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三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)冻藏过程中肌肉蛋白质

生化特性的变化 

黄  琳, 张  莉, 武丹露 

(中国海洋大学 食品科学与工程学院, 山东 青岛 266003) 

摘要: 以三疣梭子蟹肌肉基本营养成分、蛋白质组成、肌原纤维蛋白含量、Ca2+-ATPase 活性、总巯基

含量、二硫键含量以及肌原纤维蛋白的 SDS-PAGE 分析作为指标, 研究了三疣梭子蟹在不同冻藏温度

下肌肉蛋白质生化特征的变化。结果表明, 三疣梭子蟹是典型的高蛋白食品; 随着冻藏时间的延长, 水

溶性蛋白含量先增加后减少, 盐溶性蛋白和不溶性蛋白含量逐渐减少, 碱溶性蛋白含量逐渐增加; 肌

原纤维蛋白含量、Ca2+-ATPase 活性、总巯基含量随着冻藏时间的延长, 均呈现下降趋势, 而二硫键含

量则呈上升趋势, 且–20℃和–40℃两组之间差异显著(P<0.05)。SDS-PAGE 分析结果表明, 组成肌原纤

维蛋白的各种蛋白质均有不同程度降解, 且–20℃比–40℃组降解更明显。因此, –40℃冻藏对梭子蟹肌

肉蛋白质生化特性的影响较小。  

关键词: 三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus); 肌肉; 蛋白质; 生化特性 

中图分类号: TS254.1    文献标识码: A      文章编号: 1000-3096(2017)06-0041-07 

DOI: 10.11759/hykx20151224003 

三疣梭子蟹, 学名 Portunus trituberculatus, 属

于甲壳纲 (Curstacea)十足目 (Decapoda)梭子蟹科

(Portunidae)梭子蟹属, 广泛分布于我国山东、浙江、

广西、广东、福建以及日本、朝鲜及马来西亚群岛

等海域[1]; 在中国山东、江苏、浙江等省的养殖规模

很大[2]。三疣梭子蟹肉质细嫩、营养丰富、水分含量

高, 与其他鱼、虾、贝等水产品一样极易腐败变质, 

而其上市量高度集中, 鲜销受到一定限制。冻藏因其

成本低、保存时间长成为较好的保鲜方法[3]。但冻藏

条件下蛋白质极易变性 , 导致梭子蟹品质劣变 , 这

是造成冻藏蟹产品并不普遍的重要原因之一。 

目前, 国内外对水产品冻藏过程中品质的变化

进行了大量的研究 , 如冻藏中海湾扇贝(Argopecten 

irradiams)闭壳肌蛋白性质和组织结构的变化[3]、微

冻与冻藏对乌鳢(Ophiocephalus argus Cantor)品质的

影响[4]、基围虾(Metapenaeus ensis)冻藏过程中品质

变化[5]、软壳和硬壳锯缘青蟹(Scylla serrata)肌肉特

性在冻藏中的变化[6]等。对梭子蟹的研究集中在遗传

特性[7]、繁殖发育[1]、病理毒理[8]、低温保存[9]等方

面 , 而低温保存方面的研究更侧重于鲜度品质 , 针

对梭子蟹肌肉蛋白质冷冻变性的报道并不多。本研

究通过对不同温度下冻藏的梭子蟹肌肉蛋白质生化

指标的测定, 探讨了冻藏中梭子蟹肌肉蛋白质的降

解规律。以期为梭子蟹冷冻产品的贮藏和保鲜提供

理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

鲜活三疣梭子蟹购于青岛市团岛海鲜市场, 平

均质量 120 g左右。 

电泳标准蛋白样液(宝生物工程有限公司); 牛

血清蛋白、四甲基乙二胺(TEMED)、过硫酸铵(AP)、

十二烷基磺酸钠(SDS)(上海索莱宝生物科技有限公

司); 氯化钾、考马斯亮蓝 G250、磷酸二氢钠、磷酸

氢二钠、氢氧化钠、三羟甲基氨基甲烷(Tris)、甘氨

酸等(国药集团化学试剂有限公司); 乙醚、顺丁烯二

酸、硫酸亚铁、三氯乙酸, 钼酸铵、氯化钙以及盐酸

等均为国产分析纯。 

KJELTECTM 8400 全自动凯氏定氮仪 (丹麦

FOSS 有限公司); IKA 高速分散机(德国 IKA 公司); 
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UV-2102C 型紫外可见分光光度计(尤尼柯(上海)仪

