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稳定性为５７．９７％。

３　结论

鱼加工下脚料分离蛋白提取的最佳工艺参数：料液比

为１∶１０（ｇ∶ｍＬ），提取液ｐＨ值１１．０、提取温度 ４０℃，提取
时间９０ｍｉｎ，在此条件下提取液中的蛋白质含量最高，为
０５３８。 鱼加工下脚料分离蛋白的等电点为 ５．２。添加
３０ｇ／Ｌβ－环糊精进行 鱼加工下脚料分离蛋白液脱腥效果

最好。 鱼加工下脚料分离蛋白得率为４２．１２％，蛋白质提
取率为７６．０％。 鱼加工下脚料分离蛋白质粉的溶解性在

ｐＨ值为５０时最小； 鱼加工下脚料分离蛋白粉的吸水性为

１．４８ｍＬ／ｇ，吸油性为２．８ｍＬ／ｇ，乳化性为４０．５９％，乳化稳定
性为５７．９７％。
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金枪鱼肉冷藏过程中理化特性的变化
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　　摘要：以新鲜金枪鱼为试材，通过分析４℃冷藏过程中金枪鱼肉 ｐＨ值、肌原纤维蛋白盐溶性、Ｃａ２＋ －ＡＴＰａｓｅ活
性、巯基含量和Ｋ值的变化规律，考察金枪鱼肉在冷藏过程中理化特性及新鲜度的变化情况。结果表明：在４℃冷藏
过程中，鱼肉ｐＨ值在冷藏后１ｄ下降，达到最低值６．７８，之后呈波动状上升趋势；肌原纤维蛋白盐溶性、Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ
活性、巯基含量均呈下降趋势，８ｄ后分别下降了２６．９０％、７５．１８％、２３．６７％，其中，Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ活性和巯基含量的
下降趋势相似；Ｋ值在前７ｄ基本呈稳定上升趋势，前４ｄ未超过２０％，８ｄ后超过５０％。
　　关键词：金枪鱼；冷藏；理化特性；肌原纤维蛋白；新鲜度
　　中图分类号：ＴＳ２５４．４　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１３）０８－０２４８－０４

收稿日期：２０１３－０４－０２
基金项目：国家“８６３”计划（编号：２０１２ＡＡ０９２３０２）。
作者简介：缪函霖（１９８９—），男，硕士研究生，浙江舟山人，主要从事
食品品质评价的研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｗａｔｃｈ５６＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：包海蓉，博士，上海人，副教授，主要从事食品加工工艺和
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　　金枪鱼属硬骨鱼纲鲈形目鲭科鱼类，生活在海洋中上层，
分布于太平洋、大西洋和印度洋的热带、亚热带和温带广阔水

域中，是大洋暖水性洄游鱼类。金枪鱼不但肉质柔嫩，口感上

佳，而且具有高蛋白、低脂肪和低能量的特点，是国际营养学

会推荐的三大营养鱼之一［１］。鱼肉蛋白质中氨基酸种类齐

全，包含人体所必需的８种氨基酸，同时，还含有大量的多不
饱和脂肪酸，ＤＨＡ的含量尤为突出，此外还含有多种维生素、
矿物质，是有益健康的海洋美味，深受消费者亲睐。近年来，

国内外学者对金枪鱼冻藏过程中品质变化的研究较多［２－５］，

而对冷藏过程中品质变化的研究较少。在常见的生食料理店

里，作为生鱼片进行销售的冻藏金枪鱼肉，在销售前通常会被

转入冷藏条件下进行解冻和贮藏，在冷藏过程中，金枪鱼肉会

发生一系列的品质变化。肌原纤维蛋白约占金枪鱼肉总蛋白

质含量的３０％～５０％，与鱼肉的品质特性有较大关联，是水
产品加工中主要的研究对象［６］。本研究以肌原纤维蛋白盐

溶性、Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ活性、巯基含量、鱼肉 ｐＨ值和 Ｋ值作为
指标，考察金枪鱼肉在冷藏过程中的理化特性及新鲜度的变

