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温度 !πΗ对日本沼虾血清酚氧化酶活力及稳定性的影响 ∗

李 义

苏州大学生命科学学院水产系

提要 以日本沼虾 Μαχροβραχηιυµ νιππονενσε 为材料 研究温度 ! 对其血清酚氧化酶活力

及稳定性的影响 ∀试验以 2多巴为作用底物 测得酚氧化酶的最适温度为 ε 大于或低于

该值 酶活力均迅速下降 同时该酶在 ε 以下表现出较高的热稳定性 该酶的最适 为

在 ∗ 范围内具有较高的活性 最稳定的 为 ∀
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虾的褐变是影响感观质量的重要因素 ∀在虾中酶

促褐变主要是由于 2酪氨酸和 2多巴在酚氧化酶

° ¬ ° 的作用下氧化生成的多巴色素与

其它的发色基团一起形成的黑色素所致 ≈ ∀另一方

面 酚氧化酶在虾体免疫中又承担着重要的角色 由

酚氧化酶诱导产生的黑色素及代谢中间产物可杀死

微生物和寄生虫 ≈ ∀因此 长期以来 对于虾类的酚

氧化酶的研究一直受到人们的重视 ∀然而 有关淡水

虾类的酚氧化酶的研究报道甚少 ∀本文以日本沼虾为

材料 研究温度 ! 对其血清酚氧化酶活力及稳定性

的影响 以期为日本沼虾免疫学研究积累材料 并为

虾的褐变机理及其在保鲜和加工中防止褐变提供依

据 ∀

材料与方法

1 .1 实验材料

体长 ∗ 的日本沼虾 Μαχροβραχηιυµ νιππο2

νενσε 购于苏州市浒墅关集贸市场 ∀购回后暂养于

≅ ≅ 的 °∂≤水族箱中 暂养期保持

水温 ε 每天吸污 !换水 次 投喂适量日本沼虾

颗粒饵料 ∀实验所用 2多巴 2 为 ≥ 公司产

品 其它试剂均为国产分析纯 ∀

1 .2 血清的制备

取鲜活沼虾 尾 用吸水纸擦干其身体表面的

水分 用 注射器从其头胸甲后插入心脏部位抽

取血淋巴液 将 尾虾的血淋巴液并在 支 的洁

净指管中 ∀待血液凝固后 ε 离心

即得血清 ∀

1 .3 酚氧化酶活力的测定

以 2 为底物 参照 ≈ 的方法适当修改

后进行 ∀将 的磷酸盐缓冲液

与 的 2 及 待测血清于

室温下混匀 每次间隔 读取在 波长下

的光密度值 ∀以试验条件下每分钟 ⁄ 增加 定

义为 个酶活力单位 ∀

1 .4 温度对酚氧化酶活力及稳定性的影响

° 活力测定 预先将

磷酸盐缓冲液与 的 2
在不同温度 ε 下保温 然

后加入 血清 测定其酶活力 ∀

° 热稳定性测定 首先将 血清

在不同的温度下预热 然后立即置于冰浴中冷

却 ∀ 血清与 的磷

酸盐缓冲液及 的 2 在室温下

混匀后 测定 ° 的残留活力 ∀

1 .5 πΗ对 ΠΟ活力及稳定性的影响

配制不同 的缓冲溶液

柠檬酸 2 ° ∗

° 2 ° ∗

甘氨酸 2 ∗ ∀

° 活力测定 不同 的缓冲
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图 温度对酚氧化酶活力及稳定性的影响
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图 对酚氧化酶活力及稳定性的影响
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溶液加 的 2 及 血清 在

室温下反应 测定 ° 活力 ∀

° 的 稳定性测定 分别吸取

不同 的缓冲液和 血清置于洁净试管中于

ε 保温 ∀然后 再加入 的

2 于室温下反应 测定 ° 的残留活力 ∀

结果

2 .1 温度对酚氧化酶活力及稳定性的影响

日本沼虾血清中 ° 的活力与温度的关系及 °

的热稳定性曲线见图 ∀

结果表明 以 2 为底物 在 ∗ ε 之间 酚

氧化酶活力随着温度的升高而增加 高于 ε 时 酶

活性随着温度的升高而下降 最适温度为 ε ∀

酚氧化酶在 ∗ ε 范围内表现出比较高的稳

定性 保温 后残留的酶活力均在 以上 其

中 ε 时最为稳定 保留有原活力的 ∀当温度

达到 ε 以上时 日本沼虾的血清发生变性凝固 无

法检测 ∀

2 .2 πΗ对酚氧化酶活力及稳定性的影响

日本沼虾血清中 ° 的活力与 的关系及 °

的 稳定性曲线见图 ∀

结果表明 以 2 为底物 在 ∗ 之

间 酚氧化酶活力随 的升高而增加 以 ∗

酶活力增加较快 当 升至 以上 酶活力则

随着 的升高而下降 其最适 为 ∀

酚氧化酶在 ∗ 范围内表现出较高的

稳定性 在 ε 保温 后保存有原活力的

以上 在 时最为稳定 酶活力仅下降 在更

为碱性的条件下 该酶也表现出一定的稳定性 ∀然而

在较酸性条件下 酶活力随着 的降低而迅速下降

在 时酶活力仅为原活力的 ∀

讨论

3 .1 ΠΟ的最适温度

本试验得到的日本沼虾 ° 的最适温度为 ε

此结果与桃红对虾中 ° 2多巴反应最适温度一致 ≈

但低于白对虾和斑节对虾的最适温度 ε ≈ 高于

龙虾 ° 的最适温度 ε ≈ ∀

3 .2 ΠΟ的热稳定性

本试验得到的日本沼虾 ° 热稳定性试验结果与

文献报道的虾的 ° 通常在 ∗ ε 内比较稳定有

一定的差异 ≈ 这可能与本试验使用的是血清而不

是纯化或部分纯化的酶有关 ∀另外 由于血清在 ε

以上时发生变性凝固 因而无法检测 ° 在 ε 以上

的热稳定性情况 ∀但据赵娇等 ≈ 对部分纯化的 ° 的

试验结果 当温度高于 ε 时 ° 溶液保温

后活性迅速下降 在 ε 时 仅残留有原活性的

∀这表明该酶容易失活 ∀ ∂ 2∂ ≈ 也认

为 ° 在 ε 以上经短时间热处理 可全部或部分

地不可逆失活 ∀ ≤ 等研究了美洲龙虾和天鹅龙虾

中的 ° 热稳定性 前者生活在温水域 酶的最稳定温

度为 ε 而后者生活在冷水域 其最稳定温度为

ε ≈ ∀由此可见 虾的 ° 的最稳定温度的差异可

能与它们生活环境的温度有关 ∀

3 .3 ΠΟ的最适 πΗ

本试验得到的日本沼虾 ° 的最适 为 这

一结果与美洲龙虾和褐对虾 Πεναευσαζτεχυσ 中 ° 的

最适 相一致 ≈ ∀然而 斑节对虾 !白对虾 !桃红对

虾的 ° 最适 分别为 和 ≈ ∀这些差异
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可能是与虾的种类 !来源 !使用的是血清还是纯化或

部分纯化的酶 ! ° 的提取和纯化的方法以及测定酶

活性所采取的底物和缓冲溶液的类型不同有关 ∀

3 .4 ΠΟ的 πΗ稳定性

° 在酸性条件下稳定性差的原因可能是由于

的降低引起了酶分子中活性部位的改变 从而导

致酶活力的迅速下降 ≈ ∀除此之外 可能还受到诸如

保温的时间 !温度 !缓冲溶液种类和浓度等因素的影

响 ≈ ∀
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