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露湿漆斑菌胆红素氧化酶的分离纯化及其性质

刘友勋， 马富英， 熊征， 颜克亮， 吴航军， 张晓昱。

(华中科技大学生命科学与技术学院，湖北武汉430074)

摘 要：露湿漆斑茵产生的胆红素氧化酶粗酶液通过硫酸铵沉淀、DEAE—Sepharose Fast Flow和

Sephadex G-100纯化，得到纯化152．54倍胆红素氧化酶，得率19．14％；用PAGE检测为单一条

带，活性电泳证实该单一蛋白质组分为胆红素氧化酶，SDS-PAGE证明该酶的相对分子质量为

64 000。该酶最适反应温度为55℃，以胆红素为底物时最适pH值为7．5，而以ABTS为底物时

最适pH值为4，该酶在pH 3～8之间都能够检测到酶活。以胆红素为底物，胆红素氧化酶的K。

值和V。，分别为552．06弘mol／L和38．91 t．￡mol／(L·min)；而以ABTSA为底物，胆红素氧化酶的

K。值和‰。分别为631．84 tlmol／L和12．79 tumol／(L·min)。
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Purification and Characterization of Bilirubin Oxidase

from Myrothecim roridum
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Abstract：Bilirubin oxidase from Myrothecim roridum was purified to electrophoretic homogeneity

by the steps of ammonium sulfate precipitation，DEAE—Sepharose Fast Flow and Sephadex G-1 00

column chromatography．Purification of about 152．54 fold was achieved with an overall yield of

19．14％．It was demonstrated to be bilirubin oxidase by native PAGE，and its molecular weight

was estimated to be about 64 000 by SDS-PAGE．The optimum temperature of the enzyme

activity was 55℃．The optimum pH for bilirubin and ABTS were 7．5 and 4，respectively．The

K。for bilirubin and ABTS was 552．06 gmol／L and 631．84 ttmol／L，respectively．In addition,

The V。。for bilirubin and ABTS was 38．91 t_￡mol／(L·min)and 12．79}tmol／(L·min)，

respectively．
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胆红素(Bilirubin)是一类线形四吡咯衍生物，

是血红素在人体内的代谢产物之一。胆红素在人

体内生成过多或肝细胞对胆红素的摄取结合排泄

过程发生障碍，都可使血液中胆红素浓度增高而出
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现高胆红素血症[1]。所以，测定血中胆红素水平对

临床诊断肝胆疾病、溶血等有着重要的意义。胆红

素氧化酶(Bilirubin oxidase，BOD)是一种含铜的多

酚氧化酶，能催化胆红素氧化，氧气是其电子受体。

反应过程为胆红素氧化酶催化胆红素生成胆绿素，

后者进一步氧化最终生成性质还不清楚的无色化

合物[1-3]。自从1981年日本学者发现漆斑菌属能

高产胆红素氧化酶后，临床医学中开始使用酶法来

测定胆红素，该方法具有特异灵敏和操作简便等优

点，适用于I临床手工或自动化测定口]。由于胆红素

氧化酶和漆酶具有类似的性质，近年来。胆红素氧

化酶的应用逐渐拓宽，被用于生物电池的制造、纺

织行业的布料脱色、环境废水的处理等方面的研

究[4--6]，但是国内对于BOD的生化性质研究报道较

少。

Murao等在研究BOD方面做了大量工作。他

们通过深层培养，比较了Myrotheciurn属不同菌株

的产酶能力，并分离得到一株疣孢漆斑菌(Myroth-

ecimverrucaria)，其产酶能力高达19 U／mL，而同

属不同种的菌株还不到1 U／mI。[7]。张淑贤在筛选

产BOD的微生物时，发现一株高产BOD的露湿漆

斑菌(Myrothecim roridum)，但其酶产量为1．3 U／

mLE83。不同菌株的疣孢漆斑菌的BOD已被分离

纯化，但所报道的回收率不一样，王菊君从疣孢漆

斑菌纯化出BOD的得率为23％左右，而Murao纯

化出BOD的得率为17％左右[7_9]。

作者从土壤中筛选到一株高产BOD的露湿漆

斑菌，其酶产量可达到5 U／mL左右。对该菌产生

的BOD进行了分离纯化，对胆红素氧化酶性质进

行初步研究，为该酶的应用打下了良好的基础。

1材料与方法

1．1菌种

该菌从土壤中分离得到，经分子生物学鉴定和

显微观察为露湿漆斑菌(GenBank中的编号为

EF458487)。

1．2主要生化试剂

2，2'-连氮一双一(3一乙基苯并噻吡咯啉一6一磺酸)

