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摘 要: 漆酶是一种多酚氧化酶, 参与木质素的降解或聚合, 具有氧化木质素的能力。但不同

来源的漆酶其氧化降解木质素的能力相差很大。漆酶的结构决定了漆酶的特性,因而也就决定

了漆酶氧化降解木质素的能力。本文综述了近 10 年来漆酶分子催化活性中心的结构与功能及

其特性的研究进展。
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漆酶是一种多酚氧化酶( p-diphenol oxidase EC. 1. 10. 3. 2) , 最早是从漆树的分泌物中发

现,后来人们发现许多生物,包括植物、微生物(主要是真菌)、甚至昆虫体内皆存在漆酶。由

于漆酶是一种氧化还原酶,其作用主要是催化氧化还原反应。在植物体内,它主要是催化木

质素的聚合过程,使木质素沉积,而真菌产生的漆酶则进行相反的过程,使木质素发生降解。

利用漆酶的催化氧化还原性能可以进行化学催化反应,季立才等在这方面已做过综述[ 1]。

然而不同来源的漆酶氧化还原能力相差较大,这些差别决定于漆酶分子的结构。本文就近

10年来漆酶的结构及其特性的研究进展作扼要综述。

1 漆酶分子催化活性中心的结构与功能

漆酶是一种最简单的多铜过氧化酶,一般含有 4个铜原子( P . radiate 漆酶除外,仅含 2

个铜原子, 无 3号铜原子
[ 2]

)。根据其光谱特征,可划为 3种类型的铜: 1号铜具有典型的蓝

铜谱带:紫外可见光谱上 600 nm[ : 5000( mol L- 1 cm) - 1]处出现峰值,在 EPR(电子顺磁共

振)谱上有一个小的平行超精细耦合结构[ A11: ( 4070) 10- 4 cm- 1] ,它参与分子内的电子传
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递,把电子从底物传递到其他铜原子上; 2 号铜只具一般的 EPR 谱带 ( A11 > 140 10
- 4

