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　 　 摘要:　 虾等甲壳类水产品在贮运过程中容易发生黑变ꎬ影响了其感官特性和经济价值ꎮ 虾等甲壳类水产品

的黑变现象通常与其体内多酚氧化酶(ＰＰＯ)的作用有关ꎬ在 ＰＰＯ 催化下ꎬ虾体内的酪氨酸被氧化为醌ꎬ进而发生

聚合沉积ꎮ 本文对国内外虾黑变的形成机制及抑制虾黑变方法的相关研究进展进行了综述ꎬ以期为虾贮藏保鲜技

术的研发与改进提供参考ꎮ
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　 　 全球甲壳类水产品产业一直具有很高的市场价

值ꎮ 甲壳类水产品虾中富含的虾青素具有抗氧化、
抑制炎症及调节免疫活性等多种生物功能ꎮ 由于虾

自身存在大量水分、蛋白质及游离氨基酸等ꎬ为加快

自溶、酶促褐变、脂质氧化等反应及微生物繁殖提供

了有利条件[１]ꎮ 甲壳类动物在处理加工、储藏运输

及销售过程中产生的黑变现象ꎬ对其感官特性和消

费者的可接受性造成了不利影响ꎬ是甲壳类动物货

架期缩短的主要因素ꎬ大大降低了甲壳类动物的品

质和市场价值ꎮ 因此ꎬ如何抑制黑变是甲壳类水产

品虾捕捞后贮藏和后续加工工业在发展中的关键

点[２]ꎮ 随着消费者对生活质量要求的提高ꎬ人们对

食品质量安全的要求更加严格ꎬ开发天然安全的虾

类抑黑变保鲜剂遇到瓶颈的主要原因是目前关于对

虾类黑变的发生机制尚不清晰ꎮ 本文对近年来有关

虾类黑变发生机制和多酚氧化酶(ＰＰＯ)特性的研

究结果进行综述ꎬ以期为抑制虾类黑变及促进虾类
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贮藏保鲜技术的发展提供参考ꎮ

１　 虾黑变的产生过程

在贮藏过程中ꎬ虾体表会出现黑斑ꎬ即“黑变现

象”ꎬ该过程起始于虾的头胸部和腹部外骨骼ꎬ而后

持续扩散到虾的尾部区域ꎬ黑变主要出现在虾关节

处表层部分与腹部游泳肢连接的体节表层区域[３￣４]ꎮ
该黑变的出现与一种称为“黑色素”的复杂物质沉

积有关ꎮ 黑色素是生物体内普遍存在的一种重要色

素ꎬ是酚或吲哚化合物通过氧化聚合产生的带负电

荷、相对分子质量较高的疏水性大分子物质ꎬ具有对

紫外线照射和高温稳定、易被氧化剂漂白的特性ꎬ不
溶于水、甲醇、乙醇等[５]ꎮ 常见的黑色素可分为两

大类:呈深棕色或黑色、不含硫的真黑色素ꎬ呈黄色

或微红棕色、含硫的脱黑色素[５]ꎮ 在生物体中ꎬ黑
色素能够促进无脊椎动物的角质层硬化、血块形成ꎬ
并能维持肠道稳态[６]ꎬ从而影响无脊椎动物的非特

异性免疫ꎮ
目前ꎬ国内外研究者已经基本了解虾黑变发生

的生物化学过程ꎬ与其相关的酶促褐变反应主要是

在有氧条件下由多酚氧化酶催化生物体中的酪氨酸

氧化成 Ｌ￣３ꎬ４￣二羟基苯丙氨酸( Ｌ￣ＤＯＰＡ)ꎬ而后 Ｌ￣
ＤＯＰＡ 转变成醌类物质[７]ꎬ并进一步氧化成深棕色

的黑色素或者参与蛋白质官能团的聚合反应ꎬ形成

交联聚合物ꎬ最终呈现为深色的黑色素[８]ꎬ详见图

１[５]ꎮ 该反应是在酶促褐变和自发的非酶促反应共

同作用下进行的ꎬ其中参与酶促反应的多酚氧化酶

是形成黑色素的限速酶[８]ꎮ

图 １　 形成黑色素的生物化学反应过程
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２　 多酚氧化酶

