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邻苯三酚自氧化法测定甲烷氧化菌素-铜配合物的

超氧化物歧化酶活性 

陈林林 1*, 张  伟 1, 王振兴 1, 辛嘉英 1, 2 

(1. 哈尔滨商业大学省高校食品科学与工程重点实验室, 哈尔滨  150076; 2. 中国科学院兰州化学物理研究所 

羰基合成与选择氧化国家重点实验室, 兰州  730000) 

摘   要: 目的   建立甲烷氧化菌素(methanobactin, Mb)-铜配合物(Mb-Cu)模拟超氧化物歧化酶(superoxide 

dismutase, SOD)的邻苯三酚自氧化体系分析方法。方法  利用 HP 20 大孔树脂从甲基弯菌 IMV301l 发酵液中

分离纯化得到 Mb, 制备 Mb-Cu 测定其具有的 SOD 活性, 利用紫外光谱分析对 SOD 邻苯三酚测活法进行系统

研究。考察缓冲液浓度、邻苯三酚浓度、Mb-Cu 浓度、EDTA-Na2 浓度、pH 值和温度等对 Mb-Cu 模拟 SOD

活性的影响。结果  在 Mb-Cu 浓度为 0.8 mg/L, Tris-HAC 缓冲溶液为 0.05 mol/L(其中缓冲溶液的 pH 值为 8.2、

EDTA-Na2 的浓度为 2 mmol/L), 邻苯三酚浓度为 0.363 mmol/L, 温度为 20 ℃时, 邻苯三酚的自氧化速率相对

较低, 此时 Mb-Cu 对超氧阴离子自由基(O2
-.)的抑制率较高, 以此建立 Mb-Cu 模拟 SOD 活性的邻苯三酚自氧

化分析方法。发现 Mb-Cu 符合影响生物催化剂条件的一般规律, 但比生物酶具有更高的热稳定性。结论  

Mb-Cu 可作为清除 O2
-.的 SOD 模拟酶, 本试验建立的分析条件是最佳反应体系。 

关键词: 甲烷氧化菌素; 甲烷氧化菌素-铜配合物; 超氧化物歧化酶; 邻苯三酚自氧化法; 超氧阴离子自由基 

Determination of superoxide dismutase activity in methanobactin-copper 
complexes by pyrogallol autoxidation 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of superoxide dismutase (SOD) activity in 

methanobactin (Mb)-copper complex (Mb-Cu) by pyrogallol autoxidation system. Methods  Mb was isolated and 

purified by macroporous resin HP20 from Methylosinus trichosporium IMV3011 fermented fluid. Mb-Cu was 

prepared and its SOD activity was determined with the pyrogallol autoxidation system by ultraviolet spectrum 

analysis, systematically. The effects of buffer concentration, pyrogallol concentration, Mb-Cu concentration, 

EDTA-Na2 concentration, pH value and temperature on the mimic of SOD were investigated. Results  When the 
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concentration of Mb-Cu was 0.8 mg/L, concentration of Tris-HAC buffer was 0.05 mol/L (the buffer pH value was 

8.2 and the concentration of EDTA-Na2 was 2 mmol/L), pyrogallol concentration was 0.363 mmol/L under 

temperature of 20 ℃, the autoxidation rate of pyrogallol was relatively low and the inhibition rate on superoxide 

anion radical was higher. The method for determination of mimic of SOD of Mb-Cu based on the pyrogallol 

autoxidation system was established. It was found that Mb-Cu was in accordance with the general rule of the 

biocatalyst conditions influenced, but had higher thermal stability than other biological enzymes. Conclusion  

Mb-Cu can be used as mimic of SOD for scavenging O2
-., and the optimal reaction system suitable for the analysis 

conditions are established in this article. 

