处进行荧光强度的测定ꎮ
１.２.７　 内源性色氨酸荧光测定　 参照李倩等[２０]的方法ꎬ将蛋白浓度调节为 ０.４ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ利用多功能酶标

仪在激发波长为 ２７９ ｎｍ、３００~６００ ｎｍ 发射光谱下进行荧光扫描ꎬ狭缝宽度设置为 １０ ｎｍꎮ
１.２.８　 脂质氧化程度测定　 硫代巴比妥酸反应物质(ＴＢＡＲ)的测定采用 Ｈｕａｎｇ 等[２１]的方法并略作修改ꎮ
将 ０.５ ｇ 搅碎的样品与 ３.５ ｍＬ ＴＣＡ 溶液(７.５％)混合于离心管中ꎬ进行均质(转速为 １０ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ꎬ１ ｍｉｎ)
和离心(５ ０００ ｇ、４ ℃ 条件下离心 １０ ｍｉｎ)ꎬ将 ２ ｍＬ 上清液与 ２ ｍＬ ＴＢＡ(０.０２ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１)溶液混合ꎬ避光涡

旋后于 ９５ ℃水浴加热ꎬ冷却后在 ５３２ ｎｍ 波长处测得吸光值(Ａ５３２)ꎮ
１.２.９　 ＣＭＬ 含量测定　 ＣＭＬ 含量采用酶联免疫法测定ꎬ操作按照试剂盒(南京迈博生物科技有限公司)
说明书进行ꎮ 根据 Ｎｉｕ 等[２２]和 Ｓｕｎ 等[２３]的方法测定结合态和游离态 ＣＭＬ 含量ꎮ
１.３　 数据分析

数据采用 ＳＡＳ ８.１ 软件进行统计分析ꎬ用 ＡＮＯＶＡ 进行单因素方差分析ꎮ 采用 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ 多重比较法

进行多重比较(Ｐ<０.０５)ꎬ采用 Ｏｒｉｇｉｎ ９.０ 软件绘图ꎮ 每组试验重复 ３ 次ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 冻藏期间生肉和热处理鸭胸肉羰基和总巯基含量变化

由图 １－Ａ 可知:对照组和处理组中鸭胸肉肌原纤维蛋白羰基含量均随冻藏时间的延长而升高ꎬ冻藏

前ꎬ生肉蛋白质中羰基含量最低ꎬ说明热加工促进了蛋白质氧化进程ꎮ 冻藏开始后ꎬ处理组中 Ｔ２ 组的羰基

含量在冻藏 ０ 和 ４０ ｄ 均最高ꎻ与对照组相比ꎬＴ５ 组在冻藏 ０~３０ ｄ 羰基含量显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬ其余各组

在 ２０~３０ ｄ 羰基含量显著上升(Ｐ<０.０５)ꎮ
由图 １－Ｂ 可以看出:对照组的总巯基含量和处理组情况不同ꎬ冻藏初始ꎬ处理组的总巯基含量均低于

对照组ꎬ其中 Ｔ２、Ｔ５ 两组总巯基含量较低ꎮ 冻藏后ꎬ对照组的总巯基含量随冻藏时间延长下降ꎬ而 Ｔ２、Ｔ４
和 Ｔ５ 组的总巯基含量在 ０~３０ ｄ 呈下降趋势ꎬＴ１ 和 Ｔ３ 组的总巯基含量在 ０ ~ ２０ ｄ 呈下降趋势ꎬ然后均有

小幅度上升ꎮ
２.２　 冻藏期间生肉和热处理鸭胸肉游离氨基含量和表面疏水性分析

由图 ２－Ａ 可知:冻藏初始对照组的游离氨基含量高于各处理组ꎬＴ２ 组中游离氨基初始含量最低ꎬＴ３
处理组中初始游离氨基含量最高ꎻ随着冻藏时间的延长ꎬ各组游离氨基的含量下降ꎮ Ｔ５ 组在 ４０ ｄ 冻藏期

间游离氨基损失率为 ２８.５８％ꎬＴ３ 组损失率为 １６.３１％ꎬ这两组的游离氨基损失率较低ꎮ 而对照组、Ｔ２、Ｔ４
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图 １　 冻藏过程中鸭胸肉肌原纤维蛋白的羰基(Ａ)和总巯基含量(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｃａｒｂｏｎｙｌ(Ａ)ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌ(Ｂ)ｏｆ ｄｕｃｋ ｂｒｅａｓｔ ｍｙｏｆｉｂｒｉｌｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｕｒｉｎｇ ｆｒｏｚｅｎ ｓｔｏｒａｇｅ
　 　 ＣＫ:对照 ＣｏｎｔｒｏｌꎻＴ１:烤制 ＲｏａｓｔｉｎｇꎻＴ２:炸制 Ｄｅｅｐ￣ｆｒｙｉｎｇꎻＴ３:煮制 ＢｏｉｌｉｎｇꎻＴ４:煎制 Ｐａｎ￣ｆｒｙｉｎｇꎻＴ５:高压炖煮 Ｈｉｇｈ￣ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｓｔｅｗｉｎｇ. 不同

