
众所周知，鱼贝类的肌肉与畜产动物相比，组织较为柔软、
水分较多，因此容易变质。正确判定这些鱼贝类的鲜度，在食
品安全方面非常重要。

一般来说，消费者通过鱼眼的颜色和鱼体的紧实程度等外
观判断鲜度，而将动物肌肉中能量源 ATP（三磷酸腺苷）的变
化作为判断肌肉鲜度指标的方法也被广泛应用。通过数值评价
鱼贝类鲜度时，常使用 K值。

近年来，有报道组胺过敏导致的食物中毒。当红鱼例如金
枪鱼腐烂时，鱼肉中续集高浓度组胺（组氨酸代谢物）。尽管
可以通过 HPLC方法检测组胺，但前处理方法复杂（衍生化），
需要一套庞大的自动化前处理系统。因此，通过简单配置的
NexeraTM LC系统检测与腐烂程度相关的 ATP类物质是非常实
用的。

本文使用 HPLC测定新鲜金枪鱼及解冻金枪鱼的 K值。另
外，展示了各金枪鱼鲜度随时间变化的多数据报告的实例。

N. Iwata

■ ATP 相关物质的分析
分析了 ATP相关物质（次黄嘌呤（Hx）、肌苷（HxR）、

IMP、AMP、ADP、ATP）＊ 1 的混合标准溶液（各 10 μmol/L）。
图 1所示为色谱图，表 1所示为分析条件。

采用 Shim-pack GIST C18 AQ色谱柱进行色谱分离。该色
谱柱在接近 100%纯水相的流动相条件下柱效和耐用性优异。

一般来说，ATP相关物质中具有代表性的碱基和核苷酸等
多通过使用磷酸缓冲液的等度洗脱进行分离，分析时间也较长。

本文中通过向流动相添加离子对试剂，在结构上使其保持
具有磷酸基的化合物，且通过梯度洗脱进行分离，缩短了分析
时间。另外，为防止杂质吸附导至色谱柱压力上升，追加了色
谱柱清洗步骤，确保大量样本分析时的重复、稳定性。

表 1 分析条件

■重复性
表 2所示为 ATP相关物质混合标准溶液（各 2 μmol/L）在

分析 6次时保留时间与面积的相对标准偏差（%RSD）。结果
表明，所有组分的保留时间、面积的相对标准偏差均在 1 %以
下。

表 2 重复分析 6次时的各成分变动系数（%RSD）

Compounds Retention time Area

Hx 0.14 0.33 
IMP 0.00 0.21
HxR 0.09 0.20 
AMP 0.04 0.32
ADP 0.05 0.50
ATP 0.05 0.68 

■鱼肉的鲜度测定
鱼贝类等动物使用 ATP作为肌肉中的能量源。但是，死后

会失去再产生该物质的功能，因此，ATP 按照 ATP→ ADP→ 

AMP→ IMP→ HxR→ Hx 的顺序依次进行酶解，减少并消失。
鱼贝类肌肉的 K 值被定义为占 ATP相关物质总量中、分子

内不具有磷酸的成分（次黄嘌呤、肌苷）之和的百分率。

公式  

上述公式中值越小表示越新鲜。K值受到多种因素的影响
（存储温度、存储时间等）。
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图 1 ATP相关物质混合标准溶液的色谱图



 
图 2 校准曲线

 

图 3 预处理方案
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■校准曲线
针对 ATP相关物质 6种成分制作校准曲线，所有组分的相

关系数均在 R2=0.9999以上，线性良好。图 2所示为校准曲线，
表 3所示为各成分的校准曲线浓度范围和相关系数。

表 3 各成分的校准曲线浓度范围和贡献率（R2）

Compounds Conc. Range (μmol/L) R2

Hx 2-100 0.9999972
IMP 100-600 0.9999905
HxR 10-400 0.9999822
AMP 1-50 0.9999917
ADP 1-50 0.9999960
ATP 1-20 0.9999931

■前处理
样品采用市售的新鲜长鳍金枪鱼和解冻的黄鳍金枪鱼。
前处理方法参考《关于冷冻及生鲜蓝枪鱼的 K值产生的鲜

度变化》20121)。
使用 10%的高氯酸萃取已匀浆的样品，然后使用 5%的

高氯酸萃取 2次。将 3次的萃取液上清液进行冰冷，使用 KOH

溶液（10N、1N、0.1N）中和后，经过滤器过滤，供 HPLC分析。
图 3所示为前处理方案。

■金枪鱼的鲜度测定
本文中分析了购买后立即进行前处理的金枪鱼（购买后 0

日）和冷藏保存 1~3日后进行前处理的金枪鱼（购买后 1~3日），
确认 K值的变化。图 4所示为新鲜的长鳍金枪鱼的色谱图，图
5所示为解冻的黄鳍金枪鱼的色谱图。图 4、5下部的图为放大
上部图后的色谱图。另外，表 4所示为 K值随时间的变化和各
组分的定量值。



