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6种鱼类肌肉组织肌苷酸的检测分析

刘  旭,王  军,张  纹,杜佳莹,苏永全

(厦门大学 海洋与环境学院,福建 厦门 361005)

摘要:采用高效液相色谱技术, 在国内首次测定了条纹斑竹鲨(Chilocsyllium plagiosum)、大黄鱼( P seudosci2

aena crocea )、鳜( Siniper ca chuatsi )、青石斑鱼( Epinep helus awoa ra )、牙鲆(P ar a lichthys olivaceus)和乌塘鳢

( Bostr ichthys sinensis)等 6 种鱼类新鲜和冻存肌肉组织中肌苷酸含量。结果表明: ( 1) 不同鱼类肌肉组织中

肌苷酸质量比不同, 牙鲆新鲜肌肉组织中肌苷酸质量比最高, 为 4. 214 mg/ g, 其余 5 种鱼类为 2. 365~

3. 634 mg/ g。( 2) 10 d冻存试验中 ,经- 70 e 超低温冻存, 6 种鱼类冻存肌肉组织中肌苷酸质量比均高于新

鲜肌肉组织, 大黄鱼肌肉组织冻存 1 d 肌苷酸质量比达最大值,鳜肌肉组织冻存 10 d肌苷酸质量比呈上升态

势未出现最大值,其余 5 种鱼类肌肉组织肌苷酸质量比均在冻存第 5 天达到最大值。长时间的冻存将会降

低食用鱼肉中肌苷酸质量比,导致鲜味下降, 但经 1 周左右短时间的冻存后可明显提高鱼肉中肌苷酸质量

比, 增加鲜味,提高食用价值。
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  近年来, 许多学者对肉类及其制品的鲜味研究

