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真菌漆酶高级结构研究进展
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摘 要: 白腐菌分泌的木质素降解酶主要有木质素过氧化物酶、锰依赖过氧化物酶和漆酶 3种。

漆酶属于蓝色多铜氧化酶家族,可以催化氧化多种有机化合物, 伴随着分子氧还原成水, 但不同来

源的漆酶降解能力差异很大,而此恰与漆酶的结构密切相关。作者综述了漆酶尤其是真菌漆酶结

构特征、催化活性中心和高级结构等方面的研究进展。
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Research Progress of Fungal Laccase Structure

GAO Yu qian, ZHANG Li ming, ZHANG Shi min, XU Shu xia, WU Kun*

( College o f L ife Science, H enan Ag ricultur al Univer sity , Zheng zhou 450002, China)

Abstract: Three dif ferent enzymes are involved in lignin degrat ion produced by the w hite rot

fung i, they are lignin perox idases, manganese perox idases and laccase. Laccase, a member of the

blue mult i copper ox idase fam ily , catalyzes the ox idat ion of a variety of o rganic subst rates

coupled to the reduct ion of molecular ox ygen to w ater. The abilit ies to degrade lignin by different

laccases vary w idely, w hich depend on the st ructure of laccases, especially the st ructure of the

t rinuclear copper site. The str ucture characteristics, act ive site and three dimension st ructur e of

fungal laccase w eresummarized in this review.
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自然界中木素的降解主要是通过丝状真菌,其

中主要由白腐担子菌的分解作用来完成。白腐菌

降解木质素, 是通过其分泌的酶的作用来实现的。

白腐菌所分泌的木素降解酶主要有 3种, 即木素过

氧化物酶( L ignin pero xidase, 简称 LiP) , 依赖锰的

过氧化物酶( M anganese dependent perox idase, 简

称 MnP)和漆酶(苯二醇: 氧氧化还原酶, p diphe

nol: ox ygen oxidoreductase, EC1. 10. 3. 2) [ 1]。

漆酶是一种含铜多酚氧化酶,与植物抗坏血酸

氧化酶和哺乳动物血浆铜蓝蛋白同源, 都属于蓝色

多铜氧化酶家族 [ 2]。作为一种多酚氧化酶, 漆酶能

氧化酚类和芳香类化合物, 同时分子氧还原成水。

这一过程中, 漆酶从氧化底物分子中提取一个电

子,使之形成自由基,该自由基不稳定, 进一步发生

聚合或解聚反应[ 3]。由于漆酶来源很多, 结构各

异,因此不同来源的漆酶表现出来的催化特性相差



很大,其催化氧化作用各不相同
[ 4- 5]
。作者拟从真

菌漆酶的结构特征、活性中心和高级结构等方面的

研究进展进行综述, 以供从事该领域研究的学者参

考。

1 真菌漆酶的结构特征

漆酶皆为糖蛋白, 糖配基主要有氨基己糖、葡

萄糖、甘露糖、半乳糖、岩藻糖和阿拉伯糖[ 6] 。漆酶

的来源不同, 含糖质量分数约 3% 49%不等。这些

组分在植物漆酶的质量分数约为 45% ,真菌漆酶的

糖类物质质量分数较低, 大约 10% ~ 20%。同为真

菌漆酶,杏鲍菇( P leur otus er yngi i )的漆酶糖类物

质质量分数为 1%~ 7% ,而 Coriolop si s f ulv ocine

r ea 和 Botry t is ciner ea 的漆酶糖质量分数分别为

32%和 49%。灵芝( Ganoderma lucidum )漆酶去糖

基化导致完全失活, 因此许多研究者认为, 漆酶分

子中糖类物质的作用是稳定蛋白质,同时也可使酶

分子免遭蛋白酶解和自由基钝化[ 7 ]。由于分子中

糖基的差异,漆酶的相对分子质量随来源不同会有

很大差异,甚至来源相同的漆酶相对分子质量也会

不同。

目前已有多种漆酶被分离纯化,近4年来分离纯

化的部分真菌漆酶酶学性质见表 1。可知相对分子

质量在50 000~ 130 000之间,等电点 pI为 3~ 6。

表 1 分离纯化的部分真菌漆酶酶学性质

Tab. 1 The properties of some fungal laccase

漆酶来源
相对分子
质量( M r )

