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[摘要 ] � 比较了聚丙烯酰胺梯度凝胶电泳 ( GPGE )和均一凝胶电泳 ( PAGE )在分离和鉴定 SOD同工酶方面的

应用. 在 GPGE中根据 Rf值大小可将 SOD谱带分为 3个区: A区 Rf值最小, 对 SDS敏感,为 M n�SOD; C区 Rf值

最大, 对 SDS不敏感, 为 CuZn�SOD; B区谱带 Rf值位于两者之间, 对 SDS敏感,为 Fe�SOD. 根据 GPGE图谱上谱

带 Rf值大小和对 SDS敏感性来判断 SOD类型结果与用抑制剂判断结果一致, 它可作为一种 SOD类型初步鉴定

的简便可行的方法,相同植物材料经 PAGE分离后不具备这些特性.在相同牛血 SOD浓度下, GPGE检测 SOD灵

敏度可达 10- 15m o ,l PAGE为 10- 13m o;l在 1�56� 10- 12m o l SOD时, 在 GPGE中可分辨出 4条带, PAGE仅为 2条.

枸杞 Fe�SOD在 7� 5% 胶中 Rf值最大 ,在 10%胶中与 CuZn�SOD重叠, 香橼 Fe�SOD、Mn�SOD和朱桔 M n�SOD、

CuZn�SOD在 10% PAGE中相互重叠, 在 GPGE中它们都有规律地完全分离, 可根据 Rf值大小鉴别 SOD类型. 通

过 2次电泳阐明了 GPGE分离和鉴定 SOD的可靠性,它能有效地分离和鉴定在 PAGE上重叠的 3种 SOD类型.
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Abstrac t: Th is paper compared the app lication of grad ient po ly acry lam ide ge l e lectrophresis( GPGE) and po lyacrylam ide

ge l e lectrophoresis( PAGE) in iso lation and identifica tion o f plant SOD iso zym e. The resu lts show ed that SOD bands on

GPGE w ere div ided into three reg ion of A, B, C accord ing to itsRf. TheRf o fA reg ion SOD band was m inim um, it w as

sensitive to 1% SDS and w asM n�SOD. The Rf o f C reg ion SOD band w as the biggest, it was no t sensitive to 1% SDS

and w as CuZn�SOD. The Rf of B reg ion SOD band was betw een A and C, it was sensitiv e to 1% SDS and was Fe�SOD.

The three SOD iso zym es w ere d istinguished by its Rf and sensitiv ity to SDS on polyacry lam ide g radient ge,l th is resu lt

w as about the sam e as the resu lt of judgem en t using inh ibitor. The sam e plant sam plew as iso lated by PAGE d id not have

the charac teristic. 10- 13m o l and 10- 15m ol bov ine SOD w as detected in PAGE and GPGE, respective ly. Four and tw o

SOD activ ity bands w ere detected in GPGE and PAGE at 1�56 � 10- 12m o l bov ine SOD, respectiv ely. TheRf of Fe�SOD

from Lycium chinense w as the bigg est in 7� 5% PAGE and it ove rlapped w ith CuZn�SOD in 10% PAGE. The FeSOD and

M n�SOD o f cirus w ilsonii, Mn�SOD and CuZn�SOD ofC itrus ery throsa w ere ove rlapped each o ther in 10% PAGE, but

three types o f SOD w ere com plete ly iso la ted in 4% ~ 35% GPGE. The re liab ility o f iso lating and identify SOD using

GPGE w as expounded by tw o tim es gel concentration grad ient electrophores is TGCGE, the Rf and the num be r of SOD

bands in GPGE w ere com patible w ith TGCGE, and it can com plete ly iso late and identify the overlapped three SOD types

on PAGE.
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� � 超氧化物歧化酶 ( EC1�15�1�1,简称 SOD)是广泛存在于生物体内的一类金属酶, 根据金属辅基的不

