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转 C4 基因水稻的生理表现
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摘要:以 C3 水稻原种(WT)和 C4 玉米为材料 ,研究了转 PEPC+PPDK +ME 基因水稻(PKM)的

C4 光合酶活性 、不同光温条件下光合参数和水分利用效率 、活性氧代谢等指标。结果表明 , PKM

水稻饱和光合速率介于WT 和 C4 玉米之间 ,稍偏向玉米 ,而水分利用效率与WT 接近 。由于玉米

C4 基因的导入 , PKM 水稻高表达了相关的 C4 光合酶。在高光和高温条件下 ,PKM 水稻光合速率

比原种提高 55%以上。另外 ,虽然 PKM 水稻光合速率增加 ,但蒸腾速率亦升高 ,因此 PKM 水稻

的水分利用效率略有增加 ,偏向原种。在光氧化条件下 ,PKM 水稻耐光氧化能力进一步增强 。
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Abstract:In this study , the activities o f C4 pho to synthet ic enzymes(including PEPC , PPDK , M E

and M DH), the gas exchange parameters and w ater use ef ficiency(WUE)under di fferent light in-

tensities and tempe ra tures , and the metabolic index of active oxygen w ere determined in transge-

nic rice carrying PEPC , PPDK and M E gene s (PKM), taking the C3-ty pe untransfo rmed rice

(WT)and maize(a C4 plant)as controls.The result show ed that the light-saturated pho tosyn-

thetic rate of PKM was inte rmediate between WT and maize , with a slight bias tow ards maize ,

while the WUE o f PKM was sim ilar to WT .The C4 photosynthetic enzymes w ere highly ex-

pressed in the PKM.Under the condi tions o f high photon flux density and high temperature , the

photosynthetic rate o f PKM increased by 55%, as compare to WT .Though Pn of PKM increase ,

i ts t ranspi ration rate w as also increased.Thus the WUE of CK was only slight ly increased , and

w as sim ilar to WT .In addi tion , the resistance o f CK to pho to-oxidat ion w as enhanced under the

photo-oxidative condit ions.Based on the above results , CK possesses enhanced photosynthetic

product ivity , providing a new technical approach and phy siolo gical basis fo r const ructing C4-like

rice w ith enhanced photosynthetic eff iciency and high yields.
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　　与 C3 植物相比 , C4 植物具有 CO 2 浓缩机制 ,

能在高光强 、高温及低 CO 2 浓度 、干旱等条件下有

较高的光合效率和营养 、水分利用效率
[ 1 , 2]

。人们

企图将 C4 光合性状导入 C3 作物中以提高 C3 作物

的光合效率[ 3] 。但由于研究手段等限制 ,长期以来

未取得明显的进展。近 10 a 来 ,由于生物技术的进
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步 ,玉米 C4 光合途径的关键酶PEPC(pho sphoenol-

py ruvate carboxylase)、PPDK(pyruvate o rthopho s-

phate dikinase)、ME(NA DP-mailc enzyme)基因已

成功地导入C3 作物水稻中 ,获得了高表达的转基因

植株[ 4-12] 。已有的研究表明 ,转 PEPC 基因水稻在

高光下表现出高光合能力[ 4] 和耐光氧化的特

性
[ 13 , 14]

