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摘要 提高光合作用效率是未来进一步提高作物产量和生物量的有效途径之一. 1,5-二磷酸核酮糖羧化酶/加氧

酶(ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase, RuBisCO)是光合碳同化过程中的关键酶, 催化RuBP与CO2的

羧化反应, 将无机碳固定为有机碳, 是提高植物光合作用效率的重要靶标. 然而, RuBisCO催化速率低且底物特异

性差, 不能有效区分二氧化碳和氧气, 因此被称为“低效率酶”. 鉴于RuBisCO在光合作用过程和全球碳循环中的

重要作用, 以及在提升作物光合作用效率和产量方面具有广泛应用潜力, RuBisCO的遗传改造已成为光合作用领

域研究的前沿热点并取得了重要进展. 本文系统综述了RuBisCO的分类进化、折叠组装机制、自然变异以及响

应环境变化的生理生化机制, 重点介绍了RuBisCO遗传改造方面的研究进展, 并对RuBisCO未来研究趋势进行了

展望和讨论, 以期为今后的研究提供重要借鉴和参考.
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研究预测, 到2050年, 全球人口预计将达98亿, 全
球粮食产量需在2010年的基础上增加50%以上才能满

足人口增长的需要
[1]. 2020年新冠疫情的暴发加剧了世

界饥饿和贫困现状. 联合国最新报告表明, 2021年全球

饥饿人口达8.28亿, 占世界总人口的9.8%[2]. 因此, 未来

需要持续提高作物产量来解决人类粮食刚性需求.
光合作用是几乎所有生命物质和能量的来源, 也

是作物生物量和产量形成的基础. 研究表明, 提高作

物光能利用效率和光合作用效率是未来大幅提高作物

产量的关键而有效途径之一
[3~7]. 1,5-二磷酸核酮糖羧

化酶/加氧酶(ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/
oxygenase, RuBisCO)是光合作用中卡尔文-本森循环

(Calvin-Benson-Bassham cycle, CBB cycle)催化第一

步反应的酶, 直接将无机CO2转化为有机碳水化合物,
是决定光合碳同化效率的关键酶和限速酶

[8,9]. 研究表

明, 地球上每年有超过1000亿吨CO2被转化为生物材

料或有机化合物, 其中超过99%的有机物由RuBisCO
固定产生

[10~12]. 因此, RuBisCO在整个光合作用过

程、生物质合成和全球碳循环中扮演着重要角色. 然

而, RuBisCO催化速率低(3~20个CO2/s)且底物特异性

差, 不能有效区分CO2和O2
[13]. 为了弥补其低催化速率

的缺陷, 高等植物消耗大量的氮素来合成RuBisCO,
RuB i sCO含量约占叶片可溶性蛋白总量的10%
~50%[14], 是地球上含量最丰富的蛋白

[12~15].
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1 RuBisCO的发现历程

RuBisCO的发现可以追溯到76年前(图1). 1947年,
Wildman和Bonner[16]利用硫酸铵分级方法首次从菠菜

(Spinacia oleracea)叶片中分离出RuBisCO, 称其为“组
分Ⅰ蛋白(fraction I protein)”. 1954年, Quayle等人

[17]
发

现, 小球藻(Chlorella vulgaris)光合作用的碳同化过程

是1,5-二磷酸核酮糖(ribulose-1,5-bisphosphate, RuBP)
与CO2发生羧化反应, 生成2分子的磷酸甘油酸(3-
phosphoglycerate, PGA). 1955年, Wilson和Calvin[18]在
菠菜中制备了羧化酶系统, 确认是由一种“羧化酶”催
化RuBP的羧化反应, 这种羧化酶即RuBisCO. 1971年,
Bowes等人

[19]
进一步发现RuBisCO是一个双功能酶,

还能催化O2与RuBP竞争性结合发生的加氧反应 .
1982年, Somerville等人

[20]
通过分离拟南芥(Arabidop-

sis thaliana) rca突变体的叶绿体蛋白, 首次发现了

RuBisCO活化酶(RuBisCO activase, Rca), 为揭示Ru-
BisCO的体内活化机制奠定了基础. 1986~1988年, 研

究者陆续解析了RuB i sCO的折叠机制和三维结

构
[21~23]. 2014年, 研究人员通过质体转化技术, 将模式

蓝细菌细长聚球藻(Synechococcus elongatus)PCC7942
菌株的RuBisCO及分子伴侣替换了烟草(Nicotiana ta-
bacum)自身的NtrbcL基因, 所得转化体可成功组装具

有活性的RuBisCO全酶, 并且在高浓度CO2条件下的

羧化活性和CO2固定效率均高于野生型
[24]. 2017年,

通过在大肠杆菌(Escherichia coli)中共表达拟南芥Ru-
BisCO大小亚基及多个叶绿体伴侣蛋白, 实现拟南芥

RuBisCO在大肠杆菌中的表达, 并解析了植物RuBis-
CO的组装过程

[25]. 随着研究的不断深入, 目前对Ru-
BisCO的结构、功能及其调控机制等方面有着越来越

全面的了解.

