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摘　要：为探明草鱼肉在低温冷藏过程中脂质劣变生物标记物，采用基于超高效液相色谱串联傅里叶变换质谱的脂

质组学技术研究草鱼肉 4 ℃ 下冷藏不同时间（3、6和 9 d）的脂质谱，通过多元统计分析和单因素方差分析筛选

其冷藏过程中的差异脂质，并结合 KEGG数据库富集差异脂质分子参与的代谢通路。结果表明，草鱼肉冷藏过程

中 pH逐渐下降，而硫代巴比妥酸值、游离脂肪酸含量和挥发性盐基总氮逐渐上升，冷藏第 9 d时分别达到

0.82 µg/kg、168.22 µg/10 g和 23.63 mg/100 g。冷藏草鱼肉中共鉴定出 1265种脂质分子，分属 5个大类和 35个亚

类，甘油磷脂（GP）和甘油酯（GL）是草鱼肉脂质的主要组分。冷藏 3 d、6 d的草鱼肉与新鲜草鱼肉脂质轮廓无

明显差异，冷藏 9 d草鱼肉脂质组成出现明显变化。脂肪酰（FA）及鞘脂类（SP）是冷藏前期（3~6 d）主要差异

脂质，GP是冷藏后期（6~9 d）明显变化的脂类。多元统计学差异分析筛选得到 20种差异脂质分子，主要为

GP和 GL，其中磷脂酰乙醇胺（PE）（16:1e/22:6）呈极显著变化（P<0.01），甘油三酯（TG）（4:0/18:0/
22:5）、磷脂酰胆碱（PC）（18:1/20:3）和 TG（18:0/16:0/20:4）呈显著变化（P<0.05），可作为冷藏草鱼肉脂质劣变

生物标记物。KEGG通路富集分析发现鞘脂代谢和甘油磷脂代谢参与了整个冷藏期间的脂质代谢，是影响冷藏草

鱼肉劣变脂质谱的重要代谢途径。本文阐述了草鱼肉冷藏劣变过程中脂质谱差异和脂质劣变分子标记物及其涉及

的代谢通路，为冷藏草鱼脂质劣变的机制探索及预测脂质劣变措施提供理论参考。
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Abstract：In order to identify biomarkers of lipid deterioration in grass carp (Ctenopharyngodon idella) muscle during cold
storage, the lipid profile change of the grass carp muscle stored at 4 ℃ for different periods (3, 6, and 9 d) was investigated
by  UPLC-Q  Exactive  HF-X.  Multivariate  statistical  analysis  and  one-way  ANOVA  were  used  to  screen  the  differential
lipids  during  the  cold  storage,  and  then  to  enrich  the  metabolic  pathways  involved  in  the  differential  lipids  through  the  
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KEGG database.  The  results  showed  that  the  pH in  grass  carp  muscle  decreased  gradually,  while  the  thiobarbituric  acid
reactive substance,  total  free fatty  acid content,  and volatile  base total  nitrogen increased gradually,  reaching 0.82 µg/kg,
168.22 µg/10 g and 23.63 mg/100 g, respectively, on the 9 d of cold storage. A total of 1265 lipid molecules belonging to 5
categories  and  35  subclasses  were  identified  in  the  chilled  grass  carp  muscle.  Glycerol  phospholipids  (GP)  and  glycerol
esters (GL) were the main components of lipids in grass carp muscle.  There was no significant difference in lipid profile
between grass carp muscle refrigerated for 3~6 days (P>0.05), but there were significant changes in lipid composition when
refrigerated  for  9  days.  Fatty  acyl  (FA)  and  sphingolipids  (SP)  were  the  major  different  lipids  in  the  early  stage  of
refrigeration (3~6 days), and GP was the main lipids with significant changes in the late stage of refrigeration (6~9 days). A
total  of  20 different  lipid molecules were screened from multivariate statistical  difference analysis,  and they were mainly
glycerol  ester  and  glycerol  phospholipid,  among  which  PE  (16:1e/22:6)  showed  significant  differences  (P<0.01).  TG
(4:0/18:0/22:5), PC (18:1/20:3), and TG (18:0/16:0/20:4) showed significant differences (P<0.05), which could be used as a
marker  of  lipid  deterioration  in  grass  carp  muscle  during  the  cold  storage.  Enrichment  analysis  of  the  KEGG  pathway
showed that sphingolipid metabolism and glycerophospholipid metabolism were involved in lipid metabolisms during the
cold storage (9 d), which were essential metabolic pathways affecting the deteriorated lipid profile of chilled grass carp. In
this study, the differences in lipid profiles, molecular markers of lipid degradation, and their metabolic pathways involved in
lipid  deterioration  of  grass  carp  muscle  during  cold  storage  were  described.  It  would  provide  theoretical  guidance  for
exploring the mechanism of lipid change and related anti-lipid degradation research.

