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① 苹果果实转化酶的种类和特性研究①

王永章②　王小芳　张大鹏
(中国农业大学园艺学院)

摘　要　研究表明,新红星苹果果实中存在 3种形式的转化酶,即可溶性酸性转化酶、可溶性中性转化酶和细

胞壁结合酸性转化酶。1)酸性转化酶的最适反应温度为 40℃,而中性转化酶为 50℃。D T T (二硫苏糖醇)显著

提高可溶性转化酶的活性, 3种转化酶活性均受到A g+ 和H g2+ 的显著抑制,表明转化酶的活性部位含巯基基

团。转化酶活性还受到二价阳离子M n2+ 和Ca2+ 的显著激活。2)Cu2+ ,M g2+ 和 Zn2+ 也能提高可溶性酸性转化

酶和细胞壁酸性转化酶活性,但可溶性中性转化酶受到这些金属离子的部分抑制。3)可溶性转化酶对蔗糖的

Km 值小于细胞壁转化酶对蔗糖的 Km 值,而其V m ax值大于细胞壁转化酶的V m ax值,说明可溶性转化酶比细

胞壁酸性转化酶对蔗糖有较大的亲和力和较强的催化速率。本文对转化酶特性与苹果果实发育的关系进行

了讨论。
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Study of Invertase in Apple Fru it
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Abstract　T he experim en t conducted w ith‘Stark rim son’ app le fru it, show ed that there

ex isted all th ree isofo rm s of invertase, nam ely so lub le acid invertase, so lub le neu tra l

invertase and cell w all2bound invertase in develop ing app le fru it. T he op t im um temperatu re

fo r acid invertase act ivity w as 40℃, bu t tha t fo r neu tra l invertase act ivity w as 50℃. T he

resu lts a lso show ed that D T T treatm en t sign if ican t ly increased the act ivit ies of so lub le

invertases, how ever, it had no effect on cell w all2bound invertase. T he act ivit ies of so lub le

acid invertase, so lub le neu tra l invertase and cell w all2bound invertase w ere sign if ican t ly

inh ib ited by H g2+ and A g+ , bu t enhanced by M n2+ and Ca2+ . M o reover, Cu2+ , M g2+ and

Zn2+ also increased the act ivit ies of acid invertases, including so lub le acid invertase and cell

w all2bound acid invertase, w h ile the act ivity of so lub le neu tra l invertase w as part ia lly

inh ib ited by these m eta l ion s. So lub le invertases had low er Km and h igher V m ax compared

w ith cell w all2bound acid invertase acco rd ing to the k inet ic study of invertase w ith sucro se as

react ion sub stra te. T he funct ion of the invertases in sugar m etabo lism w as discu ssed in

rela t ion to the fru it developm en t.
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肉质果实中糖的种类和数量是决定其品质的重要因素[1～ 5 ]。蔗糖不但是苹果碳水化合物

输入果实的一种重要形式,而且在与果实发育有关的糖代谢中起着重要的作用[1, 2, 4, 5 ]。转化酶

和蔗糖合酶是参与果实中蔗糖降解代谢的 2种关键酶[1, 2, 4, 6 ]。转化酶将蔗糖分解成果糖和葡

萄糖,蔗糖合酶将蔗糖分解成果糖和UD PG (尿苷二磷酸葡萄糖)。由于蔗糖合酶催化的反应

是可逆的[2, 4 ] ,所以转化酶在蔗糖降解代谢中起着更重要的作用[1, 2 ]。虽然对苹果果实的转化酶

曾有研究,但均为发育过程中的活性变化规律[3 ]。由于苹果果实发育过程的特殊性,即含酸量

较高、酚类物质较多、组成成分复杂,本研究用苹果果实转化酶粗提液对苹果果实转化酶的种

类和特性进行了初步分析,以期为苹果果实转化酶的分离、纯化提供参考依据。

1　材料与方法

1. 1　材料

试验于 1999—2000 年在中国农业大学进行, 试材为 10 年生新红星ö西府海棠 (M a lus

d om estica Bo rkh cv. Stark rim sonöM a lus m icrom a lus) ,在果实发育过程中定期取鲜样 (盛花后

60～ 70 d) ,处理测定。

1. 2　酶液的制备及酶活性的测定

酶液的制备参照M iron 等[7 ]的方法: 称取 5 g 果肉置于研钵内加少量石英砂和 20 mL

H EPES缓冲液。H EPES缓冲液组成为: 50 mmo lõL - 1 H EPES2N aOH (pH 7. 5) , 10 mmo lõL - 1

M gC l2, 1 mmo lõL - 1 ED TA , 2. 5 mmo lõL - 1 D T T , 10 mmo lõL - 1抗坏血酸和 5% PV PP (聚乙

