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离子交换层析等方法， 从凡纳滨对虾 （Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ） 虾头中分离纯化出一种多酚氧化酶 （ ｐｏｌｙｐｈｅ⁃
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０　 引言
凡纳滨对虾 （Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ）， 通称白对虾 （ｗｈｉｔｅ ｓｈｒｉｍｐ）， 是世界上养殖量最大的三大虾

类之一。 凡纳滨对虾肌肉中含有多种人体必需氨基酸， 而含量最高的是与呈味性质相关的谷氨酸， 其

次还含有大量的精氨酸及天冬氨酸。 此外， 对虾肌肉中还含有不饱和脂肪酸， 其中促进人脑智力发育

的二十碳五烯酸 （ｅｉｃｏｓａｐｅｎｔａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ， ＥＰＡ）、 二十二碳六烯酸 （ｄｏｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ， ＤＨＡ） 的相

对含量在脂肪酸总量中占比近 ２０％ ［１］ 。 同时， 由于凡纳滨对虾具有生长迅速、 环境适应能力强以及

肌肉含量高的特点， 因此， 它在我国沿海地区占有相当大的海水以及淡水养殖份额。 广东省、 广西

省、 浙江省、 福建省等水温水质适宜的省份， 已成为我国凡纳滨对虾的重要养殖地和出产地［２］ 。 ２０１６
年， 我国凡纳滨对虾的养殖总产量达 １６７ 万 ｔ［３］ 。

然而， 对虾死后常出现由体内多酚氧化酶 （ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ ｏｘｉｄａｓｅ， ＰＰＯ） 作用所引起的黑变现象。
黑变现象不仅严重影响了对虾的感官品质和新鲜程度， 也大幅降低了其商品价值。 据研究， 对虾肝胰

腺中的丝氨酸蛋白酶在对虾死后因肝胰腺破裂而释放， 导致无黑变效应的酚氧化酶原 （ｐｒｏｐｈｅｎｏｌ ｏｘｉ⁃
ｄａｓｅ， ｐｒｏＰＯ） 在丝氨酸蛋白酶的作用下转化为具有活性的 ＰＰＯ［４ － ５］ 。 ＰＰＯ 是一种以铜离子为催化中

心的金属氧化酶， 可将单酚类物质氧化为双酚类物质， 而双酚类物质可被进一步氧化， 生成具有颜色

的醌类物质。 这些醌类物质与蛋白质或氨基酸相结合， 产生肉眼可见的黑色物质， 即为引起对虾黑变

的主要原因［６］ 。
对于虾类体内 ＰＰＯ 的研究已有很多报道， 如： Ｓｉｍｐｓｏｎ 等［７］ 利用亲和层析法从白对虾 （Ｐｅｎａｅｕｓ

ｓｅｔｉｆｅｒｕｓ） 分离获得分子质量为 ３０ ｋｕ 的 ＰＰＯ； Ｂｅｎｊａｋｕｌ 等［８］从日本对虾 （Ｐｅｎａｅｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ） 体内分离

得到分子质量为 １６０ ｋｕ 的 ＰＰＯ； Ｚａｍｏｒａｎｏ 等［９］从长额拟对虾 （Ｐａｒａｐｅｎａｅｕｓ ｌｏｎｇｉｒｏｓｔｅｉｓ） 中分离的 ＰＰＯ
分子质量为 ２００ ｋｕ； Ｌａｉ 等［１０］利用分子克隆技术从凡纳滨对虾中克隆了 ＰＰＯ 基因全序列， 并推测该

酶的分子质量为 ７８􀆰 １ ｋｕ。 综合国内外的研究结果， 来源于不同种类的对虾的 ＰＰＯ 分子质量在 ３０ ～
２００ ｋｕ 不等， 差异很大。 更值得关注的是， 从蛋白质水平对 ＰＰＯ 的研究没有解决其结构问题， 而从

基因水平的研究则缺乏酶学性质的分析。 鉴于 ＰＰＯ 在对虾保鲜加工中的重要作用， 有必要对其理化

性质做更加深入全面的解析。 因此， 本研究采用盐析、 ＤＥＡＥ⁃Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ、 Ｐｈｅｎｙｌ⁃Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＨＰ、 Ｈｉ⁃
Ｔｒａｐ Ｃａｐｔｏ⁃Ｑ 等多种柱层析方法将凡纳滨对虾 ＰＰＯ 进行分离纯化， 利用质谱技术对 ＰＰＯ 的一级结构进

