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交联脲酶聚集体的制备和初步应用

董晓毅" 夏仕文
（第三军医大学医学检验系生物转化实验室，重庆 @%%%#1）

摘 要 为提高游离脲酶的稳定性，将游离脲酶用硫酸铵沉淀下来后，以戊二醛作为交联剂对其进行化学交联，制

备新型的固定化脲酶/交联脲酶聚集体，并对其酶学性质进行研究。交联脲酶聚集体的最适 AB、最适温度和 38 值

分别为：AB 1C%、4%D和 %C%$! 8()EF。在对交联脲酶聚集体的热稳定性，储存稳定性，和对抗蛋白水解酶的能力的研

究中，交联脲酶聚集体均显示了比游离脲酶更高的稳定性。为考察其使用效果和稳定性，将其与包醛氧淀粉联合，

用于慢性肾衰动物模型的口服治疗。以腺嘌呤灌胃法（每天 #%%8GEHG，共 #%<）制备慢性肾衰动物模型，将 $# 只大

鼠随机分为模型对照组（每天以 !%8FEHG 蒸馏水灌胃）、单纯包醛氧淀粉组（给予含包醛氧淀粉饲料，!%8FEHG 蒸馏

水灌胃）和包醛氧淀粉 I 交联脲酶聚集体组（给予含包醛氧淀粉饲料，交联脲酶聚集体悬浮液 !%8FEHG 灌胃），经 $
周治疗后，模型对照组、治疗对照组和治疗组实验前后的肌酐含量均有小幅下降，但差异不显著（ 4 值分别为

%C"$$、%C"4$ 和 %C$$& J %C%&）。模型对照组的尿素氮含量变化不明显（4 K %C$!! J %C%&）。治疗对照组和治疗组实

验前后的尿素氮含量均明显下降（4 值分别为 %C%%@ 和小于 %C%%!，均小于 %C%!）。治疗对照组和治疗组实验前后的

尿素氮含量下降量比较，有显著性差异（4 K %C%!0 L %C%&）。治疗组尿素氮含量下降更明显。说明交联脲酶聚集体

和包醛氧淀粉联合使用时，对尿素的清除效率比单纯使用包醛氧淀粉更高。
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脲酶（7O #C&C!C&）是一种含镍金属酶，特异地

