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摘要 乙醇酸氧化酶是植物光呼吸代谢的关键酶
,

近年有关该酶的分子结构
、

酶蛋白翻译后的转

运与组装和该酶基因的表达与调控的研究取得 了一些进展
,

该文将就这些方面作综述
,

关键词 乙醇酸氧化酶 ; 植物 ; 研究进展

中图分类号 Q 9 4 5
.

ll

光合作用与人类生存和农业生产有着极其密切的关系
,

几 植物 由于 同时进行光呼吸
,

使

净光合速率降低了 25 % 一
50 %

,

因此研究光呼吸代谢过程及其调控有重要意义
.

乙醇酸氧化

酶 (蜘co alt
e ox 记ase

,

Ec 1
.

3
.

1
.

1
,

以下简称 oG )作为光呼吸代谢中的关键酶
,

人们对它已作 了

大量的研究
,

李明启 ( 19 8 8) 对其作了详尽的综述
,

在此将对植物乙醇酸氧化酶研究的一些最新

进展及存在问题作简要的概述
.

1 乙醇酸氧化酶的分子结构

1
.

1 G O 的一级结构及活性中心的氨基酸组成

Vol ok iat 等 ( 19 8 7) 从菠菜中克隆了 OC 的 C DNA
,

其可译框架为 1 107
一

b p
,

共编码 3 69 个氨

基酸残基
,

分子组成为 40 2 82
,

富含碱 性氨基酸
,

这解释 了该酶等电点较 高的原 因
.

Ced elr un d

等 ( 19 88) 直接测定了菠菜 OG 肤链的氨基酸顺序
,

共为 369 个氨基酸残基
,

与 V o

lok iat 等的结果

完全一致
,

其中 C
一

端 3 个氨基酸残基为 A
一

R
一

L
,

与 n va oc yt oc h

~
场 相比

,

在氨基酸序列上具有

33 % 的同源性 ;加 dt 等 ( 1990 )从兵豆 (及 sn 。
诚 an 瓜 )叶片中克隆了 OG

c DN A
,

根据其核昔酸序列

反推得了氨基酸序列
,

共 3 71 个氨基酸残基
,

分子组成为 40 8 33
,

与菠菜 G O 有极高的同源性
,

其 C
一

端氨基酸残基为
: P

一

R
一

A
一

D P
一

R
一

;L sT u ge ik 等 ( 19 9 3 )克隆到 了南瓜子叶 G O 的 cD NA
,

共编码

367 个氨基酸
,

分子组成为 40 353
,

其中 C
一

端的 3 个氨基酸为 P
一

R
一

L
.

可见上述 3 种来源 G O 的

C
一

端氨基酸序列 3 个氨基酸残基 中有 2 个是相同的
,

但均不同于过氧化物酶体 中另一些蛋白

的常见 C
一

端特征序列
: S

一

K
一

L
,

而此序列是一个已被确认 的能将蛋 白定位于过氧物酶体中的特

征信号序列 (O ls e n e t al
,

19 9 5 )
.

对于 OG 的活性中心氨基酸组成亦有不少的研究
.

C ho i 等 ( 19 88) 发现精氨酸是兔肝 OG 催

化活性的必需氨基酸
,

并可能在酶与底物 的结合上起作用
.

彭新湘等 ( 19 89
,

19 9a0
,

1990b
,

199 1) 以菜心结晶 OG 为材料
,

研究了其活性中心 的氨基酸组成
,

发现 Y
、

H
、

K
、

R 为 co 催化活

性所必需
.

U dn 叫 st 等 ( 19 89) 通过对菠菜 oG 的结晶学分析
,

认为 R
一

2 57
、

Y
一

24 和 Y
一

12 9 在底物

的结合上起作用
,

H
一

2 54 与电荷的传递有关
,

而 K
一

2 50 则与 FMN 异咯嚓环上的 N ( l) 和 O ( 2 )相

199 8 一 10 一
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互作用
.

M ach er ox u等 ( 19 93 )运用蛋白质工程的手段将菠菜 C O的 Y
一

2 1 9点突变为 F
,

而后研究

突变酶的动力学特性
,

结果表 明 : Y
一

1 29 上酚经基的主要 功能是稳定催化反应 的过渡态
.

S et n -

be yr 等 ( 19 95 )用 同样的手段分别将菠菜 OG 的 Y
一

24 点突变为 F
,

w
一

108 点突变为 S 来研究这 2

个氨基酸残基的功能
,

结果表 明
: Y

一

24 更多的是参与底物的结合
,

而 -w 10 8 则在催化 中起着重

要作用
,

并参与决定 以〕 的底物专一性
.

