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1. MỞ ĐẦU 
Urease là một loại enzym thuỷ phân ure hình thành NH3 và CO2, được ứng dụng rất nhiều 

trong Y học và Công nghiệp thực phẩm để định lượng ure trong các mẫu bệnh phẩm và nước 
chấm. Trên thế  giới, có rất nhiều nhà khoa học nghiên cứu về enzym urease và và các đặc tính 
của chúng, tuy nhiên các bài nghiên cứu về urease từ các nguồn nguyên liệu đậu khác nhau cho 
các kết quả khác nhau về đặc tính urease. Điều này chứng tỏ urease từ các nguyên liệu đậu khác 
nhau có thể có một số khác biệt về tính chất. Còn ở Việt Nam chỉ mới có các nghiên cứu để tinh 
sạch urease, hoàn toàn chưa có tác giả nào nghiên cứu nào về các đặc tính urease từ nguyên liệu 
đậu nành Việt Nam. 

Để có thể ứng dụng urease trong Y học và Thực Phẩm hiệu quả rất cần thiết phải nắm được 
các đặc tính urease.ở nước ta hiện nay vẫn phải nhập chế phẩm urease và kit urease từ nước ngoài 
với giá thành rất cao. Do đó chúng tôi thực hiện đề tài này nhằm tìm ra một số đặc tính urease đậu 
nành hạt vàng Việt Nam: phân tử lượng của urease và chuỗi tiểu đơn vị, các thông số động học 
của urease. 

2. NGUYÊN LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1 Nguyên liệu 
Urease đậu nành hạt vàng Việt Nam: được tinh sạch qua các công đoạn: trích ly với dệm 

phosphate pH 7, 1/15M chứa 0,05M EDTA và 0,05M L-cystein; tủa phân đoạn sunfat amon 65% 
và 55% bão hòa; trao đổi ion trên DEAE – cellulose; đông khô bảo quản dưới dạng bột trắng, 
mịn. 

Hoá chất: dãy protein chuẩn 10 000 – 250 000 Da và 35 000 – 400 000 Da, Nessler (Merck), 
Glycine, Tris(base), EDTA, L-Cystein.HCl, Acrylamide và bisacrylamide, SDS, TEMED, 
Amonium persulfate, DEAE – Cellulose (Merck). 

2.2 Phương pháp nghiên cứu 
Phương pháp Nessler: xác định hoạt tính urease [4] 
Phương pháp điện di: điện di trên gel 7,5% và 10% polyacrylamid với tốc độ dòng 20mA, gel 

được nhuộm với Coomassie Blue R-250. [1] 
Xác định phân tử lượng của urease: lập đồ thị đường chuẩn biểu hiện sự tương quan giữa 

phân tử lượng protein chuẩn và khoảng di chuyển của chúng khi điện di trên gel polyacrylamyd. 
Từ khoảng di chuyển của urease, bằng phương trình đường chuẩn trên chúng tôi sẽ xác định được 
phân tử lượng của urease. [19] 

Xác định vận tốc phản ứng thuỷ phân ure của enzym urease: dựa vào lượng NH3 hình thành 
xác định bằng phương pháp Nessler, từ đó tính được lượng ure phân huỷ theo thời gian. 

3. KẾT QUẢ 

3.1 Xác định phân tử lượng của urease đậu nành: 
Trong thí nghiệm này, chúng tôi sử dụng phương pháp điện di trên gel poliarylamid 7,5% để 

xác định phân tử lượng các mẫu urease đậu nành hạt vàng Việt Nam đã tinh sạch. Trong đệm mẫu 
chúng tôi không sử dụng SDS và β -mercaptoethanol nhằm giữ nguyên phân tử lượng urease 
chạy trong điện trường điện di. Để so sánh chúng tôi dùng các chất chuẩn có phân tử lượng từ 35 



