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草酸脱羧酶的性质及应用研究进展
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摘  要：草酸脱羧酶（oxalate decarboxylase，Oxdc）属Cupin蛋白超家族，是一种包含Mn2+的均一聚合酶，能够在

没有辅因子的条件下催化草酸转化为甲酸和CO2，是植物、微生物中促使草酸代谢降解的主要酶之一。该酶已在农

业、食品、工业生产、医疗和生物监测等领域得到了广泛的应用。本文综述近年来在Oxdc来源、结构、作用以及

实际应用方面的研究，着重讨论其在泌尿系统草酸盐结石病症方面的作用，为有效预防治疗泌尿系统结石症的研究

提供理论参考。
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Abstract: Oxalate decarboxylase (Oxdc) is a homogenous polymerase with manganese ion and belongs to the Cupin 
protein superfamily. In plants and microorganisms, Oxdc is one of the main enzymes which can catalyze the decomposition 
of oxalate into formic acid and CO2 without cofactors. It has been applied widely in agriculture, food, industrial process, 
medical, biological monitoring and other fields. In this paper, the source, structure, function and practical applications of 
Oxdc are reviewed, with particular discussion on the role and advantages of Oxdc in urinary oxalate stones. This will provide 
important theoretical reference for the effective prevention and treatment of urinary tract stones.
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草酸（oxalic acid，OA）是自然界中酸性最强的有

机二元羧酸，其分子式是HO2C-CO2H，它能溶于水和乙

醇，不溶于乙醚，通常由植物、微生物通过水解草酰乙

酸或氧化乙醛酸、抗坏血酸产生[1]。草酸是一种惰性的

代谢终产物，虽然结构极其简单，但其既可作为质子供

体，又可作为电子供体，对金属阳离子有非常强的螯合

性[2]，这些特性使之对动植物、微生物以及人类的生产生

活产生了不同程度的危害，如造成粮食的减产[3]、蔬菜水

果的营养缺失、造纸和啤酒工业管道堵塞[4-5]。同时，草

酸在体内的蓄积可产生各种泌尿系统疾病，如肾结石、

尿道结石和高草酸尿症[6]等。因此，研究抑制草酸的产

生、加速草酸的分解使其水平降低具有重要的科学和现

实意义。

目前生物界降解草酸的酶包括草酸氧化酶（EC 
1.2.3.4）、草酸脱羧酶（EC 4.1.1.2）和草酰辅酶A脱羧酶

（EC 4.1.1.8），见图1。这3 种降解草酸的酶中，由于草

酸氧化酶和草酰辅酶A脱羧酶的提取条件苛刻、周期长，

对酶保藏的稳定性有较高的要求，因此不适用于实验室

操作[7]。而Oxdc有广泛的微生物来源，提取和反应条件

要求简单，所以得到了广泛应用。
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图 1 3 种降解草酸的酶

Fig.1 Three oxalate-degrading enzymes

草酸脱羧酶（oxalate decarboxylase，Oxdc，EC 
4.1.1.2）是一种包含Mn2+的均一聚合酶，属Cupin蛋白超
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家族；它可以在没有辅因子的条件下催化草酸转化为甲酸

