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摘　要：研究不同生理时期梅花鹿全血中ＧＳＨ－Ｐｘ含量变化及其纯化技术，为开发鹿血抗衰老资源奠定理论基础。

用ＤＩＮＢ法测定梅花鹿的溶血液、血细胞内容物、血浆和血细胞细胞膜中ＧＳＨ－Ｐｘ含量并计算全血ＧＳＨ－Ｐｘ含量；

利用１０％～１００％饱和度的（ＮＨ４）２ＳＯ４ 盐析和柱层析技术纯化ＧＳＨ－Ｐｘ；用ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳测定其亚基

相对分子质量。试验结果表 明：全 血 ＧＳＨ－Ｐｘ含 量 以 生 茸 期 最 高 为（１　９７３．０７±２５．４３）Ｕ·ｍＬ－１，与 配 种 期 的

（１　７２７．７４±１２．４６）Ｕ·ｍＬ－１差异极显著（Ｐ＜０．０１），与生茸前期的（１　９６１．８３±１６．５４）Ｕ·ｍＬ－１差异不显著（Ｐ＞
０．０５）；ＧＳＨ－Ｐｘ的初始比活力为２４．９Ｕ·ｍｇ－１，经 纯 化 后 得 到 ＧＳＨ－Ｐｘ　０．３７ｍｇ·ｍＬ－１，最 终 比 活 力１　３４７．７

Ｕ·ｍｇ－１，纯化倍数为５４．１倍，回收率２５．００％；鹿血ＧＳＨ－Ｐｘ亚基的相对分子质量为１７．２ｋｕ。结果提示生茸期

鹿血的ＧＳＨ－Ｐｘ含 量 最 高，开 发 利 用 价 值 最 大，ＧＳＨ－Ｐｘ含 量 与 生 理 特 性 相 关；鹿 血ＧＳＨ－Ｐｘ盐 析 条 件 为４０％～
８０％饱和度的（ＮＨ４）２ＳＯ４，此时所得ＧＳＨ－Ｐｘ纯化倍数较高。
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Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：ｓｐｏｔｔｅｄ　ｄｅｅｒ；ｂｌｏｏｄ；ＧＳＨ－Ｐｘ；ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　　鹿血，为鹿科动物梅花鹿（Ｃｅｒｒｕｓ　ｎｉｐｐｅｎ　Ｔｅｍ－
ｍｉｎｃｋ）或马鹿（Ｃｅｌａｏｈｕｓ　Ｌ）的 膛 血 或 茸 血，自 古 就

有记载其具有延缓衰老和抗疲劳等功效［１－３］，而衰老

与抗衰老是现代医学界的研究热点之一［４－５］。为此，
近年来，人们对鹿血抗衰老机制和鹿血抗衰老产品

开发进行了初步研究。蒋蕾等［６］研究证明鹿血中含

有超氧化物歧化酶（Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ　ｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）和

谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 （Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ　ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，