行解析， 探讨不同温度、 ｐＨ 值、 抑制剂对其活性的影响， 并对其二级结构作了分析， 以期为进一步

阐明凡纳滨对虾 ＰＰＯ 的特性并有效抑制对虾的死后黑变提供理论参考。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料、 试剂与仪器

鲜活凡纳滨对虾 （Ｌ． ｖａｎｎａｍｅｉ） ， 购于厦门集美菜市场。 清水洗净后， 置于冰水中猝死， 取虾头

用于实验。
ＤＥＡＥ⁃Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ， 美国 Ｗｈａｔｍａｎ 公司产品； Ｐｈｅｎｙｌ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＨＰ、 Ｈｉ⁃Ｔｒａｐ Ｃａｐｔｏ⁃Ｑ， 美国 ＧＥ

Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司产品； 蛋白质标准品， 立陶宛 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司产品； 左旋多巴 （Ｌ⁃Ｄｏｐａ）， 美国 Ａｌａｄｄｉｎ
公司产品； 茶多酚 （ Ｔｅａ Ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ／ ＧＴＰ）， 上海 ＥＫＥＡＲ 公司产品。 其他试剂均为国产分析纯

（ＡＲ）。
组织捣碎机 ＰＴ － ２１００ （ Ｋｉｎｅｍａｔｉｃａ， 瑞士）； 高速冷冻离心机 （ Ａｖａｎｔｉ ＪＡ － ２６􀆰 ５ Ｂｅｃｋｍａｎ， 美

国）； 凝胶成像仪 （Ｇ⁃ＢＯＸ Ｓｙｎｇｅｎｅ， 英国）； 圆二色光谱仪 （Ｃｈｉｒａｓｃａｎ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｐｈｏｔｏｐｈｙｓｉｃｓ， 英国）；
恒温水浴锅 （Ｍｅｍｍｅｒｔ， 德国）； ｐＨ 计 （Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ， 德国）。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 凡纳滨对虾 ＰＰＯ 的分离纯化

原料的前处理方法参照 Ｎｉｒｍａｌ 等［１２］的方法作适当修改， 取 ０􀆰 ５ ｋｇ 对虾头部剪碎， 加入到 ５ 倍虾

·１０１·
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头质量的冰冷 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸缓冲液 （ＰＢＳ， ｐＨ ＝ ７􀆰 ２） 中， 用组织捣碎机充分捣碎， 加入体积分数

０􀆰 ２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 促溶， 搅拌静置后离心 （１２０００ｇ， ３０ ｍｉｎ）。 所获得的上清溶液进行 ０ ～ ４０％ 饱和浓

度的硫酸铵盐析， 离心取沉淀。 将沉淀用适量的 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ （ｐＨ ＝ ７􀆰 ２） 溶解后装入透析袋中对

相同缓冲液充分透析。 用 ＤＥＡＥ⁃Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ （２􀆰 ５ ｃｍ × １５ ｃｍ） 阴离子交换柱进行分离， 并以含 ０ ～
０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 的 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ （ｐＨ ＝ ７􀆰 ２） 溶液进行线性洗脱， 同时测定每个组分中的酶活力及

蛋白质含量 （Ａ２８０ ） 并收集 ＰＰＯ 酶活力较高的组分 （粗酶液）。
向粗酶液中加入等体积的 １ ｍｏｌ ／ Ｌ （ＮＨ４ ） ２ ＳＯ４ ， 搅拌混合均匀后用 ０􀆰 ２２ μｍ 膜抽滤。 上样于 Ｐｈｅ⁃

ｎｙｌ⁃Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＨＰ （５ ｍＬ） 疏水层析柱， 先用含有 ０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ （ＮＨ４ ） ２ ＳＯ４ 的缓冲液进行洗脱， 后用含