1
.

2 GO 的二级
、

三级结构

U n d甲 i s t等 ( 197 9
,

19 80
,

19 85
,

19 8 9 )
、

u n d咖
s t ( 19 89 )和 u n d甲 is t 等 ( 19 9 1 )用 X

一

射线衍射法

对菠菜 C O 的晶体结构进行 了一系列的研究
.

发现共 369 个氨基酸残基 的菠菜 GO 肤链卷曲

形成 了
: 14 股

a 一

螺旋
、

8 个 份折叠片
、

8 个
。 一

螺旋与件折叠片之间的连接环 ( loo p )
、
1个 p

一

发夹环

(日
一

hia 甲 in looP )
、

5 个 3 ,。一螺旋 (丫
一

螺旋 )等二级结构单元
.

其中由 8股
a 一

螺旋
、

8个 p
一

折叠片及它

们间的连接环所组成的 叮归桶是 co 亚基的主要特征结构
,

与磷酸丙糖异构酶相似
.

在 “ 归桶

结构中
,

由疏水残基组成 (末端除外 )的 p
一

折叠片形成了亚基的内核
,

而紧挨并包围着内核的则

是 8 股
a 一

螺旋
,

它们暴露于溶剂 中 (
a 一

螺旋 F 例外 ) ;桶 中的连接环可分为 2 类
,

第 1 类是从
a 一

螺

旋走向 p
一

折叠片
,

这些环由 3 一 6 个 (平均 4 个 )氨基酸残基组成
,

它们保证 了桶型结构的稳定

性
.

第 2 类是从 p
一

折叠片走向
a 一

螺旋
,

通常较长
,

其中 7 个由 4 一
13 个 (平均 8 个 )氨基酸残基

组成
,

而例外的 1个环是位于第 4 件折叠片和第 4 。 螺旋间
,

由 57 个氨基酸残基组成
.

所有组

成活性 中心的氨基酸残基均位 于第 2 类环 中
.

除组成 “ 母桶的氨基酸残基外
,

其余的氨基酸

残基主要分布在 2 个区域中
: 一是 N

一

端的 70 个氨基酸残基
,

另一个是位于第 4 俘
一

折叠片与第 4

a 一

螺旋间的 45 个氨基酸残基组成 的部分肤段
.

而大多数的非桶型结构是位于 各折叠片 C
一

端

的外侧
,

并在桶的那一端形成
“

盖子
”

结构
,

遮住了活性中心的一部分
.

在上述结构中
,

辅基 F’M N 在 昆折叠片的竣基端与桶型结构结合
,

结合部位呈漏斗状
,

由

连接环组成
.

FMN 靠氢键与酶蛋白相连
,

参与形成这些氢键的氨基酸残基位于环区域或 件折

叠片的 C
一

端
.

F M N 的核糖醇基被埋人桶结构内
.

1
.

3 G O 的四级结构

有关 C O 的全酶 分子组成和所 含亚基数的研究结 果
,

相 互 间差 异较大
,

分 子组成约在

48 500
一 7 00 以x〕间

,

亚基数从 1个到 16 个不等
.

如 irF ge ior 等 ( 19 55) 在纯化的菠菜叶片 OG 的

超离心中发现有 2 个分子组成为 140 以刃和 27 0 仪又〕的组分存在
,

分别对应于四 聚体和八聚体 ;

eK rr 等 (l 97 5) 将纯化的豌豆叶片 OG 经 eS p h ad ex 0 75 胶过滤后
,

得到 2 个组分
: 一个具相对高

的酶活性
,

其分子组成为 88 0( 刃
,

而另一个 活性 较低
,

分 子组成为 48 500 左右 ; B he er dn
。
等

( 19 82 )在纯化初期用凝胶过滤法测得黄瓜子叶 OG 的全酶分子组成是 700 以X)
,

为十六聚体
,

用沉降离心法测得 最后步骤的纯化酶的全酶分子组成却 为 180 以叉〕
,

是 四 聚体 ; iN hs 加 aur 等

( 1983 )用蔗糖密度梯度离心法测得南瓜子叶 co 的分子组成在 2 80 (XX〕 一 320 (X幻间
,

为八聚

体 ; H all 等 ( 19 85 )用凝胶过滤和蔗糖密度梯度离心法测定了几种植物叶片 OG 在纯化初期的分

子组成
,

其中 C :
植物

:小麦
、

大麦
、

菠菜
、

豌豆
、

烟草和 1 种 q 草本植物 aP
n ic um ~ ~

的叶

片 OG 的分子组成在 160 〔瓜〕一 180 仪旧间
,

大约为四聚体
,

q 植物
: 玉米

、

甘蔗其叶片 co 的分

子组成为 29 0 0以) 一 3 10 以刃
,

大 约为八聚体 ; E
~ 等 ( 19 8 2 )发现 不同的氮素营养会影响浮萍

(反~ nID ion r L
.

