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不同提取方法对类球红细菌超氧化物歧化酶 

抗氧化活性的影响 
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摘要：采用纳米磨法、酶法辅助超声波法、超声波法和研磨法提取类球红细菌超氧化物歧化酶（SOD），测定 SOD 活力；以还

原力、ABTS+·、·OH 和 O2
-·的清除作用为指标考察这 4种提取方法对湿菌体 SOD 体外抗氧化活性的影响，并比较了纳米磨法和超声

波法对干菌体 SOD 清除·OH 和 O2
-·的作用。结果表明，纳米磨法提取湿菌体和干菌体 SOD 的活力最高，分别为 36.90±1.25 U/g 和

214.20±7.72 U/g。这 4种提取方法提取湿菌体的 SOD 均具有体外抗氧化活性；纳米磨法 SOD 的抗氧化活性最好，固液比 1:15时，

其对ABTS+·、·OH 和 O2
-·的清除率分别为 92.1±3.32%、76.90±2.67%和 36.90±1.22%，还原力为 11.30±0.35。纳米磨法干菌的 SOD 抗

氧化活性优于超声波法，固液比 1:20 时，其对·OH 和 O2
-·的清除率分别为 57.10±1.96%和 79.40±2.71%。类球红细菌 SOD 具有较强

的抗氧化能力，且与菌体浓度呈量效关系，纳米磨法是较优的提取方法。 
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Abstract: Superoxide dismutase (SOD) activity levels were determined for the samples extracted from the biomass of Rhodobacter 

sphaeroides by grinding, ultrasonic extraction, enzyme assisted ultrasonicextraction, and nanomilling. The in vitro antioxidant activity of SODs 

extracted by the four methods from R. sphaeroides 3757 wet biomass were evaluated via evaluating their reducing power and scavenging 

capacity against ABTS+·, ·OH, and O2
-·. The in vitro antioxidant activity of SODs extracted by ultrasonic approach and nanomilling from R. 

sphaeroides 3757 dry biomass were compared based on scavenging capacity against ·OH and O2
-·. SODs extracted from wet and dry biomass of 

R. sphaeroides 3757 by nanomilling exhibited activities of 36.90 ± 1.25 U/g and 214.20 ± 7.72 U/g, respectively, which were higher than those 

of any other extraction method. The SOD antioxidant activity observed for nanomilling from wet biomass of R. sphaeroides 3757 was higher 

than that of grinding, ultrasonic extraction, and enzyme assisted ultrasonic extraction . For nanomilling, the reducing power was 11.3 ± 0.35 and 

the scavenging capacities against ABTS+·, ·OH, and O2
-· were 92.1 ±3.32%, 76.90 ± 2.67%, and 36.90 ± 1.22%, respectively, when the 

solid/liquid ratio was 1:15. The antioxidant activity of SOD extracted by nanomilling from dry biomass of R. sphaeroides 3757 was higher than 

the counterpart  extracted by the ultrasonic method. For nanomilling, when solid/liquid ratio was 1:20, the scavenging capacities against ·OH 

and O2
-· were 57.10 ± 1.96% and 79.40 ± 2.71, respectively. The SODs extracted by different methods from both wet and dry biomass of R. 

sphaeroides 3757 exhibited significant antioxidant activity in vitro in a concentration-dependent manner. These results showed that SODs from 

R. sphaeroides 3757 exhibit potent in vitro antioxidant activity, and that nanomilling is the optimal extraction method. 
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超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)，是

一种广泛存在于动物、植物及微生物中的金属酸性蛋

白酶，能够催化超氧阴离子发生歧化反应，具有抗氧

化、抗衰老、抗辐射、抗肿瘤、抗衰老和消炎等功能，

可以作为食品、药品及日用化工产品的添加剂
[1]
。目

前超氧化物歧化酶(SOD)主要从动物组织中提取，比

如牛肝和红细胞等；不过微生物发酵生产 SOD 具有

其优势，比如产率、成本、纯化和生产安全等；

Dellomonaco 等[2]利用霉菌 Kluyveromyces marxianus 

L3 发酵生产 SOD，但至今未有大规模利用微生物发

酵生产 SOD。Liu 等[3]纯化了 Thermus thermophilus 

HB27 所产 SOD，并研究了性质。当前在国外，光合

细菌已在保健食品中应用，在国内光合细菌沼泽红假

单胞菌已获准用于饲料添加剂；可见光合细菌在保健

食品和药品中应用已具有一定基础[4,5]。类球红细菌

（Rhodobacter Sphaeroides）是一种光合成细菌，属于

细菌域中紫色细菌群的 α亚群，具有广泛的代谢方式，

可在多种条件下生长。它可以经发酵生产辅酶 Q10、

类胡萝卜素和 SOD 等生物活性物质；大量研究文献

表明，该菌已成为一种极具工业化开发潜力的微生物
[5-7]

