投稿说明：

    近年来我国对虾的养殖业非常繁荣，养殖产量高，尤其在收获旺季，无法全部鲜活销售。对虾同时又是我国水产品出口的第一大品种（2007年出口对虾21.6万吨，出口额11.4亿美元），冷冻贮藏特别是冷冻虾仁则成为一种良好的加工保藏方法。虾的食用质量和保鲜加工特性与其蛋白质的生物化学特性存在着密切的联系，而冻藏作为一种良好的保鲜手段同样会对虾的质量产生较大的影响。长期以来，国内外许多研究人员对鱼类蛋白质在冻藏过程中的生化特性变化及其变性机理做了大量深入研究，并取得了丰硕的成果，而对于养殖对虾相关的研究较少, 因此很有必要进行相关研究，为其加工利用、鲜度保持等提供理论依据。
    本论文未与其它已发表或待发表论文、专著(手稿)的内容重叠。
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三种淡水对虾在冻藏过程中蛋白质特性的变化
陶 欢(，陈舜胜 

（上海海洋大学食品学院， 上海 201306）

摘要：对虾营养、美味，广受人们的喜爱，经济价值与养殖效益好，因而其养殖技术与规模迅速发展，产销日益繁荣。冷冻贮藏包括冷冻虾仁作为一种良好的加工保藏方法被普遍应用。但是对虾的冻藏特性如何，冻藏对对虾的质量产生怎样的影响，尚未有深入系统的研究，与鱼类相比相关研究的差距也很大。以目前市场上主要的3种养殖对虾为对象，以肌原纤维蛋白盐溶解度、Ca2+-ATPase活性与蛋白质表面的巯基含量为指标，探讨了不同温度冻藏过程（-10℃、 -20℃、-30℃、-40℃）对虾虾肉蛋白质生物化学特性的变化，评价了不同冻藏温度对对虾品质的影响。结果表明：第一，3种蛋白质的冷冻变性指标应用于对虾时出现一定差异。Ca2+-ATPase活性比较灵敏，能较好反映-10℃～-40℃之间不同冻藏温度引起的蛋白质变性的程度。肌原纤维蛋白盐溶解度能够反映-20℃以上冻藏过程中蛋白质变性程度的差异，而-20℃~-40℃之间的差异难以区分。-10℃冻藏时，肌原纤维蛋白的盐溶解度下降明显，而-20℃冻藏时下降程度较小，-20℃、-30℃、-40℃冻藏时肌原纤维蛋白的盐溶解度没有明显区别。-10℃~-40℃冻藏对于巯基含量变化都不大。第二，冻藏过程中3种对虾蛋白质冷冻变性较轻度，比一般鱼类在冻藏过程中稳定，虾比大部分鱼类更耐冻。第三，冻藏温度越低Ca2+-ATPase活性下降程度越小， -10~-40℃冻藏时其差异性有比较明显区分，表明Ca2+-ATPase活性更适合于虾的质量评价。第四，-20℃冻藏对于虾类是比较经济合理的。实用冻藏温度可取-20℃。
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Biochemical changes in shrimp protein during frozen storage
Huan Tao, Shunsheng Chen 

