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水稻谷糠中的草酸氧化酶及其特性研究

周 海，罗 伟，刘娥娥 *，彭新湘

(华南农业大学生命科学学院分子植物生理研究室，广东 广州      510642)

摘   要：在水稻谷糠中检测到草酸氧化酶(OxO, EC1.2.3.4)的活性，其主要存在于细胞壁中，最适 pH 值为 2.5，Km

值为 0.63mmol/L，当底物草酸的浓度大于 2.0mmol/L 时会出现底物抑制；此外，该酶热稳定性很高，而且对胃蛋

白酶、SDS 和高浓度的 NaCl 不敏感；1mmol/L 的 EDTA、NH4+、 Cl －、Mn2+、CO32 －、Na+、K+、H2PO4 －、

SO42 －、 Fe2+ 和 PO43 －对其活性没有影响，但 1mmol/L 的 NO3 －、 Co2+、 Zn2+、Cu2+、 Mg2+、 Ca2+ 和 Al3+ 会抑制它

的活性。因此，谷糠中的 OxO 可能被广泛用于测定草酸含量。
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Abstract ：The activity of oxalate oxidase (OxO, EC1.2.3.4) was detected in rice bran and this enzyme was found to be mainly

rich in cell wall. The optimal reaction pH and Km values of this enzyme towards oxalate as a substrate were 2.5 and 0.63 mmol/L,

respectively. An inhibitory effect against OxO was observed when oxalate concentration was over 2.0 mmol/L. Meanwhile, the

enzyme exhibited high thermo-stability and resistance to SDS, pepsin and NaCl. Although EDTA, NH4+, Cl－, Mn2+, CO32－, Na+,

K+, H2PO4 －, SO42 －, Fe2+ and PO43 － at the concentration of 1 mmol/L had no effect on OxO activity, NO3 －, Co2+, Zn2+, Cu2+,

Mg2+, Ca2+and Al3+ at the identical concentration exhibited strong an inhibitory effect against OxO activity. Therefore, OxO from

rice bran may be widely used to detect oxalate level, which will provide theoretical evidence for the ingredient analysis of

functional foods.
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谷糠是大米生产中最丰富的副产物之一，是维生