多酚氧化酶是一种广泛分布于自然界的含铜氧

化还原酶ꎬ大部分分布在虾血液、头胸部和关节处

等ꎮ 多酚氧化酶是海洋无脊椎动物免疫应答系统的

重要组成部分ꎬ参与免疫防御和伤口愈合ꎬ并能促进

外骨骼硬化[９]ꎬ在虾非特异性免疫系统中具有相当

重要的作用ꎬ是其抵御外来病原感染的首要防线ꎮ
２.１　 多酚氧化酶的分类

多酚氧化酶又称酚氧化酶ꎬ其活性中心由 ２ 个

铜离子组成并呈现为正四棱锥状ꎬ通过与氧分子和

底物相连的方式产生生物化学反应[１０]ꎮ 广义上的

ＰＰＯ 常根据催化底物的不同分成以下 ３ 类:单酚氧

化酶[酪氨酸酶(Ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ)ꎬ 国际酶学委员会编

号:ＥＣ.１.１４.１８.１]、双酚氧化酶[儿茶酚氧化酶(Ｃａｔ￣
ｅｃｈｏｌ ｏｘｉｄｓｅ)ꎬ 国际酶学委员会编号:ＥＣ.１.１０.３.２]
和漆酶(Ｌａｃｃａｓｅꎬ 国际酶学委员会编号:ＥＣ.１.１０.３.
１)ꎮ 通常意义上的多酚氧化酶兼具单酚酶和双酚

酶活性[１１]ꎬ而漆酶具有 ３ 个铜氧化酶结构域ꎬ可以

催化邻二酚类底物和对二酚类底物ꎬ但不能催化单

酚类底物[１２]ꎮ
２.２　 多酚氧化酶的酶原激活系统

在新鲜的活虾体内ꎬ多酚氧化酶的活性中心为

Ｃｕ＋与 Ｃｕ２＋ꎬ二者在平衡状态下表现为没有活性的酚

氧化酶原(ｐｒｏＰＰＯ)形式ꎬ可以避免酪氨酸和酪氨酸

残基的氧化[１０]ꎮ 酶原大多分布于血细胞与大颗粒细

胞中[１３]ꎬ与模式识别蛋白(ＰＲＰ)、丝氨酸蛋白酶(ＳＰ)
等一同构成复杂的级联反应系统ꎮ 目前ꎬ该级联反应

系统的激活机制尚不明确[１４]ꎬ推测是多酚氧化酶原

激活系统 ( ｐｒｏＰＰＯ￣ＡＳ) 在血淋巴的小颗粒细胞

(ＳＧＣ)、颗粒细胞(ＧＣ)中合成、储存和释放ꎮ 一些外

源多糖ꎬ如肽聚糖、脂多糖等微生物细胞壁的成分可

以与分子识别蛋白结合[４]ꎬ通过一系列级联反应将无

活性的 ｐｒｏＰＰＯ 转化为有活性的 ＰＰＯꎬ详见图 ２[１３]ꎮ
有研究发现ꎬ在虾死后的贮藏过程中ꎬ多酚氧化酶活

性的变化可能与丝氨酸蛋白酶的迁移相关[１５]ꎮ 另有

研究发现ꎬ某些微生物可能会激活对虾死后的酚氧化

酶原[１６]ꎬ但具体机制尚不明确ꎮ
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图 ２　 多酚氧化酶的酶原激活系统
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２.３　 血蓝蛋白的多酚氧化酶活性

在甲壳类动物中ꎬ多酚氧化酶不是唯一表现出酚

氧化酶活性的蛋白质ꎬ血蓝蛋白(ＨｅｍｏｃｙａｎｉｎꎬＨｃ)也
具有一定的活性[１７]ꎮ 血蓝蛋白作为含铜呼吸蛋白ꎬ
主要存在于部分软体动物和节肢动物的血淋巴、血浆

中ꎬ主要参与氧转运过程ꎬ兼具多功能免疫效应[１８]ꎮ
近年来的研究发现ꎬＨｃ 与 ＰＰＯ 同属于 ３ 型铜蛋白ꎬ
具有相似的活性位点[１８]ꎬ并且二者在物理化学性质、
氨基酸序列、蛋白质空间结构等方面非常相似[１９](图
３)ꎬ因此推测 Ｈｃ 也具有酚氧化酶活性[１７]ꎮ 此外ꎬ有
研究发现ꎬ血蓝蛋白通过蛋白质分解、空间构象改变

