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摘  要 : 尿酸氧化酶 (Urate oxidase，Uox) 是一种催化尿酸氧化为尿囊素的酶，常用于尿酸的检测以及痛风和高

尿酸血症治疗。文中从土壤中筛选出一株 Uox 高产菌株 OUC-1，经 16S rRNA 部分基因序列分析，与苛求芽孢杆

菌 Bacillus fastidiosus 序列相似度达 99%。B. fastidiosus OUC-1 的 Uox 经纯化后，分析表明该酶反应最适 pH 和

温度分别为 10.0 和 40 ℃；Uox 以尿酸为底物反应动力学参数 Km 值为 (0.15±0.04) mmol/L (n=5)。Mg2+能够提高

该酶性活性，而 Zn2+和 SDS 能强烈抑制该酶的酶活。参考 GenBank 中苛求芽孢杆菌基因组中的 uox 基因序列，

成功扩增出 uox 基因，通过 SWISS-MODEL 对 Uox 空间结构进行预测，推测该酶是同源四聚体，单亚基分子量

为 35.38 kDa。文中将 uox 基因克隆并在大肠杆菌中表达，为后续的 Uox 的性能改造提供条件和技术支持。 
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Abstract:  Urate oxidase (Uox), an enzyme catalyzing oxidation of uric acid to allantoin, is widely used as diagnostic 

reagents and for treatments of uarthritis and hyperuricemia diseases. In our study, a higher Uox producer, bacterial strain 

OUC-1, was isolated from soil samples. The 16S rRNA gene sequence of strain OUC-1 showed 99% identity to the 

homologous fragments of Bacillus fastidiosus. After purification, Uox showed the optimal pH and temperature was 10.0 and 

40 °C. The Km value of Uox was (0.15±0.04) mmol/L (n=5) with uric acid as the substrate. Uox activity was enhanced by 

Mg2+, and seriously inhibited by Zn2+ and SDS. Then the uox gene of B. fastidiosus OUC-1 was amplified and sequenced. The 

3D structures of Uox, predicted with SWISS-MODEL, showed a homotetramer structure with a subunit molecular weight of   

35.38 kDa. Finally, the gene coding for the B. fastidiosus Uox was successfully cloned and heterologously expressed in E. coli, 

which provides theoretical basis and technical support for improvement of Uox in the future. 

·研究报告·
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尿酸氧化酶 (Urate oxidase, Uox, EC1.7.3.3)