器有限公司); Sorvall ST 16R 台式冷冻高速离心机

(美国 THERMO SCIENTIFIC公司); DYY-6D型电脑

三恒多用电泳仪(北京市六一仪器厂)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品处理 

新鲜的三疣梭子蟹冰水致死, 用蒸馏水冲洗干

净 , 用滤纸吸干表面水分 , 用热封袋热封包装后分

别贮存于(–20±0.5)℃和(–40±0.5)℃的冰箱中 , 每隔

15 d进行一次蛋白质生化特性的测定。 

1.2.2  三疣梭子蟹肌肉基本营养成分的测定 

水分含量的测定方法参照: GB 5009.3—2010《食

品中水分的测定》中直接干燥法;  

粗蛋白含量的测定方法参照: GB 5009.5—2010

《食品中蛋白质的测定》凯氏定氮法;  

粗脂肪含量的测定方法参照 : GB/T 14772— 

2008《食品中粗脂肪的测定》索式提取法;  

灰分的测定方法参照: GB 5009.4—2010《食品

中灰分的测定》。 

1.2.3  各组分蛋白质含量的测定 

肌肉各组分蛋白质的提取参照 Visessanguan W

等[10]介绍的方法进行, 并稍作修改。 

精确称取蟹肉样品 2 g, 加入 10倍体积于 4℃预

冷的磷酸缓冲液(15.6 mmol/L Na2HPO4, 3.5 mmol/L 

KH2PO4, pH7.5), 于 10 000 r/min均质 1 min, 将均质

液于 4℃、8 000 r/min离心 20 min, 取沉淀重复上述

操作, 将两次上清液合并即为水溶性蛋白。于上述所

得沉淀中加入 10 倍体积于 4℃预冷的磷酸缓冲液

(0.45 mol/L KCl, 15.6 mmol/L Na2HPO4, 3.5 mmol/L 
KH2PO4, pH 7.5), 于 10 000 r/min均质 1 min, 间隔

