
Hans Journal of Biomedicine 生物医学, 2022, 12(2), 124-131 
Published Online April 2022 in Hans. http://www.hanspub.org/journal/hjbm 
https://doi.org/10.12677//hjbm.2022.122016     

文章引用: 时天麒, 康宇佳, 石金磊. PCR-RFLP 法鉴定人 ALDH2 基因型[J]. 生物医学, 2022, 12(2): 124-131.  
DOI: 10.12677//hjbm.2022.122016 

 
 

PCR-RFLP法鉴定人ALDH2基因型 

时天麒，康宇佳，石金磊* 

上海科技大学生命科学与技术学院，上海 
 
收稿日期：2022年3月28日；录用日期：2022年4月15日；发布日期：2022年4月21日 

 
 

 
摘  要 

ALDH2编码乙醛脱氢酶，是人体乙醇代谢途径的重要组分。人类ALDH2基因存在SNP (单核苷酸多态性)
现象，其gDNA在37,030位发生单碱基替换后导致乙醛脱氢酶失活，且该突变基因在东亚人群中有较高

频率。根据此单碱基的差别，本文采用PCR-RFLP方法，通过提取、纯化、酶切受试者口腔上皮细胞基

因组DNA，实现了对于三种ALDH2基因型的鉴定，其创新点在于简化实验步骤、提升产物回收效率的同

时使判断更加准确。结论：PCR-RFLP法鉴定人ALDH2基因型可作为分子遗传学实验教学的案例。 
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Abstract 
ALDH2 encodes aldehyde dehydrogenase, which is an essential component of human ethanol me-
tabolism. The SNP (Single Nucleotide Polymorphism) of human ALDH2 gene inactivates aldehyde 
dehydrogenase due to the replacement of base 37,030 in the genomic sequence, and the frequency 
of the mutant ALDH2 gene is particularly high in East Asian population. Aimed at the difference of 
this single base, this paper applies PCR-RFLP to distinguish the three ALDH2 genotypes after ex-
traction, purification and enzymatic digestion of the genomic DNA from human oral epithelium. 
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The innovation of this work is mainly reflected in simplifying the experiment procedures as well 
as improving the efficiency of DNA purification and the accuracy of genotyping. We propose that 
human ALDH2 genotyping by PCR-RFLP can be used as a typical sample of experimental teaching 
of molecular genetics. 
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1. 背景介绍 

乙醛脱氢酶(aldehyde dehydrogenase, ALDH)是一种能够催化乙醛等脂肪族醛的氧化的蛋白质[1]。人

类基因组研究共发现 19 种功能性 ALDH 基因，可分为 ALDH1~4 共四类，其中 ALDH2 基因由于表达量

最高、存在遗传多态性而不同于其他三类[2]。人类 ALDH2 基因位于 12q24.2 位置，全长 43,438 bp，共

15 个外显子，编码由 517 个氨基酸残基组成的 56 kDa 蛋白；该蛋白定位于线粒体基质，并通过 Glu487
和 Arg475 残基之间的氢键形成四聚体后发挥催化功能[3]。 

