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工业生物技术                                                               

猪尿酸氧化酶在大肠杆菌中的表达、纯化与部分酶学性

质分析 
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摘  要: 本研究报道了猪尿酸氧化酶(Porcine urate oxidase, pUOX)的原核表达载体的构建、pUOX 的蛋白表达条件的优

化以及对 pUOX 经纯化后进行活性检测和酶学性质分析。利用 RT-PCR 从猪肝总 RNA 中克隆 pUOX, 定向插入原核表

达载体 pET30a(+)中, 构建表达载体 pET30a(+)/pUOX, 并转化到大肠杆菌(Escherichia coli) BL21(DE3)中。重组质粒

pET30a(+)/pUOX 经双酶切鉴定和序列分析, 证实已成功构建了重组表达载体。重组表达菌经 IPTG 诱导表达了约为   

41 kD 的蛋白, 与预期分子量一致, 并对 pUOX 蛋白表达条件进行了优化, 表达的蛋白主要以包涵体的形式存在于细胞

中,包涵体经过变性、复性后, 用 Ni2+-NTA 对复性蛋白进行亲和纯化, 并对纯化蛋白进行了活性检测和酶学性质分析, 

纯化的重组 pUOX 的比活为 50.63 IU/mg, 并发现重组蛋白在最佳温度、热稳定性等方面与天然 pUOX 相同, 为后续动

物实验奠定重要的基础。 
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Abstract: The aims of this research were to construct prokaryotic expression vector containing the gene of porcine urate 

oxidase(pUOX), optimize the conditions of the expression of pUOX in recombinant Escherichia coli BL21(DE3), and analyze the in 

vitro activity and the enzymological properties of pUOX. The pUOX gene was amplified by RT-PCR from the extracted total RNA of 

porcine liver, and was inserted into the prokaryotic expression vector pET30a(+) to construct a recombinant expression vector 

pET30a(+)/pUOX. We identified the recombinant vector by endonuclease digestion and sequence analysis. The pUOX gene was 

amplified and cloned into the vector pET30a(+) successfully. And then the recombinant vector was transformed into E. coli 
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BL21(DE3). The expression of pUOX with a molecular of approximately 41 kD was induced by IPTG. We also optimized the 

expression conditions of the recombinant protein. The recombinant protein was mostly located in the cytoplasm and it was insoluble. 

After the inclusion body was solved in 8 mol/L urea and refolding in 2 mol/L urea, the recombinant protein was collected and 

purified by Ni2+-NTA column. This recombinant protein had a specific activity of 50.61 IU/mg and showed similar properties of 

optimum temperature and thermal stability, base on the enzymatic assay and analysis of enzymological properties. These results 

would help to analyze the in vivo activity by testing animal. 

Keywords: porcine urate oxidase, expression, inclusion body, purification, biological activity 

