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摘要:
 

【目的】探究等离子体活化水(Plasma-activated
 

Water,PAW)处理对类 PSE 鸡肉分离蛋白(Pale,Soft,
Exudative-like

 

Chicken
 

Protein
 

Isolate,PPI)氧化特性和体外消化行为的影响。 【方法】从类 PSE 鸡肉中提取

PPI 并用不同激活时间的 PAW 进行处理,研究 PAW 处理前后 PPI 的自由基信号强度、紫外吸收光谱、羰基

等含量及体外消化产物的体外蛋白质消化率( IVPD)、肽含量等的变化。 【结果】随着激活时间的延长,PAW
的 pH 值显著降低,氧化还原电位(ORP)、电导率及 NO-

2 含量均显著增加(P<0. 05);PAW 处理能显著增强

PPI 的自由基信号强度和紫外吸收强度,显著增加羰基和二聚酪氨酸含量,显著降低游离氨基和游离巯基含

量(P<0. 05),其中 PPI40 的羰基含量是 PPI0 的 3 倍,游离巯基含量较 PPI0 降低了 53. 7%;显著增加 PPI 体

外消化产物的 IVPD、肽和人体必需氨基酸含量(P< 0. 05),其中 PPI40 的 IVPD 较 PPI0 提升了 25. 15%。
【结论】PAW 处理可促进 PPI 氧化,改善 PPI 的消化特性。
关键词:类 PSE 鸡肉分离蛋白;等离子体活化水;氧化特性;消化特性
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0　 引言

类 PSE ( Pale, Soft, Exduative-like, PSE-like) 鸡

肉属于异质肉,是一种功能失调的鸡肉,通常因宰

前热应激或宰后温度较高而呈现苍白、松软和渗水

的状态[1] 。 尽管类 PSE 鸡肉的品质欠佳,但类 PSE
鸡肉分离蛋白 ( PSE-like

 

Chicken
 

Protein
 

Isolate,
PPI)氨基酸均衡,仍是一种较好的蛋白质来源[1] 。

然而,PPI 存在消化率较低、溶解性和持水性较差等

问题[2] ,这限制了其在禽肉加工业中的高值化

利用。
等离子体是一种由电子、正离子、中性粒子、自

由基等多种成分构成的离子化状态气体,能够诱导

蛋白质结构发生改变,进而改善蛋白质的功能特

性[3-4] 。 其中介质阻挡等离子体[4] 、大气压等离子

体射流[5]等传统等离子体处理直接作用于食品表
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面,易导致食品表面物质累积,可能引发蛋白质过

度氧化,且难以均匀处理体积大或表面纹理不均匀

的食品。 等离子体活化水( Plasma-activated
 

Water,
PAW)通过等离子体射流压缩空气并电离溶液获

得,富含 NO-
3 、NO-

2 、H2O2、活性氧( ROS) 等活性物

质,能够实现更均匀的蛋白质氧化修饰。 研究[6-7]

表明,PAW 处理可显著增加蛋白质的羰基含量,降
低游离巯基含量,并可诱导蛋白质分子发生交联,
形成聚集体。 M. M. Poojary 等[7] 研究发现,氧化可

促进蛋白质结构展开,增加暴露的切割位点数量,
进而提高蛋白质的消化率。 目前,关于 PAW 的研

究主要集中在抑菌特性及对蛋白质结构的调控方

面,而对类 PSE 鸡肉等异质肉的蛋白质氧化和消化

特性的研究鲜有报道。
鉴于此,本文拟在解析不同激活时间 PAW 理

化性质的基础上,使用 PAW 处理 PPI,通过检测自

由基信号强度、羰基含量、紫外吸收强度等,结合体

外消化模拟实验系统评估 PAW 处理对 PPI 氧化和

消化特性的影响,以期为 PAW 在异质肉蛋白质高

值化利用中的应用提供参考。

1　 材料与方法

1. 1　 主要材料与试剂

类 PSE 鸡胸肉,亮度值(L∗ ) >53,24
 

h 时的 pH
值<5. 7,购于河南省某鸡肉企业;金龙鱼大豆油,益
海嘉里金龙鱼食品集团; NaOH、 HCl、 Na2HPO4、
NaH2PO4 等,山东鼎欣生物科技有限公司;5,5 -二

甲基-1-吡咯啉-N-氧化物( DMPO)、2,4-二硝基

苯肼(DNPH)、三氯乙酸、邻苯二甲醛( OPA)、二硫

苏糖醇、十二烷基硫酸钠( SDS)、四硼酸钠、二聚酪

氨酸、磺基水杨酸、胃蛋白酶( >3000
 

U / mg),上海麦

克林试剂有限公司;盐酸胍、L-亮氨酸,胰蛋白酶( >
2500

 

