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摘要    用 LaCl3, CeCl3处理菠菜后证实 La3+, Ce3+处理可诱导菠菜体内形成 Rubisco和 Rubisco
活化酶的复合体. 从 LaCl3, CeCl3处理的菠菜体内纯化得到的蛋白其 SDS-PAGE电泳分析证明除
具有 Rubisco的大小亚基(55, 14.4 kd)之外, 在邻近大亚基处还具有 Rubisco活化酶的 45和 41 kd
的两个大亚基; 非变性 PAGE电泳分析证明除具有 Rubisco的一条带(560 kd)以外, 在距 Rubisco
大约 2倍距离处还有一条分子量在 1100 kd左右的带, 推测为Rubisco和Rubisco活化酶的复合体. 
La3+, Ce3+处理的酶活性分别是对照纯Rubisco的 1.8和 2.8倍, 吸收光谱和荧光发射光谱强度也明
显高于对照的纯 Rubisco, 总巯基数均比对照纯 Rubisco 每摩尔多 36∼39 个, 表面巯基数分别多
14∼25个, CD光谱计算表明 La3+, Ce3+处理的酶二级结构与对照的有较大差异. 体内酶活性测定
表明 La3+, Ce3+处理的为对照的 1.5和 1.9倍.  
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诸多研究已证明, 稀土元素对光合作用有明显
的促进作用, 人们过去对其机理的研究主要集中在

稀土对光合作用的光能吸收、光电转换、电子传递及

光合磷酸化速率等光化学反应影响方面[1~7]. 稀土促
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进光化学反应意味着促进了ATP和NADPH的形成 , 
而这是CO2同化的动力. 我们认为稀土促进光合作用
的机制应表现在光化学反应和化学酶促反应(暗反应)
两方面, 但人们对稀土促进光合碳同化的机理研究
尚不够深入. 国内外只见陈为钧等报道La能提高烟
草体内Rubisco(ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/ 
oxygenase)的活性[8,9]. 他们用低浓度的稀土离子进行
体外实验, 证明也能提高Rubisco的活性, 但不如在
体内提高幅度明显. Rubisco全称核酮糖-1, 5-二磷酸
羧化酶/加氧酶(E.C.4.1.1.39),存在于叶绿体基质中,是
所有光合生物进行光合碳同化的关键性酶,具有双重
功能 , 即在CO2 分压高时 ,使核酮糖-1, 5-二磷酸羧
(RuBP)羧化, 产生 2 分子 3-磷酸甘油酶(PGA), 推动
C3碳循环; 在O2分压高时, 产生 1 分子的PGA 和 1
分子的磷酸乙醇酸而引起C2 氧化循环及光呼吸. 但
Rubisco只有处于活化状态时才具备上述催化功能[10]. 
近年来国内外对该酶的活化机制, 结构功能以及分
子生物学等方面的研究极为关注[11,12]. Rubisco体内
活性调节是由Rubisco活化酶控制的, Rubisco活化酶
是一种核编吗的叶绿体蛋白, 它利用光合磷酸化生
成的ATP使 Rubisco能迅速与生理浓度的 CO2(10 
µmol/L), Mg2+结合形成ECM(酶-CO2-Mg)而达到最大
的活化程度, 能解除磷酸糖对Rubisco活性的抑制作
用, 被认为是Rubisco的分子伴侣[12~15]. Robison和Lan
等 [16,17]提出Rubisco 活化酶对Rubisco的活化机制可
能是: Rubisco与Rubisco活化酶形成一种中间复合体, 
这种中间产物的出现改变了酶的构象, 促进RuBP从
Rubisco上的解离, 使CO2很容易进入活化位点, 加速
Rubisco的氨基甲酰化作用 , 使Rubisco的活化形式
——氨基甲酰化迅速产生, 但他们未能通过实验发现
植物体内天然Rubisco和Rubisco活化酶的复合体. 李
立人, 王忠等人[18~20]也推测在Rubisco的活化过程中
存在着Rubisco-Rubisco活化酶的复合体, 但也未能通
过实验纯化出该复合体. Parry, Potris等分别在 2003
年的综述中提到人们至今还未从植物体内结晶出

Rubisco-Rubisco活化酶的复合体, 只是对该复合体的
可能模型提出了假设[11,12]. 