2 RuBisCO的分类和结构

RuBisCO全酶通常由大亚基(large subunit, LSU)
(~52 kD)和小亚基(small subunit, SSU)(~16 kD)组
成. 在植物中, 大小亚基分别由叶绿体基因rbcL和
核基因rbcS编码. 在自然界, 根据立体结构的相似性

以及氨基酸序列的同源性, RuBisCO分为Ⅰ型、Ⅰ′
型、Ⅱ型、Ⅲ型、Ⅱ /Ⅲ型和Ⅳ型等6种类型 (表
1)[26~29]. 其中Ⅰ型最为丰富, 由八个大亚基和八个小亚

基组成L8S8全酶, 分子量约为550 kD, 一般存在于真核

生物和细菌中
[26]. Ⅰ′型RuBisCO在绿弯菌门(Chloro-

flexi)中发现, 其LSU与Ⅰ型同源, 但缺少SSU[27~29].
Ⅱ型RuBisCO由1~2个大亚基组成, 结构上与Ⅰ型有

25%~30%的相似性
[33,34], 一般存在于变形菌(Proteo-

bacteria)和甲藻(Dinophyceae)中[35]. Ⅲ型RuBisCO只
存在于古细菌中, 由3~5个大亚基构成

[36~38]. Ⅱ/Ⅲ型

在伯氏甲烷球菌(Methanococcoides burtonii)中被发现,
最初称其为MBR(M. burtonii RuBisCO).氨基酸序列分

析表明, MBR的开放阅读框起源于Ⅱ型RuBisCO, 但

在构型上, MBR的催化活性位点却又与Ⅲ型相近, 因

此MBR属于特有的Ⅱ/Ⅲ亚型
[39]. Ⅳ型, 也称RuBisCO

类蛋白(RuBisCO-like protein, RLP), 从绿色硫磺细菌

(Chlorobium tepidum)中克隆而来, 其序列与RuBisCO
相似, 但缺少催化位点, 不具备RuBisCO的催化功

能
[40].
通过序列比对以及晶体结构解析表明, RuBisCO

大亚基在各种亚型中的氨基酸序列以及结构相似性较

高
[41]. 大亚基N端通常为一个约150个残基的α/β结构

域, C端包含一个约310个残基的β8α8 磷酸丙糖异构酶

(triose-phosphate isomerase, TIM)-桶形结构域和一个

约15个残基的柔性尾巴
[31], 每个大亚基都具有一个催

化活性位点和一个调节位点. 大亚基C端332~338残基

图 1 RuBisCO的研究历程
Figure 1 The timeline of RuBisCO research
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构成的环状结构(loop 6)可在RuBisCO活性状态转变

过程中灵活运动, 对于活性位点的开闭是必需的, 同

时C末端在此过程中保持结构的稳定. 另外, Lys201
(植物RuBisCO氨基酸序列编号, 第201位赖氨酸)发生

氨基甲酰化修饰后与Mg2+结合, 这个过程对于正确结

合底物RuBP是必需的
[31,41].

研究发现, RuBisCO小亚基虽不直接参与形成活

性位点, 但能够稳定全酶结构, 是RuBisCO实现催化

活性所必需的
[42,43]. 与大亚基的相对保守不同, RuBis-

CO小亚基的序列更具有多样性, 其共同的核心结构由

四条反向平行的β折叠组成, 在其一侧被两个α螺旋覆

盖
[44]. 不同物种间小亚基的变异主要发生在βA-βB环

(βA-βB loop, 即连接β折叠A和β折叠B之间的氨基酸

环)之间以及C末端结构中. 小亚基的进化被认为是对

大气中不断增加的氧气水平的适应 , 因此小亚基

对Ⅰ型RuBisCO的CO2/O2特异性结合(RuBisCO CO2/
O2 specificity, Sc/o)起重要作用, 通常缺少小亚基的Ru-
BisCO Sc/o值很低

[45,46]. 最新的研究利用“祖先序列重

建”(ancestral sequence reconstruction)技术重演了Ⅰ型

RuBisCO的进化过程, 结果表明早在大气O2浓度升高

之前, Ⅰ型RuBisCO就已获得了小亚基, 并迅速成为

决定RuBisCO催化活性和特异性的必要组分
[27].

3 RuBisCO的表达、折叠与组装

RuBisCO的生物合成包括基因表达、蛋白折叠、

成熟蛋白的组装等多个过程, 而编码基因rbcL和rbcS
的表达同样受到转录、转录后及翻译等多个水平的调

控. 在转录水平上, rbcS启动子中包含光响应元件(GT
元件等), 受光诱导表达

[47]. rbcL主要受转录后水平的

调控
[48], 有研究发现RLSB(核编码的S1结构域RNA结

合蛋白)是C3和C4植物中rbcL转录后调控因子, 特异性

调控rbcL在C4维管束鞘细胞中的表达
[49]; Mrl1(核编码

的五肽重复序列蛋白)在衣藻(Chlamydomonas)和拟南

芥中结合rbcL mRNA并促进其加工
[50].此外, RuBisCO

大小亚基还受到翻译后水平的调控, 维管植物中大多

存在LSU氨基甲酰化、脱甲酰化、乙酰化、甲基化和

N端蛋白水解, 以及SSU转运序列处理等翻译后调控

机制, 但具体的生化功能尚不了解
[51,52]. 衣藻和高等

植物叶绿体中的上位性合成机制(control by epistasis
of synthesis, CES)也可调控叶绿体编码大亚基的翻译

速率, 在SSU缺乏的情况下, CES导致LSU合成明显减

少
[53]. Wietrzynski等人

[54]
在衣藻中进一步发现, 缺少

SSU时, LSU8-RAF1复合物会对LSU的翻译产生负反

馈调节, 进而调控RuBisCO全酶的组装.
分子伴侣是存在于细菌或真核细胞中的一类蛋

白, 能够在正常或胁迫状态下结合未折叠的蛋白疏水

残基, 协助蛋白质的正确折叠, 防止错误折叠或聚

集
[55,56]. RuBisCO大小亚基需要分子伴侣蛋白及其辅

助因子的帮助才能进行正确折叠和组装, 形成完整的

全酶结构. RuBisCO与分子伴侣蛋白在进化过程中存

在协同进化的关系, 不同亚型RuBisCO的分子伴侣蛋

白存在差异
[57]. 原核生物中RuBisCO的分子伴侣蛋白

为GroEL(growth essential large), 真核生物叶绿体中为

Cpn60(chaperonin 60); 所对应的辅伴侣蛋白(co-cha-
peronin)分别为GroES(growth essential small), Cpn10/

