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摘 要
: !润述 了多酚氧化酶的分子结构

、

生物功能
、

基因表达等方 面的研究进展
.
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多酚氧化酶(PPO )是植物体内普遍存在的一

种酚氧化酶
,

轻化单酚为双酚 (单酚氧化酶 E C 1
.

14
.

18
.

1)
,

氧化双酚 为醒 (儿茶酚氧化酶
,

EC 1
.

10
.

3
.

2)
.

在高等植物中
,

PPO 是 由核编码 的含铜

的金属蛋 白酶
,

定位于质体内囊体
,

而它的底物定

位于在液泡
,

正常情况下二者是分离的
,

只有当植

物受到伤害如动物啃食
、

昆虫噬咬
、

病原菌入侵打

破隔离
,

PPO 才会与底物接触相互作用
,

氧化底物

产生活性的醒
,

酉昆自发聚合并和细胞内的蛋 白质

氨基酸基团反应
,

产生黑色和褐色物质
.

这 也是组

织中酶促褐变的主要原因
.

PI心 的生理功能

PPO 是一种酚氧化酶
,

自从发现以来
,

它在植

物体内的生理功能还不是很清楚
,

大多数人认为

它的功能与植物抗病有关
.

因为 l)PPO 活性在不

相容反应中增加 ; 2) 诱导抗营养防御反应
,

在受到

昆虫等动物伤害时
,

由 PPO 催化形成的醒可以与

植物蛋白质作用
,

降低对食草动物的营养作用 ; 3)

产生的醒对细菌有抑制作用
,

阻止病菌扩散
.

还有

一种观点认 为 PPO 在光合组织中存在
,

可能在光

合反应中起作用
,

更精确地调节假循环磷酸化
.

对于 PPO 是否与茉莉酸 甲酝和系统素等信

号转导途径有关
,

是否是伤诱导下游信号分 子等

问题仍然存在较多争议
,

也是研究热点
,

已有越来

越多的证据证明 PPO 与植物的防御反应有关
.

Cu
-

n s t曲e l
【’J将杂交 扬 (PoP

u zus zri e加c a rl, a /

l’ol,
“z‘。

de lto ide
、
)用茉莉酸甲醋处理

,

幼叶 PPO n ll州A 大

量表达
.

在伤诱导 时
,

处 理 s h 就可 检测到 PPo

n 识N A
,

说明 PP O 属于从头合成的酶
.

这是伤诱导

PPO 活性增加的最可能的机制
.

通过激活转 录和

诱导从头合成酶产生防御蛋 白
,

说明它对组织损
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伤产生反应
,

参与伤害防御
.

St ew
a rt 用冷害和伤诱

导处理菠萝
,

通常在菠萝的花茎和发育中的果实

中
,

PI N PPO I 和 PI N p pOZ 表达很低
,

发现伤处理 6

d 后 PP〔)活性 比未处理的增加 4 倍
,

伤处理 Z d 就

观察到 PIN PP OZ n 沮NA 和 PIN PPO l rllR NA 表达达

到一个很高的水平
,

并且在转移到环境温度下依

然维持较高水平
.

在冷害处理后
,

基因的表达也增

加
,

说明两个基因的表达对冷害反应是正调节
,

菠

萝 PPO 在伤诱导和冷害中都是正调节的
,

与 氏5 5

从苹 果 [’‘]
、

仆i哪a

卿
g 和 steffe n。

从 番茄〔, ,
,

,, ]
、

Th iPy a po ng 从马铃薯〔”J中得出的结论一致
.

他们

的实验证实在植物受伤时
,

P印 的活性 和 mR NA

表达都增加 ;老叶受伤时
,

未受伤的幼叶 PPO 的

活性和 m
RN A 表达也都增加

.

颤扬〔”」中也发现它

可被伤害和茉莉酸甲醋处理所诱导
,

而且在受伤

植株未受伤的叶中也有 PPO 的诱导
.

而且在具有

抗性的番茄中
,

PP()的活性高
,

而敏感的番茄 PP O

活性低倒
,

说明 Pl
〕
O 在植物防御反应中起作用

.

co ns tab el 等[’‘〕对一 系列的材料进行对 比发

现
,

有些材料 PPO 可被伤害和茉莉酸 甲醋处理所

诱导
,

而大豆
、

柳树等材料则否
.

对香蕉L’J进行伤

害和茉莉酸 甲醋处理
,

发现果 肉 1〕PO 活性与对 照

相比没有明显变化
,

果皮伤诱导时只有轻微增加

(20 % )
,

而茉莉酸甲醋处理没有变化
.

用伤诱导和

茉莉酸甲醋处理咖啡叶阁
,

P印 活性增加 !
.

5 -

2
.

4倍
,

但只是在受伤的叶如此
,

不是全株反应
.

结

果的差异可能是因为选材不同
,

因为 PPO 幼龄组

织中表达
,

在成熟组织 中 PPO 几乎不表达
.

也可

能是因为不 同植物材料的 PPO 具有不 同的最适

底物
,

PP O 有同工酶等原因
,

所以会有差异
.

