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摘  要 : 脲酶能够催化尿素分解生成氨，在农业和医学领域中具有重要的意义。细菌脲酶蛋白包括结构蛋白 

(UreA、UreB 和 UreC) 和辅助蛋白 (UreD/UreH、UreE、UreF 和 UreG)，它们在脲酶活化过程中各自具有独特的作

用，结构蛋白形成脲酶活性中心，而辅助蛋白主要负责镍离子的传递。文中综述了细菌脲酶蛋白复合物的结构和功

能，以及各蛋白之间如何相互作用完成其活化过程，以期为脲酶活性调控研究及脲酶抑制剂开发等提供理论指导。 
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Abstract:  Urease decomposes urea to ammonia, and has application potential in agriculture and medical treatment. Urease 

proteins include structural proteins (UreA, UreB and UreC) and accessory proteins (UreD/UreH, UreE, UreF and UreG), each 

of them has its own unique role in urease maturation. The structural proteins form the active center of urease, and the 

accessory proteins are responsible for the delivery of nickel. We review here the structure and function of bacterial urease 
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complexes, and how each protein interacts to complete the activation process. We hope to provide theoretical basis for the 

regulation of urease activity and the development of urease inhibitors. 

Keywords:  bacterial urease, structural protein, accessory protein, activation mechanism 

