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摘　 要: 为拓展脲酶的国产化途径ꎬ对黄豆豆渣中脲酶的提取进行了研究ꎮ 建立了从黄豆豆渣中提取脲酶的全套流程ꎬ
利用盐析法和有机溶剂沉淀法ꎬ通过浸提及离心等试验操作手段ꎬ将黄豆豆渣中的脲酶进行提取精制ꎬ产率为 ０.１％ꎮ 同

时确定了脲酶的最佳提取条件:其最佳浸提温度为 ５０℃ ꎬ最佳丙酮浓度为 ５０％ꎬ最适 ｐＨ 为 ７.０ꎮ 利用纳氏试剂比色法的

原理ꎬ测得该脲酶在最佳实验条件下的米氏常数 Ｋｍ值为 ４.１１×１０－２ ｍｏｌ / Ｌꎬ１ ｍＬ 脲酶溶液中的酶活力为 １８.６３ Ｕꎮ 从黄豆

豆渣中提取脲酶ꎬ既可解决脲酶的国产化问题ꎬ又可提高黄豆豆渣的附加值ꎬ研究结果具有良好的工业价值和经济效益ꎮ
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　 　 脲酶(ｕｒｅａｓｅ)亦称尿素酶ꎬ是一种寡聚酶ꎬ分
子量约为 ２９３ ５００ Ｄａꎬ等电点为 ３.９ꎬ具有绝对专

