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ACC氧化酶的测定方法
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摘　要　利用番木瓜 Carica Papaya L. 果实为材料 ,研究了 1-氨基环丙烷-1-羧酸 ( ACC)氧化酶

的体内和体外测定方法 .在 ACC氧化酶的体外分析中 ,甘油体积分数为 10% ～ 30%时能稳定酶的

活性 ;h( CO2 )为 0. 3% ～ 20% (反应体系气相中 )和 0. 5～ 12 mmol /L ACC提高酶的活性 ;较适宜的

p H值为 7. 2.
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植物激素乙烯调节植物的生长、发育和衰老等许多生理过程 [ 1] .在高等植物中乙烯生物合

成的途径是:甲硫氨酸→ S-腺苷甲硫氨酸→ 1-氨基环丙烷 -1-羧酸 ( ACC)→乙烯 . ACC氧化酶

催化 ACC氧化成为乙烯 ,是乙烯生物合成的关键酶 .本文以番木瓜 Carica papaya L.果实为

材料 ,研究了 ACC氧化酶的体内和体外测定方法及其影响因子 .

1　材料与方法

1. 1　材　料

取成熟的番木瓜果实为实验材料 .

1. 2　 ACC氧化酶的体内测定

用刀片将 0. 1 g番木瓜组织切成 1 mm
3
的小块 ,放入 15 mL的试管中 ,加入 0. 5 mL反应

混合液 A.用橡皮塞密封试管 ,并加入 CO2 ,使试管气相中的 CO2体积分数达到 5% .反应混合

液 A含 1 mmol /L ACC, 100 mmol /L M ops( pH 7. 2) .将组织块和反应混合液 A混匀后 ,

35℃保温 20 min.用注射器从试管顶部取 1 mL气体样品 ,于 HP5890型气相色谱仪上测定乙

烯的含量 .酶活性以每小时每毫克蛋白产生乙烯的纳摩尔数 ( nmol· mg
- 1
· h

- 1
)表示 .

1. 3　 ACC氧化酶的体外测定

ACC氧化酶的提取参照文献 [2, 3 ] ,取新鲜成熟的番木瓜果实 ,切成 2 mm厚的薄片 ,加

入 2体积的提取缓冲液 .提取缓冲液含 100 mmol /L Tris-HCl( pH 7. 2) , 0～ 30%体积分数的

甘油 , 30 mmol /L抗坏血酸 , 2. 5%的不溶性聚乙烯吡咯烷酮 ( m /v ) , 1 mmol /L CaCl2 , 4 mmol /

Lα-巯基乙醇 , 2 mmo l /L PM SF ( phenylmethanesulfonyl f luo ride) .高速匀浆 2 min.匀浆液用
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4层纱布过滤 .滤液用 45 000× g离心 30 min.上清液即为酶粗提取液 , - 20℃保存备用 .以上

操作均在 4℃下进行 .

酶活性的体外测定参照文献 [2] ,在密封的试管中加入 0. 5 mL反应混合液 B,适量的酶提

取液 (大约 200μg蛋白 )和 CO2 (试管气相中 CO2的体积分数为 5% ) .混匀后 35℃保温 20

min.从试管顶部取 1 mL气体样品测定乙烯的含量 .反应混合液 B含 1 mmol /L ACC, 20

μmo l /L FeSO4 , 1 mmo l /L抗坏血酸 , 100 mmol /L M ops( pH 7. 2) .酶活性的计算同体内测定

法 .

番木瓜组织块和粗酶提取液中的蛋白质含量测定按照文献 [4 ] ,以牛血清蛋白作标准 .

CO2的含量利用 Li-6251型 CO2分析仪测定 .

2　结果与讨论

2. 1　 ACC氧化酶的体内测定

番木瓜果实具有明显的呼吸跃变期 ,其成熟过程受植物激素乙烯的调节 .本实验结果表明

成熟果实的果皮和果肉中 ACC氧化酶的活性 ( nmol· mg
- 1· h

- 1 )分别为 9. 42和 6. 18,果皮

的酶活性明显高于果肉 .