KEY WORDS: methanobactin; methanobactin-copper complex; superoxide dismutase; pyrogallol autoxidation; 

superoxide anion radical 
 
 

1  引  言 

超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)是生物

体内的抗氧化物酶, 能够清除体内的超氧阴离子自由基, 

从而可以预防或治疗疾病 , 减缓衰老 [1]。但天然存在的

SOD 在体外存活时间短, 较难被人体吸收利用[2]。目前人

工合成的 SOD 模拟酶通常以卟啉[3]、酞菁[4]或 Schiff 碱配

合物[5,6]作为配体, 但由于天然酶结构的复杂性和 SOD 催

化氧化酚类物质反应机理的复杂性, 根据酶活性中心相似

结构设计合成的模拟酶化合物通常存在活性低、专一性差、

配合物溶解性差及污染环境等问题。甲烷氧化菌素

(methanobactin, Mb)是由甲烷氧化菌产生的与捕获和吸收

铜有关的生物螯合剂[7]。Kim 等[8]在 2004 年首次从严格限

制铜的甲基弯菌(Methylosinus trichosporium) OB3b 培养物

中分离纯化出了经验分子式为 C45H12O14H62Cu, 分子量为

1200 Da 左右的 Mb。Choi 等[9]发现, Mb 结合铜返回细胞后

参 与 了 颗 粒 性 甲 烷 单 加 氧 酶 (particulate methane 

monooxygenase, pMMO)催化甲烷氧化, 同时增加了流向

pMMO 中心 Cu2+的电子量, 并且具有催化 O2
-.为 H2O2 的

SOD活性。2011年, 辛嘉英等[10]发现M. trichosporium 3011

的 Mb 只有与铜结合时才能表现出 SOD 活性。 

在酶模拟化学中, SOD 的模拟已经引起了研究者的极

大兴趣。相对超氧化物酶, 甲烷氧化菌素-铜配合物(Mb-Cu)

因具有 SOD 的活性, 可以通过培养微生物获得, 易大规模

工业化生产, 不受季节与自然条件限制, 而且生产成本低, 

因此有着更广阔的应用前景[11,12]。而且 Mb 是个小肽, 分

子量更小、结构更稳定、更易于吸收, 可以替代 SOD 作为

食品添加剂应用于食品领域。 

本文以甲基弯菌 M. trichosporium IMV 3011 作为实验

菌种进行培养, 获得 Mb-Cu, 通过考察 Mb-Cu 模拟 SOD

抑制超氧阴离子产生的反应, 评价 Mb-Cu 模拟 SOD 酶活

性效果。利用紫外光谱分析 Mb-Cu 对邻苯三酚体系自氧化

产生超氧阴离子的自氧化速率和抑制率, 建立邻苯三酚自

氧化体系的 Mb-Cu 模拟 SOD 活力的分析条件, 为 Mb-Cu

作为 SOD 模拟酶的应用提供理论依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

UV-2550 紫外 -可见分光光度计 (日本岛津公司 ); 

Z-16K 高速冷冻离心机(美国 Sigma 公司); 6507 5BG 全

自 动 发 酵 罐 ( 上 海 保 兴 生 物 设 备 工 程 有 限 公

司);LDZX-50KB 立式压力蒸汽灭菌器(上海申安医疗器

械厂); DHG-9203A 电热恒温鼓风干燥箱(上海-恒科学仪

器有限公司); SHB-Ⅳ双 A 循环水式多用真空泵(郑州长

城科工贸有限公司); HNY-100B 恒温培养振荡器(天津市

欧诺仪器仪表有限公司); BLB10-HYG-J2 生物反应摇床

(上海百仑生物科技有限公司); 2-16K 冷冻干燥机(日本

东京理化公司)。 

Diaion HP-20 大孔吸附树脂(北京飞美斯分析科技有

限公司); 甲基弯菌 M. trichosporium IMV 3011 由俄罗

斯科学院催化研究所提供 ; 超氧化歧化酶(酶活力 3000 

U/mg, 上海金穗生物科技有限公司)。 

乙二胺四乙酸(分析纯, 天津市天力化学试剂有限公

司); 邻苯三酚(分析纯, 天津市光复精细化工研究所);三羟

甲基氨基甲烷(分析纯, Solarbio 公司); 乙醇、硫酸铜、冰

醋酸(分析纯, 天津市天力化学试剂有限公司)。 

2.2  试验方法 

2.2.1  甲烷氧化菌的培养 

以 M. trichosporium IMV3011 为实验菌种, 培养于限

铜无机盐培养基, 培养基储备液分别为 A 液与 B 液, 其组

成成分参照文献[13]方法配制。配制的培养基分装于带有换

气胶管的丝口瓶中, 置于 121 ℃、0.1 MPa 高压蒸汽灭菌锅

中灭菌 20 min。高压蒸汽灭菌后, 将装有培养基的丝口瓶

置于超净工作台, 紫外杀菌 20 min, 冷却至室温。接种量

为培养基 10%(V:V)接种, 控制培养温度为 30 ℃, 发酵罐

搅拌桨转速为 180 r/min, 空气流量为 0.5~0.8 L/min。以甲
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醇为碳源, 通过甲醇流加控制监测器自动控制发酵培养基

