
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2014, Vol.30, No.2 

100 

 

冷藏南美白对虾丝氨酸蛋白酶活力与 

黑变相关性研究 
 

徐德峰 1，李彩虹 2，孙力军 1，王雅玲 1，叶日英 1，刘唤明 1，张永平 1，励建荣 3 

（1.广东省水产品加工与安全重点实验室，广东海洋大学食品科技学院，广东湛江 524088）（2.广东医学院生物

化学与分子生物学教研室，广东东莞 523808）（3.渤海大学食品安全重点实验室，辽宁锦州 121013） 

摘要：为探明冷藏对虾黑变规律，研究了南美白对虾在为期 10 d的冷藏过程中黑变与丝氨酸蛋白酶（serine protease，SP）的活

性变化及其相关性。结果表明，南美白对虾感官黑变呈现出先慢后快的特征，前 2 d基本无变化，第 3 d时变化开始加快，第 5 d 变

化最为显著，第 6 至第 10 d 黑变速率差异不显著，第 4 d是黑变防控的关键期。进一步定量分析表明对虾不同部位的黑变速率存在显

著差异，冷藏至第 4 d 时头部、腹部和尾部间的明度 L 值差异开始明显，第 5 d时三者之间达到显著性差异（P<0.05）；统计分析表明

对虾冷藏过程中不同部位 SP 活力与黑变存在显著相关性，头部组织对对 SP 活力变化最为敏感，其斜率 k 为 0.0312，明显大于尾部

的 0.0271和腹部的 0.0128，是黑变调控的关键部位。本研究证明在冷藏南美白对虾体内也存在酚氧化酶激活系统，SP 活力水平同样

对酚氧化酶原的激活水平起重要调控作用，其规律和机制有待深入研究。 
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Abstract: To ascertain the melanosis rule of shrimp during cold storage, the melanosis, serine protease activity and their correlation in 

Litopenaeus vannamei during 10-day cold storage were investigated. The results showed that the melanosis speed of the shrimp was slow at first 

and then accelerated, which had no obvious change in appearance until the third day and the most distinct melanosis process was found at the 

fifth day. This indicated that the fourth day was the key term for melanosis inhibition. Quantitative analysis revealed that there was significant 

difference in melanosis score among different parts of Litopenaeus vannamei, in which the difference of brightness value L between 

cephalosome, abdomen and stern became evident at the fourth day and was significant at the fifth day (P<0.05). The correlations of melanosis 

and serine activity between the three parts were statistically analyzed and appeared that cephalosome was the crucial part for melanosis 

inhibition due to its most sensitive property to serine protease activity, with slop of k between brightness and serine protease activity of 0.0312, 

which was larger than that of abdomen (0.0271) and stern (0.0128). This study demonstrated that the prophenoloxidase activating system was 

discovered in cold storage shrimp, and the level of serine protease activity had similar regulatory effect on the status of p rophenoloxidase 

activating system but its pattern and mechanism remained further study. 
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近年来，我国虾类养殖与海洋捕捞发展迅猛，

