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酵母超氧化物歧化酶的研究

程明哲 周祯林 李 扬 石 英扬

(中山大 学生物化学系
,

广州 5 1 0 2 7 5)

摘 要 从味精厂发酵废液培养的酵母中分离纯化超氧化物歧化酶 (S O )D 纯化倍数达 1 00

倍
,

比活 1 1 150 lt/ m g 蛋白
,

电泳纯
,

回收率达 80 % ;每公斤湿酵母菌体产超氧化物歧化酶酶活

力达 50 万单位
.

此酶分子量为 3 7 2 0 0
,

等电点为 5
.

6
.

关键词 超氧化物歧化酶
,

梭甲基纤维素
,

连苯三酚 自氧化

分类号 Q 55

超氧化物歧化物 (简称 S o D )广泛存在于需氧生物体内
,

催化超氧化物 阴离子 自由基

( 0
2

一 )或其质子化产物 O H : ·

歧化为 H 2
0

:

与 o :

的极为重要的抗氧化酶
.

自 19 6 9 年 M c -

C or d 和 rF ido vi ch 〔 , 〕
首次从牛的红细胞 中发现并提取 S O D 以来

.

人们已建立了一整套的分

离分析方法
,

对 S o D 的性质
、

应用及作用机理进行了一系列的研究
,

发现 S o D 是人体代谢

所产生的有害物质超氧阴离子自由基的天然清洁剂
,

有抗炎
、

抗辐射
、

抗肿瘤和抗衰老的

作用
.

对 S o D 的研究已成为当前一个极重要的课题
.

s o D 按金属辅基成份不同可分三类
,

第一类含 c u 和 z n( 简称 c u ,

z n 一 S O D )主要存在

于真核细胞的细胞浆中
;
第二类含 M n( M n 一 S o D )

,

存在于真核细胞的线粒体和原生细胞

中
;
第三类含 eF (F

e 一 S o D )
,

只存在原核细胞 内
.

S O D 一般都从牛或猪红细胞中提取
,

鉴于动物血的来源困难
,

因此
,

我们进行了从酵

母细胞中分离纯化 S O D 的研究
,

筛选了能在味精厂发酵废液中生长的高产 S o D 的酵母菌

株
,

并建立了一个较简单的
、

低成本 的可适用于扩大生产需要的 S O D 生产工艺
,

可解决发

酵工厂的废液的环境污染问题
,

同时还能得到一系列的重要生化产品
.

国内外有关从微生

物细胞提取 S o D 的生产工艺较复杂
,

成本高
,

也不适于扩大生产的需要
〔2 〕

.

下面报导酵母

S O D 的分离纯化及某些性质的研究结果
.

1 材料与方法

1
.

1 材料 发酵厂发酵废液
:

来自广州味精厂 ( pH Z一 3) ;
酵母菌 株

:

假丝酵母 I 号为本

实验室筛选
.

1
.

2 试荆 C M 一纤维素 ( C M
3 2
)

:

w ha mt an 产品 ;
其他试剂为国产分析纯或化学纯试剂

.
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1
.

3 方法

( 1 )s o D酶活力测定
.

连苯三酚自氧化法
〔 3〕

.

(2 )蛋 白质浓度测定
.

考马斯亮蓝 G 25。比色法
〔` 〕

.

( 3 )凝胶电泳
〔 5〕

.

①聚丙烯酞胺凝胶盘状电泳
.

胶浓度 7
.

5 %
,

p H 8
.

3 的 rT is 一
甘氨酸

缓冲液
.

② S D S一聚丙烯酞胺凝胶 电泳 测酶蛋 白的分子量
.

胶 浓度 10 %
,

电极缓冲液为

0
.

1% s D s 一 0
.

1 m of / L
,

p H 7
.

2 磷酸缓 冲液
.

标准 蛋 白的分子 量为
: T M v 外壳蛋 白

( 1 7 5 0 0 )
,

碳酸 醉酶 ( 3 0 0 0 0 )
,

肌动蛋 白 ( 4 3 0 0 0 )
,

牛血清 白蛋 白 ( 6 7 0 0 0 )
,

磷酸化酶 B

( 9 4 0 0 0)
.