一性[１]ꎬ特异性地催化尿素水解释放出氨和二氧

化碳[２]ꎮ 脲酶是一种在各行业应用广泛的重要

生物制剂ꎮ 广泛分布于豆类植物中ꎬ尤其是在黄

豆、刀豆中含量丰富ꎬ约 １％ ~ １. ５％ꎮ 在医药方

面ꎬ脲酶是幽门螺旋菌感染诊断试验 ＲＵＴ 中的一

种重要的酶[３]ꎻ在农业方面ꎬ适当条件下应用种

子封装与脲酶可显著增强植物早期阶段氮营养的

吸收利用[４]ꎬ另外ꎬ脲酶还可用于尿素废水的处



理[５]ꎮ 国外对脲酶的制备研究早已成熟ꎬ生产方

法主要是从洋刀豆中提取脲酶ꎬ并于近年来开始

致力于研究脲酶的其他作用ꎬ如利用重组酸性脲

酶消除致癌因素氨基甲酸乙酯( ｅｔｈｙｌ ｃａｒｂａｍａｔｅꎬ
ＥＣ)前体物质尿素等[６]ꎮ

随着我国经济、科技的迅速发展ꎬ脲酶的需求

量越来越大ꎬ但因缺少洋刀豆资源ꎬ进而导致我国

所需的脲酶主要依靠进口ꎮ 因此ꎬ若能从黄豆

(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)豆渣中提取脲酶ꎬ既可解决脲酶国

产化问题ꎬ又可提高黄豆豆渣的附加值ꎬ具有巨大

的经济效益ꎮ 豆渣是生产豆奶或豆腐过程中的副

产品ꎬ每年全球的豆渣产量约为 ６００ 万 ｔ[７]ꎮ 中国

是豆腐生产的发源地ꎬ具有悠久的生产历史ꎬ豆腐

的生产量、销售量都较大ꎬ每年会产生大量的副产

品(如豆渣)ꎬ废弃后造成的浪费也相当巨大ꎮ 本

实验旨在研究从黄豆豆渣中提取有活性且纯度较

高的脲酶的可行性及其影响因素ꎮ 因此ꎬ本实验

选择从豆制品厂获取的豆渣作为原材料ꎬ成功分

离出有活性的高纯度脲酶ꎬ并摸索建立从黄豆豆

渣中提取脲酶的全套流程及活性测定方法ꎬ找到

脲酶提取的新突破点ꎬ变废为宝ꎬ为价格低廉的豆

渣带来更大、更普遍的实际意义和价值ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

黄豆豆渣来源于豆制品厂ꎻ硫酸锌、氢氧化

钠、无水乙醇、尿素、丙酮、三羟甲基氨基甲烷、硫
酸铵、纳氏试剂、酒石酸钾钠等试剂购自广州化学

试剂厂ꎬ均为分析纯ꎮ

１.２　 仪器

１００ 目标准分样筛(新乡市绿声通用机械设

备制造有限公司)ꎻ７２１ 型可见光分光光度计(上
海光学仪器厂)ꎻ８００Ｂ 台式离心机(中国上海仪

器厂)ꎻ恒温水浴锅(上海乔跃电子有限公司)ꎻ
Ｔ￣２００电子天平(常熟市双杰仪器测试厂)ꎻ磁力

搅拌器 ＧＳＰ￣７７￣０２ 型 (江苏太县江埝电子仪器

厂)ꎻＩＸＪ￣ＩＩ 型离心沉淀机(上海双旭电子有限公

司)ꎻＣＬＦ￣３０Ｂ 型超微粉碎机(江阴市高宏机械制

造有限公司)ꎻ１０１￣２ 型电热鼓风干燥箱(上海三

腾仪器有限公司)ꎮ

１.３　 方法

１.３.１　 黄豆豆渣脲酶的提取[８ꎬ９] 　 ①黄豆豆渣的

获取及预处理ꎮ 原料黄豆豆渣从豆制品厂获取ꎮ
取豆渣 ０.４ ｋｇꎬ干燥后粉碎ꎬ过 １００ 目筛[１０]ꎮ ②浸

提ꎮ 向预处理后的豆渣中加入 ｐＨ ７.０ 的 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ
缓冲液ꎬ料液比为 １∶１０ꎬ５０℃下浸提 １ ｈꎬ同时使用

磁力搅拌器进行搅拌[１１]ꎮ ③粗酶液获取ꎮ 将搅

拌后的上述浸提液 ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ收集

上清液ꎬ向此次滤渣中加入 ｐＨ ７.０ 的 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓
冲液ꎬ重复之前的浸提、离心操作ꎮ 将两次离心后

的上清液合并即为粗酶液ꎮ ④利用硫酸铵分级沉

淀及沉淀复水ꎮ 向粗酶液中加入终浓度为 ２０％
的硫酸铵ꎬ充分搅拌后ꎬ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ
弃沉淀(杂蛋白)ꎮ 将上清液收集ꎬ继续加入硫酸

铵ꎬ使硫酸铵浓度达到 ４０％ꎬ充分搅拌后ꎬ３ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ收集沉淀ꎮ 向沉淀中加入粗酶

液体积 ５０％的水ꎬ充分搅拌使之完全溶解并脱

盐ꎮ ⑤精制脲酶ꎮ 向上述溶液中缓慢加入丙酮ꎬ
使其终浓度为 ５０％(Ｖ / Ｖ)ꎬ在加入的过程中充分

搅拌ꎬ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ回收丙酮ꎬ收集沉

淀ꎮ 将沉淀置于 ５０℃ 低温烘干后制得的固体即

为脲酶成品ꎬ向成品中加入 １０ ｍＬ ｐＨ ７.０ 的 Ｔｒｉｓ￣
ＨＣｌ 缓冲液即制得脲酶溶液[１]ꎮ
１.３.２　 不同因素对脲酶活力的影响 　 ①浸提温

度对脲酶活力的影响[９]ꎮ 取黄豆豆渣 ０.４ ｋｇꎬ干
燥后粉碎ꎬ过 １００ 目筛ꎮ 分别加入 ２０℃、３０℃、
４０℃、５０℃、６０℃、７０℃、８０℃的 ｐＨ ７.０ 的 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ
缓冲液ꎬ料液比为 １∶１０ꎬ同时保温浸提 １ ｈꎬ并使用

磁力搅拌器进行搅拌ꎬ提取脲酶并测其活力ꎮ
②丙酮浓度对脲酶活力的影响[１２]ꎮ 分别于

６ 个锥形瓶中加入硫酸铵分级沉淀并复水后的粗

酶液 ３０ ｍＬꎬ缓慢加入丙酮ꎬ使其终浓度分别为

２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％(Ｖ / Ｖ)ꎬ在加入

的过程中充分搅拌ꎬ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ提
取脲酶并测其活力ꎮ

③ｐＨ 对脲酶活力的影响ꎮ 取 ６ 支试管ꎬ加入

０.４ ｍＬ ０.０５ ｍｏｌ / Ｌ 的尿素、０.１ ｍＬ 水ꎬ以及 ３.０
ｍＬ ｐＨ 分别为 ４.０、５.０、６.０、７.０、８.０、９.０ 的 Ｔｒｉｓ￣
ＨＣｌ 缓冲液ꎬ充分混匀后 ３０℃ 温浴 ５ ｍｉｎꎮ 加入