０􀆰 ２ ～ ０ ｍｏｌ ／ Ｌ （ＮＨ４ ） ２ ＳＯ４的缓冲液进行线性洗脱， 测定每个组分中的酶活力及蛋白质含量， 收集酶活

力较高的组分。 将收集的组分用 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ （ｐＨ ＝ ７􀆰 ２） 透析， ０􀆰 ２２ μｍ 膜抽滤， 上样于 Ｈｉ⁃Ｔｒａｐ
Ｃａｐｔｏ⁃Ｑ （５ ｍＬ） 阴离子交换柱， 用含 ０ ～ ０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 的 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ （ｐＨ ＝ ７􀆰 ２） 进行线性洗

脱。 测定各组分的酶活力及蛋白质含量， 收集酶活力较高的组分， 用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 鉴定其纯度。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＰＰＯ 的活力测定

ＰＰＯ 的活力测定参照 Ｃｈｅｎ 等［１３］的方法略作修改。 以左旋多巴 （Ｌ⁃Ｄｏｐａ） 为底物， 将 ５０ μＬ 粗酶

液加入 ５００ μＬ 含底物 Ｌ⁃Ｄｏｐａ （１５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 的缓冲液 （ｐＨ ＝ ６􀆰 ０） 中， 在 ４０ ℃下反应 １０ ｍｉｎ， 用紫

外分光光度计迅速测定反应液在 ４７５ ｎｍ 处的吸光度值。 ＰＰＯ 作用于底物后， 在 ４７５ ｎｍ 处释放出有最

大吸光度的物质， 以该物质的浓度来衡量该条件下酶活力的大小。 在上述条件下， 将每分钟催化底物

使反应体系吸光度值增加 ０􀆰 ００１ 所需要的酶量定义为一个酶活力单位。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ

采用聚丙烯酰胺质量分数为 ７􀆰 ５％ 的凝胶进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析， 电泳结束后进行硝酸银染色， 用

凝胶成像仪记录染色后的结果。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＰＰＯ 的多巴活性染色

ＰＰＯ 活性染色的方法参照 Ｎｉｒｍａｌ［１１］的方法略作修改。 在不加热粗酶液样品的前提下， 于 ４ ℃下进

行 Ｎａｔｉｖｅ⁃ＰＡＧＥ。 电泳后， 将凝胶与底物在 ４０ ℃下孵育 ３０ ｍｉｎ。 由于固定在凝胶上的 ＰＰＯ 与 Ｌ⁃Ｄｏｐａ 反

应将产生黑色物质， 因此在凝胶相应的位置上会出现黑色条带。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＰＰＯ 的肽指纹质量图谱分析

纯化的 ＰＰＯ 样品进行聚丙烯酰胺质量分数为 ７􀆰 ５％ 的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分析， 用质谱银染法进行染色。
将样品使用胰蛋白酶酶解处理后， 使用串联飞行时间质谱仪 （５８００ ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ／ ＴＯＦ， ＡＢ ＳＣＩＥＸ） 进

行测试分析， 设置激光源为 Ｎｄ： ＹＡＧ 激光器 （波长 ３３５ ｎｍ）， 加速电压为２ ｋＶ， 扫描范围为 ８００ ～
４ ０００ ｕ， 采用正离子模式和自动获取数据的模式采集数据。 其中， 一级质谱 （ＭＳ） 中选择 ８ 个信噪

比大于 ５０ 的母离子进行二级质谱 （ＭＳ ／ ＭＳ） 分析， 二级质谱 （ＭＳ ／ ＭＳ） 激光累计叠加 ２５００ 次。
质谱结果用 Ｍａｓｃｏｔ ２􀆰 ２ 软件在 ＮＣＢＩ 数据库检索， 最后得到鉴定的蛋白质结果， 根据 Ｍａｓｃｏｔ ２􀆰 ２

标准 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 对目的蛋白进行评分。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＰＰＯ 的最适温度和热稳定性

ＰＰＯ 最适温度的测定在 ０ ~８０ ℃下分别进行， 按照节 １􀆰 ２􀆰 ２ 描述的酶活力测定方法进行测定。 而

ＰＰＯ 的热稳定性测定， 是将 ＰＰＯ 置于 ０ ~８０ ℃下 （每 １０ ℃一个间隔） 孵育 ３０ ｍｉｎ 后， 恢复至室温，
再测定酶活力。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ＰＰＯ 的最适 ｐＨ 值及 ｐＨ 值稳定性

