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摘　要：为探究冻藏温度的波动对鲍鱼质地的影响，选取速冻皱纹盘鲍（Ｈａｌｉｏｔｉｓｄｉｓｃｕｓｈａｎｎａｉ）的贝柱部分作
为研究对象，分析５次冻融循环处理对肌肉的质构、保水性、低场核磁共振弛豫时间 Ｔ２及蛋白氧化的影响。
结果表明：皱纹盘鲍肌肉质构的硬度、弹性和咀嚼性指标随冻融次数的增多而显著降低，５次循环后分别降至
原来的１１．２１％、３．０３％和１０．０４％，而剪切力相反，发生显著升高；肌肉持水性的解冻损失、离心损失和蒸煮
损失发生了显著升高（Ｐ＜０．０５），分别从２．２８％、１６．０９％和３８．５１％升高至１０．５０％、２８．５３％和４３．６７％；皱
纹盘鲍肌肉水分分布中结合水几乎不受影响，而不易流动水与自由水的弛豫时间Ｔ２２与Ｔ２３明显增大，其对应
的峰面积比例Ｐ２２显著升高，Ｐ２３显著降低；皱纹盘鲍肌肉蛋白结构及功能的表面疏水性先上升后降低，羰基含
量显著降低而活性巯基含量显著升高。这些研究表明，冻融循环会对皱纹盘鲍的肌肉质地造成破坏，致使其

质地品质劣变，商品价值降低，最终影响消费者的可接受性。
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　　冻藏是肉制品尤其是水产品保藏加工的常
用手段，它具有保持产品质量、延长产品的货架

期以及不受产季或产地限定供应的优势。但在

冻品的贮藏、运输、销售以及消费过程中，温度波

动不可避免，冰晶的成长及重结晶作用会破坏产

品肌肉结构，导致线粒体、溶酶体酶和其他细胞

器释放到肌浆中，造成产品质量（风味、营养、色

泽等）下降［１２］。在低温条件下，虽然微生物和酶

的作用会受到抑制，但脂肪和蛋白氧化仍在缓慢

进行，冷冻无法抑制由物理或化学原因引起的产

品劣变，且反复冻融过程中会加剧劣变的速

度［２４］。邓思杨等［５］研究发现反复冻融破坏了镜

鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏｖａｒ．ｓｐｅｃｕｌａｒｉｓ）纤维结构的完
整性，随着冻融次数的增加，α螺旋含量下降且
部 分 结 构 丧 失。ＺＨＡＮＧ 等［６］ 研 究 了 鲢

（Ｈｙｐｏｐｈｔｈａｌｍｉｃｈｔｈｙｓｍｏｌｉｔｒｉｘ）鱼鳍水解物对鳙
（Ｈｙｐｏｐｈｔｈａｌｍｉｃｈｔｈｙｓｎｏｂｉｌｉｓ）鱼片在冻融循环中蛋
白质和脂质氧化作用，发现鱼鳍水解物可成为保

存鱼片的天然抗氧化剂。ＳＲＩＫＥＴ等［７］对比凡纳

滨对 虾 （Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ）和 班 节 对 虾
（Ｐｅｎａｅｕｓｍｏｎｏｄｏｎ）冻融后肌纤维变化时发现，冻
融会导致肌纤维收缩，Ｚ盘损坏，物种间二硫键
与疏水相互作用的不同可能与其蛋白完整性的

丧失程度相关。目前对冷冻水产品冻融的研究

主要集中在鱼类和虾，贝类鲜有报道。

皱纹盘鲍（Ｈａｌｉｏｔｉｓｄｉｓｃｕｓｈａｎｎａｉ）又称鳆鱼、
海耳等，由于其营养丰富、口感独特，深受全世界

人们的喜爱。我国是世界第一养鲍大国，据２０１８
中国渔业年鉴统计，总产量约为１６．３万 ｔ，相比
２０１７年增长了９．８５％［８］，皱纹盘鲍现已成为家庭

餐桌上的常见食材。季节性与地域性使得皱纹

盘鲍常常需要进行远距离、长时间的运输，在此

过程中皱纹盘鲍极易死亡，其体内富含的蛋白质

在微生物的作用下迅速分解并散发出恶臭气味，

工业上常常对其进行加工以利于运输。贝柱是

皱纹盘鲍可食部位中与外壳紧密相连的部分，研

究表明贝柱与其他部位肌肉的肌纤维结构存在

差异，这可能与皱纹盘鲍的吸附和运动有关［９］。
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贝柱部分主要由肌原纤维蛋白构成，在冻融过程

