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7�摘　要：用含ｐｅｐｃ基因的改良蜀恢８８１与３个不育系冈４６Ａ、７７６Ａ、２４８０Ａ配组，同时以野生型亲本蜀恢８８１与上述３
个不育系杂交得到的Ｆ 7�１ 7�为对照，比较了３个含有ｐｅｐｃ基因Ｆ 7�１ 7�及其相应对照在分蘖初期、分蘖盛期、拔节期、始穗期、齐穗期、

7�成熟期以及剑叶完全展开后不同时期的光合指标的动态变化。含有ｐｅｐｃ基因的３个Ｆ 7�１ 7�在不同生育期和剑叶展开后的磷酸
烯醇式丙酮酸羧化酶（ＰＥＰＣａｓｅ）活力均显著高于各自对照，净光合速率也有所提高，分析表明ＰＥＰＣａｓｅ活力与净光合速率
有极显著的相关性（０．６０８１ 7�＊＊ 7�）。３个含有ｐｅｐｃ基因Ｆ 7�１ 7�的表观量子效率、光补偿点、羧化效率均高于对照，ＣＯ 7�２ 7�补偿点较对
照低，在光饱和点和ＣＯ 7�２ 7�饱和点时的净光合速率也高于相应对照。在单株产量表现中，含ｐｅｐｃ基因的Ｆ 7�１ 7�较对照的平均增幅
达３７．１０％。试验表明，杂交稻由于ｐｅｐｃ基因的导入，光合特性得到了一定改善，奠定了水稻高产的生理基础。
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7�　　按照光合途径可将植物分为Ｃ 7�４ 7�植物、Ｃ 7�３ 7�植物和

ＣＡＭ植物。由于Ｃ 7�４ 7�植物在高光强、高温和高氧分

压条件下具有较Ｃ 7�３ 7�植物高的光合速率，作物生理和

育种学家曾试图在Ｃ 7�３ 7�植物中增强Ｃ 7�４ 7�光合特性，以

期提高Ｃ 7�３ 7�植物的光合生产能力 7�［１-２］ 7�。以前的研究

表明 7�［３］ 7�，属内Ｃ 7�４ 7�光合特性可以通过杂交的方法在

Ｃ 7�３ 7�植物中传递，但科内Ｃ 7�４ 7�作物玉米与Ｃ 7�３ 7�作物水稻

的杂交却未能获得预期的效果。可以明确的是，Ｃ 7�４

7�植物光合作用的关键并不在于它的Ｋｒａｎｚ解剖结

构，而是控制其Ｃ 7�４ 7�途径的酶系统 7�［４-５］ 7�。近年来，许

多与Ｃ 7�４ 7�途径有关的关键酶基因如 ＰＥＰＣ、ＮＡＤＰ-

ＭＥ、ＰＰＤＫ等已相继从玉米、高粱和苋菜等Ｃ 7�４ 7�植

物中被克隆 7�［５］ 7�，而Ｋｕ等 7�［６］ 7�采用农杆菌介导系统已

成功地将玉米Ｃ 7�４ 7�途径中促进ＣＯ 7�２ 7�固定的关键酶

———磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶（Ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕ-

ｖａｔｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＰＥＰＣａｓｅ）基因ｐｅｐｃ导入Ｃ 7�３ 7�植物

7�收稿日期：２００６-０１-１０；修改稿收到日期：２００６-０３-２９。

7�基金项目：国家高技术研究发展计划（８６３计划）资助项目

（２００３ＡＡ２１２０３０，２００４ＡＡ２０７１１０）；教育部长江学者和创新团队发

展计划资助项目（ＩＲＴ０４５３）。

7�第一作者简介：李季航（１９８０－），男，硕士研究生，Ｅ-ｍａｉｌ：

7�ｌｉｊｉｈａｎｇ＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ。
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7�水稻粳稻品种Ｋｉｔａａｋｅ中，并得到相当或高于玉米

