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2 种钼簇化合物对酪氨酸酶的抑制作用及 

对凡纳滨对虾的保鲜效果研究 
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摘要：通过合成 2 种高核钼簇(NH4)12[Mo36O108(NO)4(H2O)16].33H2O (Mo36)和[Mo36O112(OH2)16(H2bipy)4].28H2O (Mo36-bipy)，其对

酪氨酸二酚酶活性的抑制作用机理以及对凡纳滨对虾的防黑变保鲜效果进行研究。结果表明 Mo36和 Mo36-bipy 对酪氨酸二酚酶 IC50

值分别为 0.0358 mmol/L 和 0.0601 mmol/L，Mo36对酪氨酸酶的抑制作用为可逆竞争性抑制，Mo36-bipy 对酪氨酸酶的抑制作用为可逆

混合性抑制，且 Mo36对酪氨酸酶活性的抑制作用效果优于 Mo36-bipy。将凡纳滨对虾在 4 ℃环境下贮藏 10 d，通过对感官评分、颜色、

pH 值、TVB-N 和菌落总数等指标检测，发现高核钼簇对样品具有一定保鲜效果。其均能适当提升感官分值、L*值，降低 pH 值与菌

落总数。本研究结果为开发一种新型的抗虾体黑变的保鲜剂提供实验基础，并对多金属氧酸盐的应用研究拓展新的研究领域。 
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Abstract: Two kinds of high-nuclear molybdenum clusters (NH4)12[Mo36O108(NO)4(H2O)16]·33H2O and [Mo36O112(OH2)16 

(H2bipy)4]·28H2O were synthesized. Inhibition mechanisms on diphenolase activity of tyrosianase, anti-melanosis effects of Litopenaeus 

vannamei and preservation of Mo36 and Mo36-bipy were investigated. The result showed that the IC50 values of tyrosine diphenolase respectively 

were 0.0358 mmol/L and 0.0601 mmol/L. The inhibitory effect of Mo36 on tyrosinase was reversible competitive inhibition, the inhibition of 

tyrosinase by Mo36-bipy was reversible mixed inhibition, and the inhibitory effect of Mo36 on tyrosinase activity was better than that of 

Mo36-bipy. Litopenaeus vannamei was stored under 4 ℃ environment for 10 days, and the sensory score, color, pH value, TVB-N and total 

number of colonies was detected. It was found that the high-nuclear molybdenum clusters had a certain preservation effect on Litopenaeus 

vannamei (p<0.05). Mo36 and Mo36-bipy can significantly improve the value of sensory score and L*, and reduce the pH value and the total 

number of colonies. This paper can provide experimental basis for the preservation of the Litopenaeus vannamei body and the application of 

polyoxometalates to new areas. 
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凡纳滨对虾（Litopenaeus vannamei），又称南美

白对虾，是我国重要的养殖虾种，其营养价值丰富，

且年产量较高[1]。然而，凡纳滨对虾在贮运期间易发

生虾体黑变现象，黑色素的产生虽对人体无明显伤害，
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但易造成营养损失，影响其销售价格，并缩短货架期
[2]。研究表明，虾体黑变与广泛存在于自然界中一类

含铜氧化还原酶的作用有关，酪氨酸酶属于一种独特

的具有双重催化功能的酶，可以使虾体内所含的酪氨

酸或其衍生物催化氧化成多巴醌，后者再经过一系列

反应聚合成为黑色素[3,4]。因此，通过抑制酪氨酸酶活

性就可达到保鲜目的。目前，国内外研究学者已将亚

硫酸盐、有机酸和双歧杆菌[5,6]、壳聚糖[7,8]、与复合保

鲜剂[9,10]等作为酪氨酸酶抑制剂，用于抑制虾体黑变。

然而，如上酪氨酸酶抑制剂在达到虾体保鲜的同时，
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还存在使用成本与食用安全等问题。因此，将新型无

