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工业生物技术                                                               

芽胞杆菌 BSD-8 肌氨酸氧化酶的纯化与性质 

刘辉，孙桂琴，马晓航，孙玲艳，卢向锋，张鹏程 
浙江大学生命科学学院，杭州 310058 

摘  要: 对一株从土壤中分离到的芽胞杆菌 Bacillus sp. BSD-8 菌株所产生的热稳定性较高的肌氨酸氧化酶进行纯化，

并对该酶的特性进行了研究。通过硫酸铵分级沉淀、DEAE-纤维素离子交换柱、Toyopearl 疏水层析柱和 Sephadex G-75

分子筛层析，使酶提纯 25 倍，比活力达到 5.3 U/mg。研究了纯化后的酶的生化特性，确定了该酶的主要特性：该酶为

黄素蛋白，与黄素以非共价键的方式结合，由单一亚基组成，其亚基分子量为 51 kDa。酶的最适反应温度及 pH 分别

为 60℃与 8.5。该酶在 60℃及 pH 8.0~10.0 条件下稳定。以 Lineveaver-Burk 作图法求得该酶米氏常数 Km 值为 3.1 mmol/L。

Ag+、Hg2+、SDS 及 Tween 80 对该酶有强抑制作用，而 Tween 20 和 Triton X-100 对酶活性无影响。该肌氨酸氧化酶在

耐热性质上比以前所报道的肌氨酸氧化酶有很大的提高，在酶法肌酐测定应用中有明显的优势。 

关键词 : 肌酸，肌氨酸氧化酶，热稳定性  

Purification and characterization of a sarcosine oxidase from  
Bacillus sp. BSD-8 

Hui Liu, Guiqin Sun, Xiaohang Ma, Lingyan Sun, Xiangfeng Lu, and Pengcheng Zhang 

College of Life Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 310058, China 

Abstract:  We purified a sarcosine oxidase from Bacillus sp. strain BSD-8 isolated from soil. We purified the enzyme by 
ammonium sulfate precipitation, DEAE-cellulose, Toyopearl hydrophobic and Sephadex G-75 molecular sieve chromatography and 
characterized the purified sarcosine oxidase. This sarcosine oxidase was a flavin enzyme containing a noncovalently bound flavin 
with the subunit molecular mass of 51 kDa. The optimal temperature for this enzyme was 60°C and it showed its highest activity at 
pH 8.5. It was stable in the pH range of 8.0–10.0 and at the temperature of 60°C. Estimated by Lineveaver-Burk plots, the Km of the 
enzyme was 3.1 mmol/L. Ag+, Hg2+, SDS and Tween 80 dramatically inhibted the enzyme activity, whereas Tween 20 and Triton 
X-100 had no effect on enzyme activity. The thermostability of this enzyme was better than reported sarcosine oxidases, and it could 
be applied in enzymatic measuring of creatinine. 

Keywords:  creatine, sarcosine oxidase, thermostability 

磷酸肌酸是人体内肌肉、脑、神经等易兴奋组织

唯一起能量暂时储存作用的物质。它在肌酸激酶的作

用下将 ADP 转化成 ATP，同时生成肌酸 (Creatine)。

生成的肌酸能被转化成肌酐 (Creatinine)，而肌酐经

过肾脏的肾小球滤过由血液进入尿液从而排出体外。

血清肌酐正常值为 44~106 μmol/L。但当肾脏功能出现
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问题时，血肌酐浓度可达到 141.4~176.8 μmol/L，严

