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苹果果肉中抗氰氧化酶（!"#）的分离鉴定 !
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摘要 水果果肉的组织特征决定了从果肉中抽提线粒体的方法与其它组织有所不同。采用平面细孔瓜

果刨破碎果肉、差速离心、密度梯度纯化等方法能够得到活性较高的线粒体。()*+,-)氧电极能够判断线
粒体膜是否完整。利用 ./01凝胶电泳、2-3+-)4 (5*+（/67单克隆抗体）等分析手段，对‘8*9:5 0:5:’苹果
中 /67进行了分离和鉴定。结果表明：‘8*9:5 0:5:’苹果果肉线粒体中 /67单体的分子量约在 #; < #=
>?之间，二聚体约为 ’$ >?左右。这与其它已分离鉴定的产热植物或烟草等线粒体中 /67蛋白的分子
量基本一致。

关键词 苹果果肉，线粒体，抗氰氧化酶，单克隆抗体

$%&’()*&+ (+, $,-+)*.*/()*&+ &. !"#（!’)-0+()*1- "2*,(%-）
*+‘3&4(’ 5(’(’!66’- 708*)%

!@1A 7B:*CD*4E "FG/H0 @-B #IA/H J-BCK,-4E "FG 7B:*CK*4E !?/A D:*C8-4
!（!"#$%&’"(& )* +,)-).,/$- 0/,"(/"1 2 +,)&"/3()-).4，51,(.36$ 7(,8"%1,&4，(-BLB4E !$$$%&）

"（9)--"." )* :)); 0/,"(/"，93,($ <.%,/6-&6%$- 7(,8"%1,&4，(-BLB4E !$$$’&）
#（53" =)%&,/6-&6%" $(; :)); >"1"$%/3 ?(1&,&6&" )* @"A B"$-$(; C&; D ）

!9%)0(/) KB4M- N)OB+ +-P+O)- QBNN-)3 M*RS5-+-59 N)*R *+,-) +B33O-3 3OM, :3 5-:N，)**+ :4Q N5*T-) QO-
+* B+3 O4BUO- S)*S-)+B-3，+,- R-+,*Q N*) RB+*M,*4Q)B*4 -P+):M+B*4 B3 QBNN-)-4+ V G3B4E : 3S-MB:5 E):+-)
+* E)B4Q +,- N)OB+3，M*RWB4:+B*4 TB+, E):QB-4+ M-4+)BNOE:+B*4，RB+*M,*4Q)B: TB+, ROM, ,BE,-) :M+BXB+9
M:4 W- *W+:B4-QV I,- ()*+,-) *P9E-4 -5-M+)*Q- T:3 B4+)*QOM-Q +* LOQE- T,-+,-) +,- RB+*M,*4Q)B*4
R-RW):4- T:3 B4+:M+ *) 4*+ V A4 :QQB+B*4，./01 E-5 -5-M+)*S,*)-3B3 :4Q 2-3+-)4 (5*+（/67 R*4*C
M5*4:5 :4+BW*Q9）T-)- O3-Q B4 +,B3 S:S-) +* B3*5:+- :4Q BQ-4+BN9 /67 B4 8*9:5 0:5: :SS5- N)OB+3 V I,-
)-3O5+3 3OEE-3+-Q +,:+ +,-3- S)*+-B43 ,:X- :SS:)-4+ R*5-MO5:) R:33-3 *N #; < #= >? T,BM, :)- 3BRB5:)
+* +,*3- *N I*W:MM* :4Q 0$6%)’$&6’ .6&&$&6’ KM,*++ V
:-4 ;&0,% /SS5- N)OB+3，JB+*M,*4Q)B:，/67，J*4*M5*4:5 :4+BW*Q9

植物细胞线粒体内膜上除了细胞色素电子传递链外，还存在着另外一条电子传递途

径，即抗氰呼吸电子传递链，又称交替途径（:5+-)4:+BX- S:+,T:9，/.）。对抗氰呼吸的研究可
以说从很早就已经开始。0-4-X*B3（!’"’）在豌豆中观察到抗氰性和汤佩松（!’#"）观察到
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!"不能完全抑制细胞色素氧化酶都表明了 #$的存在。抗氰呼吸不仅在高等植物中存
在，在许多真菌、藻类、酵母中也相继发现了抗氰呼吸的运行（%&’()*+,- &./ 01&2’&.，
3453；/6 78))9,6’:68;< &./ =2.9，345>）。还有报道说在动物组织中也可能有抗氰呼吸
（?@A.,)9<，344B）。
虽然植物的抗氰呼吸很早就被大家所认识，但其具体的作用和机理却一直不清楚。