（College of Food Science and Technology, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306）
Abstract: Shrimp is widely popular because of its nutrition and delicacy. The technology and scale of shrimp aquaculture developed rapidly with high economic value. The prosperity of production and marketing grow continuously. Frozen storage, including frozen shrimp, is widely used as a good method of preservation and processing. However, characteristic of shrimp frozen storage and the impact on shrimp quality had not been deeply studied yet. Three kinds of cultured shrimp, dominanted in market, were chosen as study objects, and the salt solubility of myofibrillar, Ca2+-ATPase activity and sulfhydryl content were chosen as research indicators. The changes of the biochemical characteristics of shrimp protein were investigated and the impact of different temperatures on quality of shrimp were evaluated when stored at -10℃、 -20℃、-30℃、-40℃ respectively. There are some differences among the three indicators of protein denaturation when applied to shrimp. Ca2+-ATPase activity is the most sensitive. It can reflect different levels of protein frozen denaturation caused by different temperatures from -10℃ to -40℃. Different levels of protein frozen denaturation can also be reflected by the salt solubility of myofibrillar above -20℃ refrigeration. The salt solubility of myofibrillar decreased obviously at -10℃, But the trend gratitude declined below -20℃, and no significant difference was observed at -20℃,-30℃and -40℃. The Ca2+-ATPase activity is more suitable for quality assessment of shrimp. The Ca2+-ATPase activity of protein decreased more slowly as the temperature lowered, and the performance differences of Ca2+-ATPase can be distinguished easily when storage at -10℃ to -40℃. Sulfhydryl content changed a little when the storage temperature varied from -10℃ to -40℃. Shrimp protein is more stable than most freshwater fish. The salt solubility, Ca2+-ATPase activity and sulfhydryl content of shrimp protein all decreased slowly than usual freshwater fish. The protein of shrimp denaturated mildly during frozen storage. -20℃ is economical and reasonable as a frozen storage and it can be selected as the practical frozen temperature. 
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近年来对虾的养殖业非常繁荣，养殖产量高，尤其在收获旺季，无法全部鲜活销售。对虾同时又是我国水产品出口的第一大品种（2007年出口对虾21.6万吨，出口额11.4亿美元），冷冻贮藏特别是则成为一种良好的加工保藏方法。与鱼肌肉一样，虾的食用质量和保鲜加工特性与其蛋白质的生物化学特性存在着密切的联系，而冻藏作为一种良好的保鲜手段同样会对虾的质量产生较大的影响。长期以来，国内外许多研究人员[1,3,4,5]对鱼类蛋白质在冻藏过程中的生化特性变化及其变性机理做了大量深入研究，并取得了丰硕的成果，而对于养殖对虾相关的研究较少。

凡纳滨对虾Penaeus Vannamei，俗称基围虾；罗氏沼虾Maeobrachium rosenbergii，俗称大头虾；斑节对虾Penaeus monodon，俗称草虾，是市场上常见并大量养殖的3种淡水虾品种，经济价值较高，味美，深受人们的欢迎。本文以这3种淡水对虾为研究对象，以肌原纤维蛋白的盐溶解度，Ca2+-ATPase活性，表面巯基（-SH）含量作为蛋白质生化特性指标，研究了其在-10℃、-20℃、-30℃、-40℃4种不同温度下冻藏过程中蛋白质特性的变化，为其加工利用、鲜度保持等提供理论依据。
1. 材料与方法

1.1 材料  
鲜活凡纳滨对虾、罗氏沼虾、斑节对虾购于上海市图们路农贸市场，重量约60只/Kg。
1.2 方法

前处理  活虾每10只装入一个密实袋中，分别直接于-10℃±2℃、-20℃±2℃、-30℃±2℃、-40℃±2℃冰箱中冻藏，前两周每隔一周进行一次蛋白质生化特性指标的测定，之后每隔两周进行一次蛋白质生化特性指标的测定。每种虾各取3只于冰水中解冻1h左右，去头去尾去壳,将3只虾肉剁碎混合后取10g左右提取肌原纤维蛋白，用于以下指标测定,每个指标进行3个平行试验,数据进行统计学分析。
肌原纤维蛋白的制备   10g左右虾肉捣碎后加入6～10倍Buffer离心5min（3500 r/min 5℃），重复3次。取沉淀，加入6-10倍Buffer均质（12000 r/min 30s停1min）重复3-4次，至虾肉呈稀粥状，离心5min（3500r/min 5℃），重复3次，取沉淀，加入适量Buffer，于两层纱布过滤得到肌原纤维蛋白悬浊液。
蛋白质浓度的测定  1mL肌原纤维蛋白质悬浮液加入4mL双缩脲试剂，室温下反应30min，紫外分光光度计测定OD560值。
肌原纤维蛋白的盐溶解度的测定    5mL肌原纤维蛋白悬浊液（A液），加入1mL 2.5 mol/L KCl 20 mmol/L Tris-HCl pH 7.5，用0.5mol/L KCl 20 mmol/LTris-HCl pH 7.5定容至10 mL， 冰浴静置30 min后离心10 min （8000 r/min 4 ℃），取上清液（B液）测定蛋白浓度。

