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摘要：为研究大黄鱼冷藏期间肌肉蛋白质变化与鲜度品质的相关性，以色差值、质构、挥
发性盐基氮 (TVB-N) 以及感官评分等鲜度指标判断鱼肉品质，并结合肌肉蛋白质中盐溶性
和水溶性蛋白质含量、总巯基含量、羰基含量、蛋白质分子量以及粒径分布等蛋白质生化
特性指标，分析大黄鱼 4 ℃冷藏 10 d 肌肉蛋白质变化与鲜度品质的相关性。结果显示，
冷藏期间大黄鱼肌肉的 L*、a*和 W 值下降，b*值上升；鱼肉咀嚼性、黏着性和硬度下降；
TVB-N 由 (4.42±0.21) mg/100 g 增至 (38.46±0.87) mg/100 g，并于第 8 天达二级鲜度标准，
感官评分第 8 天不可接受。冷藏期间大黄鱼盐溶性和水溶性蛋白质含量、总巯基含量、羰
基含量变化趋势相似。盐溶性蛋白质含量呈先小幅上升后下降的变化趋势，由
(159.36±6.51) mg/g 降至 (91.99±13.82) mg/g，质量分数下降了 42.27%，水溶性蛋白质含量
由 (33.68±2.13) mg/g 降至 (17.57±0.70) mg/g，质量分数下降了 47.77%。盐溶性蛋白质的巯
基含量和羰基含量分别由 (3.95±0.04)  mol/105 g  pro 降至 (1.08±0.13)  mol/105 g  pro、
(1.08±0.04) nmol/mg 升至 (3.94±0.43) nmol/mg，水溶性蛋白质巯基含量和羰基含量分别由
(4.74±0.17)  mol/105 g  pro 降 至 (2.66±0.15)  mol/105 g  pro、 (0.21±0.14)  nmol/mg 升 至
(2.67±0.25) nmol/mg。盐溶性蛋白质粒径在冷藏第 0～8 天，由 (203.32±5.44) nm 增大至
(425.40±8.63) nm，8 天后降至 (317.03±1.20) nm，水溶性蛋白质粒径从 (190.80±0.30) nm 降
至 (144.23±1.32) nm。SDS-PAGE 电泳证明 30 ku 左右产生新的蛋白质条带，且蛋白质的量
有一定程度减少。研究表明，盐溶性和水溶性蛋白质生化特性与新鲜度有良好相关性，其
中水溶性蛋白质相关性更好。
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大黄鱼 (Larimichthys crocea) 属鲈形目 (Perci-

formes) 石首鱼科 (Sciaenidae) 黄鱼属，是我国传

统的“四大海产”之一，被誉为“中国国鱼”。大黄

鱼体色金黄、唇部橘红、肉质细嫩、口感鲜美，

因其营养品质和经济价值高而被广泛养殖。

大黄鱼是我国重要的经济鱼类，鲜度下降对

其品质和消费者偏好有重要影响。大黄鱼蛋白质

与水分含量较高，死后鱼体易腐败变质[1-2]。评估
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水产品新鲜度和质量的检测方法主要有感官和非

感官法 [3]。非感官评价指标包括挥发性盐基氮

(TVB-N)、菌落总数、光谱技术、电子传感器等[4]。

水产品的品质变化与蛋白质之间存在必然联

系。在贮藏过程中，鱼类肌肉蛋白质的变化主要

包括蛋白质的变性、氧化和降解等 [5]。肌原纤维

蛋白质空间结构、蛋白质溶解性及巯基等的变化

是低温贮藏时鱼肉蛋白质变化的主要评价指标[6]。

然而，关于大黄鱼冷藏过程中蛋白质生化特性与

鲜度品质关联性仍不明确，探讨是否可将盐溶性

及水溶性蛋白质的生化特性指标用于评估水产品

鲜度品质的研究较少。本研究拟构建可指示大黄

鱼新鲜度的蛋白质生化特性指标，对鱼类鲜度和

品质保持提供理论指导。 

1    材料与方法
 

1.1    材料与试剂

大黄鱼购自杭州市朝晖农贸市场。体长

30~40 cm，体质量 400~500 g。
Tris、马来酸、丙烯酰胺、四甲基乙二胺、

过硫酸铵 SDS、EDTA、尿素、盐酸、硼酸、三

氯乙酸、DTNB、氢氧化钠、DNPH、乙醇、考马

斯亮蓝 G-250 等均为分析纯，购于国药集团化学

试剂有限公司。 

1.2    主要仪器与设备

UV-6100S 紫外可见分光光度计，上海精科

仪器有限公司；BechmanA 高速冷冻台式离心机，

日立集团有限公司；DYY-6C 电泳仪，北京市六

一仪器厂；CT3 pH 计，上海迪奥生物科技有限公

司；T25 高速分散机，德国 IKA 公司；Color Quest
XE 色差仪，美国 Hunter Lab 公司；TA.XT Plus 质
构仪，英国 Stable Microsystems 公司；HYJD 超纯

水机，昆山市超声仪器有限公司。 

1.3    实验方法
 

　　样品处理　　鲜活大黄鱼击晕致死，取背部

肌肉获得大小一致的鱼片，无菌水洗净、沥干后

密封袋包装。将包装好的大黄鱼鱼片置于 4 ℃ 的

冰箱贮藏，取样时间为 0、2、4、6、8 和 10 d。 

　　色差值测定　　于大黄鱼背部肌肉取 5 份相

同形状的鱼块，分别用无菌保鲜膜包裹，Color
Quest XE 色差仪测定鱼块颜色，测定后放入 4 ℃
的低温恒温箱贮藏，在第 0、2、4、6、8 和 10 天