表 1 RuBisCO的分类

Table 1 The classification of RuBisCO

RuBisCO类型 结构特点 存在物种 参考文献

Ⅰ型

IA L8S8 变形菌、蓝藻 [30,34]

IB L8S8 高等植物 [34]

IC L8S8 细菌、变形菌 [34,36]

ID L8S8 非绿藻 [31,34,36]

Ⅰ′型 – L8 绿弯菌门 [27~29]

Ⅱ型 – (L2)n 变形菌、甲藻 [33~35]

Ⅲ型 – (L2)n 古细菌 [32,37,38]

Ⅱ/Ⅲ型 – (L2)n 伯式甲烷球菌 [39]

Ⅳ型(RLP) – (L2)n 细菌、古细菌、藻类 [39]
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Cpn20(chaperonin 10/20).
GroEL/GroES是被广泛研究的分子伴侣, 最早发

现于大肠杆菌突变体groE, 它能够特异阻断噬菌体的

头部装配
[58], GroEL/GroES是GroE的同源蛋白, 被认

为是原核细胞负责翻译后辅助折叠和组装的必要因

子
[22].通常在细菌中, RuBisCO大亚基的折叠由GroEL/

GroES完成, 而小亚基能够自发折叠并与大亚基组装

形成全酶, 这其中还需要其他辅助因子的作用. 而在

植物中, RuBisCO的折叠组装依赖于与GroEL同源的

叶绿体分子伴侣Cpn60α和Cpn60β, 其中Cpn60为十四

亚基复合体, 通常由β同源寡聚体或α和β异源寡聚体

以1:1的比例组成
[59]. 将莱茵衣藻(Chlamydomonas re-

inhardtii)的Cpn60α和Cpn60β在大肠杆菌中共表达可

替代GroEL, 说明叶绿体伴侣蛋白的功能与GroEL/
GroES类似

[60].
植物RuBisCO的组装不仅依赖于Cpn60对大亚基

的折叠, 还需要其他伴侣蛋白和辅助因子的参与. 目前

已知参与RuBisCO组装的辅助因子有RbcX, Raf1(Ru-
BisCO assembly factor 1), Raf2(RuBisCO assembly
factor 2)以及BSD2(bundle sheath defective 2)等, 其中

RbcX, Raf1与RbcL相互作用, Raf2的功能尚不明

确
[25,61~68]. 这些辅助因子与RuBisCO亚基的相互作用

本质上是动态变化的, 且结合过程不依赖于ATP. 研究

者将拟南芥的RuBisCO大小亚基、分子伴侣和辅助因

子转化至大肠杆菌以探究RuBisCO的组装机制, 发现

新合成的RbcL亚基被Cpn60αβ/Cpn20伴侣蛋白折叠后,
先与Raf1或RbcX平行组装成二聚体RbcL2Raf1或RbcL2

RbcX2, 继而BSD2与Raf1/RbcX/Raf2置换形成RbcL8,
并进一步稳定多聚体结构; 最后RbcS置换BSD2后与

RbcL8结合, 形成RbcL8RbcS8功能性全酶
[25]. 有研究利

用单颗粒冷冻电子显微镜技术解析了蓝藻RuBisCO及
分子伴侣Raf1和RbcX组装过程的多层次动态构象, 为

揭示RuBisCO组装的分子机制奠定了基础
[69,70].

总体而言, 不同物种中RuBisCO的折叠和组装机

制有所差别, 且伴侣蛋白、辅助因子与RuBisCO之间

存在协同进化关系, 因此深入解析RuBisCO组装过程,
有利于在高等植物中构建异源高效RuBisCO全酶.

4 RuBisCO的自然遗传变异

自然界中RuBisCO具有多样性, 明确不同物种间

RuBisCO的遗传变异, 比较不同RuBisCO的酶动力学

性质, 对于培育具有高催化效率RuBisCO的作物新品

种具有重要指导意义
[71~76].

Orr等人
[77]

研究了不同温度条件下75个物种RuBis-
CO的催化特性, 发现不同物种间RuBisCO的催化性能

及大亚基序列存在多态性, 并预测不同的氨基酸位点

对羧化速率(kcat
c)、Sc/o以及CO2亲和力的贡献不同.

