


  
红鳍东方鲀易逝期锁鲜处置对冰藏品质的延迟效应
 
摘要：为探索养殖鱼类冷鲜品的源头“锁鲜”机制及可行性，以养殖红鳍东方鲀为研究对象，离水后分两个阶段进行品质解读，屠宰及死后处置环节为品质易逝期(QDP)，冷藏流通过程为后品质易逝期(P-QDP)，探讨易逝期冷却处置对后易逝期的延迟效应。健康活体离水后立即进行人道致死排血，随即置于-1℃冰海水中冷却20min，再经沥水、分割及漂洗等加工处理，产品与碎冰一并装箱进入冰藏；对照组除了不做冷却处置其它处理条件相同。以僵直指数、pH、乳酸、ATP关联化合物及K值等为指标，对鱼体死后生化代谢变化进行跟踪分析；同时，跟踪肌肉显微结构变化对肌肉品质进行对照分析。结果表明，①易逝期冷却处置可使鱼体温度在20min内由10.9℃迅速降至2.7℃; 由于河鲀鱼加工特殊的强漂洗处置，导致约1h加工后鱼体温度明显回升至8.5℃；进入冰藏后12h左右，两组鱼体温度均下降至0.5℃左右。②从肌肉显微结构可以明显观察到易逝期冷却处置对后易逝期品质的延迟效应。无论处理组还是对照组,随着冰藏期延长，均可观察到肌肉细胞逐渐瓦解趋势。值得关注的是，处理组与对照组形成鲜明对比，0d时，与处理组相比，对照组的细胞结构已显现崩解迹象；冰藏期间，肌原纤维间隙增大，肌质网结构肿胀，肌小节存在不平行排列等现象均比处理组明显；特别是在4d，对照组的肌小节碎片化严重，且Z线和I带中断，细胞结构模糊，整体破坏程度比处理组严重得多。③各项分析结果表明传统的生化指标分析未能敏锐检测到两组差异。两组生化代谢速率趋同：僵直进程较为相似，僵直状态均能持续4-5天，乳酸、pH，核苷酸代谢速率几乎同步，K值相差较小，贮藏至8d均为15%左右。研究结论为，离水后鱼品品质存在一个品质易逝期，且对后易逝期的鲜品品质有延迟效应。易逝期对鱼体冷却处置，延缓肌肉细胞结构瓦解，对鱼品品质具有明显的“锁鲜”效果，这对提升我国水产品品质，从根本上改善国产水产品品质形象具有重要的实践参考价值。
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Effects of freshness-locked performance during the quality determination period on the iced Takifugu rubripes freshness quality
 
Abstract: To explore mechanism and feasibility of “lock in freshness” of farmed fish chilled products, Takifugu rubripes farmed was taken as raw material.Takifugu rubripes was captured and explored quality changes in two post mortem stages, The experiment is performed in two post mortem stages, including a quality determination period（QDP）corresponding to humane slaughter followed by instant chilling on-site handling and post quality determination period (P-QDP）corresponding to the ice storage. The delayed effect of the QDP chilling treatment on the P-QDP was investigated. Takifugu rubripes were humane slaughtered, bled and stored into -1℃ ice sea water in 20 minutes as quality-determination-period treatment, performance of dissection, spinning-rinse and ice packaging. On-site handling were carried out using humane slaughter followed by instant bleeding in -1℃ sea water with 20 minutes, gutted and rinsed fish were individually wrapped and storaged with flake ice surrendered. Meanwhile, the Control group as chilling-free was compared to the Treatment group with chilling at the QDP. The chilled Takifugu rubripes postmortem biochemical metabolism was measured by rigor index, pH, lactic acid content, ATP and ATP-related compounds and K-Value. Meanwhile, the quality was performed and analyzed by muscle ultrastructural changes in two treatments. Result showed that Treatment temperature after chilling in quality determination period dropped rapidly from 10.9℃ to 2.7℃ in 20 minutes, which has a significantly effective of chilling. Treatment temperature was increased dramatically from 2.7℃ to 8.5℃ in 1 hour because of the special strengthening washing body process of Takifugu rubripes after processed. And the fish temperature was reduced to 0.5℃ after 12h iced storage. The delayed effect of the QDP chilling treatment on the P-QDP can be clearly observed by the muscle ultrastructural. Regardless of the Treatment or the Control, in subsequent chilling storage, muscle tissue degraded gradually. Notable, distinct difference can be observed between the Treatment and the Control. The phenomenon of cell structure degraded of the Control was occurred compared with the Treatment in day 0. And intermyofibrillar spaces increased were occurred. Sarcomeres were non-parallel and swollen sarcoplasmic reticulum was obviously. Especially in day 4, sarcomeres were altered significant, mainly at the Z-line and I-band level disruptions. Structure was obscured and destroyed more significantly than the Treatment. But the results showed that traditional biochemical indictors could not be detected sensitive difference of the two treatments. The Treatment biochemical metabolism rate was keep pace with the Control: the rigor mortis progression was similar and rigor state was maintained 4-5 days. Lactate acid, pH, nucleotide metabolism rate and K-value had no significant difference, and K-value was 15% in 8th chilling storage. In conclusion, there was a quality determination period after fish captured, which had the delayed effect of chilled fish quality on the post quality determination period. The rate of cell structure degradation of muscle cell could be reduced prolonged by QDP-chilling, which had significant effect of “lock in freshness” on quality of chilled fish. In this way, the image of seafood quality of domestic fisheries could be improved fundamentally, providing significant practical value in China.
seafood quality image of domestic fisheries could be improved fundamentally with significant practical reference value in China. 
