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摘要 :菜豆种子粗酶液经乙醇 一 氯仿
、

丙酮沉淀
、

D D咙 一 纤维素柱层析和 阮p ha dex c
一

75 柱层析
,

获得 比活力为

127
.

45 u/ gm 的超氧化物歧化酶 ( so D )
,

该酶活性受 珑 q 和 cK N 强烈抑制
.

经电泳鉴定为 3 种 SO D 同工酶
,

部分

纯化的 以刃 证明为 Cu ,

Zn
名OD

.

经不连续聚丙烯酞胺凝胶电泳获得其 中 1 种电泳纯的酶
,

超声波处理此酶后
,

酶

活力发生改变
,

适宜的超声波参数能显著提高酶活力
.

经超声波处理后
,

so D 的紫外吸收光谱无明显变化
,

而紫外

差示光谱在一定波长范围内出现正峰和负峰
.
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超氧化物歧化酶 ( E e 1
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1
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1
, s
即ieoxr

d e d ism
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aet8
,

SO )D 广泛存在于需氧生 物体内
,

能清除超氧阴

离子 自由基对机体的伤害
.

自 1969 年 M cC
0 dr 等 l[]

发现 SO D 功能以来
,

已从动物
、

植物和微生物等多种

生物体内分离出 SO D
.

SOD 在医药
、

日用化工和食品

工业上得 以广泛应用 〔2〕
.

豆科植物 的 s o D 含量较

高
,

已从豌豆 [3 ]
、

大豆 [ 4〕
、

饭豆 〔5 ]和蚕豆 [ 6 ]等豆科植

物中提纯了 C u ,

Z n 一

so .D

超声波是物质介质 中的一种弹性机械波
,

作为

一种物理的能量形式
,

在医学
、

化工等领域有着广泛

的应用
.

近年来
,

超声波技术正向生物学领域扩展
.

高大维等图用超声波处理固定化的糖化酶来分解淀

粉
,

发现在 一定 的超声波作用范 围 内
,

酶的活力提

高
,

而 mK 值下降
,

但该酶的最适温度和最适 p H 保

持不变
.

黄卓烈等 s1[ 利用超声波处理酵母过氧化氢

酶和多酚氧化酶
,

发现这两种酶的催化活性 有较大

幅度的提高
.

超声波在低强度及适宜的频率条件下
,

具有空穴作用
、

磁致伸缩作用和机械振荡作用
,

改变

酶分子的构象
,

促进细胞代谢过程中底物与酶 的接

触和产物的释放
,

从而促进酶生物催化活性 101
.
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报告菜豆种子 S OD的提纯和酶类型鉴定
,

并探讨了

超声波对 SOD 酶活力的影响
.

论超声波对 SOD 活性的影 响
.

仪器是无锡市超声波

电子设备厂生产的 H仅刃2 5 型超声波发生器
.

1
.

7 紫外吸收光谱和紫外差示光谱

用 UV 一 洲0 1CP 型分光光度计 ( 日本 SHMI A DZ U

公司 )分别测定未经超声波处理 和超声波处理后的

酶液在 190
一 300 lnn 的吸收光谱

.

以纯酶为基准
,

测

定 SO D 在 190
一 300 mn 的紫外差示光谱

.

2 结果与分析

2
,

1 菜豆种子 S OD 的分离纯化

经 D EA E 一
纤维 素柱洗脱

,

出现 2 个蛋白峰
,

其

中第一个与酶活力 峰重 叠
.

收集此峰洗脱液共 26

mL (第 13 管到 21 管 )
.

这与饭豆种子阁洗脱出 2 个

S OD 活力峰不同
,

也与蚕豆种子 e1[ 蛋白峰和酶活力峰

不重叠不同
.

在 阮p h ad ex G 75 层析柱的洗脱过程 中
,

出现 2个蛋白峰
,

而且第一个峰与酶活力峰重叠 (图

1)
.

经过 以上 几个步骤
,

酶 比活力为 l刀
.

45 U/嗯
,

酶被纯化 了 】16
.

93 倍
,

产率 4
.

4% (表 1 )
.
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1 材料与方法

1
.

1 材料

供试材料为矮生菜豆
,

品种
“

供给者
”

乃明己。
佃

vu lg
a泊

.

