
书书书

陶　朕．烟草叶际微生物中维生素Ｂ６代谢酶吡哆醛还原酶的研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１３，４１（１０）：３２４－３２６．

烟草叶际微生物中维生素Ｂ６代谢酶吡哆醛还原酶的研究
陶　朕

（安徽农业大学茶与食品科技学院，安徽合肥２３００３６）

　　摘要：吡哆醛还原酶（ｐｙｒｉｄｏｘａｌｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＰＬＲ）是维生素 Ｂ６代谢关键酶。从烟草 －叶际微生物共生系统中提取

ＰＬＲ粗酶后，采用苯肼衍生方法测定ＰＬＲ活性，鉴定ＰＬＲ酶的来源，对叶际表面微生物进行分离、计数，并分析对应的
活性，对其基本的酶学性质进行初步研究。结果表明：叶际微生物是 ＰＬＲ酶的主要来源，从烟草叶面分离得到了细
菌、真菌、放线菌３种微生物；数量上细菌＞真菌＞放线菌；而同浓度下 ＰＬＲ活性比较，真菌 ＞细菌 ＞放线菌；该酶的
最适反应温度为３５℃，在ｐＨ值７．０时，酶活力最高。
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　　磷酸吡哆醛（ｐｙｒｉｄｏｘａｌ－５′－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＰＬＰ）是维生素Ｂ６
的主要辅酶形式，在生物体氨基酸代谢、抗生素合成、调节免

疫功能等［１］方面有重要的生理作用。吡哆醛还原酶（ｐｙｒｉｄｏｘ
ａｌｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＰＬＲ）在ＰＬＰ补救途径中起重要作用。ＰＬＲ催化
吡哆醛（ｐｙｒｉｄｏｘａｌ，ＰＬ）生成吡哆醇（ｐｙｒｉｄｏｘｉｎｅ，ＰＮ），再经催化
生成磷酸吡哆醇（ｐｙｒｉｄｏｘｉｎｅ－５′－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＰＮＰ），最后生
成ＰＬＰ［２－４］。

目前，大多数对维生素Ｂ６的研究都是集中于其特定几个
成分转换间的反应，而很少研究使 ＰＬ、ＰＬＰ转化成其他成分
的反应［５］。早期在粟酒裂殖酵母和啤酒酵母中提取得到

ＰＬＲ，这种酶可以有效催化ＰＬ－ＰＮ的ＮＡＤＰＨ依赖型可逆反
应。２０１１年，Ｈｅｒｒｅｒｏ等从拟南芥中提取 ＰＬＲ的基因片段在
受体中进行表达研究，揭开了ＰＬＲ还原酶在植物中研究的序
幕［５］。烟草作为一种模式植物与其生长环境中的微生物关

系密切，两者共同形成了植物 －微生物共生体系统［６］。叶际

微生物作为微生态分子生态学一个新兴的研究领域，已经引

起人们的广泛关注。研究烟草叶际微生物中的 ＰＬＲ，既有利
于进一步了解叶际微生物的某些特定性质，也对进一步认识

维生素Ｂ６代谢过程有意义，同时也对研究这种共同环境下，
叶际表面微生物与植物中维生素 Ｂ６代谢相互影响有重要的
指导作用，但叶际微生物的研究在国内鲜有报道。

本研究以烟草和烟草表面微生物为一个整体，对 ＰＬＲ来
源进行确认，以及对烟草叶面微生物进行培养、分类、鉴定、计

数，得到了微生物量与 ＰＬＲ活性关系，最后还对 ＰＬＲ的基本
酶学性质进行了研究与分析。

１　材料与方法

１．１　材料和主要试剂
烟草种子来自安徽省农业科学院烟草研究院，品种为云

烟２１。ＭＯＰＳ、吡哆醛（ＰＬ）、苯肼、ＮＡＤＰＨ、高氯酸均购自上
海生工生物工程公司，试验用的高氯酸和纯水为分析纯。

分离所用培养基包括：分离真菌用马铃薯葡萄糖琼脂培

养基（马铃薯２０ｇ、蔗糖２ｇ、琼脂２ｇ、水 １００ｍＬ）；分离细菌
用牛肉膏蛋白胨培养基（牛肉膏０．３ｇ、蛋白胨１．０ｇ、氯化钠
０．５ｇ、琼脂１．５ｇ、水１００ｍＬ）；分离放线菌用高氏一号培养基
（可溶性淀粉 ２ｇ、ＫＮＯ３０．１ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４０．０５ｇ、琼脂 ２ｇ、
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５ｇ、ＮａＣｌ０．０５ｇ、ＦｅＳＯ４· ７Ｈ２Ｏ０．００１ｇ、
水１００ｍＬ）。
１．２　烟草叶际微生物和内生菌中ＰＬＲ的提取
１．２．１　叶际微生物中ＰＬＲ提取　取烟草叶片２ｇ，置于无菌
烧杯中，加入１０ｍＬ无菌水充分振荡（摇床１７０ｒ／ｍｉｎ，２ｈ），
在无菌条件下取出叶片，将摇匀的冲洗液划平板培养４８ｈ，得
到菌落后再进行扩大培养，最后得到的菌液即为粗酶液。

