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摘   要：尿酸氧化酶(urate oxidase, Uox)是尿酸代谢的关键酶，已经用于人高尿酸血症(hyperuricemia, 
HUA)的治疗。然而，异源性尿酸氧化酶进入血液会引发免疫排斥反应产生抗体，影响疗效。本研究

采用食品级益生菌乳酸乳球菌(Lactococcus lactis) NZ9000为底盘细胞，构建了表达黄曲霉源尿酸氧化

酶的工程菌(NZ9000-aUox)和“恢复”活性的人源尿酸氧化酶的工程菌(NZ9000-hUox)。结果表明，表

达外源尿酸氧化酶的工程菌可在体外降低尿酸，并具有时间依赖性。进一步利用酵母膏成功诱导小

鼠血尿酸升高，在第 7 天和第 14 天灌胃给予酵母膏的小鼠血尿酸均值分别升高 85.4%和 106.2%；同

时工程菌 NZ9000-aUox给药组小鼠血尿酸仅分别升高 39.5%和 48.3%，NZ9000-hUox给药组小鼠血尿

酸分别升高 57.0%和 82.9%，证明工程菌能明显抑制血尿酸的升高。将效果更加显著的工程菌

NZ9000-aUox 与高尿酸血症一线治疗药物别嘌醇进行安全性比较，结果显示工程菌的肝脏安全性与

别嘌醇相当，肾脏安全性优于别嘌醇，不仅能够缓解血尿酸升高导致的肾损伤，还能够避免别嘌醇

治疗过程中可能引发的肾损伤加重的风险。本研究为高尿酸血症的长期治疗和调控提供了一种有效

并且更加安全的治疗方法。 
关键词：尿酸氧化酶；乳酸乳球菌；高尿酸血症模型小鼠；高尿酸血症；安全性 
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Abstract: Urate oxidase (Uox) plays a pivotal role in uric acid (UA) degradation, and it has been 
applied in controlling serum UA level in clinical treatment of hyperuricemia (HUA). However, 
because Uox is a heterogenous protein to the human body, the immune rejections typically occur 
after intravenous administration, which greatly hampers the application of Uox-based agents. In this 
study, we used Lactococcus lactis NZ9000, a food-grade bacterium, as a host to express exogenous 
Uox genes, to generate the Uox-expressing engineered strains to treat HUA. Aspergillus 
flavus-derived Uox (aUox) and the “resurrected” human-derived Uox (hUox) were cloned into 
vector and expressed in NZ9000, to generate engineered strains, respectively. The engineered 
NZ9000 strains were confirmed to express Uox and showed UA-lowering activity in a 
time-dependent manner in vitro. Next, in an HUA mice model established by oral gavage of yeast 
paste, the UA levels were increased by 85.4% and 106.2% at day 7 and day 14. By contrast, in mice 
fed with NZ9000-aUox, the UA levels were increased by 39.5% and 48.3% while in mice fed with 
NZ9000-hUox were increased by 57.0% and 82.9%, suggesting a UA-lowering activity of both 
engineered strains. Furthermore, compared with allopurinol, the first-line agent for HUA treatment, 
mice fed with NZ9000-aUox exhibited comparable liver safety but better kidney safety than 
allopurinol, indicating that the use of engineered NZ9000 strains not only alleviated kidney injury 
caused by HUA, but could also avoided the risk of kidney injury elicited by using allopurinol. 
Collectively, our study offers an effective and safe therapeutic approach for HUA long-term 
treatment and controlling. 
Keywords: urate oxidase; Lactococcus lactis; hyperuricemia model mouse; hyperuricemia; safety 

