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PEPC 过表达可以减轻干旱胁迫对水稻光合的抑制作用 

周宝元   丁在松   赵  明* 

中国农业科学院作物科学研究所 / 农业部作物生理生态与栽培重点开放实验室, 北京 100081 

摘  要: 为了明确磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶(PEPC)过量表达能否提高水稻的光合速率, 测定了 42 个表达不同 PEPC

水平的转玉米 PEPC基因水稻株系及对照(受体亲本中花 8号)开花期和灌浆期的光合速率。结果表明, 在水田条件下, 

转基因株系光合速率与未转基因对照相比没有明显差异; 而在旱地条件下, 转基因水稻的光合速率显著高于对照

(27%和 24%)。随机选取 2个 PEPC相对活性分别为 10倍和 25倍的转基因株系进行网室精确控水盆栽实验得到相似

的结果。说明单纯导入 PEPC并不能提高水稻的光合速率, 而干旱胁迫下转基因水稻的光合优势可能是由于 PEPC参

与水稻的抗旱反应而减轻了干旱胁迫对光合作用的抑制作用。 
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Alleviation of Drought Stress Inhibition on Photosynthesis by Overexpression 
of PEPC Gene in Rice 
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Abstract: Introducing enzymes involved in photosynthesis of C4 plants into rice is supposed to enhance the photosynthesis and 
crop productivity. However, only a few researches showed that the photosynthesis and crop productivity has been improved by 
introducing phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) gene into rice. In the present research, the photosynthesis in 42 lines of 
PEPC gene overexpressed rice was investigated. The average photosynthetic rate (Pn) of the transgenic rice lines was almost the 
same as that of the wild type (control) in paddy field, but it was much higher in upland field than in paddy field. Only a few 
transgenic lines showed higher Pn in paddy field and most of them showed higher Pn in upland field. Similar results were found in 
the water controlled experiment. Two transgenic rice lines with different relative activities of PEPC (10 and 25 folds) were se-
lected to study their photosynthesis under different water potentials (0, 20, and 40 kPa). In both lines, Pn was similar with that 
in the wild type under normal condition (0 kPa) but much higher under drought conditions (20 and 40 kPa). In both experi-
ments, the transgenic lines had higher Pn under drought conditions, with a much slower decreasing rate than the wild type. These 
results suggested that the overexpressed PEPC could not improve the photosynthetic rate of transgenic rice plants. But the photo-
synthetic rate of transgenic rices declined slowly under drought condition. Therefore, it is supposed that PEPC might be involved 
in drought resistance to decrease the inhibition of drought stress on photosynthesis in rice. 
Keywords: Drought; Transgenic rice; Phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC); Photosynthetic rate 

C4植物具有较高的光合、水分和氮素利用效率

以及较高的生物产量, 特别是在低 CO2浓度、高温、

强光、干旱等逆境条件下, 表现突出。因此, 科学家

希望将这一特征引入 C3 作物来提高其光合效率及产

量潜力。磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶(PEPC)是 C4途径的

首要关键酶, PEPC的转基因一直是研究热点[1-9]。通过

转基因手段实现玉米 PEPC 基因导入水稻, 以提高

光合速率及产量的研究已有多例报道[7-10]。但是, 转

PEPC基因是否能增加光合、以及是否能增加产量仍

存在较大的争论[1-3,8-15]。近期, PEPC 逆境分子生物
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学研究成为新的热点, 研究表明 [13-16], 在光氧化和

高温条件下转 PEPC 基因植株具有相对较高的光合速

率。另外, 干旱、盐和冷害等逆境能够诱导 PEPC 基

因的表达, 参与植物对环境的抗逆反应[17-20]。 

光合作用对逆境胁迫十分敏感, 特别是干旱胁

迫直接影响作物的光合能力导致作物减产。干旱胁

迫抑制叶片伸展、引起气孔关闭、降低光合作用过

程中相关酶活性、破坏叶绿素结构等, 最终影响 CO2

的固定还原和光合同化能力, 导致光合速率下降[21-22]。

研究表明, 干旱胁迫下叶绿体的类囊体膨胀, 基质片

层排列紊乱, 细胞的超显微结构发生明显的变化[23]。

同时, 干旱胁迫影响膜系统和抗氧化系统 [24-25], 造

成质膜透性增加, 根系物质合成受阻, 生长停滞。另

外, 环境胁迫下植物的脯氨酸[26]和脱落酸(ABA)[27]

