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摘 要： 比较了双水相萃取和 DEAE-离子交换层析对纯化酿酒酵母中的乙醇脱氢酶的效果。实验结果表明，经

(NH4)2SO4 分级沉淀和 DEAE-32 阴离子交换层析后，ADH 的纯化倍率为 4.47 倍，回收率为 32.15 %。经(NH4)2SO4

分级沉淀和双水相萃取的酶液，ADH 的纯化倍率为 10.69 倍，回收率为 53.36 %。双水相萃取方法简单，纯化倍率和

回收率优于(NH4)2SO4 分级沉淀和 DEAE-32 阴离子交换层析，可用于乙醇脱氢酶的纯化。
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Comparing Aqueous two-phase Extraction with DEAE-32 Chromatography on
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Abstract: Effectiveness of two processes was compared with aqueous two-phase extraction and ion exchange chromatography on DEAE-32 on
purification of alcohol dehydrogenase from Saccharomyces cerevisiae. The results showed：By ion exchange chromatography on DEAE-32 and
aqueous two-phase extraction, the ADH was purified 4.47 fold with a final yield of 32.15 % and 10 fold with a final yield of 53.36 % respectively.
The aqueous two-phase extraction has a simple process, at the same time, purification factor and activity recovery are higher than ion exchange
chromatography on DEAE-32. It is a good processe on purification of alcohol dehydrogenase.
Key words: analysis method；Saccharomyces cerevisiae; alcohol dehydrogenase; purification; aqueous two-phase extraction

乙醇脱氢酶 (ADH) 广泛存在于人和哺乳动物的肝

脏、植物组织及微生物细胞中，是广泛专一性的含锌金属

酶，以 NAD+ 为辅酶，催化伯醇和醛之间的可逆反应[1]。乙

醇脱氢酶可以作为化工生产中的优良生物催化剂， 也广

泛应用于生物传感器领域[2]。
目前乙醇脱氢酶的分离和纯化多采用盐析法、 色谱

法、有机溶剂沉淀等方法，但是，大部分方法都包含很多

的步骤，复杂、耗时，很难在大范围内应用。盐析法沉淀蛋

白，是一种 传 统 方 法 [3]，其 方 法 简 单，操 作 简 便，成 本 很

低。但是盐析后蛋白质的纯化倍率很低，所以常常要结合

离子交换层析进一步纯化。离子交换层析上样量大，纯化

倍率高，但是再生复杂、耗时，会导致样品稀释。双水相萃

取（ATPE）根据蛋白质在两相中的分配系数不同，可以选

择性地分离所需要的酶或者蛋白质，具有回收率高、易于

操作、蛋白质不容易失活的特点[4]，不仅能够用于实验室

纯化蛋白质，也可以用于进行大规模生产，因此，正越来

越被重视。为纯化酿酒酵母中乙醇脱氢酶，笔者比较了双

水相萃取和 DEAE-32 阴离子交换层析法的纯化效果。

1 材料与方法

1.1 仪器和试剂

TY96-Ⅱ超声波细胞破碎仪 （上海比朗仪器有限公

司）；HH-S 恒温水浴锅（金坛市恒丰仪器厂）；Model J2-
21 Centrifuge（BECKMAN）；THZ-C 恒温振荡器（江苏太

仓市实验设备厂）；SPX-150-Ⅱ生化培养箱（上海贺德实

验设备有限公司）。
辅酶 I（NAD+）（厦门星隆达试剂公司）；牛血清白蛋
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白（厦门星隆达试剂公司）；DEAE-32（Whatman）。
1.2 方法

