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不同解冻方式反复冻融对金乌贼蛋白质分子间作用力的影响

张洪超，  薛张芝，  丁    源，  徐晓蓉，  金    洋，  
李和生*，  王鸿飞，  许    凤

(宁波大学食品与药学学院，浙江 宁波    315800)

摘要：为研究反复冻融对乌贼肉蛋白质性质的影响，探究冻融过程中蛋白质分子间作用
力的变化。以新鲜金乌贼肉为研究对象，3种不同解冻方式(0 °C解冻、流水解冻和室温
解冻)分别进行9次冻融处理。结果显示，在反复冻融过程中，冻融方式对分子间作用力
的影响显著，0 °C解冻优于流水解冻优于室温解冻。3种解冻方式解冻乌贼肉时，分子
间作用力变化趋势保持一致，离子键和氢键含量降低，离子键分别降低了7.71%、
10.64%和13.61%，氢键分别由31.91%、31.97%和31.87%降低到了26.76%、25.53%和
23.94%；疏水相互作用、二硫键和非二硫共价键的含量均增加，疏水作用力分别增加了
8.86%、12.35%和14.72%，二硫键分别增加了1.43%、1.96%和2.85%，非二硫共价键分别
由1.16%、1.28%和1.55%增加到了3.75%、4.05%和5.50%；肌原纤维蛋白表面疏水性分别
由30.47、31.31和32.26 μg增加至46.10、53.51和58.91 μg，与疏水作用力的结果保持一
致；巯基与活性巯基含量降低，巯基分别降低了13.07、38.99和40.32 nmol/mg，活性巯基
分别降低了6.55、24.26和43.16 nmol/mg，与二硫键生成趋势保持一致。红外光谱分析反
复冻融过程中蛋白质中二级结构的变化规律，得到反复冻融使肌原纤维蛋白的空间构象
发生改变，9次冻融后，0 °C解冻、流水解冻和室温解冻3种冻融方式的光谱带向不同波
数方向依次有规律移动，其中酰胺A带和酰胺Ⅲ带向高波数方向微移，酰胺Ⅰ带、酰胺
Ⅱ带向低波数方向微移。蛋白质二级结构发生变化，α-螺旋和β-折叠二者含量之和占总
比降低，β-转角和无规则卷曲二者含量之和增加。反复冻融过程实则是蛋白质缓慢氧化的过程。
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金乌贼(Sepia esculenta)属软体动物门(Mollu-

sca)、头足纲(Cephalopoda)、乌贼目(Sepiida)。其

肉质营养丰富，富含优质蛋白、多不饱和脂肪

酸和多种人体必需的微量元素，是我国传统四

大海产之一 [1]。随着我国经济水平的提高，金乌

贼不仅限于沿海地区人们食用，也已逐渐走向

内陆人们的餐桌。远洋捕捞的金乌贼多以船冻

的方式进行保存，从而延长其保藏期，Estévez[2]

的研究表明，最佳肉类贮藏温度是−40 °C。由于

我国目前冷链系统不完善，长途运输、贮藏消

费过程中难免出现反复冻融的现象[3]。

反复冻融可改变肉类组织中水分的含量与分

布 [4]，冰晶在产生与融化过程中细胞膜被破坏，

细胞液中的线粒体和溶酶体被释放，细胞内外

可溶性物质的浓度变化较大，且反复冻融次数

增加会加速细胞液流失和脂质及蛋白质的氧化[5]，

此过程中，蛋白质氧化为持续氧化[6]，活性氧(reac-

tive oxy gen species，ROS)攻击蛋白质使其通过非
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共价和共价分子间作用力形成蛋白质聚集体[5，7]，

参与这些蛋白质聚集的键为氢键、离子键、疏水

键和二硫键 [8-9]。由于这些键的参与导致蛋白质

分子间构象重排，使蛋白质发生变性。Jiang等[10]

