
中国农业大学学报
,

称猴桃果实中
,

及其
抑制因子的研究 综述
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摘 要 本文综述了称猴桃中的
,

在果实软化中的作用
、

分离提纯
、

性质和活力测定方法
,

以及这

两种酶的抑制因子等方面的研究进展
。

与称猴桃果实的软化无直接关系
,

可能是通过为 准备作用

底物而起间接的促进软化的作用
。

称猴桃果实内 的抑制因子是一种糖蛋白
,

仅对 有专一性的抑

制作用
。

称猴桃采后 活性的上升促进果胶物质的水解是导致称猴桃果实软化的重要原因
。

称猴桃果实

中存在一种专一性的称猴桃蛋白酶
,

能抑制 的活性
,

该蛋白酶可被琉基乙醇和 等所激

活
,

也可被 和 所抑制
。
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果实的软化与细胞壁物质的降解有关
,

而果胶 甲酷酶 和多聚半乳糖醛酸酶

在此降解过程中起着重要作用
‘〕。

番木瓜 〔, 〕、

西红柿 卜‘ 、

鳄梨仁, 〕、

黄瓜
, 〕、

芒果
, 〕、

桃 〔, 。〕

等方面的研究表明了
,

与果实软化的关系
。

称猴桃果实中
,

的研究也有一

些报导
,

由于称猴桃采后贮运过程中的主要 问题是果实的软化
’〕,

所以了解这两种酶的性

质及其与果实软化的关系就显得格外有意义
。

本文拟就称猴桃果实中的
,

及其各 自

抑制因子与果实软化的研究作一介绍
,

为今后进一步深入研究提供参考
。

果胶甲醋酶 及其抑制因子

的作用

果胶甲醋酶
,

〕广泛存在于高等植物中
,

它

的作用是水解果胶分子中甲醋化的梭基
,

使之生成多聚半乳糖醛酸和 甲醇
一

丛互
一 一 〔, 〕。

生成的半乳糖醛酸又进一步被半乳糖醛酸酶

所分解
。

在果实的成熟衰老过程中
,

的活性增加
,

因此可能参与了果实的降解代谢 〕。

但也有研究表明
,

在果实软化过程中的作用并不是很重要的
,

因为在果实软化以前
,

或

在果实未成熟前的生长发育阶段
,

果实内的 活性就很高
,

因此认为 可能参与了

与果实软化有关的细胞壁代谢的其它方面山
, ’ 〕,

如 “ 〕发现 能通过促进细胞壁

的部分 自溶而使细 胞膨大
,

这可 能是 存在 于 正 处 在 生长发育的果 实 中的作用 之

一
’·‘“〕。

研究表明
,

在称猴桃果实生长期 活性逐渐升高
,

在采后的硬 果期活性也很高
,

但随着果实的软化
,

的活性反而下降较快
,

这似乎表 明 与称猴桃果实的软化没

有直接关系
。

等〔‘’〕发现在称猴桃软化过程中细胞壁果胶物质的醋化度是逐渐降低

的
,

说明 在果胶物质降解方面的生理作用可能是使果胶分子 由高甲醋化转变为低 甲

醋化后
,

更有利于 对果胶的水解
。 〕也报道用 乙烯处理称猴桃后

,

果实的快速

软化起因于 活性的快速上升
,

使果胶的酷化度下降
,

并进而转化为可溶性果胶
,

并由

此加速了果胶的水解和果实的软化
。

称猴桃果实中 的提取与活力测定

由于 是与细胞壁结合在一起的 〕,

所以在提取时要加入适量的 使 游

离出来
。

粗酶液的提取方法如下 一定重量 的果 肉
,

加 冷 进

行匀浆
,

经 低温离心
,

上清液用 调 后即可作为粗酶液测定

酶活力匡‘ 〕。

活力的测定方法有几种
,

但方便
、

灵敏又专一的测定方法当属连续分光光度计分

析法 〕。

反应液含有 浓度为 的果胶溶液
,

浓度为 滨察香草

酚兰
,

然后加水使总体积为
。

酶液是最后加入的
,

在加入酶液前
,

初始
。

约在 左

右
,

当加入 拌 酶液后
,

酶与果胶即作用释放出一
,

使反应液的 下降
,

指

示剂澳磨香草酚兰对 很敏感
,

颜色立即变化并使吸光度
。

发生变化
,

反应在一分钟 内

呈线性关系
,

可以记录 凸 。

变化以表示酶的活性
,

也可以用半乳糖醛酸作标准曲线
,

以计算每分钟释放出的酸量
。

用此法测定 酶活时要注意以下几点 一是反应时的起始
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值一定要一致 二是反应液不能用缓冲液或用很弱的缓冲液 三是反应试剂 果