1.2.1 菌株、培养基和培养条件

菌 株 ： 酿 酒 酵 母 （Saccharomyces cerevisisae）
SICC2.48 (购自四川省工业微生物菌种保藏中心)。

YPD 复合培养基：酵母提取物 10 g、胰蛋白胨 20 g、
葡萄糖 20 g，加入 1 L 蒸馏水中，于 0.056 MPa、30 min 湿

热灭菌。
酿酒酵母用 YPD 液体培养基培养，置于 180 r/min、

30℃恒温振荡培养 19 h 后， 到达对数期。 将菌悬液于

6000 r/min 离心，沉淀用蒸馏水清洗 2 遍后得到酵母菌。
1.2.2 粗酶液的制备

将酵母用 0.01 mol/L 磷酸缓冲液（pH7.0）重新悬浮，
充分混匀。用超声波（150 W，5 s×180 次，每次间隔 8 s）破

碎，于 10000 r/min、离心 20 min。 上清液即为粗酶液。
1.2.3 蛋白质浓度的测定

采用考马斯亮蓝 G-250 法 [5]，以牛血清白蛋白为标

准制作标准曲线。
1.2.4 乙醇脱氢酶（ADH）活性的测定

采用瓦勒霍赫法 [6]。 测定体系为：焦磷酸钠缓冲液

1.5 mL，乙醇溶液 0.50 mL 和 NAD+ 溶液 1.0 mL，25℃恒

温水浴 20 min，加入同条件预热的酶溶液 0.10 mL，在连

续 5 min 内，每隔 1 min 读取 340 nm 处的吸光度，直至

每分钟吸光度增大值达到稳定为止。
酶的活性单位定义： 一个乙醇脱氢酶活性单位相当

于在 25℃、pH8.8 条件下，每分钟还原 1 mol NAD+ 时所

需的量。
乙醇脱氢酶的活性用下面的公式计算：

ADH（U/mL）＝ （A340/min）（3）（△F）
（6.22）（0.1）

式中：3 是反应总体积； F 是稀释倍数；6.22 是 NADH 摩尔消光系

数；0.1 是酶体积。

1.2.5 双水相萃取

采 取 PEG20000/K2HPO4 系 统， 先 制 作 PEG20000/
K2HPO4 系统的相图。 然后根据相图，称取 PEG20000 和

K2HPO4 加入到粗酶提取液中， 充分混合 15 min 后，于

3000 r/min，离心 10 min，分层后，量取上相的体积，分别

做蛋白含量和酶的活性测定。
1.2.6 DEAE-32 离子交换层析

柱长 24 cm，内径 1.0 cm；起始缓冲液为 0.01 mol/L
磷酸缓冲液（pH7.0）；极限缓冲液为含有 1 mol/L NaCl 的

0.01 mol/L 磷 酸 缓 冲 液（pH7.0）；流 速 为 1.6 mL/min，收

集各蛋白组分，测定蛋白含量及 ADH 活性。

2 结果与分析

2.1 硫酸铵饱和度的优选

将 9 g（湿 重）酿 酒 酵 母 按 照 体 积 重 量 比 (1∶3)加 入

0.01 mol/L 磷酸缓冲液（pH7.0），进行超声破碎，离心得

粗酶，用 1 N 盐酸调 pH 值为 5.6，静置 30 min 后，再以

12000 r/ min、离心 20 min，沉淀溶解后测酶活及蛋白含

量， 上清 液 逐 级 加 入 不 同 饱 和 度 的 硫 酸 铵， 调 pH 为

5.6，静 置 30 min，以 12000 r/ min 离 心 20 min，沉 淀 用

0.01 mol/L 磷酸缓冲液（pH7.0）溶解后测酶活及蛋白含

量，结果见表1。

从表 1 中可以看出，ADH 总活性和比活性在 40 %
硫酸铵饱和度之前很低，而在 80 %硫酸铵饱和度时总活

性和比活性也下降，因此将粗酶液先进行 40 %硫酸铵沉

淀后，弃去沉淀，上清液用 80 %硫酸铵进行沉淀，沉淀用

0.01 mol/L 磷酸缓冲液（pH7.0）重新溶解。
2.2 DEAE-32 阴离子交换层析

将 1 g 酿酒酵母菌超声破碎后得到 3 mL 粗酶液，按

上述优选的盐析方法进行硫酸铵分级沉淀， 沉淀透析后

的 ADH 酶液加入 DEAE-32 阴离子交换柱中进行层析，
收集有活性的蛋白峰， 透析后测量 ADH 活性和蛋白含

量。 以上纯化步骤结果见表 2。

根 据 表 2 可 以 看 出 ， 经 (NH4)2SO4 分 级 沉 淀 和

DEAE-32 阴离子交换层析后，ADH 的纯化倍率为 4.47
倍，回收率为 32.15 %。
2.3 PEG20000/K2HPO4 体系中 PEG20000 浓度的优选