催化尿素分解为氨和二氧化碳。长期以来广泛应用

于农业，环境保护，食品工业和生物医学等领域。游

离脲酶稳定性差，使用前一般要对其进行固定化。

酶的固定化方法通常是借助物理方法或化学方

法将酶固定在载体上。载体的存在会降低酶的结合

容量和反应能力，有时甚至会影响酶反应的关键步

骤。因此，无载体的酶固定化显得很有吸引力。无

载体的酶固定化主要是交联法，可分直接交联法和

间接交联法两种。直接交联法直接通过酶分子之间

和分子内的交联反应形成固定化酶，酶颗粒小，活性

损失大，机械性能差，现已极少采用［!］。现在的研究

主要是间接交联法，即先制备酶聚合物，再交联，形

成固定化酶。N)PQR 公司的 +-S9- 等人先制备酶晶

体，再用戊二醛交联，获得了活性和稳定性都很高的

交 联 酶 晶 体 （ OT(RR/)9?H3< 3?U.83 >T.RP-)R，
OF7OR）［$ V @］。由于制备中需要获得酶的晶体，而酶

的结晶需要的条件较高，迄今为止已获得结晶的酶

也不是很多，限制了这种方法的应用范围。

荷兰 W3)XP 大学 Y;3)<(? 小组提出用盐、有机溶

剂或非离子型聚合物沉淀酶蛋白，得到酶聚集体，再

用戊二醛交联，制备交联酶聚集体（OT(RR/)9?H3< 3?U/
.83 -GGT3G-P3R，OF7NR）。目前已成功制备出青霉素

酰化酶［&，0］和 4 种不同微生物来源的脂肪酶的交联

酶聚集体［4，1］，分别用于氨苄青霉素的合成和高纯度

化学药品工业。与已有的酶固定化方法相比，这种

方法操作简便，反应条件易于最佳化；成本低，应用

范围广，理论上能被沉淀下来的酶或蛋白都可用这

种方法制成交联酶（或蛋白）聚集体；获得的固定化

酶稳定性好，活性高，与游离酶相比，某些脂肪酶的

交联酶聚集体的活性甚至可提高 !% 倍以上［1］，是一

种很有前途的酶固定化方法。

为探讨交联酶聚集体技术在医学领域的应用，

本文采用硫酸铵使脲酶沉淀以获得脲酶聚集体，再

用戊二醛交联，获得了一种新型的固定化脲酶———

交联脲酶聚集体（OT(RR/)9?H3< QT3-R3 -GGT3G-P3R），对其



酶学性质进行了分析，为考察其使用效果和稳定性，

将其与包醛氧淀粉联合，用于慢性肾衰动物模型的

口服治疗。

! 材料和方法

!"! 材料及仪器

!"!"! 试剂：脲酶（!"#$%&’(（)*），*+,-./0(-+0 生物

化学公司）；硫酸铵（分析纯，重庆北碚化学试剂厂）；

戊二醛（123水溶液，中国医药上海化学试剂公司进

口分装）；胰蛋白酶（4,56780，上海生工进口分装）；腺

嘌呤（华美公司）；包醛氧淀粉（9+:-;< :/<;.5<; +=57>
-:,?.，9@A，天津天大领先制药有限公司）；其余试剂

均为分析纯。

!"!"# 仪器：4B>CD$$E9 紫外可见分光光度计（北京

普析 通 用 仪 器 有 限 公 司），FGH$ 型 光 学 显 微 镜

（A/5’6%7）。IG1$ 全自动生化分析仪（贝克曼库尔

特公司）。大鼠灌胃器（上海茂生生物科技公司）。

!"!"$ 动 物 模 型：*87-:, 大 鼠 2$ 只，体 重 D$ J
C1$(，，雌雄各半，以腺嘌呤灌胃法（每天 K$$’(&L(，
共 K$<）制备慢性肾衰动物模型，成活 1K 只，经血液