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河鲀是具有安全特殊性的美食食材，我国具有近40年的河鲀养殖驯化且出口的历史，业已形成以红鳍东方鲀（Takifugu rubripes）和暗纹东方鲀（Takifugu obscurus）为主的河鲀产业，其中红鳍东方鲀也是我国重要的海水养殖优势品种之一。从食品安全管理角度出发，我国始终禁止活品河鲀的销售。根据农业农村部办公厅和国家食品药品监督管理总局《关于有条件放开养殖红鳍东方鲀和养殖暗纹东方鲀加工经营的通知》[1]，按照先行先试、逐步开放的原则，有条件开放养殖河鲀加工品经营。自2016年开始，红鳍东方鲀和暗纹东方鲀获准以加工品形式出售。2018 年我国养殖河鲀全产业链的经济产值近 100 亿元左右。红鳍东方鲀的鲜品保鲜形式主要是泡沫箱顶层覆碎冰；目前有关红鳍东方鲀离水处死及死后生化变化特性诸项食品原料学性质的研究已经有针对性的系统报道。同时相关研究涉及红鳍东方鲀保鲜研究集中在电解水、复合生物保鲜剂[2, 3]等，此过程更多是在处理后及贮藏过程的保鲜方式。
研究团队在多年捕后品质变化机制的探索中发现，离水初期是水产品品质的摇篮亦即品质易逝期，刘慧慧、周晏琳、衣鸿莉[4-7]在有关菲律宾蛤仔（Ruditapes philippinarum）、虾夷扇贝（Patinopecten yessoensis）和大菱鲆（Scophthalmus maximus）的研究中均报道了易逝期的概念，即菲律宾蛤仔和虾夷扇贝从采捕离水至陆基净化前这一关键时期，该阶段环境复杂和操作多变，关系到后续活品净化加工与流通过程品质变化；而健康活体大菱鲆在采捕运输过程中产生的应激胁迫会导致的品质劣化，三者此阶段均为品质易逝期。研究表明易逝期胁迫会使风味急剧下降，适宜条件下的暂养恢复即易逝期处置对于活品品质的可恢复性有重要的影响。
冷鲜鱼品品质劣化的机制复杂，不可否认的是品质出现不可逆的下降。在此，首次将易逝期理念应用到养殖鱼类冷鲜品品质管理，将始于离水至处死及死后处置这个阶段定义为品质易逝期，冰藏贮运过程为后易逝期。因此，本研究以红鳍东方鲀为对象，采取人道速杀致死的方式，最大鲜度降低死前胁迫，并在其死后排血环节后迅速进行降温处理，对死后立即冷却进行易逝期锁鲜处理，围绕速杀后经易逝期处置鱼体的生化变化开展研究，结合显微结构观察肌肉品质降解进展，以探索易逝期锁鲜对后易逝期品质的延迟效应，为养殖鱼类冷鲜品的保鲜模式进行新的探索。

1.材料与方法
1.1原料与处理
原料  红鳍东方鲀于2019年12月4日采购于辽宁省大连市大连天正实业有限公司，全部为商品规格共46尾，总重45kg。
速杀  采购现场逐条从暂养池捞出，手工以断脊椎方式速杀，保证致死时断脊椎完全，置于常温海水中放血10min。
冷却及加工  将红鳍东方鲀分为处理组和对照组，然后将处理组放入-1℃的加冰海水中降温20min（图1），对照组放入11℃的常温海水中20min，然后快速加工处理，去除外皮、内脏、鳃和眼，在常温盐水强力清洗后擦干并单体包装。
贮藏  鱼体用包装袋单体分装后置于泡沫箱中，向泡沫箱中加入碎冰并确保每条鱼体四周为碎冰所覆盖，期间视碎冰融化程度及时补加碎冰。将泡沫箱用胶带密封后运抵实验室。
采样  抵达实验室立即采初始样后继续贮藏观察，其余冰藏分别在1d、2d、3d、4d、6d、8d进行取样。取样时先对鱼体拍照并测量以分析僵直指数，随后再将鱼体背剖，取背部肌肉用作分析，其中部分新鲜背部肌肉立即做TEM切片，其余背部肌肉用液氮速冻并放入-40℃待测。
鱼体中心温度测量  易逝期内将温度计的插头从鱼体腹腔探入脊椎处，待读数稳定后读取温度值并记录。冰藏时将温度计指针从腹腔探入脊椎处，保持此状态不变，持续记录冰藏期间鱼体温度变化情况（图1）。
[image: D:\实验室\河豚\第三次实验\实验数据\图片1.png]
图 1 鱼体冷却方式及鱼体中心温度测定示意图
a.加冰海水冷却；b.常温海水冷却；c.鱼体中心温度测定
Fig. 1 Illustration of fish chilling and body temperature testing
a. chilling in seawater with ice; b. chilling seawater; c. body temperature testing
1.2实验材料与仪器
磷酸氢二钾、磷酸二氢钾（AR），国药集团化学试剂有限公司； 碘乙酸钠，上海阿拉丁生化科技股份有限公司； KOH、NaOH、HCl、无水乙醇、乙腈、甲醇、乙酸，中国天津市科密欧化学试剂有限公司； 戊二醛，美国Sigma公司；乳酸测定试剂盒，南京建成生物工程研究所。
