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摘  要 : 氨基甲酸乙酯 (Ethyl carbamate，EC) 作为一种潜在致癌物质普遍存在于传统发酵食品中。利用酸性

脲酶消除 EC 前体物质尿素是一种具有潜在重要应用价值的策略。本研究在前期成功实现食品级耐乙醇酸性脲

酶高效表达制备的基础上，系统研究了重组酸性脲酶对尿素和 EC 的水解过程。重组酸性脲酶对模拟体系以及

黄酒体系中的尿素具有很好的降解能力 (60 mg/L 的尿素在 25 h 内完全被降解)，表明该重组酸性脲酶适用于

黄酒中尿素的消除。虽然重组酸性脲酶也具有降解 EC 的催化活性，但在黄酒中添加重组酸性脲酶对 EC 的浓

度无明显影响。进一步研究发现重组酸性脲酶对尿素和 EC 的 Km 值分别为 0.714 7 mmol/L 和 41.32 mmol/L，

研究结果为应用定向进化策略改造重组酸性脲酶实现同时水解尿素和 EC 提供了理论依据。 
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Degradation of urea and ethyl carbamate in Chinese Rice 
wine by recombinant acid urease 
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Abstract:  Ethyl carbamate (EC) as a potential carcinogen commonly exists in traditional fermented foods. It is important 
eliminate urea that is the precursors of EC in many fermented foods, including Chinese Rice wine. On the basis of 
achieving high-level overexpression of food-grade ethanol-resistant acid urease, we studied the hydrolysis of urea and EC 
with the recombinant acid urease. Recombinant acid urease showed degraded urea in both the simulated system with 
ethanol and Chinese Rice wine (60 mg/L of urea was completely degraded within 25 h), indicating that the recombinant 
enzyme is suitable for the elimination of urea in Chinese Rice wine. Although recombinant acid urease also has degradation 
catalytic activity on EC, no obvious degradation of EC was observed. Further investigation results showed that the Km value 
for urea and EC of the recombinant acid urease was 0.7147 mmol/L and 41.32 mmol/L, respectively. The results provided 
theoretical foundation for realizing simultaneous degradation of urea and EC. 

Keywords:  recombinant acid urease, ethyl carbamate, urea, food safety, enzymatic degradation 

氨基甲酸乙酯 (Ethyl carbamate，EC)，是

一种天然存在于所有发酵食品和酒精饮料中的

成分，是由尿素和乙醇自发反应生成的具有潜

在致癌性的物质[1-2]。在酒精饮料中尿素含量会

间接影响 EC的含量，世界各国和国际卫生组织

对酒中的 EC浓度都有严格的限量标准，因此降

低酒精饮料中 EC浓度成了至关重要的问题。在

酒精饮料中，尿素一部分是由原料自身引入的，

另外绝大部分是作为副产物由酵母细胞内的精

氨酸分解代谢所产生的[3]。因此消除酒精饮料中

的尿素成为减少 EC浓度的可行方法之一[4]。 

脲酶普遍存在于细菌、真菌和高等植物  

中[5-6]，所有已知的不同来源的脲酶在结构上具

有高度同源性[7]。酸性脲酶指的是在酸性条件下

仍然能够降解尿素的脲酶，因此可以在呈酸性

的酒精饮料中发挥作用。酸性脲酶在大鼠胃肠

道的乳酸乳杆菌中首次发现[8]，目前已经分离出

了许多具有酸性脲酶活性的肠道细菌并研究了

它们的特性[9-11]，但是所报道的酸性脲酶均表现

出高度的专一性，即只能专一地分解尿素，不

能分解 EC。综上所知，深入研究酸性脲酶及其

性质对于酒类行业的发展具有重要意义。本实

验室前期在具有乳糖筛选标记的食品级乳酸乳

球菌 NZ9000中，利用诱导剂乳酸链球菌肽成功

表达了来源于罗伊氏乳杆菌的酸性脲酶[12]，该

酶对尿素和 EC均有显色反应，并且具有良好的

耐乙醇特性。为进一步分析其在不同体系中对

尿素和 EC的降解能力，首先对重组酸性脲酶进

行分离纯化，研究了纯酶在缓冲液 (pH 4.5) 和

市售黄酒中对尿素和 EC 的降解能力并测定了

Km值，为今后分子改造酸性脲酶提供了方向和

基础。 
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1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种和培养基 

