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　　摘　要:研究了壳聚糖固定化超氧化物歧化酶的酶学性质。分别以不同方法对超氧化

物歧化酶进行固定并比较其活力 ,对固定化方法进行相应的优化 ,对固定化超氧化物歧化酶

进行酶学性质测定;研究结果表明以壳聚糖为载体 ,戊二醛交联法制备固定化超氧化物歧化

酶 ,优化条件下制备的固定化酶 ,所得壳聚糖酶粉活力较高 ,热稳定性和酸碱稳定性较游离

酶有很大的提高 ,且具有良好的贮存稳定性;结论是壳聚糖 —戊二醛交联法可用于制备性能

较优的固定化超氧化物歧化酶 。
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　　树莓也称为覆盆子 ,属蔷薇科悬钩子属植物。其

中红树莓营养丰富 ,各种生物活性物质含量较高 ,具

有较高的药用医用价值。目前我国各省区红树莓种

植不断发展 ,但红树莓活性物质应用方面进展较慢。

红树莓中超氧化物歧化酶含量丰富 ,有进一步研究价

值。超氧化物歧化酶是广泛存在于生物体内的金属

酶 ,可专一清除细胞外液中存在的与一些疾病和发展

密切相关的超氧阴离子(O -
2 ),具有抗炎 、抗肿瘤 、抗

病毒 、防辐射和延缓衰老等作用 ,在化妆品 、食品和医

药等领域有着广泛的应用前景 。将其固定化 ,不但能

保持原有酶活性 ,而且稳定性也有所提高 ,还兼有可

回收和反复使用等优点。目前植物中提取 SOD的固

定化研究较少 ,该研究以壳聚糖作为载体 ,固定化从

红树莓中提取的超氧化物歧化酶 ,进行有关其对贮

存 、热 、pH 的稳定性等酶学性质研究的结果 。

1　材料与方法

1. 1　材料

超氧化物歧化酶(Superoxide dism utase ,以下简

称 SOD):红树莓中提取 ,酶活力 192U /m l;壳聚糖:

上海伯奥生物科技有限公司 ,脱乙酰度≥90. 0%,粘

度<100cps;其他试剂均为分析纯。

1. 2　方法

1. 2. 1 　SOD 制备 　取一定量红树莓果实 ,加 100

m L50mm oI /L 磷酸盐缓冲液 , 在冰浴条件下研磨 ,

9500r /min离心 20min ,取上清液加 50 %(N H4)2SO 4

在 4 ℃下静置 2 h , 12 000r /min离心 30min 去除沉

淀 , 留取上清液用 90%(N H4)2 SO 4 盐析 2 h ,

12 000r /min离心 40min ,弃去上清液 ,沉淀用适量

50mm ol /L 磷酸盐缓冲液溶解 ,透析过夜 ,透析液经

浓缩后 12 000r /min 离心 30min ,得到 SOD酶浓缩

液 ,酶浓缩液过 Sephadex G-100 ,收集酶活性部分。

1. 2. 2 　SOD 活力测定　NBT 光还原法[ 5 , 6] ,以抑制

NBT 光还原的 50%的酶液量为一个酶活力单位(U)。

1. 2. 3 　固定化 SOD的制备

1. 2. 3. 1　壳聚糖 - 戊二醛交联法　精密称取 2. 0g

壳聚糖粉 ,加入 25mL0. 3 %的戊二醛溶液 ,室温下搅

拌 3 h 后 ,置 4 ℃下放置过夜 ,抽滤 ,并用 50 m L 磷酸

盐缓冲液分 5 次洗涤 ,得到淡黄色活化的壳聚糖粉

末;取 0. 50g 活化的壳聚糖粉末 ,加入适量 SOD 酶

液 ,室温下搅拌 1. 5 h ,于4 ℃下放置过夜;抽滤 ,用 50

m L 磷酸盐缓冲液分 5 次洗涤 , 即得到固定化 SOD

酶粉。

1. 2. 3. 2 　壳聚糖微球交联法　取适量壳聚糖溶于

1 %醋酸 ,配成 2. 5 %壳聚糖溶液 ,用注射器注入凝结

液(20 %NaOH , 30%CH 3 OH 水溶液)中 ,得粒度均

匀 、形状规整的壳聚糖微球 ,水洗至中性 ,湿态保存;

