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植物 Rubisco活性中心的模拟分析

熊晓然 ,　陈蔚梅 3 ,　冯胜彦 ,　郭明雄 ,　艾建宇 ,　吴　斌
(武汉大学生命科学学院 ,湖北 武汉　430072)

摘要　通过对与不同配基结合的植物 Rubisco复合物结构的重叠比较分析 ,发现 Rubisco的活性差

异是由其中一段Loop6环序列所造成的 ;金属离子与活性中心的结合会造成活性中心巨大的构象

变化.进一步用 SwissPDBViewer软件模拟不同配基的植物 Rubisco活性中心与此Loop环的氢键相互

作用.结果表明 ,有 3个Lys残基 Lys201、Lys334、Lys175与 Rubisco 是否处于活性状态密切相关 ,这

些残基的结构变化对分子设计可能有重要的参考价值.
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Simulation on Botanic Rubisco Active Center
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Abstract　Through superposition of Rubisco combined with different ligands , it was found that loop6 in the C2
domain led to a difference between activated Rubisco and non2activated one and that the metal ion binding
induced a large structural change in active center. The positional relation and hydrogen2bond interaction
between the residues in active site and this loop region of Rubisco combined with different ligands were
simulated through SwissPDBViewer. The results showed that three Lys residues———Lys201 , Lys334 and
Lys175 , were related to the activity of Rubisco. The structural changes in these residues will give instruction to
molecular design.
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　　核酮糖 1 ,5二磷酸羧化酶2加氧酶 (ribulose 1 ,52
bisphosphate carboxylaseΠoxygenase ,Rubisco , EC4. 1. 1.

39) ,催化光合作用中 CO2 固定过程 (calvin)循环的

第一步反应.即催化气态的 CO2 分子共价结合到底

物 RuBP (核 酮 糖21 , 52二 磷 酸 , ribulose 1 , 52
bisphosphate)上 ,导致气态 CO2 固定为 3 2磷酸甘油
酸 (32phosphate2D2glycerate ,32PGA) . 同时 ,在 O2 存

在的条件下 ,会发生一个竞争性的副反应 ,即 O2 与

RuBP的结合[1 ]
.因此 ,Rubisco 处于光合碳还原和光

合碳氧化二个方向相反但又相互连锁的循环交叉点

上 ,它对净光合率起着决定性的影响 ,是光合碳同化

的关键酶.

　　Rubisco广泛存在于高等植物及几乎所有的原

核光合生物中.根据其一级和四级结构的不同 ,一般

认为 Rubisco分为两型 : I型是高等植物和大部分原

核光合生物的 Rubisco 蛋白 ,由 8个大亚基 (分子量

为 56 kD) 和 8 个小亚基 (分子量为 14 kD) 组成

(L8 S8 ) ,呈四方对称 ;Ⅱ型是紫色非硫光合细菌中的

Rubisco ,只由两个大亚基组成 (L2) .最近 , Kitano 等

在 Thermococcus kodakaracinsis ( TK) 中发现第 Ⅲ型

Rubisco蛋白 ,也只由大亚基构成 ,不含小亚基 ,呈

(L2 ) 5 结构
[2 ] .

Ⅲ型 Rubisco 的氨基酸序列与 I 型 、Ⅱ型

Rubisco的序列同源性很低 ,分别只有 36 %和 30 % ,I

型和Ⅱ型之间也只有 28 %同源.但是单体和二聚体

的结构却很保守[2 ]
. Rubisco起催化作用的大亚基包

括两个功能域 ,N端区域 (残基 1～137)由 5个β折

叠组成 ,C端区域的中心结构模式则是包括 8 个平
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行的β折叠和 8 个α螺旋构成的αβ桶 ,β折叠和α

螺旋之间均由Loop环连接.桶的核心除了两末端的

β折叠外 ,都是疏水残基.活性中心呈漏斗状 ,它主

要由这 8个 Loop 环以及另一个亚基 N结构域的 2

个环所提供的大量电荷和极性基团所组成 ,并有金

属离子参与[3 ]
.

　　Rubisco活性高低直接影响植物的净光合产量.

