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摘 要： 首先利用不同相对分子质量聚丙烯酸钠从动物血液中分离纯化出超氧化物歧化酶
（SOD），探索不同相对分子质量聚丙烯酸钠对 SOD提取酶活性的影响。 鉴于离子交换层析和凝
胶过滤层析纯化时所用材料较昂贵，探索出一条适合工业化大规模生产的纯化方法。 利用壳聚
糖、亚氨基二乙酸（IDA）和环氧氯丙烷等材料合成一种新填料，根据亲和层析原理去除杂蛋白
质，获得电泳纯级超氧化物歧化酶，使酶活性进一步提高，并和离子交换层析和凝胶过滤层析方
法相对照，以期自制填料能代替 Sephedex，DEAE-sepherose-fast flow 等传统昂贵填料，以适合
工业化生产。 结果显示，低相对分子质量聚丙烯酸钠在血液 SOD 提纯工艺中更为适用，超滤后
的粗酶液经离子交换层析、 凝胶过滤层析和壳聚糖亲和层析纯化后经 SDS-PAGE 聚丙烯酰胺
凝胶电泳后呈明显的单一条带，单亚基分子量 16 kD，比活力达 5 585 U/mg 和 6 148 U/mg，
4 739 U/mg；产品得率分别为 18.1%和 13.7%，15.5%；纯化后活性回收率分别为 61.2%，50.8%，
42.6%。 表明壳聚糖亲和层析方法在新工艺后续纯化工艺中有望代替 Sephedex DEAE-
sepherose-fast flow 为基础的传统纯化方法，适合工业化大规模生产。
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Abstract： Making use of a definite molecular weight polyacylic acid sodium as dispersant to purify
superoxide dismutase from blood，and to explore the effect of different molecular weight of PAAS on
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SOD activity of blood，in consideration of the purification materials of the ion exchange
chromatography and gel filtration chromatography was expensive，so as to explore a suitable method
of the SOD purification for the industrialized mass production.Making use of cheap materials such
as：chitosan，IDA and epichlorohydrin to synthesis a new type of filler ，according to the principle of
chelating chromatography，raw protein was removed and electrophoresis pure level superoxide
dismutase was obtained，the enzyme activity was further improved，the self-made materials can take
place of the tradition materials such as Sephedex DEAE-sepherose -fast flow.The results of the
SDS-PAGE of the crud enzyme after ultrafiltration by ion exchange chromatography showed a single
band obviously，and reached the electrophoresis purity，the enzyme activity is up to 5 585 u/mg，
6 148 u/mg，4 739 u/mg，and the product yield is 18.1% ，13.7% ，15.5% respectively，active
recovrery is 61.2%，50.8%，42.6% resectively after purification.The low molecular weight polyacrylic
acid is more suitable in the Purification process of blood is suitable as a polymer electrolyte to
purify the blood SOD，the medium and high molecular weight PAAS are not appropriate for
industrialized purification application.
Keyword： chitosan，IDA，epichlorohydrin，metal affinity chromatography

