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苜蓿冰结构蛋白对速冻饺子皮质地的影响 
曲  敏1，耿浩源1，孙 玥1，田 野1，杨丽媛1,2，陈凤莲1

（1.哈尔滨商业大学食品工程学院，黑龙江 哈尔滨 150076；2.哈尔滨劳动技师学院，黑龙江 哈尔滨 150025）

摘  要：以“肇东”紫花苜蓿干草为原料，采用冰结合磷酸盐缓冲溶液法提取苜蓿冰结构蛋白（alfalfa ice 
structuring proteins，AISPs），确定其分子质量和热滞活性。将AISPs添加到小麦饺子粉中制成饺子皮，并加工成水

饺。观察速冻饺子经过不同周期冻融循环的饺子皮冻裂情况，测定饺子皮的持水性及生、熟饺子皮的质构特性。考

察AISPs对冻融湿面筋蛋白表征结构的影响。结果显示：AISPs的分子质量约为52 kDa，热滞活性为0.54 ℃。随着冻

融周期的增加，添加不同比例AISPs饺子皮的持水性显著提高，其生、熟饺子皮的质构特性产生了影响，可有效保

护饺子皮质地的均一性及稳定性；添加AISPs的速冻饺子皮无明显开裂。速冻饺子皮的扫描电镜结构表征显示，添

加AISPs能有效改善面筋蛋白的网络结构和淀粉颗粒，表明AISPs对速冻饺子皮的质地有良好改善，具有很好的抗

冻保护作用。
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Abstract: Ice structuring proteins (AISPs) were extracted from “Zhaodong” alfalfa hay into phosphate-buffered 

solution (PBS) followed by addition of ice spheres to bind AISPs, and their anti-freeze activity and molecular mass were 

determined. Then AISPs were added into wheat flour before making dumpling wrappers and quick frozen dumplings. After 

several freeze-thaw cycles, the water-holding capacity of raw dumpling wrappers and the texture properties of raw and 

cooked dumpling wrappers were determined. The results showed that the relative molecular mass of AISPs was about 52 kDa  

and the thermal hysteresis activity was 0.54 ℃. The water-holding capacity of dumpling wrappers with added AISPs 

increased significantly with increasing number of freeze-thaw cycles. Both raw and cooked dumpling wrappers were 

kept homogeneous and stable and their textural properties were significantly improved with the addition of AISPs. Quick 

frozen dumpling wrappers with added AISPs showed no significant cracking. The scanning electron microscopic (SEM) 

characterization of quickly-frozen dumpling wrappers displayed that the surface structure of gluten network and starch 

granules were improved with the addition of AISPs, suggesting that AISPs can act as a cryoprotectant to improve the texture 

properties of quick frozen dumpling wrappers.
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冰结构蛋白（ice structuring proteins，ISPs），又称

