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摘要:右旋糖苷经高碘酸钠氧化及活化后,开环生成两个醛

基,与超氧化物歧化酶(SOD)发生加成反应,从而对其进行

修饰。修饰后的SOD可有效保持其原有活性,且热稳定性、
酸碱稳定性及在乙醇中的稳定性均有所提高。采用红外光

谱对其结构进行分析,证实SOD被右旋糖苷成功修饰。
关键词:超氧化物岐化酶;修饰;酶活性;红外光谱

Abstract:AfterthedextranoxidizedandactivatedbyNaIO4,twoal-
dehydegroupswereobtainedbyring-openingreaction.Then,the
additionreactionhappenedbetweenactivateddextranandSOD.The
modifiedSODcouldkeepitsenzymeactivityeffectively,andthesta-
bilityofthemodifiedSODinacid,alkali,ethanol,andathightem-
peraturewasimproved,respectively.ItapprovedthattheSODwas
modifiedbydextransuccessfullythroughtheInfraredspectrumanal-
ysisofitsstructure.
Keywords:SOD;modification;enzymeactivity;infraredspectrum

超氧化物歧化酶(superoxidedismutase,SOD),是一类

广泛存在于生物体内的金属酶。因为能够催化超氧阴离子

自由基发生歧化反应,己成为生化研究领域的热门课题。

SOD在防辐射、抗衰老、消炎、抑制肿瘤及自身免疫治疗等方

面显示出独特的功能[1],在医学、食品、化妆品等领域应用价

值很大。不同介质中SOD活性的稳定性,是制约其应用的

关键因素之一。常用的解决方法包括对SOD相关氨基酸残

基进行化学修饰,水溶性大分子(如聚乙二醇、聚蔗糖和聚烯

属烃基氧化物等)对 SOD 进行共价修饰,以及酶切改造等

等 [2-5] 。

在牛血清白蛋白、月桂酸、褪黑素、不饱和脂肪酸、环糊

精、羧甲基纤维素、肝素、卵磷脂等可用于修饰SOD的修饰

剂[6,7]中,右旋糖苷作为一种具有良好的生物相容性和水溶

性的天然大分子多糖,其糖链上的醛基经活化后可与酶蛋白

分子上的游离氨基共价结合[8,9],是目前应用广泛的酶分子

及蛋白质修饰剂之一。但关于其修饰SOD的报道较少[10]。

本研究拟采用右旋糖苷修饰SOD,通过紫外分光光度法

测定修饰酶在高温环境、酸性、碱性以及有机溶剂条件下的

酶活性稳定性变化,并采用红外光谱法确认修饰反应。旨在

改善SOD在不同环境条件下的酶活稳定性,为SOD的应用

提供试验数据。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

1.1.1　材料与试剂

超氧化物歧化酶:植物来源,200IU/mg,北京经科宏达

生物技术有限公司;

右旋糖苷:重均分子量(Mw )为1500,国药集团北京化

学试剂公司;

高碘酸钠、亚硫酸氢钠、磷酸盐、三羟甲基氨基甲烷 Tris
盐、EDTA、酒精等试剂:除特别注明外均为分析纯,国药集

团北京化学试剂公司。

1.1.2　主要仪器设备

傅里叶变换红外光谱仪:PESpectrum2 型,美国 PE
公司;

紫外—可见光分光光度计:PElambda35 型,美国 PE
公司。

1.2　方法

1.2.1　右旋糖苷修饰SOD反应原理　右旋糖苷是由α-葡

萄糖通过α-1,6-糖苷键连接而成的高分子多糖,具有良好的

生物相容性和水溶性。通过高碘酸将右旋糖苷上邻双羟基

氧化成醛基,醛基再与酶分子上的氨基结合生成修饰酶。用

高碘 酸 来 调 节 右 旋 糖 苷 的 氧 化 程 度。一 般 氧 化 程 度 达

20%~25%时,与酶具有较高的结合能力。

1.2.2　修饰反应过程

(1)透析袋预处理:将透析袋剪成适当长度(15cm)的
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小段;在600mL的2%(m/V)碳酸氢钠和1mmol/LEDTA
(pH8.0)中将透析袋煮沸10min;用蒸馏水彻底清洗透析袋