③凝胶等电聚焦 电泳测酶蛋 白的等电点
,

胶浓度 10 %
,

A m ph iol ne pH 3 ~ 1 0
,

正

极为 0
.

4% H Z s o ; ,

负极为 0
.

2 m o l / L N a o H
·

( 4) 酵母菌的培养
,

味精厂发酵废液煮沸过滤
,

加入活化的菌种
,

30 ~ 32 ℃
,

振荡速率

18 0~ 2 00 次 / m in
,

培养 24 h
,

然后将种子瓶扩大 5 倍
,

按以上培养条件培养 36 .h

( 5 ) s o D 的分离纯化
.

①酵母菌体的破壁
.

离心收集酵母菌体
,

无离子水洗涤一次
,

用

超声波或某些有机溶剂处理使其 自溶破壁
,

离心得粗酶液
.

②调 p H 除杂蛋白
.

将粗酶液

用醋酸调 pH 4
.

8
,

冰冷放置 Z h
,

离心除沉淀
,

得 S O D 酶液
.

③丙酮沉淀及透析
.

酶液在冷

却下慢慢加入 1
.

5倍体积的冷丙酮
,

离心得粗酶沉淀
,

吹干丙酮
,

沉淀溶于 p H 4
.

8 的 25

m m ol / L 的醋酸缓冲液中
,

缓冲液在冰箱中透析过夜
,

离心得上清液
.

④梭 甲基纤维素柱层

析
.

梭 甲基纤维素用 p H 4
.

8 的 25 m m of L/ 醋酸缓冲液平衡装柱
,

以上酶液上柱
,

用同样缓

冲液洗涤至 0 D 28 、 极低为止
,

然后用 p H 5
.

8 的一定浓度的洗脱缓冲液洗脱
,

控制流速
,

收

集具高活性的 S o D 酶液
.

2 结果与讨论

2
.

1 s o D 的分 离纯化 酵母 s o D 经破壁
、

沉淀及上柱纯化过程总结如表 1
.

表 1 酵母超氧化物歧化酶的纯化

T a b
.

1 P u r i f i e a t i o n o f S u Pe r o x id e D i s m u t a s e f r o m y e a s t

总活力 u/ 总蛋白 /m g 比活 u/
·
m g一

’

纯化倍数 回收率 (/ % )

10093

步 骤

菌体破壁

调 p H 后的上清液

丙酮沉淀及透析

C M一纤维素柱层析

1 9 2 6 4 0 1 7 2 7
.

7

1 7 9 1 6 0 7 6 5
.

1 6 7 6 4 0 18 1
.

1 5 4 1 1 0 1 3
.

8 0

1 1 1
.

5

2 3 4
.

2

9 2 5
.

5

1 1 1 5 0

8 7

8 0

从表 1 可看 出
,

经几步纯化可得到高纯度的 s o D
,

比活达 1 1 1 5 0 u/ m g 蛋 白
,

纯化 1 00

倍
,

回收率也相当高
,

达 80 %
.

上柱洗脱液 的酶活相 当集中
.

将此洗脱酶液冷冻干燥
,

即得

高纯度的 S o D 产品
.

本提纯方法简单
,

上柱洗脱不需采用梯度洗脱而能得到酶活集中的高纯度产品
,

对扩

大生产提供了极有利的条件
.

2
.

2 5 0 0 的某些性质

( 1 )S O D 的紫外吸收峰
.

纯化的酵母 s o D 溶液测得在 2 70
n m 处有一个吸收高峰

.

据
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,

不同来源的 c u ,

z n 一 S o D 的最大紫外吸收

峰为 2 5 8 ~ 2旦9 n m
,

而 M n 一 S O D 为 2 8 0 n m
.

从图 l 的

凝胶电泳图上看到
,

除了主要区带 C u ,

z n 一 S o D 外
,

另

有一条很淡的区带
,

可能为微量的 M n 一 S O D
.

因此
,

测

得的紫外吸收峰的波长稍高
.

( 2) 凝胶 电泳
.

如图 1 所示
,

以聚丙烯酞胺凝胶电

泳鉴定酶蛋 白的纯度及其性质
.

