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요 약. 토마토(L夹어)ersimt esn如血m)를 파종하여 1년간 성장시키면서 성장기간에 따른 잎과 뿌리의 

catalase 활성 변화를 측정하였다. 뿌리에 있어서의 catalase 활성은 잎의 경우에 비해 전반적으로 매우 미 

약하였다, 반면에 잎의 catalase 활성은 매우 현저한 변화 양상을 나타냈는데 주로 peroxisomal 분획에 존 

재하였고 특히 발아 후 2주 이내의 발아초기에 76卩mol/m〃min의 최고 활성을 기점으로 하여 급격히 감 

소했다가 성장기 4~5개월에 즈음하여 상당히 증가된 활성을 보였으며 11~12개월째 노화기에 가장 저조한 

활성을 보였다. 이와 같이 성장시기에 따라서 변화하는 catalase 활성에 영향을 미치는 인자로서 첫째 발 

아기에는 glyoxyl가e cycle과 g-oxidation이 일어나는 glyoxisomal 반응 그리고 둘째 발아기 이후에는 광합성 

반응이 각각 해당시기에 压。2를 발생시키는 반응으로 작용할 것으로 간주된다. 이 외에도 NADPH는 불활 

성화된 catalase(compound II)를 다시 활성화시켜 해로운 기질인 氏。2로부터 catalase 보호제로서의 역할을 

함으로써 토마토의 생장기간 전체에 걸쳐 작용하는 것으로 나타났다.

ABSTRACT. Catalase activities were as옹ayed on the leaves and roots of Tom거。(Lycopersicum escule­
ntuni) as a function of age for 1 year after germination. The enzyme activities of root tissue demonstrated 
to be insignificant through all stages of development. On the other hand, the catalase activities of leaf 
peroxisomal fractions showed remarkable changes with peak vahi은 of 76 pmol/m//min at germination 
stage within 2 weeks growth, 7.2 pmol/m//min at adult stage around 4~5 months growth and very small 
activities at aged period around 11—12 months growth. It is suggested that there may be two factors 
concerning such catalase activities in rel가ion with age, firstly the glyoxisomal reactions in이uding glyoxy­
late cycle and g-oxidation at germination stage and secondly photosynthesis hereafter seemed to affect 
age dependent changes of catalase activity by producing coincident amount of H2O2. In addition, NADPH 
coenzyme was found to have ability to restore catalytic acitivity of inactivated catalase (compound II) 
at all stages of development except old age, indicating NADPH would play a role as catalase protector 
again앇 deleteious sub아rate, H2O2.

서 론

식물을 포함한 생물체의 대사반응 중에서 hydro­

gen peroxide(H2O2), superoxide(O2 ), hydroxy ra- 
dical(OH-) 등과 같은 활성산소(active oxygen) 일명 

유해 산소(deleterious oxygen) 가 발생한다*, 이 물 

질들은 세포에 매우 해로운 물질로 식물에서는 한 

발에 대한 피해% S6와 같은 공해물질에 의한 반응% 

상처를 입었을 때의 내부반응I 감염성질병에 의한 
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손상£ 냉해시의 피해작용7 둥의 원인물질로서 세포와 

조직의 구조적, 기능적 손상을 야기시킨다. 동물에 

서도 노화의 기전으로서 암, 염증, 백내장, 동맥경화, 

당뇨병 등 퇴행성 질병과 관련되어 논의되고 있고 

기타 각종 질환의 원인으로서 큰 관심의 대상이 되고 

있다I

식물에서 H2O2의 발생을 살펴보면 광합성(photos- 
ynthesis)의 두 계 열의 반응 중 광합성 계 I(photosys- 
tem I)과 광합성계 II(photosystem II)에 의해서 이 

