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Cu2+与烟草多酚氧化酶相互作用研究 

肖厚荣 施春华 夏炳乐 盛良全 张艳鸽 刘清亮 

(中国科学技术大学化学系，合肥 230026) 

本文通过酶活性测定，荧光光谱和紫外光谱研究了外加 Cuz 与烟草多酚氧化酶 (简称 PPO)的相互作用。结果表明，微量铜 

的加入 能增加 酶 的活 性，【Cu 】／【PPO】为 0．20左 右时酶 活性最 大，【Cu 】／【PPO】为 0．91时，Cu 开始表 现 出对 PPO活性 的 

抑制：Cu +对 PPO内源荧光的猝灭机制属于形成络合物所引起的静态猝灭，猝灭常数 为 8．0375×10 L·tool ；Cu 的加入 

使 PPO蛋白质分子构象发生变化，a一螺旋含量增加，多肽链及 Trp和 Tyr残基的芳杂环进一步 向分子内收缩，疏水基团之间的 

疏水作用增强。 
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多酚氧化酶(简称 PPO)是一类广泛存在于植物 

体内的含铜氧化还原酶(EC 1．10．3．1)。它们的共同 

特征是通过分子氧催化酚类物质氧化成醌，随后发 

生醌的聚合而棕色化。由于它与很多农产品及工业 

原料的加工、贮藏等密切相关，并影响其品质和色 

泽，因此，PPO很早就引起 了人们的注意，并对它进 

行深入细致的研究。多酚氧化酶不但在烟草的整个 

生长过程中担当着重要 的角色．而且影 响着烟 叶的 

颜色和香吃味，所以对烟草多酚氧化酶的研究有重 

要的应用前景。对酶分子进行激活与抑制研究，是 

人们开发利用酶蛋白的基础工作．也是研究催化作 

用机 理 的重要 手段 。荧 光 光谱 法 是 研究 生物 大分 

子，特别是蛋白质与各种有机小分子、金属离子和无 

机化合物相互作用的重要手段 。通过对荧光特 征峰 

及其在不同条件下的位移情况、荧光偏振 、同步荧 

光、能量转移效率、荧光寿命、荧光猝灭、荧光增强等 

的研究，可以获得蛋 白质分子中荧光生色基团的种 

类、结构和所处微环境及其分布情况 、蛋白质分子构 

象变化等有用信息，同时还可以得到外源物质与生 

物大分子相互作用的有关数据 ¨一1。紫外可见光谱 

是研究无机离子(特别是过渡金属离子)与蛋白质相 

互作用的又一重要手段。在蛋白质分子中，生色基 

团有各种微环境。微环境的性质是 由蛋白质分子构 

象所决定的，构象改变，则微环境随之改变；微环境 

改变，则生色团的紫外可见吸收光谱亦随之改变。因 

此，只要测出生色团紫外吸收光谱的变化，就可以了 

解微 环境 的变 化，从 而推断因金属离子扰动而引起 

的蛋白质分子在溶液中的构象变化。铜形成天然多 

酚氧化酶活性中心，研究外加 Cu 与 PPO的相互作 

用，无论是从应用还是从理论角度。都具有一定的意 

义。本文综合运用酶活性测定 、荧光光谱 、紫外光谱， 

研究外源 Cu 与烟草多酚氧化酶的相互作用。 

1 实验部分 

1．1 试剂与仪器 

硫酸铜，三羟甲基氨基甲烷，盐酸，磷酸二氢钠， 

磷酸氢二钠，氢氧化钠等均为分析纯；CM．Sephadex 

(C50)，DEAE．Sephadex(A50)，Sephadex(G75)均购 自瑞 

典 Pharmacia公司；二次蒸馏水；M．850型荧光分光 

光度计，Shimadzu UV．260型分光光度计，pHS．IOA 

数字酸度／离子计，微量注射器，Finnpipette可调式 

移液器等；Z型系列层析柱 (上海锦华实验器械厂)， 

BS-100型自动部分收集器 (上海沪西电子仪器厂)， 

800型离心机 (上海手术器 械厂)，真空 干燥机 

(Corrosion Resistant Freeze Dryer，U．S．A．)，lO00mL 

梯度混合器 (上海西 巴琪 生物技术 开发公 司)， 
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HD一21—88蛋白核酸检 测仪 。 