U / mg),上海阿拉丁试剂有限公司;S0138S 游

离巯基检测试剂盒( DTNB 法),上海碧云天生物技

术有限公司;BC1485-50T / 48S 亚硝酸盐试剂盒,北
京索莱宝科技有限公司;甲醇,天津市富宇精细化

工有限公司。 除特别注明外,上述试剂均为分析纯。

1. 2　 主要仪器与设备

SZ- 22A 型绞肉机,广州旭众机械有限公司;

Ultra
 

T25 型高速匀浆机,德国 IKA 公司;PHS-3C 型

pH 计、DDS-307A 型电导率仪,上海仪电科学仪器

股份有限公司;DP29131 型氧化还原电位计,北京亚

欧德鹏科技有限公司;VC750 型超声波破碎仪,美
国 Sonic 有限公司;AvantiJ-26S

 

XPI 型大容量高速

冷冻离心机,美国 Beckman
 

Coulter 公司;Lab-1-50
型冻干机,北京博医康仪器有限公司;TU - 1810 型

紫外-分光光度计,北京通用仪器有限公司;F-7000
型荧光分光光度计,日立有限公司;TS-PL-200 型

常压等离子体实验装置,东信高科有限公司;HH -

42 型水浴锅,常州国华电器有限公司;20M / ∗Tecan
 

Spark 型酶标仪,深圳市恩科生物科技有限公司;
S433D 型全自动氨基酸分析仪,德国 Sykam 公司。

1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 PPI 提取　 取类 PSE 鸡胸肉,去除结缔组织

和脂肪,切割成 2
 

cm×2
 

cm×2
 

cm 的小块置于绞肉

机中,于 3000
 

r / min、20
 

s / 次条件下重复处理 4 次

后,分装于包装袋中,于-20
 

℃ 条件下冷冻保存,并
于一周内完成实验。

参考李可等[1] 的方法,取 100
 

g 冷冻保存的类

PSE 鸡胸肉样品,在 4
 

℃条件下解冻 12
 

h,放入预冷

绞肉机中,于 4000
 

r / min、20
 

s / 次条件下重复处理 2
次;将获得的肉糜与 4

 

℃ 预冷去离子水按料液比

1 ∶ 6(mg / mL)混合,并于 10
 

000
 

r / min 条件下均质

处理 1
 

min;用 2
 

mol / L 的 NaOH 溶液将混合物的 pH
值调至 11. 0 后,在 4

 

℃ 条件下静置 10
 

min,以确保

体系稳定;取 150
 

mL 上述混合物于 250
 

mL 烧杯

中,将直径为 13
 

mm、功率为 450
 

W 的超声波探头插

入液面下 1. 5
 

cm 处,超声波处理 10
 

min。 应注意的

是,烧杯全程需置于冰水浴中,以维持温度的稳定

性。 超声波处理后,于 4
 

℃ 、10
 

000
 

r / min 条件下离

心 15
 

min,收集含有可溶性蛋白质的上清液,用

2
 

mol / L 的 HCl 溶液将其 pH 值调至 5. 5;在 4
 

℃ 条

件下 静 置 过 夜, 使 蛋 白 质 充 分 沉 淀, 再 于

10
 

000
 

r / min 条件下离心 15
 

min,收集沉淀物,重新

溶于去离子水中,用 1
 

mol / L 的 NaOH 溶液将其 pH
值调至中性;通过冷冻干燥,即可获得 PPI,分装于自

封袋中,置于-20
 

℃冰箱中保存,备用。
1. 3. 2　 PAW 制备　 参考李可等[8] 的方法,采用常
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压等离子体实验装置,通过气泵将空气输送至低温

等离子体发生器的放电腔室内,将产生的低温等离

子体与 PBS 缓冲液(含 0. 6
 

mol / L
 

NaCl、20
 

mmol / L
 

Na2HPO4 / NaH2PO4,pH 值为 7,下同)发生反应,并
将等离子体喷射喷嘴置于 PBS 缓冲液上方约 4

 

cm
 

处,用等离子体射流分别激活 0
 

s、10
 

s、20
 

s、30
 

s 和

40
 

s,制备 PAW0、PAW10、PAW20、PAW30 和 PAW40,
备用。
1. 3. 3　 PAW 理化性质测定

1)pH 值测定。 使用 pH 计测定 PAW 的 pH 值。
2)氧化还原电位( Oxidation-reduction

 

Potential,
ORP)测定。 使用氧化还原电位计测定 PAW 的ORP。

3)电导率测定。 用等量的纯净水将 PAW 稀释

20 倍,通过电导率仪测定 PAW 的电导率。
4)NO-

2 含量测定。 采用亚硝酸盐试剂盒测定

PAW 中的 NO-
2 含量。

1. 3. 4　 PAW 处理 PPI　 分别用不同激活时间 PAW
将 PPI 稀释至 60

 

mg / mL,命名为 PPI0、PPI10、PPI20、
PPI30 和 PPI40。 使用前需 4

 

