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草鱼肉冷藏条件下肌肉蛋白的变化
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摘要：采用十二烷基磺酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）和差示扫描量热法（ＤＳＣ），研究了
草鱼肉在４℃冷藏过程中肌肉蛋白的变化．结果表明：汁液流失随贮藏时间的延长而逐渐增加；ＳＤＳ
ＰＡＧＥ表明草鱼肌肉主要蛋白没有发生显著性的降解，但盐溶性蛋白的提取率呈先增加、然后保持
稳定、最后减少的趋势，而不溶性蛋白提取率的变化趋势正好与盐溶性蛋白相反；ＤＳＣ表明随着贮藏
时间的延长，草鱼肌肉中肌球蛋白的变性峰变得越来越尖锐，肌浆蛋白的变性峰逐渐消失，而肌动蛋

白的变性峰无显著性的变化．
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０　引言

水产品的结缔组织含量少、肉质细嫩、营养成

分和水分含量高、体表黏液多、内源酶活性较强，因

而相比陆生动物而言，水产品致死后，在物理、化学

和微生物等方面更容易发生劣变，最终导致产品的

腐败变质．近年来，随着生活水平的提高，消费者对
水产品鲜度和安全性等的要求也越来越高．因此，
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水产品捕获或致死之后，必须立即采用有效的保鲜

方法．鲜度是评价鱼类和鱼类产品的一个重要质量
指标，由其外观形态、理化特性、安全性等共同决

定．其保鲜机理是利用物理或化学的方法，来延缓
或抑制微生物的繁殖和内源酶的作用，保持水产品

的鲜度，推迟腐败变质的过程［１－３］．
我国草鱼主要以鲜活销售为主，但随着养殖业

和销售冷链的迅速发展以及国民消费习惯的改变，

将生鲜水产品加工成鱼片、鱼段、鱼排等方便小包

装产品的销售方式也日益增长．目前，草鱼肉冷藏
条件下的研究主要集中在感官和微生物指标上，而

较少集中在生化指标上，尤其是蛋白质的降解及其

空间结构的变化．
本文以淡水经济鱼类草鱼为对象，研究在４℃

冷藏条件下鱼体肌肉的汁液流失，总蛋白、水溶性

蛋白、盐溶性蛋白、不溶性蛋白和蛋白结构的变化，

旨在为鱼类加工保鲜提供参考．

１　实验

１．１　材料与设备
材料：草鱼（３．５０±０．２５）ｋｇ，购自无锡市滨湖

区雪浪镇农贸市场；聚丙烯酰胺凝胶电泳 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ所用标准蛋白为美国 Ｂｉｏｒａｄ公司产品，其他
试剂均为国药集团分析纯品．

仪器：Ｑ２０００差示扫描量热仪（ＤＳＣ），美国 ＴＡ
公司产；ＭｉｎｉＰＲＯＴＥＡＮＴｅｔｒａＣｅｌｌ小型垂直电泳系
统，美国 ＢｉｏＲａｄ公司产；Ｔ１８ＢａｓｉｃＵＬＴＲＡＴＵＲ
ＲＡＸ高速分散机，德国 ＩＫＡ公司产；ＨｅｒａｅｕｓＭｕｌｔｉ
ｆｕｇｅＸ１Ｒ台式高速冷冻离心机和ＳｏｒｖａｌｌＬｅｇｅｎｄＭｉ
ｃｒｏ１７微量离心机，德国 ＴｈｅｒｍｏＥｌｅｃｔｒｏｎ公司产；
ＳＦ—４００台式快速塑料封口机，福州市兴业机械设
备有限公司产．
１．２　实验方法
１．２．１　草鱼的处理与冷藏　用木棍敲击草鱼头部
使其猝死，去内脏、头、皮，预冷水冲洗干净，取草鱼

侧线上方、背鳍附近的白肉切成鱼块（４ｃｍ×３ｃｍ×
２ｃｍ），并随机取４块置于封口袋（２０ｃｍ×１５ｃｍ）
中，封口机密封．所有操作都在温控为４℃的冷室中
完成．密封包装好的鱼肉置于４℃冰箱中，贮藏时间
为１１ｄ．
１．２．２　草鱼肌肉汁液流失的测定　取出贮藏的包