肌原纤维蛋白的盐溶解度=B液蛋白质含量（mg/mL）/A液蛋白质含量（mg/mL）

Ca2+-ATPase活性的测定    按Benjakul等[1]的方法进行。

巯基含量的测定    按文献[2]的方法进行。
2. 结果与分析
2.1 冻藏过程中肌原纤维蛋白质盐溶解度的变化 
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图1对虾蛋白质盐溶解度在冻藏过程中的变化 

Fig.1 Change of solution of myofibrillar protein during frozen storage
3种淡水对虾肌原纤维蛋白盐溶解度于-10℃与-20℃冻藏时存在明显的差异（图1）。-10℃冻藏4周（凡纳滨对虾为6周）后肌原纤维蛋白质溶解度开始下降，至12周下降非常大，凡纳滨对虾、罗氏沼虾、斑节对虾分别由鲜活时的83%±1%、98%±2%、97 %±6%下降到21%±4%、36%±5%、27%±2%，表明3种淡水对虾于-10℃冻藏过程中蛋白质不稳定。
比较图1-A，B，C发现，不同种的虾在冻藏过程中肌原纤维蛋白质溶解度变化也是存在差异的。 凡纳滨对虾于-10℃下冻藏8周后其肌原纤维蛋白质溶解度开始急剧下降（图1-A），而罗氏沼虾、斑节对虾于-10℃下冻藏4周后其肌原纤维蛋白质溶解度就已经开始急剧下降（图1-B，C），这可能是因为养殖过程中凡纳滨对虾被驯化，养殖水温有所降低，从而导致了凡纳滨对虾耐低温能力增强。至冻藏第12周时，下降程度最大的是斑节对虾，其次是罗氏沼虾、凡纳滨对虾，分别下降了70%、62%、61%。
3种淡水对虾于-20℃及以下温度冻藏过程中蛋白质盐溶解度比较稳定（图1）。凡纳滨对虾、罗氏沼虾、斑节对虾于-20℃、-30℃、-40℃冻藏时蛋白质盐溶解度下降缓慢，且这3种温度冻藏时盐溶解度变化相差很小。凡纳滨对虾在-20℃、-30℃、-40℃下冻藏12周后，分别由鲜活时的83%±1%仅下降至77%±1%、75%±2%、73%±1%。罗氏沼虾在-20℃、-30℃、-40℃下冻藏12周后分别由鲜活时的98%±2%下降为95%±2%、91%±2%、92%±1%。斑节对虾在-20℃、-30℃、-40℃下冻藏12周后分别由鲜活时的97%±6%下降至78%±3%、87%±2%、80%±5%。表明-20℃以下冻藏这3种淡水对虾，盐溶性蛋白质溶解度的变化很小，温度再低没有显著差异，因此，-20℃冻藏是比较经济合理的。
我们发现，三种对虾鲜活时肌原纤维溶解度并非最大值，而在冻藏前一周内有所上升。 Kuniaki等[3]认为，贮藏在较高温度下(-4℃和-11℃)，盐溶解度降低较快，是由于肌球蛋白质相互靠近，一部分未冻的溶液影响分子排列不均匀。而低于共晶点以下的温度(-26℃)，未冻的溶液很少，肌原纤维蛋白和结晶的KCl均匀分布在细胞内对盐溶解度变化影响较小。值得提出的是，新鲜虾的肌原纤维蛋白的溶解度并不是最高的，可以认为是由于死后肌肉内的ATP逐渐消耗，造成肌球蛋白分子与肌动蛋白分子呈不可逆的强固结合，相互聚合形成了分子量较大的分子，在离心时沉降至沉淀部分。林洪等[4]人研究对虾在冷藏过程中肌肉蛋白特性的变化以及侯温甫等[5]等人研究低温速冻处理对鲻鱼冻藏生化特性的影响也曾得到类似的结果。 
引起冻藏过程中肌原纤维蛋白溶解性下降的因素很多，比如由于蛋白质的部分结合水形成冰晶而析出，导致肌动球蛋白分子之间相互形成非共价键，进而形成超大分子的不溶性凝集体使其溶解度下降。Sompongse等[6]认为巯基氧化形成的二硫键会导致肌球蛋白重链的聚合，从而降低其盐溶性。
2.2 冻藏过程中Ca2+-ATPase活性的变化
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图2对虾Ca2+-ATPase活性在冻藏过程中的变化