中甲醇浓度为 0.1%(V:V), 培养周期为 5 d。 

2.2.2  Mb-Cu 的制备 

将甲烷氧化菌发酵液于 4 ℃下以 8000 r/min 转速离心, 

取上层清夜, 通过 CAS 分光光度法测定 Mb 含量[14]。以摩

尔比 Mb:Cu2+=1:1 的比例添加硫酸铜溶液, 静置 24 h 以使

2 者完全缔合, 采用动态吸附法使用活化的 Diaion HP-20

大孔吸附树脂(1.1 cm×80 cm 层析柱)进行吸附, 用蒸馏水

除去未被吸附的杂质, 再用 60%乙醇洗脱吸附的 Mb-Cu。

洗脱液于 40 ℃旋转蒸发后, 经冷冻干燥后获得 Mb-Cu 并

置于-20 ℃冰箱中储存备用。 

2.2.3  Mb-Cu 模拟 SOD 活性 

在 25 ℃恒温的环境下, 向 Tris-HAc 溶液中加入邻苯

三酚溶液, 立即混匀, 迅速倒入比色杯中, 每 20 s 用紫外

光谱检测 1 次在 318 nm 处的吸光值, 记录该扫描曲线的斜

率 k0, 此值为邻苯三酚的自氧化速率 V0。在另一试管中加

入上述试剂 , 操作同上 , 只是在加入邻苯三酚前加入

Mb-Cu 溶液并减少同体积双蒸水, 保持总体积不变, 记录

此曲线的斜率为 ks。进一步可以求出样品对邻苯三酚自氧

化的抑制率 Vs
 [15,16]。Mb-Cu 与 SOD 的自氧化速率及抑制

率测定加样见表 1。 

 
表 1  Mb-Cu 与 SOD 的自氧化速率及抑制率测定加样表 

Table 1  Addition of sample for determination of the 
autoxidation rate and inhibition rate of Mb-Cu and SOD 

试剂 空白组 自氧化组 对照组 样品组

Tris-HAc(mL) 6.0 6.0 6.0 6.0 

邻苯三酚(mL) — 0.02 — 0.02 

Mb-Cu(mL) — — 0.04 0.04 

SOD(mL) — — 0.04 0.04 

双蒸水(mL) 0.2 0.18 0.16 0.16 

 
Mb-Cu 对 邻 苯 三 酚 自 氧 化 的 抑 制 率 (percentage 

supperession, PS)可由公式(1)[16]计算:  

 

0

0
(%) 100


 

sV VPS
V  

(1) 

其中: V0 为邻苯三酚自氧化速率, s-1;  
Vs 为加入样品后自氧化速率, s-1;  

PS 为抑制率, %。 

酶活力单位的概念: 在 25 ℃恒温的环境条件下, 每 1 

mL 反应溶液中, 每分钟对邻苯三酚的自氧化的抑制率达

50%的酶的含量为 1 个酶活单位[16]。 

 Mb-Cu 活力
( ') 100% 1

6.2
50%

PS PSU D
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 (2) 

式中: PS: 邻苯三酚自氧化速率;  

PS': 样液及 Mb-Cu 液抑制邻苯三酚自氧化速率;  

V: 所加酶液或样液体积, mL;  

6.2: 反应液总体积, mL;  

D: 酶液或样液稀释倍数。 

3  结果与分析 

3.1  紫外光谱分析时间的确定 

0.05 mol/L 的 Tris-HAc(pH 8.2)缓冲溶液 6 mL, 预

热至 25 , ℃ 加入 20 μL 0.15 mol/L 的邻苯三酚, 充分摇

匀, 以缓冲溶液为空白每隔 20 s 测定吸光值。其结果如

图 1 所示。 

 
 

 

