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两种检测 SOD酶活性方法的比较 

曲  敏*, 秦丽楠, 刘羽佳, 范宏臣, 朱  姝, 王金凤 
(哈尔滨商业大学食品科学与工程省级重点实验室, 哈尔滨  150076) 

摘  要: 目的  比较邻苯三酚自氧化法和氮蓝四唑(NBT)光还原法分别测定超氧化物歧化酶(SOD)酶活力的差

异。方法  采用两种方法分别测定 SOD标准品、苜蓿和番茄两种植物提取物的不同来源 SOD酶活性, 比较其

精确性和灵敏度。结果  在标准品 SOD酶活的测定中, 邻苯三酚自氧化法和 NBT光还原法测酶活性的变异系

数分别为 0.84、2.03, 而进样量后者是前者的 2.6倍, 稀释倍数是前者的 6倍, 邻苯三酚自氧化法的精确度高于

NBT 光还原法, 但灵敏度远不及后者。在测定两种植物 SOD 时, 邻苯三酚自氧化法测得酶活性变异系数是

NBT光还原反应测得酶活性变异系数的 1.30~1.47倍, NBT光还原法具有稳定性、重现性好的特点, 优于邻苯

三酚自氧化法。结论  NBT光还原法是测定植物 SOD及 SOD标准品酶活的理想检测方法。 
关键词: 超氧化物歧化酶; 酶活力; 邻苯三酚自氧化法; 氮蓝四唑光还原法 

The comparison of two methods of testing superoxide dismutase activity 

QU Min*, QIN Li-Nan, LIU Yu-Jia, FAN Hong-Chen, ZHU Shu, WANG Jin-Feng 
(Key Laboratory of Food Science and Engineering, Harbin University of Commerce, Harbin 150076, China) 

ABSTRACT: Objective  To compare the pyrogallol autoxidation and nitroblue tetrazolium (NBT) photore-
duction methods for determination of superoxide dismutase (SOD) enzyme activity. Methods  The paper 
based on the different methods to determine the SOD activity of standard, alfalfa and tomato, respectively, also 
compare the accuracy and sensitivity. Results  The results showed that pyrogallol autoxidation and NBT pho-
toreduction method of enzyme activity coefficient of variation were 0.84, 2.03, and the sample quantity which 
was 2.6 times of the former, dilution ratio was 6 times of the former, and the accuracy of pyrogallol autoxida-
tion was higher than NBT photoreduction method but the sensitivity was poor, in detecting the SOD activity of 
standard. However, Pyrogallol autoxidation activity coefficient of variation was measured by NBT photoreduc-
tion reaction between 1.30 to 1.47 times the activities was measured by the coefficient of variation, the NBT 
photoreduction method has preferable stability and reproducibility than pyrogallol autoxidation in determining 
the SOD activity. Conclusion  NBT photoreduction is an ideal testing method to determine the SOD activity 
of standard and plants. 
KEY WORDS: superoxide dismutase; pyrogallol autoxidation; NBT photoreduction method 
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1  引  言 

超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD), 别
名肝蛋白, 是一种广泛存在于需氧生物体内的金属
酶。能够清除生物氧化过程中产生的超氧阴离子自由

基(O2-), 具有极强的抗氧化性[1], 是重要的氧自由基
消除剂。具有抑制心脑血管疾病、抗老化、防止自身

免疫性疾病及抗氧化等作用[2]。动物来源的 SOD价格
昂贵。1997 年, 欧盟为避免发生交叉感染, 禁止使用
动物源 SOD。植物和微生物成为提取、制备 SOD的重
要来源, 具有广阔的开拓前景[3]。SOD的测定方法分为
直接法和间接法, 由于直接法所需的仪器设备价格昂
贵以及 SOD 基质-O2-的不稳定性, 一般多数采用间接
法[4]。间接法分为邻苯三酚自氧化法、细胞色素 C还原
法、氮蓝四唑(NBT)光还原法、黄嘌呤氧化酶-NBT 法
等多种方法[5-7]。目前国内外还没有统一的检测方法。