尿酸氧化酶又称尿酸酶(Urate oxidase; Uricase, 

EC 1.7.3.3, UOX)是生物体内嘌呤降解代谢途径中

的关键酶, 它以分子氧为受体催化尿酸分解生成可

溶性高的尿囊素、CO2和 H2O2
[1-3]。在大多数的原

核和真核生物体内产生具有生物活性的尿酸氧化

酶, 但在包括人在内的灵长类动物、鸟类和爬行类

动物体内缺乏有活性的尿酸氧化酶, 只能将可溶性

低的尿酸作为嘌呤代谢的最终代谢产物排出体  

外[4-5]。人的尿酸氧化酶基因在第 33和第 187氨基

酸序列发生了 2个无义突变(CGA/AGA→TGA), 使

编码精氨酸的密码子突变成终止密码子, 导致编码

区提前终止 , 这样人类丧失了有功能的尿酸氧化 

酶 [5-7]。人血液中的尿酸浓度比大部分动物的浓度

高, 人的嘌呤代谢如果发生紊乱, 就会产生过量尿

酸或者尿酸排泄受阻导致血液中的尿酸浓度增高 , 

形成高尿酸血症[8]。由于尿酸氧化酶能迅速降低血

液中的尿酸浓度, 对人类有着较大的应用价值。对

尿酸氧化酶的应用首先是从微生物中提取来降低

尿酸浓度, 但尿酸氧化酶的来源又极度地限制了它

的广泛应用, 随着基因工程技术的发展, 重组表达

尿酸氧化酶能显著提高酶的产量, 现在已有多种生

物来源的重组尿酸氧化酶得到表达 [9-11], 有些用于

临床治疗尿酸相关疾病[12-13]。很多尿酸氧化酶制剂

因其免疫原性高、半衰期短和热稳定性差在应用上

受到限制, 有些学者通过聚乙二醇 (PEG)修饰尿酸

氧化酶来延长酶的半衰期和降低其免疫原性取得

了很大的进展[8,14-15]。在不同物种的尿酸氧化酶中, 

动物尿酸氧化酶由于其与人尿酸氧化酶同源性高 , 

酶学性质好 , 更适合于临床应用。猪尿酸氧化酶

(Porcine urate oxidase, pUOX)与人尿酸氧化酶的同

源性高达 84%, 本实验室克隆了猪尿酸氧化酶基因, 

在大肠杆菌中实现高表达, 并对重组尿酸氧化酶的

酶学性质进行了研究, 为该酶制剂的临床应用打下

基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

E. coli BL21, 原核表达载体 pET30a 均由本实

验室保存。限制性内切酶 EcoR I、Hind III、T4 DNA

连接酶(NEB公司); dNTPs、KOD聚合酶(TaKaRa公

司); 小量质粒抽提试剂盒、胶回收试剂盒(Axygen

公司); RNA抽提试剂盒(BioTeke公司)。 

1.2  方法 

1.2.1  pUOX cDNA 的制备 

取新鲜猪肝, 按照高纯总 RNA快速抽提试剂盒

要求提取猪肝总 RNA, 1%琼脂糖凝胶电泳检测证实

其具备完整性后 , 将该总 RNA 逆转录为相应的

cDNA, 置于20oC保存备用。 

1.2.2  pUOX  RT-PCR扩增 

根据 GenBank 公布的序列 (Accession No. 

M27697), 利用 Primer Premier 5.0 设计一对特异性

引物。上游引物 : 5-GATCGAATTCATGGCTCATT 

ACCGTAATGAC-3 (下划线为 EcoR I 识别序列); 

下游引物 : 5-CTGGTAAGCTTTCACAGCCTTGA 

AGTCAGC-3 (下划线为 Hind III 识别序列)且包含

终止密码子 TGA。以 pUOX cDNA为模板进行 PCR

扩增 pUOX基因。PCR反应条件为: 94oC 3 min; 94oC 

30 s, 55oC 30 s, 68oC 70 s, 40个循环; 68oC 10 min。

PCR产物电泳后进行凝胶成像系统分析。 

1.2.3  原核表达载体 pET30a(+)/pUOX的构建 

凝胶回收纯化上述扩增产物 pUOX 基因后, 用

EcoR I和 Hind III分别双酶切纯化后的扩增产物和

pET30a(+)原核表达载体, 再分别凝胶回收纯化。载

体与 PCR回收产物按一定比例于 16oC连接过夜, 再

转化 E. coli BL21感受态细胞, 卡那青霉素抗性筛选; 

挑取阳性菌落 , 分别进行菌落 PCR 和抽提质粒
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EcoR I、Hind III双酶切鉴定, 将符合预期结果的菌

