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摘要: 以菜青虫 Pieris rapae ( L . ) 为试材, 冰浴匀浆, 4 e 下 6 403 @ g 离心, 取上清液, 经 35% 饱和度 ( NH4 ) 2 SO4 沉淀,

Sephadex G-100 凝胶过滤柱层析等分离步骤, 获得部分纯化的菜青虫多酚氧化酶制剂。研究不同浓度铜离子及铜铁试剂对该

酶的影响, 结果表明: Cu2+ 在 0~ 01100 mmolPL范围内对酶活力表现激活作用; 浓度大于 01 125 mmolPL时表现抑制作用 , 其

IC50为 01651? 01022 mmolPL; 铜铁试剂对该酶抑制作用的 IC50为 01100? 01012 mmolPL。抑制动力学研究结果表明: 铜铁试剂

对该酶表现为可逆抑制效应, 为竞争性抑制类型, 其抑制常数 K i 为 01076? 01013 mmolPL。
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Inhibitory effect of cupferron on the activity of polyphenoloxidase from Pieris rapae

( L. ) ( Lepidoptera: Pieridae)
XUE Chao-Bin

1
, WANG Qin

2
, KE L-i Na

2
, CHEN Qing-Xi

2
, LUO Wan-Chun

1*
( 11 College of Plant Protection,

Shandong Agricultural University, Taipan, Shandong 271018, China; 21 Key Laboratory of the Ministry of Education for

Cell Biology and Tumor Cell Engineering, School of Life Sciences, XiamenUniversity, Xiamen, Fujian 361005, China)

Abstract: The kinetic properties of polyphenoloxidase ( PPO) from Pieris rapae ( L. ) were studied after the enzyme was

partially purified by 35% saturated ( NH4 ) 2SO4 and chromatographed on a Sephadex G-100 gel filtrat ion. Meanwhile, the

effects of PPO on the oxidation of L-DOPA by adding copper ion or cupferron were also studied. The results showed that

the act ivity of PPO was enhanced by Cu
2+

in the concentrat ion of 0- 01100mmolPL; however, the act ivity was inhibited

by the same ion when the concentrat ion was over 01125 mmolPL, and the IC50 was estimated to be 01651 ? 01022 mmolP

L. The results also indicated that the react ion of cupferron with the PPO is a reversible course with remaining enzyme

activity, the inhibitory mechanism belongs to be the competitive type and the IC50 was estimated to be 01100 ? 01012

mmolPL. Furthermore, the equilibrium constant for cupferron was determined to be 01076 ? 01013 mmolPL.
Key words: Pieris rapae ; polyphenoloxidase; copper ion; cupferron; inhibition

