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摘要　　多铜氧化酶包括抗坏血酸氧化酶、漆酶、血浆铜蓝蛋白等多种类型, 是植物体内非

常重要的一类金属氧化酶, 并在植物多种生理过程中发挥着举足轻重的作用。SKS (The skewed5
simliar)蛋白是多铜氧化酶家族中一类缺乏铜离子连接所必需的组氨酸残基的特殊成员, 由于缺失

正常的多铜氧化酶酶活性中心, 可能在植物发育中被赋予了新的功能。本文就多铜氧化酶铜离子

连接位点、底物选择、演化过程以及植物 SKS家族基因的研究进行了阐述。
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多铜氧化酶(multicopper oxidase, MCO)广泛存

在于动植物、细菌及真菌中, 包括抗坏血酸氧化酶

(ascorbate oxidase, AAO, EC1.10.3.3)、漆酶(laccase,
EC1.10.3.2)、血浆铜蓝蛋白(ceruloplasmin, EC1.16.3.1)
等多种类型。作为一种重要的金属氧化酶, MCO 在

其单铜离子中心接受底物电子, 并将这些电子转移到

多铜离子中心, 供给氧气结合, 最后生成水[1]。在植

物中, MCO 以多种形式作用于植物的生长、生殖、

发育过程, 其中包括伤口愈合、木质素合成、色素

合成、小孢子发育和花粉管生长等[2~7]。近几年来,
植物MCO的研究取得了长足的进展, 特别是在其晶

体结构、代谢过程、激素调节等方面[1,3~5,8]。而作

为MCO亚家族之一的SKS(the skewed5 simliar)蛋白

家族, 也因为其多样的生物学功能及扑朔迷离的作用

机制而成为了植物生物学研究中的一个热点[9~17]。

本文在此就植物 MCO 的特异铜离子连接位点、演

化过程、生物学功能以及植物SKS蛋白家族等方面

进行阐述。

1   MCO 的铜离子连接位点及对底物的选

择

根据磁学和光谱学性质, MCO所包含的铜原子

可以被分为三类: 第一类为T1Cu, 包括两个组氨酸残

基、一个半胱氨酸和一个甲硫氨酸。前三个残基是

其连接位点必需的, 而甲硫氨酸残基可以被其它的氨

基酸取代, 如苯丙氨酸和亮氨酸。T1Cu 是 MCO 呈

特征性蓝色的原因, 它在紫外可见光谱约 600 nm处

有一个强烈的吸收峰值 ,  而在电子顺磁共振谱

(electron paramagnetic resonance, EPR)上有一个小的

超精细劈裂[1]。第二类为 T2Cu, 包含两个组氨酸残

基配体, 定位在三核铜离子簇的顶端。T2Cu 只有在

T1Cu 强烈吸收峰存在时才会被检测到, 但是其 EPR
信号是正常的。第三类 T3Cu 一般是以成对形式存

在的, 每个 T3Cu包含三个组氨酸残基配体。由于组

氨酸残基羟基与铜原子之间的连接, T3Cu在 330 nm
光谱处形成了一个特殊的电荷迁移带; 两个铜离子之

间通过羟基连接桥形成强烈的反铁磁性耦合介质,
T3Cu 在 EPR 光谱下是检测不到的。T2Cu 和 T3Cu
形成三核铜离子簇。几乎所有的 MCO 都包含四个

铜原子: 1 个 T1Cu, 1 个 T2Cu 和两个 T3Cu, 底物电

子通过底物转移到T1Cu, 然后通过Cys-His蛋白路径

到达三核铜离子簇中心, 将氧气转化为水。

MCO的生物学底物十分广泛, 不管是金属离子

还是有机物均可以成为其氧化的底物。不同的

MCO 对底物的种类也具有特异性, 可以根据其对底

物的识别种类不同而将MCO分为两类: 像植物漆酶

和AAO等, 主要氧化酚类等有机底物, 这些有机分子

能够通过提供电子与酶微弱地发生结合; 而Fet3p和
血浆铜蓝蛋白等MCO的主要氧化金属离子, 它们可

以紧密地结合在底物连接位点。底物的结合过程主

要发生在 T1Cu, 因此底物的选择主要决定于其与这

个位点的结合性能力。Sakurai 等[18]认为 MCO 对有

机物质的特异性主要决定于有机底物连接位点形状

和连接到T1Cu组氨酸残基的氨基酸与底物之间的互
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作, 而对金属离子的特异连接需要的是一个合适的配

