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不同pH值下草鱼血红蛋白稳定性以及

促氧化能力的比较

于五美1,2，朱惠2，刘友明2*，熊善柏2

（1.浙江商业职业技术学院旅游烹饪学院，浙江杭州 310058）（2.华中农业大学食品科学技术学院，国家大

宗淡水鱼加工技术研发分中心（武汉），湖北武汉 430070）

摘要：以草鱼血红蛋白（Grass Carp Hemoglobin, GCH）为对象，研究在 pH 值 6.0、6.5、7.0、7.5、8.0 环境

中，GCH 稳定性以及对脂肪氧化和蛋白质氧化的影响。在 pH 值为 6.0 和 6.5 时，氧合血红蛋白（OxygenatedHb, 

OxyHb）含量减少，相对氧合率在 96 h 时分别降低 30% 和 14%，显著低于 pH 值 7.0~8.0 环境（P<0.05），而高铁血

红蛋白（MetHemoglobin, MetHb）生成量在 72 h 时分别达到 4.92 µmol/L（6 µmol/L）和 4.3 µmol/L (6 µmol/L)，显著高

于中性与碱性环境（P< 0.05），酸性环境中血红蛋白的氧气结合能力减弱更易自动氧化为 MetHb。在酸性环境中，GCH

组 POV 最大值分别达到 16.1 μmol/kg 和 16.2 μmol/kg，TBARs 最大值分别达到 4.9 mg MAD/kg 和 4.5 mg MAD/kg，显

著高于中性与碱性环境（P< 0.05）。在酸性环境中，GCH 组总巯基含量低于碱性环境，而 GCH 组羰基和二聚酪氨

酸含量高于碱性环境和空白组，酸性环境中 GCH 加速了蛋白质氧化，结果表明，在酸性环境中 GCH 自动氧化生成

MetHb 是加速鱼肉中的脂肪和蛋白质氧化的关键，而碱性环境中血红蛋白介导的脂肪和蛋白质氧化被抑制，提高鱼

肉加工环境的 pH 值，对鱼类产品的保鲜贮藏有一定的促进作用。
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Abstract: The stability of grass carp hemoglobin (GCH) and its impact on lipid and protein oxidation under different 

pH conditions (pH 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, and 8.0) were investigated. The results indicated that under acidic conditions (pH 6.0 

and 6.5), the oxyhemoglobin (OxyHb) level decreased significantly, with the relative oxygenation rate reduced by 30% and 
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草鱼是我国四大养殖淡水鱼之一，因其独特的

口感，较高的营养价值以及良好的加工适用性而

常被加工为鱼糜制品、冷鲜草鱼片等 [1,2] 。据统计，

2022 年草鱼产量为 590.5 万 t，位居淡水鱼养殖第

一 [3] 。脂肪氧化是鱼肉品质下降的主要原因，而脂

肪氧化次级产物与游离氨基酸反应，会加速蛋白质

氧化，进而降低产品货架期 [4,5] 。在鱼类产品加工过

程中经过放血和清洗，可以去除 50% 的血液 [6] ，残

留的血红蛋白是脂肪氧化的有效催化剂。自动氧化

是血红蛋白加速脂肪氧化的关键步骤，血红蛋白

通过自动氧化生成高铁血红蛋白（MetHemoglobin, 
MetHb）、超氧阴离子自由基和 ferry/Hb(Hb-Fe4+) 自
由基，并通过裂解脂质氢过氧化物或者直接攻击不

