
食品与发酵工业 
Food and Fermentation Industries 

ISSN 0253-990X,CN 11-1802/TS 

 

 

 

 

《食品与发酵工业》网络首发论文 

 
题目： 罗非鱼冷藏期间内源蛋白酶和热休克蛋白 70 对肌原纤维解离的影响 
作者： 范铭良，郝淑贤，李来好，陈胜军，岑剑伟，吴燕燕，魏涯，相欢，黄卉 
DOI： 10.13995/j.cnki.11-1802/ts.033884 
收稿日期： 2022-10-10 
网络首发日期： 2022-12-06 
引用格式： 范铭良，郝淑贤，李来好，陈胜军，岑剑伟，吴燕燕，魏涯，相欢，黄卉．罗

非鱼冷藏期间内源蛋白酶和热休克蛋白 70 对肌原纤维解离的影响[J/OL]．食

品与发酵工业. https://doi.org/10.13995/j.cnki.11-1802/ts.033884 

 
 
 
 
 

 
网络首发：在编辑部工作流程中，稿件从录用到出版要经历录用定稿、排版定稿、整期汇编定稿等阶

段。录用定稿指内容已经确定，且通过同行评议、主编终审同意刊用的稿件。排版定稿指录用定稿按照期

刊特定版式（包括网络呈现版式）排版后的稿件，可暂不确定出版年、卷、期和页码。整期汇编定稿指出

版年、卷、期、页码均已确定的印刷或数字出版的整期汇编稿件。录用定稿网络首发稿件内容必须符合《出

版管理条例》和《期刊出版管理规定》的有关规定；学术研究成果具有创新性、科学性和先进性，符合编

辑部对刊文的录用要求，不存在学术不端行为及其他侵权行为；稿件内容应基本符合国家有关书刊编辑、

出版的技术标准，正确使用和统一规范语言文字、符号、数字、外文字母、法定计量单位及地图标注等。

为确保录用定稿网络首发的严肃性，录用定稿一经发布，不得修改论文题目、作者、机构名称和学术内容，

只可基于编辑规范进行少量文字的修改。 

出版确认：纸质期刊编辑部通过与《中国学术期刊（光盘版）》电子杂志社有限公司签约，在《中国

学术期刊（网络版）》出版传播平台上创办与纸质期刊内容一致的网络版，以单篇或整期出版形式，在印刷

出版之前刊发论文的录用定稿、排版定稿、整期汇编定稿。因为《中国学术期刊（网络版）》是国家新闻出

版广电总局批准的网络连续型出版物（ISSN 2096-4188，CN 11-6037/Z），所以签约期刊的网络版上网络首

发论文视为正式出版。 
 



食品与发酵工业 

 

罗非鱼冷藏期间内源蛋白酶和热休克蛋白 70 对肌原纤维
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摘要  为研究罗非鱼冷藏期间内源蛋白酶和热休克蛋白 70 与肌原纤维解离的关系，实验测定了罗非鱼肉在 4 ℃真空