中，冰晶会破坏肌肉蛋白的二级结构与三级结

构，导致蛋白变性，发生聚集和交联［１０］。肌原纤

维蛋白的性质对肌肉的嫩度、保水性及感官特性

等均有影响［１１］。因此，本研究以速冻皱纹盘鲍的

贝柱部分作为研究对象，探明冻融循环对肌肉质

地的影响，以及从水合特性及蛋白氧化两方面分

析质地的变化机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料
速冻皱纹盘鲍，购自上海某食品公司，生产

日期为２０１９年７月１２日。皱纹盘鲍平均体质量
（去壳、去内脏）为（１１．４２±０．２９）ｇ，平均壳长为
（６．４６±０．０８）ｃｍ。

五水硫酸铜、氯化钠、氢氧化钠、酒石酸钾

钠、磷酸氢二钠、磷酸二氢钾购自国药集团化学

试剂有限公司；溴酚蓝、５，５′二硫代二硝基苯甲
酸盐购自Ｓｉｇｍａａｌｄｒｉｃｈ公司；尿素、羰基试剂盒购
自南京建成生物工程研究所。

１．２　仪器与设备
主要仪器与设备：２００ＳＨ数显高速分散均质

机，上海标本模型厂；Ｈ２０５０Ｒ高速冷冻离心机，
长沙湘仪有限公司；ＴＡ．ＸＴＰｌｕｓ质构仪，英国
ＳＭＳ公司；ＭｅｓｏＭＲ２３０６０Ｈ．Ｉ低场核磁共振成像
分析仪，上海纽迈科技有限公司。

１．３　方法
１．３．１　原料处理

速冻皱纹盘鲍处理流程为清洗、漂烫、冷却、

速冻、镀冰衣及真空袋装处理。工厂处理完毕

后，将皱纹盘鲍装袋，并置于－４０℃冷库中贮藏。
样品生产于２０１９年７月，将样品加冰袋置于

塑料泡沫箱中，后经冷链物流保鲜车运回实验

室，路途耗时约８ｈ。样品到达后，置于－４０℃中
备用。

１．３．２　冻融循环处理
取－４０℃贮藏的皱纹盘鲍，置于４℃冰箱中

解冻６ｈ至其中心温度达到０℃左右，放回 －４０
℃冰箱中贮藏，作为１次冻融处理。每隔１８ｈ循
环１次，共进行５次处理。每次冻融后按照图１
所示，取下贝柱部分进行后续相关的测定。

１．３．３　质构测定
将样品置于测试平台上，室温条件下进行测

定。ＴＰＡ测试探头：Ｐ／０．５。剪切力测试探头：
ＨＤＰ／ＢＳ。测试条件：测前、测中与测后速率分别
为１、１和１０ｍｍ／ｓ；压缩程度为５０％；触发值１０
ｇ；间隔时间为５ｓ；数据采集速率为４００ｐｐｓ。

图１　皱纹盘鲍肌肉图
Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｏｆａｂａｌｏｎｅｍｕｓｃｌｅ

１．３．４　解冻损失测定
用纸巾将样品表面水分擦干，称量质量后进

行速冻处理，将冻好的样品置于４℃冰箱中解冻
６ｈ，擦干样品表面水分并称量质量。解冻损失率
（ｔｈａｗｉｎｇｌｏｓｓ，ＴＬ）的计算公式为

ＴＬ＝１００×（Ｗ１－Ｗ２）／Ｗ１ （１）
式中：ＴＬ为解冻损失率，％；Ｗ１和Ｗ２分别为冻前
及解冻后样品的质量，ｇ。
１．３．５　离心损失测定

用纸巾擦干样品表面水分并称量质量。将

样品用双层滤纸包裹，置于离心管中，在４℃ 下
１０００ｇ离心１５ｍｉｎ。取出样品，擦干表面水分并
称量质量。离心损失率（ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｌｌｏｓｓ，ＣＦＬ）的
计算公式为

