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摘 要 :花生种子铜锌超氧物歧化酶经氯仿- 乙醇处理、硫酸铵盐
析、凝胶过滤和离子交换柱层析等步骤被分离纯化到均

一程度。该酶相对分子量为 31500Da,由两个相同亚基组
成 , 亚基分子量为 16010Da, 它在紫外区最大吸收波长为
253nm, 等电点为 4.2, 每摩尔酶含 2 个原子 Cu 和 2 个原
子 Zn, 2mmol/ L H2O2和 0.2mmol/ L KCN 能完全抑制其
活性 , 该酶由 303 个氨基酸残基组成 , 含有较高的丝氨酸
和缬氨酸 ,不含色氨酸和半胱氨酸。纯化后的 SOD 比活
性为 5029U/mg,活力回收率为 34%。
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CuZn - Superoxide dismutase from peanut seeds
were purified to homogeneity by the methods of
chloroform - ethanol trea tment, ammonium sulfa te
precip ita tion, Sephadex G- 100 gel filtra tion and ion
exchange chromatography. The enzyme had a
molecular weight of 31500Da and was composed of
two equal subunits which was 16010Da. The
enzyme exhib ited one maximum absorp tion at
253nm, and the isoelectric point of CuZn- SOD was
4.2. The enzyme conta ined about 2 atoms of copper
and 2 atoms of zinc per mole of enzyme, and its
activity could be inhib ited by KCN and H2O2. Peanut
CuZn- SOD cons is ted of 303 amino acid res idues ; it
showed dis tinctly more valine , serine and less
tryptopfan and cys te ine in amino acid compos ition.
Purified SOD had a specific activity of 5029 U/mg
and the yie ld of tota l ac tivity was about 34%.
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超氧物歧化酶( Superoxide dismutase,简称 SOD,

EC 1.15.1.1) 是广泛存在于动植物体内的一类金属

酶,具有催化超氧自由基歧化反应的能力[1]。近年来

研究表明 , SOD在预防和治疗由自由基引发的一系

列疾病 , 如肿瘤、自身免疫性疾病、炎症及辐射损伤

等方面起到了很重要的作用[2]。值得注意的是 ,它作

为抗氧化和预防衰老的功能因子在食品和保健食品

领域正得到广泛应用[3]。植物种子中富含 SOD,人们已

经从豌豆、黑加仑、莲、紫草等种子中纯化了 SOD[4～7],

花生种子即花生仁 ,不仅是最常见食品 ,也是丰富的

SOD资源 [8], 但对于花生种子 SOD的分离纯化及理

化性质等方面的研究,国内外尚未见详细报道。本文

报道花生种子铜锌超氧物歧化酶的分离纯化及性

质, 旨在为花生种子 SOD资源的开发利用提供参考

依据。

1 材料与方法
1.1 实验材料
花生 ( Arachis hypogaea L.) 种子 品种为徐州

68- 4,来源于徐州农科院,经表面消毒后于 25℃吸胀

24h 后 备 用 ; Sephadex G - 100 ( Pharmacia)、DEAE

(DE- 52) (Whatmam)、BSA、卵清蛋白、碳酸酐酶、胰

蛋白酶抑制剂 Sigma 公司 ; SDS- PAGE 低分子量标

准蛋白 上海东风生化试剂厂; NBT 国药集团化学试

剂有限公司;其余试剂 为国产分析纯或生化试剂。

1.2 实验方法

1.2.1 SOD 活力测定 按 Stewert 和 Bewley[9]的 NBT

光化还原法进行。测定体系中含 13mmol/L甲硫氨酸,

75μmol/L NBT, 2μmol/L核黄素 , 100nmol/L EDTA,

50mmol/L pH7.8 磷酸缓冲液和适量的酶液 , 以抑制

NBT光化还原 50%时的酶量为一个 SOD活力单位。

1.2.2 蛋白质含量测定 按 Bradford[10]方法进行,以 BSA

(含量大于 99%)为标准蛋白,测定样品蛋白质含量。

1.2.3 聚丙烯酰胺凝胶电泳( PAGE) 酶的PAGE和活

性染色按罗广华等[11]方法 , 在 10%的分离胶上进行 ,

蛋白染色采用考马斯亮兰 R- 250。

1.2.4 分子量及亚基分子量的测定 分子量测定用

Sephadex G- 100 凝胶过滤法 , 以 BSA( 66.2kDa) , 卵

清蛋白 ( 45kDa)、碳酸酐酶 ( 36kDa)和胰蛋白酶抑制

Abstract:

82



2007 年第 02 期

Vol.28,No.02,2007
研究与探讨

食品工业科技

剂( 20.1 kDa)制作标准曲线 , 计算酶的分子量 ;亚基

分子量测定在 7.5%~20%的 SDS- PAGE上进行。

1.2.5 等电聚焦电泳及金属元素含量测定 将纯酶对

重蒸水透析 24h(期间更换 4次重蒸水)后冷冻干燥。

按袁玉荪等[12]方法测定酶的等电点;在 PE- plasma400

电感耦合等离子体上测定酶的金属元素含量。

1.2.6 氨基酸组成分析 将纯酶透析冻干后,按 Pico·TagTM

氨基酸分析系统的方法测定酶的氨基酸组成 , 色氨

酸测定采用蔡武城等[13]方法 ,在岛津 RF- 540 型荧光

分光光度计上进行。

2 结果与分析
2.1 酶的纯化
吸胀的花生种子按 1∶2(w/v)的比例加入 50mmol/L

磷酸缓冲液( pH7.8,含 1mmol/L的 EDTA) ,于组织捣

碎机中匀浆 , 日立离心机 10000×g冷冻离心 10min,

弃沉淀 , 上清液加入 0.25 倍体积的氯仿 - 乙醇液

( v/v=2∶3) , 立即充分混合均匀 , 离心后留上清液 , 加

入硫酸铵至 30%饱和度 ,同上条件离心后弃沉淀 ,上

清液再加硫酸铵至 90%的饱和度, 15000×g冷冻离心

15min 后保留沉淀 , 将沉淀溶解 , 透析冻干。用

2mmol/L磷酸缓冲液( pH7.8, 含 0.1mmol/L的 EDTA,

以下称 A液 )溶解冻干物 , 进行 Sephadex G- 100 柱

层析( 2×90cm) ,用 A液洗脱,收集 SOD活性部分 ,加

到用 A液平衡的 DEAE柱上,洗至 A280低于 0.02后,

进行 2～60mmol/L磷酸缓冲液梯度洗脱 , 检测酶活性

和蛋白含量 , SOD约在 40mmol/L的浓度时被洗脱下

来。将 SOD活性峰合并,透析后冷冻干燥,用 A液溶

解后再进行 Sephadex G- 100柱层析,合并活性峰,冷

冻干燥后就得到了 SOD的纯酶。酶的 DEAE柱层析

分离及纯化步骤见图 1和表 1。

2.2 花生 SOD的纯度鉴定
图 2 为花生 SOD 电泳图谱。纯化的 SOD 在

PAGE 中的活性带和蛋白带均为一条 , 与粗酶液中

CuZn- SOD的第一条谱带对应 , 在等电聚焦电泳和

SDS- PAGE 中也为单一的谱带 , 说明该酶已被纯化

到电泳纯程度。

2.3 酶的理化性质

2.3.1 紫外吸收光谱 在岛津 UV- 256 型紫外可见分

光光度计上测定酶的紫外吸收光谱 , 该酶在紫外区

的吸收最大值为 253nm。花生种子 CuZn- SOD氨基

酸组成中不含色氨酸 , 酪氨酸含量仅为 2, 故在

280nm处无明显吸收 , 与文献报道的 CuZn- SOD的

光谱特性一致。

2.3.2 分子量及亚基分子量 用 Sephadex G- 100 凝

胶过滤法测定酶分子量 , 测得 SOD的洗脱体积为

46mL,从标准曲线上查得该酶的分子量为 31500Da。

它在凝胶柱层析中的活性峰和蛋白峰为相互重叠的

单一峰 (图 4)。在 7.5%~20%的 SDS- PAGE 中 SOD

纯化步骤 总蛋白(mg) 总活性( units) 比活性(U/mg) 纯化倍数 得率(%)

粗酶液 2262.56 17467.5 7.7 1.0 100.0
氯仿-乙醇液处理 1245.89 17125.0 13.4 1.8 98.0
30%～90%(NH4) 2SO4 125.21 15584.0 124.5 16.2 89.2
Sephadex G- 100 17.10 13855.2 810.2 105.2 79.3
DEAE(DE- 52) 1.93 7343.8 3811.0 494.9 42.0
SephadexG- 100 1.17 5884.0 5029.0 653.1 33.7

表 1 花生种子 CuZn- SOD的纯化

图 1 花生种子 CuZn- SOD的 DEAE柱层析

( 2×12cm)分离( - - - : 2～60mmol/L的磷酸缓冲液

梯度洗脱, 流速为 8.0mL/h,每管收集 3.5mL)
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图 2 花生 SOD的电泳图谱 ( 1～4: 10%PAGE; 5:等电聚

焦电泳 ; 6～7: 7.5%～20% SDS- PAGE。1,4,5,6: 纯化的

CuZn- SOD; 2: 粗酶液 ; 3: 同 2, 但经氯仿- 乙醇液处理 ;

7: 标准蛋白质。1～3为活性染色; 4～7为蛋白染色)。
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呈现一条区带 (图 2) , 其亚基分子量为 16010Da, 说