ＰＰＯ 的最适 ｐＨ 值及 ｐＨ 值稳定性的测定参照蒋经伟等［１４］ 的方法略作修改。 最适 ｐＨ 值的测定方

法为： 在 ４０ ℃下， 于不同 ｐＨ 值的缓冲液中加入终浓度为 １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｌ⁃Ｄｏｐａ， 测定 ＰＰＯ 在不同 ｐＨ
值反应条件下的活力。 ｐＨ 值稳定性的测定方法为： 将纯化的酶液置于 ｐＨ ＝ ３􀆰 ０ ～ ９􀆰 ０ 的一系列缓冲

液中孵育 ３０ ｍｉｎ 后， 取出少量酶液置于 ｐＨ ＝ ６􀆰 ０ 的缓冲液中， 测定其酶活力。

·２０１·
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１􀆰 ２􀆰 ８　 ＰＰＯ 的圆二色谱测定

将纯化的 ＰＰＯ 溶液超滤浓缩， 调整其蛋白质质量浓度至 ０􀆰 ２ ｇ ／ Ｌ， 放入 ０􀆰 ２ ｃｍ 光径长度的比色

皿中进行圆二色谱分析。 设置波长范围为 １９０ ～ ２６０ ｎｍ， 步进值为 １􀆰 ０， 带宽为 １ ｎｍ， 单点扫描时间

为 ０􀆰 ５ ｓ， 温度为 ２０ ℃ ， 对同一样品重复测量 ３ 次。
１􀆰 ２􀆰 ９　 抑制剂对 ＰＰＯ 活性的影响

将酶液置于 ｐＨ ＝ ６􀆰 ０ 的缓冲液中， 加入不同的抑制剂至相应终浓度， 在 ３７ ℃下孵育 ３０ ｍｉｎ。 在

孵育后的体系中加入底物 Ｌ⁃Ｄｏｐａ 至终浓度为 １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， 反应 ３０ ｍｉｎ 后， 测定酶活力。

２　 结果与讨论
２􀆰 １　 ＰＰＯ 的分离纯化

图 １ 为对虾 ＰＰＯ 分离纯化的柱层析图谱。 由图 １ａ 可知， 样品经过 ＤＥＡＥ⁃Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ 阴离子交换柱

后， 去除了大量未吸附杂蛋白质， 而以 Ｌ⁃Ｄｏｐａ 为底物的具有活性的对应组分被吸附。 采用含 ０ ～
０􀆰 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 的 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ （ ｐＨ ＝ ７􀆰 ２） 对上述组分进行线性洗脱， 收集活性组分并加入

（ＮＨ４ ） ２ ＳＯ４固体至终浓度为 １ ｍｏｌ ／ Ｌ， 之后对该溶液进行 Ｐｈｅｎｙｌ⁃Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＨＰ 疏水柱层析。 样品经过

Ｐｈｅｎｙｌ⁃Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ＨＰ 柱层析的结果如图 １ｂ 所示。 经 ０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ （ＮＨ４ ） ２ ＳＯ４缓冲液阶段洗脱， 去除了大

量的未吸附杂蛋白质。 将目的蛋白用浓度为 ０􀆰 ２ ～ ０ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 （ＮＨ４ ） ２ ＳＯ４进行线性洗脱， 收集活性组

分进行 Ｈｉ⁃Ｔｒａｐ Ｃａｐｔｏ⁃Ｑ 强阴离子交换层析。 样品经过 Ｈｉ⁃Ｔｒａｐ Ｃａｐｔｏ⁃Ｑ 层析的结果如图 １ｃ 所示， 目的

蛋白与杂蛋白得到了有效分离， 且酶活力峰与其中一个蛋白质峰重叠， 说明该蛋白质峰为具酶活力的

主要组分。
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图 1 凡纳滨对虾 PPO 的柱层析纯化图

Fig.1 Column chromatographic purification of L.vannamei PPO
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将经过 Ｈｉ⁃Ｔｒａｐ Ｃａｐｔｏ⁃Ｑ 纯化后的组分进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ、 Ｎａｔｉｖｅ⁃ＰＡＧＥ 及多巴活性染色分析， 其结