L
.

vc
.

oG咱汕
e
种子

,

购于 中国农业科学院

蔬菜花卉研究所
,

种子于室温下浸泡 48 h 后用 于提

取 SO D
.

1
.

2 SO D 活性测定

参照 iG
~ 间 iit ,

等【’ 0] 的方法
,

以抑制 N rH 光化

学还原 50 % 的酶量为 1个活力单位 ( U )
,

1
.

3 蛋白质含最测定

参照 B ar 山oF记仁“ 〕的方法
,

以牛血清白蛋白为标准

蛋白质
.

1
.

4 菜豆种子 SO D 的初步纯化

称取一定量充分吸胀的种子
,

加人 2 倍体积的

50 ~
F L 磷酸缓冲液 ( pH 7

.

8)
,

组织捣碎机捣碎
.

匀浆置 4 ℃冰箱浸提 30 ha n 后
,

4 ℃
、
1 以刃 r/ m i n 离

心 8 而 n ,

上清液再于 4 ℃
、

12 以叉) r/ 而
n 离心 20 而

n ,

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 而 n ,

同

前离心
,

弃沉淀
.

向上 清液加人 0
.

5 倍体积丙 酮

(
一 2 0 ℃ )

,

搅拌 10 而 n ,

同前离心
,

弃沉淀
.

再向上

清液加人 1倍体积丙酮
,

同前离心
,

收集沉淀
,

用 10

~
。 F L 磷酸缓冲液 ( p H 7

.

5) 溶解
,

同前离心
,

除去不

溶性杂质
.

上清液上经预处理的 D E A E 一 纤维素柱

( 2
。m x l 6 c m )

,

以含 O 一 o
.

s m o l / L N aC I的 10

uonn
l/ L

磷酸缓冲液 ( pH 7
.

8) 进行离子强度线性梯度洗脱
,

流速为 6 而可管
,

3 l l d了管
.

收集具有酶活力 的蛋 白

峰洗脱液
,

用 PE C 浓缩后
,

上 eS 户ad ex 0 75 层析柱 ( 2

e m x 4 0 e m )
,

以 10

fnnor
F L 磷酸缓冲液 ( p H 7

.

8 )进行

洗脱
,

流速同上
.

1
.

5 SO D 同工酶鉴定和提纯

经初 步 纯 化 的 酶 液 用 聚 乙 二 醇 6 (X力 ( P E G

6
000 )浓缩至蛋白质约 1 1119 /

mL
,

参照李建武等 〔’ 2 ]的

方法
,

用不连续的聚丙烯酞胺凝胶进行 电泳
,

分离胶

胶液质量浓度为 0
.

07 5 酬mL
、

浓缩胶胶液质量浓度

为 0
.

03 『mL
.

电泳后分别进行活性染色和蛋 白染

色
.

切取第 3 条酶带
,

加人少量 5 0

~
F L 磷酸缓冲

液 ( p H 7
.

8 )浸泡
,

4 ℃浸提 12 h
,

10 O x ) r/ 而 n ,

4 ℃离

心 20 而
n ,

取上清液用 PGE 浓缩后
,

再进行电泳鉴定

纯度
,

并进行超声波处理
.

1
.

6 超声波对 SO D 活性的影响

在分别以处理时间
、

超声 波频率和功率为单因

素进行试验后
,

再采用 9L (犷 )正交表作正交试验
,

讨

1 8 3 6 5 4 7 2 9 0 10 8

厂 (洗脱 ) Vo l um e o f e lu a t e角 I L

10 n ln 刃】/ L p H 7
.

8 磷酸缓冲液洗脱 ;流速
: 6 而可管

,

3 n江了管
门

【11e e lu 6 on 、
I姆孟 .

m司 at a n ow
” ” e of 6 而可扣比

,

3 n l【了加 !犯 硒 ht 10 加加口L pH 7
.

s p卜呷h ate bu
ffe

r

图 l 菜豆种子 S OD 的 反p h a d e x
-G 75 柱层析洗脱曲线

iF g
·

1 阮户
a

dxe -G 75 col ~
el iut on ps tt e m of os D 云Ol n ik dn

e y

玩an se e ds

.2 2 同工酶鉴定

经乙醇 一
氯仿

、

丙酮沉淀
、

DEA E 一
纤维素柱层

析和 SeP h a d e x
G 75 柱层析纯化 的酶液

,

经不连续的

聚丙烯酞胺凝胶电泳后
,

分别进行蛋 白染色和活性

染色
,

出现 3 条对应的蛋 白带和活性带 (图 2)
,

分离

出 SO D 的一组 同工酶 ( M , 、

峡
、

叽 )
.