루어지는 명반응에서 광자의 자극을 받아 강력한 

화원체인 ferredoxin 및 plastoquinone 등에 의해 

전자가 이동하여 수소주게인 NADPH를 합성하고 물 

(HQ)로부터는。2가 발생되는데 이 과정에서 전자를 

비롯한 여러 종류의 환원제에 의해 분자상의 산소가 

환원되어 H2O2가 발생되고 있다* 두번째 계열인 

암반웅에서는 fructose가 합성됨으로써 광합성(pho­
tosynthesis) 이 마무리지어지는데 식물에서 거꾸로 

이 유기물을 6로 산화하여 HQ와 CO?로 분해하는 

광호흡(photorespir■가ion) 반응도 일어나고 있다. 광 

호흡 반웅의 의미는 아직 규명되지 않고 있으나 이 

일련의 반응이 peroxisome, chlorophast, mitochon- 
dria의 세 소기관에 걸쳐서 일어나고 있으며 최소한 

두 단계에서 H2O2가 발생되고 있다는 점이 특징인 

데 1Q11, 일반적으로 광합성이 추진됨에 따라 광호흡 

반응도 활발해지고 따라서 발생되어지는 H2O2의 양 

도 증가할 것으로 알려져 있다.

그런데 생체내에서 이와 같이 유해한 산소들을 

신속히 처리하여 세포를 보호하는 항산화계 효소 

들이 있는데 이들로서는 catalase, surperoxide dis- 
mutase(SOD), glutathione peroxidase, glutathione 
reductase 등이 알려져 있으며 이 중에서 catalase 

(H2O2: H2O2 oxidoreductase EC L1L16)는 H2O2를 

분해 소거하는 대표적인 효소이다

한편 catalase가 생체내에서 자체기질인 玮。2에 

의해 손상을 받지 않고 온전성을 유지할 수 있는 

기전에 대해 많은 연구자들이 관심을 기울여 왔으나 

밝혀 진 바는 별로 없으며 다만 Kirkma수篆3에 의 하여 

catalase-band NADPH가 발견됨으로써 NADPH의 

catalase 보호기능이 시사되었다.

본 연구에서는 식물체의 노화에 대한 연구의 일 

환으로 1년생 초본언 토마토(£猝여切奇成伽 esculen- 

ZwwX 1년간 성장시키면서 잎과 뿌리의 catalase 

활성을 측정함으로써 玮。2 발생 작용과 성장과정의 

관계를 검색하였으며, 이에 영향을 미칠 수 있다고 

간주되는 광합성의 지표로서 chlorophyll a와 b 및 

catalase 활성과 NADPH와의 관계를 실험하였다,

실 험

시약 및 기기. Potassium phosphate monobasic, 
potassium phosphate dibasic, potassium hydroxide, 
calcium chloride, 30% hydrogen peroxide는 analy­
tical grade 제품을 사용하였으며 ethyl alcohol^- Ja­

mes Bunxnigh사의 제품을 사용하였다. Onozuka 4S 
C이hilase는 Yakult Biochemical Co., 그리고 Roha- 
ment P는 Rohm GmbH Chemische Fabrik의 제품 

을 구입하였고 bovine serum albumin과 sorbitol은 

Sigma Co. 의 제품이었다. Glucose oxidase, glucose, 
glucose-6-phosphate, glucose-6-phosphate dehyd­
rogenase-^ Sigma사의 제품이었다. 사용기기는 Be- 
ckman사의 High speed centifuge J2-21 과 Milton 
Roy사의 UV/Visible spectrophotometer이었다.

식물재료. 토마토(Lye어仞笠饥彻 esc”"由刼的)는 

서울 종묘 주식회사(서울)의 종자를 사용하였다. 이 

종자를 15± 2°C, 12hrs/day의 조명으로 조절된 배 

양실에서 일정 용기에 파종하여 1년간 생장시키면서 

필요한 시기의 식물체를 시료로 취하였다.

효소액 조제. 성장기간에 따른 토마토 식물체의 

시료를 10~100본 정도 취하여 깨끗이 세척하고 

물기를 닦아냈다. 이들은 줄기를 제외한 뿌리와 잎의 

두 분으로 나누어 무게를 달고 그 무게의 10배 용 

액 인 0.1 M phosphate buffer(pH 7.0)를 가했다. 이 하 

모든 조작은 효소의 변성을 방지하기 위하여 4°C로 

유지하면서 시행했다. 이 혼합물을 얼음조 중에서 

polytron homogenizer를 사용하여 3초씩 5회 균질 

화시켰다. 이 균질액은 800g에서 20분간 원심분리 

하여 상등액을 postnuclear 분획으로 사용하였으며 

이 postnuclear 분획으•로■부터 peroxisomal catalase 
를 조제하기 위해서는 기본적으로 Schmitt의 방법4을 

적용하였는더】, 이 방법 중 순수 peroxisome 분리를 

위한 percoll gradient 최종단계는 생략하고 대부분 

peroxisome으로 이루어진 peroxisome 분획을 조제 
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하였고 이 분획의 catalase 활성의 계산은 원래 유 

래한 postnuclear 분획의 용량에 준하였다.

