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日本 酚氧化酶的分离纯化及其部分生物化学性质研究
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摘要 :利用离子交换层析和凝胶过滤层析等方法 ,从日本 ( Charybdis j a ponica)血淋巴中分离纯化出了酚氧

化酶 ,并以 L2二羟苯丙氨酸 (L2DOPA)作为特异性底物对其生化性质和酶性质进行了研究。结果表明 ,酚氧

化酶和酚氧化酶原的分子质量分别为 64. 5 ku 和 69. 5 ku。以 L2DOPA 为底物对酚氧化酶纯品进行研究发

现 ,其最适 p H 值为 6. 0、最适温度为 40 ℃。对底物 L2DOPA 和儿茶酚的米氏常数 Km 值分别为 3. 41 和

7. 97 mmol/ L 。该酶对亚硫酸钠、苯硫脲极为敏感 ,对硫脲、苯甲酸非常敏感 ,表明该酶很可能是一种儿茶酚

酶型的酶。此外 ,ED TA ,DETC ,Zn2 + ,Mg2 + 和 Cu2 + 均能显著抑制该酶活性 ,且 10 mmol/ L Cu2 + 能有效地回

复该酶被 DETC 所抑制的酶活性 ,表明该酶确为一种 Cu2金属酶。
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　　酚氧化酶 (p henoloxidase (简称 PO) , E. C. 1.

10. 3. 1)作为酚氧化酶原 (p ro PO) 的活性形式 ,是在
无脊椎动物非特异性免疫中起关键作用的一种
酶[1 ,2 ] 。例如 ,酚氧化酶可能通过一个类似于硫羟酸
酯的基团结合到受感染的细胞表面并产生有毒性的
中间产物 ———酚 ;在 Taura 综合征病毒 ( TSV) 感染
的对虾中 ,酚有助于宿主抵抗病毒入侵到体腔中[3 ] 。
目前已知 ,proPO 激活系统的级联反应能够参与无脊
椎动物血淋巴中的免疫应答并产生黑色素[1 ,2 ] 。研
究表明昆虫和海洋贝类的酚氧化酶是一种铜依赖性
蛋白 ,它介导酚类 (如 L2DOPA) 转化为不稳定的醌 ,

醌随之通过非酶促反应转化为黑色素[4 ] 。现有的研
究表明无脊椎动物的酚氧化酶以无活性的形式存在
于血细胞中。宿主受到感染时 ,微生物细胞壁组分
激活丝氨酸蛋白酶 ,然后 ,无活性的酚氧化酶被丝氨
酸蛋白酶逐步激活[2 ] 。

目前已从多种无脊椎动物中分离纯化得到了酚
氧化酶原 ,纯化的酚氧化酶原单体的分子质量一般
为 70～87 ku ,经酶裂解激活后 ,转化成分子质量为
60～77 ku 的活性形式的酚氧化酶[5～9 ] 。研究表明 ,

甲壳动物的酚氧化酶原是在血细胞中合成的[10 ] 。
Gollas2Galván 等[11 ] 从褐虾 ( Penaeus cal i f ornien2
sis)中分离出一种酪氨酸酶类型的酚氧化酶。Fan

等[9 ]首次从中国明对虾 ( Fenneropenaeus chi nensis )