０􀆰 １ ｍＬ ３ 倍稀释的脲酶溶液ꎬ立刻盖好试管塞同

时剧烈摇动ꎬ３０℃ 温浴 １０ ｍｉｎꎬ分别测定脲酶

活力ꎮ
１.３.３　 脲酶 Ｋｍ值的测定[１３~１５] 　 取 ７ 支试管(编
号 ０~６)ꎬ０ 号管为空白对照组ꎬ加入蒸馏水 １.０
ｍＬꎬ１~６ 号试管分别加入不同量的 ０.０５ ｍｏｌ / Ｌ 的
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尿素溶液和蒸馏水ꎬ配成终浓度分别为 ０.０５ ｍｏｌ / Ｌ、
０.０５ ｍｏｌ / Ｌ、０.０４ ｍｏｌ / Ｌ、０.０２５ ｍｏｌ / Ｌ、０.０２ ｍｏｌ / Ｌ、
０.０１２ ５ ｍｏｌ / Ｌ 的尿素溶液 １.０ ｍＬꎮ

每个试管均加入 ｐＨ ７.０ 的 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲溶

液 ３.０ ｍＬꎬ３０℃恒温水浴 ５ ｍｉｎꎮ ０ 号管不加脲酶

溶液ꎬ向 １ 号管加 ０.２ ｍＬ 煮沸的脲酶溶液ꎬ向 ２~
６ 号试管中加入 ０.２ ｍＬ 未煮沸处理的脲酶溶液ꎮ
３０℃水浴 １０ ｍｉｎꎮ 之后加入 １.０ ｍＬ １０％的 ＺｎＳＯ４

溶液和 ０.２ ｍＬ ０.５ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＮａＯＨ 溶液ꎬ混匀后

３ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎮ
取离心后上清液 ０.５ ｍＬ 于新试管中ꎬ加入

０􀆰 ５ ｍＬ １０％的酒石酸钾钠、１.０ ｍＬ 纳氏试剂以及

５.０ ｍＬ 蒸馏水ꎬ充分混匀后ꎬ用 ０ 号管调零ꎬ利用

分光光度计读出各管在 ４８０ ｎｍ 处的分光光度值

即 Ａ４８０
[１６]ꎮ

１.３.４　 脲酶活力测定[１５ꎬ１７ꎬ１８] 　 在试管中加入 ０.４
ｍＬ ０.０５ ｍｏｌ / Ｌ 的尿素、０.１ ｍＬ 蒸馏水以及 ３.０ ｍＬ
ｐＨ ７.０ 的 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液ꎬ充分混匀后 ３０℃温浴

５ ｍｉｎꎮ 向上述溶液中加入 ０.１ ｍＬ ３ 倍稀释的脲

酶溶液ꎬ立刻盖好试管塞同时剧烈摇动ꎬ３０℃温浴

１０ ｍｉｎꎮ 向上述溶液加入 ０.２ ｍＬ ０.５ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ
溶液、０.５ ｍＬ １０％的酒石酸钾钠溶液、１.０ ｍＬ 纳