ALDH2 基因存在序列多态性，最常见的突变是 g.37030G>A，使得 ALDH2 氨基酸序列第 487 位上

的谷氨酸被赖氨酸所替换，导致合成的乙醛脱氢酶出现明显的催化活性丧失，其中编码正常酶的野生型

基因(G)又称 ALDH2*1，编码失活酶的突变型基因(A)又称 ALDH2*2。生化研究显示，乙醛脱氢酶四聚

体只要有一个亚基缺少或结构改变就足以导致整个酶活性的下降甚至丧失，因此 Glu487/Lys487 杂合子

(ALDH2*1/2)编码的酶并不具有很高的催化活性，只有野生型纯合子(ALDH2*1/1)活性的约 10%~20%，

而 Lys487 突变纯合子(ALDH2*2/2)损失了 96%的酶活性，基本不具备对于乙醛氧化代谢的能力[4]。在肝

实质细胞主要采用的乙醇代谢途径 II 中，如果乙醛脱氢酶催化活性下降，人体摄入乙醇后产生的乙醛不

能被有效代谢，就会导致大量乙醛分子进入血液并参与全身循环；而乙醛由于能够刺激血管扩张，其在

面部毛细血管中的积累就会导致面红耳赤的现象，即常说的“喝酒脸红”。 

ALDH2 基因多态性的出现频率因种族而异。相比于欧美和非洲人群，东亚人群中 ALDH2*2 基因有

更为广泛的分布，因此乙醛代谢能力不足的东亚人占比大，在饮酒后更容易出现脸红等酒精并发症，故

称“Asian Glow”[5] [6]。其中，中国汉族人群中 ALDH2*2 等位基因频率为 17%至 29%；而 ALDH2*1/*2
杂合子的基因型频率为 36%至 44%，ALDH2*2/*2 纯合子基因型频率为 7%至 8% [7] [8]，均处于世界范

围内的较高水平。 
除了与个体出现面红、头痛、恶心和心悸等酒后反应的程度有关，ALDH2 在疾病诱发和药物代谢等

方面也有重要意义。例如，消化道(食道、胃、结肠)及消化腺(肝脏)肿瘤的发生被认为与 ALDH2 基因突

变有高度联系[9]，这是因为乙醛本身化学性质活泼，未能被 ALDH2 充分代谢的大量乙醛能够与多种蛋

白质反应形成复合体，诱导氧化应激、产生自由基而破坏基因结构。此外，硝酸甘油(NTG)是常用的治

疗急性心绞痛的即时药物，能够通过扩张血管、降低心脏前负荷并增加供氧量，从而缓解心肌缺氧导致

的心绞痛。而 ALDH2 作为人体内促进 NTG 生物代谢的限速酶，通过其酯酶活性催化 NTG 水解产生 NO，

因此 ALDH2 突变的个体不能有效地代谢 NTG、使其发挥正常的药理学作用，从而无法通过服用 NTG 实
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现对心绞痛的有效治疗[8]。综上所述，鉴定个体的 ALDH2 基因型对于疾病预防、科学用药等方面都有

非常重要的临床参考价值。 

2. 实验用品 

2.1. 试剂 

人唾液 DNA 提取试剂盒购自生工生物工程(上海)股份有限公司；PCR 试剂(Green Taq Mix)及 DNA 
Ladder 购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司；引物由铂尚生物技术(上海)有限公司合成；PCR 产物纯

化试剂盒购自 MACHEREY-NAGEL 公司；AcuI 限制性内切酶购自 NEB 公司。 

2.2. 仪器 

台式离心机，NanoDrop2000 超微量分光光度计，涡旋振荡器，PCR 仪，金属浴，电子天平，微波炉，

电泳仪，凝胶成像仪等。 

2.3. 耗材 

一次性纸杯，灭菌离心管(2 mL, 1.5 mL, 0.2 mL)，移液吸头等。 

3. 实验方法 

3.1. 人口腔上皮细胞 DNA 的提取 

受试者先用饮用水漱口，以清除口腔内食物残渣，再在口腔内含蒸馏水约 5 mL，并用力作咀嚼咕漱

运动，3 分钟后吐入纸杯中，根据人唾液 DNA 提取试剂盒说明书提取口腔上皮细胞基因组 DNA，并用

NanoDrop 2000 测定浓度、分析相对纯度。在本次实验中，笔者挑选 ALDH2 野生型纯合(GG)、突变型纯

合(AA)以及杂合(AG)三种基因组 DNA 样本进行后续实验。 

3.2. 含有突变位点序列的 PCR 扩增 

笔者综合参考引物序列特异性、长度、碱基类型分布等因素，在 ALDH2 基因突变位点旁 AcuI 酶切

位点的上游 134 bp、下游 253 bp 处分别设计引物 ALDH2-F、ALDH2-R，序列如下： 
ALDH2-F: 5’-TCAAATTACAGGGTCAACTGCTA-3’ (23 nt) 
ALDH2-R: 5’-GGGAAATTAGTAGGAAACACTGATG-3’ (25 nt) 
此对引物在适宜的 PCR 条件下，可特异地扩增出 387 bp 的短片段。 
部分 PCR 体系及扩增条件如下： 
50 μL 的 PCR 体系中，加入约 100 ng 高纯度的基因组 DNA 作为模版，上下游引物的终浓度控制在