Catalase 활성분석. Catalase 활성분석은 Havir 
의 방법15에 의하여 시행하였다. 반응액 3mZ은 50 

mM potassium phosphate buffer pH 7.0, 1.0 mZ, 
12.5mM H2O2 0.8 m/, 효소액으로 이루어져 있다. 

Catalase 활성은 240nm에서 흡광도의 감소로 측정 

되며 limit는 1분당 1 呻이의 HQz를 분해시키는 

catMase의 양으로 정하는데 이 계산은 Beers의 방 

법에 의하였다吃

Chloroplyll 정량. 토마토 식물의 잎으로부터의 

chlorophyll의 추출은 Hardy의 방법”에 의하여 시 

행하였는데, 기본적인 조작은 다음과 같다. 토마토 

종자를 파종 후 발아시켜 생장기간에 따라 10-100 
본을 채취하여 물로 세척하였다. 그들의 잎을 0.2g 
취 한 다음 잘게 잘라 96% ethanol을 15 m/ 첨 가하여 

polytron homogenizer로 5초씩 5회 균질화시키면 

균질액에 chloropyll 이 용출되어 나왔다.

두 차례 에 걸쳐 추출한 25 mZ의 96% ethan이 chlo­
rophyll 용액에 대해 665 nm와 648 nm에서 흡광도를 

측정하여 chlorophyll a와 b의 정량계산을 하였다記.

불활성 Cat이臼龄에 대한 NADPH의 영향. 토마 

토 잎의 peroxisome에서 유래한 catalase의 성상에 

대해 NADPH의 영향을 살펴보기 위하여 이 효소 

용액을 불활성화시키기 위한 氏。2를 처리 조작은 

다음과 같다. H. N. Kirkman*의 방법에 준하였는데 

3mL의 반응액에는 10~100卩/의 peroxisomal cata­
lase 용액, 0.01 M phsphate buffer pH 6.5, glucose 
oxidae(3.4 nM)와 glucose(2 mM)을 첨가하여 H2O2 
의 발생이 1 呻이/m〃min이 되도록 하여 37°C에서 

90분간 반웅시켜서 catalase를 불활성화시켰다. 한편 

NADPH 의 catalase 보호작용을 검색하기 위하여 

위와 같이 H2O2 처리를 하기 위한 반응액에 NADPH 
(2mM)를 첨가하여 역시 37°C에서 90분간 반웅시 

켰다. 이렇게 처리한 효소반응액은 360-460nm 사 

이의 흡광도를 기록하여 비교하였으며 특히 405 
nm의 홉광도를 기초로 하여 계산을 시행하였다.

결과 및 고찰

성장기간에 따른 Catalase H성 변화
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Fig. 1. Age-dependent changes of catalase activities 
in the p。아nuclear fractions of leaves (.-•) and 
roots (O - O). Reaction mixture (3 m/) was composed 
of 50 mM potassium phosphate buffer pH 7.0, 1.0 mZ, 
125 mM H2O2 0.8 ml and appropriate enzyme solu­
tion. Cat지ase activities was assayed as the decrease 
of absorption at 240 nm.

잎과 뿌리의 postnuclear 분획의 catalase 츙성. 

