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拟南芥和大蒜中超氧化物歧化酶提取方法的比较
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摘要：用热变性法或磷酸缓冲液法从拟南芥植物中粗提取超氧化物歧化酶（ＳＯＤ），再用丙酮法或硫酸铵分级盐
析法纯化ＳＯＤ．比较发现，热变性法粗提取的ＳＯＤ回收率较高，而２种纯化方法的差异却无统计学意义；同时，
还比较了用同一种方法所提取的拟南芥和大蒜之间的ＳＯＤ活性，大蒜的ＳＯＤ活性高于拟南芥．
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　　超氧化物歧化酶（Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）是
生物体内清除超氧阴离子自由基的清除剂，有抗衰

老，提高抵抗力，增强生物体对外界环境适应力的作

用［１］．ＳＯＤ酶活性的变化在一定程度上反应了生物
体抵抗外界胁迫的能力，也是研究植物生理生化的

常用指标之一．本试验以拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｓｉｓｔｈａｌｉ
ａｎａ）为材料，采用不同方法提取其 ＳＯＤ，希能找到
一种更为快速准确提取拟南芥中ＳＯＤ的方法，旨在
为有关试验研究提供参考．

１　材料与方法

１１　材料
供试材料：拟南芥 Ｃｏｌｕｍｂｉａ生态型，购自美国

Ｌｅｈｌｅｓｅｅｄｓ公司；新鲜大蒜购买于农贸市场．
１２　方法
１２１　植物栽培

用无菌水浸泡拟南芥种子约３０ｍｉｎ，去除水后
用９５％（体积分数）酒精消毒５ｍｉｎ，再用 ０１％（质
量分数）ＨｇＣｌ消毒５ｍｉｎ，无菌水冲洗５次．播种于

含有ＭＳ培养基的培养皿上，春化处理２～３ｄ．将培
养皿置于光照培养箱中，培养箱条件为２２℃，相对
湿度９０％，每天光照１２ｈ，黑暗１２ｈ．当有２片真叶
长出时，将幼苗移栽到小花盆中．小花盆的底部铺有
珍珠岩，上面覆盖腐殖土．移苗后再将花盆放在托盘
中，托盘内盛有水．用保鲜膜覆盖小花盆，３～４ｄ后
揭膜．从苗期至开花期，温度控制在２２～２３℃，光照
时间１０ｈ／ｄ，湿度保持在７０％．
１２２　提取拟南芥ＳＯＤ粗酶液的方法

１）磷酸缓冲液法（ＰＢＳ）［２］．称取６ｇ拟南芥叶
片或大蒜根茎置于研钵中研磨，过滤测体积，加入２
倍体积的５０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ放入４℃下４ｈ，然后４℃
１００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清液备用．

２）热变性法［２］．称取６ｇ拟南芥叶片（或大蒜）
置于研钵中研磨，过滤测体积，滤液放入６０℃下水
浴２０ｍｉｎ，４℃ １００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清液
备用．
１２３　ＳＯＤ纯化方法

１）丙酮沉淀法［２］．将粗提的酶液用 ＨＣｌ调



ｐＨ＝５０，加入０６倍的丙酮４℃ １００００ｒ／ｍｉｎ离
心２０ｍｉｎ，取上清液用ＨＣｌ调ｐＨ＝４０，加入０２倍
的丙酮１００００ｒ／ｍｉｎ４℃离心２０ｍｉｎ，收集沉淀，沉
淀用磷酸缓冲液溶解，备用．
２）硫酸铵分级盐析法［２］．０℃下５０％饱和度体

积的硫酸铵加入到粗酶液中，放在４℃下３０ｍｉｎ，然
后４℃ １００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集沉淀，沉淀用
磷酸缓冲液溶解．
１２４　ＳＯＤ活性的测定［３］

加入ＳＯＤ粗酶液２０μＬ，置于２５℃水浴中保温
１０ｍｉｎ，然后加入３９８ｍＬ５０ｍｍｏｌ／Ｌ的邻苯三酚，
迅速摇匀，倒入１ｃｍ比色皿内，在３２０ｎｍ波长下测
定光密度值，每３０ｓ观测１次，共测４ｍｉｎ．