株送往华大基因进行测序 , 构建好的质粒编码为

pET30a(+)/pUOX。 

1.2.4  重组蛋白 pUOX在 E. coli BL21中 IPTG诱导

表达条件的优化 

最佳诱导浓度的确定: 挑单菌落接种到含卡那

青霉素(50 g/mL)的 LB 液体培养基中, 于 37oC、 

200 r/min摇菌过夜。次日, 按 1%的接种量转接到含

卡那青霉素 (50 g/mL)的新鲜 LB 培养基中 , 当

OD600≈0.6时, 加入不同浓度(0.05、0.1、0.2、0.5、

1.0、1.5 mmol/L)的 IPTG, 37oC、250 r/min培养, 诱

导表达, 4 h后收集诱导菌体蛋白, 同时以含空质粒

的表达作对照, 收集其诱导蛋白, 10% SDS-PAGE电

泳分析, 确定 IPTG最佳诱导浓度。 

最佳诱导温度的确定: 在最佳 IPTG 诱导浓度

下, 分别于 22oC、25oC、28oC、31oC、34oC、37oC

下诱导 3 h 收集菌体, 进行 SDS-PAGE 分析, 确定

IPTG最佳诱导温度。 

最佳诱导时间的确定: 在最佳 IPTG 诱导浓度, 

最佳诱导温度下, 分别于 1、3、5、7、10 h收集菌

体, 进行 SDS-PAGE 分析, 确定 IPTG 最佳诱导时

间。 

1.2.5  重组蛋白 pUOX的可溶性分析 

参照 1.2.4的方法, 在最佳诱导条件下表达重组

蛋白, 超声破碎细胞、离心后取上清液和包涵体进

行 SDS-PAGE电泳分析。 

1.2.6  包涵体的制备、蛋白复性及目的蛋白的分离

纯化 

菌体用溶液 A(20 mmol/L Tris-HCl, 50 mmol/L 

NaCl, pH 8.0)悬浮后, 超声破碎、离心。取沉淀, 用

含有 0.5% Triton X-100的溶液 A洗涤沉淀, 即得精

制包涵体。将包涵体用溶解液 B(8 mol/L 尿素 ,    

0.1 mol/L - 巯 基 乙 醇 , 20 mmol/L Tris-HCl,       

50 mmol/L NaCl, pH 8.0)溶解振荡 2 h后, 离心取上

清, 用溶液 C(2 mol/L 尿素, 20 mmol/L Tris-HCl,   

50 mmol/L NaCl, pH 8.0)进行稀释复性 24 h, 复性温

度为 4oC。 

低温离心, 收集上清液经 Ni2+-NTA 亲和层析, 

取 His Bind Resin凝胶 3 mL装柱, 用 10 mL平衡液

(10 mmol/L 咪唑 , 500 mmol/L NaCl, 20 mmol/L 

Tris-HCl)上柱处理凝胶。然后将包涵体提取液上柱, 

上 柱 后 用 10 mL 洗 涤 液 (20 mmol/L 咪 唑 ,       

500 mmol/L NaCl , 20 mmol/L Tris-HCl)洗柱, 最后

用 10 mL洗脱液(250 mmol/L咪唑, 500 mmol/L NaCl, 

20 mmol/L Tris-HCl)进行目的蛋白洗脱, 用 1.5 mL

离心管收集目的蛋白。 

1.2.7  pUOX酶活力和蛋白含量测定 

活性单位的定义和酶活性的测定方法参照文献

[16]。在 3 mL比色皿中加入 2.5 mL溶于 0.1 mol/L pH 

8.5硼酸缓冲液的 0.001%尿酸溶液, 加入 0.5 mL稀

释的酶液并混匀, 以硼酸缓冲液作空白, 商品尿酸

氧化酶作阳性对照, 在 25oC 下连续测定 293 nm 处

吸光值的变化。酶活性定义: 在 pH 8.5、25oC时, 每

分钟催化 1 mol尿酸氧化所需的酶量为一个单位。

采用 Bradford法测蛋白含量, BSA为标准蛋白对照。 

1.2.8  酶的最适作用温度和酶的热稳定性 

参考文献[17], 分别在 20oC、30oC、40oC、50oC、

60oC 和 70oC 水浴条件下测定尿酸氧化酶样品溶液

的酶活力。尿酸氧化酶样品溶液分别于 20oC、30oC、

40oC、50oC、60oC、70oC和 80℃的水浴条件下精确

保温 30 min, 冰水浴迅速冷却后, 在酶最适反应条

件下测定各个样品的剩余酶活力。 

1.2.9  酶的最适作用 pH和酶的 pH稳定性 

在猪尿酸氧化酶最适反应温度条件下, 分别于

pH 7.0~10.0缓冲体系中测定尿酸氧化酶样品溶液的