饱和脂肪酸分子进而加速脂肪氧化 [7,8] 。

目前关于抑制血红蛋白在鱼类加工过程中介导

的脂肪氧化的研究主要包括添加外源抗氧化剂和

改变鱼肉加工环境的 pH 值。有研究发现在鱼肉中

添加抗坏血酸、生育酚基及迷迭香提取物等抗氧

化剂可以有效延缓鱼肉脂肪氧化进程 [9,10] 。Ghirmai
等 [8,11] 发现当 pH 值由 6.4 增加到 8.0 时，血红蛋白

介导的脂肪氧化显著被抑制。反应体系 pH 值是影

响血红蛋白促氧化的重要因素之一 [12] 。前期我们已

对白鲢血红蛋白进行了研究发现在酸性条件下白鲢

血红蛋白脂肪氧化和蛋白质氧化程度显著提高，碱

性环境中脂肪和蛋白质氧化被抑制 [13] 。鱼类生活习

性不同，其血红蛋白的自动氧化和促氧化能力也存

在较大差异 [14,15] ，且鱼死后其肌体 pH 值也存在差异。

草鱼和白鲢由于生活习性和游动性以及肉质成分存

在较大差异 [16,17] ，其血红蛋白的自动氧化及催化能

力可能存在差异。本实验将草鱼血红蛋白（Grass 
Carp Hemoglobin, GCH）加入到不同 pH 值 6.0、6.5、
7.0、7.5、8.0 体系的鱼肉中，通过分析 GCH 的相

对氧合率、自动氧化以及反应体系中过氧化值、硫

代巴比妥酸、羰基、总巯基以及二聚酪氨酸的变化，

探究 pH 值对 GCH 稳定性以及促氧化能力的影响，

以期为草鱼鱼肉加工以及贮藏过程中脂肪和蛋白质

的氧化控制研究提供参考。

1  材料与方法 

1.1 材料与试剂

草鱼（每条2~3 kg）购于华中农业大学菜市场，

活鱼放置于足够的水和氧气的装置中半小时内运输

到实验室。

NaCl、H 3PO 4、NaOH、 二 硝 基 苯 肼

（Dinitrophenylhydrazine, DNPH）、十二烷基硫酸钠

（Sodium dodecyl sulfate, SDS）、二硫二硝基苯甲酸

（Dithiobis-(2-nitrobenzoic acid), DTNB），国药集团

化学试剂有限公司；HCl，信阳化学试剂厂；三羟甲

基氨基甲烷（Tris），北京浮博生物科技有限公司；

以上试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

HZ250 采肉机，厦门英博机械有限公司；

BL-220H 电子天平，日本岛津公司；K600 均质均浆

机，德国博朗电器用限公司；FE28 pH 计，瑞士梅

特勒；1750 紫外分光光度计，日本岛津公司；F-4600

14% at 96 h, respectively. These values were significantly lower than those under neutral and alkaline conditions (at pH 

7.0~8.0). Methemoglobin (MetHb) formation reached 4.92 µmol/L (6 µmol/L) and 4.3 µmol/L (6 µmol/L) at 72 h, which 

was significantly higher than that under neutral and alkaline conditions (P<0.05). The oxygen-binding capacity of GCH 

weakened under acidic conditions, leading to the autoxidation of MetHb. Under acidic conditions, the maximum POV values 

in the GCH group reached 16.1 μmol/kg and 16.2 μmol/kg, and the maximum TBARs values were 4.9 mg MAD/kg and 

4.5 mg MAD/kg. These were significantly higher than those under neutral and alkaline conditions (P<0.05). Under acidic 

conditions, the total sulfhydryl contents in the GCH group were lower than those in alkaline conditions. Conversely, the 

carbonyl and dimerized tyrosine contents in the GCH group under acidic conditions were higher than those under alkaline 

conditions and the control group. These findings indicated that protein oxidation is accelerated by GCH under acidic 

conditions. The results suggest that the autoxidation of GCH to form MetHb under acidic conditions is the primary factor 

contributing to the rapid oxidation of lipids and proteins in fish, whereas hemoglobin-mediated lipid and protein oxidation is 

inhibited under alkaline conditions. Hence, it is suggested that increasing the pH of the fish mince processing environment 

could assist in improving the preservation and storage of fish products.

Key words: pH value; grass carp hemoglobin; autoxidation; lipid oxidation; protein oxidation
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荧光光度计，日本日立公司；Avanti J-26XP 冷冻离

