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微拟球藻中潜在 Ｃ４循环对不同抑制剂、光质的响应
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　　摘要：为了探讨微拟球藻Ｃ３、Ｃ４循环在碳固定过程中的角色和功能，通过对其基因组、转录组进行解析，发现微拟

球藻ＩＭＥＴ１中存在编码磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶、苹果酸酶、丙酮酸磷酸双激酶、磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶等Ｃ４途径

关键酶的基因。分析了关键Ｃ４基因的进化，并通过实时荧光定量ＰＣＲ法检测了微拟球藻在不同光质条件下Ｃ４基因

（磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶、磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶）表达量的变化。此外通过使用不同的化学抑制剂检测这些潜

在Ｃ４基因对其的响应。结果表明，ＩＭＥＴ１中存在细菌型磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶，在系统同发育关系上，磷酸烯醇式

丙酮酸羧化酶、磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶基因都与硅藻、褐藻进化关系很近。在白光、蓝光、红光等非生物胁迫条件

下，磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶、磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶的基因表达在蓝光下短期内会显著升高，而后相对表达又下

调。在某些胁迫条件下，磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶、丙酮酸磷酸双激酶酶等活性的升高可能改变了微拟球藻 ＩＭＥＴ１
碳代谢途径的走向，Ｃ４代谢途径功能加强。
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　　根据光合作用碳素同化的最初光合产物的不同，高等植
物的光合作用分为３类：分别是 Ｃ３植物、Ｃ４植物、景天酸代
谢（ｃｒａｓｓｕｌａｃｅａｎａｃｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，ＣＡＭ）［１］。高等植物中，绝大
多数植物（约占９０％）使用Ｃ３循环进行 ＣＯ２固定，即经典的
卡尔文循环途径，只有一些耐干旱植物（如高粱、玉米、稗草、

黍类）才拥有Ｃ４循环。生长在极端干旱条件下的植物（如景
天、仙人掌等）能利用 ＣＡＭ通路形式光合固碳［２］。与 Ｃ３植
物相比，Ｃ４植物具有较强的光合作用活性，它能通过碳浓缩
显著提高固碳酶 －核酮糖 －１，５－二磷酸羧化酶／加氧酶
（ｒｕｂｉｓｃｏ）周围的ＣＯ２浓度，进而提高光合固碳效率，并且能
够同时改善、提高氮和水的利用效率［３］。

目前，我国对浮游植物光合无机碳吸收机制的认识相对

滞后，没有像高等植物一样明确分类。据报道，水生植物的某

些种类（如 Ｈｙｄｒｉｌｌａ、Ｅｇｅｒｉａ、Ｏｒｃｕｔｔｉａ、Ｅｌｅｏｃｈａｒｉｓ属）可以进行
Ｃ４形式的光合作用，但它们并没有大部分陆生 Ｃ４植物拥有
的Ｋｒａｎｚ结构。在某些非生物胁迫条件下，这些物种在叶绿
体内能够利用ＮＡＤＰ苹果酸酶（ＮＡＤＰ－ＭＥ）完成苹果酸脱
羧反应并释放ＣＯ２，从而形成叶绿体内的 ＣＯ２浓缩机制（ＣＯ２
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍ，ＣＣＭ）。Ｃ３、Ｃ４途径将在同一细胞中
进行，而磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶（ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅｃａｒ
ｂｏｘｙｌａｓｅ，ＰＥＰＣ）和 ｒｕｂｉｓｃｏ分别定位在细胞质、叶绿体中起作
用，这与Ｃ４陆生植物的 Ｃ４循环存在很大不同

［４］。水生植物

黑藻（Ｈｙｄｒｉｌｌａｖｅｒｔｉｃｉｌｌａｔａ）具有 Ｃ３途径的气体交换和生化特

征，但当暴露在低浓度的ＣＯ２环境中１０～１２ｄ，会诱导产生Ｃ４
类型的ＣＯ２浓缩机制

［５］。此外，海洋藻类由于长期的进化适

应仍通过低碳诱导的ＣＯ２浓缩机制来增加主要的光合作用羧
化酶ｒｕｂｉｓｃｏ周围 ＣＯ２的浓度

［６］。通过这个机制能够增加

ＣＯ２与Ｏ２的比例，进而减少光呼吸过程中的能量浪费。海洋
藻类光合作用的碳固定途径一般被认为是 Ｃ３途径，但是最近
的同位素标记试验、基因组测序数据表明，藻类中也存在潜在

