
Function Analysis and Structure Prediction of 
Cytosolic Pyruvate Kinase 2 in Japonica Rice

粳稻cPK2的结构预测和功能分析

组 号：3G09
报告人：陈路娜
组 长：王健
组 员：王健，陈路娜，余平

2021.05.10



组内分工

王健：Q2QXR8的3D结构和它的3D结构预测模板对比，查询各
自的结合位点的氨基酸、功能位点和金属结合位点对比，并将各
位点信息进行总结；构想后期实验目的和展望。
陈路娜：Q2QXR8的研究背景、磷酸化位点预测、亚细胞定位、
结构预测和分析（结构域、二级和3D 结构）、互作蛋白、进化
树和保守性分析
余平：分析Q2QXR8的氨基酸组成、各氨基酸的功能和参考文献
格式的修改



一、研究背景
二、预测模型
三、功能预测
四、参考文献



研究背景

糖酵解途径是将葡萄糖分子催化分解为丙酮酸、NADH）和ATP的过程，cPK
是一种关键的糖酵解酶，使磷酸烯醇式丙酮酸转化为丙酮酸并伴随着ATP的生
成。

登录号：Q2QXR8
基因名称：ospk4、Os12g0145700
蛋白名称：Pyruvate kinase 2, cytosolic、OsPK4
家族：属于丙酮酸激酶家族
功能：碳水化合物分解、ATP合成、为TCA循环
提供丙酮酸、影响葡萄糖含量……
机制：对PK对水稻胚乳发育的影响机制尚不清楚



研究背景

（蔡怡聪..2018）

ospk2 基因编码一个质体丙酮酸激酶，在ospk2突变体内3个AGP基因
（OsAGPL2,OsAGPS1和OsAGPS2b）6个支链淀粉合成相关基因（OsSSI, 
OsSSIVb, OsGBSSI, OsISA1, OsISA3和OsPUL）转录水平显著降低，导致
稻米垩白，品质下降。（蔡怡聪, 2018）
ospk3垩白粒严重，成熟胚乳不透明，呈粉白色（Hu et al. 2020）
推测Q2QXR8功能丧失也会导致稻米胚乳垩白。



cPK2的氨基酸组成

根据ProtParam（ https://web.expasy.org/cgi-
bin/protparam/protparam）分析cPK2蛋白的氨基酸含
量，如右图，该蛋白含量最多的为亮氨酸，而后依
次为缬氨酸、丝氨酸和丙氨酸，异亮氨酸和赖氨酸
含量也较高，最少的是色氨酸。

此蛋白是非膜蛋白，但它的Leu含量最多，，可
能一定程度上解释了稻米等是人体亮氨酸最好的
来源（盛勤芳，2014）；
Ser和Lys是很多蛋白和家族的催化位点，且Lys在
转移酶中使用率高（秦涛，2011）；
Ser是常见的磷酸化修饰位点（邓晓政，2020；
Majer A J,2004）。
这些氨基酸信息可以一定程度上提示此蛋白质结
构和功能情况。



磷酸化位点预测

Scansite4.0（https://scansite4.mit.edu/#home）

Pyruvate kinase 2, cytosolic主要是137aa和302aa处的丝氨酸和
326aa处的苏氨酸磷酸化



亚细胞定位

用不同工具对Pyruvate kinase 2, cytosolic进行亚细胞定位预测结果
如下：
PSORT（https://psort.hgc.jp/）prediction cyto: 10, chlo: 3, plas: 1；
Plant-Ploc（ http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant / ）预测该蛋白
定位在细胞质中
因此Pyruvate kinase 2, cytosolic定位于细胞质中，该蛋白为膜内蛋
白。



PfamSMART

结构预测：结构域预测

Pfam:PK和 Pfam:PK_C为丙酮酸激酶家族特有的结构域；
Pfam:PK为镁离子、钾离子结合区域，丙酮酸激酶活性区域；
Pfam:PK_C为丙酮酸激酶识别区域。
因此可知带蛋白有丙酮酸激酶活性。



