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提要  Rubisco 活化酶是广泛存在于光合生物中、调节 Rubisco 活性的酶，Rubisco 活化酶同时具有活化 Rubisco 和催化 ATP
水解的作用。它依赖 ATP 水解，促使 RuBP 或其它磷酸糖类从 Rubisco 上解离下来，以恢复 Rubisco 的活性。该文介绍
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1,5-二磷酸核酮糖羧化酶/加氧酶 (ribulose-

1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase, Rubisco)

是所有光合生物进行光合碳同化的关键酶，它催

化 RuBP 的羧化和加氧反应，并调节二者之间的

关系，这两个反应的比值决定了植物的碳同化效

率。已有研究表明，虽然Rubisco 含量约占叶片

可溶性蛋白的一半[1]，但它的催化效率却很低。

近年来的研究证明，钝化态Rubisco 必须经过另

一种酶的活化才能表现出其羧化/加氧活性，这种

酶就是Rubisco活化酶(Rubisco activase，RCA)。

Rubisco 的活化是决定叶片碳同化效率的关键因

子，因此 R C A 的生理、生化和分子生物学的研

究也成为近年来光合作用研究的重要领域之一。

自从 Salvucci等[2]发现RCA以来，人们采用

RCA 抗体研究发现，RCA 普遍存在于高等植物(包

括 C3 和 C4 植物)、绿藻、部分蓝细菌和古细菌之

中，这说明依赖于 RCA 的 Rubisco 活性调节机制

广泛存在于光合生物中，为体内Rubisco 的活化

机制研究展现了良好的前景。国内唐如航和李立

人[3]、韩鹰等[4]曾分别对 RCA 的研究作过综述，

但近年来对它的研究特别在分子生物学方面进展

很快，为此，我们着重就近几年Rubisco 活化酶

的分子生物学的研究进展作些介绍。

1  Rubisco活化酶的分子特性

RCA 是一种核编码的可溶性叶绿体蛋白，具

有ATPase活性。RCA通常由a(45 kD)、b(41 kD)

两种亚基组成，但不同植物亚基的种类和数量不

同，如拟南芥、菠菜[5]、大麦[6]、水稻[7 ]、棉

花[8]、小麦[9]等植物 RCA 均含有 a、b 两种亚基，

而有些植物如烟草[ 1 0 ] 、玉米[ 1 1 ] 和衣藻[ 1 2 ]

(Chlamydomonas reinhardtii)则仅含一种b亚基。但

无论同种植物或不同种植物的亚基之间，其抗体

都能发生交叉反应。

Shen和 Ogren[13]报道了菠菜RCA氨基酸序列

和二级结构，RCA 前体多肽的N端含有 58 个氨基

酸的转运肽，当前体肽跨膜运输到叶绿体后，转

运肽立即在Ser和Thr丰富的区域被切除，形成成

熟的亚基，它有2个 ATP结合部位。对菠菜的RCA

定点突变发现，Glu取代Gln109位点的突变，导致

b亚基活化Rubisco 的活性上升而ATPase 活性下

降，说明RCA活化 Rubisco的活性和ATPase活性

并非紧密偶联；用 Asp 替换 Gln109 也能增加活化

Rubisco的活性，但用其它氨基酸替换则导致活性

下降，说明酸性残基(如Glu和Asp)在这一位点上

能增加活化Rubisco的活性[13,14]。

RCA 本身虽然不是 ATPase，但具有 ATPase

活性。这是因为RCA的两种亚基结构均含“P-环”序

列(phosphate-binding loop，G-X-X-X-X-G-K-S/

T)，P- 环是许多ATPase 具有的核苷酸结合序列，

它能维持酶和 ATP 上的 a-、b- 和 g- 磷酸基团形

成的氢键，稳定 ATP 水解过程的中间状态，因此

RCA活化Rubisco依赖于ATP而为ADP抑制 [15]。在

菠菜 RCA“P- 环”处对 Lys169 进行定点诱变，得

到的突变体与 A T P 的结合能力不及野生型的
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50%，结果是突变体 RCA 的总活性下降，这说明

