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生物保鲜剂结合微冻保藏对杂色蛤肉的保鲜作用 

齐凤生, 李丽娜, 刘红英* 
(河北农业大学海洋学院, 秦皇岛  066003) 

摘  要: 目的  评价生物保鲜剂在微冻条件下的保鲜作用。方法  以杂色蛤肉为研究对象, 经溶菌酶、乳酸链

球菌素及真空包装处理, 测定其在(−3±0.5) ℃贮藏过程中的细菌总数、理化等指标的变化。结果  在−3 ℃条件

下贮藏 25 d 后, 经溶菌酶、乳酸链球菌素处理的杂色蛤肉挥发性盐基氮分别达到了 14.73 mg/100 g 和 14.92 

mg/100 g, 均接近国家规定的卫生标准; 溶菌酶、乳酸链球菌素复合处理的杂色蛤肉贮藏 30 d其挥发性盐基氮

为 14.38 mg/100 g, 比未经处理的对照组延长了 15 d以上。各处理组的 pH值、细菌总数、挥发性盐基氮、硫

代巴比妥酸和 Ca2+-ATPase 活性变化也均与贮藏时间相关(P<0.05)。结论  相对于其他实验组, 溶菌酶、乳酸

链球菌素复合处理组保鲜效果最好。 
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Effects of biopreservative combined with partial freezing storage on 
fresh-keeping of Ruditapes variegata 

QI Feng-Sheng, LI Li-Na, LIU Hong-Ying* 
(Ocean College of Hebei Agricultural University, Qinhuangdao 066003, China) 

ABSTRACT: Objective  To evaluate fresh-keeping effect of the biological preservatives under partial 
freezing condition. Methods  Disposed with lysozyme, nisin and vacuum packaging, the meat of Ruditapes 
variegata was examined for its total bacterial count(TBC) and evaluated for its physical and chemical index 
during its storage under the temperature of (−3±0.5) ℃, and fresh-keeping effect of the biological preservatives 
under partial freezing condition was also evaluated. Results  The results showed that after storage under the 
temperature of −3 ℃ for 25 d, total volatile basic nitrogen (TVB-N) of Ruditapes variegata meat was 14.73 
mg/100 g and 14.92 mg/100 g respectively for disposing with lysozyme and nisin, which were within the nor-
mal health standard of the national regulation. For the match-up of the two biological preservatives, TVB-N of 
Ruditapes variegata meat was 14.38 mg/100g after 30 d storage under −3 ℃, which could keep fresh 15 d 
longer than control sample. Changes of pH value, TBC, TVB-N, Thibabituric Acid (TBA) and Ca2+-ATPase ac-
tivity of each disposed samples were all correlated with storage time (P＜0.05). Comparing with other test 
groups, combined disposing of lysozyme and nisin achieved better fresh-keeping effect. Conclusion  Dispos-
ing of biological preservatives combined with partial freezing storage proves to effectively prolong the shelf 
life of Ruditapes variegata meat. 
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1  引  言 

杂色蛤(Ruditapes variegata)隶属软体动物门、瓣
鳃纲、帘蛤目、帘蛤科, 广泛分布于我国南北海区, 是
一种重要的养殖贝类。其生长繁殖快, 适应力强, 养
殖成本低, 产量高, 肉质细嫩, 味道鲜美, 营养丰富, 
是我国主要的海产经济贝类之一, 但由于杂色蛤肌
肉组织细嫩、含水量高、酶作用旺盛, 极易腐败变质, 
造成重大经济损失, 因此其保鲜问题亟待解决。 

微冻保鲜是指将渔获物保藏在其冻结点(−3 ℃
左右)的一种轻度冷冻保鲜, 也称作过冷却或部分冻
结。国外在 20世纪 70年代就开始将微冻冷藏技术运
用到水产品保鲜中, 并取得了良好效果[1-5], 中国在
1978年也开始对水产品微冻保鲜进行研究[6-9]。与冷