果如图 ２ 所示， 可见， ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 及 Ｎａｔｉｖｅ⁃ＰＡＧＥ 中均显示单一条带， 表明本研究中的 ＰＰＯ 得到了纯

化， 其分子质量约为 ２１０ ｋｕ。 纯化后的 ＰＰＯ 经活性染色处理后， 对应的条带位置与 Ｎａｔｉｖｅ⁃ＰＡＧＥ 的条

带位置一致， 进一步说明所得到的物质为 ＰＰＯ。 相比于前期对 ＰＰＯ 的研究结果报道， 本文所获得的

ＰＰＯ 分子质量不同于 Ｓｉｍｐｓｏｎ 等［７］从白对虾 （Ｐｅｎａｅｕｓ ｓｅｔｉｆｅｒｕｓ） 分离的 ＰＰＯ （３０ ｋｕ） 和 Ｂｅｎｊａｋｕｌ 等［８］从

日本对虾 （Ｐｅｎａｅｕｓ ｊａｐｏｎｉｃｕｓ） 中获得的 ＰＰＯ （１６０ ｋｕ）， 而与 Ｚａｍｏｒａｎｏ 等［９］从长额拟对虾 （Ｐａｒａｐｅｎａｅｕｓ
ｌｏｎｇｉｒｏｓｔｅｉｓ） 中分离的 ＰＰＯ （２００ ｋｕ） 相似。

ku
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a) SDS鄄PAGE b) Native鄄PAGE c) L鄄Dopa 活性染色

L鄄Dopa activity staining
说明：M—蛋白质标记物；泳道 1—纯化后的凡纳滨对虾 PPO
Notes：M—protein marker;lane 1—purified PPO of L.vannamei

图 2 对虾 PPO 的电泳分析

Fig.2 Electrophoresis analysis of PPO

为了获得 ＰＰＯ 的一级结构信息， 对纯化 ＰＰＯ 进行质谱分析。 选择一级质谱结果中信噪比大于 ５０
的肽段进行 ＭＳ ／ ＭＳ 分析， 二级质谱结果如图 ３ 所示， 共得到 １４ 个肽段， 含有 １８７ 个氨基酸残基 （见
表 １）。 将 ＭＳ ／ ＭＳ 分析结果与 ＮＣＢＩ 数据库中的蛋白质序列进行比对发现， 与凡纳滨对虾

（Ｌ􀆰 ｖａｎｎａｍｅｉ） 的酚氧化酶原（ｇｉ ｜１４７７２４１６０）的序列相似性为 １００％ （见图 ４）， 进一步证明纯化的酶

为酚氧化酶。 但是， 酚氧化酶原全长仅为 ６９０ 个氨基酸残基 （见图 ４）， 推测分子质量为 ７８􀆰 ５ ｋｕ， 远

低于 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 所显示的 ２１０ ｋｕ （图 ２）。 分析原因， 可能是由于 ＰＰＯ 易生成难于被 ＳＤＳ 化解离的多

聚体而导致的。 Ｚａｍｏｒａｎｏ 等［９］利用活性染色法对长额拟对虾 ＰＰＯ 的研究发现了分子质量为 ５００ ｋｕ 的

条带， 表明 ＰＰＯ 易形成多聚体。 在本文中， 仅图 ２ａ 的样品经非还原的 ＳＤＳ 化， 而图 ２ｂ、 图 ２ｃ 的样

品均未经加热处理， ＰＰＯ 仍可能以多聚体的形式存在， 详细原因有待进一步分析。

图 3 凡纳滨对虾 PPO 的二级肽指纹图谱

Fig.3 MS/MS analysis of purified L.vannamei PPO
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表 １　 二级质谱所获得的肽段序列

Ｔａｂ． １　 Ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰＰＯ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ＭＳ ／ ＭＳ