0.32 μM左右为宜； 
PCR 程序：预变性：95.0℃，3 min；变性：95.0℃，15 s；退火：52.2℃，15 s；延伸：72.0℃，28 s；

补充延伸：72.0℃，5 min。循环次数：35 次。 

3.3. PCR 扩增产物的纯化 

根据 PCR 产物纯化说明书要求，对 PCR 扩增产物进行纯化，最终用 20 μL 70℃预热的灭菌去离子水

洗脱，并用 NanoDrop 2000 测定浓度、分析相对纯度。 

3.4. PCR 扩增产物的酶切 

酶切条件：20 μL 总体系中，加入 250 ng PCR 产物、4U AcuI、2.0 μL 10× CutSmart buffer；混合均
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匀后，在 37℃孵育 60 min，将酶换为等量灭菌去离子水作为酶切反应的阴性对照。 

3.5. 酶切产物的电泳检测 

取酶切反应产物及阴性对照组，加入 Loading Buffer 后，在 2%琼脂糖凝胶中上样，并在常规电泳槽

中，130 V 恒压电泳 30 min，UV302 检测条带分布情况以判断基因型。 

3.6. 测序结果分析 

使用 SnapGene，将 PCR 产物的测序结果与 ALDH2 参考序列相比对(NCBI RefSeq: NM_000690.4)，
得到模板的 ALDH2 基因型，并与酶切结果相比较，从而判断 PCR-RFLP 结论的正确性。 

4. 实验结果 

4.1. 基因组 DNA 的提取结果 

3 种基因型个体的口腔上皮细胞基因组 DNA 按照试剂盒说明书进行提取。其中，GG 型基因组 DNA
的浓度是 27.8 ng/μL，AG 型基因组 DNA 的浓度是 22.4 ng/μL，AA 型基因组 DNA 的浓度是 56.9 ng/μL，
且 A260/A280 均在 1.8 左右，如表 1 所示。结果表明 DNA 的质量和纯度很好，可以作为后续 PCR 实验

的模板。 
 

Table 1. Concentration and purity of genomic DNA extracts 
表 1. 基因组 DNA 提取浓度及纯度 

基因型 野生型纯合子 GG 杂合子 AG 突变型纯合子 AA 

gDNA 浓度(ng/μL) 27.8 22.4 56.9 

A260/A280 1.84 1.76 1.72 

4.2. PCR 产物条带及纯化结果 

ALDH2-F/R 用于扩增出一段含有 ALDH2 突变位点的 DNA 片段，长度为 387 bp。为验证其扩增特

异性，在三种基因型模版的 PCR 反应结束后，各取 10 μL 上样，在 2%琼脂糖凝胶中电泳 20 min，凝胶

显影结果如图 1 所示，可见每一个扩增体系均有单一的目的条带产生，条带位置在 300 bp 与 400 bp 之间，

与预期大小相符。 
 

 
图注：M 表示 100 bp Marker，#1、#2、#3 分别为基因型为 GG、AG、

AA 模版的 PCR 产物，长度均为 387 bp。 

Figure 1. Electrophoresis result of PCR products of three genotypes 
图 1. 三种基因型 PCR 产物的电泳结果 
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4.3. PCR 产物的纯化结果 

3 种基因型 PCR 产物按照试剂盒说明书进行纯化。其中，GG 型 PCR 产物纯化后的产物浓度是 153.8 
ng/μL，AG 型 PCR 产物浓度是 132.2 ng/μL，AA 型 PCR 产物浓度是 83.7 ng/μL，且 A260/A280 都在 1.8
左右，如表 2 所示。结果表明 DNA 的质量和纯度很好，可以用于后续的酶切实验。 

