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作为超氧阴离子 ks
p
ul 清除剂的超氧化物歧化酶

k≥∏³̈µ²¬¬§̈ ⁄¬¶°∏·¤¶̈ o简称 ≥�⁄l 广泛存在于需氧生

物体内 ∀ 自从 �¦≤²µ§和 ƒµ¬§²√¬¦«t|y|年发现 ≥�⁄

后 o国内外不少学者对 ≥�⁄的分离纯化 !理化性质及

其在生物学和临床等方面的作用进行了广泛的研究 o

其中以铜锌超氧化物歧化酶 k≤∏# �±2≥�⁄l 的研究最

为深入 ∀目前国内外已开发或正在开发的 ≥�⁄资源

有牛血 !猪血 !猪肝 !人血 !刺梨等 ∀ 但关于藻类中

≥�⁄的提取尚未见报道 ∀本文结合多管藻的综合利

用 o从多管藻k Πολψσιπηονια υρχεολατα)中提取出浓度较

高的 ≤∏# �±2≥�⁄液 o 并对其某些性质作了初步研

究 ∀

t 材料与方法

tqt 材料与仪器

tqtqt 原料

新鲜多管藻 k Πολψσιπηονια υρχεολατα)采自青岛太平

角海域 ,于海水中漂洗 !脱水并于室温下晾干后 o置于

冰箱中备用 ∀

tqtqu 试剂

⁄∞�∞2纤维素 ⁄∞vuk • «¤·°¤±l o胰蛋白酶k进口

分装l o聚乙二醇 us sssk进口分装l o邻苯三酚

k� q�l o二甲胂酸钠k� q�l o尿素k� q�l o透析袋 ∀

tqtqv 仪器

高速组织捣碎机 k⁄≥2uss 型l ~ 高速离心机

k×��2ty≤型l ozut型分光光度计 ~zuu型光栅分光光

度计 ~zxvs2�型 �∂r∂�≥分光光度计 ∀

tqu 方法

tquqt 酶的粗提

取 txs ª晾干的多管藻 o 加 {ss °̄ 蒸馏水浸泡

sqx ∗ tqs «o在高速组织捣碎机中匀浆 sqx «o放入冰

箱kw ε l静置 v ∗ w «o用纱布挤压得暗红色提取液 o重

复提取一次 ∀将两次提取液合并所得 t sss °̄ 暗红色

粗提液再离心 kv sssµr °¬±ltx °¬±o得澄清的红色粗

提液 o即酶的粗提液 ´ ∀

tququ 酶的初步纯化

将 t sss °̄ 粗提液 ´分作两份各 xss °̄ o采用不

同方法得粗酶液ktl和kul以作对比 ∀

ktl第 t份 }加k��wlu≥� w o使k��wlu≥� w 质量百分

比浓度达 vx h o搅拌 us °¬±o放入冰箱kw ε l静置 uw «

后 o吸出上层清液 o弃去下层红色沉淀 ∀此时上清液显

红色 o加硅藻土脱至无色 ∀再加k�� wlu≥� w 使k�� wl

u≥� w 质量百分比浓度达 xx h o搅拌 us °¬±o离心 ktu

sssµr °¬±l ∀将沉淀溶解于 ³�zq{的 sqssu °²̄r��¤

u �°� w 和 �� u°� w 缓冲溶液 o装入透析袋在冰箱中透

析 uw «o换水 x次 o将透析液装入试管冷藏备用 ∀

kul第 u份 }放入冰箱 o冷却至 s ε 左右 o加入 tux

°̄ 乙醇 2氯仿k∂ Β ∂ � uΒ vl混合液k p ts ε l o搅拌

us °¬±o离心kv sssµr°¬±ltx °¬±∀将上层清液加入 vxs

°̄ 丙酮k p ts ε l 搅拌 o在冰箱中ks ε l静置 vs °¬±o

离心 kv sssµr °¬±l tx °¬±得深红色沉淀 ∀ 将此沉淀

溶解于 xs °̄ 蒸馏水中 o装入透析袋 o在溶有 us ª聚

乙二醇 ussss的 xss °̄ 蒸馏水中透析 uw «o以除去沉

m 山东省自然科学基金资助项目 ≠|y⁄szsys号 ∀

m m 通讯联系人