包装冷藏 48 h 内肌原纤维小片化指数、肌原纤维解离、内源蛋白酶活性和热休克蛋白 70 含量的变化，并对其进行相

关性分析。结果表明鱼肉冷藏期间肌原纤维小片化指数变化整体呈增加的趋势，最终为初始值的 3.52 倍；解离的肌球

蛋白重链和肌动蛋白的含量呈升高的趋势，最终分别较初始值提高了 70%和 65%；pH 变化为先减少后略微回升，变

化范围为 6.5～7.0；组织蛋白酶 B、L 活性为持续增加，组织蛋白酶 D 和钙激活蛋白酶活性呈先增加后减少的趋势，

且分别在 8、12 h 到达最大值；热休克蛋白 70 含量为先增加后减少，在 4 h 时达到最大值，最终相比初始值下降了

22.27%；肌原纤维小片化指数与组织蛋白酶 B、L 活性呈极显著正相关（P≤0.01），与肌原纤维解离的肌球蛋白重链

和肌动蛋白含量均呈极显著正相关（P≤0.01），与热休克蛋白 70 含量呈显著负相关（P≤0.05）；热休克蛋白 70 含量

与与组织蛋白酶 L 呈显著负相关（P≤0.05）。组织蛋白酶 B、L 是影响肌原纤维完整性的关键蛋白酶，热休克蛋白 70

能与肌原纤维粗丝和细丝结合稳定肌原纤维结构，且组织蛋白酶 L 可能通过降解热休克蛋白 70 来影响肌原纤维粗丝

和细丝的解离。 

关键词  罗非鱼；内源蛋白酶活性；热休克蛋白 70；肌原纤维小片化指数  
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Effect of endogenous proteases and heat shock protein 70 on myofibril 

dissociation during refrigeration in tilapia 
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Abstract  In order to investigate the relationship between endogenous proteases and heat shock protein 70 and myofibrillar 

dissociation of tilapia during the refrigeration, experiments were performed to determine the changes in myofibril 
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fragmentation index, myofibrillar dissociation, endogenous protease activity, and heat shock protein 70 content of tilapia fish 

meat during vacuum-packed refrigeration at 4℃ for 48 h, and the correlation analysis was performed. Results showed that an 

overall increasing trend in the change of myofibril fragmentation index during the refrigeration of fish, ending at 3.52 times 

the initial value. The dissociated myosin heavy chain and actin content showed an increasing trend, eventually increasing by 

70% and 65% respectively from the initial values. The pH changes were a decrease followed by a slight recovery with a range 

of 6.5 to 7.0. The activities of cathepsin B and L showed a constant increase, and the activities of cathepsin D and calpain 

showed a trend of increasing and then decreasing, and reached the maximum at 8 and 12 h, respectively. Heat shock protein 

70 (HSP 70) content showed an increase followed by a decrease, reaching a maximum at 4 h and finally decreasing by 22.27% 

compared to the initial value. Myofibril fragmentation index showed a highly significant pos itive correlation with cathepsin B 

and L activities (P≤0.01), and with myofibrillar dissociation of both myosin heavy chain and actin content were highly 

significantly positively correlated (P≤0.01) and negatively correlated with HSP 70 content (P≤0.05). HSP 70 can stabilize 

myofibril structure by binding to thick and thin filaments of myofibrils. HSP 70 content was significantly negatively 

correlated with cathepsin L (P≤0.05). cathepsin B and L are essential proteases affecting the integrity of myofibrillar, and 

cathepsin L may affect the dissociation of thick and thin filaments of myogenic fibers by degrading HSP 70.  

Key words  tilapia; endogenous protease activity; heat shock protein 70; myofibril fragmentation index  