Fig.2 Change of Ca2+-ATPase activity during frozen storage during frozen storage
和盐溶解度变化一样，3种淡水对虾于-10℃与-20℃冻藏时Ca2+-ATPase活性存在明显的差异，而-20℃、-30℃、-40℃冻藏过程中Ca2+-ATPase活性差异相对较小（图2）。3种对虾于-10℃冻藏时Ca2+-ATPase活性下降最快，至第12周，Ca2+-ATPase活性的变化从大到小依次为罗氏沼虾、斑节对虾、凡纳滨对虾，分别较鲜活时的比活性下降了84%、70%、62%。而-20℃、-30℃、-40℃冻藏过程中Ca2+-ATPase活性变化较小，下降得比较平缓，并且不同冻藏时期冻藏温度越低Ca2+-ATPase比活性越大，表明冻藏温度越低蛋白质变性越小，-10℃冻藏与-20℃冻藏相比，蛋白质变性很明显，而-20℃冻藏与-30℃、-40℃冻藏相比，蛋白质变性较小。
3种对虾在-20℃、-30℃、-40℃冻藏过程中Ca2+-ATPase活性变化存在差异，冻藏温度越低Ca2+-ATPase比活性越大，而蛋白质盐溶解度的变化却几乎没有差异（图1，图2）。Ca2+-ATPase活性和盐溶解度反映肌球蛋白变性两个不同指标，Ca2+-ATPase活性是来源于肌球蛋白，表征其头部S-1的性质，盐溶解度则反映了肌球蛋白杆部(rod)的性质变化。 因此，Ca2+-ATPase活性和盐溶解度这两个反映肌球蛋白变性的不同指标灵敏度存在差异，其中Ca2+-ATPase活性用于测定淡水对虾在冻藏过程中蛋白质变性灵敏度更高，更适合用于虾的质量评价。
凡纳滨对虾、罗氏沼虾在-20℃、-30℃、-40℃冻藏前1周下降速率最快，之后下降速率都较第1周慢（图2-A，B）。凡纳滨对虾在-20℃、-30℃、-40℃冻藏前1周下降速率分别为每周25%、20%、16%、11%，罗氏沼虾在-20℃、-30℃、-40℃冻藏前1周下降速率分别为每周22%、16%、10%、4.33%，并且冻藏温度越高，下降速率越大，可以认为是冻藏前一周包含了冻结过程，冻结温度越低，对蛋白质的影响越小，Ca2+-ATPase活性下降越少。
在冻藏前一周斑节对虾Ca2+-ATPase活性略有升高（图2-C），这一现象在鱼类中很少见，Norio Inoue[7]的研究中也发现了此现象，但未给出很好的解释。Partmann [8]认为是由于冻结作用，使得膜发生分离，而膜系统上的脂蛋白质发生变化，引起酶与底物或激活剂之间的自然障碍发生改变，从而导致ATPase活性增加。也有学者认为是蛋白质在冻藏初期空间结构发生了轻微的变化，使ATPase的活性部位更加突出引起的[5]。
有研究者[9]发现，冻藏过程中鲫鱼肌动球蛋白的Ca2+-ATPase活性、Mg2+-ATPase及Ca2+-Mg2+-ATPase活性存在较大的波动，认为ATPase活性的上升可能与鲫鱼肌肉的组织蛋白酶有关。Onali[10]等人发现用溶酶体酶处理过的肌原纤维蛋白质的Mg2+-EGTA-ATPase活性增大，同样，Ca2+激活中性蛋白酶也可以增大此活性,它是通过从Z线中释放α-肌动蛋白达到此目的，而α-肌动蛋白是去感肌动球蛋白的ATPase活性激活剂，因此，可以假定认为是酶的作用使得冻藏一定时间内Ca2+-ATPase活性上升 。
表1 对虾与鲈鱼[11]Ca2+-ATPase相对活力变化的比较（%）
Tab.1 Compare of changes in Ca2+-ATPase activity between shrimps and Lateolabrax japonicus 
	品种              species
	冻藏时间(weeks)                                          frozen storage time

