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高灵敏度指示膜对鱼肉新鲜度的监测 
及其机理分析

石 彤，胡慧玲，熊治渝，王 林，袁 丽，高瑞昌*
（江苏大学食品与生物工程学院，江苏 镇江 212013）

摘  要：新鲜度指示标签/指示膜的灵敏度已成为智能食品包装的重要研究方向。本研究以蓝莓花青素为指示剂、

以玉米醇溶蛋白为基质，利用静电纺丝技术制备含有明胶和Fe2＋的高灵敏度指示膜，以鲢鱼鱼肉新鲜度监测为例验

证该指示膜的有效性和灵敏性，并分析其潜在机理。pH灵敏度、氨灵敏度及花青素释放情况分析结果表明，添加

明胶和Fe2＋能够提高以蓝莓花青素为指示剂的指示膜对pH值和氨响应的灵敏度，且能够较好地束缚膜内花青素。

利用含有适量明胶和Fe2＋的指示膜监测鱼肉新鲜度，颜色响应特性P（（L*＋a*＋b*＋R＋G＋B）/a*）与鱼肉新鲜

度指标总挥发性盐基氮（total volatile basic nitrogen，TVB-N）含量之间存在较强的相关性（R2＞0.98）。以上结果

表明本研究所制备的指示膜能有效地监测鱼肉新鲜度，而花青素、明胶和Fe2＋之间存在的氢键等相互作用可能会影

响指示膜的颜色响应特性和灵敏度。
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Application and Mechanism of High-Sensitivity Indicator Film for Monitoring Fish Freshness

SHI Tong, HU Huiling, XIONG Zhiyu, WANG Lin, YUAN Li, GAO Ruichang*
(School of Food and Biological Engineering, Jiangsu University, Zhenjiang 212013, China) 

Abstract: The sensitivity of freshness indicator labels/films has become an important research direction of intelligent food 
packaging. In this study, a high-sensitivity indicator film containing gelatin and Fe2＋ was prepared by electrospinning using 
blueberry anthocyanins as the indicator and zein as the matrix for monitoring fish freshness. The validity and sensitivity 
of the indicator film for detecting the freshness of silver carp were tested and the potential mechanism was elucidated. The 
results of pH sensitivity, ammonia sensitivity and anthocyanin release showed that the addition of gelatin and Fe2+ improved 
the sensitivity of the indicator film to pH and ammonia, and contributed to better binding of the anthocyanins in the film. 
There was a strong correlation between the color response (P = (L* + a* + b* + R + G + B)/a*) of the film and the content 
of total volatile basic nitrogen (TVB-N) content in fish meat as a freshness indicator (R2 > 0.98). In conclusion, the prepared 
indicator film can effectively monitor fish freshness, and the hydrogen bond interactions between anthocyanins and gelatin/

Fe2+ may affect the color response characteristics and sensitivity of the indicator film.
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鱼肉富含蛋白质，容易被微生物污染而引发食品