稀土元素由于其独特的化学性质, 提高 Rubisco

活性的机制可能与稀土加强 Rubisco和 Rubisco活化
酶的相互作用关系(形成复合体)或激活 Rubisco 活化
酶活性有关 . 本文研究了 La3+, Ce3+处理菠菜对

Rubisco 活性及光谱学性质的影响, 实验证实 La3+, 
Ce3+能诱导菠菜体内形成 Rubisco 和 Rubisco 活化酶
的复合体, 该复合体酶的形成明显提高了CO2的同化

效率, 从而为稀土提高光合效率的分子作用机制提
供了重要的理论依据.  

1  实验部分 

1.1  试剂 

Sephadex G-50和 G-200、巯基乙醇、磷酸肌酸、
磷酸肌酸激酶、磷酸甘油酸激酶、磷酸甘油醛脱氢酶、

EDTA、Tris 等购自 Sigma 公司, 其他试剂均为国产
分析纯.  

1.2  材料处理和培养 

供试材料为大叶菠菜(Spinacia oleracea) 品种. 
种子购自种子公司. 菠菜种子用 500 µg·mL–1

 LaCl3, 
20 µg·mL–1 CeCl3溶液在 10℃下浸泡 48 h(每 24 h更
换 1次溶液), 用去离子水浸种作对照. 处理后的种子
播种于花盆(盆直径 20 cm,高 30 cm). 当菠菜生长到 8
片叶时再用 500 µg·mL LaCl3, 20 µg·mL–1 CeCl3溶

液进行喷施处理(LaCl3, CeCl3处理浓度按我们以往的

实验结果确定的, 这可能与 Ce的 4f电子和变价特征
有关).  

1.3  菠菜生长状况的测定 

LaCl3, CeCl3喷施处理 7 d后测定单株鲜重和干
重, 用Anon法 [21]测定叶绿素含量, 用CI-301PS便携
式光合测定仪(美国CID公司生产)测定各处理的光合
速率, 按王维光等方法[22]测定Rubisco活性. 每项指
标测定均重复 3次以上.  

1.4  Rubisco的提取纯化、电泳分析 

按王维光等[22]方法提取纯化Rubisco, Lowry法测
蛋白质含量[23], SDS-聚丙烯酰胺凝胶(PAGE)电泳(5%
浓缩胶, 10%分离胶)、非变性PAGE电泳(3.5%浓缩胶, 
5%分离胶)方法按有关文献进行.  
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1.5  Rubisco 的UV-Vis吸收光谱和荧光发射光谱
的测定 

用日立 UV-3010 型分光光度计记录室温紫外可
见吸收光谱(UV-Vis). 用日立 F-4500荧光分光光度计
测定低温(77 K)荧光发射光谱(激发波长 285 nm, 发
射波长 368 nm). 蛋白浓度为 0.06 mg/mL. 

1.6  Rubisco的巯基测定 

基本按Habeeb[24]方法, 用日立UV-3010型分光光
度计测定 2-硝基-5-巯基苯甲酸在波长 412 nm吸收的
增加(ε412 = 13600 mol–1·cm–1)计算巯基含量. 反应总
体积为 1.3 mL, 内含 100 mmol/L Tris-HCl(pH 8.2), 
0.5~1.0 mg酶蛋白 , 5,5′-二硫代双 -(2-硝基苯甲
酸)(DTNB)分子数为酶分子数的 200 倍. 酶分子表面
巯基数的测定是以加入DTNB开始反应, 然后测不同
时间的∆A412. 酶分子的总巯基数测定是将酶蛋白先
用 8 mol/L 尿素于 25℃处理 20 min, 然后加入DTNB 
反应, 10 min 后测定∆A412. 在 8 mol/L 尿素中, 摩尔
消光系数为 14290 mol–1·cm–1.  

