
 第 41 卷  第 19 期 包 装 工 程  
   2020 年 10 月   PACKAGING ENGINEERING  ·1· 

                            

收稿日期：2020-07-15 
基金项目：十三五国家重点研发计划（2018YFD0700802）；2018 江苏省农业创新资金项目（CX (18) 3041）；南京市科技

计划（201805038） 
作者简介：钱婧（1995—），女，南京农业大学博士，主要研究方向为畜产品加工与质量控制。 
通信作者：章建浩（1961—），男，博士，南京农业大学教授，主要研究方向为畜产品加工与质量控制。 

低温等离子体冷杀菌对血红蛋白诱导猪肉脂质氧化的影响 
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摘要：目的 研究低温等离子体冷杀菌技术对血红蛋白（Hb）诱导模型脂质氧化的影响，为在杀菌与品

质间保持最大平衡提供理论基础。方法 采用介质阻挡放电等离子体，以生鲜猪肉为实验材料，研究不

同处理电压和时间对猪肉菌落总数及脂质氧化的影响。通过漂洗猪肉模型，进一步探讨等离子体与 Hb
的协同作用对模型脂质氧化的影响。结果 等离子体冷杀菌技术对生鲜猪肉的杀菌率可达 94.50%，对猪

肉的脂质氧化不会造成显著影响。形成的活性氧物质会促使 Hb 中血红素的铁离子被氧化，且等离子体

处理会造成体系 pH 值的降低，导致 Hb 的亲氧能力降低，进而显著加快体系脂质氧化速率。结论 当等

离子体应用于生鲜畜肉的杀菌时，应尽量减少胴体的血液残留，从源头上减少等离子体对肉品脂质氧化

的影响。 
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ABSTRACT: The work aims to investigate the effect of cold plasma sterilization on the hemoglobin (Hb)-induced lipid 
oxidation in the rinsed pork model, so as to provide a theoretical basis for maintaining the maximum balance between ste-
rilization and meat qualities. With fresh pork as experimental materials, dielectric barrier discharge (DBD) plasma was 
employed to evaluate the effect of various voltages and treatment time on the total number of colonies and lipid oxidation 
in pork. By the rinsed model, the synergy effect of plasma and Hb on the lipid oxidation of the model was further ex-
plored. The sterilization rate of fresh pork after plasma treatment reached 94.50%, without causing significant effect on 
the lipid oxidation of pork. The reactive oxygen species in plasma promoted the oxidation of the heme iron ions in Hb, 
and plasma treatment led to decrease of the pH in the system, resulting in a decrease in the aerobic capacity of Hb and 
significantly accelerating the lipid oxidation rate of the system. In general, when plasma is applied to the sterilization of 
fresh meat, the blood residue of carcass should be reduced as much as possible, and the effect of plasma on the oxidation 
of meat lipids should be reduced from the source. 
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从食品安全的角度出发，解决生鲜肉类的微生物

