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　　摘要：为获得高光效的转Ｃ４型ＰＥＰＣ（磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＰＥＰＣ，ＥＣ．１．１．３１）

基因水稻（简称ＰＣ）高代的稳定株系，选取２０１９—２０２０年种植的同一株系的ＰＣ材料，分析ＰＣ材料的形态、光合参数、
酶活性以及产量构成因子等的变化特点，并将各参数进行聚类分析。结果表明，ＰＣ高代材料的ＰＥＰＣ酶活性、净光合
速率以及产量构成因子等指标的确存在年度间和株系间的变化，其中变异系数表现为产量构成因子 ＜净光合速率 ＜
ＰＥＰＣ酶活性。聚类分析结果表明，指标间存在基本一致的关系，并可分为３类，即Ⅰ类型：高ＰＥＰＣ酶活性，高光合参
数和中等产量水平类型；Ⅱ类型：低ＰＥＰＣ酶活性，低光合参数和高产类型；Ⅲ类型：中等ＰＥＰＣ酶活性，中等光合和低
产量类型。其中ＰＥＰＣ酶活性和净光合速率存在极显著相关关系（Ｐ＜０．０１）。可见，经过形态、高光效特性和产量构
成因子等的同步筛选，可在ＰＣ中选择出高ＰＥＰＣ酶活性、高净光合速率且具有较高单株产量的稳定株系。
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　　水稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）是全球一半以上人口的
主食，其超高产量品种和栽培技术的发展都建立在

株型改良的基础上［１］。利用数量性状（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｔｒａｉｔｌｏｃｕｓ，ＱＴＬ）分析发现，株高主要受顶部１节间
和顶部４节间长度的影响［２］。在保证抗倒性和保

持收获指数不变的前提下，株高的增加可提高生物

量和最终产量［３］。水稻高光效机制是水稻超高产

育种的重要理论基础，其中单个Ｃ４型磷酸烯醇式丙
酮酸羧化酶（ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＰＥＰＣ，
ＥＣ．１．１．３１）转基因水稻（简称 ＰＣ）具高光效特性，
受到作物科学工作者的广泛关注［４］。

高表达转Ｃ４型 ＰＥＰＣ水稻在高光强和高温条
件下，外源导入的 Ｃ４－ｐｅｐｃ表达和 ＰＥＰＣ酶活性均

显著增加，而且功能叶片的光合效率也显著提

高［５］，单株产量比未转基因的野生型原种 Ｋｉｔａａｋｅ
（简称ＷＴ）也显著提高［６］，并将水稻开花后５～１０ｄ
剑叶的ＰＥＰＣ酶活性作为水稻高光效育种筛选的可
靠生理指标［４］。分子机制研究发现，ＰＥＰＣ酶活性
增强和Ｃ４－ｐｅｐｃ表达上调与 ＮＯ和 Ｃａ

２＋参与蛋白

激酶和转录因子的介导密切相关［７］。在干旱胁迫

下，ＰＣ水稻中 Ｃ４－ｐｅｐｃ的调节与其糖信号 －蔗糖
非发酵蛋白激酶（ｓｕｃｒｏｓｅｎｏｎｆｅｒｍｅｎｔｉｎｇ－１－ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＳｎＲＫｓ）家族的调节有关，如亚家族
１－ＳｎＲＫ１相关基因ＯｓＫ１ａ、ＯｓＫ２４、ＯｓＫ３５的表达和
ＳｎＲＫ２均高于 ＷＴ［８］。而外源葡萄糖施入试验表
明，ＳｎＲＫ３ｓ家族基因可与钙调 Ｂ类磷酸酶
（ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ－Ｂ－ｌｉｋｅ，ＣＢＬ）作用诱导 ＮＯ参与 ＰＣ
叶片气孔调节，从而有利于 ＰＣ耐旱［９］。因此，ＰＣ
作为水稻干旱耐性机制研究材料而被关注。但随