(ABTS)，美国Sigma公司产品；DEAE-Sepharose

Fast Flow和Sephadex-G100填料，美国GE

Healthcare Bioscience产品。其它生化试剂均为国

产分析纯试剂。

1．3培养基

PDB：200 g去皮土豆，20 g葡萄糖，1 000 mL

蒸馏水。

1．4酶活力的测定

ABTS法：在3 mL反应体系中，含有2．7 mL

pH 4．5、0．2 mol／L的乙酸一乙酸钠缓冲液，0．1 mL

酶液，0．2 mL 1 mmol／L的ABTS，按次序混合并

摇匀，30 S后开始记录A。：。，每隔15 S记录一个A．z。

值。一个酶活力单位(U)：在上述条件下，每分钟催

化1／-tmol ABTS氧化所需的酶量。

胆红素法：参照文献[3，7]。

1．5蛋白质质量分数测定

按Lowry法[1们测定，以牛血清白蛋白作标准。

1．6 电泳

SDS-PAGE见文献[103。分离胶质量浓度为

10 g／dL，SDS-PAGE用考马斯亮蓝R250，摇床染

色2 h；PAGE活性染色按文献[11]略加修改，使用

底物分别为ABTS和胆红素。

1．7酶的分离与纯化

1．7．1 硫酸铵盐析、透析菌种在28℃下、PDB

培养基中摇瓶培养5 d后，经8层纱布过滤，6 000

r／min离心20 min，所得上清液冷冻过夜，解冻除去

沉淀，上清液即为粗酶液。80％饱和度硫酸铵沉

淀，4℃静置过夜。10 000 r／min离心20 min，弃去

上清液，沉淀溶解于蒸馏水中，对其透析过夜。

1．7．2 DEAE-Sepharose Fast Flow柱层析 将

上述所得酶液加到已用0．01 mol／L磷酸钠缓冲液

(PBS 7．0)平衡过的DEAE-Sepharose Fast Flow

柱(1．8 am×20 cm)，先用PBS洗柱，后改用含O～

0．5 mol／L NaCl的PBS梯度洗脱，合并有酶活组

分。将所得溶液冷冻干燥成粉。 ．

1．7．3 Sephadex G-100柱层析将上述所得活

力组分的冻干粉溶解于3 mL蒸馏水中，所得酶液

加到平衡好的层析柱(2．0 cm×80 cm)上，用上述

缓冲液洗脱，收集活力较高的组分，并将其冻干，溶

解在2 mL的蒸馏水中，一20℃下保存。

1．8酶学性质

1．8．1 表观相对分子质量测定SDS-PAGE法

测定漆酶的相对分子质量，根据已知相对分子质量

的标准蛋白质在SD孓PAGE中的相对迁移率Rf，

作Rr—lg M，图，求得其相对分子质量。

1．8．2 最适反应温度先将加有底物的反应缓

冲液在不同温度下保温15 rain，然后在测试之前加

入酶液，按酶活测试法测其活力。

1．8．3酶的最适反应pH值将胆红素分别溶于

pH 3．o～8．0的磷酸氢二钠一柠檬酸缓冲液中，用

于测酶活力，或在pH 3．0～8．0的磷酸氢二钠一柠

檬酸缓冲液中加入ABTS来测酶活。
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1．8．4动力学常数测定 在不同底物(ABTS、胆

红素)浓度的反应体系中，计算酶反应的初速度，作

Lineweaver-Burk双倒数图。

2结果与分析

2．1胆红素氧化酶的分离与纯化

胆红素氧化酶的分离与纯化结果见表1。粗酶

液经80 g／dL硫酸铵盐析、DEAE—Sepharose F F柱

层析和Sephadex G-IOO柱层析后所得样品比活力

为106．77，纯化倍数为152．54，活力回收率为

19．14％。该酶样品经SDS-PAGE检测只显示一

条蛋白质带，见图1。表明纯化后的蛋白质为单一

组分，已达到电泳纯。酶样品经活性电泳后，将凝

胶切成两块，一块以ABTS为底物，在pH 4．5醋酸

缓冲液中进行活性染色，30 min后显示出单一的绿

色条带，见图2中泳道1；另一块凝胶以胆红素为底

物，在pH 8．0的HCI—Tris缓冲液中进行活性染

色，胆红素溶液先将凝胶染成黄色，大约2 h后在黄

色的背景下呈现出一条浅绿色的条带，见图2中泳

道2。这些结果表明纯化得到单一蛋白质组分为胆

红素氧化酶。

表1胆红素氧化酶的纯化总表

Tab．1 A summary of bilirubin oxidase purification

1，纯化的蛋白质组分lM，相对分子质量Maker

图l BOD的SDs-PAGE图

Fig．1 SDs_PAGE of BOD

1．与ABTS活性反应；2．与胆红素活性反应

图2 BOD的活性PAGE图

Fig．2 Native PAGE of BOD

2．2胆红素氧化酶的部分酶学性质

2．2．1 相对分子质量 由SDS—PAGE电泳图，

得到相对迁移率与胆红素氧化酶相对分子质量

(Mr)的关系，从图1可以看出，胆红素氧化酶相对

分子质量大约为64 000(从上往下的5条带相对分

子质量Mr分别为97 400、66 200、43 000、31 000、

20 000)。

2．2．2 最适反应温度 以ABTS为底物在pH

4．5的缓冲液中测其在不同温度下的酶活。从图3

可以看出，在10～55℃之间，随着温度的上升，酶

活也在提高，55℃时达到最高，超过55℃时酶活开

始下降，到70℃时BOD几乎完全失活。实验结果

表明，酶的最适反应温度为55℃左右。
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图3温度对BOD活性的影响