ＣＦＬ＝１００×（Ｗ３－Ｗ４）／Ｗ３ （２）
式中：ＣＦＬ为离心损失率，％；Ｗ３和Ｗ４分别为离心
前及离心后样品的质量，ｇ。
１．３．６　蒸煮损失测定

用纸巾擦干样品表面水分并称量质量。将

样品置于自封袋中，后浸没于１００℃中１５ｍｉｎ，在

０６３
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整个加热过程中，样品不会与热水有任何接触。

加热结束后，取出样品，擦干其表面水分并称量

质量。蒸煮损失率（ｃｏｏｋｉｎｇｌｏｓｓ，ＣＫＬ）的计算公
式为

ＣＫＬ＝１００×（Ｗ５－Ｗ６）／Ｗ５ （３）
式中：ＣＫＬ为蒸煮损失率，％；Ｗ５和 Ｗ６分别为蒸
煮前及蒸煮后样品的质量，ｇ。
１．３．７　水分分布的测定

使用低场核磁共振分析仪（ｌｏｗｆｉｅｌｄｎｕｃｌｅａｒ
ｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＬＦＮＭＲ）测定样品中的水分
分布，自旋弛豫时间 Ｔ２采用 ＣＰＭＧ序列进行测
量。ＣＰＭＧ得到的指数衰减曲线用仪器自带的软
件进行 Ｔ２反演，得到 Ｔ２值。在 ２５℃条件下
ＣＰＭＧ测试参数：ＳＷ＝２００ｋＨｚ；Ｐ１＝１８μｓ；Ｐ２＝
３５μｓ；ＴＤ＝３６００６８；ＲＧ１＝２０ｄｂ；ＴＷ ＝３０００ｍｓ；
ＴＥ＝０．４５ｍｓ；ＮＳ＝８。
１．３．８　蛋白溶解性测定

蛋白溶解性参考张龙等［１２］的方法，并略有改

动，所有操作过程均在４℃下进行。取２ｇ样品
加入１５ｍＬ０．６ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ
（ｐＨ７．５）缓冲液均质数秒，使样品均匀地分散在
溶液中，静置 ２０ｍｉｎ。４℃下１２０００ｇ离心 １０
ｍｉｎ，取上清液，采用双缩脲法测定蛋白溶液的质
量分数。

测定盐溶性蛋白质量分数时，取２ｇ样品加
入１５ｍＬ０．１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ
（ｐＨ７．５）缓冲液均质数秒，使样品均匀地分散在
溶液中，静置２０ｍｉｎ。４℃下１２０００ｇ离心１０ｍｉｎ
弃上清液取沉淀，此过程重复２次。在沉淀中加
入１５ｍＬ０．６ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ
（ｐＨ７．５）缓冲液，搅拌均匀后静置２０ｍｉｎ。４℃
下１２０００ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清液，此过程重复３
次，合并上清液，采用双缩脲法测定盐溶性蛋白

溶液的质量分数。

１．３．９　表面疏水性测定
参考ＣＨＥＬＨ等［１３］的方法并略有改动。取１

ｇ样品溶解于２０ｍＬ２０ｍｍｏｌ／Ｌ的磷酸缓冲溶液
（ｐＨ６．０）中，均质数秒使碎肉均匀分散于溶液
中。后取５ｍＬ溶液，加入１ｍＬ１ｍｇ／ｍＬ的溴酚
蓝（ＢＰＢ），剧烈振荡２０ｍｉｎ使其充分混匀。在４
℃下６０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，吸取０．５ｍＬ上清
液，稀释１０倍，在５９５ｎｍ处测定其吸光值。计算
公式为

ＢＰＢ＝２００×（Ａ０－Ａ１）／Ａ０ （４）
式中：ＢＰＢ为表面疏水性，μｇ／ｍｇ；Ａ０为空白吸光
度；Ａ１为样品的吸光度。
１．３．１０　羰基含量测定

参照羰基含量测定试剂盒进行测定。

１．３．１１　巯基含量测定
参考 ＥＬＬＭＡＮ［１４］的方法并略有改动。取

０．１５ｇ样品加入 ２５ｍＬ的 ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液（ｐＨ
８．０）。样品于溶液中均质数秒后，加入 ５０μＬ
Ｅｌｌｍａｎ试剂（二硫代硝基苯甲酸，ＤＮＴＢ），置于２５
℃的水浴锅中静置反应６０ｍｉｎ。５０００ｇ离心１５
ｍｉｎ，去泡沫后溶液在４１２ｎｍ处测定吸光值。计
算公式为

－ＳＨ＝７３．５３×Ａ×Ｄ／Ｃ （５）
式中：－ＳＨ为巯基浓度，μｍｏｌ／ｇ；Ａ表示除去空白
的样品吸光度；Ｄ表示稀释倍数；Ｃ表示样品的质
量浓度，ｍｇ／ｍＬ。
１．３．１２　数据处理

