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摘　 要: 核酮糖 １ꎬ５￣二磷酸羧化酶 /加氧酶是光合碳同化作用的关键酶ꎬ它对调节铁皮石斛 Ｒｕｂｉｓｃｏ 活性和光

合速率具有直接的作用ꎬ对其进行基因等方面的研究ꎬ会对改变植物光合速率打下良好基础ꎮ 该研究以一年

生铁皮石斛叶片为材料ꎬ采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ 技术成功克隆了 Ｒｕｂｉｓｃｏ 活化酶(ＲＣＡ)基因ꎬ并对其进行生物

信息学分析ꎮ 结果表明:ＲＣＡ 基因全长１ ７３０ ｂｐꎬ命名为 ＲＣＡ２(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号 ＫＴ２０５８４２)ꎬ其中 ５′￣ＵＴＲ ８１ ｂｐ
、３′￣ＵＴＲ ３２６ ｂｐꎬ开放阅读框１ ３２３ ｂｐꎬ编码 ４４０ 个氨基酸ꎬ分子质量为 ４８.５３ ｋＤａꎬ等电点为 ６.１９ꎬ包含 Ｐ￣ｌｏｏｐ
ＮＴＰａｓｅ 超家族基因结构ꎮ 氨基酸多重序列比对发现 ＲＣＡ２ 核苷酸序列与蝴蝶兰的相似性高达 ８７％ꎮ ＲＣＡ２ 编

码蛋白为亲水性蛋白ꎻ亚细胞定位于叶绿体基质ꎻ蛋白质二级结构分析ꎬα 螺旋占 ３０.６８％ꎬ延伸链占 ２５.４５％ꎬ
不规则折叠占 ４３.８６％ꎮ ＲＣＡ２ 编码蛋白质的功能预测发现ꎬＲＣＡ２ 在中间代谢起到了一个非常重要的角色ꎮ
该研究发现对铁皮石斛光合作用关键酶 Ｒｕｂｉｓｃｏ 的分析可为其光合作用特性的发掘提供理论基础ꎬ并为提高

温室大棚栽培效率提供理论依据ꎮ
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　 　 铁皮石斛(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ)属于兰科(Ｏｒ￣
ｃｈｉｄａｃｅａｅ)石斛属(Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ)多年生的草本植物ꎬ
铁皮石斛含石斛多糖、石斛碱、双苄酚类、菲酚类等

多种药效成分ꎬ是石斛属药用植物中最为珍稀名贵

的种ꎬ具有滋阴清热、润肺止咳、益胃生津、明目强身

等作用(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌꎬ２０００)ꎮ 核酮糖 １ꎬ５￣二磷酸羧

化酶 /加氧酶(Ｒｉｂｕｌｏｓｅ￣１ꎬ５￣ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ
/ ｏｘｙｇｅｎａｓｅꎬＲｕｂｉｓｃｏ)是存在于叶绿体内的一个双功

