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目前已公认生物体的所有酶都存在酶的复分子形式即同工酶现象
。
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等证明在高等植物细胞的不同部位存在苹果酸脱氢酶 ( Ma l a te Deh y rd og
e na s e

简 称

MD H)同工酶
,

它们是
:

线粒体苹果酸脱氢酶
、

胞液苹果酸脱氢酶
、

微体苹果酸脱 氢

酶
。

和叶绿体苹果酸脱氢酶
。

前三者是以 N A D ( 尼克酞胺腺喋吟二核普酸 )为辅酶 的苹

果酸脱氢酶
,

可 以简写成 N A D一 M D H
,

后者是以 N A D (P 尼克酞胺腺嗓吟
=
核营酸磷酸 )

为辅酶的苹果酸脱氢酶
,

可简写成N A D P一 M D H ,

这些 M D H同工酶都催化同一反应
:
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但 由于这些同工酶

结构不同
,

关联的代谢

途径不同
, 因而它们在

生命活动中的作用也是

不同的
。

线粒体类型的苹果

酸脱氢酶是催化三叛酸

循环中一个步骤的酶
,

而三梭酸循环是生命组

成物质糖
、

脂类
、

蛋白

质等彻底氧化分解并提

供能量的共同途径
。

月包液类型的苹果酸

脱氢酶参于丙酮酸竣化

支路代谢
, 与非 自氧性

的 C O
:

固定有关
。
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图 2 胞液 M D H的作用
:
参于丙酮酸梭化支路

微体主要是指过氧化物酶体和 乙醛酸循环体而言
。

微体中的苹果酸脱氢酶可能和光

呼吸及乙醛酸循环有关
。

光呼吸指的是在光照下
,

随着光合作用进行而发生的氧化某些

基质并释放 C O
:

的过程
,

它可能对保证叶绿体内N A D PI 王十 --lJ
斗

/N A D P 十

的比率正常有重

要意义
。
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图 3 徽体 M D H的作用 l : 参于光呼吸作用
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乙醛酸循环只

存在于植物和微生

物中
,
它提供了脂

肪酸氧化生成的乙

酸辅 酶 A ,
利用合

成糖的可能途径
,

也是补充三狡酸循

环中间产物的一种

重要手段
。
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图 4 微体 M D H的作用
参于乙醛酸循环
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型植物中
,

叶绿体的 M D H是以 N A D (P 尼克酞胺腺嘿岭
二 核普酸磷酸 )为辅酶脱

参于 C
`

—
二叛酸循环

, 对固定 C O
: 夕 提高光合作用产率具有重要意义

。
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局限于不同的亚细胞区域的各种 M D H同工酶的存在
,
还 可能在离子和氧化还 原调

节方面起重要作用
。

这依靠近些年发现的苹果酸穿棱作用来实现
。

我们知道线粒体是生物氧化进行的场所

D H + H
十

可通过呼吸链生成水并产生 A T P ,

,
各种代谢物氧化生成 的 N A D H + H

十

或 F A

供细胞生命活动需要
, 胞液中也可产 生N A

D H 十 H与 然而胞液中的 N A D H
+ H

十

并不能通过正常的线粒体内膜 彻 底 氧 化 并 产 生
,

后者可透入线粒体
,

再受苹果酸脱氢

蒸薰藻嚣薰嚣鬓蕙博嚣
虱

般

的
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— 草转氨酶 ( G O T )恢复成草酞乙酸
,

这样通过苹果酸穿棱作用可 使胞液中的 N A D H

十 H
+

进入线粒体氧化
,
也可使线粒体内的有机物质到线粒体外

,

参于有关 的代谢途径
。

由些可见
,

苹果酸脱氢酶与植物生理代谢的多条重要途径密切相关
,
因此分析苹果

酸脱氢酶同工酶对于探讨植物的正常生理和病理是必要的
。

1 9 81 年我们用聚丙烯酞胺凝

胶电泳法对番茄的 15 个品系
、

6个一 代杂种进行了不同生育期
、

不同部位的二百多个样品

的 M D H同工酶分析
,
发现番茄不同器官和不同生育期的 M D H同工酶酶谱及酶活性存在

明显差异
,
叶

、

生长点
、

花和鲜种子中的 M D H同工酶酶活性高
,

根和茎中酶活性低
,
谱

带数也少 , 同一植株幼嫩部位 M D H同工酶谱带数和酶活性高于衰老组织 ; 不同 生 育期

M D H同工酶变化也很大
,
其中以芽期差异较明显

。

另外对真善美
、

2 01 等 S 个品种或一

代杂种的患病毒病植株的发病部位与正常植株相应部位取样作对照进行了病株与正常 株

的 M D H同工酶比较
,
发现病株的 M D H酶活性及谱带数大大低于正常植株

, 可以认为
,

苹果酸脱氢酶同工酶活性的高低与番茄病毒病抗性有一定相关性
, 用 M D H 同 工 酶分析

方法探讨番茄病毒的病理和抗病育种是有意义的
。

苹果酸脱氢酶同工酶分析方法如下
:

1
.

材料处理及聚丙烯酞胺凝胶电泳 可技上期报道的过氧化物酶同工酶分析方法进

行
。

只是点样量应改为 1 0一 20 微升
。

2
.

染色液的配制
: 称取 N a :

C O
3

10
.

3 8 5克
, 溶于 50 毫升水中

,

冰浴中搅拌加 入 D L

— 苹果酸 1 3
.

4克
,
加入 水 至 1 0 0毫升

, P H 7
.

O
,

然 后 加 入
:

N A D (辅酶 I ) 0
.

5克

N B T (氯化硝基四氮哇兰 ) 0
.

3克
, p M S (吩茶二 甲醋硫酸盐 ) 0

.

0 2克
,
O

.

ZM T r i s
一 H C I

缓冲液 ( P H 8
.

0) 200 毫升
,

用水定容至 1 0 0 0毫升
,

置棕 色瓶中于冰箱中避光 保存备用
。

3
.

染色
:
把染色液倒入解剖盘中

,

放在恒温箱中
,

待温度平衡在 37 ℃后放入凝胶 ,

黑暗中继续保温至酶谱带呈深兰色
。

染色液可使用三次
。

4
.

固定
:
染色后的凝胶经水漂洗

,

用甘油
: 乙醇 : 乙酸 :

水
= 1 : 5 : 2 : 4 的固定液

固定
。

凝胶板在固定液中可保留三个月左右
,
也可制成干板长期保存

。
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