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摘要　以 5, 6-二溴 -2, 3-二氰基氢醌为底物 , 在 pH值 4. 50条件下 , 用分光光度法考察了 Cl-、 NO-
3 和 SO2-

4 离

子对漆酶催化活性的影响。发现 Cl
- 、 NO

-
3 和 SO

2-
4 离子对漆酶的催化活性均有不同程度的抑制作用 , 其最大抑

制率分别可达 75% 、 31. 4%和 17. 1%。动力学研究表明 , Cl-、 NO-3 和 SO2-
4 离子的抑制作用是瞬时完成的 , 属

于竞争性抑制过程 , 是通过与底物分子竞争漆酶分子中的Ⅱ型铜 (Ⅱ ) 部位实现的。经测定 , Cl-和 NO-
3 离子与

漆酶所形成的复合物其解离常数分别为 1. 12× 10- 4mol· dm- 3和 1. 78× 10- 3mo l· dm- 3。
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Abstract　 The influence of Cl
-
、 NO

-
3 and SO

2-
4 ions on laccase-enzymatic activi ty was studied

spect ropho tometrically by 5, 6-dibromo-2, 3-dicyanohydroquinone ( DDBQH2 ) under condition

of pH4. 50 and 30± 0. 1℃ . The resul ts show ed tha t Cl
-
、 NO

-
3 and SO

2-
4 ions had obv ious inhibi-

tion, and the inhibition ratio of theirs reached to 75% , 31. 4% and 17. 1% , respectiv ely; The

kinetic studies demonst rated tha t the inhibi to ry actions of Cl
-
、 NO

-
3 and SO

2-
4 ions w ere time-

independent competi tiv e type, and the inhibi ted posi tion w as the type 2 Cu (Ⅱ ) site o f laccase.

The dissocia tion constants ( K i ) of complexing reaction of Cl
-
and NO

-
3 io ns w ith type 2 Cu

(Ⅱ ) si te o f laccase are 112 and 1 780μmol· dm
- 3
, respectiv ely.

Key words　 Rhus vernici f era laccase, anions, competi tiv e inhibi tion, spect ropho tometry

　　漆酶 ( laccase, EC 1. 10. 3. 2)是含有 4个紧密结

合铜 (Ⅱ )的氧化酶。漆酶分子中的四个铜分属于三种

类型 , 其吸收光谱性质是: Ⅰ 型铜部位又称蓝铜部位 ,

在 610 nm处有一强吸收 (ε～ 5 000 M- 1cm- 1 ) ; Ⅱ型

铜部位 , 无特征吸收; Ⅲ型铜部位 , 由双核铜构成 , 在

330 nm附近表现为肩 (吸收 ) 峰 (ε～ 2 800 M
- 1

cm
- 1 )。 最近的研究认为Ⅱ型铜部位和Ⅲ型铜部位共

同组成了一个三核铜簇 [1 ]。 漆酶可以催化氧分子氧化

二酚类底物生成水和醌类物质 , 但不释放出 H2O2或

· OH等对生物体有潜在危害的中间体
[1～ 3 ]
。 利用外

源性离子与漆酶分子的相互作用可以更好地理解漆酶

的催化氧化反应机理和阐明漆酶分子活性部位的结构

与功能。 Ho lw erda等
[3 ]
曾发现 N

-
3 、 CN

-
和 F

-
等阴离

子对漆酶的催化活性有抑制作用 , 认为抑制作用是由

于阴离子与底物竞争漆酶Ⅱ型铜 (Ⅱ ) 部位实现的。

Solomon等
[4 ]发现 F

-离子对Ⅱ型铜 (Ⅱ )有强亲和力 ,

其结合常数大于 104数量级 ; N
-
3 桥联了Ⅱ型铜和Ⅲ型

铜。正是这一研究导致了三核铜簇这一新概念的提出。

虽然有关阴离子与漆酶相互作用的研究较多 , 但却鲜

见有关 Cl
-
、 NO

-
3 和 SO

2-
4 等阴离子作为外源性离子

对漆酶催化活性影响的动力学研究的报道。 为了更好

地理解阴离子对漆酶催化活性的影响 , 避免在研究中

阴离子对漆酶催化反应可能产生的干扰 ,我们以 5, 6-

二溴 -2, 3-二氰基氢醌 (简称为 DDBQH2 )为底物 ,用

分光光度法考察了 Cl
-
、 NO

-
3 和 SO

2-
4 离子对漆酶催

化活性的影响 , 并就其动力学特征和作用位点进行了
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探讨。

