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摘  要: 为了研究微杆菌 Microbacterium sp. ZZJ4-1 菌株的耐热尿酸氧化酶  (Uox) 的性质，克隆其基因 

(uox)，得到 1 个 894 bp 的开放阅读框。该基因与多数已报道的 uox 无明显同源性，仅与球形节杆菌 Arthrobacter 

globiformis 的 uox 有 72％的同源性。将基因插入质粒 pET-15b 构成 pET-15b-uox 表达载体，转化至 Escherichia 

coli BL21 (DE3) 中诱导表达。对重组 Uox 的主要理化性质研究表明：该酶由大小约为 35 kDa 的亚基组成；其

最佳反应温度和 pH 分别为 30 ℃和 7.5；在 65 ℃以下和 pH 8.5~11.0 范围内稳定；以尿酸为底物的 Km 值为

0.22 mmol/L；Ag+、Zn2+、Cu2+和 SDS 均能完全抑制酶活，Tween 20、Tween 80 和 Triton X-100 对酶活有一定

的促进作用。该重组酶的耐热性是目前报道的重组 Uox 中最好的，这一特性有利于其在诊断治疗中的开发应用。 

关键词 : 重组尿酸氧化酶，克隆，序列分析，微杆菌，热稳定性  

Cloning and characterization of a thermostable urate oxidase 
from Microbacterium sp. strain ZZJ4-1 

Pengcheng Zhang, Xiangfeng Lu, Qianyan Li, Xiaoqing Lin, Hui Liu, and Xiaohang Ma 

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

Abstract:  In order to characterize a thermostable urate oxidase (Uox) from Microbacterium sp. strain ZZJ4-1, we cloned 
its gene (uox). The open reading frame of uox contained 894 base pairs and encoded a protein with 297 amino acids. 
Alignment of gene sequences indicated there was no obvious identity with the most reported uox and that 72% identity was 
found with uox from Arthrobacter globiformis. We inserted the gene into the plasmid pET-15b to construct an expression 
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vector pET-15b-uox and got it induced expression in Escherichia coli BL21 (DE3). After the purification of the 
recombinant Uox by the His·Bind column, we studied some properties of it. It was composed of subunits with a molecular 
mass of about 35 kDa. The optimal temperature and pH was 30 ℃ and pH 7.5. It was stable below 65 ℃ and from pH 8.5 to 
11.0. The Km value was 0.22 mmol/L with the uric acid as the substrate. Ag+, Zn2+, Cu2+ and SDS could totally inhibit its 
activity while Tween 20, Tween 80 and Triton X-100 had a slight promotion effect. The thermal stability of this enzyme 
was the most excellent among the reported recombinant Uox. Based on this property, it would be very useful in the 
application.   

Keywords:  recombinant urate oxidase, cloning, sequence analysis, Microbacterium sp., thermal stability 

尿酸氧化酶 (Urate oxidase，Uox，EC 1.7.3.3) 

