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工业生物技术                                                               

酿酒酵母乙醇脱氢酶 2 (ADH2) 基因的克隆表达及活性

验证 

于孟斌，智庆文，徐莉，赵创新，陈高云，姜永超，刘敏 
防化指挥工程学院生物防护教研室，北京 102205 

摘  要: 为了从酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae 中克隆出乙醇脱氢酶 2 (Alcohol dehydrogenase 2，ADH2) 基因并使

之在大肠杆菌中高效表达。以酿酒酵母细胞中提取的总 RNA 为模板，通过反转录获得酿酒酵母乙醇脱氢酶 2 基因，连

接到表达载体 pTAT 上，得到重组表达质粒 pTAT-ADH2，将此重组质粒转化到大肠杆菌 BL21 中，重组工程菌株经 IPTG

诱导表达得到 ADH2 蛋白。将该蛋白纯化后，在体外进行活性检测和小鼠体内进行毒理试验，检测 ADH2 的酶活性。

测序结果表明克隆的基因与 GenBank 中所报道的 adh2 基因序列有 90％的同源性，经 SDS-PAGE 电泳分析，目的蛋白

得到了有效表达，蛋白条带扫描分析表明，表达量占总蛋白的 50％左右，纯化得到的蛋白在小鼠体内进行毒理试验，

显示出一定的活性。酿酒酵母 adh2 基因的克隆正确，不仅在大肠杆菌中进行了高效表达而且表现出了较好的酶活性。 
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Abstract:  In order to clone and express alcohol dehydrogenase II (ADH2) gene from Saccharomyces cerevisiae in E. coli BL21 
(DE3) efficiently, we extracted the total RNA as template and obtained ADH2 gene by RT-PCR and connected ADH2 gene to pTAT 
plasmids to gain recombinant expression plasmid pTAT-ADH2, then transformed this recombinant expression plasmid pTAT-ADH2 
into E. coli BL21 (DE3). The recombinant was induced by IPTG to express ADH2. After purification, ADH2 activity was tested in 
vitro and toxicologic test was done in mouse. Sequence test showed that the acquired fragments exhibited 90% homology to ADH2 
gene sequence from GenBank report. The target gene expressed efficiently and took up to approximant 50% of total protein by 
SDS-PAGE and band scanning analysis. The purified protein exhibited the identified activity through biochemical test and mouse 
toxicological test. As a result, the acquired ADH2 gene was highly homology to the published sequence and expressed at a high level 
in E. coli BL21 (DE3), more importantly, ADH2 proved to have ethanol dehydrogenase activity. 
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当人体内大量摄入乙醇后，会引起精神的麻痹， 导致自身不能自控，容易引起突发事故。长期大量
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的饮酒，会引起脂肪肝、脑神经的损伤、生殖系统

萎缩导致的不育症，孕妇饮酒还会导致胚胎发育畸

形、骨质疏松症以及视神经的损伤等酒精性疾病[1-5]。

乙醇的危害越来越引起人们的关注，如何解决这一

普遍存在的问题，国内外专家从乙醇在体内的代谢

途径和致病机理方面进行了探索，了解了乙醇的代

谢机制。酿酒酵母乙醇脱氢酶 2 是酿酒酵母中重要

的乙醇氧化酶，它能够将乙醇氧化成乙醛 [2]，在乙

醛脱氢酶的作用下转变成乙酸，最后转变成乙酰辅

酶 A 进入三羧酸循环。本研究克隆了酿酒酵母乙醇

脱氢酶 2 基因，并在大肠杆菌中进行表达，期望能

够得到有活性的 ADH2，为进一步研究乙醇的有效

分解奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  菌株和载体 

酿酒酵母 YS2 (二倍体) 由本实验室保存；E. 

