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摘 要: 乙醛脱氢酶(ALDH)是一种胞内酶,在从酵母中分离提取 ALDH的过程中,破碎细胞是其

中的关键步骤之一。本文着重考察了自溶、反复冻融、超声波和高压破碎仪的细胞破碎方法对释

放 ALDH的影响。结果表明,用高压破碎仪破碎,酵母细胞破碎率可达到 95 %以上,而且有效地

防止了 ALDH的分解及降解,是一种较为理想的破碎方法。
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Abstract: Aldehyde dehydrogenase (ALDH) is a kind of endoenzyme and cell-breaking is one of the key procedures in the

extraction of ALDH from S.cerevisiae. The effects of different cell-breaking methods including self-dissolving, repetitive

freezing and thawing and ultrasonication and high pressure cracker on ALDH release were studied and compared in this pa-

per. The results showed that cell-breaking by high press cracker was the best methord with its breaking rate above 95 %

and it could effectively prevent ALDH decomposition and degradation.

Key words: microbe; yeast cells; aldehyde dehydrogenase; breaking methods

乙醇在人体内的代谢主要靠体内的两种酶 [1], 一种

是乙醇脱氢酶 ( Alcohol Dehydrogenase, ADH) , 另一种

是乙醛脱氢酶( Aldehyde Dehydrogenase, ALDH)。前者

使乙醇转化为乙醛, 后者使乙醛进一步转化为乙酸,最

终分解为二氧化碳和水。人体中,一般都存在前一种酶,

而且数量基本是相等的。但缺少后一种酶的人就比较

多, ALDH的缺少, 使乙醇不能被完全分解为水和二氧

化碳,而是以乙醛的形式继续留在体内。有资料表明[2],

乙醛在人体内的过渡堆积是醉酒的主要原因。目前 ,

ALDH主要是从动物的肝脏、胰腺或肝细胞线粒体中分

离提取 , 但其资源有限且价格昂贵 , 因此很难大规模生

产。为了拓展 ALDH的来源,国内外科学工作者开始探

索从微生物细胞中提取 ALDH,国外在此方面已做了大

量的工作,并得到活性较高的 ALDH。国内还没有见到

从微生物细胞中提取 ALDH的报道。因此,通过微生物

的发酵、分离纯化 ALDH,具有很大的市场前景。

从酵母中分离提纯 ALDH 是一个较为复杂的过

程 , ALDH 为胞内产物[3], 大部分存在于线粒体中 , 其他

存在于胞液中,首先必须将细胞破壁,使产物得以释放,

才能进一步提取。成熟的酵母菌细胞壁较厚,不易被破

碎 ,而且 ALDH 对温度及酸碱度很敏感 , 容易失活。因

此寻找一种既能高效破碎酵母细胞 , 又能有效维持

ALDH稳定性的方法是非常必要的。本文对自溶、反复

冻融、超声波和高压破碎仪破碎酵母细胞释放 ALDH

进行了较为系统的研究 , 为从酵母中分离提取 ALDH

作准备。

1 材料与方法

1.1 菌株和培养基

菌种 :酿酒酵母 AY92022( Saccharomyces cerevisiae

AY92022)。

斜面培养基:蛋白胨 2 %,酵母膏 1 %,葡萄糖 2 % ,

琼脂 2 %, pH6.0。
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图 1 自溶对蛋白质含量及 ALDH 活性的影响

图 2 冻融对蛋白质含量及 ALDH 活性的影响

液体培养基 : 蛋白胨 0.5 %, 酵母膏 0.3 %, 麦芽汁

0.3 %, pH5.5。

1.2 破碎酵母释放 ALDH的工艺

将酵母菌种接种于斜面培养基中, 在 30℃恒温箱

中培养 12 h,再将菌种接种于液体培养基中,于 30℃恒

温摇床中培养 17 h。取细胞培养液离心 (6000 r/min, 5

min),弃去上清液得到沉淀,用蒸馏水洗涤 2～3次。取菌

体细胞,加入 0.066 mol/L磷酸氢二钠缓冲溶液 ,用 4 种

不同的方法进行细胞破碎,离心后取上清液测蛋白质含

量和乙醛脱氢酶( ALDH)的活力。

1.3 细胞破碎方法

自溶法:在 45℃的恒温水浴锅中自溶 32 h。

冻融法: 在- 80℃下每次冷冻 4 h, 室温下融解 30

min,反复冻融 8次。

超声波法 :在不同时间段、不同功率的实验条件下

进行细胞破碎。

高压破碎仪 :功率为 0.75 kW, 压力为 40 kPa(2700

巴),经 25 s一次性破碎。

1.4 蛋白质含量的测定[4]

采用紫外分光光度计通过比色来测定蛋白质的含

量。

1.5 乙醛脱氢酶( ALDH) 活性的测定[5]

