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摘 要 从烟叶中提取的超氧物歧化酶 (SOD)，经 PAGE垂直板电泳后，用氨蓝四唑(NBT) 

法活性 色．并经凝胶薄层扫描 ( ：595 nm)，结果显示粗酶液有 6条 同工酶 谱带 ，经纯化 

后的酶只有一条谱带 ．此纯酶 液置 冰箱 36 h后，可获得长方形结晶．结晶酶液 用 Sephadex 

G 100柱层析 (1 5 cmx100 cm)和 SDS—PAGE测得其分子量分别为 24 830和 28 900．用等 电聚 

焦电泳测得该酶等 电点为6．80。该酶在 pH 5～9范围内活性较稳定，在 75℃ 保温 15 rain活性 尚 

保留 54％。此酶对 KCN、氯仿 一乙醇不敏感，但受到 EI~A,H，q 的强烈抑制，表明烟叶中分离 

纯化得到的 SOD为酶分子中结合 Fe的 Fe—SOD。 

关键词 塑 ；塑墨塑蠛 直 垦：!旦 ； 且 
中图分类号 Q554．6 

超 氧物 歧化 酶 (superoxide dismutase，SOD，EC 1．15．1．1)是一 种广泛存 在于 需氧生物体 

内的重要金属酶，催化超氧物阴离子 自由基 (O )或其质子化产物 (HO；)歧化 为 0 和̂ 

O 。SOD在防御生物体免受超氧 自由基的损伤，在抗辐射、抗肿瘤，抗逆境及延缓 机体衰老 

等方面起着重要 作用。 

烟草 sOD 的研究，在 国内未 见研 究报告，在国外报告 也不 多 (Furusawa eI al，1984： 

Montalbini el al，1986；Bakardjieva 吼 al，1992)。我们从烟叶中分 离出 SOD，并获得结 晶， 

同时研究了其部分性质。烟叶SOD 的研究，对烟草的综合利用具有重要意义。 

1材料与方法 

L1 材料 

烟草 (Nicotiana rus~ica)成熟新鲜叶片。 

1．2 方 法 

1．2 1 酶的提取与纯化 取新鲜成熟 叶片 300g，加入 0．05rcol／L pI-I 7,5磷酸钾缓冲液匀 

浆，四层纱布过滤，滤液中加固体 (Nra,hSq 至 25％ 饱和度，离心(9 000咖血 ，10ram，室温)， 

收集上清液 ，于上清液中再加入固体(NH ) SO 至 75％ 饱和度，离心 (同上)，收集沉淀，沉 

淀溶 于一定量 上述缓冲液，离心 (同 上)，弃 去沉 淀，上 清液 对 重蒸 承 透析，透析 液 经 

DEAE一纤维素离子交换柱层析 (1．5 crl3．×60 cm)，离子强度线性 梯度洗脱，收集酶活性峰 

洗脱液，经超滤至原体积 1／3，再 Sephadex G一100(1．5anx60 era)，收集酶活性峰洗脱液， 

并超滤浓缩，浓缩液 (蛋白含量为 154 mg／L)置冰箱 36 h后出现长方形结晶。 

1 2 2 酶活力测定 按 Giann0politis(1977)和王爱国等 (1983)方法，利用 SOD抑制氮蓝四 

唑(NBT)在荧光下的还原作用，以抑制 NBT光化还原 50％ 的酶量为 1个酶活力单位(U)。 
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1．2 3 蛋白质含量测定 按 Bradford(1976)方法．并以牛血清白蛋白为标准蛋白 

】2 4 同I酶凝胶电泳分离厦其活性染色 按罗广 华等 (1983)方法。 

1 2 5 酶蛋白等电点(P1)的测定 采用等电聚焦法 (北京大学生化教研室编．1979) 

l 2．6 酶分子量的测定 (1)Sephadex G一100柱层析法。(2)SDS—PAGE法。均以磷 酸 

化酶 B fMw 94 o00)，牛血清白蛋白(Mw 67 000)，肌动蛋白 (Mw 43 000)．碳酸酐酶 【Mw 

30 000)、TMV外壳蛋白(Mw 同 17 500)为标准蛋白(上海申华公司产) 

2 实验 结果 

2．I酶的纯化 

提取液经 (N} ：SO,分部沉淀，离子交换柱层析，凝胶过滤等步骤．酶被纯化 了 26倍， 

比活力达 746，活力回收达 16％，酶的纯化结果如表 1。 

表 1 烟 叶 SOD分离纯化结果 (材料 300g) 

I _l田" SO1)结 出 (100× ) 

冒 2 蝈叶 SOD凝胶 电泳目谱 

(1—2烟叶粗提取液 ； 

3～ 4烟 叶纯 化酶 液 

箱 36h后出现长方形结晶(图 l1 
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图3 烟草 SOD 同工酶谱带薄层扫描圈谱 “=595n／n) 