1．2 实验方法 

1．2．1 酶 的提取与纯化 1 

从 田问采集 由青变黄烟叶 (KY一46，大田生长 

96d，中部，青黄各 占叶表面 50％左右 )，洗净后切 

碎，用食品搅拌机粉碎，加预冷 (一18℃ )丙酮，浸泡 

过夜；六层纱布过滤，滤渣置冰柜中阴干，再次粉碎 

至 120目以下，加入到 pH 7．5、50mmol·L 磷酸缓 

冲液 中 (其 中含 10mmol·L～ EDTA，5mmol·L 

Cys，10mg。L Polyvinylpyrrolidone)，六层纱布过 

滤，滤液经 4000r·min 离心：向上清液加硫酸铵 

至饱 和度 35％，静置 6h，离心弃沉 淀，继续加硫酸铵 

至饱和度 80％，离心收集沉淀；沉淀用 Tris缓冲液 

溶 解后，经透析 除盐后上 DEAE—Sephadex(Aso)柱层 

析，收集其中第二个活性峰，分别经 Sephadex( s)、 

CM—Sephadex(Cso)柱层析，活性部分浓缩 除盐 。经 

PAGE电泳，呈单一染色带 。测定 PPO分子量 和除盐 

后 酶液蛋 白质含量 。 

1．2．2储备 液的配制 

配制 50mmol·L Tris缓冲液 (内含 100mmol 
· L～NaC1，pH 7．0)；然后用该 Tris缓冲液将纯化 

后 的 PPO稀 释至 4．0×10 mol·L～。用二次蒸 馏 

水配 制 CuSO4溶液至 1．0×10 tool·L～。 

1．2．3 实验步骤 

1．2．3．1 外源 Cu 对 PPO活性影 响 

取 lOI,zL酶液，加入不同量的 CuSO 溶液，25℃ 

下作用 30min，再加入 3mL 0．05tool·L 邻苯二酚 

(Tris缓 冲液配制 )， 3O℃下保 温 10min。然后 测 

420nm处 的吸光度 。 

1．2．3．2 荧光滴定 

移取 4mL 4．0×10 mol·L一1的 PPO于 lcm石 

英比色池中，用微量注射器 (范围：1—51xL)逐次加 

入 3．21xL Cu 的溶液进行荧光滴定，每次加入溶液 

后混合均匀，在 3O℃下作用 10min，以282nm为激 

发波 长， 在 M一850型荧 光 分光光 度 计 (Shimadzu， 

Japan)上 记 录 300—500nm波 长 范 围 内的发 射 光 

谱。 

1．2．3．3 同步荧光测定 

激发和发射单色器 同时进 行扫描，改变发射波 

长 九 与激发波长 九 之间的波长差 △A，A。 =A + 

△A，分别在 △A=20nm和 △A=60nm下测定纯 PPO 

以及 PPO与 Cu 不同物质的量 比情况下的发射峰 

强度及峰位 。 

1．2．3．4 外源 Cu 对 PPO紫外光谱影响 

移取 4mL 4．0×10 mol·L 的 PPO于 lcm石 

英 比色池 中，用微量注射器 (范围：1—51xL)或 可调 

式移液器逐 次加入 3．21xL或其整数倍 的 Cu 溶液， 

每次加入溶液后混合均匀，在 3O℃下作用 10min，以 

相 应 浓 度 CuSO 溶 液 (用 Tris缓 冲 液 (内 含 

100mmol·L～ NaC1，pH 7．0)配制)为参 比，在 Shi— 

madzu UV一260型分光光度计 上记 录 200—500nm范 

围内吸收光谱。 

2 结果与讨论 

2．1 外源 Cu 对 PPO活性的激活与抑制 

当加入微量铜时，能增加酶活性，继续加入外源 

铜时，酶活性则反而下降 (见图 1)，结果与有关文献 

报道一致 · 。从图上可 以看到，当【Cu ]／【PPO]为 

O．2左右 时，PPO活性最 高。这 表明，PPO活性增加 

不 是 由于外 源 Cu 与 PPO结合 而 引起 的构 象变 化 

使之更加亲合底物分子所引起的，而可能是外源 

Cu 与部分脱金属 的酶进 行重组 ，或外源 Cu 与抑 

制活性的小分子结合，解除抑制作用；高浓度的 

Cu 使酶蛋 白部分变性，从而引起酶活性下降。 

2 4 6 

[Cu ]／[PPO] 

图 1 铜对 多酚 氧化 酶活性 的影响 

Fig．1 Effect of Cu O1'1 the activity of polyphenol oxidase 

2．2 外源 Cu 对 PPO荧光的影响 

用 Cu 溶液滴定 PPO，其 343nm处的荧光发射 

峰被猝灭，见图 2。 

若将 Cu 对 PPO荧光的猝灭归因于分子碰撞 

引起的动态猝灭，按照 Stern—Volmert。1方程： 

F0／F=1+ 丁。【Cu ] =1+ 【Cu ]。 (1) 

