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仙人掌超氧化物歧化酶的制备研究

杨 洋，任 红，肖克宁，韦小英，李

(广西大学生命科学与技术学院，广西南宁

红

530004)

摘 要:对500g仙人掌进行捣碎匀浆、硫酸按分级沉淀浸提、离心、除杂蛋白、溶解等一系列处理后得到SOD

(超氧化物歧化酶)粗酶液。所得粗酶液用聚酞胺((100 H)层析柱层析实现纯化，再经过冷冻干燥即得到含有SOD的

白色粉末。用联苯三酚法测定该白色粉末具有的酶活力。实验结果显示得到含有SOD的白色粉末酶活力为0.9590

X 104U/g粉末。影响酶活力大小的外界因素主要包括pH值、温度、抑制剂。结果显示在pH值为7.5-8.5时酶
活力最大，稳定性也好。温度维持在25 30℃时酶活力最高。由于过氧化氢和氰化钾能使仙人掌SOD的酶活力显

著下降，因而可以判断从仙人掌中提取到的SOD是Cu " Zn-SOD.
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Abstract: After a series of treatment to cactus including crush and pulping, ammonium sulfate precipitation extract, centrifuge,

getting rid of protein and fuse, the superoxide dismutase was obtained in the liquid. The liquid containing superoxide dismutase

needed to be purified with chromatography. The medium for chromatography was polyamide. The activity of the powder was

measured with pyrogallol. The result powder activity was 0.9590 X 100U/g. The activity of superoxide dismutase would be

affected by the change of temperature, pH and inhibitor. The relationship between the activity of superoxide dismutase and these

factors was studied in the experiment. The results showed that when pH was between 7.5 to 8.5, the activity of superoxide

dismutase was in a optimum range. Superoxide dismutase activity was sensitive to the change of ambient conditions. The

activity would be lost at high temperature. The superoxide dismutase was the most active at the temperature of 25 to 300C. The

activity of superoxide dismutase would decrease obviously under the effect of H202 and KCN. It was analysed that the superoxide

dismutase in Cactus was Cu·Zn-SOD.

Key words: cactus; superoxide dismutase; extract; purification; measure

中图分类号:Q554 文献标识码:A 文章编号:1002-6630(2005)11-0133-04

    超氧化物歧化酶(Superoxde dismutase, SOD)E'I，是
一种广泛存在于动、植物及微生物中的金属酶。可分

为三种类型，第一种类型一Cu " Zn-SOD，呈蓝绿色，

主要存在于真核细胞的细胞浆内，分子量在32000左

右，由两个亚基组成，每个亚基含1个铜和1个锌。第

二种类型一Mn-SOD，呈粉红色，其分子量随来源不同

而异，来自原核细胞的分子量约为4000，由两个亚基

组成，每个亚基各含I个锰;来自真核细胞线粒体的-

Mn-SOD，由4个亚基组成，分子量约为80000。第三

种类型一Fe-SOD，呈黄色，只存在于真核细胞中，分

子量在38000左右;由两个亚基组成，每个亚基各含1

个铁。此外，在牛肝中还存在一种一Co " Zn-SOD。经
清华大学生物科学与技术系、香港浸会大学中药现代化

研究联合实验室的研究认为，仙人掌中抗衰老成分超氧

化物歧化酶(SOD)活性与牛血红蛋白中SOD活性相当，

仙人掌中SOD的含量是牛血红蛋白中SOD含量的2倍

多，是牛奶SOD含量的7倍多，具有明显的抗衰老和提

高机体免疫力作用(2]。鉴于仙人掌中含有SOD，本研究

在如何提取仙人掌SOD，并对其活性测定方面进行了初

步探讨，为超氧化物歧化酶新资源的开发提供依据。

1 材料与方法
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1.1 材料与试剂

    仙人掌 广西农业学校，仙人掌(O.dillenii Haw.);

pH为7.8的0.05 mol/L磷酸盐缓冲液;硫酸按(分析纯);
pH为8.2的0.1 mol/LTris一二甲肿酸钠一HCI缓冲液;
7mmol/L联苯三酚;聚酞胺100目;其余试剂为国产分

