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[摘要 ]  以脲素为底物, 对曲霉脲酶的动力学特性进行了研究. 在不同 pH ( 510, 51 6, 61 0, 616, 710, 71 6, 81 0,

81 6, 910)条件下测定脲酶的 K m值和 Vm ax. 结果表明, pH对脲酶的 Vm ax影响明显, 在 pH 51 5至 pH 810之间 Vm ax呈

钟形. 在 pH 710的酶促反应速度最快, Km 值不受 pH值影响;不同的 pH值 ( 51 0, 516, 61 0, 616, 71 0, 716, 81 0, 81 6,

91 0)下脲酶的 Km值和 Vm ax显示, 在 pH 716时对底物的亲和力最大, 为最佳 pH, 该脲酶在 pH616到 816时的稳定

性较好.
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Abstrac t: The dynam ic property of asperg illus urinary enzyme was investigated w hen urea was used as substra te. The

va lue ofK
m

and V
m ax

w ere tested under different pH cond itions( 51 0, 516, 61 0, 616, 71 0, 716, 81 0, 81 6, 910). The results

showed that the va lue o f pH c lear ly affected theVmax . Vm ax show ed be ll shape in the range of pH 51 5 to pH 810. The enzy-

m ic reaction rate reached m ax imum as pH = 71 0. The value ofK m was not influenced by pH va lue. The values o fKm and

Vm ax unde r d ifferent pH ( 510, 516, 610, 61 6, 71 0, 71 6, 81 0, 816, 910) showed tha t the affinity to the substrate reached

m ax im um when pH = 71 6 and thus becam e the optim um pH. Th is ur inary enzym e exh ibited good stability in the range o f

pH 51 5 to pH81 0.
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  脲酶是一种普遍存在的蛋白,许多生物都能编码脲酶.从支原体到细菌、真菌、放线菌,再到高等植物,

曾报道了大量的产脲酶物种.从文献上来看,脲酶研究还是主要集中在细菌脲酶的研究上. 真菌脲酶虽然

研究的较少些,但已报道的产脲酶真菌也很多,如木霉
[ 1]
、曲霉

[ 2-4]
、青霉、根霉

[ 5]
、酵母

[ 6]
等.在 1903年就

已报道了黑曲霉产脲酶.其产的酸性脲酶已在酿酒业中应用, 用于降低酒中的脲素水平, 防止致癌物氨基

甲酸乙酯的形成,并得到了纯化鉴定
[ 2]

.

邱业先等对红壤稻田脲酶进行了研究, 发现土壤中脲酶活性与微生物生物量呈正相关
[ 7]

, 认为对红

壤稻田脲酶形成的贡献率为:细菌 >放线菌 >真菌
[ 8]

.我们从土壤中筛选到一株高产脲酶的菌株, 将其纯

化并鉴定后对其脲酶表达以及动力学特性进行了研究, 旨在为以后开展该菌株产脲酶的利用提供指导.现

将纯化的菌株形态及动力学特性部分的研究结果报告如下:
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1 菌株个体形态特征观察

按 5微生物学实验 6[ 9]
方法,将纯化菌株在常规光学显微镜、油镜观察菌株形态特征.

在显微镜下观察到的菌株形态如下图所示,该菌株菌丝上形成分生孢子梗,顶端膨大成为顶囊; 在顶

囊表面以辐射状生出小梗;在小梗上着生一串串分生孢子.以上特征初步确定该菌株为曲霉本试验用的产

脲酶菌种是从土壤中分离得到的,在作者已筛选得到的几株真菌菌株中该菌株产的脲酶活性是最高的.在

加有尿素和酚红的 PDA的平板培养基上,该曲霉菌落周围的红晕圈最大,暗示该菌产脲酶量高,可能在土

壤中对施用的尿素水解扮演了较为重要的角色.

2 动力学部分

211 材料与设备

  PDA培养基、菌种 (曲霉 )
[ 10 ]
、提取液 A、提取液 B、底物 (尿素 )、显色剂 (苯酚硝普钠和缓冲次氯酸

钠 ) .

722分光光度计、摇床、高速冷冻离心机、具塞试管.

212 方法

21211 培养基的制备
  种子培养基和发酵培养基均为 PDA液体培养基,其制备过程为取 200 g去皮马铃薯切成小块,加水约

800mL煮沸 30m in.用 4层纱布过滤,加 20 g葡萄糖溶解,加水定容至 1 000mL,分装到 100 mL三角瓶中,

于 121e 高压灭菌 30 m in.

212. 2 曲霉的培养

种子培养:将斜面培养基上的曲霉孢子用无菌液体培养基洗下, 倒入 PDA液体培养基中, 在 29e 、转

速为 190 r/m in的摇床中培养约 10 h左右,即为实验用的种子培养基.在 4e 条件下保存待用.