化情况，以期为金枪鱼的贮藏、加工和销售提供一定的参考

依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　试样及预处理　黄鳍金枪鱼：取 －６０℃冻藏黄鳍金
枪鱼背部肉，装入聚乙烯保鲜袋并密封，立即置于４℃冰箱中
冷藏。每隔２４ｈ取肉进行测定，每个指标重复测定３次。
１．１．２　主要仪器　ＸＨＦ－１型高速分散器：上海金达生化仪
器厂；ＧＬ－１２Ｂ型高速冷冻离心机：上海嘉鹏科技有限公司；
ＳＧ２型酸度计：梅特勒 －托利多国际贸易（上海）有限公司；
Ｔ６（新世纪）型紫外分光光度计：沈阳鑫科之杰实验仪器有限
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公司；ＡＬ１０４－ＩＣ型分析天平：梅特勒 －托利多国际贸易（上
海）有限公司；ＬＲＨ－１００ＣＬ型低温培养箱：上海一恒科学仪
器有限公司；ＬＣ－２０Ａ岛津液相色谱仪：岛津国际贸易（上
海）有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　ｐＨ值的测定［７］　取５ｇ左右鱼肉剪碎后放入均质器
中，加入１０倍体积蒸馏水后，在冰浴环境中用高速分散器进
行均质，静置３０ｍｉｎ后用酸度计测定ｐＨ值。
１．２．２　肌原纤维蛋白的提取　参照袁春红等的方法［８］，并

进行适当修改。取鱼肉５ｇ，准确称量（精确到０．１ｍｇ），加入
２０ｍＬ缓冲液 １（ｐＨ值 ７．５，含 ０．１６ｍｏｌ／ＬＫＣｌ，４０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－Ｍａｌｅａｔ，１％ｔｒｉｔｏｎ）和 ２０ｍＬ缓冲液 ２（ｐＨ值 ７．５，含
０．１６ｍｏｌ／ＬＫＣｌ，４０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－Ｍａｌｅａｔ）。均质后将样品和
泡沫全部转移至离心管内，离心１０ｍｉｎ（５０００ｒ／ｍｉｎ，４℃）。
离心后，弃上清液，加入４０ｍＬ缓冲液２清洗沉淀，均质后离
心，重复２次。之后弃上清液，用２０ｍＬ０．１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ清洗
沉淀，均质后离心。弃上清液，用４０ｍＬ０．１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ清洗
沉淀，均质后用纱布过滤，滤液离心，沉淀即为纯净的肌原纤

维蛋白样品。用缓冲液（５０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４／ＮａＨ２ＰＯ４，ｐＨ
值７．０）配制肌原纤维蛋白溶液，定容到１００ｍＬ。整个提取过
程需在冰浴低温条件下进行。

１．２．３　肌原纤维蛋白含量的测定　参照双缩脲法［９］（以牛

血清白蛋白为标准品）测定肌原纤维蛋白的含量。

１．２．４　肌原纤维蛋白Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ活性的测定　参照万建
荣的方法［９］，并进行适当修改。取３．５ｍＬ已知浓度的肌原纤
维蛋白溶液，加入０．３ｍＬＴｒｉｓ－ｍａｌｅａｔ溶液（０．５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ
值７．０），０．５ｍＬ０．１ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２溶液，２５℃水浴恒温后，加
入０．２５ｍＬ２０ｍｍｏｌ／ＬＡＴＰ溶液，在２５℃反应１０ｍｉｎ后用
２．５ｍＬ预冷１５％ ＴＣＡ（三氯乙酸）来阻断反应。反应完后，
反应液离心（６５００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）得上清液。空白试验：先加
ＴＣＡ溶液，再加ＡＴＰ溶液，其他同上。采用钼酸铵比色法测
定反应释放出来的无机磷含量，６６０ｎｍ测定吸光值。肌原纤
维蛋白Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ活性以１ｍｇ蛋白质在１ｍｉｎ内生成的
μｍｏｌ／Ｌ无机磷（Ｐｉ）来表示，单位：Ｐｉμｍｏｌ／ｍｇ·ｍｉｎ。

按下式计算Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ活性：

ＡＴＰａｓｅ活性＝Ａ－ＢＴ·ｍ
式中：Ａ，Ｂ分别为反应管和空白管所得的无机磷 Ｐｉ含量
（μｍｏｌ），ｔ为反应时间（ｍｉｎ），ｍ为肌原纤维蛋白质量（ｍｇ）。
１．２．５　肌原纤维蛋白巯基含量的测定　参考Ｙｏｎｇｓａｗａｔｄｉｇｕｌ
和Ｐａｒｋ的方法［１０］，并进行适当修改。总巯基含量测定：取