为抗冻蛋白、不冻蛋白或热滞蛋白，是由动物、植物、

昆虫和微生物等为抵御外界低温而产生的蛋白质[1-2]，具

有一定的热滞活性（thermal hysteresis activity，THA），

非依数性降低冰点，与冰进行特异性结合等特性，具有

控制冰晶生长、修饰冰晶形态、抑制冰晶重结晶 [3-4]等

作用。现已知的ISPs主要来源于植物、海洋鱼类、昆虫

和微生物。植物ISPs的THA不高，现已知的ISPs主要来

源于植物。由于具有抗冻保护作用，ISPs作为一种新型

食品添加剂，近年来在食品行业的应用受到了广泛的关

注，其中以植物ISPs最容易被消费者和食品生产企业所

接受。Payne等[5]发现将肉浸泡在ISPs溶液中，可以显著

减少由冻藏产生的冰晶数量；美国DNAP公司发现将ISPs

添加到牛奶和冰淇淋中可以有效地消除冰渣，改善产品

的风味和质量[6]；李玲玲等[7]研究了冬小麦ISPs对湿面筋

蛋白冻藏稳定性的影响。随着冷冻行业的发展和人们生

活需求的增加，速冻水饺在人们日常饮食中占据的地位

越来越高[8]。虽然速冻水饺的技术和模式在不断进步，但

仍存在着速冻后水饺表皮开裂，水煮时口感黏烂，汤汁浑

浊，饺子皮颜色加深等质量问题[9-10]。随着冻藏时间的延

长和运输过程中温度波动而造成的冻融循环会导致水饺冻

裂和结坨等现象，因而影响速冻水饺的贮存和销售[11]。提

高速冻水饺质量、改善口感、降低成本已成为各个企业共

同关注的焦点。研究发现，选择合适的添加剂有利于减少

速冻水饺的冻裂率、提高其蒸煮质量、改善口感风味[12]。

苜蓿（Medicago sativa L.）是多年生豆科植物，也

称为金花菜或草头，江浙等地将其作为菜蔬食用。苜蓿

的蛋白质含量高，鲜品中蛋白质平均质量分数达18%以

上。苜蓿产量高，素有“牧草之王”美称，且耐寒，在

极端严寒条件下（－45 ℃）的返青率仍高达90%。本研

究通过从苜蓿中提取苜蓿冰结构蛋白（alfalfa ice structure 
proteins，AISPs），确定其分子质量和THA，将其添加

到速冻饺子皮并对饺子进行多次冻融循环实验，观察饺

子皮外观冻裂情况，检测饺子皮持水性和质构品质的变

化，以及检测AISPs对冷冻湿面筋表征结构的影响。为拓

宽AISPs在速冻水饺行业中的应用提供理论支持。

1 材料与方法  

1.1 材料与试剂

“肇东”紫花苜蓿 黑龙江省蓬勃牧草有限公司；

磷酸氢二钠、磷酸二氢钠（均为分析纯） 天津市致远

化学试剂有限公司；饺子粉 河北金沙河面业集团；猪

肉、芹菜、调料 市售。 

1.2 仪器与设备

XL-08多功能粉碎机 永康市帅通工具有限公司；

FDU-1200型冷冻干燥机 日本东京理化公司；Z366高

速大容量台式离心机 德国哈默公司；SU8010扫描电

镜（scanning electron microscope，SEM） 日本日立

公司；TA-XT2i型质构仪 英国SMS公司；DSC4000差

示扫描量热（differential scanning calorimetry，DSC）仪 

美国PerkinElmer科技有限公司；BS224S型电子分析天平 

北京赛多利斯仪器系统有限公司。

1.3 方法

1.3.1 AISPs的提取

由于ISPs具有与冰进行特异性结合的特点，根据

本课题组改良的冰结合磷酸缓冲溶液法 [13-14]从苜蓿干

草中提取AISPs。将苜蓿干草粉碎，过80 目筛，以料

液比1∶20（g/mL）与磷酸缓冲溶液（0.63 mmol/L、 

pH 7.7）混合。磁力搅拌2 h后以8 000 r/min离心15 min，

取上清液。上清液中加入直径为1 0   m m的冰球，每

100  mL上清液加50  个冰球，置于－18  ℃冰箱冷冻

2.5 min，使冰球与AISPs发生结合后，取出冰球，冰球融

化的液体即为AISPs溶液。经浓缩，冷冻干燥制成AISPs

冻干粉备用。

1.3.2 AISPs的THA检测

利用DSC仪测定THA，参考文献[15-16]的方法并进

行改进。取5 μL 20 mg/mL样品注入坩埚底部，以空坩

埚为参比，以1 ℃/min的速率将温度降至－20 ℃，平衡

10 min，使样品结冰固化且使系统稳定，再以同样的速

率升温至10 ℃，从热流-温度/时间曲线上可得到样品熔

点Tm及熔融焓ΔHm（即吸热峰面积）。以同样的速率再

降温至－20 ℃，平衡10 min，再以1 ℃/min左右升温至保

留温度Th，平衡10 min，再降温至－20 ℃。记录降温后

部分融化状态再次全部冻结产生的重结冰温度T0和结冰

焓ΔHf，改变Th，重复实验，由DSC曲线得到不同停留温

度条件下体系的冰晶含量及样品的THA。THA与冰核含

量（φ）按公式（1）、（2）计算：

THA/℃＝Th－T0 （1）

φ/% 1 100∆Hm

∆Hf 	 （2）

1.3.3 十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium 
dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-
PAGE）测定AISPs分子质量

采用SDS-PAGE法[17]对AISPs进行电泳实验。分离胶

为12%，浓缩胶为4%，电泳开始时电压恒定为80 V，样

品完全进入分离胶时将电压调节为120 V。
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1.3.4 速冻水饺的制备及质地检测

