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磁性纳米粒子快速分离纯化超氧化物歧化酶
杨 林1，孙术国2，罗 章1,*

(1.西藏农牧学院食品科学学院，西藏 林芝 860000；

2.中南林业科技大学食品科学与工程学院，稻谷及副产物深加工国家工程实验室，湖南 长沙 410004)

摘  要：磁性纳米粒子快速分离纯化牦牛血液中超氧化物歧化酶(SOD)，并建立吸附动力学模型，研究结合液(磷酸

盐缓冲溶液)和解离液(醋酸钠缓冲溶液) pH值、NaCl浓度和吸附时间对SOD比活力和回收率的影响，以此确定最佳

分离纯化条件。结果表明：随着结合液pH值增大，SOD比活力先升高后急剧降低，SOD回收率一直呈增大趋势，

最佳pH值为7.5；随着结合液NaCl浓度增加，SOD比活力和回收率先升高，后降低，最佳NaCl浓度为0.5mol/L；随

着解析液pH值增大，SOD比活力逐渐升高，而SOD回收率呈减小降趋势，最佳pH值为5.0；磁性纳米粒子对SOD最

佳吸附时间为2h；随初始酶粗品浓度的增加，磁性纳米粒子对SOD吸附作用拟合Langmuir吸附模型，且获得的SOD

比活力始终维持在较高水平(3000～3250U/mg)，说明磁性纳米粒子对SOD分离效果良好。

关键词：牦牛血液；超氧化物歧化酶；比活力；吸附动力学
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Abstract：The magnetic nanoparticles used to quickly separate and purify superoxide dismutase (SOD) from yak blood was 
evaluated and a kinetic model of SOD adsorption was established in our experiments. The effects of pH of binding buffer (sodium 
phosphate buffer) and the dissociation buffer (sodium acetate buffer), NaCl concentration and adsorption time on the specific 
activity and recovery of SOD were investigated to determine the optimal conditions for separation and purification of the 
enzyme. The specific activity of SOD revealed an initial increase and a final decrease with the increase of pH, but the enzyme 
recovery revealed a stable increase, suggesting that optimal pH of binding buffer was 7.5. The specific activity and recovery of 
SOD exhibited an initial increase and following decrease with the increase of NaCl concentration. Meanwhile, the maximum 
SOD adsorption was observed in the presence of 0.5 mol/L NaCl. When pH of dissociation buffer was increased from 4.0 to 
5.5, the specific activity of SOD revealed an improvement, but the recovery of enzyme revealed a reduction. So the optimal 
pH of dissociation buffer was determined to be 5.0. The experimental results also showed that under the optimal adsorption 
conditions, the optimal static adsorption time was 2 h. As the concentration of crude enzyme extract was increased, SOD adsorption could be 
expressed by Langmuir adsorption model. The specific activity of SOD was always maintained at a high level (3000—3250 U/mg), which 
showed that the best separation selectivity for SOD can be achieved by using magnetic nanoparticles.
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1969年，美国科学家McCord等[1]从牛血红细胞中首