小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ(Ｐ<０.０５) . 下同ꎮ Ｔｈｅ ｓａｍｅ
ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

组中游离氨基损失率高ꎬ并且 Ｔ２ 和 Ｔ４ 两组在冻藏过程中的羰基含量高ꎬ氧化反应产生的羰基可以和游离

氨基发生加成、脱水等反应ꎬ加剧游离氨基的损失ꎬ表明糖基化程度的增加[２４]ꎮ
由图 ２－Ｂ 可以看出:冻藏初始ꎬ对照组的荧光强度即表面疏水性低于处理组ꎬＴ１ 和 Ｔ２ 组表面疏水性

最大ꎮ 随着冻藏时间的延长ꎬ对照组的表面疏水性下降ꎬ处理组的表面疏水性先下降后上升ꎬＴ２、Ｔ４ 和 Ｔ５
组表面疏水性在 ０~２０ ｄ 下降ꎬＴ１ 和 Ｔ３ 组在 ０~３０ ｄ 表面疏水性下降ꎮ

图 ２　 冻藏过程中鸭胸肉肌原纤维蛋白的游离氨基含量(Ａ)和表面疏水性(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｆｒｅｅ ａｍｉｎｏ ｇｒｏｕｐ ｃｏｎｔｅｎｔ(Ａ)ａｎｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ(Ｂ)ｏｆ ｄｕｃｋ ｂｒｅａｓｔ

ｍｙｏｆｉｂｒｉｌｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｕｒｉｎｇ ｆｒｏｚｅｎ ｓｔｏｒａｇｅ

２.３　 冻藏期间生肉和热处理鸭胸肉内源性色氨酸荧光变化

由图 ３ 可知:冻藏初始生肉的荧光强度最高ꎬＴ２ 组荧光强度最低ꎮ 随着冻藏时间的延长ꎬ各组荧光强

度下降ꎬ处理组色氨酸荧光强度的下降程度大于对照组ꎬ在各处理组中ꎬ荧光强度在 ０ ~ ３０ ｄ 下降幅度较

大ꎬ对照组则在 ０~１０ ｄ 荧光强度下降幅度较大ꎮ
２.４　 冻藏期间生肉和热处理鸭胸肉脂质氧化分析

由图 ４ 可见:随着冻藏时间延长ꎬ各组 ＴＢＡＲ 含量升高ꎮ 冻藏后生肉 ＴＢＡＲ 含量最低ꎬ且在 ３０ ~ ４０ ｄ
ＴＢＡＲ 含量显著上升ꎬ从 １.８７ ｍｇ􀅰ｋｇ－１增加到 ２.７６ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ꎮ Ｔ１ 和 Ｔ３ 组 ＴＢＡＲ 含量较高ꎬＴ２ 组在冻藏后

ＴＢＡＲ 含量显著上升ꎬ增加了 ５１％ꎮ
２.５　 冻藏期间生肉和热处理鸭胸肉游离态、结合态 ＣＭＬ 含量变化

由图 ５ 可见:冻藏初始对照组结合态和游离态 ＣＭＬ 含量最低ꎬＴ２ 组 ＣＭＬ 含量最高ꎮ 随冻藏时间延

长ꎬ对照组结合态和游离态 ＣＭＬ 含量在 ４０ ｄ 最高ꎻＴ２、Ｔ５ 组在贮藏 ２０ ｄ 时结合态和游离态 ＣＭＬ 含量最

高ꎻＴ１ 组在 ３０ ｄ 时总 ＣＭＬ 含量达到峰值ꎻＴ３ 组结合态 ＣＭＬ 含量在３０ ｄ最高ꎮ 整体来看ꎬ冻藏过程中 Ｔ５
组结合态和游离态 ＣＭＬ 含量最高ꎬ分别为 ３.２５ 和 １０.５４ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ꎮ
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图 ３　 冻藏过程中鸭胸肉内源性色氨酸荧光强度的变化

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ ｉｎ ｄｕｃｋ ｂｒｅａｓｔ ｍｅａｔ ｄｕｒｉｎｇ ｆｒｏｚｅｎ ｓｔｏｒａｇｅ

图 ４　 冻藏过程中鸭胸肉中硫代巴比妥酸反应

物质(ＴＢＡＲ)含量

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｉｏｂａｒｂｉｔｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｒｅａｃｔｉｎｇ(ＴＢＡＲ)ｃｏｎｔｅｎｔ
ｉｎ ｄｕｃｋ ｂｒｅａｓｔ ｍｅａｔ ｄｕｒｉｎｇ ｆｒｏｚｅｎ ｓｔｏｒａｇｅ