重复测定。L*、a*和 b*分别表示鱼块的亮度值、红

度值和黄度值，鱼块白度计算方法：

(whiteness) = 100¡p
[(100¡ L ¤)2 + a¤2 + b¤2]

(1)
 

　　质构测定　　取同一部位鱼肉，切成 20
mm×20  mm×15  mm 的立方体，置于 TA.XT  Plus
质构仪测定鱼肉的硬度、弹性、咀嚼性及粘着性。

测量模式选择 TPA，测定探头为 TPA P/36R 圆柱

形，测试前后速度均为 1 mm/s，测试间隔时间为

3 s，鱼肉的变形率为 30%，每组样品 3 个平行，

每个平行重复测定 2 次。 

　　感官评价　　感官评价小组由 10 名专业评

价员组成 (男女比例 1∶1，年龄 20~25 岁)，以大

黄鱼体表、气味、鱼鳃、肌肉、眼睛为评价指标，

平均综合得分低于 5 分判定为不合格，计算综合

得分时，每个指标各占 20%，评价标准见表 1。 

　　pH 值测定　　参照 GB 5009.237—2016《食

品安全国家标准 食品 pH 值的测定》，称取大黄

鱼肉 5.0 g，绞碎后加入预冷超纯水 45.0 mL，混

合均匀，于 4 ℃ 冰箱静置 15 min 后测定 pH 值，

每个样品作 3 次平行。 

表 1    大黄鱼感官评分表

Tab. 1    Criteria of sensory evaluation for L. crocea

项目
item

分值 score

8~10 6~8 4~6 2~4 0~2

体表　appearance 富有光泽、体表完好、
无黏液

有光泽、黏液透明 光泽稍差 体表暗淡、光泽较差 体表暗淡无光

气味　odor 大黄鱼固有的气味 固有气味、无异味 固有气味、稍有异味 有强烈腥臭味 有明显氨臭味

鱼鳃　gill 鲜红或紫红色、黏液
透明

红色、黏液较透明 淡红或暗红色、黏液
略浑浊

黏液混浊、红色较淡 土黄色、黏液混浊

肌肉　muscle 肌肉坚实、组织紧密
有弹性

坚实有弹性、手指按
压后凹陷恢复较快

肌肉稍软、弹性变差 弹性变差、按压后凹
陷恢复较慢

肉质松软

眼　eye 眼球饱满、角膜清晰 眼球平坦、角膜较
清晰

眼球平坦或微陷、角
膜稍显浑浊

眼球凹陷、泛白、角
膜较混浊

眼球泛白、角膜混浊
严重
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　　挥发性盐基氮 (TVB-N) 含量的测定　　参

考 GB 5009.228—2016《食品国家安全标准 食品

中挥发性盐基氮的测定》进行测定，3 组平行。 

　　肌肉蛋白质提取与含量测定　　盐溶性蛋白

质提取：取 2.0 g 捣碎鱼肉，加入 20.0 mL 冰冷

的 50  mmol/L  NaCl-20  mmol/L  Tris-马 来 酸 溶 液

(pH=7.0)，用均质机在 10 000 r/min 匀浆 30 s，匀

浆 2 次，将匀浆液在 4 ℃ 的冷冻离心机中离心 10
min，转速为 10 000 r/min，收集沉淀。沉淀中加

入 20.0 mL 预冷的 0.6 mol/L NaCl-20 mmol/L Tris-
马来酸溶液 (pH=7.0)，10 000 r/min 均质匀浆 30 s，
将混合液在 4 ℃ 冷藏冰箱中静置提取 1 h，使其

充分溶解蛋白质，于 4 ℃ 的冷冻离心机中离心 10
min，转速为 10 000 r/min，收集上清液，将该上

清液作为提取的盐溶性蛋白质。

水溶性蛋白质提取：取 2.0 g 鱼肉，加入

20.0 mL 冰冷的 50 mmol/L NaCl-20 mmol/L Tris-马
来酸溶液 (pH=7.0)，用均质机在 10 000 r/min 下匀

浆 30 s，后将匀浆在 4 ℃ 的离心机中冷冻离心 10
min，转速为 10 000 r/min，分别收集沉淀和上清

液。取沉淀重复上述步骤，再次收集上清液。将

两次离心的上清液合并，作为水溶性蛋白质。

蛋白质定量采取双缩脲法，取 1.0 mL 样品溶

液，加入 4.0 mL 双缩脲试剂，于 25 ℃ 水浴 30 min，
在 540 nm 处测定吸光度。对照标准曲线求出试样

中的蛋白质浓度。 

　　粒径分布　　将提取的蛋白质分别用 50
mmol/L NaCl-20 mmol/L Tris-马来酸溶液 (pH=7.0)
和 0.6  mmol/L  NaCl-20  mmol/L  Tris-马来酸溶液

(pH=7.0) 调整到 0.5 mg/mL，采用 Zetasizer 系列激

光粒度仪测定其粒径分布。 

　　羰基含量　　参照陈晓楠等[7] 的方法并略做

修改。将提取的蛋白质分别用 50 mmol/L NaCl-20
mmol/L  Tris-马来酸溶液 (pH=7.0) 和 0.6  mmol/L
NaCl-20 mmol/L Tris-马来酸溶液 (pH=7.0) 调至约