GL-21M高速冷冻离心机，德国HERMLE Labortechnik GmbH公司；Synergy H1酶标仪，美国柏腾公司；HG-200高速分散均质机，日本HSIANGTAI； UV-1800PC 紫外-可见分光光度计，上海美谱达仪器有限公司；PB-10pH计，德国Sartorius公司； IMS-40全自动雪花制冰机，常熟市雪科公司；Agilent 1260高效液相色谱仪，美国Agilent公司；Milli-Q超纯水净化仪，美国Millipore公司； BS224S型精密电子天平，北京赛多利斯仪器系统有限公司；RC-4温度记录仪，江苏精创电气股份有限公司；JEM-1200EX透射电子显微镜，日本电子公司（JEOL）；Reichert-Jung Ultracut E Ultramicrotome 超薄切片机，产地：奥地利；JFC-1100离子溅射仪；日本电子公司（JEOL）。
1.3分析测试
僵直指数  根据冷寒冰[8]的测定方法。将鱼体放在水平板上，测量出整个鱼体的中心位置，从中点作为分界线，将鱼体的前 1/2 放在水平板上，后1/2 置于水平板以外任其垂下，手指轻轻压住鱼头附近起到固定作用，测定尾部与水平板构成的最初下垂距离（L）和在不同僵直程度时的距离（S），计算僵直指数（R）。

显微结构  取2g背部肌肉，将肌肉切割成 1mm3的块，加入2.5 % 戊二醛固定 2 h，在4℃下用0.1M磷酸缓冲液洗三次，每次10-15min。室温下用1%四氧化锇（0.1M PBS）固定1-2小时，再用0.1M磷酸缓冲液洗三次，每次10-15min。清洗后用乙醇梯度脱水。用环氧丙烷和包埋剂进行渗透，将组织块包埋在包埋模板中，然后置烤箱烘干，在37℃（12小时）45℃(12小时)、60℃(24小时)烤箱内加温，聚合硬化，形成包埋块。将包埋块用超薄切片机切片。将切片先用2%醋酸双氧铀避光染色30min，再用柠檬酸铅染色10-20min。用柠檬酸铅染色时，在培养皿内放置氢氧化钠丸，吸收空气中的二氧化碳，并用煮沸10min的蒸馏水清洗。最后可以用电镜观察、拍片、记录。
pH值  根据刘金洋[9]的测定方法。取2 g肉糜加入10 mL 20 mmol/L碘乙酸钠，用玻璃棒充分搅拌，静置20 min，测定pH。
乳酸  采用比色法，按照南京建成生物工程研究所的乳酸（LD）测定试剂盒进行分析。取2.0 g肌肉样品, 加入 10mL 0.1 mol/L NaCl- 20 mmol/L Tris-HCl(pH 7.5 )缓冲溶液，4℃下10 000 r/min均质 3 次，每次 30 s，然后 5000×g条件下离心10 min，收集上清液，使用双缩脲法测定上清液蛋白浓度。取 0.02mL 上清液与 1mL 乳酸脱氢酶液和 1mL PMS显色液在37℃下反应10min，在530nm处用分光光度法测定乳酸含量。
ATP及关联物  ATP及其关联物含量的测定参照刘慧慧[6]的方法，准确称取1 g肌肉样品，加入10 ml 5%的PCA立即进行组织捣碎10 min，加入2 mol/L KOH调节pH至2~3.5，加水补体积至20 mL，离心（3 000×g，5 min），取4 mL上清液过膜后加入1 mL 0.1 mol/L的磷酸盐缓冲液（pH 7.5），用反相高效色谱法测定ATP及其核苷酸关联物含量。
1.4数据处理
实验结果均以平均值±标准差表示，采用Excel 2007对僵直指数、 pH值、糖原、乳酸和ATP及关联物含量的数据结果进行处理和分析。
2.结果
[bookmark: _Toc38825150][bookmark: _Toc38825147]2.1易逝期锁鲜处置对鱼体的冷却效果
考虑到红鳍东方鲀加工处理过程相对繁琐，对于冷却处理的步骤存在影响的可能性，因此我们通过实验过程中对红鳍东方鲀死后各阶段鱼体温度的记录，了解温度变化趋势，明确冷却效果。
通过监测，贮藏期间鱼体温度变化如图2所示。在本次研究所采用的处理条件下，处理组在速杀放血后经冰海水冷却，鱼体中心温度在死后0.5h左右迅速降至2℃左右，冷却效果较为明显。随后进行加工过程，在死后1h分割完成后保持在3℃左右，温度波动较小，此时对照组鱼体中心温度始终维持在11℃左右，两组鱼体温度差距仍较大；但在装箱前经过常温盐水清洗鱼体步骤后，处理组鱼体中心温度回升至8.5℃，与对照组10.7℃的鱼体中心温度较为接近。特有的清洗过程导致的温度上升是影响易逝期冷却效果的关键所在。随后冰藏过程两组鱼体温度下降趋势较为相同，处理组在死后4h降至1℃左右，之后保持在0.5-1℃之间。对照组鱼体在死后4h鱼体温度降至3℃左右，而后在5 h下降至1℃，之后一直保持在0.5~0.8℃之间。

图 2红鳍东方鲀速杀后贮藏期间鱼体中心温度
T为处理组，C为对照组，下图均相同
Fig. 2 Body temperatures of instant killed T. rubripes stored in ice
T, Treatment; C, Control; the same as following figures.