2. 2　 ACC氧化酶的体外测定

2. 2. 1　h(甘油 ) ACC氧化酶活性的影响　含有不同 h(甘油 )的酶液放在 30℃中保温处理 ,分

别在 0, 0. 5, 1, 2和 4 h后取样测定 ACC氧化酶的活性 .图 1表明 , ACC氧化酶的活性在体积

分数为 30%的甘油中 ,其活性丧失较慢 ,酶活性丧失 50%的时间约为 1. 8 h;而在体积分数为

0% , 10%和 20%的甘油中 ,酶活性丧失较快 ,酶活性丧失 50%的时间分别是 0. 25, 0. 32和

1. 3 h.甘油能维持较高酶活性的原因是能防止酶液中的蛋白质水解 (未引用数据 ) ,从而保护

酶的活性 .

图 1　h(甘油 )对番木瓜 ACC氧化酶

活性的影响

Fig. 1 Effect o f glyce rol on activ ity

o f ACC oxida se

图 2　温度对番木瓜 ACC氧化酶

活性的影响

Fig . 2 Effect o f tempe ratur e on activity

o f ACC ox idase
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2. 2. 2　温度和 pH对酶活性的影响　温度对酶活性的影响与酶反应的时间有关 .在反应时间

为 20 min时 ,适宜的温度为 35℃ ;当反应时间缩短时 ,温度可适当增加 (图 2) .

图 3表明 , ACC氧化酶的适宜 pH为 7. 2,与苹果果实 ACC氧化酶 [ 2, 5 ]的结果一致 . Mizu-

tani等
[5 ]
发现 , ACC氧化酶的最适 pH还与反应体系中的h( CO2 )有关 ,随着h( CO2 )的增加 ,

酶的最适 pH下降 .

　　图 3　 p H对番木瓜 ACC氧化酶活性的影响

　　 Fig. 3　 Effec t of p H on activity of ACC

oxidase

　图 4　 ACC和 CO2对番木瓜 ACC

氧化酶活性的影响

　 Fig . 4　 Effect of ACC and CO2 on

activity of ACC oxidase

2. 2. 3　 ACC和h( CO2 )对酶活性的影响　 0. 5～ 12 mmol /L ACC能提高其氧化酶的活性 ,但

当 ACC的浓度超过 12 mmo l /L时 ,则表现出抑制效应 (图 4) . CO2是 ACC氧化酶的激活剂 ,

在h( CO2 )为 0. 3% ～ 20%的范围内 ,随着h( CO2 )的增加酶活性提高 (图 4) .

ACC氧化酶是一种双氧化酶 ( diox ygena se)
[6 ] ,它利用 ACC, O2和抗坏血酸作为底物 ,

CO2和 Fe
2+
作为激活剂

[ 2]
.番木瓜 ACC氧化酶活性的体内测定结果 ( 6. 83 nmol· mg

- 1
·

h
- 1
)约为体外测定结果 ( 2. 02 nmol· mg

- 1
· h

- 1
)的 3. 4倍 ,说明该酶在提取过程中活性易丧

失 ,和 /或者体外分析体系还不够理想 .h(甘油 )为 30%时对酶的活性有稳定作用 (图 1) ,但其

作用方式还不清楚 ,且甘油浓度增加时还会影响其后的纯化速率 .所以进一步研究 ACC氧化

酶的稳定因子 ,对于酶的纯化和作用机理等的研究都具有重要意义 .
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A Kind of Assay Methods fo r ACC Oxidase

Song Songquan
 　　Yip Wingkin

Abstract　 Using papaya (Carica papaya L. ) f rui t as the experimental material , assay meth-

ods fo r l-aminocyclopropane-l-ca rboxyla te( ACC) oxidase in vivo and in vi tro were studied. In

v itro, ACC ox idase activ ity could be stabili zed by 10% ～ 30% h( g lycero l) , and could be in-

creased by 0. 3% ～ 20% h( CO2 ) ( in the gas pha se of reaction system ) and by 0. 5～ 12 mmol /

L ACC. The optimum pH was 7. 2 fo r ACC ox idase in vit ro.

Keywords　 ACC oxidase, assay methods in v ivo and in vit ro , glycerol , CO2 , Carica papaya

L.
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