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[摘要 ] � 研究了嗜热厌氧乙醇菌 (Therm oanaerobac ter ethan ol icus ) JW200中乙醇代谢途径的关键酶之一乙酰

CoA依赖型的乙醛脱氢酶 ( acetaldehyd e dehydrogen ase, ALDH, EC 1�2�1�10 )的纯化.结果表明,经 DEAE Sepha�

rose Fast F low阴离子交换层析、两次为 30%与 80%硫酸铵盐析和相应盐浓度的 Bu ty l- H IC疏水层析、TOYOPE�

ARL HW - 55F分子筛层析等提纯步骤,可得到电泳纯的 ALDH,其提纯倍数为 910倍,得率为 7% .由 SDS�PAGE

和梯度 PAGE测得全酶由 4个亚基组成,全酶相对分子质量为 360 000,亚基相对分子质量为 100000.
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Abstract: A aceta ldehyde dehydrogenase ( CoA�acety la ting) w hich is one o f the key enzym es o f the a lco�

ho lm etabo lic pathw ay w as pur ified from Thermoanaerobacter ethano licus JW 200 through follow ing steps:

① ion exchange chrom atography on DEAE�Sepharose Fast F low, ② amm on ium su lfate fractionation w ith

saturation 30% and hydrophob ic in teraction chrom atography on Butyl- H IC, ③ amm onium su lfate frac�

tionation w ith saturation 80% and hydrophob ic interac tion chrom atography on Bu ty l�H IC, ④ ge l filtration

on TOYOPEARL HW - 55F. The pur ified enzyme showed a sing le band on SDS�po lyac ry lam ide ge l e lec�

tropho resis w ith a pu rifica tion o f 910 fo ld, and a y ie ld o f 7% . The mo lecu la rw e ight o f the subun it and

the w ho le enzyme w ere estim ated by SDS�PAGE and g radation PAGE as 100 000 and 360 000, respective�

ly.
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0� 引言

乙醛脱氢酶 ( aceta ldehyde dehydrogenaseALDH )广泛地存在于真核生物和原核生物中,根据对辅酶的

依赖性可以分为 3类
[ 1 ]
: ( 1) CoA非依赖型,需要 NAD ( P)

+
. 广泛分布于动物、植物、酵母和细菌中; ( 2)

CoA依赖型,不需要 NAD ( P)
+
. 存在于一些细菌中; ( 3)酰化 CoA依赖型,需要 NAD ( P)

+
.仅在几种细菌,

一种绿藻及一种鱼中发现.

嗜热厌氧乙醇菌 (Thermoanaerobacter ethanolicus) JW 200是一种革兰氏阳性高温厌氧细菌,能利用廉价
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的淀粉、木聚糖等为底物发酵, 产生乙醇和 CO2为主的代谢产物
[ 2]
. 由于它具有工业生产乙醇的潜力,国

际上对该菌的研究既有利用传统的发酵技术提高乙醇产量,也有通过分析乙醇代谢途径的各种关键酶深

入研究其代谢机理
[ 3- 5]

.

乙酰 CoA依赖型的 ALDH( EC 1�2�1�10)是嗜热厌氧乙醇菌 JW200中的乙醇代谢途径的关键酶之

一.它催化以下反应: 乙酰 CoA + NADH→乙醛 + CoA + NAD
+
+ H

+
.然后,乙醛被乙醇脱氢酶催化生成乙

醇.该菌株中的乙酰 CoA依赖型的 ALDH未见报道.但嗜热厌氧乙醇菌 39E中的乙酰 CoA依赖型的 AL�
DH在 1994年 Zeikus等报道过在厌氧条件下利用特异性亲和柱对其进行了纯化与定性

[ 5 ]
.未见报道嗜热

厌氧乙醇菌中存在其它类型的 ALDH.为了深入了解嗜热厌氧乙醇菌 JW200中的乙醇代谢途径,填补国内

对此类酶研究的空白,本文首次报道了在非厌氧状态下,主要利用离子交换层析、疏水层析和凝胶过滤层

析对乙酰 CoA依赖型的 ALDH的纯化研究.