同可分为 Mn�SOD、Fe�SOD和 CuZn�SOD 3种类型, 近年来还从链霉菌属中发现了 N i�SOD
[ 1]
,从日本沼虾

中纯化 66�1 ku的 EC�SOD,发现了仓鼠和人胞质中的 240~ 260 ku及 135和 270 ku的 EC�SOD[ 2 ]
,它们都

具有催化超氧阴离子自由基形成过氧化氢和水的反应能力, 在防御活性氧对生物体的伤害、在植物的逆境

生理、在预防和治疗由自由基诱发的一系列疾病,如肿瘤、辐射损伤、心脑血管疾病等方面都起到了很重要

的作用.对 3种类型 SOD同工酶的分离和鉴定是生物学和医学中会遇到的实际问题, 通常都是采用聚丙

烯酰胺凝胶电泳 ( PAGE )的定位染色法
[ 3 ]
,我们在实际应用中发现样品点样量少时, SOD弱带难以显示,

点样量大时植物次生物质对酶带显示有干扰, 且谱带清晰度和重复性都不理想,时有谱带重叠现象出现,

谱带分离的 Rf值与酶类型间无特定规律可寻,在改用聚丙烯酰胺凝胶梯度电泳 ( GPGE )后得到了较满意

的效果.本文将通过 GPGE和 PAGE的比较, 旨在建立用 GPGE分离和鉴定 SOD同工酶的新方法.

1� 材料和方法

1�1� 材料、主要试剂及仪器
� � 新鲜的植物材料采自南京地区和本院温室,当天采集后,用蒸馏水洗净后备用.

枸杞 Fe�SOD、牛血 SOD及花生 CuZn�SOD分别按其文献 [ 4�6]
纯化至电泳纯.丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰

胺、SDS、甲硫氨酸 ( Sigma) , NBT(南京卓尔生化有限公司 ),其它试剂为国产分析纯或生化试剂.主要仪器

为岛津 CS- 9000双波长薄层扫描仪, CSR- 4高压电泳仪,梯度凝胶电泳灌胶装置.

1�2� 方法
1�2�1� SOD粗酶液的制备

� � 将实验材料剪碎, 按每克鲜重加入 3mL的 50mmo l/L磷酸缓冲液 ( pH7�8)进行研磨匀浆, 匀浆液

10 000 r /m in离心 15m in后,上清液即为粗酶液,用于实验或分装于小离心管内, - 25� 保存备用.

1�2�2� SOD同工酶的电泳分离和染色定位

PAGE按罗广华等
[ 3]
方法,在 7�5%或 10%的分离胶上进行; GPGE按程光宇等

[ 7]
及张龙翔

[ 8]
方法,在

4% ~ 35%梯度胶上进行,加样前以 100V稳压预电泳 30m in,加样后在 4� 电泳, 先以 150V稳压电泳 1 h

后,将电压逐步提高到 300V稳压电泳 15 h(电泳持续 4 500V � h以上 ) ; 二次电泳按程光宇等
[ 9]
方法进

行,第一向为 10%的 PAGE,在电泳结束后切取具有 SOD活性且未经染色的区带,放在已预电泳过的 4%

~ 35%梯度胶上端,加入 PAGE中 3�5%的浓缩胶液,采用光照聚合将其固定后进行第二向 GPGE,同时以

相同酶液量在梯度胶上点样.电泳结束后进行酶活性染色,采用拍照或扫描方法记录 SOD同工酶图谱.

1�2�3� SOD同工酶类型的鉴定

( 1) 参照 Bridges和 Sa lin的方法
[ 10]

,以 KCN和 H2O2两种抑制剂鉴定 SOD类型.

( 2) 利用梯度胶具有分子筛效应
[ 8]
及其 Rf值与 3种 SOD相对分子质量存在差异

[ 11]
的特点,由 Rf值

初步判断 SOD类型.

( 3) 利用 CuZn�SOD对 SDS不敏感、Mn�SOD和 Fe�SOD对 SDS敏感的特性
[ 11, 12 19 ]

,向粗酶液中加入

SDS溶液使其终浓度达 1%后, 于 37� 保温 1 h,分别进行 SOD同工酶的 GPGE和 PAGE并进行酶活性染

色. CuZn�SOD对 SDS不敏感,谱带留存, M n�SOD和 Fe�SOD对 SDS敏感,谱带消失.

