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番茄成熟过程 中酸性
.

和碱性
过氧化物酶活性变化

〔法〕 C
·

R罗森 J .N 尼古拉斯

摘要 ,
·

卜番茄 ( L y
e o r e r s i o o n e s e u ! e n t u m M i l l

.

C v .

F l o r a D ad e ) 果实从绿 色到 红 熟 6个

成熟期中酸性和碱性过氧化物晦 的活性进行 了测定
。

酸性和 城性过 氧化物畴的活性均在粉红

期达到 最高
,

但碱性过氧化物酶活性的相对增长更为明 显
。

碱性过氧化物晦 中过 氧化物 畴
、

I A A氧化畴
、

A C C氧化晦 的 活 性 的变化 与乙烯生成的变化 相平行
。

但有 钙存在时
,

过氧化

物晦 的活化程度在 整个 成熟期一直是稳定的
,

而 城性过 氧化物晦 中的 I A A 氧化 晦 和 A C C 氧

化踌 则只 有在粉红期 才被活化
。

对果实成熟过程中过氧化物酶活性 的变

化已有不少研究
,

其内容有总过氧化物酶
,

也有过氧化物酶的不 同组分
,

.

、

主要是可溶性

的或离子键形成的组分
。

对番茄果实的电泳

研究表明
,

过氧化物酶的不 }, I]组 分包含有各

种同工酶
,

其活性随 果实的发育阶段价i变化
。

由于各种同工酶对纂质的亲和 力很不
一
沛丫

,

且基质过量时即被抑制
,

故儿 乎不 可能对粗

提取物中真正的过氧化物酶活性 作 精确评

价
,

`

因而
,

对果实成熟过程中过氧化物同 匕

酶活性的数量变化也知之甚少
。

.

但是
,

l[ lj
几

植物体内过氧化物酶主要是酸性和碱性两种

形式
,

且它们对 丛质具有不同的专一性
,

在

植物体内所起的生理作用 也不一样
,

故其数

J迷变化是非常爪要的
。

在其所起的生即作 ) }1

,
!

, ,

碱性过牡化物酶 可能 参
,
j 了 I A A 的分解

和 A C C转化成 乙烯的过程
。

本文研究 了番茄

果实成熟过程 中总的
、

酸性 的和碱性的过氧

化物酶活性 以及碱性过氧化物酶中 I A A 和

A c C 氧化酶活 性 的 变 化
。

所有的测定均

以自然成熟的番茄果实为材料
,

而 番茄果实

的成熟期完全由其呼吸强度
、

乙烯释放的速

率
,

硬度及色素含量来确定
。

大 田种植的
“ F 10 r a d a d c ”

悉乃{i在采收 后

将果实分为以 }币个成熟期
:

绿 色期 ( G )
,

绿熟期 ( M G ) ;转色期 ( B )
;
粉玄I;期 ( p ) ,

橙红期 (O R ) 及红熟期 ( R R )
。

在 果实采

收 2 8小时后
,

对每一成熟期的 乙烯释放速率

及呼吸强度用 3个果实进行测定
,

乙烯 及 J只

氧化碳的测定方法见N ico laS 等
。

份一成熟期

的果肉硬度采用切个番茄进行测定
,

方法见
N ic of a s

等
。

.l 述付一成熟期的 40 个悉茄 再分

为 8份
,

越份 5个
,

然后将其 切块
,

棍匀
、

速

冻
,

在液氮
`
1
,
粉碎并贮藏在 一 2 0

`

c 卜
,

准备

进 行茄红素和过氧化物酶的分析
。
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加红 素含量按照 Li m e 等的分光光度法

进行测定
。

过氧化物酶的提取方法如下
:
06 克番茄

粉中加入 3
.

5克 N a C I
,

悬浮液用旋转搅拌器

J’. d℃
一

F匀浆 ” 分钟
,

匀桨镶于4 0
, 。o o o x g

一

卜

离心 15 分钟
,

过滤后所得 匕清液即为粗提取

液
。

每一次所有成熟期的样品的提取在同一

天进行
,

余下的步骤全部在 4℃下 进 行
。

粗

提取液在磷酸钠缓冲液 中 ( P H 6
, s m M ) 渗

析 24 小时
,

重复进行一次
,

再 利用离子交换

凝胶色谱法对渗析过的提取液中的酸性和碱

性过氧化物醉进行分离和浓缩
。

酶活性的测定在 30
“

C
’

「进 行
。

在 磷 酸

缓冲液中加入愈
.

创 木 酚 ( 20 m M ) 和 H夕
2

( a m M )
,

总体积为 3 m l , 用分光光度计」
二

4 7 o n m波长下侧定过氧化物酶的活性
。

在 测

定条件下
,

每秒钟增加或减少 l个吸收单位即

为 1个醉活性单位
。 I A A氧化物活性的 测定

见 T h o m as 等
。

游离细胞中碱性 过氧化物酶

产生的乙烯的侧定在装有
“
血清盖

”

的 1 7m l

小瓶中进行
,

所用试剂有 A C C ( 1 o m M )
,

Mn o
:
(0

.

o l m M ) 和 0
.

1个活性单位的过氧

化物醉 (依组 分 的 不 同
,

分 别 为 0
.

05 一

o
。

Zm l )
,

所用缓冲液为 P H 7
.

。 ( l o om M )

的 T ir 一 H cl 缓冲液
,

反应液总体积为 2
.