	
	0
	2
	4
	6
	8

	凡纳滨对虾        Penaeus Vannamei
	100±4
	70±3
	61±5
	57±4
	54±6

	罗氏沼虾    
Maeobrachium rosenbergii
	100±3
	78±5
	77±4
	75±3
	66±4

	斑节对虾        
Penaeus monodon
	100±5
	98±2
	97±5
	94±3
	88±24

	鲈鱼              

Lateolabrax japonicus
	100
	80
	28
	19
	9


注:冻藏温度为-20℃
Notes: temperature of frozen storage is -20℃
表2 对虾与鲫鱼[9]Ca2+-ATPas活性下降率的比较(%)
Tab.2 Compare of decline in Ca2+-ATPas activity between shrimps and Carassius auratus
	品种                      

species
	冻藏温度(℃)                        
 temperature of frozen storage

	
	-10
	-20
	-30
	-40

	凡纳滨对虾 

Penaeus Vannamei
	38±5
	52±3
	61±5
	63±4

	罗氏沼虾
Maeobrachium rosenbergii
	16±6
	51±4
	65±3
	74±5

	斑节对虾
Penaeus monodon
	29±5
	65±6
	69±3
	70±4

	鲫鱼 

Carassius auratus
	0
	9
	30
	36


注: 冻藏时间为12周
Notes: frozen storage time is 12 weeks
冻藏前4周凡纳滨对虾、罗氏沼虾、鲈鱼Ca2+-ATPas活性下降百分比值比较接近，到第6周出现明显的差异，遮目鱼冻藏6周后Ca2+-ATPas活性下降了81%，而凡纳滨对虾、罗氏沼虾、斑节对虾冻藏8周后Ca2+-ATPas活性分别下降了45%、34%、11%（表1）。不同温度冻藏12周后3种虾的Ca2+-ATPas比活值相对鲜活时的百分比都显著高于鲫鱼（表2）。曾名勇等[11]等人研究表明鲈鱼在-20℃冻藏75 d后，Ca2+-ATPas活性已经降为零。因此，可以认为冻藏过程中虾肉蛋白质变性程度较鱼肉小。
经过对肌原纤维蛋白盐溶解度和Ca2+-ATPase活性两个不同变性指标测定结果的分析，我们不难得出结论，-10℃冻藏和-20℃、-30℃、-40℃冻藏存在显著的差异，而-20℃、-30℃、-40℃冻藏时差异不明显，所以，没有必要在-20℃以下冻藏。但冻藏过程中Ca2+-ATPase活性的变化说明冻结温度对蛋白质的影响是不可忽视的，为了保证冻藏的虾的质量，我们可以选择经低温快速冻结后于-20℃左右冻藏的保藏方式。
2.3 冻藏过程中巯基含量的变化
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图3对虾巯基含量在冻藏过程中的变化