℃ 孵育 24
 

h,且后续指

标测定均用 PBS 缓冲液将其稀释至不同质量浓度

以满足指标测定要求。
1. 3. 5　 自由基信号强度检测　 吸取 4

 

mL
 

不同激活

时间 PAW,加入 160
 

μL
 

500
 

mmol / L 的 DMPO 溶液

后,用该液体将 PPI 稀释至 30
 

mg / mL,立即进行电

子顺磁共振波谱( Electron
 

Paramagnetic
 

Resonance
 

Spectrometer,EPR) 检测,场强为 3520
 

G,调制幅度

为 2
 

G,微波频率为 9. 8
 

GHz,扫描宽度为 200
 

G[9] 。
1. 3. 6　 紫外吸收光谱检测　 用 PBS 缓冲液将不同

激活时间 PAW 处理后的 PPI 稀释至 5
 

mg / mL 后,
参考 W. Rao 等[6]的方法,使用紫外-分光光度计在

230 ~ 350
 

nm 内对稀释液进行全波长扫描,获得紫

外吸收光谱,用吸光度表征紫外吸收强度。 使用

Origin
 

2021 处理紫外吸收光谱,获得二阶导数图

谱。 280 ~ 300
 

nm 的紫外二阶导数图谱可用于检

测酪氨酸微环境中的蛋白质构象变化,并用 a 和 b
分别代表 2 个主峰的峰谷值,再根据公式 r = a / b
求 r 值[10] 。
1. 3. 7　 羰基、游离巯基、游离氨基和二聚酪氨酸含

量测定　 1)羰基含量测定。 用 PBS 缓冲液将不同

激活时间 PAW 处理后的 PPI 稀释至 5
 

mg / mL 后,
取 100

 

μL 稀释液加入 400
 

μL
 

10
 

mmol / L 的 DNPH
溶液;对照组加入 400

 

μL
 

2
 

mol / L
 

HCl 溶液,其他操

作保持一致。 将混合液涡旋混匀 1
 

min,并在 37
 

℃
条件下避光反应 30

 

min;加入 500
 

μL
 

0. 2
 

g / L 的三

氯乙酸溶液, 于 4
 

℃ 、 12
 

000
 

r / min 条件下离心

10
 

min,弃上清液;用 1000
 

μL 乙酸乙酯-乙醇混合

溶液(乙酸乙酯与乙醇体积比为 1 ∶ 1)洗涤沉淀 4
次后,加入 1250

 

μL
 

6
 

mol / L 盐酸胍溶液(将 29
 

g 盐

酸胍溶于 50
 

mL
 

PBS 缓冲液中,pH 值为 6. 5),混
匀;在 37

 

℃ 水浴中反应 15
 

min,再涡旋混匀 1
 

min
后,于 12

 

000
 

r / min 条件下离心 15
 

min,收集上清

液,用紫外-分光光度计测定其在 370
 

nm 波长处的

吸光度[11] 。
2)游离巯基含量测定。 用 PBS 缓冲液将不同

激活时间 PAW 处理后的 PPI 稀释至 5
 

mg / mL,用游

离巯基检测试剂盒测定游离巯基含量。
3)游离氨基含量测定。 参考李可等[12] 的方法,

将 80
 

mg
 

OPA 在避光条件下溶解于 2
 

mL 甲醇中,
再加入 88

 

mg 二硫苏糖醇、0. 1
 

g
 

SDS 和 1. 906
 

8
 

g
四硼酸钠,用蒸馏水定容至 100

 

mL,得到 OPA 试

剂,存放于棕色容量瓶中。 用 PBS 缓冲液将不同激

活时间 PAW 处理后的 PPI 稀释至 2
 

mg / mL 后,取
400

 

μL 稀释液加入 3
 

mL
 

OPA 试剂中,充分混合,
于 35

 