1.3.4.1 速冻饺子的制备及冻融处理

制备猪肉芹菜馅水饺。参考林莹等[18]的方法制作饺

子皮，参照李雪琴等[11]的方法制作猪肉芹菜饺子馅。

将AISPs冻干粉溶于水，与饺子粉充分混合，制成

AISPs质量分数分别为0%、0.1%、0.3%、0.5%的饺子皮

（以面粉为基准）。用4 种不同AISPs添加量的饺子皮

包成家常猪肉芹菜馅水饺，将包好的饺子放入－50 ℃低

温冰箱速冻20 min，再移入－18 ℃冰箱中冻藏。1 周后

取出于室温（25 ℃）条件下完全解冻，此为1 个冻融周

期，将以上速冻饺子样品分别处理0、1、2、3、4、5 个

冻融周期。

1.3.4.2 速冻饺子皮持水性的测定

取解冻后的饺子去馅，将饺子皮在高速离心机中

10 000 r/min离心15 min，倒掉离心出来的液体，根据公

式（3）计算饺子皮持水率，用以评估饺子皮的持水性。

/%
M0

M1
100	 （3）

式中：M1为离心前饺子皮质量/g；M0为离心后饺子

皮质量/g。
1.3.4.3 速冻饺子皮质构特性的测定

饺子解冻后去馅，取3 cm×3 cm完整饺子皮平整的

放在载物台上，调整位置至探头正下方，检测生饺子皮

的质构特性。

取500 mL水烧开，将需要测试的饺子放入沸腾的水

中，待再次沸腾时开始计时，到最佳时间后立刻捞出，

放入凉水中冷却1 min。用滤纸将饺子表面吸干，然后去

馅取3 cm×3 cm完整饺子皮平整的放在载物台上，调整

位置至探头正下方，检测熟饺子皮的质构特性。

质构特性测试条件[19-21]：采用P35柱形探头，在TPA模

式下分别设定测前速率1.00 mm/s，测试速率0.80 mm/s， 

测后速率0.80 mm/s，下压距离4.00 mm，时间3.00 s，引

发力5.00 g，应变位移70.00%，引发距离2.00 mm。目标

模式为应变位移，引发类型为自动（力）。

1.3.4.4 观察水饺表面的冻裂情况

将达到冻融周期的水饺从冰箱中取出，观察速冻饺

子皮表面的开裂情况，拍照记录。

1.3.5 速冻饺子皮的SEM结构表征

将解冻后的速冻饺子皮样品用刀片切成2 mm×5 mm

的小片[22]，加入2.5%、pH 6.8的戊二醛固定并置于4 ℃
冰箱中固定1.5 h以上。用0.1 mol/L pH 6.8磷酸缓冲液

冲洗2～3 次，每次10 min。然后分别用50%、70%、

90%的乙醇溶液进行脱水各一次。每次10～15 min，无

水乙醇脱水3 次，每次10～15 min。无水乙醇-叔丁醇 

（1∶1，V/V）溶液，纯叔丁醇各一次，每次15 min。放

入冷冻干燥仪干燥。将干燥样品黏在样品台上，用镀膜

仪镀上金属膜，置于SEM下观察样品的结构。

2 结果与分析

2.1 AISPs的SDS-PAGE分析

M M1 M2
117 kDa

90 kDa

49 kDa

26 kDa

19 kDa

M. Marker；M1、M2. AISPs。

图 1 AISPs的凝胶电泳图

Fig. 1 SDS-PAGE pattern of AISPs

由图1可知，AISPs的主条带清晰，其分子质量约

为52 kDa，在30～35 kDa处也有条带。与沙冬青叶片中

分离出的ISPs为40 kDa相比较[23]，分子质量稍高。另一

条带接近于胡萝卜[24]和女贞叶[25]中分离出的分子质量为

36 kDa的ISPs。

2.2 AISPs的THA检测结果

表 1 AISPs的THA检测结果 

Table 1 THA values of AISPs 

停留温度Th/℃ 再次冻结起始温度T0/℃ THA/℃ 冰核质量分数/%

－1.44 －1.96 0.52 66.42
－1.25 －1.79 0.54 60.86

－1.06 －1.60 0.54 52.92
－0.88 －1.42 0.54 44.73

16
2

1

0

1

2

3

14 12 10 8 6 4 2 0

/

/
W

/g

图 2 AISPs的热流曲线

Fig. 2 Heat flow curve of AISPs

通过表1与图2中的THA可以看出，随着停留温度的

降低，反复冻融并未对THA造成明显影响，AISPs的THA
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均为0.54 ℃，低于女贞叶ISPs的0.678 ℃[25]高于沙冬青叶

