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摘要:【目的】研究假坚强芽胞杆菌 OF4 中乙醇脱氢酶和乙醛脱氢酶的酶学特性。【方法】通过引物设计，采
用 PCR 技术从嗜碱芽胞杆菌 OF4 的基因组 DNA 中扩增获得乙醇脱氢酶( adh)基因和乙醛脱氢酶( aldh)基
因，构建表达载体，通过异源原核表达，Ni-NTA 柱层析纯化酶蛋白，分析其酶学特性。【结果】乙醛脱氢酶的
最适反应温度为 35℃，最适反应 pH 值为 8. 0，酶蛋白的活力为979. 6 U /mg，其稳定性在 25℃和 35℃下比
45℃稍好;尽管由于乙醇脱氢酶的表达量低而未能纯化获得酶蛋白，但通过双基因共表达及乙醇耐受性实验
发现乙醇脱氢酶也具备较高的催化活性。【结论】成功地从假坚强芽胞杆菌 OF4 中克隆获得了乙醇脱氢酶
和乙醛脱氢酶基因，二者共同作用能够较大提高宿主对乙醇的耐受性。
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乙醇脱氢酶［Alcohol dehydrogenase ( ADH)，
EC 1. 1. 1. 1］是乙醇代谢的重要限速酶之一，通常
以 NAD +，NADP +或 PQQ 为辅酶的含锌金属酶，具
有广泛的底物特异性，是许多有机体中的主要短链
醇代谢的关键酶，能够可逆催化氧化短链醇、芳香醇
等为相应的羧基化合物;乙醛脱氢酶［Aldehyde
dehydrogenase (ALDH)，EC． 1. 2. 1. 3］是生物体内
用于降解乙醛的重要酶类，以 NAD( P) + 为辅酶的
含锌类酶，催化包括乙醇在内的某些以及或二级醇、
醛和酮的脱氢反应。乙醇脱氢酶和乙醛脱氢酶参与
催化乙醇的分解代谢，乙醇通过 ADH 氧化成为乙
醛，乙醛通过 ALDH 氧化成为乙酸，乙酸进入三羧

酸循环最终氧化成二氧化碳和水［1］。乙醇脱氢酶
和乙醛脱氢酶的代谢活性直接影响生物体内乙醇的
代谢，从而对生物体的生理状态产生直接影响。在
人和哺乳动物体内，乙醇脱氢酶与乙醛脱氢酶构成
了乙醇脱氢酶系，参与体内乙醇代谢，将摄入的乙醇
快速分解，减少乙醇对神经系统的危害［2］，避免乙
醛的致癌作用［3］，减小饮酒对身体的危害。

ADH 和 ALDH 广泛存在于微生物、植物和动物
体中［1］，然而目前有关 ADH 和 ALDH 的研究大都
来自人类、动物或酵母等真菌，原核生物中相关酶蛋
白的研究报道还较少。嗜碱假坚强芽胞杆菌
(Alkaliphilic Bacillus pseudofirmus) OF4 是严格需氧
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型、产孢子、革兰氏阳性、运动型杆状细菌，其最适生
长温度是 30℃，最适生长 pH 值为 10. 5［4］，该菌株
的全基因组序列中存在 7 个乙醇脱氢酶编码基因和
10 个乙醛脱氢酶编码基因，这株嗜碱菌为什么存在
这么多乙醇脱氢酶和乙醛脱氢酶基因，这些基因是
否真正具有催化功能，这些问题引起我们极大的兴
趣。本研究从假坚强芽胞杆菌 OF4 中分别克隆获
得 1 个乙醇脱氢酶基因和乙醛脱氢酶基因，基因长
1197bp 和 1359bp，分别编码 399aa 和 453aa，通过表
达载体构建，蛋白表达、优化，表征酶学特性。