毒，生产成本低的多金属氧酸盐等作为酪氨酸酶抑制

剂是一项有意义的研究。 

高核化多金属氧酸盐是具有{MOX}(M=Mo，W，

V 等)的多面体单元或低聚的{MxOy}片段，其结构的

新颖多样化和性质的独特性[11]决定它们在催化[12]、电

化学、生物学[13]、医学[14]和食品等多领域的应用。

Balici 等人发现七种多钨酸盐-九种抗生素对革兰氏阳

性和革兰氏阴性菌具有显着抗菌活性[15]。Colovic 等人

合成的两种毒性较低 Keggin 型杂多钨酸盐对乙酰胆

碱酯酶活性具有不同的抑制效力[16]。近年来已有多金

属氧酸盐对藕片、苹果、黄瓜[17,18]等食品保鲜研究报

道，但目前国内外尚无将多金属氧酸盐应用于水产品

保鲜研究，本文合成了纯钼簇 Mo36 和有机-无机杂化

钼簇 Mo36-bipy，研究其对酪氨酸酶的抑制性能及对冷

藏凡纳滨对虾的保鲜效果，以期为新型安全水产品保

鲜剂的研发提供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验原料 

凡纳滨对虾，购于厦门市同安区洪塘头农贸市场。 

1.2  主要药品试剂 

T3824-25KU蘑菇酪氨酸酶购自Sigma-Aldrich(中
国)有限公司；钼酸钠，氯化铵，硫酸钾购自西陇化工

股份有限公司；盐酸羟胺、高氯酸、硼酸、硫酸铜、

盐酸购自国药集团化学试剂有限公司；L-3,4-二羟基

苯丙氨酸、L-酪氨酸购自美国 Sigma-Aldrich 公司，均

为分析纯。 

1.3  主要仪器设备 

Nicolet Avatar 330 型傅里叶变换红外光谱仪，美

国 Thermo Electron 公司；Cintra 2020 型紫外可见分光

光度计，澳大利亚 GBC 仪器公司；K8400 型全自动

凯氏定氮仪，福斯分析仪器公司；pH211C 型酸度计，

北京哈纳科仪科技有限公司；NH310 型高品质便携式

电脑色差仪，深圳市三恩时科技有限公司；3-30KS 型

离心机，德国 Sigma 公司；SW-CJ-2FD 型洁净工作台，

苏州安泰空气技术有限公司。 

1.4  实验方法 

1.4.1  Mo36和 Mo36-bipy 合成 
分别参照 Wang 等[19]和 Atencio 等[20]法进行钼簇

Mo36和 Mo36-bipy 合成，用紫外光谱、红外光谱表征

其特征结构，研究结果与前人结果一致。 

1.4.2  Mo36和 Mo36-bipy 对酪氨酸酶酶动力学

研究 

1.4.2.1  Mo36和 Mo36-bipy 对酪氨酸酶抑制率 

磷酸盐测活体系 [21] 是 0.5 mmol/L 的 L- 多巴

(L-DOPA)溶液为底物，在测活体系中加入100 μL溶于

DOMS的不同浓度的效应物和2.8 mL底物溶液，30 ℃
恒温水浴中保温10 min，再加入100 μL酪氨酸酶水溶

液，快速混匀后用紫外分光光度计测定A475。相同因素

做三次平行实验，观察紫外吸收值随不同效应物浓度

变化，计算效应物对酪氨酸酶的半数抑制率。 
1.4.2.2  Mo36和 Mo36-bipy 对酪氨酸酶抑制机理 

在上述磷酸盐测活体系中，固定底物 L-DOPA 浓

度，改变酪氨酸酶的浓度，测定不同浓度效应物对蘑

菇酪氨酸酶催化 L-DOPA 氧化活力的影响，作图判定

其抑制机理。 
1.4.2.3  Mo36和 Mo36-bipy 对酪氨酸酶抑制类型 

在磷酸盐测活体系中，固定酶的浓度，改变底物

L-DOPA浓度，测定不同浓度效应物对酶催化初速度的

影响，作双倒数图判断抑制类型，再次作图计算抑制

常数（KI、KIS）。 
1.4.3  Mo36和 Mo36-bipy 对凡纳滨对虾保鲜指

标的测定 
1.4.3.1  样品前处理 

