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山楂叶和果中类 SOD的提取与研究

张兰杰 ,　辛广 ,　杨琳
(鞍山师范学院 化学系 , 辽宁 鞍山 114007)

摘　要 : 实验对山楂叶、果中类 SOD (Superoxide disutase like简称 SOD - L)进行了提取与研究。

通过连苯三酚自氧化法对山楂叶、果中 SOD2L 活性进行分析 ,测得山楂叶提取物中 SOD2L 的活力

为 630114 u/ mg ;山楂果提取物中 SOD2L 的活力为 252105 u/ mg ;在 280 nm有特征性吸收峰 ;在

Mg2 +和 Cu2 +的存在时 SOD2L 的活性有着不同程度的增强。SOD2L 的最适温度在 40 ℃;最适

p H值在 810。
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Extraction and Characteristics of Superoxide Disutase from

Ha wthorn Leaves and Fruit
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Abstract :The manuscript described t he ext raction of t he category SOD2L in hawt horn leaves and

f ruit . This experiment ext ract and analysis is through using pyrogallol since t he oxidation of

hawthorn in leaves and f ruit category SOD2L ,we measured ext ract of SOD2L vigor in hawthorn

leaves and f ruit was 630114 u/ mg and 252105 u/ mg , respectively. SOD2L in t he bran has a

typical absorption at 280 nm. And it was found t hat t he activity of SOD increase wit h t he

p resence of Mg2 + ,Cu2 + . SOD2Lactivity of hawt horn in leaves and f ruit in the bran had an obvious

optimum stability at t he condition of 40 ℃and p H 810.
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　　超氧化物歧化酶 ( Superoxide dismutase ,

