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几种有机酸和氨基酸对乙醉酸

氛化酶活性的影响

徐凤彩 谭锦华 李明启

( 光合作 用研 究室 )

提 要

本文研究苹果酸
、

甘油酸
、

丝氨酸
、

谷氨酸对菜心 ( B r a s s ￡e a p a r a c九东儿 e 雌s 5̀ B a i l e y ) 叶片乙

醇酸氧化酶活性的影响
。

结果表明
,

苹果酸
、

丝氨酸和谷氨酸均对乙阵酸氧化酶起竞争性 抑制

作用
,

其中以苹果酸和丝氨酸的抑制作用较强而谷氨酸的抑制作用较弱 ; 测定菜心乙醇 酸 氧 化

酶对乙醇酸的 K , 值为。
.

36 m nI ol / L
,
丝氨酸

、

苹果酸
、

谷氨酸对乙醇酸氧化酶的 K i值分 l8J 为

5
.

5
, 7

。

。
,

13
.

5垃 m ol / L
,

甘油酸对乙醇酸氧化酶活性没有明显的影响
,

讨论了上述几种有机酸

和氛基酸在乙醇酸途径代谢调节中的作用
。

关 . 词 苹 果酸 : 甘油酸 ; 丝氨酸 ; 谷氨酸 ; 乙醇酸氧化酶

引 言

乙醇酸氧化酶 ( E C
、

1
、

l
、

3
、

1 ) 是植物光呼吸乙醇酸代谢途径中的一个 主 要的

酶
、

在植物体内它能催化乙醇酸氧化生成乙醛酸和过氧化氢
:

C H
, 0 1王

】
C O O H

+ 0 :

一争
C H O

}
C 0 0 H

+ H
` O :

此酶在 1 9 4 9年最初报告存在于植物中
` “ ’ ,

以后 z el it c h和 oc h oa 从菠菜叶 中提 纯
,

并证明是一种黄素蛋 白
` ” l

。

此后在植物中不断发现其普遍存在
,

并证明它 是 分布 在

过氧物酶体内 1 . ’ 。

在过氧物酶体内同时存在谷氨酸和苹果酸
,

由线粒体转移来的丝氨酸
。

以及由丝氨酸

经过转氨反应形成轻基丙酮酸后还原形成的甘油酸等 1 . ’ 。

这些化合物都是乙醇酸 途径

中间产物
,

其中有的在结构上与乙醇酸相似
,

可能影响 乙醇酸氧化酶活性
。

如果它们对

石醉酸氧化酶活性的影响存在的话
、

则这种作用在乙醇酸途径的代谢调节中具有重要意

义
。

关于代谢物调节乙醇酸氧化酶活性的研究较少
,

已知它可被草酸抑制“ ” . 、 。

最近
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也有报道谷氮酸
、

天冬氨酸
、

甘氮酸和丝氮酸对此酶起竞争性抑制作用
` . ’
本文报 道 丝

氮酸
、

苹果酸
、

谷氮酸
、

甘油酸对乙醉酸氧化酶活性的影响
。

材 料 和 方 法

(一 ) 材料
:
菜心

(二 ) 乙醇酸银化薄的制备和纯化
,

按照 K er r和 o or v es
’ ` ’ 的方法 和步骤进行

。

l
。

匀浆
.
称 取 新 鲜 菜心

、

先用自来水
,

后用无离子水洗净吸干
、

加 入 80 m l .0 1

二 o 一/ L N a : H p o ` ( p H s
·

o ) 的缓冲液
,

匀浆 1分钟
,

四层沙布过 滤
、

并 离 心 ( 0
一

4 ’ c
,

1 0 5 0 0 x g ,
1 5分钟

,

下同 )
。

2
。 p H S

·

3沉淀
:

1 的上清液加 10 %醋酸
,

小心 调 p H至 5
·

3
、

搅 拌 10 分钟
,

离 心 除

去沈淀
。

3
。

硫酸馁分部
:

2 的上清液加入硫酸钱至 25 %饱和度
,

离心弃去沉淀
、

其上 清 液

再加硫酸铁至通3 %饱和度
,

离心收集沉淀
。

沉淀 用 z o m l 0
.