ＧＳＨ－Ｐｘ）等 多 种 抗 衰 老 酶 类。崔 丽 等［７］和 宋 高 臣

等［８］分别采用给大鼠口服鹿血清和鹿血口服液的方

法，证明鹿血 能 降 低 大 鼠 血 清 及 肝、脑 组 织 中ＬＰＯ
的含量，增 强 抗 衰 老 能 力。张 启 迪 等［９］和 曹 荣 峰

等［１０－１１］分别对梅花鹿血液中卵磷脂含量的测定方法

和不同饲养时期鹿血中抗衰老物质（卵磷脂、次黄嘌

呤和尿嘧啶）的含量进行了研究，结果表明卵磷脂含

量以生茸期最高，次黄嘌呤和尿嘧啶含量以配种期

最高。王晓松等［１２］对不同生理时期鹿血中ＳＯＤ含

量变化研 究 发 现，ＳＯＤ含 量 以 生 茸 期 最 高。ＧＳＨ－
Ｐｘ是细胞中抗过氧化酶系统中的一种酶，该酶对抗

衰老及保护肝脏起着重要作用［１３－１４］，但目前关于不

同生理时 期 鹿 血 中 ＧＳＨ－Ｐｘ含 量 的 变 化 及 其 纯 化

技术方面的研究尚未见报道。本研究以生茸前期、
生茸期和配 种 期 的 雄 性 东 北 梅 花 鹿 血 液 为 试 验 对

象，测定其溶血液、血细胞内容物、血浆和血细胞细

胞膜中ＧＳＨ－Ｐｘ含量并进行纯化技术研究，为鹿血

抗衰老产品的开发利用及提取提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂

胰蛋白酶（１３　０００ＩＵ·ｍｇ－１）：大 连 保 税 区 联

合博泰生物技术有限公司；考马斯亮蓝Ｇ－２５０和Ｒ－
２５０（无锡日用化工应用研究所）；牛血清白蛋白（中

国医药集团上海化学试剂有限公司）；硫酸铵：（中国

宿州化学试剂 有 限 公 司）；ＥＤＴＡ－２Ｎａ（沈 阳 市 试 剂

三厂）；３０％Ｈ２Ｏ２（天津泰兴试剂厂）；十二烷基磺酸

钠（天 津 化 学 试 剂 三 厂）；二 硫 代 对 二 硝 基 苯 甲 酸

（Ｆｌｕｋａ产品）；以上试剂及其它试剂均为分析纯；叠

氮钠－磷 酸 盐 缓 冲 液：２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＮ３，０．２
ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＥＤＴＡ－２Ｎａ，０．２ｍｏｌ·Ｌ－１　Ｎａ２ＨＰＯ４，

０．２ｍｏｌ·Ｌ－１　ＮａＨ２ＰＯ４；１．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＧＳＨ溶液：

３．０７ｍｇ　ＧＳＨ，以叠氮纳－磷酸盐缓冲液溶解并稀释

至１０．０ｍＬ，需当日配制；偏磷酸沉淀液：ＨＰＯ３１６．７
ｇ，先用蒸馏 水 溶 解 再 加 入ＥＤＴＡ－２Ｎａ　０．５ｇ，ＮａＣｌ
２８０ｇ加蒸馏水至１　０００ｍＬ，用普通滤纸过滤，室温

保存；１．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｈ２Ｏ２：取３０％Ｈ２Ｏ２１５μＬ，
以双蒸水定容至１００ｍＬ，需当日配制；ＤＴＮＢ显色

液：ＤＴＮＢ　２０ｍｇ加１％柠檬酸三钠５０ｍＬ溶解，冰
箱中可保存１月。

１．２　主要仪器设备

移液器（２０、１　０００μＬ，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）；电子分

析天平（ＡＣＣＵＬＡＢ，奥豪斯国际贸易（上海）有限公

司），精度０．０１ｍｇ；低速冷冻离心机（ＧＴＲ１０－１，北

京时代北利离心机有限公司）；紫外可见分光光度计

（ＵＶ－２１０２ＰＣ，尤尼 柯（上 海）仪 器 有 限 公 司）；多 用

脱色摇床（ＴＹ－８０Ｓ，江 苏 海 门 医 用 仪 器 厂）；冷 冻 干

燥机（ＤＳ５－０２０ＮＷ，浙江分析仪器有限公司）；柱层

析系统ＬＫＢ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）；电 泳 仪ＤＹＹ－８Ｃ型 电 泳

仪（北京市六一仪器厂）。

１．３　血样的采集和处理

选择３～７岁，体质量、体况相近，常规饲养条件

下的健康雄性 东 北 梅 花 鹿 共 计１６头，分 别 于２００９
年６月中旬（生茸期，６头）、２００９年１１月上旬（配种

期，５头）和２０１０年３月上旬（生茸前期，５头）用鹿

眠宝３号对梅花鹿麻醉，进行颈静脉采血。
用５０ｍＬ注射器抽取４０～５０ｍＬ血液，并立即

移入已加有０．２ｍＬ肝 素 钠 溶 液（５００ＩＵ·ｍＬ－１）
的８支５ｍＬ离心管内，放于４℃冰盒冷藏，于２ｈ
内送回实验室。试验采集血样共计１６个（生茸期６
个、配种期５个、生茸前期５个）。将血样分为两部

分，一部分用 于 ＧＳＨ－Ｐｘ纯 化，另 一 部 分 按 下 述 方

法制备成溶血液（成分为血浆和血细胞内容物）、血

细胞 内 容 物 稀 释 液、血 浆 和 细 胞 膜 酶 解 液，用 于

ＧＳＨ－Ｐｘ含量的测定。

１．３．１　溶血液 的 制 备　　取１ｍＬ全 血 加 入 等 体

９３１
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积的蒸 馏 水，充 分 混 匀 后 在４℃过 夜，然 后４℃、

３　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，取上层液体即为溶血液。

１．３．２　血 细 胞 内 容 物 稀 释 液 的 制 备　　取１ｍＬ
全血在４℃、３　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，弃去上清

液，得血细胞；向血细胞中加入等体积的蒸馏水，充分

混匀后４℃过夜，然后４℃、３　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５
ｍｉｎ，取上层液体即为血细胞内容物稀释液。