生化检验和病理切片诊断确诊为慢性肾衰［M］。

!"# 实验方法

!"#"! 脲酶聚集体的制备：将脲酶冻干粉 2$’( 溶

于 C$’I 磷酸二氢钠>磷酸氢二钠缓冲液（$#C’+/&I，

6N "#$）中，取样测定蛋白含量后，置于冰水浴中，缓

慢滴 加 2$3 的 硫 酸 铵 溶 液，每 K$’80 取 样 离 心

（CH $$$,&’80）后，测定上清液的蛋白含量，约 M23脲

酶被沉淀下来后，所需硫酸铵溶液约 12’I。溶液滴

加过程中持续缓慢搅拌以保证脲酶聚集体颗粒均匀。

!"#"# 脲酶聚集体的交联：在冰水浴中缓慢滴加

$#K2’I 123的戊二醛于脲酶聚集体悬浮液（K2’I）

中，持续缓慢搅拌，交联 1. 后，取出溶液，C$ $$$,&’80
离心弃上清，用磷酸盐缓冲液（$#C ’+/&I，6N "#$）洗

涤 1 次，每次使用磷酸盐缓冲液 !’I，收集沉淀后

用 1’I 磷酸盐缓冲液悬浮，然后将悬浮液置透析袋

（分子量 D$$$ J C$$$$）中，用 $#$2 ’+/&I 磷酸盐缓冲

液透析 !D.（每 C1. 换液 C 次，每次使用缓冲液 2$$’I）

以去除多余的戊二醛和影响酶活测定的铵离子。所

得交联脲酶聚集体悬浮液置 !O冰箱保存备用。

!"#"$ 脲酶和交联脲酶聚集体的活性测定方法：采

用 F;,-.;/+- 法［C$］。

!"#"% 蛋白含量测定：采用 F,:<P+,< 法［CC］。

!"#"& 动物模型分组和施加因素：以随机数表法将

1K 只大鼠分为模型对照组（D 只，给予自由饮食，

C$’I&L( 蒸馏水灌胃）、治疗对照组（D 只，给予含包

醛氧淀粉饲料，C$’I&L( 蒸馏水灌胃）和治疗组（"
只，给予含包醛氧淀粉饲料，交联脲酶聚集体悬浮液

C$’I&L( 灌胃）。分别编号。其中包醛氧淀粉由于

颗粒较大，不溶于水，无法灌服，故将包醛氧淀粉与

混合饲料按 C：C 混匀后，按 1$(&L( 喂食，每日待动物

吃完后再给予普通饲料。观察疗程 1 周。

!"#"’ 观察指标：治疗前后剪尾取血，约 $#2 ’I，以

IG1$ 全自动生化分析仪测定血清肌酐（Q?,）和尿素

氮（FBR）含量。

!"#"( 统计分析：资料用 ! 检验，显著性检验用双

侧界值点，表中数值用算术均数 S 标准差。分析软

件使用 QEQQCC#$。

# 结果与讨论

#"! 脲酶聚集体交联前后的形态学变化

光学显微镜下观察到，用硫酸铵沉淀下来的脲

酶聚集体是脲酶单体的多聚形式，形状不规则，结构

松散，颗粒较小（图 C）。戊二醛交联后，颗粒变大，

结构紧密（图 1）。其原理是在戊二醛的醛基和脲酶

分子的氨基间形成希弗碱（Q.8PP T:7;），反应可发生

在酶分子间和分子内，也可发生在酶聚合物间和聚

合物内，最终获得有一定机械强度的交联酶聚集体。

当然，仅用希弗碱的形成来解释交联反应是不完全

的，反应还包括将酶的氨基共轭添加到常用商品戊二

醛溶液中存在的!，"不饱和寡聚体的乙烯双链上等。

图 C 脲酶聚集体（ U C$$）

V8(WC B,;:7; :((,;(:-;7（ U C$$）

#"# 交联脲酶聚集体的最适温度

在不同的温度下分别测定游离脲酶和交联脲酶

聚集体的活性，结果见图 K。游离脲酶和交联脲酶

聚集体最适温度分别为 H$O和 "$O。

#"$ 交联脲酶聚集体的最适 )* 值

分别测定游离脲酶和交联脲酶聚集体在不同

6N 下的活性，结果见图 !。游离脲酶和交联脲酶聚

集体的最适 6N 值均为 D#$。
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图 ! 交联脲酶聚集体（ " #$$）