只知它是从细胞色素途径泛醌处分出来的一种非磷酸化的产热途径。而对其末端氧化酶

#"C更是知之甚少。但有一点是可以肯定的，那就是生物体的许多特殊的现象与功能都
与交替途径的存在有着直接或间接的联系。如：佛焰花絮的产热、果蔬的成熟衰老、呼吸

跃变、愈伤组织分化、种子发芽等。由于 #"C极不稳定，离体后很容易失活，所以长期以
来大家一直致力于对它的分离纯化，但最终都没有成功（D68,<)1/ !" #$，344E；余叔文和汤
章城，344>）。苹果作为一种典型的呼吸跃变型水果，其成熟衰老与抗氰呼吸有着某种联
系。但苹果果肉线粒体中 #"C的分离还没有报道。为此，我们根据果肉组织的特征，改
进了线粒体分离方法，结合单克隆抗体技术，对苹果中 #"C进行分离与鉴定，结果表明该
方法稳定可靠，可以用于随后利用氧电极测定线粒体呼吸的一系列实验中。

! 材料和方法

!"! 材料
不同成熟度的‘F)2&1 G&1&’苹果，采摘于新西兰奥克兰郊区农场。选果树上层红色为

成熟度高的苹果。

!"# 线粒体的提取
苹果去皮，用孔径约为 3 H I ’’ 的萝卜擦（商品名为平面细孔瓜果刨，英文名为

G8&,68）把苹果果肉擦入 JIK ’%破碎介质［K HI ’)1 L %蔗糖（青苹果用 K HBI ’)1 L %），JI ’’)1 L
%焦磷酸钠，J ’’)1 L % MN7#，3K ’’)1 L % OPJ$"B，3Q $R$SJ4，JI ’’)1 L % 7M0，3KQ D0#
（待其它试剂完全溶解后再加，以防泡沫产生），JK ’’)1 L % R@（用前再加），TP 5H I（青苹果
为 5 HJ）］中。B层纱布过滤，I KKK 8 L ’+. JK ’+.，取上清液，3J KKK 8 L ’+. JK ’+.，沉淀悬浮于
洗涤介质（K HI ’)1 L %蔗糖，3K ’’)1 L % 7M0，K H3QD0#，TP 5HJ），I KKK 8 L ’+. I ’+.，取上清
液，3J KKK 8 L ’+. JK ’+.，将所得沉淀重新悬浮于 3 H I ’%洗涤介质中，即为线粒体粗提液。
如此时颜色较绿，可再洗一次。

!"$ 线粒体的纯化
重液：J倍洗涤介质 > H5I ’%，$68@)11 B H4 ’%，JKQ $R$SJ4 E H>I ’%。轻液：J倍洗涤介

质 > H5I ’% $68@)11 B H4 ’%，蒸馏水 E H>I ’%。梯度仪制备梯度，将线粒体粗提液沿管壁轻
轻放在梯度液面上，3> KKK 8 L ’+. BK ’+.，吸除上层杂质及叶绿体，取下层暗灰色线粒体层，
加洗涤介质，3I KKK 8 L ’+. 3I ’+.，重复 J次。取沉淀分别用 3 ’% JK ’’)1 L % 7M0（U69,68.
D1),用）和 3 ’%洗涤介质（测线粒体呼吸）悬浮备用。
!"% 用 &’()*+’ 氧电极测线粒体膜的完整性
由于本实验所抽提的线粒体主要被用来测定线粒体两条途径对不同底物的利用情况

以及判断电子在两条途径之间的分配情况，所以在测定之前知道线粒体是否有活性就显

得尤为重要。因此，我们设计了该方法，目的在于尽量在较短时间内判断线粒体膜的完整
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性（只需 ! " # $%&），保证随后实验的顺利进行。如需定量，可根据加入 ’(%)*& +,-..后直
线的斜率来计算。

首先，加 ! $/反应介质（. 01 $*2 3 /蔗糖，1 $$*2 3 /，-. $$*2 3 / ’45，-. $$*2 3 / 6782，!
$$*2 3 / 9:5;·<=!;，. 0-> ?5@，A= <0!）于 ?(*)BC(氧电极反应室，然后依次加入 1.!/线
粒体提取液，-.!/ !. $$*2 3 / DE，-.!/ ! $$*2 3 / 8F)E，-.> ’(%)*& +,-..，1!/ ! $$*2 3 /
G86，如图 -所示。
!"# 线粒体蛋白 $%$&’()*以及+,-.,/0 123.分析
线粒体蛋白含量的测定根据改进了的 /*H(F法（/7(I*& !" #$，-JKL）。线粒体蛋白经

