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液氮冻结对养殖大黄鱼肌原纤维蛋白结构的影响 

胡远辉, 廖慧琦, 陆益钡, 杨巨鹏, 张慧恩, 洪梦蓉, 杨  华* 

(浙江万里学院生物与环境学院, 宁波  315100) 

摘  要: 目的  探究液氮冻结对大黄鱼肌原纤维蛋白结构的影响。方法  通过荧光分光光度法、傅里叶红外

法、圆二色光谱法、激光拉曼光谱法等分析, 探究液氮冻结对大黄鱼肉肌原纤维蛋白结构的变化。结果  冻

结后大黄鱼肉肌原纤维蛋白表面疏水性上升, 巯基含量下降, 蛋白质二、三级结构在冻结下发生改变, α-螺旋

的含量被下降, 转化为 β-折叠和无规卷曲, 影响肽链结合的紧密性。结论  蛋白结构的变化影响大黄鱼肉中

肌原纤维蛋白的二、三级结构, 进而影响鱼肉的品质特性。 
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Effects of liquid nitrogen freezing nitrogen on the structure of myofibrillar 
protein in cultured large yellow croaker (Pseudosciaena crocea) 
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ABSTRACT: Objective  To investigate the effects of liquid nitrogen freezing on myofibrillar protein structure in 

cultured large yellow croaker. Methods  Fluorescence spectrophotometry, Fourier infrared spectroscopy, circular 

dichroism, laser Raman spectroscopy and other methods were used to explore the changes of liquid nitrogen freezing 

on the structure of myofibrillar protein of large yellow croaker. Results  After freezing, the surface hydrophobicity 

of myofibrillar protein in cultured large yellow croaker increased, the sulfhydryl content decreased, the secondary and 

tertiary structure of the protein changed under freezing, and the α-helix content decreased and converted to β-Folding 

and random coiling, mainly affecting the tightness of peptide chain binding. Conclusion  The changes of protein 

structure affect the secondary and tertiary structures of myofibrillar protein structure in cultured large yellow croaker, 

and then affect the quality characteristics of fish. 

KEY WORDS: liquid nitrogen freezing; cultured large yellow croaker; myofibrillar protein; structural 
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1  引  言 

大黄鱼(Pseudosciaena crocea), 硬骨鱼纲, 鲈形目, 是

我国一种珍贵的石首鱼资源, 是我国东南沿海的经济水产

资源、东海 4 大经济鱼种之一[1,2]。其味道鲜美、高蛋白、

富含多种氨基酸、微量元素等, 并且大黄鱼鱼体呈金黄色, 
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有富贵长寿之意, 因此深受消费者喜爱。据调查[3,4]显示, 全