所有实验组测定３个平行，数据用平均值 ±
标准差表示，使用ＳＰＳＳ１７．０和Ｏｒｉｇｉｎ９．０进行数
据分析与图像绘制，采用 Ｄｕｎｃａｎ氏法进行显著
性差异分析处理，显著水平Ｐ＜０．０５。

２　结果与分析

２．１　反复冻融对皱纹盘鲍贝柱质构的影响
硬度、弹性等是水产品冷藏中最易受影响的

质构特性指标，也是消费者评价食品品质的重要

依据之一［１５］。通过测定反复冻融后皱纹盘鲍肌

肉的硬度、弹性、咀嚼性及剪切力，分析其对皱纹

盘鲍肌肉质构的影响，结果如表１所示。硬度和
咀嚼性随着冻融次数的增加而显著降低（Ｐ＜
０．０５），弹性在第５次冻融时降低，而剪切力随着
冻融次数的增加而显著增加（Ｐ＜０．０５）。硬度反
映的是样品达到某种程度变形所需要的力。５次
冻融循环过程后，样品硬度分别下降了７．８３％、
８．４１％、９．３９％和１１．２１％，这可能与蛋白变性有
关［１６］。弹性反映了外力作用时的变形程度及撤

去外力后的恢复程度，咀嚼性是评价硬度、弹性

及细胞间结合力的综合评价参数［１７］。从第１次
到第５次冻融过程中，弹性和咀嚼性分别下降了
３．０３％和 １０．０４％。剪切力可以衡量肌肉的嫩
度，剪切力越小，肌肉的嫩度越好［１８］。冻融过程

中，剪切力逐渐增大可能是由于水分迁移而肌肉
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收缩导致的［１９］。姜晴晴等［１８］也发现秘鲁鱿鱼剪

切力随冻融次数的增加而增加，推测可能是由于

蛋白变性产生交联、聚集或汁液损失所导致的。

也有研究［２０］发现，随着冻融次数的增加，剪切力

先增加后降低，推测可能是由于冰晶造成肌纤维

结构断裂使得剪切力降低。

表１　反复冻融对皱纹盘鲍贝柱质构的影响
Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅｓｏｎｔｅｘｔｕｒｅｏｆａｄｄｕｃｔｏｒｍｕｓｃｌｅｆｒｏｍＨ．ｄｉｓｃｕｓｈａｎｎａｉ

质地指标

Ｔｅｘｔｕｒｅｉｎｄｉｃｅｓ
冻融次数　Ｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅｓ

１ ２ ３ ４ ５
硬度 Ｈａｒｄｎｅｓｓ／ｇ １７９．８０±１１．２５ａ １６５．７３±２．９９ｂ １６４．６８±１４．６０ｂ １６２．９１±８．７９ｂ １５９．６５±１２．５０ｂ

弹性 Ｓｐｒｉｎｇｉｎｅｓｓ／ｍｍ ０．９９±０．００ａ ０．９９±０．００ａ ０．９９±０．０２ａ ０．９８±０．０１ａ ０．９６±０．０５ｂ

咀嚼性 Ｃｈｅｗｉｎｅｓｓ／ｍＪ １１８．７８±３．３６ａ １１５．０６±２．９４ａｂ １１２．７６±１０．３２ｂ １１２．７４±１．９５ｂ １０６．８６±１０．１１ｃ

剪切力 Ｆｉｒｍｎｅｓｓ／ｇ ２７６７．０４±８３．４６ｃ ２９１０．８３±５４．７１ｂｃ ３２５６．６６±２７３．５５ａｂ３３８５．３８±２７１．９７ａ ３４５７．７２±２８０．１７ａ

注：同行不同小写字母表示存在显著性差异Ｐ＜０．０５。
Ｎｏｔｅｓ：ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓＰ＜０．０５．

２．２　反复冻融对皱纹盘鲍贝柱保水性的影响
保水性对于肌肉的质地、色泽、风味等具有

重要影响，常用解冻损失、蒸煮损失等参数进行

衡量。本次实验中，采用离心法来评估冻融次数

对于肌肉持水力的影响。离心损失越低，肌肉的

持水力越高。由表２可知，每冻融１次后，解冻损

失与离心损失都显著增加 （Ｐ＜０．０５）。从第 １
次冻融到第５次冻融后，解冻损失与离心损失分
别增加了约４．６１倍和１．７７倍。蒸煮损失在第５
次冻融时有了显著增加至 ４３．６７％，增加了约
１．１３倍（Ｐ＜０．０５）。