已是出口创汇的主要海产品，但由于保鲜技术仍未能

获得实质性突破，原料在冷藏和运输过程中的黑变现

象十分突出，影响对虾感官品质和经济性状，是影响

产业发展的关键问题之一[1~2]。研究表明，虾类黑变

与微生物作用无关，而主要与酚氧化酶（PO）有关
[3]。基于酶促褐变的机理，目前对虾冷藏过程中的黑

变主要通过理化方法控制。在物理措施方面，通过低

温或高温调控酶的活性 [4~5]；也可通过控制气体成

分，如填充氮气、臭氧等抑制酶活性，甚至采用高浓

度二氧化碳处理来钝化酚氧化酶活性[6~7]。在化学措

施方面，主要通过添加亚硫酸盐、壳聚糖、间苯二酚

等化合物来抑制酚酶的活性[4, 8~9]。实践表明，低温

并不能很好抑制黑变，在4 ℃低温下48 h后黑变进程

加快，高温钝化酶活性的措施不适于保鲜虾的加工。

在化学抑制剂方面，随着人们对合成添加剂（尤其是

含硫制剂）安全性的日益担忧，关注的重点开始转向

了天然添加成分，如绿茶和蘑菇提取物[1, 10]。从系统

观点来看，目前上述对虾黑变防控措施从阶段上讲都

属于末端策略，而对虾的黑变是一个极其复杂的级联

系统。 

研究表明，对虾只具备先天免疫系统，在生长过

程中，依靠血液中的丝氨酸蛋白酶级联系统激活酚氧

化酶，抵抗外界不利因素的刺激。概括来讲，外界刺

激因子按一定的信号级联系统激活丝氨酸蛋白酶原

（proserine protease, ProSP），形成具有活性的 SP，而

SP 又激活酚氧化酶原（prophenoloxidase, ProPO）成

为有活性的 PO。PO 诱导有关基质由酚形成醌, 最终

产生黑色素，黑色素及其代谢产物可杀死微生物及寄

生虫，起到免疫作用[4]，但同时造成对虾外观颜色的

加深。冷藏作为现阶段重要保藏手段在对虾长途运输

和短期保藏过程中有着广泛应用，但冷藏过程中的黑

变现象较为突出，是制约对虾产业核心竞争力构建的

关键要素。捕捞后的不可逆退行性黑变与养殖过程中

的免疫应激所引发的可逆黑变其机理和意义显著不

同。因此，阐明对虾冷藏期间的黑变规律及其机制，

将为黑变防控提供直接理论依据和技术指导。然而，

对虾冷藏过程中的黑变规律及其生化机制目前尚未见

报道。本文基于养殖过程中丝氨酸蛋白酶在对虾黑变

中的关键作用，通过跟踪监测冷藏过程中不同部位丝

氨酸蛋白酶的活力变化、黑变速率，及其二者之间的

相关性，初步揭示对虾冷藏过程中由丝氨酸蛋白酶介

导的黑变规律，为对虾冷链物流过程中的黑变靶向防

控提供实验依据。 

 

1  材料与方法 

1.1  材料与设备 

鲜活南美白对虾购自广东省湛江市东海岛，体长

8~10 cm，体重10~15 g，不脱水带回实验室。SP底物

suc-ala-ala-pro-phe-p-NA 购自 Sigma 公司；牛血清白

蛋白（BSA）、考马斯亮蓝 G-250 购自上海博奥生物

科技有限公司；其他分析纯试剂购自广州化学试剂厂；

BS110S 电子天平，北京赛多利斯天平有限公司；

SIGMA3-18K冷冻离心机，德国 Sigma 公司；精密数

显 PHS-29A pH 计，上海精密科学仪器有限公司；

UV-3200PC 紫外分光光度计，上海美谱达仪器有限公

司。 

1.2  方法 

1.2.1  主要试剂配制 

（1）1.0 mmol/L suc-ala-ala-pro-phe-p-NA：底物

溶液，将25 mg底物溶于4.0 mL DMSO（二甲基亚砜），

分装成 1.0 mL/管，-18 ℃冻存，用时解冻后将每管中

的底物移于 9.0 mL 0.1 M pH8.0 Tris-HCl缓冲液中混

匀即可；（2）0.1 M pH8.0 Tris-HCl：称取 1.21 g Tris

（三羟甲基氨基甲烷）溶于90 mL蒸馏水，用1.0 mol/L 

HCl调pH至8.0，蒸馏水定容至100 mL；（3）1.0 mg/mL

牛血清蛋白（BSA）标准溶液：称取 100 mg BSA溶

于 100 mL 蒸馏水，并定容；（4）考马斯亮蓝 G-250

染色液：称取 100 mg 考马斯亮蓝 G-250，溶于 50 mL 

90%乙醇中，加入 85%（m/V）的磷酸 100 mL，蒸馏

水定容至 1000 mL。 

1.2.2  丝氨酸蛋白酶粗酶制备 

参照文献[11]适当修改，鲜活南美白对虾实验室暂

养 3 天，然后用无菌袋封装后于 4 ℃冻藏，分别在 0、

1、2、3、4、5、6、7、8、9 d 时取样，取 3条作为重

复，将每条虾表面用 75%酒精消毒后分成头部、腹部

和尾部三个部分，除去外骨骼（虾壳）后将每个部分

分别用手术刀剪碎，称取 2.0 g 放置于研钵中，加入

8.0 mL PBS 缓冲液，冰浴上研磨至糊状，转移至 50 mL

无菌离心管，于 4 ℃下 12000 r/min 离心 20 min，取上

清作为粗酶液，立即测定蛋白含量和SP 活力。 

1.2.3  SP 活力测定 

参照 Lee 方法[12]适当修改，在光程为 1 cm 的石

英比色皿中加入 2.0 mL Tris-HCl缓冲液，0.5 mL底物

溶液，在 37 ℃的恒温水浴锅中保温 10 min 后，加入

0.5 mL粗酶液，混匀后继续保温并开始计时，以缓冲 
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液为对照，每隔1 min 记录 405 nm波长处吸光值。酶