1 材料和方法

1. 1 菌株、载体和试剂
大肠杆菌(Escherichia coli) DH12S 用于基因克

隆，大肠杆菌 BL21 (DE3)用于蛋白表达，假坚强芽
胞杆菌 OF4 由中科院微生物所马延和研究员惠赠;
表达载体 pET-22b( + )购自 Novagen(Germany)，TA
克隆载体 pMD-18T 购自大连宝生物工程公司。

Taq DNA polymerase，ExTaq DNA polymerase，
dNTP，T4 DNA ligase 和限制内切酶等购自大连宝生
物工程公司;DNA 凝胶回收和质粒提取试剂盒购自
Omega 公司;NADH 购自 Sigma 公司(美国)，其他试
剂均为分析纯。希夫试剂参考 Conway 等发表的文
献配制［5］。
1. 2 实验所用引物

根据 NCBI 公布的假坚强芽胞杆菌 OF4 中乙醇
脱氢酶基因(Accession no． YP_003426466)和乙醛脱
氢酶基因(Accession no． YP_003427049)的核苷酸序
列设计引物(表 1)，表中以下划线、斜体和灰色背景
表示的字母为限制内切酶 NcoI，XhoI 和 NdeI 的识别
位点;通用引物 Rv-M 和 M13-47 用于目的基因检测。
引物由生工生物工程(上海)有限公司合成。

表 1． 本实验所用引物

Table 1． Primers used in this study
Primers Sequence(5'→3') Description
Adh-F01 GCCATGGATGCGTATATGCTATTC' adh cloning
Adh-R01 GCTCGAGCTCTTTAATTAAATGATA adh cloning
Aldh-F01 GCATATG TTTACGTCTTTACGAG aldh cloning
Aldh-R01 GCTCGAGATTAAATAATTTACGCAG aldh cloning
Rv-M GAGCGGATAACAATTTCACACAGG Universal primer［6］

M13 － 47 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC Universal primer［6］

The underlined，italic and grey background stands for restriction enzyme
recognition sequences of NcoI，XhoI and NdeI，respectively．

1. 3 目的基因的克隆和表达载体构建
以假坚强芽胞杆菌 OF4 的基因组 DNA 为模

板，分别以 Adh-F01 和 Adh-R01，Aldh-F01 和 Aldh-
R01 为引物对进行梯度 PCR 筛选最适退火温度，反
应条件为:94℃ 4 min;94℃ 45 s，50 ± 10℃ 1 min，
72℃ 2 min，25 个循环;72℃ 10 min。PCR 产物由
0. 8%琼脂糖凝胶电泳检测并确定最适退火温度。
在最适退火温度下 PCR 扩增目的 DNA。

扩增所得 DNA 片段由 0. 8% 琼脂糖凝胶电泳
分离、纯化，与 TA 克隆载体 pMD-18T 连接，构建
pMD-Adh 和 pMD-Aldh 质粒。对测序正确的质粒分
别用限制性内切酶 NcoI 和 XhoI，NdeI 和 XhoI 进行
双酶切获得目的 DNA 片段，与经相同酶切处理的载
体 pET-22b ( + ) 连接构建表达质粒 pET-Adh 和
pET-Aldh。
1. 4 ADH 和 ALDH 蛋白的提取和纯化

将表达载体 pET-Adh 和 pET-Aldh 分别转入大
肠杆 菌 BL21 ( DE3 ) 中，经 过 预 培 养，加 入
0. 8 mmol /L IPTG 诱导培养 6h，收集菌体，将菌体重
新悬浮于细胞裂解液，利用超声破碎法裂解菌体，离
心分离获得细胞上清。

将细胞上清液与 50% Ni-NTA resins(Qiagen)在
4℃充分结合 (1 h);以洗涤液 (含咪唑50 mmol /L)
洗涤 3 次，洗去未吸附的杂蛋白;目的蛋白质由洗脱
液(含咪唑250 mmol /L)洗提 4 次。所得蛋白经透
析法除去高浓度的咪唑，保存于 － 80℃待用，透析液
为10 mmol /L磷酸盐缓冲液(pH 8. 0)。