酶活力。猪尿酸氧化酶样品溶液分别在 pH 3.0~12.0

缓冲体系中, 40oC 孵育 40 min, 然后在酶的最适反

应条件下测定不同缓冲体系中剩余酶活力(其中 pH 

3.0~6.0 为 0.1 mol/L 柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液; pH 

7.0~7.5 为 0.1 mol/L 磷酸盐缓冲液; pH 8.0~9.5 为

0.1 mol/L 硼酸 -硼砂缓冲液 ; pH 10.0~12.0 为    

0.05 mol/L硼砂-氢氧化钠缓冲液)。 

2  结果 

2.1  pUOX RT-PCR 扩增和重组质粒的鉴定 

以猪肝总 RNA为模板, 采用 RT-PCR方法扩增

的产物经琼脂糖凝胶电泳后, 可见在 1000 bp 附近

的扩增产物, 扩增的 pUOX 基因的大小与预计的结

果相符(图 1)。以构建的重组质粒 pET30a(+)/pUOX

进行 EcoR I/Hind Ⅲ双酶切后琼脂糖凝胶电泳鉴定, 
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结果得到长约 915 bp的片段(图 2), 酶切结果与预期

目标一致; 测序结果与 GenBank 公布的猪尿酸氧化

酶序列比对, 进一步鉴定证实在重组质粒中成功。 

 

图 1  pUOX 基因的 RT-PCR 扩增 
Fig. 1  Amplification of pUOX gene by RT-PCR. M: DNA marker 
DL2000; 1: RT-PCR product. 

 

图 2  阳性克隆的 EcoR I/Hind III 双酶切鉴定 
Fig. 2  Identification of positive clone by the double enzyme 
digestion of EcoR I/Hind III. M: DNA marker DL2000; 1: 
pET30a(+)plasmid; 2: the digested product of pET30a(+); 3: 
recombinant  vector pET30a(+)/pUOX; 4: the digested product 
of pET30a(+)/pUOX; 5: RT-PCR product. 
 

2.2  pUOX 在 E. coli BL21 中 IPTG诱导表达条件

的优化 

构建的工程菌在不同 IPTG浓度(0.05、0.1、0.2、

0.5、1.0、1.5 mmol/L)诱导表达 4 h 后, 取菌体经

SDS-PAGE分析, 与诱导前相比, 诱导后在 41 kD左

右出现一条带, 与预计的相对分子量相同, IPTG 为

0.1 mmol/L时, 目的基因表达量最高(图 3), 因此确

定最佳的 IPTG诱导浓度为 0.1 mmol/L。 

在 0.1 mmol/L IPTG 诱导下, 分别于 22oC、

25oC、28oC、31oC、34oC、37oC诱导 3 h后取样, 菌

体蛋白经 SDS-PAGE分析, 发现在 31oC诱导时, 目

的蛋白的表达量最高(图 4)。因此确定最佳诱导温度

为 31oC。 

在 0.1 mmol/L IPTG诱导下, 于 31oC分别在 1、

3、5、7、10 h取样, 经 SDS-PAGE分析, 发现诱导

7 h, 目的蛋白的表达量最高(图 5), 因此确定最佳诱

导时间为 7 h。 

 

图 3  pET30a(+)/pUOX 重组蛋白 IPTG 的诱导浓度分析 
Fig. 3  Effect of inducing concentration of IPTG on the 
expression of pET30a(+)/pUOX recombinant protein.  M: 
protein molecular marker; 1: pET30a(+) induced with IPTG; 2: 

pET30a(+)/pUOX without induction; 3—8: pET30a(+)/pUOX 

induced with IPTG 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 1.5 mmol/L 
respectively. 