Lys169 对于维持RCA活性具有重要作用；菠菜RCA

N端的 Trp11 和随后的Lys 残基缺失时，活性几乎

完全丧失，这些残基定位在酶的表面，RCA 有可

能在这一区域与Rubisco相互作用[14]。

植物体内 RCA 的 a、b 亚基都具活性，但只

有a亚基受硫氧还蛋白f(Trx-f)的调节[16,17]。a亚
基的C-末端具有2个 Cys残基而 b亚基没有，当

2个Cys残基结合形成二硫键(—S—S—)时,  ADP

对 a亚基的抑制作用比未形成二硫键时增强。而

Trx-f含有调节氧化还原活性的二硫键/巯基，它

能够还原 a亚基的二硫键：还原态 Trx-f 与 a亚

基中二硫键的一个 Cys 残基形成混和的二硫键，

然后Trx-f活化区域中的另一个巯基进攻这个二硫

键，Trx-f 自身形成二硫键而 a亚基被还原，这

样就减少了 a亚基对 ADP 抑制作用的敏感性，从

而导致 a亚基的活性增加[16~18]。

RCA 只在绿色组织中表达，如苹果的叶[19]、

水稻的叶和茎[20 ]、拟南芥绿色的叶、茎、花和

角果[21]都表达 RCA，但根和黄化苗[21]中均不表

达，这与Rubisco 仅在绿色组织中特异性表达一

致。Martinez  等[22]发现，在高产玉米种群中

Rubisco活性高的原因是由于其RCA蛋白含量高。

Jiang等[23]研究发现超级稻等高产品种(系)有高的

Rubisco 和 RCA 活性，这说明作物产量与 RCA 的

含量和活性有一定的相关性。

2  Rubisco活化酶对Rubisco的活化

目前，关于RCA 如何活化Rubisco 的详细机

制尚不清楚， Portis[24]、 Salvucci 和 Loo[25]、

Jensen[26]曾分别提出过不同的模型对此进行解释，

其中以Jensen的模型更为详尽和具体。图1便是

Jensen等提出的RCA 作用模式：图中上部的方框

表示Rubisco，下部的圆饼和带缺口的正方形分别

代表钝化态和活化态的 RC A。

已知 CO2 除了作为 Rubisco 的底物之外，还

具有Rubisco激活剂的功能。Rubisco只有先与作

为激活剂的CO2形成氨甲酰化Rubisco后，才能催

化羧化/加氧反应；此外，Rubisco在与另一个底

物 RuBP 结合之前，还必须与 Mg2+ 结合，才能被

完全活化(图 1 步骤 1)。该反应还可以自发地逆

转，即氨甲酰化的Rubisco 能自发脱掉CO2(去氨

甲酰化)和 Mg2+，重新转变为非活化态(步骤 2)。

然而，问题在于非活化态的 Rubisco 还能够与

RuBP 结合，改变其构象，形成钝化态的终端复

合物(步骤 3)，这种复合物即不能再被CO2 和 Mg2+

所活化。RCA 的作用在于与这种钝化的终端复合

体结合(步骤5) ，改变其构象，使Rubisco与RuBP

的结合变松弛(步骤 6)，并将 RuBP 从 Rubisco 活

化区域解离下来(步骤 7)，空出 Rubisco中的 CO2

和 Mg2+ 结合位点，RCA 则转变为非活化状态(步

骤 8)。这样，Rubisco 便可以重新被 CO2 和 Mg2+

激活，催化 RuBP 的羧化/加氧反应(步骤 1)。至

于 RCA 本身的活化，则需要与 ATP 的水解相偶

联，以提供变构所需的能量(步骤4)，这就是RCA

自身具有 ATPa se 活性的原因。也正因为如此，

RCA 的活性与叶绿体的能荷有密切关系，当叶片

从黑暗中转移到光照下以后，随着光合磷酸化的

进行和 ATP 的增加，RCA 和 Rubisco 活性有一个

逐渐诱导提高的过程。

Crafts-Brandner和 Salvucci[27]指出高温下