的表达水平。李霞等 7�［７］ 7�、王德正等 7�［８-９］ 7�曾用高表达

的转基因水稻作父本与杂交水稻的亲本进行杂交，

获得了高ＰＥＰＣａｓｅ活性和高光合速率的Ｆ 7�１ 7�材料，

证明了常规育种和生物技术相结合可以将转基因水

稻中高表达的ｐｅｐｃ基因遗传给后代，为水稻高光效

7�生理育种开拓了新的途径。但转基因原种水稻在农

艺性状上的不足（如生育期短，在四川地区只有９０ｄ

7�左右）限制了其直接应用。四川农业大学水稻研究

所利用现在四川地区广泛种植的籼型恢复系蜀恢

８８１作 为基因受体，通过多年回交，结合自行

ＢＬＡＳＴ设计的 ｐｅｐｃ基因特征性引物进行分子标

记选育，获得了遗传背景与蜀恢８８１相似度达

９５．１５％～９９．０３％的转 ｐｅｐｃ基因改良蜀恢８８１。

研究表明，ｐｅｐｃ基因在新的遗传背景下能够稳定地

遗传和表达 7�［１０］ 7�。本试验使用其中遗传背景与轮回

亲本相似度达９９．０３％的单株后代与３个三系不育

系配组，研究了杂交稻全生育期及剑叶完全展开后

不同时期的光合特性和杂种优势，以期为高光效杂

交稻的选育提供参考。

7�１　材料与方法

7�１．１　供试材料

7�以转玉米Ｃ 7�４ 7�型ｐｅｐｃ基因水稻Ｋｉｔａａｋｅ（江苏省

农业科学院焦德茂研究员提供）为基因供体，籼型恢

复系蜀恢８８１（８８１Ｒ）为受体，于２０００年夏在南京

杂交，通过四川温江、海南陵水两地不断回交和分子

标记辅助选育，培育出高世代含转玉米ｐｅｐｃ基因的

7�改良蜀恢８８１（以下简称８８１Ｐ）。选取其中与８８１Ｒ

遗传背景相似度达９９．０３％的８８１Ｐ一个单株后代

与３个三系不育系冈４６Ａ（以下简称Ｇ４６Ａ）、７７６Ａ、

7�２４８０Ａ杂交，同时用８８１Ｒ与上述３个不育系杂交

所得Ｆ 7�１ 7�，即Ｇ４６Ａ／８８１Ｒ（ＣＫ１）、７７６Ａ／８８１Ｒ（ＣＫ２）、

7�２４８０Ａ／８８１Ｒ（ＣＫ３）为对照。２００５年４月１５日将

材料播种于四川农业大学水稻研究所试验基地，参

照何立斌等 7�［１０］ 7�的方法，利用ｐｅｐｃ基因的特征性引

物对目的基因进行ＰＣＲ筛选，其阳性株及对照于３

叶期移栽到大田，规格为行距２７ｃｍ，窝距１６ｃｍ，管

7�理同于大田。

7�１．２　ＰＥＰＣａｓｅ活力测定

7�参照 Ｋｕｎｇ等 7�［１１］ 7�和 Ｇｏｎｚａｌｅｚ等 7�［１２］ 7�的方法测

定ＰＥＰＣａｓｅ活力。取０．２５ｇ水稻叶片（去叶脉）加

入适量的提取介质（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ-ＨＣｌｐＨ７．５、

7�１ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ 7�２ 7�、５ ｍｍｏｌ／Ｌ ＤＴＴ、１ ｍｍｏｌ／Ｌ

7�ＥＤＴＡ、５％甘油），然后迅速充分研磨。研磨液在

7�１３０００×ｇ下冷冻离心１０ｍｉｎ，取上清液分析酶活

力，反应的 总体积为 １ ｍＬ，含有 ５０ ｍｍｏｌ／Ｌ

Ｈｅｐｅｓ-ＫＯＨ（ｐＨ ８．０）、１０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＨＣＯ 7�３ 7�、

7�５ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ 7�２ 7�、０．２ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮＡＤＨ，以 及