5M5,N@O4分离后，转移到硝酸纤维素膜上，1> ?5@ 过夜，-：1. @;+ 单克隆抗体（’*$
42)B*&赠，密歇根州立大学）摇床温育 ! B，随后用 -倍 ’?5’漂洗 #遍。!抗为 7&)%,［(7PP%)
2:O（B Q )）］,72R72%&C AB*IAB7)7IC，最后用 -,5)CA’9 6?’ 3 ?8SN显色。

图 ! 线粒体膜完整性的测定
4567! ;TF:C& C2CE)(*UC )(7EC V*( UC)C($%&7)%*& *V $%)*,
EB*&U(%7 $C$P(7&C %&)C:(%)F
- 0 P2C&UC(；!0 V%&C A*(C :(7)C(（"-0. $$）；#0 V%&C A*(C
:(7)C(（"!0. $$）；W0 V%&C A*(C :(7)C(（"-01 $$）

8 结果与讨论

与传统上使用的 ?2C&UC(相比，采用平
面多孔瓜果刨破碎苹果果肉细胞能够获得

活性较高的线粒体，且线粒体获得量也大

大提高（相同材料线粒体蛋白含量可提高

. 01 " -倍）。NC(E*22和 NDN,!J组成的纯化
梯度对线粒体的损伤较小。利用 ?(*)BC(
氧电极能有效地判断线粒体膜的完整性，

因为生物氧化的电子传递链位于线粒体内

膜上，当向完整的线粒体悬浮液中加入

8F)E时，由于膜的阻隔，8F)E要进入线粒体
必须有一个穿膜的过程，也就是说在一定

时间内线粒体对底物的利用率很小，因而此时反映在 ?(*)BC(氧电极上几乎是一条直线。
然而当加入非离子表面活性剂 ’(%)*& +,-..时，线粒体膜完全破裂，位于内膜上的电子传
递链也就完全暴露出来，为电子经 8F)E传递给 ;! 创造了条件。作为电子大量流经 8F)E
的结果，介质中线粒体对 ;!的消耗量急剧增加，这时在氧电极曲线上表现为具有一定斜

率的直线，这条直线的斜率可以反映线粒体膜的完整性。斜率越大，完整性越好，反之亦

然。而 G86作为细胞色素途径的抑制剂，能够阻断电子从细胞色素 7#向 ;! 的传递，因

而加入 G86时，电子传递链对 8F)E的利用立即被阻断，此时的氧电极曲线表现为直线，如
图 -所示。

XCI)C(& ?2*)分析表明：Y*F72O727苹果果肉线粒体中 @;+蛋白的分子量约在 #1 " #<
RM之间，这与其他已分离鉴定的产热植物和烟草等线粒体中 @;+蛋白分子量完全一致。
同时在 #1 " #< RM蛋白上方发现一条分子量约 J. RM的带。M7F和 X%IR%EB（-JJ1）认为生
物线粒体内存在着两种形式的 @;+，一种为氧化型的，一种为还原型的。前者是以共价
键结合的二聚体形式存在，是无活性的。原因是其中二聚体之间形成的二硫键是无活性

的。由于氧化型 @;+ 二聚体之间二硫键牢固结合，使其不易被打开，这就是在 XCI)C(&
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!"#$上出现 %& ’(的可能原因。另一方面，还原型 )*+二聚体之间只是简单的非共价键
结合，所以很容易降解为单体。另外，几乎所有的 ,-.$-/0 !"#$ 或多或少都有反白带，其位
置在单体的上方或下方。是显色剂的问题还是 )*+蛋白自身的结构特征所致还需进一
步研究。

图 ! ‘1#23" 43"3’苹果果肉中线粒体蛋白的 ,-.$-/0 !"#$ 分析
"#$%! ,-.$-/0 !"#$ 303"2.5. #6 $#$3" 75$#89#0:/5#0 ;/#$-50 6/#7‘1#23" 43"3’3;;"- 6/<5$.
)0 577<0#="#$ 6/#7 3 >?@ A(ABC)4D E-" ;/#=-: F5$9 $9- )*+ 7#0#8"#03" 30$5=#:2 5. .9#F0；G30- >：$#=388# 3.
8#0$/#"；G30- ?：5773$</- 3;;"-（4/--0）；G30- H：73$</- 3;;"-（1-:）；G30- I：9-3$ $/-3$-: 3;;"-（HJ K 6#/ >
9）L M9- 37#<0$ #6 ;/#$-50 "#3:-: ;-/ "30- F3. H&!EL N#"-8<"3/ 73..-.（50 ’(）3/- 50:583$-: #0 $9- "-6$ L
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