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越橘叶超氧化物歧化酶的分离纯化与定性研究

贺 阳，文连奎 *，路 鑫，蒋海芹，李倩倩

(吉林农业大学食品科学与工程学院，吉林 长春      130118)

摘   要：采用超声波辅助提取越橘叶超氧化物歧化酶得粗酶液，经选择性热变性、Sephadex G-75 柱层析、透析、

冷冻干燥，得到纯度较高的越橘叶超氧化物歧化酶。聚丙烯酰胺凝胶电泳显示在 32kD 和 42kD 左右有 2 条清晰条

带；紫外 - 可见光谱扫描在波长 258nm 和 280nm 处有吸收峰；原子吸收光谱也测定出越橘叶超氧化物歧化酶中含有

铁、锰、锌离子。结果表明越橘叶超氧化物歧化酶有 3 种类型：Fe-SOD、Mn-SOD 和 Cu/Zn-SOD。
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Abstract：Superoxide dismutase (SOD) was extracted from blueberry leaves with phosphate buffered saline (PBS), and then

purified sequentially by selective thermal denaturation, dialysis, and Sephadex G-75 column chromatography. Purified protein

with high SOD activity was finally lyophilized. The SDS-PSGE of purified protein showed two bands at 32 kD and 42 kD,

respectively. UV scanning showed that the enzyme had two absorption peaks at 258 nm and 280 nm, respectively. Atomic

absorption indicated that the enzyme contained Zn, Mn, and Fe. In summary, blueberry leaves contain three different types of

SOD: Fe-SOD, Mn-SOD, and Cu/Zn-SOD.
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超氧化物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)是一

类具有清除氧自由基、抗炎、抗辐射、抗衰老的金属

蛋白酶[1-2]。目前市场上的 SOD 产品主要是以动物类材

料提取加工而成。S O D 的纯化工艺大多采用有机溶剂

法、多种层析联用法[ 3 -6 ]，这些方法对产品质量不但有

影响且操作繁琐，成本高。

越橘是一种天然植物资源，我国越橘资源丰富[7]，越

橘叶中含有超氧化物歧化酶、熊果酚苷、乌苏酸(三萜成

分) 、鞣质等，有利尿、消炎、防腐之功效 [ 8 - 9 ]。目前

国内外尚未见从越橘叶中分离纯化 SOD 的相关报道。本

实验以越橘叶为原料，采用超声波法提取 SOD 粗酶液，

并优化分离纯化方法，采用聚丙烯酰胺凝胶电泳、紫外 -
可见光谱扫描、原子吸收光谱法对提取的越橘叶 SOD 进

行定性研究，为 SOD 新资源的开发利用提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

越橘叶，采自吉林农业大学越橘园，品种为美

登，采摘时间 8 月下旬。

磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、乙二胺四乙酸、邻苯

三酚、二乙基三胺基五乙酸、考马斯亮蓝 G - 2 5 0、乙

醇、磷酸、硫酸铜、硫酸钾、高锰酸钾、氯化锌、

硫酸亚铁(均为分析纯)    天津市科密欧化学试剂有限公

司；三羟甲基氨基甲烷、牛血清白蛋白(生化试剂)    中
国惠世生化试剂有限公司；透析袋(进口分装)   北京鼎

国生物技术有限责任公司；Sephadex G-75(进口分装)    上
海锐聪实验室设备有限公司。

1.2 仪器与设备

GL-21LM高速冷冻离心机     湖南星科科学仪器有限

公司；JYL-610组织捣碎机     九阳股份有限公司；JY92-Ⅱ
超声波细胞粉碎机    宁波新芝生物科技股份有限公司；

T6 紫外 - 可见分光光度计    北京普析通用仪器有限责任

公司；DSY-2 电热恒温水浴锅    北京国华医疗器械厂；

DYY-11电泳仪     北京市六一仪器厂；HD-2000核酸蛋白
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检测仪、BSZ-100 自动部分收集器、HL-2B 数显恒流泵

上海嘉鹏科技有限公司；TA5-990 原子吸收分光光度计

北京普析通用仪器有限责任公司；KDN-04 消化炉    上
海精隆科学仪器有限公司；LGJ-12 冷冻干燥机    北京松

源华兴科技发展有限公司。

1.3 方法

1.3.1 原料预处理

适时采摘的品种为越橘叶，经筛选、清洗、低温

干燥、称取、切碎后，加入 pH7.8、0.05mol/L 磷酸盐

缓冲液(PBS)，组织捣碎至匀浆状态。在－ 40℃条件下

冻融 2～3 次。在超声功率 780W、超声时间 5.8min、液

料比 2.4:1 的冰浴条件下进行超声波破碎提取[10]。4℃、

10000r/min 离心 10min，得到 SOD 粗酶液，测定粗酶液

酶活力。

1.3.2 越橘叶 SOD 粗酶液的选择性热变性纯化

SOD 的热变性失活温度在 65～70℃以上，而大部分

杂蛋白在 50～55℃时就变性[11-12]。利用 SOD 与杂蛋白的

变性温度差异，进行选择性热变性处理，以酶比活力

为评价指标确定热变性参数。

在时间为 15min 条件下，分别选择热变温度为 55、
65、75℃对越橘叶 SOD 进行热变处理。在温度为 65℃
条件下，分别选择热变时间为 5、15、25min 对粗酶液

