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摘 要：从产气肠杆菌（!"#$%&’()#$% ($%&*$"$+）突变株 :FG/H2中分离出一种具有较高转移酶活
性的尿苷磷酸化酶（IJ6D-）。经测定这种 I@6D-的分子量为 2#) 1 K 2$!，亚基分子量为 !) " K
2$!，由 "个同型亚基组成。.端氨基酸序列为：GLG&MNOF3PLMQQ:。等电点为 !) !%。对尿
苷的 ,;为 $)#0;;’(4N。酶反应的最适 @R为 9)1，最适温度为 8$S。该酶能磷酸化尿苷、胸
苷、8/氟尿苷、#T/脱氧/8/氟尿苷及尿嘧啶/!/M/阿拉伯呋喃糖，且具有较高的转移酶活性，能将
尿苷和 8/氟尿嘧啶转化成 8/氟尿苷（一种抗癌药物的中间体），其转化率为 !9U。该酶的这
些特性对于酶法合成核苷类抗肿瘤药物和抗病毒药物是十分有用的。
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嘧啶核苷磷酸化酶（JY.J6D-，:Z#X!X#X#）是嘧啶核苷补救代谢途径中的关键酶。在
许多有机体中，存在两种嘧啶核苷磷酸化酶：（6）尿苷磷酸化酶（:Z#X!X#X"，也称尿苷 [
2/磷酸/核糖转移酶，简称 IJ6D-），这类酶催化下列可逆反应：尿苷 #$

%
W J< 尿嘧啶 W"/M/

核糖/2/磷酸，除了对尿苷有活性外，还保留了对脱氧尿苷和胸苷的某些活性；（A）胸苷磷
酸化酶（:Z#X!X#X!，也称胸苷 [ 2/磷酸/脱氧核糖转移酶，简称 3J6D-），这类酶催化下列可逆
反应：胸苷 #$

%

W J< 胸腺嘧啶 W"/M/脱氧核糖/2/磷酸，并且在真核生物和原核生物中，这
类酶对脱氧核糖核苷均表现出很高的特异性。此外，这两类酶也催化下列转化反应：戊糖

/碱基（#）W 碱基（$ #$

%

） 戊糖/碱基（$）W碱基（#）［2］。在肿瘤细胞中，它们还能改变
抗癌药物前体 8’/脱氧/8/氟尿甘（8’/M5IL）成为它的活性形式 8/氟尿嘧啶（8/5I）［#］。近
年来，随着利用能产生核苷磷酸化酶的微生物合成核苷类抗肿瘤、抗病毒药物技术的发

展，对于核苷磷酸化酶的研究越来越受到人们的关注［" \ 2$］。通过物理化学方法诱变产气

肠杆菌（!"#$%&’()#$% ($%&*$"$+），筛选到一株具有高 8/氟尿苷（8T/脱氧/8/氟尿苷的中间体）
转化率的突变株，并研究了 8/氟尿苷的微生物转化条件［22］。本文首次报道了产气肠杆菌
突变株 :FG/H2嘧啶核苷磷酸化酶的分离纯化和理化性质。

& 材料和方法

&’& 菌种
产气肠杆菌（!"#$%&’()#$% ($%&*$"$+）突变株 :FG/H2，由本实验室经诱变筛选。



!"# 试剂
尿嘧啶、胸腺嘧啶、!"氟尿嘧啶、胸苷、尿苷、腺苷、肌苷、鸟苷、!"氟尿苷、!"氟"#$"脱氧

尿苷、尿嘧啶"!"%"阿拉伯呋喃糖、低分子量标准蛋白、丙烯酰胺、牛血清白蛋白为 &’()*公
司产品；%+,+"纤维素（%+"!#）、%+,+"&-./*012- 33、4/-567"&-./*012- 89、&-./*:076 &"#;; 为
</*=)*5公司产品；>151"? 为 4/*0)*:’* 公司产品；&%& 为日本进口分装；!"巯基乙醇为
+@)-0A公司产品；B0’2为 401)-(*公司产品；C，C’"亚甲基双丙烯酰胺为 36DA*公司产品；
两性电解质（.EF@; G H@!）为军事医学科学院产品；I3#!J高效硅胶板为浙江四青生化厂
产品；其余试剂均为国产分析纯。