发现,对鲜味贡献最大的两类物质为氨基酸和肌苷

酸。肌苷酸, 又称次黄嘌呤核苷酸( Inosine Mono2

phosphate, IMP) ,是体内物质代谢过程中的中间产

物,广泛分布于体内, 具有生物活性, 能透过细胞膜

进入细胞内提高多种酶的活性, 参与调节生物能量

代谢。在食品中肌苷酸又是一种风味物质, 能增强

肉质风味,对肉的品质有较大影响。用核苷酸降解
产物来评价鱼肉鲜度和质量已受到广泛的重视, 测

定 IMP 的积累量,已被证明可作为衡量海鲜鲜度的

指标[ 1, 2]。鉴于目前国内尚未见对鱼类肌苷酸的研

究报道,本实验采用高效液相色谱技术对 6 种常见

重要经济鱼类新鲜和冻存肌肉组织中肌苷酸含量及

其变化进行了检测分析, 研究结果将为鱼肉品质检
测评估以及鱼产品的加工保存提供参考资料。

1  材料与方法

1. 1  材料

选用不同生态习性的条纹斑竹鲨( Chilocsyll i2

um plag iosum)、大黄鱼 ( P seudosciaena crocea )、鳜

( Siniper ca chua tsi )、青 石 斑 鱼 ( Ep inephelus

awoar a )、牙鲆 ( P ar al ichthys ol ivaceus ) 和乌塘鳢

(Bostr ichthys sinensis)为试验鱼, 活鱼标本均购于

厦门渔市场。每种鱼分别取新鲜肌肉样品 5份,每份

又分别取 3个平行样。每种鱼的 5份样品中, 1份用于

新鲜肌肉组织肌苷酸检测,另 4份冻存于- 70e 超低温

冰箱,分别于冻存 1, 3, 5和10 d后检测冷冻肌肉组织肌

苷酸质量比。

1. 2  方法

1. 2. 1  色谱条件

仪器: Agilent 1100 Series 高效液相色谱仪,紫外
检测器(K= 254 nm)。色谱柱: 0. 4 cm@25 cm径向加

压柱, 内装 5 LmC18填料。流动相 A: 0. 12 mol/ L
KH 2PO4 和 0. 18 mol/ L K2HPO4 用 0. 1 mol/ L

KOH 调 pH 到 7。流动相 B: 甲醇。流动相速率:
1 mL/ min。洗脱程序: 0 min, 100%A, 0% B; 8 min,

100% A, 0% B; 9 min, 70%A, 30% B; 13 min, 70% A,

30%B;再经过 10 min回到原始状态, 达到稳定。
1. 2. 2  样品前处理

称取 10 g待测肌肉样放入培养皿中用剪刀剪
碎,置于匀浆管中。加 5 mL 0. 6 mol/ L HClO4 , 用

高速组织匀浆机打成浆状。加入 10 mL 0. 6 mol/ L
HClO4 ,匀浆 3次,每次 40 s。将匀浆液转至 50 mL

离心管中,在室温下 3 500 r/ min 离心 10 min。将上

清液过滤于 50 mL烧杯中,沉淀用 10 mL 0. 6 mol/ L
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HClO4振荡 10 min后再离心,合并上清液,用 0. 6 mol/ L
HClO4定容至 25 mL。取10mL上清液用1 mol/ L KOH

调pH 至 6. 5~ 6. 8, 在 4e 下静置 30 min, 过滤除去
KClO4 ,以磷酸盐缓冲液( pH= 7. 0)定容至 25 mL,摇匀后

用0. 45 Lm滤膜过滤,上清液用于HPLC分析。

2  结果

2. 1  肌苷酸标准曲线

以 50 LL肌苷酸( IMP)、二磷酸腺苷(ADP)、肌
苷(HxR)混合标准液进行高效液相色谱( HPLC)分
析,得色谱图(图 1)。图 1峰形清晰, 第 2. 828分钟
出现的为 IMP, 第 4. 794 分钟出现的为 ADP, 第
11. 883分钟出现的为 HxR。再以肌苷酸标准品分别
进样 5, 10, 20, 30, 40和 50 LL 分析做出一条浓度曲
线,即肌苷酸标准曲线(图 2)。

图 1  IMP , ADP 和 H xR 标准物色谱图

F ig. 1 Standa rd chromatogram of IMP, ADP and H xR

图 2 肌苷酸峰面积与进样体积标准曲线

Fig. 2  St andard curve between peak area and sampling

volume of IMP

2. 2  不同种鱼类肌肉肌苷酸质量比的比较

表 1中可见, 6种鱼类肌肉组织中的肌苷酸质量
比不同。牙鲆新鲜肌肉组织中肌苷酸的质量比最

高,为 4. 214 mg/ g, 其后依次是青石斑、鳜、乌塘鳢和

条纹斑竹鲨,新鲜肌肉组织中肌苷酸质量比最低的是大
黄鱼,为 2. 365 mg/ g,与最高含量相差 1. 849 mg/ g。冷
冻保存10 d, 牙鲆冻存肌肉组织中的肌苷酸质量比仍

然最高,为 7. 725 mg/ g, 其后依次是青石斑、鳜、大黄
鱼、条纹斑竹鲨, 乌塘鳢的肌苷酸质量比最低, 为
4. 294 mg/ g,与最高质量比相差 3. 431 mg/ g。表 1中
还可见,软骨鱼类条纹斑竹鲨新鲜和冻存肌肉组织
中肌苷酸质量比均较低,同为 科,生活在淡水中的鳜
的新鲜和冻存肌肉组织中肌苷酸的质量比均低于生

活在海水中的青石斑鱼(青石斑鱼的色谱图见图 3)。

图 3 青石斑鱼 IMP 与 H xR 色谱图

F ig. 3 IMP and HxR chromatograms of Epinephelus awoara

表 1  6 种鱼类肌肉组织肌苷酸质量比
Tab. 1  IMP content in muscula ture of 6 kinds of fish

鱼类名称
肌苷酸质量比( mg/ g)