心机，美国贝克曼公司。

1.3 实验与方法

1.3.1 鱼血采集及血红蛋白提取  
参考 Richards 等 [18] 的方法，稍做修改。新鲜草

鱼用钝器敲击鱼的头部使其死亡，剁尾取血，用

装有 5 mL 质量浓度为 0.03 mg/mL 肝素钠溶液的

50 mL 烧杯收集血液，并不断搅拌以防止血液凝固。

向采集的血液中加入 4 倍体积的含有 1.7% NaCl 的
Tris 缓冲液（1 mmol/L，pH 值为 8.0，4 ℃），混

匀后用冷冻离心机于 4 ℃，1 000 g 条件下离心

10 min，除去上层血浆，保留基质红细胞。用 10 倍

体积的上述缓冲液重复上述步骤 3 次。然后用 3 倍

体积的 Tris 缓冲液（1 mmol/L，pH 值为 8.0）溶解

离心得到的基质红细胞，于 4 ℃条件下静置 1 h。然

后加入 0.1 倍体积的 1 mmol/L 的 NaCl 溶液，于 4 ℃，

28 000 g 下离心 30 min，去除基质得到血红蛋白粗

提液。将制得的血红蛋白粗提取液置于 PD-10 预装

柱中，并用 10 mmol/L 的 Tris（pH 值 8.5）的缓冲

液进行重力洗脱以去除低分子量化合物，收集血红

蛋白溶液置于 -80 ℃冰箱保存。

1.3.2 血红蛋白浓度测定  
参考 Liu 等 [19] 的方法，并作相应修改，20 μL

血红蛋白提取液加入到 5 mL 文齐氏液（铁氰化钾、

碳酸二氢钾、氰化钾和 triton X-100）中混匀，室温

下反应 5 min，与 540 nm 条件下测定吸光度，根据

标准曲线计算血红蛋白浓度。

1.3.3 血红蛋白相对氧合率的测定

参考 Pazos 等 [20] 的实验方法并稍作修改，将血

红蛋白加入到浓度为 0.05 mmol/L 不同 pH 值 6.0、
6.5、7.0、7.5、8.0 的磷酸盐缓冲液中，调整血红蛋

白浓度为 6 μmol/L，测定加入血红蛋白之后溶液 pH
值，4 ℃贮藏。每隔 24 h 取样进行实验，扫描波长

为 300~700 nm，用相对 pH 值的磷酸缓冲液作为空

白对照。用波峰（574 nm）和波谷（560 nm）的吸

收差值来计算血红蛋白相对氧合率。具体计算公式

如下。

X = (A574-A560)×1000                                         （1）
式中：

X——血红蛋白相对氧合率；

A574——血红蛋白在波长 574 nm 处吸光值；

A560——血红蛋白在波长 560 nm 处吸光值。

1.3.4 血红蛋白自动氧化的测定

参考 Maqsood 等 [21] 的实验方法测定血红蛋白

自动氧化率并稍作修改，血红蛋白溶液加入在不同

pH 值 6.0、6.5、7.0、7.5、8.0 浓度为 20 mmol/L 的

磷酸缓冲液中，调整血红蛋白浓度为 6 μmol/L，用

相对 pH 值的磷酸缓冲液作为空白对照。记录样品

在 576 nm 和 630 nm 处的吸光值，并根据 Iglesias
等 [22] 的公式估算出以 μmol/L 为单位（以血红蛋白

为基础）的 MetHb 浓度。

Y = 
279A630-3A576

4                                             （2）

式中：

Y——MetHb 的摩尔浓度，μmol/L ；

A630——血红蛋白在波长 630 nm 处吸光值；

A576——血红蛋白在波长 576 nm 处吸光值。

1.3.5 洗净草鱼肉碎模拟系统的制备

新鲜草鱼去鳞、去头、去内脏后，采肉，用冰

水漂洗鱼肉（冰水和鱼肉质量比为 4:1），并置于离

心机中 2 000 g 离心 4 min 除去水分，重复 4 次。在

第 5 次漂洗时需添加水质量的 0.5% 的 NaCl 进行

漂洗并离心。离心所得的沉淀物与浓度为 40 mmol/L
的磷酸缓冲液（pH 值 6）以 1:1（m/V）进行混合，

并用均质机在 13 000 r/min 转速下均质 2 min。将所

得鱼肉用 pH 值 6.0、6.5、7.0、7.5、8.0 的 40 mmol/L
的磷酸缓冲液进行漂洗，先静止 3 min，然后 10 000 g，
4 ℃条件下进行离心，漂洗重复进行 3 次。最后用