因此 ,对 Rubisco结构和功能的研究是高等植物基因

工程的主要内容. Rubisco还是分子伴侣研究中的常

用模型底物.无论是 I型还是Ⅱ型 Rubisco在装配时

都需要 GroE7 和 GroE14的协助.我们已经通过大肠杆

菌分子伴侣 GroE系统晶体结构数据分析了 GroE7

和 GroE14的相互作用关系以及核酸结合口袋能量的

传递[4 ]
. 本文试图在前人工作的基础上 ,利用

Brookheaven蛋白质数据库 PDB 提供的一组关于

Rubisco与不同配基结合的晶体结构数据 ,从 Rubisco

活性中心残基原子的氢键特征、溶剂可及性以及三

维结构的变化等来描述不同配基对 Rubisco 特性的

影响.

1　材料和方法

　　Brookheaven PDB 数据库一共给出了 24 个

Rubisco晶体结构数据 ,分属于以上提到的三种类型

Rubisco.我们选取其中最具代表性的结构[2～8 ]进行

了分析 (Table 1) .其中 22 CABP(22carboxyarabinitol 1 ,

52bisphosphate) 、XuBP (xylulose1 , 52bisphosphate) 是在

反应过程中形成的中间类似物 ,是 Rubisco的潜在抑

制剂. RuBP 是 Rubisco 的作用底物 ,在反应中 ,

Rubisco必须处于活性状态才能催化底物 RuBP的羧

化和氧化反应.

Table 1　The source of materials and their PDB ID and structure

character

Rubisco type Source PDB ID Structure character

Ⅰ Spinach

1RBO[5 ]

1RCO[5 ]

1RCX[6 ]

1RXO[6 ]

8RUC[7 ]

Inhibitor 22 CABP

Inhibitor XuBP

Substrate RuBP

Substrate RuBP ,Ca2 +

Mg2 + ,22 CABP

Ⅱ R2rubrum

5RUB [3 ]

9RUB [8 ]

1RBA[9 ]

No ligands

Mg2 + ,CO2 ,substrate RuBP

Mutation Asp1932Asn193

Ⅲ
Thermococcus

Kodakaracinsis
1GEH[2 ] SO2 -

4

　　本文根据 PDB提供的原子坐标数据 ,对相关结

构进行了重叠比较分析 ,根据重叠比较的结果 ,利用

SwissPDBViewer软件[10 ] (Swiss2PdbViewer与位于瑞士

生物信息研究所 (Swiss Institute of Bioinformatics ,SIB)

的自动同源模拟服务器相连 ,能进行蛋白质同源序

列比较、蛋白质活性中心对比以及其它一些与蛋白

质结构相关的比较 ,其优点在于能同时进行多个蛋

白分子的模拟分析)对多种 Rubisco活性中心的三维

结构及氢键作用进行了模拟 ,并在此基础上对活性

中心残基的距离 (distance) 、接触面积 (contact surface

area) 、溶剂可及表面 ( solvent accessible surface ,SAS)

等参数进行了分析.

2　结果

211　不同配基 Rubisco的重叠分析

　　我们分别对以上多种结构进行了重叠分析.其

中 Fig. 1 (见 496 页彩版)代表 Ⅰ型 Rubisco1RBO (与

抑制剂 22CABP 结合 ,无活性 ) 与 1RXO (与底物

RuBP、Ca
2 +结合 ,有活性) C端区域的重叠结果 ; Fig.

2 (见 496页彩版)代表Ⅰ型 Rubisco1RBO与 8RUC(与

抑制剂 22 CABP、Mg2 +结合) C端区域的重叠结果.

氨基酸残基位置均方根偏量 R. M. S. Deviation随残

基序号变化曲线图分别见 Fig. 3、Fig. 4.

从 Fig. 3可以看到 ,1RBO和 1RXO整体结构相

似 ,只有残基 332～338 发生了显著的变化.这几个

残基构成了 Ⅰ型 Rubisco C 端区域的环状结构

Loop6
[6 ]

.因此 ,对于 Rubisco而言 ,Loop6环的变化与

Rubisco是否处于活性状态密切相关.而 Rubisco 必

须处于活化状态才能催化底物 RuBP的羧化和氧化

反应.