是生物体内嘌呤代谢的关键酶，催化尿酸氧化形

成尿囊素。研究发现许多物种中有 Uox 存在，然

而在高等哺乳动物尤其是猿和人类体内却缺乏具

有生物活性的 Uox[1]，尿酸在人体内的累积可导

致痛风症[2-4]。近年来随着饮食结构和生活方式的

改变，摄入嘌呤成分的增多，调查发现成年人痛

风发病率呈逐渐上升的趋势[5]，同时流行病学和

临床研究证实了血液中尿酸升高与心血管疾病的

发生有重要的关联[6-7]。 

随着研究的深入，在尿酸的检测、痛风和高尿

酸症治疗方面，Uox 的应用潜力也逐渐被发现[8-9]。

利用 Uox 检测尿酸的方法具有简单、快速、特异

性强的优点而成为常用的临床检测方法[10]。此外

Uox 在疾病治疗方面可通过直接注射 Uox 快速降

低血液中的尿酸含量，用于痛风症的长期治疗[11]。

研究发现自然界中存在大量的微生物来源的 Uox

资源[12-14]，这些野生菌产生的 Uox 虽然在体外具

有一定降解尿酸活性，但由于结构和稳定性上的

缺陷，限制了其在检测和临床的应用。因此利用

工程菌株异源表达 uox 基因，并通过分子杂交和

理性设计等手段改造 Uox 是获得具有临床价值药

物的重要途径。 

本研究通过从环境微生物中筛选高产 Uox 菌

株，发酵后纯化 Uox，并对最适温度、pH 等酶学

性质进行探究。通过合理设计引物扩增该菌的 uox

基因，进行克隆和在大肠杆菌中异源表达，为后

续 uox 基因突变表达库的构建及筛选高稳定性和

高底物亲和力的 Uox 奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和载体 

本研究采用的菌株大肠杆菌 Escherichia coli 

DH5α、BL21 和质粒 pET28a 等为本实验室保存。 

1.1.2  培养基及试剂 

尿酸降解微生物富集培养基  (g/L)：硫酸镁

0.5，氯化钠 0.1，磷酸氢二钾 0.5，磷酸二氢钾 0.5，

尿酸 2，pH 7.0；固体分离培养基添加 2%的琼脂。 

产尿酸氧化酶发酵培养基(/L)：蛋白胨 10 g，

蔗糖 20 g，氯化钠 0.5 g，硫酸镁 1 g，磷酸二氢

钾 1 g，硫酸亚铁 10 mg，尿酸 1.5 g，pH 7.0。 

1.2  方法 

1.2.1  产尿酸氧化酶菌株的筛选 

称取 5 g 不同环境来源的土壤样品，加入到富集

培养基于 30 ℃、120 r/min 振荡富集培养 3–5 d。   

梯度稀释后涂布在含有尿酸的筛选培养基上培

养，挑取含有透明圈的菌落，经分离纯化后，接种

在发酵培养基中培养 3–5 d，检测发酵液中 Uox 的

活性，筛选出高产 Uox 的菌株进行进一步测试。 

1.2.2  菌株生长和尿酸氧化酶酶活性检测 

产酶发酵过程中定时取样检测菌体生长和发

酵液 Uox 酶活。菌体生长通过检测 OD600 的值确

定。Uox 活性根据文献[15-16]，将每分钟转换 1 μmol

尿酸的量定义为单位酶活。检测反应液尿酸溶液

在 293 nm 紫外光下吸光值单位时间的减少量来

确定。具体公式如下： 

293 293( )/

12.6

A A  


空白 体 倍
液 体

测试 时长 积 数

酶测试 总 积
 

1.2.3  产酶菌株 16S rRNA 基因测序及鉴定 

提取产酶菌株的基因组DNA，利用 16S rRNA

基因通用引物进行 PCR 扩增[17-18]。扩增产物经纯

化测序后，序列通过 PubMed 数据库中的 Blast

工具与 GenBank 中核酸序列进行比对分析，确定

与已知菌种的相似关系。DNA 测序均由生工生物

工程(上海)股份有限公司完成。 

1.2.4  产酶菌株 Uox 的纯化 

产酶菌株发酵结束后，离心分别获取菌体和
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发酵液。菌体经超声破碎离心收集上清液，即粗

酶液。将胞内外粗酶液经 50 mL 透析管 (10 kDa)

初步脱盐浓缩后，通过 AKTA 蛋白纯化系统依次

经 DEAE-52 阴离子交换层析[19]和丙烯基葡聚糖

Sephacryl S-300 凝胶过滤层析[20]对 Uox 酶进行进

一步纯化。 

1.2.5  Uox 酶学性质分析 

将纯化好的 Uox 酶液加入合适的反应体系

中，分析温度 (25 ℃、28 ℃、30 ℃、32 ℃、35 ℃、

37 ℃、40 ℃、42 ℃、45 ℃、48 ℃、50 ℃、52 ℃、

55 ℃、58 ℃、60 ℃)、pH (7–12)、常见离子 (Cu2+、

Zn2+、Mn2+、Mg2+、Fe3+和 Ca2+) 及酶抑制剂 

(EDTA、咪唑、SDS) 对 Uox 酶活的影响，每组

实验分别设置 3 个平行组。 

在酶热稳定性研究中，反应液分别经不同温

度处理 10、20、30 min 后检测酶活变化；检测金

属离子对 Uox 影响实验中，离子的浓度设置为   

0–6 mmol/L，除 Ca2+使用 CaCl2 外，其他金属离

子都使用其硫酸盐化合物；检测酶抑制剂 EDTA、

咪唑、SDS 对 Uox 活性的影响，抑制剂的浓度分

别设置为 0.5、1.0、2.0、3.0、4.0、6.0、8.0 mmol/L。 

1.2.6  苛求芽孢杆菌 Bacillus fastidiosus OUC-1

的 Uox 米氏常数 (Km) 测定 

在 25 ℃条件下，0.2 mmol/L 硼酸钠反应体系

(pH 9.0)中，测试不同浓度的尿酸 (0.1–0.5 mmol/L)