脲酶 (尿素酶，EC 3.5.1.5) 广泛存在于植物、

动物、细菌、真菌和人体中，可以催化尿素水解

形成氨和碳酸氢盐[1]。尿素在自然界中大量存在，

是生命过程主要的代谢物之一，通常情况下，尿素

非常稳定，极难水解。脲酶存在情况下，尿素的水

解速率是无催化反应速率的 1014 倍。脲酶的主要

作用是将尿素变成可供有机体使用的氮源，在自然

界氮的新陈代谢过程中扮演着关键性的角色。 

植物脲酶的主要作用是催化被植物体吸收的

尿素的水解，使其作为可供吸收的氮源参与植物

的生命过程，还可以参与植物防御系统中蛋白氮

的转运通路，履行对植物病原体的防御功能。在

反刍动物生产中，饲喂尿素可以节约蛋白质资源，

降低饲料成本，尿素在瘤胃内被瘤胃壁和瘤胃内

容物中主要来自于链球菌属 Streptococcus、埃希氏

菌属 Escherichia、乳酸杆菌属 Lactobacillus 等的

微生物分解并释放氨[2]，氨与酮酸结合被用于合成

微生物蛋白，为机体提供优质氮源[3-4]。尽管脲酶

的存在有着积极的意义，但也会造成不利影响。尿

素水解过快会造成氨的非生产性挥发，当氨超出瘤

胃微生物的利用能力，则易导致动物氨中毒[5]。此

外，幽门螺杆菌 Helicobacter pylori、结核分枝杆

菌 Mycobacterium tuberculosis、奇异变形杆菌

Proteus mirabilis 等细菌脲酶与人和动物的许多发

病机制相关，如幽门螺杆菌水解尿素产生的氨可以

毒害胃粘膜的上皮细胞，因此医学上通常使用脲酶

活性测试实验来确诊幽门螺杆菌的感染。 

由于脲酶独特的生物学功能，其相关研究一直

受到广泛关注，包括不同来源脲酶的蛋白质晶体结

构及活化机制、脲酶的催化水解机理、脲酶抑制剂

的研发应用等。脲酶的活性是影响尿素分解的主要

因素，具有活性的脲酶属于蛋白复合物，其活化需

要各蛋白 (结构蛋白UreABC、辅助蛋白UreD/UreH、

UreE、UreF 和 UreG 等) 相互配合共同发挥作用将

Ni2+传递至脲酶活性中心。此外，脲酶的活化还需

要二氧化碳和 GTP 等的共同参与。文中重点介绍

细菌脲酶蛋白质的结构特性、促进脲酶金属中心组

装的相关辅助蛋白的功能以及脲酶蛋白的活化路

径，以期为调控脲酶活性提供理论指导。 

1  细菌脲酶基因簇结构 

不同细菌来源的脲酶基因簇的结构有所不同，

它们在基因的数量和顺序上存在差异，包含结构基

因 (ureA、ureB 和 ureC)、辅助基因 (ureD、ureE、

ureH、ureF、ureG 和 ureI 等) 和调节基因 (ureR

等)[6]。如图 1，编码产气克雷伯氏菌 Klebsiella 

aerogenes脲酶的 3个结构基因 (ureABC) 的侧翼是

编码辅助蛋白的 4 个基因 (ureD 位于上游，ureE、

ureF 和 ureG 位于下游)。豆科根瘤菌 Rhizobium 

leguminosarum的脲酶基因顺序与产气克雷伯氏菌

相同，但有几个未被注释的开放阅读框  (ORF) 

插入其中[7]。除此之外，许多细菌 ureD 位于 ureG

之后，如嗜热性芽孢杆菌 Bacillus sp. TB-90[8]。在

胸膜肺炎放线杆菌 Actinobacillus pleuropneumoniae

中，ureABCEFGD 簇前面含有编码镍转运 (cbiK、

cbiL、cbiM、cbiQ、cbiO) 和尿素转运的基因 (utp)[9]。

幽门螺杆菌脲酶基因簇由 ureA、ureB 以及 5 个下游

基因 ureI、ureE、ureF、ureG 和 ureH (与其他细

菌的 ureD 同源) 组成。还有一些微生物具有独特

的脲酶基因，如幽门螺杆菌除了含有完整的脲酶

基因簇以外还具有第二组结构基因[10]。枯草芽孢

杆菌 Bacillus subtilis 缺乏可识别的辅助蛋白基 

因[11]，这表明辅助蛋白不是体内脲酶活化的必需

因素。 
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图 1  细菌脲酶的基因簇组成[12] 

Fig. 1  Organization of representative urease gene clusters[12]. Genes encoding urease subunits are shown in blue, the 
ureE gene encoding a metallochaperone is green, other urease accessory genes are purple, genes encoding proteins 
involved in nickel uptake are orange, those encoding proteins related to urea transport are red, and unknown genes are 
white. The sizes of the arrows do not accurately reflect the sizes of the genes, and the number below the arrow indicates 
the number of amino acid residues contained in the protein encoded by the gene. 

 