发酵培养:在无菌状态下从种子培养基中取 1mL到发酵培养基上 (接种量为 1% ), 在 29e 、转速为
190 r /m in的摇床中发酵培养 4 d.

21213 显色剂的配制

A: 称取 1715 g苯酚,和 85 m g硝普钠, 溶于 200 mL水中,最后加水定容至 250mL.于 4e 保存待用.

B:缓冲的次氯酸钠试剂: 称取 714 g NaOH溶于 350 mL水中,再加 74135 g N a2H PO4 # 12H2O溶于其

中, 加上 4115mL 12% NaOC,l再加 012M的 N aOH将 pH调至 12,定容至 500mL.

21214 氨离子标准曲线

吸取 400 LM的 NH4 C l溶液 0、0125、0150、1100、1150 mL于具塞试管中, 加蒸馏水至 10 mL,使试管中

的 NH4
+
浓度分别为 0、10、20、40、60LM,再加 1 mL显色剂 A和 2mL的显色剂 B,在 37e 的水浴锅中温育

20 m in,在波长为 625 nm处测其 O. D.值.

21215 脲酶活性的测定 (采用酚靛酚法
[ 11, 12]

)

K m值测定: 015m L适当浓度的粗酶液, 加 015 mL的不同浓度的底物 (脲素 )在 40e 水浴锅中反应约
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115m in,加 9 mL蒸馏水, 1 mL苯酚硝普钠溶液和 2 mL缓冲的次氯酸钠. 在 37e 的水浴锅中温育显色 20

m in.在波长 625 nm处测其 O. D.值.

其它情况下测酶活性: 用 012 mL适当浓度的粗酶液,加 018 mL的 016%的脲素在 40e 水浴锅中反应

415m in,再加蒸馏水 9 mL依次加入 1 mL苯酚硝普钠溶液和 2mL的缓冲的次氯酸钠在 37e 显色 20 m in.

在波长 625 nm处测其 O. D. 值.

脲酶单位: 1 m in释放 0101 Lm o l的铵离子为 1个脲酶单位.

21216 各种溶液的配制

提取液 A: 取 610 mL、50 mM 的 N a2H PO4 # 12H 2O和 390 mL、50 mM N aH 2PO 4 # 2H 2O,再称 21922 g

N aC l和 01372 2 g EDTA ) 2Na溶于其中.

提取液 B:称取 21922 g N aC l和 01372 2 g EDTA ) 2Na, 用 900 mL蒸馏水溶解, 再用 012M的 N aOH

将其 pH调至 710.

底物: 016 g的脲素溶于 100 mL的提取液 A或提取液 B中.

不同浓度的 4mM、5mM、6 mM、10mM、20mM和 40mM的脲素,用提取液 A或 B配制. (测定 pH对脲

酶的作用时用提取液 B;其它情况用提取液 A)

400LM的 NH 4C :l吸取 1m L 0104M NH 4C l定容至 100 mL,即得 400 LM的 NH 4C .l

21217 脲酶粗酶液的制备
把发酵培养了 4 d的曲霉取出,用滤纸过滤,然后用蒸馏水洗去菌丝体上的培养基,再用滤纸吸干,称

取 1 g菌丝体用少量的提取液 A或 B研磨成匀浆, 倒入离心管, 12 000 r/m in、4e 下冷冻离心 30 m in. 取上

清液即为脲酶粗酶液.在 4e 条件下保存待用. (注:测定 pH对脲酶的作用时, 用提取液 B; 其它情况用提

取液 A )

3 结果与分析

311 铵离子标准曲线
表 1 NH4

+的标准曲线

Table 1 The standard curve of NH4
+

NH 4
+浓度 /LM 0 10 20 40 60

O. D. 625 nm 0 01088 01180 01354 01527

  通过回归分析,得 NH4
+
浓度 Y与 O. D. 625 nmX 的关系曲线的回归方程:

Y= 114113X - 01182 3,相关系数为 01999 9.

312 脲酶的最适酶促反应 pH

从表 2可知, 该曲霉产的脲酶在 pH 716时活性最高.在 pH 610到 pH 810均有较高活性, 在 pH低于

610时,其活性迅速下降, 当降到 pH 510时活性仅为 pH 716时的 6178%.在 pH大于 810时,脲酶活性也迅

速下降,在 pH 910时基本上测不出脲酶活性.不同的 pH 可能影响脲酶活性中心的氨基酸解离,从而影响

与脲素的结合和构象的改变来影响脲酶活性. 在 pH小于 5和大于 910时,可能由于 pH变化过于剧烈,从

而整个酶分子的构象发生较大的改变,活性中心也发生了较大的改变, 致使不能与底物结合.