重时甚至会达到 1000 μmol/L[1-2]。为此，临床上将

血液和尿液中的肌酐含量作为反映肾小球滤过功能

的常用指标。 

长期以来临床上对于肌酐的测定都是利用一种

称之为 Jaffe 反应的化学方法进行测定。由于化学反

应缺少专一性，许多物质的存在均能影响反应的检

测结果。随着生物技术的发展，人们研究出利用酶

进行肌酐测定的方法。由于酶催化专一性强，样品

不经处理就可进行测定。因而在抗干扰方面酶法测

定比化学测定法有无可比拟的优越性。2007 年，

Ramanavicius 等[3]利用 SOX 制成一种电流生物传感

器来检测人体血液和尿液中的肌酐，使 SOX 在临床

上的应用更加方便。 

在酶法的肌酐测定系统中，肌酐在各种酶的催

化作用下被分解生成各种小分子物质及过氧化氢。

产生的过氧化氢可在过氧化物酶催化作用下与酚类

及 4-氨基反应生成红色化合物。其原理如下： 
 

肌酐   肌酐水解酶   肌酸  肌酸水解酶   肌氨酸  

肌氨酸氧化酶   甘氨酸 + H2O2 + HCHO 

过氧化物酶+酚+4AA   
红色化合物 

 
其中的肌氨酸氧化酶是测定系统中的关键酶之

一。该酶的稳定性对试剂的性能有重要的影响。 

该酶主要由微生物所产生，已从多种微生物中

分离到了肌氨酸氧化酶。目前已知的产肌氨酸氧化

酶的微生物主要有铵镨柱胞霉菌 Cylindrocarpon 

didymium[4]、变青链霉菌 Streptomyces lividans[5]、芽

胞杆菌 Bacillus sp.[6-7]、节杆菌 Arthrobacter sp.[8-9]、

棒状杆菌 Corynebacterium sp.[10]、反硝化产碱菌

Alcaligenes denitrificans [11]等。但以上报道的微生物

所产生的肌氨酸氧化酶的热稳定性不是很好，仅在

40℃以下时较为稳定，在试剂的运输及保存过程中

都带来许多问题，影响了酶法测定的普及。 

本研究从土壤中筛选出一株产热稳定性优良的

肌氨酸氧化酶的 Bacillus sp.菌株，并对其所产的肌

氨酸氧化酶的纯化和性质进行了研究。其所产的肌

氨酸氧化酶的热稳定性较好，最适反应温度为 60℃，

在 60℃条件下酶活力依然稳定，为目前所知的热稳

定性最高的肌氨酸氧化酶。 

1  材料和方法 

1.1  材料、试剂与仪器 
DEAE-Cellulose 离子交换层析柱填料购自上海

恒信化学试剂有限公司；Toyopearl HW-65C 疏水层

析柱填料购自日本 TOSOH 公司；Sephadex G-75 层

析柱填料为进口分装；SDS-聚丙烯酰氨电泳标准蛋

白购自上海博亚生物技术有限公司；二硫苏糖醇 

(DTT)、肌氨酸 (Sarcosine) 均为分析纯；其余试剂

均为国产分析纯。 

DEAE-Cellulose 离子交换层析柱、Toyopearl 

HW-65C疏水层析柱和 Sephadex G-75 层析柱的规格

均为 50 mm×550 mm；JY92-II 型超声波细胞粉碎机

为宁波新芝科器研究所生产；电泳仪及 DYY-III 型

垂直电泳槽购自北京市六一仪器厂。 

1.2  产酶菌株 
BSD-8 菌株从土壤中分离，本实验室保存。经

形态学、生理生化特征及 16S rRNA 鉴定，该菌株

属于 Bacillus sp.。 

基础培养基 (产 SOX 培养基)：肌酸，5 g；酵

母膏，8 g；磷酸二氢钾，0.5 g；磷酸氢二钾，2.0 g；

硫酸镁，0.5 g；pH 7.0；加水至 1000 mL。 

1.3  粗酶液的制备 
将 BSD-8 菌株接种于产酶培养基中，30℃、

120 r/min 培养 24 h，取产酶发酵液，5000 r/min 冷

冻离心，收集菌体，用 50 mmol/L，pH 7.5 的磷酸盐

缓冲液洗细胞 2 次后，将其悬浮于 2 倍体积的缓冲

液中。将细胞破碎后，5000 r/min 离心 50 min 去除

细胞碎片，得到粗酶液。 

1.4  肌氨酸氧化酶酶活力的测定 
取酶液 0.1 mL 加入到 0.9 mL 含有 0.01 mol/L

肌氨酸的焦磷酸钠缓冲液 (pH 8.0，0.1 mol/L) 中，

于 37℃反应 10 min 后，加入 0.25 mL 浓度为 1.0 mol/L

的醋酸终止反应，再加入 1.5 mL 含有 0.04％乙酰丙

酮的 20％乙酸铵溶液，于 37℃保温 40 min 后，在

410 nm 处测定 OD 值。酶活的定义为：37℃每分钟

分解 1 μmol 肌氨酸的酶量为一个酶活单位。 
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1.5  蛋白浓度测定 
蛋白浓度的测定用 Folin-酚法[12]。 