收稿日期 }t||{2tt2su~修回日期 }t|||2sw2ut

实验与技术

∞÷°∞���∞�× i ×∞≤���± �∞



�¤µ¬±̈ ≥¦¬̈±¦̈¶r∂²̄ quwo�²qurusss t|

淀中的丙酮 o再放入蒸馏水中透析 ts «o换水 w次 o除

去无机盐 ∀将透析液装入试管 o冷藏备用 ∀

tquqv 酶的二次纯化≈t 

向酶的初步纯化步骤中得到活性较高的透析液

加k��wlu≥�w o使之浓度达到 vx h o离心kv sssµr°¬±l

tx °¬±o取中间层无色液体放入透析袋在 s ε 左右透

析 uw «o换水 z ∗ {次 o再在溶有 us ª聚乙二醇 ussss

的 xss °̄ 蒸馏水中浓缩至 vs °̄ o上 ⁄∞�∞2纤维素柱

kt≅ tw ¦°o层析柱先用 sqssu °²̄r�³�zq{磷酸钾缓

冲液淋衡l ∀控制流速 vs °̄ r «o用 sqsu ∗ sqt °²̄r �

³�zq{磷酸钾缓冲液进行线性梯度洗脱 o每管 { °̄ 作

部分收集 o在 uys ±°处测吸光值 ∀

tquqw 酶的性质研究

ktl酶的测活方法 采用改进的超氧化物歧化酶

邻苯三酚测活法≈u 测 ≥�⁄活力 o 反应液总体积为 |

°̄ o反应温度为 ux ε o根据定义 ot °̄ 反应液在上述

条件下使邻苯三酚自氧化速率降低 xs h的酶量为一

个活力单位 k�l o在 wus ±°处测自氧化速率 Αsk吸光

度l为 sqsyr°¬±∀由实验可知一个活力单位 �相当于

tss ±ª纯酶蛋白 ∀本实验采用的是 ×µ¬¶2�≤̄ 缓冲液 o抑

制率公式如下 }

而 ≥�⁄活力单位计算公式为 }

其中 o Αs 为自氧化速率 o Α¶为加抑制后的自氧

化速率 oς为加样体积k °̄l o�为样品稀释倍数 ∀

kul 超氧化物歧化酶类型鉴定 根据 �¶¤§¤t|zx

年所做的研究 o ≤∏# �±2≥�⁄o �±2≥�⁄和 ƒ̈ 2≥�⁄在性

质上存在着许多差异 ∀≤∏# �±2≥�⁄对 �≤�和 �u �u 敏

感 o可被 t °°²̄r�的 �≤�抑制 |s h以上 o�u �u 亦可

极大地抑制它的活性 ~而 �±2≥�⁄对 �≤�和 � u � u 均

不敏感 o二者均不能抑制其活性 ~ ƒ̈ 2≥�⁄对 �≤�敏

感 o而对 �u �u 不敏感 ∀因此 o可通过向样品液中加一

定量 �u �u 后测得的活力值来初步鉴定多管藻超氧化

物歧化酶的类型 ∀

取 squ °̄ 样品液 o加入 u滴 � u � u 溶液 k浓度为

vs h l o按上述测活方法测其活性 ∀

kvl超氧化物歧化酶的紫外吸收光谱 超氧化物

歧化酶在紫外光区有特定的吸收峰 o可通过吸收峰鉴

定超氧化物歧化酶的类型 o并分析多管藻 ≥�⁄与其

他生物种类 ≥�⁄的差异 ∀

kwl 尿素对多管藻 ≥�⁄的影响 尿素是一种蛋

白质沉淀剂 o不同的 ≥�⁄对其有不同的抗性 ∀

分别配制 touovowoxoyozo{ °²̄r�{种尿素溶

液 o分别加 u °̄ 酶液 o测 ≥�⁄活性 ∀

kxl胰蛋白酶对多管藻 ≥�⁄的影响 准确称 sqxs

ª胰蛋白酶 o 溶于 ts °̄ sqsx °°²̄r �³� � {qs的

×µ¬¶2�≤̄ 缓冲液中k内含 sqsu °°²̄r�≤¤≤̄ ul o加 x °̄

酶液 o恒温kvz ε l o分别在 xotsotxouxovx °¬±后测其

活性 ∀

u 结果与讨论

uqt 酶的纯化

uqtqt 初步纯化

将 tququ中两种方法得到的粗酶液 o分别在邻苯

三酚体系中测其活性 o结果见表 t∀

由表 t可见 o方法 ktl得到的粗酶液 ktl活性较

