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超声波辅助酶法分离提取葡萄酒泥酵母SOD
工艺条件的优化

杜 娜1，杨学山2,*，韩舜愈1，祝 霞1，付文力2，王 婧1，盛文军1，张 波1

（1.甘肃农业大学食品科学与工程学院，甘肃 兰州 730070；2.甘肃农业大学生命科学技术学院，甘肃 兰州 730070）

摘  要：以葡萄酒泥酵母为试材，超氧化物歧化酶（SOD）比活力为指标，在超声功率、超声时间、蜗牛酶质量浓

度、酶解pH值和酶解温度等单因素试验基础上，采用正交试验优化超声波辅助蜗牛酶法提取SOD的工艺条件。结果

表明：提取工艺因素对SOD比活力影响大小顺序为超声时间＞蜗牛酶质量浓度＞超声功率＞酶解pH值＞酶解温度，

1 g湿酵母悬浮于5 mL 0.2 mol/L的磷酸盐缓冲液，其提取SOD最佳工艺条件为超声功率400 W、超声时间12 min、

2.0 mg/100 mL蜗牛酶液1 mL、pH 6.6、温度37 ℃，在此条件下，分离提取得到的SOD比活力达192.27 U/mg。结果表

明超声波辅助酶法在葡萄酒泥酵母SOD的提取中具有较高的应用价值。
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Abstract: The current work was designed to establish an optimal procedure for the extraction of superoxide dismutase (SOD) 

from waste wine yeast by ultrasonic-assisted snailase hydrolysis. Five process parameters, ultrasonic power, radiation time, 

enzyme concentration, pH and temperature were optimized by one-factor-at-a-time and orthogonal array design. The effects 

of these variables on SOD specific activity in extracts decreased in this order: radiation time ＞ enzyme concentration ＞ 

ultrasonic power ＞ pH ＞ hydrolysis time. The optimal extraction conditions were found to be ultrasonic pretreatment at a 

power of 400 W for 12 min and subsequent hydrolysis with 1 mL of 2.0 mg/100 mL snailase solution at 37 ℃ with an initial 

pH of 6.6. Under these optimal conditions, the specific activity of SOD was 192.27 U/mg. The ultrasonic-assisted snailase 

hydrolysis procedure deserves further application in the production of SOD from waste wine yeast.
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超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）广泛分

布于动物、植物和需氧微生物细胞内[1]，可维持体内超氧阴

离子自由基的动态平衡，防止其对生物体的毒害[2]。SOD制

剂在医药、食品及化妆品等方面具有广泛的用途[3]。目前

国内利用动物血液制备SOD取得了一定的成果，但存在

原料来源受限，产品质量不稳定及潜在安全性风险等问

题，因此利用微生物安全性较高、繁殖快、易大规模工

业化生产等优点生产SOD成为了研究热点[4-6]。 

2011年我国葡萄酒年产量已达1.16×106 kL，且保持

年均10%～15%的增长速度[7]。在葡萄酿酒过程中会产生

总加工酒量2%～4%的葡萄酒泥[8-9]，其中含有大量的酵

母细胞。大多数生产企业将酒泥酵母直接丢弃或发酵后

用作肥料，不仅浪费了宝贵的生物资源，而且会造成环

境污染[10]。因此，利用葡萄酒泥酵母分离提取SOD，不

仅可以获得良好的经济效益，而且能够有效减轻葡萄酒

生产企业的环保压力。

利用葡萄酒泥酵母分离提取SOD国内外尚未见报

道。马森等[11]利用超声波辅助提取啤酒废酵母中活性成
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分，李永霞等[12]采用酶法结合机械破碎酵母提取肽酶，

吴桂英等[13]运用高压破碎酵母释放乙醛脱氢酶，曾俊华等[14]