1� 材料与方法

1�1� 材料
1�1. 1� 菌株
� � 嗜热厌氧乙醇菌 Thermoanaerobacter ethanolicus JW 200 ( ATCC 31550)由美国佐治亚大学微生物系

J. W iege l实验室惠赠.

1�1�2� 化学试剂
乙酰 CoA、NAD、NADH购自 Roche公司. DEAE Sepharose Fast F low为 Amersham产品; Buty l- H IC为

B IO - RAD公司产品; TOYOPEARL HW - 55F为 SOTOHAAS公司产品.

1�2� 方法
1�2�1� 培养基和培养条件
� � 嗜热厌氧乙醇菌的培养方法见参考文献 [ 2] . 2%的接种量培养 30 L发酵液, 69� 培养 15 h.

1�2�2� ALDH的酶活测定方法
1mL酶活测定体系中含 50 mmo l/L Tris- C l ( pH8�0, 65� ) ; 0�5mmo l/L NADH; 5mmol /L DTT;

0�5mmol /L乙酰 CoA和酶. 加乙酰 CoA前,反应体系于 65� 预保温 10m in, 以排除其它与 NADH偶联的

氧化还原酶的干扰,再加乙酰 CoA反应 15m in,确保 NADH的氧化是与乙酰 CoA偶联, 冰浴终止反应.计

算 NADH在 340 nm处读数的降低值.空白对照用等体积的去离子水代替乙酰 CoA. 酶活定义以 1 �mo l/

m in的速率氧化 NADH为一个酶活单位.

1�2�3� 蛋白浓度的测定和蛋白电泳

用 B radford法
[ 6]
测定蛋白质质量浓度.以小牛血清白蛋白为标准蛋白. SDS�PAGE和梯度 PAGE电泳

按参照文献 [ 6]进行.

1�2�4� ALDH的纯化
酶的纯化按以下步骤完成,所有操作在常温空气中进行.缓冲液 A ( 20mmo l /L Tris- C l pH 8�0; 10%

( v /v )甘油、5mmo l /L DTT、0�02% 叠氮钠 )煮沸排除 O2,充 N2的条件下冷却.

( 1) 制备粗酶液:细胞离心收集,缓冲液重悬后用高压细胞破碎仪在 1. 03 � 105 kPa压力破壁. 40 000

�重力离心力 1 h,上清为粗酶液.

( 2) DEAE Sepharose Fast F low 阴离子交换层析: 粗酶液上用缓冲液 A平衡的阴离子柱 ( 2�5 �
27 cm ) .用 0~ 0�3mo l /L N aC l浓度梯度洗脱,流速 6mL /m in, 6mL /管收集. 检测酶活和蛋白浓度.收集有

酶活的管.

( 3) 硫酸铵盐析Ⅰ与 Buty l- H IC疏水层析Ⅰ:对上一步的酶液做 30%的硫酸铵沉淀, 离心后收集上

清.沉淀中无酶活. 上清液泵入用缓冲液 B (缓冲液 A中添加 2 mo l /L硫酸铵 )平衡好的疏水柱 ( 1�5 �
9 cm ) ,流速 1mL /m in,收集不能与填料结合的流出蛋白液. ALDH在该盐离子浓度下不能与疏水柱结合,

存在于流出液中.

( 4) 硫酸铵盐析Ⅱ与 Buty l- H IC疏水层析Ⅱ:对上一步的酶液做 80%的硫酸铵沉淀, 离心后收集上

清.沉淀中仅有少量酶活. 上清液上用缓冲液 C(缓冲液 A中添加 4�5mol /L硫酸铵 )平衡好的疏水柱 ( 1�5
�79�
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� 9 cm ) ,流速 1mL /m in,进行 4�5~ 2mo l/L硫酸铵梯度洗脱. 2mL /管收集, 检测每管酶活和蛋白浓度.收

集有酶活的管.超滤浓缩酶液至终体积约 2mL.