将壳聚糖微球置于 6%戊二醛溶液中 ,30 ℃下恒温振

荡 2 h ,用大量水反复洗涤 ,以去除残留的戊二醛溶

液 ,得到壳聚糖微球载体;称取一定量壳聚糖微球载
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体 ,加入适量 SOD酶液 , 30℃下恒温振荡 1 h ,于 4℃

下放置过夜 ,弃去上层溶液 ,用大量双蒸水反复洗涤 ,

得固定化 SOD。以 U /g 载体表示固定化酶酶活力 。

1. 2. 3. 3　取一定量壳聚糖微球交联法制备的壳聚糖

微球载体 ,加入适量 SOD酶液 ,及一定浓度的戊二醛

溶液 ,25℃下恒温振荡 1. 5 h ,室温放置 0. 5 h ,弃去

上层溶液 ,用磷酸盐缓冲溶液反复洗涤载体 ,得固定

化 SOD 。

1. 2. 3. 4 　珠状壳聚糖固定化 SOD 　取 6m L 用 1%

醋酸配制成的 5%壳聚糖溶液 , 用注射器注入到

50m L 正丁醇中 ,搅拌 , 1 h 后加入 0. 48mL25%戊二

醛活化 3h ,过滤 ,加入乙醇洗去正丁醇 ,再用蒸馏水

洗去乙醇 ,抽滤 ,即得均匀珠状壳聚糖载体;取一定量

载体 ,加入 SOD酶液 ,4℃过夜 ,磷酸盐缓冲液洗至滤

液无酶 ,得珠状壳聚糖固定化 SOD。

1. 2. 4　溶液酶和固定化酶的贮存稳定性测定　将等

酶活力单位的溶液酶和固定化酶分别在室温下保存 ,

间隔取样测定相对酶活力 。

1. 2. 5 　固定化酶的热稳定性测定 　固定化酶在

90℃水浴中保温 ,定时取样测定 SOD相对活性 ,溶液

SOD作为对照。

1. 2. 6　固定化酶的 pH 稳定性测定　固定化酶在极

端 pH 值条件下 ,30℃保温 ,定时取样测定 SOD相对

活性 ,溶液 SOD作为对照 。

2. 结果与分析

2. 1　固定化方法的筛选

2. 1. 1壳聚糖微球交联法　由表 1可知 ,在固定化

SOD活力测定结果中 ,以壳聚糖微球交联法制备的

固定化 SOD微球在戊二醛用量不同时 ,得到的固定

化 SOD活力不同 ,当戊二醛浓度为 0. 3 %时 ,酶活力

和酶活回收率相对较高 。选取戊二醛浓度为 0. 3%

制备固定化酶 ,与其他固定化 SOD 制备方法制备的

固定化酶比较酶活。

表 1 固定化 SOD活力比较

戊二醛浓度(%) 酶活力(U /g) 酶活回收率(%)

0 6. 8 1. 2

0. 3 57. 23 10. 09

5 31. 22 5. 51

2. 1. 2 　固定化 SOD活力比较　由表 2可知 ,在固定

化 SOD活力测定结果中 ,以壳聚糖微球交联法制备

的固定化 SOD微球虽可得到酶活 ,但酶活力及回收

率相对较低 ,以壳聚糖- 戊二醛交联法制备的固定化

SOD酶粉 ,酶活力和酶活回收率均较理想 。选择以

壳聚糖 -戊二醛交联法制备的固定化 SOD酶粉进行

后序酶学性质测定。

表 2 不同种类固定化 SOD比较

固定化 SOD 种类 酶活力(U /g) 酶活回收率(%)