结果显示
,

纯化的酵母
s 0 D 在凝胶柱上显示清晰的一条主要区带

,

另外还有

一条极淡的区带 ( A )
,

可能是从酵母线粒体上释放出

来的微量 M
n 一 S O D

,

待进一步证实
.

B 为 s D s 一聚丙烯酞胺凝胶电泳 图谱
,

以 5 种标准

蛋 白作对 照 (B
。

)
,

测得 酵母 S o D 的 亚基分子量为

1 8 6 0 0
,

酵母 s o D 含两个相同的亚基
,

分离提纯的 S O D

分子量为 3 7 2 0 0
,

与文献报导接近
〔6〕

.

c 为酵母 s o D 的聚 丙烯酸胺凝胶等电聚焦 电泳
,

测得其等电点为 5
.

6
,

其中另有一条极淡的区带
,

可能

为酵母的 M
n 一 S o D

,

测得等电点为 5
.

9
.

( 3) 酵母 s o D 对热的稳定性
.

将纯化的 S o D 溶液

分别在 5 0
,

55
,

60
,

7 O C 温度下保温 5 m in
,

放置至 室

一一

一
一

+一ù一一A

图 1 S O D 的凝胶电泳

F ig
.

1 G e l e l e e t r o P h o r e s e s o f

s u ep r o x id e d i s m u t a s e

A 聚丙烯酸胺凝胶盘状电泳 ;

B S D S 一
聚丙烯酸胺凝胶电泳

B
:

标准蛋白 ;

bB 酵母 C u ,

z n 一 s o D ;

C 凝胶等电聚焦 电泳 ( p H 3~ 1 0 )

温
,

测得相对酶活力为 1 00 %
,

82 %
,

46 %
,

0
.

可见随温度上升
,

S o D 酶活力丧 失增加
,

至

7 0 C时
,

酶活完全丧失
,

酵母 S O D 的耐热性不强
.

( 4) 酵母 s o D 的稳定剂
.

将纯化的 s 0 D 溶液 加入不 同的稳定剂
,

在 55
`

C下 (水为室

温 )作用 5 m in
,

放置室温
,

测酶活力
,

结果如表 2
.

所用的各种稳定剂都有一定的作用
,

如

果将几种稳定剂按一定比例混合
,

能使酶活不丧失
,

值得进一步研究
.

表 2 S o D 的稳定剂

T a b
.

2 S t a b il i z e r o f S u pe
r o x id e D i s m u at s e

稳定剂 水 N a
cl 蔗糖 磷酸盐 甘露醇 乙醇 混合试剂

相对酶活力 / ( % ) 1 0 0 6 6
.

7 7 5 8 6
.

6 6 2 7 2
.

4 1 0 0

(5 )酵母 S o D 的抑制作用
.

表 3 S O D 的抑制剂

从表 3 可看出
,

H Z
o

:

及 K e N 对酵母 S o D 有明 T a b
·

3 I n h i b ì o r s o f s u p e r o x id e d i s m u `a se

显的抑制作用
,

证明我们所分离纯化的酵母 S O D 为 抑制剂 H 2 0 2

cK N 水

e u ,

z n 一 s o n
,

因为其他两种类型的 S O D ( M n 一 S o D 相对酶活 / ( % ) 4 5
.

5 6 6
.

4 一0 0

及 F e 一 s o D )都对 K e N 不敏感
,

而 F e 一 S o D 虽然对

—
H Zo :

敏感
,

但它不存在于酵母细胞中
.

3 结 语

( 1) 本文所提出的分离纯化酵母 s o D 的工艺流程
,

方法 简单
,

不需梯度洗脱
,

且酶活
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也相当集中
,

可用于生产上的需要
.

( 2) 用发酵厂的发酵废水培养酵母菌
,

不需再加进其他营养物质
,

因而大大降低成本
,

同时也解决环境污染问题
.

( 3) 本法也适用于啤酒厂的废酵母泥的酵母 s o D 的分离纯化
,

但对废酵母泥需进行

预处理
.

( 4) 在本工艺流程中
,

还能得到某些重要的生化产品
,

如酵母谷胧甘肤
,

核酸
,

精蛋白

及饲料等
.
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