介绍了乙酸乙酯处理酵母细胞，再采用挤压法破碎酵母释

放腺苷蛋氨酸。结果显示单一的破壁方法效果均不理想。

超声波可通过水介质的空化作用，使细胞壁结构发生破

碎，释放内容物[15-16]。蜗牛酶是从蜗牛的嗉囊和消化道中制

备的混合酶，含有纤维素酶、果胶酶、淀粉酶、蛋白酶等

20多种酶，可用于植物及酵母细胞壁的破碎[17]。因此本实

验以葡萄酒泥酵母为原料，采用超声波辅助蜗牛酶酶解葡萄

酒泥酵母细胞壁分离提取SOD，并对其工艺进行优化，以期

为葡萄酒泥酵母资源开发提供理论依据和技术参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

葡萄酒泥酵母 甘肃祁连葡萄酒业有限公司。

牛血清白蛋白 美国Pharmacia公司；蜗牛酶 金

田生物科技有限公司；SOD活性测定试剂盒 南京建成

生物工程有限公司；三羟甲基氨基甲烷（Tris）、乙二胺

四乙酸（ethylene diamine tetraacetic acid，EDTA）、邻苯

三酚、柠檬酸钠、山梨醇、Na2HPO4 ·12H2O、考马斯亮

蓝均为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

SCIENTZ-D超声波细胞粉碎机 宁波新芝生物科技

股份有限公司；SL-1001电子天平 上海民桥精密科学

仪器有限公司；TDZ5-WS离心机 湘仪离心机仪器有

限公司；HH-6数显恒温水浴锅 国华电器有限公司；

PHS-3C pH计 上海雷磁有限公司；808型紫外-可见分

光光度计 日本日立公司。

1.3 方法

1.3.1 葡萄酒泥酵母SOD提取工艺流程

葡萄酒泥→预处理→收集湿酵母→加入磷酸盐缓冲

液→超声波处理→加入蜗牛酶→保温处理→离心→热变

性→离心→提取液→SOD活性及蛋白质含量测定

1.3.2 操作要点

葡萄酒泥酵母预处理：收集足量的葡萄酒泥，与

蒸馏水以1∶1比例混合，用80 目的筛子进行筛分[18]，在

4 000 r/min离心20 min，重复上述步骤，直至所得沉淀

为白色，上清液无色透明为止，收集沉淀备用；超声波

处理：以料液比1∶5（g/mL）将酵母悬浮于0.2 mol/L、

pH 5.8的磷酸盐缓冲液中，进行超声波处理；蜗牛酶消

化：在超声波处理液中加入质量浓度1.0 mg/100 mL蜗牛

酶液（蜗牛酶需用1.0 mol/L山梨醇等渗溶液溶解），控

制温度和pH值，酶解2 h，4 000 r/min离心20 min，收集

上清液；热变性：上清液45 ℃水浴20 min，4 000 r/min离

心15 min，除去杂蛋白，即得SOD液。取样进行SOD活

性及蛋白质含量的测定。

1.3.3 单因素试验设计

分别对不同超声功率、超声时间、蜗牛酶质量浓

度、酶解pH值和酶解温度进行单因素试验，重复3 次。

以SOD比活力为指标，为正交试验选择因素水平。

1.3.4 正交试验优化

根据单因素试验结果确定葡萄酒泥酵母中提取SOD的

正交试验因素和水平，采用L9（34）正交试验设计，优化超

声波辅助蜗牛酶法提取SOD的最优工艺，平行重复2 次。

1.3.5 蛋白质含量测定

采用考马斯亮蓝法测定蛋白质含量[19]。通过实验数

据绘制的蛋白质标准曲线线性回归方程为：y=0.004 9X－

0.006 9（R2=0.998 9）。方程符合测定要求。

1.3.6 SOD酶活力测定

SOD活性测定试剂盒进行 。根据蛋白质含量和酶活

力测定值计算SOD比活力。

/mg

/U
SOD / U/mg  =  

2 结果与分析

2.1 单因素试验

2.1.1 超声功率对SOD比活力的影响

将1 g湿酵母分别悬浮于5 mL pH 5.8、0.2 mol/L磷酸

盐缓冲液中，分别在超声功率为200、300、400、500、

600 W条件下处理16 min，再加入质量浓度1 mg/100 mL

的蜗牛酶液1 mL，37 ℃保温2 h，离心后热变性除去杂蛋

白。SOD比活力测定结果见图1。
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图 1 超声功率对SOD比活力的影响

Fig.1 Effect of ultrasonic power on SOD specific activity

由图1可知，随着超声功率的增加，SOD比活力在呈

先上升后下降趋势，400 W时达到最大值。其原因是，在

超声波作用时间一定时，超声波的破碎作用主要取决于

超声功率，功率越大，其机械振动强度越大，酵母细胞

壁破碎效果就越好，越有利于SOD释放[20-21]，但超声功率

过大可能会导致酶分子结构变化，从而影响酶的活性。

因此，选择最佳超声功率为400 W。
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2.1.2 超声时间对SOD比活力的影响