参与嘌呤代谢，催化代谢产物尿酸与氧、水反应

生成 5-羟基异尿酸。5-羟基异尿酸在溶液中缓慢

转变成尿囊素，在体内迅速被特异性酶催化成尿

囊素[1]。Uox 广泛分布于哺乳动物、植物和微生

物中[2]。在人类和某些灵长类动物中，由于尿酸

氧化酶基因 (uox) 的无义突变使其丧失活性[3]，

体内的尿酸不能降解而以代谢终产物的形式被

排出，导致尿酸含量偏高。体内过高含量的尿酸

容易引发痛风等慢性疾病[3]。此外，肿瘤病人的

化疗会引发致命的急性高尿酸血症，如不予控

制，将使治疗过程难以进行[1]。Uox 能在温和的

条件下迅速分解尿酸，因此在临床上既可用于治

疗痛风等慢性病，也可用于预防和治疗肿瘤溶解

综合征引起的高尿酸血症[4]。此外，该酶也可用

于测定血清[2]、尿液[5]等样品中的尿酸含量。 

目前已知的 Uox 多数来自微生物，其中包括

红球菌属 Rhodococcus[6] 、拟无枝菌酸菌属

Amycolatopsis[7]、芽胞杆菌属 Bacillus[8]、弯颈霉

属 Tolypocladium[9]、假单胞菌属 Pseudomonas[10]、

节 杆 菌 属 Arthrobacter[11] 、 假 丝 酵 母 属

Candida[12]、曲霉属 Aspergillus[13]和微杆菌属

Microbacterium[14] 的 菌 株 。 Bacillus 属 、

Arthrobacter 属、Candida 属和 Aspergillus 属的某

些菌株的 uox 已在大肠杆菌或酵母菌中克隆并高

效重组表达[11-13,15-16]。研究表明不同微生物来源

的 Uox 的理化性质 (如 pH、热稳定性及对金属

离子抑制的敏感性等) 有很大差异[11,17]。不论是

应用于临床治疗或是测定，Uox 的热稳定性都非

常重要。良好的热稳定性可保证其作为治疗药物

在体内有较长的半衰期，从而减少给药次数；同

时也为尿酸测定试剂的使用、保藏及运输带来极

大的便利。 

实验室于 2005 年分离到一株产 Uox 的微杆

菌 ZZJ4-1 菌 株  (Microbacterium sp. strain 

ZZJ4-1)。该菌的 Uox 有很好的稳定性，在 65 ℃

时保持稳定，溶液在 37 ℃保存数周而不失活[14]，

故该酶在临床治疗和测定中有很好的应用前景。

本研究克隆该菌的 uox，转化至大肠杆菌中高效

表达，并研究了其重组酶的性质。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与质粒 
野生菌株 ZZJ4-1、大肠杆菌 Escherichia coli 

DH5α、BL21 (DE3) 均为实验室保存。表达载体

pET-15b 购自 Novagen 公司。 

1.2  酶与试剂 
rTaq 酶、Pyrobest DNA 聚合酶、限制性内切
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酶、T4 DNA 连接酶、T 载体克隆试剂盒均购自

大连 TaKaRa 公司。PCR 产物纯化试剂盒、胶回

收试剂盒、质粒提取试剂盒均购自杭州 Axygen

公司。DNA Walking SpeedUp 试剂盒购自韩国

Seegene 公司。His·Bind Resin 购自德国 Merck 公

司。其余化学试剂均为国产分析纯。 

1.3  引物合成与测序 
表 1 中引物均由上海 Invitrogen 公司合成。

DNA测序均由上海生工生物工程有限公司完成。 

表 1  克隆 uox 使用的引物 
Table 1  Primers for uox cloning 

Primer 
name Primer sequence (5′–3′) 

Primer 1 CTCGGCSARAACCAGTA 

Primer 2 AGGTCVACCAGGAAGT 

Primer 3 GGTCATTGCGGTTGTAGCG 

Primer 4 CCGTGTTCTTCTGCGTGTCG 

Primer 5 CGTGCTCGTTGTTGCCCTC 

Primer 6 CCGACACGCAGAAGAACAC 

Primer 7 TACACGACGCTGCCCGAGAC 

Primer 8 GGCGCTACAACCGCAATG 

Primer 9 GCTCGGCATATGACCAACATCATTCTG

Primer 10 AATGGATCCTCAGCAGAAGCCTGCG 

 