1h;置于1mmol/LEDTA (pH8.0)中煮沸10min;冷却后,

存放于1mmol/LEDTA 中,确保透析袋始终浸没在溶液内。

(2)右旋糖苷活化处理:称取 0.5g右旋糖苷,加入

100mL蒸馏水中,水浴溶解,当溶液澄清时取出放置至室

温,再置于冰箱,让其温度降至4℃;配制12%的高碘酸钠溶

液,于4℃向活化后的右旋糖苷中逐滴加人12%的高碘酸钠

溶液0.5mL,避光条件下继续搅拌20min,避光低温保存过

夜;以新配置的5%的亚硫酸氢钠溶液滴定未反应的高碘酸

钠至琥珀色,滴定到接近终点时会出现红褐色沉淀,摇动会

溶解,不可出现黑色沉淀颗粒;将滴定后的活化糖苷用蒸馏

水透析至完全透明时,换水继续透析2h后取出;将透析出

的活化糖苷用聚乙二醇反透析至约3~5mL。

(3)SOD 的 修 饰:将 反 透 析 后 的 活 化 糖 苷,溶 解 于

10mL的碳酸缓冲溶液(pH9.0)中;取0.01gSOD,溶于

5mL蒸馏水,将调好pH 值的活化糖苷滴加入SOD溶液并

缓慢搅拌,4℃反应20h,期间每隔一段时间缓慢摇匀;加入

7.5%的甘氨酸溶液终止反应;4h后取出反应液,放入截留

分子量为3500的透析袋中蒸馏水透析,至透析液pH 值为

中性时,取出透析物冷冻干燥得到冻干品,冻干品呈白色或

淡黄色。

1.2.3　原SOD酶和右旋糖苷修饰酶酶活测定　采用邻苯

三酚终止剂法 [11] 。

1.2.4　 修 饰 反 应 的 结 构 分 析 　 采 用 红 外 光 谱 法。KBr
压片。

2　结果与分析

2.1　SOD酶活的热稳定性分析

分别将植物SOD干粉、右旋糖苷修饰SOD溶解于蒸馏

水中,置于70℃水浴,一定时间后取出进行酶活分析,结果

见图1。

由 图1可知,修饰后SOD初始活性有所下降。这可能
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图1　修饰前后SOD在70℃下酶活随时间的变化

Figure1　TherelationofSODenzymeactivityontime,

beforeandaftermodification

是由于右旋糖苷的加入使SOD分子量增大导致的,也可能

是由于70℃已经超出酶的最适温度,导致酶变性加剧引起

的。但是经右旋糖苷修饰后的SOD热稳定性要高于未经修

饰的。这是因为酶与右旋糖苷交联后,使酶的天然构象产生

“刚性”,不易伸展打开,减少了酶分子内部基团的热振动,从

而增强了酶的热稳定性[12]。原酶在70℃条件下,酶活明显

下降,5min后下降到30%,15min后完全失活。而经修饰

后的SOD失活速率明显低于原酶,5min内仅下降到70%,

20min后仍具活性。

2.2　SOD在酸性条件下酶活稳定性分析

分别将 植 物 SOD 干 粉、右 旋 糖 苷 修 饰 SOD 溶 解 于

pH5.2Na2HPO3—KH2PO3 缓冲溶液,置于30 ℃水浴,一

定时间后取出进行酶活力测定,结果见图2。
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图2　修饰前后SOD在酸性 Na2HPO3—KH2PO3