 
Table 2. Concentration and purity of purified PCR products 
表 2. 纯化 PCR 产物的浓度及纯度 

基因型 野生型纯合子 GG 杂合子 AG 突变型纯合子 AA 

PCR 产物浓度(ng/μL) 153.8 132.2 83.7 

A260/A280 1.79 1.74 1.80 

4.4. 酶切结果 

AcuI 能够识别野生型 ALDH2 基因的 5’-CTGAAG-3’序列并在距其 14 bp 的位置产生酶切，但对于

G>A 突变型的 ALDH2 (5’-CTAAAG-3’)便不能识别，因而无法发生酶切(如图 2(a)、图 2(b)所示)。理论上

三种基因型的 AcuI 酶切条带长度分布如表 3 所示(+表示有此长度条带出现，□代表不会出现该条带)。
另外，表中标注的 DNA 片段的长度均为估值，实际长度可能受具体扩增状态的影响而与这些值相差几个

碱基，不过此微小的差异对条带区分几乎没有影响。通过组内对比，可见用相同的 AcuI 体系酶切后，#1
组 PCR 产物得到 134 bp 和 253 bp 两个条带，#2 组 PCR 产物得到 134 bp、253 bp、387 bp 三个条带，#3
组 PCR 产物仍然只有 387 bp 的原长条带，且三种条带的分离明显，易于观察。此条带结果和表 3 的理论

预测结果相符。 
 

 
图注：(a) 野生型 ALDH2 基因组的 37,030 位(G/C)以及 AcuI 的识别、酶切位点。(b) 突
变型 ALDH2 基因组的 37,030 位(A/T)，AcuI 无法识别并酶切。(c) AcuI 酶切产物电泳结

果。其中 M 表示 100 bp DNA Marker，#1、#2、#3 分别对应基因型为 GG、AG、AA 的

模板，+为加入 AcuI 的实验组，−为将酶替换成等量灭菌去离子水的阴性对照组。 

Figure 2. The principle and results of PCR-RFLP identification 
图 2. PCR-RFLP 鉴定法的原理依据及结果 
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Table 3. Digested band distribution and corresponding genotypes 
表 3. 酶切后条带分布与对应基因型 

基因型 野生型纯合子 GG 杂合子 AG 突变型纯合子 AA 

条带长度 

387 bp □ + + 

253 bp + + □ 

134 bp + + □ 

表注：+代表会出现该条带，□代表不会出现该条带。 

4.5. 测序结果 

#1、#2、#3 三种模版的 PCR 产物均有清晰的测序峰图。其中，图 3(a)为#1 模板(野生型纯合子 GG)
的测序结果，由于 DNA 双链均没有发生 g.37,030G>A 的突变，所以在 37,030 位的测序峰为 G 的单峰(如
红框中所示)；图 3(b)为#2 模板(杂合子 AG)的测序结果，由于 DNA 双链中的一条链发生 g.37,030G>A 的

突变，另一条链未发生突变，所以在 37,030 位的测序峰为 A、G 的套峰(如红框中所示)；图 3(c)为#3 模

版(突变型纯合子 AA)的测序结果，由于 DNA 双链中都发生了 g.37,030G>A 的突变，所以在 37,030 位的

测序峰为 A 单峰(如红框中所示)。此结果印证了 PCR 限制性酶切多态性结果的正确性。 
 

 
(a)                          (b)                          (c) 

图注：(a) #1 测序结果，框中为野生型纯合子基因组 DNA 的 37,030 位(G)。(b) #2 测序结果，框

中为杂合子基因组 DNA 的 37,030 位(A/G)。(c) #3 测序结果，框中为突变型纯合子基因组 DNA
的 37,030 位(A)。 

Figure 3. Sequencing result of genomic DNA 
图 3. 基因组 DNA 的测序结果 

5. 讨论 

在对含有突变位点的片段进行 PCR 扩增时，可参考文中的体系配比及扩增条件，但模板来源、DNA
聚合酶类型等具体因素都会对最适扩增条件产生影响，因此需要做预实验摸索。其中，如果提取的基因