１ｍＬ肌原纤维蛋白溶液，加入 ９ｍＬｐＨ值 ６．８０．２ｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液１（含８ｍｏｌ／Ｌ尿素，２％ ＳＤＳ和１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ）充分混匀。取４ｍＬ混合液加入０．４ｍＬｐＨ值８．０的
０．２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（含０．１％ＤＴＮＢ）。在４０℃保温２５ｍｉｎ
后，４１２ｎｍ处测定吸光度。空白用缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｎａ２ＨＰＯ４／ＮａＨ２ＰＯ４，ｐＨ值７．０）代替样品。

按下式计算巯基含量：

ＳＨ＝Ａ·ＤＣ·Ｂ。

式中：ＳＨ表示巯基含量（ｍｏｌ／ｇ）；Ａ表示吸光度；Ｂ表示样品

蛋 白 质 浓 度 （ｍｇ／ｍＬ）；Ｃ 表 示 吸 光 系 数，值 为
１３６００Ｌ／（ｍｏｌ·ｃｍ）；Ｄ为稀释倍数（为１１）。

活性巯基含量测定：缓冲液 １用 ｐＨ值 ６．８、０．２ｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液２（内含２％ＳＤＳ和１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ）代替，
混合液在４℃保温１ｈ后测定吸光度，其他步骤、计算公式同
总巯基含量测定。

１．２．６　Ｋ值的测定　取鱼肉约 ５ｇ，精确称量（精确到
０．１ｍｇ），加１５ｍＬ１０％ＰＣＡ（高氯酸）溶液均质，离心约３ｍｉｎ
（３０００ｒ／ｍｉｎ，４℃），上清液用滤纸过滤。沉淀再用 １０ｍＬ
５％ＰＣＡ溶液加入搅拌，离心后，上清液再次过滤，重复２次。
合并滤液后，用１０ｍｏｌ／ＬＫＯＨ和１ｍｏｌ／ＬＫＯＨ调整滤液的
ｐＨ值为６．３５～６．４之间，然后用去离子水定容至５０ｍＬ。孔
径为０．４５μｍ水系滤膜过滤后，用液相色谱仪测定。

色谱条件：色谱柱：ＳｔａｂｌｅＢｏｎｄＡｎａｌｙｔｉｃａｌ２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，０．０３ｍｏｌ／ＬＫ２ＨＰＯ４／０．０７ｍｏｌ／ＬＫＨ２ＰＯ４１∶１混合
组成流动相，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，温度３５℃，进样量１０μＬ，ＵＶ
检测器，检出波长２５４ｎｍ。
１．３　数据处理

试验数据用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００３和 ＳＰＳＳ１８．０软件进行
处理，绘图采用Ｏｒｉｇｉｎ８．０软件。每个样品做３个平行测定，
结果取平均值。

２　结果与分析

２．１　金枪鱼肉ｐＨ值的变化
金枪鱼在４℃冷藏条件下的ｐＨ值变化如图１所示。从

图１中可以看出，随着贮藏时间的延长，鱼肉ｐＨ值呈现波动
状，总体呈先下降后上升趋势。金枪鱼肉初始ｐＨ值为６．８６，
在１ｄ时ｐＨ值达到最低值６．７８，之后迅速上升，２ｄ之后ｐＨ
值则呈波动状上升趋势达到末值７．１８。活鱼死后，糖原有氧
分解途径中断，转向进行无氧酵解产生乳酸，同时，三磷酸腺

苷为无氧酵解提供能量，自身分解产生磷酸等酸性物质。这

些酸性物质的产生导致鱼肉冷藏初期ｐＨ值的下降。随着贮
藏时间的延长，由于内源性酶和微生物对蛋白质等含氮化合

物的分解作用，产生大量的碱性物质，最终导致鱼肉 ｐＨ值逐
渐上升。Ｒａｗｄｋｕｅｎ等对４℃下鲶鱼肉ｐＨ值变化的研究结果
表明，鲶鱼肉ｐＨ值初始值与末值分别为６．３３和６．４０，最低
值出现在冷藏后２ｄ，比金枪鱼最低值的出现时间延迟了１ｄ，
ｐＨ值整体低于金枪鱼［１１］。史策等对鲢鱼鱼肉 ｐＨ值的研究
结果［１２］与本研究相似，ｐＨ值也呈先下降后上升变化，最低值
也出现在冷藏后１ｄ，但是鲢鱼ｐＨ值整体要高于金枪鱼。这
些差异可能是由于鱼种及生长环境的不同。
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２．２　金枪鱼肉肌原纤维蛋白盐溶性的变化
金枪鱼在４℃冷藏过程中肌原纤维蛋白盐溶性的变化如