2  细菌脲酶蛋白及其复合物 

细菌脲酶蛋白包括结构蛋白和辅助蛋白。由结

构基因 ureA、ureB 和 ureC 编码的 γ、β 和 α 亚基

所形成的三聚体结构为脱辅基脲酶 (Apourease)，

不具有脲酶活性。大多数细菌脲酶的活化需要至

少 4 种辅助蛋白 UreD/UreH、UreF、UreG 和 UreE

的协助，分别由辅助基因 ureD/H、ureF、ureG 和

ureE 编码。此外，一些细菌在脲酶基因簇内还包

含有其他辅助基因，这些辅助基因编码的蛋白质

可能具有 ATP 结合、尿素转运、镍离子转运等功

能，如 HypA、HypB 和 UreI 等。 

2.1  结构蛋白 

虽然不同来源的脲酶亚基数目、单体结构均

有不同，但这些单体通常具有保守的氨基酸序列 

(相似性超过 50%)[12]。单体的活性区域均位于 α

亚基，每个亚基含有被氨基甲酰化赖氨酸桥接的

双核镍离子活性位点[13-14]。细菌脲酶通常由 ureC

编码的 α 亚基 (分子量在 60–76 kDa)、ureB 编码

的 β 亚基 (分子量 8–21 kDa) 和 ureA 编码的 γ 亚

基 (分子量 6–14 kDa) 组成 (αβγ)3 三聚体结构，

如产气克雷伯氏菌脲酶 (图 2A) 和巴氏芽孢杆菌

Sporosarcina pasteurii 脲酶。幽门螺杆菌脲酶的单

体 α亚基 (ureB 编码) 和 β亚基 (ureA 编码) 组成 

( (αβ)3)4 杂聚体结构 (图 2B)，其 UreA 与产气克雷

伯氏菌的 UreA-UreB 融合体同源，UreB 与产气克

雷伯氏菌的 UreC 同源。 

2.2  辅助蛋白 
2.2.1  UreD/UreH 

在大肠杆菌中外源表达产生的 UreD/UreH 是 
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图 2  产气克雷伯氏菌和幽门螺旋杆菌的脲酶结构蛋白[12] 

Fig. 2  Urease structural protein of K. aerogenes and H. pylori[12]. (A) K. aerogenes urease (PDB code: 1fwj) with 
UreA depicted in blue, UreB in white, and UreC in red, together forming a (UreABC)3 structure. (B) H. pylori urease 
(1e9z) with UreA (corresponding to a fusion of the two small subunits in the K. aerogenes enzyme) depicted in blue and 
UreB (analogous to UreC in the K. aerogenes protein) shown in yellow for one (UreAB)3 unit, with three more 
(UreAB)3 units shown in gray included in the biologically relevant [(UreAB)3]4 structure. 

 

不溶的，与麦芽糖结合蛋白融合时 (MBP-UreD)，

产气克雷伯氏菌的 UreD 是可溶的，并结合 2 当量

的镍离子 [14]。在脲酶金属中心组装的过程中，

UreD/UreH 可能作为募集其他辅助蛋白的支架和

镍插入活性部位的直接促进剂，但其具体的镍转移

方式仍不清楚。目前对于 UreD 的镍转移方式有 2 种

推测，一种是 UreD 通过表面残基转移镍离子，另

外一种是镍离子穿过 UreD 蛋白内部通道进入脲酶

活性中心[15]。此外，UreD/UreH 对脲酶的活性具有

重要意义，单独添加镍离子也可以在不存在 UreE、

UreF 或 UreG 的情况下使脱辅基脲酶产生部分活

性，但 UreD/UreH 不存在时无法激活脲酶[16]。 

2.2.2  UreF 
产气克雷伯氏菌外源表达的 UreF蛋白也是不

溶的，幽门螺杆菌 UreF 的天然形式是可溶的并且

在单体和二聚体之间呈现平衡[17]。研究发现，UreF

高度保守的 C 末端残基在 UreF:UreH 复合物的形

成中起重要作用，UreF:UreH 复合物形成后，UreF

的 C 末端残基的排序发生改变，形成 α 螺旋 (残

基 236–243)，其与 UreH 链 15–17 位的氨基酸残基

结合。在 UreF 不存在的情况下，UreH 链 15–17 位

上暴露的疏水性残基可能会使蛋白质不稳定，导致

包涵体形成[18]。但是单独的 UreF 的 C 末端残基不

足以与 UreH 形成可溶性复合物，还可能涉及 UreF

的其他残基。此外，UreF 和 UreH 之间的界面保守

性较差，这可能是由于 UreF 和 UreD/UreH 序列内

的相似性较低的缘故。 

2.2.3  UreG 
UreG 是一种可溶性蛋白，其金属结合特性已

经从多种微生物中得到鉴定，包括产气克雷伯氏

菌[19]、巴氏芽孢杆菌[20]、结核分枝杆菌[21]和幽门

螺杆菌[22]。产气克雷伯氏菌的 UreG 是单体，结

合 1 当量的锌离子或镍离子，巴氏芽孢杆菌和结核

分枝杆菌的 UreG 蛋白质是二聚体，2 个单体通过

二硫键连接，每个二聚体可以结合 3 个锌离子和

4 个镍离子[20]。幽门螺旋杆菌 UreG 蛋白的单体结

合 0.5 当量锌离子和 2 当量镍离子[22]。 

UreG 是参与调控镍供应的 SIMIBI (信号识别

颗粒 MinD 和 BioD) 类的 GTP 酶[23-24]。SIMIBI 

GTP 酶的生物功能通常由二聚化调控[25]。在 GTP、
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镍和碳酸氢盐存在的条件下，UreG 在单体和二聚

