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转 C4光合固碳相关基因水稻的研究进展
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摘要    近10年来, 转C4光合固碳相关基因水稻的研究取得了长足进展, 已受到国内外科学界的广泛关注。本文简要介绍并评

述了有关方面的研究进展, 包括水稻的C4光合固碳基因工程、转C4固碳相关基因水稻光合和光氧化的生理特性及转C4光合固

碳相关基因水稻的生理育种3个方面; 提出以常规育种和生物技术相结合, 开展转C4光合固碳相关基因水稻的生理育种, 是培

育优质、高产超级稻的有效途径。
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自从1966 年澳大利亚学者Hatch-Slack 发现C4 光

合途径开始, 作物生理和育种学家们就试图利用C4 光合

特性改造C3 作物,  以提高主要农作物如稻、麦和大豆

等的光合生产力 (Aoyaki and Bassham, 1986; Hatch,

1987)。Rikis i等 (1988)以 Atriplex rosea  (C4)×Atriplex

putula  (C3)×Atriplex rosea(C4)得到了类似 C4 的材料。

但由于染色体不规则配对和遗传障碍等原因, 采用常规

育种将 C4植物光合特性转入到C3作物中, 在生产上难

以奏效。后来我国科学家利用C3植物水稻和 C4植物狼

尾草(或玉米)的同室效应,  试图筛选出高光效的水稻种

质,  虽然还未达到预期的目的,   但选出了适应广幅光强

的广亲和种质 (崔继林, 2000)。近年来随着生物技术的

发展, C4植物玉米和高粱等的C4基因先后被克隆并导入

到 C3 双子叶植物矮牵牛 (Tagu et  a l. ,  1988)、烟草

(Tagu et  al. ,  1991)、马铃薯 (Gehlen et al. , 1996)、

单子叶植物水稻 (Ku et  al.,  1999)及 C3-C4 中间植物十

字花科的Moricandia arvensis (Tanabe et  al. ,  2000)

中; 尔后, 我国科学家开始了转C4光合固碳相关基因水

稻的育种和生理研究,  并取得了重要的进展。最近,  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,  期望实现一次新的“绿色革命” (Dennis ,

2006)。可见通过导入C4光合固碳相关基因以改良水稻

光合性能, 可能是在现有株型和杂种优势利用的基础上

进一步提高水稻的光能利用效率, 实现水稻高光效育种

的有效途径。

1    水稻的C4固碳基因工程

随着分子生物学技术的广泛应用 ,  M a t s u o k a 和

Yamamoto (1989)与Ku等(1996)比较了C4 植物玉米和

C3 植物水稻叶内 P EP C (phos phoeno lpy ruva t e

carboxylase)的基因构造和核苷酸序列,  发现两者具有

相似同源性。在有关基因工程的工作中,  首先 Huds -

peth等 (1992)发现,  过量表达PEPC的转基因烟草的

CO2补偿点比对照稍有下降, 但同时转基因植株的暗呼

吸和光呼吸加强。此后,  Ku等 (1999)通过农杆菌介导

系统, 首次成功地将玉米C4光合途径的关键酶PEPC的

基因导入C3作物水稻中, 获得了过量表达的转基因植株,

特别是转PEP C基因的水稻株系表现出较高的光合能

力,   通过测定发现其酶活性有了明显提高,  并且显示其

光合作用的氧抑制降低,  单株产量提高 10%-15%。后

来, Zhang等 (2003)将高粱C4型PEPC基因导入水稻农
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垦 58和中花 10号两个粳稻品种, 也显示出饱和光合速