氏试剂以及 ７.０ ｍＬ 蒸馏水ꎬ充分混匀ꎮ 利用分光

光度计读出各管在 ４８０ ｎｍ 处的分光光度值

(Ａ４８０)ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 浸提温度对脲酶活力的影响

脲酶属于蛋白酶类ꎬ在一定温度范围内ꎬ其溶

解度随着温度升高而增加ꎮ 因此ꎬ适度的高温有

利于脲酶在溶液中的浸提ꎮ 然而ꎬ过高的温度可

导致蛋白质变性ꎬ造成脲酶失活ꎮ 由图 １ 可知ꎬ浸
提温度为 ２０~５０℃时ꎬ脲酶活力增加ꎬ然而当温度

为 ６０~８０℃时ꎬ脲酶活力明显下降ꎬ这是由于过高

的温度造成的ꎮ 由此说明ꎬ脲酶的最适浸提温度

为 ５０℃ꎮ

２.２　 丙酮浓度对脲酶活力的影响

本实验利用丙酮对脲酶粗酶液进行提纯精

制ꎬ由图 ２ 可知ꎬ随着丙酮浓度的升高ꎬ脲酶活力

呈先上升后下降的趋势ꎮ 当丙酮浓度为 ５０％
(Ｖ / Ｖ)时ꎬ测定的吸光度最高ꎬ反映出脲酶活力

最高ꎮ 因此ꎬ采用浓度为 ５０％(Ｖ / Ｖ)的丙酮进行

脲酶的提纯ꎮ

图 １　 浸提温度对黄豆豆渣脲酶活力的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｓｏｙｂｅａｎ
ｄｒｅｇｓ ｕｒｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ.

图 ２　 丙酮浓度对脲酶活力的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｃｅｔｏｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｕｒｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ.

２.３　 ｐＨ 对脲酶活力的影响

由图 ３ 可知ꎬ在其他因素相同的情况下ꎬ在
ｐＨ ７.０ 的时候ꎬ吸光值最大为 ０.７８０ꎬ由此说明此

时脲酶活力最强ꎮ 因此ꎬ黄豆豆渣脲酶的最适 ｐＨ
为 ７.０ꎮ

图 ３　 ｐＨ 对脲酶活力的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｕｒｅａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ.

５５２张铁军ꎬ等:黄豆豆渣中脲酶的提取精制及其影响因素研究



２.４　 脲酶 Ｋｍ值测定

利用 Ｈａｎｅｓ￣Ｗｏｏｌｆ 作图法制得一条直线ꎬ该
直线在 Ｘ 轴上的截距即为 Ｋｍ值的倒数ꎮ 本实验

中ꎬ脲酶 Ｋｍ值的测定使用的是比色法ꎮ 脲酶在一

定条件下ꎬ可水解尿素生成铵ꎬ在碱性条件下ꎬ铵
盐转化成为氨ꎬ与纳氏试剂反应生成黄棕色络合

物ꎬ其吸光度与脲酶的酶促反应速率成正比ꎮ 因

此ꎬ可利用吸光度的数值来代替酶促反应速率 Ｖꎬ
从而根据 Ｈａｎｅｓ￣Ｗｏｏｌｆ 作图法制得直线ꎬ进而求

得 Ｋｍ值ꎮ 根据图 ４ 可得ꎬ黄豆豆渣脲酶的 Ｋｍ值

为 ４.１１×１０－２ ｍｏｌ / Ｌꎮ

图 ４　 黄豆豆渣脲酶 Ｋｍ值的测定曲线

Ｆｉｇ.４　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｄｒｅｇｓ
ｕｒｅａｓｅ Ｋｍ ｖａｌｕｅ.

２.５　 最适条件下脲酶活力计算

以梯度稀释的硫酸铵溶液绘制出吸光度与硫

酸铵浓度的标准曲线ꎬ如图 ５ 所示ꎬｙ ＝ ０. １２６ｘ＋
０􀆰 ０３５ꎬＲ２ ＝ ０.９９７ꎬ横坐标为不同浓度硫酸铵中铵

根离子的物质的量( μｍｏＬ) ꎬ纵坐标为测得的

图 ５　 硫酸铵标准曲线

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ.

４８０ ｎｍ 处的吸光度(Ａ４８０)ꎮ 当铵根离子浓度为

１~６ μｍｏＬ 时ꎬ呈现良好的线性关系ꎮ 脲酶酶活

定义为:在 ３０℃时ꎬ每分钟催化产生 １ μｍｏｌ 铵的

酶量为 １ 个酶活力单位[１５]ꎮ 利用最适条件下(浸
提温度为 ５０℃ꎬ丙酮浓度为 ５０％ꎬＴｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液