底物，在 293 nm 处 1 min 内光吸收的减少量。根据 

Lineweaver Burk 法[21]作图计算该尿酸酶的 Km。 

1.3  苛求芽孢杆菌 B. fastidiosus OUC-1 来源

的 uox 基因的克隆、表达 

uox 基因扩增：根据 GenBank 中已知 uox 的保

守序列设计扩增 B. fastidiosus OUC-1 菌的 uox 基因

全序列的引物[22-23]，为便于克隆测序，分别在正向

和反向引物序列的 5ʹ端引入酶 BamHⅠ和 Hind Ⅲ

酶切位点，具体引物序列如下。正向引物 UoxF：

5ʹ-CGGG ATCCATGTTTTATGGTAAAGGCG-3ʹ；反

向 引 物 UoxR ： 5ʹ-CCCAAGCTTTCATAGTGCA 

ACATACTCCG-3ʹ。PCR 扩增参考文献[24-25]进行。 

uox 表达载体 pET28a/uox 的构建：uox 基因

PCR 扩增产物和质粒 pET28a 分别用 BamHⅠ和

Hind Ⅲ双酶切后回收纯化，经 T4 DNA 连接酶连

接后转化大肠杆菌 BL21 感受态细胞，构建成重组

质粒 pET28a/uox，重组质粒序列测定由生工生物工

程(上海)股份有限公司完成。 

大肠杆菌重组表达 Uox 蛋白的分离纯化：含

有 Uox 重组子表达的工程大肠杆菌经发酵、IPTG

诱导表达后 48 h 收获菌体，7 500 r/min 离心    

20 min 后收集菌体，菌体经超声波破菌后离心，

上清和重悬的沉淀分别经 12% SDS-PAGE 分析

来确定其为胞内可溶或包涵体表达，重组蛋白通

过 AKTA 蛋白纯化系统，经亲和层析柱纯化[26]

后检测酶活。 

2  结果与分析 

2.1  产尿酸氧化酶菌株的筛选和鉴定 

经过富集筛选从环境样品中纯化出 9 株具有

产透明圈的菌株，经 PCR 扩增 16S rRNA 部分序

列并测序进行序列比对后，根据 GenBank 中菌落

序列的相似性比对结果 (序列相似度>98％)，初

步鉴定 uo-331、uo-332、uo-333、uo-334、uo-335、

uo-338 为芽孢杆菌属，uo-336、uo-411 为假单胞

菌属，uo-412 为微杆菌属。根据透明圈的大小和

发酵液酶活的初步测试，uo-338 菌株的酶活最高，

其 16S rRNA 序列与苛求芽孢杆菌基因序列 

(NR_113989) 相似性>99%。菌株经进一步的生理

生化分析后确认为苛求芽孢杆菌 B. fastidiosus 

OUC-1，以下实验将针对该菌 Uox 酶进行研究。 

2.2  B. fastidiosus OUC-1 的生长和产酶曲线 

测定 

实验结果 (图 1) 显示，B. fastidiosus OUC-1 

经发酵培养 36 h 时生长量达到最高，随后菌株的 
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图 1  B. fastidiosus OUC-1 的生长和酶活测定 
Fig. 1  Growth and enzyme production curve of B. fastidiosus 
OUC-1. 

OD600 值趋于稳定。发酵液酶活在培养 12 h 前未检

测到 Uox 活性，24 h 酶活达 0.128 U/mL，到 30 h

时酶活性最高，达到 0.183 U/mL，随后酶活性逐渐

下降。 

2.3  B. fastidiosus OUC-1 产 Uox 的纯化 

实验中发酵液及菌体内都检测出 Uox 酶活

性，发酵后细胞粗酶液经超滤浓缩和进一步的离

子交换、凝胶层析纯化后，胞内外 Uox 酶活都有

不同程度的提高 (表 1)，胞内 Uox 的比酶活提升

了 5 倍，胞外 Uox 的比酶活则提升了 13 倍。

SDS-PAGE结果 (图 2) 也表明 Uox经纯化后纯度

明显提高，且主要分布在 35–40 kDa 之间。 

 