含量也会增加, 分别起到稳定亚细胞结构和调节气

孔开闭[28]的作用。 

水稻生长过程中不可避免地受到干旱胁迫的影

响, 通过提高水稻 PEPC 表达水平, 来同时提高光

合性能和抗旱能力可能是一条有效途径。本实验室

前期研究发现 , 在干旱、高温等逆境条件下 , 转

PEPC 基因水稻的光合速率比对照具较强的优势[12,29], 

说明 PEPC在植物抗旱适应过程中可能起一定作用。

为此, 本研究以大量表达不同 PEPC 水平的转基因

水稻株系为材料, 对比研究水、旱不同栽培条件下

转基因水稻的光合特征 , 并详细研究干旱条件下

PEPC基因对水稻光合速率的影响。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

在中国农业科学院廊坊实验基地大田种植本实

验室获得的 42个转玉米 PEPC基因的水稻株系 [10], 

以受体亲本中花 8 号为对照。采用水、旱两种栽培

方式, 其中水作栽培为全生育期灌水, 旱作栽培为

全生育期不灌水 , 田间土壤重量含水量在 18%左

右。2009年 5月上旬育苗, 6月上旬插秧, 其他管理

措施同常规。 

同期, 在中国农业科学院网室进行精确控水盆

栽试验。供试材料为两个转玉米 PEPC 基因水稻株

系 zm07 和 zm24, 受体亲本中花 8 号(CK)为对照。

采用负压式土壤湿度计测量土壤水分, 控制土壤含

水量在 0、20和40 kPa三个水平。每个材料种植

27盆(盆钵内径 25 cm, 高 30 cm)。移栽时选取生长

均匀一致的秧苗, 每盆 3穴, 每穴 1苗, 于插秧 15 d

后控水处理, 其他管理措施同常规。 

1.2  测定项目与方法 

1.2.1  气体交换参数    采用美国 LI-COR 公司的

LI-6400便携式光合仪测定开花期、灌浆期剑叶的光

合气体交换参数。包括净二氧化碳同化速率(A)、气

孔导度(Gs)、胞间 CO2 浓度(Ci)。测定条件为大气

CO2浓度(360±5) μmol mol1, 相对湿度(60±5)%, 温

度 25 , ℃ 使用仪器自带的 LED光源控制光强, 光量

子通量密度(PPFD)为 1 500 μmol Photons m2 s1。 

1.2.2  PEPC 活性    参照 Kung 等[30]和 Gonzalez

等 [31]方法 , 并加以改进。取水稻新的完全展开叶 , 

液氮速冻后贮存在80℃冰箱备用或立即进行总可

溶性蛋白的提取。取叶片 0.2 g, 在研钵中加液氮及

石英砂研磨成粉末; 然后加入 1.0 mL冷提取缓冲液

[50 mmol L1 Tris-HCl (pH 7.5)、10 mmol L1 MgCl2、

1 mmol L1 EDTA、10% (W/V) Glycerol、14 mmol L1

巯基乙醇], 及 1% (W/V) PVP, 在冰上继续研磨至匀

浆状态。将匀浆转移至 1.5 mL 微量离心管中, 4 , ℃   

13 000g离心 15 min, 取上清液 , 转移到新的离心

管中, 4 , 15 000℃ g再次离心 30 min, 其上清液即为

酶粗提物。 

采用分光光度计法测定 PEPC 酶活。反应体系

含 100 mmol L1 Tris-HCl (pH 8.0)、5 mmol L1 

MgCl2、3 mmol L1 PEP、0.2 mmol L1 NADH、10 

mmol L1 NaHCO3、10 U MDH, 反应总体积为 1 mL, 

以加入 20 μL酶粗提物启动反应, 检测 340 nm的吸

光值下降速率。采用考马斯亮蓝法测定可溶性蛋白

质含量, 以单位质量可溶性蛋白来标定 PEPC活性。 

1.2.3  苹果酸含量    参照 Crecelius 等[32]的方法, 

并加以改进。称取剪碎混匀的水稻剑叶叶片 0.2 g置

研钵中, 加少许石英砂, 研磨成匀浆, 移至 1 mL离

心管中, 用 0.4 mL 10% (W/V)高氯酸提取 10 min, 

4 , ℃ 4 400g, 离心 5 min; 后用 2%高氯酸洗涤沉淀, 

离心。用 1 mmol L1乙醇胺(含 5 mmol L1 KOH)中

和上清液, 4 , ℃ 30 min; 然后 4 , ℃ 4 400g, 离心 10 

min, 其上清液即为苹果酸提取液。 

加一定量(20 μL)提取液于 84.5 mmol L1双甘

氨肽缓冲液中(pH 10), 内含 43.0 mmol L1 L-谷氨酸, 

0.5 mmol L1 β-NAD、3 U L-苹果酸脱氢酶(MDH)和

12 U 谷氨酸草酰乙酸转移酶(GOT), 反应总体积 1 

mL, 25℃条件下反应 10 min。使苹果酸完全转换成

天冬氨酸, 合成的 NADH量与苹果酸含量存在 1∶1

的计量关系, 检测 340 nm的吸光值下降速率。 
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2  结果与分析 