 
尿酸(uric acid, UA)是嘌呤代谢的终产物，人

体内的尿酸约 2/3 由内源性嘌呤合成产生，约 1/3
由外源性高嘌呤饮食产生[1-2]。尿酸生成过多或排

泄减少会导致高尿酸血症(hyperuricemia, HUA)
或痛风。通过对尿酸代谢过程进行解析发现，

导致尿酸水平异常的关键酶包括磷酸核糖焦磷

酸合成酶、嘌呤核苷磷酸化酶、黄嘌呤氧化酶

和尿酸氧化酶(urate oxidase, Uox)[3]。其中，抑

制黄嘌呤氧化酶的活性是目前治疗高尿酸血症

的常用策略[4]，代表药物有别嘌醇、非布司他等；

而尿酸氧化酶因能够将尿酸氧化成溶解度为其

5–10 倍的尿囊素，从而达到将尿酸排出体外的目

的，也是治疗高尿酸血症的热门靶点之一[5]。人

类编码尿酸氧化酶的基因在进化过程中多次突

变成为假基因，因此不能表达功能蛋白[6]。通过

补充外源尿酸氧化酶，可以促进尿酸分解代谢，

降低血尿酸水平。该类代表药物有拉布立酶和普

瑞凯希等[7-8]。 
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拉布立酶为酿酒酵母表达的重组黄曲霉源