国大黄鱼产量从 2013 年的 10.5 万吨增长至 2018 年的近 18

万吨; 目前我国大黄鱼销售, 仍以冰鲜销售为主, 加工产品

主要以初级加工为主(罐制品、腌制品等), 深加工以及高附加

值产品少[5]。因此大黄鱼产业进一步发展需要提供一种更好

的保鲜方式, 才能更好的保证品质, 进一步提高产业效益。 

蛋白质是鱼肉中重要的组成部分, 是其功能性成分。

肉中蛋白质根据溶解状态分为: 肌原纤维蛋白(盐溶性)、肌

浆蛋白(水溶性)和肌基质蛋白(不溶性)[6]。大黄鱼中蛋白质

含量最高的为肌原纤维蛋白, 其除了参与肌肉收缩和调节

外, 结构和性质的变化会直接影响到肉的品质[7]。液氮冻

结是一种近年来食品行业新开辟出来的一种新的贮藏技术, 

并多应用于一些高附加值的产品。海鲜由于保鲜难, 价格

高, 液氮冻结技术是其理想选择[8]。江杨阳[9]研究不同冻结

方式、冻结温度对其品质影响, 发现液氮冻结相比较其他冻

结(冰箱直接冻结, 单机冻结)后贮藏能更好维持小龙虾的口

感、鲜度, 珺并且对抑制腐败菌具有更好的效果。鲁 [10]探究

带鱼和银鲳在不同冻结方式下(液氮喷淋冻结、平板冻结、

冰柜冻结)对微观组织结构以及品质变化, 发现在液氮冻结

贮藏条件下能够更好地延长产品货架期、抑制微生物繁殖与

生长、保护产品组织结构、抑制蛋白质变性, 保证产品的品

质。因此研究液氮冻结对大黄鱼肌原纤维蛋白结构影响将会

是一种趋势, 如廖媛媛[11]的研究表明液氮冻结致使蛋白质

二级结构出现 α-螺旋向 β-折叠的转变情况或者反转作为 α-

螺旋与 β-折叠的过渡结构。因此在研究液氮冻结大黄鱼的基

础上, 进一步探究超液氮冻结大黄鱼肌原纤维蛋白不仅可

以为肌肉蛋白加工过程中提供技术参数和理论依据, 且对

液氮冻结技术的开发与利用也具有十分重要的意义。 

本研究用液氮冻结大黄鱼, 提取鱼肉中肌原纤维蛋

白, 通过荧光分光光度、傅里叶红外、圆二色光谱、激光

拉曼光谱等仪器辅助, 探究液氮冻结对大黄鱼肉肌原纤维

蛋白二级、三级结构的改变情况, 以期为液氮冻结处理海

水鱼类生产加工保鲜提供理论支撑。 

2  材料与方法 

2.1  实验材料 

养殖大黄鱼, 购于宁波路林市场, 每条重量为 500 g± 

50 g, 体长为(33±3) cm。去鳞、去头、去尾、去皮、去内

脏、剔除主骨并用冰水洗净后, 用自封袋真空包装分装好

后置于液氮中速冻处理 30 min。将液氮冻结后的鱼肉放入

自封袋中密封, 将其完全浸泡在水浴中, 不做其他处理, 

当其中心温度达到 0 °C 时, 视为解冻完全。 

十二烷基磺酸钠、丙烯酰胺、过硫酸铵、甘氨酸(分

析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 三甲醇氨基甲烷(分

析纯, 南京东方之珠工贸有限公司); PAGE 胶促凝剂、巯基

乙醇、考马斯亮蓝 R-250(索莱宝科技有限公司)。 

2.2  实验仪器 

FSH-2 可调高速匀浆机(常州金坛中旺仪器制造有限

公司); Eppendorf AG 22331 Hamburg 离心机(长沙湘锐离心

机有限公司); Multiskan FC 酶标仪(北京普朗新技术有限公

司); VS-802C 冷冻干燥机(无锡沃信实验仪器技术有限公

司); BIO-RAD 凝胶成像仪(美国伯乐公司); UV2000 紫外分

光仪(日本岛津-GL 消耗品销售公司); F4600 荧光分光光度

仪(日本日立有限公司); Vertex 70 傅里叶红外(德国布鲁克

公司); inVia-reflex 拉曼光谱仪(雷尼绍公司); Chirascan 圆

二色光谱(英国应用光物理公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  肌原纤维蛋白提取 

参照 Jiang 等[12]和 Chin 等[13]的研究提取方法进行提

取。提取后冷冻干燥, 真空保存。 

2.3.2  肌原纤维蛋白表面疏水性测定 

参照 Chelh 等[14]的方法。以磷酸盐缓冲液作空白样, 

吸光值记做 A0, 表面疏水性用以下公式表示:  

溴酚蓝结合量(μg)= 1 0

0

200 ( )A A

A

 
 

式中: A0 为空白吸光度; A1 为样品吸光度。 

2.3.3  肌原纤维蛋白游离巯基含量测定 

参考李艳青[15]和 Disimpliciop[16]的方法进行测试, 蛋白

含量采用 BCA 试剂盒测定, 摩尔消光系数为 13600 M–1·cm–1, 

以 Tris-甘氨酸为空白做对照实验。 

SH(mol/105gpro)
A n

c M





 

式中: SH 为游离巯基的含量; A 为吸光度值; n 为样品蛋白

液稀释倍数; c 为分子吸光系数 13600/[(mol/L)·cm]; M 为蛋

白质的净含量。  

2.3.4  肌原纤维蛋白圆二色光谱测定 

参考 Ogawa 等[17]的实验方法, 于 25 ℃下测定, 波长

190~250 nm 范围以 50 nm/min 的速度扫描, 扫描 3 次。α-

螺旋(α-Helix)计算公式如下:  

 
}

40,000-

208
{×100=Helix(%)-


α  

2.3.5  肌原纤维蛋白激光拉曼测定 

参考李乐军[18]的实验方法, 取适量蛋白, 上机测定, 

参数: 激发波长 785 nm, 扫描范围 400~3200 cm–1, 激发功

率 140 mw, 曝光 10 s/次, 扫描 3 次。 

2.3.6  肌原纤维蛋白内源荧光光谱测定 

参考鲢鱼的实验方法[19], 精确到 0.001 g, 溶于 5 mL 

3.5% SDS 溶液中, 水浴 37 °C 2 h, 过滤, 以 3.5% SDS 作为

空白。激发波长 280 nm, 狭缝波长 2.5 nm, 测量波长范围

290~450 nm, 扫描速率 240 nm/min。 
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2.3.7  肌原纤维蛋白傅里叶红外光谱测定 