20 s。将均质液于 4℃、10 000 r/min离心 30 min, 取

沉淀重复上述操作, 将两次上清液合并即为盐溶性

蛋白。所得沉淀加入 10倍体积的 0.1 mol/L NaOH, 室

温搅拌 4 h, 于 8 000 r/min离心 20 min, 所得上清液

即为碱溶性蛋白, 沉淀为不溶性蛋白。 

各种蛋白含量用半微量凯氏定氮法进行测定。 

1.2.4  肌原纤维蛋白的提取 

肌原纤维蛋白的提取参照 Huang[11]等的方法 , 

并稍作修改。 

取新鲜和阶段性冻藏的梭子蟹肌肉, 精确称量

5 g, 加入 10倍体积于 4℃预冷的 Tris-maleate缓冲

液(50 mmol/L KCl, 20 mmol/L Tris-maleate, pH 7.0), 

将均质液于 4℃、8 000r/min离心 20 min, 弃去上清

液 , 取沉淀重复上述操作两次 , 以洗去肌肉中的肌

浆蛋白。在洗涤后的沉淀中加入 6倍体积于 4℃预冷

的 Tris-maleate 缓冲液(0.6 mol/L KCl, 20 mmol/L 

Tris-maleate, pH 7.0), 充分均质, 在 4℃条件下提取

60min, 提取液于 4℃、10000 r/min离心 30 min, 得

到的上清液即为肌原纤维蛋白溶液, 加入 10倍体积预

冷的去离子水稀释使蛋白沉淀下来, 4℃、10 000 r/min

离心 30 min, 所得沉淀即为肌原纤维蛋白。 

1.2.5  肌原纤维蛋白含量的测定 

肌原纤维蛋白溶液用 0.6 mol/L KCl 溶液稀释

100倍, 取 1mL加入 5 mL考马斯亮蓝溶液, 在 595 nm

下测定其吸光度, 对照标准曲线得到肌原纤维蛋白

的浓度, 计算出含量。 

1.2.6  肌原纤维蛋白生化特性的测定 

Ca2+-ATPase活性的测定、总巯基含量的测定参

考 Benjakul 等 [6]的方法 ; 二硫键含量的测定参考

Thannhauser等[12]的方法。 

1.2.7  肌原纤维蛋白 SDS-PAGE电泳 

用 0.6 mol/L KCl将肌原纤维蛋白溶液稀释到约

1.0g/L。参考 Chomnawang等[13]的方法并稍作修改。

按照 1︰1的比例在稀释的肌原纤维蛋白溶液中加入

样品缓冲液, 沸水浴 5min后上样。采用 5%的浓缩胶

和 12%的分离胶, 用考马斯亮蓝染色液进行染色。 

1.3  数据处理 

数据处理采用软件 Excel 2007和 SPSS 22, 所有

指标结果均取 3 次平行试验的平均值, 并进行了差异

性分析(P<0.05); 曲线绘制软件采用 OriginPro 8.5。 

2  结果与分析 

2.1  三疣梭子蟹肌肉基本营养成分 

新鲜的三疣梭子蟹肌肉的主要营养成分如表 1

所示。可以看出, 三疣梭子蟹肌肉中蛋白质含量非常

丰富 , 折合干重高达 83.97%, 粗脂肪的含量很低 , 

折合干重仅为 5.96%, 属高蛋白低脂肪食品。 

 
表 1  三疣梭子蟹主要营养成分分析 
Tab. 1  Nutrition composition of muscle of swimming crab 

水分含量(%) 粗蛋白(%) 粗脂肪(%) 灰分(%) 

79.54±0.26 17.18±0.38 1.22±0.07 1.03±0.05 

 

2.2  肌肉各组分蛋白质含量的变化 

三疣梭子蟹肌肉蛋白质可根据溶解性分为 4种。

由图 1可见, 对于新鲜的三疣梭子蟹, 盐溶性蛋白占
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总蛋白的 52.15%, 是最主要的蛋白质, 其次, 分别

是水溶性蛋白、碱溶性蛋白和不溶性蛋白。随着冻

藏时间的延长, 盐溶性蛋白和不溶性蛋白含量逐渐

下降, 是由于冻藏过程中两者发生不同程度的变性

或降解。碱溶性蛋白含量有所上升, 可能是水溶性和

盐溶性变性聚集或降解所致。而水溶性蛋白在冻藏

的 0~30 d 含量有所上升, 可能是由于盐溶性蛋白降

解引起的, 之后也呈现下降趋势是因为其自身也发生

降解。该结果与李姣等[14]研究中国对虾在 0℃和 4℃

冷藏条件下蛋白组成的变化趋势相似, 但水溶性蛋

白和盐溶性蛋白含量均比中国对虾低, 这是因为中

国对虾比三疣梭子蟹总蛋白含量高, 而水分含量低。

–20℃冻藏的梭子蟹样品各组分蛋白质含量下降或

上升的幅度较–40℃更大一些, 这说明–20℃比–40℃

冻藏的样品蛋白质变性程度大。冻藏过程中产生的冰

晶是影响蛋白质变性的主要因素之一, 刘艺杰等 [15]

研究表明冻藏温度越低 , 冰晶颗粒越小 , 蛋白质变

性程度越低, 同本研究中蛋白质变性规律相符合。 

 

图 1  冻藏过程中三疣梭子蟹肌肉各组分蛋白质含量的变化 

Fig. 1  Changes in various muscle protein components in swimming crab during frozen storage 

 

2.3  肌原纤维蛋白含量的变化 

由图 2可知, 冻藏前期 45 d, 随着冻藏时间的延

长, 不同温度冻藏的样品肌原纤维蛋白含量的变化

差异较大(P<0.05)。–20℃冻藏的三疣梭子蟹中肌原

纤维蛋白含量显著下降, 而–40℃冻藏的样品则无显

著变化。45d之后两种温度冻藏的样品肌原纤维蛋白

含量均有所下降, 但下降幅度较小。–20℃冻藏的样

品肌原纤维蛋白含量降至新鲜样品的 47.9%, –40℃

冻藏的样品下降至 81.1%。冻藏过程中蛋白质变性导

致形成不溶性大分子蛋白凝集体是肌原纤维蛋白含

量下降的重要因素[16]。目前, 解释其变性机理的学说

主要有三种: 结合水分离学说、细胞液浓缩学说以及 

水化作用学说[17]。研究表明, 冻藏低于冰结晶点时, 

冻藏温度越低, 蛋白质变性越慢, 冻藏时间越长, 肌

肉蛋白质的盐溶性越差[18]。冻藏中氢键、二硫键以

及盐键的形成会导致蛋白质的溶解性下降, 而下降

程度则与水产品的种类有关, 如大西洋鳕鱼鱼糜在

–20℃冻藏 14 d和 42 d后肌原纤维蛋白的含量分别

下降了 23%和 47.5%[19]。 

2.4  肌原纤维蛋白中 Ca2+-ATPase 活性的

变化 

肌原纤维蛋白是含有多种蛋白质的复杂蛋白体

系, 其中最主要的为肌球蛋白和肌动蛋白。肌球蛋白

头部具有 ATPase 活性, 而 Ca2+能够激活其活性, 因 
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图 2  冻藏过程中三疣梭子蟹肌原纤维蛋白含量的变化 