２.６　 冻藏期间生肉和热处理鸭胸肉相关指标的相关性分析

相关性分析有利于探究蛋白质结构改变与 ＣＭＬ 含量

变化的关系ꎮ 由图 ６ 可见:生肉的结合态 ＣＭＬ 主要与羰基

含量呈显著正相关(Ｐ<０.０５)ꎻ游离态 ＣＭＬ 主要与羰基、
ＴＢＡＲ 含量呈显著正相关ꎬ与总巯基含量呈负相关ꎬ说明蛋

白质氧化聚集促进 ＣＭＬ 生成ꎮ Ｔ５ 组结合态 ＣＭＬ 的生成

主要受到蛋白质羰基化、脂质氧化的影响ꎬ游离氨基和结

合态 ＣＭＬ 呈负相关ꎬ这与上述试验结果相一致ꎬ游离氨基

的减少说明蛋白质分子结构发生变化ꎬ在酶的调节下ꎬ还
原糖与糖基化结合位点反应生成 ＣＭＬꎬ脂质氧化和蛋白质

氧化相互促进ꎬ加速了糖基化进程[２５]ꎻ相比之下ꎬＴ５ 组游

离态 ＣＭＬ 含量主要受到蛋白质表面疏水性的影响ꎬ两者

呈显著负相关ꎮ 在 Ｔ１ 组的相关性分析结果中可以看出ꎬ

图 ５　 冻藏过程中鸭胸肉结合态和游离态羧甲基赖氨酸(ＣＭＬ)的含量

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｏｕｎｄ ａｎｄ ｆｒｅｅ Ｎε￣ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｌｙｓｉｎｅ(ＣＭＬ)ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｉｎ ｄｕｃｋ ｍｅａｔ ｄｕｒｉｎｇ ｆｒｏｚｅｎ ｓｔｏｒａｇｅ
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图 ６　 冻藏过程鸭胸肉中结合态 ＣＭＬ、游离态 ＣＭＬ、ＴＢＡＲ、羰基、总巯基、游离氨基和表面疏水性的相关性

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｏｕｎｄ ＣＭＬꎬｆｒｅｅ ＣＭＬꎬＴＢＡＲꎬｃａｒｂｏｎｙｌꎬｔｏｔａｌ ｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌꎬｆｒｅｅ ａｍｉｎｏ ｇｒｏｕｐꎬ
ａｎｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ｉｎ ｄｕｃｋ ｂｒｅａｓｔ ｍｅａｔ ｄｕｒｉｎｇ ｆｒｏｚｅｎ ｓｔｏｒａｇｅ

∗Ｐ<０.０５.

结合态 ＣＭＬ 的含量主要受蛋白质分子的游离氨基和表面疏水性的影响ꎬ并且随着蛋白质羰基化和脂质氧

化的程度增加而升高ꎬ蛋白质疏水基团主要存在蛋白质内部ꎬ疏水性的降低表示蛋白质分子发生了聚集行

为ꎻ而游离态 ＣＭＬ 的生成量主要与脂质氧化程度呈显著正相关ꎮ Ｔ４ 组在冻藏过程中的结合态 ＣＭＬ 与羰

基含量、脂质氧化呈显著正相关ꎬ与游离氨基、表面疏水性呈显著负相关ꎬ随着冻藏时间的延长ꎬ鸭胸肉中

的肌原纤维蛋白发生降解ꎬ通过二硫键等发生交联聚集等行为[２６－２７]ꎻ而 Ｔ４ 组游离态 ＣＭＬ 含量主要随脂

质氧化程度增加和蛋白质表面疏水性的降低而升高ꎮ 从 Ｔ３ 组的结果来看ꎬ结合态 ＣＭＬ 含量主要受总巯

基含量的影响ꎬ蛋白质聚集程度上升促进了 Ｔ３ 组在冻藏过程中结合态 ＣＭＬ 的生成ꎬ而游离态 ＣＭＬ 主要

受到脂质氧化、游离氨基和表面疏水性的影响ꎬ其生成量与蛋白质游离氨基、表面疏水性呈显著负相关ꎮ
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２.７　 冻藏期间蛋白质结构改变影响 ＣＭＬ 含量变化分析