1.6  酶的纯度及分子量测定 
酶的纯度及分子量通过电泳的方法测定 [13]，

用 PAGE 显示一条蛋白条带后，再用 SDS-PAGE

测定酶的分子量。标准蛋白及分子量为：兔磷酸

化酶 B 97.4 kDa，牛血清白蛋白 66.2 kDa，兔肌动

蛋白 43.0 kDa，牛碳酸酐酶 31.0 kDa，胰蛋白酶抑

制剂 20.1 kDa，鸡蛋清溶菌酶 14.4 kDa。PAGE 用

10％的分离胶，SDS-PAGE 用 10％的分离胶，浓缩

胶的浓度为 4％；染色与脱色用考马斯亮蓝法。 

1.7  酶的最佳反应温度及热稳定性试验 
在 25 ~80℃ ℃的温度范围内，每隔 5℃测定酶活

力，以确定酶的最佳反应温度。将酶液在不同温度

下处理 10~30 min 后，再测定酶活力，确定酶的热

稳定性。 

1.8  酶的最佳反应 pH 及 pH 稳定性试验 
在 pH 4.0~11.0 的缓冲液中测定酶活力 (其中

pH 4.0~6.0 为 0.1 mol/L 柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液；

pH 6.0~8.5 为 0.1 mol/L 磷酸盐缓冲液；pH 8.5~9.5

为 0.05 mol/L 硼砂-硼酸缓冲液；pH 9.5~11.0 为

0.05 mol/L 硼砂-NaOH 缓冲液)，以确定酶的最佳反

应 pH。在上述不同 pH 值的缓冲液中加入酶液，于

25℃保温 18 h，pH 8.0 下测定酶活力，确定酶的 pH

稳定范围。 

1.9  酶促反应动力学 
在 37℃、pH 8.0 下，以不同浓度的肌酸为底物

测定酶活力。以 Lineweaver-Burk 作图法[14]，求出肌

氨酸氧化酶对肌氨酸的 Km 值。同时求得该酶的转化

数 Kcat，其定义为每个分子酶在单位时间内能催化的

底物分子数。 

1.10  不同化学物质对酶活力的影响 
将酶液加入到含不同化学物质的溶液中于 25℃

处理 30 min，然后在含相同浓度化学物质的反应体

系中测定酶活力。 

2  结果与分析 

2.1  SOX 的纯化 
2.1.1  SOX 的纯化过程 

粗酶液首先以 20％~80％的硫酸铵进行分级

沉淀。并分别测定沉淀的蛋白含量及酶活力，计

算比活力。结果表明该酶的最佳分离浓度区间为

60％~70％。 

收集的酶液在 pH 7.0、10 mmol/L 的磷酸盐缓冲

液中透析后上样至预先平衡好的 DEAE-纤维素层析

柱，用含 0~1.5 mol/L KCl 的缓冲液进行线性梯度洗

脱，分管收集。经该步纯化后，酶活达到 25.3 U/mL。 

之后，在收集的酶液中加入硫酸铵至 45％的饱

和度，上样到经含 45％硫酸铵的缓冲液平衡好的

Toyopearl HW-65C 疏水层析柱，用含 45％~0％硫酸

铵的缓冲液反向梯度洗脱，分别收集。该步骤纯化

效果明显，合并的酶活力达到了 60.78 U/mL。 

收集的酶液经浓缩，透析后上样到预先用

10 mmol/L、pH 7.0 的磷酸缓冲液平衡好的 Sephadex 

G-75 分子筛层析柱，用含有 100 mmol/L KCl 的上述

相同缓冲液洗脱，分管收集，合并比活力最高的部

分。经该步纯化后，酶比活力达到 5.3 U/mg。 

2.1.2  SOX 提纯结果 

肌氨酸氧化酶经过上述提纯后，结果见表 1。

各步提取的酶样品用 PAGE 检测，结果见图 1。纯

化后 SOX 比活力达到 5.3 U/mg，提纯 25 倍，得率

为 22.3％。 

2.2  BSD-8 SOX 的理化性质 
2.2.1  SOX 的分子量 

纯化后的 SOX 在 10％的 PAGE 中显示单一的条

带，在 SDS-PAGE 中也显示为单一条带，表明 SOX

由单一亚基组成。通过与标准蛋白的比较计算，得

到其亚基分子量为 51 kDa (图 2)。 

 
表 1  肌氨酸氧化酶的提纯总结 
Table 1  Summary of the purification of SOX 

Steps of 
purification 

Total 
activity

(U) 

Total 
protein 
(mg) 