。向 C3植物水稻中外加 C4 光合原初产物

OAA 可提高叶片的光合能力 ,意味着转PEPC基因

水稻叶内具有有限的 C4 微循环的运转[ 15] 。但前人

对转 3个光合关键酶基因的水稻研究较少 ,本试验

通过杂交获得了转 PEPC+PPDK +M E 3 个基因

(PKM)水稻的材料 ,在上述工作基础上 , 以原种 、

PKM 和 C4 植物玉米为材料 ,研究了净光合速率

(Pn)、蒸腾速率(Tr)和水分利用效率(WUE)的相

互关系及其光氧化特性 ,以期阐明提高水稻光合和

水分利用效率的技术途径及其生理基础 。

1　材料和方法

1.1　供试材料

与美国华盛顿州立大学 M aurice S B Ku 教授

合作 ,以日本水稻品种 Kitaake为基因受体 ,分别导

入玉米的 PEPC 、PPDK 、M E基因 ,获得不同的转基

因水稻材料 ,另外通过杂交的方法获得转 PEPC +

PPDK +M E基因(下称 PKM)水稻材料 。上述种子

在南京进行盆栽试验 , 5月初播种 ,每个材料播 25

盆 ,每盆直播 5穴 ,每穴 1苗 ,采用随机区组设计 , 3

次重复 ,在自然温光条件下按常规管理 ,各小区土壤

肥力和管理措施保持一致 。

1.2　C4 酶活性测定

C4 光合酶 PEPC 、PPDK 、M E 、M DH(脱氢酶)

活性分别参照 Gonzalez等[ 16] 、Hatch 等[ 17] 、陈景治

等[ 18]和李斌等[ 19]的方法测定 。

1.3　光合速率测定

在水稻抽穗期 ,用 LI-6400便携式光合仪测定水

稻连体剑叶不同光强下光合速率 ,CO2 为 340μmol/

mol ,O2 为 21%,温度为 30℃,绘制光合曲线 。通过

LI-6400控制光强在 1000μmol/(m
2
·s),测定不同温

度下净光合速率 ,绘制温度-光合曲线 。

1.4　活性氧代谢指标的测定

在水稻抽穗期 ,用 1.5 mmo l/L 的光氧化剂甲

基紫精(M V)溶液(用 1%(V/V)吐温-80溶液配制)

涂抹于叶片上表面 ,然后将植株置于室内弱光(20 ～

30μmol/(m2 · s))下 1h ,使蒸馏水和抑制剂渗入叶

片内 ,随后在 1400μmol/(m
2
· s)下照光 5 h 后测定

有关生理参数。超氧化物岐化酶(SOD)活性按 Gi-

annopoliti s等
[ 20]
方法测定;丙二醛(MDA)含量和

过氧化物酶(POD)活性分别按 Heath 等[ 21] 和

Kochba 等[ 22] 方法测定;O ·
2 产生速率按王爱国

等[ 2 3] 的方法测定。

2　结果与分析

2.1　PKM 水稻及原种叶片内的 C4 光合酶活性

比较

由表 1可知 ,原种中具有全套的 C4 光合酶 ,但

活性很低 。PKM 水稻的 PEPC 、PPDK 和 M E活性

分别比 C3 水稻原种(WT)高 17.34 倍 、2.54 倍和

3.97倍。表明转 PKM 基因水稻高表达了相应的

C4 光合酶。

表 1　PKM水稻叶片内的光合酶活性

μmol/(mg· h)

光合酶 原种 转基因植株 增加倍数

PEPC 62.10±3.85 1139±65.65 17.34

PPDK 23.52±1.08 83.48±6.80 2.54

ME 20.64±1.76 102.60±6.64 3.97

MDH 93.24±4.91 98.05±3.44 0.05

2.2　PKM 水稻 、原种和玉米的光合生理特性比较

　　从图 1 看出 ,原种 、PKM 水稻和玉米在低光强

下光合作用没有明显差异。但进一步增加光强 , WT

的饱和光强为 1000μmol/(m2 · s),饱和光合速率为

20μmol/(m2 ·s);PKM 水稻饱和光强为 1200μmol/

(m
2
·s),饱和光合速率为 30μmol/(m

2
· s);玉米饱

和光强为 1400μmol/(m
2
· s),饱和光合速率达到了

40μmol/(m
2
·s)。

图 1　PKM水稻 、原种与玉米叶片的光合速率对光强的响应

　　图 2显示 ,不同光强下蒸腾速率的变化趋势与

光合速率相一致 , PKM >WT >玉米 ,所有材料随着

光强的增加蒸腾速率均升高 ,说明在高光强下水分

蒸腾速率亦很高。
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图 2　PKM水稻 、原种与玉米叶片蒸腾速率对光强的响应