coli BL21(DE3)和 E. coli DH5α购自天根生物科技有

限公司；克隆载体 pGEM-T 购自欣经科生物技术有

限公司；表达载体 pTAT 由本实验室保存。 

1.1.2  培养基 

YPD 培养基 (1％酵母膏，2％蛋白胨，1％葡萄

糖) 用于培养酿酒酵母细胞；LB 培养基 (1％蛋白

胨，0.5％酵母粉，1％ NaCl，pH 7.0) 用于培养大

肠杆菌，固体 LB 培养基添加 1.5％琼脂。 

1.1.3  酶和试剂 

Taq DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶、dNTPs 和

EcoRⅠ、NdeⅠ内切酶购自大连 TaKaRa 公司；

DEPC、饱和酚、氨苄青霉素、IPTG、X-gal 等试剂

购自欣经科生物技术有限公司。 

1.2  实验方法 
1.2.1  adh2 基因的克隆 

首先从酿酒酵母中提取总 RNA，然后设计引物

用 RT-PCR 的方法扩增得到 adh2 基因。在设计上下

游引物时，分别在正义链、反义链引入 EcoRⅠ、

NdeⅠ酶切位点，引物序列如下： 

正义链：5'-GGCTCATATGGAATTCAGTTCTA 

TTCCAGAAACTC-3'；反义链：5'-GCGGCCGCTT 

ATTTAGAAGTGTCAAC-3'。 

PCR 反应条件为：94℃预变性 5 min；94℃变性

1 min，55℃退火 30 s，72℃延伸 1.5 min，35 个循

环；最后 72℃延伸 10 min。 

1.2.2  表达载体 pTAT-ADH2 的构建 

将 RT-PCR 获得的 DNA 片段连接至载体

pGEM-T 上，经酶切和测序验证后将其连接到表达

载体 pTAT 上。构建过程如图 1 所示。 

1.2.3  ADH2 蛋白的诱导表达 

将构建好的表达载体 pTAT-ADH2 转化到大肠

杆菌 BL21 中，同时转化 pTAT 空质粒作为阴性对照。

挑取能够在含有氨苄青霉素的固体培养基上生长的

单菌落，转接到含 100 μg/mL Amp 的 LB 培养液中，

37℃振荡培养过夜，然后按 1:100 接种到新鲜的 LB

培养液中，37℃振荡培养至 A600 约为 0.5 时，加入

IPTG 至终浓度为 1 mmol/L，诱导表达 5 h。取一定

体积菌液，8000 r/min 离心 5 min，收集菌体，用 PBS

缓冲液重悬，分别取 15 μL 菌液与等体积上样缓冲

液混匀，沸煮 10 min 后进行 SDS-PAGE 凝胶电泳。 

1.2.4  表达产物 ADH2 的活性检测 

获得 ADH2 表达产物后，将沉淀产物进行溶

解，通过中空纤维柱进行纯化，根据 ADH2 蛋白分

子量大小为 38.4 kDa，选择用 20~50 kDa 的中空纤

维柱对目的蛋白进行初步纯化，SDS-PAGE 检测纯

化情况。 

 

图 1  表达载体 pTAT-ADH2 的构建 
Fig. 1  Construction of expression plasmid pTAT-ADH2. 
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根据瓦勒-霍赫法[6]在体外测定乙醇脱氢酶的活

性，乙醇脱氢酶在有β-烟酰胺腺嘌呤二核苷酸氧化

形式 (NAD+) 存在的弱碱范围内，催化乙醇的脱氢

反应生成乙醛。在25℃保温过程中NAD+会变成其还

原形式NADH，这种变化可以通过分光光度计于

340 nm处测定吸光度增大的情况来跟踪这一反应。以

蛋白复性液 (50 mmol/L Tris-HCl，pH 8.0，50 mmol/L 

NaCl，5 mmol/L还原型谷胱甘肽，1 mmol/L氧化型

谷胱甘肽，3.5 mol/L尿素) 为对照进行ADH2活性标

定，对照组和酶反应溶液均做3个重复样本。 

取 20 只体重在 (30±2) g 范围内的昆明种小鼠，

实验前禁食 12 h，禁水 1 h，随机分 2 组，每组 10 只。

通过尾部静脉注射将纯化后得到的 ADH2 注入小鼠

体内，同时静脉注射与 ADH2 体积相同的生理盐水作

空白对照，30 min 后，将 200 µL 白酒通过胃部注入

体内，观察 ADH2 是否具有预防酒精中毒的作用。 

2  结果与分析 

2.1  adh2 基因的克隆  
以酿酒酵母总 RNA 为模板，利用 RT-PCR 获得

了 1047 bp 左右的特异性条带，与预期结果一致 (图

2)。将所获得 adh2 基因片段连接到克隆载体

pGEM-T 上，将重组质粒转化 E. coli DH5α，在含有

Amp、X-gal、IPTG 的 LB 培养基上，通过蓝白斑筛

选出含有目的基因的白色菌落。挑取白色菌落和蓝

色菌落到液体培养基 (含 Amp) 中进行少量培养，

提取质粒并进行 EcoR I 和 Not I 双酶切鉴定，条带

大小与预期一致，结果见图 2。 

 

图 2  adh2 基因的克隆 
Fig. 2  Full-length cDNA of adh2 was obtained by RT-PCR and 
cloned into pGEM-T vector. 1: pGEM-T-ADH2 digested with 
EcoR I and Not I; 2: the cDNA of adh2; M: DNA marker .Ⅲ  

将所克隆的 adh2 基因进行测序，测序结果和所

报道的基因全序列 (GenBank Accession No. J01314)