cm
- 1

) ; 3号铜区由 2个 3号铜原子通过一个 OH 桥配位连接起来,组成双核铜区,具有抗

磁性, 因而在EPR上无谱带,紫外可见光谱上 330 nm处的肩峰是 3号 Cu2+ 的特征峰。1号

铜与 2个组氨酸( his)和 1个半胱氨酸( cys)配位; 2号铜与2个his和 1个水分子配位, 形成T

型几何结构[ 3] , 这种结构对一价铜比二价铜更有利; 3号铜与 3个 his和一个氢氧桥配位, 形

成四面扭曲的四方立体结构[ 4] ; 2号铜和 2 个 3号铜原子组成的三核铜簇中所有铜原子彼

此之间的距离都是 0. 38 nm。1号蓝铜离三核铜簇距离大约为 1. 25 nm, 中间通过-cys-his-联

系起来,形成 Cu( )-cys-his-Cu( )电子传递通道。Leif J等人[ 5]对 T. versicolor 活性中心研

究发现其含有 2个二硫桥: cys-85与 cys-487形成一个二硫桥, 把 1号铜区与 3号铜区联系起

来; cys-117与 cys-205形成另一个二硫桥,把 2号铜区和 1号铜区联系起来。

漆酶催化活性中心与 4个铜原子配位的 10个His以及与1号铜配位的 Cys相对而言是

比较保守的。在 Cys的下侧,相应于 1号铜的第 4个配体的位置对 1号铜的还原电势有决

定作用。此位置的疏水基团越大, 则其还原电势越强。依据该位置基团的不同,可将漆酶序

列分为 3类: Lac (甲硫氨酸: Met )还原电势最低; Lac (亮氨酸: Leu)还原电势次之; Lac

(苯丙氨酸: Phe)还原电势最高。在细胞色素 C 中, 这个位置是 Met[ 3] ,在 N . crass 中是

Leu[ 6] ,而大多数的担子菌漆酶中一般则是 Phe。这与以前的报道真菌漆酶比别的蓝铜蛋白

具有更高的还原性一致[ 7]。可可碱乙酸钠的基因定点诱变[ 8]的研究以及 Xu. F[ 9]等人所做

的工作也支持这一结论。同时 Xu. F 等人
[ 9]
还通过比较真菌漆酶的活性与还原电势关系,

发现还原电势越高, 漆酶活性越大,并得出结论: 1号蓝铜区的结构差异决定了漆酶还原电

势以及漆酶对底物的专一性。

表 1 靠羧基端最近的组成铜区的部分真菌漆酶的氨基酸序列分布

Table 1 Alignment of the amino-acid sequences consituting the copper-binding domain closest

to the carboxyl terminus in laccases from animo-acid sequences

菌种 organism 氨基酸片段 animo acid sequences 漆酶类别 assignment of laccase

P . cinnabarinus N P G P W F L H C H I C F H L E A G F A V

C . hirsutus N P G P W F L H C H I D F H L E A G F A V

T. versicolor N P G P W F L H C H I D F H L E A G F A I

Lac ( Phe)

A. bisporus N P G P W F L H C H I DW H L E I G L A V

P . radiate N P G P W F L H C H I DW H L E A A L A V
Lac ( Leu)

A. pseudoplaturnus N P G V W F L H C H I DW H T T W G M A V

A. nidulans D K F D S I L H C H I A S H Q M G G M A V
Lac (Met)

3 1 3 1 1

* 分隔号内的氨基酸与 1号铜、3号铜密切相关,底下的数标表示该氨基酸与哪号铜有关。最右边分隔号内的氨基

酸与漆酶的还原电势密切相关。

为了确定漆酶催化活性中心的 4个铜原子功能, 1976年, Graziani[ 10]等人选择性地螯合

2号铜原子, 而1号铜和 3号铜原子保持完整, 这种衍生物称为T2D漆酶( Type 2 depleted) ,分

离后,发现制得的T2D漆酶含有氧化态的 1号铜和还原态的 3号铜,又称为脱氧 T2D漆酶,

以区分于完全被还原了的T 2D漆酶( fully reduced laccase) , T2D漆酶对于确定 2号铜在漆酶催

化反应中的作用非常有用。相应于T2D漆酶, 1984年Mc.Millin[ 11]及他的同事合成了另一种

漆酶衍生物T 1HgLc, 即 1号铜被Hg2+ 代替, 2号铜和 3号铜保持完整, 制得的T 1HgLc中的 2
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号铜和3号铜都呈氧化态, T1HgLc 是验证三核铜簇在无 1号铜的情况下是否能和氧气反应

的最理想的衍生物[ 12]。

1979年, Reinhammar[ 13]等人用完全被还原了的 T2D漆酶与 O2反应, 发现 T2D中 1号铜

与3号铜的氧化速率与天然漆酶中的一样, 并且出现相似的氧中间体光学特征及 EPR 信

号,因而推断2号铜与漆酶还原 O2并无直接的联系。但据 Graziani
[ 10]
等人报道通过处理 1

号铜, T2D漆酶可以转变成天然漆酶。另外, Solomon等人观察到在还原气氛中, T 2D漆酶可

以自发地转变成天然漆酶,推测其中可能经过 1号铜的转化, 随后, 他们在尽可能减小天然

漆酶产生的条件下, 观测完全被还原了的 T2D漆酶与 O2的反应, 同时利用电子顺磁共振

(EPR)、X-射线吸收光谱及其他光学吸收谱直接定性铜的氧化还原态,结果发现 T2D漆酶几

乎不和 O2反应,这就表明了 2号铜的存在是漆酶催化还原 O2必不可少的条件, 同时也说明

了Reinhammar观察到的快的氧化还原反应实际上与天然漆酶的氧化有关[ 14]。

Takeshi S等人[ 4]用抑制剂处理漆酶后, 发现漆酶的3号铜在EPR上有裂分峰出现,表明

外源性配体与 3号铜发生了配位,当外源性配体与3号铜配位后, 3号铜有了 5个配体,这种

结构对Cu2+ 比 Cu1+ 更有利, 从而导致 3号铜的还原受到限制, 氧化性降低,同时也抑制 O2

进入三核中心区。另据Messerschmidt等人[ 15]报道,在已被完全还原了的漆酶晶型结构中, 1

号铜和2号铜的配位环境不变, 而 3号铜的 OH 桥配体丢失, 2个 3号铜之间的距离增至 0.