酶活性／Ｕ＝ ［（００７－△Ａ）／００７］{ }×１００％
&

５０％×［反应液总体积×（样液稀释倍数／样液体积）］．

２　结果与分析

２１　ＳＯＤ粗提法的比较
称取６ｇ的拟南芥叶片２份，研磨后分别用热

变性法和磷酸缓冲液提取法进行粗提．测定ＳＯＤ粗
酶液活性，结果见表１．

由表１可以看出，热变性法测得的 ＳＯＤ酶活性
显著高于磷酸缓冲液提取法（Ｐ＜００１），热变性法
ＳＯＤ粗酶液的回收率较高．

表１　２种提取方法的ＳＯＤ活性比较

项目 酶活性／Ｕ 回收率／％

原酶液 ２６３１０±１４４１ —

磷酸缓冲液提取法 １３４４９±１５３ ５１１１

热变性法 １６７７６±４５４ ６３７６

２２　ＳＯＤ纯化方法的比较
将粗提的ＳＯＤ酶液平均分为２份，分别用硫酸

铵分级盐析法与丙酮沉淀法进行提纯，测定ＳＯＤ活
性，结果见表２．

表２　拟南芥丙酮法和硫酸铵法的比较

项目 酶活性／Ｕ 回收率／％

热变性 １６７７６±４５４ —

丙酮法 ８０９５±４０７ ４８２５

硫酸铵法 ９２２６±１７３ ５５００

由表２可以看出，硫酸铵分级盐析法 ＳＯＤ的回
收率较高，但硫酸铵分级盐析法与丙酮沉淀法测得

的ＳＯＤ酶活性差异无统计学意义．
２３　大蒜丙酮沉淀法和硫酸铵分级盐析法的比较

称取大蒜６ｇ，研磨后用热变性法进行粗提．粗
提后将将粗提的ＳＯＤ酶液平均分为２份，分别用硫
酸铵分级盐析法与丙酮沉淀法进行提纯，测定ＳＯＤ

活性，结果见表３．

表３　大蒜丙酮法和硫酸铵法的比较

项目 酶活性／Ｕ

丙酮法 １６２２９±１７２

硫酸铵法 １５１４３±２１８

由表３可知，丙酮沉淀法提取的ＳＯＤ酶活性略
高于硫酸铵分级盐析法，但测得的ＳＯＤ酶活性差异
无统计学意义．
２４　拟南芥和大蒜ＳＯＤ活性比较

由图１可以看出，拟南芥ＳＯＤ活性显著低于大
蒜（Ｐ＜００１），大蒜中ＳＯＤ活性是拟南芥的近１倍．

３　小结与讨论

ＳＯＤ是含金属辅基的酶，其活性与生物体内超
氧岐化物分解或脂肪氧化损伤相关．ＳＯＤ具有抗逆
境、抗衰老、免疫调节、抑制肿瘤、调节血脂、抗辐射、

消炎和美容等功效［４－６］．本试验以模式植物拟南芥
为材料比较了２种ＳＯＤ粗提法，结果表明热变性提
取法 ＳＯＤ的回收率较高，且热变性法提取的 ＳＯＤ
活性比磷酸缓冲液提取法高．而热变性法提取 ＳＯＤ
酶的优点在于所用时间较短，这就减少了外界环境

对ＳＯＤ的影响；ＳＯＤ的纯化对于拟南芥中是硫酸铵
分级盐析法的回收率高于丙酮酸沉淀法，但两者相

比ＳＯＤ活性差异无统计学意义．
大蒜是一种质优价廉的食品，且大蒜中 ＳＯＤ的

含量比其它植物相对较高［７］．从试验结果也可以看
出，相同的质量下，大蒜中 ＳＯＤ活性比拟南芥高１
倍左右．在提取大蒜的 ＳＯＤ时采用热变性法，纯化
用硫酸铵分级盐析法和丙酮酸沉淀法，２种方法相
比较ＳＯＤ活性差异无统计学意义．大蒜是一种在平
时饮食中经常涉及到的食物，在食用过程中大蒜富

含的ＳＯＤ就可以通过饮食被摄入．由于目前市场上
对 ＳＯＤ的需求量很大，而大蒜来源广泛，生产成本

（下转第５９页）
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２．３　生根培养效果
将高３０ｃｍ以上的继代苗切下置于７号培养

基培养．１０ｄ后开始生根，１５ｄ后调查，生根率
１００％，单株根数４～６根，根长０２～０３ｃｍ，且苗生
长健壮．
２．４　过渡移栽

移栽后１周内保持膜内空气湿度在９０％以上，
并注意控制基质的水分含量，防止水分过多烂苗，成

活率可达 ９５％以上，过渡移栽 １月后即可定植
盆栽．

３　小结

研究结果表明，以叶片为外植体的组织培养是

规模化快速繁殖丽格海棠种苗的一种可行途径．诱
导丽格海棠巴科斯品系叶片分化芽苗的最佳培养基

为ＭＳ＋ＢＡ１０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０２ｍｇ／Ｌ＋０６％琼
脂＋３％蔗糖；增殖培养基阶段选用 ＭＳ＋ＢＡ
０１ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ００１ｍｇ／Ｌ＋０６％琼脂＋３％蔗糖
的培养基效果较好，增殖系数高，且苗长势强健；采

用１／２ＭＳ＋ＮＡＡ０２ｍｇ／Ｌ＋０６％琼脂 ＋１５％蔗
糖培养基，试管苗生根较为容易，生根率可达

１００％．本试验在生根培养阶段没有采用常规的生根
培养基，而是只加入 ＮＡＡ不加入６－ＢＡ，同样能够
很好地诱导不定根的形成．说明对于激素的使用并
非种类越多、质量浓度越高效果越好，而是只要质量

浓度适宜同样可取得很好的生根效果．潘梅等［６］的

研究表明，根的粗壮程度与激素质量浓度的增加并

没有规律性的变化；而生根数和生根率与激素质量

浓度呈现出不均匀的变化；当激素质量浓度超过一

定范围，会形成大量的愈伤组织，而且根的数量相对

稀少，根的分化效果也不理想，这一结果与本试验结

果有相似之处，说明生长素的最适质量浓度选择对

生根效果的影响非常大［７］．试管苗移栽入盛有ｍ（腐

叶土）∶ｍ（珍珠岩）＝３∶１的基质上，前期保持９０％

以上的空气湿度，重点控制好基质的含水量，避免水

分过多引起烂苗，是提高移栽成活率的关键．
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低，是否可以将其作为大规模生产ＳＯＤ的原料植物
值得进一步探索．此外，热变性法试验所用温度
（６０℃）已逼近植物中 ＳＯＤ活性适宜温度的最高
值，但仍显现其较大活性，原因何在，尚需进一步

探究．
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