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－20 ℃下鳙鱼肉中组织蛋白酶 B
及 L 对其肌纤维微结构及持水力的影响
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摘要　以鳙鱼肉为研究对象,测定－２０℃下鳙鱼肉的肌原纤维、肌浆中的组织蛋白酶B及组织蛋白酶B＋L
活性、肌原纤维蛋白及肌浆蛋白的SDSＧPAGE条带以及扫描电镜和透射电镜下的肌原纤维显微结构、质构、持
水力(汁液损失及LFＧNMR数据)随贮藏时间的变化.结果显示:鳙鱼片在－２０℃下冻藏不同时间后再解冻,其
组织蛋白酶仍具有较高的活性,肌球蛋白重链、肌动蛋白、肌钙蛋白 T及原肌球蛋白随着冻藏时间的延长而降

解,且出现了有可能是组织蛋白酶L酶解产物的２０ku肌浆蛋白条带.扫描电镜及透射电镜的结果显示,在冻

藏１１２d,肌纤维遭到了严重破坏,肌节中的 A带及I带已经不能被清楚地辨别出来,M 线几乎消失,同时鳙鱼肉

的硬度及弹性随冻藏时间延长而大幅下降.鳙鱼肉的汁液损失、水分的T２１、T２２、P２２均随着冻藏时间延长而显

著上升,水分的P２１随冻藏时间延长而显著下降.研究结果表明,鳙鱼肉在冻藏过程中,组织蛋白酶 B及 B＋L
参与了肌原纤维蛋白及肌浆蛋白的降解,从而破坏了鱼肉肌纤维微结构的完整,并造成了鳙鱼肉质构及持水力

的劣化.
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　　鱼类水分含量高,营养物质丰富,十分容易发生

腐败变质.冻藏是一种最常用的保持鱼肉品质及鲜

度的贮藏方法[１].由于低温的作用,冻藏能够抑制

微生物的生长和繁殖及某些内源酶的活力,但是即

使在低温下,鱼肉中的某些生化变化仍在缓慢进行,
比如内源酶的酶解作用[２],其不仅导致鱼肉的组织

结构及持水力发生劣变,还会大大降低鱼肉的嫩度

及多汁性,不利于后续的加工,从而影响到鱼肉的经

济价值[３].
组织蛋白酶是一种存在于溶酶体中的热稳定性

很强的内切酶.当溶酶体被破坏时,组织蛋白酶就

会释放至细胞的其他部位,发挥水解蛋白的作用.
已有的研究显示,溶酶体中存在１３种组织蛋白酶,
除组织蛋白酶D以外,其他组织蛋白酶均为半胱氨

酸蛋白酶,组织蛋白酶 B、H、L及 LＧlike是许多鱼

类死后肌肉中最活跃的溶酶体蛋白酶,因此,与鱼肉

的嫩度、持水力等加工特性密不可分[４].冻藏过程

中组织蛋白酶活性变化可能有两种情况,一是冻藏

时的低温有可能使组织蛋白酶活性下降,减缓组织

蛋白酶对蛋白质的降解作用;二是冻结形成的冰晶

会刺破溶酶体膜,导致组织蛋白酶更容易从溶酶体

中释放至肌原纤维及肌浆中,从而促进组织蛋白酶

对蛋白的降解作用.
本研究测定－２０℃下冻藏不同时间再解冻的

鳙鱼肉的肌原纤维及肌浆中的组织蛋白酶 B及组

织蛋白酶B＋L活性、肌原纤维蛋白及肌浆蛋白的

SDSＧPAGE条带、质构、扫描电镜及透射电镜下的

肌原纤维显微结构、持水力随贮藏时间的变化,探究

冻藏再解冻对上述指标的影响及上述指标之间的内

在联系,明确冻藏条件下鳙鱼肉的质构及持水力变

化规律,从组织蛋白酶活的角度考察冻藏对鳙鱼肉

质构及持水力的影响机制,为后续持续改进鳙鱼肉

的低温贮藏方法提供理论依据.