Fig．3 Effect of temperature on the activity of BOD

2．2．3 最适反应pH值 如图4所示，在28℃

下，分别以胆红素和ABTS为底物测该酶在pH 2
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～8下的酶活。在有氧的条件下，BOD能将胆红素

氧化成绿色的胆绿素或者进一步生成无色物质。

以胆红素为底物时，在pH 2～4之间，基本上测不

到酶活，而在pH 4～7．5之间酶活逐渐上升，pH值

超过7．5之后，酶活迅速下降，所以BOD催化胆红

素氧化的最适pH值在7．5左右。另外，BOD也能

将ABTS氧化成绿色ABTS+2。当以ABTS为底

物时，在pH 2～4之间，其酶活逐渐上升，而pH超

过4时其酶活逐渐下降，所以BOD催化ABTS值

氧化的最适pH值在4左右。这些结果表明，酶催

化反应的最适pH值是相对而言，催化不同的底物

有不同的最适pH值。BOD适合在偏酸性的条件

下和ABTS反应，而在中性偏碱性的条件下适合和

胆红素反应。
i-●一一ABTS
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图4 pH值对BOD活性的影响

Fig．4 Effect of pH Oil the activity of BOD

2．2．4酶的K。值和V。； 以Lineweaver-Burk

作图(见图5，6)。以胆红素为底物，在pH 7．5时，

BOD的K。值和V。。分别为552．06肛mol／L和

38．91 tlmol／(L·rain)；而以ABTS为底物，在pH

4．0时BOD的K。值和V。；分别为631．84 lumol／L

和12．79肛mol／(L·min)。由此可见，BoD与胆红

素的亲和力比与ABTS的亲和力大，与胆红素最大

反应速率也比与ABTS最大反应速率大，这一结果

证明了胆红素是BOD的最适底物。

O．20
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图5 双倒数法测BOD的K_艇红·

Fig．5 Double reciprocal plot of厩billrub-
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图6双倒数法测BOD的J乙．m

Fig．6 Double reciprocal plot of‰Ⅲs

3 结 语

BOD和漆酶都属于多铜离子氧化酶，又称为多

酚氧化酶，二者之间有许多交叉底物，例如ABTS、

丁香醛连氮、愈创木酚，但二者之间的区别在于

BOD能专一性地氧化胆红素，而漆酶不能催化胆红

素的氧化，其最适底物为ABTS。作者通过研究

BOD的K。证实了胆红素是BOD的最适底物。漆

酶是一种用途非常广泛的酶，但由于其酶活作用范

围偏酸性，对其应用受到了一定的限制[12J。而

BOD和漆酶属于同一家族，有许多类似的性质，其

在中性范围内有很好的催化活性，因此受到广大科

学工作者的关注。使BOD从医学应用领域逐渐转

移到其它领域，例如生物电池等[6]。露湿漆斑菌是

一种高产BOD的真菌，作者从该菌的土豆发酵液

中分离纯化得到单一的蛋白质组分，将该蛋白质进

行活性电泳后，用底物ABTS和胆红素的溶液浸泡

凝胶，活性染色结果表明，纯化的蛋白质是BOD，而

且未发现有同工酶。王菊君从疣孢漆斑菌纯化出

一种相对分子质量为54 000的胆红素氧化酶[9]，而

作者纯化的BOD相对分子质量为64 000比其要大，

这可能是由于两个菌种之间的差异造成。胆红素

是BOD的专一底物，其常用于BOD的酶活测定。

但胆红素的溶液不稳定，容易发生自氧化，一般只

能保存3 d，这给BOD的酶活测定带来不准确

性[1]。ABTS虽然不是BOD的最适底物，但其和

BOD反应迅速，生成绿色的ABTS+2在420 nm处

有特定的吸收峰，易于测定，而且ABTS溶液比较．

稳定，在4℃下可以保存1个月。因此，相比较而

言，用ABTS作为测定BOD酶活的底物是一个很

好的选择。不论是以胆红素还是以ABTS为底物

时，BOD在pH 3之前未测到活性，而在pH 3～8

之间都能够测到酶活，这表明BOD在比较宽的pH

值范围下有催化活性，这一结果也预示着BOD具

有较大的工业应用价值，其它相关的酶学性质还在

进一步研究之中。
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