着这１０余年的研究以及多代繁殖，观察到高代转
Ｃ４－ｐｅｐｃ水稻株系的酶活性表达不稳定，且呈下降
趋势，导致相应的转基因材料耐旱优势也受限。因

此，如何使外源导入的有益基因在水稻内稳定表

达，是有益基因能否为水稻育种工作者利用的前
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提。前期的研究已观察到不同的测定条件和不同

的生育期是影响高代转 Ｃ４－ｐｅｐｃ水稻株系酶活性
发挥的重要因子［４－５］，但是高代 ＰＣ株系在相同条
件下仍然存在酶活性的差异，这在一定程度上影响

了该材料耐性生理机制的深入研究和材料在育种

中的应用。因此，本研究选取不同年份同一株系的

高代ＰＣ材料，研究年度间高代 ＰＣ材料形态、光合
参数、酶活性以及产量构成因子的变化特点，并将

各参数进行聚类分析，以确定稳定的筛选指标，用

于高代高光效水稻材料的利用。期望该研究可为

筛选高效稳定的高光效水稻材料提供参考，也可为

今后解析其高光效差异的内在机制提供新视角。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本研究选取的ＰＣ高代材料最初由美国华盛顿

州立大学古森本教授赠送，该材料是通过农杆菌介

导获得高表达转玉米 Ｃ４－ｐｅｐｃ全基因的第３代水
稻株系，获得的水稻种子每年都在江苏省农业科学

院转基因作物基地种植。在本研究中，选取２０１８—
２０１９年种植的高代材料３１个株系，每个株系都是
上一年收集的单穗种子于次年种植获得的植株。

水稻种子分别于２０１９年、２０２０年的５月１日播种，
在水泥池种植，每穴播１苗，每个单穗种植的材料作
为１个株系，并编号、挂牌，常规水肥和病虫草害管
理，于７月底在植株开花后７～１４ｄ，测定剑叶的光
合参数，同步取样，液氮保存，用于测定叶片的酶活

性，成熟后单株收获。

１．２　光合参数测定
参照王超等的方法［５］，使用美国ＬＩ－ＣＯＲ公司

生产的ＬＩ－６４００便携式光合测定仪，开放式系统红
蓝光源测定。晴天的０８：３０—１１：３０，室外温度２５～
３０℃，相对湿度７０％ ～８０％，测定水稻株系剑叶的
净光合速率（ｎｅｔｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｒａｔｅ，Ｐｎ），室外进行，
每个处理５～６次重复。
１．３　形态指标的测定

在开花后５０ｄ收获植株，每个株系在收获时选
取５株测定其形态指标，包括株高、有效分蘖数和穗
长等。

１．４　叶片磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶（ＰＥＰＣ）活性的
测定

参照 Ｇｉｇｌｉｏｌｉ等的方法［１０］测定 ＰＥＰＣ的活性。
简单来说将０．１ｇ水稻剑叶置于提前冷冻的研钵中

研磨，加入１ｍＬ粗酶提取缓冲液，在４℃下１３０００ｇ
离心１０ｍｉｎ，收集上清液（即粗酶液）。在酶活性测定
的反应体系（１ｍＬ）中依次加入７２５μＬ混合液，２５μＬ
５ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸烯醇式丙酮酸（ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕａｔｅ，
ＰＥＰ），１５０μＬ粗酶液摇匀后，用紫外分光光度计
（ＵＶ－１２００型，上海美谱达仪器有限公司），记录
３４０ｎｍ处吸光度的变化，计算酶活性。
１．５　产量构成因子测定

在开花后４０ｄ，每个株系选３株长势一致的供
试材料单株收获，自然晾晒至籽粒含水量小于１４％
时，在室内进行考种，并测定其产量构成因子。

１．６　数据处理
使用ＳＰＳＳ２２．０软件对数据进行统计以及聚类

分析，采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔｅｘｃｅｌ２０１６软件对数据进行描
述和作图。

