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广 东主 要 柑 桔 果 实 过 氛 化 物

酶 活 性 及 其 同 工 酶 谱

林 伟 振

(园 艺系 )

要

采用蕉柑 (c ir r u s,
·

e t i e u正a t a e v .

t a n k a n H a y a t a ) 为材料测定 T 果 皮 中过氧化

物酶的恃性反应
,

可溶态和结合态不同状态酶的分配及果实 f卜不 同 部位酶的分布
,

确定 果

顶的有色皮层为检测柑桔果实过氧化物酶的取样点
。

卜匕较广东五个 主要 柑桔品种可溶态过

氧化物酶话性的结果表明
,

酶活性
’ J果实耐藏性呈负相关

。

蕉柑 原 产广东
,

是甜橙与柑的

自然杂交种
。

从检柑
、

蕉柑和暗柳橙的过氧化物酶同工酶酶谱初步判断
,

二者之间有一定辛

缘关系
。

还着不对广东柑桔果实中过氧化物酶的分布与果汁加下质量的 哭系 进行了讨 论
。

关位词 柑桔果劣 , 过氧化物酶
,
贮代寿命 , 同工酶 , 亲缘关系

过氧化物酶普遍存在于植物体中
,

与多种代谢有关
。

不同发育期的叶片 ” ’ 或 不 同

成熟阶段的实果
` “ ” ’ 。 ’ ` “ ’ ,

酶的活性均有明显的差异
。

过氧化物酶的活性与果实的藏

贮寿命有一定关系
’ “ ” , “ ’ ,

也常作为果蔬加工 过 程 的 测定指标之一
} , ’ } ” ’ ,

此 外
,

其 同工酶酶谱往往也被用作育种时
一

早期鉴定的依据之一
。

木文拟先了解广东柑桔果实中

过氧化物酶的几个块木理化特性
,

在此基础上检测该酶在果实各部分组织中 的 分 布 情

况
,

探讨品种 间酶活性差 异与
一

果实耐藏性的关系
,

并通过同工酶酶谱寻求广东自然杂交

种旅柑的亲缘关系
。

材 料 和 方 法

蕉柑 ( c i t u s r e t i e u l a t a e v .
t a n k a n H a y a t a )

、

年 桔 ( c 艺t r u s r e玄f e u 落a t a

e v .
t a , g e r i n a T a o .

) 于 1 9 5 2年冬采 I勃杨村柑 桔 场 ,
碰柑 ( e i t r u s r e忿i e以 a t a e v

.

p o o ” e u s i s F o r t
.

) 和甜橙 ( c i t r u s s i n e n s i s (毛
.

) o s b
.

) 同年采 自广东省农业科学院果

树研究所
。

贮藏温度为 10 ~ 15 ℃
。

过氧化物酶活性测定参照王 秀珍
、

阎龙飞 1 2 ’ , K oc h b o,

J
.

e t a l
。 ’ ,

稍有改进
。

取果皮 I 克 (种胚 0
.

5克 ) 加 0
.

ZM磷酸缓冲液 ( p H 6 ) l o m l
,

于冰

浴中匀浆
,

置冰箱巾冻结过夜
,

解冻后离心 ( 4 0 0。转 /分 ) 20 分钟
,

取上 清 液备用
,

测定

时稀释 6 0倍
,

取 l m l加反应混合液 ( 0
.

4%愈仓IJ术酚 Zm l
、

0
.

1% H , o : o
.

s m l , p H S
.

5缓

冲液 2
.

s m l )
,

最后 休积为 6m l ; 于 35 ℃保 温 35 分钟
,

取出倒入光径 cI m的比色杯于波长

19 8 7年 7月 20 日收稿
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4 7n 0 m处读取光密度
。

以 oD
` ?。
读数作为酶的总活性

; 用 Fol m法测酶 蛋 白
,

以 O D . 7 。

/m g

蛋白表示酶的比活性
。

同工酶以同一酶提取液
,

用聚丙院胺凝胶园盘 电泳法
,

分离胶浓

度 7
.

5%
,

电流侮管 2 m A ,

电泳缓冲液 p H S
.

9 ,

用醋酸联苯胺法显 色
。

酶谱用绘图记 录

并照相
。

光密度ǎ。D专
。à结 果 分 析

反应温度 (
。

C )

温度对蕉柑果实过氧化物酶活性的影响

4

l]Q图
.

.03.oZ.of
。光密度ǎOD云乙

( 一 ) 燕柑果实过级化物醉的特性

反应

l
。

温度
:
过氧化物酶是抗热性强

的酶
。

从图 l 可以看出
,

蕉柑外果皮过

氧化物酶与底物生成物以 40 ~ 45 ℃为最

多
,

而且曲线的陡度较小
,

可见其对温

度的适应范围较宽
。

2
.

p H值 :
从图 2 可以看 出

,

蕉

柑外果皮过氧化物酶的最适 p H值为 5
.