而暴露酶活性位点ꎬ产生 ＰＰＯ 活性[２０]ꎮ

３　 虾黑变的抑制方法

３.１　 化学方法

３.１.１　 多酚氧化酶抑制剂的抑制类型 　 多酚氧化

酶抑制剂主要来源于天然植物及化学合成ꎮ 根据其

抑制机制分为可逆抑制与不可逆抑制ꎬ其中可逆抑

制又可以细分为竞争性抑制、非竞争性抑制、混合型

抑制和缓慢结合型抑制ꎬ具体见表 １[２１]ꎮ
３.１.２　 化学合成抑制剂　 二氧化硫类似物是一种方

便有效、成本低廉的抑制剂ꎬ但是其残留的 ＳＯ２对人

体的呼吸和消化系统具有一定危害ꎮ 联合国粮食及

农业组织和世界卫生组织都严格规定ꎬ虾肉中 ＳＯ２残

留量不得超过 ０􀆰 １ ｍｇ / ｇ[２２]ꎮ 由于二氧化硫类似物的

使用受到了限制ꎬ近年来研究者致力于寻找更加可靠

安全的防黑变剂ꎮ 目前研究的二氧化硫类似物的替

代品主要有单酚基化合物、巯基化合物等ꎮ

表 １　 多酚氧化酶抑制剂的 ４ 种抑制机制[２１]

Ｔａｂｌｅ １　 Ｆｏｕｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ ｏｘｉｄａｓｅ ｉｎｈｉｂｉ￣
ｔｏｒｓ