Hermida-Carrera等人
[78]

分析了20种作物在三种不同温

度下(15, 25和35℃)的RuBisCO动力学曲线, 结合rbcL,
matK和ndhF基因的系统进化分析, 发现RuBisCO大亚

基中10个氨基酸残基发生了适应性进化. 针对C3和C4

物种的比较表明, RuBisCO在不同环境条件下表现出

催化特性的多样性
[68,79~81]. 为了探究C4光合作用的进

化是否改变了rbcL的选择压力, Christin等人
[82]

对C3和

C4植物rbcL密码子进行分析, 发现C4植物RuBisCO的选

择压力已被光合细胞中高CO2环境所改变, 其中正向进

化所选择的8个氨基酸可能是导致C4植物RuBisCO具
有更快羧化速率的原因. Sharwood等人

[71]
在10~37℃温

度下检测黍族(Paniceae)C3和C4物种的RuBisCO动力学

响应, 结果表明, NADP依赖的苹果酸酶(NADP-Malic
enzyme, NADP-ME)和磷酸烯醇丙酮酸羧激酶(phos-
phoenolpyruvate carboxykinase, PCK)光合途径中的Ru-
BisCO羧化速率大于NAD依赖的苹果酸酶(NAD-Malic
enzyme, NAD-ME)途径和C3 RuBisCO, 并且C4大亚基

Ser328和Glu470氨基酸的变化可能是导致RuBisCO催
化能力存在差异的原因. 在同一物种间, RuBisCO催化

特性也存在差异. Prins等人
[75]

研究了25个小麦(Triticum
aestivum)品种和野生近缘种的催化特性, 并结合其大

亚基序列多样性进行分析, 推测近缘种RuBisCO替代

原生小麦RuBisCO能够提高小麦光合速率.
虽然RuBisCO主要的催化位点位于大亚基上(表

2), 但最近越来越多的研究认为RuBisCO催化特性的

差异可能源自远离活性位点的小亚基
[41], 目前已发现

的关键位点位于小亚基βA-βB loop和羧基末端
[45]. 四

个小亚基的βA-βB loop在全酶溶剂通道开口处排列,
其中原核生物和非绿藻RuBisCO在βA-βB loop中只有

10个氨基酸残基, 高等植物中有22个, 绿色藻类有28
个

[44,85,86]. 最新研究通过系统生物学方法预测了茄科

植物进化过程关键时期的98种RuBisCO酶大小亚基的

氨基酸编码序列, 分析发现小亚基的序列变异比大亚

基更多, 且古老RuBisCO酶比现代RuBisCO催化效率
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更高, 推测祖先酶的小亚基可能对全酶的催化动力学

产生积极的影响
[87]. Matsumura等人

[88]
发现, 水稻(Or-

yza sativa)RbcL与高粱(Sorghum bicolor)RbcS组装的

杂交型RuBisCO催化效率(kcat)显著高于野生型水稻,
表明小亚基氨基酸变化对RuBisCO动力学具有重要影

响. 此外, 将烟草叶片腺毛细胞中存在的一种RbcS亚
型(NtRbcS-T)转化至莱茵衣藻中, 发现得到的杂合Ru-
BisCO具有更高的最大羧化效率(maximum carboxyla-
tion rate, Vcmax)和Km

[89~91]. 将马铃薯(Solanum
tuberosum)StrbcL和StrbcS-T转入已沉默自身rbcS基因

的烟草材料(tobRrΔS)中, 所得转化植株RuBisCO的kcat
c

值增加, 但对CO2亲和力降低, 导致羧化效率和光合效

率降低, 而通过在氨基酸水平对小亚基进行改造可提

高其羧化效率, 进一步说明RuBisCO小亚基对于催化

活性以及光合效率具有重要贡献
[92].

5 RuBisCO对不同环境因子的响应

RuBisCO活性直接受环境变化的影响, 不同环境

条件下, 尤其是高温、干旱和低温等逆境条件, 常会

导致作物光合速率下降, 其中RuBisCO活性降低是引

起光合速率下降的重要原因之一. 提高环境胁迫条件

下RuBisCO的羧化效率对于提高作物光合速率以及胁

迫耐受能力, 进而提高作物产量具有重要的意义
[93,94].

5.1 RuBisCO对温度的响应

RuBisCO动力学性质对温度极为敏感
[95,96], 但由

于每个动力学参数的温度依赖性不同, 对于给定温度

变化的相对影响是不同的
[97]. 随着温度的增加, RuBis-

CO的Sc/o降低, 使得RuBisCO加氧反应增强, 导致光呼

吸加剧, 造成能量损耗
[98]. 此外, C3和C4植物RuBisCO

对于温度的响应存在差异. 比较17种C3和C4植物的Ru-
BisCO催化效率表明, C4植物和起源于凉爽环境的C3

植物的RuBisCO具有较高的kcat, 而起源于温暖环境的

C3植物kcat较低. C4植物和起源于凉爽环境的C3植物中,
RuBisCO经常在接近CO2饱和的情况下运行, 因此kcat
的增加会提高CO2同化率; 而起源于温暖环境的C3植

物, RuBisCO经常在低于Km的CO2浓度下运行, 由于

kcat和Km成比例地变化, 较低的kcat表示RuBisCO的Km

值降低, 因此温暖气候下C3植物对CO2的亲和力增

加
[99]. Sharwood等人

[71]
分析了不同植物RuBisCO对于

温度变化的响应, 发现在25℃前后, 植物RuBisCO的
kcat

c
值表现出双线性响应; 与NAD-ME和C3/C2物种Ru-

BisCO相比较, 随着温度的增加, NADP-ME和PCK型
植物的RuBisCO具有更高的kcat

c
和Kc(CO2的米氏常数),

而Sc/o下降较慢, 这同样与它们的起源相关. 利用不同

物种RuBisCO对温度变化的响应特性不同, 从而进行

优化, 可使作物更好地应对未来环境温度的挑战
[100].

值得注意的是, RuBisCO含量同样影响植物对温度的

响应, 研究发现, 增加RuBisCO含量能使玉米(Zea
mays)更好地应对低温胁迫, 并改善玉米遭遇低温后的

恢复能力
[101].

