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摘 要 利用热变性、等电点沉淀和 ()*) +纤维素柱层析分离纯化大蒜细胞溶质中的超氧
化物歧化酶，并对其性质进行了研究。结果表明，温度 %$ , -$.、/0% , 1范围内酶的活性稳
定，对 234和 0"5"敏感，紫外光区的吸收峰在 "&6 78，可见光区的吸收峰在 -6$ 78，表明酶的
类型为 39·:7;<5(。
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!1-1年 =>3?@A 和 B@CA?DC>E从牛血红细
胞中发现了 !种专一清除超氧阴离子（5+

"·）

的关键酶，并命名为超氧化物歧化酶（F9/G@;
?HCAG ACF89IJFG，<5(，)K 3K ! K !& K ! K !）［!］。此
后，关于 <5(的性质、结构及纯化的研究及
应用开发日益深入，同时也促进了自由基生

物学的发展。

大蒜为百合科葱属植物蒜（ !""#$%
&’(#)$%）的磷茎，具有保护心血管系统，抗肿
瘤，保护肝脏，调节血糖水平，提高免疫功能，

清除自由基，抗炎等功能，还含丰富的 <5(。
而 <5(具有清除 5+

"·，有效地预防 5+
"·对机

体的毒害作用，从而具有抗衰老、抗炎、抗肿

瘤及抗辐射等功能，在保健品、医药和化妆品

中具有重要的应用价值［"］。

1$年代以后，<5( 的研究深入发展，其
性质和分离纯化进入了新的阶段。可以预

测，在未来发展中，除了临床应用研究，<5(
在保健品、化妆品中的应用将成为趋势。

! 材料、药品、设备和分离纯化方法

!"! 材料和主要试剂
大蒜（市售）、联苯三酚（遵义化工厂生

产）、磷酸钾缓冲液（分析纯）、巯基乙醇（化学

纯）、()*);纤维素（LEJI8J7产品）。
!"# 主要设备

MN;!!$$紫外;可见分光光度计（北京瑞
利分析仪器公司紫外生化部）、高速冷冻离心

机（(9 O?7I P3 + &3）、恒温水浴（江苏国华仪
器厂）、酸度计、多功能加工机。

!"$ 酶活力测定方法
改良的联苯三酚自氧化法。酶活性单位

采用 !8Q反应液中，每分钟抑制联苯三酚自
氧化速度达 &$R时的酶定量为 ! 个活力单
位［’］。

!"% 大蒜细胞溶质中 &’(的分离和纯化
!S%S! 粗酶液的制备
取 &$$ T 大蒜鳞茎加 #&$ 8Q /0#S6 &$

88?U磷酸钾缓冲液（含 ! 88?U )(V*，$S$!R
巯基乙醇）匀浆，浸提 ! E，纱布过滤。滤液经
!"$$$ @ W 8C7离心 "$ 8C7，上清液即为大蒜细
胞溶质 <5(粗酶液。
!S%S" 热变性除杂蛋白
将粗酶液在 %& , 6&.进行热变性除杂

蛋白，同时以酶活力和上清液蛋白质的总量

作为评价指标。

!S%S’ 等电点沉淀除杂蛋白
热变性除杂蛋白后，酶液用磷酸缓冲液

调整 /0，在室温下测酶活力。同时以酶活力
和上清液中蛋白质的总量作为评价指标。研

究发现，大部分蛋白质在 /0’ , %之间沉淀，
而 <5( 活性良好。因此用磷酸调整 /0 至
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!"#后，$% &&& ’ ( )*+离心 %& )*+ 可除去大部
分杂蛋白。