１．３．３　血浆的制备　　取１ｍＬ全血在４℃、３　０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，收集上清液，得血浆。

１．３．４　细胞膜酶解液的制备　　取１ｍＬ全血加入

等体积的蒸馏水，充分混匀后在４℃下过夜，然后在４
℃、３　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，收集沉淀，向沉淀中

加入１ｍＬ胰蛋白酶液体（浓度为１　３００ＩＵ·ｍＬ－１），
在３７℃反应２ｈ，得细胞膜酶解液［１５］。

１．４　样品中ＧＳＨ－Ｐｘ含量的测定方法

对上述 样 品 采 用 ＤＴＮＢ法［１６－２０］进 行 ＧＳＨ－Ｐｘ
含量测定。

１．４．１　配 制 ＧＳＨ 标 准 液　　取０．０、０．４、０．８、

１．２、１．６、２．０ｍＬ　１００μｍｏｌ·Ｌ
－１　ＧＳＨ 溶 液，分 别

加入２．０、１．６、１．２、０．８、０．４、０．０ｍＬ偏磷酸沉淀液，
得到浓 度 分 别 为０、２０、４０、６０、８０、１００μｍｏｌ·Ｌ

－１的

ＧＳＨ标准液。

１．４．２　制作 标 准 曲 线　　向 上 述 ＧＳＨ 标 准 液 中

加０．３２ｍｏｌ·Ｌ－１　Ｎａ２ＨＰＯ４２．５ｍＬ和ＤＴＮＢ　０．５
ｍＬ，显色５ｍｉｎ，用紫外可见分光光度计于４１２ｎｍ
处比色，用双蒸水调零，进行吸光值的测定。根据所

测吸光值制作标准曲线。

１．４．３　样品测定　　对样品进行酶促反应（表１），

３　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清液２ｍＬ，作显色

反应（表２），室温静置１５ｍｉｎ后，在４１２ｎｍ处比色，
蒸馏水调零，测定各管ＯＤ值。

酶活力单位定义：每分钟氧化１μｍｏｌ　ＧＳＨ所需

酶量。按下式进行计算：ＧＳＨ－Ｐｘ活力（Ｕ·ｍＬ－１）＝
（非酶管ＯＤ值－酶管ＯＤ值）×Ａ×稀释倍数

全血中ＧＳＨ－Ｐｘ含 量 的 计 算：取１ｍＬ全 血 在

４℃、３　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，上清液为血浆，下
层为血细胞，用微量移液器测量血浆的体积，计算血

细胞体积。向血细胞中加入等体积的蒸馏水，充分

混匀后在４℃过夜，然后在４℃、３　０００ｒ·ｍｉｎ－１离

心１５ｍｉｎ，测量 血 细 胞 内 容 物 稀 释 液 体 积，计 算 细

胞膜体积。全 血ＧＳＨ－Ｐｘ含 量（Ｕ·ｍＬ－１）＝血 细

胞内容物稀释液体积×血细胞内容物稀释液ＧＳＨ－
Ｐｘ含量＋血浆体积×血浆ＧＳＨ－Ｐｘ含量＋血细胞

细胞膜体积×血细胞细胞膜ＧＳＨ－Ｐｘ含量。

表１　酶促反应过程

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｐｒｏｃｅｓｓ　ｏｆ　ｅｎｚｙｍｅ　ｃａｔａｌｙｓｉｓ

试剂／ｍＬ

Ｒｅａｇｅｎｔ

非酶管（对照管）

Ｃｏｎｔｒａｓｔ

酶管（测定管）

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

１ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＧＳＨ　 ０．４　 ０．４

样品Ｓａｍｐｌｅ　 ０　 ０．４

３７℃水浴反应３ｍｉｎ
１．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｈ２Ｏ２
０．２　 ０．２

３７℃水浴反应３ｍｉｎ

偏磷酸沉淀液 ＭＰＡ　 ４．０　 ４．０

样品Ｓａｍｐｌｅ　 ０．４　 ０

ＭＰＡ．Ｍｅｔａｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ　ａｃｉｄ

表２　显色反应过程

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　ｐｒｏｃｅｓｓ　ｏｆ　ｃｏｌｏｒ　ｒｅａｃｔｉｏｎ

试剂／ｍＬ

Ｒｅａｇｅｎｔ

空白

Ｂｌａｎｋ

非酶管（对照）

Ｃｏｎｔｒａｓｔ

酶管（测定）

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

偏磷酸沉淀液 ＭＰＡ　 １．６　 ０．０　 ０．０
双蒸水ＤＤＷ　 ０．４　 ０．０　 ０．０
上清液Ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ　 ０．０　 ２．０　 ２．０
０．３２ｍｏｌ·Ｌ－１