能酶ꎬ同时催化卡尔文循环中最初固定 ＣＯ２的反应

以及光呼吸作用中的第一步反应ꎬ该酶处于光合碳

还原和碳氧化两个方向相反但又相互关联的循环交

叉点上ꎬ对净光合速率起着决定性的影响ꎬ因此提高

Ｒｕｂｉｓｃｏ 活力是提高光合作用的重要途径(潘瑞炽

等ꎬ２００４)ꎮ 因铁皮石斛原生地的生境破坏和常年

的滥采乱挖ꎬ野生资源遭到严重的破坏ꎬ濒临灭绝ꎬ
已列入中国珍稀濒危保护植物的名录ꎮ 由于石斛不

能够栽培在土壤里ꎬ北方地区必须栽培在树皮、木
块、锯末等做的栽培床或者是石头上ꎬ冬天多数需要

盖温棚等设施ꎬ投资较大ꎬ加上石斛种植的技术要求

高ꎬ 目前市场尚未完全打开ꎬ发展速度还不是很快

(张明等ꎬ２０１０)ꎮ
随着生物技术的发展ꎬ许多粮食作物如大麦

(Ｒｕｎｄｌｅ ＆ Ｚｉｅｌｉｎｓｋｉꎬ１９９１)、水稻(Ｔｏ ｅｔ ａｌꎬ１９９９)、大
豆(Ｙｉｎ ｅｔ ａｌꎬ２０１４)等植物的 ＲＣＡ 基因被克隆ꎬ但目

前报道的 ＲＣＡ 基因很少有涉及药用观赏植物ꎬ最近

有朱明库等(２０１３)对羽衣甘蓝 Ｒｕｂｉｓｃｏ 活化酶基因

ＢｏＲＣＡ 的克隆、生物信息学及表达分析的研究ꎻ袁
秀云 等 ( ２０１６ ) 对 蝴 蝶 兰 Ｒｕｂｉｓｃｏ 活 化 酶 基 因

ＰｈＲＣＡα 的序列特征及在低温胁迫下的表达分析的

研究ꎻ祝钦泷等(２０１１)对彩叶草 Ｒｕｂｉｓｃｏ 活化酶基

因 ＳｓＲＣＡ 进行了组织表达特异性和光诱导表达特

性研究ꎻ曾淑华等(２０１２)已从铁皮石斛中克隆了光

合碳途径关键酶磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶基因ꎮ 因

此ꎬ开展铁皮石斛 ＲＣＡ 基因研究显得尤为必要ꎮ 本

研究为了提高石斛的质量ꎬ提高石斛光合效率ꎬ揭示

铁皮石斛光合作用机理自然成了铁皮石斛研究领域

的重要问题ꎬ该研究利用 ＲＡＣＥ 技术克隆出铁皮石

斛 ＲＣＡ２ 全长基因ꎬ并进行生物信息学分析ꎬ为进一

步研究铁皮石斛光合作用调节机理奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

铁皮石斛原产地为贵州ꎬ现在种植于河南省郑

州市郑州师范学院兰花工程技术研究中心智能日光

温室ꎬ植物材料为一年生铁皮石斛ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ ＲＮＡ 提取 　 选取一年生铁皮石斛叶片ꎬ液氮

速冻ꎬ保存于－８０ ℃冰箱备用ꎮ 叶片总 ＲＮＡ 提取采

用多糖多酚植物总 ＲＮＡ 提取试剂盒 ( Ｔｉａｎｇｅｎ 公

司)ꎻ采用 １％琼脂糖凝胶电泳鉴定 ＲＮＡ 的完整性ꎻ
采用 Ｑｕａｗｅｌｌ Ｑ５０００ 微量紫外可见分光光度计测定

其 Ａ２６０ / Ａ２８０值及其浓度ꎮ
１.２.２ ＲＣＡ２ 基因全长的克隆　 以提取的叶片总 ＲＮＡ
为模板ꎬ用反转录试剂盒合成单链 ｃＤＮＡꎮ 根据 ＧＥＮ￣
ＢＡＮＫ 上已知植物的 ＲＣＡ 保守区ꎬ利用 ＤＮＡＭＡＮ 和

Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 生物软件设计兼并引物(表 １)ꎬ扩增 ＲＣＡ
保守片段ꎮ ＰＣＲ 反应体系为 ２０.０ μＬ:１０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ
２.０ μＬ、 ｄＮＴＰ Ｍｉｘ ２. ０ μＬ、上游引物 ＲＣＡ￣Ｆ１ (１０
μｍｏｌＬ￣１) １.０ μＬ、下游引物ＲＣＡ￣Ｒ１(１０ μｍｏｌＬ￣１)
１.０ μＬ、模板 ｃＤＮＡ １.０ μＬ、ｒＴａｑ 酶 (５ ＵμＬ￣１) ０.２
μＬꎬ加灭菌双蒸水至总体积 ２０.０ μＬꎻ反应程序为 ９４
℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ４０ ｓꎬ５６ ℃退火 ４０ ｓꎬ７２ ℃
延伸 ４０ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 切胶回