罗非鱼（Oreochromis niloticus）含有丰富的氨基酸，是一种高蛋白的经济鱼类[1]，中国是罗非鱼

生产大国，2020 年罗非鱼养殖产量达 165.54 万 t，占淡水鱼总产量的 6.4%[2]，具有极好的发展前景。

但罗非鱼在储运过程中易出现品质劣化，其中质地变化是当前研究热点，因此，提高罗非鱼鱼肉在贮

藏储运期间的质地品质具有重要意义。 

鱼肉质构劣化主要归因于肌肉组织解体。鱼肉肌原纤维中含量最多的 2 种蛋白是肌动蛋白和肌球

蛋白，它们分别组装成肌原纤维的粗丝和细丝 [3]。肌原纤维粗丝和细丝的解离会破坏肌原纤维的完整

性，研究发现肌原纤维粗丝和细丝的解离与牛肉嫩度具有相关性 [4-5]。WANG 等 [6]发现草鱼

（Ctenopharyngodon idellus）死后 12 h 内肌原纤维粗丝的解离与鱼肉质构劣化相关。 

研究表明内源蛋白酶与肌原纤维解离具有紧密联系，但国内外对于内源蛋白酶与肌原纤维降解的

研究较多，其中发挥主要作用的是组织蛋白酶 B、L、D 和钙激活蛋白酶[7]。然而，内源蛋白酶对肌

原纤维蛋白的降解并不能完全解释鱼体死后的复杂生化变化，因此有必要考虑其他系统的参与。有研

究表明肌原纤维粗丝和细丝的解离与热休克蛋白有紧密的关系。鱼死后肌肉营养和氧气大量损失，应

激状态下产生热休克蛋白（heat shock proteins, HSP）来维持内环境的稳定，经常被用于肉类质量品质

的研究[8]。葛黎红[7]发现热休克蛋白 90 和 UNC 45 含量的减少会导致草鱼肌原纤维粗丝的解离，且组

织蛋白酶 B、L、D 和钙激活蛋白酶对这 2 种热休克蛋白具有降解作用。张喜才[9]通过蛋白质组学发

现 HSP 70 与石斑鱼（Epinephelus spp）的胶黏性有关，并通过体外模拟实验发现组织蛋白酶 L 能显

著降解 HSP 70。何燕富[10]采用蛋白质组学发现 HSP 70 与罗非鱼鱼肉软化相关。 

目前有关内源蛋白酶、HSP 70 与罗非鱼肌原纤维解离关系的报道较少，本研究以尼罗罗非鱼为

研究对象，分析罗非鱼鱼肉冷藏期间内源蛋白酶、HSP 70、肌原纤维小片化指数（myofibril 

fragmentation index, MFI）以及解离的肌球蛋白重链（dissociated myofibrillar heavy chain, dMHC）和

肌动蛋白（dissociated actin, dAC）含量变化和相关性，为罗非鱼的贮藏期间质构变化机理研究提供理

论参考。 

1 材料与方法 

1.1 材料与试剂 

新鲜罗非鱼[(800±50) g]，广州某超市；NuPAGETMBis-Tris 预制胶（12%）、NuPAGETMMOPS 

SDS 电泳缓冲液（20×），英潍捷基贸易有限公司；BeyoColorTM 彩色预染蛋白、5×SDS-PAGE 上样

缓冲液、考马斯亮蓝染色液，上海碧云天生物技术有限公司；Z-Arg-Arg-AMC、Z-Phe-Arg-AMC、N-

Suc-Leu-Tyr-AMC，Sigma 公司；鱼热休克蛋白-70（HSP-70）酶联免疫吸附测定试剂盒，上海茁彩生

物科技有限公司；1-乙基-3-(3-三甲氨丙基)碳二甲胺盐酸盐，广州都宏生物科技有限公司。 
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1.2 仪器与设备 