体形式之间的转换使其能够动态组装和拆卸金属

结合位点以将镍递送至目标脲酶。UreG 的 GTP

酶活性还可通过调控 UreF来提高脲酶金属中心组

装的保真度[26]。研究表明，2 个 UreG 的单体间的

二聚体界面含有 Cys66-Pro67-His68 金属结合基

序，锌的配位层是由来自 UreG 二聚体的每个单体

的残基 Cys66 和 His68 形成的，而 UreG 的 Cys66

和 His68 突变会导致其镍离子结合能力丧失[27]。 

2.2.4  UreE 
UreE 是金属伴侣蛋白，在产气克雷伯氏菌中，

每个 UreE 同源二聚体结合 6 个镍离子[28]。大多数

镍与 UreE富含组氨酸的C末端 (HGHHHAHHDH 

HAHSH) 结合，但缺乏该区域的截短形式 (H144* 

UreE) 形成的同源二聚体仍然可以结合 2 个镍离

子[29]。幽门螺杆菌 UreE 蛋白在其 C 末端缺少富含

组氨酸的区域，每个二聚体结合 1 个镍离子[30]。 

UreE 可以与 UreG 相互作用成 UreG:UreE 复合

物[31-33]。对于幽门螺旋杆菌，UreE 二聚体与 2 个

UreG 单体结合，其结构可以通过锌离子稳定[34]。

而来自产气克雷伯氏菌的 UreE 二聚体与 1 个

UreG 单体结合后的结构，锌离子或镍离子均可使

其达到稳定状态[35]。 

2.2.5  其他辅助蛋白 

HypA 和 HypB 与细菌中[Ni,Fe]-氢化酶生物

合成相关，它们对幽门螺杆菌和肝螺旋杆菌     

H. hepaticus 的脲酶活性具有重要作用[36]。氢化酶

是一种与细菌能量来源相关的酶，HypA 是一种镍

结合蛋白，被认为是氢化酶成熟的镍伴侣蛋白[37]。

UreE 可与 HypA 形成三元复合物，由 1 个 UreE

二聚体和 1 个 HypA 单体组成。这种相互作用促

进镍从 HypA 向 UreE 的传递并增强脲酶活性[38]。

幽门螺杆菌 HypB 不结合镍，但其与 UreG 同源，

具有氢化酶激活所需的 GTP 酶活性[39]。通常认为

HypA 和 HypB 通过形成 HypA:HypB 复合物将镍

插入到氢化酶的大亚基中，化学交联研究表明

HypA 和 HypB 可形成异二聚体。在上述两种螺杆

菌中，hypA 和 hypB 的突变几乎消除了脲酶和氢

化酶的活性[40]。 

ureI 存在于胃和口腔细菌中，例如幽门螺杆

菌和唾液链球菌 Streptococcus salivarius，该基因

编码的蛋白被称为尿素的转运蛋白。UreI 转运蛋

白是分子量为 21.7 kDa 的内膜蛋白，其结构由 6 个

亚基组成，每个亚基各自独立运作并对应单一的

功能通道[41]。UreI 可以将尿素递送至胞内，随后

脲酶将尿素转化为氨，UreI 蛋白的活性对 pH 呈现

很强的依赖性，其转运作用在 pH 6.0 左右时关闭，

在 pH 5.0 或更低时完全打开，使尿素迅速转运至

细胞质内[42]。 

胸膜肺炎放线杆菌的 cbiK、L、M、Q 基因编

码的蛋白可能具有镍转运功能，用大肠杆菌表达

cbiKLMQ 基因及脲酶基因 (ureABC-DFGE)，在普

通 LB 培养基的培养条件下即可具有完整脲酶活

性，而仅含脲酶基因 (ureABC-DFGE) 的细胞需

要补充镍离子以实现完整的脲酶活性[9]。假结核耶

尔森菌 Yersinia pseudotuberculosis 脲酶基因簇中

的 5 个基因 (yntA、B、C、D 和 E) 也具有镍转运

的功能，该区域的缺失会消除脲酶活性并降低微

生物吸收镍的速率[43]。唾液链球菌 Streptococcus 

salivarius 57.I 的脲酶基因簇的下游含有 3 个基因 

(ureM、Q 和 O)，ureM 的插入失活会导致脲酶蛋

白无法组装镍离子并丧失活性[44]。 

3  细菌脲酶的活化过程 

脲酶的活化实质上是镍离子与脲酶蛋白的金

属组装过程，UreE 将镍离子传递给 UreG[27,45]之

后，携带镍离子的 UreG 需要将镍离子转移给

