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冻融与冻藏对乌鳢肌原纤维蛋白与酸菜鱼汤中
特征风味物质结合特性的影响

袁 丽，苏 凯，刘 璐，冷伟军，张 昊，李梦哲，石 彤，包玉龙*，高瑞昌*
（江苏大学食品与生物工程学院，江苏 镇江 212013）

摘  要：为探究冷冻处理对于鱼片与酸菜鱼汤中风味物质的结合特性影响，以乌鳢的肌原纤维蛋白为对象，研究冻

融及冻藏处理对其理化特性及与己醛、辛醛、芳樟醇、月桂烯结合能力的变化。结果表明经过7 d贮藏后，冻融组

肌原纤维蛋白溶解度降低了约26%，相较于冻藏组，蛋白质氧化和三级结构变化程度更高，产生了更多可溶性聚集

体；冻藏组溶解度降低了约33%，相较于冻融组，溶解度降低更加显著（P＜0.05），产生了更多不溶性聚集体。

影响肌原纤维蛋白冷冻聚集的主要作用力是非共价键。分子对接结果表明，芳樟醇、己醛和辛醛通过疏水作用和氢

键与蛋白质结合，月桂烯与蛋白结合的主要驱动力为疏水相互作用。冷冻处理通过减少蛋白质与醛类化合物结合的

巯基基团和氢键，降低了对己醛和辛醛的结合能力，蛋白质表面疏水性的提高，增加了对月桂烯和芳樟醇的结合能

力，冻融处理后蛋白质对于月桂烯的结合能力强于冻藏处理组。研究结果可以为冷冻酸菜鱼预制品的风味控制提供

理论依据和参考。
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Effects of Freeze-Thaw Treatment and Freeze Storage on the Binding Characteristics of Snakehead Myofibrillar 
Protein to Characteristic Flavor Substances in Fish Soup with Pickled Mustard Greens

YUAN Li, SU Kai, LIU Lu, LENG Weijun, ZHANG Hao, LI Mengzhe, SHI Tong, BAO Yulong*, GAO Ruichang*
(School of Food and Biological Engineering, Jiangsu University, Zhenjiang 212013, China) 

Abstract: The purpose of this study was to explore the effect of freeze treatment on the binding characteristics of fillets 

to flavor substances in fish soup with pickled mustard greens. The study focused on the effects of freeze-thaw treatment 

and freeze storage on the physicochemical properties of snakehead myofibrillar protein and its binding characteristics to 

hexanal, octanal, linalool and myrcene. The results showed that after 7 days of storage, the solubility of myofibrillar protein 

decreased by about 26% in the freeze-thaw group. Compared with the freeze storage group, the oxidation degree and tertiary 

structural changes of myofibrillar protein were higher and more soluble aggregates were formed in the freeze-thaw group. 

The solubility of myofibrillar protein decreased by about 33% in the freeze storage group, which showed a more significant 

decrease compared to the freeze-thaw treatment (P < 0.05), resulting in more insoluble aggregates. The major force for 

the aggregation of myofibrillar proteins after freezing was non-covalent bonding. Molecular docking results indicated that 

linalool, hexanal and octanal could bind to myofibrillar proteins through hydrophobic interactions and hydrogen bonds, while 

the major driving force for the binding of myrcene to myofibrillar proteins was hydrophobic interaction. Freeze treatment 

reduced the binding capacity of hexanal and octanal to sulfhydryl groups in myofibrillar proteins through hydrogen bonds, 

improved the surface hydrophobicity of myofibrillar proteins, but increased the binding ability of myrcene and linalool to 

myofibrillar proteins. Freeze-thaw treatment increased the binding capacity of myofibrillar proteins to myrcene compared 
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with freeze storage treatment. The results of this research provide a theoretical basis and reference for flavor control of 
frozen prepared fish soup with pickled mustard greens.  
Keywords: myofibrillar protein; flavor compounds; freeze treatment; protein aggregation; binding ability
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食品的气味是消费者判断食品质量好坏和可接受程