起始位点 － 终止位点
Ｓｔａｒｔ⁃ｅｎｄ

理论分子质量
Ｃａｌｃ． ｍａｓｓ ／ ｕ

检测分子质量
Ｏｂｓｒｖ． ｍａｓｓ ／ ｕ

分子量差值
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ／ ｕ

肽段序列
Ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

１５３ － １６８ １ ９１０． ０５２ ７ １ ９０９． ９３９ ２ － ０． １１３５ ＬＩＰＱＥＱＬＭＫＡＱＬＥＶＮＲ
２２７ － ２４１ １ ８８４． ９２４ ８ １ ８８４． ９２９ ２ ０． ００４４ ＫＧＥＬＦＦＹＭＨＱＱＭＶＡＲ
２６２ － ２７１ １ １３６． ５６２ ３ １ １３６． ５７１ ３ ０． ００９０ ＡＰＩＥＤＧＹＦＰＫ
２８０ － ２９５ １ ９４０． ８９２ ０ １ ９４０． ９３４ ２ ０． ０４２２ ＡＷＧＳＲＱＤＤＴＶＭＱＤＦＬＲ
３１５ － ３２７ １ ５６２． ７７８ ４ １ ５６２． ７８３ ３ ０． ００４９ ＬＦＤＡＩＨＱＧＦＭＩＤＲ
３８８ － ４０１ １ ５２８． ６４４ ０ １ ５２８． ６３９ ５ － ０． ００４５ ＥＥＭＡＶＭＧＤＴＳＴＡＭＲ
４１１ － ４２０ １ ２９１． ５８４ １ １ ２９１． ５９１ ７ ０． ００７６ ＦＶＤＤＴＦＱＥＹＫ
４２１ － ４３７ １ ９７６． ０２７ ０ １ ９７６． ０２１ ０ － ０． ００６０ ＬＭＱＲＰＹＴＥＱＤＬＮＬＡＧＶＫ
４２６ － ４５９ １ ６２６． ７６２ ０ １ ６２６． ７７１ ６ ０． ００９６ ＮＮＥＡＤＶＬＨＴＧＷＮＴＲ
４６６ － ４７７ １ ３６０． ７１５ ５ １ ３６０． ７２１ ７ ０． ００６２ ＧＬＤＦＮＧＲＰＶＭＶＲ
５１６ － ５２５ １ ２４２． ５２４ ２ １ ２４２． ５３５ ３ ０． ０１１１ ＧＱＥＭＳＦＭＥＱＲ
５３４ － ５４７ １ ５４０． ８５９ ５ １ ５４０． ８６３ ８ ０． ００４３ ＦＴＶＳＬＫＰＧＳＮＨＶＶＲ
５５１ － ５６３ １ ４８２． ７０７ ２ １ ４８２． ７０８ ５ ０． ００１３ ＤＳＳＩＴＮＡＥＥＬＴＦＲ
６３９ － ６５１ １ ５９８． ７４２ １ １ ５９８． ７８５ ２ ０． ０４３１ ＹＰＤＴＲＰＭＧＦＰＦＤＲ

图 4 纯化的 PPO 与凡纳滨对虾的酚氧化酶原(gi|147724160)的序列比对结果（相符片段已加粗标注）

Fig.4 Comparison of purified PPO and prophenol oxidase (gi|147724160) of L. vannamei
(Identical amino acid residues were shown in dark)
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２􀆰 ２　 凡纳滨对虾 ＰＰＯ 的性质分析

２􀆰 ２􀆰 １　 ＰＰＯ 的最适温度和热稳定性

由图 ５ａ 可见， ＰＰＯ 的最适温度为 ４０ ℃ 。 对 ＰＰＯ 热稳定性的测量结果如图 ５ｂ 所示， 由图 ５ｂ 可

见， 在 ０ ～ ４０ ℃下， 酶活力基本保持不变， 当温度高于 ４０ ℃时， 酶活力呈现明显的下降趋势， 并于

８０ ℃ 时消失。 ＰＰＯ 的最适温度为 ４０ ℃ ， 与挪威海龙虾 （Ｎｅｐｈｒｏｐｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ） ［６］ 、 中国对虾

（Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎｏｕｓ ｃｈｉｎｅｓｉｓ） ［１５］ 、 日本对虾的 ＰＰＯ 最适温度一致［１７］ ， 高于长额拟对虾 （Ｐａｒａｐｅｎａｅｕｓ
ｌｏｎｇｉｒｏｓｔｅｉｓ） ［１０］ ＰＰＯ 的最适温度 （３０ ℃ ）。 在热稳定性方面， ＰＰＯ 在 ０ ～ ５０ ℃下保持相对稳定， 当温