式中： 为双分子猝灭过程速率常数， 为猝灭剂 

不存在时物质的荧光寿命， 为动态猝灭常数，显 

∞ ∞ 加 ∞ ∞ ∞ 们 加 
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350 400 

wavelength／nm 

图 2 外源 Cu +对 PPO荧光 光谱 的影 响 

Fig．2 Effect of Cu ’on the fluorescence spectra of polyphenol 

oxidase 

[PPO]=4．0×10‘ mol·L～． 

=282nm(30~C，pH 7．0)； 

Cu concentration：a：0，b：4．0×10。 mol·L～， 

c：8．0×10一 mol·L～．d=1 2 ×10一 tool‘L～。 

e： 1．6 ×10。 mol·L一 ， 2．0 ×10。 mol·L一 ， 

g：2．4×10一 mol‘L一 ，h：2．8×10一 mol‘L。 ， 

i：3．210一 mol·L～，j：3．6×10一 mol‘L。1， 

k：4．0×10。 mol·L一 ，l：4．4×10一 mol·L一 ， 

m：4．8×10一 mol·L一 

然有 尼 ： 。，[Cu ] 即猝灭剂的浓度。由于滴 

定时 Cu 的累积体积为 38．4 L，远小于 4mL PPO 

的体积，可忽略滴定过程中的体积变化。以 ／F对 

[Cu ]．绘图，得到图 3。 

由图 3可 以求 出 =8．0375×10 L·mol～， 

由于生物大分子荧光平均寿命大约为 10 s【91，因而 

可以求得 为 8．0375×10”L·mol～，而各类猝灭 

剂对生物 大分子 的最 大扩散碰撞 猝灭常数 为 2．0× 

1OmL·mol ·S 【10】。显 然，Cu 对 PPO荧光猝灭 的 

过程速率远大于扩散控制的 ，由此可以看出，猝 

灭过程可能为形成络合物所引起的静态猝灭，不是 

由于分子碰撞所引起的动态猝灭。 

2．3 Cu ’与生色基团的结合情况以及对 PPO构象 

的影响 

2．3．1 荧光光谱分析 

为研究 Cu 在不 同浓度下对 Trp和 Tyr残 基微 

1．5 

l·4 

1．3 

1．2 

l·1 

1．O 

[Cu’ 】×2．5×10 ／(mol· 。) 

图 3 Cu 对 PPO荧光猝 灭 的 Stern．Volmer曲线 

Fig．3 Stern-Volmer curve on fluorescence quenching of Cu 

with polyphenol oxidase 

【PPO】=4×10一 mol·L一 ，A =282nm(30~C，pH 

7．0)，九 =343nm，【Cu 】I=0，4，8，12，16，20，24， 

28，32，36，40，44，48×10一 mol‘L～，respectively． 

环境 以及 PPO构象 的影响，我们分别测 定 了纯 

PPO．PPO：Cu 为 1：3，1：12(物质的量比)三种情况 

下的 同步荧光。 

固定激发和发射的波长差为 60nm，令激发波长 

在 260 360nm范围内扫描，可以得到不同物质的 

量比时 Trp荧光光谱(见图4(a))。与纯 PPO溶液的 

荧光光谱相比，PPO与 Cu 物质的量比为 1：3，1：12 

两种情况下，荧光峰的位置略有变化，从 341nm蓝 

移至 338nm，说明 Trp残基微环境极性逐渐降低。纯 

PPO溶液的荧光光谱与游离 Trp荧光发射峰相 比， 

也说 明 PPO中 Trp残基位于 比水 的极性小的微环 

境。Trp残基荧光强度的下降，是由于 Cu 与 Trp残 

基之间存在无辐射能量转移。 

当固定 △A=20nm时．得到 PPO中 Tyr残基的 

荧光光谱 (见图4(b))。同游离 Tyr在中性水溶液中 

的荧光发射峰相比，纯 PPO中Tyr残基的荧光发射 

峰有一定程度的蓝移，这表明，Tyr残基位于比水的 

极性小的微环境。从图中可以看出，Tyr荧光峰在纯 

PPO溶液、PPO与 Cu 物质的量 比为 1：3，1：12三 

种 情 况 下 ，荧 光 峰 的 位 置 约 从 310 nm 蓝 移 至 

307nm，表明Tyr微环境极性也是逐渐降低。Tyr残 

基荧光峰强度的下降，由下列两种原因之一或由它 

们共 同引起的：(1)由于 Cu 与 PPO结合， 引起 

PPO构象变化，更有利于分子内从 Tyr残基到 Trp 

残基之间发生能量转移；(2)Cu 直接猝灭了Tyr的 
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(b)△A=60nm 