Key words：grass carp；deterioration；lipidomics；differential lipids；metabolism pathway

草鱼（Ctenopharyngodon idella）属鲤形目鲤科

雅罗鱼亚科草鱼属，俗称草鲩，是我国养殖规模最大

的淡水经济鱼类，2022年草鱼以年养殖量 576万吨

居于养殖淡水鱼之首[1]。草鱼营养丰富，脂质含量达

到 5.2 g/100 g。草鱼被捕获后在冷藏、运输及加工

过程中，容易发生一系列生化反应，导致质地、风味

品质劣化，严重影响其加工和分销。脂质氧化是造成

鱼肉品质变化的重要因素之一[2]，通常由助氧化剂引

发，如不饱和脂肪酸、血红素、过渡金属元素和氧化

酶等，诱导活性氧产生自由基产生链式反应，生成过

氧化物，并进一步裂解产生醇类、醛类、酮类和酸类

等挥发性化合物影响草鱼肉风味[2,3]。Cao等[4] 发现

冷藏草鱼中羰基含量和游离脂肪酸含量随冷藏时间

延长显著提升。Fu等[5] 报道草鱼脂质的酸价、硫代

巴比妥酸值（Thiobarbituric  acid  reactive  substance，
TBARs）在冷藏期间持续升高。然而，目前对于草鱼

冷藏期间脂质氧化的研究大多局限于基本生化指标

测定和脂肪酸组成分析，全面描述草鱼肉在冷藏过程

中的脂质分子变化尚未报道。

脂质组学是一门新兴检测技术，是“代谢组学”

的分支，被用于量化食品中的所有脂质，从而实现质

量评估和脂质成分分析。脂质组学已在食品研究领

域如油脂掺假鉴定[6]、食材溯源[7] 和食品鲜度的评

价[8] 等方面有良好的应用效果。因此，越来越多的研

究开始使用脂质组学技术探索动植物源食品中脂质

谱的化学变化。Fang等[9] 利用脂质组学研究了带鱼

冷冻储藏期间肌肉的脂质谱变化，发现脑磷脂、卵磷

脂、甘油三酯和甘油二酯是发生氧化/水解的主要脂

质。Chang等[10] 采用脂质组技术报道冷藏鱼肉新鲜

度下降可能与 α-亚麻酸、二十二碳六烯酸、花生四

烯酸和亚油酸参与脂质水解以及十二烷基肉碱参与

脂肪酸代谢有关。因此，利用脂质组技术解析冷藏水

产品脂质谱变化，是深入认识水产脂质变化的可行性

研究策略。然而，利用脂质组学对草鱼冷藏期间的脂

质分子图谱变化的研究目前鲜有报道。超高效液相

色谱-四极杆-静电场轨道阱高分辨质谱（UPLC-Q-
Exactive-Orbitrap-MS）适合脂质组学分析，是理想的

筛选平台，其特异性远超三重四极杆、Q-TOF或 Q-
Trap检测水平，具有高分辨率、高灵敏度、高通量和

高可靠性的优势[11]。

本研究以新鲜草鱼肉为对象，冷藏不同天数（3、
6和 9 d），采用基于 Q Exactive UPLC-MS/MS脂质

组学技术对冷藏草鱼肉的脂质分子进行全面鉴定，

结合多元统计学和单因素方差分析筛选差异脂质分

子，通过 KEGG富集差异脂质涉及的代谢途径，寻找

冷藏草鱼肉脂质劣变的潜在生物标记物及其相关代

谢途径，为阐明冷藏草鱼肉脂质劣化机制提供参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

新鲜活草鱼（1.25~1.50 kg/尾）　购于南昌市南

昌县长胜大市场；食盐　符合国家食品卫生标准，江

西省盐业集团股份有限公司；三氯甲烷、甲醇、氢氧

化钠　天津市大茂化学试剂厂；正己烷　广州西陇

化工有限公司；乙腈　美国 Fisher Chemic公司；甲

酸　德国 CNW公司；2-丙醇　德国 Merck公司；甲

基叔丁基醚　上海泰坦科技股份有限公司；乙酸铵

　西格玛奥德里奇（上海）贸易有限公司；所用化学试

剂均为分析纯。

Q-Exactive HF-X质谱仪、Vanquish Horizon sys-
tem UPLC超高效液相色谱系统　美国 Thermo Sci-
entific；LNG-T88台式快速离心浓缩干燥器　太仓

市华美生化仪器厂；HR-10B高速组织匀浆机　沪析

仪器；Wonbio-96c多样品冷冻研磨仪　上海万柏生

物科技有限公司；Centrifuge 5430R Centrifuge 5424
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R冷冻离心机　德国 Eppendorf；NewClassic MS 105
DU电子天平　上海楚柏实验室设备有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   样品制备　新鲜的活草鱼头部敲晕、屠宰、清

洗，并去除鳞片、内脏、头部、尾部和开放的切片。

从背部取出鱼片，用流动的自来水淋洗鱼片以除去表

面的杂质和血迹。沥干表面水分，切至约 5.0 cm×
1.0 cm×2.5 cm（15±2.5 g）的鱼片。将样品放置在密

封的聚乙烯袋（不透明）中，并在 4 ℃ 下储存，用于取

样（3、6和 9 d，分别命名为 D3_0、D6_0、D9_0，新
鲜草鱼肉为 con组）和后续分析。整个样品制备过

程在 10 ℃ 以下的冷库中进行。 

1.2.2   理化指标测定　pH的测定参照 GB 5009.237-
2016《食品 pH值的测定》方法。

采用氯仿:甲醇（2:1，v/v）法提取草鱼肌肉样品

中的脂肪，然后按照 Yu等[12] 方法，将游离脂肪酸

（FFA）从脂质中分离出来，计算 FFA总含量。

参照国家标准 GB 5009.181-2016测定样品中

的 TBARs值。

挥发性盐基氮（TVB-N）的测定参考 GB 5009.
228-2016《食品安全国家标准 食品中挥发性盐基氮

的测定》。 

1.2.3   脂质组学测定　 

1.2.3.1   脂质提取　脂质提取方法根据 Li等[13] 方法，

稍作修改。精确称取 50 mg样品至 2 mL离心管中，

加入 280 µL提取液（甲醇:水=2:5），400 µL MTBE，
1颗研磨珠（6 mm）。冷冻研磨 6 min（−10 ℃，50 Hz）
后低温超声提取 30 min（5 ℃，40 KHz），−20 ℃ 静