和CO2，是植物、微生物中草酸代谢降解的主要催化酶之

一[8]。该酶最早由Shimazono[9]发现于白腐菌中，它主要来

源于黑曲霉、核盘菌、金针菇和褐腐菌等真菌[10-11]，一些

细菌中也发现了该酶，但动物中只在豚鼠（天竺鼠）的

肝脏中发现该酶[12]。枯草芽孢杆菌在低pH值下也能诱导

合成Oxdc[13]。基于Oxdc对底物的高度特异性和酶促反应

的高效性等特点，该酶已被成功地应用于农业、食品、

工业生产、医疗等领域中。本文综述近年来Oxdc的研究

进展，重点讨论了其在泌尿系统草酸盐结石病症方面的

应用前景和意义。

1 草酸脱羧酶的性质

1.1 理化性质

目前为止已经分离和提纯了10多种不同微生物来源

的Oxdc [11]，并初步研究了它们的生化性质。不同来源

的Oxdc蛋白的分子质量有较大的差异，但一般都处于

55～264 kD范围内。不同微生物来源的Oxdc的最适反应

pH值也有较大的差异，但一般都在1.1～3.0之间[14] 。研

究表明Oxdc的N端结构域主要介导草酸的分解，而C端

结构域是否具有催化功能目前还不清楚，但定点突变及

高场电子顺磁共振光谱方面的证据表明C端结构域与酶

活性的维持密切相关[15-16]。此外，来自Collybia velutipes
的Oxdc具有较强的热稳定性和抗去污剂的能力；该酶虽

能特异地分解草酸，但对柠檬酸、醋酸、草乙酸、琥珀

酸、蚁酸等都不产生作用[17-18]。

1.2 结构性质

随着生物化学与分子生物学技术的发展，以

及对Oxdc通过核磁共振、电子顺磁共振（e l ec t ron 

paramagnetic resonance，EPR）光谱、晶体衍射和蛋白

序列测定等的研究，对Oxdc的空间结构特性有了较为

深入的研究。Oxdc属Cupin蛋白超家族的Bicupin亚族，

Cupin蛋白具有相同的蛋白质前体和三级结构。Kesarwani

等[19]通过5’-cDNA末端快速扩增（5’-rapid-amplification 

o f  c D N A  e n d s，5 ’ - R A C E）技术和聚合酶链反应

（polymerase chain reaction，PCR）技术首次克隆出oxdc
基因的cDNA全长序列，并通过cDNA序列在其基因组文

库中筛选出该酶的基因组克隆，基因序列研究表明，该

酶基因大小2.4 kb，与cDNA序列的比对分析发现，该基

因含18 个外显子和17 个内含子。所有内含子均含保守的

5’和3’剪接点，大小为40～60 bp；外显子为18～300 nt。

目前，来源于枯草芽孢杆菌的Oxdc已被克隆表达，

对其空间结构及蛋白序列测定等的研究较为深入，并获

得了一些高分辨率的晶体结构X射线衍射图。Anand等[20]

通过对来源于Bacillus subtilis的Oxdc的氨基酸序列进行测

定和分析，表明该酶大约由379 个氨基酸残基组成，是一

个由3 个Cupin二聚体单体组成的六聚体结构（图2B）；

每个亚基分子质量为43 kD，每个单体包含两个结合Mn2+

的结构域（图2A），该酶的N端和C端Cupin结构域具有

27%的同源性，是由保守的6 股β-折叠形成的桶状结构，

具有相同的Mn2+结合残基（由3 个组氨酸残基及1 个谷氨

酸残基构成八面体环境）。其中结构域Ⅰ包含56～233 个

氨基酸残基，在Mn2+周围除结合一分子H2O2和一分子甲

酸外还结合4 个保守的氨基酸His95、His97、His140和

Glu101；结构域Ⅱ包含234～379 个氨基酸残基，在N端

还有一段8～55 个的氨基酸序列，Mn2+周围除结合两分

子H2O2外还结合4 个氨基酸 His273、His275、His319和

Glu280。两个结构域中的Mn2+相距大约26 Å[16,20]。之前的

研究中Anand等[20]认为DomainⅡ是催化活性位点，因为

只有该位点的Glu333是质子供体。而运用分子动力学模

拟，研究Oxdc催化产生的CO2是如何从反应中心转移到

酶分子表面的结果表明DomainⅠ很可能是该酶的活性位

点[21]。此外，研究证明在N端结构域上，由161～165氨基

酸残基构成一个称为盖子（lid）的五肽环。盖子结构决

定了催化反应过程酶活性中心的“开”、“闭”构型，

这种蛋白构型的转换使Glu-162接近活性中心的Mn2+，

Glu-162可能是脱羧反应的质子供体[22]。盖子结构还与

酶促反应的特异性有关，对构成盖子的氨基酸残基进行

定点突变，可以使酶的脱羧酶活性转变为草酸氧化酶

（oxalateoxidase，OXO）活性[1,15]。最近的研究表明，

N末端和C末端结构域都可能具有催化去碳酸基反应的

能力[23]。

A B

A.单体结构；B.六聚体结构；3D结构来源于RCSB

蛋白质数据库（www.pdb.org输入1j58） [20]。

图 2 枯草芽孢杆菌草酸脱羧酶的空间结构预测图

Fig.2 Structural prediction of Bacillus subtilis Oxdc

2 草酸脱羧酶的催化机理

根据Oxdc结构特点，Anand[20]和Svedružić[24]等推测

Oxdc催化脱羧反应历程为：单质子化的草酸根及氧分

子结合到酶的活性中心上，氧化活性中心的Mn2+转变为

Mn3+，同时伴随形成Mn3+结合的草酸超氧化合物；活性中

心谷氨酸残基介导质子偶联电子的转移，使起始复合物

形成Mn2+结合的草酸阴离子自由基；受到金属离子及活

性中心谷氨酸残基及精氨酸残基的影响，草酸分子C－C 
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键异裂，发生脱羧反应，产生Mn2+结合的甲酸阴离子