由于不同检测方法的反应原理和酶活力单位定义不同, 
灵敏度和差异性较大, 检测结果也有很大的不同。本
文采用普遍使用的邻苯三酚自氧化法和氮蓝四唑

(NBT)光还原法两种方法分别测定 SOD 酶活, 通过比
较测定 SOD 标准品和二种植物源 SOD 的酶活力, 以
探索植物源 SOD的最适测定方法。近年来在 SOD被
广泛应用于药品、食品、化妆品的同时, 如何对其中
的 SOD进行快速准确的检测也成为广泛关注的问题。 

2  材料与仪器 

2.1  材料与试剂 

材料: 紫花苜蓿草, 黑龙江省农业科学院草业
研究所惠赠; 番茄, 市售。 

药品与试剂: 牛血红细胞 SOD 为电泳纯, 上海
博奥生物科技有限公司; 核黄素, 北京奥博星生物技
术有限责任公司; 甲硫氨酸, 中国惠世生化试剂有限
责任公司上海; 磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、邻苯三酚、
Tris、氮蓝四唑、EDTA-2Na 等均为国产分析纯, 天
津市耀华化学试剂有限责任公司。 

2.2  仪器与设备 

HWS 24型电热恒温水浴锅, 上海一恒科技有限
公司; 722 型可见分光光度计, 上海菁华科技仪器有
限公司; TGL-16 型高速台式离心机, 上海医疗器械
六厂; DHP-9162 型电热恒温培养箱, 上海一恒科技
有限公司; PHS-3 C精密 pH计, 上海雷磁仪器厂。 

3  实验方法 

3.1  样品的处理 

3.1.1  苜蓿 SOD 的制备  
取苜蓿嫩叶, 粉碎、过 80目筛, 得苜蓿干草粉。

称取 10 g草粉, 加入适量 50 mmol/L pH 7.5磷酸缓冲
溶液, 搅拌均匀后置于 4 ℃下浸提 24 h, 用 320目滤
布过滤。将滤液于 8000 r/min离心 20 min, 上清液即
为 SOD粗酶液。 

热变性处理: 将粗酶液置于水浴锅, 65 ℃下水
浴 20 min, 于 8000 r/min下离心 20 min, 上清液即为
待测液[8]。 

等电点沉淀处理 : 将经热处理的滤液用 0.5 
mol/L HCl调 pH 3.6去除杂蛋白, 搅拌均匀后置 4 ℃
下沉淀 1 h, 离心去除沉淀, 上清液即为待测液。 

透析: 将沉淀后的溶液装入透析袋(截留分子量
为 1000 KDa)中, 置于装有磷酸缓冲溶液的 1000 mL
烧杯中, 4 ℃密封保存 24 h(注: 及时更换烧杯中的缓
冲溶液, 以便透析完全)。 
3.1.2  番茄 SOD 的制备 

参考文献[9], 称取 29.55 g新鲜番茄用蒸馏水洗
净至研钵中研磨至泥状, 加入 2倍体积 50 mmol/L pH 
7.5磷酸缓冲溶液, 以下同 3.1.1得粗酶液。 

热变性处理: 同 3.1.1。 
丙酮沉淀处理: 将酶液加入-20 ℃预冷的丙酮, 

搅拌 15 min, 置 4 ℃下沉淀 2 h, 8000 r/min下离心 20 
min, 弃上清液, 用少量磷酸缓冲液溶解沉淀, 透析磷
酸缓冲液, 4℃过夜, 8000 r/min下离心 20 min, 测定上
清液的酶活力。再进行透析处理, 透析步骤同 2.1.1。 

3.2  邻苯三酚自氧化法 

参考文献[10,11], 稍作改良, 方法如下。 
自氧化的测定: 在 25 ℃, 将 4.5 mL 50 mmol/L, 

pH 8.2的 Tris-HCl缓冲溶液中加入 10 μL 50 mmol/L
的邻苯三酚, 迅速摇匀, 倒入比色皿, 以 Tris-HCl 缓
冲溶液为空白对照, 在 325 nm波长下每隔 30 s测一
次 A 值, 共测 6 次, 要求自氧化速率控制在 0.070 
OD/min左右。 