7�２ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸烯醇式丙酮酸（ＰＥＰ）、１．５Ｕ苹果酸

脱氢酶（ＭＤＨ），以磷酸烯醇式丙酮酸的加入开始

记时，记录３４０ｎｍ 光密度的变化，记录５次共

7�１ｍｉｎ，计算ＰＥＰＣａｓｅ活力。以上整个过程均在冷

冻条件下进行。测定的叶片为分蘖初期、分蘖盛期、

拔节期、始穗期、齐穗期、成熟期的倒２叶以及完全

展开后不同时间的剑叶，每个时期每个样品测定５

株，重复２次。其中剑叶的测定是自剑叶完全展开

时起，每隔７ｄ测定１次，到３５ｄ完成。

7�１．３　光合指标测定

7�净光合速率（Ｐ 7�ｎ 7�）测定用美国ＬＩ-ＣＯＲ公司ＬＩ-

６４００型便携式光合作用测定系统，每次测定于上午

１０：００～１１：３０进行，参数为叶室 ＣＯ 7�２ 7�浓度４００

μｍｏｌ／ｍｏｌ，光通量密度（ＰＦＤ）１２００μｍｏｌ／（ｍ 7�２ 7�·ｓ），

温度３０℃。在抽穗期测定Ｐ 7�ｎ 7�对ＰＦＤ的响应曲线，

参数为温度３０℃，叶室ＰＦＤ设定梯度依次为５０、

１５０、２００、４００、６００、８００、１０００、１２００、１５００μｍｏｌ／（ｍ 7�２

7�·ｓ），ＣＯ 7�２ 7�浓度４００μｍｏｌ／ｍｏｌ，由 Ｐ 7�ｎ 7�对 ＰＦＤ的响

应曲线可得表观光量子效率、光补偿点、光饱和点和

饱和光合速率。之后依次设定叶室ＣＯ 7�２ 7�浓度梯度

为４００、３００、２００、１５０、１００、５０、４００、４００、６００、８００、

１０００、１２００μｍｏｌ／ｍｏｌ，ＰＦＤ设定在１２００μｍｏｌ／（ｍ 7�２

7�·ｓ），通过 Ｐ 7�ｎ 7�对 ＣＯ 7�２ 7�的响应曲线，求得羧化效率、

ＣＯ 7�２ 7�补偿点、ＣＯ 7�２ 7�饱和点以及饱和点的 Ｐ 7�ｎ 7�，整个测

定过程都在闭合气路系统下自动测定，测定时期和

叶片同１．２。

7�１．４　农艺性状考查及其数据处理

7�成熟时每小区除边行随机取样５株，考查株高、

穗长、单株穗数、每穗粒数、结实率、千粒重和单株产

量。对考查结果进行方差分析，所有数据处理过程

均在（ＤａｔａＰｒｏｃｅｓｓｉｎｇＳｙｓｔｅｍ，ＤＰＳ）软件上进行。

7�２　结果与分析

7�２．１　不同生育时期的ＰＥＰＣａｓｅ活性和净光合速率

的表现

7�总体上，３个含有ｐｅｐｃ基因的Ｆ 7�１ 7�在６个不同生

7�育期的 7�ＰＥＰＣａｓｅ活性均高于对照（图１），表明通过

杂交转育，ｐｅｐｃ基因能够在新的遗传背景下稳定有

效地表达。但３个含有ｐｅｐｃ基因的Ｆ 7�１ 7�又有各自的
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7�序列同源性 7�［１３］ 7�，一般情况下ｐｅｐｃ在Ｃ 7�３ 7�植物中表达

的量很有限或者趋于沉默 7�［１３-１４］ 7�；之前也有报道在

Ｃ 7�３ 7�作物小麦 7�［１５］ 7�、水稻 7�［１６］ 7�中也有Ｃ 7�４ 7�光合酶系统，但

由于酶活性较低，推测Ｃ 7�３ 7�植物中可能具有有限的

Ｃ 7�４ 7�光合系统。有关光合生理指标的测定显示（表

１），３个含有 ｐｅｐｃ基因Ｆ 7�１ 7�的表观量子效率比对照

提高了３０．６％～５９．７％，光补偿点提高了２９．８％～

３６．９％，羧化效率较对照提高了３４．３％～４０．０％，

ＣＯ 7�２ 7�补偿点降低了２３．５％～３３．３％。在光饱和点

以及ＣＯ 7�２ 7�饱和点的Ｐ 7�ｎ 7�表现上，３个含有ｐｅｐｃ基因

Ｆ 7�１ 7�也明显地高于相应对照。我们认为可能是ｐｅｐｃ

基因的导入增强了原有的Ｃ 7�４ 7�光合微循环，降低了光

呼吸 速率，改 善了 Ｐ 7�ｎ 7�。试 验 中也 可 以 看出，

7�ＰＥＰＣａｓｅ活性最大时Ｐ 7�ｎ 7�并不一定最高，即不同步变

化，所以ｐｅｐｃ基因在杂交稻中的表达及其运行机制

7�还值得进一步研究。另外，通过外源 ｐｅｐｃ基因的

导入，杂交组合的光合生理表现得到显著的提高，这

是否预示着具有了Ｃ 7�３ 7�-Ｃ 7�４ 7�中间型植物的特点 7�［１７］ 7�，需

要从实验上进一步验证。
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