活虾在冰水中猝死后，将其均分成三等份，分别

放入温度 4 ℃，体积为 1 L 的超纯水、1 mmol/L Mo36

溶液和 1 mmol/L Mo36-bipy 溶液中浸泡 30 min，取出、

晾干，放入无菌袋中于 4 ℃低温环境中贮藏，连续 10 
d 对虾体的指标的进行测定。 
1.4.3.2  保鲜指标测定方法 

参照 Queiroga[22]和 Young[23]方法稍作修改，对样

品色泽、体表、气味、肌肉组织质地、可接受程度等

进行评分，感官评定标准表如表 1 所示。参照文献方

法[24]测定样品 pH 值变化；测定对虾头胸部位的明暗

度 L*值表征其色差变化。参照国家标准 GB 
5009.228-2016《食品中挥发性盐基总氮的测定》[25]

法测定样品的挥发性盐基氮（TVB-N）。参照国家标

准 GB 4789.2-2016《食品卫生微生物学检验：菌落总

数测定》[26]测定其菌落总数。 
1.4.4  数据分析 

采用Origin 8.0与SPSS 17.0软件进行数据统计分

析。 
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表1 感官评定标准 

Table 1 Standard of Sensory score 

评分项目 
评分参考标准 

2 分 1 分 0 分 

体表 
虾体清洁完整，无脱落无黑头

现象 
虾体较完整，少数出现黑头现象

虾体不完整，甲壳、尾部脱落严

重，黑头现象严重 

色泽 体色正常，有光泽 色泽稍有变化，光泽变暗 色泽发暗，无光泽 

气味 虾固有的香味 有较淡的腥味或氨味 有强烈的腥臭味和氨味 

肌肉组织质地 组织坚实，弹性好 组织稍有连接，较有弹性 组织松弛，手触弹性差 

可接受程度 较好，可以接受 一般，勉强接受 较差，难以接受 

2  结果与分析 

2.1  Mo36 和 Mo36-bipy 对酪氨酸酶酶动力学分

析 

2.1.1  Mo36和 Mo36-bipy 对酪氨酸酶半数抑制

率 
分别以 Mo36和 Mo36-bipy 为效应物的磷酸盐测活

体系中，固定 L-DOPA 浓度，测定效应物在不同浓度

下对酪氨酸酶二酚酶抑制效果。结果显示效应物对酪

氨酸酶的抑制率随效应物浓度的增加而降低，表明

Mo36 和 Mo36-bipy 对酪氨酸酶二酚酶活力有明显的抑

制作用，Mo36 对酪氨酸酶二酚酶的 IC50 为 0.0358 
mmol/L；Mo36-bipy 对酪氨酸酶二酚酶的 IC50为 0.0601 
mmol/L。效应物 Mo36-bipy 的结构中，吡啶与苯的结构

相似，具有一定的芳香性，吡啶环上的氮原子的电荷

性较大，对环上电子云密度分布有很大影响，Bity 嵌

入到 Mo36空穴中使其的结构发生变化，Mo36-bipy 酸强

度随其阴离子电荷的增加而减弱，酶促反应的最佳 pH 
4~7 之间，Mo36-bipy 酸碱度影响酪氨酸酶的活性[27]，

Mo36对酪氨酸酶二酚酶的抑制效果略优于 Mo36-bipy。 
2.1.2  Mo36和 Mo36-bipy 对酪氨酸酶二酚酶的

抑制机理 
分别以Mo36和Mo36-bipy为效应物的磷酸盐测活

体系中，固定底物 L-DOPA 浓度，改变测活体系中的

酶量，测定效应物浓度变化对酶促反应的影响。结果

如图 1 显示，以酶活力为纵坐标，酶浓度为横坐标得

到一组经过原点的直线。图 1 中直线斜率分别随着

Mo36，Mo36-bipy 浓度增大而降低，两种效应物通过与

酶结合生成可解离的复合物，抑制剂与游离酶和酶-
底物复合物之间达到一定的平衡关系，降低了测活体

系中酶催化反应的速率，但是没有减少有效酶量，

Mo36、Mo36-bipy 对酪氨酸酶二酚酶均是可逆抑制机

理。 

 

