铜锌SOD的分离纯化与活性鉴定
【实验导读】

蛋白质的提取分离技术是化学生物学研究者应该熟练掌握的重点技术之一。蛋白质的纯化步骤应根据纯化蛋白的具体性质来设计。可以利用到的性质包括蛋白质的分子量大小、蛋白质的等电点、对有机溶剂的耐受性、对温度的耐受性、中性无机盐对蛋白质溶解性的影响等等。为了保证蛋白质提取分离纯化的成功，需要在整个实验过程中，对所得蛋白质的总量和活性进行不断监测。SOD是超氧化物歧化酶的简称，是一个典型的酶类蛋白质。它催化超氧化物的歧化反应，是真核生物细胞内抗氧化酶系的重要组成部分。它能够耐受相对较高的温度、对有机溶剂丙酮和氯仿-乙醇也具有较好的耐受性。利用这些性质，本实验通过一些列实验流程达到了对大蒜SOD进行初步纯化的目的。每经过一个纯化步骤，本实验都将监测所得产物的总蛋白量以及总SOD活性，并计算SOD酶在总蛋白中的比活力（总SOD活性与总蛋白量之比）。如果分离纯化过程是成功的，则总蛋白量应不断下降，而SOD酶的比活力应不断上升。通过本实验的训练，读者应该能够初步掌握蛋白质的纯化流程，根据所给蛋白质的理化性质设计出一套比较合理的蛋白质纯化方案。                                    
1、 实验目的
1.进一步熟悉掌握分光光度计的使用方.
2.熟悉SOD提取与分离的基本原理与操作方法，学习一般蛋白质纯化的基本流程.
3.掌握考马斯亮蓝染色法测定蛋白质含量的基本原理与操作.
4.了解SOD活力测定—邻苯三酚法的原理.
2、 基本原理

    对于以氧气作为呼吸作用最终电子受体的生物来说，除将氧气还原为其完全还原产物水以外，还有可能产生包括超氧负离子(O2-)在内的一系列不完全还原产物，这类分子统称为活性氧族(reactive oxygen species, ROS)。ROS具有极强的化学反应活性，可以与蛋白质、脂类、核酸等生物大分子发生反应并破坏它们的结构与生物学功能。ROS在细胞内聚集将对细胞的正常生命活动造成不良后果。为了应对这一潜在的严峻挑战，细胞内形成了一套有效的ROS清除系统。超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)是细胞内ROS清除系统的重要组分之一。SOD广泛存在于动植物及微生物体内，可催化细胞内超氧负离子(O2-)的歧化反应，将O2-转化为H2O2和O2。因此，SOD具有强烈的抗氧化活性，在化妆品、食品、医药等领域具有十分广阔的应用前景。本实验介绍的是一种SOD初步纯化方法。

SOD是一种多聚体金属蛋白，根据酶活性中心所需金属辅基的不同，可将SOD进一步分为Fe-SOD、Mn-SOD、Cu/Zn-SOD和Ni-SOD4种，这四种不同的SOD分别由不同的基因编码。无论是在原核还是真核生物当中，SOD基因的表达都处于体内外各种因素的严密调控之下。原核生物SOD基因的表达调控主要受其生长营养条件以及所处环境的影响。而在真核生物细胞内，SOD基因的表达调控则与动植物的生长发育阶段与体内各种激素水平有关[1]。Cu/Zn-SOD 主要存在于真核生物与细菌的细胞质中。在细菌、植物和动物中，Cu/Zn-SOD 的编码基因序列保守性较低，这可能与不同生物适应环境的机制不尽相同有关。Mn-SOD主要存在于原核生物和真核生物的线粒体中。Fe-SOD存在于原核生物和少数植物中，在原核生物和植物叶绿体中编码Fe-SOD的基因序列相似性很高[2]。Ni-SOD的发现则相对较晚，主要存在于一些低等生物中，在植物中尚没有被发现[3]。天然存在的这些SOD，虽然活性中心所需的金属离子不同,但催化活性部位却具有高度的结构同一性和进化的保守性。即活性中心金属离子都是与3到4个组氨酸(His)残基的咪唑基（Mn-SOD含1个天门冬氨酸羧基配位）呈畸变的四方锥或扭曲的四面体配位。三种SOD的主要性质比较见下表。
三种SOD的主要理化性质比较
	