安全问题，为了提高食品安全性并获悉所购买的冷鲜肉

（如鱼肉）等新鲜程度，研究人员开发出多种冷鲜肉新

鲜度监测的方法。相对于耗时且操作繁琐的传统检测方

法和需要借助专业仪器且数据处理复杂的快速无损检测

方法，比色型pH指示膜（智能包装的一种）无需破坏包

装，只需利用指示剂随食物及其微环境pH值的变化而改

变颜色的特点，就可以让消费者迅速区分新鲜和变质的

食物，对于减少食物浪费具有重要意义。然而，很多基

于天然色素的pH指示膜的灵敏度不高，并且许多天然指

示剂（如蓝莓花青素[1-2]和紫薯花青素[3-5]）在不同pH值

条件下色泽变化不明显，故限制了这类指示剂及指示膜

的应用。Buchweitz等[6]发现含有铁-花青素螯合物的明胶

基凝胶较琼脂和酰胺化果胶基的凝胶表现出更深更明显

的蓝色色调。因此，针对蓝莓花青素在特定pH值条件下

变色不明显，且以其为指示剂制备的指示膜不能较好地

监测食品新鲜度等问题，本研究旨在利用明胶和Fe2＋这

两种物质增强指示膜的显色效果和灵敏度，从而更好地

监测食品新鲜度，期望通过促进指示膜中的指示剂与鱼

肉腐败所产生特征性物质（生物胺）的反应凸显颜色变

化，从而使得消费者能够根据指示膜的颜色判断鱼肉所

处的新鲜度等级。同时，考虑到静电纺丝是一种经济高

效、操作简单、条件温和的制备高孔隙率、高比表面积

和高活性包埋率的高灵敏度纳米纤维的技术[7-9]，且玉米

醇溶蛋白是一种无毒、可生物降解、具有成膜性且可用

于静电纺丝制备纳米纤维和胶囊的疏水性聚合物[10-13]，因

此，本研究采用静电纺丝技术制备以蓝莓花青素为指示

剂，以玉米醇溶蛋白为基质的含有乌鳢鱼皮明胶/Fe2＋的

高灵敏度纳米纤维指示膜，并以鲢鱼鱼肉新鲜度监测为

例验证该指示膜的有效性和灵敏性。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

新鲜的花鲢和乌鳢购于镇江市吉麦隆超市。

玉米醇溶蛋白 美国Sigma公司；蓝莓花青素（纯

度5%～25%） 上海麦克林生化科技有限公司；其他试

剂均购于国药集团化学试剂有限公司。

1.2 仪器与设备

DP30高压静电纺丝机 天津云帆科技有限公司；

HH-S2恒温水浴锅 江苏金怡仪器科技有限公司；紫

外-可见分光光度计  北京瑞利分析仪器公司；激光

粒度仪  英国马尔文仪器有限公司；CR-400色差仪  
日本柯尼卡美能达有限公司。

1.3 方法

1.3.1 乌鳢鱼皮明胶的提取

将清洗干净的乌鳢鱼皮切成2  cm×2  cm大小正

方形小块，用于提取明胶 [14]。首先，将准备好的鱼皮 

在0.05 mol/L NaOH溶液中以1∶5（m/V）的料液比浸泡

8 h，然后，将蒸馏水冲洗至鱼皮pH值为中性（将鱼皮

以1∶4（m/V）的比例置于蒸馏水中，在55 ℃的恒温水

浴锅中水浴6 h）。最后，用纱布和滤纸过滤提取液后

得到滤液进行冷冻干燥，获得明胶粗提物，并将其保存 

在－40 ℃冰箱中备用。

1.3.2 指示膜的制备

1.3.2.1 静电纺丝液的制备

称取适量的玉米醇溶蛋白和蓝莓花青素溶于体积

分数70%的乙酸溶液中，其中，玉米醇溶蛋白和花青

素的质量浓度基于先前的实验分别取30 g /100 mL和

5 g/100 mL[15]。在避光条件下用磁力搅拌器搅拌使玉米醇

溶蛋白和花青素完全溶解得到纺丝液。在此基础上，添

加明胶（1 g/100 mL）和FeSO4•7H2O（0、0.01、0.04、
0.07 mg/mL）制备含有明胶/Fe2＋的纺丝液。

1.3.2.2 静电纺丝指示膜的制备

采用高压静电纺丝机将上述纺丝液进行静电纺丝得到

纳米纤维指示膜，静电纺丝参数为：电压（18.0±1.5）kV、 

进样速率0.000 1 mm/s、温度（20±5）℃、相对湿度

（30±5）%。电纺纳米纤维膜收集在铝箔纸上，并避

光储存。未添加明胶和Fe2＋的指示膜记为F0-0，仅添加明

胶的指示膜记为F1-0，仅添加Fe2＋的指示膜根据Fe2＋的质

量浓度（0.01、0.04、0.07 mg/mL）分别记为F0-1、F0-4、

F0-7，既添加明胶又添加Fe2＋的指示膜根据Fe2＋质量浓度

（0.01、0.04、0.07 mg/mL）分别记为F1-1、F1-4、F1-7。

1.3.3 指示膜pH敏感性测定

首先配制pH值分别为7、8、9、10、11、12、13的
溶液，然后将制备的指示膜浸泡在10 mL不同pH值的溶

液中，5 min后拍照记录指示膜的颜色，根据指示膜在不

同pH值溶液条件下的颜色变化情况初步判断指示膜的pH
（7～13）敏感性。

1.3.4 指示膜对氨气敏感性测定

由于肉类新鲜度智能指示膜主要通过pH指示剂与肉

制品腐败时产生的挥发性成分反应的变化信息来判断肉

类的新鲜度，且氨气（NH3）是肉类变质产生的挥发性

碱性气体的代表，所以本实验以氨气为模型气体判断含

有明胶/Fe2＋的指示膜在监测鱼肉新鲜度时敏感性是否有

所提升。具体实验步骤如下：将F0-0、F0-4、F1-0和F1-4 4 种
指示膜置于含有100 mL 10 mmol/L氨水的锥形瓶瓶口，

每隔一定时间对指示膜拍照，记录其颜色变化，直到指

示膜的颜色达到平衡[15]。之后用Photoshop 2019软件处

理所拍得指示膜照片，并将指示膜的颜色进行数值化分

析，获取颜色参数L*、a*、b*、R、G、B及颜色代码等

相关信息。在CIE-L*a*b*颜色标准系统中，L*值表示颜

色的明度；a*值表示红绿度，正值表示偏红，负值表示偏

绿；b*值表示黄蓝度，正值表示偏黄，负值表示偏蓝。 
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RGB色彩模式是工业领域的一种颜色标准，RGB即是代