１．２．２　内生菌中ＰＬＲ提取　取烟叶２ｇ，用清水冲洗２ｈ后
晾干，７０％乙醇表面消毒１ｍｉｎ，然后用０．０１％氯化汞表面消
毒８ｍｉｎ，无菌水冲洗 ３次后，放入无菌研钵中研碎加入
１０ｍＬ无菌水后划平板培养４８ｈ，得到菌落后进行扩大培养，
富集菌液即为粗酶液。

１．３　ＰＬＲ活性的测定
参照Ｙｏｋｏｃｈｉ等的ＰＬＲ活力检测方法［７］，略有改动。反

应体系为 ６００μＬ：３００μＬ粗酶液，６０μＬＰＬ（２ｍｍｏｌ／Ｌ），
６０μＬＮＡＤＰＨ（２ｍｍｏｌ／Ｌ），１８０μＬＭＯＰＳ（５０ｍｍｏｌ／Ｌ），在对
照组中另加入２００μＬ高氯酸（２ｍｏｌ／Ｌ）灭活。试验组和对照
组于３５℃水浴２ｈ，向试验组中加入２００μＬ２ｍｏｌ／Ｌ高氯酸，
终止反应。８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取６００μＬ上清于棕色试
管，加入２００μＬ苯肼（０．１ｍｏｌ／Ｌ）、２ｍＬ水，在６０℃中反应
２５ｍｉｎ，在４１０ｎｍ下检测吸光度。酶活单位（Ｕ）定义为：每
ｍｉｎ每ｍｇ蛋白催化减少的ＰＬ的量（ｎｍｏｌ／Ｌ）。
１．４　叶际微生物的计数、鉴定

取１ｃｍ２烟叶置于１０ｍＬ无菌水中，在超声波振荡仪中
振荡４ｍｉｎ后［８］，在无菌环境中取出叶片，得到淋洗液进行梯

度稀释，分别将原液稀释为１０－３原液、１０－５原液、１０－７原液。
取上述各浓度样品液１ｍＬ，分别均匀涂布于马铃薯葡萄糖琼
脂培养基、牛肉膏蛋白胨培养基和高氏一号培养基，将培养皿

倒置于２８℃生化培养箱中，２～３ｄ后检查细菌并计数；３～
５ｄ后检查真菌并计数；５～８ｄ检查放线菌并计数。得到的
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菌，用ＯＬＹＭＰＵＳ倒置ＩＸ５１荧光仪观察各微生物形态，然后
依据真菌鉴定手册、细菌系统鉴定手册［９］、放线菌鉴定等标

准进行初步鉴定。

２　结果与分析

２．１　烟草叶片与微生物共生体系统ＰＬＲ来源的确定
由表１看出，当烟草在立即磨碎反应条件下，无菌组培烟

草ＰＬＲ活性比有菌自然生长的烟草略低。而通过３５℃水浴
６ｈ后磨碎，无菌组培烟草 ＰＬＲ活性远小于有菌自然生长的
烟草。通过上述 ２组试验得出，有菌烟草在适宜的条件下
ＰＬＲ活性有较大增长，而无菌烟草在相同条件下ＰＬＲ活性基
本不变，即 ＰＬＲ的主要来源并非植物内部维生素 Ｂ６的代谢
产物，而主要是来自微生物自身维生素Ｂ６代谢产生的。

表１　不同处理方式烟草ＰＬＲ活性

处理
ＰＬＲ活性（Ｄ４１０ｎｍ）

组１ 组２ 组３ 平均值

无菌３５℃水浴６ｈ ０．０４３ ０．０３９ ０．０４６ ０．０４３
有菌３５℃水浴６ｈ ０．６９４ ０．７０３ ０．７１１ ０．７０３
无菌立即反应 ０．０３８ ０．０４４ ０．０４１ ０．０４１
有菌立即反应 ０．０９３ ０．１０１ ０．１０８ ０．１０１

　　从有菌自然生长的烟草分离得到叶面微生物和内生菌，
经扩大培养后，调整到相同浓度（Ｄ６００ｎｍ绘制标准曲线），测定
ＰＬＲ活性（图１），烟草内生菌维生素 Ｂ６代谢过程中的 ＰＬＲ
活性远低于叶面微生物维生素Ｂ６代谢过程的ＰＬＲ活性。从
而得出，烟草叶片与微生物共生体系统中的ＰＬＲ主要来于烟
草叶面微生物。