IKA-T25 组织匀浆机，德国 IKA 公司；HH-4 快速恒温数显水浴箱，常州澳华仪器公司；Sun-

rise-basic 吸光酶标仪，德国 TECAN 公司；CT3 质构仪，美国 Brookfield 公司；3K30 台式高速冷冻

离心机，德国 Sigma 公司；Mini Gel Tank 蛋白电泳槽，美国 Invitrogen 公司；基础电泳仪，美国

BIO-RAD 公司、 Image ScannerIII 扫描仪，美国 GE 公司；Cary Eclipse 荧光分光光度计，美国

VARIAN 公司。 

1.3 实验方法 

1.3.1 样品处理 

将鲜活罗非鱼击晕宰杀，去鱼头、鱼皮和内脏，取背部肌肉切成 2 cm×2 cm×1 cm 块状，真空包

装，于 4 ℃条件冷藏。 

1.3.2 pH的测定 

参考 GB5009.237—2016《食品安全国家标准食品 pH 值的测定》的方法进行测定。 

1.3.3 MFI的测定 

参考张诗泉[11]的方法稍作修改，取 2 g 鱼肉，加入 25 mmol/L 缓冲液 A（100 mmol/L KCI，1 

mmol/L EDTA，1 mmol/L MgCl2，pH 7.0）30 mL，在冰浴均质 1 min，期间停歇 30 s，用纱布过滤，

滤液在 4 ℃，10 000 r/min 条件下离心 15 min，保留沉淀。将沉淀溶于 20 mL 磷酸盐缓冲液，再以 10 

000 r/min 转速离心 15 min，所得沉淀用上述缓冲液复溶，用试剂盒测定蛋白浓度，并稀释至蛋白浓

度为 0.5 mg/mL，在 540 nm 处测定其吸光值，吸光值乘以 200 即为肌原纤维小片化指数。 

1.3.4 肌原纤维蛋白的提取 

参考葛黎红[8]的方法提取肌原纤维蛋白。称取 2 g 碎鱼肉，用 10 mL 的缓冲液 B（5 mmol/L 

EDTA，50 mmol/L KCl，10 mmol/L Tris-HCl，pH 7.5）浸泡 20 min 后，均质后用纱布过滤；滤渣加

入 10 mL 的缓冲液 C（2 mmol/L MgCl2，50 mmol/L KCl，10 mmol/L Tris-HCl，pH 7.5）浸泡 20 

min；过滤后滤渣再用缓冲液 D（0.1 mmol/L CaCl2，50 mmol/L KCl，10 mmol/L Tris-HCl，pH 7.5）

浸泡 20 min；最后将滤渣用 10 mL 的缓冲液 C 均质 30 s，停歇 20 s 降温后再均质 30 s。混合物在

4 ℃、11 000 r/min 下离心 15 min。沉淀复溶于缓冲液 C 中即为罗非鱼肌原纤维蛋白。 

1.3.5 肌原纤维蛋白与 EDC交联反应 

肌原纤维蛋白与 1-乙基-3-(3-三甲氨丙基)碳二甲胺盐酸盐（EDC）交联反应参考 MIDDE 等[12]的

方法。将罗非鱼肌原纤维蛋白样品稀释为蛋白含量 4 mg/mL，取 1 mL 加入 2 mmol/L 的 EDC 溶液 10 

uL，室温反应 20 min 后，加入 1 mL 终止液（1% SDS，100 mmol/L DTT，60 mmol/L Tris-HCl，pH 

8.3）终止交联反应。将反应液置于沸水中加热 5 min，离心 15 min（4 ℃，10 000 r/min）。取上清液

与上样缓冲液混合，体积比为 3:2。混合液于沸水中加热 5 min，得到电泳样品。电泳电压设置为 100 

V，染色 1 h，脱色 1 h，染色剂为考马斯亮蓝 R250，脱色液由 10%醋酸，40%乙醇和 50%水组成。 

1.3.6 HSP 70含量的测定 

使用鱼热休克蛋白-70（HSP-70）酶联免疫吸附测定试剂盒测定。 

1.3.7 内源蛋白酶的提取与酶活的测定 

1.3.7.1 钙激活蛋白酶和组织蛋白酶 B、L 的提取及活性测定 

钙激活蛋白酶和组织蛋白酶 B、L 的提取及活性测定参考 GE 等[13]的方法。 

取 10 g 碎鱼肉加入 20 mmol/L Tris 溶液（pH 7.5）20 mL，均质 20 s，降温后均质，在 4 ℃条件

下搅拌 30 min，4 ℃、16 000 r/min 下离心 20 min，上清液即为粗酶提取液。 

取粗酶 0.5 mL，与 0.25 mL 缓冲液混合且在 37 ℃恒温箱中预热 10 min，加入对应的反应底物，

在 37 ℃条件下反应 0.5 h 后加入 2.5 mL 终止液（50 mmol/L Tris-HCl，1% SDS，pH 7.0）。采用荧光

分光光度计测定 7-氨基-4-甲基香豆素（AMC）的释放量。测定条件为激发波长（λex）340 nm、发射

波长（λem）440 nm。酶活力单位定义为 1 min 内释放出 1 μmol/L AMC 所需的酶量。 

（组织蛋白酶 B 缓冲液:352 mmol/L KH2PO4，48 mmol/L Na2HPO4，4 mmol/L Na2EDTA，pH 
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6.0，使用前配制为含 8 mmol/L L-半胱氨酸溶液；组织蛋白酶 L 缓冲液:340 mmol/L NaAc，60 mmol/L 