[bookmark: _Toc38825149]2.2易逝期锁鲜处置后肌肉品质变化
为了观察研究死后细胞结构的变化，通过透射电子显微镜（TEM）观察肌肉组织的显微结构（图3-5）。如图3所示，在0d时，处理组的肌纤维的结构完整，肌原纤维之间间隙小，条带（I带和A带）和线（Z线和M线）平直，明暗带清晰可见，肌节排列平行；部分肌质网结构肿胀；可检测到线粒体，嵴平滑紧凑，结构完整，形状规则。相比于处理组，对照组的组织结构降解较为明显，肌纤维之间已开始出现一定的分离，肌原纤维之间的间隙增大，线粒体和肌质网结构肿胀较多，肌小节存在不平行排列等现象。
随着贮藏时间的延长，处理组与对照组的细胞结构均持续降解，肌纤维间隙逐渐增大，组织间质水肿（图4）。贮藏至4d，通过图5可以看出，处理组的Z线密度减少并且部分不连续，肌小节开始出现中断，线粒体内嵴被破坏，并在一些线粒体中几乎消失，线粒体形状肿胀。而对照组贮藏期间细胞结构破坏更为明显，在4d时部分Z线密度相对更低，存在较多的肌小节中断。
通过结果可以看出，尽管生化分析结果相似，但处理组在贮藏0d时细胞结构破坏程度略低于对照组，在此时可以看出易逝期冷却对细胞结构存在“即时性”影响。随着贮藏过程的继续，两组鱼体细胞结构破坏程度增大，当贮藏至4d时，延迟效应凸显，对照组细胞结构破坏程度明显高于处理组。根据肌肉细胞组织形态学这一结果，易逝期冷却对于肌肉品质存在较大影响。
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图3红鳍东方鲀死后初始点的肌肉组织的纵切面电镜图
a、d为2μm，b、c、e、f为500nm；cf为胶原纤维；mf为肌原纤维；im.肌原纤维间隙；mit为线粒体； sr为内质网； M为M线；S为肌小节；Z为Z线（图4、5相同）
Fig. 3 Longitudinal sections of initial′s muscle tissue of instant killed T.rubripes 
Bar of a and d: 2μm, bar of b, c, e and f: 500nm; cf. collagenous fiber; mf. myofibrils; im. intermyofibrillar spaces; mit. mitochondria; sr. sarcoplasmic reticulum；H.H-line; M.M-line; S. sarcomere ;Z.Z-line( the same as Fig.4 and Fig.5 )
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图 4红鳍东方鲀死后贮藏1~3d肌肉组织的纵切面电镜图
a、e、h、k、n、q为2μm，其余为500nm
Fig. 4 Longitudinal sections of muscle tissue of T.rubripes stored in ice at 1, 2 and 3 post-mortem days.
Bar of a, d, h, k, n and q: 2μm, the other bar: 500nm
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图 5红鳍东方鲀死后贮藏4天的肌肉组织的纵切面电镜图
a、d为2μm，b、c、e、f为500nm
Fig. 5 Longitudinal sections of muscle tissue of instant killed T.rubripes stored in ice at 4 post-mortem days.
Bar of a and d: 2μm, bar of b, c, e and f: 500nm
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乳酸含量及pH变化分析结果如下图所示（图6）。鱼体冰藏期间发生糖酵解作用，肌糖原分解产生乳酸，乳酸持续积累，对照组乳酸含量在1d达到最大，即1.12 mmol/g后呈下降趋势，而处理组乳酸含量在2d时达到1.2 mmol/g后缓慢下降，冰藏至8d乳酸含量均在0.7-0.8 mmol/g之间。
肌肉pH下降趋势与乳酸含量变化趋势相对应，冰藏期间两组鱼体pH持续下降，对照组在1d下降至6.26左右后缓慢回升，然而处理组在2d下降至6.1左右后缓慢上升，贮藏至8d均上升到6.5左右。处理组与对照组差距较小，并不能说明前期冷却对结果的影响，因此我们对核苷酸降解过程进行了探究。

图 6红鳍东方鲀死后贮藏期间的肌肉pH和乳酸含量
Fig. 6 Muscle pH and lactic acid concentration of instant killed T. rubripes stored in ice
通过实验结果可以看出，核苷酸关联物的降解速率也趋于相同。图 7可以看出不同处理组的ATP及关联物含量与变化趋势大致相同，在0d处理组与对照组均能检测到ATP存在且含量为分别为4.59 μmol/g 和4.22 μmol/g，随后贮藏期间ATP完全消耗，ADP和AMP也发生降解，IMP均表现出高积累的特征，IMP含量分别在贮藏1d和2d时达到最大，同时产生少量的降解产物HxR和Hx，随后IMP缓慢分解，HxR和Hx含量上升，贮藏到8d时IMP含量分别为6.73 μmol/g 和6.02 μmol/g。虽然处理组经过前期降温处理，但是在贮藏期间两组鱼体核苷酸降解速率和降解产物含量大致相同，差异度较小，并未表现出易逝期冷却的影响。
在此基础上，处理组和对照组的K值变化情况如图8所示。在0d两个处理组的K值均处于较低状态，随后ATP、ADP、AMP发生降解，IMP含量迅速升高，因此在贮藏1d时K值降低，随后K值逐渐升高，在贮藏8d时处理组和对照组K值均为15%左右。本实验中两组鱼体的核苷酸代谢变化和K值无明显差异。结合其他生化结果，无法看出易逝期冷却对于红鳍东方鲀的死后变化及品质的影响。

图 7红鳍东方鲀死后贮藏期间肌肉ATP及其关联物
Fig. 7 Muscle ATP and its related compounds of instant killed T. rubripes stored in ice

图 8红鳍东方鲀死后贮藏期间K值变化
Fig. 8 Changes of K-Value of instant killed T. rubripes stored in ice
2.4易逝期锁鲜处置后鱼体僵直进程