(I：烟叶纯化酶液 ；Ⅱ：烟 叶粗提取液、 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


丑 

第 1期 穆 虹等：烟叶超氧物歧化 酶的研究 87 

2．2 酶纯度的检测 

粗提酶液经 PAGE垂直板电泳，并以 NBT法活性染色，结果表明烟叶提取液中台 6种 

SOD同工酶(图2中 1～2)，纯化酶液中仅一条酶带 (图2中 3～4)，用凝胶薄层扫描( =595 

rim)．结果 (图 3)与上述一致 。 

2．3 酶分子量的测定 

采 用等 电聚焦法 测得酶蛋 白的 PI值 为 6．80(图 4)。 

2．4 酶分子量的测定 

用 Sephadex G一100柱层析法测 得酶 的分子量 为 24 830(图 5)；用 SDS—PAGE法 测 

得磷酸化酶 B的迁移率 (Rf)为 0．54，牛血清白蛋白的 Rf为 0．607，肌动蛋 白的 Rf为 0．801， 

烟叶SOD的 Rf为 0．77，上述标准蛋白的 Rf对其分子量的对数作图，根据烟 草 SOD 的Rf 

求得其分 子量为 28 900。 

2．5 抑制剂对 SOD活性的影响 

2．5．1 EDTA对酶的抑制作 用 EDTA对酶活性有较明显的抑制作用，且抑制作用随EDTA 

浓度的增大而增强(表 2)。 

2,5．2 H 2对酶活性的影响 H o2对酶活性的抑制作用较 明显，1．5％H 2可抑制酶活性 

83％(表 2) 
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图 4 SOD酶蛋白的 H值 (1．磷酸化酶 B 94000 2牛血清白蛋 白6 7000 3肌动 

蛋 白43 000 4_碳酸酐酶 30 000 5．TMV外壳蛋 白17 500) 

2．5．3 KCN，氯仿 一 乙醇对酶活性的影响 KCN，氯仿 一乙醇对酶活性 的影 响不 明显． 

0．2 mmol／L的 KCN仅抑 制酶 活性 的4％，氯仿一乙醇 (2：3v／v)对酶 活性 的抑 制 也 仅 

2％ (表21。 

2．6 酶的酸碱稳定性和热稳定性 

2．6 1 温度对酶活性的影响 等量的酶液 于不 虱温 度下保温 15 rain，流水冷却后测定酶 

活性，结果 (表 3)表明酶随着温度上升活性下降，在 26～ 65℃ 范围内活性较稳定，75℃ 

保温 15 min，仍 可保 留 54％ 的活性 。 
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表 2 EDTA、H 、KCN和瓤仿一乙醇对烟叶 

SOD酶活性的影响 (84 mg／L蛋白 ) 

表 3 温度及 pH对烟叶 SOD活性的影响 

(84 mgfL蛋白) 