自由基；活性中心的谷氨酸残基质子化甲酸阴离子自由

基，使电子再次由金属发生转移，产生Mn3+结合的甲酸

根，甲酸根和氧分子解离后，活性中心恢复为Mn2+。为

研究Oxdc的结构域中Mn2+中心的电子性质，Campomanes

等 [25]采用定点突变及密度泛函理论/分子力学方法评估

了Mn2+中心的EPR精细结构参数，建立的方法为运用量

子力学法研究与蛋白质结合的金属离子中心的电子结构

特性提供了重要依据。草酸脱羧反应属于非氧化脱羧反

应，但分子氧对于酶的脱羧活性是必需的[26]，目前运用

膜进样质谱法研究在分子氧消耗的条件下NO对Oxdc催化

活性的作用，发现NO可逆的抑制Oxdc的催化活性，而

X频带电子顺磁共振波谱（X-band EPR）测定结果未能

直接证明NO与Oxdc中Mn2+中心的相互作用，Mario等[27]

认为该酶中可能存在一个隔离的分子氧结合位点。对于

Oxdc催化过程中分子氧的作用，最近研究表明分子氧可

能促进质子耦合电子的转移[28]。

3 草酸脱羧酶的应用

3.1 Oxdc在农业生产中的应用

Oxdc在农业生产中的应用主要是控制由草酸毒素

引起的植物病害，其中以控制由菌核病菌（Sclerotinia 
sclerotiorum）侵染植物的研究备受瞩目。Oxdc可以催

化草酸转化为无毒的甲酸，因此在植物中引入oxdc基因

对抗高草酸分泌积累造成的植物病害是目前重要的研究

方向。随着基因工程技术的不断发展，越来越多的植物

体基因组中转入了oxdc基因，从而提高了植株对菌核病

的抗性。Kesarwani等[19]运用5’-RACE技术从F. velutipes
中扩增出oxdc基因，并将此基因转入烟草和番茄中，经

接种实验鉴定，发现表型正常且能够稳定遗传的转基

因植株对菌核病具有明显的抗性。Walz等 [29]将来自云

芝（Trametes versicolor）的oxdc基因转入到烟草中后，

发现菌核菌致病过程中草酸的含量减少，并且减缓了

菌核病的扩散速率。Dias等[30]运用农杆菌介导法在莴苣

（Lactuca sativa）中转入来自Flammulina sp.的oxdc基
因后，通过离体叶片接种菌核病菌进行检测发现转基因

植株对S. sclerotiorum表现出抗性。Jin Zhaoxia等[31]用表

达Oxdc的Pandorea sp. OXJ-11菌液处理油菜（Brassica 
napus）的离体叶片，结果后者表现出抑制菌核病扩散

的现象。此外，陈晓婷等[32]从已测序菌株枯草芽孢杆菌

中克隆得到oxdc基因Yvrk，并构建其植物表达载体，通

过农杆菌浸花转化拟南芥，为缓解真菌病害提供了有益

的借鉴。最近Cunha等[33]将Flammulina sp.的oxdc基因转

入到大豆中，T2代自花授粉所获得的转基因系通过检

测，发现对菌核病表现出高抗性；离体叶片接种表明，

转基因植株相对于对照组都明显表现出延迟菌核病斑扩

散的现象；反转录聚合酶链式反应（reverse transcription 