1　材料与方法

1.1　试验材料

大小相似的养殖鳙购于北京市海淀区小月河农

贸市场,运输袋中放水充氧活体运输至实验室,每尾
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鳙的平均体质量为(１７０３±１７１)g,平均体长为

(４５±１)cm.击打鳙头部致晕,去鳞去头去内脏,
片成鱼片,洗干净鱼片表面血液及粘液,沥干表面水

分并记录每片鱼片的质量.之后立即取３片鱼片进

行指标测定,作为新鲜值,即冻藏第１天的结果.将

其他３０片鱼片分别装入不同的聚乙烯保鲜袋中,平
铺于(－２０±１)℃冰箱中,大约经过１１h鱼片降至

(－２０±１)℃,记录冻藏时间,分别在冻藏第７、５６、

１１２天随机各取出３片鱼片,提前放入４℃冰箱解冻

１２h,然后进行指标测定.
1.2　试剂及仪器设备

１)试剂.组织蛋白酶B及组织蛋白酶B＋L底

物均购于 SigmaＧAldrich 公司,其他 试 剂 均 为 分

析纯.

２)仪 器 设 备.紫 外 可 见 分 光 光 度 计 (UVＧ
２６００),购于上海尤尼柯仪器有限公司;荧光分光光

度计 (RFＧ５３０１PC),购 于 日 本 岛 津 公 司;质 构 仪

(CTＧ３),购于博勒飞(北京)有限公司;电泳装置

(１６５Ｇ８００１),购 于 美 国 伯 乐 公 司;透 射 电 镜

(SＧ３４００N),购 于 日 本 日 立 公 司;扫 描 电 镜 (SＧ
３４００),购于日本日立公司.
1.3　亚细胞结构的分离

参照Ertbjerg等[５]的方法并稍加调整.将鳙

鱼肉与粗酶提取液混合匀浆后离心 (１１００r/min,

２０min),取得的沉淀为肌原纤维部分,剩下的上清

液连 续 离 心 ２ 次 (３０００r/min,２０ min;１６０００
r/min,３０min),最后得到的上清液为肌浆部分.将

肌原纤维和肌浆部分与一定体积的乙酸盐缓冲液混

合,２h之内使用,测定组织蛋白酶活性.
1.4　组织蛋白酶活性的测定

参照李树红等[６]的方法.反应过程中,组织蛋

白酶B、组织蛋白酶B＋L分别对应各自的底物、反
应缓冲液及pH.一个酶活单位被定义为４０℃下能

够在１min内水解底物并释放出１nmolAMC产物

的酶活性量(１nmolAMC/min).
1.5　肌浆蛋白及肌原纤维蛋白的制备

参照 Yin等[７]的方法.
1.6　SDSＧPAGE 电泳分析

参照 Wang等[８]的方法.
1.7　鱼肉质构的测定

参照Zhu等[９]的方法.
1.8　鱼肉肌纤维微结构的观察

１)扫描电镜的观察.参照田甲春[１０]的方法,

１mm×１mm×１mm 大小的鱼肉小块经过固定、
脱水、冷冻干燥、喷金后制成符合扫描电镜观察要求

的样 品,电 镜 加 速 电 压 为 ２０kV,放 大 倍 数 为

１００００.

２)透射电镜的观察.参照 Castejón等[１１]的方

法并稍加改动.沿着肌原纤维方向将鱼肉切成

１mm×１mm×１mm 小块,分别用２．５％戊二醛溶

液、２％四氧化锇溶液固定,再用梯度乙醇溶液脱水.
之后鱼肉小块再经过环氧树脂包埋、切片、乙酸铀酰

和柠檬酸铅染色,制成符合透射电镜观察要求的样

品,电镜加速电压为８０kV,放大倍数为２００００.
1.9　鱼肉汁液损失的测定

参照Lu等[１２]的方法,用滤纸擦去鱼片表面的

粘液及水分后称质量,记为冻藏后鱼肉的质量.汁

液损失＝(冻藏前鱼肉质量－冻藏后鱼肉质量)/冻

藏前鱼肉质量×１００％.
1.10　低场核磁共振Ｇ自旋弛豫时间( T 2 )及峰面积比

例( P 2)测定

　　参照 Qin等[１３]的方法.最后进行数据反演得

到３个弛豫时间T２b、T２１、T２２及各自对应的峰面积

比例P２b、P２１及P２２.
1.11　统计分析

采用Excel(２０１０)和SPSS(２０．０)软件处理实

验数据,结果采用“平均值±标准差”形式.不同冻

藏时间下的平均值比较采用 ANOVA 中的 DunＧ
can’s法比较,取９５％置信度(P＜０．０５).