体组合以及一种能连接亚铜离子并释放铜离子的空

间安排能力。

2   MCO的演化

MCO 是由 2 个、3 个或者 6个重复的与杯蛋白

单结构域具有高度同源性的结构域组成的, 这类杯蛋

白包含一个 T1Cu 位点, 也被称为蓝铜连接域(blue
copper binding domain, BCB domain)。除 BCB 位点

之外, MCO 还具有处于结构域之间的铜离子连接位

点(interdomain copper binding site, IDCB site), 呈三角

形状, 包含一个 T2Cu 和两个 T3Cu 以及八个组氨酸

残基。关于 MCO 演化有各种各样的假说[19~22]。有

人认为MCO之间是相互转变来的, 血浆铜蓝蛋白中

间三域减少形成漆酶等三域 MCO; 或者漆酶等三域

MCO 复制形成六域的血浆铜蓝蛋白[20]。现在, 比较

公认的演化过程是最初一个结构域复制, 同时也伴随

着BCB位点的复制。T2Cu和T3Cu铜离子连接位点

先后形成, 共同组成了一个 IDCB位点, 而此时MCO
已经演化为两域MCO-A, 它包含 2个BCB位点和一

个 IDCB 位点。紧接着, 第一结构域中的 BCB 位点

缺失, 形成 2dMCO-B。此时一个单独结构域插入形

成 AAO、漆酶等三域 MCO, 而 2dMCO-B 经过两次

的复制形成了血浆铜蓝蛋白等六域 MCO[21](图 1)。
此前两域MCO-A和MCO-B均以假设的形式被提出,
但是最近越来越多的研究发现生物体内的确有两域

MCO的存在[22,23], 这也进一步说明了这种演化假说的

可信性。

3   MCO的生物学功能

MCO参与植物生命活动的各种过程, 包括从生

长发育到生殖阶段, 从色素合成到逆境胁迫的调节等

等。在植物体内, 作为 MCO 的两大类型, AAO 和漆

酶, 分别以不同的作用方式发挥着其不可替代的作

用。

AAO是高等植物中普遍存在的一个氧化还原酶,
它主要通过单脱氢抗坏血酸(monodehydroascorbate,
MDHA), 将抗坏血酸(ascorbate, AA)氧化为脱氢抗坏

血酸(dehydroascorbic acid, DHA), 同时将氧气还原为

水而在植物体内作用[4,7]。AAO参与植物体内多种物

质代谢过程, 如调控植物花期[24]、植株体内氧气的

代谢平衡[7,25]、细胞伸长、果实成熟、衰老等。目

图 1　MCO 生物演化过程图谱

箭头方向代表假设的演化方向，I V 和 V 两组分别表示两类结构域，[ X ]、[ Y ]为假设蛋白。本图依据文献 [ 2 1 ]修改。

Fig.1　Schematic presentation of evlution of the MCO
Arrows indicated the postulated evolutionary pathways, while IV and V represented the different types of the domians, [X] and [Y] are
hypothetical proteins. This figure was modified from the paper[21].
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前,  AAO 活性的变化在小麦、水稻、烟草、白菜