次分离超氧化物歧化酶(superoxide dismutase，SOD)，此

后科学家对SOD研究作了大量的工作，研究发现SOD是

一种以自由基为底物的酶，能快速有效清除过剩的超氧

阴离子自由基，具有抗炎[2]、抗辐射[3]、抗肿瘤[4]、抗衰

老[5]及提高机体自身免疫力[6]等功效，由于功能强大，使

用广泛，因而备受科学家关注。 

动物血液富含SOD，西藏牦牛作为高原最为活跃

的动物，其血液SOD在克服高原反应，抗除疲劳方面发

挥重要作用，然而牛血液成分复杂，给SOD分离和纯化



※基础研究	                            食品科学	 2013, Vol.34, No.09   81

增添困难。分离纯化SOD的研究已有不少报道，如张波

等[7]采用沉淀、热变、再沉淀获SOD粗品，再经DEAE-

Sephadex A-50柱层析，得到比活力为2325U/mg SOD。

Fattman等[8]采用琼脂糖层析来纯化鼠肺细胞外SOD粗酶

液。王保全[9]以牛血为原料，采用过溶血、热变、丙酮沉

淀、超滤浓缩等获得SOD粗品，再经Sephadex G-75凝胶

过滤层析和DEAE-Sepharose Fast Flow离子交换层析纯化

超滤后酶液，获得比活力大于3000U/mg SOD。这些研究

都需采用层析法对粗酶液进一步纯化，层析法作为蛋白

质分离纯化具有选择性高、分离效果佳等优点，但也具

有对填料要求高、分离效率低、操作难度大等缺点。而

磁性纳米粒子作为一种新型的蛋白质分离介质，具有快

速、分离效率高、操作简单以及可重复使用等优点[10-12]，

本实验采用Fe3O4磁性纳米粒子从牦牛血液中分离纯化

SOD，研究磁性纳米粒子对酶的吸附动力学以及影响

SOD比活力和回收率的各种因素。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

牛血清超氧化物歧化酶(Cu/Zn-SOD)、牛血清白蛋白

(BSA) 美国Sigma-Aldrich公司。

六水三氯化铁(分析级)、三水醋酸钠(分析纯)、乙二

醇(分析纯)、戊二醛(体积分数25%)和聚乙烯亚胺(质量

分数99%) 国药集团化学试剂有限公司；SOD试剂盒 

上海工硕生物技术有限公司；其他试剂均为分析级。

JEM-1230透射电镜仪 日本JEOL公司；Nicolet 

5700智能傅里叶红外光谱仪 美国Thermo Nicolet公

司；DU700紫外-可见光分光光度计 美国贝克曼库尔

特有限公司。

1.2 磁性纳米粒子的制备

称取0.025g FeCl3·6H2O和1.2g乙酸钠移入含有20mL

乙二醇的烧杯中，室温下磁力搅拌30min，混合均匀后，

再添加0.5g 聚乙烯亚胺(PEI)，室温下搅拌30min至溶液均

匀透明，将搅拌好的混合物溶液倒入25mL的高压反应釜

中，密封，并将反应釜置于200℃电热鼓风干燥箱当中，

反应12h，取出自然冷却至室温。将产物用双蒸水洗涤数

两2次，再用无水乙醇洗涤2次，然后进行超声波处理，

接着再用双蒸水洗涤1次，最终将纳米粒子分散于20mL

双蒸水，装入玻璃瓶，室温保存，备用。

1.3 SOD粗酶液制备

制备SOD粗酶液参考王保全[9]改进传统工艺提纯SOD

方法。获得的SOD粗酶液冷冻干燥制成酶粗品，置于4℃

保藏，备用。

1.4 磁性纳米粒子分离纯化SOD过程

首先将一定量SOD酶粗品溶于结合液(0.05mol/L磷酸

盐缓冲溶液，pH6.5，含有NaCl浓度为0.5mol/L)，再将

100mg的磁性纳米粒子分散于结合液中，在4℃条件下轻

轻搅拌2h，然后磁性分离，接着将吸附酶的磁性纳米粒

子分散在结合液(不含酶粗品)清洗两次，最终将吸附酶的

磁性纳米粒子分散于20mL的解离液(0.05mol/L醋酸盐缓