Specific 
activity 
(U/mg) 

Purification 
(fold) 

Recovery
(%) 

Crude enzyme sup. 20216 96269 0.2 1 100

Ammonium  
sulfate ppt. 16480 30519 0.5 2.5 81.5

DEAE-cellulose 13504 4117 3.3 15.6 66.8

Toyopearl HW-65 7596 2151 3.5 16.8 37.6

Sephdax G-75 4510 859 5.3 25.0 22.3
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图 1  各步提纯样品的 PAGE 图谱 
Fig. 1  PAGE pattern of SOX samples from different steps of 
purification. A: crude extract; B: ammonium sulfate 
precipitationfraction; C: DEAE-cellulose fraction; D: Toyopearl 
HW-65 fraction; E: Sephdax G-75 fraction. 

 

图 2  SDS-PAGE 测定 SOX 亚基分子量结果，经过计算

得出分子量为 51 kDa 
Fig. 2  Molecular weight of SOX subunit was 51 kDa which 
was determined by the calculation from the result of 
SDS-PAGE. 
 
2.2.2  SOX 的最适作用温度与热稳定性 

在不同温度下测定 SOX 酶活力，结果见图 3，

酶作用的最适温度为 60℃。在 pH 8.0 磷酸盐缓冲液

中不同温度分别处理 10 min、30 min 后测定酶活

力，结果见图 4。该酶在 60℃处理 10 min 还可保留

94％的酶活。 

2.2.3  SOX 的最适 pH 与 pH 稳定性 

在 pH 4.0~11.0 的缓冲液中测定酶活力，结果见

图 5，SOX 作用的最适 pH 为 8.5。在上述不同 pH

值的缓冲液中加入酶液，于室温保温 18 h，测定酶

活力。结果显示该酶在 pH 7.0~10.0 稳定 (图 6)。 

2.2.4  酶促反应动力学 

以不同浓度肌氨酸为底物，于 37℃测定酶活力。

Lineweaver-Burk 作图法求得肌氨酸氧化酶的米氏常

数 Km 值为 3.1 mmol/L。根据所测定的 SOX 的比活

和分子量，计算出该酶的 Kcat 为 4.5/s。 

 

图 3  不同反应温度对 SOX 活力的影响 

Fig. 3  Effects of temperature on SOX activity. 

 

图 4  温度对 SOX 稳定性的影响 
Fig. 4  Effects of temperature on the stability of SOX. 

 
图 5  不同 pH 对酶活力的影响 
Fig. 5 Effects of pH on SOX activity. pH 4.0−6.0: 0.1 mol/L 
citrate buffer solution; pH 6.0−8.5: 0.1 mol/L phosphate buffer 
solution; pH 8.5−9.5: 0.05 mol/L borate buffer solution; 
pH 9.5−11.0: 0.05 mol/L borax-NaOH buffer solution. 
 
2.2.5  不同化学物质对酶活性的影响 

由表 2、表 3 可以看出，Ag+、Hg2+、SDS 能使

该酶几乎完全失活，Zn2+、Fe3+ 、Li+、Cr3+、Cu2+

和 NaN3 对酶活性几乎没有影响， Ba2+、Mn2+、Ca2+

对酶活性有一定促进作用，表面活性剂 Tween 20 和 
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图 6  不同 pH 对酶稳定性的影响 
Fig. 6  Effects of pH on the stability of SOX. pH 4.0−6.0: 
0.1 mol/L citrate buffer solution; pH 6.0−8.5: 0.1 mol/L 
phosphate buffer solution; pH 8.5−9.5: 0.05 mol/L borate 
buffer solution; pH 9.5−11.0: 0.05 mol/L borax-NaOH buffer 
solution. 
 

表 2  不同金属离子对酶活性的影响  
Table 2  Effects of metal ions on SOX activity 

Metal Final concentration 
(mmol/L) 

Residual activity 
(%) 

CK ----- 100 

Ba2+ 1  113.9 

Mn2+ 1  111.0 

Ca2+ 1  107.7 

Zn2+ 1   96.7 

Cr3+ 1   91.9 

Li+ 1   91.5 

Fe3+ 1   89.7 

Cu2+ 1   88.9 

Ag+ 1    9.19 

Hg2+ 1   0.3 

 

表 3  不同化学物质对酶活性的影响 
Table 3  Effects of chemicals on SOX activity 

Chemicals Final concentration Residual activity (%)

CK ----- 100.0 

NaN3 1 mmol/L  95.9 

o-Phenanthroline 1 mmol/L  82.9 

EDTA 20 mmol/L  89.3 

Tween20 0.10%  97.4 

Tween80 0.10%  56.2 

Triton X-100 0.10%  96.7 

SDS 0.50%   2.6 

p-CMB* 0.1 mnol/L  61.1 

*p-CMB: p-Chloromeruribenzoate. 