表红、绿、蓝3 个通道的颜色。获取颜色参数后按下式计

算指示膜的颜色变化值（色差）ΔE。

∆E Lt* L*0
2 at* a*0

2 bt* b*0
2

式中：Lt*、at*、bt*是指示膜暴露于氨气环境后在t时刻

的颜色值；L0*、a0*、b0*是指示膜的初始颜色值。

1.3.5 指示膜中花青素释放情况测定

为了解所制备的指示膜（F0-0、F0-4、F1-0和F1-4）中蓝

莓花青素在高湿度条件下的稳定性，测定了指示膜浸泡

于水中时花青素的释放情况。首先参照刘景荣[16]的方法

绘制蓝莓花青素的标准曲线，然后称取适量的指示膜，

以膜、水8∶5（m/V）的比例将指示膜浸泡一定时间，每

1 h用紫外-可见分光光度计测定上清液在530 nm波长处的

吸光度。根据测得的吸光度和蓝莓花青素含量标准曲线

计算不同时间点溶液中花青素含量占指示膜中花青素总

量的百分比，即花青素溶出率。

1.3.6 指示膜应用于鱼肉新鲜度监测实验

1.3.6.1 鱼肉腐败过程中总挥发性盐基氮含量和pH值的测定

将处理好的花鲢鱼肉，分成若干等分，每份50 g，
装在一次性塑料培养皿中，并将其分别贮藏在4 ℃和

25 ℃环境中，4 ℃贮藏的鱼肉每3 d测1 次pH值和总挥发

性盐基氮（total volatile basic nitrogen，TVB-N）含量，直

至鱼肉完全腐败。25 ℃贮藏的鱼肉每12 h测1 次pH值和

TVB-N含量，直至鱼肉完全腐败。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》测定

鱼肉的TVB-N含量。测定pH值时，5 g鱼肉中加入25 mL
去离子水进行均质后静置30 min，过滤取滤液测定pH
值，重复3 次实验。

1.3.6.2 鱼肉新鲜度监测

将处理好的花鲢鱼肉，分成若干等分，每份50 g，
装在一次性塑料培养皿中，并将指示膜（F0-0、F0-1、

F0-4、F0-7、F1-0、F1-1、F1-4、F1-7）剪成0.5 cm×0.5 cm的正

方形贴在培养皿盖上。之后将若干装有鱼肉且粘有指示

膜的培养皿分别放入4 ℃的冰箱和25 ℃的恒温箱中。按

照1.3.6.1节所述的时间间隔定期拍照记录指示膜的颜色。

按1.3.3节的方式处理所拍照片获取响应的颜色信息，并

按上式计算∆E。其中，Lt*、at*、bt*值是指示膜监测鱼肉

新鲜度过程中t时刻的颜色值，L0*、a0*、b0*值是指示膜监

测鱼肉新鲜度过程中t时刻前一个时间点的颜色值。

1.3.6.3 相关性分析

为了确定所制备的指示膜应用于花鲢新鲜度监测时所

呈现的颜色信息与鱼肉新鲜度之间的关系。将上述监测鱼

肉新鲜度时指示膜的颜色响应值P与鱼肉新鲜度指标TVB-N
含量进行线性拟合，根据线性拟合的决定系数判断二者的

相关性。其中P＝（L*＋a*＋b*＋R＋G＋B）/a*。

1.3.7 指示膜作用机制初探

1.3.7.1 Zeta电位测定

配制不同pH值（5、7、9）的醋酸-醋酸钠缓冲液，

将花青素/明胶/FeSO4·7H2O溶于缓冲液中，用激光粒

度仪在25 ℃测定相应样品的Zeta电位。将样品注入一

次性样品池进行测定，重复3 次。仅含有花青素的样

品记为A；仅含有乌鳢鱼皮明胶的样品记为G；仅含有

FeSO4·7H2O的样品记为F；含有花青素和明胶的样品记

为AG，含有花青素和FeSO4·7H2O的样品记为AF，含有

明胶和FeSO4·7H2O的样品记为GF，含有花青素、明胶

和FeSO4·7H2O的样品记为AGF。
1.3.7.2 驱动力测定

为了进一步验证明胶、花青素和Fe2＋之间的相互

作用，在pH值为5、7、9条件下分别配制了2 种悬浊

液：含蓝莓花青素和明胶的悬浊液（S11）和含蓝莓花

青素、明胶和Fe2＋的悬浊液（S12），花青素、明胶和

FeSO4·7H2O的最质量终浓度分别为0.5、0.5 mg/mL和
0.2 mg/mL。悬浊液的驱动力测定参照Akbari等[17]的方法

并稍做修改。将上述悬浊液分别与相同体积的十二烷基

硫酸钠（sodium dodecyl sulfate，SDS）、尿素和二硫苏

糖醇（DL-dithiothreitol，DTT）混合，其中SDS终质量浓

度分别为0、0.25、0.50、0.75、1.00 g/100 mL，尿素终浓