0

~ 5
。

5
。

3
。

底 物
: 用 1%愈创木酚和 0

.

1%

H : O :
作底物

,

测定结果如图 3
。

图 3 表

明
,

随着底物浓度不断提高
,

酶的反应生

成物均匀地增加
,

可见酶活性稳定
,

对

底物浓度的适应范围也较宽
。

4
。

进程曲线
: 图 4 是根据以上最

适条件测得的酶反应进程曲线
。

从曲线

看出
,

随着时间增长
,

酶反应生成物成比

例地增多
,

最高值在 40 分钟处
。

(二 ) 可溶态与结合态过级化物醉

的分配

过氧化物酶在植物组织中不完全是

可溶态的
,

还有在细胞壁中呈结合态存

在的
。

如表 l 所示
,

蕉柑外果皮中可溶态

与结合态过氧过物酶几乎各占一半
,

而

且第一次提取的结合态酶量 相 当 于 第

二
、

三
、

四三次的总和
,

也就是说
,

可

溶态和结合态二者各提取一次
,

提取率

可达到 76 %
。

图 2 p H值对蕉柑果实过氧化物酶活性的影响

光密度八OD
4"巴

Q4 0
.

8 .f 2 .f 6

底物 浓度 〔 , l)

卜|l么
。.04妇02.010

图 3 底物浓度对蕉柑果实过氧化物酶活性的影响
,
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(三 )果实不同部位可溶态过氧化物

.的分布

蕉柑果实不同部位可溶态过氧化物酶

相对活性测定结果
,

以有色皮层为 100
,

种

胚相应为13 3 ,

果蒂盘为 82
、

柑络 28
,

白色

皮层 8
,

而果汁只有 0
.

5 ,

相当于有色 皮 层

的 l / 2 0。 。

单就有色皮层而论
,

酶的 分 布

也不均匀
,

活性最高是果顶部 分 ( 16 2 )

而赤道面 ( 100 ) 和蒂缘 ( 1 09 ) 二个部位

十分接近
。

( 四 ) 广东主要柑枯品种可溶态过扭

化物蔺活性比较

以上酶特性反应测定的基础上
,

选酶

活性较高的果顶有色皮层为取样点
,

对广

东柑桔 ( 包括碰柑
、

年桔和蕉柑 ) 与甜橙

( 包括明柳橙和暗柳橙 ) 进行测定
,

结果

如表 2 和表 3
。

表 2 和表 3 的数据说明
,

不论是酶的

总活性
,

或者从果的实某一部位或几个部

位测定的平均结果看
,

拢柑的 酶 活 性 最

高
,

暗柳橙活性最低
,

而蕉柑介于二者之

间
。

虽然五月底测定的结果 (表 2 ) 拢柑

酶的总活性似不如蕉柑高
,

但比活性仍然

是碰柑最高
。

多年来贮藏楼柑
、

蕉柑和甜橙
,

无论

大规模或小试验
,

都公认暗柳橙最耐藏
,

蕉柑之
,

橄柑最不耐藏
。

如果与过氧化物

酶活性联系起来
,

可看出二者之间呈负相

关
。

这一次点与蒙盛华等对中华称猴桃 的

贮藏试验结果是一致的
` “ ’ 。

( 五 ) 同工酶酶谱

衰 i 燕柑. 一有色皮层可落奋与盆* 奋过妞

化物. 的分砚
.

提取 次序
’

性 质 光密度 ( o D . , : ) 相对活性

`
J溶态

结合态

结合态

结合态

结合态

0
。
6 0 0

0
。
2 5 0

0
。
1 6 5

0
。

07 0

0
。
0 30

10 0

4 2

2 7

l 2

5

U
`1234

.

结合态酶 用。 .

2 M C a C lt 提 取 ( 挽 井 6 分 仲 )

衰 2 不同昌种柑扭果双有色皮层可落奋过

妞化 . 咬活性比校
.

. . . 口 . . . 阳 . . . . 曰 . . . 崎 J目叫口 .

- 一
. . . . . . . . . . . . .