 
图 1  邻苯三酚自氧化紫外吸收变化曲线(n=3) 

Fig. 1  Ultraviolet absorption changes curve of pyrogallol 
autoxidation (n=3) 

 
 
在一定的浓度范围内, 邻苯三酚自氧化反应会随着

时间的积累, 产物逐渐增加, 到一定量后达到最大值, 然

后反应中止。由图 1 知, 在 0~200 s 之内, 邻苯三酚所产生

的对紫外光谱的吸收强度随着时间的增加而呈线性增大明

显, 在 200~400 s, 其产物的吸光值呈曲线型变化, 吸光值

波动, 自氧化体系不稳定, 无法确定其线性关系, 在此时

间范围内测定会对实验数据的造成较大的误差。考虑到反

应初期吸光值与时间具有较好的线性关系, 因此将邻苯三

酚自氧化体系紫外光谱分析的时间控制到 0~80 s 之内, 由

图 2 可知, 对其曲线图中呈线性的部分即(0~80 s)做线性回

归: A=0.03312t+0.92457, R2=0.9805, 线性关系显著。其斜

率即为自氧化速率。 

3.2  Mb-Cu 模拟 SOD 活性邻苯三酚自氧化体系的

建立 

3.2.1  缓冲溶液 pH 值对自氧化速率及抑制率的影响 

溶液的 pH 值可以显著的影响邻苯三酚反应体系的碱

性环境, 因此固定反应体系的其他条件为温度为 25 ℃、缓

冲溶液浓度为 0.05 mol/L(其中 EDTA-Na2 为 2 mmol/L)、
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Mb-Cu浓度为 1.0 mg/L、邻苯三酚浓度为 0.363 mmol/L, 测