度的重要感官属性，气味感知取决于挥发性风味的物质

种类和在食物基质中的释放或保留程度[1]。食品基质中充

当气味物质吸附的载体主要包括蛋白质、脂质及碳水化

合物等[2]，其中蛋白质因其重要的营养价值、功能特性和

与风味物质结合的复杂机制，长久以来备受研究学者们

的关注。肌原纤维蛋白在肉制品中占比较高，与风味物

质之间的作用机制表现出复杂多样的特点[2]。此外，在产

品加工和贮藏过程中，外在因素会使肌原纤维蛋白结构

发生展开或聚集，导致其与气味物质的结合位点发生改

变，进而影响产品的风味[3]。Xu Yongxia等[4]研究显示，

草鱼肌原纤维蛋白其在加热前期结构展开，疏水氨基酸

和巯基的暴露会导致其风味结合能力增加，而在加热后

期由于肌原纤维蛋白的聚集减少了结合位点，从而与醛

类物质的结合能力下降。Cao Jinxuan等[5]研究表明，低氧

化程度处理会增强G-肌动蛋白通过氢键与醇类的结合，

二级结构的变化和活性巯基的降低促进了醛类的释放。

高子武等[6]综述了肌原纤维蛋白与风味物质的相互作用机

制，表明蛋白质本身的相互作用和外源添加物竞争性结

合风味化合物的结合位点，是影响肌原纤维蛋白对风味

化合物的吸附差异的主要原因。Zhang Jian等[7]系统地比

较了动物蛋白和植物蛋白的风味结合能力，阐明影响蛋

白质与风味物质结合的外在因素，包括蛋白质氧化和pH
值的变化等。

近年来酸菜鱼预制菜受到广大消费者的欢迎，市场

销量在2021年迎来爆发式增长，线上线下市场总规模达

到67.1亿 元，预计2025年将达到204.7亿 元[8]。酸菜主要

选用芥菜，其主要挥发性物质为2-乙基己醇、异长叶烯

等[9]，经过乳酸菌发酵会形成独特的风味。王浩文等[10] 

利用气相色谱-质谱联用技术分析得出酸菜鱼汤中的主

要风味物质有芳樟醇、月桂烯、草蒿脑、己醛等。乌鳢

（Channa argus）又称黑鱼，因其肉质鲜美、口感脆嫩、

营养价值丰富，成为制作酸菜鱼的最佳用料之一[11]，常

搭配酸菜鱼料理包进行运输和销售，在此过程中鱼肉通

常要经历冻藏和冻融过程。冷冻和冻融会引起肌肉中的

主要成分肌原纤维蛋白变性，导致不可逆聚集[12-13]。但

是，关于乌鳢等鱼肉肌原纤维蛋白在低温冷冻处理后与

挥发性风味物质结合能力的变化研究较少。因此，本研

究根据王浩文等[10]的研究选取酸菜鱼汤中4 种特征风味物

质（己醛、辛醛、月桂烯、芳樟醇），提取新鲜乌鳢的

肌原纤维蛋白，经过冻融与冻藏处理后，探究其与4 种风

味物质结合能力变化的关系，以期为酸菜鱼预制菜的风

味调控提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

新鲜乌鳢（Channa argus）购于江苏镇江市京口区吉麦

隆超市，平均体长（41.6±2.0）cm，体质量（0.74±0.19）kg。
8-苯胺基萘-1-磺酸盐（8-anilino-1-naphthalene 

sulfonic acid，ANS）、氯化钠、磷酸二氢钠、磷酸氢二

钠、十二烷基硫酸钠（sodium dodecyl sulfate，SDS）、

盐酸、三氯乙酸、乙醇、己醛、辛醛、月桂烯、芳樟醇

（色谱级） 国药集团化学试剂有限公司；A016-2-2 
ATP酶测试盒 南京建成生物工程研究所。

1.2 仪器与设备

Cary Eclipse荧光分光光度计 美国Varian公司；Avanti 
J-26XP超高速冷冻离心机 德国贝克曼库尔特有限公司；

T18分散仪 德国IKA公司；Zsu3100激光粒度分析仪  
英国马尔文仪器公司；PHS-3C pH计 上海仪电科学

技术有限公司；UV 1600紫外-可见分光光度计 北京

瑞利分析仪器；7890B气相色谱仪、DB-WAX毛细管柱  
美国安捷伦公司。

1.3 方法

1.3.1 肌原纤维蛋白的提取

参考Sun Fengyuan等 [14]的方法并稍作修改。将鲜

活的乌鳢敲打头部致死后去除内脏，置于冰袋中，于

15 min内运送到实验室，去除鱼鳞、鱼皮并清洗干净，
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取背部鱼肉并切碎，与4 倍体积的预冷磷酸盐缓冲液 