HAc，4 mmol/L Na2EDTA，pH 5.5，使用前配制成含 8 mmol/L DTT 溶液；钙激活蛋白酶缓冲液：150 

mmol/L Tris-HCl，7.5 mmol/L CaCl2，pH 6.0） 

1.3.7.2 组织蛋白酶 D 的提取与活性测定[13]： 

称取 15 g 碎鱼肉，加入 10 倍体积的预冷丙酮，均质后用布氏漏斗过滤，滤液风干，得到干品，

加入 20 mL 的 KCl 溶液（2%），混匀后离心 15 min（4 ℃，10 000 r/min），所得上清液即为组织蛋

白酶 D 粗酶液。取 0.5 mL 的粗酶液，加入 0.5 mL 的酸变性血红蛋白（5%）以及 1.5 mL 的麦基尔文

缓冲液（pH 3.0），在 37 ℃条件下放置 1 h，加入 2.5 mL TCA（5%）终止反应，离心 15 min

（25 ℃，7 000 r/min），通过参考 Lowry 法测定上清液中的多肽，每个酶活力单位定义为 1 min 之内

释放 1 μmol/L 酪氨酸（Tyr）所需要的酶量。 

1.4 数据处理 

采用 SPSS 23 和 Origin 8.5 软件处理实验数据、相关性分析和显著性分析，显著性水平设为

0.05，采用 Image j 对电泳图谱中条带灰度进行相对定量分析。 

2 结果与分析 

2.1 贮藏期间罗非鱼鱼肉 MFI的变化 

 

图 1 冷藏过程中罗非鱼鱼肉肌原纤维小片化指数变化  

Fig.1 Changes of myofibril fragmentation index of tilapia during refrigeration 

注：不同字母间具显著性差异（P<0.05）（下同） 

MFI 是反应肌原纤维完整性的一个指标，MFI 越大说明肌原纤维结构遭受破坏的程度越大[14]。动

物在被宰杀后，组织蛋白酶和钙激活蛋白酶被激活，肌间蛋白、连接蛋白发生降解，造成 Z 线结构的

消失，使得肌原纤维碎片化[15]。罗非鱼冷藏过程中 MFI 变化如图 1 所示，罗非鱼的 MFI 变化整体呈

增加的趋势，在 0～12 h 内增加显著（P<0.05），在 12～24 h 内变化不显著（P>0.05），在 48 h 时

MFI 为初始值的 3.52 倍。对冷藏时间和 MFI 进行相关性分析，发现 MFI 与冷藏时间呈极显著正相关

（P≤0.01，r=0.958），说明在贮藏过程中罗非鱼肌原纤维完整性被破坏。AYALA 等[16]使用扫描电镜

对冷藏的海稠鱼（Sparus aurata L.）进行微观研究，发现贮藏时间越长，肌原纤维碎片化现象越严

重，这与本实验结论一致。 

2.2 贮藏期间肌原纤维粗丝和细丝的解离变化 

肌原纤维粗丝和细丝的解离是导致鱼肉质构品质劣化的原因之一。为研究罗非鱼冷藏期间肌原纤

维蛋白粗丝和细丝的结构变化，采取零臂长交联剂 EDC 处理罗非鱼鱼肉肌原纤维蛋白，通过 SDS-

PAGE 图谱探究鱼肉解离的蛋白变化。EDC 通过共价作用将蛋白分子的羧基和伯胺交联，主要连接氨

基酸残基上的羧基和伯胺[17]。图 2 和表 1 分别为罗非鱼肌原纤维蛋白在 EDC 交联后的 SDS-PAGE 图
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谱及图谱中 dMHC 和 dAC 的相对灰度变化。由图知，罗非鱼冷藏期间 dMHC 和 dAC 的含量显示升