2　结果与分析

2.1　组织蛋白酶 B 及 B+L 活性在肌原纤维及肌浆中

的分布

　　如图１A 所示,在冻藏的第１~７天,肌原纤维

中的组织蛋白酶活性随冻藏时间延长而下降(P＜
０．０５).类似地,Nagaraj等[１４]发现－１５℃下,羊肉

Longissimusdorsi部位中的组织蛋白酶 B及组织

蛋白酶B＋L活性在０~６d内随冻藏时间有所下

降.基于此情况,推断在冻藏的第１~７天,低温抑

制肌原纤维中组织蛋白酶的活性;而在第１~７天,
如图１B所示,肌浆中的组织蛋白酶活性随冻藏时

间延长而上升(P＜０．０５).由此可判断,在冻藏的

第１~７天,由于冻结再解冻,冰晶已经刺破溶酶体

膜,造成组织蛋白酶从溶酶体中释放至肌浆中,且此

影响要大于低温对肌浆中的组织蛋白酶活性的抑制

作用.与肌原纤维中组织蛋白酶活性变化趋势不

３２１
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同,可能是由于肌原纤维表面有肌内膜附着,从溶酶

体释放出来的组织蛋白酶还没来得及通过肌内膜进

入肌原纤维中.另外,本研究中肌浆中的组织蛋白

酶B 在冻藏第 ５６ 天才发生显著变化.类似地,

Duun等[１５]研究显示,在－４０℃下冻藏０~３７d的

大西洋鲑的肌浆中组织蛋白酶的活性变化不大.在

第５６~１１２天,肌原纤维及肌浆中的组织蛋白酶活

性均呈现显著上升趋势(P＜０．０５),这说明随着冻

藏时间的延长,冰晶体积有可能逐渐增大,使得在冻

藏后期冻结再解冻后机械损伤造成的酶释放要远远

大于低温对酶活的抑制作用,因此,组织蛋白酶活性

才会显著上升.另外发现组织蛋白酶 L的活性高

于组织蛋白酶B,这说明组织蛋白酶 L比冻藏组织

蛋白酶B发挥着更重要的作用.

　A:肌原纤维 Myofibrils;B:肌浆 Sarcoplasm;不同的大写字母代表不同冻藏时间下的鱼肉组织蛋白酶 B之间具有显著性差异

(P＜０．０５);不同的小写字母代表不同冻藏时间下的鱼肉组织蛋白酶B＋L之间具有显著性差异(P＜０．０５).Differentcapitalletter

indicatedsignificantdifferencesofcathepsinBactivitybetweensamplesatdifferentstoragetime(P＜０．０５);Differentlowercaseletter

indicatedsignificantdifferencesofcathepsinB＋Lactivitybetweendifferentsamplesatstoragetime(P＜０．０５)．

图１　－２０℃下鳙鱼肉中组织蛋白酶B及组织蛋白酶B＋L活性随冻藏时间的变化

Fig．１　ChangesofcathepsinBandcathepsinB＋Lactivityinsubcellularfractionsofbigheadcarpfilletsat－２０℃