等电点
pI

最适
pH 值

最适
温度/

温度稳定性
T *

1/2 , h
K m / ( mo l/ L)

参考
文献

T rametes hir sute
1g 9

90 103 4. 3
2. 4( ABTS)
2. 5( DMP)

85( DM P)
T 65

1/ 2= 5,
T 75

1/2= 1. 17
- [ 8]

L ow eporus liv idus
MT CC 1178

64. 8 103 - 5. 0( DMP) 60( DM P) T 60
1/ 2= 2

480( DM P)
230(邻苯二酚)
210(间甲酚)

320(邻苯三酚)
350(丁香醛连氮)

[ 9]

T rametes vers icolor 64 103 - - - - - [ 10]

Fomitella f r ax inea 47 103 3. 8 3. 0( ABTS) 70( ABTS) T 30
1/ 2= 1

270( ABTS)
426( DM P)

[ 11]

Myr ioconium sp .
UHH 1 13 18 4

88 103 2. 8
2. 5 3. 0( ABT S)
6. 0(丁香醛连氮)

6. 5( DMP)

70( ABTS)
*

4. 2(丁香醛连氮)
104. 9( ABTS)
67. 8( DMP)

[ 12]

P er ennip or ia

tephr opora
63 103 3. 3

4. 0( DMP)

5. 0( ABTS)
- - - [ 13]

P ycnoporus
sanguineus

61. 4 103 -
3. 0( ABTS)
4. 0( DMP)
5. 0(丁)

65( ABTS) -
91(丁香醛连氮)

77( ABT S)
203( DM P)

[ 14]

P anus tigr inus
CBS 577. 79

69. 1 103 3. 15
3. 75( DMP)

2. 7 3. 2( ABT S)
55( DM P)

T 50
1/2= 4. 68,

T 50
1/2= 0. 42

119( DM P)
31( ABT S)

[ 15]

P leur otus erg ngii 34 103 - - 70( ABTS) - - [ 16]

Ganoderma lucidum 75 103 - 3. 5( ABTS) 70( ABTS) - - [ 17]

P leur otus
saj or caj u

61 103 - 5. 0( ABTS) 40( ABTS) -
56( ABT S)

42(丁香醛连氮)
[ 18]

P leur otus os treatus
D1 64 103 -

7. 0(丁香醛连氮)
8. 0(邻苯二酚)
4. 0( ABTS)

- - - [ 19]

Cer rena unicolor

Lacc
64 103 3. 6

2. 5( ABTS)
3. 5( DMP)

4. 5(丁香醛连氮)

60 -
7( ABTS)

86. 5( DMP)

9. 8(丁香醛连氮)

[ 20]

Cer rena unicolor
Lacc

57 103 3. 7

3. 0( ABTS)

4. 5( DMP)
5. 5(丁香醛连氮)

60 -

27( ABT S)

88. 9( DMP)
13. 3(丁香醛连氮)

[ 20]

注: * 表示再高温度未作, - 表示未报道
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多数真菌漆酶都是单体蛋白质, 但也发现了寡

聚糖漆酶。木腐真菌 Phel linus r ibi s
[ 21]
、P leur otus

p ulmonarius
[ 22] 和 T r ametes v il losa

[ 23]
, 菌根真菌

Canthar el lus cibarius
[ 24]
, 子囊菌 Rhiz octonia sola

ni 的漆酶都是由两个相对分子质量相似的亚基组

成,每个亚基的相对分子质量与单亚基漆酶相对分

子质量相当 [ 25]。平菇( P leur otus ostr eatus )漆酶同

工酶 POXA3a和 POXA3b 则是由 2种相对分子质

量不同的亚基组成
[ 7]
。子囊菌 Monoci ll ium indi

cum 的漆酶相对分子质量经凝胶过滤确定为

100 000, SDS 电泳结果表明此漆酶由相对分子质量

为24 000、56 000和72 000的 3 个亚基组成
[ 26]
。禾

顶囊壳菌( Gaeumannomyces gr amminis )的漆酶相

对分子质量为190 000,由 3 个60 000亚基组成[ 27] ;