置 30 min；4 ℃，13000×g离心 15 min，取 350 µL上

清用氮气吹干，加入 100  µL复溶液（异丙醇:乙

腈=1:1）复溶。涡旋混匀 30 s后，冰水浴中 40 KHz
超声 5 min，4 ℃，13000×g离心10 min，取上清液上

机分析。以等体积的所有样本代谢物混合制备成质

控样本（QC），每 10个样本中插入一个 QC，以考察

整个分析过程的重复性。 

1.2.3.2   UPLC-MS/MS分析　脂质组学 UPLC-MS/
MS检测条件根据 Wang等[14] 方法，稍作修改。采

用赛默飞公司的超高效液相色谱串联四极杆-静电场

轨道阱高分辨质谱（配备 Thermo Accucore C30柱，

100 mm×2.1 mm×2.6 µm），参考 Huang等[15] 的方法

进行 UPLC-MS/MS分析。

色谱条件：流动相 A：10 mmol/L乙酸铵 50%乙

腈水溶液（0.1%甲酸），流动相 B：2 mmol/L乙酸铵

乙腈/异丙醇/水（10/88/2，含 0.02%甲酸）。梯度洗

脱：0~4  min，35%~60% B；4~12  min，60%~85% B；
12~15 min，85%~100% B；15~17 min，100% B；17~
18 min，100%~35% B；18~20 min，35% B。进样量

2 µL，流速 0.40 mL/min，柱温为 40 ℃。

质谱条件：采用正负离子扫描模式，正离子模

式喷雾电压为 3000  V，负离子模式喷雾电压为

−3000 V，质量扫描范围 m/z：200~2000。鞘气 60 psi，
辅助加热气 20 psi，离子源加热温度 370 ℃，20-40-
60 V循环碰撞能，DDA正离子和负离子模式采集数

