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烟 叶 中 的 多 酚 氧 化 酶 （’()*’+,-() (./012, ，

334），在烟叶的生长、初烤、复烤以及卷烟工业中烟

丝的卷接和包装甚至贮藏过程中都具有很重要的

作用，因为它不仅会影响烟叶和烟丝的色泽，更影

响其内在质量。334 是一种铜离子结合酶，在组织

发育过程中形成，并贮存于叶绿体中 5$6，当细胞膜的

完整性被破坏时，酚类物质与叶绿体中的 334 结合

生成 !%醌。这些高度活泼的醌与其它醌、氨基酸以

及蛋白质聚合生成色素物质，使得烟叶或烟丝的质

量下降。对于烟草中 334 的抑制效应，国内外已经

做了大量研究，国内的研究多集中在对烟草中 334
的生化特性 5!6、分子结构、基因结构等方面。笔者对

烟草中 334 的研究成果进行了回顾和总结，对研究

中有争议的地方进行了探讨，并对未来 334 的研究

前景进行了展望。

$ 植物中 334 的生物发生模型

人们在研究了葡萄藤中的多酚氧化酶后建立

了其生物发生模型 （如图 $ 所示）。模型中前体蛋

白的 7 端和 8 端肽键断裂形成成熟蛋白。氨基酸序

列的 7 端 9含有一个亲水性强的区域 9这一区域具

有质体转运肽的特性，其中包括一个约由 #" 个氨

基酸残基组成的区域，保守性不强；其后是类囊体

转运区，这一区域大约由 $& 个氨基酸残基组成 9
具有较高的同源性，保守性也较强。多酚氧化酶前

体蛋白受核基因控制，在细胞质中合成，并定位在

叶绿体或其它质体中，其进入叶绿体类囊体腔的过

程分以下两步进行：首先 :; <= 的前体蛋白进入基

质，这是一个需要 >?3 水解提供能量和一定浓度

8@!A参与的过程。在此期间，前体蛋白由基质羧肽酶

加工成 :! <= 的中间产物，其次，中间产物由基质

转移到腔内，同时中间产物被加工成成熟肽，这一

过程需要光。从发表的几种植物 334 基因的氨基酸

序列可以看出，虽然它们在 7 端和 8 端明显缺少同

源性，却存在 ! 个含铜的高度保守区 8@> 和 8@B，

而且都具有很高的同源性。这主要是由于多酚氧化

酶是一类铜结合酶，铜是维持其活性的保证，并且

无论是同种或不同种植物的 334，8@!A与酶的结合

位点，都是在 C/2 残基附近。

通过对葡萄、菜豆、番茄、苹果、马铃薯、美洲商

陆、桃、枇杷、温伯树等植物中 334 保守区 8@> 的

#D 个氨基酸的同源性进行比较，发现 8@> 的共有

序列的模式如图 ! 所示。对 8@B 的 E! 个氨基酸进

行序列比较，发现其共有序列的模式如图 # 所示。
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! 烟草中 ""# 的生化特征及光谱学

特征

!"# 烟草中 ""# 的底物专一性

$%& ’())*+,-(*. 等 研 究 了 烟 草 栽 培 品 种

/,&.01 中的 ""# 对底物 23愈创木酚的催化特征，

在 45678、98 &&): ; < 磷酸钠溶液中测得其 =& 值

为 27>。随着底物浓度的增加，酶活性增加严格遵循

?%@+,-:%.3?-1*-1 方程，达到最大反应速度一半时

其底物 浓 度 =&A 为 27>。 底 物 浓 度 由 8 增 加 到 28
&&): ; < 时，""# 活性随底物浓度的增加而增大，未

表现出底物抑制效应B>C。烟草中 ""# 活性可被 /D/
所抑制 B2C，尤其在酸性条件下，抑制效果更为明显。

雷东锋等以 4567E、98 &&): ; < =5!"#23F,#5 的缓

冲液提取叶片，在 !8 888 G 条件下离心 !8 &%1，

4567E、E H、98 &&): ; < =5!"#23F,#5 缓冲液的条

件下，以邻苯二酚和焦蒬酚为底物，测得其 =& 值为

27I 和 978。

!"! 烟草中 ""# 的光谱学特征

有研究者使用丙酮酚、硫酸铵沉淀，用 DJKJ3
/-4+,L-MK398 柱，N?3/-4+,L-M N398 柱，/-4+,L-M
O3I9 柱依次进行柱层析，然后进行 ?K<DP3Q#R3