3m lo

在反应开始后的 3一 7小时内
,

每小时侧定一

次乙姗生成量
。

在测 定 钙 ( s m M ) 的 作 用

时
,

用 PH 6 ( 1 00 m M ) 的城
`缓冲液代 替 磷

故缓冲液
。

在果实成熟前期 (M G期一 B期一 P期 )
,

随着二氧化破和 乙烯生成攀动急剧上升 (图

2 )
,

果肉硬度也迅速下降 (图 l)
。

茄红 素

在乙烯开始合成 ( B 期 ) 时才出现
,

随后便

迅速增加 (图 1)
,

这与 J ef f时 y 等的结果是

一致的
。

很清楚
,

这些变化与番茄果实的成

熟及乙烯的合成有关
,

它们证实了所划分的

6个成熟期代表了果实外观上的成熟
。

而
_

LL
,

除了 B期和 P期的色素含量 外
,

不 论 从哪一

( . : 系文处 为 0
.

1%
,

贬有误一 译者 )

2 0 (总7 7 )

种成熟标志看
,

6个成熟期均具有显 著 差异

( 1% .
水平上 )

。

开始成熟前 (M G 期 )
,

果实祖提取物

中总过氧化物酶的活性最低
,

成熟过程中酶

活性则一直很高 (图 3 A )
。

G o r i n和 H e i d e -

m “在苹果 l : 也观察翅同样的现象
。

但是
,

由

于番茄果实在成熟过程中其过氧化物酶包含

有一系列活性差异颇大的同工酶
,

要想在果

实成熟和总过氧化物酶的变化之间确定某种

关系是困难的
。

对姆提取物 中酸性和碱性过

氧化物酶的分离表明
,

尽管酸性和碱性过氧

化物酶的活性均在 P期达到高峰 (图 3 A )
,

但碱性过氧化物酶活性的相对增长比酸性过

氧化物酶要重要得多
。

碱性过氧化物酶只 占

总过氧化物酶中的 9一 17 %
,

但其活性 从 成

熟开始时急剧增加
,

而酸性过氧化物酶活性

的增加则小得多
。

因此
,

在番茄果实成熟过

程中的过氧化物酶活性的变化中
,

碱性过氧

化物酶与乙烯生成量的变化最为相关 ( 图 2 )
。

与前人结果相一致
,

我们也观察到离体

过氧化物酶中的 A C C氧化酶活性 主要与其碱

性形式有关
。

如图 4所示
,

番茄成熟过 程 中

碱性过氧化物酶中的 I A A和 A C C氧化酶活性

的变化与其过氧化物酶活性的变化相平行
。

相比之下
,
作为碱性过氧化物酶 活 化 剂 的

钙
,

在果实不同的成熟期和基质不 同时作用

也不一样
。

在整个成熟过程中
,

由钙引发的

过氧化物酶活性的增加一直是相 当稳 定 的

(图 4A )
。

另一方面
,

钙只有在 P期
,
即乙

烯生成量最大的时期
,

才导致 I A A和 A C c 氧

化酶活性的增加
,

而在 G期和 M G期 则 抑 制

其活性 (图 4中 B和 C )
。

尽管对 乙烯产生高峰

期前钙抑制 IA A和 A C C 氧化酶的意义并 f

清楚
,

但它表明了在乙烯产生高峰期至少有

一种 碱性过氧化物酶同 上酶是钙敏感型的
。

T h o m as 等在M G 期发现 2条新的碱 性 过氧化

物酶 同 L酶
。

山 于J A A和 A C C氧化酶活性的

变化相 1司
,

即使有钙存在时 也如此
,

故 I A 入
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和 A C C有可能具有相 同的分解机制
。

这 观

点得到了前人结果的支持
:

在花生的一条过

氧化物酶同工酶 卜
,

多酚氧化酶和 I A A氧化

醉的活性与过氧化物氧化酶相关
,
在番茄的

一条过氧化物酶同工酶土
,

多酚氧化酶的活

性也与过氧化物氧化酶的活性有关
。

鉴 于所测定的碱性过氧化物酶活性的变

化与乙烯生成速率的变化相平行
,

有必要明

确在 乙烯形成和碱性过氧化物酶之间是否存
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丫
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图 3 番茄果实成熟过程 中过暇化钧确 的变化
。

(人 ) 总

过权化物阵 ( + )
,

暇性 过暇化 物阵 (令 ) 及喊性

过暇化物醉
. ( B ) 城 性过权化 物醉占总过长 化 钧

醉 的百 分效 ( , )
。

误差纹不超过符号本 身的 范圈
。

嘴握翻
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成熟期

目 1 番命果实成熟过程 中硬度 (+ ) 和茄 红素 (令 ) 的

交化
。
成熟期间平均彼分离

,

邓 肯 式新 复极 差 检
`

脸 , 1% 且著水平
。

在某种关系
。

尽管由碱性过

氧化 物 酶催化 A C C 的分解

并不符合植株体内转化为 乙

烯的要求
,

还是有人提出碱

性过氧化物酶参与了
“
伤 乙
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图 2 番茄采典成热期过程中乙娜释放 t ( O ) 及呼吸

. 度 ( . ) 的交化
。

垂 t 线衰示 3个果实孚 均 一的

娜准 . 。

图 4 番茄果实成熟过程中喊性过权化钧脚中的过 权化 钧

醉 ( A )
、

IA A长化醉 ( B ) 及 A C C暇 化 钧 ( C )

活 性的 变 化
。

(O )一未 加 C
a 《 . )

。

一 加 C
a 。

结呆

均用与未加 C a时瓜高活性相 比的百 分致衰示
。

烯
”
的形成

。

鉴于诚性过氧化物醉在植株体

内的生理作用还不清范
,

有必要做更多的一〔

作去了解番茄成熟过程中碱性过氧化物醉和

乙烯生成变化一致的含义
。

(河南省农科院园艺所 乔爱民译 )
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