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[摘要] 对16种新鲜食用菌soD活性、热稳定性及同工酶类型进行研究，结果表明，大多数食用菌有较高

s0D活性，其中以金顶侧耳的酶活性最高，达1 622 u／g，比活性也有366 u／mg，酶活性超过1 000 u／g的有糙皮

侧耳、蘑菇、草菇和柳松菇，有14种食用菌sOD活性超过500 u／g．食用菌中主要含对氯仿一乙醇液敏感的sOD，

占其总活性的70％～96％，以金顶侧耳和糙皮侧耳的活性最高，分别为1 538 U／g和1 052u／g．SOD的热稳定性

研究表明，大多数食用菌s0D在90℃加热lOmin后，能保留40％以上的活性，金针菇、滑菇、毛头鬼伞和大球盖

菇的菌盖在90℃加热10 min后，能保留75％以上的活性．食用菌SOD类型为Mn—SOD，未发现有Cu·zn—

s0D．菌盖和菌柄的分析结果表明，二者在s0D活性、热稳定性及同工酶谱带数方面存在一定的差异．
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Abstract：The results of the study on the activity，therrnostability and isozymes of Superoxide Dismutase

(SOD)in 1 6 species of edible fungi with the method of NBT phtochemical I℃action and gel concentration

gradient electmphoresis indicated that most of edible fungi had hi曲SOD activity，e8pecialIy f％urot掷c如一

“，加Pifeo￡淞，which contained 1 622 U／g，and 366 U／mg protein．In cnlde extracts of P． osfr它n￡w，Agnri—

cw 6却or琊，％如orief如∞如。ceo and Agrocy6eⅡq尹“￡o，they a11 contained SOD activity of more than 1

000 U／g and there was not 1ess than 500 U／g of SOD activity in 14 species of edible fhn百．In edible fhn—

gi，it contained mainly chlorofo舢一ethenoJ sensitive SOD，and it occupied 70％～96％of total activity．

This type of SOD were found high in emde extracts of P．ci￡“n咖iZe。￡埘and P．os￡reofw of l 538 U／g and

1 052 U／g respectively．Most SOD activity for the edible fungi were stable with heat and over 40％of ac—

tivity was retained at 90℃for 10 min．Especially for用吐mm“屁M御Z以印酷，P矗D如优口n。mB扔，出e pileus

of CoprinL岱co，mt￡岱and＆，．0p^nriⅡn。gDsD—o凡nⅡZo￡n，it remained over 75％of the SOD activity after their

cnJde extract had been incubated at 90‘℃for l 0 min． In this paper it was found that the type of SOD was

Mn—SOD and not Cu·Zn—SOD on the electrophoresis gel of 1 6 species of edible fungi．The activity，ther_

mostability and isozyme of SOD was analyzed in the pileus and stipe，both of them had the difference that，

usually，the pileus had a higher activity and the册ostability than the stipe and the number of bands of

isozyme in the pileus was more than those of the stipe．
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0 引言