%&’(! )*+,,-.&/012 3*14,1 4’’*1’451,（ " #$$）

图 6 游离脲酶和交联脲酶聚集体的最适温度

%&’(6 781 +95&:3: 51:91*453*1 +; ;*11 3*14,1 4/2
<*+,,-.&/012 3*14,1 4’’*1’451,

图 = 游离脲酶和交联脲酶聚体集的最适 9> 值

%&’(= 781 +95&:3: 9> +; ;*11 3*14,1 4/2
<*+,,-.&/012 3*14,1 4’’*1’451,

!"# 交联脲酶聚集体的米氏常数（!$）

游离脲酶和交联脲酶聚集体的米氏常数测定结

果见图 ?、图 @。在本文的实验条件下，游离脲酶和

交联 脲 酶 聚 集 体 的 !: 值 分 别 为 $A$#= :+.BC 和

$A$!# :+.BC。说明交联脲酶聚集体对尿素的亲和力

小于游离脲酶。

!"% 交联脲酶聚集体的储存稳定性

将游离脲酶和交联脲酶聚集体各取出两份，分

别置于 =D和室温下，定期测定酶的剩余活性，结果

表明，在 =D 下，交 联 脲 酶 聚 集 体 在 #$$2 后 仍 有

E$F的活性，游离脲酶在 #$$2 后剩余活性为 G$F。

图 ? 尿素浓度对游离脲酶和交联脲酶聚集体活性的影响

%&’(? 781 1;;1<5 +; 3*14 <+/<1/5*45&+/ +/ 581 4<5&H&5I
+; ;*11 3,14,1 4/2 <*+,,-.&/012 3*14,1 4’’*1’451,

图 @ 游离脲酶和交联脲酶聚集体的 #B " 对 #B［#］作图

%&’(@ J.+5, +; #B " 4’4&/,5 #B［#］;+* ;*11 3,14,1
4/2 <*+,,-.&/012 3*14,1 4’’*1’451,

室温下交联脲酶聚集体的半衰期为 !$2，游离脲酶

为 #62。证明交联脲酶聚集体的储存稳定性比游离

脲酶高。

!"& 交联脲酶聚集体的热稳定性

将游离脲酶溶液和交联脲酶聚集体悬浮液置于

@?D水浴中，每隔一定时间取样测定脲酶的剩余活

性。结果见图 G。交联脲酶聚集体的酶活性下降较

慢，游离脲酶的失活半衰期为 !$:&/，交联脲酶聚集

体则为 =$:&/，说明交联脲酶聚集体的热稳定性高

于游离脲酶。

!"’ 交联脲酶聚集体对抗胰蛋白酶水解能力

取游离脲酶溶液和交联脲酶聚集体悬浮液各

6:C，测初始酶活性，分别加入 $A!:C 胰蛋白酶溶液

（? ’BC），6GD保温，定时取样测定酶活性。结果见

图 E。交联脲酶聚集体经 #!8 的保温处理后，活性

仅下降 !$F，而游离脲酶处理 =8 后的活性残留仅

有 ?$F，说明与游离脲酶相比，交联脲酶聚集体抵

抗胰蛋白酶水解的能力更强。

!"( 用于慢性肾衰动物模型的肠道清除治疗

慢性肾衰发展到终末期尿毒症后，肠道内代谢

废物积聚，尤以尿素居多。使用口服脲酶制剂分解

=66 生 物 工 程 学 报 #K 卷



图 ! "#$下游离脲酶和交联脲酶聚集体的热稳定性

%&’(! )*+,-./ 01.2&/&13 45 5,++ 6,+.0+ .78 9,400:/&7;+8
6,+.0+ .’’,+’.1+0 .1 "#$

图 < 游离脲酶和交联脲酶聚集体对胰蛋白酶的耐受性

%&’(< =+0&01.79+ 45 5,++ 6,+.0+ .78 9,400:/&7;+8
6,+.0+ .’’,+’.1+0 14 1,3>0&7

肠道尿素，可以达到缓解慢性肾衰症状和快速治疗

的目的。这要求脲酶必须能够通过胃酸屏障并耐受

胃肠道内胃蛋白酶、胰蛋白酶和糜蛋白酶的降解，到

达肠道后，仍能保持相当的活性以发挥药效。我们

制备的交联脲酶聚集体对极端 >? 和蛋白酶的抵抗

能力明显提高，可与包醛氧淀粉联合用于慢性肾衰

的肠道清除治疗。包醛氧淀粉是非特异吸附剂，可

以吸附尿素分解后产生的有毒副作用的氨气或铵离

子，对肠道内其它代谢废物也有吸附作用。为排除

包醛氧淀粉吸附尿素带来的影响，实验中安排了单

纯包醛氧淀粉组，我们的实验结果见表 @。

模型对照组、治疗对照组和治疗组实验前后的

肌酐含量均有小幅下降，但差异不显著（! 值分别

为 ABCDD、ABC!D 和 ABDD#）。模型对照组的尿素氮含

量变化不明显（! E ABD@@ F ABA#）。治疗对照组和治

疗组实验前后的尿素氮含量均明显下降（! 值分别

为 ABAAG 和小于 ABAA@，均小于 ABA@）。治疗对照组

和治疗组实验前后的尿素氮含量下降量比较，有显

著性差异（! E ABA@" H ABA#）。治疗组尿素氮含量下

降更明显。说明交联脲酶聚集体和包醛氧淀粉联合

使用时，对尿素的清除效率比单纯使用包醛氧淀粉

更高。间接说明交联脲酶聚集体在肠道的复杂条件

下仍能发挥催化作用，效果明显，稳定性高。

表 ! 交联脲酶聚集体和包醛氧淀粉对腺嘌呤致动物

慢性肾衰模型的血液生化指标的影响

"#$%& ! ’()%*&(+& ,) +-,../%0(1&2 *-&#.& #33-&3#4&.
#(2 567 ,( $%,,2 $0,+8&90+#% 0(2&:&. ,) -#4.