定不同 pH 值(7.8、8.0、8.2、8.4、8.6)下邻苯三酚自氧化

速率及对超氧阴离子自由基的抑制率, 总体积固定为 6.2 

mL。结果如图 2 所示。 

由图 2 可知, 随着 pH 值的逐渐增大, 自氧化组邻苯

三酚的自氧化速率明显加快, 这可能与 pH值增大时, 邻苯

三酚的酚羟基中 H 离子更易解离, 形成的带电基团能量较

高不稳定, 而易被氧化有关。与自氧化组相比, Mb-Cu 样品

组的邻苯三酚自氧化速率波动较大, pH 值在 7.8~8.0 之间

Mb-Cu 样品组的邻苯三酚自氧化速率开始上升, 但 pH 值

为 8.2 时, 邻苯三酚的自氧化速率明显降低。而 Mb-Cu 样

品组对超氧阴离子自由基的抑制率是先随着 pH 值增大而

降低, 在 8.0~8.6 之间, 抑制率平缓上升后下降。在 pH 值

为 7.8 时, 虽然 Mb-Cu 样品组的抑制率很高, 但是邻苯三

酚自氧化速率过低, 不便吸光值的读数, 检测的灵敏度较

低; pH值为 8.6时, 虽然邻苯三酚的自氧化速率很高, 但抑

制率较低, 导致检测的灵敏度也较低; 当 pH 值为 8.2 时, 

Mb-Cu 对邻苯三酚抑制率为 32%, 是该范围内的峰值。综

合考虑选择 pH 值为 8.2 的 Tris-HAC 缓冲溶液。 

3.2.2  EDTA-Na2 的加入量对自氧化速率及抑制率的影响 

由于 Fe2+、Cu2+、Mn2+、Co2+、Zn2+等金属离子可明

显催化邻苯三酚的自氧化, 其中 Fe2+、Cu2+、Mn2+会使邻

苯三酚自氧化产物的信号增加[17], 所以需要加入 EDTA 消

除金属离子的干扰 , 固定反应体系其他条件 , 测定不同

EDTA-Na2 加入量(0、0.5、1.0、2.0、3.0 mmol/L)对邻苯三

酚自氧化速率及抑制率的影响, 结果如图 3 所示。 

由图 3 可知, 由于金属离子会使邻苯三酚自氧化产物

的信号增强约 1.3 倍[17], 而 EDTA 的加入可消除此影响。

随着 EDTA-Na2 浓度的逐渐增大, 自氧化组邻苯三酚的自

氧化速率有所增加, 但变化不明显, 在 EDTA-Na2 大于 2 

mmol/L 时自氧化速率变化趋于平缓, 说明自氧化组中自

氧化速率受 EDTA-Na2 浓度的变化影响较小。在 EDTA-Na2 

浓度较低时, Mb-Cu 样品组的邻苯三酚自氧化速率及对超

氧阴离子自由基的抑制率都较低, 这是因为 EDTA-Na2 浓

度较低时, 体系里全部的金属离子并没有全部被缔合, 残

余的金属离子的催化作用与 Mb-Cu 的抑制作用产生拮抗

作用使得邻苯三酚的自氧化速率和 Mb-Cu 对超氧阴离子

自由基抑制率偏低。且 EDTA-Na2 的浓度在 0~1.0 mmol/L

之间, 邻苯三酚的自氧化速率和 Mb-Cu 对邻苯三酚抑制率

波动较大 , 这样会使测定方法的灵敏度下降。随着

EDTA-Na2浓度的上升, Mb-Cu样品组的邻苯三酚的自氧化

速率及对超氧阴离子自由基抑制率都有所升高, 这是在高

浓度 EDTA-Na2 情况下, Mb-Cu 样品组体系中的全部金属

离子被缔合 , 此时邻苯三酚的自氧化速率下降 , 从而

Mb-Cu 对 超 氧 阴 离 子 自 由 基 的 抑 制 率 上 升 。 但 当

EDTA-Na2 浓度 2.0 mmol/L 时, 由于 Mb-Cu 中的 Cu 离子

与 Mb 结合过程中构型方式改变, 在此过程中的 Cu 离子与

过量的 EDTA-Na2 缔合, 致使 Mb 与 Cu 的构型从四构型转

化成二构型, 进而 Mb-Cu 的 SOD 酶活性降低。从大体上

看, 该反应体系偏差在测定值的 0.2%左右, 重现性较好

(P<0.05)。同时, EDTA-Na2 浓度为 2.0 mmol/L 时, Mb-Cu

模拟 SOD 对超氧阴离子自由基的抑制率最高。故选择

EDTA-Na2 浓度最佳浓度为 2.0 mmol/L。 

3.2.3  缓冲溶液浓度对自氧化速率及抑制率的影响 

为了让邻苯三酚自氧化反应能够在弱碱环境中持续

有效的进行, 必须加入缓冲溶液。若选用 Tris-HCl, 其中

的 Cl-1 会与 Cu2+结合而影响实验的测定 , 因此选用对

Cu2+无影响的冰醋酸[18]。因不同浓度的缓冲溶液的反应

体系的酸碱程度不同 , 配制含 50 mol/L 邻苯三酚 0.1 

mL、1.0 mg/L Mb-Cu 10 mL 和不同浓度(0.01、0.05、0.10、

0.20、0.30 mol/L)Tris-HAc 缓冲溶液 (pH 8.2, 含有 2 

mmol/L EDTA-Na2)50 mL 的系列溶液, 考察改变缓冲溶

液浓度对邻苯三酚自氧化速率及抑制率的影响, 结果如

图 4 所示。 
 

 

 

 
图 2  pH 值对自氧化及抑制率的影响(n=3) 

Fig. 2  Effect of pH value on autoxidation and inhibition rates (n=3) 

 
 

图 3  EDTA-Na2 浓度对自氧化及抑制率的影响(n=3) 

Fig. 3  Effect of EDTA-Na2 concentration on autoxidation and 
inhibition rates (n=3) 
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由图 4 可知, 随着缓冲溶液浓度的升高, 自氧化组的