$",", 用离子交换进行纯化
将上清液 -.值调整 /"0 后过 12324纤

维素离子交换柱，用 %"# 5 %#& ))67 ( 8 -./"0
磷酸钾缓冲液梯度洗脱，收集活性部分［,］。

$","# 酶的类型鉴定
采用 9:;和 .%<%敏感性试验

［#］。

$","= 吸收光谱测定
利用紫外4可见分光光度计扫描在 %&& 5

0&& +)波长段的吸收光谱。［=］

% 结果与讨论

!" # $%&对温度的稳定性
将粗酶液于不同温度保温后，在室温下

测酶活力，结果见图 $。><1 是 $ 种热稳定
性很好的酶，=& ?，!& )*+ 活性仅下降
$@"$A，而大部分杂蛋白的变性温度是 ##?，
但 /&?以后，随保温时间的延长，><1 的活
性损失较大。

图 $ 温度对大蒜细胞溶质 ><1酶
活力的影响

!"! $%&对 ’(的稳定性
用磷酸缓冲液调整 -. 值，在室温下测

酶活力，结果见图 %。可知在 -., 5 @ 范围
内，><1的酶活力较好，显示 $个较宽的峰，
且 -.= 5 0 之间，其活力最大。而大部分杂
蛋白的等电点在 -.! 5 , 之间，而此时上清
液中 ><1的活力很好。因此，可以通过等电
点的差异把杂蛋白与 ><1分离。

图 % -.对酶活力的影响

!") 酶的类型鉴定
将经 12324纤维素离子交换柱分离纯化

后的酶液进行酶的类型鉴定。由于 :B·C+4
><1对氰化物和 .%<% 均敏感；DE4><1 对氰
化物不敏感，而对 .%<%敏感；F+4><1对氰化
物和 .%<%均不敏感，因此可用这 %种抑制剂
鉴定大蒜细胞溶质中 ><1 的类型。从表 $
可知，$"# ))67 ( 8 9:; 可抑制其活性的
@!A，, ))67 ( 8 .%<% 可抑制其活性的 0@A，
因此可判断该酶类型是 :B·C+4><1。
表 # 大蒜细胞溶质中 $%&对抑制剂的敏感性
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!"* 紫外4可见光吸收光谱
将经 12324纤维素离子交换柱分离纯化

后的酶进行紫外4可见光吸收光谱测定，结果
见图 !、图 ,。该酶紫外光区吸收峰是 %#0
+)，这是因为它缺乏色氨酸，酪氨酸的含量
亦低。可见光区的吸收峰在 =0& +)附近，这
是因为它含有 :B% H的原因。

图 ! 大蒜细胞溶质 ><1在紫外
光区的吸收光谱
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图 ! 大蒜细胞溶质 "#$在可见
光区的吸收光谱

% 结 论

通过对大蒜细胞溶质中 "#$的研究，得
知 "#$是 &种热稳定较好的酶，’()，%( *+,
酶活力损失较小，-()，&. *+,以后，随加热
时间的延长，其活性损失较大；"#$ 的
酸碱稳定性亦好，在/0! 1 ( 2 3 1 (之间酶活

力变化不大，且 /0’ 2 4 之间，其活性最大；
酶对 567和 08#8 敏感，紫外光区吸收峰是

8.4 ,*，可见光区的吸收峰在 ’4( ,*，证明其
酶的类型是 69·:,;"#$型。
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首个富硒食品标签标准在湖北出台

日前，从有关部门获悉，由湖北恩施硒开发研究所历时 8年时间编制完成的富硒食品标签标
准，新近在富硒食品标签标准评审会上通过了专家鉴定。据悉这是我国出台的第 &个富硒食品标签标准。
在有“世界硒都”美誉的恩施召开的这次评审会上，中国预防医学科学院、中国农业科学研究院、国家质检

总局等单位的 &&名专家对该标准进行了严格评审。这一标准确定了富硒食品的定义，规定了多种富硒食品
的最低硒含量指标，为质检部门认定富硒食品提供了科学依据。

8((&年，恩施市绿色富硒食品产业实现营销收入达 4亿元，开发富硒食品潜力巨大。新标准出台后，将有
助于进一步推动富硒食品的健康发展。
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