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大麦虫超氧化物歧化酶分离纯化及性质研究

张建新，刘 娜，何桂梅，郭 倩
(西北农林科技大学食品科学与工程学院，陕西 杨凌      712100)

摘   要：目的：探讨大麦虫超氧化物歧化酶(SOD)分离纯化条件及其性质，为大麦虫利用提供科学依据。方法：

以大麦虫为原料，经盐析沉淀、DEAE-Sepharose FF 阴离子交换柱层析和 Sephadex G-75 凝胶过滤层析等纯化， 变
性聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)方法对蛋白质的组分进行分离并确定其分子质量，原子吸收光谱仪鉴定酶的类

型。结果：获得了一种酶比活力较高的大麦虫 SOD，酶的纯化倍数为 68.54 倍，分子质量为 37.30kD，属于含铜

锌超氧化物歧化酶(Cu,Zn-SOD)，且在 278nm 波长处有紫外吸收峰，稳定性较好，最适温度为 40℃，最适 pH 值

为 6.0，对 H2O2、β - 巯基乙醇试剂十分敏感，受氯仿 - 乙醇混合液(3:5，V/V)的影响较小。结论：大麦虫 SOD
具有较高的酶比活力，稳定性好，具有较高的利用价值。
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Purification and Characterization of Superoxide Dismutase from Zophobas morio L. Larvae
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Abstract ：Objective: To explore the purification and properties of superoxidae dismutase (SOD) from Zophobas morio L. larvae.

Methods: SOD were obtained from Zophobas morio L. larvae by salting-out, DEAE-Sepharose FF column chromatography and

Sephadex G-75 column chromatography. SDS-PAGE was used to determine its molecular weight and atomic absorption

spectrometer was used to identify it types. Results: SOD with highly specific activity was obtained. The purification factor was

68.54. The purified SOD was identified as Cu, Zn-SOD with molecular weight of 37.30 kD. It had an absorption peak at 278 nm

and good stability. Its optimal temperature and pH were 40 ℃ and 6.0, respectively. Its high sensitivity to H2O2 and β-

mercaptoethanol was found , while a mixture of CHCl3 and CH3CH2OH (3:5, V/V) had little effect on its activity. Conclusion:

The SOD extracted from Zophobas morio L．larvae has high enzymatic activity, stability and application potential.
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超氧化物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)是一

类专一的催化超氧阴离子自由基(O2
－·)发生歧化反应的

金属酶[1]，按其结合的金属离子不同，可分为 Fe-SOD、

Mn-SOD、Cu,Zn-SOD 类型，具有抗癌、抗辐射、抗

衰老等作用[2]，在农业、食品与化妆品工业上有广泛的

应用价值。大麦虫(Zophobas morio L.)俗称超级面包虫，

属于鞘翅目，拟步甲科昆虫 [ 3 ]，与家蝇、黄粉虫幼虫、

蟋蟀、蚕蛹、蜡虫幼虫等比较，大麦虫的蛋白质、氨

基酸的含量均居首位，且大麦虫幼虫体内的 SOD 比活力

可达 116.747U/mg[4]，具有较高的抗氧化、抗衰老价值，

是一种不可多得的优质蛋白源昆虫[5-7]。目前对洋虫[8]、

黄粉虫[9-11]、家蚕[12]、蜂蛹[13-14]、中华蚱蜢[15]等昆虫 SOD

的研究较为成熟，国内外还尚未见有关大麦虫 SOD 性质

的研究报道。因此研究大麦虫幼虫中 SOD 的性质，有

助于深入了解大麦虫抗氧化和防衰老等作用，为大麦虫

的利用提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

大麦虫幼虫购自江苏省南通市周氏生物科技有限公

司；液氮冷冻备用。

SOD 检测试剂盒    南京建成生物工程技术研究所；

蛋白质标准(D530S)    TaKaRa 生物工程有限公司。

Sephadex G-75、DEAE-Sepharose FF、丙烯酰胺、
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N , N - 甲叉双丙烯酰胺、过硫酸铵、十二烷基硫酸钠