尿酸氧化酶。临床试验结果表明，高尿酸血症病

人使用拉布立酶治疗 4 h，尿酸水平即可恢复正

常，而使用别嘌醇则需要 24 h[9]。然而，拉布立

酶是外源蛋白类药物，在体内可能会诱导抗体产

生[10]。Jiang 等[11]在人尿酸氧化酶假基因中突变

19 个氨基酸位点，使人尿酸氧化酶恢复了降尿

酸活性，然而免疫原性仍然限制了其在人体上的

应用。合成生物学的发展为药物体内递送提供了

新的方案。已有研究表明，工程化改造细菌在一

些诸如苯丙酮尿症、高氨血症、糖尿病、肥胖、

酒精性脂肪肝以及癌症等疾病的治疗中展现出

一定效果[12]。乳酸乳球菌是美国食品药品监督

管理局(Food and Drug Administration, FDA)批准

的食品安全级微生物，因自身抗原性较弱、几乎

不分泌蛋白、不在肠道中定殖等特性使其成为食

品级表达宿主的最常用选择之一[13]。NZ9000 由

MG1363 株基因组中插入 nisR 和 nisK 基因改造

而来，广泛用于外源基因调控表达[14]。当外源

基因插入到质粒的 PnisA 启动子下游并转染

NZ9000，加入诱导剂乳酸链球菌肽(nisin)可以诱

导外源基因表达。最常用于 NZ9000 的表达质粒

是 pNZ8148[14-15]。已有研究表明，NZ9000 工程

菌表达 HSP65-6P277或白细胞介素-10等外源基

因可用于胰腺炎和结肠炎的治疗[16-17]。 
本研究利用 NZ9000 作为底盘细胞，将含有

黄曲霉源尿酸氧化酶(Aspergillus flavus-derived 
Uox, aUox)和“恢复 ”活性的人源尿酸氧化酶

(“resurrected” human-derived Uox, hUox)[11]基因

的质粒转染 NZ9000，通过 nisin 诱导分别获得了

能够稳定表达黄曲霉源和人源尿酸氧化酶的

NZ9000 工程菌株。之后评价了工程菌株在体外

的降尿酸活性和在小鼠体内的降尿酸效果，并对

工程菌株对肝脏和肾脏的用药安全性进行了初

步检测。以期为高尿酸血症的长期治疗和调控提

供一种有效并且更加安全的治疗方法。 

1  材料与方法 
1.1  质粒、菌株和试剂 

质粒 pNZ8148(军事医学研究院张惟材研究

员惠赠)用于基因克隆和蛋白表达。乳酸乳球菌

NZ9000 由实验室保存，在 GM17 培养基、30 ℃

环境中静置培养。限制性内切酶和 T4 DNA 连接

酶购自 NEB 公司。Nisin 和氯霉素购自北京索莱

宝科技有限公司。抗 His-Tag 多克隆抗体、HRP-

山羊抗兔 IgG(H+L)抗体和增强型化学发光液购

自苏州博奥龙科技有限公司。酵母膏购自上海易

恩化学技术有限公司。谷丙转氨酶 (alanine 

aminotransferase, ALT)、谷草转氨酶 (aspartate 

transaminase, AST)、总胆红素 (total bilirubin, 

TBIL)、直接胆红素(direct bilirubin, DBIL)、肌

酐 (creatinine, Crea)、尿素 (Urea)、胱抑素 C 

(cystatin C, Cys-C) 和 β2- 微 球 蛋 白

(β2-microglobulin, β2-MG)检测试剂盒购自山东

博科生物产业有限公司。 

1.2  pNZ8148-aUox 和 pNZ8148-hUox 质粒

的构建与表达 
分别将 aUox 与 hUox 基因序列进行针对乳

酸乳球菌表达体系的密码子优化，并在目的基因

序列 3′端添加 6 × His Tag，委托北京擎科生物科

技有限公司进行基因合成。通过酶切连接将 2 个

目的基因分别构建到 pNZ8148 载体上，获得重

组表达质粒 pNZ8148-aUox 和 pNZ8148-hUox。
将重组质粒及空载质粒分别电转化 NZ9000 电

转感受态细胞(2 000 V、25 μF、200 Ω)，涂布适

量菌液至含氯霉素(10 μg/mL)抗性的 GM17 固体

平板，30 ℃静置培养 1–2 d 至出现单克隆转化

子。分别挑取适量单克隆转化子至 1 mL 含有氯

霉素(10 μg/mL)抗性的 GM17 液体培养基中，

30 ℃静置培养 12 h 后送测序。测序正确的
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NZ9000 工程菌株单克隆分别命名为 NZ9000-aUox
和 NZ9000-hUox，并将转化空载质粒的菌株命

名 NZ9000-Mock。 
将过夜培养的 NZ9000-aUox 和 NZ9000-hUox

分别按 3%体积比接种于 5 mL 含氯霉素     
(10 µg/mL)的 GM17 培养基中，30 ℃静置培养至

对数生长期后加入终浓度 10 µg/mL 的 nisin 诱导

剂，同时各留一组样品不加诱导剂作为对照，继

续 30 ℃静置培养 4 h 后，12 000 r/min 离心 20 min
收集菌体，超声破碎后分别利用 SDS-PAGE、考

马斯亮蓝染色和免疫印迹检测目的基因表达。 
1.3  工程菌的比活性测定与制备 

将培养过夜的 NZ9000-aUox、NZ9000-hUox
和 NZ9000-Mock 按照 3%体积比接种于 50 mL
含氯霉素(10 µg/mL)的 GM17 液体培养基中，

30 ℃静置培养至对数生长期后加入终浓度为 
10 μg/mL 的 nisin 诱导剂，30 ℃静置培养 4 h。
测量 OD600 数值后，分别将 1 OD 的 3 种培养物

12 000 r/min 离心 5 min 收集菌体，再用 4 mL
尿酸 (1 mmol/L)溶液重悬菌体，于 37 ℃、    
200 r/min 孵育 16 h，期间每 4 h 取样 200 μL 测

定上清中尿酸浓度。参考酶活力单位定义[18]，

将工程菌的微生物制剂比活性单位(probiotics 
activity unit, PAU)定义为：37 ℃下，1 OD 
(OD600)工程菌每 h可催化多少 μmol尿酸生成尿

囊 素 。 进 一 步 将 工 程 菌 NZ9000-aUox 和

NZ9000-hUox 扩大培养并诱导，检测活性后分

别制备足量的 15 PAU/支的工程菌冻干粉，

–80 ℃保存备用，使用时用 100 μL 的 PBS 充分

重悬并进行活性验证。 
1.4  工程菌干预小鼠高尿酸血症 

雄性昆明小鼠(18–22 g，35–42 日龄) 60 只

购自北京维通利华有限公司，无特定病原体

(specific pathogen free, SPF)条件下饲养于军事

医学研究院实验动物中心。将小鼠随机分为 6 组

(n=10)，空白对照组小鼠灌胃 PBS 溶液(100 μL/d) 