高的趋势，在 0～2 h 内 dAC 含量无显著变化（P>0.05），表明这段时间内肌原纤维蛋白粗丝和细丝

形成肌动球蛋白，此时鱼肉处于尸僵状态。在 2～8 h 内 dMHC 和 dAC 含量无显著性变化

（P>0.05），这意味着解僵过程的开始，即肌原纤维粗丝和细丝的分离。在 8～48 h 内 dMHC 和 dAC

含量均为显著性增加（P<0.05），解离出的肌动蛋白和肌球蛋白重链的灰度随着贮藏时间的延长而不

断增加。WANG 等[6]研究发现草鱼宰后 12 h 内肌原纤维粗丝解离程度随贮藏时间的延长而增加。葛

黎红[8]研究发现草鱼在冷藏条件下贮藏 48 h 内，dMHC 和 dAC 含量随贮藏时间的延长而增加。dMHC

和 dAC 含量增加是鱼肌肉品质劣化的重要指标之一，这种劣化与肌球蛋白解离程度密切相关。

OKITANI 等[18]还发现鱼肉中积聚的 AMP 和 IMP 可以分离肌动球蛋白。因此，对这些肌肉中导致肌

原纤维解离的因素进行研究，针对这些因素制定能维持鱼类死后肌肉中肌原纤维完整性的策略，以改

善肉质。 

 

图 2 冷藏过程中罗非鱼肌原纤维蛋白与 EDC 交联后的 SDS-PAGE 图谱 

Fig.2 SDS-PAGE of tilapia myofibrillar crosslinked with EDC during refrigeration 

表1 冷藏罗非鱼鱼肉肌原纤维蛋白与EDC交联后的SDS-PAGE图谱中条带灰度变化 

Table 1 The gray scale of the bands in the SDS-PAGE profile of the myofibrillar protein of chilled tilapia fish flesh after cross -linking with EDC 

冷藏时间/h dMHC dAc 

0 1.00a 1.00a 

2 1.19±0.04b 1.00±0.06a 

4 1.18±0.25b 1.12±0.16abc 

8 1.14±0.09ab 1.10±0.01ab 

12 1.51±0.09c 1.24±0.24c 

24 1.49±0.05c 1.20±0.34bc 

48 1.70±0.22d 1.65±0.18d 

注：MHC：肌球蛋白重链；Actin：肌动蛋白。数据表示为平均值±标准偏差，同一列中不同的字母表明组内存在显著性差异（P<0.05） 
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2.3 罗非鱼鱼肉 pH在贮藏期间的变化 

鱼肉贮藏过程中 pH 变化反应肌肉组织的生理环境变化，生理环境的改变会影响肌肉品质 [19]。冷

藏期间 pH 变化总体呈先下降后升高的趋势图 3），这与 FARIDC 等[20]研究结果一致。在 2～8 h 内鱼

肉 pH 显著性下降（P<0.05），这可能是鱼体内糖原分解生成的乳酸和 ATP 降解生成的磷酸所导致

的，在 24～48 h 内鱼肉 pH 略有回升，可能是内源酶和微生物降解蛋白质生成的碱性胺类物质引起

的。卢涵[21]发现 4℃冷藏的鳙鱼肌肉 pH 在 8 h 后 pH 呈回升趋势。本实验在 24 h 后 pH 呈上升趋势，

这可能是因为真空包装延缓了蛋白质的降解。 
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图 3 冷藏过程中罗非鱼鱼肉 pH 变化 