（20 mmol/L、pH 7.0，含0.1 mol/L NaCl）混合，在

冰水浴中以8 600 r /min均质1 min。将所得匀浆液以 

10 000 r/min在4 ℃条件下离心15 min，去除上清液，重

复上述操作2 次。最后加入4 倍体积的预冷磷酸盐缓冲液

（20 mmol/L、pH 7.0，含0.6 mol/L NaCl）并在相同条件

下均质和离心，用4 层纱布（1 mm×1 mm）过滤，所得

滤液即为肌原纤维蛋白溶液，置于4 ℃冰箱保存备用，并

使用双缩脲法测定蛋白质量浓度。

1.3.2 肌原纤维蛋白的冷冻处理

使用磷酸盐缓冲液（20 mmol/L、pH 7.0，含0.6 mol/L  
N a C l ）将上述所得的肌原纤维蛋白溶液稀释至 

5 mg/mL，分装到50 mL离心管中，每支加入40 mL，然

后在－18 ℃的冰箱中冷冻23 h，随后，将冷冻样品在保

持在4 ℃左右的水中解冻1 h，此24 h为一个冻融循环。按

上述方法依次完成第3、5、7个冻融循环，冻融实验组以

FT表示；另设冻藏组，在－18 ℃的冰箱分别保存3、5、
7 d，冻藏实验组以FS表示，提取鲜活乌鳢鱼肉的肌原纤

维蛋白溶液作为对照组。

1.3.3 肌原纤维蛋白的表观现象观察

取30 mL经过不同冷冻处理后的样品置于试管，密封保

存在4 ℃冰箱，静置12 h，观察肌原纤维蛋白的表观变化情

况，取鲜活乌鳢鱼肉的肌原纤维蛋白溶液作为对照组。

1.3.4 溶解度的测定

参考Dai Hongjie等[15]的方法。将肌原纤维蛋白样品在

10 000 r/min、4 ℃条件下离心15 min，用双缩脲法测定上

清液蛋白质量浓度。样品的蛋白溶解度计算公式为：

100/% 	 （1）

1.3.5 浊度的测定

用20 mmol/mL磷酸钠缓冲液（pH 7.0）稀释不同冷

冻处理后的肌原纤维蛋白样品至1 mg/mL，使用紫外-可
见分光光度计测定样品在340 nm的吸光度，以A340 nm表示

对应样品的浊度，每个样品设3 个平行。

1.3.6 粒径的测定

参考Fang Bowen等 [16]的方法，将处理后的肌原纤

维蛋白在5 000 r/min、4 ℃条件下离心20 min，取上清

液，用20 mmol/mL磷酸钠缓冲液（pH 7.0，含0.6 mol/L 
NaCl）稀释到质量浓度为0.5 mg/mL，使用激光粒度分析

仪对蛋白溶液的粒径分布进行测定。

1.3.7 肌原纤维蛋白的氧化变性程度测定

1.3.7.1 总巯基含量和活性巯基含量的测定

参考Wan Wei等[17]的方法并作适当修改。总疏基含

量的测定：取1 mL蛋白质样品，加入5 mL 8 mol/L的

Trsi-Gyl尿素缓冲液（pH 8.0），再加入40 μL 5,5’-二硫

代双(2-硝基苯甲酸)（5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid)，

DTNB）溶液（10 mmol/L），涡旋混匀并在 25 ℃黑暗中

反应30 min，然后于412 nm波长处测定吸光度，以缓冲

液作为空白对照。

活性巯基含量的测定：取1 mL稀释后的蛋白悬浮

液，加入5 mL的Tris-Gly 缓冲液（pH 8.0），再加入

40 μL DTNB溶液（10 mmol/L），加样结束后涡旋混匀并

在25 ℃反应 30 min，然后于412 nm 波长处测定吸光度，

以缓冲液作为对照。

总巯基含量和活性巯基含量的计算公式如下：

/ µmol/g
A 106 D
ε C

	 （2）

式中：ε为摩尔消光系数（13 600 L/（mol·cm））；

A为吸光度；C为样品蛋白的质量浓度/（mg/mL）；D为

稀释倍数。

1.3.7.2 Ca2＋-ATP酶活性的测定

使用20 mmol/L、pH 7.0的Tris-HCl溶液（含0.6 mol/L 
NaCl），将肌原纤维蛋白的质量浓度稀释到0.3 mg/mL，
采用超微量Ca2＋-ATP酶活性试剂盒测定样品的肌原纤维