２　结果与分析

２．１　高代ＰＣ株系剑叶ＰＥＰＣ酶活性的变化及其聚
类分析

水稻生育后期剑叶的ＰＥＰＣ酶活性为水稻高光
效特性的重要筛选指标［４］。因此，本研究选取了高

代ＰＣ株系共３１株，连续２年选取水稻株系的剑叶
测定其 ＰＥＰＣ酶活性，所有株系 ＰＥＰＣ酶活性为
（１７２３．７２±１１３９．１４）ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｇ），变异系数
为０．６６。并使用ＷＡＲＤ法对ＰＥＰＣ酶活性数据进行
聚类分析 （度量标准为 Ｅｕｃｌｉｄｅａｎ距离），以阈值 ２０
作为聚类标准，可将供试材料的类型量化细分为３类
（表１）。其中类型Ⅰ为高ＰＥＰＣ酶活性类型，ＰＥＰＣ酶
活性为４９８２．７０ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｇ），包括第２、２２株系，
占供试材料的 ６．４５％；类型Ⅱ为低 ＰＥＰＣ酶活性类
型，ＰＥＰＣ酶活性为 ８４１．９８ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｇ），包括第
１３、１４、１６、１７、１９、２０、２４、２６、２７、２８、３１株系，占供试
材料的３５．４８％；类型Ⅲ 为ＰＥＰＣ酶活性位于中间的
材料类型，ＰＥＰＣ酶活性为１９００．４４ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｇ），
包括第１、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１５、１８、２１、２３、
２５、２９、３０株系，占供试材料的５８．０６％。可见，高代
ＰＣ的ＰＥＰＣ酶活性的确存在一定的变异。
２．２　高代 ＰＣ株系剑叶净光合速率的变化及其聚
类分析

连续２年同步测定对应株系抽穗期，开花后
１４ｄ剑叶的净光合速率（ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｒａｔｅ，Ｐｎ），２年
所有 株 系 的 平 均 值 和 标 准 差 为 （１７．１１±
４１４）μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），变异系数为０．２４，将该参数经
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表１　不同株系间水稻ＰＥＰＣ酶活性的聚类分析

类型
数量

（个）
具体材料

百分比

（％） 类型
ＰＥＰＣ活性

［ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｇ）］

Ⅰ ２ ２、２２ ６．４５ 高ＰＥＰＣ酶活性 ４９８２．７０

Ⅱ １１ １３、１４、１６、１７、１９、２０、２４、２６、２７、２８、３１ ３５．４８ 低ＰＥＰＣ酶活性 ８４１．９８

Ⅲ １８ １、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１５、１８、２１、２３、２５、２９、３０ ５８．０６ 中等ＰＥＰＣ酶活性 １９００．４４

过 ＷＡＲＤ法聚类分析（度量标准为 Ｅｕｃｌｉｄｅａｎ距
离），以阈值８作为聚类标准，也可将供试材料的
类型量化细分为 ３类。其中类型Ⅰ为高净光合
速率类型，包括第 １、２、３、７、２２、２３株系，占供试
材 料 的 １９３５％，净 光 合 速 率 平 均 值 为
２１．５３μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）；类型Ⅱ为低净光合速率类
型，包括第 １５、２０、２１、２９、３０株系，占供试材料的

１６．１３％，净 光 合 速 率 的 平 均 值 为

１４．６５μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）；类型Ⅲ为净光合速率位于
中间的材料类型，包括第４、５、６、８、９、１０、１１、１２、
１３、１４、１６、１７、１８、１９、２４、２５、２６、２７、２８、３１株
系，占 供 试 材 料 的 ６４５２％，净 光 合 速 率 为
１６．４０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），和酶活性的表现一样也呈现
正态分布（表２）。