表２　反复冻融对皱纹盘鲍贝柱持水性的影响
Ｔａｂ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅｓｏｎｗａｔｅｒｈｏｌｄｉｎｇｃａｐａｃｉｔｙｏｆａｄｄｕｃｔｏｒｍｕｓｃｌｅｆｒｏｍＨ．ｄｉｓｃｕｓｈａｎｎａｉ ％

冻融次数

Ｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅｓ
解冻损失

Ｔｈａｗｉｎｇｌｏｓｓ
离心损失

Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｌｌｏｓｓ
蒸煮损失

Ｃｏｏｋｉｎｇｌｏｓｓ
１ － １６．０９±１．９３ａ ３８．５１±２．２４ｂ

２ ２．２８±０．２９ｄ ２１．０５±２．０２ｂ ３９．９８±２．２８ａｂ

３ ４．７４±１．０４ｃ ２４．３７±１．０３ｃ ４０．７２±１．３８ａｂ

４ ８．４３±１．１４ｂ ２５．３５±２．１２ｃｄ ４１．８５±１．１７ａｂ

５ １０．５０±１．５４ａ ２８．５３±０．６７ｄ ４３．６７±１．１４ａ

注：同列不同小写字母表示存在显著性差异Ｐ＜０．０５。
Ｎｏｔｅｓ：ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓＰ＜０．０５．

２．３　反复冻融对皱纹盘鲍贝柱水分的分布和组
成状态的影响

低场核磁因其无损特性，被证明可以用于检

测肌肉中水分的分布及迁移情况［２１２２］。从图 ２
可以发现解冻１次的贝柱其水分分布，从弛豫时
间Ｔ２图谱中可以看出皱纹盘鲍贝柱在 ０．１～
５０００ｍｓ的弛豫时间内共有３个峰，分别对应３
种不同状态的水分，依次为结合水 Ｔ２１（１～１０
ｍｓ）、不易流动水 Ｔ２２（１０～１００ｍｓ）和自由水 Ｔ２３
（＞１００ｍｓ）。结合水对肌肉的系水能力影响微
弱，反映的是能与蛋白质表面极性基团紧密结合

的水分子层：不易流动水与肌肉的保水性息息相

关，反映的是高度组织化蛋白质结构内部的水分

子层；自由水是最易流失的水分，反映的是胞外

水分子层［２３２４］。贝柱内水分的分布与迁移会对

肌肉质地产生影响。

图２　皱纹盘鲍贝柱弛豫时间Ｔ２分布图

Ｆｉｇ．２　ＲｅｌａｘａｔｉｏｎｔｉｍｅＴ２ｏｆａｄｄｕｃｔｏｒ

ｍｕｓｃｌｅｆｒｏｍＨ．ｄｉｓｃｕｓｈａｎｎａｉ
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　　水分的自由度可以由弛豫时间Ｔ２反映，结果
如表３所示。随着冻融次数的增加，Ｔ２１无明显变
化，说明温度的波动对结合水几乎无影响。而

Ｔ２２和Ｔ２３显著增加（Ｐ＜０．０５），这表明贝柱中不

易流动水与自由水都发生了明显的迁移，不易流

动水向自由水转化，而自由水向肌肉表面移动，

形成汁液损失，肌肉的持水能力下降。

表３　反复冻融对皱纹盘鲍贝柱弛豫时间Ｔ２的影响
Ｔａｂ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅｓｏｎｒｅｌａｘａｔｉｏｎｔｉｍｅＴ２ｏｆａｄｄｕｃｔｏｒｍｕｓｃｌｅｆｒｏｍＨ．ｄｉｓｃｕｓｈａｎｎａｉ ｍｓ

冻融次数

Ｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅｓ
峰１

Ｐｅａｋ１（Ｔ２１）
峰２

Ｐｅａｋ２（Ｔ２２）
峰３

Ｐｅａｋ３（Ｔ２３）

１ ２．３９±０．８０ ６７．４８±０．００ｂ ５６８．４８±４６．５７ｂ

２ ２．３６±０．４１ ６７．６４±４．６９ｂ ５０５．２６±０．００ｂ

３ ２．４２±０．１７ ７２．３３±０．００ａｂ ６０４．２９±６２．７０ｂ

４ ２．７９±１．４１ ７２．５０±５．０３ａｂ ６０４．２９±６２．７０ｂ

５ １．８９±０．０７ ７７．５３±０．００ａ ７６８．１９±５３．２５ａ

注：同列不同小写字母表示存在显著性差异Ｐ＜０．０５。
Ｎｏｔｅｓ：ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓＰ＜０．０５．