超氧物歧化酶是存在于生物体内能有效清除超氧自由基的一类金属酶，它存在于靠氧呼吸的所有生

物体中，近年的研究表明许多疾病的起因、发生和发展与机体自由基代谓|失调密切相关，而s0D是细胞内

能及时清除机体内的超氧自由基的主要保护酶，因而，在预防和治疗由氧自由基伤害导致的某些疾病，如

肿瘤、糖尿病、心血管疾病及多种皮肤病⋯’21等方面，正在起到越来越重要的作用．

食用菌资源丰富，营养价值高，含有许多生物活性物质，如多糖类、SOD酶类等，利用这些生物活性物

质制备抗癌新药或制备功能性食品，已成为当今生物医药界的研究发展新方向，但目前在食用菌药用有效

成分和药理研究中，涉及食用菌SOD的报道很少，特别是我国近年来选育、引进和开发的一些珍稀食用

菌，如毛头鬼伞、大球盖菇、真姬菇等，其sOD的研究国内外尚未见报道，本文通过对16种食用菌sOD的

活性、热稳定性及同工酶的研究，旨在为食用菌资源的开发利用提供参考依据．

1材料与方法

1．1实验材料及试剂

香菇、杏鲍菇、金针菇、毛头鬼伞、平菇、蘑菇、草菇、姬菇、柳松菇、白灵侧耳、大杯伞、真姬菇l(商品名

为蟹味菇)分别购于南京市农贸市场及苏果超市，金顶侧耳、大球盖菇、滑菇、真姬菇2购于武夷山农贸市

场，糙皮侧耳由本单位栽培．

考马斯亮蓝G一250(Fluka)、牛血清白蛋白、甲硫氨酸(Sigma)、NBT(纯度>98％，南京卓尔生化有限

公司)，朱桔Mn—s0D和牛血cu·zn—SOD(由本单位纯化至电泳纯)，其它试剂为国产分析纯及生化试

剂．

1．2方法

1．2．1粗酶液的制备

取食用菌子实体，清洗后称量并剪碎，按每克鲜重加入2—3 mL的50 mmoL／L磷酸缓冲液(pH 7．8)进

行研磨匀浆，再于冰浴中进行超声波破碎(400 w，20×2 s)，10000 r／min离心10 min，弃去沉淀，上清液即

为sOD粗酶液，用于实验或分装于若干小离心管内冰冻保存备用．

1．2．2 SOD活性测定

按stewert和Bewley的NBT光化还原法测定SOD活性∞]．酶活性均以U／g(鲜重)表示，酶比活性以

u／mg蛋白表示．对氯仿一乙醇液敏感的SOD活性，以对照酶液活性与经氯仿一乙醇液(∥秽=2：3)处理(按

酶液：处理液=l：0．25的体积比混合，于37℃保温1 h，离心后测定)后的酶活性之差表示．

1．2．3蛋白质含量测定

按Bradford方法H1进行，以牛血清白蛋白(纯度>98％)为标准蛋白，测定粗酶液的蛋白含量．

1．2．4 SOD的凝胶电泳分离及酶类型初步鉴定

采用聚丙烯酰胺浓度梯度胶电泳分离SOD同工酶[5]，利用Cu·zn—SOD对氯仿一乙醇液不敏感，而

Mn—SOD对氯仿一乙醇液敏感的特性，区分Cu·zn—SOD和Mn—SOD．

1．2．5 SOD的热稳定性测定

将酶液分别在60℃、70℃、80℃、90℃的温度中处理10 min，取出立即冷却至室温，测定残存酶活性．

以25℃时测定的活性为100％，测定不同温度下SOD相对活性，绘制温度一相对活性曲线图．

2结果与分析

2．1 超声波处理对提取食用菌SoD活性的影响

结果见图1．经超声波处理后，不论是菌盖、菌柄或子实体，酶活性都明显提高，可见超声波处理有助

于食用菌sOD的提取，故对16种食用菌SOD的提取采用了超声波处理的方法．

2．2食用菌SoD活性及比活性的比较

结果见图2和表1、2．金顶侧耳活性最高达1 622 U／g，活性超过1 000 u／g的有糙皮侧耳、蘑菇、草菇

和柳松菇，14种食用菌活性超过500 u／g；比活性最高的为毛头鬼伞达422．6 u／mg，超过250 u／mg的还有
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金顶侧耳、柳松菇和真姬菇2的菌柄．同一品种中的菌盖s0D的活性和比活性一般都高于菌柄，二者相差

约1～2倍，柳松菇和毛头鬼伞菌盖的酶活性超过菌柄3倍，但大球盖菇、滑菇菌盖和菌柄活性基本相等．

金针菇比较特殊，无论是开伞还是未开伞，菌盖活性及比活性都低于菌柄2倍以上．
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氯仿一乙醇液处理