51 nm,所有这些都说明 3号铜与漆酶的催化作用密切相关。

Cole等人[ 14]除观测 T2D与 O2反应外, 还研究了 T1HgLc与 O2的反应, 结果发现 T1HgLc

非常易于和O2反应,导致 2号铜和 3号铜完全氧化, 这就表明了 Cu( ) / Cu( )三核铜簇是

O2还原的最小结构单位,是最终的电子接受者。1994年,Marie 等人[ 16]对漆树漆酶三核铜簇

的研究发现三核铜簇的结构具有可变性,因而能与多种外源性配体发生作用。三核铜簇与

外源性阴离子配位时,铜原子之间存在强烈的相互作用, 2号铜的几何结构要受 3号铜氧化

态的影响[ 17]。漆酶能催化 O2通过 4电子还原成水。据 1976年报道[ 18] , 天然漆酶还原 O2分

两步进行:第一步: 1号铜、3号铜被氧化,产生3电子还原了的氧中间体; 第二步: 2号Cu+ 还

原氧中间体形成完全被氧化了的酶及一分子水,在第一步中 2号 Cu
+
并没有被氧化。后来,

Cole等人
[ 12]
推测2号 Cu

+
可能有稳定中间体的作用。但 Clark 等人

[ 19]
通过对漆酶还原 O2

形成中间体的园二色谱( MCD)的研究结果得出结论: 实验中观测到的中间体的S= 1/ 2EPR

信号表示一定有二价铜离子的存在,也就意味着生成的天然中间体是一个 4电子还原了的

氢氧化物连在一个完全氧化了的三核二价铜簇区。近来Woonsup S等人在 Clark P A的工作

基础上进一步提出了以上机理[ 20]。

2 特 性

漆酶的结构决定了漆酶的特性。漆酶的来源很多(真菌,植物, 昆虫, 细菌) ,结构各异,

因而也决定了不同的漆酶表现出来的特性相差很大。

2. 1 理化特性

2. 1. 1 含糖量 漆酶是糖蛋白,不同漆酶分子糖基化的程度不同, 其糖基化一直被认为与

漆酶的分泌、铜原子的保留以及热稳定性的提高有关[ 2122]。但是近来 Kaichang Li[ 23]等人测
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试了 4种含糖量差别显著的漆酶的稳定性,发现含糖量高的漆酶既不能提高漆酶的热稳定

性,也不能阻止由紫尿酸自由基引起的漆酶失活。

2. 1. 2 氧化还原电势 木材中最主要的木质素结构单元是非酚型单元,其氧化还原电势较

高。长期以来,人们以为木质素降解酶的还原电势的大小是影响木质素降解的关键因素。

到目前为止,已发现的漆酶的最高氧化还原电势都不超过 800 mV, 这对氧化非酚型单元显

然是不够的。但有报道[ 24]漆酶能氧化一些氧化还原电势高于漆酶的介体, 尽管其中的机理

还不清楚。后来, Kaichang Li等人
[ 23]
研究发现漆酶的氧化还原电势与其对介体的氧化并未

有直接的联系, 但是对一个有效的漆酶-介体体系来说, 漆酶必须有一个足够高的氧化还原

电势使漆酶对介体的氧化在动力学上成为可能。

2. 1. 3 等电点( PI) 漆酶是一种蛋白质,蛋白质由氨基酸组成, 氨基酸中含有氨基与羧基,

是一个两性化合物, 其分子带有正电荷和负电荷, 当正负电荷相等时,分子在电场中不泳动,

此时的 pH值即为 PI值。一般来说,大多数漆酶的 PI值在 35范围内变动。

2. 1. 4 分子质量 不同的漆酶,氧化能力不一样, 其分子质量也相差很大。如: A . mellea 漆

酶分子质量80 000[ 24] ,而 T . sanguinea M-85-2漆酶的分子质量为 62 000[ 25] ,见表 2。
表 2 不同漆酶的部分特性