蛋白Ca2＋-ATP酶活性。定义：每小时含1 mg蛋白的组织

中ATP酶分解ATP产生1 μmol无机磷的量为一个ATP酶活

性单位，结果表示为U/mg。
1.3.7.3 表面疏水性的测定

参考Chelh等 [18]的方法，用荧光探针ANS测定肌

原纤维蛋白表面疏水性。用20 mmol /mL磷酸钠缓冲

液（pH 7.0，含0.6 mol /L NaCl）稀释蛋白的质量浓

度至0.125、0.25、0.5 mg/mL和1.0 mg/mL，随后取稀

释后的蛋白溶液3 mL与30 μL 8 mmol/L ANS溶液（用

20 mmol/L pH 7.0磷酸钠缓冲液制备）混合，室温避光

静置10 min，用荧光分光光度计测定混合物的相对荧

光强度。测定条件为：激发和发射波长分别为395 nm和

475 nm，狭缝宽度为5 nm，光电倍增管（photomultiplier 

tube，PMT）电压为600 V。肌原纤维蛋白的表面疏水性以

荧光强度与肌原纤维蛋白质量浓度对应曲线的斜率表示。

1.3.8 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳（polyacrylamide gel 
electrophoresis，PAGE）

将肌原纤维悬浮液与样品缓冲液（2% SDS、20%

甘油、0.016%溴酚蓝溶液）按4∶1（V/V）混合，然后在

95 ℃加热10 min，冷却后在电泳胶（5%的浓缩胶和10%

的分离胶）中进行电泳。将蛋白质样品（10 μL）加载

到样品孔上，并在80 V电压条件下电泳30 min，然后在

120 V电压条件下电泳90 min。电泳结束后，用0.1%考马

斯亮蓝R-250对凝胶进行30 min染色，然后使用含45%甲

醇和10%乙酸的溶液进行脱色，直到蛋白质条带清晰。

1.3.9 内源荧光光谱的测定

使用20 mmol/mL磷酸钠缓冲液（pH 7.0，含0.6 mol/L  
NaCl）将肌原纤维蛋白溶液稀释至0.25 mg/mL，然后在
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荧光分光光度计中扫描，发射波长为295 nm，光谱范围