表２　不同株系间水稻净光合速率的聚类分析

类型
数量

（个）
具体材料

百分比

（％） 类型
净光合速率

［μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］

Ⅰ ６ １、２、３、７、２２、２３ １９．３５ 高净光合速率 ２１．５３

Ⅱ ５ １５、２０、２１、２９、３０ １６．１３ 低净光合速率 １４．６５

Ⅲ ２０ ４、５、６、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１６、１７、１８、１９、２４、２５、２６、２７、２８、３１ ６４．５２ 中等净光合速率 １６．４０

２．３　高代 ＰＣ株系产量构成因子的变化及其聚类
分析

连续２年在同期同步记录了不同株系产量构成
因子的变化，其中 ２年的平均值分别为株高为
（７５３８±３．６４）ｃｍ，变异系数为０．０５；总分蘖数为
（９．８５±１．８４）个，变异系数为０．１９；有效分蘖数为
（７．６４±１．５６）个，变异系数为 ０．２０；千粒质量为
（２１．８８±０．５８）ｇ，变异系数为０．０３；穗长为（１０．４９±
０．６５）ｃｍ，变异系数为 ０．０６；穗粒数为（２８．３２±
４０５）个，变异系数为 ０．１４；结实率为（７２２１±
６８５）％，变异系数为 ０．０９；单株产量为（３．５６±
１．１９）ｇ，变异系数为０．３３。可见，供试材料各形态

指标变异小于其单株产量，单株产量的变化主要与

有效穗数和每穗粒数的变化密切相关。进一步将

这些数据经过 ＷＡＲＤ法聚类分析（度量标准为
Ｅｕｃｌｉｄｅａｎ距离），以阈值１２作为聚类标准，也可将
供试材料的类型量化细分为３类。其中类型Ⅰ为高
产类型，包括第４、５、７、１３、１６、１７、２１、２２、３０株系，占
供试材料的２９．０３％；类型Ⅱ为低产类型，包括第２、
６、１２、２０、２３、２５、２６、２７、２８、３１株系，占供试材料的
３２．２６％；类型Ⅲ为产量位于中间的材料类型，包括
第１、３、８、９、１０、１１、１４、１５、１８、１９、２４、２９株系，占供
试材料的３８．７１％（表３）。

表３　不同株系间水稻产量构成因子的变化及其聚类分析

类型
数量

（个）
具体材料

百分比

（％） 类型
单株产量

（ｇ）

Ⅰ ９ ４、５、７、１３、１６、１７、２１、２２、３０ ２９．０３ 高产　　 ４．６０

Ⅱ １０ ２、６、１２、２０、２３、２５、２６、２７、２８、３１ ３２．２６ 低产　　 ２．５２

Ⅲ １２ １、３、８、９、１０、１１、１４、１５、１８、１９、２４、２９ ３８．７１ 中间产量 ３．６３

２．４　ＰＥＰＣ酶活性、净光合速率和产量指标的聚类
分析

进一步将本研究中 ＰＣ高代材料测定的３类指
标数据也经过 ＷＡＲＤ法聚类分析（度量标准为
Ｅｕｃｌｉｄｅａｎ距离），以阈值１５作为聚类标准，可将供
试材料的类型量化细分为３类（表４）。其中类型Ⅰ

为高 ＰＥＰＣ酶活性，高净光合速率和中产的材料类
型，包括第 １、２、３、７、２２、２３株系，占供试材料的
１９３５％；类型Ⅱ为低 ＰＥＰＣ酶活性，低净光合速率
和高产的材料类型，包括第 １３、１４、１６、１７、１９、２０、
２４、２６、２７、２８、３１株系，占供试材料的３５．４８％；类型
Ⅲ为中等光合能力的材料类型，包括第４、５、６、８、９、