14 d (Control 组)，其他 5 组均连续灌胃给予酵母

膏[20 g/(kg·d)] 14 d 的同时[19]，按照 100 μL/d 的

剂量分别灌胃给予 PBS 溶液 (HUA 组 ) 、
NZ9000-aUox 工程菌悬液(15 PAU, 1010 CFU, 
HUA+aUox 组)、NZ9000-hUox 工程菌悬液(15 PAU, 
1010 CFU, HUA+hUox 组)、NZ9000-Mock 对照

菌悬液(1010 CFU, HUA+Mock 组)以及别嘌醇 
(20 mg/kg, HUA+Apo 组)[20]。在灌胃的第 0、7、
14 天分别对各组小鼠进行尾静脉取血，收集血

清。血清样品稀释 5 倍后通过生化分析仪测定各

组小鼠的血尿酸水平。所有动物实验经军事医学

研 究 院 实 验 动 物 管 理 与 使 用 委 员 会 批 准

(IACUC-DWZX-2023-007)。 

1.5  肝肾功能测定 
将 1.4 中 Control 组、HUA 组、HUA+aUox

组、HUA+Apo 组实验小鼠脱颈处死，解剖取出

小鼠肝脏和肾脏，用 4%多聚甲醛浸泡 24 h。组

织经固定、石蜡包埋、切片后进行苏木精-伊红

染色(hematoxylin and eosin staining, H&E)；切片

进行扫描成像。小鼠血清使用生化分析仪检测谷

氨酸氨基转移酶(alanine aminotransferase, ALT)、
门冬氨酸氨基转移酶 (aspartate transaminase, 
AST)、总胆红素(total bilirubin, TBIL)、直接胆

红素 (direct bilirubin, DBIL)、肌酐 (creatinine, 
Crea)、尿素(urea)、胱抑素 C (cystatin C, Cys-C)
和 β2-微球蛋白(β2-microglobulin, β2-MG)的水平。 

1.6  统计学分析 
采用 GraphPad Prism 8.0 软件进行统计分

析。采用 ANOVA 方差分析比较多组之间的差

异；采用 Student’s t 检验比较两组之间的差异，

P<0.05 认为具有显著差异。 

2  结果与分析 
2.1  NZ9000 工程菌外源尿酸氧化酶的诱导

表达检测 
首先检测工程菌表达外源尿酸氧化酶的情
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况。SDS-PAGE 和考马斯亮蓝染色结果显示，诱

导后的工程菌NZ9000-aUox和NZ9000-hUox均产

生与预期大小相一致的目的蛋白条带(理论分子

量分别为 34.2 kDa 和 36.0 kDa) (图 1A)。进一步

使用抗 His 标签多克隆抗体对诱导前后的工程

菌全菌蛋白进行免疫印迹实验，结果显示经 nisin
诱导的工程菌样品中可见特异性条带，证明优化

合成的 2 种外源尿酸氧化酶基因经诱导后均可在

NZ9000 工程菌中正确表达(图 1B、1C)。 

2.2  工程菌体外降尿酸活性评价 
对工程菌体外降尿酸活性进行检测发现

NZ9000-hUox 在 16 h 内可将溶液中尿酸浓度降

至(380.0±28.2) μmol/L，尿酸水平降低 62.0%；

而 NZ9000-aUox 在 16 h 内可将尿酸降至 
(36.7±11.6) μmol/L，尿酸水平降低 96.3% (图 2)。
利用该数据进行计算，NZ9000-hUox 比活性

约为 38.75 PAU，NZ9000-aUox 比活性约为

60.25 PAU，表明以乳酸乳球菌作为底盘表达外

源尿酸氧化酶具备体外降尿酸活性，可以用于进

一步的体内评价研究。 

2.3  工程菌体内降尿酸效果评价 
利用小鼠高尿酸血症模型评价工程菌体内

降尿酸效果，结果表明，对照组小鼠血尿酸水平没

有显著变化。相比之下，造模第 7 天和第 14 天，HUA
组小鼠血尿酸水平分别上升至(190.0±33.2) μmol/L
和(217.5±28.2) μmol/L(表 1，图 3)，较初始均值