℃ 条件下反应 2
 

min 后,在 340
 

nm 波长处测

其吸光度。 根据 L-亮氨酸标准曲线,计算经不同

激活时间 PAW 处理后的 PPI 样品中游离氨基的

含量。
4)二聚酪氨酸含量测定。 用 PBS 缓冲液将不

同激活时间 PAW 处理后的 PPI 稀释至 1
 

mg / mL,采
用荧光光度法测定二聚酪氨酸含量。 测试条件设

定为:狭缝宽度 10
 

nm,发射波长 420
 

nm,激发波长

325
 

nm。 二聚酪氨酸含量通过吸光度与蛋白质质量

浓度的比值进行表征。
1. 3. 8　 体外消化模拟实验　 参照 B. L. Sun 等[13] 的

方法,用 PBS 缓冲液将不同激活时间 PAW 处理后

的 PPI 稀释至 10
 

mg / mL,并用 1
 

mol / L 的 HCl 溶液

将其 pH 值调至 2. 0,加入 1
 

mL
 

40
 

mg / mL 的胃蛋白

酶溶液(将胃蛋白酶溶于 0. 1
 

mol / L 的 HCl 溶液
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中),在 37
 

℃ 、150
 

r / min 条件下振荡孵育 1. 0
 

h;用
1

 

mol / L 的 NaHCO3 溶液将胃消化液的 pH 值调至

7. 0,加入 1
 

mL
 

10
 

mg / mL 的胰蛋白酶溶液(将胰蛋

白酶溶于 0. 01
 

mmol / L 的 PBS 缓冲液中),再在

37
 

℃ 、150
 

r / min 条件下振荡孵育 2. 0
 

h;将肠消化

液置于沸水浴中 10
 

min,终止消化反应。
1)体外蛋白质消化率(In

 

vitro
 

Protein
 

Digestibility,
IVPD)测定。 分别将 0. 5 ~ 3. 0

 

h 的胃、肠消化液在

4
 

℃ 、8000
 

r / min 条件下离心 10
 

min,收集上清液并

冷冻干燥,备用。 采用双缩脲法测定该上清液中的

蛋白质含量。 IVPD 按下式计算:

IVPD = A
B

× 100%

式中,B 为消化前样品中的蛋白质质量 / mg,A 为消

化后上清液中的蛋白质质量 / mg。
2)肽含量测定。 参考张熙[14] 的方法,取 400

 

μL
肠消化液与 800

 

μL
 

0. 20
 

g / mL 三氯乙酸溶液混合,
在室温下反应 20

 

min,再于 20
 

℃ 、10
 

000
 

r / min 条

件下离心 10
 

min,收集上清液,采用双缩脲法测定上

清液中的肽含量。
3) 游离氨基酸含量测定。 参考 W. J. Chen

等[15] 的方法,使用 0. 45
 

μm 微孔膜过滤肠消化液上

清液,将 400
 

μL 滤液与 100
 

μL
 

体积分数为 10%的

磺基水杨酸溶液混匀,于 4
 

℃条件下静置 60
 

min,以
促使大分子蛋白质沉淀;再于 14

 

500
 

r / min 条件下

离心 15
 

min,收集上清液并二次离心 5
 

min,去除残

留物;再次收集上清液,采用 0. 22
 

μm 微孔膜进行

过滤,通过全自动氨基酸分析仪测定滤液中的游离

氨基酸含量。

1. 4　 数据统计分析

上述实验均重复进行 3 次,结果表示为(平均

值±标准差)。 采用 SPSS
 

Statistics
 

25 软件进行单因

素方差分析,组间差异比较采用 Duncan’s 多重检验

法,显著性水平设定为 P<0. 05;利用 Origin
 

2021 软

件作图。

2　 结果与分析

2. 1　 PAW 理化性质分析

水相介质与等离子体作用过程中产生的活性

化学组分会发生电离反应,致使溶液 pH 值降低,这
一现象归因于等离子体诱导的酸化效应[16] 。 PAW
的理化性质变化如图 1 所示,其中不同小写字母表

示组间存在显著性差异(P<0. 05),下同。 由图 1a)
可知,随着激活时间的延长,PAW 的 pH 值显著降

低 ( P < 0. 05 ), 由 7. 00 ( PAW0 ) 降 低 到 6. 54
(PAW40)。 这可能是因为在 PAW 制备过程中,水
与等离子体中的化学物质发生了特定反应,导致

PAW 逐渐转变为酸性;ROS 和活性氮(RNS)在水中

的释放量随着激活时间的延长不断上升,这也会进

一步增强 PAW 的酸性,使其 pH 值降低[17] 。 J. Qian
等[18] 研究发现, 随着激活时间的延长, PAW 中

NO-
2 、NO-

3 、H+的含量逐渐上升,pH 值显著下降。 居

世龙等[19]的研究也有类似结果。
ORP 是表征溶液氧化还原特性的重要参数,其

主要受体系中氧化剂活度及其反应活性共同影

响[19] 。 由图 1b)可知,随着激活时间的延长,PAW
的 ORP 显著增加(P<0. 05),由 0

 

mV( PAW0 )增加

到 16
 

mV(PAW40)。 这可能与等离子体放电生成的

高浓度活性粒子有关。 在等离子体设备放电过程

中,水分子受高能电子和离子的作用,会分解成超

氧自由基( O-
2 )、·OH、H2、O3 等多种物质,这些物

质会增加水中离子的浓度, 进而增加 PAW 的

ORP[19] 。 J. Wang 等[20]研究发现,随着激活时间的

延长(0 ~ 20
 

min) ,PAW 的 ORP 会显著增加。 居

世龙等[19] 的研究也发现,PAW 的 ORP 随着激活

时间的延长 ( 0 ~ 6
 

min) , 从 353. 67
 

mV 增加至

580. 78
 

mV。
水溶液传导电流的特性可通过电导率进行表

征,而等离子体产生的反应性物质会改变水的电导

率[18] 。 由图 1c) 可知,随着激活时间的延长,PAW
的电导率显著增加 ( P < 0. 05 ), 由 1810

 