0 2 m o l / L T r i s 一 H c l ( p l l

一
8

。

3) 溶解
。

4
。

硫酸鱼精蛋白沉淀
:

于 3 的溶解液中缓急加入 2 m 1 2 %硫酸鱼精蛋白 (现配 现

用 )
,

并搅拌
,

离心弃去沉淀
。

鱼精蛋白可与核酸形成复合物沉淀
,

以除去 核 酸
,

否

则
、

酶与核酸形成复合物而降低产 t
。

5
。

S e p h a d e x G 2 5 一 D E A E纤维层析
: S e P h a d e x G 2 5柱 ( 2

一

5 x 1 3 e m
、

细粉末
,
S i g m a )

用 5 m m o l/ L T r is
一
H c l pH S

·

3 缓冲液平衡
,

将 4 的上清液立即加入层析柱
,

收入出现

的蛋 白质带立即泵 入 D E ^ E一纤 维 素 层析柱 ( n E A E 一 2 3 s E R Y A Z x s e m )
,

流 速

48 m l/ h
。

用同上述缓冲液平衡
。

洗脱
,

洗脱液以考马氏亮兰法不断监测
,

当出现蛋白质

时
,

即为乙醇酸氧化酶部分
,

收集此部分
。

D E A E一纤维素吸附大部分杂质蛋白质
。

乙

醇酸氧化酶不被吸附
。

收集的酶液加入等体积的饱和硫酸钱溶 液 ( pH S
·

3 )
。

至此
,

纯

阵液放入冰籍过液
。

次日取出离心
、

沉淀用 Zm l s o m m o l / L T r i s 一 H C I ( p H S
·

3 ) 溶 解
。

6
。

琼脂搪凝胶层 析
:
将上述 溶液加于

1
·

5 x 35 O m 的 4 %琼脂搪凝胶 (珠状
、

中

国东海 制 药 厂 ) 层 析 柱
。

用 s o m m ol / L

T r is
一 H C I p H S

·

3缓冲 液平 衡
。

收集 酶部

分
,

备用
。

(三 ) 酶的活性测定
:

根据 S e r v a i d e s

等
` 7 ’
的方法用盐酸苯拼法测定 10 分钟内

生成乙醛酸的毫克分 子 数
。

反 应液含
:

A
。

稀解酶液 。
·

Z m l
, B

。

T ir s 一 H C I缓 冲液

( 5 0m m o l / L p H S
·

3 ) 1
·

4m l
,

C
.

过氧 化

氢 酶 ( 2 5单位 ) o
·

Zm l
,

D
.

s o m m o l / L乙

醉醉 .0 Zm、

班 1 旅化过 . 毖甘 ( 5 0`材料 )

壮
度

一.l0幼州州狱认…100.968..674594卿
.步

唯珍梦…黔
39 4 7

1 5 4 8

比活性二

0
。
1 6

0
。

3 9 5

0
。
8 7

1
。
0 2

1 1
。
2 5

2 7

Rù介àRùR一介匕,自月电,U

,人,几一勺55
,口,孟,山,
.
,翻 二O丹OJ,幼吮叹U

...,............

OO

118981012.75一人EDFCB

.

璐的活性单位为 乙盛酸 m m ol x l 。一 1分钟
。

二 降的比活性单位 为m tn ol 乙醛酸 m g 一 〕蛋 白 质

1 0一 ] 分 钟
,
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先将A
、
B

、

C
、

混合
,

与 D分别放 30 ℃水浴中
,

待温度平衡后
,

吸取 D 加 入
、

开 始 反

应
。

1 0分钟后以 0
.

2m l Zm o l / L H C I中止反应
。

取出
、

离心
,

吸取上 清 液 1 m l
,

用 0
一

l m l

1
。

8 2 m o l / L N a 0 H中和
,

再加。
·

Zm l o
·

5 3%盐酸苯麟 (溶于 0
·

1 5m o l / L H C I中 )
。

1 0分钟

后
,

放入冰洛中
,

加 1 m l 12 m ol / L H cl
,

0
·

Zm ll
·

65 % 铁青化钾
,

混合后
,

放置 20 分钟
,

在 5 5 o n m波长下比 色
。

蛋白质测定用考马氏亮蓝法 “ ’ 。

丝氮酸
、

甘油酸
、

苹果 酸
、

谷氨酸每种用四个浓度 ( O
,
2

·

5
,

6
,
1 0. 功 oI / )L

,

在五

个不同乙醇酸浓度 (底物 ) 下
,

分别测定其乙醛酸生成最
。

试 验 结 果

(一 ) 甘油 . 对乙 . 破级化曲活性的形响

由表 2 可见
,

不同浓度的甘油酸对乙醇酸氧化酶活性没有明显的影响
,

尽 管它在结

构上与乙醇酸相似
,

亦具有 a 一经基
。

(二 ) 丝红玻对乙醉酸权化曲活性的

形响

丝氮酸对乙醇酸氧化酶活性有明显的

抑制作用
。

在相同底 物 ( 乙 醇 酸 ) 浓 度

下
,

这种抑制作用随丝氨酸浓度的增加而

加大 , 但是在不同底物浓度下
,

抑制作用

物随浓度底的增加而下降
。

以不同底物浓

度对反应速度
、

用 L i n e w e a v e r 一 B u r k 法作

图 (图 1 )
,

测得乙醇酸氧化酶的 K m值

为 o
.