)OG 的分子组成
.

对于这种全酶分子组成报道的不一致
,

一些研究者推测可

能是 OG 的聚合态在纯化过程中不稳定 ( Bhe er n d s e t al
,

19 8 2 )
,

或在不同的纯化阶段存在不同的
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聚合态
,

或者不同来源的 G O 本身就存在着差异 ( H all
e t al

,

19 8 5 )
.

inL d叫 st 等 ( 19 85
,

19 89) 和

h dn vq ist ( 19 89 )通过结晶学研究
,

认为菠菜 OG 在晶体状态时
,

具严格 4 22 型对称的亚基排布
,

含 8 个亚基
,

形成一个边长约为 or mn 的立方体
,

在分子中间则有 1 个 d 约为 2
.

0 一 2
.

s nm 的

孔
,

同时他们还指出了亚基间的一些相互作用力如氢键
、

离子键
、

水桥 ( w aet
r b ir
卿 )等

.

2 植物 G O 翻译后的转运与组装

2
.

1 G O 翻译后的转运及组装

CO 定位于细胞 内的过氧物酶体 中
,

该细胞器 由单层膜所包裹且 内不含核酸
,

因此存在于

过氧物酶体中的蛋 白必须 由核基因编码
,

它们大多在细胞质的游离多聚核糖体上合成
,

而后再

被转运到过氧物酶体中 ( S ub

amarn
i

,

19 9 3 ; O l s en e t al
,

19 9 5 )
,

OG 也不例外
,

eG ld e s
等 ( 一9 8 2 )用

L 〔” 5
5]

一

Me
t 喂饲转绿的黄瓜子叶

,

用以观察 G o 的合成过程
,

发现标记的 oG 首先在细胞质 中

出现
,

当细胞质中的 OG 大量标记时
,

才在微体 内出现标记的 OG
;细胞质 中标记 的 co 主要为

单体
,

而微体 中的 OG 则主要为寡聚体
.

同时他们对 比了 3 种来源 OG 的亚基分子组成
: 过氧

物酶体中成熟的天然 OG
、

存在于细胞质中未被转运的 OG 和体外翻译的 OG 的亚基分子组成
,

发现它们 的分子组成大小并无区别
,

V ol ok iat 等 ( 19 8 7 )在菠菜 OC 中也得到了类似的结果
,

这说

明在 OG 亚基的新生肤链 中不存在需要剪切 的前导序列
,

这与其它的一些过氧物酶体蛋白相

似 ( O玩
n e t al

,

19 95 )
,

因此决定其被正确地分拣和投送到过氧物酶体中的定位信号序列 ( pe 卜

而劝m al atr g e t in g is gn als
,

简称 P IS )
,

一定存在于亚基 自身的成熟肤链 中
.

v ol ok iat ( 19 9 1) 采用转

基因植物来研究 OG 的转运
,

发现 OG 的 C
一

端六肤 (RA VA RL )能将葡糖酸醛酶定位到过氧物酶

体中
,

尽管转运效率极有限
,

因此推测在其 C
一

端 的六肤 ( RAV ARL )中可能含有定位信号序列 ;

oH m g 等 ( 199 5) 用体外运送系统来研究 OG 向乙醛酸循环体转运的情况
,

结果表明该转运是一

个依赖于温度并需要 ATP 的过程
,

同时他们还观察了 3 个突变蛋 白的转运情况
,

发现缺失 N
-

端 59 个氨基酸残基和 C
一

端 53 个氨基酸残基的突变蛋 白均能同样进行转运
,

而用 C
一

端 20 个氨

基酸残基与二氢叶酸还原酶连接的融合蛋白却不能进行正常的转运
.

因此他们认为
: 不管 C

-

端的氨基酸序列所起 的作用如何
,

可能还存在其它的定位信号序列 ( P巧 )
.

蛋 白质翻译后 的成

熟是一个极其复杂的过程
,

而转运又只是其 中的一个环节
,

但其涉及到的因子却很多
,

除 了上

面提到的定位信号序列
、

温度和能量的要求外
,

还要求有
:
定位信号的受体

、

跨膜运送过程中可

能涉及的一些分子伴侣等
,

所有这些都可能是今后的研究方向
.

当 OG 蛋白被转运到过氧物酶体中后
,

随后的就是如何被组装成具 正常活性 的生物大分

子
.