2.1  大田水旱不同栽培条件下转 PEPC基因水稻

株系的光合特征 

2.1.1  光合速率的比较    在大田水旱不同栽培条

件下, 测定了 42个转 PEPC基因水稻株系及对照的

气体交换特征。对其光合速率平均值的变化进行比

较分析发现(图 1), 旱作条件下, 开花期和灌浆期转

基因株系和对照的光合速率(Pn)均有所下降, 但对 

 
图 1  水旱不同栽培条件下的光合速率(Pn) 

Fig. 1  Photosynthetic rate of rice under different water condi-
tions 

A: 开花期; B: 灌浆期; CK: 未转基因对照(means ± SE, n = 9); 

zm: 转 PEPC基因水稻株系(means ± SE, n = 130)。 

A: flowering stage; B: filling stage; CK: untransformed rice plants 
(means ± SE, n = 9); zm: PEPC transgenic rice plants (means ± SE, 

n = 9). 

照下降更明显 (37%和27%), 转基因株系仍维持

较高的光合速率, 保持在处理前的 90%以上, 明显

高于对照(27%和 24%); 而在正常水分条件下, 转基

因株系和对照两个时期的光合速率均没有明显差

异。 

2.1.2  光合速率的频率分布    对水旱不同条件下

转 PEPC 基因水稻株系与对照光合速率的差异进行

统计分析发现(图 2), 正常灌水条件下, 开花期和灌

浆期的大部分转基因株系与对照的光合速率均没有

明显差异, 只有约 5%的转基因株系与对照相差 20%

以上。在干旱胁迫下(土壤重量含水量约 18%), 开花

期 95%的转基因株系光合速率高于对照, 73%的转

基因株系高于对照 20%以上, 只有 5%的转基因株系

光合速率低于对照, 且差异不明显; 灌浆期 98%的

转基因株系光合速率均高于对照, 约 65%的转基因

株系高于对照 20%以上, 只有 2%的转基因株系光合

速率低于对照, 且差异不明显。 

2.1.3 光合速率与 PEPC 活性的相关关系    相关

分析表明, 在大田水、旱不同栽培条件下光合速率

与 PEPC活性的大小均无显著相关性(r = 0.2628和

r= 0.0721)。  

 

图 2  水旱不同栽培条件下转基因株系光合速率的频率分布 
Fig. 2  Frequency distribution of photosynthetic rate in transgenic rice plants under different water contains 

A: 开花期; B: 灌浆期。横坐标为转基因株系光合速率高于对照的百分数; 纵坐标为转基因株系累计百分数。 

A: flowering stage; B: filling stage; X axis: increase in Pn of transgenic plants compared with control; Y axis: percentage of transgenic plants (%). 
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由图 3可见, PEPC相对活性分别为 5、10、15、

20、25 和 30 倍的转基因株系及对照(PEPC 相对活

性为 1)在正常灌水条件下均具较高光合速率, PEPC

活性较高的转基因株系没有明显的光合优势; 而在

旱作栽培条件下, 随着 PEPC 活性增加转基因株系

表现出明显的光合优势 , 但当 PEPC 活性过高时 

(≥30倍), 转基因株系的光合优势不再增加 , 光合

速率维持在较稳定的水平。说明干旱条件下 PEPC

活性在调节植株光合速率上可能是有一定范围的 , 

活性过高或过低对光合速率的影响都不大。 

 

图 3  水旱栽培条件下净光合速率与 PEPC 相对活性的相关关系 
Fig. 3  Correlation between photosynthetic rate and the rela-

tive activity of PEPC under different water conditions 
A: 开花期; B: 灌浆期。0: 未转基因对照; 5~30: 5~30倍的 PEPC

相对活性。 

A: flowering stage; B: filling stage; 0: untransformed rice plants; 
5–30: relative activity of PEPC at 5–30 fold. 