最后对比易逝期冷却对僵直状态的影响 (图9)。死后冰藏期间，处理组与对照组僵直指数变化趋势类似，处理组鱼体僵直进程略快于对照组，在 24 h处监测到两组均达到最大僵直状态，并可在较长时间内（约12h）保持明显的僵直状态，期间僵直指数达到100%；在48h监测到两组鱼体出现不同程度的解僵，处理组解僵程度略慢于对照组，贮藏至6d两组的僵直指数均保持在30%左右。贮藏期间两组鱼体僵直程度变化较为同步，僵直指数差距较小。

图 9 红鳍东方鲀死后碎冰贮藏期间僵直指数
Fig. 9 Rigor index of instant killed T. rubripes stored in ice
3.讨论
消费者对鱼类产品的主要关注点在于质量，即安全性、品质和营养价值，因此越来越多的生产者和消费者都意识到了鱼类福利问题[10]。对于鱼类福利的定义，Spruijt[11]等做了解释说明：“鱼类在经历有关积极方面（松弛）和消极方面（胁迫）状态的平衡，这种平衡的状态包括积极方面和消极方面。”。因此，养殖鱼类的福利会受到养殖方式的影响，同时死前胁迫、致死方式等均会影响到鱼类福利。有研究表明，鱼类与其他养殖陆地动物相比发育并不完全，但它们也能够感受到疼痛，感官器官感受到刺激后传递至大脑中枢处理并产生反应[12]。
目前已有许多有关脊椎类畜肉死后品质变化的研究表明动物福利意味着好的品质。在动物致死时，死前处于胁迫条件下和不当的致死方式，会增加肌体的应激反应，严重影响死后品质和储存过程中产品的品质变化，同时在道德方面也面临挑战。
为了保持鱼肉的原始品质，通过基于实际问题的操作，从而避免鱼肉品质快速下降。衣鸿莉[7]等通过研究发现大菱鲆（Scophthalmus maximus）在采捕运输产生疲劳应激，市场售卖的活品大菱鲆应激并未恢复致使品质较差，可离水后断髓速杀的大菱鲆冰藏期间具有优越的肌肉品质。Marx[13]等发现使用二氧化碳（CO2）窒息的方式可以快速处死鳟鱼（Squaliobarbus ourriculus）和鲤鱼（Cyprinus carpio），降低死前胁迫对品质的影响，而Elisabete[14]等发现不同的宰杀方式的金头鲷（Sparus aurata）的死后生理变化速率是不相同的，进而品质会有所不同。
鱼肉高蛋白低脂肪的特点使其在死后容易生长和繁殖腐败微生物和病原体，因此，采用适当的保鲜技术维持其安全性和质量，通过降低酶促蛋白水解、脂质氧化和微生物降解速率延长食品的保质期，其中温度控制至关重要。
保藏的常用方法包括0~4℃的冷鲜保藏和-18~-40℃的冷冻保藏[15]，但冷鲜产品比冷冻产品更具有优势。因此，世界各地的加工商出口冷鲜产品的比例不断增加。然而，冷藏产品的货架期限制了供应分销链，同时限制了冷鲜肉类的产品种类和市场渗透。此外，冷链还存在许多薄弱环节，比如电源故障和温度波动，这会导致产品质量下降，保质期缩短，对产品品质造成不可逆的影响[16]。
1920年，Le Danois首次描述了过冷过程[17]。通常情况下，过冷保藏意味着贮藏温度处于冷鲜和冷冻的临界状态之间。Ando[18]等人将其定义为低于0℃的但没有形成冰晶的温度。Beaufort[19]等人认为食物储存在初始冷藏温度以下，精确地说，将食品的温度降至低于其冰点1-2℃。Magnussen[20]等人将过冷作为一个过程，产品中的一部分水（5％-30％）被冷冻。当表层水（1-3mm）被冷冻后，形成的冰将吸收食物内部的热量，最终将导致食物贮藏过程中内外部之间的温度处于平衡状态。过冷技术可分为两部分：过冷降温过程和过冷贮藏。过冷技术的整个过程可以进一步分为两个阶段：（1）将产品冷却至其初始凝固点（预冷却阶段），（2）除去多余结晶热量[21]。过冷技术的关键在于快速降温与一定比例的自由水转化为冰的过程[22]。
在产品供应链中，将鲈鱼（Lateolabrax japonicus）置于-1~-3℃不含冰的条件下，可以延长产品的货架期[23]。但是长期储存需要在过冷条件下（比产品的冰点低1-1.5℃）进行冷藏。过冷食品的保质期远远低于冷冻食品，但比传统冷藏食品的保质期长约1.5-4倍[21]。Gallart-Jornet[15]等研究表明了过冷技术相较于冷冻贮藏而言，可以最大限度地减少大西洋鲑的生化降解、蛋白质变性和结构损伤。
因此，结合过冷理念与实验室之前的研究经验，首次将易逝期理念应用到养殖鱼类冷鲜品品质管理，将始于离水至处死及死后处置这个阶段定义为品质易逝期，冰藏贮运过程为后易逝期，通过最大限度降低致死胁迫及死后立即冷却两个措施进行易逝期锁鲜处理，以探索易逝期对后易逝期即冰藏贮运过程中冷鲜产品品质的延迟效应。
通过冰藏期间的温度记录，我们可以看到易逝期冷却的效果较为明显，处理组鱼体温度在20min内迅速降低，随后的加工过程也能保持较低，但红鳍东方鲀特有的常温盐水清洗过程会使其升高，与对照组鱼体中心温度较为接近，影响前期冷却的效果。同时使得部分由于低温被抑制的生化反应得以激活。
对鱼体冷却降温的方式有很多，主要通过冰柜、冰片、冰海水等方式。研究表明，加冰海水由于有较大的热容量，因此冷却效率要明显高于冷却后的海水[24]，而冰浆海水（含有250-500μm的冰颗粒）的冷却效率又高于加冰海水[25-27]。随着研究与发展，前面提到过的过冷技术也趋向成熟，逐渐运用到鱼体冷却保鲜中，例如对大西洋鲑中应用了过冷保藏，同时还降低了其生化代谢及结构损伤[15]。国内外对于红鳍东方鲀保鲜方面的研究较少，涉及到的鱼体冷却方式主要是以机械制冷降温[28, 29]和碎冰降温[3]为主。	Comment by Tracy: 参照存在的不足（1），对多种鱼体冷却方式做了讨论，
电子显微镜图像可显示红鳍东方鲀死后贮藏期间背部肌肉的结构变化。在冰藏0d时（死后3小时）处理组鱼体肌肉细胞保持其结构完整性，但对照组鱼体肌肉细胞结构降解现象比较明显，线粒体和肌质网结构肿胀也较多。可以看出易逝期冷却处置对的鱼体细胞结构存在“即时性”影响，处理组的鱼体肌肉细胞结构降解程度较低。在Ayala[30]的研究中，大西洋鲷（Sparus aurata）死后3h的肌肉肌丝的状态良好，大多数线粒体是完整的，具有形状规则的膜和紧密良好的嵴。但肌浆网等细胞器在鱼死后开始出现肿胀，进而导致肌原纤维间隙增大。根据 Delbarre- Ladrat[31]和 Simeonidou[32]等人的研究，导致细胞器肿胀的原因与肌膜渗透性的变化相关，渗透压的变化和乳酸的产生有关。
