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摘 要： 利用超声波破碎、硫酸铵分级盐析以及 DEAE-32 阴离子交换层析等方法提取了酿酒酵母胞浆内的乙醛

脱氢酶（ALDH），并对其酶学性质进行了研究。结果表明，经过 DEAE-32 交换层析后得到的 ALDH 酶液，纯化倍数

为 11，产率为 17 %，酶的最适反应温度为 25℃，最适 pH 在 7.0～7.5 之间。
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Abstract: Cytosolic Aldehyde dehydrogenase （ALDH）was extracted from Saccharomyces cerevisiae by using ultrasonication, ammonium sulfate
fractionation and ion exchange chromatography on DEAE-32, and the properties of ALDH were studied. The results showed that the yield of
11-fold purified ALDH by DEAE-32 exchange chromatography is 17 %, the optimum reaction temperature of ALDH is at 25 ℃, and the opti-
mum pH value is between 7～7.5.
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在人体中，乙醛脱氢酶（ALDH）能够将乙醛转化为

乙酸，将乙醛及时代谢出体外，从而减少乙醛对人体的伤

害。 研究发现，50 %的亚洲人携带无活性的乙醛脱氢酶，
大量饮酒后肝脏内大量累积的乙醛可能会引起酒精引导

性肝损伤[1]、食管癌、口咽喉癌等多种疾病[2]。 因此，利用

乙醛脱氢酶作为解酒药，是较好的解酒方法。自然界中乙

醛脱氢酶的含量很少，从动植物体内提取成本很高，而微

生物具有易于培养、培养周期快等优点，因而从微生物中

提取乙醛脱氢酶具有很大的市场前景， 在国外已有对此

酶的提取纯化研究，但在国内却极少有报道[3]。
酿酒酵母中 ALDH 有两种存在方式。 一种存在于线

粒体中，另一种则在胞质中。 其主要有两种激活方式，一

种是 Mg2+ 激活的，NADP+ 依赖的胞质酶，另一种是葡萄

糖抑制的，NAD(P)+ 依赖的，K+ 激活的线粒体酶。 胞质内

的 ALDHs 包括 ALDH6，ALDH2 以及 ALDH3 3 种同工

酶[4]。 由于在葡萄糖生长条件下，酵母中乙酸的产生主要

由胞质内 ALDH6 将乙醛氧化形成， 其次由于胞浆的破

碎易于线粒体的破碎，因而本文主要利用超声波破碎、硫

酸铵分级盐析以及 DEAE-32 阴离子交换层析对胞浆内

的 ALDH 进行初步提取及其酶学性质研究。

1 材料与方法

1.1 材料

菌 株 ： 酿 酒 酵 母 Saccharomyces cerevisiae （SICC
2.48）购自四川省工业微生物菌种保藏管理中心。 NADP+

购自厦门星隆达试剂公司。 DEAE-32 为 Whatman 产品；
蛋白 Marker 为 TransGen Biotech 产品。
1.2 方法

1.2.1 培养基和培养条件

将酿酒酵母培养至酵母蛋白胨葡萄糖培养基（YPD）
中， 其培养基组成含有 2 %葡萄糖、2 %蛋白胨、1 %酵母

提取物。 在 28℃孵育箱中培养 19 h。
1.2.2 ALDH 的酶活性测定方法

参照文献[5，6]的测定方法：2.5 mL 酶活性测定体系

中含 0.1 mol/L Tris-HCl （pH7.5）；5×10-4 mol/L NADP+；
0.1 mol/L MgCl2；2×10-3 mol/L 乙醛和酶。 加入酶之前先
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将反应体系于 25℃水浴箱中温浴 20 min， 然后加入同