	Cu/Zn-SOD
	Mn-SOD
	Fe-SOD

	分子结构
	二或四聚体
	二或四聚体
	二或四聚体

	分子量
	32000, 65000
	42000, 85000
	42000, 85000

	每个亚基金属含量
	1Cu:1Zn
	0.5~1Mn
	0.5~1Fe

	颜色
	蓝绿色
	紫红色
	黄褐色

	特征吸收峰
	260 nm, 680 nm
	280 nm, 475 nm
	280 nm

	分子构象
	主要为β-折叠
	主要为α-螺旋
	主要为α-螺旋

	抑制剂
	CN-、H2O2
	氯仿-乙醇
	氯仿-乙醇、H2O2


Cu/Zn-SOD是分布最广而且是最重要的SOD，主要存在于真核细胞的细胞浆内，分子量约为32 KD，通常情况下由两个亚基组成。Cu/Zn-SOD对热、pH以及某些比较极端的理化因素具有有较强的耐受性。比如，即使经60℃短时间处理后酶的活性几乎无损失；同时，酶活性不受有机溶剂乙醇和氯仿影响。大蒜蒜瓣内含有较丰富的Cu/Zn-SOD，通过组织破碎后，可溶解于pH7.8磷酸缓冲液中。由于该酶不溶于丙酮，可用丙酮将其沉淀析出。Cu/Zn-SOD 对氯仿-乙醇混合液不敏感，即使用这种混合溶剂处理酶液12个小时，该酶的活性都没有明显的变化[4]。故此可利用氯仿-乙醇混合液可作为萃取剂，将Cu/Zn-SOD溶解于其中，并将杂蛋白沉淀出来。在高浓度的电解质溶液中，蛋白质分子表面的水化层被破坏。这样，蛋白质分子中的憎水区域暴露出来并导致蛋白质分子聚集沉淀，这种现象称之为“盐析”。不同蛋白质发生盐析所需的电解质浓度不同，因此可以通过分级盐析，达到Cu/Zn-SOD初步纯化的目的。具体说来，当植物Cu/Zn-SOD粗提液中硫酸铵的浓度达到50%饱和浓度时，很多杂蛋白都会沉淀下来，而Cu/Zn-SOD仍表现为可溶的状态，此时可以除去已经析出的杂质蛋白。当盐浓度达到90%后，Cu/Zn-SOD的溶解度下降而析出，此时可以收集沉淀、复溶、透析脱盐来获得比较纯的Cu/Zn-SOD蛋白[5]。
在蛋白质纯化的过程中，需要不断对所得的蛋白质溶液中的蛋白质含量进行监测，这就涉及到蛋白质的定量操作。常用的蛋白质定量方法是考马斯亮兰染色法。染料考马斯亮蓝可以与蛋白质的疏水区域相结合，这种结合具有高度的敏感性与选择性（只与蛋白质分子结合而不与其它物质结合）。考马斯亮兰G-250染液的最大光吸收峰在465 nm处，当它与蛋白质结合形成复合物时，其最大吸收峰改变为595 nm。此吸光度在一定范围内与蛋白质的量保持线性关系，故可以用于蛋白质的定量分析。
由于超氧自由基是不稳定的自由基，寿命极短，故一般采用邻苯三酚法自氧化法来间接测定SOD的活性。其基本原理介绍如下。在碱性条件下，邻苯三酚会迅速自氧化生成有色中间产物，同时生成超氧负离子，中间产物在325nm和420nm波长处均有强烈的光吸收。邻苯三酚的自氧化速率与超氧负离子浓度有关 ，当加入SOD时，超氧负离子浓度降低，从而抑制邻苯三酚的自氧化，并阻止有色中间产物的积累。抑制的程度可以通过检测反应体系的光密度来推算。因此，可通过检测SOD对这个反应的抑制程度来间接测定SOD活力。
三、仪器与药品
主要材料：新鲜蒜瓣。
药品：医用生理盐水、蒸馏水、标准牛血清白蛋白(BSA)、考马斯蓝染液、Tris、EDTA、HCl、氯仿、乙醇、丙酮、磷酸二氢钠（小分子化学试剂均为国产分析纯）。
仪器：离心机、分光光度计、研钵、玻棒、烧杯、量筒、胶头滴管、电子天平、移液管、移液器、pH试纸、试管、 吸管、普通比色杯等。
四、实验方法

实验步骤

（一）溶液配制

A液：称取1.2114 g Tris和37.2 mg EDTA-2Na溶于62.4 ml 0.1 mol/L的盐酸中，调pH = 8.2，用蒸馏水定容至100 mL。
B液：称取邻苯三酚56.7 mg溶于少量10 mmol/L盐酸中，并定容到100 mL。
C液：3.9 g NaH2PO4·H2O溶于500 mL水中。