!"$ 菌体培养
参照阮期平等［ KK ］的方法。产气肠杆菌 +,>"LK接种于含蛋白胨 K;(、牛肉浸膏 K;(、

酵母浸膏 !(及 C*86 !(定容至 K9，.EM@;。培养基 K;9于 FK@!N #;; 0O)’5全自动发酵罐
培养 #J/，发酵液于 JN、P ;;;0O)’5下离心 #;)’5，K;))16O9磷酸缓冲液（含 K))16O9 +%B,，
.EM@;）洗涤，离心得湿菌体，于"#;N下冷冻保存。
!"% 酶活性测定
!"%"! 磷酸化酶活性：参照 Q*)*D:/’等［K#］的方法。K)9反应混合液：F;))16O9磷酸钾盐
（.EM@P）、!))16O9!"巯基乙醇、K))16O9 +%B,、F;))16O9尿苷及一定量样品液，于 !;N下
保温 F;)’5，加入 ;@K)9 K)16O9 E86终止反应。尿嘧啶的增加用 E498测定。一个酶活力
单位（R）定义为：在上述反应条件下，每分钟产生 K")16O9尿嘧啶所消耗的酶量。此方法
用于各个分离纯化步骤中酶活力的测定，以及 .E、温度、底物浓度等对酶活性的影响。
!"%"# 转移酶活性：参照阮期平等［KK］的方法。K)9 反应混合液：F;))16O9 磷酸钾盐
（.EM@P）、!))16O9!"巯基乙醇、K))16O9 +%B,、F;))16O9 !"氟尿嘧啶、K;))16O9尿苷及!;"9
纯酶液，在 !;N下保温 F;)’5后，加入 ;@K )9 K)16O9 E86终止反应。转移酶活性通过分析
尿苷转变成 !"氟尿苷的量来测定。将反应液点于 I3#!J硅胶板上，用二氯甲烷O四氢呋喃
溶剂系统（二氯甲烷 S四氢呋喃 T J S K）展开，在 #!J5)紫外光下检测尿嘧啶、!"氟尿嘧啶、
!"氟尿苷及尿苷的斑点。转化率确定采用 E498方法。
!"& 蛋白质含量测定
按 91U07法［KF］进行测定，以牛血清白蛋白为标准蛋白。

!"’ 电泳分析
&%&"聚丙烯酰胺凝胶电泳（&%&"4,I+）按 9*-))6’等［KJ］的方法。

!"( 分子量的测定
!"("! 凝胶过滤：按 ,5V0-U2等［K!］的方法。样品上高效液相凝胶色谱柱，以出峰时间对
分子量对数作图，然后从图中求出该 R4*2-的表观分子量，并以兔磷酸化酶 W、牛血清白
蛋白、兔肌动蛋白、胰蛋白酶抑制剂、鸡蛋清溶菌酶作标准蛋白。

!"("# &%&"4,I+ 电泳：将样品及标准蛋白〔兔磷酸化酶 W（HMJ;;）、牛血清白蛋白
（XX#;;）、兔肌动蛋白（JF;;;）、牛碳酸酐酶（FK;;;）、胰蛋白酶抑制剂（#;K;;）、鸡蛋清溶菌
酶（KJJ;;）〕进行 &%&"4,I+，然后以相对迁移率对分子量作图，从图中求出该 R4*2-的分子
量。