污染问题至关重要。肉类含有丰富的营养成分，因而

极易发生腐烂[1]。传统的灭菌过程易引起肉的品质发

生变化或造成化学物质的残留，为了确保肉品安全的

同时保持肉品品质，开发肉类行业的先进杀菌技术显

得尤为重要。由于食品热处理带来的不良效应，非热

杀菌技术愈发引起研究者的关注，其中将低温等离子

体冷杀菌技术运用于肉品行业是最新研究中的一项

创新。被称为“第四态”物质的等离子体含有多种活性

氧和活性氮等生物活性物质，如过氧化氢（H2O2）、

臭氧（O3）、超氧阴离子（.O2
−）、单线态氧（1O2）、

羟基自由基（.OH）、一氧化氮自由基（NO.）、二氧

化氮自由基（NO2
.）等大量自由基、激发态分子、原

子的集合会促使食源性致病菌发生氧化应激，导致细

胞膜通透性降低，破坏细胞膜完整性，造成内容物泄

露，最终使肉类上的微生物失活[2—3]。 
基于任何杀菌去污技术都必然会影响食品的一

个或多个参数，因此在相同的杀菌条件下也需评估肉

品的品质变化，其中颜色和脂质氧化是肉类重要的质

量属性[4]。肉类中引发脂质氧化的内源性成分有血红

素蛋白、金属离子和脂肪氧合酶等，其中血红素蛋白

（主要由肌红蛋白和血红蛋白构成）既是红肉的呈色

蛋白又是促氧因子。肌红蛋白存在于肌肉的肌细胞，

而血红蛋白主要存在于动物血液的红细胞中，由于动

物屠宰后仍有大量的血液残留在肌肉组织中 [5]，因

此血红蛋白（Hemoglobin，Hb）诱导的氧化机制愈

发引起关注。研究表明，当使用介质阻挡放电（DBD）

等离子体处理生鲜猪肉和牛肉时，处理电压或处理

时间的延长会导致肉的红度值（a*）降低，以及脂

质氧化现象会在等离子体处理后或在贮藏期内出现

增加[6]，但这些变化是否与肌肉中 Hb 的存在有关尚

未见报道。 
文中研究首先利用 DBD 等离子体发生装置，研

究不同等离子体处理时间和电压对生鲜猪肉杀菌效

果及脂质氧化的影响。其次，采用不含其他促氧因子

和抑氧因子的漂洗猪肉模型（WPM），进一步研究低

温等离子体对猪肉脂质氧化的影响，通过在氧化模型

中添加 Hb，研究等离子体是否能有效激发 Hb 诱导脂

质氧化。研究将确定等离子体技术对 Hb 诱导脂质氧

化的影响，为阐明等离子体对生鲜猪肉处理过程中造

成的脂质氧化机理提供有力支持。 

1  实验 

1.1  材料与仪器 

主要材料：猪背最长肌，南京苏果超市；聚丙

烯（PP）热成型盒/聚对苯二甲酸乙二醇酯薄膜（PET）

构成的双层复合包装材料，苏州森瑞保鲜设备有限

公司；新鲜猪血，南京华茂公司孝陵卫屠宰场。其

他试剂均为国产分析纯级，南京寿德生物科技有限

公司。 
主要仪器：Beckman Allegra 64R 高速冷冻离心

机，美国 Beckman；MAP-H360 复合气调保鲜包装机，

苏州森瑞保鲜设备有限公司；UV-2600 紫外分光光

度计，日本岛津；数显式 pH 计，梅特勒-托利多仪器

有限公司；IKA T18 basic 高速匀浆机，德国 IKA 公

司；JA2203N 电子天平，上海民桥精密科学仪器有

限公司；冷源等离子体冷杀菌设备，美国凤凰科技

公司；CR-400 型全自动测色色差仪，柯尼卡美能达

控股公司；Mini-Pro TENX 垂直式电泳槽，美国

Bio-Rad 公司；Universal Hood II 凝胶成像仪，美国

Bio-Rad 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  等离子体处理对生鲜猪肉杀菌及脂质氧化的

影响 

1.2.1.1  等离子体发生装置 
利用气调包装机对样品进行气调包装（MAP）处

理，包装盒内气体组分为氧气和氮气，其中氧气的体

积分数占 70%，氮气的体积分数占 30%。采用介质阻

挡放电 DBD 等离子体发生装置，上下电极板间隔为

3.5 cm，含有样品的包装盒置于介质阻挡板中间，见

图 1。对生鲜猪肉的处理方法：进行时间和电压的单

因素实验，固定处理时间为 60 s，处理电压为 30~80 
kV；固定处理电压为 70 kV，处理时间为 10~70 s，
处理后样品置于 4 ℃下贮藏。对漂洗猪肉模型的处理

方法：处理时间为 60 s，处理电压为 70 kV，处理后

样品置于 4 ℃下贮藏。 
1.2.1.2  菌落总数的测定 

菌落总数根据 GB 4789.2—2016《食品安全国家

标准 食品微生物学检验 菌落总数测定》进行测定。 
1.2.1.3  脂质氧化的测定 

脂质氧化根据 GB 5009.181—2016《食品安全国

家标准食品中丙二醛的测定》进行测定。 

1.2.2  漂洗猪肉模型的制备 

取新鲜猪背最长肌置于−40 ℃下冷冻 24 h，在未

彻底解冻时去除脂肪及结缔组织，用绞肉机绞碎并称

量。加入质量为肉糜质量 3.5 倍的磷酸盐缓冲液

（PBS，50 mmol/L，pH 值 6.3，4 ℃），漂洗肉糜 5
次，得到漂洗猪肉肌肉（Washed pig muscle，WPM）

模型。第 1 次漂洗采用冰水浴，将混合液搅拌 2 min，
静置 15 min，纱布过滤，收集肌肉组织；再次添加 
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图 1  实验流程 
Fig.1 Experiment process 