浓度为 1 mmol/L 的 HCl 和 1 mmol/L 的 NaOH 调整

鱼肉 pH 值至为 6.0、6.5、7.0、7.5、8.0。

1.3.6 血红蛋白的添加

向 500 g 上文制备好的鱼肉中加入血红蛋白使

其最终浓度为 10 μmol/kg，加入 0.2 mg/kg 的硫酸链

霉素以并调整鱼肉水分含量至 78% 以抑制贮藏期间

微生物的生长。用斩拌器将鱼肉和血红蛋白进行混

合，使血红蛋白与鱼肉混合均匀。所得样品一式三

份，装入聚乙烯塑料袋中密封保存，4 ℃贮藏以备

使用，在贮藏期间定期检查样品的 pH 值。

1.3.7 脂肪氧化的测定

1.3.7.1 过氧化值（POV）测定

采用氯仿 -甲醇法测定样品 POV 值 [23] 。取 0.5 g
样品于 50 mL 聚丙烯离心管中，加入 10 mL 甲醇 -

氯仿混合液（体积比 1:1），均质后加入 3 mL 3% 的

氯化钠溶液，盖好盖子，震荡 15 s，于 2 000 g 离心
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20 min。离心后用移液管移取下层氯仿 2.5 mL于 10 mL
聚丙烯离心管内，加入甲醇氯仿混合液 2.5 mL，加

入 25 µL 的 3.94 mol/L 的硫氰酸铵溶液和 25 µL 的

0.02 mol/L 的氯化亚铁溶液（含 3.5% 的 HCl），混

匀后静置 20 min，测其 500 nm 处的吸光值。标准

曲线用过氧化氢异丙苯标准液确定（0~10 mg/L）。
1.3.7.2 硫代巴比妥酸（TBARs）测定

硫代巴比妥酸值（TBARs）的测定参考 Javed
等 [13] 的方法，准确称取 0.4 g 样品，置于 25 mL 具

塞试管内，加入 17 mL 三氯乙酸混合液，混匀，振摇，

加入 3 mL TBA 溶液。沸水浴内保温 30 min，取出，

冷却 1 h，取 5 mL 清液移入离心管内，加入 5 mL
氯仿，在 3 600 g 条件下离心 20 min，吸出上清液

于 532 nm 波长比色，由吸光度对照标准曲线方程，

计算鱼肉 TBA 值。

1.3.8 蛋白质氧化的测定

1.3.8.1 总巯基含量的测定

参考蒋祎人等 [5] 的方法。测定总巯基含量时，

向 1 mL 的肌原纤维蛋白溶液（2~4 mg/mL）中加入

9 mL 0.02 mol/L Tris-HCl 缓冲溶液（含 8 mol/L 尿

素、2% SDS、10 mmol/L EDTA、pH 值为 6.8）
和 1 mL Ellman 试剂混合均匀，40 ℃水浴 25 min，
测其在 412 nm 处的吸光值。