的Ｃ４途径，即ＣＯ２首先被固定形成四碳分子苹果酸或草酰乙
酸，如海洋硅藻威氏海链藻（Ｔｈａｌａｓｓｉｏｓｉｒａｗｅｉｓｓｆｌｏｇｉｉ）单细胞中
存在Ｃ４途径，在三角褐指藻（Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ）中或
许存在１个潜在的 Ｃ４类似碳固定途径

［７］。然而，１个介于
Ｃ３－Ｃ４之间的碳固定途径被认为存在于假微型海链藻
（Ｔｈａｌａｓｓｉｏｓｉｒａｐｓｅｕｄｏｎａｎａ）中。因此，在不同的硅藻中，多种
类型的ＣＣＭ机制或许存在。绿藻（Ｏｓｔｒｅｏｃｏｃｃｕｓｔａｕｒｉ）中已经
发现了Ｃ４光合作用的相关基因

［８］。这些Ｃ４基因包括磷酸烯
醇式丙酮酸羧化酶（ＰＥＰＣ）、磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶
（ＰＥＰＣ）、苹果酸酶（ＭＥ）、苹果酸脱氢酶（ＭＤＨ）、丙酮酸磷酸
双激酶。其中，磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶（ＰＥＰＣ）是一种在维
管植物、古细菌、细菌、蓝藻中广泛存在的胞质酶，它在

ＨＣＯ３
－存在的情况下，催化ＰＥＰ形成Ｏ２、Ｐｉ，它是高等植物同

化碳的酶［９］。磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶（ＰＥＰＣ）催化 ＰＥＰＣ
逆反应，普遍存在于动植物、微生物细胞中。尽管环境生态因

子对光合作用的碳吸收途径有较大影响，但是到目前为止，海

洋藻类中有关这方面的认识仍是比较肤浅的。微拟球藻是单

细胞光合微藻，广泛分布于海洋、淡水等环境水域。这一类微

藻能够被广泛应用于生物燃料、生物碳减排、其他高附加值等

生物技术工业中，因此，认识微拟球藻的生理、代谢途径是非

常必要的。目前已经有多株微拟球藻完成了基因组测序，其

中在基因组注释中发现有Ｃ４基因的存在
［１０－１３］。为了深入探
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索环境对微拟球藻的无机碳藻吸收影响及潜在 Ｃ４循环的作
用，本研究从微拟球藻光合放氧对外源无机碳的响应入手，探

讨微拟球藻、衣藻在不同抑制剂条件下的光合放氧及其表观

无机碳亲和力，比较了在不同外界非生物环境胁迫（光质）条

件下光合放氧的不同响应以及潜在Ｃ４基因的表达动态，旨在
为微拟球藻在工业上遗传改良提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　藻种和培养条件
微拟球藻（Ｎａｎｎｏｃｈｌｏｒｏｐｓｉｓｏｃｅａｎｉｃａ）ＩＭＥＴ１由美国马里

兰大学陈峰老师友情馈赠，经反复分离纯化至无菌。培养基

配方来自于美国亚利桑那州立大学胡强教授实验室修正后的

ｆ／２培养基，组成成分如下：３５ｇ／Ｌ海盐，１ｇ／ＬＮａＮＯ３，
６７ｍｇ／ＬＮａＨ２ＰＯ４·Ｈ２Ｏ，３．６５ｍｇ／ＬＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ，４３７ｍｇ／Ｌ
Ｎａ２ＥＤＴＡ·２Ｈ２Ｏ，ｔｒａｃｅｍｅｔａｌｍｉｘ（０．０１９６ｍｇ／ＬＣｕＳＯ４·
５Ｈ２Ｏ、０．０１２６ｍｇ／ＬＮａＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ、０．０４４ｍｇ／ＬＺｎＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ、０．０１ｍｇ／ＬＣｏＣｌ２、０．３６ｍｇ／ＬＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ）和 ｖｉｔａｍｉｎ
ｍｉｘ（５μｇ／Ｌ维生素 Ｂ１２、５μｇ／ＬＢｉｏｔｉｎ、１ｍｇ／ＬＴｈｉａｍｉｎｅ
ＨＣｌ）。正式开始试验前将Ｎ．ｏｃｅａｎｉｃａＩＭＥＴ１在琼脂平板上活
化，挑取单克隆藻落接种于液体培养基中，控制培养过程温度