 
图1 Mo36和 Mo36-bipy对酪氨酸酶二酚酶的抑制机理 

Fig.1 Inhibitory mechanism of Mo36 and Mo36-bipy on the 

diphenolase of tyrosinase 

注：a.中直线 1~5 浓度分别为 0，0.00833、0.0167、0.0250

和 0.0333 mmol/L；b.中直线 1~5 浓度分别为 0、0.0100、0.0200、

0.0399 和 0.0400 mmol/L。 

2.1.3  Mo36和 Mo36-bipy 对酪氨酸酶二酚酶的

抑制类型及抑制常数 

分别以不同浓度Mo36和Mo36-bipy为效应物的磷

酸盐测活体系中，固定酪氨酸酶的浓度，改变测活体

系中底物 L-DOPA 浓度，测定效应物浓度的变化对酶

催化反应的影响。酶反应速率倒数对 L-DOPA 浓度倒

数作的 Lineweaver-Burk 双倒数图。如图 2a 所示，直

线 1~5 相交于纵轴，随着 Mo36 浓度变大，米氏常数

（Km）增大，最大反应速率（Vmax）不变，表明效应

物 Mo36 对酪氨酸酶是竞争型抑制，得出抑制常数

KI=0.00284 mmol/L。Mo36只是与游离的酶结合，而不
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是与酶-底物复合物结合[28]。如图 2b 所示，直线 1~5
相交于第Ⅱ象限，随着 Mo36-bipy 浓度变大，米氏常

数（Km）变大，最大反应速率（Vmax）变小，表明

Mo36-bipy 对酪氨酸酶的抑制类型为混合型，得出抑制

常数 KI=0.0604 mmol/L，对酶-底物络合物抑制常数

KIS=0.0825 mmol/L。Mo36-bipy 既能与游离酶结合，也

能与酶-底物复合物结合。 

 