1.3.8.2 羰基含量的测定

参考He等 [24] 的方法，分别取 2 mL蛋白质溶液于 2
个离心管，各加 1 mL 20%三氯乙酸（TCA）（m/V）沉

淀蛋白，其中一份加 2 mL 2 mol/L HCl，另一份

加 2 mL 含 0.2% DNPH 的 2 mol/L HCl，分别置于

25 ℃水浴保温 30 min，每 5 min 涡旋均匀，之后

10 000 g 离心 15 min，弃上清，得到的沉淀用乙醇

和乙酸乙酯的混合物洗涤，直到溶剂中橙色消失，混

合物在 10 000 g 离心 15 min，离心后的沉淀用 2 mL，
6 mol/L HCl（pH 值为 6.5）溶解，沸水浴 10 min，混

合物 10 000 g 离心 10 min 除去不溶物质，在 370 nm
处测吸光值。以消光系数为 22 000 L·mol-1·cm-1 计

算每克蛋白质羰基衍生物的微摩尔数。

1.3.8.3 二聚酪氨酸含量的测定

二聚酪氨酸含量测定参考 Ma 等 [25] 的方法，二

聚酪氨酸含量利用荧光分光光度计测定，发射波长

选择 420 nm，激发波长选择 325 nm，狭缝宽度均

为 10 nm。最终的二聚酪氨酸含量利用所测定的吸

光值除以蛋白浓度获得，为相对荧光值，单位为 A.U
（arbitrary units）。

1.4 数据分析

本文实验数据均为 3 次重复实验的平均值，采

用 Excel 对数据进行处理，并用 Origin 2024 进行

绘图，数据以平均值 ± 标准差（SD）表示。运用

SAS 8.0 软件进行显著性分析，显著性水平设定为

P ＜ 0.05。

2  结果与分析

2.1 pH值对草鱼血红蛋白相对氧合率的影响

图 1 pH 对 GCH 相对氧合能力的影响

Fig.1 Effect of pH on the relative oxygenation rate of Grass 

Carp Hemoglobin

注：大写字母表示时间之间的差异（P ＜ 0.05），小写字

母代表 pH 值之间的差异（P ＜ 0.05）。图 2、5、6、7 同。

如图 1 所示，在酸性环境（pH 值为 6.0 和

6.5）中，GCH 的相对氧合率显著低于碱性环境

（P ＜ 0.05）。在酸性环境中 GCH 相对氧合率随贮藏

时间延长显著降低（P ＜ 0.05），贮藏时间从 0 h 至

96 h 相对氧合率分别降低 30% 和 14%。相对氧合率

的降低可能是由于 GCH 在酸性环境中与氧气的亲

和力降低导致。H+ 能够促使血红蛋白分子中 α 链和

β 链之间形成盐桥，有助于血红蛋白脱氧构象的稳

定，从而降低血红蛋白与 O2 的结合能力 [26] 。刘培

培等 [27] 在对 pH 对血红蛋白的影响的研究中也发现，

随 pH 值降低，OxyHb 在其特征吸收峰峰强逐渐减

弱，血红蛋白的氧气亲和力逐渐越低。

2.2 pH值对草鱼血红蛋白自动氧化的影响

血红蛋白自动氧化是促进脂肪氧化的关键步

骤，在该过程中 OxyHb 被氧化为 MetHb，同时产

生大量的超氧阴离子自由基或超氧自由基。如图 2
所示，MetHb 含量随贮藏时间延长显著增加，酸性

环境中 MetHb 显著高于碱性环境（P ＜ 0.05）。当贮
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藏时间为 72 h 时，pH 值 6.0、6.5 环境中的 MetHb
分别达到 4.92 µmol/L（6 µmol/L）、4.3 µmol/L
（6 µmol/L），超过 70% 的血红蛋白自动氧化为

MetHb，说明血红蛋白在酸性环境中更易发生自动

氧化生成 MetHb，在对鳟鱼血红蛋白的研究中发现

当环境 pH 值由 7.0 降低为 6.0 时，MetHb 形成增

加 [28] 。在前期对白鲢血红蛋白自动氧化的研究中发

现在酸性环境中，当贮藏 72 h 时，MetHb 分别达到

4.22 µmol/L（6 µmol/L）、3.7 µmol/L（6 µmol/L） [13] ，

与白鲢血红蛋白相比，草鱼血红蛋白更易发生自动

氧化。当 pH 值为酸性时，血红蛋白的氨基酸空间

结构改变，使溶剂水分子更易于进入血红蛋白内

部，从而促进 MetHb 的形成 [26,27] 。

图 2 pH 值对 GCH 自动氧化能力的影响

Fig.2 Effect of pH on the autoxidation of Grass Carp

 Hemoglobin

2.3 不同pH值下草鱼血红蛋白对脂肪氧化的
影响

2.3.1 POV值变化

POV 值是衡量脂肪初期氧化的重要指标，由于

过氧化物不稳定，易降解为醛类或者酮类，随贮藏

时间延长氧化程度加深，POV 值会呈现先上升后下

降的趋势。由图 3 可知，在酸性环境中鱼肉 POV
值在贮藏前 3 d 呈现显著上升（P ＜ 0.05），分别达

到最大值 16.1、16.2 μmol/kg，然后随着贮藏时间

的延长呈下降趋势，GCH 组 POV 值显著高于空白

组（P ＜ 0.05）。而当 pH 值≥ 7.0 时，POV 值在第 7
天达到最大值。在碱性环境中，POV 值达到最大值

的时间比酸性环境延迟 4 d。而 GCH 组 POV 值在

贮藏第 1 天后高于空白组，说明 GCH 加速了脂肪

氧化。同时酸性环境下鱼肉 POV 值高于碱性环境，

这是由于在酸性环境中血红蛋白快速自动氧化生成

MetHb 和大量的超氧阴离子自由基，而超氧阴离子

歧化生成过氧化氢攻击脂肪酸，生成脂质氢过氧

化物和脂质自由基  [7] 。同时 MetHb 会加速血红素

的释放，进一步诱导脂肪酸发生氧化，生成过氧

化物，导致 POV 值的升高  [11,29] 。在对亚洲鲈鱼、

罗非鱼和石斑鱼血红蛋白促氧化能力研究中发现

也有类似发现 [21] 。
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图 3 不同 pH 值下草鱼血红蛋白对鱼肉 POV 值的影响