!") 等电点的测定
参照赵永芳［KX］的方法。胶浓度 !Y，上样量 K;;"9，先用电压 F;;Z聚胶 J/，然后调电
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压至 !""#聚胶 $%。以空白胶条作对照，并作 &’梯度标准曲线。
!"# 酶的分离和纯化
!"#"! 细胞提取液的制备：称 ()"*湿菌体，加入 +倍体积缓冲液 ,（缓冲液 ,：-"../012
磷酸盐、+../012!3巯基乙醇、(../012 456,，&’)78）和 8+.*溶菌酶（"7+.*1*湿菌体），于
-)9温浴 -".:;，超声波处理 (%，离心（(! """<1.:;，-".:;），得细胞提取液（部分"）。
!"#"$ 硫酸铵分级沉淀：加入固体（=’$）> ?@$ 于部分 A中至饱和度 -"B，$9过夜后离心
（(> """<1.:;，-".:;）。继续加入固体（=’$）> ?@$ 于上清液中至饱和度 8"B，$9过夜后离
心（(> """<1.:;，-".:;）。收集沉淀，用缓冲液 ,溶解沉淀并用此缓冲液彻底透析，得粗酶
液（部分#）。
!"#"% 54,43纤维素（543+>）柱层析：将部分#直接上 54,43纤维素柱（C D (7!E. F >8E.，
此柱预先用缓冲液 , 平衡），用 " G (./012 HC0 线性梯度洗脱（总体积 -"".2），流速
-".21%，收集酶活性部分（部分$）。
!"#"& I%J;K03?J&%L</MJ柱层析：将部分$用缓冲液 ,充分透析，加入固体（=’$）> ?@$ 至饱

和度 -"B，混匀后于 $9下静置 >%，离心（(> """<1.:;，-".:;），上清液直接上 I%J;K03?J&%L3
</MJ柱（C D (E. F (8E.，此柱预先用缓冲液 ,平衡），先用缓冲液 ,淋洗，然后先后用 +"B
乙二醇和 )"B乙二醇阶段洗脱，流速 >".21%，收集酶活性部分（部分%）。
!"#"’ 54,43?J&%L</MJ NN柱层析：将部分%用缓冲液 ,充分透析后直接上 54,43?J&%L3
</MJ NN柱（C D (7!E. F >8E.，此柱预先用缓冲液 ,平衡），用 " G "78./012 =LC0线性梯度洗
脱（总体积 -"".2），流速 -".21%，收集酶活性部分（部分&）。
!"#"( O/;/3P NI2C：将部分&用缓冲液 ,充分透析、I4Q>"""" 浓缩后上 O/;/3P NI2C
柱，用 " G "7+./012 =LC0线性梯度洗脱，流速 "7+.21.:;，收集酶活性部分（部分’）。

图 ! 纯化的尿苷磷
酸化酶 )*)+,-./图

N:*R( ?5?3I,Q4 /S &T<:S:JU VILMJR

(7 O/0JET0L< .L<WJ<M； > R IT<:S:JU

VILMJ；- R CJ00 JXY<LEY R

!"#"0 ?J&%LE<K0 ?3>""柱层析：将部分&用缓冲液 ,充分透
析、I4Q>""""浓缩后上 ?J&%LEK0 ?3>"" 柱（C D (E. F 8"E.，此
柱预先用缓冲液 ,平衡），用缓冲液 ,洗脱（总体积 -"".2），
流速 Z.21%，收集酶活性部分（部分(），用 I4Q>" """浓缩到
一定体积贮存于 $9下备用。
上述所有操作过程均在 " G $9下完成。

$ 结果

$"! 产气肠杆菌 /-1+2! 尿苷磷酸化酶的分离纯化
产气肠杆菌 4,O3[(尿苷磷酸化酶的分离纯化结果见表

(。这种酶被纯化了 (-> 倍，活力回收率为 $B，比活力为
>+"V1.*蛋白。经 ?J&%LEK0 ?3>"" 柱层析后的活性峰经 ?5?3
I,Q4分析显示出单一谱带（图 (，线 >），表明已达到电泳纯。
$"$ 产气肠杆菌 /-1+2! 尿苷磷酸化酶的分子量
来自产气肠杆菌 4,O3[( VILMJ经液相色谱柱测定的分

子量为 (>78 F ("$，而通过 ?5?3I,Q4测定的分子量为 $7- F
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表 ! 来自产气肠杆菌 "#$%&! ’()*+的分离纯化
!"#$% & ’()*+*,"-*./ .+ 0’"1% +).2 !"#$%&’()#$% ($%&*$"$+ 34567&