总 活 性
( O D一 , o )

暗柳橙

0
。

5 40

0
。
7 7 0

0
。

2 6 5

比 活 物
( O D

` , 。
/m g

蛋白)

6
。

3 53

5
。
3 1 0

1
。

9 6 3

柑柑拔蕉

.
1 9 8 3 年 5 月下 句浏定

农 3 不网昌种柑 . 可落奋过妞化物 . 活性比较

品种 i 果顶有色皮层
。

总活性
( O D 一 , o )

相对活性

果实 6 个部位
平均二
相对活性

,̀,dó1100,口丹n仁Jù11ópaJ,
,.几d.二,且O甘,自ǐUnbJ的 咭JO口O

八6J,口.二..二,.二

拢 柑

年 桔

蕉 柑

明柳橙

日音柳橙

4 1 0

3 9 0:
0C

0
。
2 9 5

0
。
2 6 0

0
。
1 3 0

.

29 5 3牟 4 月中力沮J定 二 1 9 5 3年 2 月中句浏 定

从图 5 可以清楚地看到
,

极柑
、

蕉柑和暗柳橙三者之间同工酶酶谱的主带 ( 1 , 2 , 3 , 4 )

都相当一致和稳定
; 撇柑还有二条附带

,

暗柳橙却没有
,

而蕉柑 有 一 条附带
。

从柑桔

分类的角度认为
“ 蕉柑 ( T an k an

,

桶柑
,

招柑 )
,

广东原产
,

系柑与甜橙的自然杂交种
。 ’ “ ’

图 5 似乎可以提供一点酶学上的依据
。
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图 4蕉柑果实过氧化物酶进程曲线

暗 柳橙 蕉干 }犷 柑相

图 与 不同
,

}产
:

种柑橙果顶有色皮层过权化 物

酶 {司工酶谱

讨 论

(一 ) 取样点的确定及醉提取液的冻结处理问肠

因为过氧化物酶普遍存在于植物各组织巾
,

人们可根据实际情况或特殊要求进行取

样
。

分类
、

育种或生理工作者一般用叶片
、

茎尖
、

花药
、

子叶
、

种子或愈伤组织
’ . ’ ,

而果

品采后生理或果况
,

加工工作者多用果肉提取酶液
【 “ ” ’ ” ’ 。

柑桔类果实结构比较复杂
,

各

部分酶活性也明显不 同
。

木试验把果顶的有色皮层作为取样点
,

不但考虑到酶反应的敏

感度
,

也顾及柑桔类况
:

种繁多
,

有的果实极少种子或者是焦核的如脐桥和蕉柑
,

而 温州

密柑甚至完全无核
,

因而认为
,

这一取样点既有代表性
,

也切合实际
,

操作简便
,

效果

满意
。

酶液制备
,

常用的方法是把样品进行冰浴匀浆
,

有条件的可 以低温离心
,

或者进一

步经过透析或 柱层析
。

木试验受阎龙飞等的启发
` “ ’ ,

根据过氧化物酶在冻结情况下活性

稳定甚至可被激活的特点
「 吕 ’ ` ” ’ ,

采取冰浴中匀浆结合冰箱冻结处理
,

解冻后立 即 离

心
,

所得上清液清沏透明
,

效果 良好
。

也 曾用此法处理 国光萍果果顶
,

获得的同工酶酶

谱同样十分清晰
。

(二 ) 过级化物蔺在柑枯果实中的分布与果汁加工问肠

M or iat ( 19 7 7) 曾指出
,

辣根的过氧化物酶活性 稳定
,

在 1 00 ℃下 13 分钟仍保持 50 %

活力
` ” ’ , a u r n e t t e ( 19 7 7 ) 也提尹J过氧化物酶在 12 1℃ 6分钟才被钝化 ”

’ 。

可 见
,

植

物过氧化物酶的热钝化抗性十分强
。

在果汁中如有部分残留
,

将引起 产 品 风 味变劣
。

B ur e

~ er 等 ( 1 9 7 6 ) 研究过氧化物酶反应与橙汁 质 量之间的关系的结果
,

认为出汁率

与橙汁风味成负相关
。

重榨法比轻榨法
,

虽然出汁率多 5~ 10 %
,

可是由于挤压力的影响
,

不但果肉中部分酶随果肉小颗粒 转入果汁中
,

而且有可能使果皮和种子中的酶也渗入到

果汁中去
。

如果酶热钝化处理不彻底
,

那么
,

即使在冻藏过程中
,

酶也可能从微小的肉质

颖粒中释放出来
,

进而引致橙 汁风味变劣
。

本研究对蕉柑果实过氧化物酶分布的测定结果看到
,

其相对活性有色皮层为 1 00
,

种
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胚为13 3
,

柑络为 2 9
,

柑汁只有。
.