UreF，然后再穿过 UreD/H 通道进入脲酶，才能完

成金属中心的装配[14,46-47]。化学交联试验表明，

UreF与 UreH的结合可以诱导脲酶的构象变化[48]，

使镍离子和二氧化碳进入活性位点[49]。 

通过确定不同物种的脱辅基脲酶蛋白结构，
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发现脲酶的活性中心含有 2 个催化所必需的镍离

子，还有 1 个羧酸化的赖氨酸作为桥键，其羧基

的 2 个氧原子分别与镍离子配位[11]。在活化过程

中，UreB 是促进辅助蛋白与脲酶脱辅基蛋白相互

作用的主要参与者，并指导镍离子高效掺入 (UreC) 

新生活性位点[50]。有研究显示，用含碳酸氢盐与

镍离子的缓冲液孵育脲酶脱辅基蛋白，可产生约

15%的活性脲酶蛋白；而先用镍离子孵育脲酶脱辅

基蛋白再加入碳酸氢盐，则没有检测到脲酶活性，

这一发现表明，CO2 必须先于镍与脲酶蛋白结合

才能使其激活[51]。 

目前提出的脲酶活化路径有 3 种 (图 3)，差

异主要体现在辅助蛋白与结构蛋白的结合方式以

及辅助蛋白之间的结合顺序上，但最后均需形成

UreABC:UreD:UreF:UreG 复合物，该复合物的形

成被认为是镍插入脲酶活性位点的关键步骤。此

外，UreE-UreG 的结合在脲酶的活化过程中也具

有重要作用，将 UreABC:UreD:UreF:UreG 与纯化

的 UreE 混合，用生理浓度下的碳酸氢盐、镍和

GTP 孵育可将脲酶蛋白激活至野生型水平，但它

们之间具体的分子机制还不完全清楚。 

3.1  模式 1：UreD、UreF 和 UreG 依次与

UreABC 结合 

UreD 是产气克雷伯氏菌脲酶体内活化所必需

的，UreD 与编码脲酶结构蛋白的基因过度表达时，

可以得到纯化的 UreABC:UreD 蛋白复合物[51,53]。 

 

 
 

图 3  脲酶活化机制与模式示意图 

Fig. 3  Schematic representation of the proposed mechanisms for urease activation. The urease activation mechanisms 
proposed so far involve either the sequential binding of UreD, UreF and UreG to apourease (mode 1)[1] or the direct 
interaction of a preformed UreDFG protein complex (mode 2) to the inactive form of the enzyme, to build a 

preactivation complex that prepares apourease for nickel binding. Ni(Ⅱ) ions were suggested to be directly delivered by 

UreE to apourease in the final step of the process[52]. The mode 3 shows that UreE/Ni is first combined with UreG to 
form UreG2UreE2/Ni to transfer Ni to UreG, then UreG/Ni is separated from UreG2UreE2/Ni and combined with 
UreD:UreF and apourease[27]. GTP (red five-pointed star) plays an important role in the activation of urease, which 
hydrolyzes to GDP (blue five-pointed star).  
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MBP-UreD 可以在细胞内与 UreABC 联合，但不

