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滤纸电泳分析检测鱼的鲜度 K 值 
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摘要:为了监控鱼类的鲜度水平，本文建立了简单的鱼肉鲜度 K 值的滤纸电泳检测方法。样品经 1N HCl提取、混匀后，经高速

离心机（8000 g）离心 15 min，取上清液 10 μL 于直径 6 mm 的滤纸片上，然后把含样品液的滤纸片放置在用醋酸吡啶缓冲液浸润

的（醋酸:啶:＝10:1:289，pH＝3.7）电泳用滤纸上，经 800 V 20 in的滤纸电泳分离后，在 254 nm 的紫外光视觉化处理下，观察到

ATP+ADP+IMP, AMP, HxR+Hx有效的分离，样品经数据处理软件处理后进行定量分析。标准品ATP+ADP+IMP, AMP, HxR+Hx在 0.001 

umol 至 0.01 μmol 浓度之间，有良好的线性关系线，线性关系系数均为 0.99。鱼肉样品分别添加 0.3 μmol ATP 及其分解产物，其平

均回收率为 98%、96%、103%，相对标准偏差为 0.75~5.8%。结果表明该方法具有快速、简便、准确的优点，并且不需要昂贵的设备，

适合鱼肉鲜度 K 值的现场测定。 
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Abstract: In order to monitor the freshness level of fish, a simple filter paper electrophoresis was developed for the analysis of K value in 

fish meat. ATP and its breakdown products were extracted and homogenized from fish meat samples by 1N HCl. Each homogenate was 

centrifuged at 8000 g for 15 min, then the paper disc (6 mm in diameter) containing 10 L supernatant was set at the electrophoresis paper 

which immersed in the pyridine–acetic acid buffer solution (acetic acid:pyridine:water﹦1:10:289, pH 3.7), ATP and its breakdown products 

were separated by electrophoresis paper and analyzed under UV light at 254 nm. The visualized sample colored spots was digitized and 

calculated by image processing software. Successful separation of HxR and Hx from ATP and other ATP breakdown products were thus 

achieved And the linearities of the mixture of ATP, ADP and IMP, AMP, and the mixture of HxR and Hx were within 0.001~0.01 mol (R2＝

0.99). The average recoveries of ATP and its breakdown products were 98%, 96% and 103%, respectively, with the relative standard deviations 

(RSD) being of 0.75~5.8%. The method was simple, effective and accurate that could be applied to determinate K value for fish freshness. 
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海水鱼类具有较高的营养价值，越来越受到消费

者的青睐，尤其是生鱼片。但是捕捞后的生鲜鱼类由

于受到微生物和自身酶的作用，营养成分逐渐降解，

鲜度逐渐下降。在鲜度下降过程中，作为肌肉收缩的

能源物质三磷酸腺苷在三磷酸腺苷酶的作用下，逐渐

降解为二磷酸腺苷ADP，磷酸腺苷AMP，肌苷酸IMP， 
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最后分解成次黄嘌呤核苷HxR和次黄嘌呤Hx。死后的

新鲜鱼肉，ATP和ADP的含量迅速减少，0 ℃贮藏的新

鲜鱼肉，ATP的含量在鱼体死后大约24 h内基本消失。

IMP的含量在鱼体死后5~24 h迅速增加,然后逐渐降低，

而HxR和Hx的含量随着IMP含量的降低而逐渐增加[1]。

据日本学者斋藤报道[2]，鱼类鲜度质量指标可以通过K

值来估算。而K值是通过黄嘌呤和次黄嘌呤与三磷酸腺

苷的分解产物总和的比值而得到，如下式所示。 

K值/%=[(HxR+Hx)]/[(ATP+ADP+IMP+AMP+ 

HxR+Hx)]100 
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斋藤报道说，死后鱼类K值的变化与鱼类营养成分