在冷冻条件下ꎬ蛋白质变性和降解会导致 ＣＭＬ 的生成和蛋白质功能性质的改变ꎬ图 ７ 表示冻藏过程

中生肉和熟肉蛋白质结构变化和 ＣＭＬ 生成机制ꎮ
生鸭胸肉在冻藏前肌肉纤维中水分含量大ꎬ在冻藏初期ꎬ肌原纤维结构遭到破坏ꎬ水分子从细胞内扩

散到细胞外并形成结晶ꎬ但仍有一小部分水未冻结ꎮ 此时细胞外冰晶的形成破坏了细胞内渗透平衡[２８]ꎮ
水分迁移造成蛋白质的持水能力下降并导致肌肉纤维的横向收缩ꎬ使鸭胸肉中肌原纤维蛋白发生降解变

性ꎬ诱导蛋白质结构展开或聚集ꎬ暴露更多的赖氨酸、精氨酸等糖基化结合位点ꎬ促进结合态和游离态

ＣＭＬ 的生成ꎮ 当冻藏时间达到 ２０ ｄ 时ꎬ脂质氧化逐渐受到抑制ꎬ但依然会产生大量的自由基并促进蛋白

质氧化而加速糖基化进程ꎻ在冻藏时间到 ３０ ｄ 时ꎬＣＭＬ 生成量达到峰值ꎬ此时冻藏时间的延续会对蛋白质

氧化变性有抑制作用ꎬ但是蛋白质聚集行为仍在进行ꎬ蛋白质内部的疏水基团被进一步包裹ꎬ导致表面疏

水性降低ꎬ由于蛋白质聚集行为导致大量的糖基化结合位点被包裹于蛋白质内部ꎬＣＭＬ 的生成量下降ꎮ
熟肉中蛋白质结构变化与 ＣＭＬ 生成的关联机制比生肉复杂ꎬ经过热处理的鸭胸肉中肌原纤维蛋白发

生热变性ꎬ总巯基含量低于对照组ꎬ羰基含量、ＴＢＡＲ 值和表面疏水性高于对照组ꎬ热处理鸭胸肉冻藏前水

分含量低于生肉ꎬ而且冻藏前已发生蛋白质氧化、聚集和降解等ꎬＣＭＬ 含量显著高于生肉ꎮ 如图 ７ 所示:
０~２０ ｄ冻藏期间ꎬ熟肉中肌原纤维收缩ꎬ表面疏水性下降ꎬ出现蛋白质分子降解、开链ꎻ冻藏 ２０ ~ ３０ ｄ 时ꎬ
ＣＭＬ 大量生成ꎬ游离氨基含量降低ꎬ脂质氧化促进蛋白质羰基含量上升ꎬ总巯基含量下降ꎬ巯基基团被大

量氧化形成二硫键ꎬ此时蛋白质出现二次聚集体ꎻ冻藏 ３０~４０ ｄꎬ总巯基含量和表面疏水性上升ꎬ聚集体进

一步降解ꎬＣＭＬ 含量下降ꎮ

图 ７　 冻藏过程中生鸭胸肉 ＣＭＬ 生成关联机制

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＣＭＬ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｒａｗ ｄｕｃｋ ｂｒｅａｓｔ ｄｕｒｉｎｇ ｆｒｏｚｅｎ ｓｔｏｒａｇｅ

３　 讨论与结论

本研究结果表明ꎬ冻藏时间的延长会导致鸭胸肉中形成更多的羰基化合物ꎬ在冻藏前期ꎬ温度降低有

效抑制了蛋白质羰基化程度ꎬ在冻藏后期ꎬ蛋白质羰基含量上升ꎮ Ｌｉ 等[２９]研究发现ꎬ低温冻藏期间鱼肉中

脂肪氧化产生的活性氧自由基可能是肌原纤维蛋白氧化的原因ꎮ 虽然冻藏抑制了蛋白质羰基化程度ꎬ但
蛋白质的结构展开、聚集和降解程度上升ꎬ会暴露更多的糖基化结合位点ꎬ导致糖基化水平升高ꎬ促进

ＣＭＬ 生成[３０]ꎮ
糖基化会将隐藏在蛋白质分子中的巯基基团、二硫键和疏水基团暴露到表面ꎬ导致蛋白质分子可能发

生两种反应ꎬ一种是通过巯基氧化等反应在蛋白质分子之间形成二硫键[３１]ꎬ另一种是暴露于蛋白质表面
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的官能团ꎬ如疏水基团、氢键等导致疏水相互作用形成蛋白质聚集体ꎬ并通过二硫化物桥的连接进一步加

强ꎬ二硫化物桥在蛋白质凝胶化中的作用与它们增加蛋白质分子质量和链长的能力有关[３２－３３]ꎮ 在本研究

中ꎬ炸制、高压炖煮两种热加工方式在冻藏前处理组巯基基团氧化形成二硫键ꎬ发生蛋白质聚集ꎮ 随着冻

藏时间的延长ꎬ对照组的总巯基含量下降ꎬ此结果表明冻藏促进对照组蛋白质聚集ꎻ而处理组在冻藏初期ꎬ
冻藏时间延长促进其蛋白质分子聚集ꎬ在冻藏时间达到 ２０ ~ ３０ ｄꎬ处理组的总巯基含量上升ꎬ这是由于冻