在总量为 10 g 的双水相体系中固定 17 %（w/w）的

K2HPO4、10 %（w/w）粗酶液，然后分别和 4 %（w/w）、8 %
（w/w）、12 % （w/w）、16 % （w/w）、20 % （w/w） 的
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PEG20000 混合，离心后，测量每个 PEG 浓度下，上相中

的蛋白含量和乙醇脱氢酶的活性，并计算比活性，结果见

图 1。

从图 1 中可以看出， 随着 PEG20000 浓度的增高，
ADH 比活性在逐渐升高，在 12 %PEG 浓度时达到最大，
然后开始下降， 所以双水相体系中 PEG20000 的浓度选

择 12 %（w/w）。
2.4 PEG20000/K2HPO4 体系中 K2HPO4 浓度的优选

在 总 量 为 10 g 的 双 水 相 体 系 中 固 定 12 % （w/w）
PEG、10 %（w/w）粗酶液，分别与 12 %、16 %、20 %、24 %
和 26 %的 K2HPO4（w/w）混合，离心后，测量每个 K2HPO4

浓度时的上相中的蛋白含量和乙醇脱氢酶的活性， 并计

算比活性，结果见图 2。

从图 2 中可以看出，当 K2HPO4 浓度小于 16 %时，随

着 K2HPO4 浓度的增高， 上相中 ADH 比活性在逐渐升

高，当 K2HPO4 浓度大于 16 %时，随着 K2HPO4 浓度的增

高，上相中 ADH 比活性在逐渐降低，所以双水相体系中

K2HPO4 的浓度选择 16 %（w/w）。
2.5 双水相萃取乙醇脱氢酶

将粗酶液用 40 %硫酸铵分级沉淀后，上清液用优选

的双水相萃取条件：12 %PEG20000、16 % K2HPO4 配 制

双水相体系，混匀后以 3000 r/min 离心 10 min，测定上相

中的蛋白含量和酶活性，结果见表 3。

根据表 3 可以看出， 经过 40 %(NH4)2SO4 沉淀和双

水 相 萃 取 后，ADH 的 纯 化 倍 率 为 10.69 倍， 回 收 率 为

53.36 %。

3 结论

传统的离子交换层析步骤费时，操作比较复杂，而且

要在低温下进行，需要一定的仪器，而双水相具有操作简

单、可以在室温下进行等优点，可以减少纯化过程中酶的

失活。本研究通过两种不同纯化方法的比较，发现双水相

纯化方法的纯化倍数（10.69 倍）和回收率（53.36 %）比传

统的离子交换层析纯化方法高。 并且双水相萃取方法简

单，更适合乙醇脱氢酶的纯化。
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图 1 PEG 浓度的优选

图 2 K2HPO4 浓度的优选
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洋河首季销售同比增长 34.7 %
本刊讯：江苏洋河酒厂股份有限公司干部职工面对宏观经济形势变化和白酒市场新的竞争环境，切实贯彻理清思路、转变方

式、忠实执行的销售工作要求，全方位加大工作力度，提高营销水平，实现了今年首季销售开门红。一季度，该公司销售收入在上年

度高基数基础上同比增长 34.7 %。
2009 年 1～3 月，蓝色经典实现销售同比增长 50 %，在销售总额中所占比例达 65.4 %，同比提升 6.54 %，公司吨酒售价同比增

加了 1.23 万元。（小小）
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