 

图 4  pET30a(+)/pUOX 重组蛋白的诱导温度的分析 
Fig. 4  Effect of inducing temperature on the expression of 
pET30a(+)/pUOX recombinant protein. M: protein molecular 
weight marker; 1: pET30a(+) induced with IPTG; 2: 

pET30a(+)/pUOX without induction; 3—8: pET30a(+)/pUOX 

induced with 0.1 mmol/L IPTG at 22℃, 25℃, 28℃, 31℃, 34℃, 

37℃ respectively. 

 

图 5  pET30a(+)/pUOX 重组蛋白的诱导时间分析 
Fig. 5  Effect of inducing time on expression of pET30a(+)/ 
pUOX recombinant protein. M: protein molecular weight 
marker; 1: pET30a(+) induced with IPTG; 2: pET30a(+)/pUOX 
without induction; 3-7: pET30a(+)/pUOX induced with     

0.1 mmol/L IPTG at 31℃ for 1, 3, 5, 7, 10 h respectively. 
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2.3  目的蛋白可溶性分析和分离纯化 

所构建的工程菌, 在 IPTG 为 0.1 mmol/L 下, 

于 31oC培养诱导 7 h后的可溶性情况如图 6所示。

在最佳诱导条件下, 细胞裂解上清液中仅有少量蛋

白 , 细胞裂解沉淀物中则含量最高。这说明重组

pUOX 主要以包涵体形式存在, 且有一小部分以可

溶性形式存在。包涵体经洗涤后, 可除去大部分杂 

 

图 6  重组蛋白 pUOX 可溶性分析和分离制备包涵体 
Fig. 6  Identification of expression forms of recombinant protein 
pUOX and isolation of inclusion body. M: protein molecular weight 
marker; 1: total bacterial protein before induction; 2: total bacterial 
protein after induction; 3: preciption after altrasonication; 4: 
supernantant after altrasonication; 5: the first supernantant of 
washing pellet; 6: the second supernantant of washing pellet; 7: 
inclusion body. 

 

精制包涵体经变性、复性后低温离心, Ni2+-NTA

亲和层析。洗脱收集的蛋白液经 SDS-PAGE分析, 在

41 kD左右可见明显的目的蛋白条带(图 7)。 

 

图 7  纯化蛋白 pUOX 的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 7  SDS-PAGE analysis of the purification of the protein 
pUOX. M: protein molecular weight marker; 1: inclusion body; 
2: total protein in 8 mmol/L urea; 3: total protein after refolding; 
4: flow-through fraction of Ni affinity column; 5: washing of Ni 
affinity column; 6−8: elution of Ni affinity column. 

蛋白。 

2.4  pUOX 酶活力的测定 

纯化后的 pUOX的蛋白浓度: 0.0555 mg/mL; 酶

活力约为 2.81 IU/ml; 比活力约为: 50.63 IU/mg。 

2.5  酶的最适温度和热稳定性 

将尿酸氧化酶样品分别于 20oC~70oC 条件下进

行反应。从 20oC 到 40oC 酶的活力随着温度升高而

升高, 40oC酶活力最高。当温度超过 40oC时, 酶活

力随着温度的升高而迅速降低, 70oC 时的酶活力只

有 40oC时的 67%。因而重组猪尿酸氧化酶的最适反

应温度为 40oC。尿酸氧化酶样品在 20oC~60oC范围

内的热稳定性较好, 当温度超过 60oC 时, 酶活力急

骤下降, 70oC保温 30 min, 酶活力仅为 7%, 80oC保

温 30 min活性全部丧失(图 8)。 

 

图 8  温度对 pUOX 酶活的影响 
Fig. 8  Effect of temperature on the enzyme activity of the 
recombinant protein pUOX. determination of the optimal 
temperature of the recombinant protein pUOX; test of 
thermal stability of the recombinant protein pUOX. 