藏时间过长ꎬ促进了蛋白质初期聚集体解聚ꎬ同时低温对酶或其他生化反应的抑制作用增大ꎬ这与 Ｓｈｉ
等[３４]关于鱼肉反复冻融和冷冻储存期间巯基含量的变化研究结果一致ꎮ

在蛋白质和多肽发生的反应中ꎬ赖氨酸和精氨酸是最具活性的游离氨基ꎬ且赖氨酸的活性较高[３５]ꎬ同
时与蛋白质分子之间的交联有关ꎮ 热加工会促进蛋白质糖基化ꎬ炸制使得糖基化程度较高ꎬ可能生成更多

ＣＭＬꎻ煮制过程水分含量高抑制糖基化进程ꎮ 氧化反应产生的羰基可以和游离氨基发生加成、脱水等反

应ꎬ加剧游离氨基的损失ꎬ表明糖基化程度增加[２４]ꎮ
本研究中ꎬ从表面疏水性结果可以看出ꎬ冻藏初始ꎬ热加工导致鸭胸肉 ＭＰ 发生热变性ꎬ暴露了存在蛋

白质内部的疏水基团ꎬ高温和长时间加热造成 ＭＰ 结构严重破坏ꎬ生肉中 ＭＰ 结构未被破坏ꎮ 随着冻藏时

间的延长ꎬ冻藏促进生鸭胸肉中蛋白质发生聚集ꎻ处理组发生了羰氨反应ꎬ蛋白质表面暴露的亲水基团增

多ꎬ蛋白质分子之间发生聚集[３６]ꎬ包裹了大量的疏水基团ꎬ此结论在游离氨基结果中得到印证ꎬ随着冻藏

时间延长至 ３０ ｄꎬ处理组的蛋白质分子之间的反应受到抑制ꎬ出现蛋白质降解等现象ꎬ暴露了位于蛋白质

内部的疏水基团ꎬ这与总巯基含量变化结果相一致ꎮ
内源性色氨酸荧光可以检测蛋白质中氨基酸残基及其微环境的变化[３７]ꎬ当蛋白质结构展开时ꎬ隐藏

在肽链内部的氨基酸会暴露于蛋白质分子表面ꎬ在特定波段产生特征性的紫外吸收光谱ꎬ可以反映冻藏时

间对蛋白结构的影响[３８]ꎮ 本研究中ꎬ冻藏初始ꎬ生肉和热加工肉相比ꎬ生肉的蛋白质结构完整ꎬ炸制导致

蛋白质结构严重破坏ꎬ随着冻藏时间的延长ꎬ生肉中蛋白质变性程度小于处理组ꎬ在处理组中ꎬ０ ~ ３０ ｄ 时

蛋白质分子结构展开ꎬ处于内部的色氨酸等基团暴露出来ꎬ因此冻藏使蛋白质分子发生降解、开链或聚合ꎬ
促进蛋白质分子变性[３９]ꎬ此结果在表面疏水性结果中得到印证ꎮ 李倩等[２０]研究发现ꎬ在猪肉的冻藏过程

中ꎬ内源性色氨酸荧光强度在冻藏 ７、１４ ｄ 时下降ꎬ至冻藏 ２８ ｄ 时显著下降ꎬ本研究与之趋势一致ꎮ
脂质氧化是自由基诱导的链式反应ꎬ在脂质氧化的链传递阶段会产生戊醛、丙二醛等醛类化合物ꎬ丙

二醛(ＭＤＡ)含量(ＴＢＡＲ 值)可以衡量脂质氧化程度[４０]ꎮ 随着冻藏时间延长ꎬ各组均发生脂质氧化ꎬ相较

于热加工组ꎬ生肉的脂质氧化程度较低ꎮ Ｙｕ 等[４１]在中式香肠贮藏过程中 ＣＭＬ 含量变化的研究中发现ꎬ
香肠中含水量降低易导致 ＣＭＬ 大量生成ꎻＷａｎｇ 等[４２]在炸制、煎制鸡胸肉饼和鱼饼过程中发现炸制组肉