将1 g湿酵母分别悬浮于5 mL 0.2 mol/L、pH 5.8的

磷酸盐缓冲液中，在超声功率400 W条件下分别处理8、

12、16、20、24 min，再加入质量浓度为1.0 mg/100 mL

的蜗牛酶液1 mL，37 ℃保温2 h，离心后热变性除去部分

杂蛋白。测定SOD比活力，结果见图2。
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图 2 超声时间对SOD比活力的影响

Fig.2 Effect of ultrasonic treatment time on SOD specific activity

由图2可知，随着超声时间的延长，SOD比活力先不

断升高，当超声时间为16 min时达到最大值，随后开始

下降。因为适当的超声时间，可以有效破坏酵母细胞壁

的结构，有利于SOD释放，但处理时间过长，可能会引

起热量积聚或机械剪切作用导致酶结构变化[22]，进而影

响SOD比活力。因此超声时间可控制在16 min左右。

2.1.3 蜗牛酶液质量浓度对SOD比活力的影响

将1 g湿酵母分别悬浮于5 mL 0.2 mol/L、pH 5.8的

磷酸盐缓冲液中，超声功率400 W处理16 min后分别加入

质量浓度0.2、0.5、1.0、1.5、2.0 mg/100 mL的蜗牛酶液

1 mL， 37 ℃水浴2 h，离心后热变性。SOD比活力测定结

果见图3。

aaa
a

b

80
90

100
110
120
130
140
150
160
170
180

0.2 0.5 1.0 1.5 2.0
/ mg/100 mL

SO
D

/
U

/ m
g

图 3 蜗牛酶质量浓度对SOD比活力的影响

Fig.3 Effects of  snailase dosage on SOD specific activity

由图3可知，SOD比活力随着蜗牛酶量的增加而增

加，当蜗牛酶质量浓度增加至1.5 mg/100 mL时，SOD比

活力达到最大值。当蜗牛酶量再增加时，SOD比活力开

始下降。因为蜗牛酶中含有蛋白酶，过量的蜗牛酶在水

解酵母细胞壁的同时，也可降解SOD[23-24]，这也是单一大

量使用蜗牛酶进行酵母细胞破碎提取蛋白质类效果不佳

的原因之一。综合考虑结果及成本等因素，故最终选择

1.5 mg/100 mL蜗牛酶液为最佳质量浓度。

2.1.4 酶解pH值对SOD比活力的影响 

将1 g湿酵母分别悬浮于5 mL pH值为5.4、5.8、6.2、6.6、

7.0的0.2 mol/L磷酸盐缓冲液，在超声功率400 W处理16 min

后，加入质量浓度1.5 mg/100 mL蜗牛酶液1 mL，37 ℃保温

2 h，离心后热变性。SOD比活力测定结果见图4。
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图 4 酶解pH值对SOD比活力的影响

Fig.4 Effect of initial hydrolysis pH  on SOD specific activity

由图4可知，pH值对SOD比活力影响较大，当pH值

小于或大于6.2时，酶的比活力都有所下降。这是由于当

pH值为6.2时，既介于蜗牛酶的作用pH值（5.5～7.2）范

围内[25-26]，使酵母细胞破碎效果较好，又对SOD的活性影

响较小，当pH值高于或低于6.2，SOD稳定性会受到一定

影响，进而导致SOD比活力降低。

2.1.5 酶解温度对SOD比活力的影响

将1 g湿酵母悬浮于5 mL 0.2 mol/L、pH 6.2的磷酸盐

缓冲液中，超声功率400W处理16 min后加入质量浓度

1.5 mg/100 mL蜗牛酶液1 mL，分别于31、34、37、40、43 ℃

水浴2 h，离心后热变性，SOD比活力测定结果见图5。
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图 5 酶解温度对SOD比活力的影响

Fig.5 Effect of hydrolysis temperature on SOD specific activity

由图5可知，随着酶解温度升高，SOD比活力逐渐

增高，在37 ℃时达到最大值，超过37 ℃后酶活性开始下

降，证明37 ℃为蜗牛酶液的最佳酶解温度，与李永霞[12]、

张培德[17]等的研究结果一致。

2.2 正交试验优化

根据单因素试验结果，选择对SOD比活力影响较大

的超声功率、超声时间、蜗牛酶质量浓度和酶解pH值进

行L9（34）正交试验，试验设计及结果见表1。计算每一

试验组合的SOD比活力，并对试验结果进行统计分析，
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得到最优组合后进行验证实验，确定超声波辅助蜗牛酶