μS / cm
(PAW0)增加到 1886

 

μS / cm(PAW40)。 这一方面可

能与等离子体放电产生的 ROS 和 RNS 有关,这些

物质会增加 PAW 的电导率;另一方面,PAW 中水分

子发生的理化变化可能使部分水分子被激发或解

离成 H+和 OH- ,从而显著增加水中的自由离子数

量,导致 PAW 的电导率增加[20] 。 该研究结果与居

世龙等[19]的研究结果较一致。
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图 1　 PAW 的理化性质变化
Fig. 1　 Changes

 

in
 

the
 

physical
 

and
 

chemical
 

properties
 

of
 

PAW

　 　 由图 1d)可知,随着激活时间的延长,PAW 中

NO-
2 含 量 显 著 增 加 ( P < 0. 05 ), 由 0

 

μmol / mL
(PAW0)增加至 212. 44

 

μmol / mL(PAW40)。 这可能

是因为水分子在等离子体的高能作用下发生分解,
生成 OH- 、H+ 、氧原子(O)等多种物质,这些物质进

一步与空气中的 N2 发生化学反应生成 HNO3 和

HNO2,导致 PAW 中 NO-
2 含量增加[21] 。 K. Oehmigen

等[22]的研究也发现,等离子体可使水性液体发生酸

化反应,生成 H2O2、HNO3 和 HNO2,使 NO-
2 含量增加。

2. 2　 PPI 自由基信号强度分析

EPR 是一种用于评估物质氧化状态的分析技

术[23] 。 PAW 处理对 PPI 自由基信号强度的影响如

图 2 所示。 由图 2 可知,随着激活时间的延长,自由

基信号强度明显增加。 这可能是因为 PAW 处理产

生的自由基会导致 PPI 氧化[11,19] ,且随着激活时间

的延长,PPI 氧化程度增强。 这与居世龙等[19] 的研

究结果较一致,他们发现 PAW 处理可使 ROS 水平

显著上升,进而导致鸭柳肌原纤维蛋白氧化程度

增强。

图 2　 PAW 处理对 PPI 自由基信号强度的影响
Fig. 2　 Effect

 

of
 

PAW
 

treatment
 

on
 

the
 

intensity
 

of
 

free
 

radical
 

signals
 

within
 

PPI

2. 3　 PPI 紫外吸收光谱分析
蛋白质的紫外吸收光谱主要由芳香族氨基酸

残基,尤其是酪氨酸和色氨酸残基决定[5] 。 PAW 处

理对 PPI 紫外吸收光谱和二阶导数的影响如图 3 所
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示。 由图 3a)可知,PAW 处理可明显增加 PPI 的紫