Ｎａ２ＨＰＯ４
２．５　 ２．５　 ２．５

ＤＴＮＢ　 ０．５　 ０．５　 ０．５

ＭＰＡ．Ｍｅｔａｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ　ａｃｉｄ；ＤＤＷ．Ｄｏｕｂｌｅ　ｄｉｓｔｉｌｌｅｄ　ｗａｔｅｒ

１．５　ＧＳＨ－Ｐｘ的纯化

１．５．１　蛋白质含量　　为了计算纯化倍数，采用考

马斯亮蓝法测定蛋白质含量，按照Ｂｒａｄｆｏｒｄ［２１］的测

定步骤。

１．５．２　硫酸铵盐析范围的选取　　向鹿血溶血液

中加入２倍体积的０．１ｍｏｌ·Ｌ－１　ＰＨ７．４的磷酸缓

冲液（Ａ液），４℃静置２０ｍｉｎ，３　０００ｒ·ｍｉｎ－１冷冻

离心３０ｍｉｎ，上清液为粗提液。分别加不同量的固

体（ＮＨ４）２ＳＯ４ 细 粉 于 粗 提 液 中，使 其（ＮＨ４）２ＳＯ４
饱和度 分 别 为２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、

８０％、９０％、１００％，溶 解 后，４℃静 置５～６ｈ，３　０００
ｒ·ｍｉｎ－１冷冻离心３０ｍｉｎ，弃上清液，收集沉淀溶于５
ｍＬ　Ａ液中，测定不同（ＮＨ４）２ＳＯ４ 饱和度盐析产物的

ＧＳＨ－Ｐｘ含量 及 蛋 白 质 含 量，计 算 酶 活 力 和 纯 化 倍

数，选择沉淀ＧＳＨ－Ｐｘ的最适（ＮＨ４）２ＳＯ４ 饱和度。

１．５．３　ＧＳＨ－Ｐｘ纯化过程　　取鹿血２０ｍＬ，加入
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等体积的蒸馏水，得到溶血液，以１∶２的比例加入

Ａ液，４℃静置２０ｍｉｎ，３　０００ｒ·ｍｉｎ－１冷冻离心３０
ｍｉｎ，收集上清液，向其中加细粉至４０％饱和度，４℃
静置５～６ｈ，３　０００ｒ·ｍｉｎ－１冷冻离心３０ｍｉｎ，弃沉淀

收集上清液，继续向上清液中加入（ＮＨ４）２ＳＯ４ 细粉

至饱和度８０％，于４℃静置１２ｈ，３　０００ｒ·ｍｉｎ－１冷冻

离心３０ｍｉｎ，收集沉淀，将其溶于少量０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１

ｐＨ８．０的磷酸缓冲液中。加入到已经平衡的ＤＥＡＥ
层析柱。用含０～０．５ｍｏｌ·Ｌ－１线性梯度的ＮａＣｌ溶

液进行洗 脱，流 速３０ｍＬ·ｈ－１，收 集 具 有 酶 活 性 的

管，冷冻干燥后，得到ＧＳＨ－Ｐｘ纯品。

１．５．４　鹿血ＧＳＨ－Ｐｘ亚基相对分子质量测定　　
样品用等体积样品缓冲液溶解［２２］，煮沸３ｍｉｎ，用微

量注射器在 电 泳 仪 上 加 样，上 样 量 为１０μＬ。电 压

９０Ｖ，电泳４ｈ，完毕后轻轻撬开 玻 璃 板，用 蒸 馏 水

冲胶面的一端，取下胶片，考马斯亮蓝染色１２ｈ，脱

色，照像，计算其Ｒｆ值。

１．６　数据处理

试验所得数据采用ＳＰＳＳ１７．０进行统计分析，组
间比较采用单因素方差分析。数据用“ｘ±ｓ”表示。

２　结　果

２．１　血细胞内容物、血浆、血细胞细胞膜所占体积

血细胞内容物、血浆、血细胞细胞膜所占体积见

表３。全血中 绝 大 部 分 为 血 浆 和 血 细 胞 内 容 物，两

者体积之和占 全 血 体 积 的９６．７５％，血 细 胞 细 胞 膜

占全血体积的３．２５％，相较于血浆和血细胞内容物

而言，其体积极其微小。

表３　每毫升全 血 中 血 细 胞 内 容 物、血 浆、血 细 胞 细 胞 膜 所

占体积

Ｔａｂｌｅ　３　Ｖｏｌｕｍｅ　ｏｆ　ｂｌｏｏｄ　ｃｅｌｌｓ，ｐｌａｓｍａ　ａｎｄ　ｃｅｌｌ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｉｎ

ｔｈｅ　ｐｅｒ　ｍｌ　ｏｆ　ｗｈｏｌｅ　ｂｌｏｏｄ

全血组分

Ｂｌｏｏｄ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

体积／ｍＬ

Ｖｏｌｕｍｅ

百分比／％

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
血细胞内容物

Ｂｌｏｏｄ　ｃｏｒｐｕｓｃｌｅ
０．４６０±０．００３　 ４５．８５

血浆Ｐｌａｓｍａ　 ０．５１０±０．００４　 ５０．９０
血细胞细胞膜

Ｂｌｏｏｄ　ｃｅｌｌ　ｍｅｍｂｒａｎｅ
０．０３０±０．００２　 ３．２５

２．２　全血中各组分ＧＳＨ－Ｐｘ含量的测定结果

生茸期、配种期、生茸前期的血细胞内 容 物、血

浆、细胞膜酶解液、溶血液、全血的ＧＳＨ－Ｐｘ含量测

定结果见表４。

表４　全血中各组分ＧＳＨ－Ｐｘ含量

Ｔａｂｌｅ　４　ＧＳＨ－Ｐｘ　ｃｏｎｔｅｎｔｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｗｈｏｌｅ　ｂｌｏｏｄ

生理时期

Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｐｅｒｉｏｄ

组分

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

ＧＳＨ－Ｐｘ含量／（Ｕ·ｍＬ－１）

ＧＳＨ－Ｐｘ　ｃｏｎｔｅｎｔ

ＧＳＨ－Ｐｘ所占比例／％

Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ　ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ　ｏｆ　ＧＳＨ－Ｐｘ

生茸期

Ａｎｔｌｅｒ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

血细胞内容物Ｂｌｏｏｄ　ｃｏｒｐｕｓｃｌｅ　 ４　０２５．０９±５４．０３Ｆ　 ９６．８３
血浆Ｐｌａｓｍａ　 １　２２．１１±１．６７Ｂ　 ３．１７

细胞膜酶解液Ｂｌｏｏｄ　ｃｅｌｌ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　 ０．０３±０．４２Ａ　 ０．００
溶血液Ｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇ　ｂｌｏｏｄ　 １　９８４．４０±３５．３７Ｄ　 １００．５７

全血 Ｗｈｏｌｅ　ｂｌｏｏｄ　 １　９７３．０７±２５．４３Ｄ　 １００．００

配种期

Ｓｅｒｖｉｃｅ　ｐｅｒｉｏｄ

血细胞内容物Ｂｌｏｏｄ　ｃｏｒｐｕｓｃｌｅ　 ３　５２２．９０±２４．１７Ｅ　 ９６．７８
血浆Ｐｌａｓｍａ　 １０８．５３±４．４２Ｂ　 ３．２４

细胞膜酶解液Ｂｌｏｏｄ　ｃｅｌｌ　ｍｅｍｂｒａｎｅ －０．５２±０．４７Ａ －０．０２
溶血液Ｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇ　ｂｌｏｏｄ　 １　７５７．０９±４０．１８Ｃ　 １０１．７０

全血 Ｗｈｏｌｅ　ｂｌｏｏｄ　 １　７２７．７４±１２．４６Ｃ　 １００．００

生茸前期

Ｐｒｅ－ａｎｔｌｅｒ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

血细胞内容物Ｂｌｏｏｄ　ｃｏｒｐｕｓｃｌｅ　 ４　００５．４８±３５．６３Ｆ　 ９６．９１
血浆Ｐｌａｓｍａ　 １１８．３３±５．１３Ｂ　 ３．０９

细胞膜酶解液Ｂｌｏｏｄ　ｃｅｌｌ　ｍｅｍｂｒａｎｅ －０．０４±０．８７Ａ　 ０．００
溶血液Ｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇ　ｂｌｏｏｄ　 １　９６８．４３±１１．４５Ｄ　 １０１．３７

全血 Ｗｈｏｌｅ　ｂｌｏｏｄ　 １　９６１．８３±１６．５４Ｄ　 １００．００

同列肩标小写字母不同者表示差异显著（Ｐ＜０．０５）；大写字母不同者表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）