。 

纳米技术被认为是 21 世纪的革命性技术，纳米

粒子是从零到几百纳米的超细粒子
[8]
。纳米粒子处于

原子簇和宏观物体交界的过渡区域，比表面积较高，

具有量子尺寸效应、小尺寸效应、表面效应和宏观量

子隧道效应，可以有效提高其生物利用度和靶向性；

近年来，纳米材料已在食品等诸多领域引起了广泛重

视，被认为是 21 世纪最有前途的材料之一[8,9]。超微

粉碎技术是一项新型的食品加工技术，通过将物料微

细化，可使物料的粒度达到纳米级，是制备纳米粒子

常用方法之一。物料经超微粉碎后粉体表面积和孔隙

率增加，具有独特的物理和化学性质，如良好的溶解

性、分散性、吸附性、化学活性等，是一种理想的食

品加工手段；有利于原料中营养和功能性成分的释放

与吸收，提高了其生物活性和吸收利用率，还可保证

原料成分的完整性[8-10]。课题组从土壤中分离到 1 株

类球红细菌菌株，本文采用纳米磨法分别提取类球红

细菌湿菌体和干菌体中 SOD，并研究其抗氧化活性；

同时与超声波法、酶法辅助超声波法和研磨法等常见

提取方法进行比较，考察不同提取方法和菌体浓度对

类球红细菌 SOD 抗氧化活性的影响，为将类球红细

菌开发为功能（保健）食品提供理论依据。 

1  材料和方法 

 

1.1  材料、设备、培养基和试剂 

1.1.1  材料 

类球红细菌（Rhodobacter sphaeroides）3757 菌

株，保藏于中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生

物中心，编号 CGMCC NO.3757。 

1.1.2  设备 

MLS-3750高压灭菌锅，日本 SANYO；恒温培养

箱，美国 SHELLAB；HZ-9210K恒温摇床，江苏太仓

科教仪器厂；FD-1A-50冷冻干燥机，北京博医康实验

仪器有限公司；CJM-SY-A 高能纳米冲击磨，秦皇岛

市太极环纳米制品有限公司；VCX 130 PB-VCX 130 

FSJ 超声波破碎仪，美国 SONICS & MATERIALS 

INC； J2-HS Centrifuge 高速低温离心机，美国

BECKMAN 等。 

1.1.3  培养基和试剂 

固体培养基：葡萄糖 2%，胰蛋白胨1%，酵母浸

粉 1%，NaCl 0.5%，琼脂 2%，pH 8.5。 

种子培养基：葡萄糖 2%，胰蛋白胨1%，酵母浸

粉 1%，NaCl 0.5%，pH 7.2。 

发酵培养基：苹果酸 0.3%，胰蛋白胨 0.4%，

K2HPO4 0.09%，KH2PO4 0.06%，MgSO4 0.02%，CaCl2 

0.0075%，FeSO4 0.0012%，EDTA 0.002%，pH7.5，生

长因子溶液 1%，微量元素溶液1%，微量元素溶液配

方：H3BO3 0.28%，MnSO4 0.16%，Na2MoO4 0.076%，

ZnSO4 0.024%，CuSO4 0.004%；其中生长因子溶液配

方：维生素 B1 0.1%，烟酰胺(VPP) 0.1%，生物素

0.0016%，对氨基苯甲酸 0.1%；生长因子过滤除菌，

其他培养基于 121 ℃高压蒸汽灭菌 20 min。 

2,2-联氮-二（3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸）二铵盐

（ABTS），Sigma 公司；溶菌酶，Sigma 公司。其余

试剂均为分析纯或生化试剂。 

1.2  实验方法 

1.2.1  菌种活化 

类球红细菌 3757 菌株平板划线后，37 ℃培养 3-5 

d；挑取单菌落接种斜面，37 ℃培养3~5 d，菌落长成

后置于冰箱中保存备用。 

1.2.2  菌体制备 

将活化的类球红细菌 3757 菌株接种到液体种子

培养基中，32 ℃，180 r/min 培养 24 h，得种子液；将

种子液按 5%接种量接种到液体发酵培养中，32 ℃，

150 r/min培养24 h，得发酵液；将发酵液于10000 r/min

离心 20 min，收集菌体，弃上清，再用蒸馏水清洗菌 
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体 2 次，得湿菌体；将湿菌体在-50 ℃，压力小于 1 pa