polymerase chain reaction，RT-PCR）实验结果显示oxdc
基因的表达与抗菌核病的能力有关，转基因植株抗性水

平与基因表达水平成正相关。通过从Flammulina velutipes
中克隆出oxdc基因（FvOXDC）转入到烟草中，对转基

因烟草中的草酸含量进行测定发现，较对照组转基因

烟草中草酸的含量减少约18%～75%；并对离体叶片观

察发现FvOXDC对由草酸和NLP诱发的植物程序性死亡

表现出明显的抗性[34]。而舒佳宾[35]从金针菇菌中克隆出

oxdc基因，通过农杆菌介导法和植物组织培养技术将该

基因转入甘蓝型油菜，对成功的转基因苗运用叶片离体

菌核菌技术接种后发现，转基因植株具有明显的延迟和

抵御菌核病侵染的能力。最近，Chakraborty等[36]将来自

Flammulina velutipes的oxdc基因转入到番茄后，通过对转

基因番茄中的草酸含量及营养成分如VC、苹果酸等分析

发现，与野生型番茄相比，转基因番茄中草酸的减少量

高达90%，而营养成分含量也有所增加，从而为提高农

作物营养价值的研究提供了重要依据。

3.2 Oxdc在工业生产中的应用

草酸的积累形成草酸盐沉淀而带来危害性的影响是

工业生产中的一个常见问题。尤其是在造纸工业中，由

于其过程是在封闭系统中进行，木质纤维素被强氧化剂

氧化最终分解为草酸与废水中的Ca2+结合造成草酸钙的沉

淀积累，堵塞系统管道，阻塞滤网孔，引起热能的损失

以及循环水流动不畅等问题[4-5]。为此，从真菌中提取的

Oxdc被广泛地用于去除造纸过程中产生的草酸。2011年

瑞典制浆造纸研究所Nilvebrant等[37]利用Oxdc处理造纸过

程中的草酸钙沉积取得了良好的效果。Cassland等[5]发现

从黑曲霉（A. niger）中提取的Oxdc在处理二氧化氯漂白

纸浆流程中产生的草酸时，与植物中提取的草酸氧化酶

相比，效果更明显且不受氯离子的抑制。最近研究发现

来源于Trametes versicolor的Oxdc在工业漂白滤过中的作

用较其他草酸降解酶，尤其是较来源于A. niger的效果更

明显[38]。此外，在啤酒工业中，利用Oxdc可去除生产过

程中草酸盐积累产生的沉淀废物，如啤酒石，从而改善

啤酒生产的工艺[39]。

3.3 Oxdc在生物监测中的应用

基于Oxdc对底物的高度特异性，其被广泛应用于测

定各种材料中草酸的含量，Haas等[40]利用来自F. velutipes
中的Oxdc首次成功检测了麦芽汁和啤酒中的草酸含量。

随着人类草酸尿和泌尿系统草酸盐结石发病率的增加，

研究运用Oxdc检测尿液和血液中草酸含量的方法受到关

注。Vadgama等[41]利用丙烯酰胺凝胶包埋Oxdc与CO2电

极结合研制了Oxdc电极，成功应用于检测尿液中草酸

的含量。Bishop等[42]通过火焰电离等技术检测Oxdc分解
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草酸后产生的CO2浓度来测定尿液中草酸的浓度，在临