新鲜 冻存 1 d 冻存 3 d 冻存 5 d 冻存 10 d

条纹斑竹鲨 2. 385 3. 433 4. 373 4. 517 4. 400

大黄鱼 2. 365 6. 942 6. 710 6. 640 5. 805

青石斑鱼 3. 634 6. 573 7. 320 7. 729 6. 432

牙鲆 4. 214 5. 484 7. 225 7. 731 7. 725

鳜 2. 458 4. 421 5. 371 5. 691 5. 805

乌塘鳢 2. 429 3. 659 4. 337 4. 912 4. 294

2. 3  同种鱼类新鲜与冻存肌肉组织肌苷酸
质量比的变化

  从表 1和图 4中可以看出, 6种鱼类新鲜肌肉组

织中所含的肌苷酸质量比均明显低于经过冷冻保存

后肌肉组织中肌苷酸的质量比, 虽然每种鱼类冻存
肌肉组织中的肌苷酸质量比增幅不尽相同,但在冻
存第一天肌苷酸质量比的增幅都是最大的。大黄鱼

肌肉组织在冻存 1 d后肌苷酸质量比迅速增加,达到
最大值,为新鲜肌肉组织的 2. 9 倍。鳜冻存肌肉组
织中肌苷酸质量比在冻存试验的 10 d内一直保持稳
步上升,试验期间未达到最高值而有别于其他 5 种

试验鱼。条纹斑竹鲨、青石斑鱼、牙鲆和乌塘鳢冻存

肌肉组织中肌苷酸质量比均在第 5天达到最大值,
在第 10天, 牙鲆的略为下降, 条纹斑竹鲨、青石斑鱼
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和乌塘鳢的则表现为明显下降。图 4中还可见, 软骨
鱼类条纹斑竹鲨新鲜与冻存肌肉组织中肌苷酸质量

比变化幅度小于其他 5种硬骨鱼类, 淡水鱼鳜肌肉组
织中肌苷酸质量比变化幅度小于其他海水硬骨鱼类。

图 4  6 种不同鱼类肌苷酸质量比变化
F ig. 4  Change of IMP content in 6 kinds of fish

3  讨论

肌苷酸多含于动物肌肉中, 影响其质量比变化
的因素很多,包括代谢过程中所涉及的各种酶类、动
物的品种、个体差异、组织部位、屠宰及屠宰后处理

等。刘望夷等人 1980年曾用薄层层析法测定了猪、
鸡和其他动物肌肉中肌苷酸的质量比, 发现品种、性
别、日龄及组织等均对肌苷酸质量比有不同程度的

影响。近年来, 陈国宏等[ 3]用反相高效液相色谱法

对不同地方鸡种肌肉中肌苷酸质量比进行了比较研

究,发现泰和乌骨鸡肌苷酸质量比很高, 这一结论从
客观上提示了乌骨鸡鲜味优于其他鸡种的原因所

在。李慧芳等
[ 4]
对泰和乌骨鸡肌苷酸质量比变化规

律进行了统计分析, 发现不同的个体在同样的条件
下所形成的肌苷酸的质量比差异很大, 他们还发现
泰和乌骨鸡肌肉组织中肌苷酸质量比随年龄和体质

量的增加而逐渐减少。李家胜等
[ 5]
通过高效液相色

谱法测定畜禽肌肉组织中的肌苷酸质量比, 也发现
不同种类的畜禽肉间肌苷酸质量比相差较大。本试
验采用高效液相色谱技术检测了包括软骨鱼类、淡

水硬骨鱼类和海水硬骨鱼类在内的 6种不同鱼类肌
肉组织的肌苷酸质量比, 结果也表明不同鱼类肌肉
组织的肌苷酸质量比有明显的差别, 种类和生态习
性都可能影响鱼类肌肉组织中肌苷酸的质量比。

许多学者对肉类及其制品的鲜味研究发现, 对
鲜味贡献最大的两类物质为氨基酸和肌苷酸。肌苷

酸在鱼肉、牛肉、鸡肉中的质量比较为丰富, 是肌肉
鲜味的标志。肉类的鲜味是在动物死亡后肌肉变化

的基础上形成的[ 6]。当动物死亡时, 细胞内的糖原
在酶的作用下发生无氧酵解而产生乳酸。这时动物

体僵直,组织硬化, 肌肉持水性下降, 没有鲜味物质

产生。经过一段时间后, 僵直消除,组织软化。在这
一过程中,除了肌肉中的基本成分在酶的作用下降
解成氨基酸、还原糖等各种水溶性低分子物质外, 肌
肉中的 ATP 也会在酶的催化下完成由三磷酸腺苷
(ATP) y二磷酸腺苷( ADP) y 单磷酸腺苷(AMP)
y 肌苷酸( IMP)的分解, 形成鲜味物质肌苷酸。肌
苷酸在动物死亡后的初始阶段是边生成, 边降解, 当
酶失活时即停止生成。由于这个过程中生成快, 降
解慢,因此肌苷酸经历一定时间后达到高峰[ 7]。本