2� 结果与分析

2�1� GPGE和 PAGE对分离 SOD同工酶的影响

� � 结果见图 1. 14种植物的 3种类型 SOD在 4% ~ 35%的梯度胶中都得到较好的分离,谱带清晰, 未见

有干扰现象,根据 Rf值可分为 A、B、C 3个区域: A区的 Rf值最小 ( < 3�6) ,谱带都为 1条; C区的 Rf值最

大 ( > 5�0),其中谱带数目因植物种类不同而异,如羊蹄、拔契仅有 1~ 2条,而鸭趾草、马兜铃等则多于 4

条; B区 Rf值位于 A、B区之间, 如有谱带一般都为 1条,但许多植物缺乏这种类型谱带.同时, 从其 Rf值

大小, 还可初步判定各同工酶的相对分子质量和类型, Rf值最小的 A区同工酶相对分子质量最大, 应为

Mn�SOD; Rf最大的 C区同工酶相对分子质量最小, 应是 CuZn�SOD;而介于两者之间 B区的同工酶可认为

是 Fe�SOD, 如南苜蓿、金荞麦的 Fe�SOD. 在 SOD类型的筛选中, 利用梯度胶这一分离特性为初步判断
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SOD类型提供了一条快捷途径.

同一样品在相同加样量下进行 10% PAGE, SOD谱带分离效果远不如 GPGE, 谱带分布及 Rf值与

SOD类型之间无特定规律可寻,其中紫花地丁中的次生物质对 SOD显示干扰并影响到周围的谱带 (图 1

的 11) .可见,在 PAGE中 SOD的 Rf值因受电荷、胶浓度、pH值等多种因素影响,不能作为 SOD类型鉴定

的依据,在 GPGE中的 Rf值排除了电荷等因素的影响,与分子大小有相关性, 故它可用于测定天然酶和蛋

白质的相对分子质量
[ 8]
.

2�2� GPGE和 PAGE检测 SOD的灵敏度和分辨率比较

以牛血 SOD为标准, 比较 GPGE和 PAGE检测 SOD的灵敏度和分辨率 (见图 2). 当以相同加样量分

别进行 GPGE和 PAGE时,在 PAGE图谱上 SOD的检测浓度为 1�56 � 10- 13
mo,l在 GPGE图谱上, SOD浓

度为 1�56 � 10- 14
mo l时谱带清晰, 当再稀释 10倍后仍能见到 SOD谱带 (图片未列出 ) ,说明 PAGE和

GPGE检测 SOD的灵敏度分别为 1�56 � 10- 13
mo l和 1�56 � 10- 15

mo.l在 GPGE图谱中牛血 SOD活性染色

与蛋白染色带边缘清晰,呈扁平状,在 1�56 � 10- 12
mol SOD时活性染色带可分辨出 1条主带和 2条次带

及 1条弱带 (图 2中 A 3) ,与 6�24 � 10
- 9
mo l SOD时的蛋白带相互对应 (图 2中 B5); 而在同样加样量下的

PAGE图谱中谱带边缘模糊,只能分辨出 1条主带和 1条次带 (图 2中 C10). 说明 GPGE比 PAGE有更高

的分辨率.

花生 SOD粗酶液 ( 125U /mL)分别以 1�L进行 GPGE和 PAGE时, 在 GPGE图谱上 Mn�SOD和 CuZn�
SOD谱带非常清晰 (图 2的 13) ,但在 PAGE图谱上已无明显的谱带 (图 2的 19) .花生 CuZn�SOD在 GPGE

中分别加样 0�016 �g和 0�128 �g,在 PAGE中分别加样 0�032�g和 0�32�g时,低、高浓度 SOD谱带扫描
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后峰面积之比分别为 1�3�37和 1�1�54.从图 1和图 4还能看出南苜蓿、番茄、金荞麦等在梯度胶上显示出

4~ 5条带,但 PAGE图谱上显示 2~ 3条. 纯化的枸杞 Fe�SOD有 3条带,但在 GPGE上的灵敏度和分辨率

明显高于 PAGE(图 3的 4, 9) .可见,对于植物的粗酶液和纯酶, GPGE同样比 PAGE有较高的灵敏度和分

辨率.

