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冻结速率对河蟹肌肉生化特性的影响
彭欢欢1，刘小莉2，黄鸿兵3，夏秀东2，周剑忠2，刘 源1,*

（1.上海海洋大学食品学院，上海 201306；2.江苏省农业科学院农产品加工研究所，江苏 南京 210014；

3.江苏省淡水水产研究所，江苏 南京 210017）

摘  要：采用5 种不同的低温冻结处理方式，即－20 ℃自然慢冻组、速冻处理组（包括－20、－40、－60 ℃速冻

及液氮速冻），进行鲜活整河蟹的冻结，以－20 ℃条件下贮藏期内河蟹肌肉pH值、丙二醛（malondialdehyde，

MDA）含量、Ca2＋-ATPase活力、总巯基（－SH）含量、表面疏水性为指标，研究不同冻结速率对冷冻贮藏河蟹

肌肉生化特性的影响。结果表明，随着冻藏时间的延长，河蟹样品的pH值下降、脂肪氧化产物MDA含量先增大后减

小、Ca2＋-ATPase活力降低、总巯基含量降低、表面疏水性增大，速冻处理组的样品各指标变化趋势明显低于或迟缓

于慢冻组，且－60 ℃和液氮组效果要显著优于－20、－40 ℃处理组，－60 ℃和液氮组之间各指标差异不显著。
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Effect of Freezing Rate on Biochemical Characteristics of Freshwater Crab Muscle
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Abstract: In this paper, the effect of different freezing methods including slow fridge freezing at ‒20 ℃, and rapid freezing 

at ‒20, ‒40 and ‒60 ℃ and in liquid nitrogen, on biochemical characteristics of freshwater crabs were evaluated in terms 

of muscle pH and malondialdehyde (MDA) content, and Ca2+-ATPase activity, total sulfhydryl content, and surface 

hydrophobicity of myofibrillar protein. The results showed that during storage at ‒20 ℃, pH, Ca2+-ATPase activity and 

total sulfhydryl content decreased, MDA content increased firstly and then decreased, and surface hydrophobicity increased 

continuously. All tested parameters changed more slowly or less significantly in rapidly frozen group than in the slowly 

frozen one. Freezing at ‒60 ℃ and in liquid nitrogen were significantly better than at ‒20 ℃ and ‒40 ℃. Moreover, there 

was no significant difference in freezing between ‒60 ℃ and in liquid nitrogen. 
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河蟹，俗称螃蟹、大闸蟹，学名中华绒螯蟹，是我

国及东南亚地区人们十分钟爱的淡水水产珍品，食用价

值和经济价值极高。近年来，由于市场需求和经济效益

的推动，河蟹养殖业发展迅速，成为特种水产品中最具

代表性和最有影响的主导产业[1]。但是由于河蟹是季节性

非常强的水产品，只有在每年的农历秋冬之际，蟹才膏

肥黄满。在河蟹集中上市季节，对于市场不能及时消化

掉的大量积压鲜活蟹，由于无法及时进行加工，一旦失
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去食用价值，也将是一个很大的浪费[2]。因此，推进河蟹