超氧化物歧化酶简称 SOD，是广泛存在于生物

体内的一种可防止氧化损伤和缺失的活性酶[1]，也是

一种应用广泛的药用酶 [2]，具有抗衰老、预防辐射及

治疗炎症等一系列功能 [3]，已经被广泛应用于食品

及医药卫生行业。
1975 年 proath 首次提出固定化金属螯合亲和

层析（IMAC），并发展成为一种有效的生化分离技术[4]，
该方法是利用固定在基质上的过渡态金属离子和

蛋白质表面的组氨酸、半胱氨酸、色氨酸等残基的

配位作用，来实现对金属离子有亲和力的蛋白质的

吸附和分离。 其中组氨酸是与金属离子作用较强的

氨基酸 ，含有较多组氨酸的蛋白质（如 SOD）可以在

IMAC 介质中有效的保留， 故多聚组氨酸已经成为

最常用的蛋白质纯化标签[5]。 在制备亲和介质时，常

用的金属离子有 Cu2+，Zn2+和 Ni2+等， 常用的螯合配

基 有 亚 氨 基 二 乙 酸 （IDA）， 三 羧 基 甲 基 乙 二 胺

（TED），次氨基三乙酸（NTA）等[6-7]。 固定化螯合亲和

色谱常常以凝胶为载体， 如在 SephadexG-75 或者

DEAE-superpose 等凝胶上用化学交联方法引入螯

合剂 IDA， 再通过交联固定和亲和配 （Ba2+，Cu2+，
Zn2+）。 用该方法制备的凝胶介质生产成本很高，软

基质很易被压缩，不易被放大生产。 近年来，随着基

因工程下游技术的发展，基因重组蛋白质的分离纯

化技术越来越显示其重要性， 金属螯合层析技术

（IMAC）分辨率高、选择性好，能在常规的变性条件

下及非变性条件下进行蛋白质组分分离纯化。 研究

表明 [8-9]，影响金属螯合层析的因素很多，但是决定

色谱填料分离效果的主要因素在于填料的性质、基

质种类、配基及所螯合的金属离子种类等。 国外有

报道用硅胶来制备螯合介质 [10-11]，但硅胶颗粒很难

被改性，而且生物相容性和亲水性较差，易于吸附

其他杂质，所以不适合工业化大规模生产应用。 作

者以壳聚糖为原料， 以固定相偶联的配基-亚氨基

二乙酸（IDA）及金属离子 Cu2+发生螯合作用，制得

金属亲和层析凝胶，改凝胶化学稳定性好，基质稳

定，容易再生，并首次以聚合高分子电解质聚丙烯

酸钠对传统血液超氧化物歧化酶提纯工艺进行改

进。 改进后的新工艺比传统血液提纯工艺大大缩短

了分离流程，省去了氯仿、乙醇等有毒易污染的试

剂。 将金属亲和层析原理引入改进后的新工艺中，
用于分离纯化血液 SOD， 达到了很好的纯化效果，
为工业上放大生产提供了参考。

1.1 材料和仪器

新鲜猪血，北京市第五肉联厂提供；柠檬酸三

钠，氯化铜，丙酮，北京化学试剂厂产品；聚丙烯酸

（PAA），上海阿拉丁试剂总厂产品；不同相对分子质

量聚丙烯酸钠（PAAS），由北京顺义希涛化学试剂厂

合成，固含 3.45%（质量分数）；壳聚糖，脱乙酰度≥

材料与方法1
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90%，Sigma 公司进口分装；SOD 活性试剂盒， 南京

建成生物公司产品； 低相对分子质量标准蛋白质，
华美生物技术公司产品；SOD 标准品， 华美生物技

术公司产品；临苯三酚，国药集团产品；SephedexG-
75，DEAE-sepherose-fast flow4B，瑞典 Pharmacia 公

司产品；UV-2010 型紫外分光光度计，大型离心机，
日本岛津公司制造；DYY-6C 型电泳仪，北京六一仪

器厂制造；超滤杯，FD-IC-50 冷冻干燥机，北京博

益康实验仪器有限公司制造；HD-5 型紫外监测仪，
上海沪西分析仪器厂制造；其他试剂均为分析纯。
1.2 试验方法

1.2.1 SOD 的制备及 PAAS 相对分子质量对酶活
性的影响 取 新 鲜 抗 凝 血 液 ，4 000 r/min 离 心

45 min，或新鲜抗凝血静止过夜分层后取下层血球，
待用。 取 8 份 100 mL 血球， 加等体积含质量分数

0.6％ Tritonx-100 的蒸馏水，磁力 30 min 搅拌溶血，
然后加溶血体积的 20%的固含为 3.45％ PAAS （相

对 分 子 质 量 分 别 为 3 000，10 000，50 000，100 000，
500 000，1 000 000，2 000 000，4 000 000）在水浴锅