ISPs的0.46 ℃[26]。表明AISPs的THA良好。

2.3 AISPs对速冻饺子皮持水性的影响

水分迁移是影响速冻饺子皮品质的主要因素之一[27]，

冻结过程中，饺子皮中的水发生结晶。其中的半结合水

由于与高分子物质结合不紧密而发生迁移，不断靠拢细

小冰晶进而形成大冰晶，大冰晶会刺破面筋的网络结

构。随着冻融次数的增加，面筋蛋白分子疏水基团暴

露，降低了面筋蛋白的持水性，而大冰晶和重结晶会对

面筋蛋白结构造成进一步的破坏，持水性也将进一步降

低。因此，持水性间接反映了面筋蛋白内部网络结构的

均一性及其稳定性。从图3可以看出，在冷冻过程中，速

冻饺子皮的持水性在冻藏1 周时最高，之后随着冻融周

期的增加持水性呈下降趋势，但添加AISPs饺子皮的持水

性普遍好于对照，且随着AISPs添加量的增加，其持水性

增加。以AISPs添加量为0.5%时效果最好。说明在冷冻过

程中，由于AISPs与冰的结合能力强，修饰冰晶形态能力

强，AISPs能有效吸附锁住饺子皮中的水分，阻止了大冰

晶的形成，提高了速冻饺子皮的持水性。

1 2 3 4 5
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图 3 AISPs对饺子皮持水率的影响

Fig. 3 Effect of AISPs on water-holding capacity of dumpling wrappers 

2.4 AISPs对生、熟饺子皮质构特性的影响 
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图 4 AISPs对生、熟饺子皮硬度（A）、黏性（B）、弹性（C）、 

咀嚼性（D）、胶着性（E）和黏聚性（F）的影响

Fig. 4 Effect of AISPs on texture properties of cooked and  

raw dumpling wrappers

赵琳等[28]认为，不同品种间煮熟饺子皮的质构指标

中如硬度、回复性、黏聚性、胶着性、咀嚼性等不同样

品间均呈极显著差异，表明质构仪的测定指标均可反映

饺子皮的质地结构差异，可作为评价饺子结构特性的客

观量化指标。

从图4可以看出，随着冻融周期的增加，速冻生饺子

皮的硬度、咀嚼性整体上升，其中硬度指标中添加AISPs
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组低于对照，咀嚼性中添加组高于对照，胶着性不稳