豆类中的 so D

含量高
,

饭 豆种子在 多步纯化后
,

得到 2 组共 6 条

so D 同工酶谱带 s[]
,

蚕豆种子表现为单一条带困
,

而

Saw ad als 〕在豌豆种子提纯 so D 也未纯化到均一
在部 分纯化 的酶液 中

,

分 别加 人不 同浓度的

H Z O Z和KC N
,

于 30 ℃恒温水浴中保温 30 而 n ,

取 出迅
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表 1菜豆种子 O SD的纯化

R幼 6a C口 on f o SODf r. .苗面即 加皿 , 日改七

纯化步骤

Pu卫i if e a
it

o n

st eP

嘛
tot al v o ll n刀 e

/
n止

m (总蛋白

tot 公 p印 t e i n

gnl一田24
/ m g

19 62 7

6 2 94

1 14 5

96

7

总活力

以 al ac it vi yt

/ U

比活力

spe
c币 c a c

it vi yt

/ ( U
一 1 )

纯化倍数

1〕画石
e at i on

n l

hu ilP
e

0097杨39932142516粗酶液
c ur d e e x tr 吕 c t

乙醇
一

氯仿处理
e ld o or of mr

, e than d

丙酮处理
a ce ton

e p二iin iatt on

D EA E 一 纤维素 D EA已 e e ll 』 , e

eS p h a d e x
G 一 75

2 1 3 16

20 397

5 5 63

2 67 1

94 2

4
.

86

27
.

68

127
,

45

产率

外eld
/ %

1(1〕
.

0

95
.
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2 6
.

1

12
.
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只华衡理

:A 活性染色 :B 蛋白质染色
A : ac ivt iyt sat in in g B : P or t e in s iat n i n g

图 2 菜豆种子 so D 同工酶图谱

iF g
.

2 压叫歹歇
” of SO D i溉化年 m e

加 m 拓 d n e y 比 an se dse
iF g

.

2
.

3

c ( K e N ) /( In 一11 0 1
·

L
一 `

)

未经处理的酶活力 :

54
.

l u /毗
;蛋白质质量浓度

: 0
.

92 m岁诫
」

e n , 翎 e a c t ivi yt i n u n tr ae t己 s al 月 〕 le : 54
.

I U / n一L ;

p or t e in c on etn : t 0
.

92
111

留毗

图 4 KC N 对菜豆种子 so D 活性的影响

4 E压犯 t of K CN on het
a c
it vi yt of SOD fu刃

l h d n e y 玫团 l

see ds

速冷却至 25 ℃
,

测定酶活力
.

以未经处理的酶活力

为 100 %
,

计算相对活力
.

结果 (图 3
、

4 )表明
,

部分纯

化的菜豆 SOD 分别和 50 mm
o F L 姚仇 和 5

~
F L

K CN 水溶液 作用 so 而
n ,

相 对 活 力为 14
.

8% 和

3
.

3%
,

抑制作用明显
,

根据王爱国等 [’] 的鉴定法
,

所

提取的菜豆 SOD 为 C u ,

zn
一

SOD
.

] 0 0 r

2
.

3
.

1

超声波处理对 S O D 催化性质的影响

超声波处理对 SO D 活性的影响 将经 1
.

4 制

nó日ùnU
ù

UO八̀U4
、̀

芝昏ō
^一1绪。̂一韶工。ó

只华韧毕

e ( H
:
0

2

) /(m m o l
·

L

未经处理的酶活力
:
55

.

5 U / 即工 ;蛋 白质质量浓度
: 0

.

95 n l

g/ mL
即匆的犯 a c t ivi yt in u n tr ea t曰脚

11〕 l e : 55
.

S U / 耳工 ;

P or t ie n c o n tent
: o

.

95 m岁毗
图 3 姚 q 对菜豆种子 SOD 活性的影响

iF .g 3 E压犯 t of 珑q 0 hat aC it们 yt of SOD 五习m ik dl 卿 长知 1

掀
,」s

备的部分纯化酶液
,

在 10 ℃ 下
,

用不同功率和频率

的超声波处理不 同的时间
,

以未经超声波处 理的酶

活力为 100 %
,

测定酶活力提高 的百分率
.