Heu ep l等 ( 199 4 )通过对 菠菜过 氧化物酶体动力学特性的研 究
,

认为 OG 与过 氧化氢酶

( CA T )
、

谷氨酸
: 乙醛酸氨基转移酶 ( C C A T )等一起在膜上形成了一个多酶复合体

,

这样既提高

了催化效率
,

又使得 H Z O Z 、

乙醛酸等细胞毒性物质不致于泄漏
.

3 GO 的基因表达及其调控

3
.

1 G O 基因的克隆

vo fo ik at 等 ( 19 8 7) 根据菠菜 OG 的部分氨基酸顺序人工合成 了寡聚核昔酸探针
,

从而在菠

菜的
。 DNA 文库中克隆到了 oG

CDNA
,

并进行了序列分析
,

发现其总长度为 1 526 bP
,

其 中可译

框架为 1 l m b ;P uL dt 等 ( 1990 )从兵豆 中得到了 oG 的 c DNA 克隆
,

其序列与菠菜 oG
c DNA 相
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比较
,

具 86 % 的同源性
.

sT u
ge ik 等 ( 19 93) 用免疫化学法从

c DN A 的表达文库 中克隆到 了南瓜子

叶 OG 的 c DN A
,

长度为 1 科0 b p
,

编码 367 个氨基酸残基
.

3
.

2 G O 基因的异源表达

高效的异源表达是对 OG 进行深人研究的前提
,

M ac he m ux 等 ( 19 9 1) 在啤酒酵母 ( acs cha
-

or n l
cy

e 3 c

~
is诚 )中表达并得到具活性的菠菜 co

,

随后他们采用 7T NR A 聚合酶启动子在大肠

杆菌中高效表达了菠菜 OG 基因 ( M ac he or 以 e t al
,

19 9 2 )
,

表达量可达可溶蛋白的 1%
,

效率为啤

酒酵母系统的 巧 倍
,

而且表达出来 的酶与天然菠菜 G O 相 比
,

在物理化学特性上完全一致
.

而

M ac he or ux 等 ( 19 93 )
、

st e n be yr 等 ( 19 9 5) 之所以能够运用定点突变技术对 oG 活性中心的氨基酸

残基进行深人的研究
,

正是 由于凭借了这个高效的表达系统
.

P a r k 等 ( 19 93 )同样在啤酒酵母 中

表达了菠菜 GO 基因
,

并且所得酶其物理化学特性与天然酶相 同
.

3
.

3 ( ;0 基因表达的调控

随着技术的发展
,

人们期望从 分子水平 上去 了解 OG 基 因的表达状 况
.

eG 记
e s
等 ( 1986

,

1 9 88) 通过 N o

hrt
e m 印迹法发现照光可使兵豆 叶片和黄瓜子叶中 G O 的 m RNA 水平提高

,

并且

巧 s 的短时间照光就足 以启动这种变化
.

肠 dt 等 ( 19 90) 发现光照能激活兵豆黄化叶片的 OG
基 因

,

使得 C O m RN A 水平明显提高
,

而后保持在一定水平
,

当叶片进人衰老后其含量又降到极

低
,

而在根中则检测不 出 co 的 m RN A
.

P ar k 等 ( 199 2 )以菠菜 为材料
,

分析 了各种器官 中 OG
mR N A 的丰度

,

其 中以叶片为最高
,

茎中极微
,

而在根中则检测不 出
,

这说明 GO 基因的转录具

一定的组织依赖性
.

同时发现黑暗处理后
,

叶片中的 m RN A 水平明显下降
,

而照光后又重新上

升
.

sT u ge ik 等 ( 19 9 3 )在黄瓜子叶的转绿过程 中用免疫印迹和 N o
hrt

e m 印迹法分别分析 OG 酶

蛋 白含量和 m R到A 水平的变化
,

结果表明在此过程中两者含量均明显提高
.

Pakr 等 ( 19 9 5) 进一

步分析光对菠菜 OG 基因表达的影响
,

发现 OG 受光诱导的模式类似于 br 。 S 基 因
,

而红光的诱

导作用又可被远红光逆转
.

徐杰等 ( 19 96) 观察到照光和底物处理可提高水稻叶片中 OC
11讯N A

水平及酶蛋 白含量
.

这些结果都说明
: 光和底物在转录水平参与了 GO 基 因表达的调控

,

而光

敏色素可能在光信号的接收传递上起作用
.

4 结语

随着植物 OG 研究的进一步深人
,

有关 OG 酶蛋白的转运
、

组装及其酶基因表达调控的分

子机理将会得到进一步的阐明
.

从而为研究光呼吸代谢的生理功能及其调控的提供坚实基础
.
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