据，提高脂质覆盖率。 

1.3　数据处理

采用 LipidSearch（Thermo，CA）软件对 UPLC-
MS原始数据进行处理，得到含有脂质名称、保留时

间、质荷比和峰强度的数据矩阵。采用特征峰搜库

鉴定，将 MS和 MS/MS质谱信息与代谢数据库进行

匹配，MS质量误差小于 10 ppm，根据二级质谱匹配

得分鉴定代谢物。

数据矩阵用 80%规则来去除缺失值，即保留至

少一组样品中非零值 80%以上的变量，再进行空缺

值填补（原始矩阵中最小值填补空缺值）。用总和归

一化法对质谱峰的响应强度进行归一化，减小样品制

备及仪器不稳定带来的误差，删除 QC样本相对标

准偏差（RSD）>30%的变量，并进行 log10 对数化处

理，得到的数据矩阵用于后续分析。

预处理后的矩阵文件进行差异分析。R软件包

ropls 1.6.2进行主成分分析（PCA）和偏最小二乘法

判别分析（PLS-DA），置换校验次数为 200，进行

Student’s t 检验和差异倍数分析。差异代谢物的选

择基于 OPLS-DA模型得到的变量权重值（VIP）和
Student’s t 检验 P 值来确定，VIP>1，P<0.05的代谢

物为差异代谢物。

通过 KEGG数据库（https：//www.kegg.jp/kegg/
pathway.html）进行差异代谢物的代谢通路注释。

Python软件包 scipy.stats进行通路富集分析，并通

过 Fisher精确检验获得与实验处理最相关的生物学

代谢途径。

所有实验平行 3次。使用 SPSS 26.0软件进行

数据统计分析。采用单因素方差分析显著性差异

（ANOVA），P<0.05，差异显著；P<0.01，差异极显

著。结果数据表示为 mean±sd。 

2　结果与分析 

2.1　草鱼肉冷藏过程中的理化指标变化

草鱼肉冷藏过程中部分理化指标变化，如 pH、

游离脂肪酸、TBARs和 TVB-N值，结果如图 1所

示。pH是水产品品质劣化的重要检测指标之一。生

鲜草鱼肉的 pH为 7.11±0.02，随着冷藏时间进行，草

鱼肉 pH呈现下降趋势。冷藏第 6 d，草鱼肉 pH为

6.99±0.01，而冷藏第 9 d pH下降至 6.68±0.01。肉类

贮藏期间 pH变化范围小于 0.1个单位为一级品质，

0.1~0.2个单位范围则仍可食用，变化范围大于

0.2个单位为腐败变质。pH结果表明，草鱼肉冷藏

6 d时仍可食用，冷藏 9 d已腐败变质不可食用。游

离脂肪酸结果显示，FFA含量在冷藏过程中呈现上

升趋势，FFA从冷藏第 3 d的 77.07±3.68 µg/10 g显

著性（P<0.05）上升至第 6 d的 155.32±2.02 µg/10 g，

第  45 卷  第  20 期 彭　斌 ，等： 脂质组学解析草鱼肉在低温冷藏中的脂质变化 · 25 · 



随后略微上升至第 9  d的 168.22±0.50  µg/10  g。

TBARs结果显示，草鱼肉的 TBARs随着冷藏呈现

上升趋势，冷藏第 9  d达到 0.82  µg/kg。草鱼肉

TVB-N值随着冷藏的进行逐渐上升，新鲜草鱼肉的

TVB-N值为 5.46±0.24 mg/100 g，冷藏 3、6、9 d时

分别达到 9.10±0.70、12.04±0.56和 23.63±1.09 mg/

100 g。根据 GB 2733-2015《鲜、冻动物性水产品》

规定，TVB-N值二级鲜度不大于 20 mg/100 g[16]。草

鱼肉冷藏 6 d仍处在二级鲜度，冷藏 9 d超出可食用

范围。综上，低温冷藏草鱼肉货架期可达到 6 d，但
不超过 9 d。 

2.2　草鱼肉冷藏过程中的脂质变化

QC样本 RSD<0.3时，峰所占的累积比例接近

80%，说明 LC-MS/MS仪器在整个样品检测和分析

过程中具有良好的校准信号，试验中获得的脂质谱差

异可以反映样本间自身的生物信息学差异。

草鱼肌肉中共检测到 1265种脂质分子种类，

分属 5大类和 35个亚类。依据 LIPID MAPS（Lipid

Metabolites and Pathways Strategy）的脂质分类法，将

鉴定到的脂质分为脂肪酰（FA，占 1.41%）、甘油酯

（GL，占 33.41%）、甘油磷脂（GP，占 62.60%）、鞘脂

类（SP，占 2.56%）和固醇脂（ST，占 0.02%）。GP是

草鱼肉脂质的主要组分，其次为 GL和 SP。不同鱼

类中各类脂质占比存在差异，GP是多种鱼类如美

鳐（Mottled skate）等的主要脂质[17]。然而，在胡瓜鱼

（Shishamo smelt）等鱼类中，GL是占比最高的脂类[18]。

此外，有研究报道，ST（主要为聚胆固醇酯）是日本沙

丁鱼中的主要脂质[19]。 

2.2.1   PCA分析　采用 PCA模型分析冷藏不同时

间的草鱼肉样品（con、D3_0、D6_0和 D9_0）的脂质

谱差异，PCA得分结果如图 2A所示。PC1贡献率

为 48.60%，PC2贡献率为 18.10%，总和达到 66.70%。

D3_0组与 D6_0组较为聚集，D3_0与 con组在 PC1

存在部分重叠，但与 con组在 PC2明显分离。D9_0

组与 con组在 PC1和 PC2明显分离。结果表明冷

藏 3 d后草鱼脂质变化较小，继续冷藏至 6 d，草鱼脂

质组成与第 3 d差异不显著，当冷藏 9 d时，草鱼肉

脂质组成发生明显变化，与新鲜草鱼、冷藏 3、6 d的

草鱼脂质均有明显差异。姜杨等[20] 利用微生物计

数、pH、TVB-N含量、呈味核苷酸 K值及电子鼻等

综合评价了冷藏草鱼肉的货架期为 8 d。脂质组成

PCA分析结果表明草鱼肉的脂质谱变化可以初步

反映冷藏期限。 

2.2.2   PLS-DA分析　偏最小二乘法判别分析（PLS-

DA）作为一种监督判别分析方法，有助于分析样本分

类变量。不同组别草鱼肉脂质组成的 PLS-DA得分

图如图 2B所示。PC1与 PC2的贡献率分别为 53.6%

和 17.2%。R2Y（cum）为 0.992，Q2（cum）为 0.857，均

接近 1.0，回归线性良好，说明模型可靠。图 2B中，

con组、D3_0组和D6_0组在 X轴上有重叠，而D9_0

组与 con组、D3_0组和 D6_0组在 X轴上显著分离

（P<0.05），说明冷藏 3 d和 6 d的草鱼肉脂质组成和

新鲜鱼肉差异不显著（P>0.05），而冷藏 9 d后的草鱼

肉脂质组成明显变化，与新鲜组、冷藏 3 d和 6 d的

草鱼肉脂质组成均存在明显差异，研究与 PCA分析

结果一致。 
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图 1    草鱼肉冷藏期间理化指标变化

Fig.1    Changes of physicochemical indexes of grass carp
muscle during cold storage

注：（A）pH；（B）游离脂肪酸含量；（C）TBARs；（D）挥发性盐基
氮（TVB-N）。

 · 26 · 食品工业科技 2024年  10 月



2.3　草鱼肉冷藏过程中的差异脂质 

2.3.1   多元统计学分析筛选的差异代谢物　依据变

量投影重要性（VIP>1）结合显著性分析（P<0.05）筛

选草鱼肉冷藏 3、6、9 d时的差异脂质分子（TOP代

谢物=30），VIP评分结果如图 3所示。

相比于 con组，D3_0组中，18种脂质上调，包

括 6种 FA：AEA（22:5，16:0，20:1，18:2，18:0，18:1）；3

种 SP：Cer（18:0/20:4，18:1/20:4，d18:0/18:1）；2种GL：

TG（20:4e/18:1/20:4，18:0/16:0/20:4）；6种 GP：PE（33:

0/18:2，32:1/22:6）、PEt（14:1e/22:6）、MePC（17:1/20:

4，17:0/20:4）、LPE（18:3）和 1种 ST：ZyE（22:5）。12

种脂质下调，包括 7种 GL：TG（14:0/12:1/14:1，18:1/

22:6/24:1， 16:0/16:1/18:1， 16:0/20:5/22:6， 19:1/18:2/

18:3， 18:1/18:1/24:1）和 DG（ 16:2e/18:1） ； 4种 GP：

PE（36:0/20:1，18:3/20:5，12:1e/10:4）和 dMePE（4:0/

16:0）和 1种 FA：AcCa（18:1）。

D6_0组中 12种脂质上调，包括 6种 FA：AEA

（22:5，20:1，16:0，18:1，18:2，18:0）；3种 SP：Cer（18:0/

20:4，18:1/20:4，d18:0/18:1）；2种 GL：TG（20:4e/18:1/

20:4，18:0/16:0/20:4）和 1种 GP：PEt（14:1e/22:6）。

18种脂质下调，包括 17种 GP：LPE（20:5，20:1e，20:

2e） ；TG（ 14:0/12:1/14:1， 19:1/16:0/18:1） ；PS（ 16:1/

18:3）；PE（26:1/11:2）；MLCL（14:2/15:0/15:0，11:2/

16:1/22:5，18:2/15:0/20:4）；PE（12:1e/10:4）；dMePE

（4:0/16:0）；LdMePE（18:1e）；LPC（18:2e、18:1e、20:

5、16:1）和 1种 FA：AcCa（18:1）。

D9_0组中 17种脂质上调，包括 14种 GP：PMe

（16:1/18:1）、PS（16:1/18:3，16:1/18:2）、PE（20:4e/
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Fig.3    Lipid VIP scores (Top=30) of grass carp muscle refrige-
rated for 3 days (A), 6 days (B), and 9 days (C)

注：左侧为代谢物 VIP气泡图，Y轴表示代谢物，X轴是
VIP值，代谢物按照 VIP值大小，从上到下排列；右侧为代谢
物表达量热图，每列表示一个样本，下方为样本名称；每行表
示一个代谢物，颜色表示该代谢物在该组样本中相对表达量
的大小，颜色梯度与数值大小的对应关系见梯度色块。
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Fig.2    Lipid PCA (A), PLS-DA (B), and PLS-DA displacement
validation (C) of grass carp muscle refrigerated for 3, 6,

and 9 days
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13:0、16:0/16:1、16:1/18:1、16:1/16:1、16:1/14:0、33:0/
18:2）、PC（16:1/13:0），dMePE（16:1/14:0）、PEt（14:1e/
22:6）、PG（16:0/16:1，16:1/18:2）；1种 GL：TG（20:4e/
18:1/20:4）；1种 FA：AEA（22:5）和 1种 SP：Cer（18:0/
20:4）。13种脂质下调，均为 GP：LPC（22:1，16:0）、
LdMePE（16:0）、LPE（17:0，20:0，22:2）、MLCL（14:2/
16:0/16:0， 19:0/15:1/18:1， 18:2/15:0/20:4， 10:3/20:1/
22:6）、LPC（20:1，17:1，17:0）。

综上，GP在差异脂质分子中占比较高，为主要

差异脂质。GP作为细胞膜的主要组分，是草鱼肌肉

中的主要脂类，这与沙丁鱼中的结果一致[17]。随冷藏

时间的延长，差异脂质的种类逐渐趋于单一，冷藏至

9 d时，GP是主要的差异脂质。30个差异代谢物中，

14种 GP上调，13种 GP下调。N-酰基乙醇胺（AEA）

和神经酰胺（Cer）在草鱼冷藏过程中仅表现为上调，

且在冷藏前期（3 d、6 d）是主要的上调脂质，而溶血

磷脂在冷藏过程中主要表现为下调。Fang等[9] 也发

现带鱼肌肉在冷藏过程中 Cer明显上调。神经酰胺

作为复合鞘脂的前体，是鞘脂生物合成和分解代谢的

中心[21]，因此，鞘脂分解可能是神经酰胺上调的原

因。AEA作为重要的生物活性脂质信号分子，其上

调可能与草鱼宰杀后的免疫调节相关[22]。溶血磷脂

的下调可能与其抗氧化活性相关，因此脂质氧化可能

是草鱼肉脂质谱变化的重要原因[23]。其他脂质分子

如 TG、PE等在冷藏过程中存在上调同时存在下

调。研究报道，含有脂肪酸 C16:0和 C18:1的 TG、

GP分子，以及含有脂肪酸 C18:2、C20:4的 PC、PE
磷脂分子贮存过程中更容易被分解，可能是由于磷脂

酶的水解作用和不饱和脂肪酸易氧化[10]。此外，由于

冷藏后期鱼肉肌肉结构被破坏，PE、PC及 PS作为

细胞膜的重要组分，可能在冷藏后由于细胞损伤而被

释放，丰度增加[24]。 

2.3.2   单因素方差分析筛选的差异脂质　通过比较

正负离子模式下脂质的峰面积对脂质分子进行相对

定量，并对冷藏鱼肉的单个脂质进行含量分析。依据

丰度显著不同，分析冷藏 3、6和 9 d后鱼肉中显著

变化的脂质分子，绘制火山图（图 4A、图 4B、图 4C）。
图中横轴为差异倍数（FC）的 log2 FC值，纵坐标轴

为 P 的对数值。横坐标的绝对值越大，两个样本之

间表达量的 FC越大；纵坐标值越大，差异表达越显

著（P<0.05），筛选出的分子越可靠。灰色表示无显著

差异的脂质分子，红色圆点为显著增多的脂质（P<
0.05），蓝色圆点为显著减少的脂质（P<0.05）。草鱼肉

在冷藏 3、6和 9 d后，分别检测到 104种（65种上

调，39种下调）、169种（106种上调，63种下调）和 287
种（152种上调，135种下调）丰度差异脂质。结果表

明，随着冷藏时间的延长，草鱼肉中发生变化的脂质

逐渐增加，冷藏鱼肉脂质变化主要表现为前期上调、

后期下调。研究说明在草鱼冷藏过程中，脂质分子上

发生了一系列复杂的反应，如水解、氧化，并诱导脂

质之间发生转化和生成其他脂质[25]。

结合三种分析方式（VIP>1，P<0.05，FC<0.8或

FC>1.2）筛选冷藏草鱼肉中重要的差异脂质分子作

为脂质代谢的潜在代谢劣变生物标记物，结果如

表 1所示。冷藏草鱼肉中共检测出 57个目标脂质

分子，其中 D3_0/con与 D6_0/con获得 2个上调的

脂质分子，即 AEA（22:5）和 Cer（d18:0/20:4），分别

属于 FA和 SP。D9_0/con获得 55个目标脂质分子，

分属于 GP、GL、FA和 SP，下调脂质均为 GP，LPC

（22:1）下调最为显著（P<0.05），FC达 0.0964；而 PMe

（16:1/18:1）是上调最显著（P<0.05）的脂质分子，

FC达 33.2762。结果表明，单因素方差分析结果与

多元统计学分析结果类似，草鱼肉冷藏过程中脂质

的下调主要发生在冷藏 6 d后到冷藏 9 d时，PC、

TG和 PE均存在明显下调，PC是主要的下调的脂

质。前人研究表明，PC为容易发生氧化的脂质，而长
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图 4    草鱼肉冷藏期间脂质变化的火山图