装鱼肉，称量包装袋、鱼肉和渗出汁液的总质量Ｗ１，
剪开包装袋，倒出汁液，用厨房用纸吸干包装袋与

鱼肉上沾的水分，称量包装袋和鱼肉的总质量 Ｗ２，

以及包装袋的质量 Ｗ３
［４］．汁液流失率按以下公式

计算：

汁液流失率＝（Ｗ１－Ｗ２）／（Ｗ１－Ｗ３）×１００％
１．２．３　草鱼肌肉总蛋白的提取　准确称量１．２５ｇ
鱼肉，加入２５ｍＬ５％十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ），均质
１ｍｉｎ，８５℃水浴加热 １ｈ，自来水冷却，即为总
蛋白［５］．
１．２．４　草鱼肌肉水溶性蛋白、盐溶性蛋白和不溶性
蛋白的提取　准确称量１．５０ｇ鱼肉，加入３０ｍＬ预
冷的５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１磷酸缓冲液（ｐＨ＝７．５），均质
１ｍｉｎ．１００００ｇ离心１５ｍｉｎ，温控为４℃，收集上清
液．所得沉淀重复以上操作步骤，将２次所得的上清
液混合，即为水溶性蛋白［６］．

收集水溶性蛋白提取后所剩余的沉淀，加入

３０ｍＬ预冷的含０．６ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸
缓冲液（ｐＨ＝７．５），均质 １ｍｉｎ．１００００ｇ离心
１５ｍｉｎ，温控为４℃，收集上清液．所得沉淀重复以
上操作步骤，将２次所得的上清液混合，即为盐溶性
蛋白［７］．

收集盐溶性蛋白提取后所剩余的沉淀，加入

１０ｍＬ５％ＳＤＳ，８５℃水浴加热１ｈ，自来水冷却，即
为不溶性蛋白．
１．２．５　ＳＤＳＰＡＧＥ　取总蛋白、水溶性蛋白、盐溶
性蛋白和不溶性蛋白的提取液各１００μＬ，分别加入
１００μＬＳＤＳ样品缓冲液（０．５ＭＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ＝６．８，
４％ＳＤＳ，２０％甘油，５％β－巯基乙醇，０．０１％溴酚
蓝），沸水浴３ｍｉｎ，冰浴冷却，１００００ｇ离心３ｍｉｎ，
收集上清液．总蛋白、水溶性蛋白、盐溶性蛋白和不
溶性蛋白上样量分别为 ６μＬ，３０μＬ，１２μＬ和
１５μＬ．凝胶电泳胶板浓缩胶浓度为４％，分离胶浓
度为 １０％．采用恒电流的模式，浓缩胶电流为
１０ｍＡ／胶板，分离胶电流为２０ｍＡ／胶板．电泳结束
后，用含０．１％考马斯亮蓝Ｒ２５０，５０％甲醇和６．８％
乙酸的染液染色６ｈ．然后用含７．５％乙酸和５％甲
醇的脱色液脱色３次，每次３ｈ．
１．２．６　ＤＳＣ　采用 ＤＳＣ的扫描曲线，间接反映草
鱼肌肉蛋白结构的变化［８－９］．取铝坩埚，准确称取
７．０～９．０ｍｇ鱼肉，压盖密封．扫描程序为：初温
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１０℃恒温１ｍｉｎ，以１０℃／ｍｉｎ快速升温至９５℃．同
一个样品连续扫描２次，第１次扫描结束后，等仪器
恢复平稳，采用相同的程序扫描第 ２次，利用 ＤＳＣ
附带的软件将第１次扫描的曲线减去第２次扫描的
曲线，得到一条新的曲线，即为草鱼肌肉的 ＤＳＣ扫
描曲线．