1.0 mg/mL，取 2.0 mL 样液，在 10.0 mL 离心管内

加入 2.0 mL 的 10 mmol/L DNPH 溶液，室温下反

应 1 h，每隔 15 min 漩涡振荡 1 次 (暗室中操作)，
滴入 2.0 mL 质量分数 20% 的三氯乙酸 (TCA)溶液，

混匀后在 10 000 r/min 条件下离心 10 min (4 ℃)，
去除上清液，用 1.0 mL 无水乙醇乙酸乙酯混合液

(体积比 1∶1) 清洗沉淀，重复洗涤操作 3 次，至

沉淀无颜色，即洗涤液接近无色。将沉淀物溶于

6.0 mL 的 6 mol/L 盐酸胍溶液中，37 ℃ 下水浴 25

min，在 10 000  r/min  条件下离心 15 min  (4  ℃)，
选取上清液，在 370 nm 处测其吸光值。羰基含量

的计算方法：

C =
OD

22£ £
£ 125£ 105 (2)

式中，C 表示羰基含量 (nmol/mg)，OD 值表示

370 nm 处吸光度值，比色光径值为 1 cm，浓度表

示样品蛋白质浓度 (mg/mL)。 

　　巯基含量　　将提取的蛋白质分别用 50
mmol/L NaCl-20 mmol/L Tris-马来酸溶液 (pH=7.0)
和 0.6  mol/L  NaCl-20  mmol/L  Tris-马 来 酸 溶 液

(pH=7.0) 调整到 1.0 mg/mL，取 0.5 mL 上述操作

提取的蛋白质溶液，加入 4.5  mL 的 20  mmol/L
Tris-HCl 缓冲液 (含 8.0 mol/L 的尿素，2% SDS 和

10 mmol/L EDTA，pH=6.8) 中，混合均匀。舍弃

1.0  mL 混合液，取剩余 4.0  mL 溶液并滴加 0.4
mL 的 0.1% DNTB 溶液，充分混匀后于 40 ℃ 水

浴 25 min。在 412 nm 处测吸光值，空白对照组

为 0.6  mol/L  NaCl-20  mmol/L  Tris-马 来 酸 溶 液

(pH=7.0)。总巯基的含量：

Co =
A £ D
"£ C (3)

式中，Co 表示总巯基含量 (mol/105 g pro)，A 表

示 412 nm 处吸光度值，ε 表示摩尔吸光系数 (13.6
mol·cm/mL)，D 表示稀释倍数 (11)，C 表示样品

蛋白质浓度 (mg/mL)。 

　　十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE)　　将提取的蛋白质分别用 50 mmol/L
NaCl-20  mmol/L  Tris-马来酸溶液 (pH=7.0) 和 0.6
mol/L  NaCl-20  mmol/L  Tris-马来酸溶液 (pH=7.0)
稀释至浓度约为 1.0  mg/mL，参考袁悦等 [8] 和

Prabhakar 等 [9] 的方法，将稀释后的蛋白质溶液与

2×SDS-PAGE 上样缓冲液按照 4∶1 (20 μL∶5 μL)
体积混合，100℃ 水浴 3 min，作为待电泳的样品。

本实验选择的分离胶为 8%，堆积胶为 5%，上样

量为 15.0 μL。电泳开始时，80 V 恒压 15 min，条

带大致跑至分离胶与堆积胶的交界处或者偏下方，

之后 120 V 恒压至终点。用考马斯亮蓝 R250 染

色 30 min，脱色至背景无色，然后将图谱放置于

白板上观察并分析条带。 

2    结果
 

2.1    鱼肉色差和质构

大黄鱼色差变化存在个体差异。随着贮藏时
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间的延长，大黄鱼肌肉的亮度、红度以及白度下

降，b*值呈现上升趋势，鱼肉黄度上升 (图 1)。大

黄鱼肌肉的质构特性的评价指标主要有弹性、咀

嚼性、粘着性、硬度、内聚性和回复性等。冷藏

过程中大黄鱼的质构特性如表 2 所示，随冷藏时

间延长，鱼肉的咀嚼性、黏着性和硬度都明显下

降，分别从 (8.76±1.02) mJ、(344±12) g 和 (1 310±
31) g 下降至 (6.41±0.26) mJ、(253±9) g 和 (993±38)

g，而弹性则波动下降。
 

2.2    感官评分

4 ℃ 的储藏条件下，大黄鱼各感官指标均随

表 2    4 ℃ 贮藏条件下大黄鱼肌肉质构特性变化

Tab. 2    Changes in texture attributes of L. crocea muscle during storage at 4 ℃

贮藏时间/d
storage time

弹性/mm
springiness

咀嚼性/mJ
chewiness

粘着性/g
gumminess

硬度/g
hardness

0 2.43±0.031b 8.76±1.02a 344±12a 1 310±31a

2 2.20±0.026d 8.01±0.77ab 328±10ab 1 258±41a

4 2.32±0.078bc 7.18±0.34bc 321±8b 1 174±37ab

6 2.61±0.084a 6.75±0.05c 269±6c 1 038±25bc

8 2.30±0.062cd 6.62±0.94c 261±11c 1 014±21c

10 2.23±0.054cd 6.41±0.26c 253±9c 993±38c

注：同列中标注不同角标者具有显著差异(P<0.05)，下同
Notes: in the same column, values with different superscripts mean significant differences (P<0.05), the same below
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图 1    4 ℃贮藏条件下大黄鱼肌肉色泽差值的变化