试验结果也表明, 不同鱼类新鲜肌肉组织中肌苷酸
质量比均远低于冷冻保存肌肉组织中的肌苷酸质量

比。在- 70 e 超低温保存的条件下, 6种鱼类肌肉组
织的肌苷酸质量比均从死亡后开始上升, 并多在 5 d
左右达到最高峰。也即, 长时间的冻存将会降低食
用鱼肉中肌苷酸质量比,导致鲜味下降,但经 1周左

右短时间的冻存后可明显提高鱼肉中肌苷酸质量

比,增加鲜味,提高食用价值。
近年来,测定动物体内肌苷酸质量比一般都用

高效液相色谱法
[ 8]
。该方法与以往所采用的其他方

法如薄层层析法相比, 具有简便可靠的优点。本试
验采用高效液相色谱法, 色谱图的峰形尖锐, 图谱清
晰无干扰, 肌苷酸 2 min出峰且与肌苷分离完全, 获
得很好的分离效果。
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Abstract: Phenoloxidase ( PO) fr om hemolymph of Cha rybdis japonica was purified by gel2filt rat ion and
ion2exchange chr omatogr aphy, and characterized in terms of it s molecular weight and enzymat ic propert ies
by using L2dihydroxyphenylalanine (L2DOPA) as the specific substr ate in this study. It was found that pro2
phenoloxidase ( proPO) , isolated as a monomeric protein, had a molecular weight of 69. 5 ku, and a 64. 5 ku
PO molecule was often contained in preparations. T he PO showed an optimal pH value of 6. 0, and an opt i2
mal temperatur e of 40 bC, respect ively. And an apparent K m value of PO was 3. 41 on L2DOPA, and 7. 97
on catechol, respectively. PO act ivity was extremely sensitive to sodium sulfite and 12phenyl222thiour ea,
and quite sensitive to thiourea and benzoic acid. Based on its sensitivity to different oxidase inhibitor s and a
higher affinity on catechol, this PO was thus classified as an o2diphenoloxidase. The PO act ivity was also
st rongly inhibited by Zn2+ , Mg2+ , thylenediaminetet raacet ic acid (EDTA) and diethyldithiocarbamate (DE2
TC) . And the DETC2inhibited PO act ivity can be recovered perfect ly by Cu2+ . T hen it can be concluded
that Char ybdis PO is most probably a metalloenzyme that required Cu

2+
for it s full act ivity.
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Analysis of inosine monophosphate in six fish musculatures
LIU Xu, WANG Jun, ZHANG Wen, DU Jia2ying, SU Yong2quan

(College of Oceanography and Environmental Science, Xiamen University, Xiamen 361005, China)

Received: Sep. , 19, 2007
Key words: f ish musculature; inosine monophosphate; cold2storage; high2 pressure liquid chromatography(H PLC)

Abstract: Inosine monophosphate( IMP) contents of six fishes, Chilocsyl lium plag iosum, Pseudosciaena
cr ocea , S inip er ca chuatsi , Epinephelus awoara , Paralichthys olivaceus and Bostrichthys sinensis, collected in
Xiamen fishery market wer e tested by high2pressure liquid chromatography(HPLC) in the present paper.
The results showed: ( 1) IMP amounts of the musculatures varied with the different fishes, and the IMP
quantity ( 4. 214 mg/ g) in fresh sample of P. olivaceus was higher than those in others (2. 365~ 3. 634 mg/ g).
(2) IMP contents of six pieces of fish meats frozen in - 70 e were all higher than those of fresh ones in 10 days cold2
storage. IMP of frozen samples in P. crocea reached tiptop after 24 h cold storage, that of S. chuatsi still got up by the
end of the test, while those of the other fishes got the highest at the 5th day. IMP contents of fish meat reduced in
a longt ime cold2storage and r esulted in lower ing down fresh. But the IMP contents obviously increased and
the fresh and edibility seemed improved in cold2stor age in the first week.
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