外吸收强度,且在 250 ~ 290
 

nm 波长之间,变化明

显。 这可能是因为 PAW 处理能使 PPI 展开,暴露

出更多的酪氨酸和色氨酸残基[5] 。 此外,随着激活

时间的延长,PPI 的紫外吸收强度增加,表明 PAW
处理能增加 PPI 的氧化聚集程度。 这可能是因为氨

基酸极性的改变会增强 PPI 分子之间的相互作用,
进而促进 PPI 的氧化聚集进程[18] 。 徐杰等[24] 的研

究也发现,用等离子体处理(10
 

kV、20
 

kV、30
 

kV)
金鲳鱼肌原纤维蛋白,会增加其紫外吸收强度。 由

图 3b)可知,PPI0 的 r 最高,这可能是因为 r 会随着

酪氨酸残基周围微环境极性的降低而降低[25] ,且随

着激活时间的延长,酪氨酸残基从疏水区域向亲水

区域迁移,内部疏水基团暴露在蛋白质分子表面,

疏水相互作用增强,引起蛋白质聚集[11] 。

图 3　 PAW 处理对 PPI 紫外吸收光谱和
二阶导数的影响

Fig. 3　 Effect
 

of
 

PAW
 

treatment
 

on
 

the
 

ultraviolet
 

absorption
 

spectrum
 

and
 

second-derivative
 

UV
 

spectroscopy
 

of
 

PPI

2. 4　 PPI 中羰基、游离巯基、游离氨基和二聚

酪氨酸含量分析

羰基作为肽结构中不可或缺的反应物,决定了

蛋白质的氧化程度[26] 。 通常情况下,羰基含量越

高,氧化程度也越大[27] 。 PAW 处理对 PPI 中羰基、
游离巯基、游离氨基和二聚酪氨酸含量的影响如图

4 所示。 由图 4a)可知,随着激活时间的延长,PPI
中羰基含量呈显著增加趋势(P<0. 05),其中 PPI40

的羰基含量是 PPI0 的 3 倍。 这一方面可能是因为

PAW 处理可导致 PPI 氧化,且氧化程度会随着激活

时间的延长而增加;另一方面,PAW 中的 O3、·OH
等物质会导致氨基酸侧链氧化程度增强,产生更多

的羰基[26] 。 J. M. P􀆧rez-Andr􀆧s 等[28] 的研究也发现,
等离子体处理会显著加速鲐鱼蛋白羰基的形成,即
等离子体处理会导致 PPI 氧化。

游离巯基含量常被用作评估蛋白质氧化程度的

特征指标之一。 在氧化应激环境中,游离巯基会发生

氧化反应形成二硫键,其含量随之减少[28] 。 由图 4b)
可知,随着激活时间的延长,PPI 中游离巯基含量显

著减少(P<0. 05),其中 PPI40 中游离巯基含量较 PPI0

降低了 53. 7%。 这可能是因为常压等离子体射流产

生的·OH 会与游离巯基和主硫醇相互作用,进而促

进分子内和分子间二硫键的形成[28] 。 此外,巯基自

由基可与 O2 反应生成巯基过氧自由基,而巯基过氧

自由基与硫醇基团反应后,会形成二硫键,进而导致

游离巯基含量减少[28] 。 J. P. Wang 等[29-30] 的研究也

发现,等离子体处理会使游离巯基含量逐渐减少。
以 OPA 与蛋白质颗粒反应后的吸光度变化为

评价指标,可反映蛋白质经处理后表面多肽末端

α—NH2 基团和赖氨 酸 ε—NH2 基 团 的 含 量 变

化[31] 。 由图 4c)可知,随着激活时间的延长,PPI 的

游离氨基含量显著降低(P<0. 05),从 17. 36
 

mmol / mL
(PPI0)降低到 10. 21

 

mmol / mL( PPI40 )。 这可能是

因为 PAW 处理能促使蛋白质氧化,导致蛋白质分

子内部疏水基团暴露和聚集,进而导致分子之间发

生相互作用,使蛋白质的空间结构发生变化,其中

赖氨酸的 ε—NH2 基团可能被包埋在蛋白质的核心

区域或蛋白质分子之间的界面位置,使得这些游离

氨基在溶液中的含量降低[32] 。 M. H. Mahdavian
等[31]的研究也发现,随着等离子体激活时间的延

长,草豌豆蛋白颗粒的游离氨基含量降低。
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图 4　 PAW 处理对 PPI 羰基、游离巯基、游离氨基和二聚酪氨酸含量的影响
Fig. 4　 Effect

 

of
 

PAW
 

treatment
 

on
 

the
 

carbonyl,free
 

sulfhydryl
 

groups,free
 

amino
 

groups,and
 

di-tyrosine
 

contents
 

of
 

PPI

　 　 二聚酪氨酸是由 2 个 L-酪氨酸残基经过氧化

偶联反应形成的,其可作为蛋白质氧化的标志物之

一[32] 。 由图 4d)可知,随着激活时间的延长,PPI 中

二聚酪氨酸含量显著增加(P<0. 05),其中 PPI40 中

二聚酪氨酸含量较 PPI0 增加了 18. 9%。 这可能与

等离子体产生的自由基对蛋白质的氧化作用密切

相关。 PAW 中·OH、H2O2、O-
2 等物质能够与蛋白

质中的酪氨酸残基发生反应,并攻击酪氨酸的芳香

环结构,引发氧化反应,尤其是与酪氨酸苯环上的酚

羟基发生氧化反应,导致酪氨酸残基之间形成二聚酪

氨酸,使得 PPI 中二聚酪氨酸含量增加[33-34] 。 Q. Liu
等[32]的研究也发现,·OH 会引发酪氨酰自由基生

成,导致分子内和分子间交联形成二聚酪氨酸。
2. 5　 PPI 消化特性分析

IVPD 可表征蛋白质在肠胃中的消化程度[35] 。
PAW 处理对 PPI 消化特性的影响如图 5 所示。 由

图 5a)可知,随着激活时间的延长,PPI 的 IVPD 显

著增加 (P < 0. 05), PPI40 的 IVPD 较 PPI0 增加了

25. 15%。 这可能与 PAW 中生成的活性物质会引起

蛋白质氧化有关。 PAW 处理会使酪氨酸、色氨酸等

芳香族氨基酸残基暴露,进而破坏 PPI 的三维结构。
而蛋白质分子内部构象的变化会显著增加胃蛋白

酶或胰蛋白酶的切割位点,这有利于胃蛋白酶或胰

蛋白酶更好结合,并最终提高 PPI 的 IVPD[36-37] 。
J. Wang 等[38]的研究也发现,等离子体处理 0~50

 