파괴되지 않은 세포와 핵을 제외한 세포내용물이 

그대로 함유된 이 분획의 catalase 활성은 1년에 걸친 

토마토의 성장기간에 따라F讶. 1에 제시한 바와 같은 

변화양상을 나타내었다. 전기간에 걸쳐 뿌리에 비해 

잎에서 효소활성이 월등히 높았으며 이 결과로부터 

뿌리에서의 catalase 효소는 생리적으로 잎에 비해 

큰 의미가 없는 반면 잎에서의 catalase 효소는 잎의 

독자적 기능과 밀접히 관련이 있을 수 있을 것으로 

판단되었다. 잎에서의 효소활성의 변화 그래프 중에 

서 가장 특징적인 부분은 종자가 발아되어 지상에 

어린 싹을 틔운 발아 후 1주일 이내의 초기에 나타낸 

매우 높은 효소활성이었다. 이 중 가장 최고값인 76 

呻이/mZ/min의 활성은 차후 성장기간 중 최고값인 

5개월째의 7 卩mol/m〃min에 비해 10여배에 달하는 

수치로서 이 효소가 토마토의 발아현상과 긴밀한 

관계가 될 수 있음을 시사하고 있다.

일반적으로 알려진 바에 의하면 식물에서의 cata- 

lase는 peroxisome에만 유일하게 존재하며 인접해 

있는 chloroplast와 mitochondria로부터 광합성, 광 

호흡, 산화적 인산화 반응 중에 필수적으로 파생되는 

压。2를 신속히 인수받아 분해하여 무독한 HQ로 

바꿈으로서 세포기능이 손상받지 않고 원활히 이루 

어지도록 작용하는 것으로 알려져 있다】。叫
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따라서 이 postnuclear 분획에서 나타난 catalase 
효소활성은 분획 중에 포함된 peroxisome의 cata- 

lase에 의한 것으로 간주된다.

한편 식물의 발아기간 중 매우 독특한 특징으로서 

세포내에는 peroxisome 대신 glyoxisome이 존재하 

며 이 glyoxisome이 peroxisome의 기능인 catalase 
작용 뿐만 아니라 발아에 필요한 에너지와 대사기 

질을 긴요하게 공급하는 것으로 알려져 있다皿. 그 

러므로 식물체의 발아에는 glyoxisome이 결정적으로 

중요하며 Fig. 1의 그래프에서 제시된 발아 후 초기의 

예외적으로 높은 catalase 활성 역시 glyoxisome에 

의할 것으로 간주된다. 발아가 완성되어 광합성에 

의해 식물체가 정상적으로 일상을 영위하게 되면 이 

glyoxisome은 차츰 peroxisome으로 전환되는 것으 

로 밝혀지고 있으며 따라서 peroxisome0] 존재하지 

않은 발아시기의 이 높은 catalase 활성은 이 시기에 

매우 왕성한 glyoxisome의 H2O2 분해능력으로 판 

단된다. °1 glyoxisome에 의해 수행되는 주요한 반 

응으로서는 0-oxidation과 glyoxylate cycle에 의해 

에너지 및 FADH2, 대사기질을 공급하는데 이들 과정 

중에 氏。2 생성이 이루어지며 192。발아시기에 cata­

lase 활성이 예외적으로 높다는 사실은 이들 반응 

에서 발생되는 电。2의 양이 상당하는 것으로 시사 

하고 있다.

잎과 뿌리의 peroxisome 분획의 catalase 활성. 

Fig. 1에 제시된 catalase 활성은 세포내의 glyoxi- 
some과 peroxisome으로부터 유래하리라는 것은 기 

존의 밝혀진 사실"I들로부터 충분히 예측할 수 있 

었으나 그 확인을 위하여 glyoxisome을 포함하는 

peroxisome 분획을 해당시기별로 제조하여서 cata­
lase 활성을 측정하고 그 결과를 Fig. 2에 제시하였다.

F讶.2에 표시된 catalase 활성은 F也 1의 것과 생 

장기간에 따라 변화되는 양상이 매우 유사할 뿐 아 

니라 그 값 역시 크게 다르지 않은 결과를 보이고 

있다. 즉 발아초기의 월등히 높은 효소활성(62 
|amol/m〃min)은 발아 후 약 2주 정도에 벌써 매우 

저조하게 감소되었을 뿐 아니라 그 후 약 1년여에 

걸친 생장기간에서도 크게 변화되지는 않았으나 성 

장시기가 약 5개월 즈음되면 약 6(imol/m〃nin의 

비교적 높은 활성치를 나타내는데 이 값은 최저값을 

나타내는 성장기 1~3개월 그리고 10~12월의 수

《
圣
,

'-
-,1

:;오
■
그
 u5"

。'

Fig. 2. Age-dependent changes of catalase activities 
in the peroxisomal fractions of leaves (•-•) and 
roots (O-O). Reaction mixture and assay method 
were the same as in Fig. 1.