3 6 m刃。 0 1 / L 。

同 时 从图 1可见随着丝

奴酸浓度的加 大
, v m 值不变而 K m值变

大
,
这说明丝氮酸对乙醇酸氧化酶活性的

抑制作用属于竟争性抑 制 作用
,

并 求得

丝氨酸对乙醉酸氧 化 酶 的 K i 值为 .5 5m

m o l / L 。

(三 ) 苹果 . 对乙醉胶级化曲活性的

形响

苹果酸对乙醇酸氧化酶活性也有明显

的抑制作用
,

而 且 也属 于 竞争 性 抑 制

(图 2)
。

因为 这
卜

种 抑 制 作 用
,

可因底

物浓 度 的提 高 而 下 降
,

而 且 表现出

K m 值 增 加
,

’

而 V m 不 变
,

其 iK 值

为7
·

o m m o l /L
-

衰 2 甘油 . 对乙
二

妞化. 活性的
二

处处理理 甘油酸浓度度 乙醇酸浓度度 乙醉酸氧化化
((((( m m o l/ L ))) ( m m o l/ L ))) 酶活性性

((((((((( 10
一 1 林m o l乙乙

愁愁愁愁愁 酸克重鲜 / 1000

分分分分分钟 )))

}}}}} 000 666 2 1
。

] 000
11111 2

。
555 666 2 0

。
8 000

22222 5
。
000 555 2 1

。

3 333

33333 7
。
555 555 2 1

。
6 777

44444 1 0
。
000 666 20

。
8 000

66666666666

“

….,
,.t..1八, .

守了恨,礴

刁
一 :

图 1 丝氨酸对乙醇酸

倒数作图

2 , 一 ,

1招 (曰肠. . 、

氧化阵抑 制作用 的双
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( 四 ) 谷扭酸对乙醉酸报化
`

曲活性的影响

谷氨酸对乙醇酸氧化酶活性

也有竞争性抑制作用 (图 3 )
、

其K i值为 1 3
·

5 m m o l / L 。

综上所述
、

除甘油酸对乙醇

酸氧化酶活性没有明显影响外
,

.

丝氨酸
,

苹果酸
、

谷氨酸都对乙

醇酸氧化酶有明显的抑制作用
,

而且由实验所得数据来看
,

这种 诱

抑制作用均属于竞争 性可 逆 抑

制
。

图 2

六

价职牢, 卜

.̀

:
O口

)
.

F丫
。

.

2卜“ 彩二 f

几八 《叭侧 )

苹果酸对乙醇酸斌化酶抑制作用的双倒数作用图

讨 论

对乙醇酸氧化酶代谢调节的

研究
。

可使我们更深入了解植物

光呼吸代谢调节的机理
,

从而为

人工控制光呼吸
,

提高光合生产

率提供理论依据
。

(一 ) 乙醇酸途径碳
、

氮代

谢的协调
、

在过氧物酶体内谷氨

酸来自叶绿
,

丝氨酸来自线粒体
,

而甘氨酸是由谷氨酸和丝氨酸通

过转氨酶的作用 由乙醛酸形成
。

以后甘氨酸转移至线粒体内并发

生氧化脱氨
,

生成丝 氨 酸 和 氛

l lt (叭州 、

图 8 谷氨酸对乙醇酸氧化酶抑制作用的双倒数作图

等
,

氨又经同化形成谷氨酸曰 ’ 。

我们实验及P a n d ey 和 s a n

wa l的报告均观察到谷氨酸
、

丝氨酸及甘氨酸对乙醇酸氧化酶有抑制作用
。

当细胞内这些氨基酸过多累积时
,

乙醇酸

氧化酶活性降低
,

C :
循环减慢

,

这些氨基酸的生成也就减少 , 而当这几种氨基 酸 下降

时
,

乙醇酸氧化酶活性加强
, ,

C :
循环加速进行 (图 4 )