中纯化了酚氧化酶并对其进行了生化性质研究 ,发
现其酚氧化酶也是一种酪氨酸酶类型的金属蛋白
酶。

然而 ,到目前为止 ,尚未有关于蟹酚氧化酶性质
的研究报道。本研究旨在纯化出日本 ( Chary bdis

j a ponica)的酚氧化酶 ,并对其生化性质和酶学性质
进行系统研究。

1 　材料与方法

1 . 1 　材料
海捕日本 (体长约 8 cm)购于青岛南山水产品

市场。

1 . 2 　方法
1 . 2 . 1 　酶液的制备

取海捕新鲜活日本 ,从其最后一对步足基部
软膜处切断 ,使血淋巴直接滴入一个事先装有预冷
的 Alsever 氏抗凝剂[9 ] 的小烧杯中。血淋巴样品冻
融 3 次后 ,于 4 ℃离心 (8 000 r/ min ,1 h) ,收集上清。
上清经 67 %饱和硫酸铵在 4 ℃沉淀过夜后 ,离心后所
得沉淀溶解于 20 mmol/ L Tris2HCl (p H 7. 1) 缓冲液
中 ,脱盐并浓缩后冻干 ,置 - 20 ℃作为 PO 粗品使用。
1 . 2 . 2 　酶的纯化

约 5 mg PO 冻干品溶于 0. 5 mL 20 mmol/ L

Tris2HCl (p H 7. 1) 缓冲液中 ,离心 (12 000 r/ min ,

1 h ,4 ℃)所得上清上样于用相同缓冲液预平衡后的
Sep hacryl S2100 凝胶过滤柱 ( Pharmacia ,1 . 5 cm ×

收稿日期 :2005201213 ;修回日期 :2005206217

基金项目 :国家 863 青年基金项目 (2001AA649040) ;教育部重点项

目 (02132)

作者简介 :杨玲玲 (19792) ,女 ,山东胶州人 ,硕士研究生 ;樊廷俊 ,通讯

作者 ,博士 ,教授 ,博士生导师 ,主要从事海洋经济动物细胞工程与细

胞分化研究 ,电话 :0532282031637 ,E2mail ,tjfan @ouc. edu. cn

92



研究报告 　R E POR TS

海洋科学/ 2008 年/ 第 32 卷/ 第 2 期

40 cm) ,并以相同缓冲液进行洗脱(流速 :0. 5 mL/ min) ,

分部收集洗脱组分。利用 L2DO PA 进行 PO 活性测
定 ,收集具有高酶活性的峰值组分 , 部分作为
Sep hacryl S2100 纯化样品置 - 20 ℃备用 ;其余部分
上样于 Q Sep harose Fast Flow 阴离子交换柱 ( Phar2
macia ,1 cm ×30 cm) 继续进行纯化 ,用含 0. 1～
0. 5 mol/ L NaCl的相同 Tris2HCl 缓冲液进行梯度
洗脱 (流速 : 1 mL/ min) , 分部收集洗脱组分 , 用
L2DO PA进行 PO 活性测定 ,收集具有高酶活性的峰
值组分 ,经脱盐和浓缩后 ,作为 PO 纯品置 - 20 ℃保
存备用。以上柱层析操作均在 4 ℃进行。
1 . 2 . 3 　SDS2PA GE

各种 PO 样品经浓缩和脱盐后 , 参照 Lae2
mmli [12 ] 的方法进行 SDS2PA GE (十二烷基磺酸钠2
聚丙烯酰胺凝胶电泳) ,并用 0. 05 %考马斯亮蓝 ( R2
250)显色。
1 . 2 . 4 　PO 活性测定

PO 活性测定以 L2DOPA 为特异性底物、参照
Ashida 和 Dohke[13 ]的方法进行。取 100μL 待测酶
液与 100μL 15 mmol/ L L2DOPA 混匀后 ,于 28 ℃反
应 40 min ,加入 2. 8 mL 预冷蒸馏水终止反应。用
UV22450 分光光度计测定 490 nm 光吸收。在此反
应条件下 ,以 490 nm 光吸收值 ( A 490 ) 每分钟增长
0. 001定义为一个酶活力单位 (U) 。

在 p H 5. 0～9. 0 或 20～60 ℃的条件下 ,分别测
定 PO 活性 ,以确定日本 PO 的最适反应 p H 值和
温度。在底物特异性鉴定中 ,用儿茶酚、对苯二酚、
苯酚或酪氨酸替代 L2DOPA。
1 . 2 . 5 　几种金属离子、金属螯合剂与氧化酶抑制剂