度高于 ５０ ℃时， 酶活力迅速下降。
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图 5 温度对 PPO 活性的影响

Fig.5 Effects of temperature on PPO activity
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２􀆰 ２􀆰 ２　 ＰＰＯ 的最适 ｐＨ 值和 ｐＨ 值稳定性

由图 ６ａ 可知， ＰＰＯ 的最适 ｐＨ 值为 ６􀆰 ０， 随着体系中 ｐＨ 值的下降或升高， 其酶活力均呈下降趋

势。 当 ｐＨ ＞ ８􀆰 ０ 或 ｐＨ ＜ ６􀆰 ０ 时， 酶活力下降十分明显。
体系中的 ｐＨ 值对 ＰＰＯ 稳定性的影响结果如图 ６ｂ 所示。 在 ｐＨ ＝ ５􀆰 ０ ～ ８􀆰 ０ 较为稳定， 相对活性保

持在 ７０％ 以上。 当 ｐＨ ＜ ５􀆰 ０ 或 ｐＨ ＞ ８􀆰 ０ 时， 酶活力开始下降。
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图 6 pH 值对 PPO 活性的影响

Fig.6 Effects of pH on PPO activity

a) 最适 pH 值 Optimum pH b) pH 稳定性 pH stability
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２􀆰 ２􀆰 ３　 ＰＰＯ 的圆二色谱分析

圆二色谱扫描结果如图 ７ 所示。 通过软件分析 １８０ ～ ２６０ ｎｍ 部分的数据， ＰＰＯ 的主要二级结构为

反平行 β 折叠和无规则卷曲。 其中， 反平行 β 折叠占 ３３􀆰 ６％ ， 无规则卷曲占 ２８􀆰 ２％ ， β 转角占

１９􀆰 ６％ ， α 螺旋占 １３􀆰 ６％ ， 平行结构占 ４􀆰 ６％ 。 蛋白质分子中， α 螺旋结构、 β 折叠作为维持蛋白质

结构稳定性的重要组成部分， 其在蛋白质结构中所占比例在很大程度上影响该蛋白质的稳定性。 凡纳

滨对虾 ＰＰＯ 中 α 螺旋和 β 折叠结构占比为 ４７􀆰 ２％ ， 比其他能够保持较好稳定性的蛋白质如原肌球蛋

白［１６］低， 因此， 对应了其对温度、 ｐＨ 值较为敏感的表现。

·６０１·
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图 7 凡纳滨对虾 PPO 的圆二色谱图

Fig.7 CD spectra of PPO
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２􀆰 ２􀆰 ４　 抗坏血酸对 ＰＰＯ 的抑制作用

不同浓度的抗坏血酸对 ＰＰＯ 活性的抑制作用结果如图

８ 所示。 由图 ８ａ 可以看出， 随着体系中抗坏血酸浓度的逐

渐上升， ＰＰＯ 活力逐渐下降， 当抗坏血酸浓度达到

６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ时， ＰＰＯ 的活力几乎完全丧失。 同样结果也可从

图 ８ｂ 的活性染色中得到， 当蛋白质条带经不同浓度的抗坏

血酸孵育后， 随着浓度的上升， 活性染色显示出的条带颜色

也在逐渐消退。 当抗坏血酸浓度达到１５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时， 该条带

基本消失， 进一步说明抗坏血酸对 ＰＰＯ 的活性具有抑制效果。
２􀆰 ２􀆰 ５　 茶多酚对 ＰＰＯ 的抑制作用

不同浓度的茶多酚对 ＰＰＯ 活性的抑制作用结果见

图 ９。由图 ９ａ 可知， 随着茶多酚浓度的逐渐上升， ＰＰＯ
的活力逐渐下降， 当茶多酚浓度达到 １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，
ＰＰＯ 的活力基本丧失。 图 ９ｂ 的活性染色也反映了同样的结果， 当茶多酚浓度达到 １６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时， 相

对酶活力下降至 ２０％ ， 说明茶多酚对 ＰＰＯ 的活性具有良好的抑制效果。
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图 8 抗坏血酸对 PPO 活性的影响