取适量干燥样品和溴化钾于玛瑙研钵中研钵, 压片, 

取出样品放入傅里叶红外光谱在 4000~5000 cm–1 进行检测, 

室温 25 °C 并记录光谱[20]。 

2.3.8  数据处理 

所有数据均以 mean±sd 表示, 重复 3 次。数据分析采

用 IBM SPSS Statistics 25(IBM Corp., software group route 

100, somers, NY, USA), 组 间 差 异 比 较 采 用 One-way 

ANOVA 分析, 两两比较采用 Tukey 法分析均值差异的显

著性, P<0.05 表示有显著性差异, 具有统计学意义。数据统

计采用 GraphPad prism 7.0(GraphPad Software Inc., San 

Diego, CA, USA)作图。 

3  结果与分析 

3.1  液氮冻结对肌原纤维蛋白表面疏水性影响 

表面疏水性与蛋白质三级结构构象差异的量度相关, 

其反映出蛋白质中表面疏水性氨基酸的相对含量, 能在一

定程度判断蛋白质的变性程度。其作为一个评价蛋白质变性

的重要参考指标, 可以反映出蛋白质位点的微妙变化[21,22]。

液氮冻结对肌原纤维蛋白表面疏水性的影响如图 1 所示, 

液氮冻结使蛋白表面疏水性显著增加(P<0.05), 从空白组

溴酚蓝结合量的(12.55±0.21) µg 增加到(16.82±0.36) µg, 增

加了相当于空白组的 34.02%的含量。表面疏水性的增加且

幅度相对较大, 可能由于液氮冻结使蛋白质变性、肌原纤

维蛋白折叠打开、内部疏水性氨基酸暴露出来或者冻结生

成冰晶破坏肌肉纤维, 使肌原纤维蛋白中疏水基团暴露出

来。结果表明液氮冻结会影响蛋白质的表面疏水性, 且对

其三级结构构象存在一定影响。 
 

 
 

图 1  液氮冻结对肌原纤维蛋白表面疏水性的影响(n=3) 

Fig.1  Effects of liquid nitrogen freezing on surface hydrophobicity 
of myofibrillar protein (n=3) 

 

3.2  液氮冻结对肌原纤维蛋白巯基含量影响 

巯基是肌原纤维蛋白中最具有反应活性的功能基团, 

蛋白质结构因受冻结影响发生改变, 可能是巯基位点变化

导致; 且活性巯基易氧化生成二硫键, 致使内部巯基裸露

出来, 进一步促使二硫键生成, 结构受影响加剧。因此蛋白

质冷冻变性会使疏基含量减少, 二硫键含量进一步上升, 

再进一步影响蛋白质结构功能特性[23]。所以巯基含量的变

化一定程度上可以反映蛋白质的变性情况。如图 2 所示, 液

氮冻结与空白组相比较, 巯基含量显著下降(P<0.05), 从

(77.18±1.54) µmol/g 降低到(62.08±1.34) µmol/g。高泽磊  

等[24]研究结论表明冻结后高蛋白鲑肌原纤维蛋白特性发

生明显变化, 总巯基含量逐渐下降。同时 Lund 等[25]指出, 

巯基含量与蛋白质氧化程度相关, 巯基含量的降低一定程

度上代表了蛋白氧化的程度。本实验结果表明液氮冻结导

致巯基含量降低, 对蛋白质功能结构特性有一定影响, 使

蛋白质变性, 分子间的二硫键发生聚集或者受到氧化, 从

而影响蛋白质功能结构特性。 
 

 
 

图 2  液氮冻结对肌原纤维蛋白巯基含量的影响(n=3) 

Fig.2  Effects of liquid nitrogen freezing on sulfhydryl content of 
myofibrillar protein (n=3) 

 

3.3  圆二色光谱分析 

肽键在圆二色光谱(circular dichroism, CD)中吸收波

段在远紫外区, 范围分布为 190~240 nm, 蛋白质的主链构

象信息可以在该波段得到反映。二级结构组成成分有 α-螺

旋、β-转角和无规则卷曲, 其中有序稳定的是 α-螺旋结构, 

而 β-转角和无规则卷曲是无序结构。由于 α-螺旋的高度稳

定性, 蛋白质分子一般为有序结构, 具有高度的结构稳定

性; 因此一般使用 α-螺旋含量判断二级结构的稳定性[26]。

α-螺旋含量可通过 208 nm 处的椭圆率来估算[27], 以此来研

究蛋白质二级结构。空白组 α-螺旋为 16%, 液氮组 α-螺旋

为 8%。蛋白质的 α-螺旋结构主要是多肽链上羰基(-C=O)