等植物中得到广泛研究, 但其详细的作用机理尚不太

清楚 [ 2 6 ]。

AAO在黄瓜生长的组织、甜瓜果实成熟过程中

mRNA 表达量均呈上调趋势; 在花和果实中表达的

AAO 基因 CmAO1 也作用于胚珠的生长[7]。这些直

接证据指明了AAO在细胞生长中的作用。处于植株

快速扩张组织中的AAO可能通过引起细胞壁固性减

弱, 增加细胞壁的延展性, 从而最终调控生长。现

有理论认为, AAO反应产生的DHA与细胞壁蛋白赖

氨酸和组氨酸残基反应, 以阻止这些氨基酸残基与半

纤维素结构蛋白和聚半乳糖醛酸盐的链接, 从而增加

细胞壁的延伸能力。其次, DHA 是草酸的前体物质

之一, 而草酸可以通过形成草酸钙晶体以转移细胞壁

的钙离子, 从而使细胞壁聚半乳糖醛酸盐链与疏松壁

间的钙桥数量减少而有利于根、茎、花粉管的顶端

生长[3~5,27]。AAO 还可能通过生长素调控细胞生长。

在南瓜AAO基因的上游启动子区域发现的一个生长

素响应元件[28]是这种假设的一个有力证据。

AAO 受到多种因素的调节。伤害、热胁迫等

可以引起 AAO 表达量上升, 使植物开启防御反应限

制生长以提高抵抗力。而不同环境或者激素对AAO
活性的调控则是一个更为复杂的过程, 如 JA 处理可

以引起CmAO4转录子的大量积累, 而SA可以导致相

反的情况, 但是调控机理仍不太明了。有报道认为

光可以调节AAO的表达[29], 但甜瓜CmAO4 mRNA在

光和黑暗中均有积累, 说明并不是完全依赖光的[7]。

而铜对AAO的表达调控可作用在转录和翻译两个阶

段, 低水平的铜处理可能刺激AAO翻译, 而高水平铜

可能影响 AAO 基因 mRNA 的转录[7,30]。

AAO 与植物的生长发育、繁殖、衰老、伤害

与环境胁迫、果实储藏等过程均有联系, 因此在分

子水平上进一步深入理解该过程的分子调控机制, 为
作物高产、抗逆等提供科学依据和技术支持, 具有

十分重要的生物学理论意义和农业应用价值。

漆酶是最简单但最大量的MCO, 存在于高等植

物、昆虫、细菌、真菌等中。虽然漆酶最早在植

物中发现, 但是对漆酶的研究却主要是在真菌上。

植物漆酶的氨基酸序列同源性差异很大, 但是其催化

位点却是非常保守的, 很多基于序列相似性的漆酶及

聚类分析都很好地说明了这一点[31,32]。漆酶的生物

学功能在不同种类的生物体中也有所不同, 而在植物

中,  漆酶与木质素的合成、创伤修复、抗病、抗

逆及色素合成有关[2,6,33]。

木质素是植物细胞壁结构组分之一。它是通过

非水解C-C键和C-O键将苯丙酸单元连接起来而形

成的一种复杂的多酚高分子物质。漆酶在植物不同

发育阶段均有表达, 特别是在木质部或者正在木质化

的木质部细胞壁中表达较高。漆酶具有催化木质素

前体聚合的功能, 因此被认为其主要在木质素合成中

起作用。但是, McCaig 等[31]研究拟南芥漆酶基因表

达时, 发现在一些不含木质素的结构中漆酶也有表达,
提出并不是所有的漆酶都作用于木质化过程, 它还与

金属离子代谢有关。

漆酶已经在很多方面有重要的产业应用, 比如洗

涤剂、漂白剂、有机合成等。随着分子生物学的

进一步发展, 对植物漆酶的功能及应用将更加深入。

4   缺乏BCB位点的MCO家族 -SKS基因

家族

植物多铜氧化酶基因家族中存在一类特别的亚

家族 -SKS蛋白家族。它们的氨基酸序列与MCO有

大约 25%~30% 的相似性, 但成员之间高度相似; 均
属于定位在细胞质膜上的糖基化蛋白; 可能作用于细

胞的伸长; 只包含多铜氧化酶中保守的T2Cu连接位

点而缺乏其他类型铜离子连接所需的组氨酸残基。

现已在拟南芥中发现了SKS蛋白家族SKU5和SKS1-
SKS18 共 19 个成员, 在油菜、烟草、玉米、报春

花等植物中也均发现了该类蛋白。SKS 家族基因编

码的蛋白质在植物根生长方向、叶脉形式、花粉发

育、花粉管伸长、激素调节等生物学过程中均具有

作用, 但是整个SKS基因家族的研究只集中在少数基

因上 [9~ 14]。

Albani等[9]从甘蓝型油菜中克隆得到了一个花粉

特异基因 BP10, 编码一个 62 kDa 的蛋白。它与黄

瓜、南瓜中的 AAO 氨基酸序列具有 30% 的相似性,
但是却没有AAO保守的酶活性中心, 属于典型的SKS
蛋白。BP10 在雌蕊、花瓣、萼片、种子、角果中

均不表达, 仅在花粉中有特异表达, 其mRNA首先在

单核期开始表达, 并快速上升, 到双核花粉时期表达

量最高, 随后在成熟的三核花粉中又有所降低。

烟草 NTP303及其家族成员NTP101、NTP201、
NTP302、NTP805 也是典型的 SKS 基因。NTP303
是一个花粉特异晚期基因, 编码 69 kDa 的糖基化蛋
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白, 主要在生殖细胞和营养细胞、花粉和花粉管中

