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基于酚酞指示法半定量健康人群唾液中 
尿素酶活性 
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(1. 谱尼测试集团股份有限公司, 北京  100095; 2. 谱尼测试集团北京科学技术研究院有限公司, 北京  100095) 

摘  要: 目的  建立一种半定量唾液中尿素酶活性的酚酞指示法。方法  基于尿素酶可以特异性地催化尿素

水解并引起溶液 pH 变化, 可直观评价健康人群唾液中尿素酶活性, 通过优化尿素溶液浓度、反应时间等因素

并评估其对检测限的影响。结果  当尿素溶液浓度为 7 g/L, 反应时间 5 min 时尿素酶活性的检测限为     

0.80 U/mL, 反应时间 17 h 时尿素酶活性的检测限为 0.04 U/mL。进一步通过 200 份不同唾液样本实际测试, 确

定健康人群唾液中尿素酶活性应不高于 0.064 U/mL。结论  该方法操作简便、成本低, 可直观半定量唾液中

尿素酶活性, 为口腔和全身疾病的早期评估和诊断提供依据, 也可为胃中易产生尿素酶的幽门螺旋杆菌的检

测提供一定的技术参考。 
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Semi-quantitative determination of urease activity in saliva of healthy human 
by phenolphthalein indicator method 
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(1. Pony Testing International Group Co., Ltd., Beijing 100095, China; 2. Pony Testing International Group Beijing Science 

and Technology Research Institute, Beijing 100095, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a semi-quantitative method for the detection of the urease activity in saliva 

was by a phenolphthalein indicator. Methods  According to the principle that the pH varies as urease specifically 

catalyzing hydrolysis of urea in a solution and causing pH change, the urease activity in the saliva of healthy people 

could be visually evaluated. The urea solution concentration, reaction time and other factors were optimized and its 

impact on the detection limit was evaluated. Results  While a urea solution with the concentration of 7 g/L was 

adopted, the limit of detection (LOD) of urease activity were 0.80 U/mL and 0.04 U/mL, corresponding to the 

reaction time of 5 min and 17 h, respectively. A further study based on 200 saliva samples from healthy human 

showed that the urease activity in saliva should be less than 0.064 U/mL. Conclusion  This method is easy to 

operate with low cost, and suitable for visual semi-quantitative determination of urease activity in saliva, therefore 

providing a basis for early assessment and diagnosis of oral and systemic diseases and a technical reference for 

detection of Helicobacter Pylori caused by stomach illness. 
KEY WORDS: urease; activity; saliva; phenolphthalein indicator method; Helicobacter Pylori 
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1  引  言 