Fig.4    Volcanic map of change lipid in grass carp muscle
during refrigeration

注：（A）D3 Vs con；（B）D6 Vs con；（C）D9 Vs con。
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表 1    冷藏草鱼肉中潜在的脂质代谢标记物

Table 1    Potential lipid metabolism markers in refrigerated grass carp muscle

组间 脂质 种类 分组 脂质中文名称 VIP_PLS-DA FC P值 调控

D3_0/con
AEA（22:5） FA AEA N-酰基乙醇胺 3.7911 1.2647 5.44 up

Cer（d18:0/20:4） SP Cer 神经酰胺 3.2907 1.2191 8.08×10−4 up

D6_0/con
AEA（22:5） FA AEA N-酰基乙醇胺 3.5417 1.2758 5.52×10−4 up

Cer（d18:0/20:4） SP Cer 神经酰胺 3.2592 1.2477 1.27×10−4 up

D9_0/con

PMe（16:1/18:1） GP PMe 磷脂酰甲醇 4.5274 33.2762 3.97×10−6 up
PS（16:1/18:3） GP PS 磷脂酰丝氨酸 3.9043 4.3749 2.01×10−2 up
PS（16:1/18:2） GP PS 磷脂酰丝氨酸 3.2654 1.8165 4.53×10−6 up

TG（20:4e/18:1/20:4） GL TG 甘油三酯 2.7092 1.4783 8.53×10−4 up
PE（20:4e/13:0） GP PE 磷脂酰乙醇胺 2.8693 1.4648 2.51×10−4 up
PC（16:1/13:0） GP PC 磷脂酰胆碱 2.8689 1.4645 2.49×10−4 up
PEt（14:1e/22:6） GP PEt 磷脂酰乙醇 2.5074 1.4293 9.73×10−4 up
PG（16:1/18:2） GP PG 磷脂酰甘油 2.3904 1.3954 1.08×10−4 up
PE（16:1/14:0） GP PE 磷脂酰乙醇胺 2.4487 1.387 6.41×10−4 up
PG（16:0/16:1） GP PG 磷脂酰甘油 2.4754 1.3742 1.77×10−4 up
PE（33:0/18:2） GP PE 磷脂酰乙醇胺 2.4018 1.3622 1.70×10−3 up
AEA（22:5） FA AEA N-酰基乙醇胺 2.5429 1.3527 1.06×10−4 up

PE（16:0/16:1） GP PE 磷脂酰乙醇胺 2.5853 1.3487 7.89×10−5 up
dMePE（16:1/14:0） GP dMePE 二甲基磷脂酰乙醇胺 2.5853 1.3487 7.89×10−5 up
PE（16:1/16:1） GP PE 磷脂酰乙醇胺 2.5218 1.3464 6.04×10−5 up
PE（16:1/18:1） GP PE 磷脂酰乙醇胺 2.5412 1.3458 3.80×10−4 up
Cer（d18:0/20:4） SP Cer 神经酰胺 2.4398 1.3372 8.08×10−6 up
Cer（d18:0/18:1） SP Cer 神经酰胺 2.2623 1.3056 4.81×10−5 up

TG（18:1e/20:4/22:6） GL TG 甘油三酯 2.0335 1.2994 2.82×10−2 up
DLCL（18:4/20:4） GP DLCL 心磷脂 2.065 1.2807 6.51×10−3 up
PMe（16:1/16:1） GP PMe 磷脂酰甲醇 2.067 1.2771 1.21×10−3 up
PG（16:1/16:1） GP PG 磷脂酰甘油 2.1886 1.2757 1.06×10−5 up
PE（14:0e/11:2） GP PE 磷脂酰乙醇胺 2.1587 1.2739 1.34×10−3 up
PE（8:1e/8:0） GP PE 磷脂酰乙醇胺 2.182 1.2709 6.25×10−3 up

Cer（d18:1/20:4） SP Cer 神经酰胺 2.1564 1.2648 2.06×10−5 up
OAHFA（22:5/22:4） FA OAHFA （O-酰基）-1-羟基脂肪酸 2.0164 1.2239 2.21×10−4 up
PE（18:1e/24:2） GP PE 磷脂酰乙醇胺 2.033 1.2165 5.68×10−4 up

Co（Q9） FA Co 辅酶 2.03 1.2155 5.06×10−4 up
LPE（16:1） GP LPE 溶血磷脂酰乙醇胺 1.9021 1.2123 3.42×10−2 up
AEA（20:1） FA AEA N-酰基乙醇胺 2.0867 1.2079 1.11×10−7 up

PE（16:1/18:2） GP PE 磷脂酰乙醇胺 1.9988 1.2041 6.20×10−5 up
PE（16:0/18:3） GP PE 磷脂酰乙醇胺 1.8228 1.2041 2.16×10−3 up