柄孢壳( Podosp or a anser ina)的漆酶则是80 000亚

基组成的四聚体, 相对分子质量为390 000
[ 28]
。

2 漆酶催化活性中心

多数漆酶含有 4 个 Cu2+ 。根据光谱学特性和

电子顺磁共振技术 ( E lectr on Paramagnet ic Reso

nance, EPR)特性,漆酶活性中心 4个铜离子分成 3

类: I型 Cu2+ ( T 1Cu)和 II铜 Cu2+ ( T 2Cu)各一个,

是单电子受体,呈顺磁性; III型 Cu2+ ( T 3Cu)两个,

是双电子受体,反磁性 [ 3]。

T 1铜接受来自底物的电子转移, 在 Cys、His、

Met Cu 之间产生电荷转移, 由于铜离子和 Cys硫

原子 间的高度共价结合, 使得铜离子在 614 nm

( = 5 000 L/ ( mol cm) )处产生强烈的蓝色特征

吸收带(因此也称作蓝铜) , 同时产生小股 EPR 信

号的超精细偶合( g | | = 2. 30, A | | = ( 40 95) 10 4 /

cm) , 和 T 1铜相连的配体是 His和 Cys, 两个 His

的咪唑基和 Cys的巯基组成双锥几何形 三角

结构,铜离子可被 Hg 或 Co 替代。

T 2位点配位中心具有正常的 EPR 信号( g | | =

2. 24, A | | = ( 140- 200) 10 4 / cm) , 单核铜离子位

于四方形的几何结构中, 表现超细分裂 ( ult raf ine

split t ing)。T 2铜离子不稳定, 不容易被一些弱的

配体(如 Cys)配位,在有螯合剂存在时,可以被选择

性地还原去除,常常伴随着酶活性的显著下降。

T 3位点中心包含两个铜离子, 是两个反磁性

偶合铜原子通过氢氧化物桥配对, 无 EPR信号; 由

于电子在 OH 和两个铜离子间传递, 在 330 nm 紫

外区域有特征吸收带。T 2/ T 3簇通过 8 个 His的

咪唑基形成配体, 各自呈略微扭曲的三角双锥形,

T 2铜还可能和一个 Cl- 相关。

得注意的是不同的漆酶具有不同的结构活性

中心。在 600 nm 处没有最大吸收峰的酶通常称为

类漆酶,也具有典型蓝色漆酶所固有的 T 1Cu。比

如平菇( P. ost reatus)产生相对分子质量为61 000

的漆酶同工酶 POXA1,不具有对愈创木酚的活性。

POXA1w 的最大吸收值不是在 605 nm 处, 而是在

400 nm 处, 活性中心是一个 Cu、一个 Fe 和两个

Zn,缺少 I 型铜, 不能显示漆酶特征的蓝色, 为 白

漆酶
[ 29]
。射脉侧菌( Phlebia r adiate )的漆酶活性

中心包含两个 Cu( T 1和 T 2位点)和一个辅基焦磷

酸吡咯喹啉醌( pyr roquino linequinone, PQQ ) , 此时

辅基充当 T3位点
[ 3 0]
。木层孔菌( P. r ibi s)只产生

一种同工酶,由 2个 76KD亚基组成的二聚体,活性

中心包含 1个 Cu、1个 Mg 和 2个 Zn,缺少 I 型铜,

不能显示漆酶特征的蓝色,为 白漆酶 [ 21]。

3 漆酶的高级结构

由于真菌漆酶的含糖量较高,一直难以获得 X

衍射分析用的单晶, 因此关于漆酶结构的研究进展

比较缓慢。1998年, Ducr os 和 Brzo zow ski等从灰

色鬼伞菌( Cop rinus cinereus )中获得漆酶, 并将其

在米曲霉( Asp erg il lus or y z ae )上表达, 然后用获得

的晶体进行研究,最早描绘出漆酶的三维草图 [ 3]见

图 1。晶体分辨率 2 24 , 晶体生长条件为

PEG8000沉淀剂, pH 5 5的乙酸钠/乙酸缓冲液,

空间群为 P21 21 21 , 晶胞参数为 a= 45. 4 , b=

85. 7 , c= 143. 1 。所得单晶在 2. 24 分辨率

的数据以抗坏血酸氧化酶为研究模型, 以分子置换

法解其结构。但为了获得高质量的衍射图, 漆酶蛋

白经内切糖苷酶 F 去 N 糖基化处理, 导致其结构缺

失了不稳定的 T2 Cu, 因而没有活性。

图 1 缺失 T2 的 Copinus cinereus 漆酶的三维晶体结

构( PDB code: 1HFU, 2001)

Fig. 1 Three dimensional crystal structure of laccase

from Copinus cinereus

该漆酶蛋白的单体分子由 3 个连续的 cupre

doxin like结构域组成, 每区均具有 圆筒状(由
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绳带排成 折叠形成所谓的希腊图状)拓扑结构,