的化学变化有很好的相关性。K值为20%的鱼类为新鲜

鱼类，50%是中度新鲜，高于70%的鱼类是不新鲜。当

K值低于20%的鱼肉，可以用作生鱼片的原材料，如果

K值介于20~60%之间，可以烧烤烹饪和生产加工相应

的产品。作为衡量鱼类鲜度的ATP及其分解产物的检测

是很有必要的。 

国内外对鱼类鲜度的测定主要有高效液相色谱法

（HPLC）、生物传感器等的测定方法等[1~8]。鉴于ATP

及其分解产物能通过滤纸电泳得到分离，并且ATP及其

分解产物在254 nm UV灯下产生蓝色荧光，本文建立

了一种通过滤纸电泳分离及UV检出方法测定ATP及其

分解产物，并能通过面积分析软件进行定量分析，并

进一步通过新鲜鱼肉中的ATP及其分解产物的定时变

化，证明该方法准确、简单，适用鱼肉制品的鲜度检

测。 

1  材料和方法 

1.1  仪器设备、试样和样品 

电泳装置，滤纸，UV灯，日本 QS-Solution 公司；

高速组织匀浆机，瑞士KINEMATICA公司。 

三磷酸腺苷二钠盐，二磷酸腺苷二钠盐标样，磷

酸腺苷标样，肌苷酸标样，次黄嘌呤核苷标样，次黄

嘌呤标样，AR 级标准品，美国西格玛奥德里奇公司；

醋酸，吡啶，日本和光。 

鱼样品购置于日本仙台鱼清水产品市场，在冰鲜

情况下输送到日本东北大学水产资源化学实验室。 

1.2   试验方法 

1.2.1  样品的处理 

鱼肉样品切成小块，分别贮藏在-20 ℃、0 ℃、4 ℃

和常温，分别在 0 h、24 h、48 h、72 h取样，准确称

取样品 2 g 于样品管中，加入 5倍量 0.1 N HCl，用高

速组织匀浆机 30 s，8000  g离心 15 min，取上清液

样品 10 μL进行电泳分离实验，样品同样通过 Oasis ® 

Max cartridge-spectrophotometer（日本水产资源化学研

究室的实验操作手册）进行比较分析。 

1.2.2  样品的测定 
取 10 μL的上清液于直径 6 mm 的圆型滤纸片上，

然后放置于醋酸吡啶缓冲液(吡啶:醋酸:水＝1:10: 

289)浸润的 H孔型滤纸片上，在 800 V的电压下泳动

分离 20 min，泳动后的滤纸干燥后，在 254 nm UV灯

照射下进行视觉分析处理，ATP 及其分解产物产生蓝

色荧光，蓝色荧光画像转换后，通过面积分析软件进

行定量分析(Lane & Spot Analyzer, Japan)。标准样品通

过同样的方法进行测定。 

1.2.3  Oasis ® Max cartridge-spectrophotometer 

(FSC)色谱分析 

Oasis ® Max cartridge - spectrophotometer (FSC) 

色谱分析鱼的鲜度K值按照日本水产资源化学研究室

的实验手册进行操作[9]。 

1.2.4  回收率的分析 

为验证此方法的准确性，在鱼肉样品中分别添加

0.3 μmol ATP+ADP+IMP、AMP、HxR+Hx 等标准样

品,分别测定添加和没添加标样的鱼肉中 ATP 及其分

解产物的量。 

2  结果和讨论  

2.1  ATP及其分解产物的电泳分离 

 
图 1 ATP 及其分解产物电泳分离图 

Fig.1 Paper electrophoresis separation pattern of standard 

HxR+Hx, AMP and ATP+ADP+IMP on the electrophoresis 

paper (The position of HxR was same as Hx, and the position of 

ATP was same as ADP, IMP) 

通过 254 nm 的紫外灯视觉化处理观察到，ATP

移动位置与 ADP、IMP 在同一点，而 AMP 单独在同

一位置， HxR 移动位置同 Hx 一样。因此，

ATP+ADP+IMP、AMP、HxR+Hx 能进行有效分离（图

1），鲜度 K 值能通过下列公式计算。K 值/%﹦

(HxR+Hx)×100/(ATP+ADP+AMP+IMP+HxR+Hx) 

HxR+Hx 是 K 值 计 算 式 的 分 子 ， 而

ATP+ADP+IMP、AMP、HxR+Hx 计算式的分母，

ATP+ADP+IMP、AMP、HxR+Hx 在 800 V电压 20 min

纸电泳成功分离后，在 254 nm 紫外光视觉化处理后，

通过分析软件处理，计算 K值。在样品分离过程中，

乳酸能在紫外光下被观察到，随着滤纸100 ℃加热时

间 20 min，乳酸就消失了。 

2.2  线性范围 
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ATP+ADP+IMP、AMP、HxR+Hx 标准品以 1 N