为２５℃，连续光照，光照强度为５０～８５μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），通入空
气或混有１．５％ＣＯ２的空气进行培养，连续活化培养３轮，再进
行后续试验。在不同光质处理试验中，分别采用白光、蓝光、红

光的光照ＬＥＤ灯进行试验。莱茵衣藻（ＣＣ１２４）购自衣藻资源
中心，培养于ＴＡＰ培养基，配方参考自衣藻资源中心。
１．２　微拟球藻的生长参数测定

将在白光下培养至对数生长期的微藻接种到柱式反应

器，接种后分别在蓝光、红光、白光下培养，每天定时取样

１～３ｍＬ测定藻液的 Ｄ７５０ｎｍ，同时测定光合作用效率
（Ｆｖ／Ｆｍ），用 Ｉｍａｇｅ－ＰＡＭ（ＷａｌｚＧｍｂＨ，Ｇｅｒｍａｎｙ）通过脉冲
幅度调制测量微拟球藻活体光系统Ⅱ的荧光参数。先将样品
暗适应１５～２０ｍｉｎ，测量最小荧光产额（Ｆ０），然后应用饱和
脉冲法测量最大荧光产额（Ｆｍ），ＰＳⅡ的最大光化学效率
（Ｆｖ／Ｆｍ）计算公式如下：

Ｆｖ／Ｆｍ＝（Ｆｍ－Ｆ０）／Ｆｍ。
１．３　不同抑制剂对微藻的处理

采用不同的抑制剂抑制潜在的 Ｃ４相关基因编码酶

（如磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶 ＰＥＰＣ、磷酸烯醇式丙酮酸羧激
酶 ＰＥＰＣＫ），调查这些抑制剂对微拟球藻光合作用活性的影
响，进而探讨潜在的 Ｃ４循环在微拟球藻的光合固碳中的功
能。本研究中共使用了４种抑制剂：３－ＭＰＡ、Ｒｕｔｉｎ、Ｑｕｅｒｃｅ
ｔｉｎ、Ｂａｉｃａｌｅｉｎ。其中，３－ＭＰＡ是磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶
ＰＥＰＣ的抑制剂，其余３种抑制剂都是磷酸烯醇式丙酮酸羧激
酶ＰＥＰＣＫ。通过添加不同抑制剂后测定光合放氧速率来探
讨其光合活性。

１．４　光合放氧速率的测定
采用液相氧电极方法测定光合放氧速率。离心收集对数

生长期藻细胞，弃去上清，重悬于新鲜的培养基中，加入不同

的化学抑制剂，取３ｍＬ测定光合放氧速率。
１．５　微拟球藻潜在Ｃ４基因的分布比较、序列进化分析

微拟球藻潜在Ｃ４基因序列分别来自于 ＧｅｎＢａｎｋ和本实
验室基因组、转录组测序，用 ＮＣＢＩ上的 ＢＬＡＳＴＸ程序
（ＷＷＷ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ）将这些序列与其他一些已知
序列进行同源性比较，再用 ＣｌｕｓｔａｌＷ进行比对，用 Ｍｅｇａ４．０
程序构建系统发育树。

１．６　微藻ＲＮＡ提取和反转录制备ｃＤＮＡ
按照说明书的方法用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取每种处理后的微拟

球藻总ＲＮＡ，用ＤＥＰＣ处理过的水溶解ＲＮＡ。用 ＭｏｌｏｎｅｙＭｕ
ｒｉｎｅＬｅｕｋｅｍｉａＶｉｒｕｓ反转录酶把 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ，用
Ｎａｎｎｏｖｉｅｗ对其浓度进行测量，随后进行实时定量ＰＣＲ分析。
１．７　荧光定量ＰＣＲ试验

