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豌豆种子超氧化物歧化酶的纯化及性质
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摘要 从豌豆种子提纯了超氧化物歧化酶 (S O D )
,

纯酶 比活性为 7 844 xl 0 ’

U/ g
。

该酶受 K C N

和 H夕
:
的强烈抑制

,

不受乙醇 一 抓仿混合液影响
,

说明为 C u
、

nZ
一 SO D

.

酶分子量和亚基分子

量分别为 32 100 和 14 4 0 0
,

表明该酶是由两个相同亚基组成
.

该酶在 70 ℃ 以下和 p H S
.

0一 n
.

o

范围内较稳定
,

紫外区最大吸收波长为 2 59 n m
.
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中图分类号 Q S另

超氧化物歧化酶 ( S O D
,

E C 1
.

巧
.

1
.

1) 广泛存在于需氧生物体内
,

能清除超氧 自由基对机

体的伤害
.

近年医学研究 表明
,

许多疾病 的发病机理与 S O D 水 平 密 切 相 关 (方 允 中等
,

198 9)
,

因此对 S O D 的应用研究也取得 了较大进展 (袁勤生
,

19 94)
。

已从动物
、

植物和微生 物

等多种生物体 内分离了 SO D
.

SO D 的纯化
、

性质和结构研究在动物中研究较深人
,

在植物中多

侧重于生物功能
,

尤其是与抗逆性的关系研究
.

豆科植物的 SO D 含量较高
,

已从大 豆 (王 爱

国等
,

19 8 3 )
、

菜豆叶片 (K o n o 等
,

19 7 9 )和饭 豆 (程光宇等
,

19 9 4 )等豆科植物 中提 纯了 C u
,

Z u 一 S O D
。

S a w a d a 等 ( 1 9 7 2 )
、

G i a n n o p o l i t i s 等 ( 1 9 7 7 b )先后 进行 过提 纯豌 豆 种子 S O D 的

研究
,

但未纯化到均一
。

本文报告豌豆种子 SO D 的提纯及性质
.

1 材料与方法

L l 材料

豌豆 (八及滚m as 瓦
。 u m )种子经 gH CI

:
表面消毒后于室温浸泡 24 h

,

用于提取 SO D
。

1.2 方法

1
.

2
.

1 SO D 活性 测定 参照 G in n no p o

illst 等 (l 9 7 7a) 方法进行
,

以 抑 制 N B T光 化 学还 原

50% 的酶量为 1个活性单位
*

。

1
.

.2 2 蛋白质含量测定 参照 B ar d fo 记 ( 19 7 6) 方法进行
,

以牛血清白蛋白为标准蛋 白质
。

1
.

.2 3 分子量和亚基分子量测定 全酶分子量采用凝胶过滤法测定
,

亚基分子量采用不 连

续系统 SE 6 一 聚丙烯酞胺凝胶电泳法
,

分离胶浓度为 7
.

5%
。

1
.

.2 4 紫外吸收光谱 用 B ce k rr 以 n D U 一 7 型分光光度计测定 22 0 一 300 n m 的吸收
。

2 结果与讨论

.2 1 酶的纯化

称取充分吸胀的豌豆种子 1 000 9
,

加人 2倍体积的 50 m mo l压磷酸钾缓冲液 ( p H 7
.

8)
,

于

1卯 5一田一 07 收稿
* 用该方法浏定的酶活性单位是一个相对单位

,

难以用 m ol / s 表示
.
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组织捣碎机上捣碎
。

匀浆液经尼龙布过滤
,

滤液于 巧 oo o r
/而

n
低温 (4 ℃ )离心 20 ~

,

上清

液即为粗酶液
,

向粗酶 液加人 .0 25 倍体积 乙醇和 0
.

巧 倍体积氯仿混合 液 ( 一 20 ℃ )
,

搅拌

10 im
n ,

同前离心
,

弃沉淀
.

上清液加人 K尹 PO4 (20 9压 )离心
,

弃沉淀
,

向上清沼动口人丙酮 (一 ZOce)
,

收集 0
.

5 一 1
.

5 倍体积丙酮的蛋 白沉淀
,

用 10 m m ol /L磷酸钾缓冲液 (P H .7 8) 溶解
,

离心
,

除

去不溶性杂质
。

上清液对 or m mo l压磷酸钾缓冲液 ( p H 7
.

8) 透析过夜
,

上 D E AE 一 纤维素柱

( 3
.

0 cm
X 33 cm )

,

以含 0
.

0一 0
.

6 mo lL/ K C I的 10 m mo lL/ 磷酸钾缓冲液 ( PH 7
.

s )进行离子强

度线性梯度洗脱
,

出现 5 个蛋 白峰
,

只有第 3 个峰呈 S O D 活性
,

收集该活性峰
,

共 17 4 m L
,

经

P E G 浓缩至 20 m L 后 对 10 m mo l压 磷酸钾缓冲液 ( p H 7
.

8) 透析过夜
,

上 D E A E 一 S eP ha m se 柱

( 3 mr xl o cnT )
,

按与上述相 同方法进行洗脱
,

出现 2 个蛋 白峰
,

第 2 个峰呈酶活性
,

收集活

性高的部分
,

共 3 0 m L
,

浓缩至 3 m L
,

上 S e P h a or s e 6 B柱 ( 3
.

0 mr
X 5 0

.