Fig. 3　R. M. S. deviation( ! ) of corresponding backbone atoms used to

compare the structures of the C2domain in 1RBO and 1RXO
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Fig. 4　R. M. S. deviation ( ! ) of corresponding backbone atoms used

to compare the stuctures of the C2domain in 1RBO and 8RUC

The unit of Y axis is 10 - 3 mm

　　Ⅰ型 Rubisco 1RBO与 8RUC都结合了抑制剂 22
CABP ,它们之间的差异在于是否有金属离子. 从

Fig. 4可以发现 ,其中变化较大的区域包括 :残基 171

～174 ,200～204 ,238～239 ,293～295 ,327～330 ,378

～380 ,401～405.而我们通过 SwissPDBViewer模拟得

到的结果 , 1RBO 与 8RUC 活性位点的残基包括

Thr173、Lys175、Lys177、Asp203、Glu204、His294、

Arg295、Ala296、His298、His327、Gly329、Lys334、

Leu335、Ser379、Gly380、Gly381、Ile382、Gln401、

Phe402、Gly403、Gly404.我们发现 ,活性位点都位于

或者接近变化较大的区域 ,即 1RBO与 8RUC由于金

属离子的差别 ,虽然整体结构仍然类似 ,但是活性中

心却发生了很大的变化.

212　Ⅰ型 Rubisco 活性中心残基的氢键作用及突

变分析

　　根据重叠比较的结果 ,我们利用 SwissPDBviewer

对Ⅰ型 Rubisco 活性中心以及上述提到的环状区域

Loop6之间的氢键相互作用进行了模拟 ,如 Fig. 5～8

所示.结果表明 :位于Loop6上的残基 Lys334与位于

活性中心的残基 Lys201、Lys175 这 3 个 Lys 残基对

Rubisco的活性状态起关键作用.

(1) 活性中心的 3 个甘氨酸 Gly404、Gly403、

Gly381在 5种形式的 Ⅰ型 Rubisco 中的构象和氢键

作用模式完全一致 ,均与底物或抑制剂上的磷酸根

形成氢键 ,残基 His298与残基 Arg295形成的氢键作

用在 5 种形式的 Rubisco 中也是一致的 ,因此与

Rubisco的活性状态无关.

(2) 残基 Lys201在活性和非活性 Rubisco 中的

形式是不一样的 ,在活性状态下 ,残基Lys201与 CO2

结合 ,成为氨基甲酰化合物 KCX201 ,后者则与二价

金属离子结合 ,从而稳定这种氨基甲酰化合物的构

象.而在非活性状态下 ,Lys201则未与 CO2 和金属离

子结合 ,因此 Lys201 是决定 Rubisco 活性的关键残

基 ,这与 Taylor 等人实验的结果是一致的[6 ]
.另外 ,

从 Fig. 5～8中我们可以看到 ,残基 Lys201的位置为

了适应金属离子的结合也发生了明显的改变 ,在

1RXO和 8RUC中的位置要明显低于其他几种形式

的 Rubisco.

(3) 在活性状态和非活性状态的 Rubisco中 ,位

于 Loop6 环上的残基 Lys334 的位置发生了显著变

化.在活性状态下 ,构成 Loop6 的残基 3322338 形成

如 Fig. 1所示的 C型结构 ,残基 Lys334的主链下垂

(如箭头所示) ,远离活性中心.而在非活性状态下 ,

Lys334主链显著提升 ,直指活性中心 ,并与残基

Gly380以及底物或抑制剂的磷酸根形成氢键 ,残基

3322338亦变成反 C型 ,靠近活性中心残基 ,封闭了

活性位点.

我们用软件 SwissPDBViewer对Lys334残基进行

了突变分析.当用与 Lys构象类似且同为碱性氨基

酸的残基 Arg替代 Lys时 ,在非活性状态的 Rubisco

中 ,Arg末端的氨基并未深入到活性中心内部与底

物或抑制剂形成氢键 ,造成活性中心的这种闭锁状

态 ,甚至还朝外倾斜远离活性中心.即残基 Lys334

与 Rubisco是否处于活性状态密切相关.