’).,%8()%1 !.-"$ 9 2: !.-"$ ",-*;*-< 9 0
=>%,*+*, ",-*;*-< 9
（0 9 2: ’).-%*/）

’()*+*,"-*./ 9
+.$8

?*%$8 9 @

A)(8% %B-)",- CDEF FGHI &JE & &KK
422./*(2 1($>L"-%（HK@ M FK@） H&GHJG FD&K IJG &JCI EF
N3436,%$$($.1% CO& DOEK &C GJHG GOJO
’L%/<$61%>L").1% AP &&EJD IHKK &E &K IDJH
N34361%>L").1% QQ I&J& &GEK FO CCJH IKJO
5./.6R Q’PA &KJI EHK E& CGJE &KJG
=%>L",)<$ =6IKK &JC HOK IOK &HI CJK

&KC，可见该酶为同型三聚体。
, -. 等电点
等电聚胶测定结果表明，该酶的等电点为 CJCD。

,/0 温度对尿苷磷酸化酶活性的影响及酶的热稳定性
实验结果表明，该酶的最适反应温度为 OKS左右；该酶于 OKS下热处理 &、I、H、C、OL

后，其活性基本不丧失，而高于 DKS时酶活力明显下降，这表明该酶对温度具有较高的耐
受性（图 I）。

图 , 温度对 ’()*+活力的影响及酶的热稳定性
Q*:TI 3++%,- .+ -%2>%)"-()% ./ -L% ",-*;*-< "/8 1-"#*$*-< .+ 0’"1%

P%+- T 3++%,- .+ -%2>%)"-()% ./ -L% %/U<2% ",-*;*-<；V*:L- T V%$"-*;% 1-"#*$*-< T

,/1 23对尿苷磷酸化酶活性的影响
尿苷磷酸化酶对尿苷的磷酸化活性在 >WCJK M &&JK范围内测定，并且采用 HK22.$XP

下列缓冲液：乙酸钠缓冲液（>W C M D）、磷酸钾缓冲液（>W D M E）、!)*16WA$ 缓冲液（>W E M
&&）。结果表明，在磷酸钾缓冲液中，当 >WGJF时，酶的相对活性达到 &KK@，而高于或低于
此 >W酶活性都将迅速下降，这说明 >WGJF为该酶的最适 >W。
,/4 动力学常数
用 P*/%Y%")6Z()[作图法求得该酶对尿苷的 ,2值为 KJIE22.$XP（图 H）。

,/5 尿苷磷酸化酶的底物特异性
实验结果表明，在磷酸盐存在下，该酶不仅能够使尿苷和胸苷降解为相应碱基和核糖
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或脱氧核糖，而且也能够磷酸化 !"氟尿苷、!"氟"#’"脱氧尿苷及尿嘧啶"!"$"阿拉伯呋喃糖。
此外，该酶还具有较高的转化反应活性，例如它能使 !"氟尿嘧啶和尿苷相互转化为 !"氟尿
苷和尿嘧啶，其转化率为 %&’（表 #、图 %）。

! 讨论

()*+,是一类差异较大的转移酶类，许多文献已报道了不同来源的 ()*+,研究。我们
首次从产气肠杆菌突变株 -./"01中分离到一种 ()*+,。与已有的报道相比较，该酶在分
子量大小、亚基数目、等电点、酶反应的最适 23、最适温度、底物特异性以及转化反应活性
等方面均存在着差异。纯化的 ()*+, 用 4,25*6,7 8"#99 估计分子量为 1#:; < 19%，通过
4$4").8-估计分子量为 %:= < 19%，这说明，来自产气肠杆菌突变株 -./"01的 ()*+,是一
个亚基分子量为 %= 999 的同型三聚体，不同于已在 ! : "#$% >1#（八聚体，1&? 999）［1&］、
! @ "#$% A（四聚体，1=9 999）［1;］、&$’()%’$$* +2@ BC1#9#（五聚体，1#! 999）［1D］、+*$,#-’$$* ./01%2
,34%3,（六聚体，1?! 999）［#9］等菌株中发现的 ()*+,。