Table 2 Some properties of various laccases

菌种 organism
分子质量

mol .mass

等电点

isoelectric point

含糖量( % )

carbohydrate content

还原电势(mV)

redox potentials

A. mellea 80 000 3. 1 3740

B . cinerea 61-34 74 000 4. 0 4. 9 780 20

P . cinnabarinus 81 000 3. 7 9. 0 750 20

D. squalens 66 000 3. 5 10. 5

D. squalens 66 000 3. 6 8. 0

T. sanguinea M-85-2 62 000 3. 5 9. 1

2. 2 N端氨基酸序列

漆酶的来源很多,其氨基酸序列差异很大。目前, 研究得最多的是 N端氨基酸序列。

同源性担子菌漆酶的 N端氨基酸序列具有很大的相似性,而已知的子囊菌N端氨基酸序列

都不具有相似性,与担子菌漆酶的序列也相差很大。对于同一种漆酶的同工酶来说,它们的

N端氨基酸序列非常相似,甚至完全相同。

2. 3 氧化特性

不同的漆酶其氧化能力不一样,而且其氧化的方式也不相同,甚至完全相反,如:植物漆

酶氧化木质素单体形成木质素聚合物而白腐菌漆酶则降解和降聚木质素。漆酶氧化速率的

大小不仅与漆酶本身的稳定性有关,而且也与漆酶与底物作用的一些动力学参数如 K cat
[ 23]

(表观速率常数)有关。而 K cat值的大小又取决于电子从底物传递到 1号铜原子上的难易程

度,因此底物与漆酶之间的还原电势差势必会影响 K cat值, 但这并不是决定因素。K cat值的

大小还受漆酶其他参数如漆酶与底物的亲和力的影响。另外,底物酚氧环上取代基性质也

是影响漆酶氧化率的一个重要因素, 对 C . thermophilium
[ 26]
来说, 单羟基取代酚比甲氧基取

代酚有一个更低的氧化率,羧基取代则能增加其氧化率。底物酚氧环上不同位置的取代也

同样影响漆酶的氧化率, 如 C . versicolor 漆酶氧化 2, 4-二氯取代酚的氧化率要高于 3, 5-二氯

取代酚[ 27]。如果底物一定,对漆酶的结构进行修饰,也可使其氧化率提高, 这一点近来已有
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研究, Xu. F
[ 28]
等人对真菌漆酶的基因进行定点诱变, 发现修饰后漆酶的 K cat值大大增加, 稳

定性提高,氧化性增强。

2. 4 对抑制剂的敏感性

一般来说, 铜螯合剂对漆酶的活性都有抑制作用[但 EDTA(乙二胺四乙酸)能增加 P .

conchatus 漆酶的反应活性] ,不同的抑制剂对漆酶活性的抑制作用不一样, 如 DEDTC(二乙

基二硫代氨基甲酸盐)和巯基乙醇对 P . spinc-trinus漆酶活性有强烈的抑制作用, 而羟胺、

EDTA对其基本上无抑制影响
[ 29]
。同一种抑制剂对不同的菌种其抑制作用也不一样, C.

