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摘要  磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶( PEPC) 在C4 和CAM植物的光合作用中起着非常重要的作用。综述了该酶的催化反应机制及其调控
方面的研究进展。
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Molecular Catalytic Mechanismof Major Enzyme- Phosphoenolpyruvate Carboxylase in C4 Photosynthesis
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Abstract  Phosphoenolpyruvate carboxylase ( PEPC) plays i mportant roles inthe photosynthesis of C4-and Crassulacean acid metabolism( CAM) plants .
Recently , remarkable research advances inthe this enzyme have been accomplished . In this reviewthe research progresses in PEPC were described .
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  磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶是一类裂解酶, 简称 PEPC 或

PEPCase。该酶广泛存在于高等植物、藻类、光合细菌、蓝细

菌以及大多数非光合细菌中。早在 1953 年,Bandurski 和

Greiner 就利用菠菜叶中的磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶将 CO2

和磷酸烯醇式丙酮酸合成草酰乙酸。此后, 从小麦种子、自

养的硫杆菌、花生胚芽和大肠杆菌中分离得到磷酸烯醇式丙

酮酸羧化酶。但在酵母、真菌和动物中却缺少这种酶[ 1] 。

通过特有的光合作用途径,C4 植物将CO2 固定为四碳的

中间产物 ,如草酰乙酸( OAA) 。这个反应的关键步骤是磷酸

烯醇式丙酮酸在Mn2 + 或 Mg2 + 存在的情况下, 羧化为草酰乙

酸,然后草酰乙酸再转化为苹果酸, 同时释放出 CO2 和丙酮

酸,丙酮酸再转化为磷酸烯醇式丙酮酸。这个反应是在磷酸

烯醇式丙酮酸羧化酶的作用下完成的, 在 C4 光合作用途径

的所有酶中 ,磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶是最重要的酶之一。

因此,PEPC 历来都是科学家研究的热点[ 2 ,3] 。最近, 利用 X-

衍射和点突变的方法, 对大肠杆菌和玉米 PEPC 的空间结构

进行了详细研究[ 4 ,5] , 该研究结果使酶活性反应调节的分子

机制得以完善。

1  磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶的反应机制

所有已知的 PEPC 均是四聚体,4 个相同亚基的分子量

为95～110 kDa。1984 年, 通过对大肠杆菌 ppc 基因的克隆 ,

PEPC 的1 级结构首次被报道[ 2] 。目前已公布了50～60 条植

物和细菌的PEPC 全序列, 包括同一有机体的不同单体 ,同时

还有500 多条不完全序列。虽然有大量不同来源的PEPC,但

除了 N端有调节磷酸化的基团外, 来源于不同生物的PEPC

其反应机制本质上是相同的[ 5] 。

经动力学分析可把PEPC 催化的反应剖析成几个微型可

逆的步骤,“三步反应机制”目前是最合理的[ 2 ,3] 。PEPC 催化一

个按顺序进行的反应, 它偏爱的反应物顺序依次是二价阳离

子、PEP、HCO3
- [6] 。Mn2 + 或 Mg2 + 是PEP 及其烯醇化物和酶的

活性位点相连接的媒介。与丙酮酸激酶( PK) 和丙酮酸磷酸激

酶( PPDK) 一样,PEPC 有1 个 PEP 结合区[ 7] 。根据大肠杆菌
�
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PEPC 复合物和玉米PEPC 的三维结构,综合各方面的试验结果