在研究贮藏温度对虱目鱼(Chanos chanos)蛋白二

硫键形成及变性的影响时表明，在−20 °C条件下

储存生成的二硫键比在−35 °C储存时生成的二硫

键要多。疏水作用力增加、二硫键形成使得蛋白

质有序的三级结构被破坏，蛋白质间发生交联[11]，

从而使得蛋白质分子间相互作用的平衡被打破[12]。

金乌贼肉组织结构与一般可食性的鱼和哺

乳动物肉类结构差别很大[13]。目前，国内外关于

乌贼冻融和解冻方式对蛋白质的氧化的研究报

道很少，对于分子间作用力变化的研究更为鲜

见，热门研究集中在热诱导过程中分子间作用

力的变化方面。刘书成等 [14]研究高密度CO2处理

凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)肌球蛋白分子

间作用力的变化时，发现高密度CO2处理肌球蛋

白时，氢键和离子键含量降低，疏水相互作

用、二硫键和非二硫共价键含量增加；同密度

CO2压强处理，40~60 °C范围内随着温度升高，

氢键和二硫键含量无显著变化，非二硫共价键

含量呈增加趋势，疏水相互作用呈降低趋势，

离子键先降低后升高。Tan等 [15]研究热诱导和压

力处理罗非鱼(Oreochromis spp.)肉酱时，发现二

硫键和共价键可促进凝胶网络结构的形成，压

力作用生成氢键和疏水作用力可使凝胶更柔

软。本实验以金乌贼肉为对象，对其进行3种常

见解冻方式(0 °C解冻、流水解冻、室温解冻)的
反复冻融处理，探究不同解冻方式下及冻融过

程中金乌贼肉蛋白质分子间作用力、表面疏水

性、巯基及蛋白质二级结构的变化情况，探讨

不同解冻方式与冻融过程中分子间作用力的变

化对蛋白质品质的影响，探明反复冻融与蛋白

质氧化的关系，为乌贼储存运输销售及水产品

加工企业对乌贼的保鲜、延长贮藏期和提高乌

贼经济效益与食用品质提供理论参考。

1    材料与方法

1.1    实验材料

金乌贼购于浙江舟山渔场，快速解剖清洗，

冰藏运往实验室备用。

牛血清蛋白购自上海源叶生物科技有限公司；

其他化学试剂均为国药分析纯。

1.2    实验仪器

T2供应电耦测温仪，北京华海恒辉科技有

限公司；高速冷冻离心机，德国Eppendorf公司；

XHF-D高速分散器，宁波新芝生物科技股份有限

公司；721型可见分光光度计，上海舜宇恒平科

学仪器有限公司；Jasco傅立叶红外光谱仪，日

本分光公司；海尔BCD-539WT冰箱，青岛海尔

股份有限公司。

1.3    实验方法

　　反复冻融处理方式　　取新鲜金乌贼作为0
次处理组，然后将样品冻结在(−20±1) °C，解冻

时用测温仪测得样品中心温度为0 °C时取样，取

样结束后继续放回冰箱中冻藏，作为1个冻融处

理。5 d作为1个循环，分别进行0、1、3、5、7、9
次冻融处理，将每次处理好的样品进行实验分析。

　　解冻方法　　0 °C解冻：将样品用聚乙烯

袋密封包装，取碎冰将样品包裹，用测温仪测

得样品中心0 °C时为解冻终点。流水解冻：将样

品用聚乙烯密封袋包装，装样品的密封袋完

全浸泡水中，并置于水龙头下采用流动水解冻，水

温(18±2) °C，用测温仪测得样品中心温度为0 °C
时为解冻终点。室温解冻：将样品用聚乙烯密

封袋包装，放置在白色搪瓷托盘中，置于周围没有

热源的实验台上解冻，室温(25±1) °C，用测温仪

测得样品中心温度为0 °C时为解冻终点。

　　分子间作用力的测定　　参照Tan等[15]的方

法，并做适当修改。取0.5 g金乌贼肉糜加A1(10 mL
0.6 mol/L NaCl)提取液，在8 000 r/min下匀浆3 min，
4 °C放置1 h，取出并在4 °C 10 000 r/min离心10 min，
上清液于4 °C保存。向A1处理所得沉淀中加10 mL
A2(1.5 mol/L尿素和0.6 mol/L NaCl的混合液)溶
液，重复上述操作，上清液于4 °C保存。向A2处
理所得沉淀中加10 mL A3(8 mol/L尿素和0.6 mol/L
NaCl的混合液)溶液，重复上述操作2次，得到的

上清液混合后置于4 °C保存。向A3处理所得沉淀

中加10 mL A4(0.5 mol/L β-巯基乙醇、0.6 mol/L NaCl
和8 mol/L尿素的混合液，pH值为7)溶液，重复离

心操作，所得上清液于4 °C保存。A4溶液处理所

得沉淀，加入1 mL 1 mol/L NaOH，4 °C保存。将

以上每步离心后所得上清液分别加入等体积质量

分数为20%的三氯乙酸，10 000 r/min离心10 min，
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弃上清液，向沉淀中加入1 mL 1 mol/L NaOH溶

液于4 °C放置，采用双缩脲法对蛋白质含量进行

测定。溶解于A1的蛋白质质量分数为离子键的

贡献，溶解于A2的蛋白质质量分数为氢键的贡

献，溶解于A3的蛋白质质量分数为疏水相互作

用力的贡献，溶解于A4的蛋白质质量分数为二

硫键的贡献，A4溶液提取后最终沉淀的蛋白质

质量分数为非二硫共价键的贡献。

　　肌原纤维蛋白的提取　　参考Xiong等 [16]的

方法，取1 g金乌贼肉糜样品，加入20 mL冷却的

Tris-maleate缓冲液(50 mmol/L KCl，20 mmol/L
Tris-maleate，pH 7)后充分匀浆，然后在10 000 r/min，
4 °C条件下离心10 min，弃上清液后在沉淀中加