Ｖａｌｕｅ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｔ　ｌｅｔｔｅｒ（ａ，ｂ）ｉｎ　ａ　ｃｏｌｕｍｎ　ｍｅａｎｓ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（Ｐ＜０．０５）；Ｗｉｔｈｉｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｃｏｌｕｍｎ　ｖａｌｕｅｓ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆ－
ｆｅｒｅｎｔ　ｌｅｔｔｅｒｓ（Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ，Ｅ，Ｆ）ｗｅｒｅ　ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（Ｐ＜０．０１）
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　　在同一生理时期内，血细胞内容物ＧＳＨ－Ｐｘ的

含量极显著高 于 血 浆（Ｐ＜０．０１）；血 浆ＧＳＨ－Ｐｘ含

量极显著高于细胞膜酶解液（Ｐ＜０．０１）。不同生理

时期间，血浆 ＧＳＨ－Ｐｘ含 量 虽 以 生 茸 期 最 高，但 各

时期无显著差异（Ｐ＞０．０５）；血细胞内容物、全血和

溶血液ＧＳＨ－Ｐｘ含 量 均 是 生 茸 期 和 生 茸 前 期 极 显

著高于配种期（Ｐ＜０．０１），生茸期和生茸前期无显

著差异（Ｐ＞０．０５）。

２．３　ＧＳＨ－Ｐｘ的纯化结果

用不同饱和度盐析鹿血，离心收集沉淀，溶于磷

酸盐缓冲液，测 定 ＧＳＨ－Ｐｘ含 量 和 蛋 白 质 含 量，计

算出比活力和纯化倍数，结果见表５。从表５可以看

出鹿血ＧＳＨ－Ｐｘ比活力和纯化倍数随（ＮＨ４）２ＳＯ４ 饱

和度的增加而增加，在饱和度４０％～５０％范围内增

加较快，在５０％～８０％饱 和 度 范 围 内 增 加 较 为 缓

慢，在饱和度８０％～１００％范围内开始逐渐下降，但

酶活性仍 较 大。可 见 鹿 血 中 ＧＳＨ－Ｐｘ主 要 集 中 在

４０％～８０％饱和度范围内析出，故选择这一饱和度

作为分离纯化的盐析范围。

ＧＳＨ－Ｐｘ经 过 盐 析 和 柱 层 析 后 纯 化 结 果 见 表

６。初始 比 活 力 为２４．９Ｕ·ｍｇ－１，最 终 比 活 力 为

１　３４７．７Ｕ·ｍｇ－１，纯 化 倍 数 为 ５４．１，回 收 率 为

２５．００％。

２．４　ＧＳＨ－Ｐｘ亚基相对分子质量测定结果

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳图谱 见 图１，显 示 有１条 亚 基

带，分析其亚基相对分子质量为１７．２ｋｕ。

表５　不同饱和度（ＮＨ４）２ＳＯ４ 盐析对酶活性的影响

Ｔａｂｌｅ　５　Ｔｈｅ　ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓａｔｕｒａｔｉｏｎ（ＮＨ４）２ＳＯ４ｓａｌｔｉｎｇ－ｏｕｔ　ｏｎ　ｔｈｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｅｎｚｙｍｅ

饱和度

Ｓａｔｕｒａｔｉｏｎ
０　 ２０　 ３０　 ４０　 ５０　 ６０　 ７０　 ８０　 ９０　 １００

蛋白含量／（ｍｇ·ｍＬ－１）

Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｃｏｎｔｅｎｔ
７９．００　 ８．１４　 ２２．６６　 ３５．８９　 ３９．０４　 ４５．６１　 ５１．４３　 ５５．３２　 ５５．６０　 ５２．１７

酶活／（Ｕ·ｍＬ－１）

Ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ
１　９７３．０７　１２．６６　 １５４．２３　 ６６７．０７　 ９９１．６９　１　１９８．８９　１　４６６．０９　１　７３０．９５　１　５０４．７６　１　２０８．２７

比活力／（Ｕ·ｍｇ－１）

Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ａｃｔｉｖｉｔｙ
２４．９８　 １．５６　 ６．８１　 １８．５９　 ２５．４０　 ２６．２９　 ２８．５１　 ３１．２９　 ２７．０６　 ２３．１６

纯化倍数

Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｍｕｌｔｉｐｌｅ
１．００　 ０．０６　 ０．２７　 ０．７４　 １．０２　 １．０５　 １．１４　 １．２５　 １．０８　 ０．９３