2.2　肌浆蛋白及肌原纤维蛋白的 SDSＧPAGE 条带

变化

　　如图２A 所示,鳙鱼肉的肌原纤维蛋白中主要

的条带是２２０、４２、３６及３５ku,它们分别代表肌球蛋

白重链、肌动蛋白、肌钙蛋白 T及原肌球蛋白,如图

２所示.在冻藏第１１２天,这些蛋白条带比冻藏第７
天时变细,这说明这些蛋白均随着冻藏时间的延长

被降解了.Saeed等[１６]发现－２０℃下大西洋马鲛

的肌球蛋白重链条带在冻藏第９个月时严重降解.
肌球蛋白重链、肌动蛋白、肌钙蛋白及原肌球蛋白均

能够被组织蛋白酶B及L体外降解[１０],这与上文中

冻藏第１１２天时肌原纤维中具有较高的组织蛋白酶

活性相呼应.
如图２B所示,鳙鱼肉肌浆蛋白主要发生变化

的是９４、３６及２０ku所在的条带.９４ku及３６ku
分别代表磷酸化酶[１７]及甘油醛Ｇ３Ｇ磷酸脱氢酶[１８].
与冻藏第１天鳙鱼肉的肌浆蛋白条带相比,冻藏第

５６及１１２天时的磷酸化酶及甘油醛Ｇ３Ｇ磷酸脱氢酶

所代表的条带颜色变浅.与冻藏第１、７、５６天不同,
在冻藏第１１２天鳙鱼肉的肌浆蛋白中２０ku位置出

　A:肌原纤维蛋白 Myofibrillarprotein;B:肌浆蛋白Sarcoplastic

protein;泳道１~４:冻藏第１天、第７天、第５６天、第１１２天下各

样品蛋白.Lane１Ｇ４:Samplesstoredatday１,７,５６and１１２,reＧ
spectively．

图２　－２０℃下鳙鱼肉蛋白的SDSＧPAGE
随冻藏时间的变化

Fig．２　SDSＧPAGEprofilesofproteinsfrombighead
carpfilletsunder－２０℃ withstoragetime

现了模糊的条带.研究表明,组织蛋白酶L酶解水

４２１
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溶性蛋白时会出现２４．５ku及２０．５ku大小的条

带[１９],因此,２０ku条带有可能是组织蛋白酶L的酶

解蛋白产物,这与上文中冻藏第１１２天时肌浆中具

有较高的组织蛋白酶活性相对应.
2.3　鱼肉肌原纤维微观结构变化

１)扫描电镜.如图３所示,在冻藏第１~７天,
鳙鱼肉的肌(原)纤维在肌内膜和肌束膜的紧密包裹

下有序排列,肌纤维之间几乎没有明显空隙.从第

５６天开始,鳙鱼肉肌纤维有所变化,最明显的就是

肌纤维之间出现了明显的分离和空隙,虽然排列仍

旧整齐有序,但是不再紧密相连.推测这些空隙可

能是在鱼肉冻结再解冻过程中随着鱼肉的汁液损失

而出现的[２０],鱼肉肌束之间的水分结冰后体积膨

胀,会挤压内部肌纤维.解冻后,肌束之间的冰变成

水分流出,但是挤压造成的空隙不可恢复.在冻藏

第１１２天,与前面相比,鳙鱼肉肌纤维发生了巨大的

变化.扫描电镜图上已经不能辨别出肌纤维的形状

及界限,且肌纤维表面呈现颗粒状,这暗示着肌内膜

及肌束膜已经破裂,并互相分离,不再包裹肌纤维,
肌纤维也遭到了严重的破坏.Schaller等[２１]报道,
肌纤维表面的颗粒状物质有可能是鱼肉中的肌浆蛋

白或结缔组织.推测可能是鱼肉中破裂的肌内膜肌

束膜以及流出的肌浆液覆盖在肌纤维表面所形成

的.这预示着冻藏再解冻过程中,肌原纤维蛋白和

肌浆蛋白被组织蛋白酶水解,造成了鱼肉肌纤维结

构的破坏.

图３　－２０℃下鳙鱼肉的肌纤维横断面随冻藏时间的变化

Fig．３　Changesincrossfracturesurfaceofbigheadcarpfilletsstoredat－２０℃
(scanningelectronmicroscopeforobservation,×１００００)