固定化 SOD 酶粉 192 34

固定化 SOD 微球 57. 25 10. 1

珠状壳聚糖固定化 SOD 5. 67 1. 0

2. 2　溶液酶和固定化酶的贮存稳定性

将等酶活力单位的溶液酶和固定化酶分别在室

温下放置一定时间后 ,相对酶活测定结果见图 1 ,图 1

表明溶液酶常温保存易于失活 ,而 SOD经壳聚糖固

定化后 ,可以较长时间保持很高的活力。

图 1　溶液酶与固定化酶贮存稳定性比较

2. 3　固定化酶的热稳定性

固定化酶在 90 ℃中水浴保温 , 定时取样测定

SOD活性 ,结果见图 2 ,在测试的 90℃温度水平上 ,

固定化酶相对酶活力始终高于溶液酶 SOD ,尤其是

在较长时间的情况下 ,固定化酶的相对酶活力显著高

于溶液酶 。 180 min 后 , 溶液酶相对酶活力为

32. 8%,而固定化酶相对酶活力仍保持在 60%以上。

图 2　溶液酶与固定化酶热稳定性比较

2. 4　固定化酶的 pH 稳定性

固定化酶在极端 pH 溶液条件下 , 30℃保温 ,定

时取样测定 SOD 活性 , 测定结果见图 3 、图 4 , 在

pH =2的酸性条件下 ,随着时间的延长 ,固定化酶与

溶液酶的相对酶活力逐渐降低 ,且固定化酶的相对酶

活力显著高于溶液酶;在 pH =13 的碱性条件下 ,随

时间的延长 ,固定化酶与溶液酶的相对酶活力均呈下

降趋势 ,且固定化酶的相对酶活力始终高于溶液酶 ,

固定化酶在极端酸性和碱性条件下的稳定性均有所
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增加 。

图 3　溶液酶和固定化酶酸稳定性比较

图 4　溶液酶与固定酶碱稳定性比较

3　讨论与结论

我国树莓资源丰富 ,开发应用前景广阔。壳聚糖

来源丰富 ,无毒 ,无抗原性 ,化学性质比较稳定 ,是性

能良好的固定化酶载体 ,具备规模生产的条件 。树莓

中超氧化物歧化酶含量较高 ,且酶金属构象不同于其

它酶 。因此将树莓超氧化物歧化酶进行固定化研究

具有现实意义。

目前 ,壳聚糖作为固定化酶载体应用于固定化

SOD的研究较少。筛选适合的壳聚糖及处理方法对

SOD进行固定化 ,制得壳聚糖固定化 SOD的研究不

但能保持原有酶活性 ,而且酶稳定性也有所提高 ,还

兼有可回收和反复使用等优点 ,固定化酶可进一步组

装为 SOD酶传感器 ,用于清除超氧阴离子自由基药

物的筛选。该研究比较了 SOD固定化酶与溶液酶的

酶学性质 ,结果表明 SOD经壳聚糖固定化后稳定性

提高。这可能是由于 SOD共价交联于壳聚糖表面后

有效的保护了 SOD的次级键 ,经壳聚糖固定化后 ,

SOD分子共价交联在壳聚糖上 ,由于稳定酶分子构

象的次级键被保护在里侧固定化酶能够稳定其构象

从而得到了保护 ,因此 ,SOD固定化后酶的温度稳定

性 、pH 稳定性均有所提高 。壳聚糖固定化 SOD 的

这些酶学性质特点 ,扩展了 SOD的实用价值 ,有利于

它在食品 、日化及药物等方面的实际应用 。
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Abstract:S tudied the enzyme propert ies of im mobilized superox ide dismutase w ith chitosan. Immobilized su-

peroxide dismutase w ere prepared by dif ferent process. The me thods we re optimized by com paring their activ-

i ties. Determined the enzyme proper ties o f im mobili zed superoxide dismutase. Results show ed supero xide dis-

m utase on chitosan w ith g lutaraldehyde as crosslinking agent show ed highest activities and recovery rates.

The tem perature stability and the pH stability of the im mobilized enzym e w as much bet ter than the f ree en-

zyme. A nd the immobilized enzyme also show ed a good sto re stability . The imm obilized supero xide dismutase

can be prepared by cro sslinking g lutaraldehyde on chitosan , and possessed good prope rties.

Key words:Supe ro xide dism utase;Imm obi lized enzyme;Chito san
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