提出PEPC 的羧化反应分子机制[ 5]( 图1) 。

  PEPC 羧化反应的第一步, 是PEP 结合到已经带有二价阳

离子的酶上, 同时通过碳酸氢盐的亲核攻击使 HCO3
- 与PEP

的磷酸基团结合形成羧基磷酸和丙酮酸的烯醇化物。为了减

少磷原子的负极性, 在底物接近的过程中,Arg396、Arg699 和

Arg713 形成的带正电的口袋可驱散磷酸基团所带的负电荷,从

而使HCO3
- 更容易结合到PEP 的磷酸基团上[ 8] 。此时 HCO3

-

上的羧基离丙酮酸烯醇化物的碳原子还比较远,因此酶的构象

必须发生变化,才能使两者更近。实现这一目的最有效的办法

就是HCO3
- 的羧基去质子化,H177 正好执行了这一功能[9] 。

第二步,伴随丙酮酸烯醇化物的亲核攻击,HCO3
- 被分解产生

与酶结合的CO2 , 同时PEP 的磷酸基团被分解为无机磷酸。

CO2 与结合在金属阳离子上的烯醇化物的第3 碳原子反应生

成OAA[ 2]。第三步, 烯醇化物的羧化发生在Trp248 ,Leu504 和

Met538 等疏水性残基构成的疏水区口袋中,这个口袋的疏水性

环境可以稳定从羧基磷酸释放的CO2
[ 5] 。在反应机制的第三

步中,CO2 必须转移到烯醇化物的C3 上以便进行亲核攻击,这

需要CO2 的移动
[ 2 ,5] ,His177 和Arg647 周围的空洞使这种移动

成为可能, 这表明 Arg647 直接参与了反应的第二步和第三

步[ 5] 。

2 PEPC 催化反应的调控机制

PEPC 单体存在2 种构象:R 构象和T 构象,大多数PEPC

都是变构酶。一般而言,酶的变构规律就是T 构象和R 构象上

的一些结构的位移。构象变化受很多催化剂和抑制剂的调节,

这些催化剂和抑制剂是物种特异性的[ 1 ,2] 。衣藻( Chlamy-

domonas reinhardtii ) 的PEPC 能够被 Gln 和磷酸二羟丙酮激活,

而被Glu 抑制[ 10] 。高等植物的PEPC 被6- 磷酸葡萄糖激活,被

苹果酸[ 11 - 13] 、天冬氨酸[ 11 ,13] 、丙酮酸[ 11] 和草酰乙酸[ 12] 抑制。

当不存在底物和催化剂时,PEPC 以T 构象二聚体( T2) 或

四聚体( T4′) 的形式存在,T 构象二聚体和四聚体之间存在浓度

依赖的构象变化,该变化是这个酶促反应的限速步骤。T4′与

杂合四聚体( R1T3′) 也存在浓度依赖的构象变化,R1T3’中的 R

亚基可以结合底物和催化剂。当一个底物分子结合到R 亚基

上以后,就发生了如图2 所示的反应。强的配合基能够延缓从

R 构象转变为T 构象,因此增加了T4。随着酶促反应的不断发

生,以及底物的增加,T4 最终转变为高活性的快速反应状态
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( * T4′) , * T4′能够十分缓慢地变为T4 ,最终分解为T2。当底

物消耗完以后, * T4′的活性可能继续存在, 添加新的底物可以

继续反应;或者完全没有了活性,因为无催化剂的底物饱和曲

线是S 型的。

图1 PEPC的羧化反应机制[5]

图2 PEPC 催化反应的变构调控机制[14]