 
图2 Mo36和 Mo36-bipy对酪氨酸酶二酚酶抑制类型及抑制常数 

Fig.2 Inhibitory type and inhibition constants of Mo36 and 

Mo36-bipy on the diphenolase of tyrosinase 

注：a.中直线 1~5 浓度分别为 0，0.00833、0.0167、0.0250

和 0.0333 mmol/L；b.中直线 1~5 浓度分别为 0、0.0100、0.0200、

0.0399 和 0.0400 mmol/L。 

2.2  Mo36 和 Mo36-bipy 对南美白对虾保鲜作用 

2.2.1  感官分析 

对照组与处理组（Mo36 和 Mo36-bipy）凡纳滨对

虾在贮藏期间感官评分变化如图 3 所示。在贮藏期间

对虾体的色泽、体表、气味、肌肉组织质地、可接受

程度进行评估。对照组与处理组（Mo36和 Mo36-bipy）
凡纳滨对虾的感官评分均随贮藏时间延长呈现下降趋

势。在贮藏期的第 3 d，对照组的凡纳滨对虾虾体头部

出现黑头现象，色泽变暗，感官评定分值急剧下降，

贮藏 10 d 后感官评分值低于 1。处理组（Mo36 和

Mo36-bipy）的感官评分明显高于对照组（p<0.01）。如

图所示处理组凡纳滨对虾感官评分下降趋势缓慢，贮

藏 10 d 后感官评分值降到 6，主要因为效应物抑制了

虾体内酪氨酸酶催化氧化活性，减缓了虾体质量劣变，

Mo36-bipy 处理组感官评分高于 Mo36，Mo36-bipy 保鲜

效果更佳。 

 
图3 凡纳滨对虾在贮藏过程中的感官评分变化 

Fig.3 Changes in sensory score values of Litopenaeus vannamei 

during chilled storage 

2.2.2  pH 值 
对照组与处理组（Mo36 和 Mo36-bipy）凡纳滨对

虾在贮藏期间 pH 变化情况如图 4 所示。Kalleda[29]报

道了白对虾低温贮藏时，pH 值达到 7.6 不可接受。对

照组新鲜的凡纳滨对虾 pH 值为 6.82，在第 5 d 已不被

消费者接受，该结果与 Múgica [30]的研究基本一致，

可能是由于凡纳滨对虾体内的蛋白质，氨基酸在微生

物和酶的作用下分解产生碱性胺类物质导致 pH 值上

升[31]。如图所示 Mo36和 Mo36-bipy 处理组凡纳滨对虾

pH 值均随贮藏期间延长而上升，处理组样品的最初的

pH 值均低于对照组，主要因为 Mo36和 Mo36-bipy 水

溶液 pH 较低，Mo36处理组在第 6 d pH 值达到不可接

受临界值，Mo36-bipy 在第 7 d pH 值达到 7.62。Mo36

和Mo36-bipy对凡纳滨对虾pH值的影响趋势呈现一致

性。 

 
图4 凡纳滨对虾在贮藏过程中的pH变化 

Fig.4 Changes in pH values of Litopenaeus vannamei during 

chilled storage 

2.2.3  颜色变化 
对照组与处理组（Mo36 和 Mo36-bipy）凡纳滨对

虾在贮藏期间颜色变化如图 5 所示。L*值表示颜色的
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深浅程度，L*值越小，表示虾体表颜色越深，表面暗