实验
苯甲酸溶解于无水乙醇中 ,金属螯合剂 ( ED TA ,

DETC) ,金属离子 (Cu2 + ,Ca2 + , Zn2 + ,Mg2 + ) 和其余
氧化酶抑制剂均溶解于蒸馏水中。100μL PO 纯品
中分别加入 100μL 各种不同浓度的金属螯合剂、金
属离子和氧化酶抑制剂 ,于 40 ℃预处理 20 min 后 ,

用 L2DO PA 测定 PO 活性。阳性对照用 100 μL

20 mmol/ L Tris2HCl (p H 7. 1) 缓冲液替代反应体
系中的金属螯合剂或金属离子或氧化酶抑制剂 ;阴
性对照用相同缓冲液替代反应体系中的酶液。

PO 活性回复实验参照 Hata 等[ 14 ] 的方法。
100μL PO 纯品与 100μL 20 mmol/ L 的 ED TA 或
DETC 混匀后 ,于 0 ℃静置 20 min ,分别加入 100μL

2. 5 ,5 ,10 ,15 mmol/ L 的 Cu2 + ,Ca2 + ,Zn2 + 和 Mg2 + ,

于 0 ℃反应 3 h ,分别测定其 PO 活性。
1 . 2 . 6 　酶动力学曲线的测定

100μL PO 纯品分别与 100μL 不同浓度的 L2

DO PA 或儿茶酚混匀反应 ,测定其 PO 活性。利用
Lineweaver2Burk 双倒数作图法绘制出 PO 动力学
曲线 ,计算其米氏常数 Km 值。
1 . 2 . 7 　蛋白质质量测定

PO 粗品 ,凝胶过滤纯化样品和离子交换纯化样
品的蛋白质质量测定参照 Lowry 等[15 ] 的方法 ,以牛
血清白蛋白 (BSA ,Sigma 公司产品)为标准蛋白。

2 　结果

2 . 1 　酚氧化酶纯化
2 . 1 . 1 　凝胶过滤柱层析

来自约 4 只日本 的 PO 粗品 (5 mg) 溶解于
0. 2 mL上述 Tris2HCl 缓冲液中 (蛋白质质量浓度和
总酶活分别为 9. 9 g/ L 和 16. 12 U) 。在 0. 2 mL PO

粗品的凝胶过滤柱洗脱组分中 ,第 25～27 管组分对
L - DOPA 具有高 PO 活性 (图 1) ,收集并混匀后 (蛋
白质质量浓度和总酶活分别为 0. 84 g/ L 和 11. 25 U) ,

作为 PO 的凝胶过滤纯化样品使用。

图 1 　PO 的 Sephacryl S2100 凝胶过滤层析

Fig. 1 　Sephacryl S2100 gel2filt ration of the crude PO

2 . 1 . 2 　离子交换柱层析
在凝胶过滤纯化样品的阴离子交换柱洗脱组分

中 ,发现 24～26 号组分对 L2DOPA 具有高 PO 活性
(图 2) ,收集并混匀 (蛋白质质量浓度和总酶活分别
为 0. 027 g/ L 和 9. 0 U) 后进行脱盐和浓缩处理 ,作
为 PO 纯品使用。

各步纯化倍数及得率见表 1。

图 2 　PO 的 Q Sepharose Fast Flow 阴离子交换层析

Fig. 2 　Q Sepharose FF ion2exchange chromatography of the

gel2filt rated PO
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表 1 　日本 酚氧化酶的纯化