随着冰藏继续，细胞结构持续降解，细胞器结构发生肿胀。当冰藏至4d时，肌肉肌纤维间隙增大，Z线和M线密度减少并且部分不连续，肌小节开始出现中断，线粒体肿胀，内嵴被破坏，并在一些线粒体中消失。组织蛋白酶会降解肌肉组织，例如Z线，肌动蛋白，肌球蛋白，肌钙蛋白和结蛋白。Delbarre-Ladrat[31]等指出在鱼类中，钙蛋白酶和组织蛋白酶可能在肌原纤维蛋白降解过程发挥协同作用，也会使得肌丝间间隙增大。Ofstad[33]在大西洋鳕（Gadus morhua）和鲑鱼( Salmo salar )的肌肉中以及Taylor[34]在牛的肌肉中观察到Z线和M线崩解，可能是由于死后肌肉中渗透压增加和Z线与M线连接的相邻肌原纤维的结蛋白和M线的降解所导致的。而Jérôme Cléach[35]在贮藏后期观察到大西洋鲷（Sparus aurata）肌肉肌丝的几种结构形式的损伤，如I带解体，Z线破坏，肌丝间存在间隙。而Davie＆Sparksman[36]发现金枪鱼（Thunnus maccoyii）在死后早期阶段（0.5-1小时）会出现线粒体肿胀，内嵴被破坏的现象。
相较于处理组，对照组细胞结构破坏更为明显。由于易逝期冷却处置，在初始点时处理组的显微结构更为完整致密，对照组则破坏程度较为严重一些；在后易逝期过程中，与处理组相比，对照组肌肉结构显著降解，4d时肌小节破坏严重，细胞结构模糊。因此在贮藏过程中可以明显看出易逝期冷却处置的影响。 
糖酵解产生丙酮酸，在NADH+H+的存在下，丙酮酸乳酸脱氢酶催化下产生乳酸，而乳酸的积累也是pH下降的主要原因。在Duran[37]的研究中发现，不同致死方式的鳟鱼（Squaliobarbus ourriculus）死后均有乳酸积累，但窒息组宰前激烈挣扎，糖原快速降解，乳酸积累迅速。本实验中处理组与对照组的红鳍东方鲀死后0d时的肌肉乳酸含量与pH值大致相同，在初始点处差距并不大。随着贮藏时间延长，处理组与对照组的乳酸含量与pH值变化趋势较为同步，整体差距较小。
低胁迫致死后的鱼体肌肉中的ATP含量较高，可用于维持细胞活性及肌肉僵直收缩所需的能量消耗。与之前研究代谢过程相似[8]，本次实验中处理组与对照组的红鳍东方鲀在0d时均检测到ATP的存在，且含量相差无几，均表现为IMP积蓄特征，即快速积累缓慢分解的过程，而大西洋鳕死后IMP在上升到最大值后快速下降[38]。IMP也是鱼类呈鲜味的风味物质，高含量的IMP对于鱼肉肉质鲜美有很紧密的关系。检测到最终产物为Hx，贮藏到后期Hx和HxR含量上升。虽然处理组经过前期降温处理，但是在贮藏期间两组鱼体核苷酸降解速率和降解产物含量大致相同，差异度较小。
K值是评价鱼类品质比较有效的指标之一，通过核苷酸代谢过程评价品质变化。两处理组鱼体在死后处于较低K值且无显著差距，随着ATP完全分解，IMP快速积累，K值进一步下降至1d达到最低。Lowe[39]在研究中表明无胁迫的金赤鲷（Pagrus auratus）ATP分解较为缓慢，死后K值也存在下降现象,在28h左右降至2%后缓慢上升，而受到强烈胁迫的什么鱼在死后28h的K值达到14%左右。Hoshi[40]等人表明适合生食的非常新鲜的鱼的K值应为20％，在此期间，无胁迫的鱼的平均K值最低，表明在致死前和致死过程中减轻胁迫可能会提高新鲜度。当贮藏7天以上时，贮藏时间的影响会远远大于胁迫的影响。但由于红鳍东方鲀存在IMP高积累的特性，鱼体贮藏8d时K值仍小于20%，但鱼体表面已有淡淡腥臭味产生，微生物含量较高，应该是不适宜生食的。 
Ando [41]等通过运用过冷技术对日本对虾（Penaeus japonicus）进行处理，实验结果表明贮藏3d时置于-2℃的日本对虾K值为7.9%，远低于5℃下的15.5%。但本实验中两组鱼体K值无明显差异，从核苷酸代谢过程来看，两组鱼体几乎不存在差异。
由于各种生化代谢及微生物降解等机制的影响，鱼体死后品质迅速劣化，但劣化速率取决于种类及处理和储存条件[42, 43]。结合前面提到的过冷技术，相比传统的鱼体冷却过程，在死后初期将鱼体温度迅速降，体内部分自由水被冻结，滴水损失少，形成的冰晶较小，鱼体细胞结构破坏程度小，细胞完整性得以保持，质地劣化明显减缓[21, 44]。同时僵直进程得以延缓，微生物活性降低，多数细菌不能生长[16]。与传统的冷藏相比，过冷保藏可以将食品的保质期提高1.5-4倍[21]。	Comment by Tracy: 参照存在的不足（3），在第三章讨论开始部分已对过冷机理做了部分说明，因此在此处亦增加了针对快速冷却延长鱼体保质期的机理讨论。
结合本章其他生化结果，目前无法看出易逝期冷却对于红鳍东方鲀的死后变化及品质的影响，综合分析，清洗过程的温度回升是两组传统生化分析指标差距较小的主要原因。
鱼体死后影响僵直状态变化的因素很多，品种、健康状态、致死方法以及死后贮藏条件等都会影响僵直进程。 Thordarson[45]研究发现，在-1.5℃的鲑鱼在过冷贮藏条件下的僵直起始阶段的肌肉收缩程度要低于在0℃常规冰藏条件下；贮藏至6d时，过冷贮藏的三文鱼仍处于僵直状态，而常规冰藏的鱼已经完全解僵。本次实验中两组鱼体僵直程度几乎没有差距，僵直进程较为同步，差异并不明显。值得一提的是，之前作者在做红鳍东方鲀的相关研究[8]时，由于鱼体致死后还存在较大挣扎现象，所以鱼体在死后较短时间内就开始僵直并达到最大僵直状态，测得的僵直指数的最大为85%，且僵直状态持续时间较短。而本次实验在致死红鳍东方鲀时采取的是人道处死的方式，在速杀时保证完全断脊椎，尽可能减轻鱼体挣扎现象，因此鱼体僵直状态持续时间较长，且僵直指数能达到100%并维持12h。通过与此前实验进行对比验证，说明红鳍东方鲀能够达到最大僵直程度，最大僵直指数能够达到100%；也进一步佐证了易逝期处置对品质的影响，鱼类福利对品质的重要性。
4.结论 
人道处死最大限度减轻了活体应激，随即对鱼体施加快速冷却以抑制死后代谢，研究表明上述处置能够有效实现对冰鲜品的“锁鲜”目的。而且，随着后易逝期冰藏期延长，易逝期锁鲜处置的延迟效应愈加明显。在本研究所设计的处置方案条件下，冰鲜红鳍东方鲀僵直状态能持续4-5天，冰藏至4d，经易逝期冷却处置显著延缓了细胞结构瓦解进程，对于延长鲜品货架期极具参考价值。
展望
在我国的传统消费观念中，鱼类的产品形式应该以活品为主，因为活品被认为是最新鲜的，是作为食材的最佳选择，但事实却并非如此。活鱼在捕捞前就有空间和禁食等相关胁迫，对于品质存在一定影响。活鱼在运输及售卖时也面临着拥挤、温度、缺氧等胁迫，且此前产生的应激反应在售卖时并未恢复，对品质产生较大影响。同时活品在运输售卖过程中对资源的需求和自身排放也是一个较大问题。由于成本、地域等因素制约，鱼类的鲜品形式也广泛流通于市场。目前对于鱼类鲜品的鲜度评价以国标为准，如TVB-N和K值等传统鲜度指标，这些指标也存在一定的局限性，它们并不能很准确的指示鱼体死后早期鲜度变化，尤其无法检测刺身级别鲜品的鲜度变化，因此需要拓宽思路进行颠覆性推进产业升级及理论突破，探索更敏感的指标表明鲜度变化。有研究表明可以通过核磁共振技术对食材进行高分辨率分析，包括质量控制、感官评估、结构表征和成分分析等无损且高精确度的分析，了解各组分的分子机制和相互作用[46]。Cléach[35]等人通过细胞内线粒体的活性及功能指示鱼体死后早期鲜度变化。