图 4 Cu 对 PPO同 步荧 光的影 响 

Fig．4 Influence of Cu on the synchronous fluorescence of 

polyphenol oxidase 

【PPO】=4×10 mo1．L—I，【Cu 】=a：O； 

b：l2×10一 mol·L一 ：c：48×10一 mol·L一 

荧光 。 

综合图4，我们可以看出：(1)外源铜的加入使 

PPO的构象发生了变化，Trp残基和 Tyr残基的微环 

境极性均减小；(2)外源铜对 Trp残基和 Tyr残基的 

荧光均有猝灭作用，但机制可能不同。Cu 对 Trp残 

基荧光的猝灭，是由于 Cu 与 Trp残基间的无辐射 

能量转移，Cu 对 Tyr残基荧光的猝灭，当 Tyr位于 

PPO分子表面时，其机制与 Cu 对 Trp残基荧光猝 

灭 的机制一样 ， 当 Tyr位于分 子内部时，则是 由于 

Cu +与 PPO分子 结合后，引起 PPO分子构象变化， 

导致能量更易于从 Tyr残基到 Trp残基 的转移所 

致 。 

2．3．2 外源 Cu 对 PPO紫外吸光谱的影响 

外 源 Cu 对 PPO紫外 光谱 的影 响见 图 5。 

PPO．280nm的吸收峰是其肽链上 Trp残基和 Tyr残 

基 的芳杂环 7r一 7r‘跃迁 引起 的。从 图中可 以看 出， 

纯 PPO．280nm的吸收峰较弱。这表明，纯 PPO中疏 

水基团之间的疏水作用较强。随着外源 Cu 浓度的 

增加，其 280nm吸收强度逐渐降低，说 明 Cu 与 

PPO结合诱导 PPO分子发生了类似增加 pH值所出 

现的蛋白质肽链收缩现象，使 Trp和 Tyr残基的芳 

杂环进一步 向分子 内收缩， Ot．螺旋含量随之增 

加⋯1，同时疏水基团之间的疏水作用增强，7r一 7r’ 

跃迁能量增大，吸收峰发生紫移  ̈1。由此可见，荧光 

光谱分析与紫外光谱分析是一致的。 

2o0 250 300 350 400 450 5o0 

wavelength／nm 

图 5 Cu 对 PPO紫外 吸收 光谱 的影 响 

Fig．5 Influence of Cu“ on the UV—Vis spectrum of polyphenol 

oxidase 

[Cu 】／[PPO]is equal to O：1 for a，12：1 for b，and 

36：l for c 

3 结 论 

通过酶活性测定，荧光光谱和紫外光谱的方法 

研究 了 Cu 与烟草多酚氧化酶的相互作用。外源 

Cu 的加入刚开始对酶活性有提高作用，本实验条 

件下，当 [Cu ]／[PPO]约为 0．20左右时酶活性最 

高，然后开始下降，与空 白对比，当[Cu ]／[PPO]达 

到 0．91时，外源 Cu 对 PPO表现出抑制作用。外源 

Cu 对 PPO普通荧光和同步荧光均有影响，其作用 

O  8  6  4  2  O  8  6  4  2  O  

2 ● ● ● ●  O  O  O  O  O  

oua对e 0∞o对 
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机制可能属于形成络合物所引起的静态猝灭；外源 

Cu 加入后 Trp残基 和 Tyr残 基 的微环境极 性均 减 

少；Cu 与 PPO结合后使蛋白质肽链收缩， ．螺旋 

含量有所增加 。 
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Study on the Interaction between Cu and Polyphenol Oxidase from Nicotinna Tobaccum 

XIAO Hou-Rong SHI Chun-Hua XIA Bing—Le SHENG Liang-Quan ZHANG Yan-Ge LIU Qing-Liang 

(Department of Chemistry，University ofScience and Technology ofChina，Hefei 230026) 

The interaction between Cu and PPO(polyphenol oxidase)has been studied by employing enzymatic activity 

assay，fluorescence spectroscopy and UV／Visible spectroscopy．Th e results show that the activity of PPO was en- 

hanced by the addition of Cü ，reaching maximum when【Cu ]／【PPO]was about 0．20，and then，the inhibition 

f0r it was appeared due to the existence of Cü ．The quenching mechanism of the combination of Cu with PPO iS 

a static quenching procedure，the quenching constant is 8．0375×10 L ·mol一1．The conformation of PPO is 

changed，the -helix content is increased，the polypeptide chain and the aromatic ring in Trp and Tyr residues are 

contracted to the inner of molecule，the hydrophobic interaction among hydrophobic groups enhanced after Cu was 

added to it． 

Keywords： Cu polyphenol oxidase fluorescence spectroscopy UV／Vislble spectroscopy 
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