上升 85.4%和 106.2%，说明酵母膏连续灌胃法

成功诱导了小鼠高尿酸血症。进一步对药物干预

组小鼠血尿酸水平进行检测分析，发现与对照组

(Control 组)相比，服用 NZ9000-Mock 菌(HUA+ 
Mock 组)小鼠血尿酸水平在第 7 天和第 14 天上

升幅度为 77.1%和 101.4%，与 HUA 组小鼠相当；

相比之下，aUox 干预组血尿酸水平升高幅度分 
 

 
 

图 1  外源尿酸氧化酶在 NZ9000 中表达 
Figure 1  Expression of exogenous Uox in 
Lactococcus lactis NZ9000. A: Determination of 
Uox expression by SDS-PAGE and Coomassie 
brilliant blue staining. Determination of hUox (B) 
and aUox (C) expression by Western blotting assay 
with anti-His tag antibody.  
 
 

 
 

图 2  工程菌体外降尿酸效果 
Figure 2  The UA-lowering activity of the 
engineered strains in vitro. 

 

 
表 1  实验各组尿酸值(μmol/L) 
Table 1  UA level in each group (μmol/L) 
 Control HUA HUA+Mock HUA+aUox HUA+hUox HUA+Apo 
Day 0  96.5±22.1  98.5±18.4  96.5±19.0  98.5±20.7  92.5±22.3  98.5±20.1 
Day 7 102.5±14.2 190.0±33.2 181.5±28.0 143.0±20.1 161.0±24.7 111.0±13.7 
Day 14 105.5±22.8 217.5±28.2 212.5±29.7 156.5±22.1 193.0±37.1  99.5±16.4 
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别为 39.5%和 48.3%，hUox 干预组血尿酸水平

升高幅度分别为 57.0%和 82.9% (表 1，图 3)。

以上结果表明，NZ9000 底盘本身不具有降尿酸

能力，过表达 2 种外源尿酸氧化酶的 NZ9000 工

程菌都能够抑制造模引起的小鼠血尿酸升高，其

中 NZ9000-aUox 效果更加明显。 

此外，别嘌醇干预组(HUA+Apo)血尿酸水

平在第 7 天和第 14 天的尿酸水平分别为 

(111.0±13.7) μmol/L 和(99.5±16.4) μmol/L (表 1，

图 3)，与对照组小鼠相当，表明其降尿酸效果

优于两组工程菌。 

2.4  工程菌与别嘌醇对小鼠肝肾功能的影响 
以别嘌醇为对照药物，对 NZ9000-aUox 工

程菌对肝肾组织的安全性进行评价。小鼠肝脏组

织病理学分析表明各实验组均未出现肝脏组织

异常(数据未给出)；肝功能生化指标显示各组与

对照均无统计学差异(图 4A–4D)；说明工程菌和

别嘌醇给药不会对小鼠造成肝损伤。 

肾脏组织病理学分析结果表明，工程菌组

(HUA+aUox)与对照组小鼠肾小管、肾小球结构

清楚，无明显病理性改变(图 5A、5C)。HUA 组

小鼠出现轻微的肾损伤，部分肾小管上皮细胞水

肿、细胞肿胀、胞浆淡染，细胞内可见不规则空

泡，但未见炎症、坏死、出血(图 5B)。别嘌醇

组(HUA+Apo)小鼠肾组织表现出较为明显的病

理性改变，包括炎症细胞浸润(蓝色箭头)、上皮

细胞坏死(红色箭头)和出血(绿色箭头) (图 5D)。

肾功能生化指标检测结果表明，工程菌组各项指

标正常(图 6A–6D)，而别嘌醇组 Urea 和 Crea 两

项指标与对照组相比都出现显著升高，表明别

嘌醇给药加重了肾功能紊乱(图 6B、6C)，符合

病理切片结果(图 5D)。研究证明，长期服用别

嘌醇可能导致别嘌醇代谢产物羟嘌呤醇在肾脏

积蓄[21]，增加肾脏代谢负荷，进一步加重肾脏

损伤[22]。以上结果说明，工程菌 NZ9000-aUox

肾脏安全性优于别嘌醇。 
 

 
 

图 3  工程菌体内降尿酸效果 
Figure 3  The UA-lowering activity of the 
engineered strain in vivo. Different letter represents 
a significant statistical difference (P<0.05); Same 
letter represents non-significant between two 
groups. 