收目的片段ꎬ连接 ｐＧＥＭ￣Ｔ Ｅａｓｙ 载体ꎬ转化大肠杆菌

ＤＨ５αꎬ挑选阳性克隆送至上海英潍捷基生物技术公

司测序ꎬ获得 ＲＣＡ 基因的保守区序列ꎮ 再根据获得

的保守区序列ꎬ分别设计 ５′端和 ３′ 端特异性巢式引

物(表 １)ꎬ以叶 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ用巢式 ＰＣＲ 方式分别

扩增 ＲＣＡ 的 ５′ 端和 ３′ 端序列ꎬ按 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公司

ＳＭＡＲＴｅｒＴＭ ＲＡＣＥ 扩增试剂盒操作说明进行反应ꎬ回
收扩增目的产物ꎬ克隆到 ｐＧＥＭ￣Ｔ Ｅａｓｙ 载体上ꎬ转入
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大肠杆菌 ＤＨ５α 菌株ꎬ进行测序和拼接ꎮ
１.２.３ ＯＲＦ 的扩增 　 根据 ＤＮＡＭＡＮ 软件拼接得到

ＲＣＡ 基因序列全长ꎬ利用 Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 设计 １ 对特异

引物 ＲＣＡ￣Ｆ２ 和 ＲＣＡ￣Ｒ２(表 １)ꎬ用于完整开放阅读

框(ＯＲＦ) 的扩增ꎮ ＰＣＲ 扩增程序为 ９４℃ 预变性

５ ｍｉｎꎬ９４ ℃ 变性 ４５ ｓꎬ５８ ℃ 退火 ４５ ｓꎬ７２ ℃ 延伸

１ ｍｉｎꎬ进行 ３５ 个循环ꎬ７２ ℃ 延伸 １５ ｍｉｎꎮ ＯＲＦ 片

段连接到 ｐＧＥＭ￣Ｔ Ｅａｓｙ 载体上ꎬ转化大肠杆菌

ＤＨ５αꎬ测序进行 ＯＲＦ 序列验证ꎮ
１.２.４ 生物信息学分析　 利用 ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ 进行开放阅

读框的预测ꎻ利用 ＮＣＢＩ 上的 ＢＬＡＳＴ 进行基因相似

性的分析( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｂｌａｓｔ / )ꎻ利
用 ＤＮＡＭＡＮ 进 行 氨 基 酸 序 列 比 对 分 析ꎻ 利 用

ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 程序(ｈｔｔｐ: / / ｅｘｐａｓｙ.ｏｒｇ / ｔｏｏｌｓ / ｐｒｏｔｓｃａｌｅ.ｈｔ￣
ｍｌ)分析蛋白质亲疏水性ꎻ利用 ＴａｒｇｅｔＰ 软件(Ｕｓｉｎｇ
ＰＬＡＮＴ ｎｅｔｗｏｒｋｓ)和 ＰＳＯＲＴ ｌｌ ( ｈｔｔｐ: / / ｐｓｏｒｔ. ｈｇｃ. ｊｐ /
ｆｏｒｍ.ｈｔｍｌ)进行亚细胞定位的分析ꎻ利用 Ｐｒｏｔｆｕｎ(ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｂｓ. ｄｔｕ. ｄｋ / ｓｅｒｖｉｃｅｓ / ＰｒｏｔＦｕｎ / ) 分析预测

ＲＣＡ２ 蛋白质结构功能和功能分类ꎻ利用 ＥｘＰＡＳｙ 网

站上的 ＧＯＲ 进行蛋白质二级结构预测ꎻ 利用

ＥｘＰＡＳｙ 网站上的 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 进行蛋白质三级

结构的预测分析ꎮ

表 １　 ＰＣＲ 引物
Ｔａｂｌｅ １　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列(５′－３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