?/ 分析，荧光分析，电子顺磁共振（J"S）分析，发现

烟草中的 ""# 根据在 /-4+,L-M K398 柱中的洗脱

顺序可分为 ""#!和 ""#"两种，其中 ""#"为主

要成分，其含量是 ""#!的 T8 倍。?K<DP3Q#R3?/
波谱测定 ""#!分子量为 >9 I88 DU ""#!和 ""#
"最 适 温 度 都 为 28 HB9C， 与 雷 东 锋 等 所 测 定 的

FNEV 中 ""# 的最适温度为 >I H相接近。但据雷东

锋等的研究，在 28 H条件下，""# 活性呈现下降的

趋势，这应该有两方面的原因，一是 45 原因，另一

个是烟草品种的原因。""#!的最适底物为邻苯二

酚，与雷东锋等的研究结果一致。最大发射波长为

>>V 1&，与游离色氨酸的 >99 1& 的最大吸收峰发

生了 T6 1& 的蓝移。酶活性中心具有反铁磁性的铜

离子U 缺少电子顺磁共振信号说明其属于 > 型铜离

子，缺少 T 型和 ! 型铜离子。""#!的最大激发波长

为 !E> 1&。""#!以邻苯二酚为底物，=& 为 67E，最

适 45 为 IU而 ""#"的最适 45 则是 6。在中性条件

下，""#"的活性中心有一对反铁磁性的铜离子，由

酚中的氧连接。当 45 较低时，酚中的氧结合力下

降，两个水分子替代了酚中的氧桥，于是 ""#"的

吸收光谱随之发生变化。而当 45 达到 E79WV78 时，

""#"即可形成一个新的活化位点，这时苯酚中的

氧桥被破坏，其中羟基与一个铜原子结合，而另外

一 个 铜 原 子 依 然 与 酚 中 的 氧 结 合 ， 在 45>78 至

45V78 时，""#"以该种结构存在而且比较稳定U但
当 45 达到 T8 时，这种结构就被破坏了。

> 烟草中多酚氧化酶与植物 抗 病 的

关系

$"# ""# 与植物抗性的关系

多酚 氧 化 酶 能 将 酚 类 物

质氧化成对病原物有毒 的 醌

类物质，因而该酶常被看作植

物抗病性的生化指标。病原物

侵入植物寄主后，""# 活性升

高，但寄主植物的抗病 性 不

同，其 ""# 活性的变化也不

同。在病原物与寄主的相互作

用中，""# 活性增加，很可能

是固有酚酶溶解性增加 或 从

束缚状态释放出来的结果。

""# 在 植 物 体 内 以 可 溶

性形式、膜结合形式或两种形

从 ! 到 2 表示出现的频率由高到低

图 ! ""# 的 N0K 保守区共有序列模式

有背影者为共有序列，标!者为一个氨基酸残基有例外

图 > T! 种植物 N0’ 保守区相似性比较
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式并存于细胞中。就其活力而言!有组成型和诱导型