由 SDS-PAGE 法检测蛋白质的纯度，以 Bio-Rad
蛋白测定试剂盒Ⅱ ( Bio-Rad Protein Assay)测定蛋
白质浓度，BSA(2. 0 mg /mL)为蛋白标准品。
1. 5 乙醇脱氢酶活性鉴定

采用乙醛指示平板法定性鉴定乙醇脱氢酶
ADH 的活性［7］，乙醇脱氢酶能将乙醇转化为乙醛，
乙醛与希夫试剂反应，显紫红色。将重组菌株和空
载体菌株接种到乙醛指示平板(含100 μg /mL Amp，
0. 1 mmol /L IPTG，200 μL无水酒精及150 μL无菌希
夫试剂的 LB 固体培养基)，37℃倒置培养过夜。
1. 6 乙醛脱氢酶活性鉴定

采用分光光度计法测定 ALDH 酶蛋白活性［8］，
依次取 0. 1 mL 20 mmol /L β-NAD，0. 02 mL酶液，
Na2 HPO4-KH2 PO4缓冲溶液 (终浓度为50 mmol /L，
pH 8. 0)，加蒸馏水补至0. 9 mL并充分混匀，加入反
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应底物乙醛0. 1 mL(40% )开始反应，在340 nm波长
下检测吸光度的变化(每个点做 3 组平行计算平均
值)。酶活性定义为每分钟 340 nm下吸光度变化
0. 01 所需的酶量定义为 1 个活力单位(U)［8］。
1. 6. 1 ALDH 最适 pH 测定:选用伯瑞坦-罗宾森