　　２)透射电镜.如图４所示,冻藏第１天时鱼肉

的肌纤维结构完整清晰,肌纤维在肌内膜的包裹下

和肌束膜紧密相连.肌节的基本结构清晰可见,有

A带、M 线、I带及Z线,且各肌节的Z线几乎排列

在一条直线上.在冻藏第７、５６天时,鱼肉肌纤维结

构仍旧完整清晰,这与王鸿[２２]所研究的冻藏１~５
周内的鲢鱼肉肌纤维的结构是相似的.在冻藏第

１１２天,鱼肉肌纤维发生了巨大的变化,肌节中的 A

带及I带已经不能被清楚地辨别出来,M 线几乎消

失,只能勉强看到Z线及肌纤维之间的界限.A 带

由肌球蛋白和肌动蛋白组成,而I带主要是肌动蛋

白[２３].这说明在冻藏期间,肌球蛋白和肌动蛋白均

发生了降解,从而破坏了肌纤维中的 A 带及I带,
使肌纤维微结构不再完整.蛋白的降解有可能是组

织蛋白酶的水解造成的,这与前文SDSＧPAGE的结

果也互相呼应.
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P:肌束膜 Perimysium;E:肌内膜 Endomysium;I:I带Iband;A:A带 Aband;M:M 线 Mline;Z:Z线Zline．

图４　－２０℃下鳙鱼肉的肌纤维纵切面随冻藏时间的变化

Fig．４　Changesinmyofibrillarmicrostructureofbigheadcarpfilletsstoredat－２０℃
(transmissionelectronmicroscopeforobservation,×２００００)

2.4　鱼肉质构变化

如图５所示,鳙鱼肉的硬度随冻藏时间呈现直

线下降的趋势,从冻藏第１天至第１１２天,从最初的

１２６９g下降至４９８g,下降了６１％ (P＜０．０５).鳙

鱼肉的弹性也随冻藏时间延长而降低,从最初的

３．６１mm 降至３．０６mm (P＜０．０５).Barraza等[２４]

研究表明,－１８℃下冻藏的大西洋鲑的硬度随冻藏

时间呈下降趋势.质构的劣化可能与肌肉组织的破

坏及水分的损失有关[２５].
2.5　鱼肉的持水力

本研究采用汁液损失以及LFＧNMR数据(T２,

P２)表征了鳙鱼肉的持水力变化.汁液损失越大,
表明鱼肉的持水力越差.默认冻藏第１天时鱼肉的

汁液损失为０,在冻藏第７天,鳙鱼肉的汁液损失急

剧上升至５％左右,这之后从冻藏第７天至第１１２
天,鳙鱼肉的汁液损失继续显著上升 (P＜０．０５).
这一剧增的原因可能是由于鱼肉经过冷冻再解冻导

致的[２６].
从LFＧNMR所得的数据来看,从冻藏第１天至

第１１２天,鱼肉中水分的T２b１及T２b２呈现显著性上

升趋势,这暗示着肉中的结合水变得活泼,这可能是

　不同的大写字母代表不同冻藏时间下的鱼肉硬度之间具有显著

性差异(P＜０．０５);不同的小写字母代表不同冻藏时间下的鱼肉

弹性之间具有显著性差异(P＜０．０５)DifferentcapitalletterindiＧ

catedsignificantdifferencesofhardnessbetweensamplesatdifferＧ

entstoragetime(P＜０．０５);Differentlowercaseletterindicated

significantdifferencesofspringinessbetweendifferentsamplesat

storagetime(P＜０．０５)．

图５　－２０℃下鳙鱼肉硬度(柱状)

及弹性(折线)随冻藏时间的变化

Fig．５　Thechangesofhardness(bar)andspringiness(line)

ofbigheadcarpfilletsunder－２０℃ withstoragetime
由于能够与结合水相互作用的蛋白侧链随着冻藏时

间的延长发生了某种变化[２７].同样地,鱼肉水分的
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T２１及T２２也随着储藏时间延长而呈现上升趋势,这
表示鱼肉中的水分流动性随着冻藏时间延长而增

强[２７],不易流动水转化为自由水,而自由水逐渐向

鱼肉表面迁移,形成可见的汁液损失.其原因可能

是肌原纤维蛋白在冻藏过程中溶解性下降、疏水基

团暴露,造成蛋白与水分子之间的相互作用减弱.
相对应地,我们发现鱼肉的P２１随冻藏时间的延长

而显著下降,而鱼肉的P２２随冻藏时间延长而显著

上升,这种变化趋势说明不易流动水所占比例有所

下降,自由水所占比例不断增加.
表１　－２０℃下鳙鱼肉汁液损失、弛豫时间T２及各弛豫峰面积比例P２随冻藏时间的变化

Table１　Changesofdriploss,relaxationtimeandfractionofeachrelaxationcomponent

ofbigheadcarpfilletsstoredat－２０℃

项目Item 第１天 Day１ 第７天 Day７ 第５６天 Day５６ 第１１２天 Day１１２
汁液损失/％ Driploss ０．００±０．００a ４．９６±０．０９b ６．４９±０．３６c ７．３４±０．７６c