２　结果与讨论

２．１　草鱼肌肉汁液流失
生鲜水产品在加工和贮藏过程中的汁液流失，

与种类、捕获季节、致死方法、肌体营养状态等有

关，会严重影响产品的外观、质构、颜色、风味和口

感等，从而严重影响消费者对产品的接受度．汁液
流失还会带走部分蛋白质和其他水溶性的营养物

质，在使产品营养价值降低的同时，也使产品的质

量降低，从而最终影响产品的商业价值．此外，汁液
中富含水溶性的营养物质，有利于微生物的生长繁

殖，并产生不良的气味．流失汁液对应于鱼体肌肉
中结合最弱的水，在不加任何外力的条件下就可以

收集到．草鱼肌肉汁液流失率随贮藏时间的延长而
增大，贮藏时间为５ｄ和１１ｄ时，汁液流失分别为
（１．３±０．１）ｇ／１００ｇ鱼肉和（５．２±０．１）ｇ／１００ｇ
鱼肉．
２．２　草鱼肌肉总蛋白的变化

４℃下，冷藏过程中草鱼肌肉总蛋白、水溶性蛋
白、盐溶性蛋白和不溶性蛋白变化见图１—图４．图
中ＭＨＣ对应于肌球蛋白的重链，Ａｃｔｉｎ对应于肌动
蛋白．从图１可以看出，草鱼肌肉中蛋白种类较多，
以肌球蛋白和肌动蛋白为主［１０－１１］．在贮藏过程中，
蛋白条带的分布模式基本相似，没有明显的新蛋白

条带产生，也没有明显的蛋白条带消失．这说明，在
冷藏过程中，草鱼肉总蛋白没有发生电泳可检出的

显著降解．
一方面，草鱼肌肉中蛋白组分较为复杂，而且

是以肌球蛋白和肌动蛋白为主；另一方面，总蛋白

采用了５％ ＳＤＳ加热提取的方式，这会破坏蛋白分
子之间潜在的相互作用力，比如疏水相互作用和氢

键相互作用等．上述２个因素都会掩盖草鱼肉冷藏
过程中肌肉蛋白分子发生的潜在变化．因此，在接
下来的实验中，对总蛋白做分级提取和相应的电泳

分析，以进一步揭示草鱼肉在冷藏过程中肌肉蛋白

发生的潜在变化及其变化机理．
２．３　草鱼肌肉水溶性蛋白、盐溶性蛋白和不溶性蛋
白的变化

　　肌肉中的水溶性蛋白又称作肌浆蛋白，主要包
括肌清蛋白、肌红蛋白、蛋白酶、糖水解酶、肌酸激

酶等［１０－１１］．从图２可以看出，在贮藏过程中，蛋白条
带的分布模式基本相似，没有明显的新蛋白条带产

生，也没有明显的蛋白条带消失．这说明，在冷藏过
程中，草鱼肉水溶性蛋白没有发生电泳可检出的显

著降解．
肌肉中的盐溶性蛋白又称作肌原纤维蛋白，主

要包括肌球蛋白、肌动蛋白、肌原蛋白和肌原球蛋

白等［１０－１１］．从图３可以看出，在冷藏过程中，蛋白条
带的分布模式基本相似，没有明显的新蛋白条带产

生，也没有明显的蛋白条带消失．这说明，在冷藏过

图１　４℃冷藏过程中草鱼肌肉总蛋白的变化

图２　４℃冷藏过程中草鱼肌肉水溶性蛋白的变化
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图３　４℃冷藏过程中草鱼肌肉盐溶性蛋白的变化