EC111151111 ,SOD)是一类广泛存在于各类生物体

内的氧化还原酶 ,至 1969 年由 McCord和 Fridov2
ich[1 ]发现此酶以来 ,有关 SOD 在生物界的分布及

特性的研究倍受重视。近年来 ,人们对具有 SOD

同样功能而非 SOD 的一类化合物进行了大量研

究 ,这类化合物称为 SO2L ( Superoxide dismutase

like简称 SOD2L) ,其清除 O2
- 的作用称为 SOD2L

活性 (SOD2Like Activity) 。目前 ,SOD2L 活性已经

成为抗衰老药物和保健食品的一个重要指标[2 ]。

山楂为蔷薇科山楂属 ( Crat aeg us. L )植物 ,在

我国具有悠久的保健与药用历史。

自 20世纪 50年代 ,人们开始对山楂叶、果的化

学成分进行了研究[326 ] ,证明其含有大量的黄酮以及



绿原酸、山楂酸、胆碱、挥发油等。但对山楂叶、果

中的黄酮类物质具有 SOD2L 活性未见报道 ,我们

采用鞍山地区盛产的野生山楂叶、果 ,用连苯三酚

自氧化法 ,测定其 SOD2L 活性 ,并对其部分性质进

行了研究 ,旨在为山楂叶、果的进一步利用提供理

论依据。

1　材料与仪器

山楂叶、果 :采自千山乡摩云山 ,由鞍山林业所

孙忠诚教授鉴定 ;连苯三酚 :分析纯 ,贵州遵义化学

试剂厂产品 ,用 0101 moL HCl 配制成 50 mmol 的

连苯三酚溶液 ;三羟甲基氨基甲烷 :分析纯 ,沈阳市

医药公司化玻站试剂 ,配制成 p H 值 812 ;50 mmol

Tris2HAc缓冲液 ;p HS23C型数字酸度计 :上海精

密科学仪器有限公司 ;U21810紫外可见光分光光度

计 :北京普析通用仪器有限责任公司。

2　实验方法

211　山楂叶、果中 SOD2L的提取

取烘干、粉碎的山楂叶、果各 50 g放入索氏提

取器中 ,加入乙醚 ,回流至无色 ,回收乙醚 ,然后用

体积分数 70 %乙醇加热提取 6 h ,浓缩后 ,用乙酸乙

酯萃取 3次 ,合并萃取液 ,再经大孔吸附树脂 AB28

进行分离纯化、减压浓缩、干燥 ,得粉末状 SOD2L。

精密称取 SOD2L 50 mg ,用双蒸水配制成质量浓度

为 1 mg/ mL 水溶液待用。

212　SOD2L活性的测定

21211　连苯三酚自氧化速率的测定　采用谢卫华

等人的方法[7 ]略有改动。取两支干燥、洁净的试

管 ,一支为空白对照管 ,另一支为测定管 ,分别在两

支试管中加入 p H值为 812 ;50 mol/ L M Tris2HAc

缓冲液 3 mL ,混匀置于 25 ℃的恒温水浴中 20

min ,然后在测试管中加入 7μL 的连苯三酚 ,加入

瞬间开始计时 ,用 U21810紫外可见光分光光度计 ,

测定波长为 325 nm ,以对照管调零 ,记录测定管的

吸光度 A 0 ,换算ΔA 0 = 01070/ min ,ΔA 0的值为每分

钟连苯三酚自氧化速率的吸光度。

21212　SOD2L 活性的测定 　取两支试管加入 50

mmol/ L Tris2HAc缓冲液 3 mL ,在测试管中加入

适量的 SOD2L 待测液 ,置于 25 ℃的恒温水浴中保

温 20 min ,然后在测定管中加入 7μL 的连苯三酚 ,

加入瞬间开始计时 ,以对照管调零 ,记录测定管的

吸光度 A 1 ,换算ΔA 1 = 01034/ min ,ΔA1的值为每

分钟 SOD2L 吸光度。

SOD2L 的活性按下式计算 :

SOD活性 (U/ mL) =

ΔA 0 -ΔA 1

ΔA 0

50 %
×

　　　　　反应液总体积
加酶液体积

×酶液稀释倍数

抑制率按下式进行计算 :

抑制率 S( %) =
ΔA 0 -ΔA 1

ΔA 0
×100 %

　　式中ΔA 0为连苯三酚的自氧化率 ,ΔA 1为加入

待测液后连苯三酚的自氧化率。

3　结果与讨论

311　山楂叶果中 SOD2L的紫外吸收光谱

将精制的 SOD2L 溶液 ,与 HCl2Mg ,AlCl3 , Pb

(Ac) 3反应均为阳性 ,表明其中含有黄酮类化合物。

将芦丁标准液及山楂叶、果 SOD2L 稀释 ,在 240～

350 nm 范围内进行光谱扫描 ,其最大吸收峰都在

280 nm ,如图 1。以芦丁作标准品 ,制作工作曲线 ,

测定其黄酮类化合物的纯度达到 95156 %。

图 1 　山楂叶、果中 SOD2L 及芦丁标准液的紫外吸收

光谱

Fig. 1 　Absorption spectrometry of SOD2Like in ha w2
thorn leaves and fruit

312　山楂叶、果中 SOD2L的活性测定

31211　测定光谱的选择　在 3 mL 的缓冲液中 ,加

入 7μL 连苯三酚 ,溶液由无色变成淡黄色 ,随后再

变成淡绿色 ,最后转变为深黄色 ,经测定在 325 nm

处有最大吸收峰如图 2所示。

　　图 2表明其在 325 nm和 420 nm均有吸收峰 ,

325nm处的吸收峰随放置时间延长而迅速增高 ,24

min以后 ,吸收峰开始降低 ,420 nm处的吸收峰则

是缓慢增高 ,这与连苯三酚自氧化生成的中间产物

不断氧化有关。文献[8 ]报道的连苯三酚自氧化法

中检测波长不尽相同 ,根据检测结果对 325 nm 和

420 nm波长进行比较结果表明 :波长为 325 nm时 ,
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图 2　连苯三酚 325 nm的吸收峰