1.7  Rubisco的圆二色(CD)光谱测定 

CD谱用JASCO-J-810 圆二色仪测定, 石英样品
池的光程为 1 cm, Rubisco浓度为 0.1 mg/mL. 测定波
长范围为 195~250 nm, CD谱数据为 3次扫描平均值. 
取平均氨基酸残基分子量为 115, CD强度以平均残基
摩尔椭圆值[θ ]表示(deg·cm2/dmol). 采用LINCOMB
处理CD谱数据, 以计算二级结构含量. 该程序按照
Perczel等人的方法, 并进行了改进[25].  

2  结果与讨论 

2.1  La3+, Ce3+对菠菜生长的影响 

据表 1, 用La3+, Ce3+处理菠菜后其单株鲜重和干

重分别增加了 56.48%, 81.48%和 72.34%, 100.0%, 叶
绿素含量增加了 29.6%, 42.22%, 净光合速率提高了
24.32%, 51.84%. 由此可见La3+, Ce3+对菠菜的生长、

叶绿素的合成及光合作用均有明显的促进作用, 尤
其对干重的增加特别显著, 表明La3+, Ce3+处理促进

了菠菜有机物的积累, 这与以往的研究结果是一致
的[2~4]. 从表 1 看出, La3+, Ce3+处理的菠菜Rubisco羧

化酶活性分别是对照的 1.5 和 1.9 倍,这可能是La3+, 
Ce3+促进菠菜光合作用效率提高, 导致有机物积累的
主要原因. 另外, 从表 1还可看出, Ce3+处理比La3+处

理的各项指标均显著得多. 陈为钧等[8,9]研究认为低

浓度的稀土能提高烟草Rubisco羧化酶活性, 其活化
效应为La3+>Ce3+>Gd3+.  而本文实验表明Ce3+处理

比La3+处理的菠菜Rubisco羧化酶活性增加更显著 , 
提高 59.62%, 这种差异与Ce的 4f电子层结构和变价
特征有一定关系, 近两年我们无论是在室内人工气
候箱培养还是在盆栽实验中均取得一致结果. 稀土
处理提高菠菜Rubisco羧化酶活性的作用机理可能是
与稀土加强Rubisco与Rubisco活化酶的相互作用关系
有关, 但需通过进一步实验证实.  

 
表 1  La3+, Ce3+对菠菜生长的影响 

指标 对照 La3+处理 Ce3+处理

单株鲜重/g 1.08±0.21a) 1.69±0.23b) 1.96±0.21b)

单株干重/g 0.47±0.06a) 0.81±0.07b) 0.94±0.07b)

叶绿素含量/mg·g−1FW 1.35±0.11a) 1.75±0.18b) 1.92±0.16b)

净光合速率 
/mg CO2·dm−2·h−1 

20.35±1.18a) 25.30±1.22b) 30.90±1.25b)

Rubisco羧化酶活性/µmol 
CO2·mg−1·protein·min−1 0.48±0.01a) 0.72±0.02b) 0.93±0.02b)

a), b) 表示同一行不同字母在 p = 0.05水平上差异显著 

2.2  La3+, Ce3+处理的菠菜 Rubisco纯化、电泳分析 

去了叶脉的菠菜叶片匀浆离心后, 经 Sephadex 
G50脱盐, G200层析得到洗脱图(略). 洗脱图只有一
个蛋白洗脱峰, 无任何其他杂峰, 且紫外光谱分析表
明 A280/A260比值均大于 1.8, 符合蛋白纯化要求. 对得
到的蛋白进行 SDS-PAGE 电泳, 非变形 PAGE 电泳,
结果如图 1, 2.  

