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[摘要 ] � 为了明确具 1 -氨基环丙烷 - 1-羧酸 ( 1 - am inocyclop ropan e- 1- carboxylate ACC )脱氨酶活性细菌菌株 XG32的产

酶条件和酶活影响因素,以 ACC为底物,研究了诱导培养基中底物的浓度、温度、pH 对该菌株产酶的影响及产酶的时程; 分别

在不同温度、不同 pH及添加 8种金属离子的条件下测定了酶的活力和稳定性.结果表明:菌株 XG32在有底物 ACC存在时才

能被诱导产酶,温度上升至 5� 及 pH > 5�5时酶活性才开始被诱导,在 25� 和 pH 7�0~ 8�0时酶活性最高;诱导初始至 24 h内

是酶产生的上升期, 24 h后酶产生呈下降趋势.酶的最适反应温度为 30� ,高于 35� 酶的活力下降,在 65� 酶的活力趋于零;该

酶在 pH 7�5~ 9�5之间有较好的稳定性;金属 Cu2+、Zn2+对 ACC脱氨酶有激活作用,而 H g2+、Ag+则有抑制作用.因此, 认为

ACC脱氨酶酶活性的出现对底物的存在非常敏感,在自然界中少量的酶就可以催化 ACC的分解.但酶活力受条件影响较大,仅

能在一定的范围内保持酶活的稳定性.
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Culture Conditions and Character of Extracellular Enzym e ACC

Deam inase Excreted by Bacterium Strain XG32

Shen Ping, L iuW eihong, Y an Shuzhen, Chen Shuang lin

( S chool of L ife S cience, Nan jing Norm alUn ivers ity, N an jing 210046, C h ina)

Abstrac t: In orde r to investigate optim al cu lture conditions and the charac ter o fACC( 1-am inocy clopropane - 1 carboxy -l

ic ac id) deam inase excreted by bac terium stra in XG32, exper im ents were done to de term ine the e ffect on the enzym a tic

ac tiv ity under different cond itions, inc luding concentration of inducer A CC in cu lture m ed ium, culture tem pera ture and

pH, w hile tim e process o f ACC deam inase w as a lso assayed. T hen we m easured the activ ity and stability of the enzym e

under d ifferent temperatures, pH and m eta ls. T he results ind icated tha t the ACC deam inase could be induced on ly when

the inducer ex isted and the tem perature w as abov e 5� , and pH w as above 5�5. T he enzym atic y ield reached the highest

when the cu lture temperature w as 25� and cu lture pH was 7�0 to 8� 0. T he enzym a tic y ie ld constantly increased in 24

hours after inducer was added, and then dec lined. A s for activ ity, the optim al temperatu re of ACC deam inase was 30�

approx im ately. The enzym atic activ ity a lm ost d isappeared w hen it was 65� . T he enzym e had a preferab le stab ility a t pH

7� 5~ 9� 5. M oreov er, ions Cu2+ and Zn2+ cou ld activate the ACC deam inase, w hile H g2+ and A g+ cou ld inhib it the en-

zym e ac tiv ity. In conc lusion, the ACC deam inase is sensitive to the substance. T hatm eans a little o f this kind o f enzym e

can decom pose ACC in natural env ironm ent. How ever, the enzym e is sensitive to the circumstance, and its stab ility is

on ly a t a certa in ex tens ion.
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� � 乙烯是存在于所有高等植物中的一种内源激素.植物一生大部分生长发育阶段只需很低水平的乙烯,

只有在接近成熟和衰老阶段才大量合成乙烯. 当植物在生长发育阶段遇到不良环境因素 (如淹水、高温

等 )、机械损伤或病虫害侵袭时会产生大量乙烯, 作为植物对环境的一种生理应激反应.这种应激乙烯的

过量产生会导致植物生长发育受阻或死亡.在多数农作物生产中, 大量乙烯的产生将导致农业生产遭受严
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重的经济损失.已有研究表明植物根际部分细菌可分泌 ACC ( 1-氨基环丙烷 - 1-羧酸, 1- am inocyclo-

propane- 1 carboxy late)脱氨酶,可将植物乙烯前体 ACC分解为 �-丁酮酸和氨
[ 1, 2]

,以阻止植物过量产生

乙烯, 促进植物的生长发育.因此认为 ACC脱氨酶是植物根际细菌促生的主要物质之一
[ 2, 3]

.