Fig.3 Change of SH content during frozen storage during frozen storage
在-10～-40℃冻藏过程中3种淡水对虾各自巯基含量变化的总体趋势是一致的（图3），其中凡纳滨对虾、罗氏沼虾在冻藏1周后，巯基含量有所上升，之后缓慢下降，而斑节对虾则在冻藏前4周一致缓慢上升，之后开始缓慢下降。由此可见，在-10℃、-20℃、-30℃、-40℃下冻藏12周后，SH含量较未冻结前只有轻微下降，说明冻藏过程中疏基氧化程度很小，蛋白质变性不严重，进一步说明虾比鱼耐冻。这也可能与测定的方法有关，测定巯基含量时所用的蛋白质为测定盐溶解度时所得的B液，这部分蛋白质基本是未变性的。
3. 讨论
经过对蛋白质变性3种常用指标的考察，发现冻藏过程中巯基含量变化不大，在-10℃冻藏时，肌原纤维蛋白的盐溶解度下降明显，与-20℃冻藏时存在明显的差异，而-20℃、-30℃、-40℃冻藏时没有明显区别，冻藏温度越低Ca2+-ATPase活性下降程度越小， -10℃冻藏时Ca2+-ATPase活性下降程度最大，而-20℃、-30℃、-40℃冻藏时差异不显著。因此，在冻藏过程中虾蛋白变性较轻度，蛋白质稳定性较好，Ca2+-ATPase活性作为蛋白质变性的考核指标，敏感度最高，更适合用于虾的质量评价。3种淡水对虾于-10℃冻藏和-20℃及其以下冻藏存在显著的差异，而-20℃、-30℃、-40℃冻藏时没有显著差异，这一结果与一般鱼类的相关研究存在显著差异，有待在今后的研究中进一步深入探明原因，但可以初步认为3种淡水对没有必要在-20℃以下冻藏。冻结温度越低，对蛋白质的影响越小。因此，与鱼一样，淡水虾的保藏方式应选择低温快速冻结，于-20℃左右冻藏，但冻藏过程中对虾蛋白质变性程度较鱼肉小，虾比鱼的耐冻性强。3种淡水对虾间因虾品种的不同，变性情况也存在细微的差异，凡纳滨对虾相对斑节对虾、罗氏沼虾稳定些。
参考文献：

[1] Benjakul S, Visessanguan W, Thongkaew C et al. Comparative study on physicochemical changes of muscle proteins from some tropical fish during frozen storage [J]. Food Research International,2003,36:787-795

[2] 万建荣，洪玉菁，奚印慈，等. 水产食品化学分析手册[M]. 上海:上海科学技术出版社，1993:198-202

[3] Yoshikawa K, Inoue N, Kawai Y and Shinano H. Changes of the solubility and ATPase activity of carp myofibrils during frozen storage at different temperatures [J]. Fisheries Science,1995,61(5):804-812

[4] 林洪，王长峰，李兆杰等.中国对虾肌动球蛋白变性后ATPase活性的研究. 青岛海洋大学学报. 1996，26(4):475-480

[5] 候温甫，薛长湖，杨文鸽，等.低温速冻处理对鲻鱼冻藏生化特性的影响.海洋水产研究. 2006，3(27):73-77

[6] Sompongse W, Itoh Y, Obatake A. Effect of cryoprotectants and a reducing reagent on the stability of actomyosin during ice storage [J]. Fisheries Science,1996, 62(1):73-79

[7] Inoue N, Takatori K, Motoshige T and Shinano H. Effect of storage temperature on the freeze denaturation of fish myosin B. Nippon Suisan Gakkaishi, 992,58(12): 2357-2360

[8] Montecchia C.L., Roura S.I., Roldan H., et al. Biochemical and physicochemical properties of actomysoin from frozen pre-and post-spawned hake [J]. Food Science,1997,62(3):491-495

[9] 曾名勇，黄海，李八方. 鲫鱼肌原纤维蛋白生化特性在冻藏过程中的变化. 青岛海洋大学学报.2003，33(2):192-198
[10] Onali A, Valin C. Effect of muscle lysosomal enzymes and calcium activated neutral proteinase on myofibtillar ATPase activity:relationship with agrag changes[J]. Meat Science,1981,5:233-245
[11] 曾名勇，黄海，李八方. 不同冻藏温度对鲈鱼肌肉蛋白质生化特性的影响. 青岛海洋大学学报. 2003，33(4):525-530
A 凡纳滨对虾





B 罗氏沼虾 





C 斑节对虾 
































A 凡纳滨对虾





B 罗氏沼虾





C 斑节对虾





A 凡纳滨对虾





B 罗氏沼虾





C 斑节对虾








项目基金：上海市农委南美白对虾产业发展关键技术的集成与示范


(作者简介：陶欢，（1985-），硕士，食品科学与工程专业，E-mail:htaom@stmail.shou.edu.cn


通讯作者：陈舜胜，（1956-），教授，硕士生导师，E-mail:sschen@shou.edu.cn，021-61900384





PAGE  
1

_1321648455

_1321648561

_1321648584

_1321648573

_1321648468

_1321648323

_1321648441

_1321648330

_1321648167