胶
、

酶液指示剂
、

都要调 至 四是反应物温度要恒定
,

最好用循环水浴保持在

℃
。

称猴桃果实中 的有关性质

利用 即
一

亲和色谱柱可以将称猴桃果实中的 分为两类
,

分别定名

为
,

和 〔 〕。

以 桔子粉果胶 为底物
,

测 定它 们的 值分别为
· · 一 ‘

和
· 一 ’。

这两种酶分别是由一条多肤链组成
,

并具有相同的 值
。

超速离心试验

进一步表明这两种酶是同源的
。

在热稳定性方面
, , 比 要稳定些

,

当其活力下降

一半时的温度分别为 ℃和 ℃
。

经 凝胶电泳后
,

用舍夫试剂 “ 染色
,

这两种酶均表现 出正反应
,

进

一步研究表 明
,

这两种酶在 。。 一

柱上是能分离洗脱的
,

其 分别是

和
,

这表明它们的糖基化程度是不同的
。

是一种糖蛋白
,

可能使它更有

利于结合在细胞壁上
。

称猴桃中 的抑制因子

抑制因子 的发现 一般来说
,

用 的 就可以将 从果实中游离

出来
,

但当用此法从称猴桃果实中提取 时
,

则测不出 的活性
。

相反
,

如果先将果

实加水匀浆后
,

再离心
,

弃去上清液
,

取沉淀加 的 提取
,

则可以测出

的活性
。

试验中还发现
,

当在 中加入称猴桃的匀浆液或离心上清液后
,

的活性会

大大降低 , 如果先将匀浆液或上清液在 ℃煮沸 后
,

再加入 中
,

则 的活

性不降低
。

这充分证明在称猴桃果实中有一种对热不稳定的 抑制因子
,

这种抑制因子

可能是一种蛋 白质
。

因为如果将匀浆上清液经胰蛋 白酶处理后
,

则不再对 有抑制作

用
,

而且
,

此抑制物不能透过截留量为 的半透膜
。

以上试验证明
,

的这种抑制因

子 是一种蛋白质
, 〕。

的纯化及 组成研 究 抑制因子 的纯化程序及结果列于表
。

先

将称猴桃果肉加水匀浆
,

离心后
,

保留在上清液中
,

而 则与细胞壁相结合而残留

在沉淀中
。

上清液经硫钱沉淀
、 一

和 纯化后
,

的最终活性是

蛋白质
,

比原来提高了 倍
。

用 分析和凝胶过滤方法测定都证明
,

分子量为 士
。

经舍夫

试剂 染色表明
,

是一种糖蛋 白
,

含有 种氨基酸
。

糖基部分有半乳

糖
、

阿拉伯糖和 鼠李糖 〕。

的作用机理 对 的抑制作用取决于 的摩尔数之 比
。

当 的摩尔数之 比小于 时
,

则测不 出 的活性
,

当这个 比值不断增大时
,

的活性也按 比例升高
。

很可能
,

的抑制作用是通过与 结合后形成一种无活

性的复合物而实现的
。

试验还表明
,

的抑制作用对 有专一性
,

而且
,

称猴桃果实

中的 对不同来源的 如柑桔
、

苹果
、

西红柿
、

土豆
、

香蕉等的 均有抑制作用
,

在对 的抑制上没有表现出品种专一性
。

但对其它多糖水解酶如 和淀粉酶均没有抑

制作用
。

因此
,

是 的专一性抑制因子脚 〕。

关于 在称猴桃果实中的生理意义仍有待于研究
,

它存在于成熟果实中是无疑的
,
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在提取过程中
,

它很容易溶于水
。

设想它的生理作用是多方面的
,

它可能在植物对病原菌的

阻碍代谢方面起作用 有些植物品种含有能抑制真菌病原体分泌的多糖水解酶抑制因子
,

以及在生长和成熟代谢方面起作用 〕。

值得注意的是
,

这种抑制物质在未成熟的称猴桃果

实中是测不到的
,

仅存在于果实成熟期
,

因此推测它可能是称猴桃果实成熟时的诱导产物
,

并在抑制果实的降解代谢方面起作用
,

如在称猴桃果实成熟期 的活性下降