率和羧化效率明显提高, CO2补偿点和光呼吸速率显著

降低的特性。近几年来, C4基因工程也成为国内研究的

热点。罗素兰等 (2003)和张桂芳等 (2005)分别克隆了

C4 植物甘蔗和稗草的 PEP C基因并进行了功能验证。

Chen等 (2004)又成功地将玉米C4型PEPC基因在另一

禾本科作物小麦中实现了有效表达。刘峰等 (2005)利

用双农杆菌 /双质粒的共转化系统获得了无选择标记的

转 PEPC基因的水稻植株, 从而克服了转基因在生产上

安全应用的技术障碍。

Ishimaru等 (1997)将玉米 PPDK(pyruvate  ortho-

phosphate dikinase)基因转入拟南芥中, 并在其叶绿体

中表达, 转基因植株中的 PPDK 活性为对照的4倍,  表

明 C4单子叶植物玉米的 C4型 PPDK 的转运在 C3双子

叶植物拟南芥中也能起作用。后来 Sheriff等(1998)将

兼性 CAM 植物 Mesembryanthemum crys tallinum的

质体 PPDK的基因转入烟草, 这些转基因植株的叶片和

种子中 PPDK 含量均得到明显提高。另外,  他们还将

玉米的 PPDK基因转入马铃薯中, 转基因植株的PPDK

酶活性比对照高 5.4倍。Fukayama等 (2001)将玉米

的PPDK基因导入水稻后, 有40%的植株PPDK的表达

活性高于原种 40倍以上,  达到了玉米的 1/2水平。但

转 PPDK基因是否有提高植株光合速率的作用, 不同研

究组研究的结果则不同。

叶绿体中的 NADP-ME (NADP-mailc enzyme)是

C4光合途径中的另一个关键酶,  用 C 3 植物 Fl aver ia

pringlei和水稻的C3型NADP-ME分别转化马铃薯和水

稻,  转化植株的NADP-ME 含量有所提高,  但对光合作

用及植株的生长都没有影响。Takeuchi 等(2000) 将玉

米 C4型 NADP-ME 基因的 cDNA 转入水稻,  转化植株

酶活性最高提高了 7 0 倍,  在叶绿体中超量表达了

NADP-ME, 但叶绿体内结构异常, 推测叶绿体内NADP-

ME 的高活性可能是影响叶绿体发育的重要因素。

Huang 等 (2002)的研究指出转玉米 C4型 NADP-ME基

因的水稻光合作用并未得到改善；Chi 等 (2004 )将高

粱的 C4 型 NADP-ME 基因导入水稻并实现有效表达，

发现 NADP-ME 有增加转基因水稻光抑制的作用。

目前, 我们已经获得了转PEPC+PPDK+ME  3基因

的水稻植株,  在喷施 NaHSO3 后,  其光合速率达到玉米

的 82% ,  构建了类似 C 4 植物光合能力的水稻 (待发

表)。上述工作将 C4光合固碳相关基因成功导入 C3植

物, 使通过分子育种途径来改善C3作物光合作用以提

高其光合效率成为可能, 同时展示了通过基因工程手段

提高作物光合生产力的广阔前景。

2    转C4光合固碳相关基因水稻的光合生
理特性

2.1    转C4光合固碳相关基因水稻的光合特性

C4光合固碳相关基因导入水稻后, 能否改善水稻的光合

生理特性？日本学者 Fukayama等 (2000)在光强 500

µmol·m-2· s-1、温度 25°C的人工培养室里培育的植株

中并未发现转PEPC基因水稻植株光合特性的改善和光

合能力的提高; 但 Jiao等 (2001, 2002)在我国长江中下

游地区夏季高光强和高温的自然条件下, 对培育出的高

世代稳定种质的研究发现, 转 PEPC基因水稻植株不仅

PEPC活性提高20倍, 而且其光合速率和羧化效率也分

别比原种提高 55% 和 50%,  CO2 补偿点比原种下降

27%, 光饱和点比原种高200 µmol·m-2·s-1, 其产量提高

14%-22%。在高光强下, 与原种相比转 PEPC基因水

稻中 Rub i s co  羧化酶活性变化不明显,  但碳酸酐酶

(carbonic anhydrase,  CA)诱导活性增加了 1.8 倍, 显

示出与CO2浓缩机制相关的酶得到显著改善。Jiao等

(2003)进一步的研究发现,  光合速率的提高并不与气孔

导度的增加相关, 揭示了转 PEPC基因的水稻植株具有

初级的CO2浓缩机制, 同时用 13C 测定转PEPC基因水

稻及其16个杂种后代材料, 发现转PEPC基因水稻仍属

于 C3 或初级的C3-C4中间型作物。此后,  Ji 等 (2004)