进行热变处理。

越橘叶SOD进行选择性热变性后，于 4℃、10000r/min
离心 10min。上清液在 4℃条件下透析浓缩。

1.3.3 Sephadex G-75 柱层析分离纯化 SOD
称取葡聚糖凝胶，加入约 20 倍凝胶体积的水，煮

沸溶胀 1～2h。装柱时，柱的底部用装有细玻璃管的橡

皮塞塞紧，用洗净的约 200 目尼龙布垫底。然后将柱垂

直安装好，接着将溶胀好的凝胶边搅匀边缓缓连续装

入，凝胶颗粒沉积到柱底后关紧色谱柱。用去离子蒸馏

水洗脱剂洗脱过夜。Sephadex G-75 平衡后，将 1.3.2 节

处理后的酶液缓慢加入色谱柱，上样体积为 3 m L。用

pH7.8、0.05mol/L 磷酸盐缓冲液进行洗脱，控制流速在

0.2mL/min，用核酸蛋白仪检测，每管收集 3mL。洗脱后

测定每管酶活力，收集酶活性较高的洗脱峰，透析浓缩。

浓缩液进行 2次Sephadex G-75柱层析，用 0.05mol/L(pH7.8)
PBS 洗脱，流速 0.2mL/min，洗脱液的收集与处理同第

1 次柱层析。得到的浓缩液于－ 50℃条件下真空冷冻干

燥，得粉末状 S O D 。

1.3.4 酶活力测定

采用邻苯三酚自氧化法[13-14]。在 1mL 反应液中，每

分钟抑制邻苯三酚自氧化速率达 50% 时所需的酶量为一

个酶活力单位。

1.3.5 考马斯亮蓝法测定蛋白质含量

将考马斯亮蓝 G-250 100mg 溶于 50mL 95% 乙醇，

加入 100mL 85% H3PO4，用蒸馏水稀释至 1000mL，滤

纸过滤。用牛血清白蛋白配制 100μg/mL 的标准蛋白溶

液[11]。在波长 595nm 处制作蛋白质标准曲线，其回归

方程为 y ＝ 0.0067x － 0.0072，R2 ＝ 0.9989。

1.3.6 SOD 凝胶电泳

采用聚丙烯酰胺凝胶电泳法[15-16]测定越橘叶 SOD 的

纯化程度及相对分子质量，进而确定纯化效果。

1.3.7 越橘叶 SOD 紫外 - 可见光谱扫描

将酶液稀释至适当浓度，利用紫外 - 可见分光光度

计在 190～1100nm 进行全波长扫描，测定 SOD 的吸收

光谱。扫描的光谱如果无杂峰，可进一步说明 SOD 的

纯 度 。

1.3.8 原子吸收光谱法定性分析 SOD 种类

1.3.8.1 工作曲线的绘制

分别配制质量浓度为 1、3、5、7μg/mL 的 Cu/Zn、
F e、M n 标准金属离子溶液。开机预热 3 0 mi n 后，点

击“寻峰”，参数设置，仪器自动获取最大吸收波长，

在此工作条件下，将配制好的同一种离子标准溶液按质

量浓度由小到大进行上样，电脑自动处理工作曲线。测

定下一元素前进行元素灯更换。

1.3.8.2 样品处理

用5mL移液管移取5mL样品(1.3.3节中冷冻干燥前的

酶液)于 250mL三角瓶中，加入 10mL浓硫酸、5mL H2O2，

放置 1h 至溶液均匀。然后将烧杯放在电热板上加热至

产生的黄烟变为白烟。冷却至 50～60℃。再向烧杯中

加入 5mL 浓硫酸、2.5mL HClO4、5mL H2O2，用表面

皿盖住瓶口，将烧杯放在电热板上加热消化。当溶液

变为无色澄清时，说明消化已完全[17-19]。取下三角瓶冷

却后定容至 50mL 备用。

1.3.8.3 样品测定

在 1.3.8.1 节所设置的条件下进行仪器校零，  将
1 . 3 . 8 . 2 节处理后的样品稀释 1 0 倍后上样，点击“测

量”，待基线平稳点击“开始”，仪器自动读取离子

浓 度 。

2 结果与分析

2.1 选择性热变性对越橘叶 SOD 粗酶纯化影响的结果

分析

2.1.1 热变性温度对越橘叶 SOD 粗酶纯化的影响

由 1.3.1节处理得到的粗酶酶活力为 1977.2U/mL，酶

比活力为 25.5U/μg。时间为 15min，温度分别为 55、
65、75℃，对越橘叶 SOD 进行热变处理后其酶比活力

见图 1。温度为 65℃时酶比活力达到最大值 26.7U/μg。
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图 1 热变性温度对越橘叶 SOD 粗酶纯化的影响