的原料贮藏或加工研究，有助于调节供求关系，对河蟹

养殖业健康稳定发展具有重要意义。

冻藏作为主要的保藏方法，广泛应用于水产类的贮

藏、运输、销售和加工中[3-6]。低温冻藏条件下，产品货

架期较长，能有效抑制微生物和内源酶的作用，但即使

在低温条件下水产类脂质中含有的大量高度不饱和脂肪

酸以及蛋白质也会氧化或分解变质，改变肌肉的组织、

颜色、水合能力和风味等一系列特性[7-10]，对其保存、销

售和食用产生不良影响。多项研究表明，这些变化与冻

结方式密切相关[11-13]，研究水产品在冻藏过程中生化特性

的变化，寻找合理的冻结方式对生产高质量水产制品具

有重要意义。

目前对蟹类产品冻藏或冷藏的研究主要集中于熟制

海蟹或生海蟹[14-16]，而淡水河蟹方面的研究很少。本研究

以鲜活河蟹为研究原料，采用不同的低温冻结处理方式

进行整河蟹的冻结，以贮藏期内河蟹肌肉pH值、丙二醛

（malondialdehyde，MDA）含量、Ca2＋-ATPase活力、总

巯基含量、表面疏水性为指标，研究不同冻结速率对冰

冻河蟹品质的影响，旨在提高冻藏河蟹的品质，为进一

步的加工利用提供原料保障。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

鲜活公河蟹由江苏省常熟市某公司提供，体质量

（150±15） g，江苏省淡水水产研究所鉴定为中华绒螯

蟹（Eriocheir sinensis H. Milne-Edwards）。

MDA测定试剂盒、超微量Ca2＋-ATPase试剂盒、二

喹啉甲酸（bicinchoninic acid，BCA）法蛋白定量试剂盒  

南京建成生物工程研究所；5,5’-二硫代双（2-硝基苯

甲酸）（5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid)，DTNB）、 

8-苯胺基-1-奈磺酸铵（1-anilino-napthalene-8-sulfonic 

acid，ANS） 美国Sigma-Aldrich公司；所有提取用试

剂均为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

低温试验箱 南京泰斯特试验设备有限公司；医用

低温保存箱 海尔集团；多功能酶标仪 美国BioTek

仪器有限公司；高速匀浆机  德国IKA公司；pH计  

上海雷磁仪器厂。

1.3 方法

1.3.1 河蟹预处理、冻结及贮藏

冻藏河蟹定期取样，于4 ℃冰箱中解冻后去除不可

食部分。由于蟹膏含量及组分随季节及品种个体差异

较大，因此取样时取河蟹腹部及足钳内体肉，进行指

标测定。

鲜活河蟹自来水冲洗干净后沥水，分别进行如下

冻结处理：慢速冻结：将河蟹直接置于－20 ℃冰箱冷

冻层中缓慢冻结；快速冻结：分别设置低温实验箱温度

为－20、－40、－60 ℃，待腔体温度稳定至设置值后，

将温度探头插入河蟹腹部中心进行冻结至中心温度达 

－20 ℃；液氮速冻：河蟹至于泡沫箱，倾注液氮使河

蟹浸没于液氮中，密封箱盖至中心温度达－20 ℃；将

冻结好的河蟹装入保鲜自封袋（厚度0.2 mm），封口， 

－20 ℃低温保存箱中贮藏。

1.3.2 pH值的测定

取蟹肉5 g，加入9 倍体积（45 mL）的煮沸冷却后的

纯水，匀浆，10 000×g离心10 min，测定pH值。

1.3.3 MDA含量的测定

MDA是常用的脂质过氧化指标，可与硫代巴比妥酸

（thiobarbituric acid，TBA）缩合，形成红色产物，在532 

nm波长处有最大吸收峰。称取一定量的河蟹肉样品，加

入5 倍体积去离子水，10 000 r/min匀浆1 min，用于MDA

含量的检测。依据TBA法原理采用试剂盒检测，结果以

1 mg样品蛋白质中MDA含量（nmol/mg pro）表示。

1.3.4 肌原纤维蛋白的提取

参照Yang Fang等 [17]的方法进行肌原纤维蛋白的

提取。10 g蟹肉样品加20 mL、4 ℃预冷的去离子水，

12 000 r/min匀浆30 s，10 000 r/min、4 ℃离心20 min，弃

去上清液，沉淀中加入去离子水，再重复提取一次。沉

淀中再加入20 mL、4 ℃预冷的0.05 mol/L磷酸盐缓冲液

（pH 7.2）（其中补充0.6 mol/L的NaCl），12 000 r/min

匀浆30 s，10 000 r/min、4 ℃离心20 min，收集上清液。