用Ｒｏｃｈｅ的Ｌｉｇｈｔ－ｃｙｃｌｅ４８０Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ系统配合
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光染料试剂盒对微拟球藻ＩＭＥＴ１中潜在Ｃ４基
因在不同光质胁迫条件下的转录动态进行实时荧光定量ＰＣＲ
反应。为了使选择的基因相对表达量标准化，选用ａｃｔｉｎ基因
作为内参基因。根据ＰＥＰＣ、ＰＥＰＣＫ、ａｃｔｉｎ基因序列，用Ｐｒｉｍｅｒ
Ｅｘｐｒｅｓｓ３．０设计定量ＰＣＲ引物（表１）。每个基因的表达都
进行３次独立重复，并且来自 ３个生物学重复。荧光定量
ＰＣＲ反应体系如下：１０μＬ２×ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ、
１．０μＬ１０ｐｍｏｌ／Ｌ上游引物、１．０μＬ１０ｐｍｏｌ／Ｌ下游引物、
２．０μＬｃＤＮＡ、６．８μＬ去离子水。荧光定量 ＰＣＲ反应程序
为：９５℃３０ｓ；９５℃５ｓ，６０℃１０ｓ，７２℃４０ｓ，４０个循环。采
用２－ΔΔＣＴ方法分析实时定量ＰＣＲ结果。

表１　荧光定量ＰＣＲ所用的引物序列

基因缩写 正向引物 反向引物

Ａｃｔｉｎ ５′－ＧＣＣＧＴＴＡＴＴＧＧＡＴＧＧＡＴＡＴＧ－３′ ５′－ＡＣＡＡＣＡＡＣＴＣＴＣＣＴＴＣＡＣＡ－３′
ＭＥ ５′－ＣＣＧＡＴＡＣＡＴＴＣＡＣＡＡＣＴＴＣＴＣ－３′ ５′－ＣＡＣＣＡＡＣＣＴＣＡＣＣＧＴＡＡＴ－３′
ＰＥＰＣ ５′－ＴＧＧＡＴＴＧＣＴＴＧＧＡＧＡＣＴＴ－３′ ５′－ＴＣＴＴＧＣＴＴＧＣＣＴＴＧＧＡＴＡ－３′
ＰＥＰＣＫ ５′－ＣＣＴＴＧＴＴＣＴＴＣＧＧＴＣＴＣＴ－３′ ５′－ＴＣＴＴＧＣＴＣＧＴＧＴＴＧＴＡＧＴ－３′
ＰＰＤＫ１ ５′－ＧＡＴＧＡＣＣＡＣＧＧＡＧＡＡＧＡＴ－３′ ５′－ＧＧＡＧＡＧＣＡＣＧＡＧＡＣＡＴＡＡ－３′
ＰＰＤＫ３ ５′－ＴＴＧＡＡＧＡＡＣＣＧＴＧＴＧＧＡＴＡＴ－３′ ５′－ＣＣＧＡＧＡＡＣＡＴＣＴＴＧＡＣＣＴＴＡ－３′

２　结果与分析

２．１　微拟球藻中潜在Ｃ４基因的分布情况

基于目前已经完成的微拟球藻属基因组，系统比较了Ｃ４
基因在微拟球藻中的分布情况。通过比较发现，在微拟球藻

ＩＭＥＴ１、Ｎ．ｇａｄｉｔａｎａＣＣＭＰ５２６、Ｎ．ｏｃｅａｎｉｃａＣＣＭＰ１７７９中都存

在潜在的 Ｃ４ 基因（ＰＥＰＣ、ＰＥＰＣＫ、ＰＰＤＫ、ＮＡＤＰ－ＭＥ、
ＮＡＤ－ＭＥ、ＭＤＨ），在 ＣＣＭＰ１７７９中不存在 ＰＥＰＣＫ基因（表
２）。本研究关注的 ＩＭＥＴ１中存在所有潜在的 Ｃ４基因，这就
暗示我们它们或许也使用Ｃ４循环进行光合碳固定，也进一步
提示我们需要探索这些潜在Ｃ４循环基因的功能，特别是在逆
境条件下它们的功能。
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表２　潜在Ｃ４基因在微拟球藻属的分布情况

Ｃ４循环基因
磷酸烯醇式丙酮酸

羧化酶（ＰＥＰＣ）
磷酸烯醇式丙酮酸

羧化酶激酶（ＰＥＰＣＫ）
丙酮酸磷酸双激酶

（ＰＰＤＫ）
ＮＡＤＰ－苹果酸酶
（ＮＡＤＰ－ＭＥ）

ＮＡＤ－苹果酸酶
（ＮＡＤ－ＭＥ）

苹果酸脱氢酶

（ＭＤＨ）

ＩＭＥＴ１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＣＣＭＰ１７７９ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋
ＣＣＭＰ５２６ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