中，将加入体积分数 20％ PAAS 后的溶血液加热到

60 ℃。 等液体温度达到 70 ℃时再加 10％溶血体积

的 氯 化 铜 （质 量 分 数 为 10% ）作 为 激 活 剂 ，恒 温

10 min。 将热变后的溶血液用细纱过滤， 收集滤液

（观察酶液颜色），加入 2 倍滤液体积预冷-4 ℃的丙

酮，离心收集沉淀，沉淀（约 2 mL）用 pH 为 7.6 的

PBS 溶解（加 50 倍于沉淀体积的 PBS）。将上述酶液

装入超滤杯中，选用相对分子质量为 10 000 的超滤

膜反复超滤 2~3 次，收集膜上酶液，即为粗酶液。
1.2.2 壳聚糖自制亲和凝胶的制备 取 4 g 壳 聚

糖，加入体积分数 1%的 CH3COOH 溶液，搅拌至完

全溶解，滴入戊二醛至一定质量分数（2‰），以质量

分数（30%~40%）NaOH 溶液调至碱性，磁力搅拌交

联 6 h，在快速搅拌下加入 NaOH 溶液，使壳聚糖呈

颗 粒 状 沉 淀。 收 集 沉 淀， 水 洗 至 中 性。 称 取 2 g
NaBH4 搅拌还原，水洗至中性，得戊二醛交联湿状

壳聚糖。 取其悬液调 pH 到 12，取一定量交联壳聚

糖悬液滴入一定量的环氧氯丙烷，于恒温振荡器中

振荡反应 2 h，将其洗涤至中性，抽干。 按活化壳聚

糖的比例加入 2 g 亚氨基二乙酸钠在恒温 振 荡 器

中，于一定温度（65 ℃）反应一段时间（24 h）。 洗涤

至中性，用布氏漏斗抽干，得壳聚糖亲和凝胶。
1.2.3 Cu2+的螯合、平衡和 SOD 的纯化 取以壳聚

糖为载体合成的亲和吸附剂装柱（4 cm×20 cm），用

0.1 mol/L 的 CuSO4 灌注至饱和吸 Cu2+。 螫合柱用含

0.5 mol/L 的 NaCI，pH 7.5，0.05 mol/L 的磷酸钾缓冲

液进行平衡过夜后，取猪红细胞 Cu-Zn SOD 粗提液

上样。 先以上述平衡液进行平衡洗脱，再以含 0.5 mol/
L NaCl，0.05 mol/L L 咪 唑 的 pH 7.5，0.05 mol/L 的

磷酸钾缓冲液进行洗脱。 控制体积流量为 15 mL/h，
每 2 mL 收集一管，并以紫外检测仪检测，冷冻干燥。
1.2.4 SOD 凝胶过滤层析纯化 预先装好 Sepedex
G-75 柱（1 cm×60 cm），柱子事先用 0.05 mol/L pH 7.6
的 PBS 平衡过夜，然后把上述酶液上柱，紫外监测

仪检测，收集蛋白质活性峰，用恒流泵控制体积流

量为 1 mL/min，每 5 min 收集一管，收集 上 述 各 个

蛋白质峰，经超滤浓缩、透析除盐后，冷冻干燥 24 h
得到浅蓝色固体粉末。 详见文献[12]。
1.2.5 SOD离子交换层析纯化 预先装好的DEAE-
superpose-fast flow 4B 柱（2 cm×60 cm）用 0.05 mol/L
pH 为 7.8 的 PBS 平衡过夜，酶液上柱后，用 0~2 mol/L
的氯化钠溶液进行梯度洗脱， 并用紫外监测仪检