P】〕(〕

在植物发育的所有阶段都存在
,

在植物中广泛存

在
,

它是否在伤害防御中起作用还需进一步了解
.

2 多酚氧化酶的分子特点

PP O 是在胞质中合成的
,

以前体的形式运往

质体
,

前体蛋白质带有一个运送到质体的信号肤
.

利用
c DNA 克隆及 PCR 扩增技术

,

已从多种植物

如苹果 L’6」
、

马铃薯L”J
、

番茄 [”」
、

蚕豆 [’‘J
、

杨树 {, !
、

菠萝汇, ]
、

葡萄
L
川

、

烟草L‘l
、

香蕉川
、

咖啡L, J等中获得

了 PPO 。DN A
,

推测 出 PPO 的序列
,

根据
CD NA 推

导出的氨基酸序列都含有一个运送到质体的信号

肤
,

中间为保守的富含 Hi s
的 CuA 和 Cu B 结合区

(如图 1 )
,

这两个区在不同的植物中高度保守 (如

图 2 和图 3)
.
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从植物中提取出的 PP O 分子量约 40
一 45 kDa

或 60 kD a ,

也有报导说 pp o 同工酶的分子量达 72

kD a
.

对苹果 Pp O N 端序列分析发现
,

在 N 断附近

有 6 个半胧氨酸
,

证实 PPO 分子存在 3 个二硫

键 L’ZJ
,

约在 350 个氨基酸范围左右
,

包括两个保

守的 Cu
结合区

,

因此它的 C端对蛋白酶敏感
,

从

植物中提取的 PP O 蛋 白多为 42 kD a ,

为体内 PP O

60 kD a
左右的分子裂解的产物

.

来自不 同植物的信号肤序列 同源性不是很

高
,

但一般都富含轻基氨基酸和疏水的小氨基酸
,

含有 Al a 一X
一

Al a
加工位点

.

Go ldm an 在烟草花 [’] 中

提取 的即。的
C D NA

,

肠bp 一
,

全长约 1 9 7 5 bp
,

根据

序列推导出的氨基酸顺序 N 端富含经基氨基酸

Se : 和 Th
: 以及一些小的疏水氨基酸 Al a 和 V al

,

这

具有信号肤的性质的
,

切除位点在二个 Al a
残基

之间
,

产生一个约 57
.

s kD a 的多肤
.

ehe v a lie : 也从杏 L6 )中得到了一个全长的 即。

cD NA
,

PA
一

PpO
,

全长 2 07 o bp
,

含有一个开放的阅

读框 1 794 bp
.

将提取的蛋白质与由
。D N A 推导出

的蛋 白质相 比较发现从 102 位 H sP 开始序列完全

一样
,

100 % 同源
.

说明 Pp O 在合成中是以前体的

形式存在的
.

预计编码的前体肤约 5 97 个氨基酸
,

M :
为 6 7

.

1 kD a ,

加工成熟的蛋白质为 5 6
.

2 kD a
.

前

体蛋白含质体转运肤
,

转运肤含二个区分二步加

工成成熟 的蛋白质
,

裂解位点可能在 Al a lo l 与

AsP 102 之间
.

成熟的蛋 白质分子大小
、

PI 与苹果
、

蚕豆
、

马铃薯
、

番茄
、

美洲商陆等植物非常相似
,

sol 化ne 产 j也说明 PP o 转运肤分两步进入质

体
,

第一步进人质体的基质
,

在基质肤酶作用下
,

由 6 7 kD a
转变成 62 kD a 的中间体

,

此过程需要

A TP ;第二步进人质体的类囊体腔
,

由 62 kD a
变成

59 kD
a
的成熟形式

,

此过程需要光
.

而且在成熟蛋

白和中间体之间的比例依据不同的植物
、

植物年

龄
、

生长条件
、

光而变化
.

照光 30 mi
n ,

ro 天龄豌豆

以类囊体的形式为主
,

照光 10 h
,

以基质的形式为

主
.

在运输到质体时
,

c了
十

抑制 PP o 的转运 仁”了
.

从众多植物材料中提取出的 PPO CD NA 克隆

不含内含子
,

这与其原本是质体编码的后在进化

过程中转移到核中有关
.

唯一一个例外是 cood ing

从香蕉中提取的 PPO 。DNA 克隆
,

进行分析发现

其含有 85 bp 长的内含子
,

内含子 3
‘

和 5
’

含有切割

的共有序列
,

这也是到 目前为止在植物材料中第

一个报导有内含子的
。D NA

.

作者认为这可能是因

为所用的材料不同所致
,

因为他人所用 的都是双

子叶植物而他用的是单子叶植物
,

双子叶植物与

单子叶植物同源性要低一些
,

同种植物同源性高
.

如茄科植物闭番茄
、

土豆
、

烟草序列相似性高达到

76 % 一 88 %
,

蔷薇科 [v] 桃
、

苹果
、

梨等同源性达到

88 % 以上
,

Ppo 在高等植物中高度保守
.

3 PPO 活性

免疫印迹分析表明
,

PPO 存在于植物不同的

发育阶段
,

但其活性在幼叶
、

发育中的果实中最

高
,

在叶伸展 和果实成熟过程中逐渐下降
,

说明

Pp O只在幼龄 的组织 中合成 t’
,

’ 6
,

”」
.