析纯或生化试剂，所用试剂皆用重蒸水配制。

1.2 主要仪器

    DS-1高速组织捣碎机 上海标本模型厂:PHS-3TC

精密数显酸度计 上海沪新电子仪器厂;MP1100 11型

电子天平 上海精科天平;752C紫外可见分光光度计、

MVS-1旋涡混合器 北京北德科学器材有限公司;

AVANTI J-20XPI型高速冷冻离心机 BECKMAN公司;

JY92-2D超声波细胞粉碎机;真空冷冻干燥机。

1.3 酶活力测定

    采用联苯三酚法测定SOD的活性，以抑制联苯三酚

自氧化速率达50%所需要的酶量定义为一个酶单位[3]

1.4 仙人掌SOD的分离提取

    称取新鲜仙人掌500g，将其表面的刺去掉并用双蒸
馏水冲洗净，切成小块，加入500ml pH为7.8, H3PO4

浓度为0.05mol/L的磷酸缓冲液用高速组织捣碎机匀浆

后，纱布过滤，收集滤液，滤渣加入200ml pH7.8,

H3PO;浓度为0.05mol/L的磷酸缓冲液再次匀浆、浸提，

合并两次滤液，加入硫酸按至饱和度45%, 4℃静置

3h，用高速冷冻离心机8000r/min离心20min，弃去沉

淀，收集上清液，加入硫酸按至饱和度85%, 4℃静

置过夜。用高速冷冻离心机8000r/min离心40min，弃

上清液，沉淀用20ml 5mmol/L, pH7.8的磷酸缓冲液充
分溶解，并在pH为7.8, H3PO;浓度为5mmol/L的磷酸
缓冲液中透析，用超声波细胞粉碎机处理5min，高速

冷冻离心机5000r/min的转速下离心5min，除去杂质沉

淀，上清液为SOD粗酶液[[3,41

    将粗酶液上预先用磷酸缓冲液平衡的聚酞胺柱(2.6

X 60cm)，用同样的缓冲液进行洗脱，自动部分收集器
收集，控制流速为5 ml/ l Omin，每管收集5ml，用752C

紫外可见分光光度计测定每管A325值，并用联苯三酚法

测定酶活性，具有活性的各管洗脱液合并，经过冷冻

干燥得到具有一定纯度的SOD粉末。

LS 酶的活力计算

    样品液单位体积活力:

    样品液单位体积活力(U)

    =1 [(0.070一样品液氧化速率))/0.070 X 100%1/50%) X (2.
00/0.01) X样液稀释倍数

    总活力:

    总活力(U)=单位体积活力(U/ml) x样品液总体积(ml)
1.6 酶种类鉴定

    采取抑制剂敏感性实验，分别测定SOD在不同浓

度的H202和KCN抑制下的相对活力[a[

1.6.1   H202对SOD活力抑制

    取五支洁净试管，分别加入10, 20, 30, 40,

50111。(H202)=1.5%的水溶液及lml SOD酶液，混合均
匀后反应30min,测定各管酶液酶活力并计算其相对活

力，以重蒸水中酶活力为基准。

1.6.2   KCN对SOD活力抑制

    取七支洁净试管，分别加入0.1, 0.2, 0.3, 0.4,

0.5, 0.6, 0.7m1 KCN浓度为lommol/L的水溶液及1ml SOD

酶液，混合均匀后反应30min后，立即测定各管酶液酶

活力并计算出相对活力，以重蒸水中酶活力为基准。

1.7 温度对酶活的影响[s1

    将酶液分别向小试管中加入I ml酶液，在水浴锅中

将水温调节到指定值，温度稳定后将小试管放入其中水

浴30min，迅速冷却至25℃后，测定酶活力并计算出相

对活力。实验中共指定14个温度值，分别是0, 5,

10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、

60, 65 0C，以重蒸水中酶活力为基准。

1.8   pH值对酶活的影响[(6]
    将酶液分别向小试管中加入lml酶液及4m1磷酸缓冲

液，将混合液pH值调节到指定值，小试管在25℃水浴
锅中静置3h，到时间后立即测定酶液酶活力并计算出相

对活力。实验中共指定18个pH值，分别是3.0, 3.5,
4.0, 4.5、5.0, 5.5、6.0, 6.5、7.0, 7.5、8.0, 8.5、

9.0, 9.5, 10.0, 10.5, 11.0, 11.5，以重蒸水中酶活

力为基准。

2 结果与讨论

2.1 盐的选择

    SOD属于蛋白质类物质。蛋白质盐析常用中性盐，

主要有硫酸按、硫酸镁、硫酸钠、氯化钠、磷酸钠

等。其中应用最广的是硫酸按，其优点是温度系数小

而溶解度大(25℃时饱和溶解度为4.1 mol/L，即767g/L,
O 'C时饱和溶解度为3.9mol/L，即676g/L)，在这一溶解
度范围内，许多蛋白质和酶都可以盐析出来，分段效

果比其他盐好，不容易引起蛋白质变性【,1。因而选用硫

酸按来提取仙人掌中的SOD.

2.2 酶的提取分离
    硫酸馁沉淀法正交试验结果见表1和表2.

Table t
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    表2   L8(33)正交试验及结果表
Table 2  The factor and result with L..(33)

试验号
正交试验方案 结果

C 粉末质量德) 酶活力(x 104P
  Ai

  AI

  Al

  Ai

  A2

  A2

  儿

  A3

  A3

0.926

1.117

1.040

0.191

  BI

  B2

  B3

  B2

  B3

  BI

  B3

  Bl

  B2

1.018

1.044

1.021

0.026

  C3

  CI

  C2

  C2

  CI

  C3

  C2

  C3

  CI

1.025

1.041

1.017

0.024

0.907

0.923

0.949

1.147

1.092

1.113

1.026

1.033

1.061

0.862

0.877

0.901

1.101

1.048

1.068

0.964

0.971

0.997

    实验结果见图2。在pH值6.0̂ 9.5范围内具有较高
的酶活力，特别是在7.5-8.5这一区域酶活力最大且较

稳定，表明仙人掌SOD是一种对pH值变化比较稳定的
酶，与该酶分子中的金属辅基有关，酶分子中的锌主要

起稳定酶分子构象的作用，而铜则与催化机制有关191

所以在本次实验中选择pH7.8的缓冲液来提取仙人掌SOD
是合适的，这样可以最大程度地避免酶活损失。

由于RA >RB>Rc
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Fig.2   The

    4    6    8   10   12   14

            pH

  pH值对酶活力的影响
effect of pH to enzyme activity

    实验结果表明，使用硫酸馁沉淀法所得到的粉末质

量以及粉末具有的酶活力的较好。根据硫酸馁沉淀法正

交试验结果，可以得出在提取过程中质量体积比对提取

结果的影响最大，第一次加硫酸按浓度次之，第二次

加硫酸钱浓度的影响最小，其中各因素的最佳值为质量

体积比1:1，第一次加硫酸钱。(硫酸馁)=45%，第二次

加硫酸钱。(硫酸按)=85%。在以上提取条件下可以从

500g食用仙人掌中提取到含SOD的粉末1.147g，这些粉
末具有的总酶活力为1.101 X 104U.