1　实验材料和方法

1. 1　漆酶、 试剂和仪器

漆酶的分离、纯化和底物的合成按文献 [5]进行。

为了避免阳离子对酶反应的干扰 , 选择 K
+
或 Na

+
离

子为其共存阳离子。阴离子溶液均按标准方法配制。其

它试剂均为分析纯 , 未进一步纯化。

所用仪器为 UV -240型紫外—可见分光光度计

(日本岛津公司 )。

1. 2　动力学实验方法

实验于 30± 0. 1℃下进行 , 于 3. 0 mL, 0. 1 mol

· dm
- 3
HAC-NaAC缓冲液 ( p H值 4. 50) (以下简称

缓冲液 )中加入一定量的底物 ( DDBQH2 )和一定量的

阴离子溶液 ,预孵化一定时间后 , 加入 2μL漆酶液启

动反应。定时追踪反应开始后 2 min内底物特征吸收

处 (λmax= 389 nm )或酶反应产物半醌自由基阴离子特

征吸收处 (λmax= 520 nm)吸光度值随时间的变化。通

过吸光度变化对时间作图。 可分别求得加入阴离子前

后的反应初始速度 v0和 vm。以作用百分率 ( P% )表示

该阴离子对漆酶催化活性的影响:

　　P% =
vm - v0

v0
× 100

“+ ” 表示活化作用 , “ - ” 表示抑制作用。

1. 3　阴离子抑制的时效性

于 3. 0 mL缓冲液中加入 2μL漆酶液和一定量

的阴离子溶液 ,预孵化一定时间后 ,加入一定量的底物

启动反应。其余同 1. 2。

1. 4　阴离子对漆酶吸收光谱的影响

取 2. 0 m L漆酶液 , 绘制 800 nm～ 290 nm范围

的吸收光谱图 , 测定 614 nm和 330 nm处的吸光度

值。 再加入一定量的阴离子溶液 , 追踪 614 nm和

330 nm处吸光度值随时间的变化 ,并定时绘制漆酶的

吸收光谱图。

2　结果与讨论

2. 1　 Cl
-
、NO

-
3 和 SO

2-
4 离子存在下 DDBQH2的漆酶

催化氧化反应

考察了 Cl
-
、 NO

-
3 和 SO

2-
4 离子存在时底物的漆

酶催化氧化反应的吸收光谱变化 , 发现它们对酶促反

应都有不同程度的抑制作用 , 其中 Cl
-
离子的抑制作

用尤为明显 , 如图 1所示。图 1 ( a) 为未加阴离子时

酶反应产物半醌自由基阴离子的特征吸收处 (λmax =

520 nm ) 吸光度值随时间的变化 , 它在一定时间内随

反应的进行而迅速上升。 Cl
-
、 NO

-
3 和 SO

2-
4 离子的抑

制作用表现在酶反应产物半醌自由基阴离子的形成速

度和积累有不同程度的减少 [图 1 ( b)、 ( c) 和 ( d) ]。

　　图 1　阴离子存在时 DDBQH2的漆酶催化氧化反应的吸

收光谱变化

　　 Fig. 1　 Abso rption spectra of o xida tion o f DDBQH2 cat-

a ly zed by lacca se in the pr esence of anions

( a) 无阴离子 ; ( b) SO2-4 ; ( c) NO-3 ; ( d) Cl-离子 ( a) no anions;

( b) SO2-4 ; ( c) NO-3 ; (d ) Cl- i on.