(a) 亮度值 L*，(b) 红度值 a*，(c) 黄度值 b*，(d) 白度值 W。S1. 样品 1，S2. 样品 2，S3. 样品 3，S4. 样品 4，S5. 样品 5

Fig. 1    Changes in color of L. crocea muscle during storage at 4 ℃
(a) brightness L*, (b) redness value a*, (c) yellowness value b*, (d) whiteness value. S1. sample 1, S2. sample 2, S3. sample 3, S4. sample 4, S5. sample 5
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时间的延长而下降，储藏至第 6 天时已接近“可接

受”下限，体表光泽减弱，出现腥臭味，鱼肉弹性

减弱，与色差和质构结论相符 (表 3)。储藏第 8 天

后不可接受，变质腐败明显。 

2.3    pH值

鱼肉的 pH 值变化与鱼死后的鱼体僵直、肌

肉的收缩代谢程度以及组织结构变化有关，反映

鱼肉微环境的酸碱度，一定程度上可作为鱼死后

的生化情况指标，变化的速率快慢以及程度大小

将对水产品的最终品质产生影响[10]。大黄鱼肌肉

的 pH 在 4 ℃ 冷藏过程中呈现先下降再上升的趋

势。在 0 d，pH 值为 6.9±0.03，冷藏 2~4 d 上升幅

度较大，冷藏后期则平稳上升，8 d 时 pH 值达到

7.45±0.02 (图 2)。 

2.4    TVB-N

TVB-N 是评价水产品新鲜度的重要指标之一，

鱼肉在腐败过程中产生的腐败味道，主要是由于

微生物分解产生的氨及胺类等化合物所致[11]。在

冷藏第 0 天，TVB-N 值为 (4.42±0.21)  mg/100  g；
冷藏第 4 天，TVB-N 值为 (10.47±0.85) mg/100 g≤
13 mg/100 g，处于一级鲜度；第 8 天 TVB-N 值为

(24.55±1.70) mg/100 g，已经接近建议的 25 mg/100 g
鲜度标准 [12-13]；冷藏第 10 天， TVB-N 值达到

(38.46±0.85)  mg/100  g≥30 mg/100  g  (图 3)，已超

过 GB 2733—2015《食品安全国家标准 鲜、冻动

物性水产品》[14] 规定的可接受腐败程度。 

2.5    盐溶性蛋白质和水溶性蛋白质

肌原纤维蛋白质 (盐溶性蛋白质) 是鱼类肌肉

的主要组成成分，可占鱼类肌肉总蛋白质含量的 60%~
80%，而肌浆蛋白质 (水溶性蛋白质 ) 含量只占

20%~50%，肌基质蛋白质 (不溶性蛋白质) 占 3%~
10%。大黄鱼肌肉在 4 ℃ 下蛋白质含量变化如图 4
所示，肌肉中盐溶性蛋白质和水溶性蛋白质含量

呈总体下降趋势。在冷藏第 0 天，盐溶性蛋白质

含量为 (159.36±6.51) mg/g，水溶性蛋白质含量为

(33.68±2.13) mg/g，冷藏第 0~2 天，盐溶性蛋白质

含量稍有上升，达 (176.81±5.97) mg/g。第 10 天时，

表 3    4 ℃ 贮藏条件下大黄鱼肌肉感官评分

Tab. 3    Changes in sensory evaluation value of L. crocea muscle during storage at 4 ℃

项目
item

贮藏时间/d　storage time

0 2 4 6 8 10

体表　appearance 9.78±0.17a 8.81±0.23b 7.03±0.12c 5.98±0.19d 4.74±0.24e 3.48±0.28f

气味　odor 9.55±0.14a 8.58±0.22b 7.61±0.24c 5.82±0.17d 4.34±0.45e 3.55±0.33f

鱼鳃　gill 9.61±0.15a 8.52±0.14b 7.81±0.27c 5.86±0.17d 4.19±0.25e 3.51±0.25f

肌肉　muscle 9.65±0.15a 8.70±0.15b 7.84±0.14c 5.62±0.24d 4.06±0.15e 3.40±0.30f

眼　eye 9.45±0.25a 8.61±0.17b 7.66±0.25c 5.83±0.15d 4.96±0.15e 3.20±0.13f

综合评分　comprehensive score 9.61±0.11a 8.65±0.10b 7.79±0.15c 5.82±0.12d 4.26±0.27e 3.63±0.44f
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图 2    4 ℃贮藏条件下大黄鱼肌肉 pH值的变化

Fig. 2    Changes in pH of L. crocea muscle
during storage at 4 ℃
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图 3    4 ℃贮藏条件下大黄鱼肌肉 TVB-N值的变化