图 ! "#$%&的 ’()&*&$+,-.+/
CEF@= $GHIJ, K,LE2KGL*J BEM,N,*K"AHKO 2GJP+ GQ

P5, LGML,MPK*PEGM+ GQ HKE6EM, *F*EM+P R,JGLEPS

T5, G2PEL*J *++*S 6,+LKEI,6 EM“/*P,KE*J+ *M6 /,P5G6+”N*+

H+,6 NEP5 !9"B 2HKEQE,6 ,MUSV,@ (KE6EM, W 9:#DVVGJXB ,+"

PEV*P,6 QKGV P5, K,2JGP @

图 0 尿苷磷酸化酶的磷酸化酶活性和转移酶活性
CEF@% )5G+25GKSJ*+, *LPEREPS *M6 PK*M+Q,K*+,

*LPEREPS GQ P5, 2HKEQE,6 ,MUSV,
.：()*+,"K,*LPEGM 2KG6HLP+ N,K, +,2*K*P,6 IS P5EMJ*S,K L5KGV*"
PGFK*25S@ 1 @ !"QJHGKGHK*LEJ；#@ (K*LEJ；=@ !"CJHGKGHKE6EM,；%@
HKE6EM,；!@ )5G+25GKSJ*+, *LPEREPS GQ ()*+,；?@ PK*M+Q,K*+, *L"
PEREPS GQ ()*+,@ A：()*+,"PK*M+Q,K,6 2KG6HLP+ N*+ *I+GKI,6
NEP5 * Y1;"3)BY LGJHVM， *M6 ,JHP,6 NEP5 9:9&! VGJXB

Z*3#)[% \ Y3=[3W D;\#（QJGN K*P,\1VBXVEM）@

表 1 "#$%&的底物特异性
T*IJ, # 4HI+PK*P, +2,LEQELEPS GQ ()*+, QKGV !-.’4#(*".’4 *’4#5’-’) -./"01

ZHLJ,G+E6 .VGHMP GQ I*+, QGKV,6X（"VGJXVB） ],J*PER, *LPER, ^ ’
(KE6EM, 9:#!% 199
T5SVE6EM, 9:1;? &#:;
!"CJHGKGHKE6EM, 9:1## %;:;
!"CJHGKG"#’"6,G7SHKE6EM, 9:1#9 %;:9
(K*LEJ"!"$"*K*IEMG"QHK*MG+EM, 9:9%D 1D:?
.6,MG+EM, 9 9
8H*MG+EM, 9 9
_MG+EM, 9 9
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在酶学性质方面，该酶尚具有如下特点：第一，底物特异性不甚强，对嘧啶核糖核苷和

嘧啶脱氧核糖核苷，如尿苷、胸苷、!’"脱氧"#"氟尿苷、#"氟尿苷、尿嘧啶"!"$"阿拉伯呋喃糖
等均有催化反应；第二，转移酶活性较高，研究发现：这种酶能将戊糖基从尿苷转移至 #"氟
尿嘧啶，形成 #"氟尿苷（一种抗癌药物的中间体），转化率为 %&’左右，其戊糖基的转移属
磷酸依赖型。而一般 ()*+,的转移酶活性为 -.!’（非磷酸依赖型）或 /!.!’（磷酸依赖
型）［/］；第三，热稳定性较强，该酶的最适温度为 #-0左右，且在 !-0 1 ##0范围内，酶活
性下降不明显或不丧失。该酶这些特性对于利用酶促生产核苷类抗肿瘤、抗病毒治疗药

物，寻找新的、能够用于在化学治疗某些不同肿瘤期间选择性地抑制人 ()*+,或 2)*+,的
化合物是十分有用的。在利用蛋白质工程研究 ()*+,的转化反应机制方面，该酶也是一
个很好的模型。但由于来自 !"#$%&’()#$% ($%&*$"$+ 突变株 345"6/的 ()*+,表达量低，致使
采用微生物转化法合成核苷类抗肿瘤、抗病毒治疗药物的工业化，以及该酶的结构与功能

研究受到限制。目前，我们已分析了该酶 7端的 /#个氨基酸序列（此序列为：5859$:;"
42<8$==3），并正在进行该酶的基因克隆与表达研究，以期获得一个 ()*+,高效表达的工
程菌株，为核苷类抗肿瘤、抗病毒药物的规模化生产提供一条新途径。
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