用途
Ｐｕｒｐｏｓｅ

ＲＣＡ￣Ｆ１
ＲＣＡ￣Ｒ１

５′￣ＧＡＹＧＡＣＣＡＧＣＡＧＧＡＣＡＴＡＡＣＣＡ￣３′
５′￣ＴＴＧＴＴＧＡＣＧＧＴＧＴＡＣＴＧＧＧＴＧ￣３′

保守片段扩增
Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｆｒａｇｍ ｅｎｔ ｃｌｏｎｉｎｇ

ＧＳＰ１
ＧＳＰ２

５′￣ＴＧＴＧＣＴＧＣＣＴＣＴＴＣＡＴＣＡＡＴＧ￣３′
５′￣ＡＣＣＡＣＣＣＡＧＴＡＣＡＣＣＧＴＣＡＡ￣３′

３′端 ＲＡＣＥ 引物
Ｔｈｅ ３′ｅｎｄ ＲＡＣＥ ｐｒｉｍｅｒ

ＧＰＳ３
ＧＰＳ４

５′￣ＡＴＡＣＴＧＡＣＧＡＡＧＡＣＣＴＴＧＧＣＴＧＡＴ￣３′
５′￣ＣＡＣＣＣＴＴＴＣＣＴＣＴＧＧＴＴＡＴＧＴＣＣＴ￣３′

５′端 ＲＡＣＥ 引物
Ｔｈｅ ５′ｅｎｄ ＲＡＣＥ ｐｒｉｍｅｒ

ＲＣＡ￣Ｆ２
ＲＣＡ – Ｒ２

５′￣ＣＣＴＣＡＣＣＴＴＣＡＧＣＴＡＴＧＧＣＣ￣３′
５′￣ＣＧＣＴＡＡＣＣＡＴＡＧＡＡＡＧＡＡＣＣＡＧＴＣＴ￣３′

ＲＣＡ 编码区克隆
ＲＣＡ ＯＲＦ ｃｌｏｎｉｎｇ

２　 结果与分析

２.１ ＲＣＡ２ 基因全长克隆

叶片总 ＲＮＡ 提取后经 １％琼脂糖凝胶电泳鉴定

其完整性ꎬ检测结果显示ꎬ２８Ｓ 和 １８Ｓ 条带清晰ꎬ
Ａ２６０ / Ａ２８０值 １.９６ꎬ浓度为 ２１０.５６ ｎｇμＬ￣１ꎮ

以铁皮石斛叶片总 ＲＮＡ 反转录的 ｃＤＮＡ 为模

板ꎬ以兼并引物 ＲＣＡ￣Ｆ１ 和 ＲＣＡ￣Ｒ２ 进行保守区片

段 ＰＣＲ 扩增ꎬ得到一个 ５０３ ｂｐ 保守片段(图 １:Ｂ)ꎬ
根据设计的 ３′ 端和 ５′ 端特异引物ꎬ采用 ＲＡＣＥ 技

术ꎬ扩增获得 ３′端目的片段(图 １:Ｄ)和 ５′ 端目的片

段(图 １:Ｃ)ꎮ 利用生物软件 ＤＮＡＭＡＮ 进行序列拼

接得到该基因的全长为 １ ７３０ ｂｐꎬ利用 ＯＲＦｆｉｎｄｅｒ 分
析ꎬ共有 ９ 个 ＯＲＦꎬ该基因最长的 ＯＲＦ 共计１ ３２３
ｂｐꎬ 包含 ８１ ｂｐ 的 ５′￣ＵＴＲ、３２６ ｂｐ 的 ３′￣ＵＴＲꎬ编码