度分别0、2、4、6、8 mol/L，DTT终浓度分别为0、15、
30、45、60 mmol/L。反应6 h后，用漩涡振荡仪将其混合

均匀并立即测定其在600 nm波长处的吸光度（以此表征浊

度），测定两种悬浊液在不同SDS、尿素和DTT添加量下

的浊度，并通过计算浊度下降情况分析不同SDS、尿素和

DTT添加量对两种悬浊液浊度的影响。混合物浑浊度的降

低被认为是反映颗粒分解程度的一个指标。

1.4 数据处理与分析

所有实验重复3 次，每次3 个平行。结果表示为平均

值±标准差。采用SPSS Statistic 22软件进行单因素方差分析

及显著性分析（P＜0.05表示差异显著）；采用Excel 2010软
件绘制线性相关性图；采用Origin 2018软件绘制其他实验结

果图；采用Microsoft PowerPoint 2010软件绘制机理图。

2 结果与分析

2.1 指示膜的pH敏感性

8 种指示膜浸泡在不同pH值（7～13）溶液中的颜色

变化如图1所示。随着pH值的增加，指示膜先由红色变

为紫红色，然后再变成紫灰色，最后变成灰黑色。与花

青素的结构变化相对应：甲醇假碱和黄烊盐阳离子逐渐

转变成醌式碱和阴离子醌式碱[18]。此外，pH值从8增加到

9时，F1-4和F1-7最先发生了比较明显的颜色变化。而其他大

部分指示膜在pH 10时才发生较明显的颜色变化。据报道， 
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铁（亚铁）离子和花青素可以形成有色螯合物[6]。当铁

（亚铁）离子含量较低时，花青素上的酚羟基取代基与

铁（亚铁）离子发生部分配位，导致部分粉色显色反 

应[19]，而当铁（亚铁）离子的数量增加到一定程度时，

铁（亚铁）-花青素螯合物的数量增加，进一步使溶液

的颜色变为紫色甚至蓝色[20]。同时，明胶中含有生色团

和助色基团，在一定程度上会影响指示膜的显色[15]。此

外，pH值增加至12～13时，花青素容易从指示膜中扩散

出来，即溶液碱性很强时，容易破坏指示膜的玉米醇溶

蛋白基质，使花青素容易扩散至溶液中，与玉米醇溶蛋

白易溶于高碱性溶液的结论[13]是一致的。

A B C

D E

F G

A～G.分别为pH 7～13。每个培养皿中从上往下

依次为F0-0、F0-1、F0-4、F0-7、F1-0、F1-1、F1-4、F1-7。

图 1 不同指示膜在不同pH值溶液中的颜色

Fig. 1 Color response of different indicator films in solutions with 

different pH

2.2 指示膜对氨气的敏感性

暴露于10 mmol/L的氨水上方的指示膜F0-0、F0-4、

F1-0和F1-4所产生的色差值（ΔE）的变化曲线如图2A所

示。随着暴露于氨水上方的时间延长，指示膜ΔE趋于

稳定，表明随着时间的延长，指示膜的颜色逐渐趋于稳

定。暴露时间不超过6 min时，F1-0和F1-4的ΔE迅速增加，

继续暴露于氨水上方后，ΔE基本稳定在20左右，表明

在6 min时，F1-0和F1-4的颜色变化基本达到极限，颜色不

再有明显的变化。而F0-0的ΔE则在6 min之后继续增加，

需要暴露在氨水上方更长时间才能使得颜色趋于稳定，

且ΔE趋于稳定所需的时间依次为F1-0/F1-4＜F0-4＜F0-0，即

F1-0和F1-4在暴露时间更短、氨气量更少的情况下就能使 

颜色变化趋于稳定，说明添加了明胶/Fe2＋的指示膜F1-0

和F1-4对氨气的响应灵敏度更高。Jiang Guangyang等[5]制

备了含紫甘薯花青素的淀粉/羧甲基纤维素基的指示膜用

于监测鱼肉新鲜度，指示膜对氨（32 mmol/L）的响应分

析结果表明，紫甘薯花青素添加量为0.1 g/100 g时，指

示膜的ΔE最先趋于稳定，且ΔE达到稳定时所需时间为

4.52 min，而不添加紫甘薯花青素指示膜达到稳定时所需

时间为14 min。进一步说明了本实验所制备的含明胶和

Fe2＋指示膜的氨灵敏度较高。
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图 2 指示膜的ΔE随暴露于10 mmol/L氨水上方时间的变化曲线（A） 