的条件下冷冻干燥 72 h 得干菌体。 

1.2.3  菌体 SOD 提取 

1.2.3.1  研磨法 

湿菌体加石英砂研磨 15 min，研磨成匀浆，按适

宜固液比添加 pH 7.8 磷酸缓冲液震荡 30 min，其中菌

体∶石英砂的质量比为 1:5。 

1.2.3.2  超声波法 

取湿菌体或干菌体按适宜固液比添加 pH 7.8 磷

酸缓冲液，震荡混匀后用冰浴超声波处理：振幅 30%、

工作/间隔时间 1 min/1 min，超声波总时间 15 min，最

后震荡 30 min。 

1.2.3.3  酶法辅助超声波法 

溶菌酶添加量为 0.1 mg溶菌酶/g湿菌体，按适宜

固液比添加磷酸缓冲液，酶解温度 40，酶解 pH 7，

酶解时间 60 min；然后进行冰浴超声波处理：振幅

30%、工作/间隔时间1 min/1 min，超声波总时间 15 

min；最后震荡 30 min，调节pH 7.8。 

1.2.3.4  纳米磨法 

将湿菌体或干菌体放入高能纳米冲击磨罐中，经

预实验得到较适宜的工作条件为：4 ℃下震磨8 h，然

后按适宜固液比加入 pH 7.8 的磷酸缓冲液，震荡 30 

min。 

1.2.3.5  菌体SOD 收集 

采用不同提取方法提取湿菌体或干菌体中 SOD

后，于 10000 r/min 离心 20 min，收集上清液即为菌体

SOD 提取液。 

1.2.4  超氧化物歧化酶(SOD)活力测定 

按照南京建成总超氧化物歧化酶（T-SOD）测试

盒说明进行测定。 

1.2.5  清除 ABTS+·作用 

参照文献
[11~12]

方法，测定样品清除 ABTS 自由基

的能力。 

%100
A

A-A
-1% 

对照

样品空白样品）清除率（  

1.2.6  清除·OH作用 

按照南京建成羟自由基测定试剂盒说明书进行测

定。 

 

%100
A

A-A
% 

空白

样品空白）清除率（  

1.2.7  清除 O2
-·作用 

按照南京建成抑制超氧阴离子自由基测试盒说

明进行测定。 

%100
A

A-A
% 

空白

样品空白）清除率（  

1.2.8  还原力测定 

参照文献[11]方法，测定样品还原力。

空白样品还原力 A-A  

1.2.9  数据分析 

利用SPSS 11.7和 Origin Pro 8软件进行数据统计

分析及作图，数据以均值±标准差（Means±SD）表示，

显著水平为 p<0.05。结果以均数±标准差（X±SD）表

示。 

2  结果与分析 

2.1  提取方法对类球红细菌 SOD 活性的影响 

纳米技术在食品行业的发展主要集中在食品添

加剂、食品包装材料和保健食品领域，在保健食品的

发展方面，通过将营养补充剂颗粒纳米化，在改善其

生物利用率和生物活性并且降低保健食品的毒副作用

方面具有潜在优势[9]。类球红细菌菌体经高能纳米冲

击磨震磨后，其粒度 87.8%在 300 nm 以下；100%在

620 nm 以下，基本上达到了破壁的要求。不同提取方

法对湿菌体SOD 活力有明显影响，如表 1 所示。SOD

活力由高到低分别是纳米磨法、酶法辅助超声波法、

超声波法和研磨法；纳米磨法SOD 活力为 36.90±1.25 

U/g，是超声波法的 1.82 倍。另外，分别采用纳米磨

法和超声波法对干菌体进行破壁，测定 SOD 活性；

结果表明，纳米磨法 SOD 活力为 214.20±7.72 U/g，

超声波法为 120.9±3.78 U/g，前者是后者的 1.77倍，

前者明显优于后者。原因可能是纳米磨法可实现对类

球红细菌菌体的超微粉碎，菌体粒度达到纳米级而破

壁，有利于 SOD 从菌体中释放出来；随粒度减小，

比表面积增大，破壁菌体与缓冲液的接触更充分，

SOD 就能更好地被提取出来。可见，纳米磨法从类球

红细菌菌体中提取 SOD 的活性最高。 

表 1 提取方法对湿菌体 SOD活力的影响 

Table 1 Effects of extraction method on SOD activity from wet biomass of Rhodobacter sphaeroides 