　　水分的组成状态可以由其对应的峰面积占
总面积的比例反映出来，如图３所示。由于结合
水在此过程中几乎不受影响，所以主要分析不易

流动水和自由水峰面积所占比例，即 Ｐ２２和 Ｐ２３。
在５次冻融过程中，虽有波动，但 Ｐ２２相对呈现上
升趋势，Ｐ２３相反，相对呈现下降趋势，说明不易流
动水占比增加，自由水占比降低，推测在此过程

中不易流动水与自由水之间发生了一定的转化，

汁液流失，自由水含量降低导致不易流动水的占

比增大。祖肶雪［２５］对海参的研究中发现解冻时

间及次数的增加会导致束缚水占比逐渐增加，自

由水占比逐渐降低。

图３　反复冻融对皱纹盘鲍贝柱Ｔ２弛豫

时间峰面积比例的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅｓｏｎｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆ
ｒｅｌａｘａｔｉｏｎｔｉｍｅＴ２ｐｅａｋａｒｅａｓｏｆａｄｄｕｃｔｏｒ

ｍｕｓｃｌｅｆｒｏｍＨ．ｄｉｓｃｕｓｈａｎｎａｉ

２．４　反复冻融对蛋白溶解性及盐溶性蛋白含量
的影响

蛋白的溶解性是蛋白质与蛋白质、水与水及

蛋白质与水之间的动态平衡，其变化对蛋白的功

能和应用价值有重要影响［２６］。如图４所示，贝柱
的蛋白溶解性随着冻融次数的增加显著降低

（Ｐ＜０．０５），由最初的 ４８．０８ｍｇ／ｇ降至 ４２．５５
ｍｇ／ｇ，下降为原来的８８．５０％。可以看到，在第２
和３次冻融过程中，蛋白溶解性缓慢下降，在第４
次冻融时才出现显著降低。另外，从图４也可以
发现，随着冻融次数的增加，盐溶性蛋白含量同

样显著降低（Ｐ＜０．０５），由最初的３９．９１ｍｇ／ｇ降
至３４．７０ｍｇ／ｇ，下降为原来的８６．９５％，表明盐
溶性蛋白发生了变性。

２．５　反复冻融对表面疏水性的影响
表面疏水性不仅可以反映蛋白质表面疏水

性氨基酸的相对含量，也可以反映肽链的展开程

度，对于蛋白质的性质和功能具有重要影响，是

蛋白氧化的关键性指标［２７２８］。如图５所示，随着
冻融次数的增加，表面疏水性在第１～３次冻融
后先上升后在４～５次发生了下降，这可能是由
于起初蛋白构象发生变化，分子内部的一些疏水

性氨基酸侧链基团暴露出来，蛋白发生折叠，表

面疏水性增加；但随后冻融次数的增加导致肌球

蛋白的三级结构发生改变，疏水基团或被掩盖，

或通过疏水相互作用发生交联和聚集，使得所检

测到的表面疏水减少［１３，１８，２９］。
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柱状图中不同的小写字母代表样品的蛋白溶解性存在显著性

差异Ｐ＜０．０５；折线图中不同的小写字母代表样品的盐溶性

蛋白含量存在显著性差异Ｐ＜０．０５。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｈｉｓｔｏｇｒａｍｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅＰ＜０．０５；ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｌｉｎｅｇｒａｐｈｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

ｉｎｔｈｅｓａｌｔｓｏｌｕｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅＰ＜０．０５．

图４　反复冻融对皱纹盘鲍贝柱蛋白溶解性的影响
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅｓｏｎｐｒｏｔｅｉｎ

ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｏｆａｄｄｕｃｔｏｒｍｕｓｃｌｅ
ｆｒｏｍＨ．ｄｉｓｃｕｓｈａｎｎａｉ

折线图中不同的小写字母代表样品的表面疏水性存在显著性

差异Ｐ＜０．０５。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｌｉｎｅｇｒａｐｈｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｓｕｒｆａｃｅｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅＰ＜

０．０５．

图５　反复冻融对皱纹盘鲍贝柱表面疏水性的影响
Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅｓｏｎｓｕｒｆａｃｅ

ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙｏｆａｄｄｕｃｔｏｒｍｕｓｃｌｅ
ｆｒｏｍＨ．ｄｉｓｃｕｓｈａｎｎａｉ