5
,

即其他部分酶活性为果汁的 50 ~ 2 60 倍
。

这与 D a vi s 对

拚橙
、

荀萄袖
、

柠檬和红桔分析的结果基本一致 “ 2 ’ ,

都很好地说 明重榨与轻榨对果汁

质蚤的关系
。

另外
,

还可以从表 3 中果实 6 个部位酶活性平均值看出广东柑和桔的过氧化

物酶活性比甜橙大 2 ~ 3 倍
。

对此
,

为了获得高产优质的果汁
,

在柑桔澄清果汁加工工艺

流程中
,

压榨和过滤两个环节必须适当掌握
,
对混浊果汁的热处理必须予以足够的注意

。

如果利用柑橙配制混合果汁的话
,

也不能忽视柑的过氧化物酶活性比甜橙高这一事实
。

( 三 ) 同工酶醉谱问肠

近十年来
,

国内外一些果树工作者把过氧化酶同工酶谱型用于植物遗传
、

分类上
,

做为基因表达方面的摸索
,

研究得较多的有萍果
、

其次有葡萄
、

香蕉
、

桃等
,

但柑桔方面

研究似乎不多
,

对南方柑桔尚未见报道
。

本研究提供 的同工酶酶谱可以看 出广东原产的蕉

柑这一自然杂交种同拼柑和暗柳橙有亲缘关系
。

这一初步结果
,

可以作为遗传育种工作者

进一步探讨的线索
。
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〔 1 1 〕 N o r m a n F
.

H a a r d
,

19 7 7
,

P h y s i o l o g i e a l r o l e s o f P e r o x i d a s e 1 0 P o s t h a r v e s t

f r u i t s a n d v e g e t a b l e s ,

i n
“
E n z y m e s i n F o o d a n d b e v e r a g e P r o e e s s i n g

即
p

.

1月5

〔 12 〕W
。

B
.

D a V i s
,

19心2
,

T h e d i s t r i b u t i o n a n d P
r e P a r a t i o n o f e

i t r u s

P e r o x i d a s e A m e r .

J
.

B o t a n y 2 9 : 2 5 2一 2 54
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L in We iz h e n

( De Pa rtm e n t o f H o rt ie u lt e u r )

A B T SR A C T

h T is e xP e r im e n t, a s t o a s s a y t h e p r o P e r r e a e t i o n o f e i t r u s p e r o x i d a s e i n

t h e e x o e a r p o f T a n k a n m a n d a r i n ( C京t u s r已￡cu 之a t a e v .

t a n k a n H a了a t a )
, t h e

p r o P o r t i o n o f t h e b o u n d e n z y m e t o t h e s o l u b l e e n z y m e a s w e l l a s t h e d i s t r i b u t i o n

o f e i t r u s p e r o x i d a s e i n t卜e f r u i t w e r e a l s o i n v e s t i g a t e d
.

S a m p l e s f o r t h i s

e x P e r i m e n t w e r e t a k e n f r o m t五e f l a v e d o ( t h e e o l o r e d p o r t i o n o f t h e e x o e a r P )

t o t e s t t五e p e r o x i d a s e o f e i t r u s f r u i t s
.

A e o 扭 p a r i s o 扭 w a s m a d e t o d e t e r . i n e

t h e s o l u b l e p e r o x i d a s e a e t i v i t v a m o n g f i v e v a r i e t i e s o f e i t r u s f r u i t s g r o w i n g

i n G u a n g d o n ` .

T b e r e s u l t s s h o w e d t h垃t t h e e o r r e l a t i o n b e t w e e n p e r o x i d a s e

a e t i 7 i t y a n d s t o r a g e I i f e o f f r u i t s w a s n e g a t i v e .

T a n k a n m a n d a r i n 贫 a s k n o 下 n

a s a n e n d e m i e v a r i e t了 g r o w i n g i n S w a t o w
,

G u a n g d o n g ,

b e e a u : e i t 下 a s a n a t u r a l

五y b r i d b e t w e e n t a n g e r i n e a n d S w e e t o r a n g e .

A s s h o , n b y t h e i s o e n z y m e Pa t t e r n s ,

T a n k a n ,

P o n k a n a n d A n l宜u S w e e t O r a n g e , a l l t h e s e t h r e e v a r i e t i e , 节 e r e

e o o s i d e r e d t o h a v e e a r t a i n f i l i a l a f f i n i t y
.

A l s o t五e r e l a t i o n s五i P b e t w e e n t卜e

d i s t r i b h u t i o n g o f P e r o 二 i d a s e i n t五e e i t r u s f r u i t s a n d t h e f r u i t j
u i s e q u a l i t y

d u r i n ` p r o e e s s i n g w a s d i s e u s s e d p a r t i e u l a r l y
.

K e y w o r d s : e i t r u s f r u i t s ; P e r o x i d a s e . s t o r a g e l i f e , i s o e ” z y m e : f i l i a l a f f i n i t y