藏相比, 微冻保鲜水产品的货架期能延长 1.5~4 倍, 
因此日益受到人们重视[10]。 

近年来, 随着人们对食品安全重视程度的提升, 
天然低毒、效果良好、经济简便的生物保鲜剂成为了

研究热点[11-21]。溶菌酶、乳酸链球菌素(Nisin)均是在
食品工业领域应用十分广泛的生物保鲜剂, 溶菌酶
对革兰氏阳性菌、好气性孢子形成菌、枯草杆菌、地

衣型芽孢杆菌等均有良好的抑制能力, 尤其对溶壁
微球菌的溶菌能力最强; 乳酸链球菌素能够抑制大
部分革兰氏阳性菌、对产芽孢杆菌、耐热腐败菌、生

孢梭菌等的生长和繁殖, 研究表明溶菌酶和乳酸链
球菌素的混合使用能增强抑菌效果[22]。目前利用生

物保鲜剂保鲜贝类的研究较少, 尤其是在杂色蛤肉
的保鲜研究方面, 国内还没有相关的报道。本文以溶
菌酶和乳酸链球菌素为主要防腐剂结合微冻保藏 , 
通过分析 pH值、细菌总数、挥发性盐基氮(TVB-N)、
硫代巴比妥酸(TBA)、游离脂肪酸和 Ca2+-ATPase 活
性等指标的变化, 评价对杂色蛤肉的保鲜作用, 旨在
为杂色蛤肉保鲜技术的开发提供参考和依据。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

主要材料 : 杂色蛤购于秦皇岛海鲜批发市场 , 
个体鲜活饱满, 大小均匀。 

主要试剂: 氯化钠、氢氧化钠、三氯乙酸、石油

醚、液体石蜡、无水碳酸钾、硫代巴比妥酸、甘氨酸、

氯化钙等, 以上试剂均为分析纯。溶菌酶(≥98%),  美
国 Sigma公司; 乳酸链球菌素(大于 1000 IU/mg), 郑
州奇泓生物科技有限公司; Ca2+-ATPase 测试盒, 南
京建成生物工程研究所; 平板计数琼脂培养, 北京陆
桥技术有限责任公司。 

2.2  仪器与设备 

721型可见分光光度计, 上海舜宇恒平科学仪器
有限公司; XMTD-6000 电热恒温水浴锅, 北京利康
达圣科技发展有限公司; JJ-2 组织捣碎机, 江苏金坛
市亿通电子有限公司; ZSD-A1430 全自动新型生化
培养箱: 上海智诚分析仪器制造有限公司; 3K30 冷
冻离心机, 美国 Sigma公司; PHS-3C酸度计, 上海雷
磁仪器厂; SW-CJ-2F 无菌操作台, 苏州安泰空气技
术有限公司。 

2.3  实验方法 

2.3.1  样品处理 
将大小均匀、健康的杂色蛤清洗干净后, 放入海

水中净化处理 12 h。然后破壳取肉, 迅速放入生理盐
水中清洗、沥干, 在配制好的保鲜液中将贝肉浸渍
3~5 min, 取出沥干 3~5 min, 后将 200 g的贝肉立即
装入复合薄膜袋中真空密封, 标记后放入-3 ℃条件
下保藏待测。 
2.3.2  保鲜液配制 

在预实验基础上, 以 Nisin、溶菌酶、甘氨酸、
抗坏血酸等为主要成分, 经正交试验优选复合保鲜
液的配方: A 组为溶菌酶 0.05%, 氯化钠 1.0%, 甘氨
酸 7.5%, 抗坏血酸 0.3%; B组为乳酸链球菌素 0.02%, 
氯化钠 2.0%, 甘氨酸 6.0%, 抗坏血酸 0.4%; C组为溶
菌酶 0.045%, 乳酸链球菌素 0.015%, 甘氨酸 6.0%, 
氯化钠 1.0%, 抗坏血酸 0.2%; K组为对照组。 
2.3.3  指标测定方法 