(4) 活性中心残基 Lys175在活性状态下 ,氨基

酸主链呈折叠状态 ,其尾部的氨基与底物 C2 上的氧

形成氢键 ;而在非活性状态下 ,Lys175的整个主链则

是完全伸展的 ,且下垂与残基 Asp203的羧基形成氢

键作用. Rubisco催化底物与 CO2 反应生成 32磷酸甘
油酸时 ,正是从 C2 处断裂 ,形成 2分子的 32磷酸甘
油酸.

(5) 在活性状态下未参与氢键作用的残基

His327、Ser379、Asp203、Lys177在非活性状态下均与

底物或抑制剂的主链碳原子、氧原子或磷酸根形成

了氢键 ,尤其是残基 Lys177与多个残基形成了氢键

网络 ,猜测这些增强的氢键作用与残基 332～338从

C型到反 C型的转变有关.

213　Ⅰ型 Rubisco 活性中心残基的溶剂可及性等

相关参数的分析

　　 Ⅰ型 Rubisco中 ,1RCX与 1RXO仅有金属离子

存在差异 ,正是此差异造成了这两种 Rubisco活性的

差异.我们比较了这两种结构底物的溶剂可及性的

大小 ,前者为 2. 0 ! 2
,后者为 94. 0 ! 2

,存在非常显著

的差别 ,这与以上模拟的结果类似. 因为在 1RCX

中 ,活性位点被 Loop 环遮掩 ,处于“closed”态 ,所以
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Fig. 1　Comparison of the C2domain in 1RBO and 1RXO

The atoms of 1RBO are in White and 1RXO are in Yellow. Superposition

of the stuctures was carried out using the backbone atoms

Fig. 5　The relation of the active site and Loop6 in 1RXO

Fig. 2　Comparison of the C2domain in 1RBO and 8RUC

The atoms of 1RBO are in White and 8RUC are in Yellow. Superposition

of the stuctures was carried out using the backbone atoms

Fig. 6　The relation of the active site and Loop6 in 8RUC

Fig. 7　The relation of the active site and Loop6 in 1RCX Fig. 8　The relation of the active site and Loop6 in 1RBO
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位于活性中心的底物溶剂可及性很小.而在 1RXO

中 ,因为 Loop 环处于开放状态 ,对于外界来说是可

及的 ,所以底物的溶剂可及性远大于前者.在另一有

活性的 Rubisco 9RUB中 ,底物处于开放状态 ,其溶剂

可及性为 85. 5 ! 2
,而在关闭状态的 1RCO和 1RCX

中 ,其底物溶剂可及性分别为 2. 1 ! 2、2. 0 ! 2
.另外 ,

金属离子在活性位点中都是完全被掩埋的 ,溶剂可

及性均由 105. 7 ! 2 变为 0.

我们比较了 1RCX与 1RXO底物与活性中心各

残基之间的距离 (底物的原子与残基的最近距离) 、

接触表面积和溶剂可及表面积 ( Table 2) .从表中可

以看出 :1.从底物距活性中心各残基的距离来看 ,没

有明显差异 ;2.从接触表面积来看 ,1RCX的总接触

面积要略大于 1RXO的总接触面积 ,说明在无活性

的酶中 ,酶与底物的结合要更紧密一些 ;3.从溶剂可

及表面积来看 ,1RCX的溶剂可及表面积要明显小于

1RXO的溶剂可及性 ,这也说明前者被 Loop 环所遮

掩 ,而后者呈开放状态.

　Table 2　Distance , contact surface area and solvent accessible surface area between the substrate and active site in 1RCX and 1RXO

Residues in

active site

1RCX

distance ( ! )

1RCX contact

surface area ( ! 2)

1RCX accessible

surface area ( ! 2)

Residues in

active site

1RXO

distance ( ! )

1RXO contact

surface area ( ! 2)

1RXO accessible

surface area ( ! 2)