XG32菌株是来自植物根际, 且其 ACC脱氨酶活性较高又对辣椒疫霉 (Phy tophthora cap sici )有拮

抗
[ 4]

,并被鉴定为荧光假单胞菌生物型� (P. f luorescens b iovar� ). 为了明确该菌株的产酶条件和影响酶

活的因素,研究如下.

1� 材料和方法

1�1� 菌种和 ACC的来源

� � 菌株 XG32由南京师范大学微生物工程重点实验室分离自番茄植株根部. ACC购于德国 M erck公司.

1�2� 培养方法

XG32菌株在 TSB培养基
[ 4 ]
平板上 28� 纯化 24 h后, 挑取单菌落接种到 TSB培养基斜面, 28� 下培

养 24 h后接种于 50 mL( 250mL摇瓶 ) TSB液体培养基中, 置 28� 200 r /m in条件下培养 24 h,以活化菌

株.再取 10 �L菌液至 15 mL TSB液体培养基中在 28� 200 r/m in条件下培养至对数期晚期.

1�3� ACC脱氨酶的诱导及酶液的提取

将菌株在 TSB培养液中 24 h的纯培养物 4� 离心收集, 用 DF培养基
[ 3]
母液洗涤 2次, 菌体悬浮于

ADF
[ 3]
培养液, 在 28� 200 r /m in的条件下培养 24 h,以诱导产生 ACC脱氨酶.

4� 离心收集菌体加入 ADF培养基中培养产酶 24 h, 4� 离心收集菌体,用 0�1m o l/L T ris-HC l缓冲液

( pH 7�6)洗涤离心 2次,重悬浮于 600�L 0�1 m ol /L Tr is-HC l缓冲液 ( pH 8�5)中, 加入 30 �L甲苯并迅速

振荡 30 s以破碎细胞,得含甲苯的细胞提取物.

1�4� 酶活的测定

ACC脱氨酶活性的测定方法参照 H onm a
[ 5 ]
和 Sa leh

[ 6]
的方法, 于 540 nm下测 OD值. ACC脱氨酶的单

位酶活为在测酶体系中以 1 �m ol/m in的速率形成 �-丁酮酸的活性.

蛋白质测定采用 B radford比色法,以牛血清白蛋白作为标准物.

比活力 ( U /m g)为单位酶活除酶蛋白浓度.各菌株酶活性测定均扣除样品对照中自发产物后计算.

1�5� 菌株 XG32产 ACC脱氨酶的培养条件试验

1�5�1� 培养基中 ACC的浓度对 XG32产酶的影响

在以 pH 7�5的 ADF培养基中加入 ACC至终浓度分别为 0 �m o l/L、0�3 �m o l/L、3 �mo l/L、30 �m o l/

L、300�m o l/L、3 000�m o l/L (其中底物 ACC浓度为 0�m o l/L时采用 DF培养基 ) , 28� 200 r/m in的条件

下培养 24 h,取样测酶活.

1�5�2� 温度变化对 XG32产酶的影响

在 pH 7�5的诱导培养基中, 分别在温度为: 0� 、5� 、20� 、25� 、28� 、30� 、35� 、40� 下振荡培养,

在培养 24 h时取样测酶活力.

1�5�3� pH对 XG32产酶的影响

采用 Na2H PO4 - KH 2PO 4缓冲体系,调节 ADF诱导培养基的起始 pH值约为 5�5, 6�5, 7�0, 7�5, 8�0,

8�5,培养 24 h时测定酶活力.

1�5�4� 诱导时间对 XG32产酶的影响

在 pH 7�5的 ADF培养基中,分别设诱导时间为: 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42, 50 h取样测定酶活.

1�6� ACC脱氨酶酶活影响因素的测定

1�6�1� 温度对酶活的影响

制取的酶液分别在温度为: 5� 、15� 、20� 、25� 、30� 、35� 、40� 、45� 、55� 、65� 条件下加入底物
反应 15 m in, 测定酶活力.