RuBisCO的活性也受到磷酸糖等RuBP类似物的

限制, 阻碍其与底物的结合. 为了恢复RuBisCO的催化

能力, 需要Rca从活性位点去除抑制性化合物. Rca是
AAA+(ATPases associated with various cellular activ-
ities)蛋白家族的成员, 利用ATP水解产生的能量促进

磷酸化抑制剂的释放
[102,103]. Rca对温度十分敏感, 当

表 2 RuBisCO大亚基上影响催化活性的主要氨基酸位点

Table 2 The main amino acid sites affecting catalytic activity on RbcL

位点 位置 作用 参考文献

Lys201 loop2 RuBisCO发挥功能前进行甲氨酰化所必需的 [83]

Lys175 loop1 介导RuBP烯醇化 [83]

Lys334 loop6的顶端 催化过程中与气体底物相互作用 [44]

Asp203
Glu204 loop2 金属配体 [84]

His292
His294
His325
His327

C-terminal 有助于氨基甲酸酯基团上双负电荷的稳定 [84]
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温度高于光合作用的最适温度时, Rca活性和含量均受

到抑制. Degen等人
[104]

使用定点诱变, 发现小麦Rca的
Met159被异亮氨酸取代后, 可将Rca的最适温度提高

5℃, 同时保持Rca活化RuBisCO的效率不变. 在rbcS过
表达株系中过表达Rca不仅能够恢复RuBisCO活化状

态, 还能提高在高温下(32~36℃)转基因水稻的CO2同

化效率
[105~108]. 将ZmRca与OsrbcS2在水稻中共同过表

达, 能够维持水稻在高温下(40℃)的光合效率
[109]. 以

上研究表明, 在未来全球气候变化加剧的情况下, 深

入研究RuBisCO和Rca间的协同作用将为提高作物光

合效率和产量提供有效策略.

5.2 RuBisCO对CO2浓度上升的响应

C3植物中, RuBisCO与CO2的反应是不饱和的, 因
此会发生竞争性加氧反应导致光呼吸. 理论上, 短期

CO2浓度升高可能提高RuBisCO羧化速率, 同时减少

O2对CO2在RuBisCO活性位点的竞争, 降低光呼吸, 从
而提高C3植物的光合效率

[110~113]. 对C3作物水稻的研

究发现, 不同品种之间的种间变异对高CO2环境的产

量响应不同. Zhu等人
[114]

对两个水稻品种五香粳14和
汕优63进行开放式空气CO2浓度增加(free-air CO2 en-
richment, FACE)实验, 测定其产量和光合生理指标后

发现, 在高CO2浓度下, 汕优63较五香粳14具有更高的

RuBisCO含量、光合速率和产量, 这可能与汕优63水
稻“源”的增强以及在籽粒发育期间仍维持较高的光合

能力有关. 扬稻6号和武运粳23水稻的FACE实验显示,
在较高的CO2浓度下, 扬稻6号较武运粳23具有更高的

光合速率、叶片RuBisCO含量、Vcmax和最大电子传递

效率(maximum electron transport rate, Jmax), 同时其硝

酸还原酶(nitrate reductase, NR)、谷氨酸合成酶(gluta-
mate synthase, GOGAT)活性和叶绿素含量也显著增

加, 产量也有明显提高
[115].

另一方面, 有研究发现, 植物长期处于高CO2环境

可能会降低光合效率, 主要原因为碳水化合物过量积

累或与氮含量降低有关的次级反应, 降低了RuBisCO
活性、电子传递速率和气孔导度

[116~118]. 由于CO2增加

往往伴随着高温干旱等一系列胁迫环境的出现, 未来

作物如何适应环境可能还需要进一步探索.

5.3 RuBisCO对光的响应

自然界中植物时刻处在光的波动环境下. rbcS基

因的表达受光诱导, 通常在光下rbcS表达量增加, 这由

其启动子区的光敏元件控制
[119,120]. RuBisCO大亚基基

因rbcL的表达量也受光照影响, Yerramsetty等人
[121]

认

为, rbcL mRNA结合蛋白RLSB受光诱导参与rbcL转录

后调控, 从而影响RuBisCO的合成.
此外, RuBisCO活性也依赖于光的调节

[122], 其活

化状态受到催化位点的氨甲酰化、磷酸糖的抑制和

Rca的激活等动态调控.氨甲酰化取决于叶绿体基质的

pH值、CO2和Mg2+浓度
[123,124], 其中叶绿体基质的pH

值只有在光照下才能达到氨甲酰化所需的最优

值
[125,126]. RuBisCO的催化速率还受到底物RuBP浓度

的调节, 在光照下RuBP浓度达到饱和, 而黑暗或弱光

时, RuBP下降到不饱和水平, 此时某些磷酸糖抑制物

与RuBisCO的结合将会抑制其活性
[127,128]. 此外, 体内

RuBisCO的活性必须由Rca激活, 而Rca具有光强依赖

性
[129,130]. Zhang等人

[131]
发现, 不同光强下叶绿体基质

的氧化还原状态可以调节Rca活性, 从而导致低光下

RuBisCO活性下降. 进一步研究发现, 拟南芥中Rca存
在氧化还原不敏感的亚型,该亚型Rca在从低光过渡到

高光后, 其诱导CO2同化的速度显著提高, 且在波动光

条件下具有更快的光合诱导效率,表明通过调控Rca可
能增强植物在动态光环境下的光合能力

[128].