图 1 变性SDS-PAGE电泳显示对照Rubisco有两
条带, 分别代表大小亚基, 用Genesnap tools软件分析, 
分子量分别在 55 和 14.4 kd左右, 同文献报道的
Rubisco大小亚基的分子量一致[22,26,27], 对La3+和Ce3+

处理的蛋白洗脱峰收集电泳, 除显示出Rubisco的大
小亚基两条带外, 在紧靠Rubisco的大亚基处还显示
出 45和 41 kd两个大亚基. 人们已分别从菠菜、水稻、
小麦等植物中纯化得到 45 和 41 kd的多肽, 证实是
Rubisco活化酶 [ 1 3 ~ 1 7 , 2 8 , 2 9 ] .  而唐如航等人以烟草 
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图 1  变性 SDS-PAGE电泳图 

 
图 2  非变性 PAGE电泳图 

 

叶片为材料纯化出的Rubisco活化酶是由一种 42 kd的
亚基组成 [29]. 推测La3+和Ce3+处理的Rubisco大亚基
附近的这两个大亚基为Rubisco活化酶, 而非其降解
产物. Rubisco活化酶在叶绿体内具有激活Rubisco的
功能, 在生理水平RuBP, CO2 浓度(10 µmol/L)下使
Rubisco达到最大的活化程度[14]. 图 2非变性PAGE电
泳结果显示, 对照的Rubisco为一条带(已知为 560 kd), 
也同文献上Rubisco的非变性PAGE电泳结果一致

[22,26,27], 而La3+和Ce3+处理的除显示出与对照相同的

一条Rubisco带以外, 在距该带约 2 倍距离处都还有
另外一条带, 且分子量相同, 在 1100 kd左右, 推测这
条带为Rubisco和Rubisco活化酶的复合体. 根据以上
事实, 由此我们初步认为经La3+和Ce3+处理的菠菜 , 
纯化得到的Rubisco是既有Rubisco又有Rubisco和
Rubisco活化酶复合体的双重复合体, 稀土诱导或促
进了酶复合体的形成 , 相对于Rubisco的量而言 , 
Rubisco和Rubisco活化酶复合体的量较少, 而对照菠
菜中没有这种复合体或含量更少. 重复 4 次盆栽实
验、纯化和电泳均得到完全一致的结果. 目前一般认
为Rubisco活化酶的分子量在 250 kd左右(6聚体), 而
Robison等用凝胶过滤分析认为最大的分子量在 500 
kd左右[16], Rubisco活化酶具有自发聚合的特性, 确定
全酶的分子量比较困难. Jimenez等认为Rubisco活化
酶是Rubisco的分子伴侣[15], 因此人们设想Rubisco活
化酶在活化 Rubisco的过程中存在着 Rubisco和
Rubisco活化酶的复合体, 但至今人们还未分离出这
种复合体 [11,12,16~20]. 由于稀土可能促使Rubisco活化
酶改变Rubisco的结合动力学而形成两者的复合体 , 
因而在纯化Rubisco时同时得到Rubisco和Rubisco活
化酶的复合体; 另外稀土可能也具有促进Rubisco活
化酶的聚合反应. 对照的Rubisco和Rubisco活化酶可
能结合较弱或天然复合体量极微, 因而人们难以分
离得到. 上述结果还需通过酶活性测定进一步证实.  

2.3  La3+, Ce3+处理的菠菜纯酶活性分析 

为了论证纯化的洗脱蛋白是否具有酶活性, 实
验测定了对照纯化的 Rubisco 活性及 La3+, Ce3+处理

的菠菜纯化的酶活性, 结果列于表 2. 从表 2看出, 从
La3+, Ce3+处理的菠菜中纯化得到的酶复合体活性明

显高于对照单一的 Rub i sco 活性 ,  分别是对照 
Rubisco的 1.8 和 2.8 倍, 这表明Rubisco活化酶与
Rubisco形成复合体后更有利于Rubisco的活化. 同时
表明Ce3+处理的酶复合体活性又明显比La3+处理的高

(高出 56.96%), 这与体内酶活性的测试结果是一致的, 
而陈为钧等体外实验结果显示La3+对烟草纯Rubisco
的活化效应大于Ce3+ [ 8] . 我们以前的诸多研究表明
Ce3+处理的菠菜在光能吸收、光电转换、电子传递及
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光合磷酸化速率等方面均明显高于 L a 3 +处理 
的[1~6]. 