有 90％的同源性，表明所获得的目的基因是正确的。 

2.2  ADH2 蛋白的表达及纯化 
将表达载体 pTAT 和克隆载体 pGEM-T-ADH2

分别用 EcoRⅠ和 NdeⅠ双酶切后，用 0.8％琼脂糖

凝胶电泳。分别回收目的基因片段和表达载体 pTAT

片段，用 T4 DNA 连接酶进行连接，将连接产物转

化到感受态 E. coli DH5α 中，筛选阳性克隆，提取

质粒，经过酶切和测序分析，确定目的基因克隆插

入到表达载体中。 

将鉴定正确的表达载体转化到 E. coli BL21 

(DE3) 中，选取阳性克隆振荡培养至 A600 约为 0.5 时，

加入 IPTG 至最终浓度达 1 mmol/L，诱导表达 5 h，

收集菌体进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，结果见图 3，在

38.4 kDa 处有特异性蛋白带出现，与理论分子量一

致。从图中可以看出，目的基因得到了有效表达，蛋

白条带扫描分析表明，表达量占总蛋白的 50％左右。 

将包涵体中的目的蛋白用 8 mol/L 的尿素溶解

后，通过中空纤维柱进行过滤，得到的纯化蛋白质

通过 SDS-PAGE 电泳分析，获得了大小和目的条带

一致的蛋白，见图 3。 

2.3  酶活力的检测 
通过体外活性检测发现，在加入 ADH2 后，反

应溶液的吸光度明显增大，说明表达纯化的 ADH2

具有一定的活性。通过瓦勒-霍赫法所给定的计算公

式，ADH2 测定组与对照组之间的差异极显著

(P<0.001)，得到 ADH2 酶活性为 192 U/mg。 

 

图 3  SDS-PAGE 电泳检测纯化蛋白 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of purified protein. M: protein 
marker; 1: BL21 lysate of pTAT; 2: BL21 lysate of pTAT-ADH2; 
3: the purified protein. 
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2.4  小鼠体内检测 ADH2 的酶解作用 
以浓度为 35 mg/mL 的 ADH2 对小鼠进行尾部

静脉注射，30 min 后，将每只小鼠胃部灌入 200 µL

白酒，经过计时观察，结果见表 1。 
 
表 1  ADH2 昏迷中毒测定实验 
Table 1  The purified ADH2 activity in coma intoxication test 

 Intoxication  Mortality 

t 1.5 8 20 30 (min)  10 (d) 

A array 10 0 0 0  10 

B array 0 4 4 2  2 

 
通过表 1 可以发现：A 组中，白酒经胃部摄入

90 s 左右，小鼠全部昏迷；B 组中，白酒经胃部摄

入后，有 4 只小鼠在 8 min 时昏迷，4 只在 20 min

时昏迷，2 只在 30 min 时昏迷。30 min 后，对照组

和 ADH2 组呈现相同的症状，呼吸急促，身体瘫软，

可能是乙醇氧化后产生乙醛造成的，说明 ADH2 有

延缓乙醇导致小鼠昏迷中毒的功能。 

10 d 后，A 组小鼠全部死亡，B 组小鼠死亡 2

只，说明 ADH2 在体内能够减轻乙醇对小鼠的危害。 

3  讨论 

酿酒酵母细胞内含有乙醇脱氢酶 1 (ADH1) 和

乙醇脱氢酶 2 (ADH2) 与乙醇代谢有关的酶，其中乙

醇脱氢酶 1 (ADH1) 的作用是还原乙醛生成乙醇，乙

醇脱氢酶 2 (ADH2) 的作用是氧化乙醇生成乙醛[7-8]。

但在人体内，不存在 ADH1，只含有 ADH2。在人

体内和酿酒酵母细胞内，ADH2 均负责将乙醇催化

脱氢生成乙醛，经乙醛脱氢酶进一步氧化成乙酸，

乙酸在乙酰辅酶 A 的参与下进一步分解成 H2O 和

CO2，为生物体供给能量。而 ADH1 在酿酒酵母细

胞内将乙醛合成乙醇，生成能量物质[9]。因此推测，

当酿酒酵母生长状态良好时，ADH1 的活性增加，

促进乙醇的生成，当酿酒酵母细胞受到外界干扰而

导致生长状态较差时，ADH2 活性增加，代谢乙醇

为自身提供能量。目前的研究多集中在人体内乙醇

脱氢酶基因的多态性分析，基因的不同会导致酒精

在体内代谢速度的不同，进而会引起不同个体对酒

精耐受度的不同，以及酒精大量摄入对人体脏器生

理病变的影响[7-8]。但是目前用基因工程的方法，将

ADH2 进行体外表达，并进行活性研究相对比较

少[10-13]。基于此，本实验通过 RT-PCR 法克隆得到

了 adh2 基因，并在大肠杆菌 BL21 中进行了高效表

达，用纯化后的目的蛋白进一步在昆明小鼠体内进

行了生化药理实验，结果表明，和对照组相比较，

实验组昆明小鼠的酒精中毒症状明显减轻，存活率

也明显高于对照组。以上结果说明得到的 ADH2 具

有一定的分解乙醇的作用，为进一步研究通过基因

工程的方法降解乙醇奠定了基础。 
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行业及其他相关技术领域的科技工作者参考阅读。 
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