5.4 RuBisCO对氮素的响应

氮素是植物生长发育必需的营养元素之一, 是蛋

白质的主要组成元素
[132]. RuBisCO占叶片总氮的15%

~30%, 是植物体内重要的氮素来源, 参与植物的生长

发育过程
[133]. 在水稻、小麦等作物灌浆期, 剑叶和穗

部的RuBisCO作为氮源被降解为氨基酸, 转移至籽粒

参与灌浆过程
[134~136]. 水稻营养生长过程中, 衰老叶片

RuBisCO经自噬系统降解, 将氮素重新分配到其他幼

叶或器官中进而参与植物生长
[137].

氮素的缺乏直接影响RuBisCO的合成与调控. 研

究表明, 光合作用的限制因素可能受叶片氮含量的影

响, 低氮时, 光合效率受RuBisCO羧化效率的影响; 高
氮时, 光合效率受RuBP再生速率的限制

[138,139]. 长期缺

氮时, RuBisCO含量会显著下降, 导致RuBisCO活性和

净光合速率下降; 但短期氮缺乏情况下, Rca活性增加

可促进RuBisCO活化, 提高氮素利用率, 促进光合作

用
[140]. 在高氮条件下, 增加的RuBisCO含量主要起到

储存氮素的作用, 而并非增加催化活性, 最终由于CO2
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供应不足导致RuBisCO活性降低, 氮素利用率下降, 光
合效率下降

[141]; 但高氮下储存的RuBisCO可以在逆境

胁迫和衰老过程中介导氮素的重新分配
[133].

一些研究认为, 光合作用的反馈抑制与叶片碳氮

比有关
[142,143]. 在氮缺乏条件下, 过量的碳水化合物积

累在叶片中
[138], 其中磷酸糖会结合在RuBisCO的活性

位点, 从而导致光合作用的反馈抑制
[144]. 而Rca活性增

加可以解除磷酸糖对RuBisCO活性的抑制, 有助于改

善RuBisCO羧化能力. 因此提高光合产物的转运效率

和RuBisCO的活化能力是建立作物耐低氮机制的有效

途径之一.

6 RuBisCO的遗传改造

自然界中不同光合生物的RuBisCO活性和羧化效

率(活性通常指RuBisCO催化反应的能力, 羧化效率则

指RuBisCO催化羧化反应的能力)等均存在很大差异.
相较于C4作物而言, C3作物的RuBisCO是一个低效酶,
理论上提高C3作物RuBisCO活性, 增加羧化效率可有

效提高其光合作用效率. 目前对于RuBisCO的改造主

要集中在以下两个方面: RuBisCO异源重组改造和Ru-
BisCO编码基因的定点突变(图2).

6.1 RuBisCO异源重组改造

通过叶绿体转化等技术将不同植物来源的RuBis-
CO亚基进行异源组装是改善作物RuBisCO羧化特性

的现有策略之一
[145]. Zhu等人

[112]
通过模拟计算表明,

用一种凋毛藻属(Griffithsia monilis)RuBisCO替代现有

C3作物RuBisCO可以使有机物积累增加超过25%. 利

用系统模型预测发现, 将类黍尾稃草(Urochloa pani-
coide)RuBisCO转至小麦和玉米, 能提高它们的碳同化

效率
[146].
高等植物中, 受质体转化技术的限制, 外源RuBis-

CO的异源重组改造主要在烟草中进行. 1999年, 研究

人员通过质体转化分别将向日葵(Helianthus annuus)
和蓝藻(Synechococcus)PCC6301的rbcL基因导入至烟

草, 成功得到了具有活性的向日葵大亚基和烟草小亚

基异源重组的嵌合酶, 但转基因烟草无法在正常CO2

浓度下生长
[147]. 2001年, Whitney和Andrews[148]将深红

红螺菌(Rhodospirillum rubrum)来源的Ⅱ型RuBisCO

图 2 提高RuBisCO羧化效率的主要方法. A: RuBisCO的重组改造; B: RuBisCO编码基因的定点突变; C: 在植物中构建CCM
Figure 2 The main methods to improve the efficiency of RuBisCO carboxylation. A: The restructuring and transformation of RuBisCO; B: site-
directed mutation of the RuBisCO encoding gene; C: building CCM in plants
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(RbcM)转化至烟草, 其RuBisCO动力学特性与深红红

螺菌的一致, 转基因植株能够在高CO2浓度下自养和

繁殖, 这表明异源重组RuBisCO能够维持叶绿体的光

合代谢. 此外, 将黄顶菊(Flaveria bidentis)的rbcL转化

至烟草, 其转化植株RuBisCO的Kc和Vc均显著高于烟

草, 与F. bidentis RuBisCO特性相符
[149].

目前, 虽然能在烟草中表达外源RuBisCO, 但多数

转化体植株均伴随着RuBisCO含量降低、光合能力下

降和生物量减少等问题(表3). 对水稻RuBisCO改造中

发现, 用高粱小亚基替换水稻小亚基, 产生杂合的

L8S8, 其催化活性显著提高 . 晶体结构分析发现 ,
SbRbcS中的Leu102可以促进RuBisCO催化活性并改

变其动力学性能, 但转基因植株中RuBisCO含量显著

低于野生型, 因此杂合RuBisCO水稻生长情况没有显

著变化
[88]. Sharwood等人

[150]
通过对Kanevski等人

[147]

构建的杂合RuBisCO烟草材料tobaccoRst进一步研究,
发现tobaccoRst虽能在高CO2浓度下自养和繁殖, 但生

长速度仅为野生型烟草的1/4, 进一步研究发现tobacco
Rst
中RuBisCO含量和rbcL/S mRNA水平明显降低,推测

限制烟草生长的主要原因是异源大小亚基的翻译和/
或组装机制不相容. 另外, 与质体合成的异源小亚基相

比, 核编码的小亚基优先参与L8S8组装, 同样也是杂合

RuBisCO组装的阻碍
[148].