冲溶液，pH 4.0)中，在4℃条件下轻轻搅拌30min，磁性

分离，此过程重复一次，两次获得的解离液汇集，透析

浓缩后冷冻干燥，最终SOD样品置于4℃保藏。

为了研究结合液pH值对SOD的比活力和回收率影响，

实验设计结合液pH值分别为4.5、5.5、6.5、7.5和8.5；为

了研究不同离子强度对SOD的比活力和回收率影响，结

合液中NaCl浓度分别为0、0.5、1.0、1.5、2.0mol/L；为了

研究解离液pH值对SOD的比活力和回收率影响，将解离

液pH值分别设定为4.0、4.5、5.0、5.5；为了研究吸附时

间对SOD的比活力和回收率影响，吸附时间分别设定为

0.5、1.0、1.5、2.0、2.5h。为了研究不同酶粗品蛋白初始

浓度对SOD吸附效果的影响，实验设计酶粗品蛋白初始

浓度分别为0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2、1.4mol/L。 

1.5 磁性纳米粒子表征

采用透射电镜(TEM)观察磁性纳米粒子形貌。采用傅

里叶红外光谱(FTIR)分析磁性纳米粒子吸附SOD前后红外

光谱图的变化，扫描范围500～4000cm-1，分辨率为4cm-1。

1.6 SOD比活力和回收率分析

SOD在每分钟内转化1μmol底物所需的酶量为一个活

力单位(U)。酶活力计算见式(1)。总蛋白含量根据考马斯

亮蓝G-250法测定[13]，以牛血清白蛋白为标准蛋白质。

(A0  A1) N1 N2

A0 B 50%
SOD /U =  (1)

式中：A0为参照液吸光度；A1为样品吸光度；N1为

反应体系的稀释倍数；N2样品测试前的稀释倍数；B为蛋

白质含量。

SOD比活力为SOD活力与分离纯化后酶的质量比值。

回收率为磁性纳米粒子分离后总蛋白占酶粗品总蛋

白的百分数。 

1.7 SDS-PAGE分析

将12%聚丙烯酰胺凝胶用于SDS-PAGE测定 SOD 的

纯度。所用的分析条件为：5%浓缩胶，10%分离胶，浓

缩胶电泳电压80V，分离胶电压 120V，电泳样品用考马

斯亮蓝G-250染色后再按照标准程序褪色[14]。

1.8 数据统计 

上述所有实验重复3次，取平均值，实验采用SPSS统

计软件对数据进行分析。

2 结果与分析

2.1 磁性纳米粒子外貌、粒径及表面化学性质分析
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2.1.1 磁性纳米粒子外貌和粒径

图 1 表面包埋聚乙烯亚胺的磁性纳米粒子的透射电镜图

Fig.1 Transmission electron micrograph of magnetic nanoparticles with 

surface-coated ethylene imine polymer

采用TEM表征磁性纳米粒子，结果如图1所示，用

于酶分离纯化的磁性纳米粒子颗粒分散均匀，粒径约为

(35±5)nm，这些说明磁性纳米粒子分散性好，稳定性

较佳。而SOD分子粒径在2～4nm，磁性纳米粒子表面可

以同时吸附较多数量的SOD，同时也不会因为纳米粒子

粒径太大，球表面曲率过高造成对蛋白吸附产生空间位

阻，进而降低对蛋白的吸附。

2.1.2 磁性纳米粒子表面化学性质分析
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图 2 磁性纳米粒子吸附蛋白前(B)后(C)及纯SOD(A)的红外光谱分析

Fig.2 FTIR spectra of pure SOD (A), Fe3O4 magnetic nanoparticles (B) 

and magnetic nanoparticles with SOD (C)