　　注：“＋”代表存在，“－”代表缺乏。

２．２　潜在Ｃ４基因ＰＥＰＣ、ＰＥＰＣＫ的序列进化分析
大多数高等植物中ＰＥＰＣ由多个拷贝构成，如在拟南芥、

水稻中分别报道了４、６个，根据基因、蛋白结构可分为２种
ＰＥＰＣ酶，分别是植物型 ＰＥＰＣ、细菌型 ＰＥＰＣ。笔者对微拟球
藻ＩＭＥＴ１中ＰＥＰＣ进行了进化分析。基因相似性分析表明，
微拟球藻ＩＭＥＴ１中存在１个细菌型 ＰＥＰＣ酶，并且与相近物

种硅藻、褐藻中的 ＰＥＰＣ具有相对较高同源性，相似性为
５８％～６５％。与微拟球藻Ｎ．ｇａｄｉｔａｎａ有８７％序列相似度（图
１）。硅藻中的ＰＥＰＣ被认为参与 Ｃ４循环，因此笔者推测，微
拟球藻中的细菌型ＰＥＰＣ或许也参与Ｃ４光合固碳，需要进一
步证实。

　　在不同物种中，ＰＥＰＣＫ在细胞内分布、特性明显不同，编
码基因序列、结构存在差异。ＩＭＥＴ１中的 ＰＥＰＣＫ与硅藻、褐

藻存在很大的序列相似性，而与绿藻序列相似度较低（图２），
这或许也暗示它潜在参与Ｃ４功能。

２．３　微拟球藻中潜在Ｃ４基因的转录动态
为了探讨潜在的Ｃ４循环在微拟球藻中的角色与功能，笔

者进一步测试了微拟球藻中潜在 Ｃ４基因在应对外界环境变
化时它们的转录动态。光质影响植物光合活性，进而影响植

物光合固碳效率，因此笔者试图从光质利用角度来阐述微拟

球藻中潜在 Ｃ４循环机制。通过荧光定量 ＰＣＲ试验，笔者研
究了微拟球藻中潜在的 Ｃ４基因在不同波长光质（波长约
６８０ｎｍ红光、波长约４５０ｎｍ蓝光、白光）下的表达状态，其中
ＰＥＰＣ的表达在转移到蓝光条件下将被瞬时激活，从图３可以
看出，３、６ｈ，相对于白光、红光，蓝光条件下ＰＥＰＣ的表达丰度

是最高的；９、１２ｈ，ＰＥＰＣ在蓝光下的表达丰度又降低，在白光
条件下开始升高。笔者推测 ＰＥＰＣ对光合固碳是有响应的。
同样，笔者也关注了 ＰＥＰＣＫ的表达变化，发现也是在６ｈ的
蓝光下表达丰度较高，因此，它的升高可能是在光合固碳中发

挥作用。

　　苹果酸酶是广泛存在于动物、植物以及原核生物的一类
氧化脱羧酶。植物 Ｃ４型 ＮＡＤ－苹果酸酶（ＮＡＤ－ＭＥ）和
ＮＡＤＰ－苹果酸酶（ＮＡＤＰ－ＭＥ）是 Ｃ４光合途径的关键酶，催
化苹果酸脱羧放出 ＣＯ２，并产生丙酮酸，丙酮酸再生为 ＰＥＰ，
使Ｃ４途径得以循环进行，ＣＯ２则被Ｒｕｂｉｓｃｏ酶重新固定而进入
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卡尔文循环途径。ＰＰＤＫ是 ＮＡＤＰ－ＭＥ型植物 Ｃ４光合途径
中催化丙酮酸转化成 ＣＯ２的原初受体磷酸烯醇式丙酮酸。
鉴于它们在Ｃ４循环中的重要性，笔者也关注了它们的表达变

化，发现在６ｈ蓝光下，它们的表达丰度明显高于白光、红光
下的表达水平（图３）。因此，作为潜在的 Ｃ４基因，它们也可
能在光合固碳中起着重要角色。

２．４　微拟球藻ＩＭＥＴ１在不同光质下光合活性
为了进一步认识微拟球藻在蓝光等不同光质下的生理反

应与潜在Ｃ４的关系，笔者比较了微拟球藻在不同光质条件
下，光合系统Ⅱ最大光合效率（Ｆｖ／Ｆｍ）的变化。结果表明，在
蓝光条件下，微拟球藻的光合活性最高，红光条件下的光合活