表 1  纯化过程的酶活和比酶活 
Table 1  Enzyme activity and specific enzyme activity 

 Endoenzyme Exoenzyme 

Purifying 
process 

Enzyme activity (U/mL) Specific activity (U/mg) Enzyme activity (U/mL) Specific activity (U/mg) 

Crude enzyme 0.28 4.60 0.11 0.85 

Ultrafiltration 0.34 11.70 0.18 1.73 

DEAE  0.42 16.80 0.26 5.73 

Gel filtration 0.84 23.33 0.38 11.35 

 
 

 
 
 

图 2  OUC-1 胞外 (A)、胞内 (B) 纯化 Uox 的 SDS-PAGE

图谱 

Fig. 2  SDS-PAGE analysis of exoenzyme and endoenzyme 
purification. (A) Lane 1: unpurified exoenzyme; Lane 2: 
purified exoenzyme. (B) Lane 1: unpurified endoenzyme; 
Lane 2: purified endoenzyme.  

2.4  苛求芽孢杆菌 B. fastidiosus OUC-1 来源

Uox 的酶学性质 

2.4.1  Uox 的最适反应温度及热稳定性研究 

实验结果显示 (图 3)，40 ℃为该酶的最适反

应温度。温度从 25 ℃升高到 40 ℃时，B. fastidiosus 

OUC-1 的 Uox 活性随温度的升高处于较平稳的

状态，在 40 ℃热处理 10 min 后达到最高。当温

度从 48 ℃增高到 55 ℃以上时，酶活从高点快速

下降到 8%左右，并随着处理时间的延长，其酶的  

热稳定性也呈下降趋势，尤其是在 50 ℃和 52 ℃

热处理 30 min 后酶活衰减较快。温度继续升高到

60 ℃，酶活一直保持在较低的水平，此时延长热

处理时间并不能使酶活快速降低。 

2.4.2  pH 对 Uox 酶活性的影响 

以 pH 9.0 为参照，实验结果显示 (图 4)， 



 
 

咸静女 等/微生物尿酸氧化酶的筛选、酶学性质及重组表达 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1151

 
 

图 3  温度对 Uox 酶活的影响 
Fig. 3  Effect of temperature on Uox. 
 

 
 

图 4  pH 对 Uox 酶活的影响 
Fig. 4  Effect of pH on Uox. 

 
反应体系的 pH 从 7.0 升高到 10.0 过程中，Uox

的相对酶活从 30%升高到 120%，之后随 pH 从

10.0 升高到 12.0，酶活呈快速下降趋势，该 Uox

酶的最适 pH 应在 10.0 左右。 

2.4.3  不同金属离子对 Uox 活性的影响 

实验结果 (图 5) 显示出 Zn2+对 Uox 酶活性

有明显的抑制作用，在较低浓度(0.5 mmol/L)时

Uox 相对酶活为 11.15%；而 Mg2+随着浓度的增加

能显著提高Uox酶的活性，当浓度达到6 mmol/L时，

相对酶活高达 163.27%。K+和 Ca2+在测试浓度范围

内对酶活无明显影响。而 C u 2 + 和 F e 3 + 随着 

浓度升高，其对 Uox 的抑制作用明显，金属 Mn2+

离子在测试浓度范围可能对 Uox 活性略有抑制。 

2.4.4  抑制剂对 Uox 活性的影响 

图 6 结果表明 Uox 酶活随着 SDS 浓度升高而

迅速降低，尤其当 SDS 浓度高于 3 mmol/L 时，

Uox 几乎没有活性。咪唑在 0.5–8 mmol/L 浓度范

围内对 Uox 无明显影响。EDTA 作为常见的金属

螯合剂，在 0.5 mmol/L 时相对酶活高达 134%，对

Uox 具有明显促进作用，但随着浓度的持续升高 

(>4 mmol/L)，其促进作用减弱到对照的酶活水平。 

 
 

图 5  不同离子对 Uox 酶活的影响 
Fig. 5  Effect of ions on Uox. 