 

 
PBS 进行第 2 次漂洗，利用高速匀浆机对样品均质   
5 min（10 000 r/min），随后静置 15 min，转至离心管，

离心速度 16 000g，4 ℃下离心 25 min，收集沉淀。

重复第 2 次漂洗步骤 3 次，得到的沉淀即为 WPM，

将其真空包装，置于−40 ℃储存备用。收集 5 次漂洗

液，利用紫外分光光度计测定其在 350~600 nm 范围

内吸光度值[7]。 

1.2.3  血红蛋白的纯化及测定 

1.2.3.1  血红蛋白的提取 

取新鲜猪血液与血液抗凝剂（包含 150 mmol/L 
NaCl，肝素钠 150 U/mL）按体积比 4∶1 进行混合，

添加体积为混合液 4 倍的缓冲液（1 mmol/L，pH 值

为 8.0，含质量分数 0.9%的 NaCl），离心速度 800g，
4 ℃下离心 6 min，收集沉淀。再次添加质量为沉淀

物质量 8.7 倍的缓冲液重悬血红细胞并离心，重复操

作 3 次，以彻底去除血浆。在离心管中再加入质量为

沉淀物质量 2.6 倍的缓冲液（1 mmol/L，pH 值为 8.0），
在冰上放置 1 h，添加质量为沉淀物质量 0.1倍的 NaCl
溶液（1 mol/L），离心速度为 28 000g，在 4 ℃下离