素、矿物质和膳食纤维很好的来源。谷糠中还含有一些

独特的天然的抗氧化剂复合物如谷维素、生育酚和生育

三烯酚 [ 1 ]。此外，谷糠能够预防或作为癌症、高血脂、

脂肪肝、高钙尿症、肾结石和心脏病的保健食品[2 ]。因

此，谷糠有希望成为功能食品的一种主要成分。但目

前谷糠主要被用作动物饲料，作为人类食物尚未被充

分利用。

而草酸是哺乳动物代谢的终产物，在体内过多积累

会导致结石、关节炎与心肌炎等疾病，如食用大量高

草酸食物对人和动物可能是致命的[3]。Malpass 等[4]发现

固定化的草酸氧化酶(OxO)在阻止草酸钙晶体的形成中起

积极作用。将含有包埋 O x O、过氧化氢酶和过氧化物

酶的胶囊植入老鼠体内，会导致草酸的降解[5]，这为利

用酶法治疗高草酸尿开辟了新的前景。此外，O x O 还

是一个很有用的分析酶，可用于比色法测定生物流体或

饮料中的草酸含量[6-8]，但主要被用于分析检测尿中的草

酸水平。因为 OxO 分离纯化复杂，市场上 OxO 的价格

非常昂贵，大大限制了其在实际中的应用。谷糠是大

米生产过程中最廉价的副产物之一，其中的 OxO 稳定性

很高，且易于提取，因此可能在实际应用中具有更大

的潜力。本实验通过分离纯化水稻谷糠中的草酸氧化酶

对其特性进行研究。
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1 材料与方法

1.1 材料与试剂

水稻(Oryza sativa L.)谷糠    市售。

草酸    Sigma 公司；4- 氨基氨替吡啉    Fluka 公司；

辣根过氧化物酶 ( P O D )   上海伯奥公司；胃蛋白酶

Amresco 公司；N ,N - 二甲基苯胺、琥珀酸等试剂皆为

国产分析纯。

1.2 仪器与设备

分光光度计、低温冷冻离心机、p H 计、氧电极

Hansatech 公司。

1.3 方法

1.3.1 OxO 的提取

按 1:10(m/V)的比例加入 50 mmol/L的Tris-HCl缓冲

液(pH7.5)匀浆水稻谷糠，4℃下 500 × g 离心 15min，收

集沉淀。按 1:10(m/V)的比例加入提取缓冲液(50mmol/L
的 T r i s - H C l 缓冲液，p H 7 . 5 )洗涤沉淀两次，然后

12000 × g 离心 10min，收集沉淀，所得沉淀用于 OxO
活性分析。

为探讨 O x O 与细胞壁的结合方式，分别用 0 . 4 %
SDS、1mol/L NaCl 及 0.6% 纤维素酶和 2.5% 果胶酶处理

上述沉淀。SDS和NaCl 处理温度为 37℃，时间为 30min，
p H 7 . 5；纤维素酶和果胶酶处理温度为 2 8℃，时间为

36h，pH4.0。 处理完后于 4℃条件下 12000 × g 离心

10min，收集沉淀，接着用 0.05mol/L pH7.5 Tris-HCl 缓
冲液洗涤沉淀两次，然后离心收集沉淀测定 OxO 活力。

1.3.2 OxO 活性的测定

OxO 酶活性的测定可通过比色法测定 H2O2 的产生，

也可通过氧电极法测定氧气的消耗。本实验参考 Zhang
等 [ 9 ]的方法用比色法测定 O x O 活性。反应液中含有

40mmol/L pH3.8 琥珀酸 -NaOH 缓冲液，60% 乙醇，

1mmol/L 草酸，0.025% N,N- 二甲基苯胺，0.1mg/mL
4- 氨基氨替吡啉，5U/mL 辣根过氧化物酶溶液和 OxO 酶

( 40mg 沉淀)。30℃反应 10min 后加 40μL 50% TCA 终

止反应，然后 12000 × g 4℃离心 3min 在波长 555nm 处

测定吸光度，对照的反应体系中不加草酸溶液。以每

分钟每克沉淀产生的 H 2O 2 量表示酶活性，以对照组为

100% 计算相对酶活力。氧气的消耗利用氧电极在 30℃
条件下测定。1mL 反应体系中含有 50mmol/L 的琥珀酸钠

缓冲液，4 0 m g 沉淀，加入草酸后开始记录氧气消耗，

测定每克沉淀每分钟氧气的消耗量。

2 结果与分析

2.1 水稻谷糠中的 OxO 分离纯化及活性测定结果

按 1.3.1 节方法分别收集沉淀和上清液测定 OxO 活

性。结果表明：沉淀表现出较高的 OxO 活性，上清液

中的 OxO 活性几乎为零。由于 500 × g 离心力下收集的

沉淀主要是细胞壁残渣，由此可知，水稻谷糠中的 OxO
主要存在于细胞壁中。

为了证明谷糠中确实存在 OxO，实验用 5% TCA 将

上述沉淀悬浮，室温放置 0 . 5 h 后，收集沉淀，分析其

在氧化草酸时的耗氧量和产生 H2O2 的量(表 1)。结果表

明：经 TCA 处理的沉淀即不消耗 O2 也不产生 H2O2，而

未经TCA处理的沉淀催化此反应消耗O2 的量和产生H2O2

的量几乎相等，6 0 m g 沉淀氧化草酸的耗氧量及产生

H2O2 的量是 30mg 沉淀的 2 倍，由此可知，水稻谷糠中

存在 O x O。

测定项目
               经 5%TCA 处理                  未经 TCA 处理

30mg 60mg 30mg 60mg
耗氧量 /

(nmol/min)
0.00 0.00 2.74 ± 0.50 5.74 ± 0.53

产生H2O2 的量 /
(nmol/ min)