表６　ＧＳＨ－Ｐｘ的纯化

Ｔａｂｌｅ　６　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＧＳＨ－Ｐｘ

纯化步骤

Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｓｔｅｐ

总蛋白／ｍｇ
Ｔｏｔａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ

总活力／Ｕ

Ｔｏｔａｌ　ｅｎｅｒｇｙ

比活力／（Ｕ·ｍｇ－１）

Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

纯化倍数

Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｍｕｌｔｉｐｌｅ

回收率／％

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
溶血液Ｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇ　ｂｌｏｏｄ　 １　５８０　 ３９　４６１．４　 ２４．９　 １．０　 １００．００
盐析Ｓａｌｔｉｎｇ－ｏｕｔ　 ９３．８６　 ２９　８３６．６　 ３１７．９　 １２．７　 ７５．６１
柱层析Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　 ７．３２　 ９　８６５．２　 １　３４７．７　 ５４．１　 ２５．００

图１　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ测定ＧＳＨ－Ｐｘ亚基相对分子质量

Ｆｉｇ．１　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＧＳＨ－Ｐｘ　ｓｕｂｕｎｉｔ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｗｅｉｇｈｔ　ｂｙ　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ

３　讨　论

３．１　全血中ＧＳＨ－Ｐｘ分布

本试验中 所 测 细 胞 膜 酶 解 液 ＧＳＨ－Ｐｘ的 含 量

极微，占全血 ＧＳＨ－Ｐｘ的 比 例 为 万 分 之 一，且 所 得

数值有正有负，表明细胞膜不含ＧＳＨ－Ｐｘ，所得数值

应是试验误差造成，因此在实践应用中可以去除血

细胞细胞膜，而不会降低鹿血的ＧＳＨ－Ｐｘ含量。血

细胞内容物的ＧＳＨ－Ｐｘ含量最高，极显著高于其他

２４１
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组分（Ｐ＜０．０１）；溶血液、全血的ＧＳＨ－Ｐｘ含量极显