性最低（图４），这与潜在 Ｃ４基因的表达或许存在相关性，可
见，这些潜在Ｃ４基因影响微拟球藻光合活性，进而推测它们
在微拟球藻固碳过程中发挥重要功能。

２．５　ＰＥＰＣＫ酶抑制剂对植物光合作用活性的影响
为了进一步探讨潜在Ｃ４基因是否参与光合固碳，笔者采

用不同的抑制剂去抑制潜在的 Ｃ４相关基因编码酶（如磷酸
烯醇式丙酮酸羧化酶 ＰＥＰＣ、磷酸烯醇式丙酮酸羧激酶 ＰＥＰ
ＣＫ），调查这些抑制剂对微拟球藻光合作用活性的影响，进而
探讨潜在的Ｃ４循环。尽管ＰＥＰＣＫ酶广泛存在于微生物、藻、
高等植物中，负责从丙酮酸到磷酸烯醇式丙酮酸的脱羧反应，

参与糖异生过程，但是在一些高等植物（如玉米、高粱、黍类

等）中，ＰＥＰＣＫ酶被认为是 Ｃ４循环中的重要酶。笔者采用
ＰＥＰＣＫ酶特异的抑制剂３－ＭＰＡ（３－ｍｅｒｃａｐｔｏｐｉｃｏｌｉｎｉｃａｃｉｄ），
３－ＭＰＡ已经被广泛用于 ＰＥＰＣＫ酶的抑制研究。比较微拟
球藻、莱茵衣藻的ＰＥＰＣＫ酶在特异抑制剂作用下，微拟球藻、
莱茵衣藻光合作用活性变化，进而比较 ＰＥＰＣＫ酶在微拟球
藻、莱茵衣藻生物功能的异同。通过抑制试验结果发现，当在

反应体系中加入５ｍｍｏｌ／Ｌ３－ＭＰＡ用于抑制 ＰＥＰＣＫ酶时，
微拟球藻、莱茵衣藻的光合活性明显不同，微拟球藻的ＰＥＰＣＫ
酶被强烈抑制，莱茵衣藻的 ＰＥＰＣＫ酶被抑制不明显，说明微
拟球藻、莱茵衣藻的ＰＥＰＣＫ酶对抑制剂３－ＭＰＡ表现出不同
光合活性（图５）。通常认为莱茵衣藻的 ＰＥＰＣＫ酶不是参与
Ｃ４，而是参与ＴＣＡ循环的回补反应。可见，３－ＭＰＡ能抑制
ＩＭＥＴ１中磷酸烯醇式丙酮酸（ＰＥＰ）羧化过程，因此微拟球藻
ＩＭＥＴ１中部分ＣＯ２的固定可能是由ＰＥＰＣＫ负责的。
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２．６　ＰＥＰＣ酶抑制剂对微拟球藻光合作用活性的影响
为了探讨潜在的Ｃ４基因（ＰＥＰＣ）编码酶在微拟球藻光合

固碳中的角色与功能，笔者采用化学抑制剂抑制ＰＥＰＣ酶，它
催化磷酸烯醇式丙酮酸到丙酮酸，即 ＰＥＰＣＫ酶催化的逆反
应。比较微拟球藻、莱茵衣藻的 ＰＥＰＣ酶在特异抑制剂作用
的情况下，微拟球藻、莱茵衣藻光合作用活性变化。结果表

明，槲皮素对莱茵衣藻的ＰＥＰＣ酶作用不明显，光合放氧速率
几乎没有发生变化，基本维持在４μｍｏｌ／（１０７个·ｈ）水平，与
未处理组没有显著差别 （图６）。对于微拟球藻而言，加入抑
制剂后，光合放氧速率从 ５．５μｍｏｌ／（１０７个·ｈ）下降至
１．４μｍｏｌ／（１０７个·ｈ）。可见 ＩＭＥＴ１的 ＰＥＰＣ酶活性显著被
抑制，说明ＩＭＥＴ１与莱茵衣藻的 ＰＥＰＣ存在不同功能。从图
６可以看出，微拟球藻在黄芩素作用下，光合放氧活性显著降
低，光 合 作 用 活 性 从 ５μｍｏｌ／（１０７个 · ｈ）降 低 到
１μｍｏｌ／（１０７个·ｈ）。然而，微拟球藻在芸香苷水合物抑制试
验中，光合放氧速率几乎没有受到影响。添加芸香苷抑制剂