2. 2　Cl
-
、 NO

-
3 和 SO

2-
4 离子的浓度与抑制效应的关

系

图 2为阴离子浓度对漆酶催化活性抑制程度的影

响。结果表明 ,它们均呈非线性关系 ,显示饱和动力学

特性。在底物浓度为 360μmo l· dm- 3条件下 , Cl-离

子浓度为 550μmol· dm- 3时 ,抑制率可达 75% ; NO
-
3

离子浓度为 769μmol· dm
- 3时 , 抑制率为 31. 4% ;

SO
2-
4 离子浓度为 692μmol· dm

- 3
时 , 抑制率为

17. 1%。

2. 3　Cl
-
、 NO

-
3 和 SO

2-
4 离子抑制的时效性

图 3为阴离子与漆酶预孵化时间对抑制效应的影

响。结果显示 ,在相当时间内 ,这三种阴离子的抑制效

应与它们和漆酶的预孵化时间没有关系 , 这表明三种

阴离子与漆酶的结合都是瞬时完成的 , 对漆酶催化活

性的抑制作用也是瞬时完成的。

　图 2　阴离子浓度对 DDBQH2的漆酶催化氧化反应的影响

　　 Fig. 2　 Ef fects of anion concentra tions on the oxidation

of DDBQH2 cataly zed by laccase

〔DDBQ H2〕: 360μmol· dm- 3; ●: Cl- ; ▲: NO-
3 ; ○: SO2-4 离子 .

〔DDBQ H2〕: 360μmol· dm- 3; ●: Cl- ; ▲: NO-3 ; ○: SO2-4 ion.
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　　图 3　阴离子与漆酶混合时间对 DDBQ H2的漆酶催化氧

化反应的影响

　　 Fig. 3　 Effects o f anion-laccase mixed time on the oxida-

tion of DDBQ H2 ca talyzed by laccase

〔DDBQH2〕: 360μmo l· dm- 3; ● 〔Cl- 〕: 75μmol· dm- 3 ,▲

〔NO-
3 〕: 443μmo l· dm- 3 , ○ 〔 SO2-

4 〕: 692μmol· dm- 3

2. 4　抑制特征及阴离子—漆酶复合物的解离常数 (Ki

值 )

由于 SO
2-
4 离子对漆酶催化活性的抑制率不大 ,

因此没有进行其抑制特征和解离常数的实验。Cl
-
离子

和 NO
-
3 离子对漆酶催化活性的抑制特征可从 v

- 1
m ～

〔DDBQH2〕
- 1图 , 即 Linew eaver-Burk ( LB)图看出。

Cl
-
离子和 NO

-
3 离子的抑制作用所引起的图像变化

都是具有相同纵坐标截距向外扇形展开的一组直线 ,

Vmax不变 ,只改变表观米氏常数 K′m ,且 K′m值随着阴

离子浓度的增大而增大 , 如图 4所示 (由于篇幅所限 ,

略去了 NO
-
3 离子作用下的 LB图 )。这表明 , Cl

-
离子

和 NO
-
3 离子对漆酶催化活性的抑制均属于竞争性抑

制作用。

通过 Dixon图解法 ( v- 1
m 对抑制剂浓度作图 ) ,测

得在实验条件下 , Cl
-
离子或 NO

-
3 离子与漆酶形成复

合物的解离常数值分别为 1. 12× 10
- 4

mol· dm
- 3
和

1. 78× 10- 3 mol· dm- 3。

　　图 4　 Cl-离子抑制 DDBQ H2的漆酶催化氧化反应的

Linew eaver-Burk图

　　 Fig. 4　 The Linew eaver-Burk plo t o f laccase enzyma tic

ox idation of DDBQH2 inhibited by Cl
- io n

〔Cl
- 〕: ● 0, ▲ 15. 2, ■ 37. 6, ○ 75. 8μmol· dm- 3.

2. 5　 Cl
-
离子对漆酶吸收光谱的影响

图 5表明 , 加入足量的 Cl
-
离子 , 放置 24 h后漆

酶的吸收光谱也无实质性变化 , 614 nm和 330 nm处

的吸光度值几乎不变;从外观看 ,漆酶液的蓝色仍保持

原样。说明 Cl
-离子对漆酶Ⅰ 型铜部位和Ⅲ型铜部位

均无影响。

图 5　 Cl-离子对漆酶吸收光谱的影响

　　 Fig . 5　 Effects Cl- io n on the absorption spec trum o f

na tiv e laccase

〔Cl-〕: —— 0, … 5. 1× 10- 2 mo l· dm- 3 .