치의 약 2배에 달하였다.

5개월째의 비교적 높은 값은 이 시기가 이 식물의 

왕성한 생장기간일 뿐 아니라 꽃을 피우고 열매를 

맺는 중요한 생리현상이 이루어지는 시기이므로 전 

반적인 대사활성이 항진되며 그에 따라 파생되는 

氏。2의 양도 많아져서 그에 상응하여 이 효소활성도 

증가할 수도 있다는 가능성을 고려할 수 있다. 반면 

성장시기 10~12개월 사이의 대사기능이 전반적으로 

퇴화하는 노화기간에는 catalase 활성이 대단히 위 

축하여 매우 저조한 양상을 나타내었다. 이상의 Fig. 
1 과 2의 결과로부터 토마토의 잎에서 발현되는 cata- 

lase 활성은 세포내의 발아초기에는 glyoxisome 그 

리고 그 이후에는 peroxisome에서 식물의 생리인 

발아나 개화 또는 노화와 유관하여 현저하게 변화 

하는 것으로 보인다.

이상의 결과에 대한 보완 실험으로서 nonperoxi­
some 분획에서의 catalase 활성을 각각 peroxisome 
분획에 상응하는 성장시기에 측정하여 F沮3에 표 

시하였다. 표시된 바와 같이 nonperoxisome 분획의 

catalase 활성은 어느 시기에서도 거의 측정되지 않 

았으며 Fig. 1〜3의 결과를 종합해 보면 토마토 잎의 

catalase 활성은 전적으로 잎의 peroxisome에서 그■ 

리고 발아시기에는 glyoxisome에 서 나타나는 것으로 

결론지울 수 있을 것으로 판단된다.

성장기간에 따른 Chlorophyll a, b의 농도

Fig. 1과 2의 결과에 의하면 catalase 효소활성은 

거의 잎에서만 뚜렷하게 나타나며 변화양상도 잎에
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Fig. 4. The concentrations of chlorophyll a and b in 
the chloroplast fractions of leaves as a function of 
age. The extraction and assay of chlorophyll a (•-•) 
and b (0-0) were based on the method by S. I. 
Hardy25 and J. F. Winterman18, respectively.

0 9 4 8 8 10 12

MONTHS

Fig. 3. Time course of the catalase activities in the 
nonperoxisomal fractions of leaves (•-•) and roots 
(0-0). Reaction mixture and assay method were the 
same as in Fig. 1.

서 특징적으로 표현되었다. 그러므로 catalase의 활 

성이 잎의 고유한 대사반응과 관계되어 있을 가능 

성이 제시될 수 있으며 잎의 고유한 기능이라면 우 

선적으로 광합성 (photosynthesis)을 생각할 수 있다. 

본 실험에서는 잎에서의 catalase 활성변화가 광합 

성과 유관한지의 여부를 파악하기 위하여 성장시기 

별로 잎의 chlorophyll a와 b의 농도를 측정하여 

보았다. 그 결과가 FZg.4에 표시되어 있는데 그 변 

화양상의 특징으로서는 첫째 종자의 발아 즈음의 

시기에는 chlorophyll a와 b의 농도가 catalase 활 

성 양상과는 달리 별로 높지 않았으며 대신 3~5개월 

사이의 성장기간에 이르러서 1~2개월에 나타낸 수 

치의 약 2배에 달하는 chlorophyll a와 b의 값이 

측정되었다.

이와 같이 토마토의 잎에 있어서의 chlorophyll 
a와 b는 모두 4~5개월 사이에 평소기간의 약 두 

배에 달하는 높은 값을 나타내었는데 이 사실은 이 

시기에 광합성이 가장 왕성하다는 것을 반영한다고 

볼 수 있다. 이 Fig. 4의 결과와 Fig. 1 및 2의 결과를 

서로 비교하여 보면 발아시기인 최초 2주 이내의 

그래프의 양상만 다를 뿐 그 나머지 대부분의 기간을 

포함한 전기간 중에는 공통으로 발아 후 4~5개월 

사이에 최고값을 나타내는 넓은 peak를 보이고 있다. 