著高于血浆（Ｐ＜０．０１）；相 同 时 期 内 溶 血 液 ＧＳＨ－
Ｐｘ含量均 高 于 全 血 ＧＳＨ－Ｐｘ含 量，但 差 异 不 显 著

（Ｐ＞０．０５）。虽 然 血 细 胞 内 容 物 ＧＳＨ－Ｐｘ含 量 最

高，但为了不浪费血浆，应选用溶血液为原料来制作

酶制剂和抗衰老产品。

３．２　不同生理时期全血ＧＳＨ－Ｐｘ含量

３个时期全血ＧＳＨ－Ｐｘ含量：生茸期（１　９７３．０７±
２５．４３）Ｕ·ｍＬ－１；生 茸 前 期（１　９６１．８３±１６．５４）

Ｕ·ｍＬ－１；配种期（１　７２７．７４±１２．４６）Ｕ·ｍＬ－１。生茸

期和生茸前期极显著高于配种期（Ｐ＜０．０１），这可能与

生茸期特殊的体况有关。公鹿的生茸期正值春夏季

节，公鹿在此时期内新陈代谢旺盛，需要大量的蛋白

质、无机盐和维生素。为满足生茸的营养需要，不仅

要供给大量精饲料和青饲料，而且还要提高日粮蛋

白质的含量［２３－２５］。饲料中蛋白质含量的提高为体内

ＧＳＨ－Ｐｘ的生成提供了丰富的原料。在配种期公鹿

性欲旺盛，食欲明显下降，争偶角斗体力消耗较大，
身体变得瘦弱，营养物质缺乏造成全血ＧＳＨ－Ｐｘ含

量减少。曹荣 峰 等［１０］对 不 同 饲 养 时 期 鹿 血 中 卵 磷

脂的含量研 究 表 明，生 茸 期 血 液 卵 磷 脂 含 量 最 高。
在体内，生物膜极易受到机体代谢产生的自由基攻

击而损伤，而卵磷脂是构成生物膜的重要组成成分，
它能减弱细胞膜受到的攻击，保护细胞内容物的活

性，有效提高心、脑组织抗衰老能力，降低过氧化脂

质和脂褐素含量［２６］，因此生茸期鹿血中ＧＳＨ－Ｐｘ含

量的升高，与卵磷脂在此时期的升高密切相关。曹

荣峰等［１１］认为生茸期和配种期机体代谢活跃，导致

其产生的碱基增多；这与本试验的结果不相符合，分
析其原因，可能是生茸期虽然代谢比较活跃，但是由

于其饲料营养较为丰富，使得鹿血ＧＳＨ－Ｐｘ维持在

一个较高的水平，而配种期食入不足，导致ＧＳＨ－Ｐｘ
含量下降。王 晓 松 等［１２］发 现 不 同 生 理 时 期 东 北 梅

花鹿血液ＳＯＤ含量以生茸期最高。这与本试验 的

结果相符合，ＳＯＤ和ＧＳＨ－Ｐｘ均 为 抗 衰 老 酶 类，在

生茸期梅花鹿因生茸需要，体内代谢加快，营养物质

充足，使得ＳＯＤ和ＧＳＨ－Ｐｘ含量达到最高。

３．３　ＧＳＨ－Ｐｘ纯化

本 试 验 中 鹿 血 ＧＳＨ－Ｐｘ 在 ４０％ ～８０％
（ＮＨ４）２ＳＯ４ 饱和度内盐析，再经层析后得到ＧＳＨ－
Ｐｘ　０．３７ｍｇ·ｍＬ－１，比活力１　３４７．７Ｕ·ｍｇ－１，纯

化倍数为５４．１倍，回收率２５．００％。本研究中采用

（ＮＨ４）２ＳＯ４ 作为沉淀剂，是因为自从１９５７年ＧＳＨ－

Ｐｘ被发现以来，人们一直用硫酸铵作为ＧＳＨ－Ｐｘ的

沉淀剂。洪明 光 等［２７］在 对 兔 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶

纯化过程中，首先采用了（ＮＨ４）２ＳＯ４ 沉淀除去杂蛋

白，不过 他 所 采 用 的（ＮＨ４）２ＳＯ４ 沉 淀 液 饱 和 度 为

３０％～５０％，在 梅 花 鹿 的 研 究 中，还 无 人 报 道

（ＮＨ４）２ＳＯ４ 沉淀液饱和度的选取范围，故本试验进

行了（ＮＨ４）２ＳＯ４ 沉淀液饱和度的梯度试验，探索出

鹿血ＧＳＨ－Ｐｘ的（ＮＨ４）２ＳＯ４ 沉 淀 液 饱 和 度 范 围 以

４０％～８０％效 果 最 好，这 可 能 与 不 同 物 种 的 ＧＳＨ－
Ｐｘ结构不同有关。本试验中仅使用了（ＮＨ４）２ＳＯ４
盐析和柱层析分离，结果表明这是一种较理想的纯

化方法。

３．４　ＧＳＨ－Ｐｘ亚基相对分子质量

１９７６年，Ｎａｋａｍｕｒａ报 道 了 大 鼠 肝 脏 谷 胱 甘 肽

过氧化物酶亚 基 的 相 对 分 子 质 量 为１９ｋｕ，且 每 分

子ＧＳＨ－Ｐｘ含有８个半胱氨酸残基，这些半胱氨酸

残基在维持酶活性中起着重要作用，徐蘅等［２８］研究

了人肝谷胱甘肽过氧化物酶，发现其ＧＳＨ－Ｐｘ亚基

相对分子质量为２２ｋｕ，洪明 光 等［２７］报 道 兔 谷 胱 甘

肽过氧化物酶亚基相对分子质量为１９ｋｕ。这些报

道与本试 验 中 测 定 的 鹿 血 ＧＳＨ－Ｐｘ亚 基 相 对 分 子

质量为１７．２ｋｕ这一结果不太符合，这 可 能 是 由 于

不同种属间ＧＳＨ－Ｐｘ结构有一定的差异造成的。

４　结　论

４．１　鹿 血 ＧＳＨ－Ｐｘ主 要 集 中 在 血 细 胞 内 容 物 上，
其所占比例为９６．８４％；血浆仅占３．１６％，细胞内容

物ＧＳＨ－Ｐｘ含量极显 著 高 于 血 浆（Ｐ＜０．０１），而 细

胞膜上不含有ＧＳＨ－Ｐｘ。

４．２　在３个生理时期的溶血液中，生茸期ＧＳＨ－Ｐｘ
含量为（１　９８４．４０±３５．３７）Ｕ·ｍＬ－１，高 于 生 茸 前

期（Ｐ＞０．０５），极显著高于配种期（Ｐ＜０．０１），应选

取生茸期溶血液为原料开发抗衰老产品。

４．３　鹿全血ＧＳＨ－Ｐｘ盐析最适条件为４０％～８０％
饱和 度 的（ＮＨ４）２Ｓ０４，经 柱 层 析 后 得 到 ＧＳＨ－Ｐｘ
０．３７ｍｇ·ｍＬ－１，比活力１　３４７．７Ｕ·ｍｇ－１，纯化倍

数为５４．１倍，回 收 率２５．００％；鹿 血 ＧＳＨ－Ｐｘ亚 基

的相对分子质量为１７．２ｋｕ。
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