三者紧密相连在一起, 形成一个紧密的球形结构

( 70 50 45 )。红色区( I 区)包含 1~ 157

号氨基酸残基, 参与和三核位的连接; 绿色区 ( II

区)包含 158~ 341 号氨基酸残基, 是底物结合部

位;蓝色区( III区)包含 342~ 559号氨基酸残基,同

时参与对单核铜和三核铜原子的结合, 还在底物结

合中起作用
[ 31]
。

单核的 T 1Cu 位于结构域 3中, 与两个 His的

N 和一个 Cys的 S 配位结合, 其中共价键 Cu S cys

使酶呈现蓝色。T 2/ T3三核簇在结构域 1和结构

域 3的界面上,每个位点都有氨基酸配体。结构域

2和结构域 3 的氨基酸残基参与底物结合位点(电

子供体底物的结合位点)的形成。第三个结构域中

除了有 sandw ich 外, 还有 4 个短的螺旋区, 最后

一个螺旋位于 C 末端,由结构域 1的 Cys85和结构

域 2 的 Cys48 形成的二硫键来稳定。漆酶的第二

对二硫键( Cys117 Cys204)存在于结构域 1和结构

域 2之间。一个伸展的 loop(氨基酸 284 327)连接

结构域 2 和 3, Asn343上则有 N 连接的 N 乙酰葡

糖胺[ 31, 32- 33]。

C. ciner ues漆酶结构见图 2。T 1Cu和 Cys452

的硫, H is396、H is457 的 ND1氮配位结合, 键长分

别为 2. 19、2. 07、2. 03 。与抗坏血酸氧化酶不同

的是, 在抗坏血酸氧化酶中轴向 Met 配基的位置,

C. ciner eus漆酶中为 Leu462, 大多数其他真菌漆

酶中通常为 Phe,距离 T1Cu 3. 51 ,因此不能成为

T 1Cu 的配基。T1Cu 一侧被疏水性口袋围绕,

Leu462 两边为 Phe340 和 Phe398, T 1Cu 位于

Ile454的一侧。T1Cu 距离分子表面 6 ,位于一个

约 6 深、12 宽的凹陷中,凹陷的表面由结构域

1和结构域 3的3个 loop( AA152 165, AA336 340,

AA387 395)构成。这个区域与还原底物的结合有

关。抗坏血酸氧化酶中有许多伸展的 loop 区, 决定

了底物特异性, 而漆酶中缺少这些区域, 且结合位

点相对较大, 序列变异性也较大, 加上可能存在的

lo op构象上的变化(表现在室温和 100 K 结构之间

的不同) ,这些因素都导致了真菌漆酶极度广泛的

底物专一性[ 33] 。

在已知三维结构的多铜氧化酶中, T 2/ T 3Cu三

核中心与高度保守的 4 个 His X H is 花样的 8 个

His配位结合。T3Cu 结合 6 个, T 2Cu结合 2 个。

T 3Cu原子对之间还有氧桥, 具有强反磁性, 导致

T 3Cu原子对电子顺磁共振效应的消失。C. cine

reus 漆酶结构中, T 2/ T 3三核中心也被 8个 His包

图 2 C. cinereus 漆酶一型铜结合模式图

Fig. 2 T1 copper center of the C. cinereus

围,但由于 T2Cu缺失, 与抗坏血酸氧化酶相比,构

象发生了变化
[ 33]
。T3两个 Cu原子间相距 5. 3 ,

而抗坏血酸氧化酶中只有 3. 7 , 含氧的配基只结

合 T 3Cu 原子对中的一个, 而且在两个 Cu 原子间

的排列是不对称的, 距离 Cu3( a)和 Cu3( b)分别为

2. 17 和 3. 26 ,见图 3。

图 3 C. cinereus 漆酶三核铜中心配位结合模式图

Fig. 3 Trinuclear centers of the C. cinereus