따라서 토마토는 발아 후 최초 2주간을 제외하고 

나머지 약 1년에 걸친 생장기간 중의 catalase 활성은 

광합성에 비례하는 변화양상을 나타내고 있으므로 

이 기간 중의 catalase 활성은 대부분 광합성에 의해 

파생되는 H2O2의 처리를 위하여 catalase 효소가 

유발되는 것으로 간주할 수 있을 것같다.

한편 토마토는 발아 후 최초 1〜2일간은 육안으로 

보기에도 잎의 푸른 엽록소의 색이 거의 보이지 않 

았으며, 실제 FzZ 4에서 보듯이 chlorophyll a와 b의 

양이 매우 낮은데도 불구하고 Fig. 1과 2의 결과에 

서는 그 어느 시기보다도 월등한 catalase 활성의 

최고값을 나타내고 있다. 그런데 식물생리의 가장 

중요한 한 과정인 종자로부터 새로운 환경에 적응 

하는 식물체의 탄생을 위한 발아과정 (germination) 
에서 일어나는 핵심적인 반응은 glyoxiaome에 의해 

서 수행되는 반응들로서 에너지 공급을 위한 지방 

산의 0-oxidation 과 대사기질공급을 위한 glyoxylate 
cycle을 들 수 있는데 3-oxidation 반응에서는 파생 

되는 FADH2의 산화단계에서 瓦02가 발생되고 glyo­
xylate cycle에서도 FADH2가 생성되므로 그 역시 

也。2가 발생되고 있음이 밝혀져 있다WL22. 따라서 

이 발아시기는 일반 생장기와 달리 광합성 대신 gly- 
oxisome에 의한 이 반응들이 주대사반응들이며 이 

반응들의 여러단계에서 H2O2의 발생이 이루어지고 

있으므로 그에 따라서 catalase 활성이 크게 유발된 

것으로 볼 수 있을 것같다.

氏。2를 중심으로 살펴보면 발아시기에는 glyoxi- 
some의 여러 반응들에 의해서 상당량 발생하며 그 

무독화를 위한 처리도 glyoxisome 자체의 H2O2 분 

해효소인 catalase에 의해 이루어지는 바년, 일반 

생장기에는 chloroplast에서 수행되는 광합성계의 
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반응들로 부터 H2O2가 대부분 생성되는데, 이 h2o2 
는 일단 인접해 있는 peroxisome'으로 전이된 다음 

이 peroxisome의 catalase에 의해 무독화 처리되는 

것으로 판단하여도 큰 무리가 없을 것으로 생각된다. 

다시 말하면 이상의 Fig, 1〜4에 걸친 실험을 통하여 

잠정적으로 결론지울 수 있는 것은 토마토가 발아 

하는 기간인 발아 직후 수일간에는 glyoxisome에 

의한 8-oxidation 과 glyoxylate cycle 이 주 대사반응 

이며 이때 생성된 다량의 H2O2는 glyoxisome의 ca­
talase 효소에 의해 무독화 처리되고 그 이후 1년여 

대부분의 생존기간 중에는 광합성(photosynthesis?5] 
주 대사반응이며 이 광합성은 4~6개월 사이에 특히 

왕성하고 노화기에 해당되는 10~12월 사이에 매우 

위축되는 반웅으로 이 반응에 의해 발생되는 压。2는 

peroxisome의 catalase에 의해서 처리되는 것으로 

판단된다.

성장시기에 따른 CM이触e 警성에 대한 NADPH 
의 영향

Catalase(H2O2: H2O2 Oxidoreductase, EC 1.11. 
16)는 역사적으로 흥미있는 효소로서 기본적인 구 

조는 각각 1개씩의 heme IX를 지닌 tetramer 이다. 

이 효소에 대하여 그 동안 논의가 되어 왔던 사항은 

어떻게 이 효소가 자체 기질이며 산화력이 강한 H2O2 
에 대해서 안전할 수 있는가 하는 점이었다“羽. 이 

catalase의 작용은 F讶.5에 제시했듯이 Fe"■인 활성 

형 ferricatalase가 H2O2를 压0로 분해시킨 다음 

자신은 일단 oompound(I)(FeV)로 전환되고 나아가

Fenicatalase

Compound I
Fig. 5. Traditional scheme for the function of cata­
lase. Ferricatalase, compound I, and compound II have 
formal oxidation states of Fe(III), Fe(V), and Fe(IV). 
Compound II is an inactive form of catalase. 