唾液是一种无色无味、具有黏性的液体, 由口腔中 3
对唾液腺(腮腺、颌下腺、舌下腺)与一些小唾液腺分泌的

液体混合组成[1]。唾液中含有多种物质, 蛋白质、有机酸、

激素等有机物及钠、钾、镁等无机物[2,3]共占 0.6%, 水分占

99.4%。其中, 可离子化物质组成可调节唾液 pH, 一般情

况下, 健康人群的唾液 pH 为 6.0~7.9[4]。 
尿素酶是一种含镍的寡聚酶[5], 可由口腔内可能含有

的唾液链球菌、内氏放线菌、沃氏葡萄球菌、幽门螺旋杆

菌等[6-9]细菌产生。尿素酶能够引发多种人类疾病, 与口腔

相关的包括龋齿、牙周炎[10]等, 其他常见症状为胃炎、肾

盂肾炎、尿路结石等[11]。通常, 口腔内的尿素酶被视为诊

断性生物标志物, 可用于评估早期口腔和全身疾病[12,13]。

食用不洁净食品有可能导致幽门螺旋杆菌的传染。 
目前, 尿素酶的检测方法主要有纳氏试剂比色法[11,14]、

拉曼光谱法[12]、酚红指示剂法[15]、胶体金免疫层析法[16,17]、

精密试纸法[18]等。纳氏试剂含汞, 拉曼光谱需使用硝酸银

等有毒试剂且设备普及率较低, 因此前 2 种方法均未得

到广泛应用。酚红指示剂法可以快速定性胃粘膜等活体

组织中的尿素酶, 但其指示 pH 范围 6.8~8.2 与唾液相近

而无法有效评估变化。以胶体金免疫层析法为基础的

唾液测试板、精密试纸法也均可实现唾液中尿素酶的

定性检测 , 但唾液中尿素酶的实际活性却鲜有研究。因

此 , 本研究拟利用尿素酶催化尿素水解的特性 , 直观

评价并研究健康人群唾液中尿素酶活性 , 以期为口腔

和全身疾病的早期评估和诊断提供依据 , 并减轻幽门

螺旋杆菌传染。  

2  材料与方法 

2.1  设备与试剂 

Millipore-Q 超纯水净化仪(美国 Millipore-Q 公司); 
PHS-3cpH 计(上海精密科学仪器有限公司)。 

尿素酶(1000 U/mL, 德国 sigma-aldrich 公司); 无水乙

醇、酚酞、尿素(分析纯, 北京化工厂); pH 精密试纸(6.8~8.0, 
杭州试三科技有限公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  采  样 
样品 200 份来源于不同性别、年龄的健康人群的唾液

样本, 采集当日完成测试。其中 106 份来自男性, 94 份来

自女性; 20 岁~25 岁之间为 80 份, 26~30 岁之间为 70 份, 
31~40 岁之间为 50 份。 
2.2.2  溶液配制 

尿素-酚酞溶液: 分别量取 100 mL尿素溶液、1 mL 1%
酚酞乙醇溶液于三角瓶中, 混匀, 现用现配。 

2.2.3  预处理 
将 10 mL 尿素-酚酞溶液与 1 mL 尿素酶溶液混合, 静

置适当时间后, 观察颜色变化。 

3  结果与分析 

3.1  尿素溶液浓度的确定 

分别将 10 mL 0.1、0.7、7、35、70、140、280 g/L
的尿素溶液与 1 mL 0.5 U/mL 的尿素酶溶液混合, 静置 
30 min 后, pH 计检测并记录数值(每个浓度三个重复), 见
图 1。由于尿素酶可以特异性地催化尿素水解, 释放出两

分子氨和一分子二氧化碳, 因此可引发溶液 pH 变化。如图

1所示, 尿素溶液浓度在 0.7~70 g/L范围内时, pH变化最为

明显, 且 4 组样品间无显著差异, 因此本研究选择以尿素

溶液浓度在 0.7~70 g/L 的范围内进行考察。 
 

 
 

图 1  不同浓度尿素溶液的检测结果(n=3) 
Fig.1  Test results of various concentrations of urea solution (n=3) 

 
3.2  尿素酶活性与时间相关性考察 

将 10 mL 70 g/L 尿素溶液分别与 1 mL 0.25、0.50、
0.60、0.75、1.00、1.25、2.50、5.00 U/mL 的尿素酶溶液充

分混合, 静置 5、30、60、90 min 后测试 pH 变化(每个浓

度三个重复), 见表 1。如表 1 所示, 静置 5 min 和 30 min
时, pH 升高程度与尿素酶活性呈正比例关系; 静置 60~  
90 min 时, 0.75 U/mL 以下的低尿素酶活性组的 pH 下降明

显, 其余高尿素酶活性组的 pH基本稳定, 可能是由于环境

空气中二氧化碳等物质溶入且低浓度组反应释放速率较慢

等因素造成的, 但不同时间范围的各组溶液均呈碱性(pH
＞8.0), 因此时间因素对 pH 变化的影响不显著。为了直观

评价, 采用指示剂法进行实验。 

3.3  酚酞指示法检测尿素酶活性 

将 10 mL尿素-酚酞溶液(尿素溶液浓度为 70 g/L)分别

与 1 mL 0.63、1.25、2.50、5.00、10.00、50.00 U/mL 的尿

素酶溶液充分混合, 观察溶液颜色变化。5 min 内, 尿素酶

活性不小于 2.50 U/mL 的实验组溶液呈现肉眼可见的紫红

色, 且随着反应时间延长溶液颜色加深。 
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表 1  不同活性尿素酶溶液与尿素溶液混合后的 pH 变化 
Table 1  pH variation as different active urease solutions specifically catalyzeshydrolysis of urea solution 