为300～370 nm，激发和发射狭缝宽度均为5 nm，扫描速

率为60 nm/min，PMT电压为800 V。

1.3.10 分子对接

选取蛋白质中肌球蛋白为模型[19]，探究其与香味化

合物的相互作用机制。在Uniprot网站下载乌鳢肌球蛋白

的氨基酸序列（ID：13-634），通过SWISS-MODEL工具

（https://swissmodel.expasy.org/）搜索，以高同源性蛋白

2v26.1.A（同源性83.41%）为模板进行同源建模。4 种香

味化合物月桂烯（ID：31253）、芳樟醇（ID：6549）、

己醛（ID：6184）、辛醛（ID：454）的三维结构从

PubChem数据库（https://pubchem.ncbi. nlm.nih.gov/）得

到。采用Autodock4.0软件进行分子对接，选择自由结合

能最低的构象。

1.3.11 风味化合物结合能力的测定

参考王浩文等[10]对不同青菜品种对老坛酸菜鱼调料

风味影响的研究，从酸菜鱼汤的特征风味物质中选取阈

值较低的芳樟醇、月桂烯、己醛、辛醛，用于探究不同

冷冻处理方式对肌原纤维蛋白与风味物质相互作用的影

响。将己醛、辛醛和月桂烯、芳樟醇分别溶解于少量甲

醇中，用蒸馏水稀释，最终获得800 mg/kg的风味储备

液。取10 mL处理后的肌原纤维蛋白样品，放置于20 mL

顶空萃取瓶中，每组加入上述风味化合物储备液，根据

前期预实验的结果，肌原纤维蛋白对己醛和辛醛的结合

能力较强，过低的浓度导致结合后无法被检测，因此选

择己醛和辛醛含量为5 mg/kg，芳樟醇和月桂烯的含量为

1 mg/kg。混合样品旋涡振荡10 s，4 ℃条件下冷藏吸附

12 h，用于后续分析。

参考Pérez-Juan等 [20]的方法，采用50/30 μm CAR/

PDMS/DVB SPME萃取纤维，暴露于顶空瓶中，在30 ℃

条件下萃取30 min，使用装有火焰离子化检测器的7890B

气相色谱仪进行分析。将萃取后的纤维迅速插入气相色

谱仪进样口，进样口温度设定为220 ℃，以无分裂模式

进行5 min的解吸附。风味化合物在DB-WAX毛细管柱

（30 m×0.25 mm，0.25 μm）中分离，以氮气为载气，

线速度为20.4 cm/s，烘箱温度设置在38 ℃，保持6 min，

以6 ℃/min的速率将温度升高到105 ℃，然后以15 ℃/min

的速率将温度升高到220 ℃，并保持5 min，检测器温度

设定在240 ℃。肌原纤维蛋白与挥发性风味物质的结合能

力计算公式如下：

/% 100	 （3）

/% 1 	 （4）
1.4 数据处理

实验每个指标平行测定3 次，数据以 ±s表示。

SPSS Statistics 17.0进行显著性差异分析（P＜0.05），

Origin 8.0进行图形绘制。

2 结果与分析

2.1 冻融和冻藏处理对肌原纤维蛋白聚集程度的影响

从图1A可以观察到，随着处理时间的延长，FT组和

FS组蛋白质聚集的沉淀不断增多，其中FS组相较于FT组
聚集程度更大，蛋白质沉淀更加明显。溶解度被认为是

反映蛋白质功能的一个指标[21]，如蛋白质变性和聚集程

度。如图1B所示，经过相同的处理时间，FT组和FS组肌

原纤维蛋白的溶解度均逐渐降低，第7天时分别显著下降

约26%、33%（P＜0.05）。冷冻处理使肌原纤维蛋白发

生变性，导致蛋白分子内部结构展开暴露出疏水基团，

促使蛋白质分子间通过疏水作用等相互聚集，形成聚集

体，使肌原纤维蛋白溶解度下降[22]。第3、5、7天，FS组
肌原纤维蛋白的溶解度比FT组更低（P＜0.05），表明相

较于FT组，FS组肌原纤维蛋白产生更多的沉淀，更易发

生沉降，与图1A的蛋白表观变化一致。
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图 1 冻融和冻藏对肌原纤维蛋白聚集程度的影响

Fig. 1 Effects of freeze-thaw and freeze storage on the aggregation 
degree of myofibrillar proteins

浊度可以反映蛋白质聚集的程度[22]。如图1C所示，

FT组与FS组肌原纤维蛋白的浊度随时间延长均不断增

加，FT组浊度最终增加了约23%（P＜0.05），FS组增加

了约39%（P＜0.05）。结果表明，冷冻处理中冰晶的形

成会破坏蛋白质结构，暴露埋藏在蛋白质分子内部的疏

水基团，使蛋白质发生聚集进而增加浊度，与Du Xin等[23] 

对镜鲤鱼肉冻藏后的研究结果相一致。相较于FT组，FS
组的蛋白浊度升高更加显著（P＜0.05），表明冻藏处理

对蛋白质的聚集程度有更大影响。

粒径是描述蛋白质聚集的最常见的方法 [ 2 4 ]，通

常定义为：可见聚集体：＞100  μm；微米（亚可见

颗粒）：1～1 0 0   μ m；亚微米（可溶性聚集体）：

100～1 000 nm；纳米：＜100 nm。如图1D所示，

在第 3 天时，上清液可溶性蛋白的粒径显著降低 

（P＜0.05），FT组和FS组从725 nm分别降低到300 nm和

200 nm左右。蛋白质粒径的降低可能是经过冷冻后发生

了显著的变性和聚集，离心后较大的不溶性聚集体（亚

可见颗粒和可见聚集体）易发生沉降，粒径较小的可溶

性蛋白质聚集体被保留到上清液中[25]。此外，随着处理

时间的延长，可溶性聚集体的粒径均不断增加，表明持

续的冻融和冻藏处理使上清液中的可溶性聚集体不断聚

集。Fang Bowen等[16]在研究冷冻处理对于鸡蛋液中蛋白

质聚集时观察到相似结果，即蛋白溶液冷冻后蛋白质发

生聚集，形成不溶性聚集体，离心后上清液中蛋白的粒

径先降低，然后随冷冻时间延长而增大。Fang Bowen等[26] 