继 C. ciner eus 漆酶晶体结构被解析出后,

Hukulinen等则从子囊菌 Melanocarp us albomyces

中获得有很高热稳定性、最适 pH 值在中性范围的

漆酶结晶,并直接获得了含 4个铜原子活性的漆酶

蛋白三维结构。分辨率为 2. 4 , 见图 4。其 C 端

深埋于蛋白质内, 可能会阻碍氧通道, 图中灰色链

状结构表示糖链。M . albomyces漆酶有 3个二硫键

桥: 4Cys Cys12在第一个结构域里, 114Cys Cys540

连接第一和第三个结构域, 298Cys Cys332在第二

个结构域中,紧靠底物结合位点
[ 2]
。

除此以外, R igidopor us l ignosus 漆酶晶体结

构图见图5。Baci llus subti li s 内生孢子中分离出的

衣壳蛋白漆酶 CotA的三维结构见图 6。T. v er si

color 漆酶蛋白大小为 65 55 45 , 具有二

硫键桥, 一个桥( 8Cys Cy s488)连接第一个结构域

的 C 端,一个桥 ( 117Cys Cys205)连接第一个和第

二个结构域。C. max ima漆酶有两个二硫键, 一个

是 85Cys Cys488, 稳定 C 端的 alpha helix; 一个是

117Cys Cys205, 连接第二和第一个结构域 [ 33]。
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图 4 M. albomyces漆酶的三维晶体结构

Fig. 4 Three dimensional structure of laccase from M.

albomyces

图 5 Rigidoporus lignosus 漆酶晶体结构图 ( PDB

code: 1V10, 2004)

Fig. 5 Crystal structure of laccase from Rigidoporus

lignosus(PDB code: 1V10, 2004)

通过已获得的不同真菌漆酶的结构与其他蓝

色多铜氧化酶(如抗坏血酸氧化酶)的结构比较可

以看出,他们在催化中心的结构上是高度保守的,

主要表现在铜的几何配位、T2/ T3Cu三核中心分子

氧进入和水释放的两个通道以及 His Cys H is 三肽

序列( T 1Cu位点和 T 2/ T 3Cu三核中心之间的电子

传递路径)。

图 6 枯草杆菌衣壳蛋白 CotA漆酶晶体图( PDB code:

1UVW, 2004)

Fig. 6 The crystal structure of CotA from Bacillus sub

tilis( PDB code: 1UVW, 2004)

4 结 语

漆酶的催化特异性能和宽泛底物作用, 使其在

纺织业废水处理、纸张和纸浆的低污染生产(生物

处理和生物漂白)、芳香族化合物转化、生物传感

器、生物燃料电池、饮料加工、食药用菌生产、食品

保护、家具成套设备和内部装修材料的无毒胶联等

方面具有广阔的应用前景, 但漆酶的低产量、高温

易失活等又是其应用受阻的一个重要原因, 需加强

对不同漆酶分子晶体结构的研究,通过比较其结构

异同来研究漆酶的性质与功能; 通过研究不同漆酶

分子活性中心的序列与结构差异,研究不同漆酶间

不同的催化机制,为高活性漆酶在蛋白质水平的改

造提供依据;加强分子生物学及分子遗传学领域的

研究,了解漆酶基因的结构、功能及其在转录、翻译

等各个水平的表达调控机制, 进而从基因水平对漆

酶及产酶菌株进行优化。
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