(SDS)、N,N,N',N'- 四甲基乙二胺(TEMED)、Tris、甘氨

酸    西安沃尔森生物科技公司；所有试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

PKl21R 高速冷冻离心机    意大利 ALC 公司；UV-
1240 紫外 - 可见分光光度计    日本岛津公司；iCE3000 原

子吸收光谱仪    美国热电公司；760CRT 型双光束紫外 -
可见分光光度计    上海精密科学仪器有限公司；层析柱

(50cm× 20mm)    上海雅东玻璃制品有限公司。

1.3 方法

1.3.1 大麦虫 SOD 的分离纯化

称取 10g 大麦虫幼虫，按固液比 1:35(m/V)的比例加

入 pH7.43、0.26mol/L 的磷酸盐溶液匀浆后，静置提取

4h，然后在 65℃条件下加热处理 20min，在 8000 × g、
4℃条件下离心 20min 后，在上清液中加入固体(NH4)2SO4

至 40% 饱和度后于 4℃静置过夜，4000 × g 离心 100min，
上清液继续加入固体(NH4)2SO4 至 80% 饱和度，于 4℃静置

4h后 4000× g离心 10min，沉淀用少量 0.05mol/L pH7.5 的

Tris-HCl 缓冲液溶解。然后装入透析袋中对双蒸水透析

72h，用聚乙二醇(PEG)浓缩至 3mL，得到粗酶液。将

粗酶液离心，采用 DEAE-Sepharose FF 阴离子交换柱 0～
1mol/L NaC1 浓度梯度洗脱，分段收集并检测各蛋白峰

的 SOD 比活力。合并活力峰，透析除盐，用PEG 浓缩

后的样品经Sephadex G-75 凝胶过滤层析(平衡体积 300mL，
上样量 5mL，流速 0.5mL/min)，用 5mmol/L(pH7.8)的磷酸钠

缓冲液洗脱，每管收集 4 mL，收集酶比活力峰。

1.3.2 大麦虫 SOD 比活力的测定

参照南京建成生物工程技术研究所 S O D 试剂盒

(A001-1)说明书进行测定。

1.3.3 大麦虫 SOD 的酶学特性

1.3.3.1 大麦虫 SOD 的热稳定性

将纯化后的大麦虫 SOD 酶液保持其他条件不变，分

别置于 10～90℃条件下保温，测定 SOD 比活力，观察

温度对大麦虫 SOD 比活力的影响。之后，将纯化后的

大麦虫 SOD 分别置于 40、50、60、70℃条件下保温

10～180min，测定 SOD 剩余酶活力，观察大麦虫 SOD
的热稳定性。

                   
一定温度下保温一定时间后测定的酶活力

剩余酶活力 /% ＝———————————————————× 100      (1)
                                 保温前酶活力

1.3.3.2 大麦虫 SOD 的酸碱稳定性

将纯化后的大麦虫 SOD 酶液将其 pH 值分别调至

4 . 0、5 . 0、6 . 0、7 . 0、8 . 0、9 . 0，置于室温条件下

10min，测定 SOD 比活力，观察大麦虫 SOD 的 pH 值

稳定性。

1.3.3.3 化学试剂对 SOD 比活力的影响

在酶液中分别加入终浓度为 1mmol/L H2O2、5mmol/L
H2O2、5mmol/L KCN、氯仿 - 乙醇(3:5，V/V)、0.5%
SDS、1.0% SDS 和 0.01% β - 巯基乙醇、0.05% β - 巯
基乙醇、5mol/L 尿素以及含 0.5% 乙二胺四乙酸(EDTA)
的 5mol/L 尿素，混合均匀，于室温反应 30min 后，测

定溶液的酶比活力，按公式(2)计算化学试剂对 SOD 比

活力的抑制率。

                       
原酶力－剩余酶活力

抑制率 /%＝——————————×100                (2)
                                   原酶活力

1.3.4 大麦虫 SOD 分子质量测定

采用十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-
P A G E ) 方法对蛋白质的组分进行分离，以蛋白标准