明花生 CuZn- SOD是由两个相同的亚基组成。

2.3.3 等电聚焦电泳及金属元素含量分析 SOD在

pH3.5~10的两性电解质存在下进行等电聚焦电泳分

析,呈现单一区带,其等电点为 4.2(图 2)。纯酶金属元

素含量分析显示 SOD含 2.08g铜/mol和 2.18g锌/mol,

表明纯酶为 CuZn- SOD。

2.3.4 抑制剂对酶活性的影响 在测定体系中加入不

同浓度的 KCN和 H2O2及酶液后 , 于 25℃避光保温

15min, 测定酶活性 , 当 KCN达 0.2mmol/L浓度和

H2O2 达 2mmol/L浓度时,能完全抑制酶的活力。将酶

液与氯仿-乙醇混合液( v/v=2∶3)按 1∶0.25(体积比)混

合后于 25℃保温 60min, 离心后测定上清液酶活力,

其活力几乎不损失(见表 2)。

2.3.5 pH 对酶活性的影响 取适量酶液于广泛 pH

缓冲液中保温 ( 25℃) 20min, 测定 SOD活性 , 该酶最

适 pH为 6.0(图 5)。

2.3.6 氨基酸组成分析 花生种子 CuZn- SOD氨基酸

组成测定结果表明(表 3) ,该酶由 303 个氨基酸残基

组成 , 不含色氨酸和半胱氨酸 , 与来源于豌豆、水稻

和紫草种子 CuZn- SOD相比[7],花生 CuZn- SOD氨基

酸组成中含有较低的赖氨酸、苏氨酸和甘氨酸 , 而丝

氨酸、缬氨酸含量较高。

3 讨论
本文从 50g 花生种子中得到高比活性纯酶为

1.17mg, 酶回收率为 34%,高于文献中有关植物种子

报道值[5,14,15],说明花生种子富含 SOD,是制备 SOD的

好材料。我们研究表明 , 花生 SOD含量可达 930～

1660U/g·fw,是植物中 SOD活性较高的一个类群[16,17]。

SOD有 Fe- SOD, Mn- SOD 和 CuZn- SOD 三种类型 ,

它们都能有效清除自由基。在花生种子中 Rf值最小的

一条谱带 ,经氯仿-乙醇液处理后消失 , 为 Mn- SOD,

其余六条为 CuZn- SOD。SOD是清除氧自由基的关键

酶 , 细胞内其它组分如 Cytf、GSH、质体醌、维生素 C

等也有清除自由基的作用 ,它们相互补充 ,共同构成

了体内活性氧防御体系。花生含有较高的 SOD活性,

在食用中如能加以妥善保护 , 将可增强机体清除自

由基的能力 ,防止自由基对核酸、蛋白质等生物大分

子结构的损伤 ,保护细胞膜系统功能的完整性 ,从而

延缓衰老进程 , 难怪民间将花生称为“长生果、长寿

果”,的确有一定道理。

花生作为油料作物 ,种子油脂含量高达 50%,蛋

白质含量近 30%[18], 增加了 SOD的分离和纯化的难

度, 在纯化工艺中采用了氯仿-乙醇液处理步骤 ,可

除去粗提液中 45%的杂蛋白 , 而 SOD活性几乎不丢

失 ,有利于 SOD的纯化 ,同时 , 花生中的 Mn- SOD经

氯仿-乙醇液处理后失活 ,使 CuZn- SOD的纯化变得

相对简单。纯化后的花生 SOD,在 SDS- PAGE和等电

图 4 花生种子 CuZn- SOD的 Sephadex G- 100 柱层析 ( 1.5×

60cm, 以 2mmol/L pH7.8的磷酸缓冲液洗脱 ,流速为 16mL/h)
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相对酶活性(%) 100 29.6 14.8 0 59.3 33.3 0 95

表 2 几种抑制剂对花生种子 CuZn- SOD活性的影响

氨基酸 残基数 氨基酸 残基数 氨基酸 残基数

赖氨酸 8 苏氨酸 16 甘氨酸 49
组氨酸 13 丝氨酸 33 丙氨酸 21
苯丙氨酸 7 谷氨酸 26 蛋氨酸 2
天冬氨酸 33 脯氨酸 20 缬氨酸 38
半胱氨酸 0 亮氨酸 20 精氨酸 7
异亮氨酸 8 酪氨酸 2 色氨酸 0

表 3 花生种子 CuZn- SOD氨基酸组成

图 5 pH对花生种子 CuZn- SOD活性的影响
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聚焦电泳中为单一区带 , 在凝胶柱层析中为单一对

称峰,说明已纯化到均一程度,可见该 SOD纯化工艺

是可行的。

我国是世界上第二大花生生产国 , 全国各地广

泛栽培,不仅资源丰富,且价格低廉,对花生种子SOD

性质的深入研究, 将有助于花生 SOD资源的深度开

发和利用。
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