불활성인 화합물 compound IKFe17)로 전환되어 최 

종적으로 활성형인 ferHcatalase(Fe旳로 재생되어 

사용되는 경로가 현재까지 알려진 바였다他 관건은 

compound I->compound II->ferricatalase5- 이어지 

는 단계에 작용이 가능한 AH의 종류와 작용기 전인데 

그 동안 좀처럼 해명되지 않다가 H. N. Kirkman13에 

의해서 catalase-bound NADPH complex가 분리 

확인됨으로써 NADPH가 생체내에서 compound II의 

활성화 작용을 하는 것이 밝혀지기 시작하였다.

본 실험에서는 토마토의 glyoxisome과 peroxi- 
some의 catalase의 보호제가 NADPH일 것인가 하는 

문제와 생장기간의 진행과 보호제와의 관계에 대한 

규명을 시도하여 보았다.

일차적으로 Table 1에 토마토의 성장기간 1년을 

단위로 하여 생리적 의미가 있는 발아가(germina­

tion), 성숙기(ad니t), 노화기(aged)의 시료로서 발아

Table 1. Coenzyme requirement of inactivated catalase 
for recovery of activity

Catalase (Age) Coenzymes
Recovery of catalase 

activity (%)

Germinated NADH 2.4
(3 days) NADPH 76.5

fmnh2 7.2
fadh2 4.0

Adult NADH 0.2
(4 months) NADPH 89.8

fmnh2 5.3
fadh2 4.7

Aged NADH 1.9
(11 months) NADPH 20.3

fmnh2 7.5
fadh2 6.9

The reaction mixture (3 ml) was composed of catalase 
solution (10, 100, 200 p/ prepared from 3 days, 4 mon­
ths, 11 months 이d tomato leaves, resetively), 0.01 M 
phosphate buffer (A). Inactivated catalase activity was 
assayed in a reaction mixture as above with H2O2 ge­
nerated at a rate of 1 pmol/mZ/min by glucose oxidase 
and glucose (B). Recovery of catalase activity was as­
sayed in a reaction mixture as in B but with the pre­
sence of NADPH (2 卩m이) (C). All reaction mixture 
were incubated at 37^ for 90 min. and the absorban­
ces at 405 nm were recorded. Calculation for the re­
covery of catalase activity was based on the formular 
(C-B/A-B)X100(%).
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후 3일째, 4개월재, 11개월재의 잎의 glyoxisome과 

peroxisome catalase에 대한 oxidoreduction coenz- 
ymes류의 보호 효과 실험의 결과를 제시하였다.

산화환원 조효소 중에서 세 종류의 생장시기에서 

모두 NADPH가 예외적으로 불활성화된 compound 
II로부터 catalase 활성을 회복시키는 효과가 가장 

높았고 나머지 coenzyme류는 거의 모두가 미약하 

거나 전혀 회복시키지 못함을 알 수 있었으며 이로써 

토마토 잎의 catalase는 human erythrocytes”에서오｝ 

마찬가지로 보호제로서 NADPH를 요구하는 효소인 

것을 알 수 있었다.

그런데 노화기의 경우에 NADPH의 효과가 발아기 

(765%)나 성숙기(89.8%)에 비해 20.3%로 훨씬 미 

흅하였으므로 발아기, 성장기, 노화기의 대표적인 세 

그룹의 성장과정에 따른 glyoxisome 및 peroxisome 
catalase 시료에 대하여 NADPH의 활성 회복 효과를 

absorption spectra# 통하여 더 자세히 검색하였다. 