产 酸 性 脲 酶 菌 株 NZ9000-LR(MG1363 

pepN::nisRK；harboring pNZ8149-ureABCEFGD；

Cmr) 由本实验室构建。种子培养基为 M17肉汤

培养基，发酵培养基成分为蛋白胨 1.5%，酵母

抽提物 0.1%，葡萄糖 5.0%，硫酸镁 1.0 mmol/L，

硫酸锰 0.1 mmol/L。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

M17 肉汤培养基、蛋白胨和酵母抽提物购

自 Oxoid公司；其他化学试剂均为国产分析纯。

本研究所使用的仪器主要有：AKTA 蛋白纯化

系 统  (Aamersham pharmacia biotech) ；

SDS-PAGE系统 (Aamersham pharmacia biotech)；

UV-2450 光谱分光光度计  (Shimadzu Co.，

Kyoto，Japan)；Hitrap DEAE FF弱阴离子柱 (GE 

Healthcare)； Superdex 200 pg 凝胶柱  (GE 

Healthcare)。 

1.2  方法 
1.2.1  重组酸性脲酶的分离纯化 

粗酶液的制备：将单菌落接种至含氯霉素

(10 μg/mL) 的 M17液体培养基中，30 ℃静置培

养 16 h；按 2.0%的接种量接种于 3 L发酵罐中，

装液量为 1.5 L，培养温度为 30 ℃，搅拌转速为

100 r/min，当 OD600约为 0.4时，加入终浓度为

10 ng/mL的乳酸链球菌肽，诱导表达 8 h。离心

收集菌体后，用 200 mL的 10 mmol/L Tris-HCl 

(pH 7.4) 溶液洗涤菌体 2 次并重悬，加入终浓

度为 5 mg/mL的溶菌酶后 30 ℃水浴处理 1 h，

超声破碎 20 min，离心收集上清，加入无水乙

醇至不同终浓度 (10%–80%)，冰上放置 30 min，

离心收集沉淀，用 10 mmol/L Tris-HCl (pH 7.4)

溶液重悬沉淀，测定各乙醇浓度下的酶活大小。 

Hitrap DEAE FF柱离子交换层析：将酶活

最高的乙醇浓度下的上清液在 10 mmol/L 

Tris-HCl (pH 7.4) 溶液中过夜透析后，加样到 

Hitrap DEAE FF柱中，用 0–1.0 mol/L NaCl溶液

梯度洗脱，流速 4.0 mL/min，收集活性部位。 

Superdex 200 pg凝胶柱过滤层析：将经过

DEAE柱洗脱的活性部位加样到 Superdex 200 pg

凝胶柱中，用 10 mmol/L Tris-HCl (pH 7.4) 溶液

洗脱，流速 1.0 mL/min，收集洗脱液后经 10% 

SDS-PAGE分析鉴定纯化后的蛋白。 

1.2.2  酶活测定方法 

分别向两个比色管中加入 200 μL酶液和缓

冲液。然后加入 800 μL 3.0%尿素或 EC溶液，

在 37 ℃水浴反应 20 min后，立即加入 1.0 mL

终止剂 (10%三氯乙酸)，振荡混匀后加入 1.0 mL

显色剂 I (15 g苯酚和 0.625 g亚硝基铁氰化钠用

蒸馏水定容至 250 mL) 和 1.0 mL 显色剂 II 

(13.125 g NaOH和 7.5 mL次氯酸钠用蒸馏水定

容至 250 mL)，混匀后 37 ℃水浴处理 20 min后

取出，用蒸馏水定容至 25 mL，625 nm处检测

吸光值。缓冲液作空白对照。 

酶活活力定义：在常压、37 ℃、pH 4.5的

条件下，每分钟分解尿素或 EC产生 1 μmol铵

离子的酶量为 1个酶活单位 U。 

1.2.3  重组酸性脲酶在缓冲液中对尿素和 EC

的降解能力分析 

为了分析重组酸性脲酶在缓冲液中对尿素和

EC的降解能力，设计了一系列含不同浓度尿素和

EC的缓冲液，如表 1所示。50 mL的摇瓶中装液

量为 20 mL，酶的添加量为 500 U/L，定时取样，

样品中尿素含量采用高效液相色谱方法测定[13]，

样品中 EC含量采用 GC-MS测定[14-16]。 
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表 1  不同浓度尿素和 EC 的柠檬酸钠缓冲液 
Table 1  Sodium citrate buffer with different 
concentration of urea and EC 

Number Urea (mmol/L) EC (mmol/L) 