序号 尿素酶活性/(U/mL) 5 min 30 min 60 min 90 min 

1 0.25 8.01±0.01 8.84±0.01 8.64±0.05 8.59±0.01 

2 0.50 8.04±0.01 8.97±0.00 8.96±0.01 9.00±0.00 

3 0.60 8.09±0.01 9.02±0.01 8.90±0.02 8.80±0.01 

4 0.75 8.12±0.01 9.12±0.01 9.07±0.00 9.03±0.00 

5 1.00 8.16±0.00 9.16±0.01 9.17±0.00 9.16±0.01 

6 1.25 8.17±0.02 9.27±0.03 9.30±0.03 9.29±0.01 

7 2.50 9.05±0.00 9.30±0.01 9.28±0.01 9.24±0.00 

8 5.00 9.10±0.01 9.30±0.01 9.28±0.00 9.30±0.00 

 
 
为进一步优化酚酞指示法对尿素酶活性的检测能力, 

将尿素-酚酞溶液中尿素溶液的浓度调整为 35 g/L 和 7 g/L
分别测试, 并测试该条件下尿素酶活性的检测限。结果显

示, 当尿素溶液浓度为 35 g/L 时, 静置 5 min 及 30 min 时

的尿素酶活性检测限均为 1.00 U/mL。当尿素溶液浓度为 
7 g/L 时, 静置 5 min 时的尿素酶活性检测限为 0.80 U/mL, 
静置 30 min 时的尿素酶活性检测限为 0.50 U/mL, 静置  
17 h 时的尿素酶活性检测限为 0.04 U/mL。 

因此, 本研究确定的酚酞指示法为尿素溶液浓度为 
7 g/L, 反应时间 5 min 可检测样品中不低于 0.80 U/mL 的

尿毒酶活性 , 反应时间 17 h 可检测样品中不低于     
0.04 U/mL 的尿素酶活性。 

3.4  唾液样品测试 

取 200 份不同的唾液样本, 分别取 1 mL 与 10 mL 尿

素-酚酞溶液(尿素溶液浓度为 7 g/L)混合。实验结果表明,  
5 min 时, 所有溶液均未发生显色, 即所有唾液样本的尿素

酶活性均低于 0.80 U/mL; 放置 17 h 时, 仅 3 份溶液呈现肉

眼可见的紫红色, 与尿素酶活性为 0.064 U/mL 时现象一致, 
说明仅 3 份唾液样品中尿素酶活性接近 0.064 U/mL, 其余

唾液样本中尿素酶活性均低于 0.064 U/mL, 即健康人群唾

液中尿素酶活性不高于 0.064 U/mL。 

4  结  论 

本研究建立了一种酚酞指示法半定性健康人群唾液

中尿素酶的活性, 通过优化尿素溶液浓度、反应时间等因

素并评估其对检测限的影响, 最终确定尿素-酚酞溶液中

尿素溶液浓度为 7 g/L, 且在该条件下反应时间 5 min 可检

测样品中不低于 0.80 U/mL 的尿毒酶活性, 反应时间 17 h
可检测样品中不低于 0.04 U/mL 的尿素酶活性。将该方法

应用到 200 份不同唾液样本的实际测试, 确定健康人群唾

液中尿素酶活性不高于 0.064 U/mL。即使用非健康人群的

唾液样本测试时可在 17 h内或更短时间观察到显著颜色变

化, 且反应时间越短则尿素酶活性越高, 也代表着健康隐

患危险等级越高。该方法操作简便、成本低, 可直观半定

量唾液中尿素酶活性, 为口腔和全身疾病的早期评估和诊

断提供依据。同时, 唾液中的尿素酶与胃中尿素酶具有同

源性[19], 且具有一定的联系[20], 因此该方法也可为胃中易

产生尿素酶的幽门螺旋杆菌的检测提供一定的技术参考。 
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