2.3 温度对酶活力的影响

    从图1可以得出仙人掌SOD在25-30℃时活力最

大，即仙人掌SOD的最适温度在25̂-30℃之间。随着

温度降低酶活力明显降低。在温度超过30℃后，温度越

高，酶活力越低。在温度达到60℃以后，测不到酶活

力。因此推断仙人掌SOD的失活温度在60̂!70℃之间。

2.5   H202对SOD活力抑制
    从实验结果图3可知，加入少量过氧化氢就可以对

仙人掌SOD的酶活力产生很强的抑制作用。随着过氧化

氢加入量的增大，抑制作用也逐步加强，这表明过氧

化氢是SOD的抑制剂，仙人掌SOD对过氧化氢敏感。
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2.6   KCN对SOD活力抑制

    实验结果见图4所示，加入0.1ml 10m mol/L的KCN

溶液的SOD样品酶活力明显下降，但是KCN溶液加入

量的增大对酶活力的进一步降低作用不明显。尽管如
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    SOD至少可分为三种类型;第一种类型一Cu - Zn-

SOD，由两个亚基组成，每个亚基含1个铜和1个锌，

对氰化物和过氧化氢均敏感。第二种类型一Mn-SOD，由
两个亚基组成，每个亚基各含1个锰，对氰化物和过氧

化氢均不敏感;第三种类型一Fe-SOD，由两个亚基组

成，每个亚基各含1个铁，对氰化物不敏感。根据这

一理论我们选用。(H202)=1.5%的水溶液和l Ommol几的

KCN溶液对仙人掌SOD进行测定，以仙人掌SOD的酶

活力是否会受这两种物质的抑制为依据判断仙人掌SOD

的种类。由实验结果知道从仙人掌中提取的SOD样品受

到氰化钾和过氧化氢作用，活力明显降低，即对氰化

物和过氧化氢均敏感，因此可以判断从仙人掌中提取的

SOD属于Cu·Zn-SODI9l o

3 结 论

3.1 使用硫酸钱沉淀法提取仙人掌SOD在提取过程中

质量体积比对提取结果的影响最大，第一次加硫酸钱次

之，第二次加硫酸按的影响最小，在一定提取条件下

可以从500g食用仙人掌中提取到含SOD的粉末1.147g,
这些粉末具有的总酶活力为1.1 X 104U，即0.9590 X 104U/

g粉末。
3.2 仙人掌SOD的最适温度在25 30℃之间。在最适

温度范围以外，温度的降低或升高都会引起酶活力的降

低。仙人掌SOD的失活温度在60̂ 70℃之间。

3.3 仙人掌SOD在pH值6.0̂ 9.5范围内具有较高的酶
活力，特别是在7.5-8.5这一区域酶活力最大且较稳

定。提取仙人掌SOD应选择pH7.8的缓冲液。
3.4 加入少量的H202溶液或KCN溶液都可以对仙人掌

SOD的酶活力产生很强的抑制作用。仙人掌SOD样品

对氰化物和过氧化氢均敏感，因此可以判断从仙人掌中

提取的SOD属于Cu - Zn-SOD.
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安捷伦科技在亚洲推出Agilext TO和Agilext HO

              反扣高效液初色讲柱

    2005年10月安捷伦科技宣布正式向中国市场推出Agilent TC和Agilent HC反相高效液相色谱(HPLC)柱。

最新的色谱柱拥有卓越性能、持久耐用等特点。

    HPLC用于分离、分析各种化合物，包括合成和天然产品、药品和毒素。Agilent TC和Agilent HC反

相高效液相色谱柱是为了满足广泛的应用范围而研制的，例如环境分析、食品安全和包括中药在内的药品

质量监控。

    Agilent TC和Agilent HC反相高效液相色谱柱目前有两种类型:通用碳载量或高碳载量。所有的色谱柱

都提供较大的表面积和pH范围，能够对各种极端复杂的样品进行分析。Agilent TC和Agilent HC反相高效
液相色谱柱具有持久的性能，整个使用期间几乎不需要进行任何维护，可与所有标准高效液相色谱仪配合

使用，且丝毫不影响使用质量及可靠性。