Fig.1   Effect of thermal denaturation temperature on SOD activity
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图 2 热变性时间对越橘叶 SOD 粗酶纯化的影响

Fig.2   Effect of thermal denaturation duration on SOD activity
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纯化步骤
酶活力 / 蛋白含 酶比活 回收 纯化

(U/mL) 量 /(μg/mL) 力 /(U/μg) 率 /% 倍数

粗酶液 1997.2 78.2 25.5 100.0 1
热变性 1757.9 65.9 26.7 88.0 1.05

Sephadex G-75 SODⅠ 925.7 5.8 159.6 78.3 11.47
Sephadex G-75 SOD Ⅱ 637.8 4.8 132.9

表 1 越橘叶 SOD 的纯化结果

Table 1   Summary of separation and purification of SOD from
blueberry leaves

2.1.2 热变时间对越橘叶 SOD 粗酶纯化的影响

温度为 65℃时，热变时间分别为 5、15、25min，
对粗酶液进行热变性处理后 S O D 酶比活力见图 2。同

样，时间为 15min，温度为 65℃时酶比活力达到最大值

26.7U/μg。
2.2 越橘叶 SOD 纯化结果分析

Sephadex G-75 柱层析洗脱结果见图 3，分别测定其

酶活力，第 1 个峰 Sephadex G-75 SOD Ⅰ酶活力较高，

为 925.7U/mL，第 2 个峰 Sephadex G-75 SOD Ⅱ酶活力为

637.8U/mL。
越橘叶 SOD 的纯化结果见表 1。超声波提取的粗酶

酶活力为 1997.2U/mL，酶比活力为 25.5U/μg；经纯化

后的 SOD 酶活力为 1563.5U/mL，酶比活力 292.5U/μg，
回收率达 78.3%，纯化倍数为 11.47。

2.3 越橘叶 SOD 定性分析

2.3.1 SOD 电泳图谱

柱层析洗脱的活性峰电泳图谱在32kD和42kD左右有

两条带。由电泳图(图 4)的条带色度可知，42kD 条带较

32kD 条带浓。不同来源的 Cu/Zn-SOD 分子质量一般在

32kD 左右，Mn-SOD 和 Fe-SOD 分子质量在 42kD 左右[11]，

实验所得条带表明提取酶液一定含有 Cu/Zn-SOD，可能

同时含有 Mn-SOD、Fe-SOD，或只有其中一种类型。

2.3.2  SOD 紫外 - 可见光谱

1 .粗酶；2 .纯化酶；3 .标准蛋白。

图 4 越橘叶 SOD 凝胶电泳

Fig.4   SDS-PAGE of crude and purified SOD samples
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图 5 样品 Sephadex G-75 SOD Ⅰ紫外吸收光谱

Fig.5   UV absorption spectrum of peak I resulting from Sephadex
G-75 gel chromatographic separation
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对经葡聚糖凝胶柱层析洗脱收集的 S O D Ⅰ、

SOD Ⅱ两个活性峰分别进行紫外 - 可见光谱扫描，结果

如图 5、6 所示。SOD Ⅰ和 SOD Ⅱ的最大紫外吸收峰分

别在波长 280nm 和 258nm 处，其中 280nm 波长处 A ＝

3.293；258nm 波长处 A ＝ 2.635；无其他杂峰。进一步

说明纯化效果良好。与文献[12]报道一致，Cu/Zn-SOD

图 3 越橘叶 SOD Sephadex G-75 柱层析洗脱曲线

Fig.3   Sephadex G-75 gel chromatogram of crude SOD samples
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2.3.3 SOD 原子吸收光谱测定结果

原子吸收分光光度计自动输出结果，越橘叶 SOD
中含铁离子 5.893μg/mL、锰离子 3.528μg/mL、锌离子

1.004μg/mL。进一步说明越橘中含有 Fe-SOD、Mn-SOD、

Cu/Zn-SOD。

3 讨  论

本实验在 SOD 纯化过程中摒弃了有机溶剂法，采

用热变性法去除杂蛋白，之后采用透析、柱层析、真

空冷冻干燥进行纯化，整个过程没有有机溶剂混入，纯

度有所提高，并且这些纯化方法的结合和探索为今后

SOD 的纯化提供了更加安全、经济的解决策略，同时，

物理纯化的方法最大限度地保证了产品应用和商业化的

安全性，使得 SOD 的生产工艺成本降低，这使得从越

橘中提取生产 SOD 有良好的应用前景。

SOD 性质测定中未采用氰化物等剧毒化学试剂进行

敏感性实验，而是采用蛋白电泳、紫外 - 可见光谱扫

描、原子吸收光谱法等先进技术进行鉴定，相比传统

的检测方法，这些方法更加灵敏、准确、安全。

的紫外吸收峰一般在波长 258～260nm 处，Mn-SOD 和

Fe-SOD 的紫外吸收峰均在波长 280nm 处。

图 6 样品 Sephadex G-75 SOD Ⅱ紫外吸收光谱

Fig.6   UV absorption spectra of peak Ⅱ showed resulting from
Sephadex G-75 gel chromatographic separation
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