1.4  方法 
1.4.1  uox 基因的克隆 

根据 GenBank 中已知 uox 的保守序列设计

Primer 1 和 Primer 2，以菌株 ZZJ4-1 的基因组为

模板进行 PCR，扩增条件为：94 ℃预变性 5 min；

94  1 min℃ ，50  1 min℃ ，72  1 min℃ ，进行 35

个循环；72 ℃延伸 10 min。PCR 产物经测序得

到部分序列后，根据 DNA Walking SpeedUp 试剂

盒说明书分别设计 Primer 3、Primer 4、Primer 5

与 Primer 6、Primer 7、Primer 8，以扩增已知序

列的上下游部分。最后拼接测序结果获得 uox 的

完整序列，并以此设计带 NdeⅠ位点的 Primer 9

和带 BamHⅠ位点的 Primer 10，用高保真的

Pyrobest DNA 聚合酶进行 PCR，扩增条件为：

94 ℃预变性 2 min；94  1 min℃ ，50  1 min℃ ，

72  4 min℃ ，进行 30 个循环；72 ℃延伸 7 min。 

1.4.2  表达载体的构建和重组 Uox 的表达纯化 

分别以 NdeⅠ和 BamHⅠ双酶切高保真 PCR

的纯化产物和 pET-15b 质粒，连接得到表达载体

pET-15b-uox。将表达载体转化至大肠杆菌 E. coli 

BL21 (DE3) 感受态细胞中。菌落 PCR 筛选阳性

重组子，接种于含 100 mg/L 氨苄青霉素的 TB 培

养基中，37 ℃培养至OD600约为 3.5时，加入 IPTG

至 0.5 mmol/L，22.5 ℃诱导表达 18 h。离心收集

菌体，用硼酸-硼砂缓冲液 (0.1 mol/L，pH 8.5) 洗

1 次后重新悬浮，超声波破壁后离心取上清，即

为粗酶液。粗酶液根据 His·Bind Resin 说明书进

行纯化。 

1.4.3  蛋白浓度测定 

蛋白浓度测定用 Micro biuret 法[18]。 

1.4.4  Uox 酶活测定 

取 0.2 mL 酶液加至 3.8 mL 含 10 mmol/L 尿

酸、9 mmol/L4-氨基安替比林和 0.375％苯酚的

硼酸-硼砂缓冲液 (0.1 mol/L，pH 8.5) 中，30 ℃

水浴 10 min 后，于 540 nm 处测定吸光值，以

0.2 mL 硼酸-硼砂缓冲液 (0.1 mol/L，pH 8.5) 为

空白。酶活定义：30 ℃每分钟分解 1 μmol 尿酸

的酶量为 1 个单位[14]。 
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1.4.5  重组 Uox 分子量测定 