自氧化速率呈先增后减的趋势, 而 Mb-Cu 样品组的自氧化

速率呈逐渐增大趋势, Mb-Cu 对邻苯三酚自氧化抑制率逐

渐降低。缓冲浓度从 0.01 mol/L 到 0.05 mol/L 时自氧化速

率变化明显, 说明在缓冲溶液浓度增加的过程中邻苯三酚

自氧化受到的限制不明显; 同时, 抑制率虽然下降但是相

对于自氧化速率并不明显, 且在缓冲溶液浓度发生改变时, 

未加入 Mb-Cu 的空白样品中邻苯三酚自氧化程度也在相

应下降。当缓冲溶液浓度为 0.01 mol/L 时 Mb-Cu 对超氧阴

离子自由基的抑制率最大, 但此浓度下的邻苯三酚的自氧

化速率太小, 此时的反应比较弱, 所产生的中间产物发出

的紫外光谱强度弱, 测定时反应灵敏度不高。因此, 综合

上述考虑, 缓冲溶液浓度选择 0.01 mol/L 为宜。 

3.2.4  邻苯三酚的浓度对自氧化速率及抑制率的影响 

邻苯三酚浓度可对其自氧化产物的浓度产生影响 , 

从而影响紫外光谱分析的灵敏度。因此固定缓冲溶液 0.05 

mol/L Tris-HAC pH=8.2、2 mmol/L EDTA-Na2、Mb-Cu 浓

度为 0.8 mg/L, 通过改变邻苯三酚的浓度(0.242、0.363、

0.484、0.544、0.726 mmol/L), 比较其对自氧化速率及抑制

率的影响。结果如图 5 所示。 

从图 5 可以看出, 自氧化组不同的邻苯三酚浓度对自

氧化速率有影响, Mb-Cu 样品组的自氧化速率及受 Mb-Cu

的抑制情况也与其浓度直接相关, 在其浓度较低时, 随着

浓度的升高, 自氧化速率下降明显; 但当浓度过高时, 自

氧化速率不再下降。当邻苯三酚浓度为 0.242 mmol/L 时, 

其自氧化速率最低, 且 Mb-Cu 对超氧阴离子自由基的抑制

率最高, 但邻苯三酚在此浓度下时自氧化速率波动较大, 

测定的灵敏度下降。所以选择邻苯三酚浓度为 0.363 

mmol/L, 该浓度相当于向反应体系中加入 0.05 mol/L 邻苯

三酚 40 μL。 

3.2.5  温度对自氧化速率及抑制率的影响 

温度可影响 Mb-Cu 模拟 SOD 的活性, 在以确定好的

最佳反应条件下, 分别选择 15、20、25、30、35、40 ℃作

为每一个反应的不同启动温度, 考察不同启动温度下邻苯

三酚的自氧化速率和 Mb-Cu 的抑制率。结果如图 6 所示。 

由图 6 可知, 随着反应温度的升高, 自氧化组的自氧

化速率大大增加, 但 Mb-Cu 样品组自氧化速率变化不明显, 

且 Mb-Cu 对超氧阴离子自由基的抑制率当温度高于 20 ℃

有所降低, 原因可能与过高的温度使 Mb-Cu 内部结构破坏, 

导致其活性降低有关, 且超氧阴离子自由基在高温情况下

不稳定, 与此同时此反应的伴随产物—带色中间产物也会

因为超氧阴离子含量的变化而产生变化。当温度为 20 ℃时, 

此时 Mb-Cu 对超氧阴离子自由基的抑制率较高, 自氧化速

率的水平较低。因此选择最适温度为 20 ℃。 

3.2.6  Mb-Cu 与 SOD 对自氧化速率及抑制率影响的比较 

为考察 Mb-Cu 的 SOD 酶活情况, 本试验分别使不同

浓度的 Mb-Cu 和 SOD 参与到邻苯三酚自氧化反应的抑制

过程, 通过对比同种条件下的自氧化速率以及抑制率的差

异, 可反映出 Mb-Cu 的 SOD 酶活大小。结果如图 7、图 8

所示。 

据相关报道可知[19], SOD 与 Mb-Cu 对邻苯三酚自氧

化都有一定抑制作用。由图 7 可知, 在低浓度范围内, 随

着样品的浓度增加, SOD 对邻苯三酚自氧化速率起促进作

用, 此时 SOD 的添加量还不能起到抑制邻苯三酚自氧化

速率的作用。在 SOD 浓度在 0.6 mg/L 时, 邻苯三酚自氧化

速率最高, 当 SOD 大于 0.6 mg/L, SOD 对自氧化速率起抑

制作用; Mb-Cu 配合物也是随着浓度增加对其自氧化速率

先是促进作用, 而后发挥其抑制作用。在 Mb-Cu 浓度大于

0.2 mg/L 时, 对邻苯三酚的自氧化的抑制作用逐渐加强, 

当浓度大于或等于 0.8 mg/L 时, 对邻苯三酚自氧化的抑制 

 
 