2. 6　Cl
-
、 NO

-
3 和 SO

2-
4 离子的抑制特征与动力学模

型

Cl
-
离子和 NO

-
3 离子对漆酶催化活性的抑制具

有竞争性特征 ,而且是瞬时和可逆的 ,同时其抑制效果

取决于抑制剂浓度、 底物浓度以及底物和抑制剂对酶

的相对亲和力 ,其动力学行为符合米氏方程。这些性质

同单底物酶促反应中竞争性抑制的一般原理是一致

的。由此可以推论 , Cl
-
离子和 NO

-
3 离子是按下列动

力学模型实现抑制过程的:

这里 E、 S、 P和 I分别表示酶、底物、产物和抑制剂 ,

ES和 EI分别表示酶—底物复合物和酶—抑制剂复合

物 , 抑制剂常数 (亦称解离常数 ) Ki可表示为:

　　 K i =
〔E〕 〔 I〕
〔EI〕

=
k- 3

k3

从测定的 Cl
-
离子和 NO

-
3 离子的抑制剂常数看 ,其值

都较大 ,特别是 NO
-
3 离子。这表明漆酶与这些阴离子

生成的复合物 ( EI)是不稳定的。从 SO
2-
4 离子的抑制

瞬时性和抑制率不大来看 , 估计它也应属于竞争性抑

制过程 , 且抑制剂常数会更大。

2. 7　阴离子的作用位点和作用方式

由于漆酶Ⅱ型铜 (Ⅱ )只与 3个咪唑基配体配位 ,

与正常铜 (Ⅱ ) 的四配位相比 , 显然处于配位不饱和

状态
[ 6, 7]
。因此 , 该部位成为底物分子 (以阴离子形

式 ) 的结合部位。So lomon等
[4 ]发现的 F

-离子对漆酶

Ⅱ型铜 (Ⅱ )具有强亲和力的事实表明 , 阴离子的抑

制作用是通过它与底物分子竞争这同一个位点来实

现的。 Cl
-
离子和 NO

-
3 离子漆酶催化活性的竞争性

抑制作用以及 Cl
-
离子对漆酶的吸收光谱没有实质

性影响的结果 ,均表明 Cl
-
、 NO

-
3 和 SO

2-
4 离子对漆

酶催化活性的抑制可能也是由于它们与底物分子竞

(下转第 303页 Continue on page 303)
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east Asia Type, i t becomes HbH ( --/-α) disease

w ith modera tely hemoly tic anemia. So it i s qui te im-

portant to do popula tion screening and prenatal di-

agnosis. Our study develops a quite simple, low

cost , rapid and reliable method. It i s useful for

la rg e scale detection and prenatal diagnosis o f the -

α
3. 7
and -α

4. 2
deletions in the area where deletionalα-

thal-2 wi th high incidence.
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争漆酶Ⅱ型铜 (Ⅱ ) 部位产生的结果。

由于漆酶分子的底物种类较广 ,专一性较差 ,可

以认为漆酶分子中无专用 “口袋” 来包络底物 , 因此

底物的氧化反应发生在漆酶分子的外围
[ 8]
。这表明Ⅱ

型铜 (Ⅱ )部位可能位于漆酶分子的浅表层处 , 底物

分子或阴离子通过酶分子表面的一道较浅可能也较

窄的 “裂缝” 进入酶分子与Ⅱ型铜 (Ⅱ ) 结合 , 因而

结合有可能是瞬时完成的。同时 , 从 Cl
-
、 NO

-
3 和

SO
2-
4 离子对漆酶催化活性的抑制率依其离子半径的

增大而下降的事实看 ,阴离子对漆酶催化活性的抑制

程度除了与它们和漆酶Ⅱ型铜 (Ⅱ )的亲和力有关外 ,

可能还与它们的离子半径和离子形状有关。
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