将纯化的重组 Uox 进行 SDS-PAGE 分析，

测定其分子量和纯度。根据氨基酸序列使用软件

DNASTAR 中的 Editseq 确定分子量。 

1.4.6  重组 Uox 的最佳反应温度和热稳定性试验 

在 20 ~70 ℃ ℃的温度范围内，每隔 5 ℃测定

重组酶活性，以确定其最佳反应温度。将酶置于

不同温度下水浴 30 min 后测定剩余酶活，以确

定其温度稳定范围。上述实验均重复 3 次。 

1.4.7  重组 Uox 的最佳反应 pH 和 pH 稳定性

试验 

在 0.1 mol/L 的 pH 3.0~11.0 的缓冲体系中测

定重组酶活性 (pH 3.0~5.5 为柠檬酸-柠檬酸钠

缓冲液；pH 6.0~8.0 为磷酸盐缓冲液；pH 8.0~9.0

为硼砂-硼酸缓冲液；pH 9.5~11.0 为硼砂-NaOH

缓冲液)，以确定其最佳反应 pH。在上述不同的

缓冲体系中加入酶液，于 25 ℃保温 18 h，取

0.2 mL 加至酶活测试体系中测定剩余酶活，以确

定酶的 pH 稳定范围。上述实验均重复 3 次。 

1.4.8  酶促反应动力学 

以Lineweaver-Burk作图法[19]，测定重组Uox

对尿酸的 Km 值。根据其比活和分子量确定 Kcat。 

1.4.9  不同化学物质对重组 Uox 的影响 

在酶液中加入不同的化学物质溶液后 25 ℃

水浴 30 min，取 0.2 mL 酶液加至酶活测试体系

中测定剩余酶活。 

2  结果与分析 

2.1  uox 的克隆结果与序列分析 
以 Primer 1 和 Primer 2 为引物的 PCR 产物

约 600 bp，经 DNA Walking SpeedUp 试剂盒扩增

上下游序列分别得到约 500 bp 和 450 bp 的产物，

拼接后表明 uox 开放阅读框为 894 bp，编码 297

个 氨 基 酸 。 该 基 因 的 GenBank 登 录 号 为

JQ066818。通过 NCBI 的 blastn 和 blastp 将其分

别与已报道的 uox 和 Uox 进行比对。其中该 uox

序列与球形节杆菌 Arthrobacter globiformis[11]同

源性最高 (72％)，而与产朊假丝酵母 Candida 

utilis[12,20]、黄曲霉 Aspergillus flavus[13]、枯草芽

胞杆菌 Bacillus subtilis[15]、芽胞杆菌 TB-90 菌株

Bacillus sp. TB-90[17]均无明显同源性；Uox 序列

比对表明同源性分别为 64％、34％、35％、24％

和 26％。使用 OMIGA 2.0 进行氨基酸多序列比

对，结果见图 1。 

使用 SWISS-MODEL[21]预测该酶的空间结

构，推测其为同源四聚体 (图 2)，尿酸结合位点

由 58 位的苏氨酸、59 位的天冬氨酸和相邻亚基

上 158 位的苯丙氨酸、175 位的精氨酸、217 位

的亮氨酸、218 位的谷氨酰胺构成。 

2.2  表达载体 pET-15b-uox 的构建与鉴定    
以 Primer 9 和 Primer 10 为引物的高保真

PCR 得到约 900 bp 的产物，与质粒 pET-15b 分

别以 NdeⅠ和 BamHⅠ双酶切后连接，转化至大

肠杆菌 E. coli BL21 (DE3) 感受态细胞中。双酶

切阳性重组子的质粒后电泳，得到分别约为

900 bp 和 5.7 kb 的两条条带，与 uox 和空白载体

大小相符，证明筛选成功 (图 3)。 

2.3  重组 Uox 的主要性质 
2.3.1  重组 Uox 的分子量 

重组 Uox 经纯化后在 SDS-PAGE 中显示为

单一条带，表明它由一种大小约为 35 kDa 的亚

基组成 (图 4)。软件 DNASTAR 中 Editseq 计算

其大小为 35 857.55 Da，与电泳结果相符。 
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图 1  不同微生物 Uox 的多序列比对 
Fig. 1  A multiple alignment of Uox from different microorganisms. Uox from strain ZZJ4-1 was aligned with those 
from A. globiformis[11], A. flavus[13], C. utilis[12] and Bacillus sp. TB-90[17]. The light grey areas indicate low conserved 
sequences, the dark grey areas indicate high conserved sequences. The asterisks indicate the putative uric acid binding 
site of Uox from stain ZZJ4-1. 

 
 

2.3.2  重组 Uox 的最佳反应温度与热稳定性 

在不同的温度下测定酶活性，结果见图 5，

酶的最佳反应温度为 30 ℃。在不同的温度下水

浴 30 min 后测定剩余酶活，结果见图 6，该酶在

65 ℃处理后仍保留 92.2％的酶活。 

2.3.3  重组 Uox 的最佳反应 pH 与 pH 稳定性 

在不同 pH 的缓冲液中测定酶活性，结果见

图 7，重组 Uox 的最佳反应 pH 为 7.5，缓冲液为

0.1 mol/L 磷酸盐缓冲液。酶液在不同 pH 的缓冲

液中 25 ℃水浴 18 h 后测定剩余酶活，结果见
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图 8，该酶在 pH 8.5~11.0 的缓冲液中有较好的稳

定性。 

2.3.4  酶促反应动力学 

以 Lineweaver-Burk 作图法求得重组 Uox 以

尿酸为底物的 Km 为 0.22 mmol/L。根据比活和分

子量计算其 Kcat 为 2.2/s。 

 

 

图 2  预测的 Uox 同源四聚体结构 
Fig. 2  Predicted tetramer structure of Uox. 