thermophilium 漆酶对 EDTA 的敏感性要比 C . hirsutus、P . cinnabarinus 小
[ 30]
。抑制剂对漆酶

活性的影响随抑制剂浓度的不同而不同,抑制剂浓度越大, 其抑制作用越强。氟化钠的浓度

为0. 001 mol/ L 时, D. squalens 漆酶活性为100%; 浓度为0. 01 mol/ L 时,酶活降至38% ;当

浓度为0. 1 mol/L 时,漆酶完全失活[ 31]。

2. 5 反应动力学

在一定的温度范围内,随着反应温度的升高, 漆酶的酶活力增加。但是,温度越高,漆酶

越不稳定, 也就越易失活。pH 值对漆酶酶活性亦有类似影响,一般来说,大多数漆酶在碱性

环境中不稳定、易失活。因此,把漆酶用于纸浆漂白时应同时考虑漆酶的稳定性和反应的最

适温度及 pH 值,以达到最佳的漂白效果。如何提高漆酶的稳定性已成为许多研究者研究

高效漆酶的一个重要内容。近来有报道[ 26]
C . thermophilium 漆酶比一般的真菌漆酶具有更

高的热稳定性并在 pH 值 68时反应较适宜。

漆酶反应的最适 pH 值随反应底物的不同而不同。P . cinnabarinus 漆酶与邻联苯甲胺反

应最适 pH值为 4. 0, Km(米氏常数)为 385 mol/ L;与丁香醛连氮的最适 pH 值为5. 8
[ 32]

, Km

为833 mol/ L。Km 值的大小可以反映出漆酶对底物亲和力的大小, 而漆酶对底物的亲和力

又是影响漆酶氧化底物速率的一个重要因素。Km 值越小, 亲和力越大, 漆酶对底物的氧化

率也就越高。

表 3 不同漆酶氧化不同低物时的动力学参数

Table 4 Kinetic parameters of various laccases for oxidation of various substrates

菌种 organism 反应底物 substrates
最适反应温度( )

opt imum temperature

最适反应 pH 值

optimum pH
Km( mol/L)

B . cinerea 61-34

P . cinnabarinus

C. thermophilium

C. graminicola

L . tigrinus IBR-101

P . conchatus [52]

2, 6-甲基苯酚 2, 6-dimethoxyphenol 60 3. 5 100

邻联苯甲胺 O-tol idine 30 4. 0 385

丁香醛连氮 syringaldazine 30 5. 8 833

丁香醛连氮 syringaldazine 60 6. 0 34

丁香醛连氮 syringaldazine 6. 0 0. 214

丁香醛连氮 syringaldazine 50 5. 3 3. 5

ABTS 2, 2-azino-bis(3-ethylthia-

zol ine-6-sulfonate)
70 4. 0 22. 2

3 结 语

漆酶在造纸、食品、染料及废水处理等工业领域有着广阔的应用前景,但漆酶的某些性

质,如其本身只能氧化酚型化物,高温易失活等又是目前其应用受阻的一个重要原因。对漆

酶分子结构及其特性的研究就是为了有目的地改善漆酶的特性,增加其氧化性和稳定性,但
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目前对漆酶分子结构尤其是空间结构的认识还有待进一步的研究。纯化分离检测技术手段

的快速发展,酶化机理认识的加深以及基因工程的运用将会有效促进对漆酶分子结构的认

识和漆酶特性的改善,为获得高效漆酶打下坚实的基础。
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ADVANCES IN THE STUDIES ON STRUCTURE OF CATALYTIC

ACTIVE SITE AND CHARACTERISTICS OF LACCASE

HU Ping-ping, FU Sh-i yu

( Laboratory of Cellulose and Lignocellulosic Chemistry , Guangzhou Institute of

Chemistry , Chinese Academy of Sciences , Guangzhou 510650, China)

Abstract: In nature, laccases play an important role in degrading lignin. However, the abilities to degrading lignin by dif-

ferent laccases vary widely, which depend on the structure of laccases, especially the structure of the tr-i nuclear copper

site. This text summarizes the studies on the structure of the active site and the characteristics of laccases in the past ten

years.

Key words: laccase; active site; characterization; white rot fungus
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