 
2.6  酶最适 pH 和 pH 稳定性 

尿酸氧化酶在 pH 9.5时的活力最强。pH高于或

低于 9.5, 尿酸氧化酶的活力都会下降。因而重组酶

的最适反应 pH 为 9.5。从 pH 3.0~12.0 这个范围内

考察了尿酸氧化酶的 pH 稳定性。尿酸氧化酶在 pH 

5.0以上环境中较为稳定, 活力仍能保持原来的 90%

左右。在 pH 3.0条件下酶活力有较大幅度下降, 仅

为原来酶活力的 14%(图 9)。 
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图 9  pH 对 pUOX 酶活的影响 
Fig. 9  Effect of pH on the enzyme activity of the recombinant 
protein pUOX. determination of the optimal pH of the 
recombinant protein pUOX; test of pH stability of the 
recombinant protein pUOX. 

3  讨论 

随着人民生活水平的提高和饮食结构的改变 , 

高尿酸血症及痛风的患病率直线升高。此外, 在肿

瘤化学治疗过程中, 会出现肿瘤溶解综合症(Tumor 

lysis syndrome, TLS)[18], 引起新陈代谢紊乱。高尿酸

血症及并发症最容易在 TLS 中出现, 即细胞大量死

亡引起血液中的尿酸浓度升高, 导致急性肾功能衰

竭。重组尿酸氧化酶有望成为治疗这种继发引起的

高尿酸血症的新药[19-21]。 

大肠杆菌是最早被用来生产重组蛋白药物的工

程菌, 且其大规模发酵培养工艺比较成熟。与其他

表达系统相比, 有着遗传背景明确、安全性高、生

长周期短和易于进行工业化批量生产等优越性。本

研究成功地把 pUOX 基因插入到原核表达载体中并

在大肠杆菌 BL21(DE3)中实现了高效表达, 且克隆

的 DNA 所编码的氨基酸序列与数据库中资料比对

完全一致。表达的蛋白是包涵体, 进行复性使酶恢

复活性, 在复性的过程中酶的活性可能会降低, 但

包涵体避免了蛋白酶对外源蛋白的降解, 整体上提

高了蛋白的表达量, 包涵体杂蛋白少有利于后续的

分离纯化。本实验过程曾试图通过降低诱导温度、 

加入乙醇等诱导条件来实现目的蛋白的可溶性表 

达, 发现在 16oC 表达量很低, 在 25oC 表达为包涵 

体, 加入乙醇也表达量低, 最终选择在最佳诱导条

件下表达大量包涵体, 通过变性、复性获得有活性

的 pUOX。 

本研究中进行了 pUOX 的重组表达, 表达的目

的蛋白的含量远远高于天然来源的材料, 从少量的

发酵液中就可以得到大量的纯化的目的蛋白, 这样

节省了材料, 降低了纯化工艺的难度。为进一步研

究 pUOX 在动物实验以及在临床上的生物功能提供

了物质来源。 

本研究得到的重组 pUOX 与天然的 pUOX[22]在

最佳反应温度、热稳定性两种性质上基本保持一致, 

重组的 pUOX 的最佳 pH 值为 9.5, 比天然的 pUOX

最佳 pH 8.4稍微偏碱一些, pH稳定性在弱酸环境以

及碱性环境中比较稳定。以上重组蛋白 pUOX 的酶

学特征和活性测定表明具有酶活的重组 pUOX 在大

肠杆菌中得到了成功表达和纯化, 为后续动物实验

打下了基础。 
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