ｐＨ 为 ７.０)提取出的豆渣脲酶ꎬ其分解尿素测得

的 Ａ４８０为 ０.８１７ꎬ参考标准曲线可知铵的含量为

６􀆰 ２１ μｍｏｌꎬ根据稀释倍数ꎬ由此可得ꎬ１ｍＬ 脲酶溶

液中的酶活力为 １８.６３ Ｕꎮ

３　 讨论

通过利用从豆制品厂得到的豆类制品剩余的

豆渣ꎬ成功提取出了脲酶ꎬ并对其进行多次提纯精

制ꎮ 利用双倒数方程ꎬ以反应后反应液的吸光度

值(Ａ４８０)代替反应初速度 Ｖ 进行计算ꎬ得出脲酶

米氏常数 Ｋｍ值为 ４.１１×１０－２ ｍｏｌ / Ｌꎮ 利用脲酶分

解尿素生成碳酸铵的氨氮含量制定的标准曲线ꎮ
将 ３０℃时ꎬ每分钟催化生成 １ μｍｏＬ 铵定义为一

个酶活单位[１５ꎬ１９]ꎬ则 １ ｍＬ 豆渣脲酶溶液的酶活

力为 １８.６３ Ｕꎮ 因此ꎬ可得出结论ꎬ本实验具有合

理性与可行性ꎬ拓宽了脲酶的获取途径ꎬ并可对实

际生产生活中黄豆豆渣的回收利用产生启发ꎮ
黄豆豆渣脲酶提取的过程中ꎬ浸提液和浸提

温度是影响实验结果的两个重要因素ꎮ 本实验的

浸提液为 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓冲液ꎻ另一方面ꎬ脲酶属于蛋

白酶类ꎬ在一定温度范围内ꎬ其溶解度随着温度的

升高而增加ꎮ 因此ꎬ适度的高温有利于脲酶在溶

液中的浸提ꎮ 然而ꎬ过高的温度可导致蛋白质变

性ꎬ造成脲酶失活ꎬ根据实验结果可知ꎬ黄豆豆渣

脲酶的最适浸提温度为 ５０℃ꎮ 脲酶精制的过程

中ꎬ采用了盐析法和有机溶剂沉淀法的两步结合

法ꎬ通过两步沉淀实验ꎬ较大程度地提高了脲酶的

纯度ꎮ 在进行有机溶剂沉淀过程中采用的是丙

酮ꎬ脲酶提取最适的丙酮浓度为 ５０％ꎬ与贾琦

等[９]的研究结果一致ꎮ 另外ꎬｐＨ 对脲酶活力也

有很大影响ꎬ实验结果显示ꎬ黄豆豆渣脲酶的最适

ｐＨ 为 ７. ０ꎮ 与此一致的是ꎬ 崔有宏[１０]、 周东

凯[１５]、韦月平等[１２]的研究结果表明:大豆脲酶的

最适 ｐＨ 为 ７.０ꎮ ｐＨ 通过影响底物和脲酶的解离

程度ꎬ从而影响酶分子对底物分子的结合和催化ꎮ
本研究从黄豆豆渣中获取的脲酶ꎬ其活力为

１８.６３ Ｕ / ｍＬꎮ 此活性的脲酶已可用于生产临床诊
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断血清中尿素氨的试剂盒ꎮ 亦可直接用于处理尿

素废水ꎮ 从豆渣中提取脲酶ꎬ既可解决我国脲酶

依靠进口的问题ꎬ又可提高黄豆豆渣的附加值ꎬ变
废为宝ꎬ具有较高经济效益ꎮ 目前豆渣已被用来

提取各种物质如核黄素、大豆多糖等ꎮ 本研究所

用的提取试剂主要是硫酸铵和丙酮ꎬ其价格低廉ꎬ
而且丙酮可以回收利用ꎮ 因此ꎬ从豆渣中提取脲

酶是切实可行且经济廉价的脲酶获取方案ꎬ且所

得成品脲酶活力较高ꎮ 可根据各行各业的不同用

途ꎬ进一步对所得成品进行不同程度的加工处理

和精制ꎮ 比如在医药行业ꎬ脲酶是临床诊断血清

中尿素氨的试剂盒中的一种重要的酶ꎻ在食品行

业ꎬ利用脲酶在适当的温度下能将尿素分解为使

ｐＨ 试纸变蓝的碳酸铵的特性ꎬ从而检出牛乳粉中

大豆粉的含量[３]ꎬ此外ꎬ氧化纤维素固定化脲酶

可以作为新型载体材料[２０]ꎮ 豆渣中存在较强活

性的脲酶ꎬ若将本实验的工艺流程在实际中进行

推广ꎬ便能将豆渣问题转变为国际优势ꎬ为现阶段

我国脲酶来源紧缺的问题提供经济可行的解决

方案ꎮ
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