还研究了酪蛋白酸钠在冻融条件下的聚集状态，发现在

冻融前期，上清液中蛋白粒径降低，冻融后期蛋白粒径

不断增加。此外，在本实验中，FT组上清液的蛋白粒径

显著大于FS组（P＜0.05），可能是FS组聚集程度较大，

离心后表现出上清液中的蛋白质粒径较小。浊度和粒径

的结果均表明相较于冻融处理，冻藏处理的肌原纤维蛋

白聚集程度更大，产生的不溶性聚集体更多。

2.2 冻融和冻藏处理对肌原纤维蛋白氧化变性的影响

肌原纤维蛋白中巯基基团的数量较多，其中肌球蛋

白含有约42 个巯基[27]，巯基是蛋白质中最活跃的官能团

之一，易被氧化形成二硫键，诱导蛋白质交联和聚集，

导致蛋白质构象发生变化[28]。由图2A、B可知，在7 d处
理过程中，两个实验组总巯基和活性巯基均不断降低，

FT组最终分别显著下降约18%和38%（P＜0.05），FS组
显著下降约14%和39%（P＜0.05）。实验结果表明，在

蛋白质冻融和冻藏过程中，总巯基和活性巯基均发生了

显著氧化，其中蛋白表面的活性巯基氧化程度高于总巯

基，与Jommark等[29]的研究结果一致。第5天时，FT组总

巯基含量显著性低于FS组（P＜0.05），可能是FT组蛋白

质发生了更剧烈的变性，导致总巯基发生更严重的氧化

而降低；活性巯基含量显著高于FS组（P＜0.05），可能

是FT组蛋白质结构发生变化导致内部的巯基发生暴露，

也可能由于FS组蛋白质发生聚集导致活性巯基被包埋。
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图 2 冻融和冻藏对肌原纤维蛋白氧化变性的影响

Fig. 2 Effects of freeze-thaw treatment and freeze storage on the 
oxidative denaturation of myofibrillar proteins
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疏水性残基的暴露是蛋白质聚集发生的先决条