Fig.3 Effect of GCH on the POV value of washed fish 

mince at different pHs value

注：（a） pH 值 6.0，（b）pH 值 6.5，（c） pH 值 7.0，（d） 

pH 值 7.5，（e）pH 值 8.0 ；不同字母代表时间之间的差异

（P ＜ 0.05）。图 4 同。

2.3.2 TBARs值的变化

图 4 不同 pH 值下草鱼血红蛋白对鱼肉 TBARs 值的影响

Fig.4 Effect of GCH on the TBRAs value of washed fish 

mince at different pHs value

TBARs 值是衡量脂肪氧化后期的程度的特征指

标。由图 4 可知，随贮藏时间延长，TBARs 值呈现

逐渐上升的趋势。GCH 组在 pH 值为 6.0 和 6.5 时，

TBARs 最大值分别达到 4.9、4.5 mg MAD/kg。酸性

环境中鱼肉 TBARs 值高于中性和碱性环境。由实

验 2.2 结果可知，酸性环境中血红蛋白更易自动氧

化为 MetHb，并伴随着大量的超氧阴离子自由基或

超氧自由基的生成，MetHb 与超氧自由基反应，生

成 ferry/Hb(Hb-Fe4+) 促进脂肪氧化 [11] 。在对白鲢血

红蛋白的研究中，也同样发现在酸性环境中 TBARs
高于中性和碱性环境  [13] 。当 pH 值≥ 7.0 时，GCH
组 TBARs 值在第 3 天出现下降，然后又显著增加

（P ＜ 0.05），其原因可能是脂肪氧化产生的丙二醛等

脂质过氧化物在碱性环境中发生反应生成席夫碱和迈

克尔加合物，导致游离的丙二醛降低 [28] ，后期随着氧

化反应 3 的进行，脂肪的进一步氧化生成更多的丙二

醛等脂质过氧化物的生成，TBARs 值又进一步增加。

2.4 不同pH下草鱼血红蛋白对蛋白质氧化的
影响

2.4.1 总巯基含量的影响

蛋白质中的半胱氨酸残基以游离巯基形式或

氧化的半胱氨酸形式存在，蛋白质被氧化时，导
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致总巯基含量下降 [30] 。如图 5 所示，在贮藏初