及指示膜中花青素的释放曲线（B）

Fig. 2 Curves of the color difference values (∆E) of the films as a 
function of time of exposure to 10 mmol/L ammonia (A) and release 

curves of anthocyanins from the films (B)

2.3 指示膜中花青素的释放情况

指示膜（F0-0、F0-4、F1-0和F1-4）中花青素在水中的

释放情况如图2B所示。指示膜浸泡6 h之后花青素的溶

出率仍保持在25%以下，说明本研究制备指示膜中的花

青素不容易渗透至所监测的食品上，可能是因为指示膜

的成膜基质是疏水性的玉米醇溶蛋白。而翟晓东[21]制备

的复合膜中花青素提取物6 h后释放率超过90%，进一步

体现出本实验所制备的指示膜对花青素的束缚作用。此

外，浸泡1 h时指示膜中花青素表现出突释的现象，可能

是由于指示膜表面及靠近表面的花青素更容易从膜中释

放出来[16]。F1-0和F1-4浸泡6 h后花青素溶出量较F0-0和F0-4

小，说明大分子明胶对于花青素的溶出具有抑制作用，

可能与花青素及铁-花青素螯合物与明胶之间的相互作用 

有关[15]。

2.4 鱼肉腐败过程中TVB-N含量和pH值变化

TVB-N是鱼肉、畜肉等动物肌肉贮藏过程中，内源

酶和微生物分解蛋白质而产生的[22]，主要包括二甲胺、

三甲胺及氨等含氮化合物，其含量是评价水产品新鲜度的 
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重要指标之一。随着贮藏时间的延长，pH值先由于ATP
酶、糖类酵解及乳酸菌等作用产生乳酸而下降，随后由

于蛋白质分解产生碱性胺类物质而上升，故pH值亦可

用于评价鱼肉等肉类的新鲜程度[23]。由图3可知，在4 ℃
和25 ℃贮藏条件下，鱼肉的pH值均为先下降后上升，

且TVB-N含量在贮藏前阶段缓慢增加，随后急剧增加。

GB 2733—2015《食品安全国家标准 鲜、冻动物性水产

品》规定，淡水鱼的TVB-N含量≤20 mg/100 g时被认

为是可接受的。从图3A中可以看出，贮藏在4 ℃的鲢鱼

鱼肉第9天左右的TVB-N含量稍大于20 mg/100 g，说明

此时鱼肉已经腐败，不宜食用。随着贮藏时间的继续，

TVB-N含量急剧增加，贮藏12 d后鱼肉完全腐败。25 ℃
下贮藏24 h鲢鱼鱼肉的TVB-N含量接近规定的可接受

值，说明此时鱼肉即将腐败，贮藏48～60 h之后，鲢鱼鱼

肉完全腐败（图3B）。由于低温不利于微生物的繁殖，

所以贮藏在4 ℃的鱼肉完全腐败所需的时间较长。
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图 3 贮藏在4 ℃（A）和25 ℃（B）的鱼肉腐败过程中TVB-N含量 

和pH值的变化曲线

Fig. 3 Curves of TVB-N content and pH of of fish stored at 4 ℃ (A) 

and 25 ℃ (B) during spoilage

2.5 指示膜监测鱼肉新鲜度时颜色响应

由图4可知，指示膜用于监测贮藏在4 ℃下的鱼肉新

鲜度时，随着贮藏时间的延长，指示膜的颜色从紫红色

变为灰紫色，最后变为灰棕色。本实验鲢鱼肉在4 ℃条件

下贮藏9 d之后，TVB-N含量开始超过规定值，表明鱼肉在

贮藏9 d后腐败变质，此时指示膜（F0-0、F0-1、F0-4和F0-7）

由深灰紫色变为浅灰紫色，而指示膜（F1-0、F1-1、F1-4和

F1-7）则由灰紫色变为灰（绿）色。而鲢鱼肉在25 ℃条

件下贮藏约24 h之后，TVB-N含量开始超过限值，即鱼

肉在贮藏24 h后腐败变质，此时指示膜F0-0、F0-1、F1-0由

紫红色变为棕红色，F0-4和F1-1由深紫灰色变为灰棕色，

F0-7由深紫灰色变为灰紫色，F1-4和F1-7则由灰棕色变成灰

色。且指示膜在监测新鲜鱼肉（0 d/0 h）时的颜色和监

测完全腐败鱼肉（12 d（4 ℃）/48 h（25 ℃））时的颜

色变化最明显。鱼肉贮藏过程中产生的生物胺会使pH值

增加，从而使指示膜的颜色发生上述变化，说明本研究

制备的指示膜可用于鱼肉新鲜度监测，这与Li Yana等[18]