T２b１/ms ０．５±０．１a ０．６±０．２ab １．１±０．５bc １．３±０．８c
T２b２/ms ３．０±０．４a ３．３±０．４a ４．２±０．４b ７．２±１．４c
T２１/ms ４９．８±０．０a ５３．４±０．０b ５２．５±１．８b ５８．３±２．３c
T２２/ms ３９０．１±１５．７a ５０９．７±２０．８b ５６２．６±１９．３c ５３４．３±３１．３bc
P２１/％ ９１．８±０．６b ９３．７±１．２c ８８．７±１．２a ８９．３±１．５a
P２２/％ ４．５±０．６ab ３．１±０．８a ７．５±１．０b ５．０±１．２b

　注:相同的小写字母表示在不同冻藏时间之间的样品值无显著性差异(P＞０．０５).Note:ThesamelowercaseonthesamerowrepreＧ

sentedthattherewasnosignificantdifferencebetweenthevaluesunderdifferentstoragetime(P＞０．０５)．

3　讨　论

本研究结果表明,冻藏再解冻过程中冰晶的机

械损伤对组织蛋白酶活性的影响远远大于低温对组

织蛋白酶活性的作用,表现为在冻藏第５６~１１２天,
肌原纤维及肌浆中的组织蛋白酶活性均呈现显著上

升趋势.与之对应,图２A 显示的鳙鱼肉的肌球蛋

白重链及肌动蛋白随冻藏时间发生了降解,而作为

肌节中 A 带和I带的主要成分,肌球蛋白和肌动蛋

白的降解直接破坏了肌纤维微结构的完整性,正如

图４所示.另外,冻藏第１１２天肌浆蛋白组织蛋白

酶活性的上升与肌浆蛋白电泳中２０ku条带(图

２B)的出现相对应,肌浆蛋白的降解会导致肌纤维

横断面上颗粒状物质的出现,正如图３所示.而这

些肌纤维结构的破坏会造成鱼肉质构的劣化,如图

５所示.余小领[２８]采用扫描电镜观察了冻藏７个月

后的猪肉肌纤维,结果与本研究相似.笔者发现一

个有趣的现象,虽然扫描电镜及透射电镜所显示的

冻藏第５６天及第１１２天的鱼肉肌纤维结构差别十

分显著,但是冻藏第５６天及第１１２天下鱼肉的硬度

及弹性并无显著性差异.这可能与鱼肉质构的影响

因素有关.从内部影响因素,即肌肉的组织结构来

看,影响鱼肉质构的因素有肌纤维直径、肌纤维结

构、蛋白的结构、胶原交联、结缔组织及肌肉多孔性

等[２９].从电镜中主要观察到的是肌原纤维直径及

结构的变化,未涉及到其他影响因素,所以这可能是

冻藏第５６天及第１１２天下鱼肉的硬度及弹性未发

生显著下降的原因.
低场核磁技术(LFＧNMR)被广泛应用于研究肉

类的持水力和肉中的水分分布.目前,LFＧNMR 用

于肉与肉制品水分研究主要采用横向弛豫时间

(T２).LFＧNMR测得肉中水分的横向弛豫时间T２

值与传统方法测定的肉的持水力存在较强的相关

性,因此,可通过测定肉中水分的T２来预测肉的持

水力.根据水分的不同活动状态,LFＧNMR所测得

的肉中水分的T２值范围是不同的,从小到大依次是

T２b(１~１０ms)、T２１(１０~１００ms)、T２２(１００ms以

上),其中,T２b对应结合水,T２１对应不易流动水,而

T２２对应自由水[３０Ｇ３１].本研究采用了汁液损失和

LFＧNMR数据(T２、P２)表征鱼肉的持水力.LFＧ
NMR数据显示鱼肉水分的T２１及T２２随着储藏时

间延长而呈现上升趋势.栗俊广[３１]也发现鸡肉中

T２１及T２２随着冻藏时间的延长而上升.同时本研

究中鱼肉的P２１随冻藏时间的延长而显著下降,而
鱼肉 的 P２２ 随 冻 藏 时 间 延 长 而 显 著 上 升,这 与

SánchezＧAlonso等[３２]发现 －１０ ℃ 下的鳕鱼肉的

P２２随冻藏时间延长而上升是类似的.这一结果预

示着随着冻藏时间的延长,鳙鱼肉的不易流动水向

自由水转化,流出鱼肉外转变为汁液损失,这充分表

明鱼肉的持水力随冻藏时间而下降.
研究表明,肌浆蛋白、肌原纤维蛋白及细胞骨架

蛋白均与肌肉持水力密切相关[３０].图２结果表明,
鳙鱼肉的肌浆蛋白和肌原纤维蛋白均随冻藏时间的

延长而发生降解.这可能是由于组织蛋白酶的作用
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造成的.除了上述蛋白质降解这一影响因素,鱼肉

持水力还与肌肉空间结构相关[３].肌肉中绝大部分

自由水存在于肌纤维中,小部分存在于肌细胞间隙,
一般认为主要是肌原纤维赋予了肉的持水性[３３].