期，空白组总巯基含量高于 GCH 组，贮藏时间延

长，空白组和 GCH 组总巯基含量总体呈显著下降

（P ＜ 0.05）。GCH 组在酸性环境（pH 值为 6.0 和

6.5）中，在第 9 天时，总巯基含量分别减少 2.66、
2.02 µmol/g。巯基氧化形成二硫键是总巯基含量下

降的主要原因 [31] 。在酸性和碱性环境中，在第 0天时，

总巯基含量最高，而在中性环境中，总巯基含量在

第 5 天最高。这可能是由于在酸性和碱性环境中蛋

白结构容易由 α- 螺旋转化为无规则卷曲，蛋白结构

伸展，巯基暴露。而在中性环境时，蛋白结构随贮

藏时间的延长其结构缓慢舒展，部分巯基逐渐暴露

并被氧化。

图 5 不同 pH 值下草鱼血红蛋白对鱼肉总巯基含量的影响

Fig.5 Effect of GCH on the total sulfhydryl content of washed 

fish mince at different pHs value

注：a ：空白对照组；b ：GCH 组。下同。

空白组在 pH 值 8.0 时，总巯基含量在贮藏第

3 天出现显著下降（P ＜ 0.05），然后随着贮藏时间

的延长呈现先上升后下降的趋势。原因可能是在高

pH 值下，巯基更容易发生氧化反应，生成二硫键。

另外，在碱性环境中胱氨酸和半光氨酸残基发生降

解生成硫化氢和脱氢丙氨酸，导致总巯基含量的下

降 [32] 。随着贮藏时间的延长，蛋白质结构进一步舒

展，更多巯基暴露，巯基呈现短暂的上升之后又下

降，在用碱性溶液处理的鲤鱼鱼糜的贮藏实验中，

也有同样发现 [33] 。空白组和 GCH 组对比可知，在

贮藏前 7 d GCH 组总巯基含量低于空白组，此结果

与实验 2.3.2 脂肪氧化 TBARs 结果趋势一致，在酸

性环境中，蛋白质巯基更易暴露且与脂肪氧化次级

产物反应，造成总巯基含量的下降 [34] 。

2.4.2 羰基含量的影响

图 6 不同 pH 值下草鱼血红蛋白对鱼肉羰基含量的影响

Fig.6 Effect of GCH on the carbonyl group content of 

washed fish mince at different pHs value

羰基的主要产生途径是敏感性氨基酸侧链的氧

化以及肽键的断裂 [35] 。如图 6 所示，在酸性环境（pH
值为 6.0 和 6.5）中，空白组和 GCH 组羰基含量随

贮藏时间延长呈显著上升，且 GCH 组羰基含量显

著高于空白组（P ＜ 0.05）。由实验 2.2 和 2.3 结果

可知，在酸性环境中 Fe2+ 氧化为 Fe3+ 诱导氨基酸侧

链特定位点发生氧化生成羰基衍生物 [36] 。脂肪氧化

产生大量的初级和次级氧化产物与蛋白质氨基酸侧

链反应，加速羰基的生成。空白组在中性和碱性

环境中，羰基含量随贮藏时间延长显著增加，而

GCH 组在碱性环境中羰基含量在第 5 天时分别达

到最大值 345 nmol/mg 和 320 nmol/mg 然后下降，
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在 Fe2+/H2O2 介导的沙丁鱼和牛肉蛋白质氧化体系

研究中也有类似发现  [36,37] ，可能原因是由于，在

Fe2+/H2O2 介导的氧化体系中生成的一些较不稳定羰

基衍生物在碱性环境中发生沉淀或者降解等。

2.4.3 二聚酪氨酸含量的影响

图 7 不同 pH 值下草鱼血红蛋白对鱼肉二聚酪氨酸

蛋白含量的影响

Fig.7 Effect of GCH on the tyrosine content of washed fish

 mince at different pHs value

二聚酪氨酸可用于指示蛋白质氧化后的交联聚

合程度。如图 7 所示，随贮藏时间的延长，二聚酪

氨酸含量先增加后减少。在酸性环境（pH 值为 6.0
和 6.5）中，二聚酪氨酸的含量高于空白对照组，这

说明相对荧光强度的增加可能是由酪氨酸和 MetHb
以及脂质过氧化物发生反应所致。在碱性环境（pH
值 7.5、8.0）中，二聚酪氨酸含量在第 5 天达到最

大值然后降低（P ＜ 0.05），原因可能是在脂质过氧

化物和 MetHb 存在的蛋白质氧化体系中，包含二聚

酪氨酸和其他荧光物质，而在碱性环境中其他荧光

物质会发生降解，二聚酪氨酸则相对稳定 [38] 。酸性

环境中二聚酪氨酸含量高于碱性环境。二聚酪氨酸

产生与 pH 值和血红蛋白有密切关系，在酸性环境

中血红蛋白自动氧化生成大量 MetHb，同时脂肪氧

化产生的初级和次级产物，催化酪氨酸生成二聚酪

氨酸 [39] ，使得二聚酪氨酸含量增加。

3  结论

本实验研究了 pH 值对草鱼血红蛋白稳定性以

及促脂肪和蛋白质氧化能力的影响。与碱性环境相

比，草鱼血红蛋白在酸性环境中的相对氧合率显著

降低（P ＜ 0.05），并极易自动氧化为 MetHb。在 pH
值为 6.0 和 6.5 时，GCH 组鱼肉 POV、TBARS 值

显著高于碱性环境和空白组（P ＜ 0.05），二聚酪氨

酸和羰基含量增加，总巯基含量减少，这与 MetHb
的形成密切相关。酸性环境中血红蛋白加速了鱼肉

脂肪和蛋白质氧化进程，而在微碱性环境中鱼肉脂

肪和蛋白质氧化进程较为缓慢。因此在鱼类加工过

程中将鱼肉控制在 pH 值高于中性的溶液环境中，

有利于减缓血红蛋白介导的脂肪和蛋白质氧化，从

而保持鱼类产品的质量。
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