的研究结果类似。此外，体系内的TVB-N含量增加使微

环境pH值增加的同时，会导致指示膜红色逐渐褪去，与

图5所示的代表红绿度的颜色参数a*值的减小趋势是一

致的，且a*值越大（指示膜红色越明显）说明鱼肉越新

鲜。当指示膜监测贮藏于4 ℃时的鱼肉新鲜度时，含明 

胶/Fe2＋的指示膜（F0-7、F1-1、F1-4和F1-7）在初始时a*值
的减小速度更快，指示膜红色褪去更快，说明这些指示

膜的氨反应灵敏度较高，与2.2节的结论是一致的。类似

地，Ge Yunjun等[24]制备的明胶/氧化几丁质纳米晶体纳米

复合膜暴露于pH值范围为2～12的缓冲液时，复合膜的颜

色参数a*值随pH值的增加而减小，说明pH值越大，红色

越不明显，而绿色则越来越明显。

一般来说，当颜色差异值ΔE大于5时，肉眼能够观察

到两种颜色之间的差异[25]。鱼肉新鲜度监测过程中，指

示膜在相邻时间点的颜色差异情况如表1所示。由于4 ℃
和25 ℃贮藏的鱼肉分别在9 d和24 h后TVB-N含量超过 

表 1 指示膜监测鱼肉过程中相邻两个时间点的ΔE
Table 1 ΔE of indicator films between two adjacent time points during the monitoring of fish meat 

温度/℃ 时间
ΔE

F0-0 F0-1 F0-4 F0-7 F1-0 F1-1 F1-4 F1-7

4 

0 d 0.00Aa 0.00Aa 0.00Aa 0.00Aa 0.00Aa 0.00Aa 0.00Aa 0.00Aa

3 d 12.79±0.5Ad 15.83±0.19Cd 13.25±0.11Ad 17.27±0.18Dc 15.07±0.06Bd 15.93±0.53Cd 15.07±0.06Be 21.62±0.23Ee

6 d 3.49±1.09Ab 5.19±0.17Bc 6.95±0.29CDc 3.63±0.53Ab 6.03±0.66BCc 6.17±0.97BCDc 6.77±0.53CDd 7.30±0.04Dd

9 d 5.94±0.05BCc 5.39±0.93BCc 5.56±1.03BCb 3.06±0.65Ab 5.35±0.75BCc 6.70±1.60Cc 5.64±0.91BCc 4.89±0.77Bc

12 d 5.52±0.54BCc 4.12±0.77ABb 5.76±0.39Cb 3.32±0.70Ab 3.52±1.40Ab 3.95±1.06Ab 3.45±0.39Ab 3.34±0.90Ab

25 

0 h 0.00Aa 0.00Aa 0.00Aa 0.00Aa 0.00Aa 0.00Aa 0.00Aa 0.00Aa

12 h 9.47±0.62ABCc 11.78±0.56Dd 10.25±1.02ABCd 10.8±0.65CDd 9.74±0.81ABCd 8.81±0.70Ac 9.27±0.28ABc 10.74±1.27BCDc

24 h 8.02±2.14Cc 6.66±1.38ABCc 4.64±1.28Abc 5.28±1.08ABb 6.41±0.94ABCc 5.87±0.89ABCb 7.64±1.37BCc 7.08±1.14ABCb

36 h 4.76±0.25BCb 4.24±0.31ABb 2.15±1.02Aab 6.79±0.49BCDc 5.00±1.21BCDbc 6.01±0.92BCDb 7.57±2.94Dc 7.22±1.49CDb

48 h 5.85±0.41CDb 6.44±0.46Dc 6.57±2.38Dc 4.28±0.70BCb 3.94±0.47BCb 4.95±0.86CDb 2.79±0.54ABb 1.80±1.06Aa

注：同行肩标大写字母不同表示不同指示膜间差异显著（P＜0.05）；同一温度下，同列肩标小写字母不同表示不同时间相同指示膜间差异显著（P＜0.05）。
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限值，不宜食用，所以指示膜在9 d和36 h两个时间点的

∆E需要足够大，从而确保可以通过肉眼辨别出颜色的差

异情况。从表1可以看出，添加了明胶和Fe2＋的指示膜∆E
较大，说明添加了明胶和Fe2＋之后的指示膜显示出的颜

色变化更易于被肉眼观察到，有利于区分新鲜和腐败的

鱼肉。
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图 4 指示膜监测贮藏在4 ℃（A）和25 ℃（B）条件下的鱼肉 

新鲜度时颜色随时间的变化

Fig. 4 Changes in color response of indicator films to the freshness of 

fish stored at 4 ℃ (A) and 25 ℃ (B)
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图 5 指示膜监测贮藏在4 ℃（A）和25 ℃（B）条件下的鱼肉 

新鲜度时的颜色参数a*值随时间的变化

Fig. 5 Changes in color parameter a* of indicator films for monitoring 

the freshness of fish stored at 4 ℃ (A) and 25 ℃ (B)