能与 UreAC (即脲酶缺失 UreB) 联合。化学交联

研究结果表明，UreD 紧邻 UreB 和 UreC[48]，而小

角度 X 射线散射 (SAXS) 研究也证实了 UreABC: 

UreD 复合物中，UreD 与 UreABC 复合物的 UreB

结合[49]。 

UreF 和 UreD 以及 UreABC 的高度表达可以

形成UreABC:UreD:UreF复合物，但是仅表达UreF

与 UreABC 无法形成复合物。将纯化得到的

UreABC:UreD:UreF 复合物用天然凝胶的蛋白免

疫印迹进行分析，发现每个 (UreABC)3 脱辅基蛋

白含有 0–3 个 UreDF 异二聚体[17]。小角度 X 射线

散射实验显示 UreD 和 UreF 之间紧密接触，2 种

辅助蛋白都结合在 UreB 附近[49]。化学交联和蛋白

水解片段的基质辅助激光解吸电离质谱进一步证

明了 UreF 与 UreD 之间的关系，研究显示，UreD

抗体不能检测到 UreABC:UreD:UreF 复合物，但

是能检测到 UreABC:UreD 复合物，这表明 UreF

与 UreD 抗原表位结合[17]。 

将 UreG 与 UreABC:UreD:UreF 混合可以得到

UreABC:UreD:UreF:UreG 复合物，在标准激活条

件下，该复合物可以得到 60%的活性脲酶，使用

高于生理水平的碳酸氢盐和镍离子孵育脲酶蛋白，

会降低脲酶活性，但提高 GTP 的浓度会极大地促

进脲酶活化[54]。将 UreG 的与 GTP 相关的作用位

点进行突变，会极大地降低 UreABC:UreD:UreF: 

UreG 复合物脲酶的活性，说明 UreG 的 GTP 酶的

作用对脲酶的活化具有重要意义。 

3.2  模 式 2 ： UreD:UreF:UreG 直 接 与

UreABC 结合 

产气克雷伯氏菌可以在体内单独表达 UreD: 

UreF:UreG 复合物，但其溶解性很差[19]。幽门螺

杆菌的 UreH:UreF:UreG 复合物的结构显示 (图 4)，

UreF 需要与 UreH 结合形成复合物引发构象变化

后，UreF 二聚体才具有结合 2 个 UreG 的能力。

UreG 先前被认为是一种特定的锌离子结合伴侣，

没有镍结合能力[40]，而 UreG:UreF:UreH 复合物的

结构清楚地表明 UreG 可以结合镍离子[55]。 

MBP-UreD:UreF:UreG 复合物具有很好的溶

解性，并且可以与脱辅基脲酶结合[51]。在含有高

浓度镍和碳酸氢盐的标准缓冲液中，异源三聚体

UreG:UreF:UreH 可以与脱辅基脲酶结合并促进脲

酶活化，说明 UreG:UreF:UreH 复合物作为脲酶特

异性分子伴侣发挥功能[56-57]。 

 

 
 

图 4  幽门螺杆菌 (UreH:UreF:UreG)2复合物的结构[53] 

Fig. 4  Crystal structure of H. pylori urease accessory 
protein UreF/H/G complex (PDB code: 4HI0)[53]. Shown 
are two views of the (UreH:UreF:UreG)2 complex from 
H. pylori (UreH, UreF, and UreG in shades of yellow, 
gray, and magenta, respectively). A GDP molecule (cyan) 
is located in each UreG. 