  多酚氧化酶 ( polyphenoloxidase, EC 111411811,
简称 PPO) 广泛存在于各种生物体内, 也是昆虫体

内的一种重要酶类, 在昆虫的变态发育和免疫系统

中起重要作用 ( Ashida and Yamazaki, 1990; Boman

et al . , 1991)。多酚氧化酶具有单酚酶活性和二酚

酶活性, 能将酪氨酸羟化, 产生邻位二羟基苯丙氨

酸 ( L-多巴) , 然后再将多巴氧化成多巴醌, 在非

酶促条件下最终生成黑色素, 使昆虫初生的、柔软

的、色淡的新表皮得以黑化和硬化 ( Ashida and

Yamazaki, 1990) , 这一过程对昆虫生命活动至关重

要。

金属离子在酶的催化反应中起重要作用, 估计

有三分之一的酶在催化过程的一个或几个阶段中需

要金属离子, 金属离子通过使底物直接结合到活性

部位或者通过可逆地改变金属离子的氧化态调节氧

化还原反应; 或者通过静电稳定或屏蔽负电荷等途

径参与酶的催化反应 (王镜岩等, 2003)。酚氧化

酶是一种含铜的金属酶, 每一个亚基均含有两个金



属铜离子, 两个铜离子分别与蛋白质分子中组氨酸

结合, 另有一个内源桥基将两个铜离子联系在一

起, 构成酚氧化酶催化氧化反应的活性中心

(Wilcox et al . , 1985)。本文作者在对菜青虫 Pieris

rapae ( L. ) 不同虫态及虫龄多酚氧化酶酶学性质

比较研究的基础上 (薛超彬等, 2004) , 以铜离子

及金属螯合剂铜铁试剂为效应物, 研究效应物对多

酚氧化酶催化氧化反应的影响, 旨在为以该酶为靶

标的新型害虫控制剂研究进行一些理论探讨。

1  材料与方法

111  材料

菜青虫采自福建省厦门市集美区后溪镇菜园,

在室内大量饲养。取 5龄幼虫于- 20 e 下保存, 作

为实验材料。L-多巴 ( L-DOPA) 为 Sigma化学公司

产品; 铜铁试剂 (N-亚硝基-B-苯胲铵, 一种重要的

铜铁螯合剂) 为上海远航试剂厂产品; CuSO4 为上

海试剂一厂产品, 分析纯; 实验所用其他试剂也均

为分析纯。

112  多酚氧化酶酶液的制备

采用薛超彬等 ( 2004) 的方法制得粗酶液, 经

35%饱和度 ( NH4 ) 2SO4 沉淀, 4 e 6 403 @ g 离心

30 min, 取沉淀加入适量 0120 molPL 磷酸缓冲液
( pH 6180) 溶解, 置于 4 e 0101 molPL 磷酸缓冲液
( pH 6180) 中透析直至无 SO4

2-
检出, 期间更换数

次透析液。将透析后酶液经 Sephadex G-100凝胶过

滤分离纯化, 测定各分离管的酶活力, 收集活力峰

部分作为酶活力分析材料。

113  酶活力测定方法

方法同薛超彬等 ( 2004)。

114  蛋白浓度测定

采用Lowry Folin-酚法。

115  铜离子和铜铁试剂对酶活力影响的测定方法
按 113节方法测定酶活力, 测活体系中包含终

浓度为 110 mmolPL L-多巴, 不同浓度系列的硫酸铜

或铜铁试剂, 加入 200 LL 酶液, 监测 475 nm 下

[消光系数E= 3 700 LP ( mol#cm) ] ( Jim�nez et al . ,

2001) 光密度值随时间的增长直线, 从直线斜率求

得酶活力。酶活力单位 ( U) 定义为在该条件下,

每分钟产生 1 mmolPL产物的酶量。

2  结果与分析

211  酶的初步纯化
从菜青虫5龄幼虫提取的多酚氧化酶粗酶液经

35% ( NH4 ) 2SO4 沉淀, 酶活力提高 3108 倍, 得率

为 69152%。再经 Sephadex G-100 凝胶柱层析, 酶

活力提高至 6122倍, 得率为 42150% (表 1)。据

Jiang 和 Fu ( 1998) 报道, 采用同样的柱层析方法

可以将梨中的多酚氧化酶纯化到 1116倍。表明用
Sephadex G-100凝胶柱层析对菜青虫多酚氧化酶纯

化有一定效果, 但不甚理想。

表 1 菜青虫多酚氧化酶的部分纯化

Table 1 Partial purification of polyphenoloxidase from Pieris rapae

纯化步骤

Purifi cation step

总体积 ( mL)

Total volume

总蛋白 ( mg)

Total protein

总活力 (U)

Total act ivity
比活力 ( @ 10- 3) ( UPmg)

Specific act ivity

纯化倍数

Purificat ion factor

得率 ( % )

Yield

缓冲液提取液

Crude extract
5215 588100 50140 85171 1100 100100

35%硫酸铵沉淀

35% ( NH4) 2SO4
2410 132172 35104 264101 3108 69152

Sephadex G-100 6010 40120 21142 532184 6122 42150

212  铜离子对菜青虫多酚氧化酶活力的影响

以 CuSO4、Na2SO4 和 K2SO4 为效应物, 研究

Cu
2+
和 SO4

2-
对菜青虫多酚氧化酶活力的影响。在

0120 molPL 磷酸缓冲液 ( pH 6180 ) 中, 以 110
mmolPL L-多巴为底物, 37 e 条件下测定酶的相对活

力, 结果 (表 2) 表明 SO4
2-
对菜青虫多酚氧化酶

活力无影响, 因此可以明确在 CuSO4 中对酶起作用

的是Cu
2+

(图 1)。

酶的剩余活力与 Cu
2+
浓度的依赖关系见图 1。

当 Cu
2+
浓度在 0~ 01100 mmolPL 时, 对多酚氧化酶

活力表现为激活作用, 尤其 Cu
2+
浓度在 0~ 01050

mmolPL时, 随 Cu
2+
浓度增大, 酶活力逐渐增大;