入10 mL Tris-maleate缓冲液(0.6 mol/L KCl，20
mmol/L Tris-maleate，pH 7)，充分匀浆后置于4 °C
冰箱中提取1 h，然后在10 000 r/min，4 °C条件下

离心10 min，所得的上清液为肌原纤维蛋白。

　　表面疏水性巯基的测定　　参照Chelh等 [17]

的方法，用溴酚蓝含量表示表面疏水性。取1 mL
蛋白液加入200 μL 1 mg/mL的溴酚蓝，对照组用1 mL
磷酸盐缓冲溶液代替蛋白液进行测定。室温条

件下反应10 min，4 °C 7 000 r/min离心15 min。取

1 mL上清液，稀释10倍后，595 nm波长处测定吸

光值。溴酚蓝在蛋白质中的含量(μg)按以下公式

计算：

= 200£ A ¡ A
A

式中，200为溴酚蓝质量(μg)。
　　巯基和活性巯基的测定　　参考Yongsa-
watdigul等 [18]的方法，并适当改动。取1 mL蛋白

液于试管中，分别加入9 mL 50 mmol/L磷酸缓冲

液1(8 mol/L尿素、0.6 mol/L KCl、10 mmol/L
EDTA，pH为7)。取上述混合液4.5 mL，加入0.5 mL
0.1% DTNB，40 °C水浴30 min，在412 nm处测定

吸光度即可得到总巯基的吸光值。空白为缓冲

液1。活性巯基的测定用缓冲液2(50 mmol/L磷酸

盐缓冲液、10 mmol/L EDTA、0.6 mol/L KCl，
pH为7)替换缓冲液1，混合液在4 °C反应1 h后，

在412 nm处测定吸光值。空白用缓冲液2代替样品。

(nmol=mg) =
A £ n

(13 600£ ½)

式中，A表示412 nm波长处的吸光度；n表示稀释

倍数；13 600表示摩尔吸光系数 [L/(mol·cm)]；
ρ为蛋白质质量浓度(mg/mL)。

　　红外光谱(FTIR)测定　　参照胡熠等 [19]方

法，将提取好的蛋白质置于冷冻干燥机中冷冻

干燥48 h后取出，于干燥器中平衡2 h，在20%相

对湿度条件下，取0.2 mg肌原纤维蛋白干粉和 2 mg
KBr在研钵中充分研磨，取适量进行压片，固定

于样品架上，用傅立叶红外光谱仪在400~4 000 cm−1

的波数范围进行全波段扫描测定吸光度，分析红

外光谱图以确定氧化对金乌贼肉二级结构的影响。

　　数据处理　　实验所得数据均为3次重复的

平均值，数据用平均值±标准差(mean±SD)表示，

采用IBM SPSS Statistics 19.0对结果进行数据分析，

Duncan氏多重检验进行数据间的显著性差异分

析，用Origin 8.5作图。

2    结果

2.1    反复冻融对金乌贼肉肌原纤维蛋白分子

间作用力的影响

　　离子键变化　　在 (−20±1) °C条件下冻结

后，采用0 °C解冻、流水解冻和室温解冻3种解

冻方式解冻肉样，随着解冻次数的增加，离子

键含量显著降低(P<0.05)。0 °C解冻的第1、3次
冻融离子键下降不显著(P>0.05)，随着冻融次数

的增加，离子键含量下降程度逐渐增大；流水

解冻与室温解冻方式从第1次解冻开始，离子键

含量就已经呈现出显著降低的趋势，9次冻融

后，分别由新鲜样品的32.73%±0.25%和32.51%±
0.15%降低到22.10%±0.51%和18.89%±0.21%(图1)。
且3种解冻方式反复冻融金乌贼时，离子键降低

总量为室温解冻>流水解冻>0 °C解冻。

　　氢键变化　　采用3种不同的解冻方式对金

乌贼肉进行冻融时，随着解冻次数的增加，氢

键含量显著降低(P<0.05)，其中室温解冻条件下

解冻9次的结果最为显著，由初始的31.87%±0.11%
降为23.95%±0.12%，流水解冻9次后氢键含量为

初始值的79.87%；0 °C解冻时，9次冻融后氢键

降低了5.15%(图2)。
　　疏水作用力变化　　在整个冻融过程中，

3个处理组疏水作用力均显著增加(P<0.05)，且前

3次解冻后组间均无显著差异(P>0.05)，第5次解

冻后组间差距逐渐增大，9次解冻后3组处理疏水

作用力分别为40.81%±0.31%、44.27%±0.53%和

46.53%±0.40%，与未冻融组相比增加了8.85%、

12.34%和14.73%，并且0 °C解冻疏水作用力增速

缓慢，室温解冻的增速最快(图3)。
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　　二硫键变化　　未处理组的乌贼肉肌原纤