Fig. 3    Changes in TVB-N of L. crocea muscle
during storage at 4 ℃

2200 水    产    学    报 46 卷

https://www.china-fishery.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

https://www.china-fishery.cn


盐溶性蛋白质含量为 (91.99±13.82) mg/g，水溶性

蛋白质为 (17.57±0.70) mg/g 。第 0~10 天，大黄鱼

肌肉盐溶性蛋白质含量质量分数下降了 42.27%，

下降速率达到 6.74 mg/(g·d)。 

2.6    粒径分布

蛋白质的粒径可以表征蛋白质的聚集程度，

反映蛋白质空间构象的改变 [15]。如图 5 所示，在

4 ℃ 下，大黄鱼肌肉的盐溶性蛋白质粒径值呈现

总体先上升后下降的趋势，水溶性蛋白质粒径逐

渐下降。在冷藏第 0 天，盐溶性蛋白质粒径为

(203.32±5.44)  nm，水溶性蛋白质粒径为 (190.8±
0.30) nm，冷藏第 2~8 天，盐溶性蛋白质粒径近似

线性上升且幅度较大，粒径从 (203.32±5.44) nm 上

升至 (425.80±8.63) nm，冷藏后期出现小范围的波

动下降趋势，粒径从 (425.80±8.63)  nm 下降至

(317.03±1.20) nm。而水溶性蛋白质粒径持续下降，

在第 10 天下降至 (144.23±1.32) nm。 

2.7    巯基含量

巯基是鱼类蛋白质中最具反应活性的功能性

基团，并且在贮藏过程中易被氧化成二硫键 [16]。

巯基含量下降的差值越大，说明鱼肉蛋白质变性

程度越高。在 4 ℃ 下，大黄鱼肌肉蛋白质的巯基

含量变化如图 6 所示，肌肉中盐溶性蛋白质和水

溶性蛋白质巯基含量均呈现下降趋势，在冷藏第

0 天，盐溶性蛋白质巯基含量值为 (3.95±0.04)
mol/105 g  pro， 水 溶 性 蛋 白 质 巯 基 含 量 为

(4.74±0.17) mol/105 g pro；第 10 天时，盐溶性蛋

白质巯基含量为 (1.08±0.13) mol/105 g pro，水溶性

蛋白质巯基含量为 (2.66±0.15) mol/105 g pro。 

2.8    羰基含量

在冷藏条件下，鱼肉蛋白质发生氧化，蛋白

质氨基酸残基遭到自由基攻击后，基团逐渐脱落

形成羰基。蛋白质氧化的一个明显标记即羰基的

形成，且较容易实现测量以判断蛋白质氧化变性

的程度。大黄鱼肌肉蛋白质的羰基含量在 4 ℃ 冷

藏过程中呈现总体上升的趋势，冷藏后期增加速

率较快 (图 7)。冷藏第 0 天，盐溶性蛋白质的羰基

值为 (1.08±0.04) nmol/mg，水溶性蛋白质羰基值

为 (0.21±0.14) nmol/mg。第 10 天时，盐溶性蛋白

质的羰基值为 (3.94±0.43) nmol/mg，水溶性蛋白

质的羰基值为 (2.67±0.25) nmol/mg。 

0 2 4 6 8 10

20

40

120

160

SSP

WSP

贮藏时间/d

storage time

蛋
白
质
含
量

/(
m

g
/g

)

p
ro

te
in

 c
o
n
te

n
t

 
图 4    4 ℃贮藏条件下大黄鱼肌肉蛋白质含量变化

SSP.盐溶性蛋白质，WSP.水溶性蛋白质，下同

Fig. 4    Changes in myofibrillar protein content of
L. crocea during storage at 4 ℃

SSP. salt-soluble protein, WSP. water-soluble protein, the same below
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图 5    4 ℃贮藏条件下大黄鱼肌肉蛋白质粒径变化

Fig. 5    Changes in particle size of myofibrillar protein of
L. crocea during storage at 4 ℃
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图 6    4 ℃贮藏条件下大黄鱼肌肉蛋白质

巯基含量的变化

Fig. 6    Changes in sulfhydryl content of myofibrillar
protein of L. crocea during storage at 4 ℃
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2.9    SDS-PAGE凝胶电泳分析