Fig.3 pH changes of tilapia during refrigeration 

2.4 罗非鱼鱼肉内源蛋白酶酶活活性在贮藏期间变化 

冷藏期间罗非鱼组织蛋白酶 B、L 活性变化如图 4 所示，组织蛋白酶 B 活性在冷藏期间整体呈现

不断上升的趋势，在 24～48 h 期间其活性无显著性增加（P>0.05），说明组织蛋白酶 B 活性在 24 h

后趋于平稳。组织蛋白酶 L 在整个贮藏期间内活性处于升高的趋势，且在 12～48 h 呈显著性增加

（P<0.05），代表组织蛋白酶 L 随着贮藏期延长其活性仍有可能继续提高。冷藏期间罗非鱼组织蛋白

酶 D 活性变化如图 5 所示，组织蛋白酶 D 活性在 0～8 h 显著性增加（P<0.05），在 8 h 到达最大

值，为初始值的 1.23 倍，而后随着贮藏时间的延长其活性降低，最终其活性与初始值相近。WANG

等[7]发现草鱼死后 12 h 内组织蛋白酶 B 活性呈升高趋势，组织蛋白酶 D 活性先升高后降低，且在 8 

h 达到最大值。沈妮[22]研究了 4℃冷藏的带鱼在贮藏期间内组织蛋白酶 B、L 活性变化，结果表明组

织蛋白酶 B、L 活性在 0～3 d 内呈升高趋势。组织蛋白酶 B、L 的最适 pH 为 6.5～7.0，而组织蛋白

酶 D 的最适 pH 为 5.5 以下[19]，本研究中鱼肉 pH 变化范围为 6.5～7.0，因此，在鱼肉软化过程中组

织蛋白酶 B、L 可能比组织蛋白酶 D 贡献更大。 

钙激活蛋白酶是一种存在于肌浆中的半胱氨酸蛋白酶[23]。冷藏期间罗非鱼钙激活蛋白酶活性变化

如图 6 所示。钙激活蛋白酶活性整体呈先增加后降低的趋势，在 0～12 h 内显著性增加（P<0.05），

12～48 h 内其活性显著性降低（P<0.05），最终值与初始值相比降低了 25.4%。葛黎红[8]对草鱼贮藏

期内钙激活蛋白酶活性变化进行研究，发现在整个贮藏期间内钙激活蛋白酶活性呈先上升后下降的趋

势，且在 12 h 时其活性达到最大值，这与该实验结果一致。钙激活蛋白酶活性增加的原因可能是内

质网中积累的钙离子大量释放导致钙激活蛋白酶被激活，其活性降低可能是由于其本身的自溶作用以

及鱼肉中的钙蛋白酶抑素发挥作用 [24]。从钙激活蛋白酶活性变化来看，其在贮藏前 12 h 内发挥作

用，随着贮藏时间的延长，对鱼肉软化的贡献降低。 
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图 4 冷藏过程中罗非鱼鱼肉组织蛋白酶 B、L 活性变化 

Fig.4 Changes of cathepsin B、L activity of tilapia during refrigeration 

 

图 5 冷藏过程中罗非鱼鱼肉组织蛋白酶 D 活性变化 

Fig.5 Changes of cathepsin D activity of tilapia during refrigeration 

 

图 6 冷藏过程中罗非鱼鱼肉钙激活蛋白酶活性变化  

Fig.6 Changes of calpain activity of tilapia during refrigeration 

2.5 贮藏过程中罗非鱼鱼肉 HSP70含量变化 

热休克蛋白是机体在应激条件下大量合成的分子伴侣蛋白，研究者发现热休克蛋白在肉类质构品

质劣化过程中具有重要作用[24-25]。动物被宰杀后，肌细胞在应激条件下热休克蛋白被大量合成并与肌

原纤维蛋白结合稳定其结构[26]。何燕富[10]通过蛋白质组学发现 HSP 70 含量与罗非鱼质构品质具有相

关性，但并未对机理进行深入研究。宰杀后冷藏罗非鱼鱼肉中 HSP 70 含量变化如图 7 所示，HSP 70

含量呈先升高后下降的趋势，且在 4 h 时达到最大值，为初始值的 1.33 倍，在 4～48 h 内呈下降趋
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势，48 h 时相比初始值下降了 22.27%。细胞损伤的刺激导致 HSP 70 的合成，HSP 70 含量在短时间