( Britton-Robinson， pH 6. 5 － 10. 5，终 浓 度

20 mmol /L)缓冲溶液作为反应液［9］，于恒定温度下

测定酶蛋白的活性，筛选其最适反应 pH 值。

1. 6. 2 ALDH 最适温度测定:在最适 pH 值下，于

20 mmol /L伯瑞坦-罗宾森缓冲液中测定不同反应温

度(10℃，15℃，20℃，25℃，30℃，35℃，40℃，45℃，

50℃，55℃，60℃和 65℃ )下的酶蛋白活性，筛选其

最适反应温度。

1. 6. 3 ALDH 温度稳定性测定:在最适 pH 下，

20 mmol /L伯瑞坦-罗宾森缓冲液中，将酶蛋白分别

于 25℃，35℃和 45℃下温浴，测定不同温度下温浴

后酶蛋白的残余活性，分析其热稳定性。

1. 7 酒精耐受性实验

利用化学转化法将表达载体 pET-Adh 转入大

肠杆菌 BL21(DE3)中，挑取单一菌落培养于含相应

抗生素的液体培养基中，采用 CaCl2法制备感受态

细胞;随后将 pET-Aldh 转入上述感受态细胞中，构

建双基因共表达体系。挑取菌落 (含 2 个表达载

体)于液体培养基中 37℃预培养至 OD600约 0. 5 时，

加入诱导剂 IPTG(终浓度 1mmol /L)及无水酒精(终

浓度分别为 0%，1%，5%，10%，15% )，继续培养并

检测菌体的生长情况。以含单一载体 pET-22b

( + )、pET-Adh 及 pET-Aldh 的菌株作为对照。

1. 8 核酸序列测定和分析

核酸序列分析所用引物为通用引物 M13 － 47

和 Rv-M［5］，核酸序列由华大基因公司(北京)测定。

序列同源性分析采用 BLAST 程序进行 DNA 和氨基

酸序列同源搜索。

2 结果和分析

2. 1 目的基因的克隆和表达载体构建

以 B． pseudofirmus OF4 的基因组 DNA 为模板，

利用设计的 2 对引物，通过梯度 PCR 筛选确定基因

adh 和 aldh 的最佳退火温度分别为 49. 2℃ 和

50. 4℃。在最佳退火温度下通过 PCR 扩增成功获

得了目的基因，扩增产物片段约为1. 2 kb( adh)和

1. 4 kb(aldh)，与预期大小相符。

PCR 产物与 TA 克隆载体 pMD-18T 连接产物经

蓝白斑筛选和菌落 PCR 筛选分别获得了含目的基

因的阳性菌落，序列测定发现克隆所得基因 adh 和

aldh 与 GenBank 中假坚强芽胞杆菌 OF4 乙醇脱氢

酶和乙醛脱氢酶基因序列完全一致(100% )，说明

目的基因克隆成功。

经过 BlastX 检索发现假坚强芽胞杆菌 ( B．

pseudofirmus) OF4 中乙醇脱氢酶 ( ADH ) 与来自

Desulfosporosinus orientis DSM 765 中乙醇脱氢酶的氨

基酸同源性最高为 63% ( NCBI accession no． YP _

004970899)，与来自 Zymomonas mobilis ZM4 的乙醇

脱氢酶的同源性为 38% (PDB no． 3OWO)［10］，与来

自 Thermotoga maritima 的乙醇脱氢酶的同源性为

34% (PDB no． 1NHD)［11］。来自假坚强芽胞杆菌的

乙醇脱氢酶的金属离子结合位点是 Asp-210、His-

214、His-279、和 His-293，其活性中心则由 Asp-54，

Gly-112，Ser-114，Asp-117，Lys-120，Phe-154，Thr-

155，Gly-157，Lys-176，Tyr-177，Leu-195，Ile-203，Asp-

210，His-214，His-279，His-283，His-293 等构成，与来

自 D． orientis DSM 765 的乙醇脱氢酶基本一致。

B． pseudofirmus OF4 中乙醛脱氢酶 (ALDH)与

来自耐盐嗜碱芽胞杆菌(Bacillus halodurans) C-125

中乙醛脱氢酶氨基酸同源性最高为 65% ( NCBI

accession no． NP _ 241731. 1 )，与来自挪威大鼠

(Norway rat)乙醛脱氢酶的同源性为 44% (PDB no．

1AD3)［12］，与来自 Pseudomonas aeruginosa 的乙醛脱

氢酶的同源性为 32% ( PDB no． 2WOX)［13］。来自

假坚强芽胞杆菌的乙醛脱氢酶可能的 NAD 结合位

点是 Pro-111、Asn-113，Glu-139，Val-168，Gly-186，

Ser-284，Arg-286，His-287，Arg-290，Val-331 和 Phe-

333，活性中心由 Asn-113、Glu-208、Gly-239 和 Cys-

242 组成(NCBI accession no． YP_003427049. 1)，与

来自 B． halodurans C-125 的乙醛脱氢酶基本一致。

通过限制内切酶酶切处理从所构建的质粒

pMD-Adh 和 pMD-Aldh 中获得目的 DNA 片段，并与
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经相应酶切处理的表达载体 pET22b( + )连接后转

入大肠杆菌 DH12S 中，通过菌落 PCR 筛选获得阳

性菌落，提取所得的质粒经进一步双酶切验证，从图
1-A 可以看出，除了在 6kb 附近有 DNA 条带外，在
1. 2kb 附近有清晰的目的 DNA 条带，说明表达载体
pET-Adh 构建成功。同样从图 1-B 中可以看到在
6kb 及 1. 4kb 附近均有清晰的目的 DNA 条带，说明

表达载体 pET-Aldh 构建成功。

图 1． 表达载体酶切鉴定及菌落 PCR 鉴定图

Figure 1． Restriction enzyme analysis of expression vectors

and colony-PCR analysis of co-expression recombinant． A:

expression vector pET-Adh; B: expression vector pET-

Aldh; C and D: recombinant with co-expression vectors

pET-Adh and pET-Aldh; Lane 1 stands for gene Adh，Lane

2 stands for gene aldh，Lane M stands for DNA marker．

2. 2 酶蛋白的表达和纯化

表达载体 pET-Adh 和 pET-Aldh 分别转入大肠

杆菌 BL21(DE3)中，通过预培养及诱导剂 IPTG 诱

导 6h，收集的菌体经过超声破碎、离心分离，细胞裂

解液上清通过 Ni-NTA 亲和层析法纯化蛋白。从图
2 第 1、2 泳道看出，在 44kDa 附近，细胞裂解液的上

清及沉淀中仅有较弱的蛋白条带，裂解液上清通过
Ni-NTA 亲和层析柱纯化时并没有得到目的蛋白，说

明乙醇脱氢酶表达不成功;从图 2 第 3 泳道可以看

出，在 44kDa 上方有明显且单一的蛋白条带，与乙

醛脱氢酶的理论分子量 50879Da 接近，说明乙醛脱

氢酶成功表达，且表达量较大，蛋白纯化效果较好。

图 2． 乙醇脱氢酶和乙醛脱氢酶蛋白纯化的 SDS-

PAGE 分析

Figure 2． SDS-PAGE analysis for alcohol dehydrogenase

and aldehyde dehydrogenase． Lane 1， cell lysis of

recombinant with plasmid pET-Adh; lane 2，precipitate of

recombinant with plasmid pET-Adh; M，marker; lane 3，

purified protein ALDH．

2. 3 乙醇脱氢酶的活性鉴定

将含质粒 pET-Adh 及 pET-22b( + )的重组子划

线培养于乙醛指示平板，实验结果发现重组菌株和

对照菌株显色差异不明显，或许是由于乙醛指示平

板存在较强的背景色［7，14］，导致通过这种方法难以

判断含质粒 pET-Adh 重组子是否具有乙醇脱氢酶

催化活性。

2. 4 乙醛脱氢酶活性分析

根据 340 nm 波长下吸光度的变化量测定
ALDH 酶蛋白的活性［8］。

2. 4. 1 ALDH 最适 pH:测定酶蛋白在不同 pH 缓

冲液中的相对活性发现其最适反应 pH 为 8. 0(图 3-

B)，当 pH 值高于或低于 8. 0 时，随着 pH 值偏离
8. 0，酶蛋白的相对活性急剧下降;当 pH 小于 6. 5

或大于 10. 5 时，ALDH 的相对活性接近于零。

2. 4. 2 ALDH 最适反应温度:在最适 pH 8. 0 下，测

定不同温度下酶蛋白 ALDH 的相对活性，结果见图
3-A，随着温度的升高，酶活性逐渐升高，当温度达到
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35℃时，ALDH 活性达到最高，超过 35℃后，随着温

度继续升高，酶蛋白相对活性迅速降低，当温度达到
65℃时酶活完全丧失。

在最适反应温度 35℃及最适 pH8. 0 下，测得每

毫克 ALDH 蛋白的活力为 979. 6 ± 13. 8U。

2. 4. 3 ALDH 温度稳定性:在 20 mmol /L伯瑞坦-

罗宾森缓冲液 ( pH 8. 0 ) 中，分别于 25℃、35℃ 和
45℃下考察酶蛋白的温度热稳定性，结果见图 3-

C。在最初 1h 内，酶蛋白 ALDH 在最适温度 35℃

下保持较高活性;随着温度处理时间的延长(超过
1h)，在 3 个温度下酶蛋白的残余活性均随之呈现

下降趋势，25℃和 35℃下酶活性下降缓慢，35℃下

酶蛋白的残余活性渐渐低于 25℃下的残余活性，

在 45℃下酶蛋白的活性下降最显著，在 45℃保温

处理 5h 后，其催化活性几乎完全丧失，这些说明

了酶蛋白在常温状态是比较稳定，且随着温浴时

间的延长，温度越低，酶蛋白的热稳定性相对较

好。

图 3． 乙醛脱氢酶酶学特性

Figure 3． Characterization of ALDH． A: Optimal temperature; B: Optimal pH; C: Thermostability．

2. 5 双基因共同作用下酒精耐性的分析

将质粒 pET-Adh 和 pET-Aldh 相继转入宿主
BL21(DE3)中，重组子通过菌落 PCR 验证发现在
1. 2kb(图 1-C)和 1. 4kb (图 1- D)处均有明亮的
DNA 条带，说明双基因共表达体系构建成功。