盐酸稀释成 1、5、10 mM的标准溶液，每一标准样品

吸 3 L 到滤纸片上，在标准物质浓度为 0.001 umol

至 0.01 umol之间，ATP+ADP+IMP、AMP、HxR+Hx

的浓度与紫外光视觉化点的面积有较好的线性关系，

ATP+ADP+IMP 的校正曲线为：Y1＝19839X-15562，

R2＝0.997，AMP 的校正曲线为 Y2＝16020X-11977，

R2 ＝ 0.999 ， HxR+Hx 的 校 正 曲 线 为 Y3 ＝

17978X-11091，R2＝0.997（图2）。 

 
图 2 ATP＋ADP＋IMP、AMP、HxR＋Hx 线性关系图 

Fig.2 Calibration curves of AMP ,the mixture of ATP,ADP and 

IMP and the mixture of HxRand Hx 

2.3  鱼肉样品中的核苷酸成分分析  

 
图 3 贮藏在 20 ℃，0 ℃，4 ℃及常温下的剥皮鱼的鲜度 K值

的变化 

Fig.3.Variation of K value in the muscle of thread-sail filefishes 

stored at-20 ℃，0 ℃，4 ℃and normal temperature 

在-20 ℃、0 ℃、4 ℃及常温贮藏 0 h、24 h、48 h、

72 h 的鱼肉样品被滤纸电泳分离后，通过面积计算软

件被分析。即杀后鱼的鲜度 K值为 0，随着贮藏时间

的延长而增加。在-20 ℃贮藏 48 h 的鱼肉 K值仍为零，

在贮藏时间延长到72 h时为 8%。而贮藏在0 ℃和 4 ℃

的鱼肉鲜度 K值的变化曲线基本一致，而贮藏于 0 ℃

鱼肉鲜度 K值略低于在4 ℃贮藏的鱼肉，而在常温贮

藏的鱼肉在 24 h 时 K值已经达到 100%（图 3），而在

4 ℃贮藏的鱼肉样品通过滤纸电泳和色谱测定分析，

两种方法测得的鲜度 K值能取得良好的一致（表 1）。 

表 1 滤纸电泳和固相萃取柱分析剥皮鱼的 K 值变化/% 

Table 1 The change of K value in thread-sail filefishes by paper 

electrophoresis and Oasis Max Cartridge assay 

分析方法 
贮藏时间/h 

0 24 48 72 

Paper electrophoresis 0 23.2±1.1 35.1±0.7 37.2±0.9 

Oasis Max Cartridge assay 0 23.9±0.6 35.6±0.5 37.5±0.4 

2.4  精确度及回收率的分析实验 

表 2 剥皮鱼肉中的 ATP+ADP+IMP、AMP、HxR+Hx的添加回收率 

Table 2 Recovery of added ATP+ADP+IMP, AMP, HxR+Hx in 

fish flesh samples by paper electrophoresis assay 

样品 
添加前浓
度/μmoles 

添加浓度
/μmoles 

回收值
/μmol 

回收
率/% 

RSD 

/% 

ATP+ADP+IMP 0.051 0.3 0.279~0.389 98 5.8 

AMP 0.026 0.3 0.306~0.321 96 0.75 

HxR+Hx 0 0.3 0.295~0.326 103 1.6 

为了验证滤纸电泳检测方法的精确度，ATP，

ADP，IMP，AMP，HxR，Hx 各标准溶液

添加到鱼肉样品中，通过滤纸电泳分离，视觉化处理

后利用面积处理软件分析其回收率，并计算其标准偏

差，如表 2所示。鱼肉中 ATP+ADP+IMP、AMP、HxR

＋Hx 回收率分别能达到 98%、96%、103%。各标准

样品的回收率均超过 96% 。相对标准偏差为

0.75~5.8%。对鱼肉鲜度 K 值的分析能得到满意的结

果。 

3  结论 

采用盐酸提取、电泳分离、紫外视觉化处理处理

方法，建立鱼肉鲜度 K 值的检测方法。对于鱼肉样品

中分别添加 ATP+ADP+IMP、AMP、HxR＋Hx 添加

0.3 mol的标准样品，回收率分别能达到 98%、96%、

103%，相对标准偏差为 0.75~5.8%，能满足鱼肉鲜度

的监控要求。该方法能较简便准确地应用在水产品加

工厂及相关科研部门，也可为其它农产品的鲜度检测

提供参考。 
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