 

 
 

图 4  工程菌对小鼠肝功能的影响 
Figure 4  Effects of engineered strain on mouse liver function. Serum levels of TBIL (A), DBIL (B), ALT (C) 
and AST (D) were determined at day 14. 
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图 5  小鼠肾脏病理切片 H&E 染色分析 
Figure 5  H&E staining analysis for mouse kidney sections. Mice kidney histology of Control (A), HUA (B), 
HUA+aUox (C) and HUA+Apo (D) was analyzed. Blue arrow represents immune cell infiltration; Red arrow 
represents necrosis of renal cell; green arrow represents hemorrhage. Black bar indicates 100 μm; Yellow bar 
indicates 20 μm. 
 

 
 

图 6  工程菌对小鼠肾功能的影响 
Figure 6  Effects of engineered strain on mouse kidney function. Serum levels of β2-MG (A), Crea (B), Urea 
(C) and Cys-C (D) were determined at day 14. *: P<0.05; **: P<0.01. 
 

3  讨论与结论 
高尿酸血症可以导致痛风，并与慢性肾脏疾

病和心血管疾病的进展密切相关。纠正长期血液

高尿酸水平对人类健康至关重要[23]。但现有的

降尿酸药物存在超敏反应和免疫排斥等副作用，

极大限制了其应用[24-25]。本研究利用乳酸乳球菌

作为宿主菌表达外源尿酸氧化酶，通过口服方式

给药，避免尿酸氧化酶进入血液引发免疫反应， 

同时通过肠道途径发挥降尿酸效果[26]。 

本研究构建的表达外源尿酸氧化酶的乳酸

乳球菌NZ9000工程菌株在高尿酸小鼠模型中体

现了显著和稳定的降尿酸效果：与口服对照菌株

的造模组小鼠尿酸升高幅度相比，口服 NZ9000- 
aUox 工程菌组小鼠在给药第 7 天和第 14 天尿酸

升高幅度分别下降 48.7%和 52.4%。在安全性方

面，NZ9000 是 FDA 批准的食品级益生菌，在

相同给药频率下，工程菌对小鼠肝肾功能均没有

影响，而别嘌醇则加重了小鼠肾功能轻微紊乱和

肾脏病理损伤，说明 NZ9000 工程菌的肾脏安全
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性优于别嘌醇，作为替代药物能够避免应用别嘌

醇引起的肾损伤加重风险[27]，因此更适合高尿

酸血症的长期治疗。 
与临床一线用药别嘌醇相比，NZ9000 工程

菌株在降尿酸效果上存在一定差距。可能原因是

别嘌醇以游离型药物存在，广泛分布于血液以及

肝脏等组织器官中，持续对黄嘌呤氧化酶产生竞

争性抑制作用，减少尿酸的产生[28]；而乳酸乳

球菌 NZ9000 是口服给药，主要在肠道内发挥作

用，难以对全身血尿酸进行快速调控。然而，口

服给药和安全性优势[13-14](图 4–6)使工程菌更适

合作为血尿酸长期控制药物。后续可以通过优化

工程菌用量、延长疗程时间和增加尿酸氧化酶表

达水平进一步提升降尿酸效果。 
本研究采用乳酸乳球菌表达尿酸氧化酶的

方式探索了利用生物底盘治疗高尿酸血症的可

行性，优化了尿酸氧化酶类药物的给药途径和作

用部位，最大程度上避免了尿酸氧化酶类药物引

起免疫反应的可能，为高尿酸血症患者血尿酸的

长期控制提供了一种新的安全有效的方法。 
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