000 – 400 000 Da. Mẫu enzym urease hoà tan trong đệm mẫu, xử lý nhiệt, sau đó qua điện di trên 
gel polyacrylamid 7,5% với đệm điện di cũng không bổ sung SDS. Theo [19] muốn xác định 
phân tử lượng của một chất thông qua các chất chuẩn trên gel polyacrylamide trước hết phải lập 
phương trình đường chuẩn với các thông số tương quan tuyến tính là phân tử lượng của dãy chất 
chuẩn cà khoảng cách di chuyển của chúng trên điện di đồ. Trong thí nghiệm chúng tôi xác lập 
phương trình đường chuẩn với dãy protein chuẩn có phân tử lượng từ 35 000 – 400 000 Da. Kết 
quả ở hình 1 và bảng 1.  

 
Hình 3.1 Điện di phân tích phân tử lượng urease đậu nành 

Bảng 3.1: Kết quả phân tích tương quan giữa phân tử lượng dãy protein chuẩn và khoảng cách di 
chuyển của chúng trên điện di đồ gel 7.5% 

Phân tử lượng Khoảng cách di chuyển ln(M) 
M (kDa) d (cm)  

400 0,3 5,99146 
250 1,3 5,52146 
160 2,1 5,07517 
105 2,9 4,65396 
75 3,5 4,31749 
50 4,6 3,91202 
5 5,1 3,55535 

 



y = -0.5024x + 6.1392
R2 = 0.997
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Hình 3.2: Đồ thị tương quan giữa phân tử lượng protein chuẩn và khoảng cách di chuyển của chúng 

khi điện di trên gel polyacrylamide 7,5% 

Dựa vào kết quả phân tích bảng 1, chúng tôi đã xây dựng được đường chuẩn xác định phân tử 
lượng với trục hoành là khoảng di chuyển protein chuẩn và trục tung là Ln(phân tử lượng protein 
chuẩn). Đướng chuẩn do chúng tôi xây dựng có độ chính xác cao với phương trình y = - 0,5024x 
+ 6,1392. Điều này chứng tỏ chúng tôi hoàn toàn có thể dựa vào đường chuẩn trên để xác định 
phân tử lượng của urease đậu nành Việt Nam. 

Trên điện di đồ thấy rõ khoảng di chuyển của urease đậu nành là d = 0,1 cm. Từ phương trình 
đường chuẩn vừa tìm xác định được phân tử lượng của urease đậu nành vào khoảng 440 000 Da. 

3.2 Xác định trọng lượng của các chuỗi tiểu đơn vị 
Trong thí nghiệm này, với mục đích xác định trọng lượng các tiểu đơn vị trong phân tử 

urease, chúng tôi đồng thời sử dụng các tác nhân SDS, β - mercaptoethanol để cắt cấu trúc bậc 4 
urease đậu nành thành các tiểu đơn vị mang điện tích âm, và quá trình điện di được tiến hành trên 
gel polyacrylamide nồng độ 10% với cường độ dòng 20 mA. Các chất chuẩn là những protein có 
phân tử lượng 10 000 – 250 000 Da. Kết quả thu được như sau 
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Hình 3.3: Điện di đồ xác định trọng lượng chuỗi tiểu đơn vị của urease đậu nành 
(Mẫu xử lý bằng SDS, β - mercaptoethanol; gel 10% , dòng điện 20mA) 

Bảng 3.2: Kết quả phân tích tương quan giữa phân tử lượng protein chuẩn và khoảng di chuyển 
của chúng khi điện di trên gel acrylamide 10% 

Phân tử lượng Khoảng di chuyển ln(M) 
M (kDa) d(cm)  