２．６　反复冻融对羰基含量的影响
羰基主要由肽键或者氨基酸侧链断裂多产

生，可作为蛋白氧化的关键性指标［３０］。羰基浓度

的多少与蛋白氧化程度呈正相关。由图６可以看

出，从第３次循环开始，贝柱中羰基浓度开始显
著增加（Ｐ＜０．０５），经过５次冻融循环后羰基的
浓度由起初的２．１４ｎｍｏｌ／ｍｇ变为４．８９ｎｍｏｌ／ｍｇ，
增加了约５４．４０％，蛋白氧化反应明显。

折线图中不同的小写字母代表样品的羰基含量存在显著性差

异Ｐ＜０．０５。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｌｉｎｅｇｒａｐｈｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｃａｒｎｏｎｙｌｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅＰ＜０．０５．

图６　反复冻融对皱纹盘鲍贝柱羰基浓度的影响
Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅｓｏｎｃａｒｎｏｎｙｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｉｏｎｏｆａｄｄｕｃｔｏｒｍｕｓｃｌｅｆｒｏｍＨ．ｄｉｓｃｕｓｈａｎｎａｉ

２．７　反复冻融对活性巯基含量的影响
总巯基包括蛋白分子表面的活性巯基与分

子内部的隐藏巯基，活性巯基会氧化形成二硫

键，甚至进一步生成亚砜等有害物质，它是反映

蛋白氧化的重要标志［５，１８］。由图７所示，活性巯
基的浓度随冻融次数的增加显著降低（Ｐ＜
０．０５）。前２次巯基浓度变化不大，从第３次开
始显著降低，５次冻融后，巯基浓度由最初的４．４１
μｍｏｌ／ｇ降至３．２４μｍｏｌ／ｇ，比第１次冻融降低了
２６．５３％。

３　讨论

３．１　反复冻融对皱纹盘鲍贝柱质构的影响
水产品死后，在内源酶及微生物的作用下，

质地会发生相应变化。冻藏在一定程度上能够

有效抑制微生物与酶的作用，但冰晶的反复溶解

与生成会在肌肉内形成一系列大小不一、形状不

规则的冰晶，对细胞造成机械损伤，导致蛋白结

构发生改变，蛋白变性加剧及质地劣化。有研

究［３１］表明，肌原纤维蛋白含量的降低会导致肌肉

硬度、弹性等降低，也会造成肌肉持水能力和凝

胶能力的下降。
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折线图中不同的小写字母代表样品的活性巯基含量存在显著

性差异Ｐ＜０．０５。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｌｉｎｅｇｒａｐｈｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅＰ＜０．０５．

图７　反复冻融对皱纹盘鲍贝柱巯基浓度的影响
Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅｓｏｎｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｉｏｎｏｆａｄｄｕｃｔｏｒｍｕｓｃｌｅｆｒｏｍＨ．ｄｉｓｃｕｓｈａｎｎａｉ