动物福利的理念与品质息息相关，相关的鱼类福利理念的应用有利于产品品质升级，同时在道德伦理上更加容易被人接受。在此基础上，在源头阶段对处于最佳状态的鲜品进行品质锁定，随后进行冰藏贮运，对于消费者来说，可以品尝到更加新鲜的食物；对于生产者及销售者来说，有利于产品货架期的延长，甚至可以进一步规划产品的分销模式。而顶级鲜品可以改变人们对于鱼类产品的消费认知，进而改变国产产品形象。
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T-ATP	3.2656913846017419E-2	3.2656913846017419E-2	0	1	2	3	4	6	8	4.5881294940969068	T-ADP	3.2186962063681789E-2	0.19612200548014902	2.3290710542092856E-2	2.9638029365439706E-2	4.5908577777530324E-2	2.2671733257271908E-3	3.602752373764632E-3	3.2186962063681789E-2	0.19612200548014902	2.3290710542092856E-2	2.9638029365439706E-2	4.5908577777530324E-2	2.2671733257271908E-3	3.602752373764632E-3	0	1	2	3	4	6	8	0.57659966666666662	0.3871073333333333	0.24916833333333333	0.10681300000000001	0.14494166666666666	7.9546666666666668E-2	0.12	T-AMP	0.25905104059367656	3.4487574896217652E-3	6.7235906247249252E-3	2.2633556714656129E-2	6.8309494866298729E-3	3.5397133593931969E-3	0.25905104059367656	3.4487574896217652E-3	6.7235906247249252E-3	2.2633556714656129E-2	6.8309494866298729E-3	3.5397133593931969E-3	0	1	2	3	4	6	8	0.25206099999999998	2.5338666666666666E-2	5.7924333333333335E-2	2.6217333333333332E-2	6.0539333333333334E-2	5.3837000000000003E-2	T-IMP	0.11307928852211024	0.39836151759174721	0.32230030469734272	0.28498832455188217	0.73542451897314987	5.5277134085140921E-2	0.26894785930031512	0.11307928852211024	0.39836151759174721	0.32230030469734272	0.28498832455188217	0.73542451897314987	5.5277134085140921E-2	0.26894785930031512	0	1	2	3	4	6	8	0.31475500000000001	8.5635999999999992	10.005962000000002	8.3003376666666657	8.574170333333333	7.6092930000000001	6.7336463333333327	T-HxR	1.526164344579793E-2	1.9196741187561536E-2	1.7170962368681299E-2	3.0070291884183767E-2	1.394309236384334E-2	1.7111009016289935E-2	2.2262766409910123E-2	1.526164344579793E-2	1.9196741187561536E-2	1.7170962368681299E-2	3.0070291884183767E-2	1.394309236384334E-2	1.7111009016289935E-2	2.2262766409910123E-2	0	1	2	3	4	6	8	7.9165666666666676E-2	0.12546199999999999	0.23205399999999998	0.25484099999999998	0.41923133333333334	0.48720133333333332	T-Hx	2.7445987361037312E-4	5.309726273128932E-2	3.8034371335528713E-2	4.1293492887970712E-2	2.7445987361037312E-4	5.309726273128932E-2	3.8034371335528713E-2	4.1293492887970712E-2	0	1	2	3	4	6	8	1.8863333333333333E-2	0.35615233333333335	0.55540033333333338	0.76335833333333325	C-ATP	0.17111403769784869	0.17111403769784869	0	1	2	3	4	6	8	4.2235215200242182	C-ADP	1.7474072927244684E-2	7.7194767210392243E-2	8.0917928665750843E-2	5.0711125018743766E-2	8.1394258619525595E-2	6.6078629446709586E-2	3.1332195819777538E-2	1.7474072927244684E-2	7.7194767210392243E-2	8.0917928665750843E-2	5.0711125018743766E-2	8.1394258619525595E-2	6.6078629446709586E-2	3.1332195819777538E-2	0	1	2	3	4	6	8	0.64248099999999997	0.49691200000000002	0.21337033333333336	0.162546	0.17787766666666668	0.15942533333333334	0.11	C-AMP	0.20314395103363417	1.0614714954041683E-2	