,

可能与这

一时期 的活性上升有关
,

这两者之间的关系有待深入研究
。

已在保持果汁的稳

定性方面得以应用
, ,‘

从称猴桃中提取出
,

然后将其加入到桔汁中
,

即

阻止了 对桔汁中果肉胶团的降解
,

从而保持了桔汁的特性和稳定性
。

多聚半乳糖醛酸酶 及称猴桃蛋白酶
的作用

多聚半乳糖醛酸酶作用于多聚半乳糖醛酸的
,

键
,

将其水解为半乳糖醛酸或半乳糖

醛酸的低聚物
。

很久以来
,

研究者就发现在未成熟的果实中 的活性很低或检测不到
,

而

在成熟或软化的阶段其活性则急剧增加〔‘’
,

川
。

由于该酶的作用
,

促进了果实的软化
。

在称

猴桃果实中
,

和 〔”〕发现果实的成熟和软化过程中
,

可溶性的多聚糖醛酸物质

增加
,

但当时并未检测到 的活性
。

等哪 〕研究发现
,

经乙烯处理的 称猴桃迅

速软化
,

并且在处理 后
,

醇不溶性物质的含量迅速下降 从 降至
,

在前

内可溶性多聚糖醛酸的含量也迅速上升 从 上升至 醇不溶性物质
,

之后又降低到
。

这种降低可能是醇不溶性物质转化或降解为低分子量的醇可溶性

物质
。

凝胶过滤色谱研究表明
,

高分子量的多聚半乳糖醛酸在称猴桃果实的软化过程中迅速

下降
,

而低分子量的则上升
。

经乙烯处理 后
,

高聚物基本转变为低聚物
。

同时
,

从称猴桃

果实中分离出的聚糖醛酸的粘度下降
。

认为聚糖醛酸物质由高聚物变为低聚物
,

由不溶性变

为可溶性
,

从而导致了称猴桃果实的软化
,

这一过程是 由称猴桃果实中的 的作用引起

的
。

魏玉凝等 〕也证明称猴桃中 的上升与果实硬度的下降明显相关
,

并与乙烯的释放高

峰相一致
。

在研究中发现称猴桃果实软化分两个阶段 〕,

主要对第二软化阶段起作用
,

所有能够降低 活性的贮藏处理
,

如钙处理或气调贮藏等措施
,

均能减慢果实的软化速

度
。

以上均充分说明了 与称猴桃软化的密切关系
。

称猴桃果实中 的提取与活力测定

有关称猴桃果实中 方面的研究还很少
。

等
’〕只测定了称猴桃果实 的活

性
,

而未测到 的活性
。

田 〕报导 了称猴桃果实中有很高的蛋 白酶活性
,

而蛋 白

酶对其它的酶有降解作用
,

因此认为称猴桃中的 可能是在提取过程中被蛋 白酶降解了
。

等
, ‘〕研究证明

,

在提取称猴桃中的 时
,

加入 拼 的 可以有效地抑

制蛋 白酶的活性
,

从而成功地将 提取了出来
。

称猴桃果实 中 的提取 经 乙烯处理过的称猴桃外果 肉组织
,

加 冷的

一 缓 冲 液
, ,

其 中 还 含 有
、 拌

和
,

用组织捣碎器匀浆
,

匀浆液在低温 ℃ 下振荡

提取
,

低温离心
,

上清液 加 使其达到 的饱和度
,

静置
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后
,

再在 下低温离心
,

沉淀悬浮于少量 的 的乙酸钠

缓冲液 含 拜 和
,

并以同样的缓冲液透析 整个

过程在 ℃下操作 后
,

即可作为酶液使用
。

酶 活 力 的 测 定 反 应 混 和 液 含 有
砂

的果 胶
, ,

乙酸钠缓冲液 和 酶液
。

反应在 恒温水浴中的 粘度计

中进行
,

相对粘度根据反应液混合物在反应开始和结束后的流动时间来测定
。

用单位时间内

粘度的变化来表示酶活的大小
。

同时
,

的活性也用分光光度计法测定 每隔一定时间
,

取

反应液加入含 写 和 的 终止反应
,

再加入
,

。 ,

并煮沸
,

冷却后
,

在 下测定

吸光度并根据
一

半乳糖醛酸的标准 曲线将 值转换成 拜
· 一 ’ · 一 ’