图l 超声波处理对酶活性的影响 图2 氯仿一乙醇液处理对酶活性的影响

1、2为柳松菇；3、4为金针菇；5为白灵侧耳；6为 0：对照，1～6分别表示氯仿一乙醇液与酶液比例

香菇；l、3为菌盖；2、4为菌柄；5、6为子实体 分别为l：0．1；1：0，15；l：0．2；1：0．25；l：O．3；l：O．4

2．3 氯仿一乙醇液对食用菌SoD活性的影响

图2和表1、2结果还表明，当酶液与氯仿一乙醇液之比为1：O．25时，Mn—SOD已丧失95％以上的活

性，而cu·zn—sOD活性不受影响．平菇粗酶液经氯仿～乙醇液处理后，与Mn—sOD相似，可见当酶液与

氯仿一乙醇液之比为1：0．25时，能完全抑制对氯仿一乙醇液敏感的Mn—sOD活性．在食用菌中，对氯仿一乙

醇液敏感SOD活性占总活性的70％以上，其中金顶侧耳、糙皮侧耳的活性都在1 000 U／g以上．同一品种

菌盖和菌柄sOD活性测定表明，菌盖的活性一般都高于菌柄，如真姬菇、白灵侧耳、杏鲍菇和毛头鬼伞等，

以柳松菇菌盖的活性最高，达834 u／g，菌柄的活性也达692．4 u／g，达500 u／g以上的还有真姬菇2、杏鲍

菇和毛头鬼伞的菌盖．

表1 食用菌s0D活性及比活性的比较

柳松菇 粪锈伞科 Agrocy6e础舻rf￡D

毛头鬼伞 鬼伞科cop^nW cD，M￡∞

金针菇白蘑科=：胬’
主蒜：白蘑科蜘咖一ww烈嬲戮裂篡篡嬲烈
大球盖菇 球盖菇科＆rop^n施n^弘so。胁u胁o 472．1 80．O 397．7 84．2 500．1 76．2 434．7 86．9

滑菇 球盖菇科P^of抽地noH妣o 463．2 172．4 381．3 82．3 572．5 125．2 489．3 85．5

白灵侧耳 侧耳科 JP如ⅢzW M6，0如m蠡 527．7 231．0 477．0 90．4 3lO．3 156．1 271．1 87．4

查堕蔓 型呈型 型!!竺!丝翌竺芝堑 ：丝：! !：!：! !!!：i !i：! i!兰：! !塑：! 竺!：i 堕：：

注：表l和表2中的s0D1+为对氯仿一乙醇液敏感的s0D活性．

2．4食用菌SoD的热稳定性比较

从图3可看出食用菌sOD热稳定性大概可分为3种类型，即热稳定性高的类型，在60～90℃范围内

酶活性降低较少，90 qC时可保留75％以上活性，如滑菇、金针菇、大球盖菇和毛头鬼伞的菌盖；热稳定性低

的类型，一般随温度升高而活性很快呈线性降低，在60℃时活性为60％左右，到90℃时活性一般都在

40％以下，如姬菇、大杯伞、白灵侧耳和真姬菇的菌盖等；而大多数品种为稳定性较好的中间类型，在60℃
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时活性在80％左右，90℃时活性一般都在40％～80％间．

与菌柄和子实体SOD热稳定性比较，菌盖sOD的耐热性明显分为耐温和不耐温两种．耐温型菌盖

sOD热稳定性一般好于菌柄，不耐温型则相反，如大球盖菇和毛头鬼伞菌盖SOD在90℃能保留88％和

75％活性，菌柄SOD仍有59％和6l％活性；真姬菇2和白灵侧耳菌盖SOD在90℃只保留lO％活性，菌柄

SOD有45％和30％活性．同一品种茵盖与菌柄SOD热稳定性也有较大差别，一般菌盖sOD热稳定性好于

菌柄，对于金针菇而言，开伞后菌盖和菌柄sOD热稳定性均好于未开伞的．
1
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A B C

图3温度对食用菌SoD活性的影响

A：温度对菌柄SOD活性影响；B：温度对菌盖SOD活性影响；C：温度对子实体SOD活性影响

l：香菇；2、3：杏鲍菇；4、5：真姬菇1；6、7：金针菇(未开伞)；8平菇；9姬菇；10、11：毛头鬼伞；12磨菇；13草菇；14、15：白灵侧耳；

16、17：柳松菇；18大杯伞；19、20：金针菇(开伞)；21糙皮侧耳；22：金顶侧耳；23、24：大球盖菇；25、26：真姬菇2；27、28：滑菇

2．5食用菌SoD同工酶谱比较

图4结果表明，食用菌SOD经氯仿一乙醇液处理后，谱带都消失，与活性测定结果较相似，未观察到有

对氯仿一乙醇液不敏感Cuzn—sOD存在，说明食用菌主要为锰型sOD．同一品种菌盖和菌柄的同工酶谱带

数明显存在差异，一般菌盖的谱带数都多于菌柄，如杏鲍菇、毛头鬼伞、真姬菇等，其中Rf值较大的谱带在

菌盖和菌柄都有，而跗值较小的谱带为菌盖特有．滑菇和大球盖菇菌盖和菌柄的s0D同工酶基本相同，

柳松菇和金针菇的菌盖和菌柄同工酶存在较大的差别，两种真姬菇菌盖的同工酶基本相同，但菌柄却相差

较大，是取样造成的还是本身就存在，还有待实验证实．

图4食用菌SoD同工酶谱比较

1～4：杏鲍菇；5～8：毛头鬼伞；9～10：柳松菇；1 1～12：白灵侧耳；13、14，21～24：真姬菇2：15，32：草菇；16，33：香菇；】7～20：金针菇；25～28：