当 Cu
2+
浓度大于 01125 mmolPL 时, 对酶活力逐渐

表现为抑制作用, 即随 Cu
2+
浓度增大其酶活力逐
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渐降低。经测定导致酶活力下降一半所需的 Cu
2+

浓度 ( IC50 ) 为 01651 ? 01022 mmolPL。图 2 为跟踪

Cu
2+
对酶活力影响的反应历程, 在酶和底物反应 1

min后加入不同浓度的 Cu
2+
, 当 Cu

2+
浓度为 01030

mmolPL (曲线 2) 时表现激活作用, 当 Cu
2+
浓度为

01250 mmolPL (曲线 3) 时表现抑制作用。

表 2 SO4
2- 对菜青虫多酚氧化酶活力的影响

Table 2 Effect of SO4
2- on the activity of

polyphenoloxidase from Pieris rapae

效应物
Effector

浓度 (mmolPL)
Concentration

相对活力 (mean ? SE ) ( % )
Relative act ivity

对照CK - 1001000 ? 11430

Na2SO 4 2150 991593 ? 01951

5100 991823 ? 01507

10100 1001532 ? 11076

K2SO4 2150 991512 ? 11074

5100 991790 ? 01662

10100 991951 ? 01913

图 1  Cu2+ 对菜青虫多酚氧化酶活力的影响

Fig. 1 Effect of Cu2+ on the activity of

polyphenoloxidase from Pieris r apae

213  铜铁试剂对菜青虫多酚氧化酶活力的影响

以铜铁试剂为抑制剂, 探讨其对菜青虫多酚氧

化酶催化 L-多巴氧化反应活力的影响。酶的剩余

活力与抑制剂的浓度依赖关系见图 3, 结果表明:

在 0120 molPL 磷酸缓冲液, 110 mmolPL L-多巴,

37 e 条件下, 随着铜铁试剂浓度的增大, 酶活力逐

渐下降。由此系列数据计算得出, 铜铁试剂对该酶

活力下降一半所需的浓度 ( IC50 ) 为 01100 ? 01012

mmolPL。
214  铜铁试剂对菜青虫多酚氧化酶的抑制作用表

现为可逆效应

图 2 Cu2+ 浓度对菜青虫多酚氧化酶活力的影响

Fig. 2 Effect of Cu2+ on the activity of

polyphenolox idase from Pieris rapae
曲线 1为酶与底物 ( L-DOPA) 的反应历程; 曲线 2

和曲线 3分别为在酶与底物反应 1 min后加入 Cu2+

01030 mmolPL 和 01250 mmolPL 的反应历程
Curve 1 was the course of substrate reaction in the absence

of Cu2+ ; curve 2 and curve 3 were the course of substrate

reaction in the presence of 01030 mmolPL and 01250 mmolP
L Cu2+ after 1 min, respectively.

图3 铜铁试剂对菜青虫多酚氧化酶活力的抑制作用
Fig. 3 Inhibition of cupferron on the activity of

polyphenoloxidase from Pieris rapae

在测活体系中, 固定底物 ( L-多巴) 浓度为

110 mmolPL, 加入不同浓度铜铁试剂, 改变酶的加

入量, 测定不同浓度铜铁试剂对菜青虫多酚氧化酶

催化L-多巴氧化活力的影响。图4表示酶经铜铁试剂

作用后的剩余酶活力与加入酶量间的关系, 酶活力

对酶量作图得到一组通过原点的直线, 表现为随着

抑制剂浓度的增大, 直线的斜率降低。此结果说明

铜铁试剂对酶活力的抑制作用属于可逆过程, 增加
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抑制剂浓度导致酶活力的下降是由于酶活力受到抑

制, 催化效率降低, 而不是通过导致有效的酶量减

少, 而引起酶活力的下降。

图 4  不同浓度铜铁试剂下酶活力与酶量的关系
Fig. 4 Effect of concentrations of cupferron on the

activity of polyphenoloxidase from Pieris r apae
曲线 0~ 4分别表示铜铁试剂浓度为 0, 01025, 01050,
01075和 01100 mmolPL
Concentrat ion of cupferron for curves 0- 4 was 0, 01025,
01050, 01075 and 01100 mmolPL, respectively.