上述实验结果说明稀土可诱导菠菜体内形成

Rubisco 和 Rubisco 活化酶的复合体, 由此阐明了稀
土提高 Rubisco 羧化酶活性的原因, 又进一步阐明了
稀土促进光合作用的分子机制. 至于 La3+, Ce3+处理

的体外纯化的酶活性与对照体外纯化的 Rubisco羧化
酶活性差异比体内(表 1)更大, 可能是在对照的菠菜
体内 Rubisco有 Rubisco活化酶的活化作用或也有极
少量的天然复合体存在, 而对照体外纯化的 Rubisco
缺乏 Rubisco 活化酶的活化作用或无复合体, 酶活性
相对较低. 
 
表 2  La3+, Ce3+ 处理对菠菜纯 Rubisco羧化酶活性的影响 
 对照 La3+ Ce3+ 
酶活性/µmol  
CO2·mg−1·protein·min−1 

0.44±0.01a) 0.79±0.03b) 1.24±0.04c)

a), b), c) 表示同一行不同字母在 p = 0.05水平上差异显著 

 

2.4  La3+, Ce3+处理菠菜后纯化的 Rubisco 吸收 
光谱 

图 3所示为对照和 La3+, Ce3+处理菠菜后纯化的

酶 UV-Vis吸收光谱, 它们在274 nm处都有一个酪氨
酸或色氨酸的特征吸收峰; 在远紫外处(210~220 nm) 
有酰胺键的特征吸收峰, 但 La3+, Ce3+处理菠菜后纯

化的酶与对照相比分别红移了 4, 5 nm. 从酶蛋白吸
收峰的强弱可以看出, Ce3+处理>La3+处理>对照. 可
见它们在酪氨酸或色氨酸和酰胺键的含量上有些差

异, 这可能是由于 La3+, Ce3+处理诱导了酶复合体 

 

图 3  La3+, Ce3+处理菠菜后纯化的 Rubisco UV-Vis光谱 

形成的缘故. 

2.5  La3+, Ce3+处理菠菜后纯化的 Rubisco 荧光 
光谱 

图 4 显示 La3+, Ce3+处理菠菜后纯化的 Rubisco
与对照相比荧光发射光谱特征峰未产生位移即均在

345 nm处, 归属于色氨酸残基, 说明荧光生色团的极
性环境相似. 但三者的峰强差异显著, La3+, Ce3+处理

的分别是对照的 1.5 和 2.0 倍, 这可能是三者在色氨
酸残基量及微环境上的差异造成. La3+, Ce3+处理后形

成的蛋白是由 Rubisco 和 Rubisco 与 Rubisco 活化酶
复合体的双重复合体组成, 色氨酸残基的量多, 因而
发射荧光的能力加强. 或者是 La3+, Ce3+处理后形成

的蛋白在微环境上与对照的相比发生了变化. 至于
Ce3+处理的荧光发射光谱峰强明显大于 La3+处理的

(34.11%), 除了微环境有差异以外, 也可推测是 Ce3+

处理的诱导酶复合体形成的量比 La3+处理的多, 这与
体内外 Rubisco羧化酶活性的差异是一致的. 

 
图 4  La3+, Ce3+处理后菠菜纯化的 Rubisco荧光发射光谱 

2.6  La3+, Ce3+处理菠菜后纯化的 Rubisco 巯基 
含量 

为了证实酶复合体与Rubisco组分上的差异, 实
验进行了巯基含量的测定, 结果列于表 3. 由表 3 看
出 , 用 8 mol/L尿素处理并利用DINB修饰菠菜
Rubisco, 其对照 Rubisco的总巯基数与缪有刚 , 
Takabe和Chollet等在水稻, 烟草, 菠菜等植物上的测
定结果一致[27,30,31], 为每摩尔 96个. 而La3+, Ce3+处理