沉淀用上述步骤再重复提取一次，合并上清液。蛋白质

含量采用BCA试剂盒测定。

1.3.5 Ca2＋-ATPase活力测定

采用超微量Ca2＋-ATPase活性试剂盒进行测定。

1.3.6 总巯基含量的测定

参考Benjakul等[14]的方法进行总巯基含量的测定。调节

上述提取的肌原纤维蛋白溶液蛋白质量浓度至4 mg/mL， 

取0.5 mL加入4.5 mL 0.2 mol/L三羟甲基氨基甲烷盐酸

（Tris-HCl）缓冲液（pH 6.8，含有 8 mol/L脲、2%十二

烷基硫酸钠、10 mmol/L乙二胺四乙酸）。上述混合液

取1 mL，加入0.1 mL 0.1% DTNB，40 ℃温育25 min。

测定412 nm波长处吸光度A412 nm。空白样以0.6 mol/L KCl

（pH 7.0）代替样品。总巯基含量的计算公式如下：

/ nmol/mg pro ＝
A412 nm n
ερ 106

式中：n为稀释倍数； ε为摩尔吸光系数1 3  6 0 0  

L/（mol·cm）；ρ为蛋白质质量浓度/（mg/mL）。

1.3.7 表面疏水性的测定

用ANS作为荧光探针进行表面疏水性的测定[14]。提
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取的蛋白溶液，用10 mmol/L磷酸盐缓冲液（pH 6.0，

含0.6 mol/L NaCl）稀释至不同质量浓度0.125、0.250、

0.500、1.000 mg/mL。取4 mL上述各质量浓度的肌原纤

维蛋白溶液，与30 μL ANS（用0.1 mol/L、pH 7.0的磷

酸盐缓冲液溶解，浓度为8 mmol/L）混合。测定ANS-

蛋白结合体的荧光强度，激发波长374 nm 、发射波长

485 nm。以荧光强度对肌原纤维蛋白质量浓度绘制图

线，所得到的曲线斜率即表示为蛋白表面疏水性指数。

1.4 数据分析 

本实验数据为3 次重复的平均值。采用SPSS 13.0软

件进行数据统计和方差显著性分析。

2 结果与分析

2.1 冻结速率对河蟹贮藏过程中pH值的影响

pH值是一项肌肉鲜度变化的重要指标。一方面，蛋

白质在内源性组织蛋白酶作用下逐渐分解产生氨基酸和

其他碱性物质，另外微生物的活动也会使蛋白质、氨基

酸及其他一些含氮物质被分解为氨及胺类等腐败产物，

使pH值逐渐升高[18]。但另一方面，水产品死亡后，糖原

在缺氧环境下酵解生成乳酸，ATP被消耗分解产生无机

磷酸，导致pH值的下降[3]。吴燕燕等[19]在对无磷品质改

良剂对阿根廷鱿鱼冷冻变性的研究中发现，鱿鱼样品在

冻藏过程中pH值总体呈先上升再下降的趋势，维持在

6.0～8.0之间。屠冰心等[20]在研究低温速冻处理对大黄鱼

冻藏品质的影响中则发现pH值先下降后上升。
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图 1 冻结速率对冻藏河蟹pH值的影响

Fig. 1 Effect of freezing rate on pH of crab muscle during storage

河蟹喜欢生长在偏碱性的水中，即pH值在7～9之

间，因此河蟹肉pH值一般稍高于淡水鱼类产品，也有的

研究表明这是由于蟹肉中高含量的非蛋白氮化合物存在

的结果[21]。在Lorentzen等[21]对熟制帝王蟹（Paralithodes 
camtschaticus）4 ℃冷藏研究中发现，腿肉和肩胸肉的

pH值分别由7.3、7.6上升到7.8、7.9。而本研究中河蟹初

始pH值较高，为8.0左右。图1结果显示，－20 ℃慢冻处

理的河蟹在贮藏初期pH值急速下降，2 周后pH值开始上

升，而速冻处理的河蟹则pH值变化趋势较平缓，在冻藏

过程中pH值总体为下降趋势，16 周后有上升趋势，其中

液氮速冻组的pH值变化趋势最为平缓。不同研究结果间

差异可能与蟹品种、生长环境、养殖条件等有关，另外

由于本研究中冻藏对象为鲜活河蟹，而非熟制样品，冷

冻贮藏的鲜活样品取样时首先需要解冻，解冻过程中不

可避免存在汁液流失，另外由于河蟹生理结构复杂的原

因，取样时生的肌肉不易从蟹壳中剥离，比较耗时，在

此过程中又引起部分汁液流失，而熟制样品在蒸煮过程

中由于蛋白质等的加热变性凝固，能将水分锁住，且熟

制后肌肉也容易与蟹壳剥离，取样方便，因此生熟两种

样品类型也会对pH值的结果产生影响。

2.2 冻结速率对脂肪氧化的影响

河蟹体肉中含有一定含量的脂肪，汤辰婧等 [ 2 2 ]