。

从而使乙醇酸途 径 的 碳
、

氮

代谢得以协调进行
。

至于植物是否依靠C :
循环以生成所需甘氨酸

、
丝氨酸供叶 绿 素 和

蛋白质的生物合成之用
,

目前仍有不同意见
,

但不管怎样
,

当细胞内这些氨基酸的利用

增加而含量减少时
,

将有利 C :
循环的进行

。

实际情况是否如此
,

将有待实验进 一 步 证

明
。

(二 )苹果酸的调节作用 在过氧物酶体内含有N A D一苹果酶脱氢酶
,

能将 轻 基 丙

酮酸还原为甘油酸
’ “ ’ ,

苹果酸由细胞质通过苹果酸一夭冬氨酸穿棱而来
` 。 ’ ,

细胞质的
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苹果醉又可由线粒体通过苹果酸一草酞乙

酸穿棱而来 “ “ ’
我们的实验发现苹果酸对

乙醇酸氧化酶有竞争性抑制作用
。

即当乙

醇酸氧化酶迅速进行时
,

生成甘氨酸较多 ;

在线粒体内由甘氨酸氧化生成的N A D H
,

将草酞乙酸还原生成的苹果酸亦较多 , 较

多的苹果酸穿棱入过氧物酶体内
,

将有利

乙醉政
r - - - - - -

一浴衣胶

一
乙

“
世吧二大二` - - - - - - - - - - - -

一丝衣故

图 4 谷氮酸
、

甘氨酸
、

丝氨酸对乙醇酸途径

的调节作用
,

虚线箭认示抑制作用

于 C :
循环向前进行

。

但苹果酸对乙醇酸氧化酶有抑制作用
,

由苹果酸氧 化生成的草 酞 乙

酸
` ” 及进一步转氨生成的天冬氨酸对乙醇酸氧化酶亦有抑制作用

【 。 ’ ,

这便可 以 防 止

C :
循环过速运行

。

(三 ) 在过氧物酶体内也含有甘油酸
,

它亦具有 a 一

经基
,

和乙醇相似
,

但我 们 实

验
,

未发现甘油酸对乙醇酸氧化酶有抑制作用
。

这可能是 由于甘油 酸 的 一 C H , O H基 团

碍阻它与酶的活性部位结合
。

引 . 宾
`

做
’

〔 i 〕 B r a d f o r d
.

M
.

M
。

( z ,了6 ) A r a p i d a n d 吕。 n s i t i v e m e t h o d f o r t h e
q u a n t i t a t i o n o f

m i e r o g r a m q u a n t i t t i e s o f p r o t e i n u t i l i z i n g t五 e p r i n e i P l e o f p r o t e i n一 d了 e b i公 d i g

A n a l
.

C h e m
. ,

2 7: 2 4 8
一
2 5 4

〔 2 〕 C l a g e t t ,
C

.

G
. e t a l

.

( 19魂g ) O x i d a t i o n o f a
一

h了d r o x y
~

a e i d e b了 e n z 了m e s f r o皿

p l a n t s
.

j
.

B i o l
.

C h e m
. ,

17 5
:

9 77
一

95 7

〔 s 〕 K e y s ,

A
.

J
. e t a l

.

( 19 7 5 ) P h o t o r e s p i r a t o r y n i t r o g e n e 了 e l e .

N a t u r o , 2 7 5 :

74 1
一

74 3

〔 4 〕 K e r r ,

M
.

W
。 ,

G r o v e s ,

D
。

( 1 97 5 ) P u r i f i e a t i o n a n d P r o P e r t i e s o f g l y e o l a t e

o x i d a s e f r o m P i s u 水 s a t正, u 机 l e a v e s P h y t o e h e m
. , 1 4 ( 2 ) . 3 5 9

一
3 6 2

〔 6 〕 N i s h i m u r a ,

M
. e 亡 a 不

.

( 2 0 53 ) P u r i f e a t i o n a n d e h a r a e t e r i z a t i o n o f g l y c o a t e

o x i d a s e f r o m p u m k i n e o t y l e d o n 吕 .

A r e h
.

B i o e h e 口
.

B i o P h y s . , 2 2 2 : 3 9 7一 0 2

〔 6 〕 P a n d e 了
,

0
。

P
. , S a n w a l

.

G
.

G
.

( 10 52 ) P u r i f i e a t i o n a n d p r o p e r t i e s o f 9 1了
-

e o l a t e o x i d a s e f r o m N o p a l e a d e j` e 才a , a C A M p l a n t
.