2.6 颜色响应与TVB-N含量相关性分析

TVB-N含量是鱼肉新鲜度的重要指标之一，为了使

得指示膜不仅能够监测鱼肉新鲜度而且还能科学准确地

推算出鱼肉的TVB-N含量，本研究对指示膜的颜色响应

参数和TVB-N含量进行了线性拟合。以鱼肉贮藏过程中

TVB-N含量为纵坐标，以颜色响应情况（L*＋a*＋b*＋

R＋G＋B）/a*（记为P）为横坐标进行线性拟合。从表2 

可以看出，指示膜应用于监测贮藏在4 ℃的鱼肉新鲜度

时，除了F1-0和F1-7之外，其余指示膜的颜色响应情况P和

TVB-N含量之间均存在较好的线性关系。其中，F1-1和F1-4

颜色响应情况P和TVB-N含量之间显示出非常强的线性相

关性（R2分别为0.999 1和0.983 3），但是F1-7则显示出相

关性较差的线性关系。说明明胶添加量为1 g/100 mL时，

若Fe2＋添加量为0.01 mg/mL和0.04 mg/mL，指示膜的颜

色响应情况与鱼肉新鲜度指标TVB-N含量之间存在高度

一致性，而继续增加Fe2＋质量浓度至0.07 mg/mL时，由

于氨反应灵敏度过高使得线性相关性降低。同样，指示

膜应用于监测贮藏在25 ℃的鱼肉新鲜度时，所有指示膜

的颜色响应情况P和TVB-N含量之间均存在较好的线性关

系。其中F0-7、F1-1和F1-4颜色响应情况P和TVB-N含量之间

显示出非常强的线性相关性（R2分别为0.987 6、0.983 3

和0.981 7），说明仅添加Fe2＋（0.07 mg/mL）或既添加

明胶（1 g/100 mL）又添加Fe2＋（0.01、0.04 mg/mL）

时，指示膜的颜色响应情况与鱼肉新鲜度指标TVB-N含

量之间存在高度一致性，而明胶添加量为1 g/100 mL时，

继续增加Fe2＋添加量至0.07 mg/mL，由于氨反应灵敏度

过高使得线性相关性降低。线性拟合结果表明，在监测

鱼肉新鲜度的过程中，可以根据指示膜的颜色响应情况P

科学地推算出TVB-N含量，从而判断鱼肉的新鲜程度。

同时也可以通过TVB-N含量的限值推算出所对应的颜色

响应P的限值，进而根据P的限值判断鱼肉新鲜程度。以

4 ℃下监测鱼肉新鲜度的指示膜F1-1为例，当TVB-N含量

为20 mg/100 g时，根据拟合方程y＝0.085x＋11.406，颜

色响应P所对应的鱼肉可食用限值为101.11。因此，4 ℃

条件下，指示膜的（L*＋a*＋b*＋R＋G＋B）/a*值超过

101.11时，所监测的淡水鱼已腐败变质，不能食用。表明

指示膜颜色响应参数P能够指示鱼肉的新鲜度，并能对可

食用和不宜食用鱼肉进行鉴别。该结论与Luo Qian等[26]

根据水凝胶的（R＋G＋B）/B值判断鱼肉新鲜度的结果

相似。
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表 2 4 ℃和25 ℃贮藏条件下的鱼肉新鲜度指标（TVB-N含量）与指示

膜颜色参数P（L*＋a*＋b*＋R＋G＋B）/a*）的线性关系

Table 2 Linear correlation of fish freshness index (TVB-N) content and 

film color parameter P (L* + a* + b* + R + G + B）/a*) at 4 ℃ and 25 ℃

贮藏温度/℃ 膜名称 拟合方程 决定系数R2

4

F0-0 y＝0.722 8x＋1.881 7 0.823 2
F0-1 y＝0.353 5x＋4.539 7 0.892 8
F0-4 y＝0.358 9x＋5.751 7 0.856 5
F0-7 y＝0.328 3x＋2.301 3 0.904 2
F1-0 y＝0.351 5x＋4.686 2 0.677 8
F1-1 y＝0.085 x＋11.406 0.999 1
F1-4 y＝0.136 2x＋8.463 6 0.983 3
F1-7 y＝0.098 2x＋10.992 0.554 6

25

F0-0 y＝3.194 1x－35.765 0.945 5
F0-1 y＝1.723 2x－19.492 0.979 3
F0-4 y＝0.962 7x－3.625 3 0.956 4
F0-7 y＝1.199 9x－9.689 5 0.987 6
F1-0 y＝3.458 1x－40.606 0.912 4
F1-1 y＝1.809 9x－17.395 0.983 3
F1-4 y＝1.075 5x－10.663 0.981 7
F1-7 y＝1.05x－12.828 0.934 1