( 5) TOYOPEARL HW - 55F分子筛层析:酶液上用缓冲液 D (缓冲液 A中添加 0�15mol /L NaC l)平衡

分子筛层析柱 ( 2�5 � 75 cm ) ,流速 0�6mL /m in, 2mL /管进行收集.检测酶活性和蛋白浓度,把每管有酶活

的蛋白进行 SDS- PAGE检测,经检测后将单一蛋白条带的管合并备用.

2� 结果与讨论

2�1� ALDH的分离纯化
� � 国外已报道的来源于其它物种的酰化 CoA依赖型的 ALDH的纯化均是在厌氧环境下利用特异性亲

和柱实现纯化的
[ 5, 7, 8]

, 这是由于此类酶的巯基易被 O2氧化而导致酶失活.本实验受条件限制,在非厌氧

条件下利用常规的柱层析等分离纯化技术从嗜热厌氧乙醇菌 JW200的胞内蛋白中分离纯化得到此类 AL�
DH,比活为 18�2U /mg,纯化倍数为 910倍,高的纯化倍数是由于酶在纯化过程中不断失活,另外 ALDH酶

量较少.厌氧条件下利用特异性亲和柱纯化的菌株 39E中的 ALDH,其比活为 16U /mg, 纯化倍数为 142

倍.非厌氧环境中酶的保护主要依靠 DTT.酶在含 DTT的缓冲液中冰上可以维持活性 6~ 7 d. 已失活的酶

在厌氧环境中存放过夜可以部分恢复活性.这也表明主要是氧化导致酶的失活.

DEAE Sepharose阴离子交换层析中, ALDH在盐离子浓度约 90mmol /L处洗脱, 但未形成独立的峰.

利用 ALDH疏水性较弱的特点,采取了 2次硫酸铵沉淀结合疏水层析的策略.第一次 2mol /L硫酸铵的浓

度下, ALDH不与疏水柱结合, 去除了大量结合到柱上的杂蛋白. 第二次 4�5mo l /L硫酸铵的浓度下, ALDH

与柱结合,洗脱时,酶活集中在第一个峰. 超滤浓缩酶液, 超滤中 DTT浓度小于 5mmo l /L时, 酶活丧失加

剧,补加 DTT, 可改善酶失活情况.分子筛层析中,酶活集中在第一个峰, 用 SDS�PAGE检验纯度, 得到纯

酶.各步纯化情况见表 1和图 1.纯酶用来转膜测定蛋白 N端序列,已经克隆出其基因,结果另文发表.

表 1� 嗜热厌氧乙醇菌 JW 200中乙醛脱氢酶的纯化

Table 1� Purifica tion of the ALDH from T. ethano licus JW 200

纯化步骤 蛋白总量 /m g 活性 /U 比活性 / (U /m g) 纯化倍数 得率 /%

粗酶液 2 380 47. 6 0. 02 1 100

DEAE Sepharose Fas tF low阴离子交换层析 47 29. 5 0. 6 30 62

Butyl�H IC疏水层析Ⅰ 18 16. 8 0. 9 47 35

Butyl�H IC疏水层析Ⅱ 2. 6 13. 8 5. 3 266 29

TOYOPEARL HW - 55F分子筛层析 0. 2 � 3. 6 18. 2� 910 7

2�2� ALDH的相对分子质量
纯化的 ALDH在 SDS�PAGE上呈现一条带, 亚基相对分子质量约为 100 000(见图 1, 7号泳道 ). 在

3% ~ 30%的梯度 PAGE电泳中,纯化的 ALDH全酶相对分子质量约为 360 000(见图 2) ,表明 ALDH全酶

可能是由 4个亚基组成.该结果与报道的菌株 39E中的 ALDH情况一致.
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3� 结论

本研究纯化的 ALDH属于 NAD、酰化 CoA依赖型的氧化还原酶, 胞内含量少, 易氧化失活,这给纯化

带来了很大的困难.采用常规柱层析技术等从嗜热厌氧乙醇菌 JW 200的胞内蛋白中分离纯化得到易氧化

失活的 ALDH, 比活为 18�2U /mg, 纯化倍数为 910倍. SDS�PAGE显示酶的亚基相对分子质量约为 100

000,梯度 PAGE显示全酶相对分子质量约为 360 000,可能是由 4个亚基组成.
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