研究了中华绒螯蟹在不同生长阶段体肉的脂含量，

约为0.16%～0.51%，其中不饱和脂肪酸占70%以上，

油酸C18:1ω9含量最高为22.39%～30.1%，ω3/ω6比例为

0.88～1.93。由于水产品中含有丰富的不饱和脂肪酸，即

使在低温状态下也会氧化变质，其产物自身不仅影响产

品的感官品质[23-24]，同时也会对蛋白质结构产生影响[25]，

缩短冷冻水产品的货架期。过氧化物是油脂氧化的初始

产物，常用来反映脂质氧化水平。MDA是脂质过氧化作

用的产物之一，间接反映机体的活性氧自由基和脂质的

过氧化水平，MDA含量越大，说明脂肪的氧化程度越

高，酸败就越严重，产生的小分子物质越多。

0
5

15

25

35

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

10

20

30

40

M
D

A
/

nm
ol

/m
g 

pr
o

/

－20 慢冻
－20 冻
－40 冻

－60 冻

图 2 冻结速率对冻藏河蟹MDA含量的影响

Fig. 2 Effect of freezing rate on MDA content of crab muscle during storage

图2显示，－20  ℃慢冻处理的河蟹其MDA含量

在贮藏初期8 周内持续迅速上升，到第8周达到峰值为

（33.30±1.51） nmol/mg pro，随后又趋于降低，此阶段

二级氧化产物醛、酮类物质可能进一步降解，与蟹肉中

其他成分，如蛋白质变性生成的某些低级产物，相互作

用而产生不良的气味或色泽。Aubourg等[26]研究也发现

次级产物MDA可与鱼肉中的氨基相互作用生成l-氨基-3-

氨基丙烯，从而导致MDA含量的下降。其他速冻处理

的河蟹MDA含量变化趋势明显不同于慢冻组，－60 ℃

及液氮速冻组在18 周贮藏期内MDA含量持续增加，未

达到进一步降解而导致MDA含量下降的阶段，－20、 

－40 ℃速冻组的MDA含量变化模式类似于－20 ℃慢冻
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组，但MDA含量到达峰值的时间显著延迟至12 周，且

随后下降趋势明显减缓，速冻处理对延缓河蟹肉脂肪氧

化的影响显著。

2.3 冻结速率对Ca2＋-ATPase活性的影响

水产品在冻藏过程中，肌肉蛋白质会发生冷冻变

性，导致各项理化指标变化。Ca2＋-ATPase活性一般用来

表示肌浆球蛋白分子的完整性，肌球蛋白的球状头部结

构与Ca2＋-ATPase活性有很大关系。冻藏期间的活性下降

意味着肌球蛋白的变性，特别是头部区域[14,27]。
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图 3 冻结速率对肌原纤维蛋白Ca2＋-ATPase活力的影响

Fig. 3 Effect of freezing rate on Ca2+-ATPase activity of myofibrillar 

protein in crab muscle during storage

由图3可知，随着冻藏时间的延长，不同冷冻方

式处理的河蟹样品中Ca2＋-ATPase活力都持续降低， 

－20 ℃慢冻样品的下降幅度最大，18 周贮藏期结束后残

余Ca2＋-ATPase活力为0.36 μmol Pi/（mg·min），仅为

新鲜样品的20.45%；液氮速冻和－60 ℃速冻样品活性

下降趋势较为平缓，残余酶活维持在50%左右，其次为 

－ 2 0  ℃速冻和－ 4 0  ℃速冻样品。冻结速率对 

Ca2＋-ATPase活力下降的影响很显著，冻结速率越大，

Ca2＋-ATPase活力下降程度越小，趋势越平缓。这可能

是由于冻藏过程中随着冰晶的产生，细胞环境中离子浓

度升高，诱导肌浆球蛋白的变性、以及肌动蛋白-肌浆

球蛋白复合体的瓦解，表现为Ca2＋-ATPase活力下降。

Benjakul等[14]在对锯缘青蟹的冷冻贮藏研究中也发现了

Ca2＋-ATPase活力的持续下降，且与肌肉类型没有关系。

2.4 冻结速率对蛋白质总巯基含量的影响
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图 4 冻结速率对肌原纤维蛋白总巯基含量的影响