烯聚吡咯烷酮) ,冰浴研磨成匀浆, 12 000×g 离心 20 m in,上清液用稀释 10倍的提取缓冲液

(不含 PV PP)透析 20 h (去除可溶性糖)用于可溶性转化酶活性的测定。细胞壁转化酶的提取:

提取可溶性蛋白后,加 5 mL H EPES提取缓冲液,混匀后离心弃上清留沉淀,重新加入 20 mL

H EPES 缓冲液 (含 0. 5 mo lõL - 1 N aC l) ,充分混匀后低温 (4℃)轻微振荡浸提 24 h, 12 000×g

离心 20 m in,取上清液透析后用于细胞壁转化酶活性的测定。上述所有操作均在 0～ 4℃进行。

转化酶活性的测定:可溶性酸性转化酶,可溶性中性转化酶和细胞壁转化酶活性的测定按

M iron 等[7 ]的方法进行: 测定酸性转化酶的反应液组成为: 0. 1 mo lõL - 1 HA C2N aA C (pH

418) , 0. 1 mo lõL - 1蔗糖;中性转化酶的反应液组成为: 0. 1 mo lõL - 1 K2H PO 42HA C (pH 7. 2) ,

011 mo lõL - 1蔗糖; 37℃反应 30 m in,用 3, 52二硝基水杨酸测定形成的还原糖,以还原糖的生

成量表示转化酶活性 (Λmo lõg - 1õh - 1)。

1. 3　研究内容及方法

1. 3. 1　pH 对转化酶活性的影响　以 0. 1 mo lõL - 1 N a2H PO 42柠檬酸缓冲液为反应介质,设

pH 为 3, 4, 5, 6, 7, 8共 6个不同水平,测定 pH 对转化酶活性的影响。

1. 3. 2　温度对转化酶活性的影响　设 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70℃共 7 个温度水平,测定可溶

性酸性转化酶、中性转化酶和细胞壁酸性转化酶活性。

1. 3. 3　提取液N aC l浓度对细胞壁转化酶活性的影响　H EPES 缓冲液中加入不同剂量的

N aC l (分别为 0, 0. 2, 0. 5 和 1. 0 mo lõL - 1)提取细胞壁转化酶 (方法同上)。以 0. 1 mo lõL - 1

HA C2N aA C (pH 4. 8)或 0. 1 mo lõL - 1 K2H PO 42HA C (pH 7. 2)为反应介质测定转化酶的活性。

1. 3. 4　D T T 对转化酶活性的影响　在各反应体系中加入不同剂量的D T T ,使其最终浓度分

别为 0, 5, 10, 20 mmo lõL - 1,测定转化酶的活性。
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1. 3. 5　金属离子对转化酶活性的影响　在各反应体系中加入不同种类的金属离子,使阳离子