MLCL（14:2/15:0/15:0） GP MLCL 心磷脂 1.9567 0.7946 1.41×10−2 down
LPC（20:3） GP LPC 溶血磷脂酰胆碱 2.3021 0.7931 4.29×10−2 down

MLCL（10:4/18:0/20:4） GP MLCL 心磷脂 2.2275 0.7842 9.14×10−5 down
MLCL（14:2/20:1/20:1） GP MLCL 心磷脂 2.1923 0.7836 7.22×10−4 down

LdMePE（20:1） GP LdMePE 溶血二甲基磷脂酰乙醇胺 2.088 0.7818 2.06×10−3 down
LPI（18:0） GP LPI 溶血磷脂酰肌醇 2.3388 0.7611 2.16×10−4 down
LPE（19:0） GP LPE 溶血磷脂酰乙醇胺 2.2728 0.7558 7.92×10−5 down

MLCL（14:2/16:0/16:0） GP MLCL 心磷脂 2.5654 0.7533 5.96×10−4 down
LPC（17:0） GP LPC 溶血磷脂酰胆碱 2.398 0.7483 5.77×10−4 down

MLCL（10:1/15:1/20:3） GP MLCL 心磷脂 2.2225 0.7465 3.73×10−3 down
LPC（19:0） GP LPC 溶血磷脂酰胆碱 2.3496 0.7439 8.69×10−4 down
LPC（16:0） GP LPC 溶血磷脂酰胆碱 2.6246 0.7409 9.66×10−4 down
LPC（20:1） GP LPC 溶血磷脂酰胆碱 2.5234 0.7355 8.10×10−4 down
LPE（22:1） GP LPE 溶血磷脂酰乙醇胺 2.3036 0.7346 7.98×10−5 down
LPC（17:1） GP LPC 溶血磷脂酰胆碱 2.4618 0.7326 1.25×10−4 down

LdMePE（16:0） GP LdMePE 溶血二甲基磷脂酰乙醇胺 2.6012 0.7283 2.10×10−4 down
MLCL（18:2/15:0/20:4） GP MLCL 心磷脂 2.4237 0.722 1.28×10−4 down
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链不饱和脂肪酸不稳定、易氧化，可能是冷藏 PC、

TG和 PE下调的原因[26−27]。同时有研究报道，冷藏

会增加磷脂酶的活性，从而催化降解肉制品中的

PC[28−29]。

采用单因素方差（Post-hoc检验，scheffe>0.95）

分析冷藏草鱼肉 con、D3_0、D6_0与 D9_0组的脂

质谱，差异 test bar plot分析结果如图 5所示。由图

可知，草鱼肉在冷藏期间共筛选出 20种脂质差异分

子（P<0.05，FC<0.8或 FC>1.25），包括 7种 PC（18:1/

20:3， 16:0/20:4， 10:0e/10:4， 14:0e/20:2， 18:0/18:1，

14:0e/22:5，16:2e/18:0），5种 TG（4:0/18:0/22:5，18:0/

18:0/18:2， 16:0/16:0/20:4， 18:0/16:0/20:4， 16:0/18:1/

18:2），5种 MePC（19:0/18:2，16:2e/19:0，17:0/22:6，

16:2e/17:0，16:1/19:0）和 3种 PE（16:1e/22:6，16:0p/

22:6，20:4e/19:0）。共检测到 4种显著性差异脂质

（P<0.05），分别为 2种 TG（4:0/18:0/22:5和 18:0/16:0/

20:4），1种 PE（16:1e/22:6）和 1种 PC（16:0/20:4）。

其中 PE（16:1e/22:6）呈极显著差异（P<0.01），其余三

种脂质呈显著差异（P<0.05）。
 

2.4　草鱼肉冷藏过程中脂质代谢途径

为进一步分析冷藏草鱼脂质的变化，从 KEGG

数据库获取冷藏草鱼肉差异脂质代谢途径，结合

P 值和通路相对重要性（Impact value）通过拓扑分析

识别显著富集的通路。草鱼肉冷藏 3 d、6 d、9 d差

异脂质分子 KEGG富集途径如表 2所示，对应的

KEGG拓扑分析气泡图如图 6所示。结果发现，从

D3_0、D6_0和 D9_0中分别富集到 3、7和 6条脂

质代谢通路，包括鞘脂代谢、甘油磷脂代谢、乙醚脂

续表 1

组间 脂质 种类 分组 脂质中文名称 VIP_PLS-DA FC P值 调控

MLCL（10:3/
20:1/22:6）

MLCL（10:3/20:1/22:6） GP MLCL 心磷脂 2.3642 0.721 8.96×10−5 down
LPE（20:0） GP LPE 溶血磷脂酰乙醇胺 2.4025 0.7118 6.25×10−5 down
LPE（22:2） GP LPE 溶血磷脂酰乙醇胺 2.3907 0.7115 9.59×10−5 down

MLCL（19:0/15:1/18:1） GP MLCL 心磷脂 2.5042 0.6893 7.65×10−5 down
LPE（17:0） GP LPE 溶血磷脂酰乙醇胺 2.6044 0.6806 6.37×10−5 down
LPC（22:1） GP LPC 溶血磷脂酰胆碱 4.3586 0.0964 4.50×10−7 down
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图 5    草鱼肉冷藏 3、6、9 d差异脂质

Fig.5    Differential lipid levels in grass carp muscle after 3, 6, and 9 d of refrigeration
注：*表示与新鲜草鱼肉组比，冷藏草鱼肉差异显著（P<0.05），**表示差异极显著（P<0.01）。

 