 

3.3  模式 3：UreE:UreG 与 UreABC、UreD: 
UreF 的结合 

UreE 被认为是脲酶活化过程中的镍来源，

UreE 与镍结合的结构位于 2 个 UreE 单体之间的

界面处 (图 5)[30]。拉下实验 (Pull-down assay) 表

明，产气螺杆菌 UreG 和 UreE 在镍存在下形成复 
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图 5  幽门螺杆菌 UreE2/Ni 的结构[30] 

Fig. 5  Crystal structure of Helicobacter pylori UreE bound to Ni2+(PDB code: 3TJ8)[30]. Blue and red are one 
monomer of UreE2, and green is nickel ion.  

 

合物，它们之间通过蛋白质相互作用进行镍的转

移[35]。有研究提出，UreG 与 UreE 之间的相互作

用位置可能位于 UreG 镍结合位点附近的蛋白质

表面，而这个位置被埋在(UreH:UreF:UreG)2 复合

物中[27,58]。GTP 可以诱导 UreG 的构象变化，使

(UreH:UreF:UreG)2 复合物不稳定，UreG 从复合

物中解离并与携带镍荷电的 UreE 二聚体形成

(UreE:UreG)2 复合物[59]。 

幽门螺杆菌中，UreG 与 UreE 在 GDP 存在的

条件下形成 UreE2:UreG 复合物，但在 GTP 存在的

条件下则会形成 (UreE:UreG)2 复合物，并接受来自

UreE 的镍[27]。携带镍离子的 UreG 二聚体可以与脱

辅基蛋白和 (UreH:UreF)2 形成具有活性的脲酶复合

物[49]。这可能是由于 GTP 水解为 GDP 导致 UreG 的

CPH 基序的构象发生变化，破坏了由 Cys66/His68

组成的正方形平面构型，使  (UreE:UreG)2 复合

物释放了携带镍离子的 UreG。而此时的 UreG 处

于 CDP 约束状态更倾向与  (UreH:UreF)2 形成 

(UreH:UreF:UreG)2 复合物，该复合物继续转运镍

离子进一步促进脲酶活化[59]。 

4  总结与展望 

综上所述，细菌脲酶的活化需要结构蛋白、

辅助蛋白 (UreD/H、UreE、UreF 和 UreG)、镍离

子、GTP 水解及碳酸氢盐共同发挥作用。在活化

过程中，UreD 是第一个与结构蛋白结合的辅助蛋

白；UreF 可以与 UreD 结合增加 UreD 的可溶性，

也可作为 GTP 酶的活化蛋白来调节 UreG 的功能。

UreG 是一种 GTP 酶，在脲酶活化中，将 GTP 替

换为不可被水解的 GTP 类似物会抑制脲酶活化，

表明 UreG 的 GTP 酶活性是脲酶活化所必需的。

最后，UreE 在 GTP 存在的条件下，将其募集的镍

离子转移给 UreG 或结构蛋白与 UreF2H2 形成的复

合物。脲酶活化是一个复杂的过程，目前研究较

为广泛的是产气克雷伯氏菌和幽门螺旋杆菌细菌

脲酶蛋白的功能性质以及活化方式，但是还有许

多基本问题未得到解答，各脲酶蛋白在活化过程

中的确切功能仍然未知。此外，自然界中的微生

物大部分都是未培养微生物，无法通过分离培养

获得菌株及其生理代谢特征，因此未培养微生物

脲酶的基因结构与功能是否与可培养微生物类似

值得深入研究。基于目前的研究现状，笔者认为，

未来还应在以下几个方面加强研究。 

1) 本实验室从事瘤胃尿素分解菌研究多年，

包括瘤胃尿素分解菌的体外分离与培养、脲酶抑

制剂的开发应用以及通过高通量测序确定了瘤胃

中的脲酶优势分解菌群等。在尿素分解菌的体外

培养方面，我们通过厌氧滚管和调整培养基等技

术，从瘤胃液分离得到了溶糊精琥珀酸弧菌、布

氏密螺旋体和白色瘤胃球菌，从瘤胃壁上分离获
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得了地衣芽孢杆菌和奇异变形菌，共 5 种尿素分