250 0,35 5,52146 
160 0,65 5,07517 
105 1,1 4,65396 
75 1,5 4,31749 
50 2,3 3,91202 
35 3,1 3,55535 
30 3,6 3,40120 
25 4 3,21888 
15 5,4 2,70805 
10 6 2,30259 

y = -0.5158x + 5.3109
R2 = 0.9651
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Hình 3.4: Đồ thị tương quan giữa phân tử lượng protein và khoảng cách di chuyển của chúng khi điện di 

trên gel acrylamide 10% 
Trên điện di đồ hình 4 cho thấy urease đậu nành sau khi xử lý bằng SDS, β-mercaptoethanol; 

gel polyacrylamide 10% xuất hiện một vạch của các tiểu đơn vị của phân tử urease, khoảng cách 
từ điểm xuất phát tới vạch d = 4,8 cm. Điều này chứng tỏ các tiểu đơn vị của urease đậu nành hạt 
vàng Việt Nam có cùng trọng lượng, Dựa vào phương trình đường chuẩn y = - 0,5158x + 5,3109 
(đồ thị hình 3.12)  tìm khối lượng tương ứng với khoảng cách 4.8cm, đó sẽ là phân tử lượng của 
tiểu đơn vị urease đậu nành. Trên đường chuẩn trong thí nghiệm của chúng tôi, ứng với khoảng 
cách 4,8 cm chúng tôi xác định được trọng lượng của tiểu đơn vị urease là 17000Da. 



3.3 Xác định các thông số động học của urease đậu rựa và đậu nành: 
Thông số động học của enzym là tốc độ phản ứng Vmax và hằng số Michaelis Km. 
Tốc độ của phản ứng enzym trong một giới hạn nào đó phụ thuộc vào nồng độ cơ chất có 

trong môi trường. Chừng nào enzym chưa bị bão hoà bởi cơ chất thì tốc độ phản ứng vẫn tỷ lệ 
thuận với nồng độ cơ chất. Do đó chúng tôi khảo sát biến thiên vận tốc phản ứng thuỷ phân ure 
của urease đậu nành và đậu rựa bằng cách thay đổi nồng độ ure từ 1 – 100 mM để tìm khoảng 
nồng độ ure mà trong đó enzym chưa bị bão hoà bởi cơ chất. 

Quá trình xác định động học enzym urease được tiến hành như sau: hoà tan bột enzym urease 
đậu rựa (Merck) và urease đậu nành đã tinh sạch bằng đệm phosphate 1/15M, pH7 để có dung 
dịch enzym hoạt lực 20UI Summer/1ml (đơn vị hoạt lực UI Summer được định nghĩa là lượng 
enzym có khả năng thuỷ phân ure tạo thành 1µg NH3 trong 1 phút ở điều kiện tiêu chuẩn).Bổ 
sung 0.5ml dịch urease 20 UI Summer/1ml vào các ống nghiệm đã có sẵn ure với nồng độ tăng 
dần từ 1 – 100 mM, ủ ở 300C trong 5 phút. Lượng NH3 tạo thành được xác định theo phương 
pháp Nessler, qua tính toán tìm được lượng cơ chất ure bị thuỷ phân rồi tính được vận tốc phản 
ứng enzym urease. Kết quả thu được như sau: 
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Hình 3.5: Đồ thị biểu diễn sự biến đổi vận tốc thuỷ phân của enzym urease đậu rựa khi thay đổi nồng độ cơ 

chất ure 

0

1

2

3

4

5

6

7

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Noàng ñoä  urea (mM)

V
 (

m
M

/p
hu

ùt)

 
Hình 3.6: Đồ thị biểu diễn sự biến đổi vận tốc thuỷ phân của urease đậu nành khi thay đổi nồng độ cơ chất 

ure. 

Từ đường biến thiên tốc độ phản ứng enzym ở cả 2 đồ thị cho thấy cả urease đậu nành và đậu 
rựa hoạt tính 10 UI Summer đều bị bão hoà cơ chất khi nồng độ ure ≥ 30 mM (tức tốc độ phản 



ứng không tăng khi nồng độ cơ chất tăng). Ở nồng độ ure ≤ 30 mM, vận tốc thuỷ phân ure của 
enzym urease đậu nành và đậu rựa tăng dần khi tăng nồng độ cơ chất ure. Như vậy, các thông số 
động học của urease có thể được xác định khi thay đổi khoảng nồng độ cơ chất ≤ 30 mM ứng với 
10 UI Summer urease. 