向 C 3 植物水稻中外加 C 4 光合原初产物草酰乙酸

(oxaloacet ic  acid,  OAA), 可提高叶片的光合能力,  进

一步证明了 C3植物叶片细胞中具有C4微循环的运转系

统。在转高粱 C4 型 PEPC基因水稻的植株中,  Zhang

等 (2003)的实验也显示转化植株的 CO2 补偿点和光呼

吸速率显著降低, 光饱和速率和羧化效率明显提高, 认为
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这可能是由于光呼吸的降低致使累积了更多的 ATP 分

子, 富余的 ATP分子增强了 Rubisco羧化酶的活性, 从

而有更多的 Rubisco酶分子处于激活状态, 从而提高了

羧化效率。从以往的工作(Chi et al. , 2001)可以看到,

转 PEPC+PPDK双基因水稻的光合速率与转 PEPC基

因的水稻一样, 但施用 ATP激活剂NaHSO3后, 可增加

其光合速率 (32.6%),  说明 ATP 是转 C4 光合固碳相关

基因水稻光合速率的限制因子 (朱素琴等,  2004)。

 Fukayama等 (2001)将玉米的 PPDK 基因导入水

稻后,  高表达的转化植株光合速率比对照提高 35%, 气

孔导度和胞间CO2浓度也高于对照, 在转PEPC基因水

稻的基础上,  又进一步提高了植株产量,  增强了抗逆性,

这可能是由于PPDK在叶绿体中的过量表达使种子器官

的类 C4光合速率增强, 进而增加了种子的产量。Chi等

(2004)克隆了来自高粱的NADP-ME 基因并转入水稻,

与对照相比转化植株苹果酸含量降低30%, 丙酮酸含量

上升 20%, 证明转入的 NADP-ME有活性,  且活性比对

照提高了 1-7倍, 但光合作用有所下降, C4循环途径的

其它光合酶 PE PC、PP DK、NADP-M DH(NA DP -

malate dehydrogenase)及C3循环的限速酶Rubisco的

活性均没有明显变化, 暗示着转入的 NADP-ME对水稻

的碳同化过程影响不大。

另外, 也有人对转C4光合固碳相关基因水稻叶片的

结构基础进行了研究。袁莉民等 (2006)对转 C4 光合固

碳相关基因水稻叶的解剖结构进行分析, 表明其叶片具

有气孔多、面积大以及叶鞘维管束结构发达,  叶肉细

胞中叶绿体基粒堆积密集的特点。这些结果说明水稻

虽不是C4植物, 但导入C4光合固碳相关基因后, 转C4

光合固碳相关基因水稻在结构、代谢和光合特性上均

得到较大改善, 这为水稻的高光合效率育种提供了有益

的启示。　　

2.2    转C4光合固碳相关基因水稻的抗光氧化特性

水稻生活在一个变动的自然环境条件下,  如果叶片长时

间暴露在高温和高光强下, 光合作用就会受到抑制, 长时

间叶片失绿,  通常称为光氧化。C4植物玉米比C3 植物

水稻更耐光氧化,  C3 作物水稻、大豆和 C4 作物玉米在

创伤、低氧、低温、盐渍和紫外辐射等逆境胁迫下,

其叶片的 NADP-ME和 PEPC活性也被诱导提高, 暗示

外源 PEP C基因在水稻中的过量表达,  可能也引发了

PEPC酶在植物体中的其它抗逆生理功能, 反过来增强

了C3 植物内源逆境相关因子的活性, 从而诱导超氧化物

歧化酶(superoxide dismutase,  SOD) 和过氧化物酶

(peroxidase, POD)产生交叉适应, 表现出耐光氧化能力

增强 (彭长连等,  2000)。

以粳稻品种Kitaake为受体的转PEPC基因水稻,

由于 C3光合途径中 C4光合固碳基因的导入引起了一系

列的变化。王仁雷等 (2002)、Jiao等 (2005)和李霞等

(2005a)对转PEPC基因水稻材料的世代繁殖鉴定表明,

与原种相比,  在高光强 (3 小时)或光氧化剂甲基紫精

(methy lviologen,  MV)处理后,  转 PEPC基因水稻的

PSII光化学效率 (Fv/Fm)和光化学淬灭(qP)值下降较少,