解菌[60]。为了抑制瘤胃脲酶活性，我们实验室还

对脲酶抑制剂乙酰氧肟酸的合成工艺进行了优

化，通过奶牛饲养实验验证了该产品显著抑制了

瘤胃尿素的分解。还运用自主研发的人工瘤胃模

拟系统进行了体外发酵实验，尿素和乙酰氧肟酸

分别作为激活剂和抑制剂，利用高通量测序技术研

究尿素分解菌 16S rRNA 基因变化，揭示了瘤胃优

势尿素分解菌为假单胞菌属 Pseudomonas、链球菌

属 Streptococcus、嗜血杆菌属 Haemophilus、芽孢

杆菌属 Bacillus、奈瑟氏菌属 Neisseria、放线菌属

Actinomyces 和琥珀酸弧菌科 Succinivibrionaceae[5]。 

但是我们对抑制剂抑制尿素分解菌的作用原

理并不清楚，因此将研究方向进一步扩展为：找到

瘤胃优势脲酶分解菌，研究该细菌脲酶的活化模

式，继而为开发新的脲酶抑制剂垫定基础。由于目

前对瘤胃中尿素分解菌的分布和多样性知之甚少，

而脲酶基因 (ureC) 是分析各种环境中的尿素分解

菌的目标基因。我们通过尿素饲喂奶牛，收集瘤胃

液相、固相和瘤胃壁的细菌样品，使用 Miseq 进行

ureC 基因的扩增和测序，多样性分析表明，甲基球

菌科 Methylococcaceae、梭菌科 Clostridiaceae、类

芽 孢 杆 菌 科 Paenibacillaceae 、 螺 杆 菌 科

Helicobacteraceae 和嗜甲基菌科 Methylophilaceae

的 ureC 基因丰度较高[4]。 

随着宏基因组学的快速发展，为研究未培养

微生物种类与功能提供了重要研究方法，因此通

过宏基因组技术获得未培养微生物脲酶基因簇，

开展结构分析、活化过程和影响因素研究，将是

未来重点开展的研究方向。所以我们利用宏基因

组测序技术将得到的基因片段进行拼接、Binning 

(分箱分析)、绘制基因草图，得到了多个基因簇。

再将这些基因簇与之前得到的优势细菌 ureC 序列

进行比对，最终获得优势脲酶细菌的基因簇。将

脲酶基因全长和结构基因在体外诱导表达，发现

脲酶全长基因表达的蛋白的活性远高于结构蛋白

的活性，还需进一步研究该细菌脲酶蛋白的生物

功能。 

2) 辅助蛋白的功能研究：已有研究证明，带

镍的 UreG 二聚体可以与 UreF2H2 和结构蛋白形成

复合物，并且 UreG 和 UreF2H2 之间的相互作用对

于脲酶活化至关重要，但是尚不清楚 UreG 二聚体

是如何与结构蛋白和 UreF2H2 相互作用的。并且

UreG 可以与 UreE 形成 UreE2G2 复合物，该复合

物中 UreG 是以单体的形式还是二聚体的形式与

UreE2 结合也未知。目前比较缺乏对 UreD/UreH

与 UreF 的研究，我们在实验过程中也发现 UreD

与 UreF相对于其他辅助蛋白稳定性和可溶性均较

差，而 UreD/UreH 与 UreF 是脲酶活化方面的关键

辅助蛋白，所以 UreF 与 UreD/UreH 之间如何转移

镍离子并传递至结构蛋白将是今后研究的重点。 

3) 脲酶抑制剂的开发：先通过将具有活性的

脲酶蛋白与抑制剂进行体外实验，通过 IC50 等指

标筛选出具有活性抑制作用的产品。之后利用等

温量热或表面等离子共振等技术研究该抑制剂所

抑制的关键功能蛋白，对新型脲酶抑制剂的开发

应用具有重要意义。 
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