在一些植物

中 PPO 以潜伏形式存在
,

用蛋白酶
、

(N坟 )
Z
Sq 等

处理
,

可以 激活
,

一些人发现低 浓度的 S D S 也可

以激活酶的活性 [5J
.

这可能是因为酶在细胞内以

酶原的形式存在
,

或者是因为去除了 PpO 结合的

抑制子
,

或者是因为构象的改变仁6」
.

在植物中已成
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功的提取 了位于液泡 的 Cys 蛋 白酶
c D NA 克隆

,

此酶对植物体内潜伏的 Pp。酶的激活起作用冈
.

同时也有材料显示 PpO 的 C 端对蛋白酶是敏感

的 [5J
,

说明酶以酶原形式存在需要激活
.

然而
,

并不是所有的材料都如此
,

也有些材料

不存在潜伏态的 PpO 仁,
,

”}
.

最近有一些研究资料显

示
,

在许多植物及果实中出现 的由于组织损伤等

原因 PPO 活性增加导致的酶促褐变
,

原来认为是

由于 PPO 的释放或激活潜伏的 PpO (在发育早期

合成的 )
,

而不是从头合成
,

现在这些材料说明是

由于酶的从头合成
.

这可能因为 PP O 具有多种功

能
,

从而具有组成型表达和诱导型表达 两种方

式叫
.

菠萝的 刊
〕
O 活性在发育中的果实和花序中

都很低
,

不可能存在潜伏的 刊〕()
,

因此菠萝黑心病

PPo 活性增加是 由于从头合成酶
,

而不是激活存

在的 PPo 酶原
.

这个结果与 con st ab el[
, 」的结果基

本一致
,

他们用 N o rt he m 分析证实
,

系统诱导的

PP O 活性增加是由于 PPO 转录增加
,

这一点也在

许多植 物中发现
.

许多植物在伤诱导等情况下

PP O 的 m RN A 积累只出现在幼叶
,

在老叶中没有

明显的变化
,

说明幼叶是为系统信号的目标
,

它们

对系统伤信号诱导反应更快
,

因为幼叶是很强的

代谢库
.

Go l如
a n 从烟草L4 )提取的 PPo 。D NA to bP I

,

一

种花特异的基因
,

只在花中表达
,

在根
、

茎
、

叶
、

种

子都检测不到
,

在花中的表达也随花的发育而变

化
,

在花芽形成到花朵开放过程中
,

早期子房的表

达要强于柱头和花丝
,

花粉和雄蕊较弱
,

在开放的

花中检测不到任何表达
,

说明基因是严格调节的
,

有转录因子或转录后调控控制 即O 的表达和数

量以及 m RN A 的稳定性
.

PP O 在作物采收
、

储藏
、

加工
、

组织培养等方

面都有重要影响
,

如食品加工中的褐化现象
,

影响

到食品的品质
、

口味和商业价值
.

了解它的生理活

性
、

基因表达
、

在褐变中的作用以及负调控
,

对控

制食品加工
、

作物栽培
、

组织培养中的褐变现象将

起重要作用
,

已有利用反义 RN A 修饰多酚氧化酶

基因而控制褐变的转基因作物方面的成功的报

道
,

预计在不远的将来会有更多的关于这方面的

转基因作物出现
,

通过转基因方式来得到改善
.

参考文献 (R e fe re nc es ) :

4 PR 〕基因表达的时空关系

到目前为止
,

已鉴定了多种植物的 PPO 基

因
,

它们大多数是由多基因家族编码的
,

如番茄 7

个L” J
、

菠萝 4 个
t, J

、

马铃薯 7 个 t, , ]
、

香蕉中有 4

个川
、

苹果至少有 4 个
’6]

、

杨树 2 个 {3]
,

只有葡萄

藤 [2IJ 中发现是 1 个
.

从众多的植物材料中
,

人们

发现 PPo 的表达具有一定 的时空关系
.

在咖啡
、

杏
、

香蕉
、

扬树
、

菠萝等植物中 人们发现 PPO 只

在幼龄组织如幼叶
、

分生组织
、

发芽
、

果实发育早

期等情况下合成
,

PPO 表达水平很高
,

随着组织的

发育成熟
,

PP o 的活性和表达降低
.

香蕉川中 PPo

由 BPO I
、

BPO ll
、

BPO 34 和 BPO 3 5 四个基因编码
,

属于多基因家族
.

N olt he m 分析表明在果肉发育早

期检测 BPo l lllR NA 表达但在果皮没有
,

BPol 在

未伸展的叶
、

花
、

根
、

茎高度表达
,

但在成熟的叶中

没有一点表达
,

BPO ll 与它相似但表达要弱的多
,

BP(川 只是在幼龄的果肉在有转录
,

发育中的果

实无 BPO 35 和 BPO 34 转录
,

但可 以在花和根检测

到微弱 的 BPO34 和 BPO 35 m RN A 表 达
,

只 有

BPO34 在成熟的叶中有表达
.
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