和氨基(-NH2)之间的氢键维持的 , 而冻结可能破坏了氢

键。同时有研究表明[28,29]肌原纤维蛋白的构象发生变化, 

致使蛋白质内部疏水键暴露出来, 结合位点裸露, 更容易

被结合, 因此表面疏水性增加。而 Kato 等[30]研究发现表面

疏水性与 α-螺旋结构表现为负相关。该结果同图 1 相同, 冻

结过程中表面疏水性上升, α-螺旋含量降低。据王铮等[31]
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研究液氮组 196 nm 出现强烈负峰, 可能是液氮冻结后对

蛋白浓度造成影响, 导致出现经典假峰。本实验结果说明

液氮冻结破坏氢键的稳定性, 使 α-螺旋降低, 转化为 β-转

角和无规则卷曲, 对蛋白质二级结构产生一定影响。 
 

 
 

图 3  液氮冻结对肌原纤维蛋白圆二色光谱的影响 

Fig.3  Effects of liquid nitrogen freezing on circular dichroism of 
myofibrillar protein 

3.4  激光拉曼分析 

拉曼光谱可反映二硫键、芳香族和脂肪族残基、氢  

键和二级结构类型的相对比例的微环境和相互作用的变 

化[32]。Herrero 等[33,34]研究表明酰胺 I 带是蛋白质二级结

构特殊表征, 酰胺 I 带吸收范围处于 1600~1700 cm–1, 并

且与蛋白质骨架构象类型相关; α-螺旋结构、β-折叠结构、

无 规 则 卷 曲 集 中 表 现 区 域 分 别 为 1650~1660 cm–1 、

1665~1680 cm–1、1660~1665 cm–1 处。 

激光拉曼光谱条带指认见表 1, 液氮冻结对肌原纤维

蛋白的激光拉曼光谱如图 4, 由图 4 可得 2 组肌原纤维蛋白

的二级结构以 α-螺旋为主, 液氮冻结导致图谱最大峰值上

移, 实验表明鱼肉中肌原纤维蛋白二级结构出现改变, α-螺

旋结构不断下降, 蛋白质 β-折叠与无规则卷曲的增加, 各结

构出现转化, 与图 3 圆二色光谱显示结果相同。Herrero[35]

冻藏实验研究中发现 α-螺旋含量降低伴随着 β-折叠含量的

升高, 猜测冻结过程中出现 α-螺旋转化为 β-折叠。 
 

 
 

图 4  液氮冻结对肌原纤维蛋白激光拉曼的影响 

Fig.4  Effects of liquid nitrogen freezing on laser Raman of 
myofibrillar protein 

表 1  激光拉曼光谱条带指认见表 
Table 1  Raman bands identified in table 

起源 波数/cm–1 结构 表征 

酪氨酸 830/850 氨基酸环境 
环瞬间费米尔共振侧面与取

代苯平面外弯曲谐振 

酰胺

I 带

1655±5 α-螺旋 酰胺 C=O 仲缩振动, N-H 摆动

1665±5 无规卷曲 酰胺 C=O 仲缩振动, N-H 摆动

1670±5 反平行 β-折叠 酰胺 C=O 仲缩振动, N-H 摆动

~1680 β-转角 酰胺 C=O 仲缩振动, N-H 摆动

 

3.5  内源荧光光谱分析 

蛋白质的内源荧光光谱测定的是色氨酸残基所处环

境的极性, 反映蛋白质构象的变化以及蛋白质之间的相互

作用。液氮冻结过程中会出现蛋白结构受到改变破坏, 使

蛋白质变性。一部分变性蛋白质所带的氨基酸残基的内源

荧光生色基团发生改变, 内源荧光可以用来检测液氮冻结

对肌原纤维蛋白构象的影响[36]。 

张登科等[37]研究表明大黄鱼肌原纤维蛋白的 λmax 在 

320 nm 左右。同时 Lefevre 等[38]研究发现 λmax 受到色氨酸

残基所在的环境影响, 界限阈值为 330 nm, 大于阈值处于

外部的极性环境 , 小于阈值处于蛋白质内部的非极性环

境。如图 5 显示可知, 测得大黄鱼的肌原纤维蛋白的 λmax

都在 320 nm 左右, 但液氮组荧光强度明显下降; 荧光峰整

体向较长波长的方向移动, 移动程度小且不明显。这表明

空白组与液氮组的色氨酸残基大部分在蛋白质内部。荧光

峰发生移动, 可能由于冻结使蛋白质结构受损, 一部分色

氨酸残基开始游离出来, 从蛋白质内部非极性环境到外部

极性环境, 使色氨酸残基暴露。结果表明液氮冻结可以影

响肌原纤维蛋白的三级结构。 

 