2�3� 不同胶浓度对 3种 SOD类型分离和鉴定的影响

枸杞和香橼都含有 3种类型 SOD,它们在不同胶浓度下的分离结果见图 3.枸杞在 7�5% PAGE中有 3

条 Fe�SOD, 它们的 Rf最大, CuZn�SOD也有 3条, 它们的 Rf居中, M n�SOD不成条带, 很难确定. 在 10%

的 PAGE中 3条 Fe�SOD带上移已与第三条 CuZn�SOD相重叠, M n�SOD带已能基本分清. 同时可见在

7�5%和 10%的 PAGE中还存在 CuZn�SOD抑制不完全的现象, 经 KCN和 H2O2处理后在负极处的一些谱

带性质也很难判断; 在 4% ~ 35%的梯度胶中 3种类型 SOD谱带完全分离, Fe�SOD带上移至 Mn�SOD和
CuZn�SOD间, 与纯化的 Fe�SOD有相同的 Rf值.香橼 SOD在 10%的 PAGE中, 有 1条对 KCN和 H 2O2都

敏感的 CuZn�SOD谱带,它的 Rf值最小, M n�SOD和 Fe�SOD即使以抑制剂处理,也因未分离开和分辨率差

无法判断.在 4% ~ 35%的梯度胶中 3种 SOD同工酶都有规律地完全分开, Rf值最小的 1条为 Mn�SOD, Rf
值较大的 2条为 CuZn�SOD, Rf值位于两者之间的为 Fe�SOD.

可见,枸杞和香橼的 3种 SOD类型, 它们在 7�5% 和 10% 的 PAGE中分离难有规律可循, 如香橼

CuZn�SOD的 Rf值在同工酶中最小 (图 3D) ,同为 Fe�SOD, 在枸杞中的 Rf值最大 (图 3A ), 在朱桔中 Rf值

却最小 (图 5A ). 当用 KCN和 H2O2鉴定 SOD类型时,常有抑制不完全的现象,有的因谱带重叠,即使采用

抑制剂也很难有结果,如香橼的 Fe�SOD、Mn�SOD(图 3D )和朱桔的 Mn�SOD、CuZn�SOD (图 5A ) .但在 4%

~ 35%梯度胶上, 如存在 Fe�SOD时,其 Rf值总是位于 Mn�SOD和 CuZn�SOD之间, 枸杞、香橼和朱桔 3种

类型 SOD在梯度胶上均有此规律可寻. 在梯度胶中以其 Rf值大小判断 SOD的类型的结果与用抑制剂处

理的结果完全一致,利用这一特点我们发现了许多高等植物含有 Fe�SOD [ 4, 9, 14]
.

2�4� SDS处理对在 GPGE和 PAGE中 SOD类型鉴定的影响

样品经 1% SDS处理后, 以相同量分别进行 GPGE和 PAGE, 结果见图 4. 在梯度胶中, 7种植物在 A

区的 SOD谱带活性都被 SDS抑制, 无一例外,表明它们都是 Mn�SOD; C区的 SOD谱带对 SDS不敏感, 为

CuZn�SOD, 其中金荞麦和还亮草都含有 1条对 SDS敏感的谱带, 但它们经 KCN和 H 2O2处理谱带消失,具

有 CuZn�SOD的典型特征, 这些谱带的 Rf值在经 SDS处理前后一致. B区带中被 SDS抑制的为 Fe�SOD,
其中代代花和南苜蓿的 Fe�SOD的含量大于 30% , 金荞麦、马兜铃、无花果、三叶草都含有对 SDS敏感的

Fe�SOD(结果待发表 ).经 SDS处理后留存的为 CuZn�SOD, 而 Mn�SOD和 Fe�SOD谱带消失, Mn�SOD和
Fe�SOD的区分则可根据它们在 GPGE图谱上的 Rf值确定.由此可见, GPGE结合 SDS处理是 SOD类型鉴

定的有效途径之一.