最终浓度达到 1. 0 mmo lõL - 1,分析对转化酶活性的影响。

上述所有处理中,转化酶 (可溶性酸性转化酶、可溶性中性转化酶和细胞壁转化酶)活性的

测定均重复 3～ 5次。

2　结果与分析

2. 1　pH 对果实转化酶活性的影响

从图 1 可以看出, 在介质 pH 5 和 7 时, 苹果果实可溶性转化酶活性较高, 分别为

7123 Λmo lõg- 1õh - 1和 5. 62 Λmo lõg- 1õh - 1,远高于 pH 在其他值时的活性,这表明苹果果实存

在可溶性酸性转化酶 (pH 5)和可溶性中性转化酶 (pH 7) ,且以酸性转化酶为主。从不同介质

pH 对细胞壁转化酶的影响可以看出,在pH 为 4时其活性最高 (2. 77 Λmo lõg- 1õh - 1) ,随着介

质 pH 的升高,细胞壁转化酶的活性逐渐降低,表明苹果果实细胞壁结合的转化酶以酸性转化

酶为主。

2. 2　温度对果实转化酶活性的影响

介质温度影响苹果果实转化酶活性 (图 2) ,随着反应介质温度的升高,可溶性转化酶和细

胞壁转化酶的活性逐渐增加,当介质温度 40℃时,可溶性酸性转化酶和细胞壁酸性转化酶活

性达到最高,分别为 7. 83 Λmo lõg- 1õh - 1和 1. 77 mo lõg - 1õh - 1,而可溶性中性转化酶在反应介

质 50℃时活性最高 (6. 42 Λmo lõg- 1õh - 1)。酸性转化酶在> 40℃时,活性已下降。此后,随着温

度的升高, 3种转化酶活性均逐渐较低;当反应介质达到 70℃,三者都基本失去活性。

图 1　pH 对苹果果实转化酶活性的影响 图 2　温度对苹果果实转化酶活性的影响

2. 3　提取液 NaCl浓度对细胞壁转化酶活性的影响

H EPES 提取缓冲液中N aC l的所用剂量影响细胞壁转化酶活性 (图 3) ,随着提取缓冲液

中N aC l浓度的增加,细胞壁转化酶活性逐渐增高,含 0. 5 mo lõL - 1 N aC l的H EPES 提取缓冲

液对细胞壁转化酶的浸提效果最好,其活性最高 (2. 85 mo lõg- 1õh - 1) ,显著高于 1. 0 mo lõL - 1

N aC l及其他浓度 (0, 0. 2 mo lõL - 1)的转化酶活性。从图 3还可以看出,在所有N aC l处理中,细

胞壁酸性转化酶活性均显著高于细胞壁中性转化酶活性。
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2. 4　D TT对果实转化酶活性的影响

D T T 影响果实可溶性转化酶活性:随着反应介质中D T T 浓度的增加,可溶性酸性转化酶

和中性转化酶活性均有显著的提高, 其中对中性转化酶活性的影响尤为显著; 与对照 (D T T

0 mmo lõL - 1)相比,中性转化酶活性提高了 8. 02倍 (D T T 20 mmo lõL - 1) ,酸性转化酶活性提

高了 3152倍 (D T T 20 mmo lõL - 1)。然而D T T 对细胞壁酸性转化酶活性基本无影响: 介质

D T T 浓度从 5 mmo lõL - 1增加到 20 mmo lõL - 1,细胞壁酸性转化酶活性变化较小,与对照相比

无显著差异 (图 4)。

图 3　提取液N aC l浓度对细胞壁

转化酶活性的影响

图 4　D T T 对苹果果实转化酶活性

的影响

2. 5　金属离子对果实转化酶活性的影响

表 1　金属离子对苹果果实转化酶活性的影响 Λmo lõg- 1õh - 1

处理
可溶性酸性转化酶

酶活性 相对活性ö%

可溶性中性转化酶

酶活性 相对活性ö%

细胞壁酸性转化酶

酶活性 相对活性ö%

CK 5. 0 c3 100. 0 5. 5 b 100. 0 2. 5 c 100. 0

A g+ 0 d 0 0 d 0 0 d 0

H g2+ 0. 3 d 5. 0 0. 1 d 2. 6 0. 1 d 5. 1

M n2+ 13. 2 a 263. 1 7. 9 a 146. 4 8. 7 a 342. 9

Ca2+ 7. 8 b 155. 3 8. 0 a 146. 6 3. 3 b 130. 9

Cu2+ 7. 0 b 139. 9 2. 2 c 39. 5 4. 2 b 163. 8

M g2+ 5. 6 c 110. 8 4. 6 b 84. 6 3. 8 b 148. 8

Zn2+ 6. 0 c 119. 9 4. 7 b 85. 9 2. 9 c 112. 2

　　注:数字后不同字母表示差异显著

表 1显示,果实可溶性转化酶 (包括酸性转化酶和中性转化酶)及细胞壁转化酶活性均显

著地受到A g+ , H g2+ 的抑制,其中A g+ 完全抑制了这 3种转化酶的活性; 而与此相反,M n2+ ,

Ca2+ 显著提高可溶性酸性转化酶、中性转化酶和细胞壁转化酶的活性,为对照活性的 131%～

343%。从表 1中还可以看出, Cu2+ ,M g2+ 和 Zn2+ 也在一定程度上提高了可溶性酸性转化酶和

细胞壁转化酶的活性,但却抑制了可溶性中性转化酶的活性,其中Cu2+ 对可溶性中性转化酶
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的抑制最为明显。