用 20 W
,

巧 kZH 的超声波处理不 同的时间
,

其 中处理 12 而 n

时
,

酶活力提高了 巧
.

4% ;用 20 W
,

不同频率 的超声

波处理 or 而
n ,

其中用 16
.

5 钮
z 时

,

酶 活力提 高 了

20
.

3% ;用不 同功率
,

16
.

5 kZH 的超声波处理 10 而
n ,

在 20
一
40 W 间

,

酶活力提高百分率 随功率的增加而

增加
,

在 O4 W 时达到最大
,

提高了 26
.

3%
.

在此基础上
,

考虑到 3 个 因素的交互作用
,

采用

四 ( 3
4
)正交表作正交试验

,

表头设计和结果见表 2
,

经 SA S 分析
,

得到以下二次 回归方程
:

Y 二 一 14 6
.

8 4 + 10
.

5 4 X l + 2 8
.

0 5 X 2 一 4
.

00 X 3 -

0
.

6 o x子+ 0
.

16 x l
凡

一 l
.

4 l x 圣
一 0

.

o Z X , X 3 + o
.

2 9X 2 X 3

(尸 < 0
.

《叉X ) 1 )
.

结果表明
:
当 X l = 10

.

2
,

几
二 14

.

4
,

X 3 二
36

.

5 时
,

方程有最佳响应值 Y = 0
.

35 5 2
.

即用 3 6
.

5 W
,

14
.

4

出
z 的超声波处理酶液 10

.

2 而
n ,

可使酶活力提高 的
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百分率为 3 5
.

5 2%
.

整个模型的 尸 < 0
.

以叉〕 1
,

所以回

归方程能通过验证
.

且各项 系数的 尸 值均 < 0
.

05
,

各个因素对酶活力提高的效果显著
.

切下电泳后的第 3 条 SOD 同工酶 (玛 )活性染色

的谱带
,

加人少量 50 ~
F L磷酸缓冲液 ( p H 7

.

8) 浸

泡
,

4 ℃浸提 12 h
.

or (XX〕 r/ 而
n 、

4 ℃离心 20 而
n ,

取

上清液用 PE G 浓缩
,

电泳后进行蛋 白染色和活性染

色
,

结果出现一条对应的蛋 白带和活性带
,

说明该酶

已被纯化到电泳纯
.

按 回归方程所列出的各因素的值
,

4 ℃下
,

在 4D

W
、

15
.

0 k zH 条件下超声波处理纯酶液 10 而
n ,

测得

酶活力提高百分率为 32
.

以%
,

和理 论值相关性为

0
.

902 0
.

由此可见
,

超声波在低强度及适宜的频率

条件下可促进酶的生物催化活性
.

表 2 超声波处理正交试验设计表 19 【矛 )及测定结果

伪山址. 廿皿 of ul 仕理刀山 xl t践别切暇城

试验

号 No
.

t
( X

;

)

/ n云n

5 ( l )

5 ( 1 )

5 ( l )

10 (2 )

10 (2 )

10 (2 )

15 (3 )

15 (3 )

15 (3 )

T a b
.

2

f( 几 )

/ k H云

尸 (凡 )

/ W

20 ( 1 )

4() (2 )

6() ( 3 )

4() (2 )

印 ( 3 )

2() ( l )

印 ( 3 )

20 ( l )

4() ( 2 )

空列

bl 歇正

酶活力提高百分率

伴几即龙刊笋 in

~
of e nZ 笋说 a

面vi yt/ %

2 1
.

40

19
.

03

27
.

83

33
.

53

39
.

28

18
.

52

12
.

07

20 08

18
.

87

凡j
222飞
ù
l

、 ,夕、、
尹、

、夕
、

、.少、 ,了、几声
、

、,了
、

、月Z、̀ .产

22
内,à
1
,̀内J
21
丹、ù

fZ、Z口tz̀、Z月、、了̀、了t
、矛产、咬了、了.

J̀ēU尸、ú哎曰0七J
ōIùnU哎-J13巧1613巧1316巧16

2
.

3
.

2 超声波处理对 so D 的紫外吸收光谱和 紫外

差示光谱的影响 测定 SOD 纯酶 (叽 )以及超声波处

理过的 SOD 在 190
一 300 lnn 的吸收

.