类型　 　 主要机制

竞争性 底物类似物通过与酶的活性中心双核 Ｃｕ２＋结合来
抑制酶活性

非竞争性 抑制剂通过与酶活性中心以外的氨基酸残基结合
形成 Ｓｃｈｉｆｆ 碱或通过清除过氧自由基(ＲＯＯ􀅰)来
抑制酶活性

混合型 抑制剂对酶活性中心双核 Ｃｕ２＋间的内源桥基产生
影响

缓慢结合型 抑制剂与酶快速形成复合物ꎬ 此后经历一个缓慢、
可逆的异构化过程

　 　 ４￣己基间苯二酚(４￣ｈｅｘｙｌｒｅｓｏｒｃｉｎｏｌꎬ４￣ＨＲ)属于

竞争性抑制剂ꎬ可与多酚氧化酶双铜活性中心结合

而生成一种高稳定性的络合物ꎬ该产物通过消耗

ＰＰＯ 来减少酶与底物的接触ꎬ在较大程度上抑制黑

变[２２]ꎮ 目前ꎬ４￣己基间苯二酚类抑制剂在中国的使

用较普遍ꎬ根据 ＧＢ ２７６０－２０１４«食品安全国家标准

　 食品添加剂使用标准» [２３] 的规定ꎬ４￣己基间苯二

酚类抑制剂在虾中的最大用量为 １ ｍｇ / ｋｇꎮ 有学者

认为ꎬ４￣ＨＲ 虽然兼具抑菌和抑黑变能力ꎬ但在低浓

度下的抑菌能力不强ꎬ主要表现为抑制黑变作

用[２４]ꎮ
抗坏血酸(Ｌ￣ａｓｃｏｒｂｉｃ ａｃｉｄꎬＡｓＡ)通过与 ＰＰＯ 活

力中心络合ꎬ直接抑制 ＰＰＯ 活性及还原中间产物醛

类产生[２２]ꎬ属于竞争性抑制剂ꎬ但是抗坏血酸对黑

变现象的抑制效果有限ꎬ并且抗坏血酸自身的氧化

也会产生黄褐色的色素ꎬ从而影响虾的色泽ꎮ 曲酸

(Ｋｏｊｉｃ ａｃｉｄꎬＫＡ)可作为一种竞争性抑黑变剂ꎮ 研

究发现ꎬ曲酸可与 ＰＰＯ 结合并改变酶蛋白的空间结

构ꎬ从而降低酶活性[２５]ꎮ 在高浓度下ꎬ曲酸表现出

更高的 ＰＰＯ 抑制能力[３]ꎬ但同时也表现出一定的细

胞毒性ꎬ能杀死游离活细胞[２６]ꎮ
在其他化学防黑变剂中ꎬ熊果苷对中华管鞭虾

的黑变也具有竞争性抑制作用[２２]ꎬ但是其抑制效应

弱于 Ｏ￣羟基苯甲醛、ｍ￣羟基苯甲醛[２７]ꎮ 刘蒙娜

等[２８]通过筛选发现ꎬＬ￣胱氨酸、还原性谷胱甘肽和

Ｎ￣乙酰￣Ｌ￣半胱氨酸具有较好的抑制黑变效果ꎬ此外

有研究发现ꎬ氯化钠也具有极好的抑制效果[２９]ꎮ
３.１.３　 天然抑制剂　 近年来ꎬ随着人们对食品安全

问题关注度的提升ꎬ生物来源的天然抑制剂逐渐受

到人们青睐ꎮ 动植物提取液中存在的天然多酚氧化
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ａ:血蓝蛋白氨基酸序列ꎻｂ:多酚氧化酶氨基酸序列ꎬ来源于美国国立生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)网站(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ)ꎻｃ:血蓝

蛋白空间结构拟合ꎻｄ:多酚氧化酶空间结构拟合(ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ)ꎮ Ｇ:甘氨酸ꎻＡ:丙氨酸ꎻＶ:缬氨酸ꎻＬ:亮氨酸ꎻＩ:异亮氨酸ꎻＦ:苯丙氨酸ꎻ
Ｗ:色氨酸ꎻＹ:酪氨酸ꎻＤ:天冬氨酸ꎻＮ:天冬酰胺ꎻＥ:谷氨酸ꎻＫ:赖氨酸ꎻＱ:谷氨酰胺ꎻＭ:甲硫氨酸ꎻＳ:丝氨酸ꎻＴ:苏氨酸ꎻＣ:半胱氨酸ꎻＰ:脯
氨酸ꎻＨ:组氨酸ꎻＲ:精氨酸ꎮ
图 ３　 南美白对虾血蓝蛋白和多酚氧化酶的氨基酸序列和拟合空间结构比较

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｆｉｔｔｉｎｇ ｓｐａｃｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｅｍｏｃｙａｎｉｎ ａｎｄ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ ｏｘｉｄａｓｅ ｉｎ Ｐｅｎａｅｕｓ ｖａｎｎａｍｅｉ

酶抑制剂ꎬ具有抗氧化、抗菌活性ꎬ如云树叶提取物、
菲律宾蛤仔水提液、腰果叶提取物等ꎬ均可以作为天

然抑制剂来有效地控制虾黑变ꎬ延长其货架期ꎮ 部

分天然防黑变保鲜剂的用量与作用机制见表 ２ꎮ
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表 ２　 部分天然防黑变保鲜剂的用量与作用机制

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｏｓａｇｅｓ ａｎｄ ａｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｓｏｍｅ ｎａｔｕｒａｌ ａｎｔｉ￣ｍｅｌａｎｏｓｉｓ ｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｖｅｓ

防黑变保鲜剂　 　 　 　 　 用量(％ꎬ质量体积比) 作用机制 参考文献

蘑菇提取物水溶液 １.０００ 减少酚氧化酶原(ｐｒｏＰＰＯ)的表达量、抗氧化 [３０]

云树叶提取物(ＣＬＥ)水溶液 １.０００ 铜螯合活性 [３１]

表没食子儿茶素没食子酸酯(ＥＧＣＧ)水溶液 ０.５００ 或 ０.７５０ 混合型抑制 [３２]

腰果叶提取物水溶液 １.０００ 抗氧化、抗微生物活性 [３３]

金雀异黄素水溶液 ０.１００ 抑菌、螯合金属离子 [３４]

鱼腥草提取物水溶液 ０.０２５ 抗氧化 [３５]

褐藻多酚水溶液 ５.０００ 抗氧化、抗菌 [３６]

　 　 茶叶中存在多种生物活性成分ꎬ具有一定的抗

氧化活性ꎬ可在一定程度上抑制微生物生长ꎬ如槲皮

素、茶多酚、儿茶素(Ｃ)、表儿茶素(ＥＣ)等ꎮ 其中ꎬ
２％茶多酚具有良好的抑菌性和 ＰＰＯ 抑制性[３７]ꎮ
ＥＧＣＧ 在几种儿茶素中具有最高的 ＰＰＯ 抑制活