Rubisco失活速率加快发生在步骤2、3， ATP 水

解(步骤4)和(或)RCA与钝化态复合体相互作用(步

骤5和6)而影响Rubisco活化的速率。叶细胞能荷

的变化与Rubisco活性密切相关[28]。缺乏ATP时，

RCA的ATPase活性和活化Rubisco活性均丧失[29]，

这表明催化ATP 的水解是RCA 的一个不可缺少的

重要性质。ATP 水解发生的具体过程和意义尚需

进一步研究。

3  Rubisco活化酶、Rubisco与光合作用的关系

不同环境条件特别是逆境条件下，作物的光

图 1  活化酶催化钝化态Rubisco转化成活化态Rubisco[26]
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合速率常会下降，Rubisco活性下降是引起光合下

降的非气孔因素之一。

3.1  温度和CO2  离体Rubisco保持最高活性的温

度大于 50℃，离体 RCA 的 ATPase 活性最适温为

42℃，但叶内Rubisco 活性在叶温超过35℃时就

会下降。Crafts-Brandner和Salvucci[27]研究认为温

度升高到 35~40℃，Rubis co 活性下降是由于

Rubisco 失活的速率超过 RCA 的活化能力，也有

可能是影响了 RCA 和 Rubisco 的结合过程，但决

不是由于RCA的活性下降；当温度达到并超过42℃

时，RCA 的活性下降，并促进 Rubisco 的活性下

降。

RCA 结构发生微小变化就会影响与 Rubisco

的有效结合。当温度升高到 35~40℃时，植物叶

片中RCA 从 Rubisco 活化区域解离出来，亚基之

间相互作用消失，Rubisco活性下降但可以恢复；

Western-blot 分析表明，当温度高于 42℃时，

RCA 展开成单体，这些单体自身或与其它叶绿体

蛋白结合成高分子量的不可溶的聚合体，这时

Rubisco的活性下降加速且不能逆转；豌豆和菠菜

拟南芥2种亚基热稳定性和聚集方式相同[30]。

Crafts-Brandner和Salvucci[27]认为高浓度CO2
下，体内Rubisco活性下降原因不是由于其自身失

活速率的增加，而是 CO2 浓度增高会导致 ATP 消

耗增加、能荷下降，从而引起 RCA 的活性下降。

已有实验业已证明，体外 Rubisco 和 RCA 的活性

都受温度的影响，但不受 C O 2 浓度的影响。

小麦叶片经38℃热胁迫后，RCA 的表达量明

显减少[31]，经 24 h 缓解后，42 kD 亚基数量增

加，同时诱导产生一种新的41 kD 亚基。尽管C4

植物光合的最适温度比C3 植物高，但玉米在叶温

升高超过38℃时的反应与小麦相同[9]。许多植物

在热胁迫下会产生新的 R C A 亚基，它和组成型

RCA 亚基的增加同时发生，这有可能是光合碳同

化的一种适应机制。

早期报道都支持 R C A 是一种分子伴侣

(molecular chaperone)的看法，但后来又遭到反

对。不过，R C A 虽然不能修复在体内热变性的

Rubisco，但它的许多特征(包括序列同源性、热

胁迫导致原有亚基增加和诱导新亚基的产生等)[9]都

与分子伴侣相同。

3.2  光  光调节既有外部因子又有内部因子的影响，

光照度是一个重要的生态因子，Rubisco初始活性

是影响光合速率的生理因子。

王焘等[32]根据小麦光合日变化过程中Rubisco

活性的变化规律，认为光合午休过程中，小麦光

合磷酸化受阻而使 ATP 供应减少，能荷降低，从

而抑制RCA 对 Rubisco的活化作用。翁晓燕等[33]