Fig. 2　Peak of even phloroglucinol in 325 nm

吸光度值比较大。在 3 mL 的缓冲液中加入山楂

叶、果 SOD2L 溶液 ,然后再加入连苯三酚 ,经测定

在 325nm处仍有最大吸收峰 ,说明两种 SOD2L 的

加入对最大吸收峰的波长没有改变 ,故可选择 325

mn为测定波长。

31212　SOD2L 的活性测定　在碱性条件下 (p H值

8120) ,连苯三酚发生自氧化反应 ,生成 O2
- 和有色

中间产物 ,该有色中间产物在λ= 325 nm处有—特

征性吸收峰。当加入山楂叶、果 SOD2L 时 ,O2
- 的

生成受到抑制 ,连苯三酚自氧化过程受阻 ,溶液在λ

= 325 nm处吸收减弱。故通过测定 A 325可以推断

山楂叶、果 SOD2L 的活性。结果表明 :山楂叶

SOD2L 的活性为 630114 u/ mg ;山楂果 SOD2L 的

活性为 252105 u/ mg ,山楂叶中的 SOD2L 含量是山

楂果中的 215倍。

313　山楂叶、果中 SOD2L的性质

31311　不同 p H 值对山楂叶、果 SOD2L 活性的影

响在 25 ℃条件下 ,分别配制 0105 mol/ L , p H值为

310～1210缓冲溶液 ,用连苯三酚自氧化法测定不

同 p H条件 SOD2L 对 O2
- 的抑制率。结果表明 :山

楂叶、果 SOD2L 的最适 p H在 810左右 ,p H值稳定

范围在 610～1010之间 ,其结果见表 1。
表 1　不同缓冲液 pH值对 SOD2L活性的影响

Tab. 1　Influence of SOD2Like competence at different buffer

solution pH

p H值 山楂叶 SOD2L
抑制率/ %

山楂果 SOD2L
抑制率/ %

310

410

510

610

710

810

910

1010

1110

1210

8123

12113

20156

44168

48155

50112

49101

48123

40125

34118

7132

10186

17124

40151

46145

49131

48187

47115

37148

32157

31312 　Mg2 + , Cu2 + , Fe2 + 对山楂叶、果 SOD2L 的

影响 　配制浓度为 01005 mol/ L 的 MgCl2、CuCl2

和 FeCl2溶液与一定浓度的山楂叶、果的 SOD2L 液

混合 ,在 25 ℃、p H值 812条件下 ,测定不同离子对

O2
- 的抑制率。分别用 01005 mol/ L、50 μL

MgCl2、GuCl2和 FeCl2与一定浓度的山楂叶、果中

SOD2L 混合 ,在 25 ℃条件下测定不同离子对 SOD2
L 活性的影响 ,结果表明 Mg2 + 、Cu2 + 对山楂叶、果

中 SOD2有一定的激活的作用 ,对 Fe2 +则不敏感 ,实

验结果见表 2。
表 2　Mg2 + ,Cu2 + , Fe2 +对山楂叶、果中 SOD2L的影响

Tab. 2 　Effect Mg2 + , Cu2 + , Fe2 + on SOD2L activity in ha w2
thorn leaves and fruit

金属离子
山楂叶 SOD2L
对 O2

-

抑制率/ %

山楂叶 SOD2L
对 O2

-

抑制率/ %

对照 50. 12 49. 31

Mg2 + 65. 12 64. 28

Cu2 + 67. 41 66. 24

Fe2 + 49. 97 48. 45

31313　不同温度对山楂叶、果 SOD2L 活性的影响

　以牛血 SOD为对照 ,测定不同温度条件下 ,山楂

叶、果 SOD2L 对 O2
- 抑制率的影响 ,结果见表 3。

实验表明 :山楂叶、果 SOD2L 的最适温度在 40 ℃左

右 ,与牛血 SOD 的最适温度相类似。当温度达 60

℃时 ,其 SOD2L 对 O2
- 抑制率略有下降 ,温度提高

到 80℃,其对 O2
- 抑制率为原初抑制率的 80136 %。

而在同样温度条件下 ,牛血 SOD 对 O2
- 抑制率仅

保留 30121 %左右。可见山楂叶、果 SOD2L 所表现

出的活性比牛血 SOD有着更高的热稳定性。
表 3　不同温度对山楂叶、果 SOD2L的影响

Tab. 3　Effect of different temperature on SOD2L activity in

ha wthorn leaves and fruit

T/ ℃
牛血 SOD
对 O2

-

抑制率/ %

山楂叶 SOD2L
对 O2

-

抑制率/ %

山楂果 SOD2L
对 O2

-

抑制率/ %

25 50147 40112 32153

40 56189 47124 33165

50 51128 46184 35126

60 45132 42121 31115

70 30158 41124 29136

80 15125 32109 26102

4　结　语

实验表明 :山楂叶、果 SOD2L 与牛血 SOD在清

除自由基方面有着相同的作用 ,在紫外吸收光谱上
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也表现出与牛血 SOD 的类似特征。在一定浓度

Mg2 + 、Cu2 +存在时 ,山楂叶、果 SOD2L 对 O22具有

较强的抑制作用 ,而对 Fe2 +的存在表现不敏感 ;它

们对温度的稳定性则优于 SOD ,笔者认为这是由于

其化学组成和分子结构不同于酶蛋白分子所造成

的 ,对其机理的研究 ,有待于进一步探讨。

山楂叶、果 SOD2L 主要是黄酮类化合物 ,它是

一类具有广泛生物活性、低分子的植物次生代谢

物。一些研究已证明 ,SOD具有清除 O22的能力 ,作

为靶标具有选择性杀死肿瘤细胞的作用[9 ] ,但它是

大分子的蛋白质且在体内半衰期短 ,使其应用受到

一定的限制。而黄酮类物质同样具有清除 O22的效

果[10 ] ,利用黄酮 SOD2L 性质及波谱学特征 ,来筛选

具有良好抗氧化作用的天然药物具有实际意义。

鞍山地区山楂叶、果的资源十分丰富 ,为廉价的天

然抗氧化剂的制备提供了优越的条件。
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