Fig. 4 Effect of freezing rate on total sulfhydryl content of myofibrillar 

protein in crab muscle during storage

图4结果显示，冻藏期间，河蟹样品中总巯基含量持

续降低，－20 ℃慢冻样品的总巯基含量下降速度最快，

到第8周已下降到初始值的50%以下，而速冻处理组总巯

基含量下降速度显著减缓，除－20 ℃速冻组在第12周下

降到初始值的50%左右，其他速冻组在18 周贮藏期结束

后总巯基含量仍维持在初始水平的56%～62%。巯基是蛋

白质分子中具有较高反应活性的一个基团，蛋白质巯基

上的硫外层具有很多的孤对电子，具有很强的亲核性。

巯基对氧化反应比较敏感，巯基的含量变化可显示出蛋

白质的变性程度[28]。半胱氨酸中的巯基对氧化反应非常

敏感，能直接参与氧化还原反应。游离的巯基易氧化，

多肽内部或多肽间形成二硫键，从而掩饰了肌动球蛋白

分子上的活性巯基结构，造成蛋白分子内部或蛋白间发

生交联，使蛋白质的溶解性、消化率及营养品质下降[29]。 

阴晓菲等[11]采用－60 ℃冻结24 h后－20 ℃冻藏、－40 ℃

冻结24 h后－20 ℃冻藏及－20 ℃直接冻结3 种不同冻结

方法进行草鱼鱼片冻藏-冷藏期间蛋白质生化特性的影响

研究，发现－60 ℃和－40 ℃低温冻结的前处理相比于 

－20 ℃直接冻结具有较高的盐溶蛋白质和巯基含量，在

一定程度上降低了蛋白质变性的速度。本研究结果同样

显示低于－40 ℃速冻处理对延缓蛋白质总巯基含量下降

有显著的效果。

2.5 冻结速率对表面疏水性的影响

蛋白质的表面疏水性反映的是蛋白质分子表面疏水

性氨基酸的相对含量。蛋白质氧化可以改变肌原纤维蛋

白的结构，分子内部的疏水基团和亲水基团相对位置发

生改变，疏水的脂肪族和芳香族氨基酸暴露，从而改变

其疏水性[30]，最终影响到产品的质量品质。氧化程度越

高，品质越差，价值降低。
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图 5 冻结速率对表面疏水性的影响

Fig. 5 Effect of freezing rate on surface hydrophobicity of myofibrillar 

protein in crab muscle during storage

由图5发现，前2 周内各种冻结处理的样品表面疏水

性变化均呈指数性上升，2 周后稍微平缓，与图3中总巯

基含量变化趋势吻合。与Benjakul等[14]对锯缘青蟹的冷冻

贮藏研究结果不同，他们的研究结果显示贮藏初期周表

面疏水性变化不大，4 周后上升，8 周后又下降，这可能

是暴露的疏水残基重新通过疏水相互作用发生聚合。
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3 结 论

冷冻处理可以将水产品体内大部分水分冻结成冰

晶，体积增大，产生内压，且细胞介质中离子强度增

大，引起脂肪和蛋白质的氧化，给产品肌肉质地、风

味带来变化。速冻温度越低，通过最大冰晶生成带的

速度越快，时间越短，形成的冰晶体越小，冻藏效果

越好。本研究采用－20 ℃慢冻与4 种速冻（－20 ℃、 

－40 ℃、－60 ℃速冻，液氮速冻）处理对鲜活河蟹进行

冻结处理，随着冻藏时间的延长河蟹样品的品质指标呈

现pH值下降、脂肪氧化产物MDA含量先增大后减小、

Ca2＋-ATPase活力降低、总巯基含量降低、表面疏水性

增大的趋势，速冻处理组的样品各指标变化趋势明显低

于或迟缓于慢冻组，且－60 ℃和液氮组效果要显著优于 

－20、－40 ℃处理组，－60 ℃和液氮组之间各指标差异

不显著。
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