　　图 3显示 ,水分利用效率表现为玉米>PKM >

WT ,说明 C4 植物的水分利用效率远高于 C3 植物 ,

虽然 PKM 比原种光合速率增加明显 ,但由于WUE

=Pn/ Tr , 经过计算得出 PKM 水分利用效率比

WT 略有增加 。

在 25℃PKM 水稻的光合速率比WT 的高 ,但

差异不明显 , WT 最适合的温度在 30 ～ 35℃, 但

PKM 水稻在 35℃时光合速率最高。玉米的光合作

用均比水稻高且在 35 ～ 40℃净光合速率还进一步

增加 ,说明转 C4基因水稻光合能力介于 C3 植物和

C4 植物之间 ,偏向玉米。

图 3　PKM水稻 、原种与玉米叶片的水分利用
效率对光强的响应

　　图 4 和图 5为不同温度下 PKM 水稻 、原种和

玉米的蒸腾效率和水分利用效率的变化情况 。

图 4　PKM水稻 、原种与玉米叶片的蒸腾速率对温度的响应

图 5　PKM水稻 、原种与玉米叶片的水分利用效率对温度的响应

2.3　PKM 水稻的光氧化特性

从图 6-A 、B看出 ,光氧化处理后 , PKM 水稻的

SOD 、POD活性比原种高 ,而 O·
2 产生速率和 MDA

含量(图 6-C 、D)与 SOD 、POD活性表现相反 。上述

结果说明 ,PKM 水稻具有较强的光保护能力 。

3　讨论

在高光高温下 , C4 植物具有 C4 光合途径和

Kranz结构 ,因此具有 CO2 浓缩机制 ,表现高的光合

能力[ 1] 。从研究结果看出 , C4 植物(玉米)在光强

1 400μmol/(m2 · s)和 40℃下 ,光合速率为 40μmo l/

(m 2 · s),比 C3 植物水稻高 1 倍。而玉米的 Tr较

低 ,因此 ,水分利用效率比 C3植物高 2.5倍 ,适于在

干旱条件下栽培。

本研究表明 ,将 C4 植物 PEPC 、PPDK 和 M E

基因导入水稻 ,有利于 CO 2 和水分的进入 。光强在

1 200μmo l/(m2 · s)、35℃时 , PKM 水稻仍维持较

高的光合能力和耐光抑制的特性 。其原因可能是在

高光高温下 ,与 CO2 浓缩有关的酶 PEPC 和 CA 蛋

白的表达量增加有关 , C4 微循环可能起着重要作

用[ 1 4] 。但这一机制还有待同位素饲喂加以证明。

PKM 水稻的WUE 比WT 略有增加 ,但与玉米相比

相差显著(P<0.01),这一特性有利于旱稻的栽培 ,

至于养分利用效率有待研究 。

转 C4 基因水稻是否有增加光合能力的效应还

存在一些争议[ 24 , 25] ,本试验的材料是在南京夏季的

自然条件下种植 ,最高温度常在 35℃,光强常超过

1 400μmo l/(m2 · s)。 Jiao 等[ 26] 在这种条件下发

现 ,转 PEPC 基因水稻表现出光合速率和耐光氧化

能力提高和产量增加的特性;Bandyopadhyay 等
[ 9]

在印度的研究结果也支持这一观点 。因此认为 ,

转 C4基因的水稻材料需要在高光高温的自然条件下

进行培育和定向筛选鉴定 ,这是一个重要的技术条件。
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图 6　光氧化处理后 PKM和原种的 SOD、POD酶活性以及 O ·
2 产生速率 、MDA含量

　　近来 ,国际水稻研究所邀请各国有关科学家进

行了主题为构建 C4 水稻的讨论 ,试图实现新的一次

绿色革命
[ 27]
。今后拟进一步对其光合作用增加的

机制进行探讨 ,为构建 C4 水稻提供理论依据。
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