在 340 nm 处测定 ALDH 催化乙醛脱氢生成乙酸

所用的酶量。定义每分钟 A340 nm增加 0.001 为 1 个活力

单位( u)。

2 结果与分析

2.1 自溶法对酵母细胞破碎上清液中蛋白质含量及

ALDH活性的影响

酵母细胞自溶是酵母细胞水解酶类在一定条件下

被活化,而将自身生物大分子降解成基本生物分子的过

程。酵母自溶型[6]主要是原生质的降解外溢,细胞壁通常

只被部分水解。自溶结束后,细胞仍保持完整的轮廓[7]。

图 1 为自溶对蛋白质含量及 ALDH 活性的影响。

从图 1 可知 , 在 0～24 h 之间 , 蛋白质含量和 ALDH 活

力都随时间的增加而增大;在 24～32 h 之间 , 蛋白质含

量和 ALDH活力随时间的增加而降低, 自溶 24 h 时蛋

白质含量和酶活力最大。ALDH大部分存在于酵母细胞

的线粒体中 , 自溶时不能充分释放到胞外 , 从而酶的活

力很低。

2.2 冻融法对酵母细胞破碎上清液中蛋白质含量及

ALDH活性的影响

酵母细胞在- 80℃下冻融 4 h, 再在室温下融解 30

min,反复冻融 8 次,利用细胞内冰粒的形成和细胞液浓

度增高引起溶胀[8],使细胞结构破碎 ,其结果见图 2。由

图 2 可以看出,破碎离心后上清液中蛋白质含量随时间

的增加而增大 , 冻融到 31.5 h 时 , 蛋白质含量的增加不

再明显。因此,结果为 ALDH活力随冻融时间先是增大

后是减小,在 31.5 h时达到最大。

2.3 超声波对酵母细胞破碎上清液中蛋白质含量及

ALDH活性的影响

在固定时间为 10 min 时 , 考察不同功率下的破碎

情况,结果见图 3。从图 3可知,超声波的输出功率对破

碎效果有很大的影响 , 输出功率的增大 , 有利于液体中

空穴[9]的形成 , 产生更多的空化泡 , 使破碎作用增强 , 但

功率提高至 500 W时,蛋白质含量增加已不太明显。在

0～200 W 时酶的活力随功率的增加而增大 , 在 200

W～600 W 时 , 酶的活力有下降趋势 , 说明酶的活性有

损失。从图 3可以看出,功率为 200 W时酶活力最高。

在固定功率为 400 W时,考察不同时间下的破碎情

图 3 超声波破碎功率对蛋白质含量及 ALDH 活性的影响
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况,结果见图 4。由图 4可知,蛋白质含量随时间的增大

而增大 , 但破碎至 24 min 时 , 蛋白质含量增加已不明

显。在 0～20 min 之间 , ALDH 活力随时间的增加而增

大;在 20～32 min 之间 , ALDH 的活力随时间的增大而

下降,说明超声波使部分酶失活。因此,可以得出破碎时

间为 20 min时酶活力最高。

在现有的实验条件下, ALDH的活力很低 , 其原因

是超声波振荡容易引起温度的剧烈上升,小试管外套冰

的降温效果较差 , ALDH 的高级结构遭到破坏 , 因此

ALDH的活性很低。

2.4 高压破碎仪破碎对酵母细胞上清液中蛋白质含量

及 ALDH活性的影响

采用 Constant Systems 公司生产的 one shot 高压破

碎仪破碎酵母细胞。One shot型号是一种用于研究用途

的破碎仪,被广泛用于处理小量样品。能够处理流动、粘

性不能流动的样品。每个循环处理时间是 25 s,每个循

环的处理量与最大的压力有关。本实验采用功率为

0.75 kW、压力为 40 kPa(2700 巴), 经 25 s 一次性破碎 ,

结果见图 5。由图 5可以看出,破碎率能达到 95 %以上。

破碎后的蛋白质含量为 2.892 mg/mL, ALDH 的活力为

27.4 u。

2.5 4种细胞破碎方法的比较( 图 6)

由图 6 可以看出,超声波破碎和反复冻融破碎后的

蛋白质含量及酶的活力均较低,而自溶尽管蛋白质的含

量较高,但酶的活力仍然较低。采用高压破碎仪进行破

碎 , 蛋白质的含量较高 , 而酶的活力大大高于其他的破

碎方法,该方法是一种较为理想的破碎方法。

3 结论

3.1 自溶法破碎酵母细胞 ,表面上看很经济 , 但操作需

要保温设备而且作用时间长 , 条件要求高 , 很难与生产

同步。

3.2 超声波破碎在实验室规模上应用较普遍 , 处理少

量样品时操作简便 , 液量损失少 , 但是超声波产生的化

学自由基团能使某些敏感性活性物质失活。而且大容量

装置的声能传递、散热均有困难。

3.3 冻融法在反复冷冻融化的过程中 , 一些生物活性

物质容易失活 , 而且耗时长 , 冰柜的要求高 , 成本比较

高。

3.4 高压破碎仪能够破碎微生物、动物细胞、植物细胞

及组织 ,只需经一次性破碎,能达到非常好的破碎效果,

并且操作简便,时间短,产生热量少,可最大限度地保持

细胞溢出物的生物活性。
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图 4 超声波破碎时间对蛋白质含量及 ALDH 活性的影响

图 5 酵母细胞破碎前后的对照

 

图 6 4 种破碎方法的比较
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