Tab. 1 　Purif ication of PO from haemolymph of C. j a ponica

纯化步骤 总蛋白 (mg) 总酶活b (U) 比活b (U/ mg) 得率 ( %) 纯化倍率

粗酶a 4. 95 16. 12 3. 26 100 1. 0

Sephacryl S2100 柱层析纯化样品 2. 51 11. 25 4. 48 69. 8 1. 37

Q Sepharose FF 柱层析纯化样品 0. 08 9. 0 112. 5 55. 83 34. 51

　　注 :a . 从 4 只日本 中提取 ;b. 以 15 mmol/ L L2DOPA 为特异性底物

2 . 2 　各种 PO 样品的 SDS2PA GE

对所得 PO 的粗品、凝胶过滤纯化样品、离子交

换纯化样品 ( PO 纯品) 以及 10 g/ L SDS 激活后的

PO 纯品 ,进行 SDS2PA GE。电泳结果 (图 3) 显示 ,

本实验所得 PO 纯品含有 69. 5 和 64. 5 ku 两条带

(图 3 ,C) ,而 SDS 激活后的 PO 纯品只含有 64. 5 ku

一条带 (图 3 ,D) ,表明 PO 纯品的纯度很高。

图 3 　日本 酚氧化酶不同样品的 SDS2PA GE 电泳图谱

Fig. 3 　SDS2PA GE of different Charybdis PO preparations

M. 低分子质量标准蛋白 (分子质量如图左所示) ; A. PO 粗品 ;

B. 凝胶过滤纯化样品 ;C. 离子交换纯化样品 ;D. SDS 激活后的 PO

纯品

M. SDS2PA GE low molecular weight protein standards wit h mo2

lecular weight s shown in ku on t he left ; A. crude PO ; B. gel2filt rated

PO ; C. ion2exchanged PO ; D. purified PO after SDS activation

2 . 3 　PO 纯品的酶活性分析

2 . 3 . 1 　温度和 p H 对 PO 活性的影响

在不同 p H 值和不同温度下对 PO 活性分别进

行了测定。结果 (图 4) 表明 ,p H6. 0 时酶活性最高 ;

40 ℃时的酶活性最高。说明 PO 纯品的最适 p H 值

为 6. 0 ,最适温度为 40 ℃。

图 4 　不同温度和 p H 对日本 酚氧化酶的影响

Fig. 4 　Effect s of different temperatures and p H values on

purified Charybdis PO

2 . 3 . 2 　PO 的酶动力学曲线
根据 PO 纯品对不同浓度 L2DOPA 和儿茶酚的

酶活性 ,利用 Lineweaver Burk 双倒数作图法绘出日
本 PO 的动力学曲线 (图 5) 。经计算 , PO 纯品对
L2DOPA 的 Km 值为 3. 41 mmol/ L ;对儿茶酚的 Km

值为 7. 97 mmol/ L 。
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图 5 　日本 酚氧化酶的酶动力学曲线

Fig. 5 　The kinetic properties of purified Charybdis PO

A. PO 对 L2DOPA 的动力学曲线 ;B. PO 对儿茶酚的动力学曲线

A. The kinetic properties of purified PO on L2DOPA ; B. The kinetic properties of purified PO on catechol

2 . 3 . 3 　各种抑制剂对酚氧化酶活性的影响
各种抑制剂对 PO 纯品酶活性的影响结果表明 ,

PO 对亚硫酸钠和苯硫脲极为敏感 ,对硫脲和苯甲酸
很敏感 ,对半胱氨酸、柠檬酸和抗坏血酸却不甚敏感
(图 6) ;另外 PO 对 ED TA , D ETC , Zn2 + , Mg2 + 和
Cu2 + 很敏感 ,而对 Ca2 + 不甚敏感 (图 7) 。

图 6 　氧化酶抑制剂对 PO 活性的影响

Fig. 6 　Effect s of inhibitors on purified PO

图 7 　金属离子及金属螯合剂对 PO 活性的影响
Fig. 7 　Effect s of metal ions and chelators on purified PO

各种金属离子对 PO 酶活性的回复结果显示 ,
Cu2 + 能有效回复被 ED TA 抑制的 PO 活性 ,而其他
金属离子几乎没有回复作用 (图 8) 。为了证实该 PO
是否确为一种含 Cu 金属酶 ,作者又利用不同浓度
Cu2 + 对 DETC 预处理的 PO 纯品进行了回复研究 ,
发现 10 mmol/ L Cu2 + 几乎能完全回复被 DETC 抑
制的酶活性 (图 9) 。