基于异源RuBisCO体内重组存在障碍, 研究者们

尝试利用共转化异源RuBisCO的组装辅助因子来解决

折叠组装问题. Whitney等人
[151]

将拟南芥rbcL和Raf1
基因共转化至烟草时发现, 共转化植株较rbcL转基因

植株的RuBisCO含量增加, 生长速率更快, 光合速率

更高. 在玉米中同时过表达自身RbcL, RbcS和Raf1基
因, RuBisCO的含量增加30%以上, 转基因植物的CO2

同化能力增加15%[152]. 研究发现, 球形红细菌(Rhodo-
bacter sphaeroides)中的RsRuBisCO在植物叶绿体中组

装不存在折叠障碍, 与蓝藻L8S8在烟草中的表达相比,
RsRubisco的产量高出3倍以上. 共表达RsRuBisCO和
RsRca可以提升RuBisCO的活性, 并增加烟草的光合作

用效率和生长速率
[153]. Chen等人

[154]
最新研究发现, 硫

氧菌(Halothiobacillus neapolitanus)来源高速RuBisCO
在烟草叶绿体中的表达与组装不依赖任何额外的伴侣

蛋白, RuBisCO产量可以达到野生型的40%左右, 转基

因植株在1% CO2下表现出和野生型一样的生长速率.
该研究中RuBisCO的高效组装为后续细菌CO2浓缩机

制(CO2 concentrating mechanism, CCM)的利用打下良

好基础. 因此, 对于RuBisCO的重组改造, 不仅要考虑

大小亚基、RuBisCO和Rca之间的互作, 还应该考虑分

子伴侣蛋白和组装辅助因子的特异性贡献, 并寻找高

效组装的RuBisCO类型, 从而解决不同物种叶绿体折

叠组装机制不相容而造成RuBisCO蛋白含量或者活性

不足的问题.
另一方面, 通过异源重组RuBisCO, 还能够将外源

CCM构建至高等植物叶绿体内, 进一步提高RuBisCO
的羧化能力. CCM是指在C4植物、衣藻和蓝藻等生物

中存在一种机制, 能利用一些特殊的结构和酶, 将CO2

浓缩至RuBisCO周围, 从而提高其羧化效率. 目前在C3

植物中构建蓝藻CCM已获得部分进展. Lin等人
[24,155]

表 3 RuBisCO异源重组改造后含量和动力学特性的变化
a)

Table 3 The changes of the content and kinetic properties of RuBisCO after non homologous recombinationa)

材料名称 组装类型 RuBisCO含量 kcat
c Sc/o Kc

21%O2
生物量 参考文献

CSS16, SS10 水稻大亚基与高粱小亚基
组装

*↓ – *↓ *↑ *↓ [88]

tobpLpS1
tobpLpS2
tobpLpS3
tobpLpST

马铃薯不同类型小亚基与大
亚基分别组装至烟草

*↓
–
–
–

–
–
*↑
*↑

*↑
*↑
*↑
*↓

–
–
–
*↑

*↓
*↓
*↓
*↓

[92]

SeLSX
SeLSM35

蓝藻大小亚基及RbcX或
CcmM35组装至烟草

*↓
*↓

*↑
*↑

–
–

–
–

–
– [155]

tobRsLS
tobRsLS::X

球形红细菌大小亚基及RbcX
组装至烟草

*↓
*↓

*↑
*↑

*↓
*↓

*↑
*↑

–
– [153]

HnRuBisCO 硫氧菌大小亚基转化至烟草 *↓ *↑ – – – [154]

a) *表示显著性, ↓表示减少, ↑表示增加, –表示没有数据
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实现了在烟草叶绿体中表达β-羧酶体外壳和IB型Ru-
BisCO, 这是在植物中装配羧酶体的第一步. Long等
人

[156]
将蓝藻的IA型RuBisCO大、小亚基基因, 壳蛋白

和linker蛋白基因替换烟草rbcL, 成功构建了简化版羧

酶体, 所得转化体在高浓度CO2下能够自养生长, 这为

构建具备CCM的作物奠定了基础.

6.2 RuBisCO编码基因的定向突变

早期研究通常以衣藻作为材料, 通过分析其突变

体的RuBisCO活性或Sc/o, 选择性地将有利突变引入到

烟草中, 以期改变烟草RuBisCO动力学特性
[4]. Whit-

ney等人
[149]

对烟草RbcL进行Q149A和V265I突变后,
RbcL和L8S8全酶蛋白量高于野生型, 且tobflo-bid和tobflo

(转质体烟草, 大亚基序列中包含Asp149和Ile265)植株

中RuBisCO含量显著高于tobbid-flo和tobbid(转质体烟草,
大亚基序列中包含Ala149和Ile265)植株, 推测149位氨

基酸突变会影响RuBisCO的表达. Lin等人
[157]

使用特

定的叶绿体转化系统将烟草rbcL进行大量单碱基突

变, 获得多个RbcL稳定点突变株系, 并测定突变体的

表型和生理指标, 以评估RbcL点突变对RuBisCO含量

和活性的影响. 目前, 借助于CRISPR/Cas技术的发展,
可以对多个物种小亚基进行碱基编辑

[158], 对于个别物

种(如烟草),能够对RuBisCO大小亚基编码基因分别进

行点突变, 寻找结构中重要的氨基酸位点, 来创建具有

最佳性能的植物RuBisCO.