1�6�2� 酶的热稳定性

制取的酶液在温度为: 5� 、15� 、25� 、30� 、35� 、45� 、55� 、65� 条件下处理 30 m in后, 置于 25�
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条件下加入底物 ACC,反应 15 m in, 测定酶活力.

1�6�3� pH对酶活的影响

设置 pH值范围为 5�0、6�0、6�5、7�0、7�5、8�0、8�5、9�0、9�5、10�0、11�0的处理,采用缓冲体系为: pH

5�0~ 6�0为磷酸氢二钠 -柠檬酸缓冲液; pH 6�5~ 7�5为磷酸氢二钠 -磷酸二氢钠缓冲液 ( 0�2 m ol /L ) ;

pH 8�0~ 9�0为 Tris-盐酸缓冲液; pH 9�5~ 11�0为碳酸钠 - 碳酸氢钠缓冲液 ( 0�1 m o l /L ). 分别以不同

pH值的缓冲液配制底物和酶液, 测定酶活力.

1�6�4� 酶的酸碱稳定性

制取的酶液调节 pH值为 6�0、6�5、7�0、7�5、8�0、8�5、9�0、9�5、10�0、11�0.在 30� 下保温 6 h,加入底

物 ACC,反应测定酶活力.

1�6�5� 金属离子对酶稳定性的影响

在酶液中分别加入 C a
2 +
、H g

2 +
、M g

2+
、Cu

2+
、M n

2+
、Zn

2+
、Fe

2 +
、Ag

+
金属离子, 溶液至终浓度为

5 mm o l/L,在 30� 保温 15m in,以未加金属离子的酶液为对照, 加入底物 ACC,测定酶活力.

2� 结果与分析

2�1� 菌株 XG32产 ACC脱氨酶的培养条件

2�1�1� 培养基中 ACC的浓度对 XG32产酶的影响

� � 在 DF培养基中 (即底物 ACC浓度为 0 �m o l/L时 )几乎检测不到 XG32的 ACC脱氨酶酶活力, 说明

无底物 ACC时,菌株 XG32不产生 ACC脱氨酶;认为该细菌产生的 ACC脱氨酶是一种诱导酶.菌株 XG32

的 ACC脱氨酶酶活力随着培养基中 ACC浓度的增加而上升 (图 1) .虽然在培养基中 ACC的浓度为 0�05

�m o l/L的情况下产酶的量可用于分辨酶活力的大小,但在 3mm ol /L时酶活相对稳定, 在实验中为了减少

底物用量和分辨菌株的酶活力, ACC浓度采用 3mm ol /L,作为诱导培养基的底物浓度为适宜.

2�1�2� 温度变化对 XG32产酶的影响

温度在 5� 以下,虽然培养基中有 ACC存在,但 XG32的 ACC脱氨酶基本不产生. 在 5� 以上,该酶迅

速被诱导,酶活力随着温度的上升不断提高, 在 25� 左右酶活力达到峰值, 30� 以上酶活力显著下降,

40� 基本检测不出酶活力. 在诱导培养温度低于 5� 高于 35� 时, 菌株 XG32的 ACC脱氨酶诱导受到强烈

抑制. 由此, 菌株 XG32产 ACC脱氨酶的适宜培养温度为 20~ 30� ,最适诱导培养温度为 25� (图 2) .

2�1�3� pH对 XG32产酶的影响

当诱导培养基中 pH < 5�5时不能诱导 XG32产酶. 在 pH为 5�5时酶开始被诱导, pH > 8�5时酶产生

被抑制.根据酶活力判断, XG32的诱导培养基在 7�0~ 8�0的 pH范围内产酶量基本稳定 (图 3).

2�1�4� 诱导时间对 XG32产酶的影响

从诱导初始至培养 24 h内, ACC脱氨酶的酶活力呈上升趋势, 24 h后 ACC脱氨酶活力趋于平缓,说
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明 XG32的 ACC脱氨酶不断产生,至 24 h酶的诱导基本完成,此后酶活力上升缓慢, 42 h后酶活力开始缓

慢下降.所以菌株 XG32最佳产酶时间为 24 h.可以认为其最佳测酶活力时间在 24~ 42 h内 (图 4) .