品水分大量流失ꎬ油脂吸收率高ꎬ水分损失和油脂吸收促进了脂质氧化ꎬ鱼饼和鸡胸肉饼中的 ＣＭＬ 大量产

生ꎮ 炸制组加工过程中油脂含量高于其他组ꎬ更易导致鸭肉中油脂吸收量高ꎬ促进脂质氧化ꎮ 冻藏抑制了

内源性脂氧合酶(ＬＯＸ)的活性ꎬ但其仍然会促进脂质氧化进程ꎬ脂质氧化产生的活性氧自由基不仅可以

进一步促进脂质氧化的链式反应ꎬ还会促进蛋白质氧化过程ꎬ这在整个冻藏过程中会导致蛋白质功能特性

和结构发生改变ꎬ持水能力下降ꎬ肉质变硬ꎬ随着冻藏时间延长ꎬ肉制品新鲜程度降低ꎬ营养物质流失ꎬ感官

品质下降[４３]ꎮ
本研究结果表明ꎬ随着冻藏时间的延长ꎬ不同热处理方式下鸭胸肉中 ＣＭＬ 含量的变化趋势不同ꎬ生成

ＣＭＬ 的含量不同ꎮ 冻藏初始对照组结合态和游离态 ＣＭＬ 生成量最低ꎬ热处理和脂质氧化促进鸭肉中

ＣＭＬ 生成ꎮ 冻藏促使鸭肉中出现了一系列复杂的生化反应ꎬ蛋白质分子结构改变ꎬ糖基化结合位点大量

暴露[３１－３２ꎬ４４]ꎬ生成了更多的 ＣＭＬ 等糖基化产物ꎻ冻藏后期蛋白质分子发生不可逆的冷冻变性ꎬ生化反应能

力受到抑制ꎬ冻藏过程中脂质氧化和蛋白氧化聚集共同作用导致生鸭胸肉和不同热处理下鸭胸肉蛋白质

的分子结构改变和 ＣＭＬ 含量变化[４５]ꎮ
本研究初步揭示了不同冻藏时间 ＭＰ 的结构修饰与 ＣＭＬ 含量变化规律ꎬ对控制鸭肉及其制品在冻藏

期间 ＣＭＬ 的形成有重要的理论和现实意义ꎮ 由试验结果和相关分析得出以下结论:热处理和未热处理

(生肉)的鸭胸肉在冻藏期间蛋白质结构变化对 ＣＭＬ 形成的影响不同ꎮ 先热处理再冷冻贮藏时ꎬＭＰ 结构

已被破坏ꎬ冻藏期间蛋白和脂质氧化会加速 ＭＰ 的二次降解和聚集ꎬ导致游离态和结合态 ＣＭＬ 含量改变ꎬ
在 ２０~３０ ｄ 时含量最高ꎮ 炸制、高压炖煮加工使得总 ＣＭＬ 含量较大(炸制ꎬ１１.１５ ｍｇ􀅰ｋｇ－１ꎻ高压炖煮ꎬ
１３.７９ ｍｇ􀅰ｋｇ－１)ꎬ煮制加工中总 ＣＭＬ 含量最低(８.９５ ｍｇ􀅰ｋｇ－１)ꎮ 在生肉冷冻贮藏过程中ꎬ冷冻时间延长ꎬ

６６３
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ＭＰ 的结构被破坏ꎬ蛋白质氧化和脂质氧化促进 ＭＰ 聚集ꎬ结合态和游离态 ＣＭＬ 含量持续增加ꎮ 因此在实

际肉制品生产和贮藏中要选择合适的加工方式ꎬ严格控制贮藏时间ꎬ减少有害物的生成ꎮ 肉制品在加工贮

藏过程中 ＣＭＬ 生成的关联机制仍需深入探究ꎮ
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ｃａｒｂｏｘｙｅｔｈｙｌｌｙｓｉｎｅ ｉｎ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｃｈｉｃｋｅｎ ｂｒｅａｓｔ[Ｊ] . ＣｙＴＡ:Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｏｏｄꎬ２０１９ꎬ１７(１):６８５－６９４.
[１９] Ｚｈｕ Ｚ ＳꎬＹａｎｇ ＪꎬＺｈｏｕ Ｘ Ｈꎬｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｐｅｒｏｘｙｌ ｒａｄｉｃａｌ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｔ ｃｈｉｃｋｅｎ ｍｙｏｆｉｂｒｉｌｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎε ￣ｅｐｓｉｌｏｎ￣ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｌｙｓｉｎｅ ａｎｄ Ｎε ￣ｅｐｓｉｌｏｎ￣ｃａｒｂｏｘｙｅｔｈｙｌｌｙｓｉｎｅ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０２１ꎬ３５３:１２９４８７.
[２０] 李倩ꎬ尉立刚ꎬ杨钰昆ꎬ等. 冻藏时间对猪肉中肌原纤维蛋白氧化程度的影响[Ｊ] . 食品与机械ꎬ２０２０ꎬ３６(１):１５７－１６０ꎬ１６５.