活力单位定义为每分钟吸光值变化0.01为一个酶活力

单位（U）。活力强弱以活力单位数与蛋白含量的比值

表示（U/mg 蛋白）。蛋白质含量的测定采用 Bradford

法，以 BSA制作标准曲线，根据标准曲线求出蛋白质

含量。 

1.2.4  黑变程度的测定 

参照文献[6]方法，采用 WSC-I型色差计测定。仪

器光圈直径 30 mm，聚光镜直径 30 mm，用标准陶瓷

板（X=91.295，Y=94.295，Z=107.045）作为工作标准，

测量对虾表面在测样盒中的反射光。选用色系统 3，

由 CIE 三刺激值(X、Y、Z)计算出 L 值。L 表示颜色

透明度，L＝0 为黑色，L＝100 为白色，L 值越小表

示黑变越严重，每组数值重复测三次取平均值。 

1.3  统计分析 

数据采用平均值±标准偏差的形式表示，采用

SPSS15.0 对数据进行统计分析，多重比较采用单因素

方差分析。 

2  结果与分析 

2.1  对虾冷藏期间感官形态变化 

南美白对虾在冷藏过程中的黑变进程可由图1 的

形态变化和表 1 明度值变化进行描述和分析。 

 

图 1 南美白对虾冷藏过程感官变化 

Fig.1 Changes in sensory quality of Litopenaeus vanname 

during cold storage 

由图 1 感官变化图可以明显看出，南美白对虾在

冷藏过程中的黑变随时间的延长而加重，但初始 1~2 d

变化不明显，第 3 d 时有明显变化，第 4 d 时变化加快，

第 5 d 时变化最大，之后颜色逐渐加深，至第 10 d 时

内部组织已发生溃烂，无法食用，失去保藏价值。同

时可以看出，对虾不同部位其黑变发生的速率和程度

有较大差异，变化最显著的是头部，其次是尾部，腹

部最慢。采用色差计对整个过程的黑变程度进行定量

分析发现（表 1），冷藏至第 3 d 时，三个部位 L值与

对照相比都有不同程度的下降，至第 4 d 时头部开始

有较大变化，但未达到显著水平，第 5 d 时头部和尾

部与对照相比均达到了显著性水平（P<0.05），而腹部

仍未达到显著性水平。在冷藏的后半阶段，头部 L值

在第 7 d 时又有显著性变化，一直维持的到末期；而

腹部和尾部虽一直处于下降状态，但直到末期才达到

显著性水平。由表 1 同一时期不同部位的 L值可以看

出，在冷藏的前 4 d各部位间基本没有显著性差异，

由第 5 d 开始，各部位间差异达到显著性，一直到冷

藏结束均维持此状态。 

综合分析不难发现，这种感官上的变化（图 1）

与明度值 L 的变化（表 1）趋势具有良好的一致性。

从统计定量角度来看，表 1 不仅定量了冷藏过程不同

部位黑变速率的差异，而且将各部位的差异也进行了

统计比较。结合感官评定和色差值的统计分析，可以

确定明度值 L的变化速率除了腹部变化不甚明显外，

头部和尾部在冷藏至第 4~6 d时都有显著变化，第 5 d

时变化最大，之后趋于平缓。因此，冷藏至第4 d 时

是黑变防控的关键期。 

表 1 南美白对虾冷藏过程不同部位明度值的变化 

Table 1 Changes in brightness of Litopenaeus vanname during 

cold storage 

冷藏进程/d 头部 腹部 尾部 

0 54.92±0.29A 56.19±0.55A 55.81±0.32A 

1 53.97±0.59aA 55.82±0.48aA 54.63±0.56aA 

2 52.85±0.76aA 55.53±0.64aA 54.14±0.49aA 

3 51.76±0.67aA 55.26±0.91aA 53.92±0.87aA 

4 49.61±0.79abA 54.91±0.7aAB 53.28±0.92aAB 

5 45.48±0.83bA 54.64±0.55aC 50.83±0.64bB 

6 41.57±0.82bA 54.18±0.88aC 49.36±0.79bB 

7 40.72±0.78cA 53.82±0.91aC 48.71±0.69bB 

8 39.61±0.69cA 52.19±0.77aC 47.64±0.84bB 

9 37.83±0.96cA 51.93±0.81aC 46.42±0.63bB 

10 36.69±0.79cA 50.46±0.68bC 45.31±0.74cB 

注：（1）同一列数据中，不同小写字母表示与对照 L值相

比在 P<0.05水平上有差异显著性水平；（2）同一行数据中，不

同大写字母表示不同部位间L值在P<0.05水平上有差异显著性

水平。 

2.2  对虾冷藏期间各部分 SP活性变化 

由图 2 可知，南美白对虾在冷藏过程不同部位SP

活力变化趋势大体相同，均呈现出先升后降的特点，

但不同部位酶活力变化幅度不同。与上述图 1 和表 1

结果相对应，图 2 中 SP 活力变化表明头部活力最高
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（509 U/mg 蛋白），且冷藏末期仍维持在 359 U/mg 蛋

白的较高水平；尾部虽然在第5 d时也有较大上升（356 

U/mg 蛋白），但明显低于头部，且很快下降到几乎初

始水平（178 U/mg蛋白）；总体来讲，腹部没有较大

变化，酶活基本维持在100~300 U/mg 蛋白之间。 

 