2.7 明胶、Fe2＋、花青素相互作用分析

2.7.1 Zeta电位分析

Zeta电位的绝对值反映了溶液的稳定性。绝对值越

高，粒子之间的相互排斥力越大，它们相互碰撞和聚集

的可能性就越小。相反，绝对值越低，粒子就越容易相

互吸引并聚集[27]。由图6可知，不同pH值的蓝莓花青素

溶液的带有部分净负电荷，且Zeta电位绝对值小于5，
可能是花青素在不同的pH值条件下不稳定所导致。当

pH值从3增加至9时，明胶的Zeta电位由正值转为负值，

且在pH 5和pH 7之间存在净电荷为零的点，说明本实验

所提取的乌鳢鱼皮明胶的等电点在5～7之间[28]。这与文

献[29]报道的碱法提取所获得的B型明胶等电点在pH 5
左右相一致。在花青素存在下，明胶的Zeta电位绝对值

增加，说明花青素的存在使得明胶溶液的稳定性增加。

花青素对蛋白质溶液的表面电荷特性和稳定性有一定的

影响，这可能是花青素的添加引起静电屏蔽现象导致 

的[30-31]。在Fe2＋存在条件下，花青素溶液和明胶溶液的

Zeta电位变化均不大，可能是Fe2＋含量较低所致。而花青

素、明胶和Fe2＋共同存在时，与两两复合时相比，Zeta电
位绝对值增加，说明三者之间可能存在相互作用且所形

成复合物的稳定性增加[27]。
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图 6 不同pH值条件下不同样品的Zeta电位分布

Fig. 6 Zeta potential distribution of different samples under different 

pH conditions

2.7.2 驱动力分析

不同的分子间作用力可以被不同的化学试剂破 

坏[32]。尿素可以通过与蛋白质氨基酸残基形成新的氢键

而破坏分子间和分子内的氢键；SDS通过自身非极性尾

巴与蛋白质分子的疏水区域作用，使蛋白质部分展开，

从而破坏蛋白质及其聚集体疏水相互作用；而DTT可以

破坏二硫键[32]。为了研究花青素、明胶和Fe2＋之间的氢

键、二硫键和疏水相互作用，采用不同添加量的尿素、

DTT和SDS处理S11和S12。从图7中可以看出，加入尿素

时，S11和S12的浊度下降得最多，说明花青素、明胶和

Fe2＋之间的主要是氢键相互作用，而疏水相互作用和二

硫键则占比少。且不同pH值条件下，添加Fe2＋之后的混

合液（S12）在添加尿素和SDS之后浊度下降率减小。说

明添加Fe2＋之后，混合液中不同物质之间的氢键数量和疏

水相互作用减少。猜想可能是Fe2＋既会和明胶形成基态配

合物，又会和花青素形成螯合物，减少了花青素和明胶的

结合，从而使二者相互作用所形成的氢键数量减少[6,19,33]。
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图 7 尿素（A）、SDS（B）和DTT（C）对不同pH值条件下S11 

和S12浊度降低的影响

Fig. 7 Effect of urea (A), sodium dodecyl sulfate (SDS) (B) and  

DL-dithiothreitol (DTT) (C) on the decrease in the turbidity of S11 and 

S12 under different pH conditions

添加明胶和Fe2＋的指示膜具有良好的氨反应灵敏

性、花青素保护特性及颜色响应特性。而根据添加明胶

和Fe2＋之后蓝莓花青素溶液的紫外-可见吸收光谱的吸收

峰强度和位置发生变化[15]及Zeta电位发生变化可知三者存

在相互作用，而驱动力分析结果表明三者主要存在氢键

相互作用。三者可能的主要相互作用机理如图8所示。
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图 8 提出的花青素、明胶和Fe2＋之间的主要相互作用机理

Fig. 8 Proposed interaction mechanism among anthocyanins,  

gelatin and Fe2+

3 结 论

本研究制备以蓝莓花青素为指示剂、以玉米醇溶

蛋白为基质的含明胶和Fe2＋指示膜具有对pH值和氨的

高灵敏性，可应用于鱼肉的新鲜度监测。含有适量明

胶和Fe2＋的指示膜监测鱼肉新鲜度时呈现的颜色响应特

性P（（L*＋a*＋b*＋R＋G＋B）/a*）与鱼肉新鲜度

指标TVB-N含量之间存在较强的相关性（R2＞0.98）。 

明胶/Fe2＋与花青素的相互作用影响了指示膜的颜色，使

指示膜在监测腐败鱼肉时表现出与新鲜鱼肉较大的颜色

差异（ΔE），因此对腐败鱼肉的监测具有很高的灵敏

性。花青素、明胶和Fe2＋之间主要通过氢键相互作用，

创造了独特的微环境，增加了花青素对pH值的灵敏性。

本研究通过将一些特殊物质与色素结合，可为开发智能

食品包装和各种食品保鲜指标提供新的思路。
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