Các thông số động học của urease đậu rựa và urease đậu nành thu được từ quá trình tinh sạch 
trên được xác định dựa trên tương quan vận tốc thuỷ phân của enzym urease và nồng độ cơ chất. 
Để lập đưởng thẳngn thể hiện mối tương quan giữa vận tốc phản ứng thuỷ phân và nồng độ cơ 
chất chúng tôi xác định vận tốc thuỷ phân của enzym urease ở nồng độ cơ chất từ 1 – 10 mM với 
hoạt tính enzym 10 UI Summer. Chúng tôi xây dựng đường thẳng tương quan giữa vận tốc thuỷ 
phân của enzym và nồng độ cơ chất theo phương trình Lineweaver – Burk: 
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v =
Km

Vmax [s]
* + Vmax
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Kết quả phân tích như sau: 

Bảng 3.3: Kết quả xác định vận tốc thuỷ phân của urease đậu rựa 

[S]  
(mM) 

[V] 
(µM/phút) 

1/[S] 
(mM)-1 

1/[V} 
(mM/phut)-1 

1 0,971 1 1030,30 
2 1,606 0,5 622,71 
3 2,065 0,333 484,33 
4 2,524 0,25 396,27 
5 2,700 0,2 370,37 
6 2,771 0,167 360,93 
7 3,194 0,143 313,08 
8 3,265 0,125 306,31 
9 3,406 0,111 293,61 
10 3,441 0,1 290,60 

Bảng 3.4: Kết quả xác định vận tốc thuỷ phân của urease đậu nành 

[S]  
(mM) 

[V] 
(µM/phút) 

1/[S] 
(mM)-1 

1/[V} 
(mM/phut)-1 

1 1,076 1 928,962 
2 1,818 0,5 550,162 
3 2,382 0,333 419,753 
4 3,053 0,25 327,553 
5 3,265 0,2 306,306 
6 3,512 0,167 284,757 
7 4,006 0,143 249,633 
8 4,112 0,125 243,205 



9 4,218 0,111 237,099 
10 4,324 0,1 231,293 

 
 
 
 
 
 

y = 827.14x + 204.58
R2 = 0.9985
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Hình 3.7: Đồ thị biểu diễn sự phụ thuộc giữa 1/V và 1/[S] của urease đậu rựa 

y = 785.29x + 147.86
R2 = 0.9984
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Hình 3.8: Đồ thị biểu diễn sự phụ thuộc giữa 1/V và 1/[S] của urease đậu nành 

Bảng 3.5: Các thông số động học của urease đậu rựa và đậu nành 

Đậu Vmax (mM/phút) Km (mM) 

Đậu rựa 4,89.10-3 3,84 

Đậu nành 6,77.10-3 5,3 



Từ kết quả phân tích cho thấy giá trị Km của urease đậu rựa thấp hơn đậu nành, điều này có 
thể giúp chúng ta kết luận urease đậu rựa có ái lực với cơ chất ure lớn hơn urease đậu nành nhưng 
sự khác biệt này không lớn lắm. Kết quả tính giá trị Vmax cho thấy urease đậu nành có giá trị 
Vmax cao hơn urease đậu rựa. 

 
 

4. KẾT LUẬN 

Sau quá trình nghiên cứu, chúng tôi đã xác định được một số đặc tính urease đậu nành và đậu 
rựa như sau: 

Đặc tính Đậu nành Đậu rựa 
Trọng lượng phân tử (Da) 440 000 - 
Trọng lượng chuỗi tiểu đơn vị (Da) 17 000 - 
Km (mM) 5,3 3,84 
Vmax (mM/phút/10UI summer) 6,77 4,89 

 Đây là một số đặc tính quan trọng hỗ trợ cho những nghiên cứu tiếp theo để đưa urease đậu 
nành vào ứng dụng trong Y học và Thực Phẩm. 
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