(1)pH值的测定  取贝肉 5 g, 加入 9倍双蒸水, 
均质, 静置 30 min, 然后用 pH计进行测定。 

(2)挥发性盐基氮的测定   挥发性盐基氮
(TVB-N)测定方法参照 SC/T 3032-2007。 

(3)硫代巴比妥酸(TBA)的测定  取 10.00 g绞碎
的杂色蛤肉于 500 mL蒸馏瓶中, 加入 20 mL蒸馏水
搅拌混合均匀, 再加入 2 mL盐酸溶液(VHCl:VH2O=1:2)
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及 2 mL液体石蜡, 采用水蒸气蒸馏, 收集 50 mL蒸
馏液, 取5 mL蒸馏液与5 mL TBA醋酸溶液(0.2883 g
硫代巴比妥酸溶解于 100 mL 90%冰醋酸)于 25 mL试
管中充分混合, 100 ℃水浴加热 35 min后冷却 10 min, 
在 535 nm处测吸光度 A。以蒸馏水取代蒸馏液作为
空白样。 

TBA=A×7.8×10-2 mg/g 
4)Ca2+- ATPase活性的测定  按测试盒的测试方

法进行测定。 
5)细菌总数的测定  按照GB/T 4729.2规定进行。 

2.4  数据处理与分析 

采用Excel绘制图表, 利用SPSS17.0软件分析数
据。当 P<0.01 时为极显著差异, P<0.05 时为显著性
差异, P>0.05时为差异不显著。 

3  结果与分析 

3.1  pH 值的变化 

pH值是判断水产品品质好坏的指标之一, 杂色
蛤贮藏过程中 pH 值的变化如图 1 所示。各实验组
pH 值变化均与时间和生物保鲜剂显著相关 (P＜
0.05), 杂色蛤初始 pH值约为 6.67, 接近于中性, 随
时间的延长, 不同包装条件下的杂色蛤 pH 值都开
始下降, 这是由于杂色蛤死亡后, 体内的糖原开始
分解产生乳酸, 使肌肉的 pH值下降。在 0~10 d内, 
对照组 K的 pH值 随时间快速下降( r =−0.999), 且
pH值略低于其它处理实验组, 这可能是由于产酸微
生物贮藏过程中生长繁殖速度快而发酵产生了较多

的酸性物质, 致使 pH 值迅速下降[23]。随后其肌肉

pH值又有上升趋势, 这是由于杂色蛤体内的蛋白质
被分解成碱性的胺及氨类物质, 使 pH值逐渐升高。
与对照组 K 相比, 经过生物保鲜处理的杂色蛤 pH
值在保藏后期上升趋势缓慢, 说明生物保鲜剂能够
有效抑制贝类中腐败微生物的繁殖, 从而延缓蛋白
质降解及胺类等碱性物质的生成, 有效保持贝肉的
品质。邓肯多重比较结果表明, 各组保鲜剂处理与
对照存在着显著性差异(P<0.05)。从第 15 d左右, 经
过溶菌酶和乳酸链球菌素复合处理组 pH 值高于溶
菌酶和乳酸链球菌素单独处理组, 且 pH 值变化缓
慢。综合分析表明, 溶菌酶和乳酸链球菌素复合处
理可以进一步抑制产酸微生物的生长, 减缓 pH 值
的下降。 

 

图 1  杂色蛤微冻保藏过程中 pH值的变化 
Fig. 1  Changes of pH in Ruditapes variegata during partial 

freezing storage 
 

3.2  细菌总数的变化 

细菌总数不仅可作为食品被微生物污染度的指

标, 还可以预测食品的存放期。杂色蛤在贮藏过程中
细菌总数的变化如图 2所示。由图 2可知, 细菌总数
可以较好地反映各实验组不同变化情况, 新鲜杂色
蛤的细菌总数初始值为 4.18 lg(cfu/g), 对照组的细
菌总数与保鲜时间出现明显差异(P<0.05, r=0.960), 
0~5 d 内对照组细菌总数随贮藏时间的延长增长缓
慢, 10 d 后增长速度加快, 且增长速度高于其他实
验组。其他保鲜组细菌数变化均与贮藏时间相关