测，恒流泵控制体积流量为 2~3 mL/min，收集蛋白

质活性峰 ，收集上述各个蛋白质峰，经超滤浓缩、透

析除盐后，冷冻干燥 24 h 得到浅蓝色固体粉末。 详

见文献[13]。
1.2.6 蛋白质含量测定 考马斯亮蓝方法测定，以

牛血清白蛋白质浓度为横坐标，蛋白质紫外吸收值

为纵坐标，绘制蛋白质标准曲线，其线性回归方程

为：A=0.102C-0.025 3，R2=0.991 5。
1.2.7 SOD 活力的测定 按照 SOD 试剂盒说明进

行。
1.2.8 酶紫外吸收光谱测定 取经纯化的酶，溶于

适量的蒸馏水， 用 UV-2001 型紫外分光光度计在

200~500 nm 范围内进行紫外扫描[14]。
1.2.9 SDS-PAGE 聚丙烯酰胺凝胶电泳 测 定 相

对分子质量和纯度分离胶质量分数 12%，浓缩胶质

量分数 5%，电极缓冲液为 pH 8.3 Tris-Gly 缓冲液；
电流条件：12 mA 50 min，50 min 后 24 mA，2~3 h。

2.1 壳聚糖螯合金属层析介质的作用机理

壳聚糖螯合金属层析技术是建立在蛋白质表

面的氨基酸和固定化金属离子的亲和力的不同来

进行蛋白质分离纯化的一项技术，过渡态的金属离

结果与分析2
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子能够与电子供体，如氮，硫，氧等原子以配位键结

合， 金属离子上剩余的空轨道是电子供体的配位

点，当它在溶液中时会被水分子或阴离子占据。 然

而，当蛋白质表面氨基酸残基与金属离子的结合力

较强时，氨基酸残基的供电原子就会与金属离子结

合形成复合物， 取代原先结合的水分子或阴离子，
这样就能使蛋白质分子结合在固体表面。 SOD 含有

相对较多的组氨酸上的咪唑基，可以与螯合柱上的

金属离子特异性结合，然后通过特殊质子化洗脱而

达到分离纯化，作用机理见图 1。

图 1 壳聚糖螯合凝胶层析对蛋白质的作用机理

Fig. 1 Mechanism of the chitosan gel chromatography on
the protein

2.2 不同相对分子质量聚丙烯酸钠对 SOD 酶活性

的影响

固定 PAAS 用量为 20%（体积分数），氯化铜用

量为 10%，另外 pH 值恒定 7.8，考察不同相对分子

质 量 （3 000，10 000，50 000，100 000，500 000，
1 000 000，2 000 000，4 000 000）的 PAAS 对酶活性

的影响，并从实验现象和酶液颜色来确定最佳相对

分子质量，这些相对分子质量涉及了低相对分子质

量、中相对分子质量，高相对分子质量 3 个阶段。 实

验发现，在相对分子质量大于 10 000 时，酶液颜色

有显著变化。 中相对分子质量和高相对分子质量

PAAS，由于其黏性很大，导致酶液过滤困难，并且高

分子 PAAS 由于对血液细胞有很强的蓄积作用，导

致热变反应很不彻底，所以选用低相对分子质量的

PAAS 效果较好，见图 2。
2.3 纯化各步骤层析谱图

由层析谱图 3—5 可以知道， 超滤浓缩后的粗

酶液，经离子交换和凝胶过滤层析，金属亲和凝胶

层析纯化后， 均出现两个明显的蛋白质活性吸收

峰，经活性检测得知，大峰中 SOD 的活性明显较高，

小峰没有明显的蛋白质活性，验证了金属亲和凝胶

层析的可靠性和代替传统昂贵填料的可能性。

图 2 不同相对分子质量聚丙烯酸钠对 SOD 酶活性的影响

Fig. 2 Effect of the molecular weight of PAAS on the
enzyme activity

图 3 壳聚糖金属亲和层析谱图

Fig.3 Chistosan metal affinity chromatography spectra

图 4 凝胶过滤层析谱图

Fig.4 Gel filtration chromatography spectra

图 5 离子交换层析谱图

Fig.5 Ion exchange chromatography spectra

2.4 酶紫外吸收特性和酶种类鉴定结果

取金属亲和层析后冷冻干燥的纯化酶在 200~
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纯化步骤 总活性/（U/mL） 总蛋白质质量浓度/（mg/mL） 单位活性/（U/mg） 纯化倍数 活性回收率/% 得率/%