法提取葡萄酒泥酵母SOD的最优工艺条件。

表 1 L9（34
）正交试验设计及结果 

Table1 L9(3
4) orthogonal array design arrangement and experimental results

试验号

因素 SOD比活力/（U/mg）
Kt1 Kt2A超声

功率/W
B超声

时间/min
C蜗牛酶质量浓度/
（mg/100 mL） D酶解pH  区组Ⅰ 区组Ⅱ

1 1（300） 1（12） 1（1.0） 1（5.8） 148.66 153.03 301.69 150.85
2 1 2（16） 2（1.5） 2（6.2） 169.30 175.05 344.35 172.18
3 1 3（20） 3（2.0） 3（6.6） 168.73 166.87 335.60 167.80
4 2（400） 1 2 3 178.87 173.79 352.66 176.33
5 2 2 3 1 181.18 187.47 368.65 184.33
6 2 3 1 2 161.74 156.27 318.01 159.01
7 3（500） 1 3 2 164.59 169.67 334.26 167.13
8 3 2 1 1 165.07 163.72 328.79 164.40
9 3 3 2 3 164.57 160.21 324.78 162.39
K1 490.82 494.31 474.25 497.56
K2 519.66 336.57 510.90 498.31
K3 493.92 489.20 519.26 508.53
k1 163.61 164.77 158.08 165.85
k2 173.22 112.19 170.30 166.10
k3 164.64 163.07 173.09 169.51
R 9.61 52.58 15.00 3.66

主次因素 B＞C＞A＞D
最优组合 A2B1C3D3

从表1可以看出，分离提取葡萄酒泥酵母SOD影响因

素的主次顺序为B＞C＞A＞D，即超声时间＞蜗牛酶质量

浓度＞超声功率＞酶解pH值。由K值可以确定最佳工艺

组合为A2B1C3D3，即超声功率400 W、超声时间12 min、

质量浓度2.0 mg/100 mL蜗牛酶液1 mL、酶解pH 6.6。

用SPSS 17.0统计软件对试验结果进行方差分析，其

结果见表2。

表 2 正交试验方差分析 

Table 2 Analysis of variances for SOD specific activity with various 

extraction conditions

来源 偏差平方和 自由度 均方 F值 显著性
A 334.251 2 167.126 13.623 *
B 386.229 2 193.114 15.741 *
C 764.225 2 382.112 31.147 *
D 50.031 2 25.016 2.039

区组 0.631 1 0.631 0.051
误差 98.144 8 12.268

总变异 1633.510 17

注：*. 差异显著（P＜0.05）；R2=0.940（R2
Adj = 0.872）。

由表2可知，因素A、B、C在P＜0.05的水平上有显

著性差异，因素D酶解pH值不显著。

2.3 验证实验

由于L9（34）正交试验得到的最优组合在L9（34）正

交试验设计中未出现，因而需对正交试验得到的最优组

合进行验证实验。1 g湿酵母分别悬浮于5 mL 0.2 mol/L的

磷酸盐缓冲液中，在超声功率400 W、超声时间12 min、

质量浓度2.0 mg/100 mL蜗牛酶液1 mL、酶解pH 6.6、酶解

温度37 ℃条件下提取SOD，重复3 次。测得平均SOD比活

力为192.27 U/mg，比正交试验中最优组合得到的酶比活力

高，可见正交试验方差分析所确定的为最佳工艺参数。

3 结 论

本实验以葡萄酒泥酵母为原料，通过不同单因素条

件下的提取结果，对超声波辅助蜗牛酶法提取葡萄酒泥

酵母SOD主要影响因素进行L9（34）正交试验优化，确定

的最优工艺参数为1 g湿酵母分别悬浮于5 mL 0.2 mol/L的
磷酸盐缓冲液中，超声功率400 W、超声时间12 min、质

量浓度2.0 mg/100 mL蜗牛酶液1 mL、酶解pH 6.6、酶解

温度37 ℃，在此条件下提取SOD，所得平均SOD比活力

为192.27 U/mg。该工艺具有工艺简单、条件温和、产品

安全性高等特点，具有一定的应用前景。
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