 

 
 

图 6  常见酶抑制剂对 Uox 酶活的影响 
Fig. 6  Effect of inhibitors on Uox. 
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2.5  Uox 的米氏常数 (Km) 和 Vmax 测定 

根据 Lineweaver Burk 作图法求得苛求芽孢杆菌

B. fastidiosus OUC-1 尿酸氧化酶的 Km 为 (0.15±   

0.04) mmol/L(n=5)(图 7)，Vmax为 0.021 mol/(L·min)。

米氏方程为：1/V=7.01/S+46.57。 

2.6  uox 基因的克隆和重组表达 

2.6.1  uox 基因的扩增及表达载体的构建 

以苛求芽孢杆菌 B. fastidiosus OUC-1 的基因

组 DNA 为模板，经 PCR 扩增出大小约为 900 bp

的 DNA 片段，测序后序列经 NCBI 网站的 ORF 

Finder 转换为蛋白质序列，利用 SWISS-MODEL

建模推测该酶为同源四亚基，单亚基的分子量为

35.38 kDa，等电点 pI 为 5.1。B. fastidiosus OUC-1

的 uox 基因序列通过 NCBI 网站的 blastn 和 blastp

分析工具与 GenBank 中的已知 uox 基因和 Uox 酶

蛋 白 质 进 行 比 对 ， 发 现 与 已 报 道 [27] 的          

B. fastidiosus ATCC 29604 的 uox 基因和 Uox 序列

高度相似，同源性分别达到 96%和 97.5%，但单

亚基的氨基酸序列上存在 7 个氨基酸的差别：

D103S、K118Q、K207Q、A215P、T230S、N234T、

E236D。 

通过进化树分析 (图 8) 可看出 B. fastidiosus 

OUC-1 的 Uox 与其他种类 Uox 的同源性相对较

低。利用 UniProt 网站数据库中蛋白比对推测该

菌的 Uox 活性位点为 65 位苏氨酸 (T) 和 66 位的

天冬氨酸 (D)、175 位的苯丙氨酸 (F) 以及 192 位

的精氨酸 (R)。 

 
 

 
 
 

图 7  双倒数作图法测定 Km 
Fig. 7  The Km and Vmax values of Uox produced by      
B. fastidiosus OUC-1. 

 

 
 

图 8  基于氨基酸序列的邻接法 (N-J) 构建的 Uox 系统发育关系进化树 
Fig. 8  Neighbor-joining tree constructed from amino acid sequences of the microbial Uox showing the phylogenetic 
relationships. Bootstrap values above 50 are indicated at the main nodes. Bootstrap values are given above branches. 
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2.6.2  苛求芽孢杆菌 B. fastidiosus OUC-1 的 uox

基因克隆及大肠杆菌异源表达 

B. fastidiosus 的 uox 基因在大肠杆菌重组表

达的实验中，转化后涂布在含有尿酸的固体培养

基上，与对照组相比，含有尿酸氧化酶菌落的周

围已变透明，说明该重组子能分解 Uox，进一步

对重组子测序分析证明 Uox 已在大肠杆菌中异源

表达成功。重组子发酵液菌体超声波破碎后所得

上清液经 Ni 柱亲和层析纯化获得重组表达的

Uox。酶活测试显示，经 IPTG 诱导和未加诱导皆

有 Uox 产生 (图 9)，但未加 IPTG 的对照组全菌

裂解液上清酶活为 0.07 U/mL，而加入 IPTG 诱导

的实验组酶活达 2.32 U/mL，酶活提升 30 多倍。 

3  讨论 

Uox 作为医学检测试剂和治疗用酶具有广阔

的市场前景。微生物是尿酸氧化酶的一个重要来

源，具有易于培养和代谢类型多样的特点。目前国

内外已有许多微生物尿酸酶研究报道[28-33]，本研究 

 

 
 

图 9  Uox 表达的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 9  SDS-PAGE analysis of recombinant Uox expression. 
lane 1: uninduced Uox; lane 2: induced Uox with IPTG. 