半乳糖醛酸

的释放量
。

称猴桃果实中的 有关性质

与其它植物种类的 相同
,

称猴桃果实中的 也是与细胞壁结合在一起的
,

因此在

提取时需加入高浓度的盐 使之游离出来
。

称猴桃中 的活性与果实的成熟状态有

关
,

未成熟或未经乙烯处理的果实
,

不管加不加
,

均不表现出活性
,

因此 活性的

表现可能是 乙烯的处理促进了 或其它蛋白质合成的结果
。

称猴桃中有一种专一性的称

猴桃蛋白酶能抑制 活性
,

此蛋白酶对过氧化物酶和酸性磷酸酶等无抑制作用
。

粘度法和

分光光度法分析表明
,

称猴桃果实中的 属于内切酶 。一 。

通过对分解产物的分子

量测定也证明了这一点 〕。

称猴桃果实中 的抑制因子

蛋 白酶简介 蛋 白酶广泛存在于生物界
,

按其活性功能基团可以分为四大类
,

分别

是丝氨酸蛋 白酶
、

琉基蛋 白酶
、

含锌蛋白酶和梭基 天冬氨酸 蛋白酶
。

其中在植物中受到重

视的主要是琉基蛋白酶
,

如木瓜蛋白酶
、

无花果蛋白酶
、

菠萝蛋白酶和称猴桃蛋白酶
,

称猴桃

蛋 白酶又称称猴桃碱咖 〕。

’ 的提取和活力测定 酶液的提取 果肉组织加 冷
一

缓

冲液
,

经低温均浆后在 下离心
,

上清液水平考试一

下保存备用
。

’ 活力的测定 反应混合物含有 的酪蛋 白
、

的
一

缓 冲液 和 酶液
,

在 ℃下保温 后
,

加入 的

终止反应
,

室温静置 后
,

离心 以除去沉淀
,

上清液在 比

色
。

对照为先将酶液煮沸后加入
,

其它操作相同
。

酶的活力单位定义为在上述条件下使

的吸光度产生 个变化所用的酶液量表示
· ’幻 。

’’’ 的性质 以牛碳氧血红蛋白为底物
,

’ 的最适温度为 一 ℃
,

最行之有效 为
,

值为 又 一 ,

为 一 。

将酶制剂

保存在 ℃冰箱 中一个月
,

活力基本稳定
,

保存 个月
,

酶的相对活
一

力为
。

的

热 稳 定性较 好 〕,

等 〕用酩 蛋 白为底物试验 表 明
,

’ 的最适温度 为

℃
,

最适 为中性或偏碱性
。

’ ’ 的结构及功能基 团 ’ 是由 个胰蛋白酶肤组成的含有 个
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氨基酸残基的多肤链
,

分子量为 川
。

酶的总琉基数为
,

其中只有一个游离琉基是该

酶催化活性的必需功能基团即 〕。

的激活剂与抑制剂 象其它琉基蛋 白酶一样
,

可被琉基 乙醇和

所激活 〔。〕, 仁 , 〕还发现
,

半胧氨酸
,

一 也

可以提高 ’ 的活性
。

梁楚洒等即 〕报告用半胧氨酸 一
作称猴桃蛋 白

酶的激活剂
,

可明显提高称猴桃加工产品的品质
。

’ 的抑制剂有 叩
,

有效浓度

为 仁 〕 ,

有效浓度为 又 一。一 〕,

它们都是蛋 白质侧链琉基的专一

性抑制剂
。

而
、

焦碳酸二 乙醋和碘乙酞胺不能抑制 的活性 , 川
。

综上所述
,

称猴桃在采后软化过程中
,

和 各 自起了不同的作用
。

目前的研究表

明
,

称猴桃中 对果实软化的作用是间接的
,

它的作用是将高甲氧基果胶转变为低 甲氧

基果胶
,

从而造成了适于 作用的条件
,

因而更有利于 对果胶物质的水解作用
。

方面的研究刚开始
,

其生理意义还不太清楚
,

但从理论上讲
,

的存在阻碍了 的作

用
,

因而对延长称猴桃的贮藏保鲜期是有利的
。

对促进果实软化的作用 已经很清楚
,

但

称猴桃蛋 白酶 ’ 的发现则更加有意义
,

’ 对 有直接的抑制作用
,

因此是

否可以象选择 活性一样
,

将 中 ’ 活性的高低作为选择称猴桃耐藏品种的一种指

标
。

当然对 在称猴桃果实中的变化和生理作用还需作深入的研究
。
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