其饱和光强为1 200 µmol.m-2.s-1,  比原种高200 µmol.
m-2.s-1,  光饱和光合速率比原种高 50% 以上,  叶绿素

含量和组分的衰减较慢,  O 2
-. 的产生速率较低,  丙二醛

(malonyldialdehyde, MDA)积累较少,  维持了较稳定的

PSII活性和光合能力,  表现出耐光抑制和光氧化的特

性。转双基因 PEPC+PPDK 的水稻株系在光氧化条件

下, 它们的叶绿素和蛋白质含量下降较少, 同样表现出耐

光氧化特性。张谦等 (2005)研究表明,  转入 PEPC 基

因于水稻中有利于诱导提高其抗逆境酶的活性, 如SOD

和POD的活性, 从而加速清除逆境中形成的活性氧, 这

可能是转PEP C基因水稻耐光抑制的生理基础之一。

可见将 C4 光合固碳相关基因导入水稻, 在高温和高

光强等逆境条件下可以提高水稻的光化学效率和抗光氧化

的能力, 启示我们将常规株型育种和转C4光合固碳相关基

因水稻耐光氧化种质选择相结合, 可能是进一步提高水稻

的光合能力和减轻光氧化,  防止其早衰的一条有效途径。

3    转C4光合固碳相关基因水稻的生理育
种

3.1    转C4光合固碳相关基因水稻的遗传特性

王德正等 (2002, 2004a)通过杂交将转 PEPC基因

 https://www.sciengine.com/doi/10.3724/CBB-t27-041



164 植物学通报    25(2)    2008

水稻的高光效特性传递到杂种稻的不育系中,  之后对这

些材料的世代跟踪研究显示: 玉米的PEPC基因在杂交

转育的转基因水稻中, 以显性基因稳定地传递给后代, 符

合孟德尔分离规律,  表现出自交 F2 代为 3:1 分离, BC1

为 1:1分离;  转育的转基因水稻中PEPC表达水平与受

体亲本和转基因拷贝数有关, 来源相同的世代间有相似

的表达水平, 但同一世代不同个体间的表达水平有差异,

这可能与其位置效应、拷贝数和环境条件有关。高东

迎等 (2003)和焦德茂等(2002)以普通水稻品种 9516为

母本, 以转玉米 PEPC基因水稻(HPTER)为父本杂交获

得杂种 F1, 并对其进行花药培养, 测定了 120个株系的

PEPC活性,  从中鉴定出 3个株系,  其光合速率较对照

9516增加11.1%-25.1%, 单株产量较对照增加 7.7%-

35.8%, 这说明通过常规杂交和花药培养相结合可以将

玉米 PEPC基因快速转移到普通水稻品种中, 并可能培

育出高光合速率且高产的水稻新品种。同时李霞等

(2005b)报道了 γ 射线对杂交得到的 3个 PEPC高表达

株系辐照后, 选育出生育期与 9516相近, 重穗且大粒的

株系 JA AS 45。说明通过采用杂交、花药培养及 γ射

线辐照的方法, 可以将玉米 PEPC基因快速转移到普通

水稻品种中,  从而培育出高光合效率和高产的水稻品

系。凌丽俐等 (2006 )进一步用父本转 PEP C基因水

稻、母本 9516及其后代 JAAS 为材料进行光合和荧光

生理的测定, 证明高光效特性可以稳定地从父本传递到

子代 JAA S 株系中。

上述结果说明, 转PEPC基因水稻的优良种质特性

可以稳定地遗传给后代, 从而为我国水稻的高光效育种

提供了一条新的途径。

3.2    转C4光合固碳相关基因水稻的生理育种

从常规育种到生理育种再到分子育种是水稻育种的

发展趋势。王德正等 (2002)通过回交在合肥、南京和

海南的 5年 7代的选育中, 采用抗生素催芽初筛、PCR

分析抽检、PE PC 酶活性测定和田间表型观测获得转

玉米 PEPC基因的水稻选育筛选体系, 现已育成3 个含

玉米 P E P C 基因的水稻新株系。此外, 王德正等

(2004b)通过杂交转育的方法，用高表达的转 PEPC基

因水稻作父本，与水稻不育系培矮 64S、2304S 和

2306S 杂交后，获得高 PEPC酶活性和高光合效率 F1

材料，说明 PEP C基因在新的遗传背景下不仅稳定遗

传和高水平表达,而且表现增穗(数)增产。与此同时,  四