Fig.8 Effects of ascorbic acid on PPO activity
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说明：1 为对照；2~7 分别为 c（抗坏
血酸）=3，5，7，9，12，15 mmol/L
Notes：1 indicated control；2~7 indicated
c(ascorbic acid)=3，5，7，9，12，15 mmol/L

说明：1 为对照；2~8 分别为 c（茶多酚）
=2，4，8，12，15，18，20 mmol/L

Notes：1 indicated control；2~8 indicated c(tea
polyphenol)=2，4，8，12，15，18，20 mmol/L
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图 9 茶多酚对 PPO 活性的影响

Fig.9 Effects of tea polyphenols on PPO activity
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b) PPO 活性染色 PPO activity staining
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２􀆰 ２􀆰 ６　 ＴＢＨＱ 对 ＰＰＯ 的抑制作用

由图 １０ａ 可知， 随着 ＴＢＨＱ 浓度的上升， ＰＰＯ 的相对活力逐渐下降。 从图 １０ｂ 的电泳分析结果也

可以看出， 随着溶液中 ＴＢＨＱ 浓度的上升， 对应条带逐渐变淡， 当 ＴＢＨＱ 浓度达到 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时， 该

条带基本消失。 进一步说明 ＴＢＨＱ 浓度与 ＰＰＯ 抑制效果之间的正相关性。
阻止或延缓对虾在冷藏过程中黑变的发生是提升其商品价值的重要手段。 实际生产中， 低温并添

加可抑制黑变的食品添加剂是主要做法。 因此， 本研究选择抗坏血酸、 茶多酚和 ＴＢＨＱ 等 ３ 种常见并

符合国家要求的食品添加剂对 ＰＰＯ 的活力影响进行研究。 结果表明， ＰＰＯ 对抗坏血酸的浓度较为敏

感， ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的抗坏血酸对 ＰＰＯ 的活性抑制率高达 ９１􀆰 ７％ ， 这与樊廷俊等［１５］ 的研究结果基本一致。
茶多酚对该酶的活性具有一定的抑制作用， １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的茶多酚对 ＰＰＯ 的活性抑制率高达 ９４􀆰 ０％ 。
Ｎｉｒｍａｌ 等［１２，１７］的研究表明， 当儿茶酚作为 ＰＰＯ 的抑制剂时， 其反映出的混合型抑制性质表明， 其对

ＰＰＯ 及其底物复合物均有着较强的结合作用。 ＴＢＨＱ 对 ＰＰＯ 的活性亦产生一定的抑制作用， 当 ＴＢＨＱ
的浓度达到 １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时， 其对 ＰＰＯ 的抑制率达 ７７％ 。 但 ＴＢＨＱ 是脂溶性物质， 几乎不溶于水， 影

响了其在对虾保鲜中的实际使用。 最近， Ｓｕｎ 等［１８］ 报道了利用酸性电解水抑制对虾黑变， 其原理是

酸性电解水以混合型抑制方式抑制了 ＰＰＯ 的活性， 并使 ＰＰＯ 蛋白质结构中 α 螺旋比例下降而无规则

卷曲比例增加， 从而达到破坏 ＰＰＯ 构象的效果。
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图 10 TBHQ 对 PPO 活性的影响

Fig.10 Effects of TBHQ on PPO activity
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说明：1 为对照；2~7 分别为 c（TBHQ）=3，9，12，
15，18，20，25 mmol/L
Notes：1 indicated c ontrol；2 ~7 indicated c (TBHQ) =3，
9，12，15，15，18，20，25 mmol/L

b) PPO 活性染色 PPO activity staining

３　 结论
利用现代分离技术从凡纳滨对虾中分离获得高纯度 ＰＰＯ。 ＰＰＯ 的分子质量为 ２１０ ｋｕ， 可能以多聚

体的形式存在， 其最适温度和最适 ｐＨ 值分别为 ４０ ℃和 ６􀆰 ０。 该酶的二级结构以反平行 β 折叠和无规

则卷曲为主， 占 ６１􀆰 ８％ 。 食品添加剂抗坏血酸、 茶多酚等对其活性有良好的抑制效果。
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