维蛋白中二硫键含量为2.09%±0.04%、2.09%±
0.08%和2.28%±0.10%，随着解冻次数的增多，二

硫键含量呈显著增长的趋势(P<0.05)。解冻次数

超过3次后，0 °C解冻、流水解冻和室温解冻3种

处理方式呈现显著差异(P<0.05)，且室温解冻增

加速率最快，其中二硫键增加量为室温解冻>流
水解冻>0 °C解冻，9次解冻后3种处理方式中，二

硫键分别增长了1.42%、1.96%和2.86%(图4)。

　　非二硫共价键变化　　新鲜样品中非二硫

共价键含量较低，但随着冻融次数的增加，非二

硫共价键显著增加(P<0.05)。在前5次冻融过程中

0 °C解冻和流水解冻2组处理的非二硫共价键增
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图 1    不同解冻方式反复冻融对金乌贼肉

离子键的影响

不同大写字母表示不同解冻方式处理组组间差异显著(P<0.05)，
不同小写字母表示相同解冻方式处理组内差异显著(P<0.05)，下同

Fig. 1    Effects of different thawing ways and
multiple freeze–thaw cycles on ionic bond of

S. esculenta myofibrillar protein
Different capital letters mean significant difference at 0.05 level among
different thawing ways treatment, different lowercase letters mean
significant difference at 0.05 level among same thawing ways treatments,
the same below
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图 2    不同解冻方式反复冻融对金乌贼肉氢键的影响

Fig. 2    Effects of different thawing ways and
multiple freeze–thaw cycles on hydrogen bond of

S. esculenta myofibrillar protein

10

20

30

40

50

溶
于

A
3
的
蛋
白
质
质
量
分
数

 (
疏
水
作
用
力
贡
献

)/
%

p
ro

te
in

 m
as

s 
fr

ac
ti

o
n
 d

is
so

lv
ed

 i
n
 A

3
(h

y
d
ro

p
h
o
b
ic

 c
o
n
tr

ib
u
ti

o
n
)

解冻次数/次
freeze-thaw cycle times

0 °C解冻　defrosted at 0 °C
流水解冻　defrosted by running water
室温解冻　defrosted at room temperature

Aa
Aa

Ab AcAb

AaAa
AaAb

Ac
BcBd

Ce

Cf

Ad
Bd Ae

Be

0 1 3 5 7 9

 
图 3    不同解冻方式反复冻融对金乌贼肉

疏水作用力的影响

Fig. 3    Effects of different thawing ways and
multiple freeze–thaw cycles on hydrophobic bond of

S. esculenta myofibrillar protein
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图 4    不同解冻方式反复冻融对金乌贼肉

二硫键的影响

Fig. 4    Effects of different thawing ways and
multiple freeze–thaw cycles on disulfide bond of

S. esculenta myofibrillar protein

1842 水    产    学    报 43 卷

 

http://www.scxuebao.cn

http://www.scxuebao.cn


长趋势相似，且未表现出组间差异性(P>0.05)，
第7次解冻后流水解冻处理与0 °C解冻处理的非

二硫共价键开始出现差异性，且差异性逐渐增大。

室温解冻处理组则一直保持显著增加趋势，且增

加量远大于其他2组，经过9次解冻后，非二硫共价

键含量由1.55%±0.11%增加至5.50%±0.11%(图5)。

2.2    反复冻融对金乌贼肌原纤维蛋白表面疏

水性的影响

对照组乌贼肉溴酚蓝含量分别为 (30.47±
0.64)、(31.31±0.54)和(32.26±1.30) μg，第1次解冻

与新鲜样品相比无显著性差异，随着解冻次数

的增加，乌贼肉肌原纤维蛋白表面疏水性呈显

著上升趋势(P<0.05)，且流水解冻和室温解冻表

面疏水性增加量远大于0 °C解冻，3种解冻方式

经9次冻融处理后，溴酚蓝含量分别由 (30.47±
0.64)、(31.31±0.54)和(32.26±1.30) μg增加至(46.10±
1.24)、(53.51±1.46)和(58.91±1.04) μg，溴酚蓝含