图２所示。肌原纤维蛋白的盐溶性总体呈下降趋势。盐溶性
蛋白含量初始值为６４．３４ｍｇ／ｇ，前２ｄ冷藏过程中，盐溶性蛋
白含量下降较慢，至２ｄ时含量下降了３．２２ｍｇ／ｇ。２～３ｄ盐
溶性蛋白含量下降较快，下降了４．８５ｍｇ／ｇ，这之后到冷藏后
７ｄ，含量呈缓慢下降趋势。冷藏后７ｄ至冷藏末期（８ｄ），盐
溶性蛋白含量则又迅速下降，最终含量末值为 ４７．０３ｍｇ／ｇ，
为初始值的７３．１０％。

　　盐溶性蛋白含量的变化在一定程度上反映了鱼肉肌原纤
维蛋白的变性程度。肌原纤维蛋白变性导致溶解度下降，盐

溶性蛋白含量减少。造成肌原纤维蛋白盐溶性下降的原因很

多，研究表明，肌原纤维蛋白在冷藏期间由于部分结合水形成

冰晶，导致蛋白质分子之间形成大分子的不溶性凝集体，使其

溶出量不断下降；肌原纤维蛋白变性后，会产生一种在高离子

强度下不能溶出而在碱性条件下可以溶出的碱溶性蛋白质，

也会导致盐溶性下降；巯基氧化形成的二硫键会导致肌动球

蛋白重链聚合，降低盐溶性。另外，鱼肉中的酶及微生物对蛋

白质有降解作用，也会造成盐溶性蛋白含量下降［１３］。

２．３　金枪鱼肉肌原纤维蛋白Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ活性的变化
金枪鱼在４℃冷藏过程中肌原纤维蛋白 Ｃａ２＋ －ＡＴＰａｓｅ

活性的变化如图３所示。肌原纤维蛋白 Ｃａ２＋ －ＡＴＰａｓｅ活性
初始值为０．２６３５μｍｏｌ／（ｍｇ·ｍｉｎ），冷藏初期变化不显著，
冷藏１ｄ之后开始下降。３ｄ后Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ活性开始迅速
下降，下降速度逐渐达到最大，而６ｄ后下降速度开始减小，
之后逐渐平稳。到冷藏末期（８ｄ），Ｃａ２＋ －ＡＴＰａｓｅ活性降为
０．０６５４μｍｏｌ（／ｍｇ·ｍｉｎ），为初始值的２４．８２％。

　　Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ活性被广泛用作评价肌球蛋白完整性的
指标。由于Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ活性来自与肌球蛋白的球状头部，
因此，Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ活性的下降说明肌球蛋白结构产生了变
化，发生了变性。造成冷藏过程中Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ活性下降的

原因，目前研究认为，可能是肌球蛋白分子之间相互作用产生

交联，其头部被丝状蛋白质覆盖，造成与 ＡＴＰ接触的几率减
小，从而使Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ活性下降；也有可能是肌球蛋白活
性部位巯基氧化形成了二硫键，导致分子聚合，造成

Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ活性下降［１４－１５］，结合冷藏过程中金枪鱼巯基

含量的变化情况，后者是造成冷藏过程中Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ活性
下降的主要原因。

本研究结果与黄晓春等［１６］对冰藏过程中美国红鱼

Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ活性研究的变化趋势相似，但是活性总体显著
低于美国红鱼，且 Ｃａ２＋ －ＡＴＰａｓｅ活性在１ｄ后开始下降，较
美国红鱼提前了３ｄ。这些差异可能是因为鱼种不同导致肌
肉蛋白在处理过程中变性的敏感程度有差异。

２．４　金枪鱼肉肌原纤维蛋白巯基含量的变化
金枪鱼在４℃冷藏过程中肌原纤维蛋白巯基含量的变化

如图４所示。随着冷藏时间的延长，肌原纤维蛋白总巯基和
活性巯基含量都呈下降趋势。总巯基含量初始值为

９２．８５μｍｏｌ／ｇ，在冷藏后１ｄ之内，变化不显著，之后开始下
降。２ｄ之后，总巯基含量逐渐保持平稳。４ｄ开始，含量则
开始迅速下降，而６ｄ之后下降趋势则趋于平缓，到８ｄ时，总
巯基含量为７０．８７μｍｏｌ／ｇ，为初始值的７６．３３％。活性巯基
含量初始值为８２．９７μｍｏｌ／ｇ，在冷藏的前５ｄ，下降趋势比较
平缓，５ｄ时含量为７６．１１μｍｏｌ／ｇ，是初始值的９１．７３％，之后
下降的趋势与总巯基类似，到 ８ｄ时，活性巯基含量为
６２．４６μｍｏｌ／ｇ。这一变化趋势与Ｂｅｎｊａｋｕｌ等研究太平洋石首
鱼冰藏时总巯基含量变化的结果有所不同；太平洋石首鱼在