2�2� ACC脱氨酶酶活力影响因素

2�2�1� 温度对酶活力及其稳定性的影响

ACC脱氨酶和底物反应时温度的变化对 ACC脱氨酶的活力影响较大, 在 30� 时酶活力最大.高于

35� 酶的活力迅速下降, 达到 65� 时酶的活力趋于零. 制取的酶液 (见图 6) , 经 5� ~ 65� 梯度保温 30

m in后,在 5� ~ 35� 时酶的活性基本保持不变, 在 35� 以上酶活力开始下降,随着处理的温度升高, 酶活

力呈快速下降趋势,说明在 35� 以内 ACC脱氨酶都具有较好的稳定性, 高于 35� ,酶被破坏,于 65� 处理

30 m in,酶活性近乎完全丧失, 说明此时酶已变性.

2�2. 2� pH对酶活力及其稳定性的影响

在 30� 的测酶体系中改变不同 pH值, 结果 (图 7A )表明在 pH 8�0时能测到较高的酶活力, pH > 8�0

或 pH < 8�0时对 ACC脱氨酶的活力都有不同程度的影响.酶活在不同的 pH缓冲液中 30� 下保温 6 h,该

酶在 pH 7�5~ 9�5之间有较好的稳定性 (图 7B) ,说明 ACC脱氨酶在酸性条件下不稳定,而在偏碱性条件

下有一定适应范围.

2�2�3� 金属离子对酶稳定性的影响

表 1表明, Cu
2 +
、Zn

2+
对酶活力有明显的激活作用,而 H g

2 +
、A g

+
对酶有较强的抑制作用. Ca

+
、M g

+
、

Fe
2+
、M n

2+
对酶活影响较小.
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表 1� 金属离子对菌株 XG32的 ACC脱氨酶活性的影响

Table 1� Effect of m etal ions on ACC deam inase

activ ity o f the stain XG32

金属离子浓度 /

( 5 mm ol/L)

相对酶活力 /

%

金属离子浓度 /

( 5 mm ol /L)

相对酶活力 /

%

CK 100 M nSO 4 92

C aC l2 94 ZnSO 4 116

H gC l2 57 FeSO 4 98

M gC l2 91 AgNO 3 61

CuSO 4 123

3� 讨论

在诱导培养基中,当无底物 ACC存在时,菌株 XG32不产 ACC脱氨酶, 表明细菌来源的 ACC脱氨酶

是诱导酶,且 ACC脱氨酶对底物是非常敏感的,仅少量的底物 ( 0�1 �m ol/L )
[ 7]
就可以诱导 ACC脱氨酶的

产生. Penrose等
[ 8]
曾报道所有已被纯化的 ACC脱氨酶在高温 ( > 35� )下均会出现受抑制现象, 实验中,

在 35� 时,仅能检测到微弱的 ACC脱氨酶活力, 说明环境中的温度条件 (特别是高温 )对 ACC脱氨酶有

很大影响.

菌株 XG32的 ACC脱氨酶最适 pH为 8�0,这与 H onm a等
[ 5]
报道的 P. sp ACP的 ACC脱氨酶最适 pH

为 8�5略有差异, 但仍说明在偏碱性条件下酶活力较强. 在初次探讨几种金属离子对酶活力的影响试验

中,认为 Cu
2+
、Zn

2+
对酶活力有激活作用, 而 H g

2+
、Ag

+
对酶有较强的抑制作用, 这可能与菌株 XG32的

ACC脱氨酶分子结构有关. XG32是能够定殖于植物根际的细菌,植物正常生长的温度范围为 20~ 30� 之

间.实验结果认为具有 ACC脱氨酶活性的细菌,定殖于植物根际在一定的范围内能调节乙烯的产生. 在番

茄苗期,由于 XG32的调节乙烯促进生长的作用已被证实
[ 4]

. 因此, 深入研究该酶的特性和环境条件影响

因素,对该菌株的应用意义重大.但环境条件对 ACC脱氨酶的酶活影响因素除本试验涉及内容外,还有许

多,特别是自然环境中 ACC脱氨酶发挥作用来调节植物乙烯的水平范围有待于深入研究.
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