本研究中电镜图显示冻藏第５６天及第１１２天的鱼

肉肌纤维结构差别十分显著,对应地,冻藏第５６天

及第１１２天鱼肉的T２b２及T２１也显著升高,但是冻

藏第５６天及第１１２天的鱼肉汁液损失并无显著性

差异.这是由于鱼肉中的汁液损失主要是自由水的

损失,鱼肉肌纤维在严重破坏的条件下,自由水的损

失已逐渐接近最大程度,不可能再明显增长,由冻藏

第５６天及第１１２天鱼肉P２２的下降也可验证这一

点,因此,汁液损失的不显著增长也是正常的.
综上所述,鳙鱼肉在冻藏再解冻过程中,冰晶的

机械损伤对组织蛋白酶活性的影响远远大于低温对

组织蛋白酶活性的作用,它参与了鱼肉中肌原纤维

蛋白及肌浆蛋白的降解,从而使鱼肉肌纤维微结构

完整性遭到破坏,并导致鱼肉质构及持水力的劣化.
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EffectsofcathepsinBandLonmyofibrillarmicrostructureandwaterＧholding
capacityofbigheadcarp(Aristichthysnobilis)filletsstoredat－２０℃

LU Han

CollegeofBioscienceandEngineering,HebeiUniversityofEconomicsandBusiness,

Shijiazhuang０５００６１,China

Abstract　Thechangesofcathepsinactivityinmyofibrilsandsarcoplasm,degradationofmyofibrilＧ
larandsarcoplasmicproteinbySDSＧPAGE,myofibrillarmicrostructurebyscanningelectronmicroscopy
(SEM)andtransmissionelectron microscopy (TEM),instrumentaltexture,waterＧholdingcapacity
(WHC)bydriplossandLFＧNMRforbigheadcarpfilletsweremeasuredduring－２０℃storage．ThereＧ
sultsshowedthatthecathpsinswerestillactiveforthawedfilletsstoredat－２０℃．Thedegradationof
myosin,actin,troponinTandtropomyosinwereobserved．A２０kusarcoplasmicproteinbandwhich
mightbeaproteolysisproductofcathepsinLwasfound．TheresultsofSEMandTEMshowedthatthe
musclefiberswereseverelydamagedat１１２d,whichexpressedbyindistinguishableAbandandIbandin
thesarcomereandalmostdisappearedMline．Thehardnessandelasticityofthefishweresignificantly
decreased．ThedriplossandT２１,T２２andP２２offilletsincreased,butP２１decreasedsignificantlywiththe
extensionoffrozenstoragetime．Overalltheproteolysisofcathepsinsonmyofibrillarandsarcoplasmic
proteinduringfrozenstorageledtothegreatdestructionofintegrityofmyofibrillarmicrostructureand
weakenessoffishtextureandWHC．

Keywords　bigheadcarp;frozenstorage;cathepsinsB;myofibrillarmicrostructure;fishtexture;

waterＧholdingcapactiyoffish;LFＧNMR;cryogenicstorage;mechanicaldamage
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