量增加率分别为51.30%、70.90%和75.63%(图6)。

2.3    反复冻融对金乌贼肌原纤维蛋白巯基含

量的影响

随着解冻次数的增加，总巯基与活性巯基

的含量均呈显著下降趋势(P<0.05)，0 °C解冻组

的新鲜样品中总巯基和活性巯基分别为(109.03±
0.28)和(92.05±0.28) nmol/mg，9次解冻后总巯基

和活性巯基分别降为鲜样的72.58%和79.84%，

流水解冻和室温解冻时的降低量较0 °C解冻更为

显著，巯基和活性巯基分别降低了38.99、24.26
nmol/mg和40.32、43.16 nmol/mg(表1)。

2.4    红外光谱分析反复冻融对金乌贼肌原纤

维蛋白的影响

　　反复冻融乌贼肉FTIR的变化　　新鲜乌贼

肉样品在3 372 cm−1处出现峰值位于酰胺A带，主

要是因为NH基团变角振动产生的；9次冻融后酰

胺A带向高波数方向微微移动，且室温解冻移动

波数最多，而0 °C冻融移动的波数最少；1 644 cm−1

处的峰对应谱图的酰胺Ⅰ带，主要是C=O伸缩振

动产生的，能反映蛋白质中二级结构的变化 [20]，

1 562 cm− 1处出现的峰为酰胺Ⅱ带特征光谱范

围，主要是由N-H键的弯曲振动引起；酰胺Ⅰ带

和酰胺Ⅱ带均向低波数方向移动，偏移波数仍旧保

持0 °C解冻最小，室温解冻偏移波数最多；由C-N
伸缩产生的酰胺Ⅲ带的吸收峰出现在了1 306 cm−1

处，向高波数方向微微偏移(图7)。
　　金乌贼肌原纤维蛋白二级结构变化　　图8
为金乌贼肉9次冻融后肌原纤维蛋白红外光谱图

的酰胺Ⅰ带(1 600~1 700 cm−1)进行退卷积和高斯

拟合后得到的蛋白质二级结构。由图可知新鲜样

品中α-螺旋和β-折叠含量分别为58.30%和41.12%，

占总比的99.42%，β-转角和无规则卷曲含量较

低，分别为0.31%和0.27%；9次冻融后，0 °C解

冻、流水解冻和室温解冻处理组α-螺旋和β-折叠

二者含量之和均降低，分别占总比的97.97%、

97.37%和97.03%，其中α-螺旋含量降低、β-折叠
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图 5    不同解冻方式反复冻融对金乌贼肉

非二硫共价键的影响

Fig. 5    Effects of different thawing ways and multiple
freeze–thaw cycles on non-disulfide covalent bond of

S. esculenta myofibrillar protein
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图 6    不同解冻方式反复冻融对金乌贼肌原纤维蛋白

表面疏水性的影响

Fig. 6    Effects of different thawing ways and
multiple freeze–thaw cycles on surface hydrophobicity of

S. esculenta myofibrillar protein
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含量升高，而β-转角和无规则卷曲含量之和增

加，分别由鲜样所占总比的0.58%，增加到了

2.03%、2.63%和2.97%。

3    讨论

低温贮藏过程中鱼肉会发生冷冻变性，冷

冻变性一般分为蛋白质分子的聚集变性和多肽

链的展开变性2种 [ 1 2 ]。反复冻融促进蛋白质氧

化 [21]，蛋白质氧化是由ROS作用于脂肪或某些蛋

白质特定氨基酸残基，发生自由基链式反应，引

起电子转移，打乱分子间相互作用，致使蛋白

质分子聚集、多肽链展开断裂。肉蛋白分子的

聚集与二硫键生成有关[10]。许多学者认为，半胱

氨酸和蛋氨酸为氧化敏感氨基酸[22]，半胱氨酸含

有巯基，氧化后易形成二硫化物[23]，经冷冻后总

巯基和活性巯基含量减少，伴随着二硫键含量

增加[12]。Ali等[24]研究多次冻融循环对鸡胸脯肉品

质的影响时，发现前4次冻融循环中，巯基含量

无显著性差异，第5~7次冻融循环时，巯基含量

显著下降，推测可能是由于蛋白质发生了氧化

而导致。周果等[25]研究表明，鲐(Scomber japonicus)
在−20 °C和−36 °C分别贮藏30 d后，活性巯基降

为初始值的34.68%和55.22%；采用不同解冻方式

解冻鲐时，肌原纤维蛋白巯基含量表现为自然

表 1    不同解冻方式反复冻融对金乌贼肌原纤维蛋白巯基含量的影响

Tab. 1    Effects of different thawing ways and multiple freeze–thaw cycles on sulfhydryl content of
                                                                                     S. esculenta myofibrillar protein                                                            nmol/mg

解冻次数/次
freeze-thaw
cycle times

0 °C解冻　defrosted at 0 °C 流水解冻　defrosted by running water 室温解冻　defrosted at room temperature

总巯基

total sulfhydryl
活性巯基

active sulfhydryl
总巯基

total sulfhydryl
活性巯基

active sulfhydryl
总巯基

total sulfhydryl
活性巯基

active sulfhydryl

0 109.03±0.28Aa 92.05±0.28Aa 108.05±0.32Aa 90.03±0.26Aa 108.07±0.15Aa 91.05±0.32Aa

1 106.18±0.75Aa 91.23±0.85Aa 99.84±1.70Ba 89.22±1.20Ba 90.44±1.00Bb 80.76±1.33Cb

3 102.52±0.66Aa 88.52±1.52Aa 90.09±0.71Bab 85.11±1.07Bb 83.22±1.80Bc 78.20±0.62Bc