结构预测：二级结构分析

根据Psipred（http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/）分析cPK2的二级结构可知，
该蛋白主要由无规卷曲、α-螺旋和β-折叠组成，无规卷曲>α-螺旋>β-折叠。
无规则卷曲是一种有序的非重复性结构，通常是构成酶活性部位和其他蛋
白质特异的功能部位。

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/%EF%BC%89%E5%88%86%E6%9E%90cPK2


结构预测：3D结构分析

cPK2蛋白的三级结构是通过swiss model预
测出来的，ID为1aqf.1.A ，预测的模板蛋白
为P11974（兔子，Pyruvate kinase PKM，一
种糖酵解酶）

红色：可信度高
蓝色：可信度低



结构预测：3D结构分析



P11974和Q2QXR8都为丙酮酸激酶，都含有1个核苷酸磷酸结合位
点、6个金属结合位点和一个维持酶过渡态未定性的位点。
P11974      核苷酸磷酸结合位点 74A - 77A     Asn Phe Ser His

金属结合位点 74A  Asn,    76A Ser ,
112A Asp,    113A Thr,
271A Glu,    295A Asp

维持酶过渡态稳定功能位点 269A  Lys

Q2QXR8    核苷酸磷酸结合位点 60A - 63A     Asp Phe Ser His
金属结合位点 74A  Asp,    76A Ser ,

112A Asp,    113A Thr,
271A Glu,    295A Asn

维持酶过渡态稳定功能位点 269A  Lys

结构预测：3D结构分析



结构预测：3D结构分析

无规卷曲上金属（Mg\K）和核酸磷酸
盐结合区域



在SPD的控制面板上可以看该蛋白无
规卷曲、α-螺旋和β-折叠在肽链中的
位置，与Psipred网站预测出来的二级
结构相比，无规卷曲、α-螺旋和β-折
叠在肽链中的位置略有不同，如SPD
中31A Lys处于β-折叠，38A Pro、42A 
Ser、52A Ala处于α-螺旋，而在Psipred
中这四个位置的氨基酸都处于无规卷
曲。

结构预测：3D结构分析



cPK2蛋白互作情况

Os06T0256500-01是胞质中的葡萄糖6-磷酸异构酶，催化G-6-P和F-6-P相
互转化，G-6-P是淀粉合成的原料（蔡怡聪, 2018）



对水稻和拟南芥中所有的PK蛋白进行进化树分析

跟目标蛋白亲缘关系最近的为
Os11g0148500，其次为
At3g52990Q94KE3、At2g36580
和At3g52990A8MR07，目标蛋
白与他们的相似性分别达到
96.39%、87.48%、86.15%和
87.76%。



保守性分析
来源：Clustal Omega
*表示完全保守区域
空白：表示完全不保守
序列

Pyruvate kinase 2, cytosolic（rice）
与其他几条同源蛋白的结构域保守
性高，说明该结构与对蛋白功能的
发挥及其重要

Os11g0148500（ospk1）编码胞质中的
丙酮酸激酶1，与ospk4相比，其突变
位点均在结构域中不完全保守区域，
由丝氨酸变成丙氨酸，对其功能影响
不大。 OsPK1表达下调，导致水稻矮
化和包穗（Zhang et al. 2012），
ospk1和ospk4会和OsPK3作形成异二
聚体，调控籽粒的发育，突变体
ospk3的种子发育和储存物质的积累
受到严重影响（Hu et al. 2020）
预测ospk4缺失会导致垩白胚乳表型。

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo


目的

1.根据Pyruvate kinase 2相似或者同源蛋白预测蛋白结构域，以相似的思
路设计蛋白互作实验，找相应的抗体或抗原
2.根据相似或者同源蛋白预测出现相应实验现象的原因
3.根据参与调控的已知功能蛋白，挑选合适的蛋白调控目标蛋白或者被
调控，研究目标蛋白的作用
4.利用蛋白互作分析预测Pyruvate kinase 2, cytosolic和哪些蛋白互作或能形
成异源复合体，Pyruvate kinase 2, cytosolic的表达的量改变会影响哪些蛋
白的表达，可能导致怎样的表型



参考文献



Thank you for your attention！
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