—３９—江苏农业科学　２０２１年第４９卷第１７期



１０、１１、１２、１５、１８、２１、２５、２９、３０株系，占供试材料的
４５．１６％。从图１可以看出，类型Ⅰ实际上还可以细
分为２个小的亚型，Ⅰ－１包括１、３、７、２３共４个株
系，占供试材料的 １２．９０％，这类型的 ＰＥＰＣ活性
［平均值２７４７．１９ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ· ｇ）］和净光合速率
［平均值为２１．４９μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］仍高于其他２个
大类型（Ⅱ和Ⅲ），而且单株产量最高（平均值为
４１８ｇ／株）；而Ⅰ－２，只包括２个株系（２和２２），占

比６．４５％，这类型的 ＰＥＰＣ酶活性最高［平均值
４９８２．７０ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ· ｇ）］，净光合速率与Ⅰ－２的
类似，也较高［平均值为 ２１．６０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］，但
是产量则最低（平均值为２．８７ｇ／株）。进一步从各
类参数的相关性分析可知，ＰＣ株系的 Ｐｎ与 ＰＥＰＣ
酶活性的相关系数为 ０８０８，呈极显著相关（Ｐ＜
００１），ＰＥＰＣ酶活性的发挥与光合能力密切相关，
但是与单株产量相关性不显著。

表４　不同株系间水稻ＰＥＰＣ酶活性、净光合速率和产量指标的聚类分析

类型
数量

（个）
具体材料

百分比

（％） 类型
ＰＥＰＣ活性

［ｎｍｏｌ／（ｍｉｎ· ｇ）］
净光合速率

［μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］
单株产量

（ｇ）

Ⅰ ６ １、２、３、７、２２、２３ １９．３５ 高ＰＥＰＣ酶活性，
高光合和中产

３４９２．３６ ２１．５３ ３．７４

Ⅱ １１ １３、１４、１６、１７、１９、２０、２４、
２６、２７、２８、３１

３５．４８ 低ＰＥＰＣ酶活性，
低光合和高产

８４１．９８ １５．００ ３．８２

Ⅲ １４ ４、５、６、８、９、１０、１１、１２、１５、
１８、２１、２５、２９、３０

４５．１６ 中ＰＥＰＣ酶活性，
中等光合和低产

１６５８．５２ １６．８８ ３．２７

３　讨论与结论

Ｃ４植物与Ｃ３植物的一个重要区别是 Ｃ４植物

的ＣＯ２补偿点很低，所以 Ｃ４植物在 ＣＯ２含量低的
情况下存活率更高，而且 Ｃ４植物在高光强、高温和
干旱等条件下，比 Ｃ３植物具有较高的 ＣＯ２固定效
率、水分利用率和籽粒产量［１１］，其中 Ｃ４植物光合作
用的关键酶ＰＥＰＣ起关键作用。科学家已经通过基

因工程，将该基因引入 Ｃ３植物如水稻中，该基因不
仅在水稻中获得高表达，而且表现高光效，并最终

表现出籽粒产量提高［１２－１３］。与原种 Ｋｉｔａａｋｅ相比，
高表达转玉米ｐｅｐｃ基因水稻（ＰＣ）不仅表现出较强
的光合能力和较高的籽粒产量，而且还在强光、高

温、干旱和低氮下均具有较高的净光合速率和籽粒

产量，并与高ＰＥＰＣ酶活性的诱导密切相关［８，１４－１８］，

可以作为研究植物耐逆机制的有益资源。

磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶在 Ｃ４植物中起浓缩
ＣＯ２以提高光合效率的作用。王强等研究表明，两
优培九超高产的重要原因，与其较高的光能和 ＣＯ２
利用效率、较强的抗光抑制能力以及较高的 Ｃ４途
径酶 ＰＥＰＣ的表达水平相关［１９］。研究表明，ＰＥＰＣ
酶在不同生育期、不同部位以及不同光强条件下的