 

图 3  表达载体 pET-15b-uox 的双酶切鉴定 
Fig. 3  Identification of expression vector pET-15b-uox 
by enzyme digestion. M: marker; A: pET-15b-uox; B: 
pET-15b-uox digested with NdeⅠand BamHⅠ. 

 

图 4  重组 Uox 的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of recombinant Uox. 
M: marker; A: purified recombinant Uox. 

 

图 5  不同温度下重组 Uox 的活性 
Fig. 5  Effects of temperature on recombinant Uox 
activity. 

 

图 6  重组 Uox 的热稳定性 
Fig. 6  Thermal stability of recombinant Uox. 
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图 7  不同 pH 下重组 Uox 的活性  
Fig. 7  Effects of pH on recombinant Uox activity. pH 
3.0−6.0: 0.1 mol/L citrate buffer; pH 6.0−8.5: 0.1 mol/L 
phosphate buffer; pH 8.5−9.5: 0.1 mol/L borate buffer; 
pH 9.5−11.0: 0.1 mol/L borax-NaOH buffer. 

 

图 8  重组 Uox 的 pH 稳定性 
Fig. 8  pH stability of recombinant Uox. pH 3.0−6.0: 
0.1 mol/L citrate buffer; pH 6.0−8.0: 0.1 mol/L 
phosphate buffer; pH 8.0−9.0: 0.1 mol/L borate buffer; 
pH 9.5−11.0: 0.1 mol/L borax-NaOH buffer. 
 
 
2.3.5  不同化学物质对酶活的影响 

由图 9 可知，浓度均为 1 mmol/L 的 Ag+、

Zn2+、Cu2+使重组 Uox 几乎完全失活，而 Mn2+、

Li+、Ba2+、Mg2+、Ca2+和 Fe3+对酶活没有显著影

响。表 2 显示表面活性剂 Tween 20、Tween 80

和 Triton X-100 对酶活有一定的促进作用，而

SDS 可使酶几乎完全失活；NaN3 和金属螯合物

1,10-菲罗啉、EDTA 能轻微抑制酶活。 

2.4  重组 Uox 和原酶的性质比较 
比较重组 Uox 和 Zhou[22]报道的原酶性质，

结果见表 3、4。除了最佳温度相同外，两者其他

性质均有差异。重组酶热稳定性略优于原酶，最

佳反应 pH 7.5 小于原酶的 8.5，pH 稳定范围则从

原酶的 7.0~10.0 变为 8.5~11.0，Km 和 Kcat 均小于

原酶。两者受 Cu2+、Zn2+和 1,10-菲罗啉影响差异

较大。 

 
 

 
图 9  不同金属离子对重组 Uox 的影响 
Fig. 9  Effects of metal ions on recombinant Uox. 

 

表 2  不同化学物质对重组 Uox 的影响 
Table 2  Effects of chemicals on recombinant Uox 

Chemicals Final 
concentration 

Residual 
activity (%) 

CK − 100.0 

Tween 20 1.0% 107.6 

Tween 80 1.0% 107.9 

Triton X-100 1.0% 109.2 

SDS 0.5% 1.1 

NaN3 20.0 mmol/L 88.1 

1,10-phenanthroline 10.0 mmol/L 80.1 

EDTA 20.0 mmol/L 89.3 
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表 3  原酶和重组 Uox 的性质比较 
Table 3  Properties of native Uox and recombinant 
Uox 

Property Native 
Uox 

Recombinant 
Uox 

Optimal temperature (℃) 30.0 30.0 
Residual activity after  
30 min at 70 ℃ (%)  64.0 77.9 

Optimal pH  8.5  7.5 

pH stability 7.0–10.0 8.5–11.0 

Km (mmol/L)  0.3  0.2 

Kcat (/s)  3.0  2.2 
 

表 4  原酶和重组 Uox 受化学物质影响的差异 
Table 4  Effects of different chemicals on native 
Uox and recombinant Uox 