未经超声波处

理的 SO D 纯酶在紫外光 区的吸收峰在 27 5
.

s lnn
,

超

声波处理 ( 40 W
,

巧
.

0 kH z ,

10 而n) 后紫外吸收峰出现

在 27 6
.

3 lnn (图 5)
,

光谱无明显变化
.

再以纯酶为基

准
,

测定经超声波处理酶液的紫外差示光谱
,

发现在

190
一 25 0 lnn 波长范围内出现正峰和负峰

,

25 0 一 300

urn 之间无变化 (图 6)
.

0
.

10 0

0
.

0 5 0

才 0
,

0 0 0

一

0
.

0 5 0

一

0
.

10 0
L es 一习一一

190 刃 2 00 0

超声波处理 tr e at ed

2 5 0
.

0

凡 /n m

3 0 0刀

0n0n
口、J八曰

才 2乃0 0 未处理
e o n tor l

酶活力
: 117

.

5 U / 川山
,

蛋白质质量浓度
: 1

.

08 训扩n l l
J

e l咚卿阴 a e石vi ty : 1 17
.

5 U /毗门加 t e in 二 ten t : 1
.

08 m甲nIL

图 6 超声波处理后菜豆种子 S OD 的紫外差示吸收光谱

iF g
.

6 压ffe 花
n
it al LJ’V

s
pe

c t

rnUI
of SO D 吮

a t曰 衍 ht 己匕习翻〕
四d

伽m kj dn
e y be an se 以如

0刀0 0 ` es es es --J es 一

19 0
.

0 2 0 0刀 2 5 0刀

几 /n m

3 0 0
.

0

酶活力 : 1 17
.

5 u / mL
,

蛋白质质量浓度
: 1

.

08 m岁mL
e rl那说 act ivi ty : 117

.

S U / mL
,

P印 t e i n

con
ten :t 1

.

0 8 m酬mL

图 5 菜豆种子 岌 )D 的紫外吸收光谱

iF g
.

5 I J lt
r a v iole t 目招。

咖on
s
pe

c七氏叹n of S OD 加m ik dl l e y l灿
1

se e ds

3 讨论

菜豆种子经多步的分离纯化
,

得到 3 条 SOD 同

工酶谱带
,

其活性染色带和蛋白染色带相互对应
.

部

分纯化后的 s OD 对 玩 q 和 K CN 敏感
,

证明为 C u ,

Z n 一

SOD
.

超声波对酶活力的影响 因素很多
.

对水相的酶

促系统而言
,

超声波频率
、

超声波功率和处理时间为
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:

超声波对菜豆种子超氧化物歧化酶活性的影响

主要影响因素
,

适宜 的超声波处理条件能使酶活力

提高
.

之前的研究主要探讨单因素的影响 s[]
,

没有考

虑各因素的交互作用
.

本试验采用正交试验的方法
,

对超声波频率
、

超声波功率和处理时间作回归分析
,

得到三者的最优组合
.

目前认为较低 的超声波功率会对酶起激活作

用
,

大功率的超声波会使酶失活
.

这是由于较弱的超

声波对细胞产生 的破坏较小
,

而强超声波的空化作

用使细胞破碎
,

酶活力降低〔`3〕
.

本试验所用的参数
,

符合这个规律
.

邹承鲁〔’ 4 ]的工作表明
:
酶活力的表现必须依赖

酶分子的构象
.

据推测
,

超声波作用提高酶活力的原

因可能有 2 种 :
( l) 超声波产生的微流效应可能促进

底物迅速进人酶催化部分及产物进人介质
,

从而提

高了酶的催化效率 ; ( 2 )超声波的空化作用所产生的

冲击波改变酶分子的构象
,

从而影 响酶促反应的进

程
.

本文结果显示
,

超声波处理后
,

紫外吸收光谱无

明显变化
,

表 明 SO D 分子 的构型并无明显改变
.

而

紫外差示光谱出现了正峰和负峰
,

说明了 so D 的分

子构象 发生 了明显的变化
.

超声波 改变 了 Cu ,

zn
-

so D 的分子构象
,

从而导致酶活力提高
,

这可能是超

声波处理提高 SOD 活力的作用本质
,

同时也说明酶

分子的天然构象并非总是处于活性的最佳状态
.
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