FTIR可以用于分析磁性纳米粒子表面活性基团，

同时也能分析纳米粒子吸附蛋白前后红外光谱特征所

发生的变化。结果如图2所示，红外光谱扫描图(A)在

1637.1cm-1和1648.5cm-1处出现最大吸收峰，为SOD蛋白

质酰胺Ι带的红外特征吸峰[15]；红外光谱扫描图(B)在

553.5cm-1的红外特征吸峰为Fe—O的振动，在3407.6cm-1

有最大吸收峰，说明磁性纳米粒子表面富含NH2基团(来

自于聚乙烯亚胺)，这赋予了纳米粒子表面可带大量的正

电荷。红外光谱扫描图(C)在570.8cm-1的红外特征吸峰为

Fe—O的振动，在1637.3cm-1和1648.9cm-1处出现最大吸收

峰，这是蛋白质酰胺Ι带的红外特征吸峰[15]，说明纳米

粒子已经吸附SOD，同时也证明了SOD吸附到纳米粒子

表面过程，酶分子的二级结构发生了变化。

2.2 结合液pH值对SOD比活力和回收率的影响

在磁性纳米粒子吸附纯SOD实验当中，通过表面化

学分析证实SOD已经吸附到磁性纳米粒子表面(2.1.2

节)。现将磁性纳米粒子分散在不同pH值的结合液(含

适量的酶粗品)中，研究结合液pH值对SOD比活力和

回收率的影响。结果如图3A所示，结果表明：随着pH

值增大，磁性分离获得的SOD比活力先增加，后急剧

降低，而获得的酶回收率在pH4.5～8.5始终呈增大趋

势。由于SOD在pH5.5～8.5稳定性较好，磁性纳米分

离也是一种非常温和的分离纯化方式，因此，此分离

纯化过程对SOD酶活力损失较低。在pH8.5处，SOD

比活力迅速降低和回收率增高，说明总蛋白的量增

加，但SOD在总蛋白中占的比例下降，即获得的SOD

纯度在pH4.5～7.5一直呈上升趋势，在pH8.5则急剧

下降，因此造成比活力也急剧降低。可能的原因在于

牛的SOD的等电点(pI)在5.5左右，当pH值在6.0～7.5

时，SOD表面带负电荷，且负电荷的数量随pH值的增

大而增加，而磁性纳米粒子表面带有大量的正电荷，

因此，电荷之间相互作用促进磁性纳米粒子对SOD的

吸附，同时也对牛血清白蛋白排斥(或者说不吸附)。

但pH＞8.0时，由于杂蛋白也带负电荷，致使纳米粒子

对杂蛋白的吸附，因而SOD纯度降低，同时比活力降

低，因此最佳结合液pH值为7.5。
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图 3 磷酸盐缓冲溶液pH值(A)和NaCl浓度(B)、解析液pH值(C)以及吸