7 展望

RuBisCO是光合碳同化过程的限速酶, 提高Ru-
BisCO羧化效率对提高光合作用具有重要意义. 尽管

RuBisCO作用关键, 但其催化效率低, 在植物中, 每一

催化位点每秒仅完成2~5次羧化反应
[153]. 此外, CO2的

固定不仅催化过程复杂, 且与O2竞争, 造成能量浪

费
[112]. 因此, 通过改造RuBisCO来改善光合作用, 是未

来协同提高作物产量和资源利用效率的重要途径之

一. 此外, 提取和加工植物RuBisCO作为食物蛋白的相

关研究正在兴起, 进一步为保障粮食安全提供新的方

向
[159].
近年来, 以CRISPR/Cas为代表的基因编辑技术得

到快速发展, 为植物遗传改良提供了新思路
[160]. 例如,

通过对水稻和玉米中参与淀粉合成的关键基因Waxy

进行多位点编辑, 实现对籽粒直链淀粉含量的精细调

控, 以选育优质的作物品种
[161~164]. 基因编辑技术在

RuBisCO研究中已有尝试, Khumsupan等人
[158]

使用

CRISPR/Cas9体系和T-DNA插入系, 在拟南芥中构建

了一系列rbcS家族单基因和多基因敲除突变体, 表明

CRISPR/Cas系统是探索小亚基功能的可行方法. 随着

基因编辑技术的日渐成熟, 目前已经能对植物质体基

因进行有效编辑
[165,166]. 以上研究为实现RuBisCO编码

基因的单碱基定向精准编辑提供了可行基础, 有助于

探明调控RuBisCO催化活性的分子机制, 并通过对Ru-
BisCO的改造进一步优化其催化性能.

有研究指出, RuBisCO在物种间和物种内均存在

巨大的序列差异, 且与其动力学特性相关, 因此利用

基因组测序, 结合基因编辑和叶绿体转化技术, 对包

括RuBisCO在内的光合相关酶进行选择性变异, 并应

用机器学习预测RuBisCO动力学特性
[167], 将为提高光

合效率进而解决粮食生产问题提供新途径
[168]. 未来还

需要在以下几个方面需要进一步深入研究: (ⅰ) Ru-
BisCO小亚基主要负责稳定全酶结构, 其结构变异对

于RuBisCO的稳定性和催化活性产生影响, 但目前尚

不清楚小亚基上哪些氨基酸位点起关键作用, 其作用

机制及其调控机制还不甚清晰; (ⅱ) 作物中rbcS基因

通常具有多个拷贝, 如何通过对小亚基基因的遗传操

作解析各小亚基基因的生理功能差异, 也是今后亟待

解决的科学问题和技术难点; (ⅲ) 应用CRISPR/Cas技
术对RuBisCO基因进行单、多基因敲除, 以及单、多

基因的定点突变, 能够产生全新的RuBisCO, 但这一

过程是否需要Rca, Raf1/2和其他分子伴侣蛋白或辅助

因子进行相应的改变目前尚未可知; (ⅳ) 过表达

Os r b c S 2能够提高水稻产量和氮素利用率
[ 1 6 9 ] ;

OsrbcS2-RNAi, OsrbcS3-RNAi, OsrbcS5-RNAi株系的

RuBisCO含量小幅降低, 但在高CO2环境下水稻氮素

利用率和生物量则有所增加
[170], 这表明植物体内Ru-

BisCO含量与碳-氮平衡间存在某种联系, 但目前尚不

明确具体机制; (ⅴ) 目前RuBisCO的异源重组仅在烟

草中进行, 而作物中只能过表达rbcS和Rca基因(表4),
难以有效增加RuBisCO活性和含量, 因此未来需要探

索如何将优异RuBisCO重组到作物中以提高其光合能

力和产量; (ⅵ)构建异源RuBisCO在高等植物中表达

体系, 提升异源高速RuBisCO在高等植物中的表达与

正确组装, 突破多基因叶绿体转化与表达技术, 成功
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组装完整组分羧酶体, 进一步提高高等植物RuBisCO
羧化效率.

总之, 近年来有关RuBisCO研究取得了显著进展,
未来利用转基因及基因编辑技术对RuBisCO大小亚基

的功能位点进行深入研究, 寻找提高RuBisCO催化活

性的关键位点, 并解析其复杂的分子生理机制, 将为

在作物中构建高效RuBisCO, 提高作物光合效率进而

提高粮食作物产量提供理论基础和新的研究思路.

致谢 感谢英国利物浦大学陈太钰博士在本文撰写过程中给予的指导.
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Improving photosynthesis is one of the promising ways to increase crop yields in the future. Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/
oxygenase (RuBisCO), a key enzyme in the carbon assimilation process, catalyzes the carboxylation of CO2 with RuBP, thus converts
inorganic carbon into organic carbon. RuBisCO has a slow catalytic rate and poor capability in discriminating between the competing
substrates, CO2 and O2, therefore it is called “low-efficiency enzyme”. Given the importance of RuBisCO in the photosynthetic
carbon assimilation process and its potential for future applications in improving crop photosynthetic efficiency and yield, the genetic
modification of RuBisCO has become a hotspot and frontier in the field of photosynthesis research. This review systematically
summarizes the classification of RuBisCO, its folding and assembly mechanism, natural variation, and response mechanism to the
natural environment. It mainly focuses on the research progress of RuBisCO genetic engineering, and also discusses future
perspectives in order to provide a guidance for future research.
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