４４０ 个氨基酸ꎬ将该基因命名为 ＲＣＡ２ꎬＧｅｎＢａｎｋ 登

陆号为 ＫＴ２０５８４２ꎮ 利用引物 ＲＣＡ￣Ｆ２ 和 ＲＣＡ￣Ｒ２ 扩

增获得 １ ３２３ ｂｐ ＯＲＦ 片段(图 １:Ａ)ꎬ连接到 ｐＧＥＭ￣
Ｔ Ｅａｓｙ 载体上测序验证ꎬ得到的阳性质粒命名为

ｐＧＥＭ￣ＲＣＡ２ꎮ
２.２ ＲＣＡ２ 基因全长的生物信息学分析

２.２.１ ＲＣＡ２ 核苷酸及编码蛋白序列的理化性质　 利

用 ｂｌａｓｔｐ 和 ＤＮＡＭＡＮ 对 ＲＣＡ２ 氨基酸序列进行比

对分析ꎬ发现该基因包含 Ｐ￣ｌｏｏｐ ＮＴＰａｓｅ Ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ
结构域ꎬ分别为“ＷＧＧＫＧＱＧＫＳ” (Ａ 区)和“ＧＫＭＣ￣
ＣＬＦＩＮＤＬＤ”(Ｂ 区)ꎬ属于 Ｐ￣ｌｏｏｐ ＮＴＰａｓｅ 超家族基

因(图 ２)ꎮ 理化性质分析该蛋白的分子质量为

４８.５３ ｋＤａꎬ等电点为 ６.１９ꎮ 将该基因全长核苷酸序

列在 ＮＣＢＩ 上进行 ｂｌａｓｔｎ 相似性比较ꎬ结果表明基因

均为 ＲＣＡ 基因ꎬ且与蝴蝶兰(Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ)的相似性

高达 ８７％ꎮ 氨基酸序列比对分析ꎬ发现其氨基酸序

列与蝴蝶兰、葡萄、荷花的相似性分别为 ８９％、８４％、
８５％(图 ３)ꎮ
２.２. ２ ＲＣＡ２ 编码蛋白质的亲疏水性分析 　 利用

ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 分析蛋白的亲疏水性发现ꎬ ＲＣＡ２ 蛋白质序

列具有较高的亲水性ꎬ其中第 ６９ 位的 Ｔｈｒ 亲水性最强

(－３.０７８)ꎬ第 １６２ 位 Ｌｅｕ 的疏水性最强(２.１２２)(图 ４)ꎮ
２.２.３ ＲＣＡ２ 编码蛋白质的亚细胞定位 　 蛋白的亚

细胞定位与该蛋白所执行的功能是密切相关的ꎬ 用

２８ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



图 １　 ＲＣＡ２ 基因扩增结果　 Ａ. 开放阅读框扩增ꎻ Ｂ. 保守片段扩增ꎻ Ｃ. ５′ＲＡＣＥ 扩增ꎻ Ｄ. ３′ＲＡＣＥ 扩增ꎻ
Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ ２０００ꎻ １. ＯＲＦ 扩增产物ꎻ ２. 保守片段ꎻ ３. ３′ＲＡＣＥ 产物ꎻ ４. ５′ＲＡＣＥ 产物ꎮ

Ｆｉｇ. １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ＲＣＡ２　 Ａ. Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＯＲＦꎻ Ｂ. Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｒｅｇｉｏｎ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎻ Ｃ. Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ３′ ＲＡＣＥꎻ Ｄ. Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ５′ ＲＡＣＥꎻ Ｍ. Ｍａｒｋｅｒ ２０００ꎻ １. Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ＯＲＦꎻ

２. Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｒｅｇｉｏｎꎻ ３. Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ３′ ＲＡＣＥꎻ ４. Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ５′ ＲＡＣＥ.