内剧烈增加。HSP 70 含量减少可能是由于内源蛋白酶的作用，张喜才[9]通过体外模拟实验发现石斑鱼

中组织蛋白酶 L 对 HSP 70 具有良好的降解效果，其降解率达到 90%。 

 

图 7 冷藏过程中罗非鱼鱼肉中 HSP 70 含量变化 

Fig.7 Changes of HSP70 content in tilapia during refrigeration 

2.6 MFI、内源蛋白酶活性、HSP70含量、dMHC和 dAC含量相关性分析 

罗非鱼鱼肉贮藏期间内 MFI 和 HSP 70 含量变化与组织蛋白酶 B、L、D、钙激活蛋白酶活性、

dMHC 及 dAC 含量的相关性分析如表 2 所示。鱼肉 MFI 与组织蛋白酶 B、L 活性呈极显著正相关

（P≤0.01），与组织蛋白酶 D 和钙激活蛋白酶活性无显著相关（P>0.05），表明组织蛋白酶 B、L 是

可能直接参与鱼肉质构劣化的组织蛋白酶，这与葛黎红 [8]的研究结果一致。可能的原因是组织蛋白酶

B、L 的最适 pH 值与贮藏期间鱼肉 pH 值范围相同，使其能发挥最大作用，且组织蛋白酶 B、L 能降

解的肌原纤维蛋白种类多于组织蛋白酶 D 和钙激活蛋白酶。 

鱼肉 MFI 与 dMHC 和 dAC 含量均呈极显著正相关（P≤0.01），表明肌原纤维粗丝和细丝的解离

导致鱼肉肌原纤维完整性破坏；MFI 与 HSP 70 含量呈显著负相关（P≤0.05），且 HSP 70 含量与

dMHC 和 dAC 呈极显著负相关（P≤0.01），表明在鱼体死后 HSP 70 可能与肌原纤维粗丝和细丝结合

稳定其结构。HSP 70 含量与组织蛋白酶 B 和钙激活蛋白酶活性无显著性相关（P>0.05），与组织蛋

白酶 D 活性呈显著正相关（P≤0.05），与组织蛋白酶 L 呈显著负相关（P≤0.05），表明组织蛋白酶 L

可能具有降解 HSP 70 的能力，这与张喜才[9]的研究结果一致。 

表2 罗非鱼冷藏期间MFI、组织蛋白酶B、L、D和钙激活蛋白酶活性、HSP70含量、dMHC和dAC含量的相关性分析 

Table 2 Correlation analysis of MFI, cathepsin B, L, D and calpain activities, HSP70 content, dMHC and dAC content in tilapia  during refrigeration 

 组织蛋白酶 B 活性 组织蛋白酶 L 活性 组织蛋白酶 D 活性 钙激活蛋白酶活性 dMHC dAC MFI 

热休克蛋白 70 含量 -0.315 -0.503* 0.465* 0.322 -0.636** -0.629** -0.434* 

MFI 0.938** 0.934** 0.173 0.348 0.825** 0.814** 1 

3 结论 

贮藏期间，随着冷藏时间延长，罗非鱼样品中反应质构变化的指标 MFI 品质下降，组织蛋白酶

B、L 活性、dMHC 和 dAC 含量呈现升高的趋势，pH 呈下降的趋势，组织蛋白酶 D、钙激活蛋白酶

活性和 HSP 70 含量呈先升高后降低的趋势。通过相关性分析可知组织蛋白酶 B、L 可能是破坏肌原

纤维完整性的两个关键作用酶；鱼体死后 HSP 70 可能与肌原纤维粗丝和细丝结合稳定其结构，组织

蛋白酶 L 的介入可能导致 HSP 70 的降解，造成鱼肉肌原纤维粗丝和细丝的解离。因此，为了提高鱼

片产品的质量，可以采取抑制组织蛋白酶 B、L 活性，维持 HSP 70 含量稳定来缓解鱼肉在贮藏期间

质构劣化。 
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