小 o而方法kul得到的粗酶液kul活性较大 o邻苯三酚

自氧化抑制率达 xs h o这是由于 ktl法加 vx h k��

wl u≥� w 可形成大量蛋白质沉淀 o但大量 ≥�⁄亦可被

杂蛋白沉淀所吸附 o致使当加入 k�� wl u≥� w 量达 xx

h时产生的 ≥�⁄沉淀相对较少 ~而kul法中 ≥�⁄能被

丙酮沉淀 o沉淀量较小 o这样既便于以后纯化 o又使

≥�⁄不易被吸附 ∀故酶的初步纯化应选方法kul ∀

uqtqu 酶的二次纯化

将部分收集所得的洗脱液在 uys ±°处测吸光

值 o据此作出洗脱曲线 k见图 tl ∀将 � ∗ ¤管合并为

� okx|l ∗ kyzl管合并为 �o用紫外分光光度计分别对

�和 �进行扫描 o结果表明 �在 uyy ±°处有最高吸

收峰 o而 �在紫外区无特征吸收峰 o又经活性测定发

现 �活性较大 o故 �为活性 ≥�⁄液 ∀将 �在溶有聚乙

二醇 us sss的蒸馏水中浓缩至 x °̄ o放入冰箱备用 ∀

uqtqv 纯化结果

xss °̄ 粗提液总活力值为 uz sss �以纯化后得总

活力为 { ssso回收率为 vs h o比活力为 y txv �r °ª

蛋白 o低于文献袁勤生等 t|{z年的报道值 ∀纯化结果

见表 u∀

在整个纯化过程中 o回收率和比活力均未达到理

想值 o造成这种现象的原因主要可能有以下几方面 }

ktl在丙酮沉淀过程中温度未能控制太低 ~kul上柱时

≥�⁄活力单位k�r °̄ l �
Αs p Α¶

Αs
≅

t{

ς
≅ Ν

抑制率 =
Αs p Α¶

Αs
≅ tss h
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us

管藻 ≥�⁄最大吸收峰与人血红细胞 ≥�⁄最大吸收峰

十分接近 o表明二者在芳香族氨基酸组成上可能很相

似 ∀

uququ 超氧化物歧化酶类型鉴定

根据测活方法 o得到氧化速率对比曲线 k见图

ul ∀由图 u可见 �u �u 对多管藻 ≥�⁄有较大的抑制作

用 o且根据多管藻 ≥�⁄的紫外吸收光谱向短波长方

向移动的特点 o 可以断定 o 多管藻 ≥�⁄属于 ≤∏#

�±2≥�⁄∀

图 u 氧化速率对比曲线

ktl空白 ~kul�液 ~kvl�液 n u滴 vs h � u � u

图 v 不同浓度尿素溶液对多管藻 ≤∏# �±2≥�⁄

活性的影响

间太长 ~kvl上柱时温度太高kus ε 左右l ∀从而使部

分酶蛋白变性失活 ∀

图 t ⁄∞2vu柱层析洗脱曲线

uqu 酶的性质

uquqt 酶的特征吸收光谱

将洗脱液 �在 zxvs2�分光光度计下扫描 o发现

�在 uyy ±°处有最大吸收峰 ∀根据不同的资料报道 o

不同来源的 ≤∏# �±2≥�⁄的紫外吸收都有偏离蛋白质

特征吸收波长ku{s ±°l而向短波长移动的特点 o如邹

国林等 t||u年报道小白菜叶绿体 ≤∏# �±2≥�⁄紫外

吸收峰为 uzu ±°o 袁勤生等 t|{z年报道猪的红细胞

≤∏# �±2≥�⁄紫外吸收峰为 uyv ±°o余瑞元等 t||s年

报道鸭血红细胞 ≤∏# �±2≥�⁄在 ux{ ±°处有最大吸

收峰 o �¦≤²µ§等 t|zz年报道人血红细胞 ≤∏# �±2≥�⁄
在 uyx ±°处有最大吸收峰 o李书宽等 t||t年报道茶

叶 ≤∏# �±2≥�⁄在 uzw ±°处有最大吸收峰 ∀因此 o多

表 2  多管藻 ΣΟ∆ 的纯化结果

步骤 总活力k�l 总蛋白k°ªl 比活力k�r°ªl 活力回收 h

粗提液 uz sss {v| vu tss

初步纯化kul酶液 us uxs u qz z xss zx