组 DNA 溶液浓度很低(如小于 10 ng/μL)，可直接取 5 μL量加入 PCR 体系，无需考虑 100 ng 的推荐添加

量，但引物添加量要适当降低，以避免过多引物二聚体的产生。 
为保证后续测序和酶切实验样品的等同性，如果模版量充足，建议一次做两份 50 μL 的 PCR 体系，

一份用于测序，一份用于 PCR 产物的纯化后回收。此外，为确保扩增条带的单一性，可取少量 PCR 产

物(10 μL)上样电泳，以避免非特异性扩增对后续酶切条带分析产生干扰。如果扩增产物电泳后出现杂带，

可适当提升退火温度以提升 PCR 产物的纯度；如果扩增条带是单一的，即可取另一管 PCR 产物送测序，

测序引物使用 ALDH2-F/R 均可。 
参考 NEB 酶切体系，笔者建议在配置 PCR 扩增片段的酶切体系时，应当注意相应的最大催化效率，
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即一定酶切体系能够切割的底物存在最大量，且实验证明此最大量由酶的添加量决定，与酶切时间无关。

如果酶切体系中加入明显超过此限度的 DNA 片段，很可能导致无论酶切多长时间，总有一部分存在识别

位点的序列无法被充分切割，电泳后停留在片段原长(387 bp)的位置上，对于野生型纯合子(无原长条带)
与杂合子(有原长条带)的区分产生很大的干扰。对于本实验中使用的 AcuI，笔者验证其最大催化效率约

为 62.5 ng/U，且此值一方面适用于多种酶切体系量(20 μL、40 μL、50 μL均可)；另一方面，只要酶切时

间达到最低标准(60 min)，其酶切产物量足够在凝胶显影时显示出明亮的条带。以上可作为读者配置酶切

体系时的参考。 

6. 结论 

ALDH2 基因对于人体意义重大。人们已发现其与药物代谢、神经疾病以及癌症的发生均密切相关[8] 
[9]。数据统计表明，东亚人种有世界范围内较高频率的 ALDH2 突变基因[5] [6]，且该突变位点恰好位于

AcuI 酶的识别区域，因此笔者认为可利用 PCR-RFLP 方法实现对中国学生 ALDH2 基因型的快速、准确

判断，并将其作为分子遗传学的教学实验开展，以帮助学生认识到个体之间乙醛代谢能力的差别并选择

健康的饮酒方式。 
虽然有人曾利用 PCR-RFLP 方法鉴别小鼠的 ALDH2 基因型[10]，但实验证明该引物应用于人的基因

组模版时，一方面会产生少许杂带，另一方面其扩增片段设计得过短且酶切后的两片段长度十分相近，

导致酶切产物电泳后经常出现片段重叠现象而严重影响基因型判断。因此，笔者严格挑选了合适的扩增

长度和引物搭配，能够同时解决上述两个问题——既省去了 PCR 后电泳的时间、提升了 PCR 产物的回

收效率，又大幅提高了酶切产物的分离程度、使基因型判断更为准确。笔者随后利用测序证实本实验方

法切实有效。 
本实验可作为分子遗传学理论与实验技术相互融合的教学案例，其利用了 PCR、产物纯化、酶切、

电泳、DNA 测序等经典分子生物学技术，通过 PCR-RFLP 方法实现教学实验室中的 ALDH2 基因型快速

鉴别，解决了和人们生活习惯密切相关的分子遗传学问题。其不但巩固了学生基本分子生物学的实验技

术和遗传学基础知识，更是借助简单的例子让学生充分理解分子遗传学手段在人类基因型分析中的指导

性作用，并激发他们学习分子遗传学的兴趣、实现生物学与实际生活互相渗透的教学目标。 
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