1.6181525769290814E-2	2.2859696940734423E-2	9.1345308582324002E-3	1.1001970762852769E-2	0.20314395103363417	1.0614714954041683E-2	1.6181525769290814E-2	2.2859696940734423E-2	9.1345308582324002E-3	1.1001970762852769E-2	0	1	2	3	4	6	8	0.26274566666666671	9.0088666666666664E-2	7.4514333333333335E-2	7.6681666666666662E-2	5.5896000000000001E-2	4.397199999999999E-2	C-IMP	0.11869079563957588	0.37334617556453803	0.79771261408493643	0.60503284212365038	0.92419404561632934	0.73281870725317999	0.39196673498341095	0.11869079563957588	0.37334617556453803	0.79771261408493643	0.60503284212365038	0.92419404561632934	0.73281870725317999	0.39196673498341095	0	1	2	3	4	6	8	0.24667133333333333	9.5276990000000001	9.2112213333333326	9.3014063333333326	8.5755339999999993	7.700934666666666	6.0245283333333335	C-HxR	2.5162419356495776E-2	4.0118171355246104E-2	2.4263041872133202E-2	3.9596488842657013E-2	5.8521878076114399E-2	0.15344273821056359	9.1714788894703289E-2	2.5162419356495776E-2	4.0118171355246104E-2	2.4263041872133202E-2	3.9596488842657013E-2	5.8521878076114399E-2	0.15344273821056359	9.1714788894703289E-2	0	1	2	3	4	6	8	0.02	7.3813666666666666E-2	0.14493566666666668	0.16598400000000002	0.36150966666666662	0.48073666666666665	0.34837699999999999	C-Hx	1.5070029691042037E-2	7.8192839929383806E-2	0.13988953173208596	6.4494930262428793E-2	1.5070029691042037E-2	7.8192839929383806E-2	0.13988953173208596	6.4494930262428793E-2	0	1	2	3	4	6	8	4.1199333333333338E-2	0.47263066666666664	0.62939366666666663	0.77721933333333337	时间/d
time

核苷酸关联物/μmol×g-1
nucleotide related compounds 


T	0.65850869518409283	0.23907681959993404	0.19126027626843378	0.25299837638256556	0.59514304045393152	0.43900508151647377	0.85493738074164372	0.65850869518409283	0.23907681959993404	0.19126027626843378	0.25299837638256556	0.59514304045393152	0.43900508151647377	0.85493738074164372	0	1	2	3	4	6	8	1.2529549053549733	0.86206183827165805	1.2095053437408767	2.6595648275178072	6.5440176294981613	11.170545285300841	15.356195032866035	C	0.69655872877179004	0.35384643795773535	0.26469205365629905	0.34785642990846632	2.0974873505573801	3.7382780775442757	1.0618316545597997	0.69655872877179004	0.35384643795773535	0.26469205365629905	0.34785642990846632	2.0974873505573801	3.7382780775442757	1.0618316545597997	0	1	2	3	4	6	8	1.1513860138580221	0.70321072089484182	1.5048867730774855	1.6966746273801518	8.8068476591670937	12.473990593175499	15.352973615361138	时间/d
time
K值/%
K-Value
T	0	3	12	24	36	48	72	96	120	144	192	0	0	86.206896551724128	100	100	94.252873563218387	89.655172413793096	64.367816091954026	41.379310344827587	31.034482758620683	16.091954022988499	C	0	3	12	24	36	48	72	96	120	144	192	0	0	77.906976744186039	100	100	87.20930232558139	82.558139534883722	53.488372093023251	36.046511627906973	29.069767441860467	13.953488372093014	时间/h
time

僵直指数/%
Rigor index
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