0.00 0.01 2.94 ± 0.16 5.86 ± 0.11

表1   5% TCA 处理对沉淀氧化草酸的影响

Table 1   Effect of 5% TCA treatment on oxalate precipitation

NaCl、SDS 处理对沉淀中的 OxO 活性未产生明显影

响，纤维素酶和果胶酶处理则使相对酶活力略有升高

(图 1)，说明谷糠中的 OxO 与细胞壁结合紧密。

2.2 谷糠中 OxO 的酶学特性

2.2.1 OxO 的最适底物浓度及 Km 值

图1   SDS, NaCl 及纤维素酶和果胶酶处理对 OxO 活性的影响

Fig.1   Effects of SDS, NaCl and cellulase combined with pecti-
nase on oxalate oxidase activity
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图2   草酸浓度对 OxO 活性的影响

Fig.2   Effect of oxalate concentration on oxalate oxidase activity
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由表 2 可见，当草酸浓度小于 1.6 mmol/L 时，随

着草酸浓度的增大酶活性逐渐升高，而当草酸浓度进一

步提高时，酶活性降低，浓度为 3mmol /L 时，酶活性

为1.6mmol/L时的75.36%。说明高浓度的草酸会抑制OxO
活 性 。

采用双倒数作图法测得水稻谷糠中 OxO 对底物草酸

的 Km 值为 0.63mmol/L(图 3)。

2.2.2 OxO 的最适 pH 值

在 KCl-HCl(pH1.0～2.5)、柠檬酸 -柠檬酸钠(pH3.0)、
琥珀酸 -NaOH(pH3.5～5.0)。分别为 50mmol/L 缓冲体系

中用氧电极法测定谷糠 OxO 的活性，分析 pH 值对 OxO
活性的影响。图 4 结果显示，谷糠中 OxO 的最适 pH 值

为 2.5，与玉米根中 OxO 的最适 pH 值[10]比较接近。当

pH 值小于 2.0 或大于 3.5 时，谷糠中 OxO 的活性迅速下

降。同样的，苔藓[11]、大麦根[12]和高粱叶[13]中的 OxO
也是在酸性条件下有活性。

2.2.3 OxO 的稳定性分析

将 500 × g 离心力下收集的沉淀在 90℃水浴中分别

保温 2 0、4 0、6 0、8 0 m i n 后，迅速冷却，然后测定

沉淀中的 OxO 活性。图 5 结果显示，谷糠中的 OxO 是

一个热稳定性很高的酶，90℃水浴 60min 后，仍能维持

50% 左右的酶活性。此外，用胃蛋白酶在 37℃处理沉

淀 30min，酶活性也无显著变化(图 6)。

2.2.4 化合物和金属离子对谷糠中 OxO 活性的影响

图3   OxO 的 Lineweaver-Burk 图

Fig.3   Lineweaver-Burk plot of oxalate oxidase
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图4   pH 值对 OxO 活性的影响

Fig.4   Effect of pH on oxalate oxidase activity
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图5   90℃水浴不同时间对 OxO 活性的影响

Fig.5   Time course of oxalate oxidase activity during 90 ℃ water bath

1.未经任何处理的酶；2.在 37℃水浴中保温 30min 的样品(pH7.5)；
3.在 37℃水浴中保温 30min 的样品(pH2)；4.胃蛋白酶溶液在 37℃水

浴中保温 30min 的样品(每毫升加 0.0526mg 胃蛋白酶，pH2)。
图6   胃蛋白酶对 OxO 活性的影响

Fig.6   Effect of pepsin on oxalate oxidase activity
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各种化合物对谷糠中OxO活性的影响如表2所示。化