Triton X-100 对酶活性没有影响，而 Tween 80 可使

50％酶活丧失。 

2.2.6  BSD-8 SOX 与黄素的结合 

据报道肌氨酸氧化酶为一种黄素蛋白，辅基黄

素 (FAD 或 FMN) 与其的结合方式前文已有叙述，

共分两种，一种结合方式为共价结合，另一种结合

方式为非共价结合。将 BSD-8 SOX 纯酶的酶液加

入 5％或 10％的三氯乙酸，沸水处理 10 min，发现

上清均呈现黄色。而 Mori 等 [4]和 Matsuda 等 [6]报

道的单聚体肌氨酸氧化酶经相同处理之后，上清无

任何色素，也即酶蛋白没有释放任何色素，则认为

黄素与酶以共价键结合。此外，Ogushi 等[9]报道产

脲节杆菌 Arthrobacter ureafaciens 四亚基 SOX 经

10％三氯乙酸沸水处理 15 min，上清液呈现黄色，

表明有非共价键结合的黄素存在。根据上述结果，

初步推测 BSD-8 的 SOX 与黄素以非共价键的方式

结合。 

3  讨论 

目前所报道的 SOX 根据其来源的不同，酶的性

质变化很大。如 Cylindrocarpon didymium M-1、

Corynebacterium sp. U-96[10]、Athrobacter ureafaciens

和 Bacillus sp. B-0618 的 SOX 分子量分别为 48 kDa、

174 kDa、185 kDa 和 42 kDa。根据 SOX 亚基的组成

可分为四亚基 (α，β，γ，δ)、双亚基 (α，β) 和单

亚基酶。即使是相同属的不同菌株产生的 SOX，其

结构也不一定相同。如 Arthrobacter 中不同菌株能

产生四亚基和单亚基两种不同的 SOX。BSD-8 菌株

所产生的 SOX 纯化后经 PAGE 和 SDS-PAGE 均显

示出单一的条带。根据电泳结果分析该酶由单一亚

基组成，亚基分子量应为 51 kDa。 

该酶在 pH 8.5，温度 60℃时反应活性最高；其

在 60℃以下，pH 7.0~10.0 范围内可稳定存在。已报

道的热稳定性较好的肌氨酸氧化酶是由 Bacillus sp. 

KS-11A[15]和 Bacillus sp. NS-129[16]所产生的，其热

稳定温度在与本实验相同的条件下测定 (热处理时

间 10 min) 分别为 50℃和 55℃。而由菌株 BSD-8

所产的 SOX 其热稳定性温度为 60℃，相比而言该酶

的热稳定性更好一些。 
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除此之外研究还发现 p-CMB 和 Cu2+对酶活性

的影响与已报道的 SOX 有所不同。除了 Bacillus sp. 

B-0618 外，p-CMB 可使其他的 SOX 完全失活，而

BSD-8 菌株的 SOX 与 B-0618 相似，p-CMB 对酶活

的影响不如其他的 SOX 显著；Cu2+对 BSD-8 SOX

活性也无明显抑制作用，而其他所有的 SOX 经 Cu2+

处理后即完全失活。 

Mori 等[4]和 Matsuda 等[6]报道的单聚体肌氨酸

氧化酶加入三氯乙酸经沸水处理，结果表明黄素与

SOX 以共价键结合。而 Ogushi 等[9]和 Mukouyama

等[17]报道的四亚基 SOX 酶液经处理后，结果表明有

非共价的黄素存在。BSD-8 SOX 经三氯乙酸处理得

到的结果结合上述报道的试验结果，初步推测

BSD-8 的 SOX 与黄素以非共价键的形式结合。 

根据本研究结果，该酶的特性适合于酶法肌酐测

定，其热稳定性优良，作为测定用酶有明显的优势。

其次，如上所述，该酶除了热稳定性较好外，在其他

特性方面与已报道的 SOX 也有明显差异，它们之间

是否存在必然的联系？值得今后进一步的研究。 
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