2. 6　果实转化酶的酶促动力学特性

从表 2可以看出,细胞壁酸性转化酶对蔗糖的 Km 值分别为可溶性酸性转化酶和可溶性

中性转化酶 Km 值的 1. 44 倍和 1. 86 倍; 可溶性酸性转化酶的V m ax为细胞壁酸性转化酶的

4112倍;可溶性中性转化酶的V m ax为细胞壁酸性转化酶的 2. 72倍。因此表明,与细胞壁酸性

转化酶相比,可溶性转化酶 (包括酸性转化酶和中性转化酶)对蔗糖有较大的亲和力和较高的

催化效率。

表 2　苹果果实转化酶酶促动力学参数

酶促动力学参数 可溶性酸性转化酶 可溶性中性转化酶 细胞壁转化酶

米氏常数 (Km ) ö(mmo lõL - 1) 1. 85 b 1. 58 b 4. 53 a

最大反应速率 (V m ax) ö(Λmo lõg- 1õh - 1) 9. 51 a 6. 93 b 1. 86 c

3　讨论

现有的研究表明,存在于植物体中的转化酶有多种形态,且在细胞内是区隔化的: 定位于

细胞壁和液泡中的转化酶主要是酸性转化酶, 而定位于胞质中的转化酶主要是中性转化

酶[8～ 11 ]。这 3种转化酶不但在最适pH 上有差异,而且在其他生化特性方面也所有不同,从而

保证了根据发育的需求,使不同亚细胞区域或不同来源的蔗糖得到有序的降解[9, 12, 13 ]。本研究

证实转化酶的这 3种形式均存在于苹果果实中且在理化特性方面存在差异,所以可以认为,苹

果果肉细胞中不同部位的蔗糖可能经历了不同的区域化降解过程[2, 4, 5, 10 ]: 1)叶片合成的蔗糖

通过共质体途径直接卸入果肉细胞后,可由定位于胞质中的中性转化酶所降解[2, 14 ]; 2)叶片合

成的蔗糖卸出到果实的质外空间后[2, 14 ] ,可由定位于细胞壁中的酸性转化酶降解成己糖,再由

己糖载体将积累的己糖转入果肉细胞内[3, 5 ]; 3)在果肉细胞内由蔗糖合酶或蔗糖磷酸合酶催化

合成的蔗糖[5 ] ,在发育需要时,可由胞质中的中性转化酶所降解; 4)输入果肉细胞液泡中的蔗

糖,可由定位于液泡中的酸性转化酶进行降解。蔗糖的来源及代谢在苹果果实发育的不同时期

存在一定的差异[3, 5 ] ,而转化酶种类和活性的调控,在很大程度上可能与这种发育的阶段性差

异有关。

在分析测定中,关于细胞壁转化酶的提取,依据不同植物材料,所用N aC l剂量差异较大,

一般为 0. 1～ 1. 0 mo lõL - 1[9, 13 ]。本研究结果表明,含 0. 5 mo lõL - 1 N aC l的提取缓冲液对苹果

果实细胞壁转化酶的浸提效果最好。并且证明,酸性转化酶为苹果果实细胞壁转化酶的主要存

在形式,这为苹果果实转化酶的纯化提供了参考依据。另外, 实验还表明, 还原性巯基试剂

D T T 可显著提高可溶性酸性转化酶和中性转化酶的活性,而破坏巯基稳定性的H g2+ 和A g+

(1 mmo lõL - 1)完全抑制了各种形态转化酶的活性,这表明苹果果实转化酶的活性部位含有巯

基基团,这与在小麦、大麦等植物上的研究结果相一致[8, 13, 15 ]。Ca2+ ,M g2+ , Zn2+ , Cu2+ 和M n2+

对酸性转化酶活性有促进作用,表明这些金属离子有利于维护酸性转化酶的活性部位。中性转

化酶与酸性转化酶相比,其最适反应温度比酸性转化酶高出 10℃,M g2+ , Zn2+ 和Cu2+ 也均抑

制可溶性中性转化酶的活性,所以中性转化酶和酸性转化酶可能存在不同的活性调控的机制。
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从苹果果实转化酶对蔗糖的酶促动力学参数可以看出,细胞壁酸性转化酶对蔗糖的Km

值远大于可溶性酸性转化酶和中性转化酶的 Km 值,可溶性酸性转化酶和中性转化酶的最大

催化速率 (V m ax)显著高于细胞壁酸性转化酶的V m ax ,从而表明与细胞壁酸性转化酶相比,可溶

性酸性转化酶和中性转化酶对蔗糖有较大的亲和力和转化能力。

转化酶催化的蔗糖降解具有专一性和不可逆性,本研究利用苹果果实转化酶的粗提液对

转化酶的种类和特性进行了分析,使我们对苹果果实转化酶的理化特性有了初步的认识,苹果

果实转化酶的分离和纯化正在此研究基础上深入进行。
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