(D530S)为分子质量对照，计算大麦虫 SOD 的分子质

量。其中 4% 浓缩胶、电压 60V、时间 30min；15% 分

离胶、电压 30V、时间 180min。电泳结束后用考马斯

亮蓝 R-250 染色。

1.3.5 大麦虫 SOD 的光谱性质

用 760CRT 型双光束紫外 - 可见分光光度计对纯化后

SOD 酶液进行全波长吸收光谱扫描，测定其紫外区的最

大吸收波长。

1.3.6 大麦虫 SOD 的金属原子含量鉴定

采用 iCE3000 型原子吸收光谱仪，测定纯化后的大

麦虫 S O D 酶液中 C u、Z n、M n、F e 元素的含量 [ 1 6 ]。

计算每个酶分子中含有的金属原子的种类及数量，从而

确定大麦虫幼虫 SOD 的类型。

1.3.7 蛋白质含量的测定

采用 Bradford 法[17]测定蛋白质含量。

2 结果与分析

2.1 大麦虫 SOD 的分离纯化

从大麦虫中提取 SOD，经盐析沉淀、DEAE-Sepharose
FF阴离子交换柱层析和 Sephadex G-75凝胶过滤层析等纯

化步骤，获得了比活力及纯度都比较高的 S O D，其结

果见表 1 。

纯化 酶液体积 / 总蛋 酶总活 酶比活力 / 纯化 回收

步骤 mL 白 /mg 力 /U (U/mg) 倍数 率 /%
粗酶液 1500 1550.78 159393.11 102.78 1 100

加热处理(65℃、20min) 1278 785.72 130274.43 165.80 1.61 81.73
(NH4)2SO4 64 282.61 97048.71 343.40 3.34 60.89

DEAE-Sepharose  FF 10 28.80 82269.20 2856.57 27.79 51.61
Sephadex G-75 4 3.87 27262.65 7044.61 68.54 17.10

表 1 大麦虫 SOD 的纯化结果

Table 1    Purification of SOD from Zophobas morio L. larvae
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2.2 温度对大麦虫 SOD 比活力的影响

图 1 表示将酶液在 10～90℃条件下保温 10min 时，

温度对大麦虫 SOD 比活力的影响。在 10～60℃，温度

对 SOD 比活力的影响不大，当温度高于 70℃时，SOD
比活力急剧下降，达到 80℃，SOD 比活力只有原来的

13%；大麦虫幼虫 SOD 的最适温度为 40℃，此时酶比

活力为 231.2U/mg。
2.3 保温时间对大麦虫 SOD 剩余酶活力的影响

图 2 表示 40～70℃条件下，不同保温时间对大麦虫

SOD 剩余酶活力的影响，在 40、50、60℃条件下保温

180min，其 SOD 剩余酶活力变化趋势无差异，且保温

时间对 SOD 剩余酶活力的影响较小，在 70℃条件下，

S O D 剩余酶活力随时间的延长而急剧下降，在保温

60min 时，剩余酶活力仅为原有的 5.7%。

2.4 pH 值对大麦虫 SOD 比活力的影响

由图 3 可知。大麦虫 SOD 比活力在 pH6～8 之间比

较稳定，pH 值小于 6.0 或大于 8.0，其酶比活力会急剧

下降，这与文献报道的其他来源 SOD 相似。本实验提

取的 SOD 最适 pH 值为 6.0。

化学 原 SOD 比活 剩余 SOD 抑制

抑制剂 力 /(U/g) 比活力 /(U/g) 率 /%
空白 292.6 292.6

1mmol/L H2O2 292.6 0.1 100.0
5mmol/L H2O2 292.6 0.1 100.0
5mmol/L KCN 292.6 0.09 100.0