Fig. 2  Changes in myofibrillar protein content in swim-
ming crab during frozen storage 

 
此 Ca2+-ATPase活性可以反映肌球蛋白的完整性[20]。

如图 3所示, 在整个 90 d的冷冻存储期间, 不同温度

冻藏的样品 Ca2+-ATPase 活性均下降(P<0.05)。在最

初 30 d冻藏期间, Ca2+-ATPase活性降低显著, 之后

仍呈下降趋势, 但趋势减缓。–20℃与–40℃冻藏的样

品之间差异明显(P<0.05)。冻藏 90 d时, –20℃冻藏的

样品 Ca2+-ATPase活性降低 47.8%, –40℃冻藏的样品

Ca2+-ATPase 活性降低 28.3%。Benjakul 等[8]研究表

明 , 锯缘青蟹硬壳蟹在–20℃冻藏过程中肌肉中

Ca2+-ATPase活性显著降低, 与本研究结果相一致。曾名

勇等[21]研究得出, 鳙鱼肌肉蛋白质中 Ca2+-ATPase 活性

在–20℃冻藏至第 60 天时几乎降低为 0, 这可能是由于

不同类型肌肉 Ca2+-ATPase活性受蛋白变性的影响程度

不同。在延长冻藏时间情况下, 活性的下降表明肌球蛋

白发生变性, 尤其是球状头部部位。ATPase 活性降低

可能与肌球蛋白球状头部巯基的氧化有关[22]。 

 

图 3  冻藏过程中三疣梭子蟹肌原纤维蛋白中 Ca2+-ATPase

活性的变化 

Fig. 3  Changes in Ca2+-ATPase activities of myofibrillar 
protein in swimming crab during frozen storage 

2.5  肌原纤维蛋白中总巯基含量的变化 

由图 4 可以得出, 随着贮藏时间的延长, 不同

冻藏温度下的总巯基含量均显著下降(P<0.05)。在

–20℃冻藏条件下 , 最初 15 d 巯基含量急剧下降

27.6%, 15 d之后, 巯基含量的下降趋势减缓。–40℃

冻藏的样品中巯基含量则下降较缓慢, 30~45 d下降

较快, 45 d后有轻微降低。与–40℃冻藏三疣梭子蟹

相比, –20℃冻藏的三疣梭子蟹肌肉的巯基含量下降

程度更大, 冻藏时间越长, 下降程度越大。冻藏过程

中的活性巯基量普遍降低[22]。巯基含量的降低可能

是由于巯基氧化形成二硫键, 或者由于氢键和疏水

键的形成, 掩盖了肌动球蛋白分子上的活性巯基的

结构[23]。Benjakul等[6]研究了软壳蟹–20℃下贮藏 12

周, 第一周总巯基含量显著下降, 2~12 周只有轻微

下降。Ramirez等[24]报道了罗非鱼在–20℃下贮藏 15 d, 

其总巯基含量持续下降, 下降了初始值的 33%, 比

梭子蟹总巯基含量下降幅度更大, 这可能是由于肌

原纤维蛋白巯基氧化易感性的差异。 

 

图 4  冻藏过程中三疣梭子蟹肌原纤维蛋白中总巯基含量

的变化 

Fig. 4  Changes in sulfhydryl group content of myofibrillar 
protein in swimming crab during frozen storage. 