的酶总巯基数均比对照单一的Rubisco每摩尔分别多
36个和 39个. 在非变性条件下, 利用DINB修饰菠菜
活化状态的Rubisco, 测出La3+, Ce3+处理的酶表面巯

基数每摩尔分别比对照单一Rubisco多 14个和 25个, 
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由此也表明表面巯基数与酶活性大小趋势一致. 缪
有刚等 [27]研究指出水稻活化的Rubisco表面巯基数
(32个)比钝化(24个)的多. 可见, La3+, Ce3+处理的酶

复合体在总巯基数上与对照单一的Rubisco是明显不
同的, 也表明在二硫键、含硫氨基酸上是有差异的, 
这也可以推测La3+, Ce3+处理诱导了酶复合体的形成, 
其二级结构也可能不同.  
 
表 3  La3+, Ce3+处理对菠菜纯 Rubisco巯基含量的影响 

 对照 
Rubisco 

La3+ 

处理的酶 
Ce3+ 

处理的酶

总巯基含量(-SH个·mol−1) 96±2 132±4 135±5 
表面巯基含量(-SH个·mol−1) 24±1 38±1 49±2 

 

2.7  La3+, Ce3+处理菠菜后纯化的 Rubisco 圆二色
光谱 

为了比较酶的二级结构差异, 实验测定了三个
样品的圆二色光谱. 由图 5可见, 对照菠菜纯Rubisco
在 2 0 0 ~ 2 5 0  n m远紫外区域内的圆二色光谱与
Tomimatsu和缪有刚等在菠菜, 水稻上报告的基本相
同, 分别在 208和 218 nm处有一负峰[27,32]. La3+, Ce3+

处理的酶峰型与对照有较大差异. 根据光谱图算出
的二级结构指标列于表 4 中. Tomimatsu和缪有刚等
计算表明菠菜Rubisco α-螺旋含量为 32%, 水稻为
47%, 烟草为 30%. 由于我们考虑了β-折叠, β-转角, 
无规则卷曲, 二硫键和芳香残基含量对[θ ]值的贡献, 
而Tomimatsu等计算未考虑这些影响, 所以对照菠菜
纯Rubisco的计算结果有所不同, 但趋势相同, 以α-
螺旋为主. 而La3+, Ce3+处理的酶二级结构指标与对 

 
图 5  La3+, Ce3+处理后菠菜纯化的 Rubisco圆二色光谱 

 

表 4  La3+, Ce3+处理对菠菜纯 Rubisco二级结构的影响 
样品 α-螺旋 β-折叠 β-转角 无规则卷曲 二硫键和芳香残基
对照 42% 12% 6% 29% 11% 
La3+ 21% 47% 11% 4% 17% 
Ce3+ 54% 5% 17% 2% 22% 

 
照单一 Rubisco 有很大差异, 由此也证实形成了酶复
合体, 且 La3+, Ce3+处理之间复合体构象也有较大差

异, 二硫键和芳香残基含量的增加与紫外可见吸收
光谱、荧光光谱强度及巯基数的增加相对应, 证实了
前述的有关推测. 

3  结论 
本文研究表明稀土促进植物光合碳同化的机制

在于诱导了 Rubisco 与 Rubisco 活化酶形成复合体, 
该复合体的总巯基数和表面巯基数、吸收光谱、荧光

光谱、圆二色光谱(二级结构)与单一 Rubisco 均有明
显差异, 其羧化酶活性也显著高于单一的 Rubisco, 
更有利于 CO2的同化, 因而光合效率提高, 菠菜生长
加快. Ce3+处理的羧化酶活性及吸收光谱和荧光光谱

强度均明显比 La3+处理的强, 其一是二级构象有差 
异; 其二是诱导 Rubisco 与 Rubisco 活化酶复合体形
成的量多, 因为同样重量的 Ce3+处理从菠菜叶片纯

化得到的蛋白比 La3+处理的多(多 20%左右). 至于稀
土为何能诱导复合体的形成可能是与核基因、叶绿体

基因表达有关或稀土促使 Rubisco与 Rubisco活化酶
结合在一起, 但需进一步研究.  
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