丙酮沉淀 4 469 2.70 1655 1.0 100 100

超滤浓缩 4 190 1.52 2738 1.7 76.3 56.2

G-75 纯化 2 736 0.49 5585 3.4 61.2 18.1

DEAE 纯化 2 274 0.37 6148 3.7 50.8 13.7

金属亲和层析 1 991 0.42 4739 2.9 42.6 15.5

550 nm 范围内扫描产品，酶的紫外吸收光谱表明最

高吸收峰在 259、258 nm 处（UV ABS：0.328），次 高

峰在 265、266 nm 处 （UV ABS：0.314）， 呈典型 Cu
Zn-SOD 吸收光谱曲线[15]。 如图 6 所示。

图 6 纯化后酶的紫外吸收图谱

Fig. 6 Ultraviolet absorption of the enzyme

2.5 血液 SOD 纯化后各步骤凝胶电泳图及相对分

子质量的鉴定

如图 7—9 所示。

1. Marker； 2. SephadexG-75 大峰（40μL）； 3. G-75 大峰（20μL）；
4，5. G-75 小峰（40 μL）； 6，7. 超 滤 前 酶 液（40 μL）；8，9. 超

滤后酶液（40 μL）
图 7 凝胶过滤层析各步电泳图

Fig. 7 Electrophoretogram of Purification steps by gel
filtration chromatography

1. Marker； 2，3，4，5. DEAE 凝 胶 过 滤 大 峰 收 集 液 （40 μL）；
6，7. DEAE 凝胶过滤小峰（20 μL）； 8，9. 超滤后酶液（40 μL）

图 8 离子交换层析各步层析谱图

Fig. 8 Electrophoretogram of Purification steps by ion
exchange chromatography

1. Marker； 2. 金属螯合层析大峰 （40 μL）； 3，4，5. 超滤浓缩

后 酶 液（20 μL）； 6，7. 金 属 螯 合 层 析 小 峰（20 μL）； 8，9. 超

滤浓缩前酶液（20 μL）
图 9 壳聚糖金属亲和层析各步纯化谱图

Fig. 9 Electrophoretogram of Purification steps by
chitosan affinity chromatography

2.6 血液（取新鲜猪血 100 mL）SOD 各步纯化结果

100 mL 的新鲜血球经金属螯合层析纯化后，虽

然酶活性不及传统的离子交换和凝胶过滤层析等

方法的，但是酶活性有很大的提高，产品得率和活

性回收率分别达到 15.5%和 42.6%。 见表 1。

表 1 血液 SOD 提纯各个步骤纯化结果表

Table 1 Results of the purification steps of blood SOD
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层析纯化是获得蛋白质多肽类药物精品最关

键的一步，对 SOD 的酶活性有很大的提高。 作者制

备了含壳聚糖为基础基质的螯合凝胶，并成功螯合

了金属 Cu2+， 采用增加离子强度或者降低 pH 值来

洗脱纯化蛋白质。 国外对层析纯化的多步组合应用

研究较为活跃，Cui L Y 等[16]依次采用热处理、乙醇氯

仿沉淀、冷丙酮沉淀和 DEAE 离子交换层析方法和

羧甲基纤维素阳离子交换层析方法纯化 SOD 粗品；
Cheryl L 等 [17]人采用肝磷脂琼脂糖凝胶层析柱（2.5
cm×20 cm）层析、Q-琼脂糖凝胶层析、伴刀豆球蛋白

质 A-琼脂糖凝胶层析、MonoQ-琼脂糖凝胶层 析、
Mono S-琼脂糖凝胶层析等步骤纯化小鼠肺细胞外

液 SOD，使酶活力进一步提高。 目前国内外 SOD 的

纯化材料多用 DEAE 或者 Sephedex 等昂贵填料 [18]，
导致生产纯化过程中纯化成本较高。 金属螯合层析

和普通的层析方法相比具有一些特殊的优点：如亲

和配基 Cu2+、Zn2+价廉易得， 可以在高盐浓度下操

作，稳定，容易再生，介质化学稳定性好，刚性强。 制

备的新型金属螯合层析介质可用于蛋白质的分离

纯化，相比 DEAE-52 具有吸附容量大、吸附特异性

高等优点，但由于金属螯合层析采用剧烈的洗脱条

件洗脱，纯化效果略低于离子交换层析和凝胶过滤

层析的。

致谢：感谢中科院研究平台为本实验提供了相关设
备支持，特别感谢刘翠、李昭华、李梅基等给予的帮
助。 感谢河南大学药学院相关老师的帮助，特别是
中药实验室李勉老师、方明月老师，在此一并感谢。
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