酶活的测定: 在 25 ℃, 将 4.5 mL 50 mmol/L, pH 
8.2 的 Tris-HCl 缓冲溶液中加入一定量的待测酶液, 
预热 20 min, 加入 10 μL 50 mmol/L的邻苯三酚, 迅
速摇匀, 倒入比色皿, 以 Tris-HCl缓冲溶液为空白对
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照, 在 325 nm波长下每隔 30 s测一次 A值, 共测 6
次。在此条件下, 每分钟抑制邻苯三酚自氧化率 50％
的酶量定为 1个活力单位。 

抑制率/％ =(A0-AS)/AS×100 
SOD单位活力(U/ml)=(A0-AS)/(AS×50％)×4.5/V×N 

式中: A0为自氧化速率; AS为加入样液后氧化速率; V
为加样体积; N为样品稀释倍数 

3.3  NBT 光还原法 

根据文献报导[12], 在 3 mL 反应液中含有 130 
mmol/L甲硫氨酸; 750 μmol/L NBT; 20 μmol/L核黄
素; 100 μmol/L EDTA-2 Na; 50 mmol/L磷酸缓冲液 
(pH 7.5), 待测酶液(空白以缓冲溶液代替, 以不对照
光的管作调零), 在 4000 lx光下照射 20 min后, NBT
光化还原产物蓝色甲腙在560 nm有最大吸收, 在此条
件下, 反应被抑制 50%所需酶量为 1个活力单位。 

4  结果与分析 

4.1  两种方法测定 SOD 标准品酶活的比较 

4.1.1  两种测试方法的精确性 
将 1 mg标准牛红细胞 SOD溶于 1 ml 50 mmol/L,  

pH 7.5的磷酸盐缓冲溶液中。以 SOD标准品为材料, 

分别用邻苯三酚自氧化法和 NBT法各测 3次后比较

变异系数来确定方法的精确性。 

通过对表 1、表 2的数据结果进行比较, 可以得

出邻苯三酚自氧化法的标准偏差(SD=28.95)和变异

系数 (CV=0.84)明显小于 NBT 光还原法的标准差

(SD=74.28)和变异系数(CV=2.03), 即邻苯三酚自氧

化法测定结果的精确度高于NBT光还原法。另外, 从

表 1、表 2来看, 虽然两种方法不同, 原理不同, 但其

酶活力值很相近。 

4.1.2  测试方法的灵敏度 
用邻苯三酚自氧化法和 NBT光还原法分别测定

SOD标准品样液, 根据邻苯三酚自氧化法和 NBT光

还原法的酶活力单位, 即达到抑制率为 50％时所加

酶液的稀释倍数, 来比较最低稀释倍数的大小, 确定

出测定方法的灵敏度。 

由表 3 比较待测液进样量, 邻苯三酚法是 NBT

还原法的 2.6倍; 而测定时的最低稀释倍数, NBT光

还原法是邻苯三酚法的 6倍。可见, NBT光还原法的

灵敏度远远高于邻苯三酚法。 

表 1  邻苯三酚自氧化法测定 SOD 标准品数据结果 
Table 1  The results of pure SOD measurement data of the assay pyrogallol autoxidation 

项目 空白 平行样 SOD酶活测试 1 平行样 SOD酶活测试 2 平行样 SOD酶活测试 3 

自氧化速率(A325/min) 0.0704 0.0355 0.0357 0.0350 

酶活力(U/mL)  3432.04 3412.37 3481.21 

平均酶活(U/mL) 3441.87 

标准差 SD 28.95 

变异系数 CV 0.84 

表 2  NBT 光还原法测 SOD 标准品数据结果 
Table 2  The results of pure SOD measurement data of the assay NBT photoreduction 

项目 空白 平行样 SOD酶活测试 1 平行样 SOD酶活测试 2 平行样 SOD酶活测试 3 

50%抑制率的酶液量(A560/min) 0.755 0.376 0.377 0.360 

酶活力(U/mL)  3614.30 3604.77 3766.89 

平均酶活(U/mL)  3661.99 

标准差 SD  74.28 

变异系数 CV  2.03 
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表 3  两种方法测定 SOD 标准品的比较 
Table 3  Comparison of two methods of SOD measure-

ment standards 

项目 邻苯三酚自氧化法 NBT光还原法

测定酶液进样量/mL 0.013 0.050 

最低稀释倍数 10 60 

 