s 能

提高鹰嘴豆分离蛋白的 IVPD。
在酶的催化作用下,蛋白质分子中的肽键逐渐

被切割断裂,较长的多肽链会逐步被剪切成更小的

片段并被不断释放到溶液中,进而反映蛋白质消化

的程度和酶的作用效率[39] 。 由图 5b)可知,随着激

活时间的延长,PPI 中肽含量显著增加(P<0. 05),
表明 PAW 处理通过诱导蛋白质三维结构的改变,
显著降低了蛋白质结构的稳定性,这会导致蛋白质

分子内部的相互作用减弱,使得隐藏在原始结构中

的酶切位点暴露而更易被酶或外部因素分解,促进

蛋白质的降解和多肽的释放,进而提升蛋白质的消

化特性和生物利用度[40] 。 该结果与上文 IVPD 的结

果一致。
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图 5　 PAW 处理对 PPI 消化特性的影响
Fig. 5　 Effect

 

of
 

PAW
 

treatment
 

on
 

the
 

digestive
 

characteristics
 

of
 

PPI

蛋白质经胃肠消化后,被水解为多肽和游离氨

基酸。 PPI 经体外消化后的游离氨基酸含量见表 1。
由表 1 可知,PPI 消化产物中共有 17 种游离氨基

酸,其中包括异亮氨酸、缬氨酸、苏氨酸、色氨酸等 8
种人体必需氨基酸;随着激活时间的延长,PPI 的人

体必需氨基酸总含量明显增加,这表明 PAW 处理

能提高 PPI 经体外消化后的游离氨基酸含量。 这一

方面可能是因为 PAW 为酸性溶液,能增强胃蛋白

酶活性,从而加速 PPI 水解,导致人体必需氨基酸含

量增加[41] ;另一方面,PAW 中的活性氧物质(如·
OH)可攻击蛋白质的疏水核心,促使蛋白质三维结

构解折叠[36,42] ,暴露更多胃蛋白酶或胰蛋白酶的酶

切位点,提升消化效率,进而释放更多的游离氨基

酸,尤其是原本包埋在内部的人体必需氨基酸。 研

究[40-41]发现,赖氨酸有助于促进身体发育,提高免

　 　 表 1　 PPI 经体外消化后的游离氨基酸含量

Table
 

1　 Free
 

amino
 

acid
 

content
 

of
 

PPI
 

following
 

in
 

vitro
 

digestion
游离氨

基酸种类
含量 / (mg·mL-1 )

PPI0 PPI10 PPI20 PPI30 PPI40

异亮氨酸(Ile) ∗ 0. 010 0. 010 0. 010 0. 010 0. 011
缬氨酸(Val) ∗ 0. 004 0. 003 0. 004 0. 004 0. 004
苏氨酸(Thr) ∗ 0. 009 0. 009 0. 010 0. 009 0. 011
色氨酸(Trp) ∗ 0. 010 0. 011 0. 012 0. 012 0. 012
亮氨酸(Leu) ∗ 0. 065 0. 065 0. 067 0. 065 0. 068
赖氨酸(Lys) ∗ 0. 063 0. 076 0. 077 0. 080 0. 080
蛋氨酸(Met) ∗ 0. 014 0. 014 0. 013 0. 015 0. 015

苯丙氨酸(Phe) ∗ 0. 059 0. 054 0. 055 0. 059 0. 056
组氨酸(His) 0. 064 0. 062 0. 056 0. 059 0. 058

天冬氨酸(Asp) 0. 003 0. 002 0. 003 0. 002 0. 003
丝氨酸(Ser) 0. 004 0. 003 0. 004 0. 004 0. 004
酪氨酸(Tyr) 0. 043 0. 037 0. 037 0. 041 0. 041
精氨酸(Arg) 0. 111 0. 119 0. 119 0. 117 0. 123
胱氨酸(Cys) 0. 003 0. 004 0. 001 0. 004 0. 004
谷氨酸(Glu) 0. 006 0. 006 0. 007 0. 007 0. 008
甘氨酸(Gly) 0. 001 0. 001 0. 002 0. 002 0. 002
丙氨酸(Ala) 0. 005 0. 005 0. 005 0. 005 0. 005