件，也是表征蛋白质变性程度的指标 [25]。如图2D所

示，第3天时，两组蛋白质的表面疏水性均显著增加 

（P＜0.05），随着处理时间的延长，蛋白质表面疏水性

继续显著升高（P＜0.05）。Arsiccio等[30]发现在冷冻过程

中，样品中的自由水与肌原纤维蛋白中的结合水会先后

结冰，使蛋白质的立体结构发生改变，并导致未冷冻水相

中的溶质出现浓缩和pH值下降，最终导致蛋白质变性，

被埋在内部结构的非极性氨基酸暴露使蛋白质表面疏水性

增强。此外，第7天FT组蛋白质表面疏水性显著高于FS组

（P＜0.05），可能是冰晶的形成更容易破坏极性残基周

围的水合层，使更多的疏水残基暴露在极性环境中，从而

增加表面疏水性
[31]，也可能是FS组蛋白质发生了聚集，疏

水残基被包埋导致蛋白质表面疏水性低于FT组[32]。

在冷冻和融化过程中，肌原纤维蛋白，特别是肌球

蛋白头部的巯基，易受到氧化、pH值和温度等因素的影

响导致Ca2＋-ATP酶活性降低[33]。如图2C所示，FT组和FS

组蛋白质的Ca2＋-ATP酶活性均不断下降，在第7天时分

别显著降低约26%、19%（P＜0.05），FT组Ca2＋-ATP酶

活性显著低于FS组（P＜0.05），表明相较于冻藏处理，

冻融处理使肌球蛋白的头部变性程度更大。通常肌球蛋

白头部变性程度决定Ca2＋-ATP酶活性，尾部变性程度决

定肌球蛋白的盐溶性[34]，Erzini等[35]通过测定鲤鱼肌原纤

维蛋白加热和冻藏过程中肌球蛋白的各种性质，发现加

热过程中肌球蛋白尾部变性程度高于头部，而冻藏过程

中肌球蛋白的变性从头部开始。有文献报道肌原纤维蛋

白在冻藏过程中肌动蛋白易发生变性，肌球蛋白失去肌

动蛋白的保护并发生分离，暴露的头部易发生变性导致 

Ca2＋-ATP酶活性降低，尾部的完整性使变性的肌球蛋白

依旧保持较高的盐溶性[34,36]。因此FT组蛋白的溶解度和

可溶性蛋白含量高于FS组可能与肌原纤维蛋白对冷冻和

冷藏微环境响应不同有关[35-37]。

2.3 SDS-PAGE分析

冻融与冻藏对肌原纤维蛋白溶液SDS-PAGE图谱的影

响如图3所示，经过冻融与冻藏处理后，未观察到各个条

带颜色的显著差异，表明冻融和冻藏处理后蛋白质没有

发生显著性降解，Jommark等[29]发现在冻融条件下虾肌原

纤维蛋白电泳条带未发生显著变化，与本研究结果相一

致。此外，SDS可破坏蛋白质非共价键并诱导蛋白质解

折叠[37]，未观察到聚集体电泳条带，表明冷冻造成蛋白

质聚集的主要作用力是非共价键，Sarciaux等[38]在研究冻

融对免疫球蛋白聚集的影响时也观察到相似现象。
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图 3 冻融与冻藏过程中的肌原纤维蛋白SDS-PAGE图 
Fig. 3 SDS-PAGE patterns of myofibrillar proteins during freeze-thaw 

treatment and freeze storage 

2.4 内源荧光光谱的变化

色氨酸荧光强度的变化通常被用来表征蛋白质三级

结构的变化[17]。如图4所示，对照组肌原纤维蛋白表现

出最高的荧光强度，随着处理时间的延长，FT组和FS组
蛋白的内源荧光强度均不断降低，表明肌原纤维蛋白的

天然结构在冷冻的过程中发生改变，内部色氨酸残基暴

露，荧光强度下降，这与台瑞瑞[39]研究冷冻和冻融对鲈

鱼的影响结果一致。在两种不同冷冻方式中，FT组荧光

强度下降幅度高于FS组，表明冻融处理后蛋白质三级结

构变化程度更大。可能是由于溶液中冰晶的生长产生的准

液态层，在内部形成高压和高离子浓度环境，分子的运动

速度显著减慢，与蛋白质非极性基团形成大量的氢键，从

而促进了疏水残基暴露[40]。同时pH值的改变、冰表面气泡

的积累，都会促使蛋白质三级结构改变，降低色氨酸的荧

光强度[30]。Bhatnagar等[41]研究也表明冰的形成是冷冻造成

蛋白质变性的关键因素，因此相较于冻藏处理，冻融处理

中冰的反复形成导致蛋白质荧光强度降低更加显著，变性

程度更大，与图2D表面疏水性的结果一致。
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图 4 冻融和冻藏对肌原纤维蛋白内源荧光光谱的影响

Fig. 4 Effects of freeze-thaw treatment and freeze storage on the 
endogenous fluorescence intensity of myofibrillar proteins

2.5 分子对接分析

肌球蛋白作为肌原纤维蛋白的主要成分，已被广泛

报道具有与挥发性化合物相互作用的能力，并影响鱼类

产品中气味的释放[42]。有研究表明，肌球蛋白头部是与气

味相互作用的主要区域[19]，因此选择肌球蛋白头部作为模

型进行分子对接。4 种挥发性化合物与肌球蛋白头部的对
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接结果如图5所示，对接结果表明芳樟醇、月桂烯、己醛、

辛醛主要通过疏水相互作用和氢键被包裹于肌球蛋白的疏

水口袋中，并分别与3（ALA182、LYS184、VAL186）、

3（ALA465、LYS184、VAL186）、3 个（PRO127、
VAL186、ILE114）和1 个（LYS184）氨基酸之间存在疏水

作用力。芳樟醇、己醛和辛醛分别与1（THR185）、1 个
（GLY183）和2 个（VAL186、THR185）氨基酸之间存在

氢键作用力，这有助于维持风味物质与蛋白质复合物的稳

定性，而月桂烯与蛋白质之间只存在疏水作用力。
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下标a～d.分别表示肌球蛋白与芳樟醇、月桂烯、己醛、

辛醛的对接；1、2.分别表示对接3D图、对接2D图。

图 5 肌球蛋白与4 种风味化合物的对接构象和对接位点

Fig. 5 Docking conformation and binding sites of four flavor 
compounds to myosin

2.6 风味物质结合能力的变化

4 种风味化合物与肌原纤维蛋白的结合能力变化

如图6所示，风味化合物在蛋白样品顶空中自由比例越

低，表明肌原纤维蛋白对其结合能力越强。对照组与芳

樟醇、月桂烯、己醛、辛醛在顶空的自由比例分别为

100%、43%、46%、45%，肌原纤维蛋白对月桂烯、己

醛和辛醛表现出较好的结合能力，对芳樟醇无明显结合作

用。由于大部分风味化合物在自然状态下疏水，疏水相互作

用常被认为是风味物质与蛋白结合的主要驱动力[43]。由表1
可知，月桂烯的疏水系数（3.47）高于芳樟醇（2.66）、

辛醛（2.54）和己醛（1.76），易与蛋白质表现出更强的

结合能力，己醛和辛醛还可通过共价键增强与蛋白质的

相互作用[6]。在程星光[44]对牛肉肌原纤维蛋白的研究中也

发现，蛋白对醇类风味物质无明显结合作用。可能是因

为芳樟醇含有亲水羟基，而水分子可以竞争醇的结合位

点，从而降低了蛋白对芳樟醇的结合能力[45]。
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图 6 冻融和冻藏对肌原纤维蛋白与风味物质结合能力的影响