认为RCA对Rubisco初始活性的调节主要发生在每

天早晚及光暗转换的初期，此时钝化态Rubisco比

较多。苹果、番茄、大麦和拟南芥中 R C A 都有

明显的昼夜节奏。

Rubisco 的光调节是通过 RCA 起作用的。唐

如航等[20 ]的实验表明，就基因转录受光诱导而

言，RC A 基因比 Rub i s c o 大小亚基基因敏感。

Zhang等[16,17]和Motohashi等[18]的实验结果表明，

光照度可能通过调节基质的氧化还原势，改变

Trx-f 对 a亚基的调节作用，从而影响 RCA 的活

性及Rubisco 的活性。但在只有 b亚基的烟草中

Rubisco也受光调节，这可能是其他蛋白参与的结

果。

4  Rubisco活化酶的基因工程

活化酶基因工程的工作已经较深入，rca 基

因分离、表达、转化等主要工作都已经开展。现

在人们已经克隆了菠菜、拟南芥[5]、大麦[6]、玉

米、水稻[7]、棉花[8]等植物 rca 基因的 cDNA，并

对转基因(主要是反义转化)植株的生理生化性状进

行了研究。

通过克隆不同植物的 rca 基因，人们认识到

rca基因拷贝数和表达的复杂性(图2)。现在发现

高等植物的 rca 基因表达方式主要有：(1)烟草、

玉米[9]和衣藻 [10]等的rca基因只表达b亚基，如烟

草至少有3个独立rca基因都表达b亚基[10]。 (2)菠

菜、拟南芥和水稻等由1个rca基因通过可变剪接

编码2个亚基，但剪接方式不同。 (3)大麦和棉花

等有2个 rca基因编码 a、b两个亚基。大麦有前

后衔接2条基因：rcaA和 rcaB，rcaA基因通过可

变剪接方式形成 a和 b亚基；而rcaB基因直接表

达 b亚基，rcaB 位于 rcaA 的上游 1 000 bp 处，

表达数量低且只在光合作用相对低部位表达；棉

花RCA有2个独立基因分别编码a和b亚基[6]。另

外，小麦[9]、玉米[11]、菠菜[31]和棉花[34]等在热胁

迫下也会产生新的 RC A 亚基。

Zhang 等[17]分别将 RCA 的 a亚基或 b亚基基
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因转入拟南芥突变体(rca)的结果表明，只转 b亚
基或定点突变的a亚基(1个或2个Cys被Ala代替)

时，Rubisco 不受光调节，转 a亚基或两者都转

的植株则受光调节，这证明Rubisco的光调节是基

于RCA的 a亚基受到氧化调节。拟南芥、烟草[35]、

大豆[36]的转反义rca植株，RCA水平和Rubisco活

性均下降，同时光合作用减弱，而且烟草转反义

rca基因在热胁迫(42℃)下与未经热胁迫的比较，

野生型光合作用几乎完全能恢复，而转基因植株

则恢复很少[18]。

5  结束语

RC A 的研究工作已取得重大进展，一方面，

rca基因克隆和表达、蛋白提纯和活性测定在一些

植物中取得成功；另一方面，RuBP 等磷酸糖和

RCA 与 Rubisco 的相互作用及环境因素对 RCA 活

性影响的研究已相当深入。但仍有许多相关问题

亟需解决：(1)rca基因的可变剪接和表达两个亚基

的生物学意义何在？(2)体内Rubisco和 RCA相互

作用机制及与ATP水解的关系如何？(3)环境因素

影响Rubisco 和 RCA 的机制等等。这些问题的研

究都有助于我们更清楚地了解 RCA 的作用机制，

为更快提高Rubisco 效率提供新的方法和策略。
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