5 95.96±1.20Ab 85.50±0.45Ab 84.55±0.34Bb 70.71±0.18Bc 81.70±0.91Bc 64.42±0.71Cd

7 89.15±0.17Ac 84.69±0.21Ac 76.46±1.03Bc 69.55±0.44Bd 74.92±0.47Bd 53.29±0.43Ce

9 79.11±0.54Ad 73.50±0.20Ad 69.06±0.16Bd 65.77±1.98Be 67.75±0.32Be 47.89±0.89Cf

注：不同大写字母表示不同解冻方式处理组间差异显著(P<0.05)，不同小写字母表示相同解冻方式处理组内差异显著(P<0.05)
Notes: different capital letters mean significant difference at 0.05 level among different thawing ways treatment, different lowercase letters mean
significant difference at 0.05 level among same thawing ways treatments
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图 7    金乌贼肌原纤维蛋白红外光谱图

1.新鲜样品，2.0 °C解冻，3.流水解冻，4.室温解冻，下同

Fig. 7    FTIR spectra of S. esculenta myofibrillar protein
1. fresh sample, 2. defrosted at 0 °C, 3.defrosted by running water, 4.
defrosted at room temperature, the same below
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图 8    不同解冻方式反复冻融对金乌贼肌原纤维蛋白

二级结构的影响

Fig. 8    Effect of different thawing ways and
multiple freeze–thaw cycles on secondary structure of

S. esculenta myofibrillar protein
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解冻与流水解冻无显著性差异，低温解冻方式

优于前2种解冻方式。Benjakul等 [5]研究长尾大眼

鲷(Priacanthus tayenus)、狗母鱼(Sauruda micropec-
toralis)和黄花鱼(Pennahai macrophthalmus)等热带

鱼时，发现在贮藏过程中二硫键的形成都伴随

着巯基的减少；本研究发现3种解冻方式第1次
冻融循环时，二硫键含量变化均无显著性差异

(P>0.05)，3次冻融后二硫键生成显著增加(P<0.05)，
且室温解冻>流水解冻>0 °C解冻；同时巯基与活

性巯基含量的减少量与二硫键生成量的趋势保

持一致，本研究结果与以上学者的研究结论一

致。Seidler等 [26]研究−28 °C冻藏热处理后的阿根

廷滑柔鱼(Illex argentinus)时，随着冻藏时间的增

加，巯基含量上升，与本研究结果相反，可能

是由于热处理后蛋白质发生变性而导致的。二

硫键和非二硫共价键与肌球蛋白交联有关，交

联导致蛋白质聚合物的形成[12]。本研究中非二硫

共价键随着冻融次数的增加，均呈显著增加的

趋势，说明在反复冻融过程中，分子间作用力

平衡被打破，蛋白质发生交联，周非白[27]研究表

明丙二醛氧化可诱导肌球蛋白分子间产生非二

硫共价键交联，从而导致非二硫共价键增加，

与本研究结果一致。

冻藏引起鱼肉肌球蛋白的打开与伸展，暴

露的非极性氨基酸和邻近的类似基团引起疏水

相互作用，这个过程导致了蛋白质的变性[28]。Mi-
gnino等 [29]报道，在−30 °C条件下冻藏8个月的钓

机捕捞的阿根廷滑柔鱼，表面疏水性显著性增

加 (P<0.05)。本研究发现，随着冻融次数的增

加，疏水作用力显著增加，蛋白质表面疏水性

也显著增加，3种解冻方式中室温解冻疏水作用

力和表面疏水性增速最快，而0 °C解冻时二者增

速最慢，本研究中疏水作用力变化与表面疏水

性在前3次冻融处理时增速缓慢，随着冻融次数

增加增速加快，说明反复冻融可能引起了肌原

纤维蛋白分子构象的变化。姜晴晴等 [21]研究发

现，茎柔鱼(Dosidicus gigas)在3次及以上冻融处

理后表面疏水性显著增加(P<0.05)，可能是由于

冻融过程中蛋白质结构发生改变，疏水性的脂

肪族与芳香族氨基酸侧链基团暴露出来，使表

面疏水性增加。胡忠良等 [30]、Liu等 [31]发现蛋白

质氧化会使蛋白质表面疏水性增加。因此，反

复冻融可能导致蛋白质发生缓慢氧化。在蛋白

质聚集变性过程中，离子键也参与其中，使其

构象发生重排 [12]，本研究中的9次冻融后，0 °C
解冻、流水解冻和室温解冻离子键含量分别由

新鲜样品的32.87%±0.07%、32.73%±0.25%和

32.51%±0.15%降低到了25.16%±0.48%、22.10%±
0.51%和18.89%±0.21%。汪之和等 [ 2 3 ]研究鳊

(Parabramis pekinensis)鱼糜贮藏过程中离子键与

氢键的变化表明，贮藏温度越高，离子键、氢

键下降越快，与本研究结果相似。

FTIR红外光谱酰胺A带一般出现在3 400~
3 440 cm−1范围内，本研究金乌贼肉肌原纤维FTIR
显示，酰胺A带在3 372 cm−1处出现峰值，9次冻