Residual activity (%) 
Chemicals 

Native Uox Recombinant Uox

Cu2+  98.9  0.2 

Zn2+ 100.7  0.5 

1,10-phenanthroline   1.2 80.1 

 

3  讨论 

预测的菌株 ZZJ4-1 的 Uox 的尿酸结合位

点与 A. globiformis[11]的 Uox 的位点一致，并

与其他微生物来源的 Uox 的位点有较高的同源

性 [12-13,17,20] (图 1)。菌株 ZZJ4-1、A. globiformis[11]、

A. flavus[13]和 C. utilis[12,20]的 Uox 在区域 A 和区

域 B 高度同源，而与 Bacillus sp. TB-90[17]的 Uox

有较大差异 (图 1)。Koyama 等[12]敲除区域 A 后

发现丧失酶活，推测其对酶的活性是必需的；区

域 B 与真核生 物的二型 铜离子结 合位点

H-X-H-X-F 相 同 。 Suzuki 等 [11] 报 道 的

A. globiformis 的 Uox 含铜离子，但序列中存在该

结合位点的 A. flavus[1]的 Uox 中却不含铜离子，

而 Yamamoto 等[17]报道的 Bacillus sp. TB-90 的

Uox 不含该结合位点，也不与铜离子结合。菌株

ZZJ4-1 的 Uox 含有该结合位点 H-D-H-S-F，且被

1,10-菲罗啉强烈抑制，推测该酶含铜离子。 

该酶在大肠杆菌中重组表达后，菌液的酶活

可达 36.7 U/mL，比菌株 ZZJ4-1 菌液的酶活

1.0 U/mL 提高了 35 倍[14]。重组酶比原酶热稳定

性好，这一现象也出现在 Yamamoto 等[17]和 Zhu

等[20]的重组表达研究中，可能是重组酶比原酶多

十几个氨基酸保护结构，使其不易热变性。与

Zhu 等[20]报道的重组酶相同，本研究的重组酶最

适 pH 也变小，这可能是组氨酸标签的影响。根

据 1,10-菲罗啉对原酶和重组酶影响的差异，推

测重组酶比原酶更紧密地结合金属离子，使其免

受络合物的影响。 

不同来源的 Uox 对各种金属离子的反应有

很 大 的 差 异 。 Suzuki 等 [11] 比 较 了 来 自

Arthrobacter 属、Bacillus 属和 Candida 属的 Uox

受不同金属离子的影响情况。其中 Arthrobacter

属和 Candida 属的 Uox 与本研究的酶相似，几乎

被铜离子完全抑制，而 Bacillus 属的仍保留 40％

的酶活；Arthrobacter 属的 Uox 和本研究的酶均

能被锌离子完全抑制，Candida 属的剩余 64％酶

活，而 Bacillus 属的完全不受其影响；受银离子

抑制最明显的是 Candida 属的 Uox 和本研究的

酶，Bacillus 属的受轻微抑制，而 Arthrobacter

属的不受影响；铁离子几乎完全抑制 Bacillus 属

和 Candida 属的 Uox，但几乎不影响 Arthrobacter

属的和本研究的酶。 

本研究的重组酶在 65 ℃处理 30 min 后仍保
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留 92.2％的活性，70 ℃处理后保留 77.9％，

其耐热性优于其他微生物来源的 Uox 的重组

酶 [11-12,15,17,20]，是目前已知序列的 Uox 中热稳定性

最佳的。Lotfy 等[23]在 Bacillus thermocatenulatus

中发现的 Uox 在 75 ℃处理 45 min 后仍保留

100％的活性，在 80 ℃处理 45 min 后保留 70％

的活性，比菌株 ZZJ4-1 的 Uox 热稳定性更好，

但迄今为止未报道其基因和蛋白的研究结果，故

该酶的详细情况未知。 

鉴于该重组酶高效的表达和良好的热稳定

性，相信其在临床治疗和测定中会有良好的应用

前景。 
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