1 10 0 

2 10 10 

3 10 100 

4 10 500 

5 0 100 

6 1 100 

 
1.2.4  重组酸性脲酶在黄酒中对尿素和 EC 的

降解能力分析 

为了分析重组酸性脲酶在黄酒中对尿素和

EC的降解能力，向市售黄酒中分别添加不同浓

度的尿素和 EC。50 mL摇瓶中装液量为 20 mL，

酶的添加量分别为 50、100、200和 500 U/L，

定时取样，测定样品中尿素和 EC的含量。 

1.2.5  重组酸性脲酶对尿素和 EC 动力学常数

Km值的测定 

为了初步分析重组酸性脲酶与尿素和 EC

的结合能力，将纯化后的酶液与含不同浓度的

尿素和 EC的缓冲液反应，测定不同浓度下的吸

光值，使用 GraphPad Prism 软件计算重组酸性

脲酶对尿素和 EC的动力学常数 Km值。 

1.2.6  重组酸性脲酶与尿素和 EC 的模拟结构

分析 

利用在线结构模拟网站 http://zhanglab. 

ccmb.med.umich.edu/I-TASSER 对 UreC 进行结

构模拟，获得的 UreC 结构通过 http://zhanglab. 

ccmb.med.umich.edu/BSP-SLIM与尿素和 EC进

行分子对接，并用 Pymol 软件对获得的对接结

果进行分析。 

2  结果 

2.1  重组酸性脲酶的分离与纯化 
重组酸性脲酶在终浓度为 40%–60%的乙醇

溶液中沉淀下来。图 1 为纯化过程中 Hitrap 

DEAE FF柱离子交换层析的色谱图，图 2为纯

化过程中 Superdex 200 pg凝胶柱过滤层析的色

谱图。将各阶段纯化的样品进行 SDS-PAGE 检

测，电泳结果如图 3 所示，其中通道 6 为已电

泳纯的重组酸性脲酶。 
 
 

 
 
图 1  Hitrap DEAE FF 柱离子交换色谱图 
Fig. 1  Ion Exchange Chromatography of acid urease by Hitrap DEAE FF. (A) Conc. (B) Cond. (C) UV. 
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图 2  Superdex 200 pg 凝胶柱过滤层析色谱图 
Fig. 2  Gel filtration chromatography of acid urease by Superdex 200 pg. (A) UV. (B) Cond. 

 

 
 
图 3  SDS-PAGE 检测重组酸性脲酶的纯化 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of the recombinant acid 
urease. M: protein marker; 1: cell lysis supernatant; 2: 
40%–60% ethanol precipitation; 3: penetrating fluid; 4: 
Hitrap DEAE FF sample; 5: concentrated liquid by 
Hitrap DEAE FF; 6: superdex 200 pg sample. 
 

2.2  重组酸性脲酶在缓冲液中对尿素和 EC
的降解能力分析 

在含有不同浓度尿素和 EC 的缓冲液中重

组酸性脲酶对尿素和 EC 的降解情况如图 4 所

示，由各降解曲线可知在缓冲液中酶对尿素有

很强的降解能力，6 h时尿素已基本完全降解，

而酶对 EC的降解能力较微弱，并且尿素的存在

对 EC的降解没有影响。 

2.3  重组酸性脲酶在黄酒中对尿素和 EC 的

降解能力分析 
为了分析在黄酒中重组酸性脲酶对尿素和

EC 的降解能力，在市售黄酒 (pH 4.1，酒精浓

度≥15%) 中，添加 500 U/L的酶液，同时向市

售黄酒中加入 50 mg/L的尿素以及 400 μg/L EC

后添加 500 U/L的酶液，降解结果如图 5所示。

检测结果表明，在黄酒中重组酸性脲酶对尿素

的降解能力明显，2 h时已基本完全降解，但对

EC的降解能力很微弱，基本无降解。 

2.4  不同酶量的重组酸性脲酶在黄酒中对尿

素的降解能力分析 
鉴于在黄酒中重组酸性脲酶对尿素有显著

的降解能力，向黄酒中及加入了 50 mg/L 尿素

的黄酒中分别添加 50、100、200和 500 U/L的

酶液，降解结果如图 6 所示。结果表明，随着

酶量的增加，尿素的降解速率也随之加快，酶

的最佳添加量为 100 U/L。 
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图 4  重组酸性脲酶对不同浓度的尿素和 EC 降解曲线 
Fig. 4  The degradation curve of different concentrations of urea and EC. (A) 10 mmol/L urea. (B) 10 mmol/L urea, 
10 mmol/L EC. (C) 10 mmol/L urea, 100 mmol/L EC. (D) 10 mmol/L urea, 500 mmol/L EC. (E) 100 mmol/L EC. (F) 
1 mmol/L urea, 100 mmol/L EC. 
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图 5  黄酒中重组酸性脲酶对尿素和 EC 的降解曲线 
Fig. 5  The degradation curve of urea and EC in Chinese Rice wine. (A) Without urea and EC. (B) 50 mg/L urea, 
400 μg/L EC. 
 