滑菇；29～30：金顶侧耳；31，34：磨菇；35、36，45～48：真姬菇l：37、38：大杯伞；39、40：糙皮侧耳；41～44：大球盖菇；．1，3，5，7，17，19，2l，

24，25，27，29，31，32，33，36，38，39，42，43，46，48为氯仿一乙醇液处理；1，2，5，6，10，12，14，17，18，21，22，25，26，35，36，43，44，47，48

为菌柄；3，4，7，8，9，11，13，19，20，23，24，27，28，4l，42，45，46为菌盖．加样量为20斗L或相当20¨L的粗酶液．

3讨论

本研究测定了分属7个科的16种食用菌sOD活性及比活性，结果表明，大部分食用菌都具有较高

SOD活性，酶比活性也较高．sOD有3种类型：Mn—SOD、Cu·Zn—sOD和Fe—SOD，近年还发现有Ni—

SOD．真核生物有Mn—SOD和Cu·zn—SOD两种类型，真菌属真核生物同样具有这两种类型SOD‘6。，未

发现Fe—SOD
L7
J，食用菌SOD亦然．由于Cu·zn—SOD活性不受氯仿一乙醇液抑制，Mn—SOD对氯仿一乙

醇液敏感，因此，经氯仿一乙醇液处理后所抑制的活性就可以代表Mn—sOD活性¨。．食用菌中对氯仿一乙

醇液敏感的s0D占总活性的70％以上，同时结合凝胶电泳的酶染色定位结果可认为是Mn—sOD．已有报
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道食用菌主要类型为Mn—SOD且占总活性60％以上，或仅有Mn—SOD，与本文结果是一致的∽‘1引．Mn—

SOD具有半衰期长，毒副作用小，在歧化超氧自由基过程中不会产生中间产物羟自由基，并且定位于线粒

体中，被认为是潜在的新型肿瘤抑制因子，因而在活性氧代谢中的地位更加引人注目．

在近年SOD研究中，发现以前认为只存在于原核生物中的Fe—sOD，也在少数种子植物中有陆续报

道，由于Fe—SOD对氯仿一乙醇液亦敏感，它若也存在于食用菌中的某些种中，用氯仿一乙醇液处理就很难

将它与Mn—SOD分开，在16种食用菌中是否可能有Fe—SOD，有待进一步实验证实．

研究还表明大多数食用菌SOD经90℃处理10 min后保留了40％以上的酶活性，而豆类SOD在80℃

处理10 min后只保留了10％左右活性‘13|，花生sOD在90℃处理10 min后保留了22％～41％活性¨⋯，相

比之下，食用菌SOD热稳定性尤为突出．食用菌SOD热稳定性，一方面由于金属辅基的存在，使它成为热

稳定性较高的酶蛋白之一，失去金属辅基后酶蛋白热稳定性只有天然酶的一半¨5I，已有报道莲胚轴提取

液经100℃处理60 min后，SOD只丧失原有活性的1／3，是由于存在4条耐高温的Fe—sOD带¨乱17 o；另一

方面，与食用菌中Mn—SOD有关，我们研究发现花生Mn—SOD比Cu·Zn—SOD稳定¨4|，何首乌、香橼和

枸杞提取液经75℃处理12 min后电泳，只有Mn—SOD的谱带(待发表)．

梯度胶电泳用于食用菌SOD同工酶的分离国内外尚未见报道，它具有灵敏度高，分离效果好，谱带清

晰的特点，16种食用菌SOD同工酶分离未发现有干扰现象，优于普通胶电泳，从它们相对Rf值的分布看，

其主谱带都在一定的范围内，符合较高分子量的Mn—s0D的特性．

对16种食用菌sOD活性、热稳定性及同工酶进行研究揭示，人们经常食用的侧耳、蘑菇、草菇等食用

菌不仅SOD活性高，而且热稳定性好，且主要为Mn—s0D，作为食品功能因子，它在预防和治疗由自由基

引发的一系列疾病方面，在延缓人类衰老、提高生存质量方面，将有很好的应用前景．
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