融处理后所得谱图显示，酰胺A带均向高波数方

向偏移，且偏移量0 °C解冻<流水解冻<室温解

冻。Sai等 [32]报道，当肽段中N-H基团形成氢键

时，峰会向低波数方向移动，本研究中反复冻

融导致金乌贼肉肌原纤维蛋白中氢键逐渐减

少，因此会出现上述酰胺A带向高波数方向偏移

的结果，且0 °C解冻时氢键减少量最少、室温解

冻时氢键减少量最多。酰胺Ⅰ带和酰胺Ⅱ带特征

峰一般出现在1 600~1 700 cm−1和1 600~1 500 cm−1

范围内，本研究酰胺Ⅰ带和酰胺Ⅱ带的峰总体向

低波数方向偏移，可能是因为反复冻融过程

中，蛋白质结构逐渐展开，使包裹在分子内部

的一些疏水性的芳香族和脂肪族氨基酸侧链基

团逐渐暴露，从而导致蛋白表面疏水性的增

加，并且说明存在疏水作用力的变化。酰胺Ⅲ带

可以证明螺旋结构的完整存在 [33]，本研究酰胺

Ⅲ带向高波数方向微移，说明螺旋结构有一定

的展开。本研究对FTIR的酰胺Ⅰ带进行处理

后，发现新鲜样品主要由α-螺旋和β-折叠结构构

成，β-转角和无规则卷曲含量极少，但9次冻融

后α-螺旋和β-折叠结构之和呈减少趋势，β-转角

和无规则卷曲之和增加。肌球蛋白的疏水基团

更多的集中在螺旋的核心部位 [34]，具有α-螺旋结

构的蛋白在冻藏过程中易发生聚集变性[35]，从而

说明蛋白质肽链结构可能被破坏，多肽链空间

走向发生重排。王策等[36]研究发现氧化使牛血清

蛋白多肽链中的α-螺旋减少，β-转角含量显著增

加(P<0.05)。推测可能是由于氧化使分子内部维

持蛋白质α-螺旋结构的氢键断裂，各种分子内与

分子间相互作用力平衡被打破，蛋白质空间排

列发生改变。本研究表明，反复冻融使蛋白质

二级结构发生了改变，与氧化结果有一定的相

似，但β-折叠含量上升可能是由于反复冻融所引
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起的蛋白质氧化程度较低，导致α-螺旋结构转换

为β-折叠结构，而氧化程度又不足以使得β-折叠

大量转换为其他更简单的折叠方式，因此推测

反复冻融使肌原纤维蛋白发生了缓慢的氧化。

4    结论

反复冻融金乌贼肉，使肌原纤维蛋白分子

间作用力平衡被打破，分子间构象进行了重排，

从而使蛋白质发生变性。离子键和氢键含量降

低(P<0.05)，疏水相互作用力、二硫键和非二硫

共价键的含量增加(P<0.05)；肌原纤维蛋白表面

疏水性增加(P<0.05)，与疏水作用力结果保持一致；

巯基与活性巯基含量降低(P<0.05)，与二硫键生

成趋势保持一致。红外光谱分析反复冻融过程

中蛋白质二级结构的变化规律，结果表明反复

冻融使肌原纤维蛋白的空间构象发生改变，9次
冻融后，0 °C解冻、流水解冻和室温解冻3种冻

融方式的光谱带向不同波数方向依次有规律地移动，

其中酰胺A带和酰胺Ⅲ带向高波数方向微移，酰

胺Ⅰ带、酰胺Ⅱ带向低波数方向微移。蛋白质二

级结构发生变化，α-螺旋和β-折叠二者含量之和

降低，β-转角和无规则卷曲二者含量之和增加。

反复冻融过程实则是蛋白质缓慢氧化的过程，冻

融过程中蛋白质氧化速率与解冻方式有很大的关

系，其中0 °C解冻优于流水解冻优于室温解冻。
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Effects of different thawing ways and multiple freeze–thaw cycles on
myofibrillar protein intermolecular force of Sepia esculenta

ZHANG Hongchao ,     XUE Zhangzhi ,     DING Yuan ,     XU Xiaorong ,     JIN Yang ,    
LI Hesheng *,     WANG Hongfei ,     XU Feng

(College of Food and Pharmaceutical Sciences, Ningbo University, Ningbo    315800, China)