图 ２　 ＲＣＡ２ 蛋白的功能域分析

Ｆｉｇ. ２　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＲＣＡ２ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＴａｒｇｅｔＰ 和 ＰＳＯＲＴ ＩＩ 软件进行亚细胞定位分析ꎬＴａｒ￣
ｇｅｔＰ 预测结果显示 ＲＣＡ２ 蛋白定位于叶绿体基质ꎬ
可信度为 ３(图 ５:Ａ)ꎬ用 ＰＳＯＲＴ ＩＩ 预测蛋白显示ꎬ
ＲＣＡ２ 蛋白定位于叶绿体基质、线粒体基质间隙、叶
绿体类囊体膜、叶绿体类囊体腔ꎬＲＣＡ２ 蛋白主要存

在于叶绿体基质(图 ５:Ｂ)ꎮ
２.２.４ ＲＣＡ２ 编码蛋白质的功能预测与分析 　 利用

Ｐｒｏｔｆｕｎ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｏｆ ＣＢＳ 分析预测 ＲＣＡ２ 蛋白质结构

功能和功能分类ꎬ可能有意义的功能包括中间代谢、
脂肪酸代谢、翻译、辅酶因子的生物合成和能量代谢

等ꎬ他们的几率分别是 ５.４８４、４.３８７、４.０４８、３.６３９、
３.０９８ꎮ 这表明 ＲＣＡ２ 在中间代谢起到了一个非常

重要的角色ꎬ在脂肪酸代谢、翻译中起到了重要作

用ꎬ在辅酶因子的生物合成和能量代谢中也起到了

关键作用ꎮ
２.２.５ ＲＣＡ２ 编码蛋白质的二级、三级结构预测　 采

用 ＥｘＰＡＳｙ 网站上的 ＧＯＲ 进行蛋白质二级结构预

测ꎬ结果表明ꎬα 螺旋占 ３０.６８％ꎬ延伸链占 ２５.４５％ꎬ
不规则折叠占 ４３.８６％(图 ６)ꎮ 用 ＥｘＰＡＳｙ 网站上的

ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ Ｗｏｒｋｓｐａｃｅ 预测蛋白质的三维结构

以 ４ｗ５ｗ.１.Ａ(ＳＭＴＬ ｉｄ)为模板进行建模ꎬ该模板以

Ｘ￣ＲＡＹ ２.９０ Å 方法产生ꎬ与 ＲＣＡ２ 蛋白一致性为

８６.０２％(图 ７)ꎮ

３　 讨论与结论

该研究通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ 技术方法ꎬ成功

克隆了铁皮石斛 ＲＣＡ２ 基 因 ( ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号

ＫＴ２０５８４２)全长１ ７３０ ｂｐꎬ开放阅读框１ ３２３ ｂｐꎬ编码

４４０ 个氨基酸ꎻ核苷酸序列分析结果表明ꎬＲＣＡ２ 核

苷酸序列与蝴蝶兰 (Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ) 的相似性高达

８７％ꎬ其编码蛋白属于 Ｐ￣ｌｏｏｐ ＮＴＰａｓｅ Ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ 家

族基因ꎮ 蛋白理化性质分析该蛋白的分子质量为

４８.５３ ｋＤａꎬ等电点为 ６.１９ꎬ为亲水性蛋白ꎬＲＣＡ２ 编
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图 ３　 ＲＣＡ２ 的氨基酸序列比对

Ｆｉｇ. ３　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＲＣＡ２

图 ４　 ＲＣＡ２ 蛋白的亲疏水性预测

Ｆｉｇ. ４　 Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ￣ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｙ
ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＣＡ２ ｐｒｏｔｅｉｎ