的精细胞等周围的营养质膜中有较高的表达, 而在生

殖细胞和精细胞的质膜中却没有表达[15,16]。NTP303
mRNA在小孢子发育双核早期开始表达, 并持续大量

表达直到花粉成熟、水合, 花粉管开始萌发之后, 到
花粉管生长5 h时表达量达到最大, 随后又有所下降;
但其在蛋白水平上则在花粉水合并开始萌发之后开

始大量表达[16,17]。早期研究表明花粉萌发和花粉管

初期生长所需的RNA已经存在于植物成熟的花粉中,
而后期的花粉管生长则依赖于新合成的 RNA[34]。

NTP303的mRNA及蛋白表达规律显示该基因产物可

能是作用于后期授粉受精过程的。用反义RNA技术

将NTP303及其家族成员共同沉默之后对转基因植株

生长生殖发育研究的实验结果也验证了这一推论[11]。

基因沉默后发现在转基因植株体内花粉管的生长速

度减慢且不能通过花柱到达胚珠, 说明 NTP303 在花

粉管生长中具有重要的作用。

McCubbin等[13]在研究报春花花形态发育阶段的

基因表达差异时发现了一个与 SKS13 相似的基因

T35。该基因 mRNA 在成熟花粉和叶片中表达量相

差不大, 但在 4 mm和 8 mm的花蕾中表达结果显示

短花柱花明显高于长花柱花, 更加有趣的是该基因在

短花柱的柱头不表达, 而在长花柱的柱头却是表达

的。这一特别的表达特征合理的解释是, T35基因产

物在短花柱中可能作用于花粉体积的增大过程, 而在

长花柱柱头中主要是促进乳突的突起。由此可见,
T35 可能也是作用于细胞壁扩张的。

玉米 CBP1 编码一个定位在质膜上的大约 62
kDa 的锚定蛋白, 其N端有一个大约 20 bp的信号肽

残基, 而C端包含一个约31个氨基酸的GPI(glycosyl-
phosphatidylinositol)锚定位点, 成熟蛋白包括557个氨

基酸[14]。CBP1 与 SKU5 具有 65% 的氨基酸序列相

似, 而与其它SKS家族成员氨基酸序列相似性大约在

有 43%~63% 之间。正常的MCO有 4个铜离子连接

位点和10个与铜离子连接的组氨酸残基, 而在CBP1
中只有在第 464个氨基酸位置处有一个组氨酸残基,
当然这个组氨酸残基也是整个 SKS 家族所共有的。

这种组氨酸残基的替换导致了大多数铜离子结合位

点丢失, 进而导致铜离子连接位点金属特异性的改

变。

已有研究认为细胞伸长可能具备两类由生长素

介导的方式, 一种依赖 ABP1, 另一种依赖细胞外的

Ca2+[35]。而玉米CBP1与ABP1蛋白C端多肽交联, 推
测其可能通过与 ABP1 的直接作用而被生长素所调

控。

Sedbrook等[10]最先从拟南芥中得到了SKS家族

成员基因 SKU5。SKU5 全长为 3.3 Kb, 包含 9 个外

显子, 开放阅读框长 1 764 bp, 预期编码一个定位在

细胞质膜和细胞壁上的大小为 66 kDa 的糖蛋白, 其
结构类似于多铜氧化酶中的AAO和漆酶。虽然SKU5
与这两种酶相似, 但是它缺乏 T1Cu 和 T3Cu 所需的