前２ｄ巯基含量上升，之后至贮藏末期呈下降趋势［１７］。鲢

鱼［１３］在冷藏过程中，总巯基含量在前４ｄ逐渐上升，４ｄ后则
逐渐下降。而金枪鱼与Ｊｉａｎｇ等［１８］研究遮目鱼在不同冻藏温

度下巯基含量的变化结果相似，总体都呈下降趋势。这一差

异可能是鱼种和生长环境的不同造成的。

　　总巯基含量和活性巯基含量的下降主要是因为巯基发生
氧化和二硫化合物产生互换作用。在冷藏过程中，巯基逐渐

氧化，但是同时，肌球蛋白发生变性，分子展开，使含有隐藏巯

基的活性区域逐渐暴露［１９］，导致前４ｄ活性巯基含量下降幅
度不大。但是，含巯基基团的活性区域暴露，会使巯基更易氧

化，因此，导致冷藏后４ｄ总巯基含量和活性巯基含量的下降
幅度明显大于前４ｄ。结合金枪鱼Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ活性的变化
可以看出，肌原纤维蛋白巯基含量的变化与其存在一定的正

相关。这可能是因为位于肌球蛋白头部的巯基对维持

Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ活性起一定的作用，这些巯基氧化导致相应的
Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ活性下降。
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２．５　金枪鱼肉Ｋ值的变化
金枪鱼在４℃冷藏过程中Ｋ值的变化如图５所示。随着

冷藏时间的延长，鱼肉 Ｋ值呈上升趋势。０ｄ的初始 Ｋ值为
４．０８％，冷藏后４ｄ达到１８．０３％，至７ｄ时达到２６１８％。前
７ｄＫ值基本上呈稳定上升趋势，递增速度约为 ３１６百分
点／ｄ，之后上升幅度加快，８ｄ时Ｋ值达到４１．０１％，之后Ｋ值
超过５０％。

　　Ｋ值是以次黄嘌呤和肌苷的量对 ＡＴＰ关联物总量的比
值，是评价鱼类新鲜度的重要指标，尤其适合对鱼类早期新鲜

度的评定。目前对鱼类新鲜度的评定，一般认为Ｋ值２０％以
下时为一级鲜度、２０％～４０％为二级鲜度，６０％～８０％为初期
腐败。但是，对于不同的鱼种，用来判断新鲜度的 Ｋ值范围
有所差异［７］。对于金枪鱼的研究表明，Ｋ值在２０％以下的鱼
肉，其品质达到生产生鱼片的优良等级，当Ｋ值达到５０％时，
鱼肉达到可接受的极限［２０］。本研究结果显示，将 －６０℃ 冻
藏鱼肉直接转入４℃冷藏条件之后，前４ｄ，鱼肉新鲜度较好，
适合作为生鱼片进行消费；４ｄ后，鱼肉不再适合生食，但是
通过热加工等其他工艺处理后，仍可食用；至８ｄ时，鱼肉达
到最大保鲜期，之后则不再适合食用。

３　结论

超低温冻藏的金枪鱼肉进入４℃冷藏过程后，其理化特
性随着冷藏时间的延长，会产生一定的变化。冷藏期间，ｐＨ
值呈现波动状，总体呈先下降后上升趋势；肌原纤维蛋白在冷

藏过程中发生降解和变性，其盐溶性、Ｃａ２＋ －ＡＴＰａｓｅ活性和
巯基含量均呈现下降趋势，其中，Ｃａ２＋ －ＡＴＰａｓｅ活性和巯基
含量的下降趋势相似，两者之间存在一定的关联。鱼肉在冷

藏前７ｄ中，Ｋ值基本上呈稳定上升趋势，之后上升幅度加
快。冷藏前４ｄ，鱼肉新鲜度达到生产生鱼片的优良等级，４ｄ
后，鱼肉不再适合生食，但是通过热加工等其他工艺处理后，

仍可食用，８ｄ之后，超过可接受限度，不再适合食用。超低
温冻藏金枪鱼肉进入４℃冷藏条件后，能在短期内保持鱼肉
的良好品质，试验结果可以为生食料理店金枪鱼肉的贮藏和

销售提供一定的理论参考依据。
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