在 PAGE图谱上经 SDS处理后,有的谱带活性基本不变, 如 2、6和 12,有的出现了一些新谱带,如 3、
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7、9、13、15,可能是 CuZn�SOD与 Mn�SOD、Fe�SOD重叠所致或是经 SDS处理改变了 SOD电荷性质. 番茄

在梯度胶 B区有 2条对 SDS敏感的 SOD谱带 (图 4中 17), 证实了它存在 Fe�SOD [ 15]
, 但在 PAGE上经

SDS处理后未发现 Fe�SOD,显然在 PAGE中经 SDS处理不适合于植物粗提液中 SOD类型判定.

2�5� SOD谱带在 GPGE和 PAGE中的相互关系

结果见图 5.朱桔在二次电泳 (图 5C)中的 a、b带对

应于 GPGE图谱上的 a、b带 (图 5B )和 PAGE图谱上的

a、b带 (图 5A ) , 分别为 Mn�SOD和 Fe�SOD, 但在 PAGE

图谱上 a带 Rf值大于 b带; c带有 2条为 CuZn�SOD, 在
二次电泳和梯度胶中是相互对应,但在 PAGE图谱上 a、

c带混杂, 从纯化的 Mn�SOD和 CuZn�SOD的 PAGE图

谱上可看出 a、c是重叠带
[ 9]
. 在二次电泳中新、老叶中

Fe�SOD活性都约占 SOD总活性的 30%, 与 GPGE中的

结果相当, 但在 PAGE中老叶这一比例约 30% , 新叶低

于 5%.

从二次电泳中 SOD谱带在 PAGE和 GPGE中的对

应关系可看出,朱桔 3种 SOD类型在 GPGE中能按照分

子大小有效地分离和鉴别, 但在 PAGE中 SOD谱带有重

叠现象, 分离不彻底, 新叶中的植物次生物质干扰了

SOD活性显示,甚至无谱带.

3� 讨论

目前国内外在 SOD同工酶的分离和鉴定研究中都是采用 10%左右的 PAGE,但分离效果和图谱都不

很理想.我们在枸杞果实 SOD研究中采用了 GPGE,并首次报道了枸杞含有 Fe�SOD[ 4 ]
,在随后的研究中陆

续发现了何首乌、香橼等十几种高等植物存在 Fe�SOD[ 14]
.迄今为止国内外报道含 Fe�SOD的高等植物仅

番茄、银杏、睡莲、芸苔、樟树等十几种
[ 10, 15�19]

, SOD同工酶的分离也都是采用 PAGE, 我们的发现与用

GPGE替代 PAGE研究 SOD电泳技术改进密切相关, 但对 GPGE分离和鉴定 SOD类型和 SOD谱带在

GPGE与 PAGE中相互对应关系的研究国内外尚未见报道,本文对此进行了初步探讨.

3�1� GPGE比 PAGE能更有效地分离和鉴定 SOD同工酶类型

本研究表明,在 GPGE图谱上的 SOD谱带可明显分为 A、B、C 3个区, A区 Rf值最小,对 SDS敏感, 为

分子量最大的 Mn�SOD; C区 Rf值最大, 对 SDS不敏感,为相对分子质量较小的 CuZn�SOD; B区的谱带 Rf

值位于二者之间,经 SDS处理后消失, 为 Fe�SOD.由于 GPGE是根据孔径大小分离酶和蛋白质,其 Rf值与
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SOD分子大小有相关性
[ 8]
,使酶的分离和鉴定变得相对容易和简单化,当结合 SDS处理时能将 CuZn�SOD

和 Mn�SOD、Fe�SOD区分开, 由于 Fe�SOD的 Rf值通常位于 Mn�SOD和 CuZn�SOD间,故可确定 SOD类型.