Fig. 6 Effects of freeze-thaw treatment and freeze storage on the 
binding capacity of myofibrillar proteins to flavor compounds
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经过冷冻处理后，肌原纤维蛋白与不同风味物质的

结合能力呈现出不同趋势，对于醛类物质，结合能力随

时间的延长而减弱，第7天时，蛋白质对己醛的结合能

力显著降低约35%（P＜0.05），对辛醛的结合能力显

著降低约10%（P＜0.05）（图6）。Pérez-Juan等[46]发

现冷冻诱导肌球蛋白变性会降低与己醛的结合能力，与

本研究结果相一致。醛类化合物与肌原纤维蛋白的结合

方式较复杂，可以通过非共价键的形式与蛋白质结合，

也可通过共价键与蛋白质结合，如与蛋白质氨基酸的 

α-氨基反应，生成转氨基反应中间产物席夫碱，与巯基

反应，生成二硫代缩醛[47]。因此，在冷冻处理后肌原纤

维蛋白对醛类物质结合能力的下降可能与巯基含量的降

低（图2A、B）有关，这与Cao Jinxuan等[5]的研究结果

相一致。此外，有研究表明冷冻会降低肌原纤维蛋白氢

键含量[25]，分子对接的结果表明己醛和辛醛与蛋白质存

在较强的氢键相互作用，Xu Lingxia等[48]研究也表明氢

键是醛类物质与蛋白质相互作用的主要作用力之一，因

此氢键含量的降低也可能导致肌原纤维蛋白对醛类物质

结合能力下降。综上所述，冷冻处理通过降低肌原纤维

蛋白巯基的含量，减弱了蛋白质与己醛、辛醛的共价键

结合，氢键含量的降低减弱了蛋白质与己醛、辛醛的非

共价结合，造成醛类物质的释放，抵消了疏水作用增加

带来的结合作用。肌原纤维蛋白对月桂烯和芳樟醇结合

能力随时间延长而增强（图6），第7天时蛋白质对芳樟

醇的结合能力显著增加约20%（P＜0.05），对月桂烯的

结合能力显著增加约30%（P＜0.05），冻融处理后蛋白

质对于月桂烯的结合能力强于FS组。分子对接的数据表

明，肌原纤维蛋白与月桂烯之间只存在疏水相互作用，

同时芳樟醇和月桂烯的疏水系数相较于己醛和辛醛更高 

（表1）。因此，肌原纤维蛋白对芳樟醇和月桂烯的结合

能力增强可能是由于其在冷冻后发生解折叠，蛋白表面

疏水性显著性增加（图2D）所致，这与王天泽等[49]研究

猪肉肌原纤维蛋白与芳樟醇和柠檬烯的结合能力的结果

一致。

表 1 4 种风味化合物的性质

Table 1 Properties of four flavor compounds

风味化合物 分子质量/Da 化学式 疏水系数

己醛 100.16 C6H12O 1.76

辛醛 128.21 C8H16O 2.54

月桂烯 136.23 C10H16 3.47

芳樟醇 154.24 C10H18O 2.66

3 结 论

两种冷冻方式使蛋白呈现出不同的聚集状态，相

较于冻藏处理，冻融后肌原纤维蛋白产生较多可溶性聚

集体，氧化程度和三级结构发生显著改变；而冻藏后，

肌原纤维蛋白产生较多不溶性聚集体，溶解度呈降低趋

势显著。两种冷冻处理改变了蛋白质与酸菜汤中的醛类

挥发性化合物的反应基团，降低了对己醛和辛醛的结合

能力，增加了与芳樟醇和月桂烯的结合能力，因此，冷

冻运输和贮藏过程会影响乌鳢肌原纤维蛋白的氧化程度

和结构，进而影响其与酸菜鱼汤特征风味物质的结合能

力，改变产品风味。
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