从土壤等环境样品中筛选得到了多株产 Uox 的菌

株，有假单胞菌、微杆菌、芽孢杆菌等菌株。其

中苛求芽孢杆菌 OUC-1 产酶较高。B. fastidious 

OUC-1 具有同时产生分泌性和细胞内 Uox 酶的特

点，但野生菌的生长和产酶依赖尿酸诱导，并且

可同化的底物少，这提高了 Uox 的生产成本，尚

需遗传改良得以提高产率。野生菌株的遗传背景

相对复杂，提高酶活和改进酶学性质存在一定难

度。将基因克隆到表达载体，一方面可利用工程

菌直接生产 Uox，也利于分子进化和理性设计等

分子改造快速改善酶的性能。本实验表达的重组

后 Uox 发酵产酶量达到了野生菌株的 30 倍，同

时省去了添加价格昂贵的尿酸。 

本研究筛选的 B. fastidious OUC-1 产 Uox 由

同源四聚体构成，与 1978 年 Bongaerts 报道的   

由 2 个 36 kDa 和 2 个 39 kDa 的亚基组成的      

B. fastidious SMG83 Uox 异四聚体不同，后者只存在

菌体胞内，两者在最适温度上也存在差异[10,28]。在

氨基酸序列和空间结构上与 B. fastidiosus ATCC 

29604 同源性非常高，仅有 7 个氨基酸差异，可

能是同一种酶。其中有 3 个氨基酸 T230S、N234T、

E236D 位于 α 螺旋 (225–238) 中，另外几个氨基

酸的电性和疏水性等性质都存在变化，这些变化

可能通过静电网络和空间结构的改变对酶活性产

生一定的影响。 

B. fastidiosus OUC-1 来源 Uox 的 Km 为   

0.15 mmol/L，明显低于 B. fastidiosus ATCC 29604 

(0.22 mmol/L)[27] ，也低于 Bongaerts 等早期报      

道 的 B. fastidious SMG83 产 生 的 尿 酸 酶        

(0.18 mmol/L)[28]，另外相对于 Kai 等[34]报道的一种

微杆菌属尿酸酶(0.31 mmol/L)，以及李想等[35]报

道 的 芽 孢 杆 菌 胞 内 尿 酸 酶 (0.29 mmol/L) ，       

B. fastidiosus OUC-1 尿酸酶的 Km 值较低，说明其

与底物亲和性更强。 

研究报道不同金属离子对不同微生物来源的 Uox
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活性的作用不同[36]。本研究设置了 0.5–6.0 mmol/L   

的不同离子浓度梯度，发现 Mg2+对 Uox 有明显的促

进作用，并且随着浓度的提高促进作用更明显，这在

其他文献中很少报道。而 Zn2+对 Uox 活性有明显的抑 

制作用，与报道的 Zn2+对球形节杆菌 Arthrobacter 

globiformis[36] 、 B. fastidious SMG83[28] 和 微 杆 菌

Microbacterium sp. ZZJ4-1[37]的尿酸酶抑制作用相

似。之前研究发现 Cu2+对不同微生物尿酸酶也存

在不同的作用，本研究随 Cu2+浓度升高，其抑制

作用逐渐增强，但仍与 Cu2+表现出对 A. globiformis 

FERM BP-360、Bacillus sp. TB-90 和 C. utilis 来 

源[37]的 Uox 的强抑制作用有区别。 

虽然 B. fastidiosus OUC-1 来源的 Uox 与    

B. fastidiosus ATCC 29604 的 Uox 相似性非常高，

但两者在底物的亲和力、离子对酶的影响方面还

是有很大的差异，并且这些酶有些性质的差异与氨

基酸的变化之间可能存在关联，尚需进一步研究。 

当前应用于检测和临床治疗的 Uox 普遍存在

热稳定差和免疫原性问题，在储藏、运输和应用过

程中容易失活。目前对热稳定性好的 Uox 研究较

少。因此以重组表达的苛求芽孢杆菌 uox 基因为基

础，采用易错 PCR 或与其他尿酸氧化酶进行分子

进化等技术，构建 Uox 基因突变库筛选和设计具

有高耐热和 pH 稳定性 Uox 是今后研究的方向。 
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