Extraction methods Grinding Ultrasonic Ultrasonic assisted with zymolysis Nano milling 

SOD activities/(U/g) 16.40 ± 0.46 20.30 ± 0.67 29.70 ± 1.09 36.90 ± 1.25 

2.2  类球红细菌 SOD 对 ABTS+·清除作用 
ABTS

+
·清除法是一种广泛应用于生物样品总抗

氧化能力测定方法，具有操作简单、快速等优点。
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ABTS
+
·是很稳定的有色人工自由基，在734 nm下有

最大吸收，其与自由基清除剂作用后，使反应体系中

ABTS
+
·减少，颜色变浅，吸光值降低，由此计算样品

对 ABTS
+
·的清除能力[11~13]。不同提取方法从湿菌体

中提取的 SOD 对 ABTS
+
·均具有清除作用，如表 2 所

示。纳米磨法的 SOD 对 ABTS
+
·的清除率最高，为

92.10±3.32%，依次分别为酶法辅助超声法、超声波法

和研磨法。可能因为纳米磨法经超微粉碎使菌体粒度

达到纳米级，菌体表面积和孔隙率增加，破壁效果较

好，SOD 提取率和活力较高，导致其提取的 SOD 清

除 ABTS
+
·的能力最强。李华等[13]报道葡萄籽超微粉

具有很高的清除 ABTS
+
·的能力，这同本文的结果相

似。可见，纳米磨法从类球红细菌湿菌体中提取的

SOD 对 ABTS
+
·具有很好的清除作用。 

表 2 湿菌体 SOD 对 ABTS+
·的清除作用 

Table 2 ABTS+· scavenging capacity of SOD from wet biomass of Rhodobacter sphaeroides 

Extraction methods Grinding Ultrasonic Ultrasonic assisted with zymolysis Nano milling 

ABTS+·scavenging activity 69.20 ± 1.75 79.00 ± 2.19  83.30 ± 2.56 92.10 ± 3.32 

2.3  类球红细菌 SOD 清除·OH 作用 

·OH是已知的存在于需氧生物代谢过程中的氧化

性强的氧自由基，因其在氧原子上含有一个未配对的

电子，因此具有较强的夺取电子的能力，几乎可以和

所有的生物大分子发生不同类型的反应，具有非常高

的速率常数，其危害大，能够引起膜脂、蛋白质和核

酸的氧化损伤，导致细胞衰老、死亡和机体病变[14]。 

 

图 1 湿菌体 SOD 对·OH 的清除作用 

Fig.1 ·OH scavenging capacity of SOD from wet biomass of 

Rhodobacter sphaeroides 

不同提取方法对类球红细菌湿菌体和干菌体

SOD 清除·OH的能力均有明显影响，如图 1和图 2 所

示。固液比相同时，湿菌体 SOD 清除·OH 能力由高

到低分别是纳米磨法、酶法辅助超声波法、超声波法

和研磨法；当固液比为 1:15 时，它们对·OH的清除率

分别为 76.90±2.67%、63.50±2.12%、48.90±1.64%和

33.50±1.16%。相同提取方法时，湿菌体和干菌体 SOD

清除·OH的能力随菌体浓度的增加而增加，菌体浓度

与·OH清除率呈量效关系。由图 2可知，纳米磨法从

干菌体提取的 SOD对·OH的清除作用优于超声波法；

当固液比为1:20时，它们对·OH的清除率分别为57.10 

±1.96%和 46.80±1.82%。其原因正是由于纳米化样品

粒径尺寸大幅降低，比表面积增加，造成具有抗氧化

活性物质的溶解度增加而大幅提高了其抗氧化能力

[8]
。李华等

[13]
报道葡萄籽超微粉表现出了很好的·OH

清除能力，这同本文的结果相似。可见，纳米磨法从

类球红细菌湿菌体和干菌体中提取的 SOD 对·OH 均

具有很好的清除作用。 

 
图 2 干菌体 SOD 对·OH 的清除作用 

Fig.2 ·OH scavenging capacity of SOD from dry biomass of 

Rhodobacter sphaeroides 

2.4  类球红细菌 SOD 清除 O2
-·作用 

 
图 3 湿菌体 SOD 对 O2

-
·的清除作用 

Fig.3 O2
-· scavenging capacity of SOD from wet biomass of 

Rhodobacter sphaeroides 

超氧阴离子自由基（O2
-
·）本身不太活泼，但可

通过歧化反应和其它反应途径产生 H2O2和·OH，是生

物体系中自由基产生的根源。人体内有一定数量的

O2
-
·存在，不发生化学变化时对人体无害，但是一旦
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与羟基(·OH)结合后，其产物会导致细胞 DNA损坏，