性[３２]ꎬ常辅以超声波使用[３８]ꎮ 槲皮素作为竞争性

抑黑变剂ꎬ其具有的儿茶酚结构与酶活性位点螯合ꎬ
使酶构象发生变化[３９]ꎬ能够部分代替 ４￣ＨＲ 防黑

变[４０]ꎮ 此外ꎬ同样具有儿茶酚基团的黄酮类化合物

木犀草素也具有一定的抑黑变效果[４１]ꎮ
壳聚糖是一种近年来在食品保鲜行业中具有较

高使用价值的高分子聚合物ꎮ 一般认为ꎬ当壳聚糖

含量≥２％时ꎬ能够起到较好的抑黑变效果[４２]ꎮ 但

也有研究发现ꎬ在较低含量下ꎬ壳聚糖同样能够起到

一定效果[３７]ꎬ这可能与壳聚糖的结构、来源与环境

因素等有关ꎮ 有研究发现ꎬ壳聚糖与亚硫酸盐制剂

的组分之间存在协同作用[４３]ꎬ壳聚糖具备较好的成

膜性ꎬ与其他抑制剂(如香芹酚、石榴皮提取物、绿
茶提取物等)联用时ꎬ能够更好地抑制 ＰＰＯ 活性ꎮ
３.２　 物理方法

目前ꎬ物理方法已经在国内外食品保鲜行业中

得到了广泛应用ꎬ主要通过降低氧气浓度、低温储藏

运输结合臭氧、紫外抑菌抑黑变等方式延长食品的

货架期ꎮ 在低温条件下ꎬ虾体内的酶活性降低ꎬ微生

物生长缓慢ꎬ能够有效地延缓虾品质的下降速度ꎮ
真空包装结合低温常用于市售虾仁的贮藏ꎬ通过低

温无氧条件降低酶活性ꎬ进而抑制虾体内的酶促褐

变反应速度[４]ꎮ 此外ꎬ真空包装也常与壳聚糖涂膜

及臭氧杀菌等方法共同使用ꎮ 高密度二氧化碳

(Ｄｅｎｓｅ ｐｈａｓｅ ｃａｒｂｏｎ ｄｉｏｘｉｄｅꎬＤＰＣＤ)是一种具有较

好杀菌效果的非热杀菌技术ꎬ目前常应用于食品杀

菌、钝酶等过程ꎬ能最大限度地保留食品的原有品

质ꎮ 研究发现ꎬＤＰＣＤ 能有效延长凡纳滨对虾的冷

藏货架期[４４]ꎮ 此外ꎬ超临界 ＣＯ２处理可以更好地维

持其感官特性[４５]ꎮ 另外ꎬ超高压处理 ( Ｕｌｔｒａ￣ｈｉｇｈ
ｐｒｅｓｓｕｒｅꎬＵＨＰ)可在一定条件下抑制虾的褐变ꎬ有研

究发现ꎬＵＨＰ 处理能够钝化酶活性ꎬ降低褐变程

度[４６]ꎬ若要使虾中的 ＰＰＯ 完全失活ꎬ则应结合其他

技术ꎮ
３.３　 其他方法

酸性电解水是一种环保的新型杀菌保鲜剂ꎬ由
于其具有良好的抑菌性ꎬ目前作为一种混合性抑菌

剂已经被用于海产品保鲜方面ꎮ Ｓｕｎ 等[４７] 研究发

现ꎬ酸性电解水能够显著延缓南美白对虾外观黑变ꎬ
从而保持其储藏过程 ｐＨ 值的稳定性ꎬ具有良好的

杀菌效果和抑制黑变效果ꎮ

４　 展 望

近年来ꎬ国内关于虾黑变过程及防黑变保鲜技

术的研究已经取得长足进展ꎬ然而目前对黑变机制

的认识仍然不足ꎮ 一方面ꎬＰＰＯ 作为活体虾等甲壳

类动物免疫系统中的关键一环ꎬ在其死后贮藏过程

中如何受微生物影响而被激活的机制尚待进一步研

究ꎮ 近年来ꎬ随着生物信息学方法的发展ꎬ借助多组

学技术ꎬ相关研究有望实现突破ꎮ 另一方面ꎬ新型保

鲜剂种类繁多ꎬ但是筛选有效的新型保鲜剂耗时耗

力ꎬ而借助分子动力学模拟软件可为保鲜剂抑制效

果、抑制类型的研究提供帮助ꎮ 此外ꎬ将多种保鲜剂

和保鲜方法联合使用ꎬ通过优化组合ꎬ更好地利用其

协同效应或将成为研究热点ꎮ 未来随着多酚氧化酶
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作用机制研究的进一步深入ꎬ将促进虾防黑变保鲜

及其相关产业的发展ꎮ
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