⁄∞2vu柱层析洗脱液k�l { sss t qv y txv vs

表 1  两种方法提取的粗酶液活性比较

供试酶液
时间k¶l

ys |s tus txs t{s uts
�¶

抑制率

h

空白 s qs{u s qttu s qtwu s qtzs s qust s quvu s qsys

粗酶液ktl s qsyt s qs{{ s qttx s qtwt s qty{ s qt|x s qsxw ts

粗酶液kul s qs{{ s qtst s qttw s qtu{ s qtwu s qtxz s qsvs xs
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图 w 胰蛋白酶对多管藻 ≤∏# �±2≥�⁄活性的影响

uquqv 尿素对多管藻 ≤∏# �±2≥�⁄的影响

在不同浓度的尿素溶液中加入等量 �液 o在 ux

ε 测其活性 o发现活性未发生变化k图 vl ∀可见 o多管

藻 ≤∏# �±2≥�⁄对蛋白质变性剂 ) ) ) 尿素有较强的抗

性 ∀这一特性与李书宽等 t||t年报道的茶叶 ≤∏#

�±2≥�⁄! 人血红细胞及箭鱼肝 ≤∏# �±2≥�⁄极为相

似 ∀

uquqw 胰蛋白酶对多管藻 ≤∏# �±2≥�⁄的影响

�液加胰蛋白酶后测 ≤∏# �±2≥�⁄活性 o发现多

管藻 ≤∏# �±2≥�⁄经胰蛋白酶作用 vx °¬±其活性并未

下降k见图 wl o这一特点与茶叶 ≤∏# �±2≥�⁄类似 ∀其

原因可能是李书宽等 t||t年报道的胰酶未能水解

≤∏# �±2≥�⁄o或者是 ≤∏# �±2≥�⁄已被部分水解 o但活

性中心却得到保留 o未影响到其活性 ∀真正原因尚待

进一步研究 ∀
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新型的养殖水质测定剂研制开发成功 ) ) ) 简便 !准确 !快速 !实用

/ 中国科学院海洋研究所青岛海水养殖技术

开发公司0同澳大利亚/ � ∏́¤¶²±¬¦公司0合作研

究开发出/ 奥阔卫士k� ∏́¤ �∏¤µ§l0牌水质测定

试剂盒 o该试剂盒有一系列产品 o目前主要有测

试两种 ³� 值的 ky qs ∗ z qyoz qw ∗ | qsl o 测 试

氨氮 ks qt ≅ ts
py ∗ ts qs ≅ ts

py
o 此值即 ³³°

值 o后同l !硬度 !溶解氧 ks qt ≅ ts
py ∗ ts qs ≅

ts
py
l !硝酸盐 ks ≅ ts

py ∗ tys ≅ ts
py
l !亚硝酸

盐 ks ≅ ts
py ∗ us ≅ ts

py
l ! 铜离子 ks qsx ≅

ts
py ∗ t qss ≅ ts

py
l ! 磷酸盐 ks qt ≅ ts

py ∗

v qs ≅ ts
py
l o以及测试其他金属离子的等 ts余

种 ∀这一系列产品 o是集中 !澳两国水产科学家

研究成果的精华 o并针对中国水产养殖业的特

点设计而成的 o系高科技产品 ∀其突出特点为 }

快速准确 !操作简便 !经济实用 o可广泛应用于

海 ! 淡水的苗种生产 o池塘养殖及水族馆的管

理 ∀该系列产品研制开发的成功 o将为广大水

产养殖业主 !水产生产科技工作者 !管理工作

者对养殖水环境质量的监控提供直接快便的

帮助 o以使养殖工作更科学更高效 ∀欲要咨询

订购 o请同中国科学院海洋研究所青岛海水养

殖技术开发公司经理柯亚夫先生联系 ∀地址 }

青岛市南海路 z号 o邮编 }uyyszt o
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