  绝大多数PEPC 服从构象变化规律,但是细菌、藻类和高等

植物的代谢调节是多种多样的。此外, 维管植物PEPC 的构象

还受N端保守的丝氨酸的磷酸化作用影响[5] 。

3 天冬氨酸的变构抑制机制

L- 天冬氨酸几乎是所有PEPC 催化活性的变构抑制剂[ 1] ,在

PEPC中4 个完全保守的氨基酸 Arg647、Lys835、Arg894 和Asn968

直接参与天冬氨酸的结合[ 3,4] 。PEPC 的活性部位可能是

GRGGXXGR894GG 支撑的Arg- 894 长弹性臂拉开的区域[4] ,Arg-894

被Ser 替换导致PEPC 催化形成OAA 的活性全部丧失[ 15] 。精氨

酸Arg-894 可以为抑制效应物分子所捕获,L- 天冬氨酸与催化作

用必须的Arg-894 形成盐桥,从而抑制PEPC 催化活性。

4  展望

自20 世纪60 年代以来 , 人们一直试图利用 C4 光合特

性来改进 C3 植物的光合效率。传统的杂交育种手段至今

尚未取得令人满意的结果, 其杂种F1 和F2 代的光合效率均

比任何一个亲本都低。生物技术的发展为利用基因工程手

段培育高光效作物提供了一条行之有效的途径[ 16] 。近来,

利用植物基因工程技术已将多个编码 C4 酶的基因引入不

同的 C3 植物中, 产生出多种“C4 转基因的 C3 植物”。将 C4

植物的光合基因导入C3 植物以增大 C3 植物光合能力的研

究已初步证明具有可能性[ 17] 。但多数还未成功地把在 C3

植物内的C4 光合酶的活性提高到与 C4 植物同样的水平,

只是把在C4 光合酶( 大多是玉米) 的 c DNA 连接在 C3 植物

叶肉细胞能高表达的启动子( CaMv35S 启动子、Cab 启动子

等) 的融合基因导入C3 植物。

近20 年来, 引起人们关注较多的 C4 途径关键酶首先

是磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶。PEPC 存在于所有能进行光

合作用的有机体中, 包括高等植物、绿藻、蓝细菌和光合细

菌。PEPC 的最新进展已经到了一个结构生物学的时代。

从它的三维结构可知 , 大多数重要残基定位的数据在分子

上已被证明, 同时也提出了它们的功能。其次, 其他残基的

酶学功能和变构调控也已阐明。这些突破性进展必将带来

植物高光效基因工程育种的巨大变化 , 为人类亟待解决的

粮食危机提供契机。
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  表1 伴生栽培小麦与栽培小麦旗叶色素含量 mg/ g

叶绿素a 叶绿素b 叶绿素总含量 类胡萝卜素

伴生栽培小麦 2 .103 0 .409 2 .152 0 .831

栽培小麦   1 .465 0 .318 1 .789 0 .615

2 .5  旗叶丙二醛含量、超氧化物岐化酶活性  伴生栽培小

麦的丙二醛含量高于栽培小麦, 而超氧化物岐化酶( SOD) 活

性却低于栽培小麦( 表2) , 表明伴生栽培小麦比栽培小麦抗

性低[ 4] , 两者呈一定的负相关。

  表2 伴生栽培小麦与栽培小麦旗叶丙二醛含量、SOD 酶活性

丙二醛∥μmol/ g SOD活性∥U/ g

伴生栽培小麦 0 .015 9 227 .33

栽培小麦 0 .011 3 247 .02

3  讨论

( 1) 通过对伴生栽培小麦与栽培小麦的净光合速率、蒸

腾速率、气孔导度及影响因子的分析, 结果表明 : 有效光合

辐射和叶室内空气温度增加时 , 伴生栽培小麦的净光合速

率变化幅度较大且小于栽培小麦 , 这可能与栽培小麦的稳

产、高产有一定关系。CO2 浓度增加时, 伴生栽培小麦净光

合速率没有明显上升, 而栽培小麦却稳步上升 , 说明 CO2 浓

度对栽培小麦有较大影响, 所以在种植小麦时需注意光照、

通风 , 有利于增加栽培小麦的净光合速率 ,提高产量。

  ( 2) 生物在有氧代谢过程中 , 植物细胞能通过多种途径

如分子氧单电子还原过程、某些酶催化过程、某些生物物质

自动氧化过程 ,产生活性氧自由基如 O2
- 、- OH 等 , 这些活

性氧与DNA 和蛋白质、膜脂类反应 , 造成膜结构和细胞器

的伤害, 加速机体衰老。试验表明, 活性氧及其诱发的膜氧

化产物MDA 对膜和许多生物功能分子均有破坏作用[ 5 - 8] ,

O2
- 是机体中活性氧代谢时产生的第1 个毒性氧自由基,

SOD 通过岐化反应降解 O2
- , 对机体有保护作用 , 且与丙二

醛成一定负相关性[ 9] 。伴生栽培小麦比栽培小麦的丙二醛

高,SOD 酶活性低 , 可能由于两者生长期不同, 伴生栽培小

麦成熟较早, 脂膜过氧化所致。
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