表 2 不同 pH处理与脲酶活性的关系

Table 2 The relation between the urease activ ity and the different system pH

pH 510 516 610 616 710 716 810 816 910

脲酶活力单位数 /U 2182 22176 31143 37188 40123 41189 39101 4131 0162

313 脲酶的 pH稳定性

从表 3看, 不同 pH处理 30m in后的脲酶活性图与表 2大致相仿,仍然是在 pH 716的条件下脲酶活性

最高, 在 pH 510和 pH 816时脲酶活性很低. 但从数据综合比较可知, 与 pH 716相比, 在 pH 616、pH 710、

pH 810及 pH 816时处理 30 m in后的脲酶活性减少程度与即时测的活性减少程度大致一致, 因此, 尽管在

pH 816时的脲酶活性较低,但在 pH 616至 pH 816之间脲酶的稳定性还是较好的. 但是在 pH 516、pH 510条

件下, 处理 30m in后测得的脲酶活性分别为最高活性的 10175%和 3103%, 而即时处理所测得的脲酶活性
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则分别为最高活性的 54133%和 6173% .在 pH 516时下降了 43158个百分点, 在 pH 510时下降了 3170个

百分点.这就是脲酶在该 pH条件下处理 30m in过程中所丧失的酶活力.
表 3 不同 pH处理 30m in后的酶活性

Table 3 The urease activity after the treatm ent of 30m in under different system pH

pH 510 516 610 616 710 716 810 816

脲酶活力单位数 /U 2133 8126 46115 69132 73172 76180 71143 7186

314 pH对脲酶 Km值及 Vm ax的影响

从表 4可以看出, pH对脲酶的 Vmax影响明显,在 pH 710的酶促反应速度最大,为 3913 LM /m in /mL,在

pH 516至 pH 810之间 pH对脲酶的K m没有影响,其间的差异甚小,在 012 mM之内, 可视为误差所致.
表 4 不同 pH下的脲酶最大酶促反应速度与米氏常数

Table 4 The Vmax and the Km of the urease under the d ifferent system pH

pH 810 716 710 616 610 516

Vmax / ( LM /m in /mL) 1717 2119 3913 2714 2317 1815

Km /mM 310 311 311 310 310 311

  在已知的 pH对脲酶的 Vm ax和 K m的影响中, 有的脲酶受 pH影响较大. 但也有些生物产的脲酶其 Km

不受 pH的影响, Km因不同的测活体系而异.本试验用的曲霉脲酶的 Km不受 pH的影响,与已报道的克雷

伯氏产气菌
[ 13]
和奇异变形杆菌

[ 14]
的脲酶一样,是 pH独立型的.

4 小结

pH对脲酶的影响也跟其它的酶基本一致, 最适 pH为 pH 716, 脲酶在 pH 610至 pH 810之间的活力较

高,其范围较窄, 说明脲酶对 pH较为敏感. pH 516时脲酶虽然仍有较高活性, 但其稳定性较差, 在处理 30

m in后活力下降了 43158%.所以低于 610和高于 810的 pH不宜选择用来保存该脲酶. pH对该脲酶的 Km

无影响,但对其最大反应速度影响较大.综合起来考虑, pH 710的缓冲液作为脲酶的提取和保存用的溶液

较为合适.

对于脲酶的动力学研究, 所选择的缓冲体系对所测值也有很大的影响. 一般选择用的缓冲体系是

HEPES( 4-羟乙基哌嗪乙磺酸 )缓冲液.现在已知 PBS(磷酸缓冲液 )和 TRIS(三羟甲基氨基甲烷缓冲液 )均

对脲酶有抑制作用.但在中性条件下 PBS(磷酸缓冲液 )对脲酶的抑制作用很小, 所以大部分研究者都是

选择 PBS(磷酸缓冲液 )缓冲体系来进行测定. 在比较各种脲酶的动力学时, 须注意测定时的体系条件.

在做脲酶的动力学时,最好选用经去离子水,以防止蒸馏水中的一些未知离子对所测的值造成影响.

该菌株的脲酶表达以及动力学特性的研究,为以后开展该菌株产脲酶的利用工作提供指导.脲酶在工

业上用来除去反应器饮料及废水中的脲素,在临床上用来除去人工肾血液中的脲素, 在分析化学上用于高

选择性地测定血样和脲样中的脲素. 如果我们从该菌株来获取所需的脲酶, 可以通过改造该菌株来实现,

以便使其脲酶受脲素等的诱导而大量表达,并且分泌到胞外. 如果不改造该菌株,只能通过获得大量的菌

体来获得大量的脲酶.
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