川农业大学何立斌等 (2006)和李季航等 (2006)利用江

苏农业科学院遗传生理所的转 P EP C 基因水稻种质,

对转育 PEPC基因水稻的后代,  进行分子标记辅助选

育,  成功地培育出与轮回亲本蜀恢 881遗传相似度达

97.09%-99.03%的改良蜀恢881, 之后用此改良恢复系

与 3个不育系冈46A、776A和 2480A形成组合, 单株产

量增幅为25%-65%, 再通过大田繁殖, 配组杂交, 形成品

系(组合),  培育出携带 PEPC基因的高光效杂交水稻。

以上研究证明, 将 C4植物光合特性转移到C3植物

的常规育种与生物技术相结合的生理育种方法是可以培

育出高光效且高产量水稻品种的, 从而拓展了一条水稻

超高产育种的新途径。

4    结语

由于半矮秆基因和杂种优势的利用, 我国水稻产量已有

大幅度提高, 然而现有高产水稻品种的光能利用率仅为

1.0%-1.5%,  而理想的光能利用率为 3%-5%。作物

的物质积累途径主要是通过光合作用, 而现有高产水稻

品种群体叶面积指数已达 8% 以上,  试图通过改良株型

提高群体光能利用率已比较困难, 因此国家水稻改良中

心提出通过基因工程方法, 将C4植物或藻类生物的高光

效基因转移到受体水稻, 在良好株型基础上, 提高水稻的

单叶光合效率(包括 CO2 同化效率和光能转化效率),  以

进一步挖掘水稻增产潜力, 这是实现“超级水稻”育种计

划的一条有效途径 (袁隆平和赵炳然,  2004),  并将会缓

解我国由于自然灾害、耕地减少造成的粮食总产量下

降的状况。基于以上各项研究,  今后应加强不同学科

的相互合作, 开辟以常规育种和生物技术相结合的水稻

高光效生理育种的新途径, 相信不久的将来一定能够培育

出高产且优质的“超级水稻”, 使我国水稻育种实现第 3

次突破, 从而使我国水稻产量再上一个新台阶, 提前完成

第 3期超级杂交稻产量达到 13.5 kg.hm-2 的指标。
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Advances in the Study of Transgenic Rice with C4

Gene Related to Carbon Fixation
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Abstr act     In past ten years,  the rapid research of transgenic rice w ith C4 gene related to f ixed carbon has  draw n w ide attention

from the scientif ic community all over the w or ld. We briefly discuss  related research, including C4 f ixed carbon gene engineering

of  r ice and the physiological charac ters of  photosynthesis  and photoox idation in transgenic rice w ith C4 gene related to f ixed

carbon and its physiological breeding. The phys iological breeding of C4 transgenic rice w ith C4 gene related to f ixed carbon by  a

combination of  conventional breeding and biotechnology w ill be one of the pathw ays in developing high grain yield of super- rice.
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