合物的浓度皆为 1mmol/L。1mmol/L K+、Cl －、CO32 －、

H2PO4－和 PO43－对OxO 活性没有影响；1mmol/L 的NO3 －、

Zn 2+、Cu 2+、Mg 2+、Co 2+、Ca 2+、Mn 2+ 和 Al 3+ 抑制

OxO 活性，而 1mmol/L EDTA、Na+ 和 Fe2+ 对 OxO 活性

有促进作用。

3 讨  论

在高等植物中，OxO 有 3 种形式：分别为可溶的、

膜束缚的和细胞壁结合的。其中大麦幼苗[14]、香蕉皮[15]

和高梁叶[16]中的 OxO 是可溶性的，现已被提纯并对其特

性进行了报道。苋菜叶子[17]中的 OxO 是膜束缚型的；玉

米幼苗根中的 OxO 则位于细胞壁上[10]。本研究发现水稻

谷糠中存在 O x O (表 1 )，其主要存在于细胞壁中，用

NaCl、SDS 或纤维素和果胶酶都不能将其游离出来。之

化合物 H2O NaCl KCl CaCl2 MgCl2

相对酶活力 /% 100.00 104.67 100.81 6.85 80.72
化合物 AlCl3 CoCl2 NH4NO3 KNO3 K2SO4

相对酶活力 /% 4.72 33.89 48.14 54.38 97.23

化合物 MnSO4 ZnSO4 CuSO4 CuSO4+EDTA FeSO4

相对酶活力 /% 68.13 22.96 35.42 86.16 108.60

化合物 FeSO4+EDTA K2CO3 Na2HPO4 NaH2PO4 EDTA
相对酶活力 /% 134.68 96.64 97.03 100.13 117.25

表2   化合物和金属离子对 OxO 活性的影响

Table 2   Effects of chemical compounds and metal ions on
oxalate oxidase activity
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前有报道显示玉米根[10]和大麦叶中[18]的 OxO 也位于细胞

壁。用 NaCl 或 SDS 也不能将其游离出来。本研究结果

还显示，此酶的特性与小麦胚中的萌发素、大麦幼苗[19]

和玉米根中[10]的 OxO 相似，是一个热稳定性高且对胃蛋

白酶不敏感的酶[2 0 ]。

OxO 在酸性 pH 值条件下起作用，最适 pH 值在 3.2
左右。谷糠中 OxO 的最适 pH 值与玉米根(pH3.2)[10]和大

麦幼苗中(pH3.2)[14]的相似，但是同高粱中的(pH5.0)[21-22]

不同。本实验测得谷糠 OxO Km 值为 0.63mmol/L，比高

粱叶中[16]的高一个数量级，但略低于玉米根[10]和大麦幼

苗根中[23]OxO 的 Km 值。

在所测试的各种阴离子中，只有 N O 3 －显著抑制

OxO 的活性，同苋菜叶[17]和玉米根中的 OxO[10]一样。但

Cl －可抑制来源于大麦幼苗[14]、甜菜茎[6]和香蕉皮[15]中的

OxO 的活性，虽然来源于上述 3 种材料中的 OxO 已被用

做测定尿和血浆中的草酸，但由于其受生物样品中 Cl －

和 NO3 －的抑制，使其成功应用受到限制。EDTA 不抑

制谷糠中的 OxO，这同苋菜叶[17]、玉米根[10]、大麦幼

苗[14]和根[12]中的 OxO 相似，但其却强烈抑制高粱叶[13]和

根[22]中的 OxO。在所测试的金属离子中，只有 Na+ 和 Fe2+

可激活谷糠中的 OxO，但高粱叶[13]和根[22]中的 OxO 要达

到最大活性分别需要 Fe2+ 和 Cu2+ 的激活。

由于谷糠中 OxO 的高度热稳定，对 Cl －、胃蛋白

酶水解不敏感，而且在酸性条件下起作用，所以谷糠

细胞壁中的 OxO 可能在实际应用中具有更大的潜力，特

别在开发治疗和预防与高草酸相关疾病的功能食品中。

更有趣的是，谷糠中的 OxO 正如一个天然的固定在纤维

或半纤维上的固定化酶，这使得其在实际应用中更易于

操 作 。
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