""#。所谓组成型 ""#!是指它不是靠诱导形成!而是

植物细胞内本身就存在的。而诱导型 ""#!则是经过

诱导因素诱导后所生成的 ""#! 这些诱导因素包括

外界病原物感染、食草类昆虫进攻、机械损伤 $%&等。

烟草感染马铃薯 ’ 病毒脉坏死株系（"(’)）后，敏感

烟草内的 ""# 活性升高，而抗性烟草的 ""# 活性

降低，但其活性值均高于敏感烟草的健康植株；敏

感烟草从接种 "(’) 后第 * 天起出现 + 条新的 ""#
同工酶谱带，而且随着病害程度的加重，其强度增

加，抗性烟草则没有新的 ""# 同工酶谱带出现。未

接种的情况下，抗性烟草体内的 ""# 活性明显高于

敏感烟草，""# 同工酶谱带数比敏感烟草多 , 条。

据此结果可以认为，""# 可以作为烟草抗脉坏死病

育种的一个生化指标$-&。""# 活性的增强，是病原体

诱导作用的结果，而烟草本身所具有的相对稳定和

高活性的 ""# 才是烟草抗 "(’) 所必需的。烟草中

""# 甚至可被周围栽培植物修剪后所形成的挥发

性茉莉酮酸酯所诱导而活性增加，从而大大降低蚱

蜢和毛虫对烟草的危害$*&。

!"# 生物杀灭剂对烟草中酚类物质代谢的影响

""# 是一种发病相关蛋白，也是一种蛋白酶抑

制剂，对食草昆虫和病原物的进攻具有保护作用。

尽管如此，烟草在整个生长过程中一直面临着各种

疾病的挑战，在这种情况下，喷施各种杀菌物质便

成为预防病害的手段之一。因此，无论喷施何种病

毒抑制剂，都不应当对 ""# 的防御机能有所影响。

有研究报道，过量施用咖本达因（./01234/567）会导

致酚类物质的积累，从而影响烟草中酚类物质的正

常代谢，进而降低烟草对病原物进攻的防御能力。

烟草中酚类的代谢受多酚氧化酶调节，在生物和非

生物条件胁迫时，""# 增加并同时催化叶子中的酚

类化合物形成有毒物质———醌，进而促进植物与病

原体相互作用早期中活性氧的生成，活性氧通过增

加水杨酸的含量，进而使植物获得系统性抗性，从

而在植物早期的防御反应中起着重要的作用。但施

用 咖 本 达 因 却 同 时 明 显 降 低 甚 至 抑 制 了 烟 草 中

""# 的活性 $8&，从而降低了烟草对病原体感染的抗

性。因此在烟草病虫害防治过程中，是否对 ""# 造

成伤害也是应该慎重考虑的因素之一。

9 烟草中 ""# 的抑制

为了控制和抑制烟草 ""# 引起的褐变，人们已

采取了许多办法，大体可分为抑制剂抑制、反义

:); 抑制$,<&和转基因抑制三种途径。采用的常规抑

制剂有铜试剂、硫脲、=>?;、巯基乙醇、亚硫酸氢钠

和柠檬酸等，在相同浓度下铜试剂的抑制效果最

强，其次是 =>?;、巯基乙醇和硫脲$,,!,+&。还有采用亚

硫酸盐、环庚三烯酚酮来抑制 ""# 的 $,@&。随着 ""#
研究的深入，利用反义 :); 技术反向表达多酚氧

化酶基因，修饰转基因植株中多酚氧化酶的表达，

进而控制酶促褐变，已经成为多酚氧化酶研究的崭

新领域。AB2C520 等$,<&利用 A/D( @E F 启动子构建了

西红柿 ""# 反义基因并将其转移到马铃薯中，西红

柿 ""# 的 :); 在反义方向和有义方向的表达出现

了共抑制现象，从而大大降低了马铃薯中 ""# 的活

性并抑制了褐变反应的发生。因此现在最有潜力防

止 ""# 介导褐变的有效办法就是获得低表达 ""#
的转基因烟草。有的学者已经以 A/D( @E F 作为

启动子构建了 ""# 转基因片断，来转化生成 ""#
表达较低的转基因烟草。但同时必须注意，""# 担

负着重要的生理功能，如何在维持 ""# 较低水平表

达的同时，又不影响其对烟草整个生理活动的保

护，是需要注意的重要问题。

E 烟草中多酚氧化酶的应用及展望

用固定化多酚氧化酶制成生物传感器，利用其

与底物的专一性制成高灵敏度的生物电极来进行

微量物质的检测是目前研究较多的领域之一。有研

究者研制成多酚氧化酶固定化酶柱! 与氧电极检测

器组合连用! 则可检测水中 +< 7G H I 含量的酚类物

质，并可利用其从工业废水中除去酚类物质!达到治

理三废的目的。也有研究者利用掺杂有铱的电极做

成的生物传感器来定量检测邻苯二酚和其它酚类

物质$,9&，这种方法有望应用于临床和医学等领域。还

有研究者采用类似方法，用蘑菇中的 ""# 制成生物

传感器定量检测龙胆酸，该种方法在J<K,E< ( 下，

其 灵 敏 度 可 以 达 到 L%K,M<K,NO,<9 );DJ,， 且 在

+K<O,<J9 7BP H I 浓度范围内，具有很好的线性响应

关系，最低检测极限可达到 EK<O,<JE 7BP H I$,E&。除此

之外，利用 ""# 的底物专一性来去除有害的底物成

为另一个崭新的应用领域。美国国家科学基金会提

供了大量资金，组织力量，积极开展含酚废水研究!
拟用固定化多酚氧化酶!从工业废水中除去酚类。目

前!在法国固定化多酚氧化酶的应用形式有酶布、酶

片和酶颗粒，而国内则多以尼龙为载体、戊二醛为

雷东锋等：烟草中多酚氧化酶的特征分析及应用展望第 + 期
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交联剂! 采用共价交联的办法，对烟草多酚氧化酶

进行分离纯化，用获得的结晶制备尼龙固定化多酚

氧化酶"#$%。可以看到利用 &&’ 制成的生物传感器和

固定化酶在医药和环境保护上，将具有很好的应用

前景，这都为进一步深入研究烟草中的 &&’ 并迅速

将其应用到全新领域开拓了新的思路。
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