Abstract: This study explored the effects of multiple freeze-thaw cycles on myofibrillar protein intermolecular
force of Sepia esculenta and its protein properties. Fresh S. esculenta meat were defrosted by three different ways
which are 0 °C, running water and normal temperature for 9 freeze-thaw cycles. The results showed that the effects
of defrosting ways were significant on intermolecular forces, and thaw at 0 °C is better than running water and
normal temperature. With the increase of freeze-thaw times, the content of ionic bond and hydrogen bond showed
a significant decline, the ionic bond decreased by 7.71%, 10.64% and 13.61%, respectively, and the hydrogen bond
decreased from 31.91%, 31.97% and 31.87% to 26.76%, 25.53% and 23.94%. On the contrary the hydrophobic
interaction force, disulfide bond and non-disulfide covalent bond tended to increase, the hydrophobic forces
increased by 8.86%, 12.35%, and 14.72%, respectively, and the disulfide bonds increased by 1.43%, 1.96%, and
2.85%, respectively, the non-disulfide covalent bonds increased from 1.16%, 1.28%, and 1.55% to 3.75%, 4.05%
and 5.50%. The surface hydrophobicity of myofibrillar protein increased from 30.47 μg, 31.31 μg and 32.26 μg to
46.10 μg, 53.51 μg and 58.91 μg, respectively, consistent with hydrophobic force results. Both sulfhydryl and
reactive thiol content were decreased, the sulfhydryl groups were reduced by 13.07 nmol/mg, 38.99 nmol/mg and
40.32 nmol/mg, respectively, and the active sulfhydryl groups were decreased by 6.55 nmol/mg, 24.26 nmol/mg
and 43.16 nmol/mg, consistent with disulfide bond generation trends. The changes of the secondary structure of
myofibrillar protein were analyzed by Infrared spectroscopy (FTIR), indicated that during the freeze-thaw cycles
the spatial conformation of myofibrin made a change. Three thawing ways were treatments after 9 freeze-thaw
cycles, the spectral band shifted to different wavelength regularly, and the amide A band and the amide Ⅲ band
moved slightly toward the high wave number direction, and the amide Ⅰ band and the amide Ⅱ band moved to
the low wave number direction. The secondary structure of the protein changed, as the sum of the contents of both
α-helix and β-sheet reduced, and the sum of the contents of β-turn and random curl increased. Repeated freezing
and thawing is actually a process of slow oxidation of proteins.

Key words: Sepia esculenta; defrosted at 0 °C; defrosted by running water; defrosted at room temperature; freeze-
thaw cycles; intermolecular force; myofibrillar protein
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中国水产学会《水产学报》大事记

1963年12月6日，中国水产学会成立大会暨学术讨论会在北京举行，与会

代表对创办新中国成立后的第一本水产类学术期刊达成了初步共识。

1964年，中共中央宣传部批准出版《水产学报》[ 〔64〕  发字第28号]。同

年，《水产学报》编辑委员会组建成立，挂靠上海水产学院，朱元鼎任第一届

主任委员。同年12月，由中国水产学会《水产学报》编辑委员会编辑，学术期

刊出版社出版，中国工业出版社第四印刷厂印刷的《水产学报》第1卷第1、2期
合刊在北京正式出版。

1965年，《水产学报》自第2卷开始改为季刊，每季首月出版，由北京邮

局总发行。

1966年，《水产学报》第3卷出版2期后停刊。

1978年6月20—30日，中国水产学会恢复大会暨学术讨论会在天津市召

开。会议调整和充实了理事会及专业委员会组织，选举肖鹏为理事长，讨论了

《1 9 7 8 — 1985年全国科学技术发展规划》 (草案 )水产部分，拟订了学会

1978—1985年学术活动计划，对开展学术活动、办好学术刊物、普及水产科技

知识和组织参加国际交流活动等方面都作了研究。《水产学报》编辑部按照会

议精神恢复成立，挂靠厦门水产学院，着手复刊的准备工作。

1978年6月，国家科委发文[ 〔78〕 国科发杂字260号]《水产学报》复刊。

1979年3月，经国务院批准，教育部、国家水产总局决定，恢复上海水产

学院建制，学校由厦门迁回上海军工路334号。《水产学报》编辑部同期恢复工

作。

1980年3月，《水产学报》第4卷第1期正式出版，出版单位改为上海科学

技术出版社，印刷单位为上海新华印刷厂，发行单位是全国各地新华书店。

自1980年《水产学报》复刊后，受到读者的广泛欢迎，为了进一步扩大发

行，便于读者订阅，自1981年第5卷第1期开始，发行单位由新华书店改为邮局

发行。国内读者从邮局订阅，国外读者可通过中国国际书店 (北京399信箱 )
订购。

1986年下半年及1987年编辑部自办发行业务，自1988年起又恢复邮局

发行。

2000年，为进一步扩增期刊内容信息量，增加论文时效性，依据《关于

12种期刊变更登记项目的批复》(科协宣发字 〔1999〕 039号)，《水产学报》由季

刊改为双月刊，其他登记项目不变。为进一步扩大杂志影响力，并适应新闻出

版行业的改革潮流，经中国科协宣传部批准，中国水产学会《水产学报》杂志

社成立(科协宣发字 〔2000〕 065号)。
2010年，依据《关于<水产学报>出版刊期变更的函》(农渔学  〔2009〕  20

号)，经上海市新闻出版局研究并报新闻出版总署批准，《水产学报》自2010年
1月起由双月刊变更为月刊[沪新出报 〔2009〕 248号]。
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