Application 
News 

 No.  L536 

 

 

图 4 新鲜长鳍金枪鱼的色谱图
 

图 5 解冻黄鳍金枪鱼的色谱图

 
 

表 4 K 值随时间的变化和各成分的定量值
        anuT erocablA

days K value (％) 
Quantitative value (µmol/L) 

Hx IMP HxR AMP ADP ATP 

 288.7 255.01 250.9 937.652 182.252 079.86 8.35 0
 827.6 269.9 682.9 046.452 278.922 205.38 9.65 1
 148.5 450.21 791.7 725.942 025.591 528.38 2.06 2
 956.7 988.01 165.8 969.972 843.302 706.78 5.16 3

        
        anuT nifwolleY

days K value (％) 
Quantitative value (µmol/L) 

Hx IMP HxR AMP ADP ATP 

 427.5 756.01 651.01 301.21 179.285 916.3 5.2 0
 314.4 013.41 146.31 274.34 430.955 497.21 7.8 1
 475.1 954.91 299.4 724.17 948.694 020.71 5.41 2
 629.1 855.81 992.5 104.99 403.154 985.62 9.02 3
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■ Shim-pack GIST C18 AQ 色谱
柱耐用性
Shim-pack GIST C18 AQ是用于利用反相色谱法保留高极

性化合物的色谱柱，输送 100%纯水流动相后仍具有耐用性，
可获得良好的谱峰形状。

这里确认 GIST C18 AQ色谱柱的耐用性。确认分析实际
金枪鱼样品 300次后色谱柱负荷压（最大压）仍未上升，可稳
定分析。另外，理论塔板数、对称系数方面，比较了实际样品
分析前和分析 300次后的情况。结果良好，两者的降低均不足
10%。表 5所示为负荷压（最大压）、理论塔板数、对称系数，
实际样品分析前和分析 300次后的比较结果。

表 5 实际样品进样前和进样 300次后各参数的减低程度

■多数据报告 * 3 的使用
多数据报告是将分析结果自动转载至表计算文件的功能。

在批量分析结束的同时自动加载结果。批量再次解析时也可使
用，也可使用已完成分析的数据进行自动加载。该功能可缩短
手动加载所花费的时间，并排除加载错误等一切风险。

本文中根据金枪鱼中的 ATP相关物质测定结果自动制成多
数据报告（图 6）。通过自动计算 K值并制成图表，可监控 K

值随时间的变化。
此次新鲜的长鳍金枪鱼在购买当日（经过 0 日）K 值为

53.8%，鲜度下降至只适合烹饪成烤鱼。冷藏保存 2日后 K值
超过 60%，已经变质。而解冻的黄鳍金枪鱼在购买当日（经过
0日）K值为 2.5%，鲜度可以作为刺身食用。但是，冷藏保存
3日后，鲜度并不推荐生食。

＊ 3 多数据报告通过 LabSolutions™ DB/CS 支持

表 3 各浓度下的误差率（％）

图 6 金枪鱼鲜度测定结果的多数据报告

■总结
结果表明，使用 Nexera series和 Shim-pack GIST C18 AQ

色谱柱，测定金枪鱼鲜度时，新鲜金枪鱼和解冻金枪鱼的鲜度
有很大差异。另外，使用 GIST C18 AQ色谱柱进行梯度分析，
可缩短分析时间，进行大样本分析时仍可重复稳定分析。而使
用多数据报告功能则可自动转载定量结果，通过自动计算 K值，
可以监控 K值的变化率。
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Pmax. (MPa)    

 
Number of In jections 

Decreasing rate (%) 
0 After 300 

Pmax. 22.15 22.15 0 

    
Theoretical p    N ,etal

 
Number of In jections 

Decreasing rate (%) 
0 After 300 

 36.3 3147 2967 xH
IMP 5692 5256 7.66 
HxR 7679 7416 3.42 
AMP 7057 6410 9.17 
ADP 17048 16408 3.75 
ATP 31533 28970 8.13 

    
Symmetr y    

 
Number of In jections 

Deterioration rate (%) 
0 After 300 

Hx 1.165 1.163 -0.17 
IMP 1.021 1.097 7.44 
HxR 0.99 1.036 4.65 
AMP 0.997 1.054 5.72 
ADP 0.97 0.994 2.47 
ATP 0.971 0.996 2.57 