本文中枸杞、朱桔、香橼存在的 3种 SOD类型符合这一规律, 当采用 KCN和 H 2O 2对枸杞、香橼、金荞麦和

还亮草等 SOD类型进行鉴定时,结果与 GPGE中各谱带 Rf值与 SDS处理相结合来确定酶类型的结果一

致,说明了将 GPGE中各谱带 Rf值与 SDS处理的结果相结合是分离和鉴定 SOD类型的一种简便有效的

新方法.在传统的 PAGE中 SOD谱带受其所带电荷、分子大小、胶浓度等多种因素影响, 分离的 Rf值变化

较大, 如本文中 Fe�SOD的 Rf值在枸杞中最大,在朱桔中最小, Rf值与 SOD类型及分子大小间无特定规律

可寻, 鉴定 SOD类型要采用 KCN和 H 2O2等抑制剂,由于 KCN为剧毒品, 使 SOD类型的研究受到了限制,

当酶带相互重叠时甚至无法有结果 (如香橼、朱桔等 ) .可见, 在 SOD分离和类型鉴定方面 GPGE比 PAGE

有更大的优势和应用前景.

3�2� GPGE分离 SOD的灵敏度和分辨率

本文对 GPGE和 PAGE检测 SOD的灵敏度和分辨率进行了比较, 结果表明, PAGE检测牛血 SOD灵

敏度为 10
- 13

mo ,l GPGE检测牛血 SOD灵敏度可达 10
- 15

mo.l由于 GPGE的灵敏度比 PAGE高 2个数量

级,可检测到在 PAGE图谱上因含量很低难以显示或活性低于 5%的 Fe�SOD谱带 (如马兜铃、无花果 三

叶草等 ) ,它们的 Rf值都位于 Mn�SOD和 CuZn�SOD的 B区之间. 在 GPGE图谱中 SOD谱带清晰, 点样量

适中时为扁平形,边缘明显,有较高的分辨率, 牛血 SOD可清晰辨认出 4条带, 番茄和朱桔粗酶液可分辨

出 4~ 5条带,在 PAGE图谱中因干扰的存在大大影响了谱带的分辨, 它们的谱带较模糊只有 2~ 3条.纯

化的枸杞 Fe�SOD在 GPGE和 PAGE中都有 3条带, 但前者的灵敏度和分辨率明显高于后者.高的灵敏度

和分辨率使实验结果更准确可靠,可见, GPGE分离 SOD特别是 Fe�SOD是比 PAGE更好的方法.

3�3� GPGE分离和鉴定 SOD的可靠性

本文发现在 C区对 SDS敏感的谱带 (金荞麦和还亮草 )也能被 KCN和 H 2O 2抑制为 CuZn�SOD, 说明

了以 Rf值来判断 SOD类型是可靠的.植物材料中的次生物质丰富,它们会与 SOD结合影响酶显示
[ 20]

,朱

桔 Fe�SOD(新叶 )和何首乌 Mn�SOD (图片未列出 )在 PAGE中几乎无带, 在 GPGE中含量都达 30%左右,

与二次电泳结果一致,提示在 GPGE中经长时间电泳后干扰物可能与 SOD分离泳出凝胶,能真实反映出

全部 SOD谱带, 而 PAGE会造成一些 SOD的漏检. SOD谱带在 GPGE和 PAGE中对应关系由二次电泳反

映出来, GPGE中的 SOD谱带通过二次电泳都能和 PAGE的相互对应,说明了 GPGE分离和鉴定 SOD的

结果是可靠的,但 PAGE中 3种 SOD类型的 Rf值变化很大,与酶类型间无相关性, 同时,通过二次电泳还

可以看出, GPGE对在 PAGE上重叠和有干扰的 SOD谱带的分离和鉴定是有效的.

GPGE在分离和鉴定 SOD方面有诸多优势,但对研究带有不同电荷的同一类型 SOD同工酶, 则 PAGE

会更好地反映出同工酶间的差异,可见,将 GPGE和 PAGE相结合研究植物 SOD同工酶是更科学的方法.
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