(P<0.05), 在整个冷藏期间内的细菌总数开始阶段
细菌总数呈下降趋势, 而后呈逐渐升高的趋势, 这
是由于微冻贮藏温度-3 ℃处于最大冰晶生成温度带
范围内 , 微生物体液中的水分结冰 , 体积膨胀 , 同
时微生物也受到由于外部水分结冰导致体积增大带

来的挤压而使菌体破裂死亡[24]; 随后细菌总数的回
升则是由于蛋白质、糖类、脂类逐渐降解成小分子

物质, 一部分已适应不良环境的微生物利用小分子
物质作为营养来源, 不断繁殖, 从而导致腐败变质。
A组和 B组细菌总数变化相差不大, 而 C组的细菌
总数明显低于 A 组和 B 组(P<0.05)。综合分析表明
溶菌酶与 Nisin 可能存在协同作用, 复合生物保鲜
剂具有良好的保鲜作用。 

3.3  TVB-N 含量的变化 

TVB-N 的含量反映的是水产品蛋白质在细菌和
内源酶的作用下分解产生的氨及低级胺类等碱性物

质的情况, 通常作为肉类的鲜度指标。杂色蛤贮藏过
程中 TVB-N含量的变化如图 3所示。由图 3可知, 各
实验组 TVB-N 含量的变化均与时间相关(P<0.05), 
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对照组 TVB-N含量第 5 d时迅速上升, 到第 15 d时
TVB-N含量为 16.36 mg /100 g, 超过国标规定的 15 
mg/100 g。除对照组外, 其他各组 TVB-N 值开始时
相差不大, 变化比较缓慢, 一段时间后, 差异越来越
显著, 前期TVB-N含量变化缓慢是由于AMP脱氨基
作用释放出氨态氮引起 TVB-N 含量升高, 虽然不能
排除其他物质的脱氨基作用的影响, 但三甲胺(TMA)
或二甲胺(DMA)引起 TVB-N增加的可能性不大。经
过生物保鲜剂处理组 TVB-N 含量少于对照组, 表明
经生物保鲜剂处理可以有效的抑制微生物生长, 降
低贮藏期内 TVB-N 含量, 但 A 组(溶菌酶处理)、B
组(Nisin 处理)间无明显差异(P>0.05), 而 C 组(经溶
菌酶和 Nisin复合处理)第 15 d后 TVB-N的含量显著
低于 A组和 B组(P<0.05), 到 30 d时, C组 TVB-N含
量为 14.38 mg/100 g, 未超过国标规定 15 mg/100 g, 
保鲜效果最好。 

 

图 2  杂色蛤在微冻冷藏过程中细菌总数的变化 
Fig. 2  Changes of total bacterial counts in Ruditapes varie-

gata during freeing storage 

 

图 3  杂色蛤微冻保藏过程中 TVB-N的变化 
Fig. 3  Changes of TVB-N in Ruditapes variegata during 

partial freezing storage 

3.4  TBA 值的变化 

TBA 值被广泛的用来评价脂肪氧化程度, TBA
反应物质主要发生在自溶阶段, 在这个阶段过氧化
物氧化为醛和酮。杂色蛤贮藏过程中 TBA 值的变化
如图 4所示。由图 4可知, 贮藏时间与保鲜方法对杂
色蛤 TBA 值影响显著(P<0.05), 对照组 TBA 值开始
时迅速上升, 10~15 d 时达到最大值, 然后开始减小
并维持在此水平上, 贮藏后期, TBA值逐渐下降。与
对照组相比, 采用生物保鲜剂处理后, 各组 TBA 值
增长缓慢, TBA值较低, 贮藏 5 d时各生物保鲜处理
TBA值显著低于对照组K(P<0.01); 贮藏 15 d时溶菌
酶与 Nisin 复合处理组的 TBA 含量显著低于溶菌酶
与 Nisin单独处理组(P<0.05), 表明溶菌酶与 Nisin复
合处理防止脂肪氧化效果更好。 