后，莱茵衣藻的光合放氧、光合活性几乎未受到影响，和对照

组相比，处理组的光合放氧速率仍然保持在较高水平，这样看

来微拟球藻、莱茵衣藻的 ＰＥＰＣ酶在３个抑制剂作用下表现
出不同的特征。通常认为，莱茵衣藻使用 Ｃ３途径进行光合
ＣＯ２固定，因此，笔者推测微拟球藻 ＩＭＥＴ１可能使用 Ｃ４循环
进行ＣＯ２固定。

３　结论

本研究从生理角度和转录水平探讨了微拟球藻潜在 Ｃ４

的机制，结果表明，微拟球藻ＩＭＥＴ１中存在Ｃ４光合作用固碳
途径，通过化合物抑制试验揭示 Ｃ４途径中酶在 ＩＭＥＴ１与莱
茵衣藻中可能起不同的功能，特别是在应对逆境过程中起作

用，Ｃ４基因的表达分析表明，ＰＥＰＣ、ＰＥＰＣＫ、ＭＥ、ＰＰＤＫ等在
蓝光胁迫条件下比在正常生长条件下转录丰度明显升高。
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ｒｕｂｉｓｃｏａｎｄＰＥＰＣｔｏｐｈｌｏｅｍｅｘｐｏｒｔｉｎｔｈｅＣｒａｓｓｕｌａｃｅａｎａｃｉｄｍｅｔａｂｏ
ｌｉｓｍｐｌａｎｔＫａｌａｎｃｈｏｅｄａｉｇｒｅｍｏｎｔｉａｎａ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
Ｂｏｔａｎｙ，２０１０，６１（５）：１３７５－１３８３．

［１０］ＶｉｅｌｅｒＡ，ＷｕＧ，ＴｓａｉＣＨ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｍｅ，ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｇｅｎｅａｎｎｏｔａ
ｔｉｏｎ，ａｎｄｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｈｅｔｅｒｏｋｏｎｔｏｌｅａｇｉｎｏｕｓａｌｇａ
ＮａｎｎｏｃｈｌｏｒｏｐｓｉｓｏｃｅａｎｉｃａＣＣＭＰ１７７９［Ｊ］．ＰＬｏＳＧｅｎｅｔｉｃｓ，２０１２，８
（１１）：ｅ１００３０６４．

［１１］ＷａｎｇＤ，ＮｉｎｇＫ，ＬｉＪ，ｅｔａｌ．Ｎａｎｎｏｃｈｌｏｒｏｐｓｉｓｇｅｎｏｍｅｓｒｅｖｅａｌｅｖｏｌｕ
ｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏａｌｇａｌｏｌｅａｇｉｎｏｕｓｔｒａｉｔｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＧｅｎｅｔｉｃｓ，２０１４，１０
（１）：ｅ１００４０９４．

［１２］ＣｏｒｔｅｇｇｉａｎｉＣａｒｐｉｎｅｌｌｉＥ，ＴｅｌａｔｉｎＡ，ＶｉｔｕｌｏＮ，ｅｔａｌ．Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
ｓｃａｌｅｇｅｎｏｍｅａｓｓｅｍｂｌｙａｎｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｐｒｏｆｉｌｉｎｇｏｆＮａｎｎｏｃｈｌｏｒｏｐｓｉｓ
ｇａｄｉｔａｎａｉｎｎｉｔｒｏｇｅｎｄｅｐｌｅｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｌａｎｔ，２０１４，７（２）：
３２３－３３５．

［１３］ＬｉＪ，ＨａｎＤ，ＷａｎｇＤ，ｅｔａｌ．Ｃｈｏｒｅｏｇｒａｐｈｙｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｓａｎｄｌｉｐｉ
ｄｏｍｅｓｏｆｎａｎｎｏｃｈｌｏｒｏｐｓｉｓｒｅｖｅａｌｓｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｏｉｌｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎ
ｍｉｃｒｏａｌｇａｅ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＣｅｌｌ，２０１４，２６（４）：１６４５－１６６５．
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