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超氧化物歧化酶的荧光分析法
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摘要:对肾上腺素自氧化反应进行了研究 , 发现反应中间产物能发出较强的荧光 , 其生成量受超

氧化物歧化酶的抑制.据此建立了分析超氧化物歧化酶的新方法.该方法线性范围为 0 ～ 52.6ng/

mL , 检测限为 8.56ng/ mL , 相对标准偏差为 1.6%(n =6).
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超氧化物歧化酶 (SOD)是一种十分重要的体内抗氧化酶 , 因而 , 它的定量一直是自由

基科学及相关学科研究中的一个重要指标.据文献报道 , 肾上腺素自氧化反应能为 SOD所

抑制
〔1〕
.此反应测定 SOD的灵敏度取决于肾上腺素的浓度 , 肾上腺素的浓度越低 , SOD对

反应的抑制率就越高
〔2〕
.然而 , 肾上腺素自身荧光量子产率很低 , 因而在低浓度下难以用

荧光分析法加以检测.实验中发现 , 肾上腺素自氧化反应的中间产物能发出很强的荧光 , 其

激发/发射波长为 333nm/533 nm.SOD的浓度与此中间产物荧光峰值的降低成线性关系.

由于荧光分析法灵敏度较高 , 便可以通过降低肾上腺素浓度获得 SOD分析的高灵敏度.为

此 , 本文提出荧光光度法测定 SOD的新方法.

1　主要仪器与试剂

　　RF-5000荧光分光光度计 (Shimadgzu);760CRT 双波长紫外可见分光光度计 (上海

第三分析仪器厂);超氧化物歧化酶 (Sigma)标准溶液 2.63μg/mL;肾上腺素 (中国生物

药品检定所)标准溶液 1.0mmol/L (0.01mol/L HCl);其余的试剂均为分析纯 , 水为二次

去离子水重蒸.

2　实验方法

　　在10mL 容量瓶中加入 6mL 0.1mol/L pH9.8的 Na2CO3-NaHCO3缓冲溶液 , 稀释至刻

度.然后加入 20μL 1.0mmol/L 肾上腺素溶液 , 迅速摇匀 , 1min 后开始记录其中间产物的

荧光强度动力学曲线 , EX/EM =333nm/533nm , 读取其峰值.测定 SOD时 , 先加入不同浓

度的 SOD标准溶液后再定容.

3　结果与讨论　　
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　　1)温度的影响　实验表明 , 温度越高 , SOD的活性越大.为与其他常用方法比较 , 将

反应与测定温度控制在 250℃.

2)pH 值的影响　实验表明 , 随 pH 值升高 , 肾上腺素自氧化反应速度加快 , SOD对中

间产物荧光峰值的抑制率增大 , 但中间产物的荧光峰值随 pH 值升高而下降.综合考虑各因

素 , 选择 pH 值为 9.8.选择最佳缓冲液用量为 6mL.

3)工作曲线与检测限　在最佳实验条件下 , SOD 浓度与中间产物的荧光峰值在 0 ～ 53

ng/mL 范围内成线性 , 工作曲线为 F =-3.5×107 c+39 (r =0.992), c 的单位为 g/mL .

测定 26ng/mL SOD的相对标准偏差为 1.6%(n=6).检测限为 8.6ng/mLSOD.

4)方法比较　将此方法与改良的邻苯三酚自氧化〔3〕 、肾上腺素自氧化紫外-可见分光

光度法〔1〕测定 SOD方法的灵敏度进行了比较 , 结果见表 1:

表 1　不同方法测定超氧化物歧化酶的结果比较

测定方法 工作曲线 线性范围/ g·mL 检测限/ g·m L

邻苯三酚分光光度法 A =-7.6×103 c+0.023 0 ～ 4.2×10-7 4.6×10-7

肾上腺素分光光度法 A =-8.3×103 c+0.074 0 ～ 3.2×10-7 7.3×10-7

肾上腺素荧光法 F=-3.5×107 c+39 0 ～ 5.3×10-8 8.6×10-9
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Abstract:A fluorescent method is proposed fo r the determination of superoxide dismutase(SOD)

based on epinephrine autoxidation.We found that the intermediate product of the auto xidation

process of epinephrine autoxidation.Can f luoresce rather strongly at 533nm when excited at 333

nm.The amount of SOD is linearly dependent on the extent of the decrease of the f luorescence of

the immediate.Under optimum condit ions , the calibration graph w as linear over a range of 0 ～

53ng/mL SOD.The detection limit w as 8.6ng/mL SOD.The relative deviation was 1.6% for

26ng/mL SOD(n=6).
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