淡无光泽，在整个贮藏期间，对照组与 Mo36 和

Mo36-bipy 处理组的 L*值随着贮藏时间延长而呈下降

趋势，不同的处理方式下降速率有明显的差别，对照

组的 L*下降趋势最大，Mo36处理次之，Mo36-bipy 最

小。对照组新鲜的凡纳滨对虾 L*值为 36.85，贮藏第 4 
d L*值急剧下降，第 10 d L*值降到 18.95。处理组 L*

值均高于对照组，1~10 d 之间 L*值下降趋势缓慢，贮

藏第 10 d L*值下降到 24.85。对照组与处理组间存在

极显著性差异（p<0.05）。Mo36和 Mo36-bipy 能有效抑

制虾体黑变，抑制了酪氨酸酶的氧化催化，减缓了虾

体黑色素的生成，Mo36-bipy 对虾的保鲜效果更佳，与

感官评定的结果一致。冯家敏[32]等人研究流化冰结合

防黑剂、抑菌剂对南美白对虾的保鲜效果，同样发现

感官评分与颜色变化结果具有一致性，凡纳滨对虾虾

体 L*值的变化与虾的外表感官有关联性，虾体颜色变

化主要原因是由于酪氨酸酶的催化氧化所致。 

 
图5 凡纳滨对虾在贮藏过程中的L*变化 

Fig.5 Changes in L* values of Litopenaeus vannamei during 

chilled storage 

2.2.4  挥发性盐基氮（TVB-N）变化 
对照组与处理组（Mo36 和 Mo36-bipy）凡纳滨对

虾贮藏时 TVB-N 变化情况如图 6 所示。TVB-N 是白

对虾死亡后其体内含氮物质分解的产物，是白对虾腐

败程度的重要指标之一[33]。GB 2733-2015《鲜、冻动

物性水产品卫生标准》[34]规定，海水虾类 TVB-N 可

食用限量为≤30 mg/100 g。对照组新鲜凡纳滨对虾

TVB-N 7.2 mg/100 g，随贮藏时间的延长 TVB-N 含量

呈上升趋势，第 6 d TVB-N 含量已达到标准临界值。

如图所示对照组与处理组（Mo36 和 Mo36-bipy）凡纳

滨对虾的 TVB-N 值随着贮藏时间的延长而增大，对

照组和 Mo36 处理组间无显著性差异（p>0.05），对照

组和 Mo36-bipy 处理组存在显著性差异（p<0.05）。在

贮藏第 7 d Mo36处理组与对照组的 TVB-N 值均超过

国家标准值，虾体已经腐败变质。Mo36-bipy 处理组在

第10 d才达到的值30 mg/100 g，主要原因是Mo36-bipy

有效的抑制虾体内微生物的生长与繁殖，减缓了虾体

内含氮物质的分解，减少了挥发性盐基总氮的产生，

延长了贮藏时间。 

 
图6 凡纳滨对虾在贮藏过程中的TVB-N的变化 

Fig.6 Changes in TVB-N of Litopenaeus vannamei during 

chilled storage 

2.2.5  菌落总数变化 

 
图7 凡纳滨对虾在贮藏过程中的菌落总数的变化 

Fig.7 Changes in total number of colonies of Litopenaeus 

vannamei during chilled storage 

对照组与处理组（Mo36 和 Mo36-bipy）对凡纳滨

对虾在贮藏期菌落总数变化如图 7 所示。微生物利用

虾体蛋白质等营养物质大量生长繁殖，菌落总数超过

6(lg(cfu/g))时，虾体腐败变质，已不可食用[35]。如图

所示对照组凡纳滨对虾菌落总数在 1~3 d 急剧上升，

4 ℃的冷藏环境，微生物仍能生长繁殖，贮藏第 3 d
菌落总数为 6.6 log10 cfu/g，之后处于平稳状态。处理

组与对照组凡纳滨对虾菌落总数变化趋势是相同，但

处理组菌落总数显著低于对照组（p<0.05）。Mo36 处

理组菌落总数在第 4 d 达到 6.3 log10 cfu/g，Mo36-bipy
处理组菌落总数在第 6 d 达到 6.1 log10 cfu/g，凡纳滨

对虾贮藏时间延长了 1~3 d，虾体内的微生物得到一

定程度的抑制，第 8~10 d 菌落总数处于平缓状态，微

生物增长缓慢，可能由于微生物繁殖空间不足，代谢

产物影响微生物正常生长繁殖，随时间的延长效应物

Mo36和 Mo36-bipy 对微生物的抑制能力减弱，导致处

理组的菌落总数与对照组呈现一致性变化。此结果与
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凌平华[36]的研究冷藏结果一致，处理组比广泛应用的

冰温贮藏效果好，低温冷藏并添加抑酶剂能更好的抑

制微生物的生长繁殖。 

3  结论 

3.1  本文合成 2 种高核钼簇 Mo36和 Mo36-bipy，并通

过紫外和红外的表征证实其为目标化合物。合成的高

核钼簇 Mo36和 Mo36-bipy 对酪氨酸酶二酚酶有抑制作

用。Mo36 和 Mo36-bipy 对酪氨酸酶二酚酶抑制一半的

IC50值分别为 0.0358 mmol/L 和 0.0601 mmol/L，Mo36

对酪氨酸酶二酚酶为可逆竞争型抑制，抑制常数

KI=0.00284 mmol/L。Mo36-bipy 对酪氨酸酶为可逆混合

型抑制，Mo36-bipy 既能与游离酶结合，也能与酶-底物

复合物结合，其抑制常数 KI=0.0604 mmol/L，对酶-底
物络合物抑制常数 KIS=0.0825 mmol/L。根据两种效应

物对酪氨酸酶的半数抑制率可知Mo36对酪氨酸酶活性

的抑制作用效果优于 Mo36-bipy。 
3.2  综合感官评分，颜色 L*值，pH 值、TVB-N 和菌

落总数五个指标分析，在 4 ℃冷藏条件下，凡纳滨对

虾的货架期为3 d，此结果与吴佩君[37]的结果基本一致。

经 Mo36和 Mo36-bipy 处理的凡纳滨对虾能贮藏 5~7 d。
效应物 Mo36和 Mo36-bipy 能一定程度上调节对虾的黑

变现应，能适当提升感官分值、L*值，改善对虾外观，

降低 pH 值与菌落总数。效应物 Mo36和 Mo36-bipy 抑菌

效果不显著，挥发性盐基总氮含量较高。Mo36 和

Mo36-bipy 能有效抑制凡纳滨对虾在低温贮藏期间的黑

变现象，起到保鲜剂的作用，Mo36-bipy 的抑制效果比

Mo36的抑制效果好。Mo36-bipy 有望作为一种新型的酪

氨酸酶抑制剂应用于凡纳滨对虾保鲜，延长其货架期。 
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