 
 

图 5  液氮冻结对肌原纤维蛋白内源荧光光谱的影响 

Fig.5  Effects of liquid nitrogen freezing on intrinsic fluorescence 
spectra of myofibrillar protein 

 

3.6  傅里叶红外光谱分析 

傅里叶红外光谱图(图 6)显示, 样品肌原纤维蛋白在
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红外光谱区中出现多个吸收峰, 在酰胺 A 带(3300 cm–1 左

右)、酰胺 B 带(3100 cm–1 左右)、酰胺Ⅰ带(1660 cm–1 左右)、

酰胺Ⅱ带(1570 cm–1 左右)和酰胺Ⅱ带(1300 cm–1 左右)处都

有吸收峰出现[39]。 

酰胺 A 带与 N—H 基团的伸缩振动有关, 当该基团分

子参与形成氢键时 , N—H 的伸缩振动的红外吸收峰从

3400~3440 cm–1 开始下降, 降低到 3300 cm–1 附近[40]。实验

结果表明 2 组在 3422 cm–1 存在吸收峰, 峰特征符合酰胺 A

带; 且液氮组吸收峰向上向右移动, 幅度不大。说明冻结

不利于 N—H 基团参与氢键的形成, 对蛋白质结构稳定性

有影响。2925 cm–1 和 2854 cm–1 处的峰分别表示酰胺 B 的

甲基和亚甲基的反对称伸缩, 2925 cm–1 处的峰因为冻结向

上偏移, 说明冻结对蛋白的 C=C 键有影响。 

酰胺Ⅰ带主要由 C=O 的伸缩振动和 H—O—H 弯曲振

动引起的, 能够反映蛋白质二级结构 α-螺旋、β-折叠、β-

转角、无规则卷曲含量的变化[41]。1745 cm–1(酰胺Ⅰ带)处, 

由于冻结出现峰值下降。说明蛋白质二级结构改变, 同拉

曼光谱, 圆二色谱结论相同。可能存在 α-螺旋下降, 转化

为 β-折叠、β-转角、无规则卷曲含量。酰胺Ⅰ带中 1652 cm–1

的 C=O 伸缩和 1558 cm–1 的-NO2 反对称伸缩都有吸收峰。

羰基的伸缩振动形成酰胺Ⅰ和酰胺Ⅱ, 这与肽链之间的交

联程度有关[41], 肽链交联越紧密说明振动频率越大。冻结

组在 1655 cm–1 和 1545 cm–1 峰值也下降, 说明冻结对肽链

结合的紧密性有影响。 

蛋白质三维螺旋结构是否完整可以通过酰胺带来

观察, 吸收峰在 1200~1300 cm–1 处。图 6 中 2 组对比, 冻

结使酰胺Ⅲ带的吸收峰峰值下降。实验结果说明液氮冻结

在一定程度上破坏了肌原纤维蛋白的三维螺旋结构, 降低

了二级结构 α-螺旋含量。 

 

 
 

图 6  液氮冻结对肌原纤维蛋白傅里叶红外光谱的影响 

Fig.6  Effects of liquid nitrogen freezing on Fourier transform 
infrared spectroscopy of myofibrillar protein 

4  结论 

由于液氮冻结影响, 肌原纤维蛋白折叠打开, 使表面

疏水性上升, 分子间的二硫键发生聚集或者受到氧化, 使

流离巯基含量下降, 这与蛋白质二、三级结构在冻结下发

生改变有关。圆二色光谱、激光拉曼光谱、内源荧光光谱、

傅里叶红外光谱的结果显示, 空白组与冻结组相比较, 液

氮冻结破坏了氢键的稳定性, 从而影响肌原纤维蛋白二级

结构的稳定性, 使 α-螺旋含量下降, 转化为 β-折叠和无规

卷曲; 液氮冻结破坏了肌原纤维蛋白的三维螺旋结构, 影

响肽链结合的紧密性。表明液氮冻结影响了养殖大黄鱼肌

原纤维蛋白构象和特性。通过对其蛋白结构特性研究, 为

进一步研究液氮冻结对肌原纤维蛋白特性及感官特性奠定

基础, 也有利于液氮处理海水鱼类生产加工保鲜的研究。 
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