破坏人类机体功能。不仅 O2
-
·本身有毒害作用，而且

其衍生的自由基也具有细胞毒性，会导致细胞 DNA

损伤及细胞膜损伤[14]。相同提取方法时，湿菌体和干

菌体 SOD 清除 O2
-
·的能力随菌体浓度的增加而增加，

菌体浓度与 O2
-
·抑制率之间呈量效关系，如图 3 和图

4 所示。路祺等报道[8]纳米化前、后有机木质素的抗氧

化能力与木质素浓度正相关，这同本文的结果相似。 

不同提取方法对湿菌体 SOD 清除 O2
-
·的作用有

一定影响，如图 3 所示；固液比相同时，纳米磨法的

SOD 清除 O2
-
·的作用最好，依次分别是酶法辅助超声

波法、超声波法和研磨法；当固液比为1:15 时，它们

对 O2
-
·的清除率分别为 36.90±1.22%、33.45±1.17%、

28.93±1.03%和13.45±0.49%。由图 4 可知，相同固液

比时，纳米磨法从干菌体提取的SOD 清除O2
-
·的作用

明显优于超声波法；固液比为 1:20 时，它们对O2
-
·的

清除率分别为 79.40±2.71%和 67.10±2.56%。路祺等[8]

报道纳米有机木质素的抗氧化能力比未纳米有机木质

素有大幅提高，这与本文的情况很相似。原因很可能

是由于随粒度的减小，细胞内容物释放增多，具有抗

氧化的活性物质溶出，导致其抗氧化活性增加。可见，

纳米磨法从类球红细菌湿菌体和干菌体中提取的

SOD 对 O2
-
·均具有很好的清除作用。 

 
图 4 干菌体 SOD 对 O2

-
·的清除作用 

Fig.4 O2
-· scavenging capacity of SOD from dry biomass of 

Rhodobacter sphaeroides 

2.5  类球红细菌 SOD 还原力 

生物样品的还原力与其抗氧化活性呈显著的正

相关，还原力的高低可以反映抗氧化能力的强弱
[11]

。

由图 5 可知，相同提取方法下湿菌体 SOD 的还原力

随菌体浓度的增加而增加，菌体浓度与还原力之间呈

量效关系。不同提取方法对湿菌体 SOD 还原力有明

显影响；相同固液比时，还原力最好的是纳米磨法，

依次分别是酶法辅助超声波法、超声波法和研磨法；

固液比为 1:15 时，其还原力分别为 11.30±0.35、

7.57±0.27、6.13±0.23 和 2.78±0.11。李华等[13]报道葡

萄籽超微粉具有强的还原能力，这同本文的情况类似。

其原因可能是由于随粒度的减小，细胞内容物释放增

多，具有抗氧化的活性物质溶出度增加，从而导致其

抗氧化活性增加。可见，纳米磨法从湿菌体提取的

SOD 具有较强的还原能力。 

 
图 5 湿菌体 SOD 还原力 

Fig.5 Reducing power of SOD from wet biomass of Rhodobacter 

sphaeroides 

3  结论 

纳米磨法提取类球红细菌湿菌体 SOD 的活力最

高，依次分别为酶法辅助超声波法、超声波法和研磨

法。纳米磨法提取干菌体SOD 的活力高于超声波法。

湿菌体和干菌体 SOD 均具有较强的抗氧化能力，且

与菌体浓度呈量效关系。这 4 种提取方法提取湿菌体

的 SOD 均具有良好还原能力以及清除 ABTS
+
·、·OH

和 O2
-
·作用；纳米磨法SOD 的抗氧化活性最好。纳米

磨法和超声波法从干菌体提取的 SOD 均具有清

除·OH和O2
-
·作用；纳米磨法SOD的抗氧化活性较好。

可见，类球红细菌 SOD 具有较强的抗氧化能力，纳

米磨法是较优的提取方法。因此，类球红细菌 SOD

在食品、医药等行业及天然抗氧化剂研发有应用前景。 
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