 
 

 
图 4  Tris-HAc 浓度对邻苯三酚自氧化速率及抑制率的影响(n=3) 

Fig. 4  Effect of Tris-HAc concentration on autoxidation and 
inhibition rates of pyrogallol (n=3) 

 
 

图 5  邻苯三酚浓度对自氧化及抑制率的影响(n=3) 

Fig. 5  Effect of pyrogallol concentration on autoxidation and 
inhibition rates (n=3) 
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图 6  温度对自氧化及抑制率的影响(n=3) 

Fig. 6  Effect of temperature on autoxidation and inhibition rates 
(n=3) 

 
 

 
 

图 7 Mb-Cu 与 SOD 酶对邻苯三酚自氧化速率影响的对比(n=3) 

Fig.7 Comparison of the effect of Mb-Cu and SOD on the 
autoxidation rate of pyrogallol (n=3) 

 

 
 

图 8 Mb-Cu 与 SOD 酶对邻苯三酚自氧化抑制的对比(n=3) 

Fig.8 Comparison of inhibition rate of Mb-Cu and SOD on pyrogallol 
autoxidation (n=3) 

 
 

 

 
图 9  Mb-Cu 浓度与抑制率的线性关系 

Fig. 9  Linear relationship between Mb-Cu concentration and 
inhibition rate 

 
作用保持在一个较高的稳定数值, 且邻苯三酚的自氧化水

平也比较高, 且与 SOD 对超氧阴离子的抑制作用比较接

近。通过图 8 对抑制率的影响也可以验证上述观点。 

综上所述, 可确定当反应体系控制为以下条件时, 即

Tris-HAC 缓冲溶液为 0.05 mol/L(其中缓冲溶液的 pH 值为

8.2, EDTA-Na2 的浓度为 2 mmol/L), 邻苯三酚浓度为 0.363 

mmol/L, 温度为 20 ℃, Mb-Cu 浓度为 0.8 mg/L, Mb-Cu 对

邻苯三酚的自氧化速率及其抑制率的影响与 SOD 标准液

对超氧阴离子的清除效果最为接近, 以此建立的 Mb-Cu 模

拟 SOD 活性的分析可用上述反应条件。 

3.3  线性与重现性分析结果 

在 0.02~0.22 mL之间准确量取 5份相同浓度的Mb-Cu

溶液分别加入到上述标准条件下的反应体系中, 同时减少

双蒸水的用量, 保持总体积为 6.2 mL, 测定不同 Mb-Cu 溶

液浓度下的抑制率变化。 

以抑制率 PS(%)为纵坐标, Mb-Cu 浓度(C)为横坐标时, 

得 到 较 好 的 线 性 关 系 如 图 9 所 示 , 回 归 方 程 为 : 

PS=59.635C+3.1558(r=0.9843), 线性范围为 0.2~0.8 mg/L, 

对应的 PS 在 17.36%~51.42%范围内, 其中 PS 为 50%时所

对应的 C 为 0.785 mg/L。 

在最优实验条件下 , 对加入了 0.1 mL 浓度为 80 

mg/L 的 Mb-Cu 溶液的样品重复测定 6 次, 并根据公式 2

计算酶活力 , 得到 Mb-Cu 的酶活力为 (46.4419±0.80) 

U/mL, 相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)

为 3.46%。 

4  结  论 

通过对甲烷氧化菌进行发酵培养获得甲烷氧化菌素, 

建立了甲烷氧化菌素-铜配合物的 SOD 活性邻苯三酚自氧

化体系的分析方法。利用紫外光谱分析, 通过研究发现当
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Tris-HAC缓冲溶液为 0.05 mol/L, 缓冲溶液的 pH值为 8.2、

EDTA-Na2 的浓度为 2 mmol/L, 邻苯三酚浓度为 0.363 

mmol/L, 温度为 20 ℃时, 浓度为 0.8 mg/L 的 Mb-Cu 表现

出良好的 SOD 活性, 对超氧阴离子(O2
-.)的抑制率较高。此

时建立的模拟 SOD 活性的邻苯三酚自氧化分析体系稳定, 

说明 Mb-Cu 在此分析条件下可以作为 SOD 的模拟酶进行

应用。 
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