组氨酸残基。SKU5 在拟南芥各部分组织中均有表

达, 而在根尖分生组织和末梢伸长组织中表达量最

大。sku5 在琼脂糖上生长时, 根和下胚轴与野生型

相比较短15%, 根偏离了正常的向下生长并且与黄化

的下胚轴都显示出逆时针的轴向旋转, 打乱了根系的

正常向下生长。

像 SKU5、NTP303 等这样的 GPI 锚定蛋白, 可
能参与细胞及组织极性生长, 而其突变体可能在固醇

组分、GPI 合成、磷脂信号上有缺陷[36]。

Jacobs等[12]从拟南芥中得到了另一个 SKS基因

家族成员SKS6。SKS6与植物漆酶结构高度相似, 但
是它依旧缺乏漆酶铜离子连接位点所需要的组氨酸

残基。SKS6启动子有选择地表达在种子组织的一些

部位, 包括保卫细胞、根皮质细胞以及叶片边缘的

水孔细胞; 也在花发育后期的花原基、胚珠、种子

及角果的离层带表达。用ABA等激素处理导致SKS6
表达量上调。这一切说明 SKS6 在排水孔处、生长

素合成位点、化学物质循环的养分和激素代谢方面

具有作用。

对T-DNA插入型突变体sks6-1研究发现其根茎

花的表型都与野生型没有区别, 唯一的区别在于子叶:
在野生型植株子叶上, 以中间叶脉为中心, 四个环状

结构对称分布, 而大部分突变体植株子叶只有 2到 3
个环状的结构; 另外, 野生型植株子叶尖端的突起也

比突变体明显, 而这个结构可能起到保护子叶或者具

有排水孔的作用。sks6-1 子叶叶脉表型的缺陷说明

SKS6 在植物导管系统发育中占有相当重要的作用。

早有研究认为生长素是调控植物导管发育和形式的

影响因子, sks6-1变异表型说明SKS6也可能参与生长

素的反应或者调控。

SKS家族不包含多铜氧化酶的所有铜离子连接

位点, 对于其功能的推断也层出不穷。有推测认为

它们可以从附近的抗坏血酸氧化酶和漆酶中演化形
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成铜离子连接位点[10]。有人使用多巴苯醌氧化还原

剂辅助因素来弥补没有其他铜离子从底物中转移电

子的不足, 这些辅助因素主要是自身氧化酪氨酸残基

来形成次级氧化还原剂活性中心。SKS 家族也可能

通过这种方式来行使多铜氧化酶的功能。更多研究

认为SKS蛋白已经失去了原有的功能, 而是作为一种

新的蛋白作用于植物体内。Albani 等[9]利用大肠杆

菌重组表达系统研究发现能够影响AAO活性的物质

却不能影响白菜BP10基因蛋白产物对细菌生长的抑

制作用, 而 CO2 却可以解除抑制, 说明 BP10 可能具

备与 AAO 不同的生物学功能, 这个功能可以被 CO2

所调控。但是这些都只是推论, 目前还没有明确的

实验数据可以证明该类蛋白的新功能。

MCO家族是一个种类繁多的家族, 它是保证动

植物生命活动的正常有序进行的重要的氧化酶之

一。在高等植物中, 尽管目前已经分离鉴定了多个

MCO 基因, 对 MCO 的分子结构也有了清晰的了解,
但现有实验证据还不足以阐述 MCO 在其发育、生

殖过程中的生理功能, 更不用说它作用的分子机制。

SKS 家族是植物中存在的一类特殊的 MCO, 在细菌

中也有发现类似结构特征的蛋白。在对编码SKS蛋

白的基因进行研究之后发现其可能已经不具备正常

的MCO功能, 而以一种新的方式作用于植物生长发

育, 但是这一领域的认识几乎是空白的, 唯一确定的

是, 这种变异并不偶然的, 对于植物机体来说, 这种

新型的MCO一定有着不可取代的生理功能, 而这些

都是需要我们今后更加深入探索的。
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Process of Multicopper Oxidase and Its Subfamily Member SKS in Plant

Zhi-Xian Zhang, Qi-Zhen Chen, Jia-Shu Cao*
(Institute of Vegetable Science, Zhejiang University, Hangzhou 310058, China)

Abstract        Multicopper oxidase, which includes ascorbate oxidase, laccase, ceruloplasmin and so on, is a
very important metal oxidase in plant and relates to kinds of physiological processes with non-substituted value. SKS
family, a subfamily member of multicopper oxidase, doesn’t have all the histidine residues which are necessary for
copper binding sites. Owing to loss of the active center of multicopper oxidase enzyme, it might play a new function
for plant development. This paper reviewes the tpye of copper-binding sites, choice of substrates, the process of
evolution of multicopper oxidase and the SKS family in plant.
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