附时间(D)对SOD比活力和回收率的影响

Fig.3 The effects of pH of binding buffer (A), pH of dissociation buffer 

(C), NaCl concentration (B) and adsorption time (D) on the specific 

activity and recovery of SOD 

2.3 NaCl浓度对SOD比活力和回收率的影响

对于蛋白质分离纯化，其分离体系中离子强度也是

重要的影响因子。不同NaCl浓度对SOD比活力和回收率

的影响结果如图3B所示，结果表明随离子强度的增加，

SOD比活力变化不明显，而SOD回收率先增加，然后

迅速降低。可能原因在于低离子强度促进一些蛋白的分

散，有利于蛋白向磁性纳米粒子靠近，但溶液体系离子

强度过高，易导致纳米粒子表面电荷和蛋白分子表面电

荷产生屏蔽作用，因而阻止了纳米粒子对蛋白分子的吸

附[16]，造成SOD回收率降低，上述结果表明最佳NaCl浓

度为0.5mol/L。

2.4 解离液pH值对SOD比活力和回收率的影响

将SOD从磁性纳米粒子表面解离，一方面可以回收

高比活力的SOD，另外可以重复使用磁性纳米粒子，但

解离液pH值不同，获得的SOD比活力和回收率也各异，

解离液pH值对SOD比活力和回收率影响如图3C所示，结

果表明，在pH4.0～5.5，SOD比活力随pH值的增加而增

大，而回收率随pH值的增加而降低。可能原因在于当pH

值为4.0，由于SOD带正电荷，同种电荷相互排斥，促进

SOD从磁性纳米粒子解离下来，而pH值增加，SOD表面

正电荷减少，因此，这种排斥降低，致使少量的SOD仍

然保留在磁性纳米粒子表面，因此回收率降低。同时，

由于较低pH值易造成Zn2+从酶上脱落，SOD酶活性受到

损失[17]，因此，在较低pH值解离，SOD比活力降低，综

合考虑SOD比活力和回收率，最佳的解离液pH值为5.0。

2.5 吸附时间对SOD比活力和回收率的影响

磁性纳米粒子吸附溶液中蛋白质是一个动态过程，

从磁性纳米粒子表面第一个吸附位点被蛋白占据到全部

吸附位点被蛋白占据，需要一段时间，这段时间由磁性纳

米粒子与蛋白的相互作用力、磁性纳米粒子分散密度、蛋

白的浓度以及机械搅拌等因素决定，本实验在上述因素都

确定的情况下，研究吸附时间对SOD比活力和回收率的影

响，结果如图3D所示，结果表明：随吸附时间的延长，

SOD比活力变化不明显，但其回收率呈上升趋势，这说明

磁性纳米粒子对SOD吸附不断增加，对杂蛋白的吸附很低

甚至不吸附，因而最佳的吸附时间为2h。

2.6 磁性纳米粒子对SOD吸附动力学研究

载体对目标蛋白的吸附作用可以采用吸附等温线表

征，而且，通过掌握等温线相关参数，可以建立数学模型用

于预测载体对目标蛋白的吸附规律。Langmuir吸附模型目前

广泛用于分离纯化生物大分子过程[18-19]，其表达式如下：

qmC
q = Kd + C  (2) 

1 11Kd
q C=       +qm qm

 (3)

等式(2)和(3)中q和C分别是蛋白的载荷/(mg/g)和水溶

中蛋白的质量浓度/(mg/mL)，Kd是解离常/(mg/mL)，qm是

最大载荷/(mg/g)。

SOD
y = 0.0019x + 0.0061
(R2 = 0.98)
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图 4 酶粗品质量浓度对SOD吸附效果的影响

Fig.4 Effect of initial concentration of crude enzyme extract on SOD 

adsorption

如图4所示，结果表明磁性纳米粒子对SOD吸附很好的

拟合Langmuir吸附模型(R2=0.98)，获得磁性纳米粒子对SOD

最大的载荷为166.7mg/g，解离常数Kd为0.32mg/mL，高于

Ma Zhiya等[20]报道的亲和作用解离常数(Kd=0.14mg/mL)，说

明这种依靠电荷之间的相互作用力低于亲和作用相互作用

力，同时随酶粗品蛋白质量浓度的增加，分离纯化的SOD

比活力变化不明显，说明磁性纳米粒子对酶粗品中蛋白的

吸附主要是针对SOD的吸附，因此上述建立的数学模型本

质上是预测磁性纳米粒子对SOD吸附作用。

2.7 SOD纯度分析

为了进一步检验分离纯化的SOD纯度，并且对纯化

过程进行监控，实验采用SDS-PAGE对各阶段的样品进行

分析，结果如图5所示，泳道A是采用溶菌酶作为标品，

泳道B是粗酶液样品的电泳结果，结果表明粗酶液样品的

杂蛋白主要是牛血清白蛋白，分子质量为66.43kD，采用

磁性纳米粒子分离纯化的SOD，其电泳结果在C泳道，结

果显示泳道呈单一条带，由于牦牛SOD为Cu/Zn-SOD，其

分子质量为32kD左右，为二聚体分子，在SDS-PAGE电

泳过程中分离成单体，因此在16kD左右出现单条带[21]，

此结果证明获得的SOD纯度较高。
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图 5 磁性纳米粒子吸附分离SOD的电泳表征 

Fig.5 Separation of SOD from crude enzyme extract using magnetic 

nanoparticles

3 结 论

采用溶剂热法制备Fe3O4磁性纳米粒子，表面经聚乙

烯亚胺包埋，磁性纳米粒子对SOD的吸附作用可以通过

红外光谱法证实。利用磁性纳米粒子从粗酶液中直接分

离纯化SOD，结果表明磁性纳米粒子对SOD的载荷和获

得的SOD纯度受到粗酶液pH值、离子强度、解离液pH值

等因素的影响，其中最佳的分离条件为结合液pH7.5、

NaCl浓度0.5mol/L，解离液pH5.0和吸附时间2h，最大

SOD比活力为3252U/mg，最大回收率可达到91.23%。

结果也显示，磁性纳米粒子对不同浓度的SOD吸附拟合

Langmuir吸附模型，SOD最大的载荷为166.7mg/g，解离

常数Kd为0.32mg/mL，采用该数学模型，可以较好的预测

磁性纳米粒子对SOD吸附作用规律。本实验建立的方法

为快速分离纯化蛋白质提供一定得借鉴。
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