床上得到了应用。运用酶/生物荧光检测技术结合来自 

F. velutipes中的Oxdc检测血浆中草酸的浓度也得到良好的

效果[43]。此外，结合Oxdc和甲酸脱氢酶，联合分光光度

分析法测定尿液和血液中草酸的浓度，并且结合草酸浓

度自动检测分析技术，在临床上得到广泛应用[44-46]。随

着研究的深入，Oxdc酶试剂盒及生物传感器不断出现，

在临床上得以应用，但由于该酶的成本高，阻碍了其推

广和发展。有研究利用原核表达系统对Oxdc进行诱导表

达，每升发酵液收获Oxdc活力1 640 U（约12.33 mg酶蛋

白），远高于野生菌的诱导表达量[47]。然而，由于该酶

的获得受发酵条件如培养基成分、温度、pH值等的影

响，存在产量低、品质差等问题。因此，在提高Oxdc酶

的产量和从新物种中挖掘新的oxdc基因等方面需进一步

深入研究。

3.4 Oxdc在预防治疗泌尿系统结石症方面的应用

泌尿系统结石是一种常见的异常生物矿化现象，根

据地理环境，生活环境，遗传和饮食条件的不同，结石

发病率在3%～14%之间。此外，治疗泌尿系结石存在的

另一个重要问题是复发率高，患者在被检出患泌尿系结

石并经过治疗后，短则半个月，长至6 年，60%～80%的

病人都会出现复发[48]。泌尿系统结石形成的主要原因是

人们摄入的饮食中含有可形成结石的相关成分（草酸）

过多，如葡萄、茶叶、橘子、番茄、菠菜、草莓等都具

有较高含量的草酸。研究表明，泌尿系统结石中大约有

70%～80%为草酸钙结石[6]。目前虽然这类疾病可通过物

理或化学的方法治疗，并取得了一定疗效，但结石的复

发率高、治疗费用昂贵，且物理化学方法对人体副作用

较大。导致草酸钙结石的一个重要原因就是人体内缺乏

降解草酸的代谢途径，而生物酶具有作用高效、专一和

温和等特点，因此，采用Oxdc对人体内草酸进行降解已

成为预防治疗草酸钙结石症的重要研究方向。国外的阿

尔特斯制药公司运用交联酶晶体法（cross-linked enzyme 

crystals，CLECs）制成Oxdc酶制剂用于治疗草酸盐结石

症，取得了一定的疗效[49]。Sidhu等[50]运用喷雾干燥法

制成重组Oxdc颗粒用于减少胃肠吸收的草酸含量，取得

良好效果，可用于预防和治疗高草酸尿症等。Mufarrij 

等[51]利用体外实验设置不同pH值模拟消化道环境，研究

了Oxdc制剂Oxazyme对菠菜中草酸的降解能力，与对照

组相比，Oxazyme能显著降低菠菜中草酸的含量。Grujic

等[52]使用基因敲除小鼠为模型，通过口服交联Oxdc晶体

（Oxdc-CLEC），有效地防止了小鼠肾钙质沉着症及尿

石症的发生。Jeong等[53]模拟高草酸尿症模型，通过给小

鼠口服来源于B. subtilis的重组Oxdc，有效的减少了尿液

中草酸的水平。Cowley等[54]以大鼠及狗为实验动物，口

服酶制剂Oxazyme（OC4）连续饲喂14 d，评价了这类用

于降解动物消化道中草酸的酶制剂的可能毒性，实验表

明均无可见有害作用水平。此外，在乳酸菌NC8中异源

表达的Oxdc以及在重组L. plantarum WCFS1中利用同源

信号肽诱导异源表达的Oxdc可被作为益生菌降解肠道内

饮食中的草酸，以预防高草酸尿症的发生[55-57]。以上这些

研究表明，使用Oxdc制剂降解消化道内草酸，减少消化

系统对草酸盐的吸收，从而降低草酸钙结石风险的方法

是可行的。

但Oxdc用于胃肠道内降解草酸时，容易受胃酸、蛋

白酶消化的影响而失去活性，因此，提高该酶在应用过程

中的稳定性，改善其使用性能是亟待解决的问题。为解决

这一问题，对该酶进行固定化或化学修饰是一重要研究方

向。林日辉等[58-59]提供了一种硫酸铵促进Eupergit C250固

定化Oxdc的方法，其制备的固定化酶具有较好的操作性

能、易于回收重复使用，可应用于食品或造纸等工业过程

中草酸的降解。运用无载体固定化方法制备交联Oxdc聚集

体，对其酶学性质研究表明交联Oxdc聚集体的耐酸性、耐热

性、耐胰蛋白酶降解能力较游离酶均有提高[60]。梁跃[61]、韦

成昱[62]等研究了右旋糖酐对Oxdc的化学修饰，并对修饰

Oxdc的热稳定性、pH值稳定性及对胰蛋白酶抗性进行研

究发现，修饰后酶的性质明显优于修饰前。此外，在活体

应用中，利用Oxdc降解泌尿结石时面临酶蛋白易被稀释流

失的问题，对此本实验组正在研究对Oxdc进行修饰改性，

使之具有对草酸钙晶体特异性或较强烈的吸附能力，有效

吸附固定于草酸钙结晶物上，从而较长时间地维持草酸钙

结石部位酶制剂的浓度，为Oxdc作为预防、治疗结石的酶

制剂的开发应用提供重要参考。

4 结 语

目前，草酸脱羧酶（Oxdc）基于其对底物的高度

特异性和酶促反应的高效性等特点，已被成功地应用于

农作物抗病研究、工业生产中草酸盐沉淀的去除以及医

疗等领域中，但对其研究尚存在许多不足和问题。如对

Oxdc的三维空间结构、生理特性等生化性质的研究主要

是建立在来源于B. subtilis的Oxdc基础之上，对其他物

种中的Oxdc研究并不深入；另外，该酶在商业化应用中

存在产量低、成本高等缺点。因此，通过分子生物学技

术等从新物种中挖掘oxdc基因并建立该酶的异源表达系

统，挖掘具备不同生化性质的Oxdc，以及通过生物工程

技术等优化产酶条件、提高酶的产量和品质以降低成本

等方面，还需要更深入的研究。
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