0mr )
,

以 10 m mo lL/ 磷

酸钾缓冲液 (P H 7
.

8) 洗脱
,

收集酶活性峰 (图 l)
,

共 35
.

s
nrL

。

该酶液比活性为 7 844 xl o 3u 旭
。

经过以上几个步骤
,

酶被纯化了 1 868 倍
,

回收率 32 % (表 l)
。

表 1 豌豆 S O D 的纯化

纯 化 步 骤 总蛋白 /m g 总活性川 比活性 产率 /%

粗酶液 45 0 36
.

0 189 453 4
.

2 1X()

乙醇 一 氯仿处理 3 538 .5 1肠 718 47
.

1 88

丙酮沉淀 5〕 )
.

6 1田 056 2 1.7 9 57 .6

D E A E 一 纤维素层析 75
.

7 75 3印 男 5
.

5 3 9
.

8

D E A E 一 S e p h a r o s e 层析 一22 59 49 2 4 876 3 1
.

4

5 e P h a r o s e 6 B 7
.

8 1 61 25 9 7 844 32
·

3

.2 2 酶纯度鉴定

将纯化的酶液以 P E G 浓缩至 1 9 L/
,

经聚丙烯酞胺凝胶圆盘电泳后染色
,

出现一条蛋 白

带 (图 2 )
。

说明该酶 已纯化到电泳均一
。

工!

日口己一芝塑收9
5

溯8oo溯400200
.2 3 对抑制剂敏感性

根据对金属的依赖性 不同
,

可

将 SO D 同工酶分成 三种类型
: C u,

Z n 一 S O D
、

M n 一 s O D和 F e一 SO D
。

o
·

2

C u ,

nZ 一 SO D 受 K C N 和 H户
2

的 0 16

抑 制
,

但不受 乙醇 一 氯仿混合液 骂
。12

影响 ; M n 一 SO D 则与之相反
。

而 a 08

eF 一 s o D 受 H
Z
O

Z

抑制
,

不受 KC N 。以

和 乙 醇 一 氯仿 影 响
,

可根据这种

特性 区分 S O D 同工酶 类 型 (王爱

国等
,

1 9 8 3 )
。

纯化的豌豆 S O D 活性

分别受 l % H ZO Z和 3 m m
o l /L K e N

收集管号

图 l 豌豆 S OD 的 S e p h a r o s e 6B柱层析洗脱图

抑制 7 4 % 和 9 0%
,

在提纯过程 中不受乙醇 一 氯仿混合液的影响
,

说明本文提纯 的酶属 C u
,

Z n 一 S O D
。

我们曾观察到 0
.

1% H ZO : 抑制蚕豆 S O D 活性 91 % ( 另文发表 )
,

但仅抑制豌 豆
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. 5 2 酶稳定性

将纯酶在不同温度的水浴中保温 10 而 n
,

然后于 冰浴中冷却
,

测定酶活性
.

结果表明
,

豌

豆 SO D 在 70 ℃ 条件下较稳定
,

80 ℃ 尚能保持近 50 % 活性 (图 5)
.

据报告
,

动物血液的 C u,

nZ
一 SO D 对热很稳定

,

一般在 75 ℃ 以下不失活 (王亦根等
,

1994 ; 袁勤 生
,

19 89) ; 植物组织

的 SO D 热稳定性则表现 出一定差异
。

大豆种子 C u, Z n 一 SO D 对热较稳定
,

60 ℃ 时不失活

(王爱国等
,

19 83)
、

饭豆种子C u
,

Z n 一 SO D 在 75 ℃ 以下稳定 (程光 宇等
,

199 4)
,

而构祀果 实

的 C u Z 卜 SO D 在 6 0 0C 时几乎完全失活 (程光宇等
,

19 9 1)
.

吸 取 .0 1 m L 的 纯 酶
,

加 人 .3 9 m L 不 同 p H 缓 冲 液 (柠 檬 酸 一 棚 酸 一 巴 比 妥

一 K J
目

IP O
` 一 aN O H

,

P H 3
.

0 一 1 1
.

0 ) 2 4 h后测定 酶活性
.

结果 表明
,

酶在 p H 7
.

0一 1 1
.

0范围活

性较稳 定 (图 6)
。

C u
,

Z n 一 S O D 在 酸性 条 件下 的失 活被 认 为是 由于其 辅基 Z n 的脱 落 引

起的 (袁勤生
,

19 8 9 )
.

6oo姗2oo

一
公

.

口性
xù划胆。。s

次\辈想七理

30 40
10 11

图 5

功 印 7 0 50 如

温度 / ℃

温度对豌豆 SO D 活性的影响 图 6 声 对豌豆 SO D 活性的影响

.2 6 紫外吸收光谱

豌豆 SO D 在紫外光 区的吸收峰为 259 llln
。

这与其它动物
、

植物来源为 C u Z n 一 S O D 的

紫外吸收峰均在 2 60 nm 附近 (王亦根等
,

1 994 ; 王转花等
,

1 994 ; 邹国林等
,

19 8 9 ;袁勤生
,

19 89 ;

程光宇等
,

1991 ; 19 9 4) 是一致的一般认为这是 由于 C u
,

Z n 一 SO D 分 子 中酪氨酸和 色氨酸

残基含量低
,

使得吸收峰低于 280 unI
.
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