程中，草鱼肉盐溶性蛋白没有发生电泳可检出的显

著降解．
从图３还可以看出，单个泳道蛋白条带的整体

染色强度随冷藏时间的延长，呈先上升、然后保持

稳定、最后下降的趋势．在盐溶性蛋白的提取过程
中和上样电泳液的准备过程中，严格控制了样液

比．因此，单个泳道蛋白条带整体染色强度的变化，
反应了盐溶性蛋白提取率的变化，即盐溶性蛋白的

提取率也呈先上升、然后保持稳定、最后下降的趋

势．文献报道，大西洋鲑鱼在０℃和４℃冷藏过程
中，盐溶性蛋白的提取率也都呈先上升、然后保持

稳定、最后下降的趋势．大西洋鲑鱼致死之后，在冷
藏初期，鱼体处于僵直前期，此时盐溶性蛋白的提

取率较低；在冷藏后期，鱼体逐渐解僵，盐溶性蛋白

的提取率逐渐增加［１２］．
比较图３和图４可以发现，草鱼肉不溶性蛋白

与盐溶性蛋白的组成相似，以肌球蛋白和肌动蛋白

等肌原纤维蛋白为主．在冷藏过程中，不溶性蛋白
条带的分布模式基本相似，没有明显的新蛋白条带

产生，也没有明显的蛋白条带消失．这说明，在冷藏
过程中，草鱼肉不溶性蛋白没有发生电泳可检出的

显著降解．
比较图３和图４还可以发现，草鱼肉在冷藏过

程中，不溶性蛋白单个泳道蛋白条带整体染色强度

的变化趋势，正好与盐溶性蛋白相反，呈先下降、然

后保持稳定、最后上升的趋势．这说明，在冷藏过程
中，部分肌原纤维蛋白在盐溶性蛋白和不溶性蛋白

之间发生了相互转换，其中不溶性部分在５％ ＳＤＳ
加热的条件下能够被提取出来，说明这部分肌原纤

图４　４℃冷藏过程中草鱼肌肉不溶性蛋白的变化

维蛋白之间通过非共价相互作用产生了聚集，比如

疏水相互作用或氢键相互作用等．
２．４　草鱼肌肉蛋白结构的变化

ＤＳＣ是在一定的温度范围内，以一定的速度加
热试样，并记录升温过程中试样所产生的细微热量

变化，从而得到热流对温度的 ＤＳＣ扫描曲线．蛋白
质结构的变化，将导致自身热稳定性的变化，从而

引起ＤＳＣ扫描曲线形状的变化．因此，可以根据
ＤＳＣ扫描曲线形状的变化，来间接反应蛋白质结构
的变化．４℃冷藏过程中草鱼肌肉的 ＤＳＣ扫描曲线
见图５．从图 ５中可以看出，新鲜草鱼肉（０ｄ）的
ＤＳＣ扫描曲线上出现了３个峰：峰１对应于肌球蛋
白，峰２对应于肌浆蛋白，峰３对应于肌动蛋白．在
冷藏过程中，肌球蛋白所对应的吸热峰，变得越来

越尖锐；肌浆蛋白所对应的吸热峰，逐渐消失；肌动

蛋白所对应的吸热峰，无显著性的变化．文献报道，
绯鲵鲣鱼在冰藏９ｄ之后，肌球蛋白的变性温度和
变性热焓值显著降低，而肌动蛋白的变性温度和变

图５　４℃冷藏过程中草鱼肌肉的ＤＳＣ扫描曲线
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性热焓值无显著变化，说明在冷藏过程中，肌动蛋

白比肌球蛋白更稳定［１３］．

３　结论

本文以淡水经济鱼类草鱼为对象，研究在４℃
冷藏条件下鱼体肌肉的汁液流失和蛋白的变化，结

果表明：

１）草鱼肌肉的汁液流失随冷藏时间的延长而
逐渐增加．
２）草鱼肌肉总蛋白、水溶性蛋白、盐溶性蛋白

与不溶性蛋白的提取液，经ＳＤＳＰＡＧＥ分析，都未观
测到明显的蛋白条带消失或新蛋白条带的形成，说

明草鱼肌肉主要蛋白没有发生显著性的降解．
３）草鱼肌肉盐溶性蛋白与不溶性蛋白的组成

相似，主要都是肌球蛋白和肌动蛋白等肌原纤维蛋

白，其中盐溶性蛋白的提取率呈先增加、然后保持

稳定、最后减少的趋势，而不溶性蛋白提取率的变

化趋势正好与盐溶性蛋白相反．这说明在冷藏过程
中，部分肌原纤维蛋白通过非共价相互作用，在盐

溶性蛋白和不溶性蛋白之间发生了相互转换．
４）由 ＤＳＣ观测到，随着冷藏时间的延长，草鱼

肌肉中肌球蛋白的变性峰变得越来越尖锐，肌浆蛋

白的变性峰逐渐消失，而肌动蛋白的变性峰无显著

性的变化．这说明在冷藏过程中，肌动蛋白比肌球
蛋白和肌浆蛋白更稳定．
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