D液：8.955 g Na2HPO4·12H2O溶于500ml水中。

E液：8.5 mL C液 + 91.5 mL D液。
氯仿-乙醇混合液：氯仿:无水乙醇体积比为3:5。
（二）酶的提取

1.组织细胞破碎：称取5 g大蒜蒜瓣，置于研钵中充分研磨，使组织和细胞破碎。
2.向破碎后的组织中加入2至3倍体积的E液，继续研磨至浆状，静置20 min，使Cu/Zn-SOD充分溶解入液相。将提取物于5000 rpm下离心15 min，取上清液，得总提取液。
3.氯仿乙醇混合液提取除杂蛋白：向上清液加入0.25倍体积的氯仿-乙醇混合液，充分搅拌15 min，5000 rpm离心15 min，取上清液，即为粗酶液1。
4.丙酮提取与复溶：在粗酶液中加入等体积的冷丙酮，搅拌15 min，5000 rpm离心15 min，弃去上清，得Cu/Zn-SOD沉淀。将沉淀溶于适量E液中，即得粗酶液2。
5.热处理除杂质：将粗酶液2于55至60℃热处理15 min，流水冷却。5000 rpm离心15 min，取上清液，即得SOD酶液。
（三）蛋白定量

1.标准曲线的制作：配制l mg／mL的标准BSA蛋白溶液，制备系列稀释液，其浓度分别为1000、500、250、125、62.5、和31.25 μg/mL。取1.5毫升离心管6个，每管加入考马斯亮蓝染液1 mL和蛋白稀释液2 μL。以不加蛋白标准液的考马斯蓝染液调零，分别测定以上6管溶液在595 nm处的吸光度，得标准曲线。
2.未知样品的测定：取总提取液、粗酶液1、粗酶液2和SOD酶液，同法操作，依据标准曲线分别计算以上四种蛋白溶液中蛋白质的浓度。
（四）酶活性分析                        
将上述总提取液、粗酶液1、粗酶液2和SOD酶液分别取样，依下表制备反应混合物（对每一个样品，制备一组反应混合物）。测4个样品，需要配制8管反应混合物。
	试剂
	1号管（对照管）
	2号管（反应管）

	A液/ml
	1.5
	1.5

	待测样品/ml
	0
	0.1

	蒸馏水
	0.9
	0.8

	混合均匀后静止，室温放置20 min

	B液/ml
	0.1
	0.1

	OD值
	
	


室温放置20分钟后，加入邻苯三酚（B液）迅速混匀，准确计时4 min，每管加一滴浓盐酸停止反应，在420 nm处测吸光值（OD值）。则每组反应体系中SOD的活性可以用OD1-OD2来表示，将此定义为0.1毫升酶液中SOD的活性单位。据此计算每管样品中的酶的总活力和比活力：

总活力 = 0.1毫升酶液中SOD的活性单位 × （酶液总体积 / 0.1 mL）
比活力 = 酶的总活力 / 酶液中的蛋白总量

最后计算本次纯化过程的Cu/Zn-SOD酶回收率，即为最后得到的SOD酶液中Cu/Zn-SOD总活力与起始总提取液中的Cu/Zn-SOD总活力之比。
结果与讨论

思考本实验中需要记录的数据，设计合适的表格记录数据并对数据加以分析。在本实验中，总提取液、粗酶液1、粗酶液2和SOD酶液四种不同酶液总活力和比活力的变化趋势是怎样的？为什么？你对你此次实验的酶回收率是否满意？如果满意，成功的经验是什么？如果不满意，试总结可能的原因
五、实验注意事项与思考题
1.酶液提取时，为了尽可能保持酶的活性，尽可能在冰浴中研磨，在低温中离心。
2.邻苯三酚容易被氧化，故操作时要尽量快。
3.实验中所提取到的提取液、粗酶液、酶液在未使用前最好将其先放在冰箱内，因为在低温下能降低酶的活性，防止酶活损失，如果一直放在室内会导致酶活损失，使所计算得到的酶活偏低。
4.在测定各管样品中SOD活性时，要尽可能保证酶促反应进行的时间是一致的。因此，先加酶开始反应的反应体系应该被先停止。

5.除了考马斯亮蓝结合法之外，测定蛋白值浓度的方法还有哪些？相比较之下，考马斯亮蓝结合法测定蛋白质浓度有何优缺点。

6.如果想检测随着纯化过程的深入，获得的酶液中蛋白质种类的个数是否有变化，应该采用什么试验技术手段来解决？预期的实验结果是什么？
7.哺乳动物（以小鼠为例）各个不同的器官中Cu/Zn-SOD的比活力是否相同？设计实验验证你的猜想。
六、参考文献

[1]马晓丽.超氧化物歧化酶的研究进展.山西职工医学院学报.2010,1(20):83-86.
[2]董亮，何永志，王远亮，董志扬.超氧化物歧化酶（SOD）的应用研究进展.中国农业科技导报.2013,15(3):53-58.
[3].郭怀攀，余文琴.植物叶绿体S0D的转录调控与功能研究进展.安徽农业科学.2015,43(8):381-384.
[4].王志鑫，孔维宝.大蒜超氧化物歧化酶（SOD）的提取与分离方法研究综述.甘肃农业科技.2010,10:47-49.
[5].孙永君.大蒜中的SOD的提取研究.化学与生物工程.2005,10:23-24.