表达特征曲线与光合速率具有密切关系，特别在产

量形成的关键时期，外源 ＰＥＰＣ基因高水平表达与
净光合速率的高值出现期表现一致，而且相对稳

定，此时测定的剑叶 ＰＥＰＣ活性可作为水稻高光合
速率的可靠分子育种指标，这为水稻高光效特性鉴

定和筛选提供了依据，并能为作物高光效机制的研

究提供有用的材料［４］。本研究利用相关的筛选指

标，检测了年度间高代的３１株系 ＰＣ水稻的高光效
特性和产量表现。结果表明，ＰＣ的高代材料在
ＰＥＰＣ酶活性的发挥、净光合速率以及产量构成因
子等指标上的确存在年度间和株系间的变化，其中
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变异系数产量构成因子 ＜净光合速率 ＜ＰＥＰＣ酶活
性，聚类分析结果表明，三者基本存在一致的关系，

该材料经过高光效特性的筛选，还是可以在高代中

选择出高 ＰＥＰＣ酶活性、高净光合速率和较高单株
产量的高代稳定株系。需要注意的是，从本研究

看，转基因株系叶片的 ＰＥＰＣ酶活性与其净光合速
率仍然存在极显著相关关系（Ｐ＜０．０１），但 ＰＥＰＣ
酶活性并不是越高越好。本研究发现ＰＥＰＣ酶活性
和净光合速率最高的２个株系，其单株产量最低，提
示ＰＥＰＣ酶活性的发挥是个耗能的过程，具有较高
ＰＥＰＣ酶活性的植株反而不利于其最终产量，可能
需要一个协调和平衡。

磷酸烯醇丙酮酸羧化酶包括植物型 ＰＥＰＣ
（ｐｌａｎｔ－ｔｙｐｅｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＰＴＰＣ）
和细菌型 ＰＥＰＣ（ｂａｃｔｅｒｉａｌ－ｔｙｐｅｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅ
ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＢＴＰＣ）等多基因家族。ＢＴＰＣ和 ＰＴＰＣ
相互作用，形成２类异性寡聚多肽复合物［２０］，在蓖

麻（Ｒｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓ）种子发育中发挥重要作用。
因此，它的功能很多样，而且ＰＥＰＣ酶和基因的调节
也很复杂。前期研究表明，与 ＷＴ相比，ＰＣ材料在
高光强［１４］、高温［１５］、干旱［７］以及低氮条件［１７］下均

表现出较好的耐性，而且这些优异的特性与 ＰＥＰＣ
酶活性的发挥以及Ｃ４－ｐｅｐｃ基因的调节密切相关。
信号分子 Ｈ２Ｏ２

［６］、ＮＯ［２１］、Ｃａ２＋［７］、磷脂酸［２２］、

ＡＴＰ［２３］以及糖分子［２４－２５］均参与其基因的表达。本

研究还观察到ＰＣ水稻在响应干旱逆境时 Ｃ４－ｐｅｐｃ
有去甲基化现象发生，有利于 Ｃ４－ｐｅｐｃ的高表达，
也伴随着 ＰＥＰＣ的磷酸化以及相关基因的表达，显
示了表观遗传机制可能也参与该材料干旱的响应

机制［８］。因此，深入研究ＰＣ不同株系ＰＥＰＣ酶活性
的调节机制，是获得稳定高光效材料的重要理论基

础，将有助于揭示其基因表达差异的内在原因。
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素利用的影响［Ｊ］．江苏农业学报，２０２０，３６（３）：７７７－７８４．
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［１８］杨苞梅，林　电，吴多能，等．海南省蕉园燥红土养分状况及其
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２００７，３５（１０）：１６８－１７２．

［１９］郭海瑞，赵立纯，窦超银．稻田人工湿地氮磷去除机制及其研究

进展［Ｊ］．江苏农业科学，２０１８，４６（６）：２３－２６．
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［２９］樊剑波，张亚丽，王东升，等．水稻氮素高效吸收利用机理研究
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