重组子经过预培养至 OD600达到 0. 4 左右时，加

入终浓度为1 mmol /L的诱导剂 IPTG，观察菌株在不

同酒精浓度下的生长情况。在没有任何酒精抑制条

件存在下，所有菌体均生长正常，含空载体 pET-22b

( + )的菌株与其它菌体相比长势较好(图 4-A);当

酒精浓度为 1%时，含双质粒 pET-Aldh、pET-Adh 的

菌体长势超过了含空载体 pET-22b 的重组子，在 4

个菌中长的最快，但是整体看来所有菌体生长都没

有明显受到抑制(图 4-B);当酒精浓度达到 5%时，

尽管所有菌体生长都受到一定程度的影响，不过相

对而言，含有双基因 adh 和 aldh 的共表达菌体长势

最好，一直处于增长期，而其他菌体长势缓慢，甚至

在培养 13h 后即相继进入了衰亡期(图 4-C);当酒

精浓度达到 10%，所有菌体的生长都受到了很大的

影响并相继进入了衰亡期，但是含有双基因 adh 和

aldh 的菌体仍然表现出一定的酒精耐受能力，进入
衰亡期也比其他菌株稍晚一些(图 4-D)。这些现象
说明了酶蛋白 ADH 和 ALDH 均成功表达，双基因共
表达有效地提高了重组子降解酒精的能力，从而使
该菌表现出较好的乙醇耐受性;而含 pET-Adh 的重
组子即使能够成功表达获得乙醇脱氢酶，但是乙醇
的降解产物乙醛对菌体的毒性抑制了菌体的正常生
长;同样，仅含 pET-Aldh 的重组子则受高浓度乙醇
的抑制而不能正常生长。

此外，当酒精浓度为 15% 时，所有菌株几乎没
有明显的生长现象(结果未显示)，这个结果可能由
两方面原因导致，一、由于乙醇浓度过高，菌体的生
长受到抑制，进而导致基因无法正常表达;二、由于
乙醇脱氢酶和乙醛脱氢酶无法正常表达，也就无法
降低高浓度的乙醇或其代谢产物给菌体带来的毒
害。因此，即使是含有双基因的重组子，在高浓度的
乙醇下，最终也和其他重组子一样无法正常生长。

3 讨论

乙醇在体内代谢的中间产物乙醛能与 DNA 形
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图 4． 重组子酒精耐受性
Figure 4． Viability of recombinant in different ethanol concentration． (A) Alcohol，0% ; (B) Alcohol，1% ; (C) Alcohol，5% ;

(D) Alcohol，10% ． AA，with plasmid pET-Ahd＆pET-Aldh; 22b，with pET-22b( + ) ; Adh，with plasmid pET-Ahd; Aldh，with