图 8 　Cu2 + 对 ED TA 预处理后的 PO 活性的影响

Fig. 8 　Recovery effect of Cu2 + on the activity of ED TA2pret reated PO
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图 9 　Cu2 + 对 DETC 预处理后的 PO 活性的影响

Fig. 9 　Recovery effect of Cu2 + on the activity of DETC2pret reated PO

3 　讨论

PO 是许多甲壳动物和昆虫识别外源物的级联
反应中的一个关键性末端组分 ,而 pro PO 则是其无
活性的酶原形式。本研究利用凝胶过滤和离子交换
柱层析从日本 血淋巴中纯化出 PO ,并以 L2DO PA

为特异性底物对其进行了性质鉴定。在 SDS2PA GE

中 ,未经激活的 PO 纯品有 69. 5 ku 和 64. 5 ku 两种
大小的分子 ,而 SDS 激活后的 PO 纯品则只有一种
64. 5 ku 大小的分子 ,且两种 PO 纯品均具有高 PO

活性 ,说明 PO 纯品中所含有的 69. 5 ku 分子是 pro2
PO ,而 64. 5 ku 分子是 PO ; SDS 激活后的 PO 纯化
样品在 SDS2PA GE 中只有一条带 ,说明本文所得
PO 纯化样品的纯度很高 ,也证明在日本 血淋巴中
只有一种类型的 PO。PO 纯品在粗品的基础上被纯
化了 34. 51 倍 ,其得率为 55. 83 %。

日本 PO 的分子质量为 64. 5 ku ,p ro PO 为
69. 5 ku ,该 PO 的大小与龙虾 ( Paci f astacus leni us2
cul us) [6 ]和海鞘 ( H alocy nt hi a roret z i ) [ 14 ] 的 PO (62

ku)相似 ,而小于中国明对虾[9 ] (77 ku) 和褐虾[11 ] PO
(107 ku) 。PO 的分子质量依物种的不同、是否为单
体形式以及活性状态不同而不同。本研究所得
pro PO经 SDS 激活后加工去除了一个 5 ku 的多肽
片段而变为 PO ,这与许多无脊椎动物中 pro PO 经过
蛋白裂解激活而切去一个 5～15 ku 的多肽片段是一
致的[ 11 ] 。如在褐虾中切除的片段为 7 ku[11 ] ,菲律宾
蛤 ( R u di t a pes p hi l i p pi narum )中为 9. 2 ku [16 ] 。

日本 的 PO 纯品对 L2DOPA 的最适 p H 为
6. 0 ,最适温度为 40 ℃。该最适 p H 值与中国明对
虾[9 ] PO 的相同 ,而低于褐虾 PO (8. 0) [11 ] 和白对虾
( Penaeus seti f erus ) PO (7. 5) 的最适 p H 值[17 ] 。该
最适温度与日本对虾 ( Penaeus j a ponicus) [18 ] 、中国
明对虾[9 ]和菲律宾蛤[16 ] PO 的最适温度是一致的 ,低
于白对虾 ( P. seti f erus) [17 ]的最适温度 (45 ℃) ,但高

于日本 PO 粗品的最适温度 (30 ℃) (结果未发表) 。
可见 ,该最适 p H 值和最适温度的差别 ,可能与来源
物种及其生活环境 (如温度 ,病原体种类等) 甚至 PO

纯度等的差异有关。
日本 PO 纯 品 对 L2DOPA 的 Km 值 为

3. 41 mmol/ L ,与日本对虾 PO 的 Km 值(3.45 mmol/ L) [18]

相同 ,稍高于褐虾 PO [11 ] (2. 5 mmol/ L ) 和中国明对
虾 PO [9 ] (1. 99 mmol/ L ) 。上述 Km 值的差异可能
与物种差异、酶的结构、p H 值、温度等条件有关。此
外 ,本文所得日本 PO 纯品对儿茶酚的 Km 值为
7. 97 mmol/ L ,表明该酶对儿茶酚的结合能力要低
于 L2DOPA。

据报道 ,昆虫中的 PO 可分为漆酶 ( E. C. 1. 10.