Ｌｉ ＱꎬＹｕ Ｌ ＧꎬＹａｎｇ Ｙ Ｋꎬｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｒｏｚｅｎ ｓｔｏｒａｇｅ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｍｙｏｆｉｂｒｉｌｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ[ Ｊ] . Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｍａｃｈｉｎｅｒｙꎬ
２０２０ꎬ３６(１):１５７－１６０ꎬ１６５( ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｗｉｔｈ Ｅｎｇｌｉｓｈ ａｂｓｔｒａｃｔ) .

[２１] Ｈｕａｎｇ Ｓ ＨꎬＨｕａｎｇ ＭꎬＤｏｎｇ Ｘ Ｌ. Ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｎ ｍｅａｔ ｄｕｒｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ａｎｄ ｓｔｏｒａｇｅ: ａ ｒｅｖｉｅｗ [ Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｒｅｖｉｅｗｓ
Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌꎬ２０２３ꎬ３９(３):１７１６－１７３２.

[２２] Ｎｉｕ Ｌ ＨꎬＳｕｎ Ｘ ＨꎬＴａｎｇ Ｊ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｒｅｅ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｂｏｕｎｄ Ｎε ￣ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｌｙｓｉｎｅ ａｎｄ Ｎε ￣ｃａｒｂｏｘｙｅｔｈｙｌｌｙｓｉｎｅ ｉｎ ｆｉｓｈ ｍｕｓｃｌｅ: ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｅａｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ Ａｎａｌｙｓｉｓꎬ２０１７ꎬ５７:５６－６３.

[２３] Ｓｕｎ Ｘ ＨꎬＬｉ Ｘ ＪꎬＴａｎｇ Ｊ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｂｏｕｎｄ Ｎε ￣ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｌｙｓｉｎｅ ａｎｄ Ｎε ￣ｃａｒｂｏｘｙｅｔｈｙｌｌｙｓｉｎｅ ｉｎ ｇｒｏｕｎｄ ｐｏｒｋ ｄｕｒｉｎｇ
ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ ａｓ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｇａｒｓ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０２１ꎬ３３６:１２７７０６.

[２４] Ｑｕ Ｗ Ｊꎬ Ｚｈａｎｇ Ｘ Ｘꎬ Ｈａｎ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｒａｐｅｓｅｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓｏｌａｔｅ￣ｄｅｘｔｒａｎ ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ [ Ｊ] . Ｆｏｏｄ
Ｈｙｄｒｏｃｏｌｌｏｉｄｓꎬ２０１８ꎬ８２:３２９－３３７.
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[２５] Ｚｈａｏ ＤꎬＨｅ ＪꎬＺｏｕ Ｘꎬｅｔ ａｌ. Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｓａｌｔｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｄｉｇｅｓｔｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ａｃｔｏｍｙｏｓｉｎ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ２０２０ꎬ５７(５):１７６３－１７７３.

[２６] Ｊａｇｕｓｉａｋ ＡꎬＣｈłｏｐａ 'ｓ ＫꎬＺｅｍａｎｅｋ Ｇꎬｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｐｒａｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｏｎｇｏ ｒｅｄ ａｎｄ ｃｏｎｇｏ ｒｅｄ￣ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ ｗｉｔｈ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｏｒ ｄｒｕｇ
ｃａｒｒｉｅｒ ｄｅｓｉｇｎ[Ｊ] . Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓꎬ２０２１ꎬ１３(１２):２０２７.

[２７] Ｊｅｄｅｒｍａｎｎ ＲꎬＮｉｃｏｍｅｔｏ ＭꎬＵｙｓａｌ Ｉꎬｅｔ ａｌ. Ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｆｏｏｄ ｌｏｓｓｅｓ ｂｙ ｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎｔ ｆｏｏｄ ｌｏｇｉｓｔｉｃｓ[Ｊ] . Ｐｈｉｌｏｓｏｐｈｉｃａｌ Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｒｏｙａｌ Ｓｏｃｉｅｔｙ
Ａ:ＭａｔｈｅｍａｔｉｃａｌꎬＰｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ２０１４ꎬ３７２:２０１３０３０２.

[２８] Ｊｉａｎｇ Ｑ ＱꎬＮａｋａｚａｗａ ＮꎬＨｕ Ｙ Ｑꎬｅｔ ａｌ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｑｕａｌｉｔｙ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅ ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｏｆ ｌｉｇｈｔｌｙ ｓａｌｔｅｄ ｔｕｎａ ｍｅａｔ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｆｒｅｅｚｅ￣
ｔｈａｗ ｃｙｃｌｅｓ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０１９ꎬ２９３:１７８－１８６.