３．２　反复冻融对皱纹盘鲍贝柱水合特性的影响
水分是肌肉中含量最多的物质，水分的流失

不仅影响了产品的质地、营养与色泽，也会造成

经济损失［３２］。研究［３３］表明，肌肉的保水性与肌

原纤维蛋白有关，冻融过程中肌纤维结构的破坏

和蛋白氧化作用，会造成肌肉保水性的降低。但

也有学者［３４］发现适度的氧化可以提高肌肉的持

水能力，这可能与肌肉收缩导致肌细胞间距减小

有关。肌肉中水分子的分布与迁移情况可以通

过低场核磁共振技术进行观测，本实验中弛豫时

间的增加推测可能是由于蛋白质交联及结构的

改变，降低了对水分子的束缚能力而导致

的［３５３６］，进而不易流动水与自由水之间发生转

换，造成汁液流失。这与祖肶雪［２５］的研究结果相

同。朱学伸等［３７］发现鸡胸肉与腿肉中自由水的

弛豫时间会随着冻融次数的增加先上升后下降。

柏霜等［３８］对羊臊子肉的研究中发现自由水的弛

豫时间随冻融次数的增加而降低。这种差异可

能是与样品的种类、加工后样品的状态等有关。

总体来看，冻融循环对肌肉的保水性影响较大，

在产品加工贮藏与流通过程中要注意温度的波

动。

３．３　反复冻融对皱纹盘鲍贝柱蛋白氧化的影响
肌原纤维蛋白是维持细胞骨架完整性的结

构蛋白，冻融会促使肌原纤维蛋白氧化变性，影

响蛋白功能。蛋白溶解性、表面疏水性、羰基和

巯基都是反映蛋白氧化的重要指标［３９］，其中蛋白

的溶解性与蛋白的起泡性、乳化性和凝胶性有

关［２６］。本次实验中蛋白溶解性与盐溶性蛋白含

量随冻融次数的增加均呈现下降趋势，这与

ＢＥＮＪＡＫＵＬ等［４０］、姜晴晴等［１８，３９］的研究结果一

致。分子结构、带电性、ｐＨ和离子强度等内外因
素都会影响蛋白溶解性［２６］。此外，蛋白天然构象

的改变、疏水性氨基酸的暴露、二硫键的形成等

也会对其溶解性产生影响［４１４３］。实验中盐溶性

蛋白含量的降低可能与二硫键、氢键或疏水键的

形成有关［４４］。李艳青等［２６］认为肌球蛋白之间形

成共价键、离子强度的增加及碱溶性蛋白的产生

等因素会导致盐溶性蛋白溶解性降低。张龙腾

等［４５］通过６次冻融循环发现在鱼糜中盐溶性蛋
白含量会随冻融次数的增加而减少，但向其中加

入含有亲水性氨基酸的酶解产物，可以缓解降低

速度。

疏水作用的增强会导致肌原纤维蛋白含量

的 降 低，进 而 减 弱 肌 肉 的 持 水 性［４６］。

ＫＯＲＺＥＮＩＯＷＳＫＡ等［４７］研究鱼蛋白水解和冻融

处理对太平洋鳕鱼天然肌动球蛋白理化性质的

影响，发现鳕鱼肉表面疏水性随冻融次数的增加

呈现先增加后降低的趋势，他认为最初的增加与

肌球蛋白头部变化有关，而后续降低则是疏水相

互作用导致暴露的残留物聚集所导致的。

ＳＲＩＫＥＴ等［７］对比黑虎虾与白虾肉的冻融稳定性

时发现，５次冻融循环后白虾的表面疏水性高于
黑虎虾，白虾蛋白氧化程度也更高。

蛋白侧链的 ＮＨ或 ＮＨ２基团容易受到自由
氧的攻击，转变为羰基基团［４８］。此外，脂质氧化

生成的醛类也可以和蛋白质中的亲核基团反应，

形成席夫碱化合物，这可能会加速羰基的形

成［４９］。本次研究中可能是由于活性氧攻击蛋白

质导致氨基酸发生脱氨反应，转变为羰基致使其

含量增加。ＺＨＡＮＧ等［６］对鳙鱼片冻融的研究及

ＷＡＮＧ等［５０］对鱼糜冻融的研究表明，冻融会造成

蛋白羰基含量的显著增加，但添加一些抗氧化

剂，如酶解鱼鳍、抗坏血酸、褐藻间氯菌素等，可

以有效缓解蛋白氧化速率。

巯基含量的减少可能与肌球蛋白的构象变

化有关，其结构的变化导致巯基不断地暴露与氧

化。邓思杨等［５］在对镜鲤的冻融研究中也发现

了５次冻融后鱼肉的总巯基含量降低了２３．７８％，
活性巯基含量降低了１８．０６％。并且认为蛋白溶
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解度与 α螺旋含量和巯基含量密切相关。
ＴＨＡＮＯＮＫＡＥＷ等［５１］研究发现冻融过程中主要

是铜离子对墨鱼蛋白质理化性质的改变起主要

作用。另外，也有学者认为二硫键的多少与肌肉

硬度有关，含量越高，硬度越大［５２］。本次实验中

巯基含量的减少推测可能是因为巯基氧化成二

硫键或蛋白聚集导致的。

４　结论

水产品在贮运流通过程中经常会发生温度

波动，从而导致冻品反复冻融。通过对反复冻融

中皱纹盘鲍贝柱的质构、水合特性及蛋白氧化的

影响研究发现：贝柱肉经冻融循环后，肌肉的硬

度、弹性等降低，剪切力增高；冰晶的生成与重结

晶导致肌纤维裂解、蛋白变性，肌肉持水能力降

低，ＬＦＮＭＲ显示在冻融过程中弛豫时间 Ｔ２发生
了明显右移，不易流动水与自由水之间发生相互

转化。同时，冻融过程中，肌肉中表面疏水性先

上升后降低，活性巯基含量增加而羰基含量升

高，表明此过程中发生了蛋白氧化，这对肌肉的

质地、色泽等有重要影响。因此，今后应进一步

完善冻品冷藏链系统，减少其温度波动，控制其

品质劣变，进而可降低经济损失。此外，也需要

研发抗冻力强的天然抗冻剂，以保障冷冻产品的

质量。
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