定；弹性、黏性整体下降，添加组均高于对照；黏聚性

不稳定。以添加0.5% AISPs组的改变明显。速冻饺子皮

质构品质的变化是水分结晶和重结晶造成的，且随着冰

晶的变大，大冰晶会破坏面筋蛋白的网络结构，面筋蛋

白网络结构的塌陷[29]，使硬度和咀嚼性升高；麦谷蛋白

是数条亚基通过分子间—S—S—交联形成的聚合物，为

面制品提供弹性和黏性。多次的冻融循环使饺子皮面筋蛋

白和麦谷蛋白质量下降导致饺子皮的弹性、黏性明显下

降；面筋蛋白网络结构不稳定，不均一导致了黏聚性的

下降；而黏聚性的不稳定也说明了内部结构的不稳定[30]。 

本研究结果基本反映了以上原理，符合冷冻贮藏环境对

速冻饺子皮质地特性的影响规律。从添加AISPs的结果

看，AISPs影响了速冻生饺子皮的硬度、弹性和黏性，改

善了速冻饺子皮在冻藏过程中的质地。

李雪琴等 [31]研究了速冻饺子皮煮后质构指标与感

官评价指标的相关性，结果显示，熟饺子皮的硬度、黏

聚性、胶着性、咀嚼性与感官评价总分呈显著正相关，

与食味极显著相关，弹性和黏性与感官评价总分不相

关。从图4可以看出，经过5 个周次的冻融循环后，添加

AISPs熟饺子皮的硬度、黏聚性、胶着性、黏性、弹性和

咀嚼性均高于对照，且以添加0.5% AISPs组的效果最显

著。说明添加AISPs很好地改善了速冻熟饺子皮的质地与

感官特性。

通过比对，添加AISPs速冻饺子皮生、熟条件下的

硬度、胶着性和黏聚性的影响不同，说明添加AISPs对于

速冻饺子皮的部分质构特性和质地在生、熟阶段产生的

影响效果不同。因此，在检测评价速冻饺子皮的质地特性

时，应结合生、熟饺子皮的质构特性指标进行综合评价。

低温条件下产生的冰晶对饺子皮面筋蛋白网络结构

的破坏是不可逆的，冰晶越大破坏越大，这种结构的破

坏影响了面筋蛋白内部的稳定性，进而影响水饺的口感

和品质。而添加AISPs可以有效地修饰冰晶形态，抑制重

结晶，提高面筋蛋白网络结构的稳定性，对面筋蛋白和

速冻饺子皮的质地起到了很好的抗冻保护作用。

2.5 饺子外观开裂情况

A B

C D

A.对照；B.添加0.1% AISPs；C.添加0.3% AISPs；D.添加0.5% AISPs。

图 5 5 个冻融周期饺子皮开裂情况

Fig. 5 Cracking condition of dumpling skin after 5 freeze-thaw cycles

经检查，冻融1～3 个周期的饺子除空白外皆无开

裂；4 个冻融周期和5 个冻融周期的饺子开裂情况基本

相同。从图5可以看出，经过5 个冻融周期后，对照饺子

皮有大裂缝、开裂程度大；添加0.1% AISPs的饺子皮裂

纹较小；添加0.3% AISPs的饺子皮现细小、可见裂纹；

AISPs添加量为0.5%的饺子皮表面完整、无开裂。说明

AISPs添加量为0.5%时对饺子皮冻裂保护最好。

2.6 速冻饺子皮的SEM结构表征

100 µm 100 µm

A B

A.对照；B.添加0.5% AISPs。

图 6 速冻饺子皮的SEM结构表征

Fig. 6 Structural characterization of quick-frozen dumpling wrapper 

by SEM

通过SEM可以观察到经过5 个冻融循环后，速冻饺

子皮的微观结构。从图6A可以看出，面筋膜粗糙变薄，

断裂、不均匀，并出现不规则孔洞。孔洞变大且不规

则、质地稀疏，面筋纤维塌陷，淀粉颗粒暴露较多，面

筋蛋白网络破坏严重；从图6B可以看出，仍然有成片的

面筋存在，面筋有少量断裂，面筋孔洞大小、规则、面

筋体系连接紧密等均较好，孔洞虽变大，但形态规则、

质地较均匀，面筋纤维不塌陷，淀粉颗粒暴露较少，面

筋蛋白网络遭到破坏程度较小。说明，AISPs对冻融条件

下的面筋蛋白网络和淀粉颗粒具有良好的保护作用。速

冻饺子皮的SEM结果佐证了在冻融过程中的开裂情况。

Gélinas等[32]的研究表明冰晶体的重结晶会导致蛋白

质结构发生变化。Berglund等[33]发现冻藏会使面筋蛋白的

网络结构发生明显的不连续、断裂，导致这种现象的主

要原因是冰晶体的增长。速冻饺子皮的开裂主要是由面

粉中面筋蛋白的网络结构被破坏引起的。由于温度的波

动造成的冻融循环，会使饺子皮里的面筋蛋白中的冰晶

发生迁移，此时面筋蛋白网络结构会受到挤压，挤压到

一定程度网格中的冰晶会被释放出来，释放出来的冰晶

会继续对面筋网络结构造成损伤，最终造成了整个面筋

网络结构的破坏和坍塌。随着冻融次数的增加，面筋蛋
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白分子疏水基团暴露，降低了面筋蛋白的持水性，此时

冰晶的重结晶会对面筋蛋白结构造成进一步的破坏。这

种对面筋蛋白网络结构的破坏，直接导致了速冻饺子外

皮的开裂大小，面筋网络结构变差，使饺子皮的弹性和

抗膨胀力下降，因此在速冻和冷藏过程中容易开裂。

3 结 论

本研究采用冰结合磷酸缓冲溶液法，从苜蓿干草中

提取制备AISPs，对其分子质量和THA进行鉴定，并添加

于速冻饺子皮中，考察不同冻融周期的影响。得到结论

如下：

AISPs的主要分子质量约为52 kDa，THA为0.54 ℃。

速冻饺子皮的持水性随着冻融周期的增加呈整体下降趋

势，而AISPs添加组的持水性随添加量的增加而增加。添

加AISPs对速冻饺子生、熟饺子皮的质构特性产生了影

响，随着冻融周期的增加，生饺子皮中，同对照组相比

较添加组的硬度较低，咀嚼性较高，黏聚性不稳定；熟

饺子皮中，硬度、咀嚼性、黏聚性都较对照增大。添加

组中生、熟饺子皮的弹性和黏性均高于对照。其中以添

加0.5% AISPs组的改变明显。经过5 个冻融周期后，对

照饺子皮的冷冻开裂程度大，AISPs添加组无明显开裂，

其中0.5%组的饺子皮表面完整、无开裂。速冻饺子皮的

SEM结构表征显示，添加AISPs能有效改善面筋蛋白的网

络结构和淀粉颗粒。

综上，AISPs具有较好的抗冻活性，可以有效地防止

速冻水饺内部面筋蛋白网络结构被破坏，对其质构特性

产生了一定的影响，降低了冻融过程中的开裂现象，对

速冻水饺皮的质地具有很好的抗冻保护作用，且冻融次

数越多效果越明显。本实验为AISPs作为一种新型食品添

加剂，在速冻水饺及冷链面食品中的应用提供了基础研

究信息。
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