大黄鱼肌肉中的盐溶性蛋白质的分子量主要

为 25~245 ku，各蛋白质条带颜色和宽度随时间变

化逐渐变浅细、模糊。在冷藏第 0 天至末期的大

黄鱼肌肉蛋白质条带变化中，肌球蛋白质重链

(MHC) 蛋白质分子量约为 200 ku，肌动蛋白质约

为 45 ku，原肌球蛋白质约为 35 ku，表明在 4 ℃

冷藏过程中，盐溶性蛋白质分子中的肌球蛋白质

重链、肌动蛋白质和原肌球蛋白质总体上发生了

不同程度的降解，与李娜等[17]研究罗非鱼肌肉蛋

白质变化的结果一致 (图 8-a)；分子量 30 ku 附近

出现的条带Ⅱ、分子量>245 ku 出现的条带Ⅰ为新

出现的条带，推测为蛋白质的降解产物或者是随

着微生物等的作用有新的蛋白质产生，蛋白质分

子亚基因氧化已经出现较大程度的聚合，生成一

些高分子量的化合物，没有具体的中英文名称。

大黄鱼肌肉中水溶性蛋白质的分子量主要为

35~170 ku，其中少部分蛋白质分子量为 70~100
ku (图 8-b)。贮藏不同天数的样品都有 2 条明显

35~40 ku 区间条带，一条较浅的处于 70~100 ku
区间，另一条 33 ku 左右的条带逐渐变浅。随着

贮藏时间延长，该条带蛋白质将被逐渐降解。 

2.10    相关性分析

pH 值、TVB-N、硬度以及 W 值之间的相关

性较好，｜r｜>0.889，P<0.05，都能较好地表达

大黄鱼品质情况 (表 4，表 5)。在盐溶性蛋白质的

相关性分析中发现，pH 值与盐溶性蛋白质含量、

巯基含量和羰基含量之间存在良好的相关性，相

关性系数｜r｜>0.82，P<0.05。其中 pH 值和巯基

含量的相关系数最高，r=0.963，P<0.05。TVB-N
与盐溶性蛋白质含量和巯基含量之间呈现显著的

负相关性，而 TVB-N 与羰基含量之间呈现正相

关 r=0.982，P<0.05。W 值与巯基含量和羰基含量

呈显著相关性｜r｜>0.914，P<0.05。硬度值与巯

基含量和羰基含量呈显著相关性，但与盐溶性蛋

白质含量无显著相关性。粒径分布仅与巯基含量

存在显著负相关性 r=−0.839，P<0.05。而在水溶

性蛋白质的相关性分析中发现，水溶性蛋白质的

含量与新鲜度指标均有高度相关性，硬度与其相

关性系数 r=0.977，P <0.05，相较于盐溶性的蛋白

质来说，其相关性更高。 

3    讨论
 

3.1    鱼肉色差和质构

随着贮藏时间的延长，蛋白质降解、肌原纤

维伸缩使光的散射减少，鱼肉亮度降低 [18]，L*值

呈降低趋势。a*值发生明显下降，可能是因为大

黄鱼肌肉中含二价铁离子的红色物质被氧化成为

含三价铁离子的红褐色物质，肌肉蛋白质中的肌
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图 7    4 ℃贮藏条件下大黄鱼肌肉蛋白质中

羰基含量的变化

Fig. 7    Changes in carbonyl content of myofibrillar
protein of L. crocea during storage at 4 ℃
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图 8    4 ℃贮藏条件下大黄鱼肌肉蛋白质分子量的变化

(a) 盐溶性蛋白质，1. 肌球蛋白质重链，2. 肌球蛋白质，3. 原肌球蛋白质；(b) 水溶性蛋白质

Fig. 8    Changes in molecular weight of myofibrillar protein of L. crocea during storage at 4 ℃
(a) salt-soluble protein, 1. MHC, 2. actin, 3. tropomyosin; (b) water-soluble protein
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红蛋白质氧化为高铁肌红蛋白质。b*值增大主要

是因为大黄鱼脂肪氧化以及蛋白质变性，生成羰

基化合物与胺类化合物，二者反应发生褐变，导

致深色物质积累[19]。

Delbarreladrat 等[20] 研究说明咀嚼性、黏着性

指标的降低可能是由于水分损失及肌肉组织的劣

化腐败引起的。随着贮藏时间的推移，鱼肉僵直

后又解除僵直，丧失内容物，汁液流失导致肉质

软化、失去弹性[21]，大黄鱼肌肉的咀嚼性、粘着

性和硬度出现明显下降。
 

3.2    pH值、TVB-N和感官评分

4 ℃ 冷藏期间，大黄鱼在前期肌肉中 ATP 消

耗，产生乳酸并导致 pH 值出现下降[22]，而后期内

源性酶不断增加，体内微生物大量繁殖，分解其

蛋白质及含氮化合物，生成游离肽、氨和胺类等

表 4    4 ℃ 冷藏过程中大黄鱼肌肉盐溶性蛋白质生化特性与新鲜度的相关性分析

Tab. 4    Correlation analysis between biochemical properties of salt-soluble protein and
freshness of L. crocea during storage at 4 ℃

指标
index pH TVB-N W 硬度

hardness
感官评价
sensory

evaluation

盐溶性蛋白质含量
salt-soluble protein

content

巯基含量
sulfhydryl

content

羰基含量
carbonyl
content

粒径分布
particle

size

pH 1 0.898* −0.949** −0.957** −0.943** −0.820* −0.963** 0.876* 0.728

TVB-N 1 −0.970* −0.889* −0.956** −0.956** −0.813* 0.982** 0.449

W 1 0.939** 0.965** 0.887* −0.914* −0.931** −0.580

硬度
hardness

1 0.977** 0.787 0.955** −0.854* −0.791

感官评价
sensory evaluation

1 0.861* 0.911* −0.940** −0.681

盐溶性蛋白质含量
salt-soluble protein content

1 0.670 −0.926** −0.267

巯基含量
sulfhydryl content

1 −0.783 −0.839*

羰基含量
carbonyl content

1 0.447

粒径分布
particle size

1

注：*. 在0.05水平(双侧)上显著相关，**. 在0.01水平(双侧)上显著相关，下同
Notes: *. significant correlation at 0.05 level (both sides); **. significant correlation at 0.01 level (both sides)level (both sides), the same below

表 5    4 ℃ 冷藏过程中大黄鱼肌肉水溶性蛋白质生化特性与新鲜度的相关性分析

Tab. 5    Correlation analysis between biochemical properties of water-soluble protein and
freshness of L. crocea during storage at 4 ℃

指标
index pH TVB-N W 硬度

hardness
感官评价
sensory

evaluation

水溶性蛋白质含量
water-soluble protein

content

巯基含量
sulfhydryl

content

羰基含量
carbonyl
content

粒径分布
particle

size

pH 1 0.898* −0.949** −0.957** −0.943** −0.976* −0.952** 0.916** −0.971**

TVB-N 1 −0.970* −0.889* −0.956** −0.912** −0.913** 0.981** −0.915**

W 1 0.939** 0.965** 0.975** 0.972** −0.960** 0.951**

硬度
hardness

1 0.977** 0.977** 0.969** −0.939* 0.996**

感官评价
sensory evaluation

1 0.969** 0.972** −0.990** 0.984**

水溶性蛋白质含量
water-soluble protein content

1 0.995** −0.938** 0.978**

巯基含量
sulfhydryl content

1 −0.943** 0.966**

羰基含量
carbonyl content

1 −0.955**

粒径分布
particle size

1

11 期 张建友，等：大黄鱼冷藏过程肌肉蛋白质生化特性与新鲜度的相关性 2203

中国水产学会主办  sponsored by China Society of Fisheries https://www.china-fishery.cn

https://www.china-fishery.cn


碱性物质，导致 pH 值升高[23]。本实验结果与冯杰等[24]