２．２　烟草叶际微生物分离
用ＯＬＹＭＰＵＳ倒置 ＩＸ５１荧光仪观察３种不同培养基培

养的菌，经过微生物鉴定手册初步鉴定分别为细菌（图２）、真
菌（图３）、放线菌（图４）。

２．３　烟草叶际微生物菌种ＰＬＲ活性比较
叶面分离得到的 ３种菌稀释至同一浓度，测得各种菌

ＰＬＲ活性如图５所示。同一浓度下，维生素Ｂ６代谢过程中

ＰＬＲ活性从大到小依次为：真菌、细菌、放线菌。即真菌在维
生素Ｂ６代谢过程中的ＰＬＲ酶含量大于细菌与放线菌。
２．４　不同处理方式烟草叶面微生物的数量以及对应活性

由表２可知，３种环境处理方式，由于其烟草叶面的湿度
是不同的，最后得到菌的数量不同。结果显示，经过３种方式
处理后，细菌数量多于真菌和放线菌，表明在叶际表面微生物

中细菌为优势菌种。而从总的微生物数量上，完全浸没于无

菌水３５℃恒温一夜后的总微生物量多于洒１ｍＬ无菌水于叶
面和恒温箱３５℃处理，表明水溶液环境更适合微生物生长。

表２　不同环境处理方式叶际微生物的数量比较

处理
数量（ＣＦＵ／ｃｍ２）

细菌 真菌 放线

完全浸没于无菌水，３５℃１夜 １．３×１０８ ６．２×１０５ ２．３×１０４

洒１ｍＬ无菌水于叶面，３５℃１夜 ５．２×１０６ ０．７×１０５ １．５×１０４

恒温箱，３５℃１夜 ０．８×１０５ ４．２×１０３ ０．９×１０３

　　由表３可见，３种处理方式后ＰＬＲ活性不同，活性大小与
烟草叶片表面微生物数量呈正相关，即烟草叶际微生物数量

决定了维生素Ｂ６代谢过程ＰＬＲ活性。
２．５　烟草叶际微生物ＰＬＲ的基本酶学性质
２．５．１　反应时间对酶活性的影响　由图６可以看出，随时间
变化，ＰＬＲ的相对活性与反应时间基本呈正相关关系，２ｈ后
随时间延长ＰＬＲ活性趋于平缓，即该酶适宜的反应时间应为
２ｈ。
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表３　不同环境处理方式叶面微生物的ＰＬＲ活性比较

处理方式
ＰＬＲ活性（Ｄ４１０ｎｍ）

组１ 组２ 组３ 平均值

完全浸没于无菌水，３５℃１夜 ０．７７９ ０．７７１ ０．７８２ ０．７７７
洒１ｍＬ无菌水于叶面， ０．３５３ ０．３８８ ０．３９６ ０．３７９
３５℃ １夜
恒温箱，３５℃ １夜 ０．０７１ ０．１３３ ０．１２８ ０．１１１

２．５．２　反应温度对酶活性影响　由图７可以看出，随反应温
度的升高，ＰＬＲ活性逐渐增大，当温度３５℃时，ＰＬＲ活性达到
最大；温度继续升高，反应活性降低，当温度超过５０℃后，该
酶就失去活性。说明ＰＬＲ的最适催化温度为３５℃。

２．５．３　ｐＨ值对酶活性影响　ｐＨ值是影响酶活性的一个重
要因素，只有在合适的 ｐＨ值区间中酶的催化反应才能顺利
进行。从图８可以看出，ＰＬＲ活性区间为ｐＨ值５．５～８．５；ｐＨ
值低于５或高于９，酶均未表现出活性；而 ｐＨ值７．０时 ＰＬＲ
的活性最大。

３　结论与讨论

通过对烟草与烟叶表面微生物的共生系统中 ＰＬＲ的研
究，确认了在此共生系统中 ＰＬＲ酶的主要来源为叶际微生
物；对叶际微生物进行了初步的分离与计数，得到了细菌、真

菌、放线菌在烟草叶际的数量与其活性的关系；同时也得到了

在相同菌浓度下，ＰＬＲ活性大小依次为真菌、细菌、放线菌的
结论；最后对此酶的基本酶学性质进行了分析，得到了此酶最

适的反应条件，即在３５℃恒温水浴下，当ｐＨ值７．０时，反应
２ｈ以上，此酶活性最大。
　　在自然生长的烟草叶际表面存在大量的微生物，在适宜
的湿度和温度下，微生物会大量繁殖，尤其是细菌和真菌，从

而使叶际表面微生物维生素 Ｂ６代谢过程中的 ＰＬＲ增多，而
植物本身ＰＬＲ含量较少，由此猜测，植物在自身维生素Ｂ６补
救途径过程中有可能受外界微生物中的大量ＰＬＲ影响。

同时在对ＰＬＲ酶进行破碎提取时，发现其破碎后上清液
活性基本为０，而活性主要集中在沉淀中，在对其沉淀进行分
级沉淀后，得到的分级沉淀的活性基本一致，初步判断此酶是

一种膜蛋白酶［１０］。
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