0.5% SDS 292.6 242.0 17.3
1.0% SDS 292.6 225.2 23.0

0.01% β -巯基乙醇 292.6 286.7 2.0
0.05% β -巯基乙醇 292.6 43.7 85.1

5mol/L 尿素 292.6 280.3 4.2
5mol/L 尿素(含 0.5% EDTA) 292.6 5.6 98.1

氯仿 - 乙醇(3:5，V/V) 292.6 292.1 0.2

表 2 化学抑制剂对 SOD 比活力的影响

Table 2   Effect of chemical reagents on the activity of SOD

由表 2 可知，大麦虫 SOD 对 H 2O 2 试剂十分敏感，

1mmol/L H2O2 即可使其全部失活；5mmol/L KCN 可使酶

比活力全部丧失；SDS 可使降低 SOD 比活力，且随 SDS
含量的增加而明显降低；0.05% β - 巯基乙醇可使大麦

虫 SOD 比活力严重丧失；5mol/L 尿素对大麦虫 SOD 比

活力无明显影响，说明低浓度的尿素对酶的分子结构影

响不大，但加入含 0.5%EDTA 的 5mol/L 尿素，可使酶

比活力完全抑制，可见金属辅基对 SOD 比活力稳定起重

要作用；大麦虫 S O D 受氯仿 - 乙醇混合液的的影响较

小，因此可以判断出大麦虫 SOD 为 Cu,Zn-SOD。

2.6 大麦虫 SOD 分子质量

图 1 温度对大麦虫 SOD 比活力的影响

Fig.1    Effect of temperature on the activity of SOD
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图 2 保温时间对大麦虫 SOD 剩余酶活力的影响

Fig.2    Effect of time on the residual activity of SOD
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图 3  pH 值对大麦虫 SOD 的影响

Fig.3    Effect of pH on the activity of SOD
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2.5 化学抑制剂对 SOD 比活力的影响

图 4 大麦虫 SOD 的 SDS-PAGE 分析

Fig.4   SDS-PAGE of purified SOD from Zophobas morio L. larvae
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由图4可知，大麦虫中分离纯化的SOD经SDS-PAGE
得到两条电泳带，其中一条带子质量为 19.18kD，另一

条带分子质量为 37.30kD；样品缓冲液中 2% SDS 可使

SOD 的亚基发生部分解聚而呈现出两条带，说明大麦虫

SOD 由两个相同的亚基构成。

2.7 大麦虫 SOD 的光谱性质

本实验使用紫外 -可见分光光度计对经Sephadex G-75
纯化的大麦虫 SOD 在 200～400nm 范围内扫描，结果如

图 5 所示，该酶的紫外吸收峰在 278nm。

2.8 大麦虫 SOD 的金属原子含量鉴定

经测定，大麦虫 S O D 中 C u、Z n、F e 以及 M n
的含量分别为 Cu 3569.84mg/kg、Zn 3606.86mg/kg、Fe
190.3mg/kg、Mn 3.664mg/kg，计算得出每个大麦虫幼

虫 SOD 分子包含 2.08 个 Cu 原子，2.06 个 Zn 原子；而

Fe、Mn 原子的含量极微。因此可以根据大麦虫 SOD 分

子中含有的金属原子的种类及数量确定大麦虫 SOD 的类

型为 Cu,Zn-SOD。

3 结  论

本研究采用 DEAE-Sepharose FF 阴离子交换柱层析

和 Sephadex G-75 凝胶过滤层析等纯化方法获得了酶比活

力较高的大麦虫 SOD，其比活力为 7044.61U/mg，纯化

倍数为 68.54 倍；经鉴定该酶为 Cu,Zn-SOD，其分子质

量为 37.30kD，与文献[18]报道的 Cu, Zn-SOD 的分子质

量(30～39kD)相当。该酶在 278nm 波长处有紫外吸收

峰，这与文献报道的 Cu, Zn-SOD 的紫外吸收峰在 250～
270nm 之间稍有差异，可能是大麦虫幼虫 SOD 含有一定

量的酪氨酸、色氨酸、苯丙氨酸所致，因此对大麦虫

幼虫 SOD 的氨基酸种类及含量有待进一步研究。
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图 5 大麦虫 SOD 的紫外吸收光谱

Fig.5    Ultraviolet absorption spectrum of SOD from
Zophobas morio L. larvae
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