P l a o t P h y s i o l
.

B i o e h e m
.

9 ( 2 )
:

80
一

87

〔 7 〕 S e r v a i t e s , J
.

C
. e 忿 a 艺

.

( 1 9 78 ) G l y e o l a t e s y n t h e s i s i n a C 一 , C 一 a n d i n t e r m e d i a t e

p h o t o s y n t h e t i e P l a n t t y P e .

P l a n t C e l l P h y s i o l
.

1 9 ( s ) : 1 3 99
一
1峨0 5

〔 s 〕 T o m lb e r t , N
.

E
. e t a 艺 ( 1 94 9 ) P r o d u e t s o f t h e o x i d a t i o n o f g l y e o l i e a e

i d a n d

l
一

l a e t i e a e i d b y e n z y m e s f r o . t o b a e e o l e a v b e s .

J
.

B i o l
.

C h e m
. ,

18 1
:

9 0 5
一

9 1`

〔。 〕 T o l b e r t , N
.

E
.

( 19 7 1 ) M i e r o b o d i e 。一 p e r o x i s o m e s a n d g l y o x y s o m e s .

A n ” .

R e 甲 。

P l a n t P h y s i o l
. ,

2 2 : 4 5
一

7 4

〔10〕 W
o o , K

。

C
. ,

o o m o n d
,

C
。

B
。

( 10 7 6 ) G l y e i n e d e e a r b o x y l a t i o n i n m i t o e h o o d r l a

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

A u s t
。

J
。

P l a n t P h y s
i
o l

. ,
3 : 7 7 1

一
了8 5

( 2 2〕 Z e l i t e h
,

1
. ,

O e h o a 、

5
.

( 2 9 5 3 ) O x i d a t i o n a n d r e d u e t i
o n o f g l y e o l i e a n d g l y

-

o x y l i e a e i d o i n P l a n t s .

1
.

g l y e o l i e a e i d o x i d a o e 。

J
。

B i o l
。

C h e m
. ,

2 0 1:
70 7

一

7 1 8
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E F F E C T S O F S O M E O R G A N I C A N D A M I N O A C I D S O N T H E A C T I V I T Y

O F G L Y C O L A T E O X I D A S E F R O M L E A V E S O F

B r a : 忿东e 口 P a r a c 瓦̀ 摊 en s 止5 B a i l e y

X u F e n g e a i T a n J i n h u a L i M i n g q i

( L a b o r a t o r 了 o f P h o t o s y n t 五e s i s R e 肠a r e五)

A B S T R 人C T

I n t h i s e o m m u n i e a t i o n , e r e P o r t t h e e f f e e t s o f m a l i e a n d g l y e e r i e a e i d s , 。 e r i作 e ,

a n d ` l u t a m i e a e i d o n t五e a e t i丫 i t y o f ` l了亡o l a t e o x i d a s e f r o过 t h e l e a , e s o f B r a : s i e a

即 r a e耘汀” ` ” 忿i` B a i l e y
.

I t , a s f o n n d t h a t . a l i e a e i d
, s e r i n e , a n d g l u t a m i e a e i a i n h -

i b i t e d e o . p e t i t i v e l了 t h e a e t i v i t了 o f ` l y e o l a t e o x i d a s e : t h e K i v a l u e s f o r s e r i n e ,

口 a l i e a e主d
, a o d ` l u t a m i e a e i d 份 e r e 5

.

5
,

7
.

0
, a o d 15

.

5 m . 0 1/ L r e s p e e t i 7 e l y
,

贾五i l e

t h e k m ( ` l y e o l a t e ) o f g l y e o l a i e o x i d a s e , a s o
。

3 6也 m o l / L d e t e r m i . e d b y t五e L i -

n e贾 e a v e r 一 B u r k P l o t s
.

G l y e e r i e a e i d s h o , e d n o m a r k e d e f f e c t o n t五e a e t i v i t y o f

t h i s e n z了m e .

T五 e 5 1̀ n i f i e a n e e o f t h e r e盆u l a t i o n o f ` l了 c o l a t e o 二 i d a s e b y t卜e o e a e i -

d s i n t h e p h o t o r e s p i r a t o r y 9 1了 e o l a t e p a t五 , a了 1 5 d i s e u s s e d
.

k e了 , o r d s : 口 a l a t e ; ` l了 e e r a t e ; s e r i n e : g l u t a口 a t e : ` l y e o l a t e o x i d a s e