人体必需氨基酸
总量 0. 233 0. 241 0. 247 0. 253 0. 258

　 注:∗为人体必需氨基酸。

疫力,同时有益于中枢神经系统健康。 随着激活时

间的延长,赖氨酸含量也明显增加。 这可能是由于

PAW 处理对 PPI 结构产生了影响,从而改变了其消

化特性,使得赖氨酸更易被释放出来[42] 。

3　 结论

本研究在解析了不同激活时间 PAW 理化性质

的基础上,探究了 PAW 处理对 PPI 氧化和消化特

性的影响,得到如下结论:随着激活时间的延长,
PAW 的 pH 值显著降低,而 ORP、电导率及 NO-

2 含

量均显著增加;PAW 中的活性物质会引起 PPI 的自

由基信号强度明显增强,进而诱导 PPI 分子发生明

显的氧化修饰,具体表现为羰基和二聚酪氨酸含量

均显著增加,游离巯基和游离氨基含量均显著下

降。 值得注意的是,这种氧化修饰不仅没有破坏

PPI 的营养价值,反而显著提升了 PPI 的 IVPD,其

中 PPI40 的 IVPD 较 PPI0 提高了 25. 15%;同时,消
化产物的肽含量和人体必需氨基酸含量均显著增

加。 因此,PAW 处理在促进 PPI 氧化的同时有效改
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善了其消化特性,可为 PAW 技术在食品蛋白质中的

应用提供参考。 未来可进一步探究 PAW 处理参数与

不同来源蛋白质构效关系的普适性规律,并深入解析

氧化修饰位点对消化酶特异性识别的影响机制。
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Effect
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Abstract:
 

【Objective】
 

To
 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

plasma-activated
 

water
 

( PAW)
 

treatment
 

on
 

the
 

oxidation
 

characteristics
 

and
 

in
 

vitro
 

digestion
 

behavior
 

of
 

pale,
 

soft,
 

exudative-like
 

chicken
 

protein
 

isolate
 

( PPI ).
 

【Methods】
 

PPI
 

was
 

extracted
 

from
 

PSE-like
 

chicken
 

and
 

treated
 

with
 

PAW
 

for
 

different
 

activation
 

times.
 

A
 

systematic
 

analysis
 

was
 

performed
 

to
 

evaluate
 

changes
 

in
 

free
 

radical
 

signal
 

intensity,
 

ultraviolet
 

absorption
 

spectrum,
 

carbonyl
 

content,
 

di-tyrosine
 

content,
 

free
 

amino
 

groups,
 

and
 

free
 

sulfhydryl
 

groups
 

of
 

PPI
 

before
 

and
 

after
 

PAW
 

treatment.
 

In
 

vitro
 

protein
 

digestibility
 

( IVPD),
 

peptide
 

content,
 

and
 

essential
 

amino
 

acid
 

content
 

of
 

digestion
 

products
 

were
 

also
 

quantified.
 

【Results】
 

As
 

activation
 

time
 

increased,
 

PAW
 

exhibited
 

a
 

significant
 

decrease
 

in
 

pH
 

(P < 0. 05)
 

and
 

significant
 

increases
 

in
 

oxidation-reduction
 

potential
 

(ORP),
 

electrical
 

conductivity,
 

and
 

NO-
 

content
 

(P< 0. 05).
 

PAW
 

treatment
 

significantly
 

increased
 

free
 

radical
 

signal
 

intensity
 

and
 

ultraviolet
 

absorption
 

intensity
 

of
 

PPI,
 

specifically
 

elevating
 

carbonyl
 

and
 

di-tyrosine
 

contents
 

while
 

reducing
 

free
 

amino
 

and
 

free
 

sulfhydryl
 

contents
 

(P<0. 05).
 

Notably,
 

PPI40
 showed

 

a
 

3-fold
 

in
 

carbonyl
 

content
 

and
 

53. 7%
 

reduction
 

in
 

free
 

sulfhydryl
 

content
 

compared
 

to
 

PPI0 .
 

For
 

digestion
 

characteristics,
 

PAW
 

treatment
 

significantly
 

increased
 

IVPD,
 

peptide
 

content,
 

and
 

essential
 

amino
 

acid
 

content
 

(P<0. 05),
 

with
 

IVPD
 

of
 

PPI40
 increasing

 

by
 

25. 15%
 

compared
 

to
 

PPI0 .
 

【Conclusion】
 

PAW
 

treatment
 

promotes
 

PPI
 

oxidation
 

and
 

enhances
 

its
 

digestive
 

characteristics.
Key

 

words:PSE-like
 

chicken
 

protein
 

isolate;plasma-activated
 

water;oxidation
 

characteristic;digestive
 

characteristic　
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