4.2  两种方法测定植物 SOD 酶活的效果比较 

以植物中具代表的苜蓿和番茄为例, 分别制备
苜蓿 SOD、番茄 SOD粗酶液, 并根据两种植物材料
的不同, 对两种 SOD 粗酶液分别采用热变性、等电
点沉淀、丙酮沉淀和透析等方法进行纯化, 分别用邻
苯三酚自氧化法和NBT光还原法测定其酶活, 3次平
行试验结果见表 4、表 5、表 6。 

张文军等[13]也曾用邻苯三酚自氧化法对不同纯

度玉米 SOD的测定中出现类似报道, 即在 325 nm波
长下, 每分钟抑制邻苯三酚自氧化率 50％的酶量定
为 1个活力单位, 而透析液仍达不到 50％的抑制率。
在本实验中, 采用邻苯三酚自氧化法测苜蓿草粉中
提取的 SOD 酶液的酶活性, 非但不抑制邻苯三酚自
氧化, 反而比加快了自氧化速率, 即出现了负抑制现
象, 而用NBT光还原法可以测定出苜蓿 SOD酶活性, 
见表 4。苜蓿 SOD粗酶液进行热处理后的酶液, 对邻
苯三酚自氧化有一定抑制作用, 但抑制率仅为 24%
左右, 经过等电点沉淀后的酶液对邻苯三酚自氧化
抑制率略高于热处理后的酶液为 35%左右, 而经过
透析处理后的苜蓿 SOD 透析液对邻苯三酚自氧化抑
制率相对最高为 42%左右。抑制率不能达到 50%, 

表 4  NBT 法测苜蓿 SOD 酶活结果 
Table 4  The results of Alfalfa SOD enzyme activity test sensitivity with the assay NBT photoreduction 

样品处理方法 
3次平行测定 SOD活性(U/mL) 

标准差 SD 变异系数 CV 
1 2 3 平均值 

粗酶液 145.42 150.56 173.12 156.37 12.04 7.70 

热变性处理 121.13 133.83 132.49 129.15 5.70 4.41 

等电点沉淀 125.96 131.07 121.24 126.09 4.01 3.18 

透析 120.36 129.48 126.15 125.33 3.77 3.01 

表 5  邻苯三酚自氧化法测番茄 SOD 酶活结果 
Table 5  The results of tomato SOD enzyme activity results with the assay pyrogallol autoxidation 

样品处理方法 
3次平行测定 SOD活性(U/mL) 

标准差 SD 变异系数 CV 
1 2 3 平均值 

粗酶液 6.71 7.35 5.94 6.67 0.5765 8.24 

热变性处理 13.5 14.79 12.96 13.75 0.7677 5.58 

丙酮沉淀 15.91 14.93 14.25 15.03 0.6814 4.53 

透析法 26.65 28.50 26.12 27.09 1.0202 3.76 

表 6  NBT 法测番茄 SOD 酶活结果 
Table 6  The results of tomato SOD enzyme activity results with the assay NBT photoreduction 

样品处理方法 
3次平行测定 SOD活性(U/mL) 

标准差 SD 变异系数 CV 
1 2 3 平均值 

粗酶液 54.30 58.38 50.55 54.41 3.20 5.88 

热变性处理 48.94 49.57 53.29 50.60 1.92 3.79 

丙酮沉淀 41.17 42.89 44.84 42.97 1.50 3.49 

透析 38.78 38.24 40.84 39.29 1.12 2.85 
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进而不能准确测定 SOD 酶活。因此, 本实验中邻苯
三酚法不适用于测定苜蓿 SOD 的酶活力。而从表 4
可以看出, 采用 NBT 还原法测定苜蓿的粗酶液、热
变性、等电点沉淀及透析等纯化过程中的 SOD酶活, 
虽然反应体系中蛋白质含量达到一定值时也会影响