 
 

图 6  不同酶量的重组酸性脲酶对黄酒中尿素的降解曲线 
Fig. 6  The degradation curve of urea with different enzyme dosage in Chinese Rice wine. (A) Without urea and EC. 
(B) 50 mg/L urea. 
 

2.5  重组酸性脲酶对尿素和 EC 的动力学常

数 Km 值的测定 
通过分析重组酸性脲酶在缓冲液体系和黄酒

体系中对尿素和 EC 的降解能力，该酶对两者的

降解能力不同，进一步测定该酶对尿素和 EC 的

动力学常数 Km值。将纯酶分别与不同浓度的尿素

和 EC 反应，测定对应的吸光值，采用 GraphPad 

Prism 计算动力学常数 Km值，如图 7 所示。酶

对尿素和 EC 的 Km值分别为 0.714 7 mmol/L 和 

41.32 mmol/L。 

2.6  重组酸性脲酶与尿素和 EC 的模拟结构

分析 
根据在线模拟结构网站模拟重组酸性脲酶

与尿素和 EC的结合区域，结果如图 8所示。模

拟结构显示由于尿素的空间位阻比 EC小，尿素

更容易与重组酸性脲酶的催化活性中心结合。

另一方面，尿素与氨基酸残基 Asp365和 Ala368

形成两个氢键，而 EC 与氨基酸残基 Ser172 形

成一个氢键，由此推测，尿素与重组酸性脲酶

的结合能力比 EC强，更容易被降解。 
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图 7  尿素和 EC 的 GraphPad Prism 示意图 
Fig. 7  GraphPad Prism plots of urea and EC. (A) Urea. (B) EC. 

 

 
 

图 8  重组酸性脲酶与尿素和 EC 的结合区域 
Fig. 8  The binding domains of urea and EC with the recombinant acid urease. (A) Urea. (B) EC. 
 

3  讨论 

由于酸性脲酶能够在酸性条件下将尿素分

解为氨和二氧化碳，因此具有降解黄酒中尿素

和 EC的潜力。目前，人们已经从不同菌属如罗

伊氏乳杆菌[17-18]、发酵乳杆菌[19]、节杆菌属[20]、

嗜热链球菌[21-24]、唾液链球菌[25]以及肠杆菌属[11]

等分离纯化出酸性脲酶。而所报道的酸性脲酶

对尿素具有高度的催化专一性，对 EC没有催化

活性[18-20]。本实验室前期成功构建了表达酸性

脲酶的乳酸乳球菌 NZ9000-LR[12]。在此基础上，

本研究首先对酶进行了分离纯化，初步发现该

酶不仅对尿素具有高效的催化活性，对 EC也有

一定的催化活性。为进一步系统分析该酶在不

同体系中对尿素和 EC的降解能力，设计了一系 

列含有不同浓度尿素和 EC的缓冲液，检测发现

重组酸性脲酶对 EC的降解能力相对微弱，但当

EC过量存在时 (g/L级别) 有一定的降解效果，

并且尿素的存在对 EC 的降解没有影响。随后

初步考察了重组酸性脲酶在黄酒中对尿素和

EC的降解应用，结果显示对 EC降解相对微弱。 

本实验通过在黄酒中添加不同酶量的重组

酸性脲酶研究对尿素的降解情况，其中添加  

50 U/L酶液 1 d内可使 60 mg/L尿素完全降解。

Yang等[11]添加 80 U/L酶液 7 d内使 25 mg/L尿

素降解完全；Kakimoto等添加 10 U/L酶液 6 d

内使 50 mg/L尿素降解完全；Miyagawa等[20]添

加 90 U/L酶液 13 d内使 50 mg/L尿素降解完全，

说明该重组酸性脲酶对黄酒中尿素的降解能力
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十分显著。另一方面，重组酸性脲酶对尿素和 EC

的 Km值分别为 0.714 7 mmol/L和 41.32 mmol/L，

对 EC 的 Km值是对尿素 Km值的 57.8 倍，并通

过对重组酸性脲酶与尿素和 EC 的结合区域分

析，初步判定该酶对 EC的结合能力比尿素弱。

尽管如此，该酶对 EC的催化能力是之前报道的

酸性脲酶所没有的[20-26]。 

综上所述，结合重组酸性脲酶对 EC的酶活

显色反应以及其在缓冲液和黄酒中对 EC 的降

解能力，该酶对 EC具有一定的催化活性，但是

由于与 EC的结合能力较弱，对低浓度 EC的降

解能力不明显。这为今后通过分子改造重组酸

性脲酶与底物的结合区域或者催化活性区域，

筛选具有高效催化 EC 的酸性脲酶提供了基础

和思路，具有广阔的应用前景和较高的潜在  

价值。 
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