 

2.6  肌原纤维蛋白中二硫键含量的变化 

由图 5可知, 在–20℃和–40℃冻藏条件下, 三疣

梭子蟹肌原纤维蛋白中的二硫键随着冻藏时间的延

长逐渐增加(P<0.05), 不同冻藏温度下的样品间差异

明显。在 0~15 d的冻藏过程中, 不同温度下的样品二

硫键含量均明显增加。然而, 在冻藏 45 d后, –40℃冻

藏的样品中二硫键含量无明显增加, –20℃冻藏的样

品中二硫键含量仍持续上升, 但上升趋势较 0~15 d

有所减缓。综合分析图 4与图 5, 可以看出二硫键增

加与巯基减少是一致的 , 这表明在冻藏过程中 , 巯
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基会氧化产生二硫键。Benjakul等[25]的研究表明, 在

–18℃环境下冻藏 24周内, 随着石首鱼(白花鱼)、狗

母鱼、马鲅鲷以及大眼鲷的肌肉中形成二硫键时, 巯

基含量会减少。Ramirez[24]等的研究也表明, 在冻藏

条件下, 尼罗罗非鱼肌球蛋白的巯基含量也会减少, 

同期有二硫键的形成。 

 

图 5  冻藏过程中三疣梭子蟹肌原纤维蛋白中二硫键含量

的变化 

Fig. 5  Changes in disulfide bond content of myofibrillar 
protein in swimming crab during frozen storage. 

 

2.7  肌原纤维蛋白 SDS-PAGE 电泳 

由图 6 可知 , 三疣梭子蟹的肌原纤维蛋白的

SDS-PAGE图谱中可以清晰地分辨出 10条左右蛋白

条带, 主要包括肌球蛋白重链(myosin heavy chain, 

MHC)、肌动蛋白(actin)、原肌球蛋白(actomyosin)和

肌球蛋白轻链(myosin light chain, MLC)等, 其中最

主要的是肌球蛋白重链和肌动蛋白条带。随着贮藏

时间的延长 , 主要的蛋白质条带信号均有减弱 , 说

明肌原纤维蛋白中各种蛋白质均出现不同程度的降

解, 且–20℃组比–40℃组降解更明显。值得注意的是

约 27 kDa的位置有一条带信号随着冻藏时间的延长

略有加强, 推测为大分子蛋白质降解所得。此外, 冻

藏会引起肌原纤维蛋白空间结构的改变和蛋白分子

间的交联、聚合, 在电泳图谱上也呈现为蛋白条带信

号的减弱[26]。 

3  结论 

通过对不同温度下冻藏的三疣梭子蟹肌肉蛋白

质生化特性的研究 , 可以看出 , 不同温度冻藏对梭

子蟹肌肉蛋白质的影响很大。梭子蟹肌肉蛋白质根

据溶解性分类的四种蛋白质中, 水溶性蛋白含量先

增加后减少 ,  盐溶性和不溶性蛋白含量逐渐减少 , 

 

图 6  冻藏过程中三疣梭子蟹肌原纤维蛋白的 SDS-PAGE

图谱 

Fig. 6  SDS-PAGE of myofibrillar protein of swimming 
crab during frozen storage. 

 
碱溶性蛋白含量则有所增加。肌原纤维蛋白含量总

体呈下降趋势, 且–20℃和–40℃两组之间差异显著

(P<0.05)。 Ca2+-ATPase 活性冻藏前期显著下降

(P<0.05), 30 d后下降趋势减缓。总巯基含量冻藏时

间延长逐渐减少, 同期二硫键含量增加, 且–20℃比

–40℃组变化幅度大。由此可见, 冻藏温度对三疣梭

子蟹肌肉蛋白质影响显著 , 温度越低 , 保藏效果越

好, 保藏时间也越长。 
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Abstract: This study analyzed the changes in the biochemical characteristics of muscle protein during frozen stor-

age at –20℃ or –40℃ based on nutrient composition, protein composition, myofibrillar protein content, Ca2+-ATPase ac-

tivity, sulfhydryl group content, disulfide bond content, and SDS-PAGE analysis of myofibrillar protein of swim-

ming crab. Results showed that the muscle of the swimming crab was a typical food with a high protein content. 

With extension of the duration of frozen storage, the water-soluble protein content increased and then decreased, the 

salt-soluble protein and -insoluble protein contents decreased, and the content of alkaline-soluble protein increased 

gradually. Myofibrillar protein content, Ca2+-ATPase activity, and sulfhydryl group content decreased with prolon-

gation of the duration of frozen storage, whereas the disulfide bond content showed an increasing trend, with a sig-

nificant difference between the two groups at –20℃ and –40℃ (p < 0.05). The SDS-PAGE results showed that all 

types of proteins of myofibrillar protein were degraded to different degrees, and the degradation was more apparent 

at −20℃ than at −40℃. Therefore, frozen storage at –40℃ has minimal effect on the biochemical characteristics 

of muscle protein. 
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