plasmid pET-Aldh．

成加合物，降低 DNA 的修复能力，造成 DNA 损伤和

基因突变。在人和哺乳动物体内乙醇脱氢酶
(ADH)和乙醛脱氢酶(ALDH)共同构成乙醇脱氢酶

系，参与体内乙醇代谢。然而，人类种族或个体的差

异，一些人体内缺少乙醇脱氢酶，饮酒后酒在体内代

谢缓慢，聚集体内大量的乙醇就会影响中枢神经系

统正常工作;当体内缺少乙醛脱氢酶时，则由于血液

中乙醛代谢缓慢而蓄积，使人在酒后产生恶心、昏迷

等症状，严重甚至会引起组织癌变［15］。此外，根据

新闻报道，酒驾肇事是我国当前交通事故三大主要

原因之一，2012 年 1 － 7 月因酒驾所致的道路交通

事故中，我国平均每天有 5 人死亡。如果在解酒药

中添加适量 ADH 和 ALDH，可以迅速使乙醇最终转

变为乙酸，减小饮酒对身体的危害，减少酒驾肇事

案例的发生。因此，乙醇脱氢酶和乙醛脱氢酶在预

防和治疗酒精性疾病等方面具有较大的开发潜

力［3，16 － 17］。在环境保护方面，则可以利用乙醇脱氢

酶和乙醛脱氢酶处理乙醇废液，减少因为乙醇废液

的大量排放而造成的环境污染以及生态破坏［18］。

但是由于从动、植物体内提取这些酶的成本非常高，

制约了这些酶的生产，而乙醇、乙醛脱氢酶在微生物

中分布广泛，易于培养，成本低廉，因此从微生物中

克隆获得相关酶蛋白基因，深入研究其酶学特性，为

预防、治疗各种酒精性疾病以及相关产品的开发具

有重要意义［1，19］。

本文从原核生物假坚强芽胞杆菌中分别克隆获

得了 1 个乙醇脱氢酶和乙醛脱氢酶基因，并成功表

达获得了乙醛脱氢酶，该酶蛋白的最适反应温度为
35℃，最适反应 pH 值为 8. 0，每毫克蛋白的活力为
979. 6 U，酶蛋白在常温下能保持较好的稳定性，超

过 45℃则容易受温度和作用时间的影响而很快失

去活性。本文没有成功表达获得乙醇脱氢酶，对其

基因进行密码子偏好性分析发现，基因中含有较多

的非偏爱密码子 ATA，AGG，AGA 和 CGA，且在起始

密码子 + 2 位存在非偏爱密码子 ATA，在 + 6 位存

在非偏爱密码子 AGG，陈明杰等指出，大肠杆菌非
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偏爱密码子位于起始密码子的 + 2 到 + 5 位，将会明

显降低外源蛋白的表达［20 － 21］，这或许是本研究未能

获得可溶性酶蛋白 ADH 的原因所在。尽管如此，本
研究通过构建乙醇脱氢酶和乙醛脱氢酶双基因共表

达体系，重组子在 10%乙醇浓度下依然表现出较好

的乙醇降解能力，说明所克隆的两个基因均具有较

好的催化活性，重组子的乙醇耐受性接近于目前已

知最高的嗜热细菌厌氧芽胞杆菌 Anoxybacillus sp．

WP06，该菌在 60℃ 15% 的乙醇胁迫下仍能够生

长［22］。通过优化乙醇脱氢酶密码子，进一步探索酶

蛋白的最佳表达条件，纯化获得乙醇脱氢酶，利用乙

醇脱氢酶和乙醛脱氢酶共同作用，将能更好地发挥
其乙醇降解能力，从而减少过度饮酒给人体带来的

伤害。
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Cloning， expression and characterization of alcohol
dehydrogenase and aldehyde dehydrogenase from Bacillus
pseudofirmus OF4
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1 College of Life Science，Hebei Normal University，Shijiazhuang 050024，China
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Abstract:［Objective］ To clone and characterize the alcohol dehydrogenase ( ADH ) and aldehyde dehydrogenase
(ALDH) from Bacillus pseudofirmus OF4． ［Methods］ Genes of adh and aldh were cloned by PCR; expression vectors
pET-Ahd and pET-Aldh were constructed and expressed in Escherichia coli BL21 ( DE3 ) ． After Ni-NTA column
chromatography purification，the protein was characterized． ［Results］The optimal temperature and pH of ALDH was 35℃
and 8. 0，the specific activities of ALDH was 979. 6 U /mg protein，the thermostability at 25℃ and 35℃ was better than
at 45℃ ． Although the expression level of ADH was too low to purify，but it was found that ADH had high catalytic
activities by experiments of co-expression and ethanol tolerance． ［Conclusion］ Adh and aldh from B． pseudofirmus OF4
were cloned successfully． Co-expression of double genes could greatly increase the host strain on ethanol tolerance．
Keywords: Bacillus pseudofirmus OF4，alcohol dehydrogenase，aldehyde dehydrogenase，ethanol tolerance，co-expression
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