기본적으•로_ ferricatalase^ 405nm에서 maximum 

peak를 보이는데 이 catalase 시료를 氏。2에 90분간

Fig. 6. Absorption spectra of catalase prepared from 
3 days old leves. All incubations and measurements 
of spectra were 10 pZ catalase solution, 0.01 M phos­
phete buffer, pH 6.5 at 37°C, • (A), before exposure 
to H2O2. □ (B), after exposure for 90 min to H2O2 
generated at a rate of 1 卩m이/m〃min by the presence 
of glucose oxidase and glucose (2 mM). x (C), as with 
B but with 나le presence of NADPH, 2 jimol. △ (D) 
as with B but with the presence of an NADPH gene­
rating system formed by the addition to the reaction 
mixture of glucose-6-phosphate dehydrogenase (5 
pg), glucose-6-phosphate (0.2 gmo), and NADP+, 2 
pmol.

노출시키면 ferricatalase가 불활성 인 compound II로 

전환함에 따라 405 nm에서의 흡수는 감소하고 대신 

420~440nm에서 특이한 흡수 증가가 일어난다. 한 

편 H2O2가 존재하는 반웅액에 NADPH regeneration 
system으로서 glucose-6-phosphate dehydroge- 
nase와 glucose-6-phosphate 또는 직접 NADPH를 

첨가하면 ferricatalase의 흡수 spectrum curve가 

회복도에 따라 재생된다电 F讶.6에 표시한 결과에 

의하면 발아 후 3일째의 어린 새싹의 glyoxisome 
catalase는 足。2에 90분간 노출시켰을 때 서서히 

그러나 현저하게 불활성화되어 curve B를 나타내 

었다. 이어서 NADPH를 첨가한 반응액의 curve C는 

원래 활성형이었던 curve A와 거의 유사한 흡수곡 

선을 나타냄으로서 NADPH에 의해 불활성 화된 co­
mpound II가 다시 ferricatalase로 재생된 것을 시 

사하고 있다.

다음으로 성숙기에 해당되는 4개월째의 토마토 

잎의 catalase에 대해 동일한 실험을 시행했을 때 

Fig. 侶 결과가 얻어졌는데 그래프의 전체적인 모 

양은 발아기의 peroxi&ome의 것과 비슷하며 다만 

NADPH에 의한 회복 정도에 약간의 차이가 날 뿐 

이었다. 그러나 노화기 시료의 결과인 F讶.8에서는 

curve C가 curve B와 비슷한 모양으로서 이 노화기 

시료에서는 ferricatalase HQ2에 의해 일단 com­
pound II로 전환된 다음 NADPH에 의해 용이하게 

활성형으로 재생되기 어려움을 시사하고 있다.

WAVELENGTH rnm

Fig. 7. Absorption spectra of catalase prepared from 
4 months old leaves. All incubations and measureme­
nts of spectra are the same as in Fig. 6 except 100 \d 
catalase solution.
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WAVELENGTH > Hffl

Fig. 8. Absorption spectra of catalase from 11 months 
old leaves. All incubations and measurements of spec­
tra are the same as in Fig. 6 except 200 p/ catalase 
solution.

본 연구에서 수행한 실험결과를 Fig. 1에서 8까지 

모두 종합하여 보면 토마토는 발아기, 성숙기, 노화 

기를 거치는 전 성장과정을 통하여 발아기에서 중 

요한 발아(germination)를 위하여 catalase 활성이 

특히 높고, 개화나 과수를 위시하여 대사 종류가 

다양하고 왕성한 성숙기(adult)에는 광합성에 준하여 

catalase 활성이 비례적으로 변화하며 전반적으로 

NADPH에 의한 ferricatalase의 재생도 우수하게 

이루어지는데 반하여 노화기(aged)에는 광합성도 

저조하고 NADPH에 의한 ferricatalase의 회복도 

미약하였다. 다시 말하면 H2O2는 토마토의 전생애를 

통하여 발아, 성장 및 노화와 긴밀한 관계를 가지며 

대부분의 성장기간 중에는 NADPH의 보호작용에 

힘입어 활성형 catalase가 원활히 수급됨으로서 H2O 
로 용이하게 무독화되는데 반하여 노화기에는 NA- 
DPH의 보호작용이 매우 약하여 그 결과 활성형 ca- 
talase의 재생이 부진하게 되고 따라서 유해한 H2O2 
의 피해를 입을 수도 있을 것으로 사료된다.

본 연구는 1991년도 학술진흥재단의 기초연구소 

연구비에 의해 수행되었으며 이에 감사함을 표합니 

다.
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