码蛋白质的亚细胞定位于叶绿体基质ꎻ编码蛋白质

的功能包括中间代谢、脂肪酸代谢、翻译、辅酶因子

的生物合成和能量代谢等ꎬ蛋白质三级结构预测模

型与 ＲＣＡ２ 蛋白一致性为 ８６.０２％ꎬ这些生物学参数

为进一步研究 ＲＣＡ２ 蛋白的酶学性质及其在铁皮石

斛中的光合作用机理奠定了理论基础ꎮ
Ｒｕｂｉｓｃｏ 作为光合速率的限制性因子ꎬ近些年已

成为提高植物光合效率的研究目标之一ꎬ而 ＲＣＡ 对

维持 Ｒｕｂｉｓｃｏ 的净光合速率及初始羧化活力均有重

要调节作用(张国等ꎬ２００５) ＲＣＡ 自被 Ｓａｌｖｕｃｃｉ ｅｔ ａｌ
(２００５)在拟南芥中报道以来ꎬ一直是农业生物工程

研究关注的焦点ꎮ 当 ＲＣＡ 基因表达量降低时ꎬ植物

的光合速率随之下降ꎬ生长也变慢ꎬ 因此通过调控

ＲＣＡ 的表达提高光合作用ꎬ最终实现植株产量的增

加ꎬ将会有广泛及良好的前景(李海霞等ꎬ ２０１０)ꎮ
Ｒｕｂｉｓｃｏ 活化酶能维持并调节植物 Ｒｕｂｉｓｃｏ 的活性ꎬ
使 Ｒｕｂｉｓｃｏ 的活性位点因为与磷酸糖类物质的结合

４８ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



图 ５　 ＲＣＡ２ 蛋白亚细胞定位　 Ａ. ＴａｒｇｅｔＰ 软件预测结果　 Ｂ. ＰＳＯＲＴ Ⅱ软件预测结果ꎮ
Ｆｉｇ. ５　 ＲＣＡ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｕｂ￣ｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ.　 Ａ. ＴａｒｇｅｔＰ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　 Ｂ. ＰＳＯＲＴⅡｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ.

图 ６　 铁皮石斛 ＲＣＡ２ 蛋白的二级结构预测　 ｈ. α 螺旋ꎻ ｅ. 延伸链ꎻ ｃ. 不规则折叠ꎮ
Ｆｉｇ. ６　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄ ｓｔｕｃｔｕｒｅ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＲＣＡ２ ｆｒｏｍ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ　 ｈ. Ａｌｐｈａ ｈｅｌｉｘꎻ ｅ. Ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｓｔｒａｎｄꎻ ｃ. Ｒａｎｄｏｍ ｃｏｉｌ.

图 ７　 铁皮石斛 ＲＣＡ２ 蛋白的三级结构预测

Ｆｉｇ. ７　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ３Ｄ ｓｔｕｃｔｕｒｅ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ
ＲＣＡ２ ｆｒｏｍ Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅ　

而导致活性降低的不利影响得到最大程度的抑制ꎬ
且能够降低 Ｒｕｂｉｓｃｏ 去氨基甲酰化时所需 ＣＯ２的浓

度ꎬ显著提高 Ｒｕｂｉｓｃｏ 的活性ꎬ因此对调节植物光合

速率有着直接作用 (Ｐｏｒｔｉｓꎬ ２００３ꎻＳａｌｖｕｃｃｉ ＆ Ｃｒａｆｔｓ￣
Ｂｒａｎｄｎｅｒꎬ ２００４ꎻ Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌꎬ ２００２)ꎮ 铁皮石斛是药

用观赏植物ꎬ其 ＲＣＡ 基因的分子克隆、生物信息学

的研究ꎬ为研究其他药用观赏植物 ＲＣＡ 基因的结构

及功能提供了参考和借鉴价值ꎬ并为进一步研究

Ｒｕｂｉｓｃｏ 活化酶在铁皮石斛光合作用中的功能和分

子调控机理奠定了基础ꎬ其进一步的相关研究工作

正在进行中ꎮ
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富ꎬ岩罕单ꎬ段其武ꎬ等ꎬ２０１５. 植物傣名及其释义(西双版纳)
[Ｍ]ꎬ 北京:科学出版社: ３５８.]
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ｎａｎꎬ ７(２): １６９－１８６. [禹平华ꎬ许再富ꎬ黄玉林. １９８５. 西双版
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