[２９] Ｌｉ ＪꎬＮｉｕ ＬꎬＹｕ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｒｏｚｅｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｆｒｅｅｚｅ￣ｔｈａｗ ｃｙｃｌｅｓ ｏｎ ｇｅｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅꎬｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ
ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ￣ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｉｎ ｕｎｗａｓｈｅｄ ｓｉｌｖｅｒ ｃａｒｐ ｓｕｒｉｍｉ [ Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ２０２２ꎬ５７ ( ９):
６１９１－６２００.

[３０] Ｒｕｉｚ Ｇ ＡꎬＸｉ Ｂ ＹꎬＭｉｎｏｒ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈ￣ｐｒｅｓｓｕｒｅ￣ｈｉｇｈ￣ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｒｅｄｕｃｅｓ ｍａｉｌｌａｒｄ ｒｅａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ ｉｎ ｗｈｅｙ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｓｕｇａｒ
ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ａｎｄ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０１６ꎬ６４(３８):７２０８－７２１５.

[３１] Ｚｈａｏ ＤꎬＬｉ ＬꎬＸｕ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ｈｅａｔ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｍｙｌｏｉｄ￣ｌｉｋｅ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｏｆ β￣ｌａｃｔｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ:ａ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｉｖｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｒｅｄｕｃｉｎｇ
ｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ[Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ２０１８ꎬ１２０:３０２－３０９.

[３２] Ｚｈｕ Ｚ ＳꎬＦａｎｇ ＲꎬＡｌｉ Ｉꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｍｅｔｈｙｌｇｌｙｏｘａｌ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎ ｓａｒｃｏｐｌａｓｍｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｍｕｌｓｉｏｎｓ ｏｎ ｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓꎬ
ｒｈｅｏｌｏｇｉｃａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ａｎｄ ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ ｏｆ Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅꎬ２０２０ꎬ１００(１１):４２０８－４２１６.

[３３] Ｘｕ Ｙ ＪꎬＺｈａｏ Ｙ ＱꎬＷｅｉ Ｚ Ｘꎬｅｔ ａｌ. Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｙｏｆｉｂｒｉｌｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｖｉａ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ:ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎꎬｒｈｅｏｌｏｇｉｃａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒ ａｎｄ
ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ｐｒｏｐｅｒｔｙ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｈｙｄｒｏｃｏｌｌｏｉｄｓꎬ２０２０ꎬ１０５:１０５８５２.

[３４] Ｓｈｉ ＬꎬＹａｎｇ ＴꎬＸｉｏｎｇ Ｇ Ｑꎬｅｔ ａｌ. Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｆｒｏｚｅｎ ｓｔｏｒａｇｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｐｒｅ￣ｆｒｏｚｅｎ
ｐｅｒｃｈ(Ｍｉｃｒｏｐｔｅｒｕｓ ｓａｌｍｏｉｄｅｓ)[Ｊ] . ＬＷＴ:Ｆｏｏｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ２０１８ꎬ９２:４７１－４７６.

[３５] Ｍｅｒｃｉｅｒ ＹꎬＧａｔｅｌｌｉｅｒ ＰꎬＶｉａｕ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｅｔａｒｙ ｆａｔ ａｎｄ ｖｉｔａｍｉｎ Ｅ ｏｎ ｃｏｌｏｕｒ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｏｎ ｌｉｐｉｄ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｉｎ Ｔｕｒｋｅｙ ｍｅａｔ
ｄｕｒｉｎｇ ｓｔｏｒａｇｅ[Ｊ] . Ｍｅａｔ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ１９９８ꎬ４８(３ / ４):３０１－３１８.

[３６] Ｚｈａｏ ＤꎬＬｅ Ｔ ＴꎬＬａｒｓｅｎ Ｌ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ α￣ｄｉｃａｒｂｏｎｙｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｄｉｇｅｓｔｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ β￣ｃａｓｅｉｎ ａｎｄ
β￣ｌａｃｔｏｇｌｏｂｕｌｉｎ:ａ ｍｏｄｅｌ ｓｔｕｄｙ ｗｉｔｈ ｇｌｙｏｘａｌꎬｍｅｔｈｙｌｇｌｙｏｘａｌ ａｎｄ ｂｕｔａｎｅｄｉｏｎｅ[Ｊ] . Ｆｏｏｄ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌꎬ２０１７ꎬ１０２:３１３－３２２.

[３７] 熊杰. 鼠曲草提取物对猪肉肌原纤维蛋白氧化、结构及凝胶特性影响研究[Ｄ] . 重庆:重庆工商大学ꎬ２０２２.
Ｘｉｏｎｇ Ｊ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓａｌｖｉａ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｏｎꎬｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｇｅｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｐｏｒｋ ｍｙｏｆｉｂｒｉｌｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ[Ｄ] . Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ:Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
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