条件温浴的酶液 0.1 mL，立即计时，在连续 5 min 内，每

隔 1 min 读取 340 nm 处的吸光度值， 直至每分钟吸光

度增大值达到稳定为止。 将 25℃、pH7.5 时每分钟产生

1 μmol NADPH 所需的酶量作为一个酶活性单位。
1.2.3 蛋白浓度的测定和蛋白质电泳

用 Bradford 法测定蛋白质质量浓度，以牛血清白蛋

白为标准制作标准曲线。 ALDH 的分子量以及纯度的鉴

定采用 SDS-PAGE 电泳[7]。
1.2.4 ALDH 的纯化

酶的纯化按以下步骤完成：
①粗酶液的制备：酵母细胞离心收集，按质量体积比

（细胞 / 缓冲液）1∶3 加入 0.05 mol/L 磷酸缓冲液（pH7.0）
后， 将样品置于冰浴中， 使用超声波细胞破碎仪进行破

碎，超声功率 150 W，超声时间 5 s，间隙 8 s，破碎总时间

为 39 min，将其于 4℃、10000 r/min 条件下离心 15 min，
收集上清液， 作为粗酶液测定 ALDH 酶活力及蛋白含

量。
②硫酸铵分级沉淀： 将粗酶液先用 40 %饱和度的硫

酸铵沉淀，留取上清液，再将其上清液用 90 %饱和度的硫

酸铵沉淀，去掉上清液，将沉淀物用 0.01 mol/L 磷酸缓冲

液（pH7.0）溶解，透析后测定 ALDH 酶活力和酶的得率。
②DEAE-32 交换层析 ： 将获得的 ALDH 酶透析液

上 样 置 于 用 0.01 mol/L 磷 酸 缓 冲 液 （pH7.0） 平 衡 的

DEAE-32 柱中（2.6 cm×26 cm），先用相同缓冲液洗涤杂

蛋白， 再用 0.25 mol/L NaCl 和 0.01 mol/L 磷酸缓冲液

（pH 为 7.0）进行梯度洗脱，流速为 1.6 mL/min，用紫外监

测仪在线监测 280 nm 处的紫外吸收， 收集蛋白峰部分，
测定其酶活性及蛋白含量。 将酶活部分用 0.01 mol/L 磷

酸缓冲液（pH 7.0）进行透析。

2 结果与分析

2.1 纯化条件

2.1.1 超声破碎时间的确定

超声波细胞破碎仪在功率为 150 W， 超声时间 5 s，
间隙时间 8 s 作为一个循环，连续破碎 13 min、26 min、
39 min、52 min 和 65 min， 然后分别在 4℃、10000 r/min
条件下离心 15 min，收集上清液，测定不同破碎时间的

ALDH 酶活力和蛋白质含量。 其结果见图 1。
从图 1 可看出，当超声破碎时间为 39 min 时，ALDH

的活性达到一定，进一步破碎蛋白含量会逐渐增高，但是

活性比会逐渐下降。 因此，超声破碎时间选择为 39 min。
2.1.2 硫酸铵饱和度的确定

将 12 g 酿酒酵母制成 48 mL 粗酶液, 分成 8 管，分

别用不同饱和度的硫酸铵沉淀，留取沉淀，用 0.01 mol/L
磷酸缓冲液（pH7.0）溶解，透析后测定 ALDH 酶活力和

蛋白含量。
不同硫酸铵饱和度下， 透析得到的 ALDH 酶液，测

定酶活力，其结果见表 1。

从表 1 可看出，在硫酸铵饱和度为 90 %时，其比活

性最高，而在饱和度为 40 %以下时，没有酶活性，其比活

性为 0。 为尽量减少杂蛋白含量，提高 ALDH 纯度，因而

本研究对粗酶液首先用 40 %饱和度的硫酸铵沉淀，留取

上清液，除掉部分杂蛋白后，再将其上清液用 90 %饱和

度的硫酸铵沉淀，弃上清液，沉淀用 0.1 nol/L 磷酸缓冲

液（pH7.0）溶解，透析备用。
2.1.3 DEAE-32 交换层析

取 10 g 酿酒酵母菌， 按上述优选的条件超声裂解

后，将粗酶液进行分级沉淀，沉淀透析后的 ALDH 酶液

加入 DEAE-32 阴离子交换柱中进行层析，检测酶活和

蛋白浓度，收集有酶活的试管。 ALDH 分离纯化结果见

表2。

根据表 2 可知，经(NH4)2SO4 分级沉淀和 DEAE-32

图 1 超声波破碎时间的优选
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阴离子交换层析后，ADLH 的纯化倍率提高了 11 倍，酶

得率为 17 %。
2.2 酶的理化性质

2.2.1 酶的纯度及分子量测定

分别取 ALDH 粗酶液、 硫酸铵分级沉淀透析后的

ALDH 酶液、DEAE-32 柱层析洗脱酶液透析浓缩后进行

SDS-PAGE 电泳，电泳结果见图 2。

层析后的 ALDH 酶液电泳后，在 58 kDa 左右都有一

条共有的条带，而在 50 kDa~30 kDa 仍有一些杂带，但是

较粗酶液和硫酸铵分级沉淀后的电泳区带明显减少。
2.2.2 酶的最适反应温度

将纯化的酶液，在 15℃、25℃、35℃、45℃、55℃和

65℃下测定酶活性，以标准温度（25℃）下测得的酶活为

100 %，测定不同温度下的相对酶活，确定酶反应的最适

温度。 测定结果见图 3。 酶的最适反应温度为 25℃。

2.2.3 酶的最适反应 pH
将纯化的酶液， 分别在 pH 为 5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、

8.0、8.5 和 9.0 的 0.1 mol/LTris-HCl 缓冲液中，25℃测定

酶活性，以标准条件下（0.1 mol/LTris-HCl, pH7.5）测得的

酶活为 100 %，计算其相对酶活，确定酶反应的最适 pH。
测定结果见图 4。 酶反应的最适 pH 在 7.0～7.5 之间。

3 结论

3.1 通过超声波破碎、硫酸铵分级盐析以及阴离子交换

层析得到了纯化倍数 11 的 ALDH 酶液， 得率 17 %，利

用该方法得到的酶液，是依赖 NADP+ 的胞浆酶，其最适

反应温度为 25℃，最适 pH 在 7.0～7.5 之间。
3.2 层析后的 ALDH 酶液电泳后， 在 58 kDa 左右都有

一条共有的条带， 而在 50 kDa～30 kDa 仍有一些杂带，
但是较粗酶液和硫酸铵分级沉淀后的电泳区带明显减

少。
3.3 乙醛脱氢酶广泛分布于自然界中，但是其含量却很

低，利用微生物大量发酵来提取 ALDH，可减少提取成

本，并且能较快得到 ALDH 粗酶。 但是，要获得 ALDH
电泳的单一纯化区带还需要进一步纯化研究。
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1. DEAE-32 阴离子交换层析； 2. 40 %硫酸铵沉淀后上清液

再 90 %沉淀； 3.超声波破碎后的粗酶液

图 2 ALDH 的 SDS-PAGE 电泳

图 4 pH 对 ALDH 活性的影响

图 3 温度对 ALDH 活性的影响
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