缓冲溶液中酶活随时间的变化

Figure2　TherelationofSODenzymeactivityon

timeinacidNa2HPO3—KH2PO3buffer

solution,beforeandaftermodification

　　由图2可知,SOD在酸性条件下酶活整体下降。这可能

是因为该pH 值低于 SOD 酶的最适 pH,导致酶失活引起

的。经右旋糖苷修饰后的SOD在酸性环境中稳定性明显高

于未经修饰的。这是因为右旋糖苷的空间保护,降低了SOD
酶活性中心的暴露程度,从而减缓了活性损失的速度。原酶

在pH5.2条件下,酶活明显下降,5min后下降50%,15min
后完全失活。而经修饰后的SOD失活速率明显低于原酶,

5min后仅下降10%,20min后仍具有活性。

2.3　SOD在碱性条件下酶活稳定性分析

分别将 植 物 SOD 干 粉、右 旋 糖 苷 修 饰 SOD 溶 解 于

pH10.8Na2CO3—NaHCO3 缓冲溶液,置于30 ℃水浴,一

定时间后取出进行酶活测定,结果见图3。

比较图2、3可知,SOD在碱性条件下的酶活比酸性条

件高。这可能是pH 值变化能引起酶分子中可离解极性基

团的离解状态和电荷发生改变,改变酶的构型和构象,影响

了酶分子的电荷分布,从而影响酶的最适 pH 值所致[13]。

图3中,经右旋糖苷修饰后的SOD在碱性环境中稳定性要

好于未经修饰的。原酶在pH10.8条件下,酶活明显下降,

371

提取与活性 　 2015年第3期



 
140

120

100

80

60

40

20

0
1050 15 20

植物 SOD
右旋糖苷修饰 SOD

酶
活

En
zy
m
e
ac
tiv
ity
/（
IU
·
m
g-

1 ）

时间

Time/min

图3　修饰前后SOD在碱性 Na2CO3—NaHCO3

缓冲溶液中酶活随时间的变化

Figure3　TherelationofSODenzymeactivityon

timeinbaseNa2CO3—NaHCO3buffer

solution,beforeandaftermodification

5min后下降了70%,10min后已完全失活。而经修饰后的

SOD失 活 速 率 明 显 低 于 原 酶,5 min 内 仅 下 降 了 10%,

20min后仍具有初始酶活力的40%。

2.4　SOD在乙醇溶液中酶活稳定性分析

分别将植物SOD干粉、右旋糖苷修饰SOD溶解于浓度

分别为5%,10%,15%,20%,25%,30%的乙醇缓冲溶液,

5min后取出进行酶活力测定,结果见图4。
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图4　修饰前后SOD在乙醇溶液中酶活的变化

Figure4　TherelationofSODenzymeactivityon

ethanolconcentration

　　由图4可知,随乙醇浓度升高,SOD活性呈现先升高后

下降的趋势;修饰后的SOD比未修饰的酶活高,在乙醇浓度

为30%时,前者的酶活是后者的1.7倍。这可能是由于水溶

性有机溶剂乙醇使SOD溶解能力升高,酶活因此升高;随着

乙醇浓度的逐渐升高,溶剂极性降低,SOD内部的非极性疏

水基翻出机率增大,从而使酶的活力降低[14]。

2.5　SOD修饰反应红外光谱分析

修饰反应前后物质的红外光谱图见图5、6。

图5中3442cm-1吸收带是肽键的—NH振动吸收带。
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图5　SOD红外光谱图

Figure5　TheIRSpectraofSOD
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图6　右旋糖酐修饰SOD的红外光谱图

Figure6　TheIRspectraofdextran-modifiedSOD

由于活化右旋糖苷修饰的 SOD 中醇羟基—OH 的伸缩振

动[15,16],该吸收带迁移至3398cm-1 处,形成更强的吸收

(图6)。由于—OH 之间,以及—OH 和—NH 的氢键缔合,

使得峰型变宽。

更为关键的红外吸收变化出现在官能团区。图5SOD
红外图谱中1657cm-1 吸收峰是由肽键中C═ O双键振动

引起的。而 图 6 中,相 关 吸 收 在 修 饰 的 SOD 中 出 现 了

1637cm-1 的吸收带。这是多糖类物质最具特征的红外吸

收之一。该吸收带由部分活化糖苷在与SOD共价结合时带

入,由此证实该SOD被糖苷成功修饰。

3　结论

本试验采用右旋糖苷对超氧化物歧化酶进行修饰,通过

红外光谱证实该修饰反应的发生。通过邻苯三酚终止剂法

分别测定了高温(70 ℃)、酸性及碱性条件下以及水溶性有

机溶剂中修饰前后 SOD 活性变化情况。酶活测定结果表

明,经修饰后的SOD 在70℃高温、pH5.2的酸性、pH10.8
的碱性条件下20min不失活,且可以保持一定活性。右旋

糖苷修饰能提高SOD酶活稳定性,是增强酶稳定性的有效

方法之一。

本研究对提高SOD稳定性,改善SOD易失活及在体内

的半衰期较短等应用性能提供了一种可行手段,为SOD在

(下转第184页)
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对木枣多糖的超声波辅助酸性缓冲液浸提工艺进行优化研

究。结果表明,其提取工艺条件为:以pH 为5.6的柠檬酸

盐缓冲溶液为提取剂,液料比23.1︰1(V ︰m),超声波功

率420W,提取温度68℃,时间30min。该条件下木枣多糖

的实测提取率为(67.38±0.16)%。与传统热水提取法相

比,超声波辅助酸性缓冲溶液浸提木枣多糖能显著缩短提取

时间,降低提取温度,提高多糖提取率,可为木枣的开发利用

和木枣多糖的研究提供依据,但是关于此方法提取的木枣多

糖的生物活性还有待于进一步的研究。
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医药、食品及化妆品等方面的推广应用提供了试验数据。
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