2．6 2 pH对酶活性的影响 将等量酶液于等量不同 pH缓冲液 (pH<6．0为005 iYlol／L磷酸 

钾缓冲液．pH≥7．0为 005tool／LTris-HC1缓冲液)中室温放置 4 h后．调 pH至 7．5测定 

酶活性，结果 (表 3)表明酶活性在 pH5～ 9范围内较稳定，在 pH4时活力 较低 在 pH6时 

活力壤高 ， 

3 讨论 

超 氧 物 歧 他 酶 (SOD)按 其 结 台 的 金 属辅 基 不 同 分 为 Cu，Zn—SoD、Mn—SoD 和 

Fe—SOD 3种类型，其中 Cu，Zn-SOD对KCN，Hp 敏感，对氯仿一乙醇不敏感 Mn—soD 

对 KCN，H2O，不敏感，对氯仿 一乙醇敏感，Fe—SOD只对 H)o 敏感。原核生物及_人部分真 

核藻类 只有 Mn—SOD 和 Fe—SoD，无 Cu，Zn—SOD存在 ：高等 真核 生物 3种 类型 的 SOD 

都有，Cu Zn～SOD主要存在于细胞质 中，在叶绿体中也有；Mn—SOD主要存在于线粒体 

中；Fe—SOD主要存在于叶绿体中(Weisinger et al 1973；Bowler et a1．1992)SOD的类型、 

同工酶的数 目及每种酶的相对含量，不同的生物，不同的营养条件．不同的生长环境．其变 

化 较大 (Foster et al，1980；Nelson et al，1992；ScandalJos 1993；Tsang et al 1991)。印使 同 

种类型的 Fe-SOD．来 自不同的生物体，其性质也不同(Duke et a1．1985；Kirby乱 al，1981； 

salin et a1．1980；Yost et a1 1973)。在植物体 中，Cu Zn-SOD，Mn—soD 的研 究报告较 

多 (王爱国等，1983；陈宗道等，1989；陈贵等，1989；Burke el al，1992；Sevilha et a1．1982)， 

Fe—SOD 的报 告 相 对 较 少 (Bakardjieva et al，I992；Duke et a1．1985：Salin et a1． 

1980)：我们发现新鲜烟叶的粗酶液中含 6种 SOD 同工酶，我们纯化得到 了其中主要的一种 

(图 2)．该酶对 KCN，氯 仿一乙醇均不敏感，而受到 H，o 的抑制作 用 明显 (表 2)，抑制 试 

验表明，从烟叶中纯化得到的 SOD 为 Fe—sOD。Baka删ieva等 (1992)在对烟草的绿色组 

织 与黄化组织 的 比较 中发 现，绿 色烟 草组 织 soD 活性 高，同工 酶 数 目多，且 主要 是 
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Mn—SOD和 Fe—SOD．Cu，Zn—SOD的活性近乎零 我们纯化了新鲜烟叶 6种同工酶中的 
一 种．并通过抑制 试验证明其为 Fe—SOD 至于该种酶在细胞中的定位，及其余 5种同工酶 

分属何种 SOD 的类 型，有待进 一步 研究 

在睡莲 (Water lily)中分离得到的 Fe—SOD 其分子量 为 46 200的二聚体，其等 电点 

为4．8(Salin et a1．1980)；在银杏 (Ginkgo bitoba)中分离得到 Fe—SOD 的二种同工酶 其 

分子量为 47 000的乙聚 体，等 电点分别 为 5 25和 5．I 5(Duke et al，1985)；在 甲烷杆 菌 

fJ~IethanobacteriuⅢ bryantii)和大肠杆菌中分离得到的 Fe—SOD，分别为分子量为91 000 

=2 000的四聚体及分子量为 38 700的二聚体(Kirby et al_1981；Yost et al 1973) 我们从 

烟叶中分离得到的 Fe—sOD，用凝胶过滤和 SDS—PAGE测得 的分子量分别为 24 830和 

28 900(图 5) 可能为单 亚基酶，且测得其等 电点为 6．8(图 4)，高于上述睡莲和银杏中 

Fe—SOD 的等 电点 

Cu．Zn-SOD在pH 5．5～10．0范围内稳定，Mn—SOD对pH敏感，pH>7．0稳定性 降低 

(Frkidovich 1975)，我 们 从 烟 叶 中纯化得 到的 Fe—sOD 在 pH 5．0～9 0范围 内活性较 

稳定(表3) 陈宗道等 (I989)报 道茶叶中有 3个 SOD 同工酶．2个为 Cu．Zn—SOD 1个为 

Zn—SOD并删 得 荼叶 SOD 的最 适温 度 为 1O℃ 时．最 适 pH 为 8,0。Burke等 (1992) 

报告豌豆细胞质、叶绿体 中的 cu，Zn—sOD及线粒 体 中的 Mn—SOD，在 10℃ 时活性最 

高，在 10～45℃ 范围内 Cu，Zn—SOD 活性下 降较快，Mn—SOD活性下降平稳。我们分 

离得 到 的烟 叶 中的 Fe—SOD 在 26～ 65℃ 范 围 内活性下 降也 较平稳 ，至 于其 最 适 温度． 

从实验结果来看 ，应小于或等于 26℃ 。 

关于 SOD 的研究报告较多，可 看到不 同的 SOD，来源不 同，类型不同，其性质也不 

同 同一类型的SOD 来源不同，其性质也有较大差异 我们 对烟草 SOD 的分离研究，旨 

在为烟草的综合利用开辟一条新的途径，对其部分性质的研究，旨在 为烟 草 SOD 的生产 

和应用提供一定 的理论 依据 
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STUDIES ON CHARACTERISTICS OF SOD 

FROM TOBACCO LEAVES 

M u Hong Liao Yi He Ping Xu Fen~ cai 

(Dept of Agr．Biology．South China Agr Univ．，Guangzhou 510642) 

Abstract 

Polyacrylamide gel dectrophoresis of crude superoxide dismutase(SOD1 extracts and purifgxl 

SOD from tobacco leaves were performed．Six bands were foand in the crude SOD extracts． 

and one of them corresponded to that for the purified sample Rex~anglar crystals were 

yielded after the solution of purified SOD was stored in 4℃ refrigerator for 36 hours 1’he 

mol~ular weight of the purified SOD was 24 830 and 28 900 as measured by gd 

chromatography co lumn and SDS—PAGE respectivdy 11he isoelectric point of the purified  

SOD was 6．8 measured by ampholine electrophoresis Th0 purified SOD was stable at pH 

5．0～ 9 0．Fifty—four percent of ils activity remained after the purified SOD was kept 

at 74 ℃ for l5 minutes．The purified SOD was insensitive to KCN and chloroform — 

ethanol treatments，but it was strongly inhibited by EDTA and H 2O2 The results 

indicated that the purified SOD from tobacco leaves was a Fe—SOD
． 

Key words tobacco；superoxide dismulase；Fe—SOD 
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