3. 2 , p2dip henol : O2 oxidoreductase) 、儿茶酚酶 ( E.

C. 1. 10. 3. 1 dip henol : O2 oxidoreductase) 和酪氨酸
酶 ( E. C. 1. 14. 18. 1 monop henol ,L2DO PA : O2 oxi2
doreductase)三种[19 ] 。日本 PO 能够有效地氧化
L2DOPA 和儿茶酚 ,但不能氧化对苯二酚和酪氨酸 ,

表明该酶是一种典型的儿茶酚酶。各种氧化酶抑制
剂对日本 PO 活性的影响结果表明 ,该酶对儿茶酚
酶的特异性抑制剂苯硫脲和亚硫酸钠极为敏感 ,对
硫脲和苯甲酸非常敏感 ,但对柠檬酸、半胱氨酸和抗
坏血酸不敏感 ,表明该酶极可能是一种儿茶酚酶类
型的 PO。该性质与褐虾[20 ] PO 相同 ,而与海鞘[ 14 ] 、
中国明对虾[9 ] 、淡水小龙虾 ( Paci f ast acus leni uscu2
l us) [10 ] 、褐虾[11 ]等其他一些甲壳动物 PO 的酪氨酸
性质不同[ 9～11 ] 。

金属螯合剂 ED TA 和 D ETC 均能显著抑制 PO

活性 ,且 Cu2 + ,Mg2 + 和 Zn2 + 也能有效地抑制 PO 活
性 ,表明该 PO 可能是一种含铜金属酶。此外 ,被
D ETC 抑制的 PO 活性可特异性地被 Cu2 + 回复 ,鉴
于 D ETC 是铜离子的特异性螯合剂 ,从而表明日本

PO 确是一种铜金属酶 ,与中国明对虾[9 ] 、淡水小
龙虾[10 ] 、海鞘[14 ]和菲律宾蛤[16 ] 的 PO 相似。且已在
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淡水小龙虾中鉴定出了两个功能性的铜离子结合位
点[10 ] ,酶中所含有的铜离子恰好解释了 Cu2 + 和金属
螯合剂为什么能同时抑制该酶活性。目前正在进行
该 PO 的基因克隆与筛选研究。
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Abstract : Phenoloxidase ( PO) f rom hemolymp h of Charybdis j a ponica was p urified by gel2filt ration and
ion2exchange chromatograp hy , and characterized in terms of it s molecular weight and enzymatic p roperties
by using L2dihydroxyp henylalanine (L2DOPA) as the specific subst rate in t his st udy. It was found t hat p ro2
p henoloxidase (p ro PO) , isolated as a monomeric p rotein , had a molecular weight of 69. 5 ku , and a 64. 5 ku
PO molecule was of ten contained in preparations. The PO showed an optimal p H value of 6. 0 , and an opti2
mal temperat ure of 40 °C , respectively. And an apparent Km value of PO was 3. 41 on L2DOPA , and 7. 97
on catechol , respectively. PO activity was ext remely sensitive to sodium sulfite and 12p henyl222t hiourea ,
and quite sensitive to thiourea and benzoic acid. Based on it s sensitivity to different oxidase inhibitors and a
higher affinity on catechol , t his PO was thus classified as an o2dip henoloxidase. The PO activity was also
st rongly inhibited by Zn2 + , Mg2 + , t hylenediaminetet raacetic acid ( ED TA) and diet hyldit hiocarbamate (DE2
TC) . And t he DETC2inhibited PO activity can be recovered perfectly by Cu2 + . Then it can be concluded
t hat Charybdis PO is most p robably a metalloenzyme that required Cu2 + for it s f ull activity.
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