215  铜铁试剂对菜青虫多酚氧化酶抑制类型及抑

制常数的测定

图5 铜铁试剂对菜青虫多酚氧化酶的抑制作用
( Lineweaver-Burk 双倒数作图)

Fig. 5 Lineweaver-Burk plots for inhibition of

cupferron on the activity of polyphenoloxidase

from Pieris rapae
曲线 0~ 3 分别表示铜铁试剂浓度为 0, 01025,
01050和 01100 mmolPL
Concentration of cupferron for curves 0- 3was 0, 01025,

01050 and 01100 mmolPL, respect ively.

在测活体系中, 固定酶液的浓度, 改变底物

L-多巴浓度, 测定不同浓度铜铁试剂对酶活力的影

响, 以酶反应的初速度对底物浓度作图为一组双曲

线, 此结果说明酶促反应遵循米氏 ( Michaelis-

Menten) 动力学方程。以 Lineweaver-Burk 双倒数作

图, 可以判断抑制剂的抑制类型。图 5为铜铁试剂

对菜青虫多酚氧化酶抑制作用的 Lineweaver-Burk双

倒数作图, 得到一组纵轴截距不变的直线, 说明供

试抑制剂不改变酶促反应的最大反应速度 ( Vmax ) ,

只影响米氏常数 ( K m ) , K m 值随着铜铁试剂浓度

的增大而增大, 其抑制机理表现为竞争性类型, 即

表明在该实验中, 底物和铜铁试剂与酶分子的结合

是互相竞争的, 铜铁试剂只能与游离酶 ( E) 结

合, 而不能与酶-底物络合物 ( ES) 结合。以不同

浓度铜铁试剂条件下测定的 K m 值对铜铁试剂浓度

作图 (图5内插图) 为一条直线, 从直线的斜率可

以求得抑制常数 ( K i ) 为 01076 ? 01013 mmolPL。

3  讨论

昆虫的多酚氧化酶一般以无活性的酚氧化酶原

的形式存在于血液和体壁内。这种酶原的活化方式

大致有以下几种: ( 1) 酶自身的催化作用; ( 2) 酶

亚单位的聚集; ( 3) 由某种活性物质分解部分酶原

蛋白而使其活化。活性物质包括: ( 1) 唾腺的分泌

物; ( 2) 体壁中的脂质; ( 3) 表皮中的一种蛋白

质。酚氧化酶原的活化也可由激活剂以外的因素促

成。在对酚氧化酶研究中, 许多研究者使用十二烷

基硫酸钠 ( SDS) ( Juan et al . , 1999)、十六烷基吡

啶氯化物 ( CPC) 作为酶原的激活剂 ( Michael et

al . , 2000)。在本研究中, 我们制备的菜青虫多酚

氧化酶具有催化活性, 这可能是酶原已被上述一种

或多种活化方式激活。在实验中, 当加入较低浓度

的 Cu
2+
时, 可使酶活力提高 19%左右, 表现一定

的激活作用, 这或许是外加的 Cu
2+
与多酚氧化酶

活性中心的铜离子具有相同的作用, 使活力增大,

表明铜离子在酶活性中心是必需的; 当 Cu
2+
浓度

超过01125 mmolPL时, 对该酶表现为抑制作用, 且

抑制程度随着外加铜离子浓度的增大而呈指数下

降。此实验结果与 Cu
2+
对马铃薯酪氨酸酶 (王君

玲等, 1995) 的影响结果是一致的。其原因可能是

过量的铜离子参与酶活性中心外的其他基团的相互

作用, 导致酶活力下降。

本研究发现铜铁试剂对菜青虫多酚氧化酶有明
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显的抑制作用, 由于铜铁试剂是 Cu
2+
有效的螯合

剂, 其抑制机理很可能是铜铁试剂螯合了多酚氧化

酶活性中心的 Cu
2+
, 使酶的活性中心的结构发生

变化, 以致于使酶活性降低。本实验测得其抑制类

型为竞争性抑制, 即在反应过程中铜铁试剂和底物

(L-多巴) 同时竞争酶的活性部位, 这与铜铁试剂

对蘑菇酪氨酸酶的抑制机理是一致的 ( Xie et al . ,

2003)。

国外从20世纪 60年代开始, 就有人开始对多

酚氧化酶抑制剂进行研究。这类抑制剂在美白护

肤、果蔬保鲜及食品防腐领域得到了迅速发展和应

用 ( Kubo et al . , 1999)。由于多酚氧化酶在昆虫生

命活动中的重要作用, 故该酶抑制剂理论在 /昆虫

生命活动干扰剂0 理论研究中有其重要意义。
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