Thr173 3. 4 16. 4 0 Thr173 4. 3 4. 6 0

Lys175 3. 2 31. 2 0. 4 Lys175 3. 1 37. 4 61. 9

Lys177 4. 3 4. 2 1. 8 Lys177 5. 4 0. 2 67. 2

Lys201 3. 2 17. 2 0 Lys201 2. 5 30. 1 -

Glu204 2. 8 19. 6 0. 3 Glu204 3. 5 1. 2 29. 1

His294 3. 2 30. 1 0 His294 3. 1 19. 3 4. 0

Arg295 3. 2 35. 9 6. 5 Arg295 2. 8 50. 8 16. 6

His298 4. 0 8. 0 18. 7 His298 3. 0 25. 1 24. 7

His327 2. 6 64. 7 0 His327 3. 8 21. 1 0

Gly329 4. 3 10. 9 3. 8 Gly329 3. 9 12. 6 5. 6

Ser379 3. 3 45. 6 1 Ser379 3. 4 29. 6 2. 9

Ser380 4. 0 12. 8 0. 4 Ser380 3. 5 18. 8 27. 1

Gly381 3. 0 20. 6 0 Gly381 2. 8 31. 9 57. 3

Ile382 5. 2 1. 6 0 Ile382 5. 3 2. 6 2. 3

Gln401 4. 2 5. 2 0. 4 Gln401 4. 0 10. 2 0

Phe402 4. 0 1. 2 0 Phe402 3. 8 0. 9 0

Gly403 2. 9 22. 9 0. 4 Gly403 2. 7 26. 0 0

Gly404 2. 7 26. 9 0 Gly404 2. 7 28. 8 31. 2

Gly405 4. 8 0. 2 0. 5 Gly405 1. 0 1. 0 5. 7

214　Ⅱ型 Rubisco活性位点溶剂可及性分析

　　Ⅱ型 Rubisco 由两个大亚基构成 ,对于 Ⅱ型

Rubisco中有活性的 9RUB 和无活性的 5RUB 而言 ,

我们在 Fig. 9中比较了其活性位点残基的溶剂可及

性.这些残基分别是位于一个亚基上的残基 Ile164、

Lys166、Lys168、Lys191、Asp193、Glu194、His287、

Arg288、His291、His321、Gly323、Thr324、Ile366、Ser368、

Gly369、Thr391、Ala392、Gly393和位于另一个亚基上

的残基 Glu48、Asn111.

　　比较的结果 ,我们发现与前面 I型 Rubisco所不

同的是 ,没有活性的 Rubisco 5RUB活性位点的可及

性反而要大于有活性的 9RUB.即在Ⅱ型 Rubisco中 ,

Loop6并没有像预想的那样掩盖住没有活性的酶的

活性位点.这个结论与 Lundqvist 是一致的 ,他认为

5RUB之所以处于非活性状态 ,是因为在 5RUB 中 ,

Loop6环远离了活性位点与晶体中其他相邻的分子

形成了相互作用 ,而 Loop6环恰恰包含了对催化活

性起关键作用的保守残基 Lys329[8 ] .

3　讨论

　　从以上分析我们可以看到 : (1) Rubisco 是否处

于活性状态与活性中心及 Loop6环的 3个 Lys残基
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Fig. 9 　Comparison of the solvent accessible surface area ( ! 2 )

between 5RUB and 9RUB

▲—5RUB ; ●—9RUB

密切相关 ,由于 Lys334 的主链上升 ,与活性中心的

残基形成氢键相互作用 ,使得活性中心处于闭锁状

态 ,Rubisco无活性. (2)金属离子与活性中心结合之

后会造成活性中心巨大的构象改变. (3)从溶剂可及

性的角度 ,我们证实了Ⅰ型、Ⅱ型 Rubisco 的活性位

点与 Loop 环的关系是完全不同的 ,前者因为 Loop

环的靠近使活性中心闭锁从而失去活性 ,而后者则

是因为对催化活性起关键作用残基的 Loop 环的远

离而失去活性.

我们曾对 ConA 与糖的结合模式进行过分

析[11 ]
.结果表明 ,ConA的“Locked”态和“Unlocked”态

与活性中心的一个残基 Arg228有关 ,在 Unlocked态

的 ConA中 ,Arg228 的侧链堵住了疏水活性位点的

入口而使其失去结合糖的能力.本文对 Rubisco活性

中心的模拟以及对其活性机制的分析得到了类似的

结果 ,活性中心这些关键残基的结构变化对分子设

计可能有重要的参考价值.
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