;048 +8-,(0+ -&(#% )#0%*-& $< #2&(0(&

I78+J )&-+ K471,4/ KLM KLM N KOPL0

QRST（--4/TO） . D!B<! U GB!# D"B"< U #BV@ D!B!# U VB<@

2 D!BA# U GB## DABG" U GB#D! @#B"C U VB!G!

K*.7’+0 45 QRS #B"A U VB<< @DBA! U GBAA W

X9,T（!-4/TO） . C#B@V U DAB#C @AABD# U @CBA" @AGB#! U <B@!

2 C#B"V U @!BV< @AAB@V U @<BDV @AABG U !BVD

! ! H ABA@，94->.,+8 Y&1* D Y++;0 .’4( W ! H ABA#，94->.,+8 Y&1*
KLM ’,46>( .( Q+54,+ 1*+ @01 840+；2( D Y++;0 .51+, Y&1*8,.Y

= 结 论

沉淀法是蛋白提纯的常用方法，技术成熟，将它

引入酶的固定化中，与交联法相结合，产生了一种简

单有效的酶无载体固定化方法:交联酶聚集体的制

备，这种方法反应条件简单，沉淀和交联发生在一个

反应体系中，产生不溶于水的固定化酶。通过优化

反应条件来调节，可获得活性和稳定性都不错的交

联酶聚集体。

交联酶聚集体的稳定性是酶聚集体的物理属性

和酶分子共价交联的结果。交联酶聚集体内有一定

的空隙，允许小分子的底物和产物通过，从而保证了

交联酶聚集体活性的发挥。当酶分子从溶液中转移

到酶聚集体中时，静电力和酶分子间的疏水作用增

大，阻止了酶蛋白的伸展、聚集和分解，因而提高了

酶对热和极端 >? 的稳定性。交联酶聚集体具有相对

有序的三维结构，大分子的蛋白水解酶则被排斥在

外，又提高了对蛋白水解酶的抵抗能力［# Z < ］。本文对

交联酶聚集体的性质评价结果完全支持了上述结论。

慢性肾衰尤其是尿毒症是严重威胁人类健康的

疾病。目前尿毒症的治疗广泛采用血液透析和肾移

植两种方式。血液透析作为一种支持疗法费用相当

昂贵。肾移植尽管非常有效，但肾源有限，异体排斥

反应的问题较难解决。将固定化脲酶可制成口服制

剂，利用其稳定性高的特点，通过胃酸屏障，到达肠

道清除肠道尿素并抵抗消化酶的降解，可达到缓解

尿毒症症状，延长病人血液透析周期，减轻病人的经

济负担的目的。

我们将交联酶聚集体与包醛氧淀粉联合用于慢

性肾衰动物模型的肠道清除治疗实验中，交联脲酶

聚集体在肠道的复杂条件下仍能发挥有效的催化作

用，显著降低了血清尿素氮水平，为进一步开发出高

效的肠道清除口服制剂奠定了基础。交联脲酶聚集
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体还可望用于医学领域中的以下两个方面：脲酶是

临床常用的诊断用酶，存在稳定性差，储存和使用寿

命短的缺点。利用交联脲酶聚集体的高稳定性，可

制作出稳定的可重复使用的尿素传感器用于临床诊

断。另外，以交联脲酶聚集体为基础，制造小型的反

应性透析装置，可用于血液透析和血液灌流。

如何利用交联酶聚集体技术为人类服务是我们

今后的研究方向，我们的实验为交联酶聚集体技术

的进一步应用开辟了道路。
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