 

图 4  杂色蛤微冻保藏过程中 TBA的变化 
Fig. 4  Changes of TBA in Ruditapes variegata during par-

tial freezing storage 

 
3.5  Ca2+-ATPase 活性的变化 

Ca2+-ATPase 活性源于肌动球蛋白的头部结构, 
在贮藏过程中肌动球蛋白的头部结构会发生变化 , 
严重时会形成二硫键, 导致其酶活性的下降甚至丧
失[25]。Ca2+-ATPase 活性可以准确反映蛋白质的变化, 
从而判断其品质变化。杂色蛤贮藏过程中

Ca2+-ATPase 活性变化如图 5 所示, 由图可知, 各实
验组杂色蛤 Ca2+-ATPase 活性与贮藏时间显著相关
(P<0.05), 对照组杂色蛤 Ca2+-ATPase 活性在 0~10 d
下降速度比较快 , 而 15 d 后下降速度趋于缓慢
(r=−0.816), 生物保鲜剂处理各组 Ca2+-ATPase 活性
较对照组下降缓慢。对照组 K 保鲜贮藏到 5 d 后
Ca2+-ATPase活性由新鲜肉的 0.211 μmol pi/(mg·h)下
降至约为 0.08 μmol pi/(mg·h), 降幅为 62.09%; 20 d
后降至约为 0.021 μmol pi/(mg·h), 降幅为 90.01%。同
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样溶菌酶与 Nisin复合组 C 5 d后 Ca2+-ATPase活性
由新鲜肉的 0.2110 μmol pi/(mg·h)下降至约为 0.145 
μmol pi/(mg·h), 降幅为31.28%; 20d后降至约为0.027 
μmol pi/(mg·h), 降幅为 87.20%。贮藏 5 d时 A组(溶
菌酶处理 )、C 组 (经溶菌酶和 Nisin 复合处理 ) 
Ca2+-ATPase活性显著高于 K (P<0.01); 20 d时 A组
(溶菌酶处理)、B组(Nisin处理)和对照组 K组三种处
理 Ca2+-ATPase 活性无明显差异(P>0.05), 相对来讲, 
选用 C组处理能更好地减缓蛋白质变性。 

 

图 5  杂色蛤微冻保藏过程中 Ca2+-ATPase的变化 
Fig. 5  Changes of Ca2+-ATPase activity in Ruditapes 

variegata during partial freezing storage 
 

4  结  论 

溶菌酶、Nisin 等生物保鲜剂能够有效抑制微冻
保藏中杂色蛤肉细菌的增长繁殖, 延缓挥发性盐基
氮、pH值、硫代巴比妥酸值的上升, 减缓 Ca2+-ATPase
活性降低。 

通过保鲜效果对比实验, 杂色蛤初始 TVB-N 值
为 8.97 mg/100 g, 细菌总数为 4.18 lg(cfu/g)的新鲜杂
色蛤肉在-3 ℃微冻条件下保藏 12~13 d TVB-N值达
到国家标准, 经过 0.02% Nisin处理的杂色蛤肉保藏
25 d时 TVB-N值为 14.92 mg/100 g已接近国家标准, 
0.05%溶菌酶处理的杂色蛤肉保藏 30 d时 TVB-N值
为 15.07 mg/100 g超过了国家标准, 货架期比对照组
延长到了 12~13 d, 而经过 0.045%溶菌酶和
0.015%Nisin复合处理的杂色蛤肉保藏 30 d时TVB-N
值仅为 14.38 mg/100 g, 货架期比对照组延长到了
17~18 d以上, 各项指标较之于其他实验组都是最优
的, 保鲜效果明显, 这与其他学者的研究结果一致
[11,12], 可能因为各自的抗菌范围存在一定的互补性, 
因而扩大了其抗菌谱, 效果更好。 
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