对 4 ℃ 贮藏养殖大黄鱼肉品质变化规律研究中的

pH 值结果相似，4 ℃ 贮藏期间，大黄鱼 pH 值初

期出现小幅波动，而后继续上升。

大黄鱼肌肉中的 TVB-N 值在 4 ℃ 冷藏过程

中呈现上升趋势，前期增长较慢，后期增长速率

较快，主要是因为后期鱼肉内大量的微生物繁殖，

加快了蛋白质的分解，产生氨及胺类等化合物[11]。

本研究结果与徐晨等 [25] 研究的 TVB-N 与生鲜草

鱼 (Ctenopharyngodon idella) 片储藏时间关系的结

果类似。随着贮藏时间延长，鱼肉产生颜色暗淡、

结构松散、气味劣化等变化，感官评分下降，储

藏至第 6 天时已接近“可接受”下限。 

3.3    盐溶性蛋白质和水溶性蛋白质含量

冷藏第 2 天的大黄鱼肌肉盐溶性蛋白质含量

高于第 0 天，该结果与倪渠峰等[26] 的研究结果类

似，冷藏 5 d 的大黄鱼肌肉中，盐溶性蛋白质含

量高于鲜活样品含量，鲜活大黄鱼死后，由于体

内 ATP 的作用，肌动蛋白质和肌球蛋白质的结合

减少，使肌动球蛋白质含量 (盐溶性蛋白质主要成

分) 下降，造成蛋白质含量降低。盐溶性蛋白质含

量的变化趋势与相悦等 [27] 得出的花鲈 (Lateolab-
rax japonicus) 在贮藏末期盐溶性蛋白质含量降低

了 56% 的结果类似。水溶性蛋白质含量的变化趋

势与李婷婷 [5] 得出的大黄鱼在贮藏期水溶性蛋白

质含量逐渐降低的电泳结果相似。冷藏期间蛋白

质发生了变性，盐溶性蛋白质溶解性下降。造成

蛋白质含量变化的原因有很多，如蛋白质在内源

性酶、外源性酶及微生物作用下发生降解，空间

结构被破坏，氧化作用造成基团交联等。 

3.4    粒径分布

蛋白质的有效粒径增加可能是贮藏初期随着

时间延长，蛋白质的氧化作用使二硫键生成、巯

基和二硫键转换以及盐溶性蛋白质发生变性聚集。

大黄鱼肌肉冷藏末期粒径分布出现小范围下降，

可能是因为疏水相互作用使得蛋白质聚合，肌原

纤维蛋白质粒径增大后，外露疏水基团暴露增加

到一定程度，发生“疏水塌陷”，导致表面疏水性

下降，蛋白质聚集程度也相应发生松散变化 [28]。

而水溶性蛋白质被各类蛋白质酶逐渐水解，肽键

断裂或空间结构的改变导致蛋白质分子量减小，

从而导致蛋白质分子的粒径减小。 

3.5    巯基含量与羰基含量

大黄鱼肌肉在 4 ℃ 冷藏过程中，盐溶性蛋白

质和水溶性蛋白质巯基含量均呈现下降趋势。贮

藏后期巯基含量快速降低是由于脂肪氧化产生的

醛类等物质促进了巯基基团氧化成二硫键，或进

一步氧化成磺酸类产物[15]。同时蛋白质变性后的

聚集会对巯基起到遮蔽作用，导致巯基含量下降。

与沈妮等[29] 低温冷藏对带鱼肌肉蛋白质的影响中，

4 ℃ 冷藏时第 9 天巯基含量增加的结果相似。

在冷藏条件下，鱼肉蛋白质发生氧化，遭到

自由基攻击后，氨基酸残基基团逐渐脱落形成羰

基。大黄鱼肌肉蛋白质的羰基含量在 4 ℃ 冷藏过

程中总体呈现上升趋势，冷藏后期增加速率较快。

大黄鱼死后，产生氧化应激反应以及部分羰基化

反应，但反应程度不剧烈；冷藏后期肌原纤维蛋

白质结构破坏程度加深，因环境以及内源条件的

改变，蛋白质氧化速率加快，羰基含量增加明显。

本实验结果与陈晓楠等 [9] 低温冻藏过程中鲐肌肉

蛋白质氧化特性研究中，贮藏前期羰基含量缓慢

上升，冻藏中后期上升速率大幅提高的结果相似。 

3.6    SDS-PAGE凝胶电泳分析

4 ℃ 冷藏过程中，大黄鱼盐溶性蛋白质分子

总体上发生了不同程度的降解。冷藏第 4 天，30
ku 附近出现了新的条带Ⅱ，推测是其他蛋白质的

降解产物或是随着微生物等的作用有新的蛋白质

生成。条带Ⅰ的出现，表明蛋白质分子亚基因氧

化已经出现较大程度的聚合，生成一些高分子量

的化合物，堆积在分离胶顶部，甚至已经停留在

浓缩胶中。

Passi 等 [30] 研究显示，电泳条带 94 ku 处为

磷酸化酶，36 ku 处为甘油醛-3-磷酸脱氢酶，39 ku
处为醛缩酶，41 ku 处为肌酸激酶。在水溶性蛋白

质电泳结果中发现，33 ku 左右的条带在逐渐变浅，

主要是因为水溶性蛋白质中的某些蛋白质酶类随

着时间的延长而降解。 

3.7    相关性分析

大黄鱼肌肉的新鲜度指标与大黄鱼肌肉蛋白

质生化特性有很好的相关性，可以用于表征大黄

鱼品质变化和冷藏时间的关系。其中水溶性蛋白

质生化特性与大黄鱼的新鲜度指标均高度相关，

而盐溶性蛋白质的部分生化指标与新鲜度指标无

相关性。但鱼肉中盐溶性蛋白质含量远超水溶性
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蛋白质含量，盐溶性蛋白质对鱼肉加工品质影响

较大，所以需将水溶性蛋白质与盐溶性蛋白质生

化特性综合分析才能更好地反映大黄鱼的品质变

化。同时贮藏期间蛋白质的降解主要是由微生物

活动引起的，且蛋白质的变化滞后于微生物指标，

所以单独应用蛋白质生化特性的变化来评价鱼肉

鲜度及品质可行性不高，需要与其他品质评价方

法如感官评价、理化指标、微生物评价等相结合。

贮藏期间鱼肉蛋白质变化机理的研究逐渐深

入，未来可通过蛋白质组学、蛋白质修饰组学等

新兴方法探究水产品贮藏前后蛋白质生化特性变

化情况，为从蛋白质层面评价与预测水产品品质

提供理论依据。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Correlation between changes in freshness and biochemical characteristics of
Larimichthys crocea muscle protein during cold storage

ZHANG Jianyou 1,2,3,4,     SUN Lei 1,2,     ZHOU Guangcheng 1,2,     FEI Lifeng 1,2,     PAN Jiaxin 1,2,    
CUI Pengbo 1,2,3,4,     LÜ Fei 1,2,3,4*,     DING Yuting 1,2,3,4

(1. College of Food Science and Technology, Zhejiang University of Technology, Hangzhou    310014, China;
2. Key Laboratory of Marine Fishery Resources Exploitation R & D Utilization of Zhejiang Province, Hangzhou    310014, China;