心 15 min。上层溶液为 Hb 粗提液，经过 DG-10 凝胶

分子筛纯化，于−40 ℃下储存备用[8]。 
1.2.3.2  血红蛋白 SDS-PAGE 的测定 

使用分离胶（丙烯酰胺体积分数为 15%）和浓缩

胶（丙烯酰胺体积分数为 5%）进行 Hb 电泳的测定，

用 PBS 缓冲液（pH=7.5）将蛋白浓度统一调节到 2 
mg/mL，蛋白溶液与上样缓冲液按体积比 4∶1 进行

混合，在沸水中煮 5 min。电泳电压先调节至 80 kV，

运行 1 h，随后调至 120 kV，直至结束。电泳完成后，

将凝胶放入配制的染色液中，振荡染色 30 min 后，

用脱色液使条带脱色，直至背景清晰。 

1.2.4  氧化模型的建立 

WPM 在 4 ℃下放置 18 h，混匀，低温避光，将

提取的 Hb 溶液添加至漂洗猪肉模型。对照组通过添

加磷酸盐缓冲液（0.05 mol/L，pH=6.3），调节模型的

水分含量，使其与 Hb 添加组保持一致。充分混匀后，

将 Hb 添加组与对照组转移至 3.5 cm 的培养皿中，保

持厚度为 5 mm，低温保存。 

1.2.5  红度值的测定 

标准白板校正后，对色差仪垂直样品表面测定红度

值，分别在待测样品上取 5 个测量点，结果取平均值。 

1.2.6  pH 值的测定 

pH 值根据 GB 5009.237—2016《食品安全国家标

准 食品 pH 值的测定》进行测定。 

1.3  数据处理 

实验均独立重复 3 次，数据表示为平均值±标准

差。利用 SAS 8.0 软件进行单因素方差分析，选择邓

肯多重比较检验进行显著性分析；利用 Origin 2018
进行绘图。 

2  结果与分析 

2.1  对生鲜猪肉杀菌及脂质氧化的影响 

从图 2a 可知，当等离子体对高氧气调包装中的

猪肉处理固定为 60 s 时，随着电压从 30 kV 增至仪器

最高电压 80 kV，生鲜猪肉中的菌落总数逐渐减少，

从 3.75 lg CFU/g 降至 2.68 lg CFU/g，杀菌率达

92.07%。当电压低于 40 kV 时，杀菌效果不明显，杀

菌率仅为 32.40%。当电压增至 50 kV 时，菌落总数

发生显著降低，但当电压在 70 kV 以上时，曲线趋于

平缓，此时电压的增大对生鲜猪肉中菌落总数无显著

性影响。当电压固定为 70 kV 时（见图 2b），生鲜猪

肉中的菌落总数均随着处理时间的增加而降低，菌落

总数从 3.80 lg CFU/g 降至 2.54 lg CFU/g，杀菌率达

94.50%，且当时间在 60 s 以上时，随着处理时间的

增加，菌落总数无显著性差异。 
以 O2 和 N2 为工作气体，经高压电场作用后，包

装盒内会产生 O3、NOx、电子、瞬时自由基等多种活

性物质的集合[9]。O3 本身对微生物具有较强的灭活作

用，NO2 则是能与空气中的水分反应，生成 NO2
−和

NO3
−，进而通过反应生成 NO 和 NO2 自由基[10]。相

比于以空气为工作气体，O2 和 N2 经等离子体处理后，

还能促进单线态氧和 OH自由基等瞬时杀菌活性物质 
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图 2  不同等离子体处理条件对生鲜猪肉杀菌效果及脂质氧化的影响 
Fig.2 Effects of different plasma treatment conditions on the sterilization effect and lipid oxidation of fresh pork 

 
的释放，提高等离子体的杀菌效果[11]。从图 2 可知，

当等离子体处理电压达 70 kV 以上，时间达 60 s 以

上时，包装盒内的活性物质达到饱和状态，进一步

增大处理条件也不能显著降低生鲜猪肉上的菌落  
总数。 

等离子体对生鲜猪肉造成的脂质氧化现象也随

着处理时间和电压的增加而增大（见图 2），生鲜猪

肉中的 TBARS（Thiobarbituric Acid Reactive Sub-
stances，硫代巴比妥酸反应性物质）值从 0.05 mg/kg
增至 0.24 mg/kg，仍低于限值 0.6 mg/kg[12]，不会对

生鲜猪肉的感官品质造成破坏。为更好地使等离子

体在杀菌的同时能够最大程度地保持生鲜肉品质，

将进一步研究等离子体是否会对 Hb 诱导脂质氧化

产生影响。 

2.2  漂洗液的光谱测定 

通过测定漂洗液的光谱，可以观察漂洗过程是否

已完全去除原本复杂体系中的促氧和抑氧因子，验证

模型的可靠性。图 3 展示了制备 WPM 过程中，每次

漂洗液吸收光谱的变化，从上到下依次为 1 次漂洗

液、2 次漂洗液、3 次漂洗液、4 次漂洗液、5 次漂洗

液吸收光谱，其中漂洗液峰值均出现在 413，540，
579 nm 处，在该过程中没有吸收峰发生偏移，且经

过 5 次漂洗后，肌肉呈现白色，说明基本上已经完成

了对生鲜猪肉中促氧和抑氧因子的清洗。研究发现，

血红素蛋白的吸收光谱的主要吸收带在 581 nm（α
带），545 nm（β 带），415 nm（γ 带）[13]。肌红蛋白

是单体蛋白，由 1 个亚基组成，主要包含 1 条多肽链

和 1 个血红素辅基。血红蛋白是四聚体蛋白，由 4
个亚基组成，包含 2 个 α（Chain A 和 C）和 2 个 β
（Chain B 和 D）亚基[14]。与实验结果吻合，并进一

步证明了生鲜猪肉肌肉中含有大量的血红素蛋白。 

2.3  Hb 的凝胶电泳测定 

Hb 提取液的 SDS-PAGE 电泳结果见图 4，利用 

 

图 3  漂洗液的吸收光谱 
Fig.3 Absorption spectrogram of the rinse solution 

 

 
注：M 表示标准蛋白；1—4 表示 Hb 提取液 

 
图 4  新鲜猪血中 Hb 粗提液的蛋白凝胶电泳 

Fig.4 SDS-PAGE analysis on crude Hb of fresh pork 

 
Image J 定量分析蛋白电泳条带灰度比，可得 Hb 的电

泳纯度高达 89.7%，说明新鲜猪血中的 Hb 已实现了

高度纯化。从图 4 可以看出，除血红蛋白条带（大约

为 11 ku）外，在 25~35 ku 之间还存在其他蛋白条带，

说明提纯后的血红蛋白中大部分以单亚基即 α 亚基

或 β 亚基形式存在，还有小部分以 2 个亚基结合的形
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