NBT 光还原法的准确性, 但四组实验平行测定数据
逐渐稳定, 检测的重现性得到体现。可见, 虽然许多
文献中常常采用简单、快速的邻苯三酚自氧化法测定

提取物的 SOD 酶活, 但该法的应用受限制于不同的
检测材料。 

从表 5、表 6可以看出, 分别采用邻苯三酚法和
NBT 还原法测定对番茄的粗酶液、热变性、丙酮沉
淀及透析处理等纯化过程中的 SOD 酶活检测, 通过
比较其标准差和变异系数, 可以看出, 邻苯三酚自氧
化法测得的酶活性的变异系数是 NBT 光还原反应测
得得酶活性变异系数在 1.30~1.47 倍之间, 呈发散趋
势。因此, 采用 NBT 光还原法测酶活性的稳定性以
及重现性高于邻苯三酚自氧化法。 

另外, 由于不同检测方法的反应原理和酶活力
单位定义不同 , 灵敏度差异也较大 , 相同的植物
SOD 样液, 不同的方法处理, 测得的结果也有很大
的不同。从番茄中提取的 SOD 酶液, 经过多次测得
可以测得其酶活性, 但在进行测定时发现也会经常
出现酶液对邻苯三酚自氧化速度的负抑制现象。我们

分析这可能是由于植物中存在着氧化酶类, 它们会
促进邻苯三酚的氧化以及未经纯化处理的粗提液中

含有的蛋白质、金属离子、色素等干扰成分较多, 不
利于准确测定, 也进一步说明了 NBT 光还原法的灵
敏度要高于邻苯三酚自氧化法。 

杨磊等[14]在荧光动力学法测定超氧化物歧化酶

的活性中写到, 大多数金属离子有对邻苯三酚自氧
化法有促进的作用, 尽管实验所用水位二次去离子
水, 也仍存在少量的金属离子; 色素含量较高的植物, 
使邻苯三酚自氧化法的特异性降低, 同时比色时有
很大的影响, 根本无法测出 SOD酶活力。廖展如等[15]

对出现负抑制的内在根源进行了探讨, 鉴于邻苯三
酚自氧化的反应机理和 Fenton 反应催化活性, 以及
MSOD中金属离子的 Lewis酸性, 不宜采用邻苯三酚
自氧化法测定 SOD 活性。而相对于苜蓿草粉, 色素
干扰相对较少的番茄 SOD 的活性用邻苯三酚自氧化
法和 NBT 光还原法都可测得; 且通过对表 5、表 6
的数据结果进行比较, 在相同处理方法下, 两种不同

测定方法可以得出邻苯三酚自氧化法的变异系数明

显高于 NBT光还原法的变异系数, 即 NBT光还原法
测定结果的精确度高于邻苯三酚自氧化法。在表 1
和表 2 中虽然检测方法不同、酶活力单位定义不同, 
但结果很接近, 但在表 5和表 6的数据中, 粗酶液、
热变性处理、丙酮沉淀、透析四种样品处理方法的

SOD 活性数据相差较大, 这可能是由于标准品干扰
少较少, 而植物中提取的 SOD不纯, 干扰大, 结果有
很大不同。 

5  结  论 

本文通过邻苯三酚自氧化法与 NBT光还原法两
种方法, 分别对标准品 SOD和二种植物 SOD进行酶
活力的测定对比, 在标准品 SOD 测定时, 邻苯三酚
自氧化和 NBT 光还原法都可采用, 两种方法检测结
果很相近, 但从操作简单、迅速、精确度高的角度考
虑可选择邻苯三酚自氧化法, 而从灵敏度来考虑, 邻
苯三酚自氧化法远不如 NBT 光还原法。在对植物
SOD(以苜蓿 SOD、番茄 SOD 为例)活力测定时, 对
色素干扰较大、比色有较大影响的植物, 尤其对测定
植物成分复杂的粗提 SOD 酶液活力测定时, 用邻苯
三酚自氧化法无法测出酶活力, 即邻苯三酚自氧化
法测定提取物的 SOD 酶活的应用受限制于不同的检
测材料, 而 NBT 光还原法检测范围相对广泛, 且从
变异系数和标准差来看, NBT 光还原法的反应特异
性强。因此, 从检测的稳定性和重现性考虑, NBT光
还原法优于邻苯三酚自氧化法。综上所述, 测定植物
SOD及 SOD标准品酶活时, 应采用反应特异性强、
灵敏度高、操作方便等优点的 NBT 光还原法, 是较
为理想的检测方法。 
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