表 2    草鱼肉冷藏 3、6、9 d差异脂质分子 KEGG途径富集

Table 2    KEGG pathway enrichment of differential lipid molecules in grass carp chunks after 3, 6, and 9 d of refrigeration

组间 通路_ID 通路描述 一级分类 二级分类 代谢物数目 通路综合重要性得分 P值

D3_0 Vs con
map00600html 鞘脂代谢 Metabolism 脂质代谢 2 0.25037 0.01970

map00564html 甘油磷脂代谢 Metabolism 脂质代谢 4 0.08150 0.00073
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质代谢、甘油酯代谢、亚油酸代谢和 α-亚麻酸代

谢。其中，鞘脂代谢和甘油磷脂代谢在冷藏 3 d时即

发生，并参与了草鱼肉整个冷藏过程中的脂质代谢。

冷藏 6 d后，乙醚脂质代谢、甘油酯代谢、亚油酸代

谢和 α-亚麻酸代谢发生。由表 1中参与代谢途径的

脂质分子数目可知，在冷藏过程中，参与代谢的脂质

分子逐渐增多，表明随冷藏时间延长，脂质代谢加

剧。由 P 值和 Impact value可知，鞘脂代谢是参与

冷藏草鱼脂质代谢的最重要的代谢途径。此外，乙醚

脂质代谢、甘油磷酯代谢、甘油酯代谢、也对冷藏草

鱼肉的脂质谱产生了重要影响。此部分脂质代谢相

关通路可能导致草鱼肉冷藏不同时间的脂质分子差

异。Chen等[26] 在冷藏三文鱼（Salmo salar L.）的研

究中报道了 α-亚麻酸代谢、亚油酸代谢、花生四烯

酸代谢和甘油磷脂代谢是重要的脂质代谢途径。草

鱼肉低温冷藏期间肌内沉脂的差异可能由脂肪酸、

甘油脂质和甘油磷脂代谢途径差异引起。综上所述，

脂质代谢随冷藏时间延长而加剧，鞘脂代谢、甘油磷

脂代谢参与了整个冷藏期间的脂质代谢，是影响冷藏

草鱼脂质劣变的重要代谢途径。 

3　结论
本研究利用非靶向脂质组学技术对草鱼肉冷藏

过程中的脂质分子进行了全面鉴定。草鱼肉含有丰

富的脂质，GP是主要的脂质分子，其次是 GL和 SP。

草鱼肉冷藏过程中 pH逐渐下降，而硫代巴比妥酸

值、游离脂肪酸含量和挥发性盐基总氮逐渐上升。

草鱼肉的冷藏货架期在 6~9 d之间。长期冷藏会导

致草鱼肉脂质谱发生显著变化，而短期冷藏（3~6 d）

时，草鱼肉脂质谱与新鲜草鱼肉脂质图谱差异不明

显。草鱼肉冷藏过程中主要的差异脂类为 GP、GL、

SP和 FA，其中 GP（Cer）及 FA（AEA）在冷藏初期

（3 d）显著增加，GP是冷藏后期（6~9 d）主要的显著

差异脂类。对比新鲜草鱼肉，冷藏 9 d草鱼肉中胆碱

及溶血磷脂等显著下调。草鱼肉冷藏不同时间丰度

前 20的脂质存在 4种显著差异分子，分别为 PE

（16:1e/22:6），TG（4:0/18:0/22:5）、PC（18:1/20:3）和

TG（18:0/16:0/20:4），可作为冷藏草鱼肉脂质劣变潜

续表 2

组间 通路_ID 通路描述 一级分类 二级分类 代谢物数目 通路综合重要性得分 P值

D6_0 Vs con

map00600html 鞘脂代谢 Metabolism 脂质代谢 5 0.25037 0.02450

map00565html 乙醚脂质代谢 Metabolism 脂质代谢 1 0.08150 0.02241

map00564html 甘油磷脂代谢 Metabolism 脂质代谢 16 0.06387 0.00121

map00561html 甘油酯代谢 Metabolism 脂质代谢 1 0.00530 0.03383

map00591html 亚油酸 Metabolism 脂质代谢 4 0 0.01397

map00592html α-亚麻酸代谢 Metabolism 脂质代谢 4 0 0.03177

D9_0 Vs con

map00600html 鞘脂代谢 Metabolism 脂质代谢 7 0.25037 0.02450

map00564html 甘油磷脂代谢 Metabolism 脂质代谢 18 0.12023 0.00001

map00565html 乙醚脂质代谢 Metabolism 脂质代谢 1 0.08150 0.02241

map00591html 亚油酸 Metabolism 脂质代谢 7 0 0.01397

map00592html α-亚麻酸代谢 Metabolism 脂质代谢 7 0 0.03177
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图 6    KEGG拓扑分析气泡图

Fig.6    KEGG topology analysis bubble diagram
注：图中每一个气泡表示一个 KEGG Pathway通路；横轴表示
通路中代谢物在通路中的相对重要性 Impact value的大小；
纵轴表示代谢物参与通路的富集显著性-log10（P value）；气泡
大小代表 Impact value值；气泡越大，表示通路重要性越大。
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在的生物标记物。差异脂质的代谢途径富集分析表

明，鞘脂代谢、甘油磷脂代谢参与了整个冷藏期间的

脂质代谢，是影响冷藏草鱼脂质谱的重要代谢途径，

乙醚脂质代谢、甘油磷酯代谢和甘油酯代谢对冷藏

草鱼的脂质谱产生了重要影响。研究旨在揭示草鱼

肉在冷藏过程中脂质组成变化，有助于后期更好地阐

明草鱼肉冷藏过程中脂质的劣变机制，为冷藏草鱼肉

脂质水解/氧化研究提供理论参考。
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