图 2 南美白对虾冷藏过程各部位 SP 活力变化 

Fig.2 Changes in SP activity of Litopenaeus vanname during 

cold storage 

2.3  SP活性与黑变相关性 

为了定量评价 SP 活力与黑变之间的相关性，采

用 spss软件对冷藏黑变速率最快的前 5 d SP活力与明

度值 L进行数据拟合和相关性分析，结果见图 3。 

 
图 3 南美白对虾冷藏过程明度值与 SP 活力相关性 

Fig.3 Correlation between the brightness and SP activity of 

Litopenaeus vanname during cold storage 

由图 3 可以看出，对虾头部、腹部和尾部在冷藏

过程中其黑变程度均与SP活力呈显著负相关（R2>0.9, 

k<0）；比较拟合曲线的斜率可知，k 头部=0.0312>k 尾部

=0.0271>k 腹部=0.0128，表明头部对酶活变化反应最为

敏感，最容易引起黑变，其次是尾部，最后是腹部，

其生化原因有待深入研究。 

3  讨论 

在养殖活体中，可逆性对虾黑变是由外界因子刺

激引起的先天性免疫反应，其过程是一个极其复杂的

级联系统。酚氧化酶首先以非活性的酶原存在，只有

在一定条件刺激下才能被激活，然后经多步酶促和非

酶促反应生成黑色素，表现出黑变现象，当胁迫刺激

因子消除后黑变自动消失，机体恢复半透明状态。然

而在对虾冷链物流过程中，因先天的血液循环和体内

代谢终止，退行性黑变的规律和生化机制可能与活体

对虾不同，阐明冷藏对虾的黑变规律和机制，制定关

键性防控措施对于维持产品的良好感官价值和提高市

场竞争力意义重大。总体来看，目前冷藏对虾黑变防

控措施从阶段上讲都属于末端策略，在技术上仅是通

过各种物理、化学和生物的方法抑制或钝化酚氧化酶

的活力来延缓黑变的速率和程度，缺乏从根本上进行

源头调控的理论依据和技术指导。研究对虾冷藏过程

中 ProPO 激活规律和生化机制，须首先在宏观上明确

SP 活性与黑变的相关性。本研究结果初步表明南美白

对虾在冷藏过程中黑变速率呈现先慢后快的特点，在

冷藏至第 5d 时最大，从 SP活力变化角度来看，也呈

现出类似规律，统计学分析表明对虾各部位的明度值

L与其 SP 活力之间的相关性均大于 0.9。从图 1 的黑

变程度来看，对虾头部明显是黑变最严重的部位，其

次是腹部，而尾部最轻；从 SP 活力来看，头部的活

力也显著高于腹部和尾部。与活体研究结果相比可以

发现，在冷藏对虾中同样存在 SP 活力与黑变程度密

切相关的现象，即 SP 在介导对虾黑变过程中发挥关

键作用。进一步探明冷藏过程中 SP 活力与酚氧化酶

活力之间的相关性将有利于从整体把握冷藏对虾的黑

变规律，关于此方面的研究目前正由笔者所在的研究

团队着力实施。与迟海[13]等人-8 ℃冻藏研究结果相

比，本研究发现冷藏对虾的感官黑变速率更快，可能

在于相对较高的温度更利于ProPO-AS 的激活。 

综合以上研究结果可以初步推测，在对虾冷藏过

程中，某种活化因子首先激活 ProSP，使之变构象改

变为有活性的 SP，而SP 又将无活性的ProPO 水解掉

一段肽段，使之激活为 PO，然后快速启动黑变反应，

其详尽过程有待进一步探索和验证。通过深入研究对

虾冷藏过程中酚氧化酶原激活系统 ProPO-AS 的激活

规律和生化机制，明确激活过程的关键限制性因素，

一方面有助于丰富和加深对ProPO激活过程的理论认

识，另一方面为理性设计和筛选高效天然抑制剂奠定

理论基础，将有助于从根本上解决对虾冷藏过程的黑

变问题。 

4  结论 

在为期 10 d的冷藏过程中，南美白对虾感官黑变

呈现出先慢后快的变化趋势，前 2 d 基本无变化，第 3 

d 时变化开始加快，第 5 d变化最为显著，之后变化差
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异不大；不同部位的黑变速率存在显著差异，其顺序

为头部>尾部>腹部，冷藏至第4 d时头部、腹部、尾

部间 L 值差异开始明显，第 5d 时三者之间达到显著

性差异。冷藏期间黑变速率最快的前 5 d 数据表明不

同部位黑变指标 L 值与其 SP 活力存在密切相关性，

证明在冷藏对虾体内也存在 ProPO-AS 激活系统，SP

活力水平同样对 ProPO-AS 的激活状态起重要调控作

用，其规律和机制有待深入研究。 
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