3. National R & D Branch Center for Pelagic Aquatic Products Processing (Hangzhou), Hangzhou    310014, China;
4. Collaborative Innovation Center of Seafood Deep Processing, Dalian Polytechnic University, Dalian    116034, China)

Abstract: In order to study the correlation between Larimichthys crocea muscle protein and freshness quality dur-
ing  cold  storage,  the  quality  was  judged  by  freshness  indicators  such  as  color,  TPA,  TVB-N and  sensory  score,
water-soluble protein and salt-soluble protein were extracted from L. crocea muscle and biochemical characterist-
ics  were  analyzed  during  storage,  including  protein  content,  total  sulfhydryl  content,  carbonyl  content,  protein
molecular  weight  and  particle  size  distribution.  The  correlation  between  changes  in  freshness  and  biochemical
characteristics of L. crocea muscle protein was analyzed. The L*, a* and W values of L. crocea fish meat decreased,
while  the b* value  increased;  the  chewiness,  stickiness  and  hardness  of L.  crocea decreased  obviously;  TVB-N
increased from (4.42±0.21) mg/100 g to (38.46±0.87) mg/100 g, and approached the secondary freshness standard
on the 8th day, but the sensory evaluation score was not acceptable on the 8th day. During storage, the content of
salt-soluble protein, water-soluble protein, total sulfhydryl content, and carbonyl content of L. crocea had similar
changes.  The content  of  salt-soluble  protein  increased slightly  in  the  early  stage  and decreased in  the  late  stage,
from (159.36±6.51) mg/g to (91.99±13.82) mg/g.  The quality score decreased by 42.27%. The content of water-
soluble  protein  decreased  from  (33.68±2.13)  mg/g  to  (17.57±0.70)  mg/g,  and  the  quality  score  decreased  by
47.77%. The contents of sulfhydryl group and carbonyl group of salt-soluble protein increased from (3.95±0.04)
mol/105 g pro to (1.08±0.13) mol/105g pro and from (1.08±0.04) nmol/mg to (3.94±0.43) nmol/mg, respectively.
The  sulfhydryl  and  carbonyl  contents  of  water-soluble  protein  changed  from  (4.74±0.17)  mol/105 g  pro  to
(2.66±0.15) mol/105 g pro and (0.21±0.14) nmol/mg to (2.67±0.25) nmol/mg, respectively. The particle size of salt-
soluble  protein  increased  from  (203.32±5.44)  nm  to  (425.40±8.63)  nm  during  0-8  days  of  cold  storage,  and
decreased  to  (317.03±1.20)  nm  after  2  days.  The  particle  size  of  water-soluble  protein  decreased  from
(190.80±0.30) nm  to  (144.23±1.32)  nm.  In  the  SDS-PAGE  electrophoresis,  there  was  a  new  protein  band  pro-
duced at about 30 ku, and the amount of protein was reduced. The results showed that the biochemical properties
of water-soluble protein and salt-soluble protein have a good correlation with freshness, and water-soluble protein
has better correlation.

Key words: Larimichthys crocea; cold storage; freshness; salt-soluble protein; water-soluble protein
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