 
2.2  网室精确控水盆栽下转PEPC基因水稻株系

的光合特征 

2.2.1  叶片 PEPC 活性     为了进一步证明转

PEPC 基因水稻株系在干旱胁迫下具有较高的光合

能力, 进行了网室精确控水盆栽试验。图 4表明, 随

着土壤干旱胁迫程度的增加, 转基因水稻和未转基

因对照的 PEPC 活性均不同程度增加, 但是转基因

株系 PEPC 活性明显高于对照 , 说明转入的外源

PEPC 基因在水稻体内得到了正确的表达, 且干旱

胁迫诱导了 PEPC表达量的增加。 

2.2.2  气体交换特征    网室精确控水实验也证明

了转 PEPC 基因水稻株系在干旱胁迫下具有较高的

光合能力。图 5表明, 随着土壤干旱程度的增加, 转

基因水稻和对照的光合速率均下降, 对照下降得更

明显; 在土壤水势为40 kPa时, 开花期对照的光合

速率下降到处理前的 65%左右, 而两个转基因株系

仍维持较高的光合速率, 保持在处理前的 90%左右; 

灌浆期对照的光合速率下降到处理前的 40%左右, 

而 2个转基因株系分别保持在处理前的 65%和 70%

以上。 

 

图 4  不同水分处理下叶片的 PEPC 活性 
Fig. 4  Relative activity of PEPC of rice under drought stress 
A: 开花期; B: 灌浆期; CK: 未转基因对照植株; zm07和 zm24:

转 PEPC基因水稻株系。 

A: flowering stage, B: filling stage; CK: untransformed rice plants; 
zm07 and zm24: PEPC transgenic rice plants. 

 

图 5  不同水分处理下的净光合速率(Pn) 
Fig. 5  Photosynthetic rate of rice under drought stress 

A: 开花期; B: 灌浆期; CK: 未转基因对照植株; zm07和 zm24:

转 PEPC基因水稻株系。 

A: flowering stage, B: filling stage; CK: untransformed rice plants; 
zm07 and zm24: PEPC transgenic rice plants. 

 

干旱胁迫下气孔导度(Gs)的调节对转基因株系

维持较高光合速率起了一定的作用。由图 6可知, 当

土壤水势为20 kPa 时, 对照的 Gs下降到处理前的

60%, 而转基因株系都维持在处理前的 90%以上 , 

与光合速率的变化一致, 说明中度干旱胁迫下转基

因株系维持较高的光合速率主要依靠 Gs的调节。当

土壤水势达到40 kPa 时, 对照和转基因株系的 Gs

下降幅度都很小(与20 kPa比), 对照下降了 9%, 两

个转基因株系分别下降 8%和 6%, 说明在重度干旱

胁迫下 Gs不是光合速率的主要限制因素, 而非气孔

限制起了更重要的作用。 

2.2.3  叶片苹果酸含量    苹果酸可作为载体在细

胞质与细胞器以及细胞器之间传递碳素和还原力 , 
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并为氨基酸合成提供碳骨架, 同时苹果酸还参与气

孔开闭的调节[33]。 

 

图 6  不同水分处理下的气孔导度(Gs) 
Fig. 6  Stomatal conductance of rice under drought stress 

A: 开花期; B: 灌浆期; CK: 未转基因对照植株; zm07和 zm24: 

不同的转 PEPC基因水稻株系。 

A: flowering stage, B: filling stage; CK: untransformed rice plants; 
zm07 and zm24: PEPC transgenic rice plants. 

 
由图 7 可知, 随着土壤干旱程度的增加, 转基

因水稻和对照的苹果酸含量均增加, 且前者明显高

于后者。但是在重度干旱胁迫下(40 kPa), 转基因

株系和对照的苹果酸含量增加均不明显 , 且在

PEPC活性不同的两个转基因株系间没有明显差异。 

 

图 7  不同水分处理下的苹果酸含量 
Fig. 7  Malate content in leaves of rice under drought stress 

A: 开花期; B: 灌浆期; CK: 未转基因对照植株; zm07和 zm24:

转 PEPC基因水稻株系。 

A: flowering stage, B: filling stage; CK: untransformed rice plants; 
zm07 and zm24: PEPC transgenic rice plants. 

 

3  讨论 

将 C4循环酶基因导入 C3作物被认为是提高作

物光合效率和改善产量潜力的重要途径。然而目前

国内外关于 PEPC 能否提高转基因水稻的光合效率

却存在分歧。Agarie 等[8]和 Fukayama 等[9]均发现

PEPC活性提高 50倍的转基因水稻株系的光合速率

略低于对照。Jiao等[14]测定 PEPC活性增加 20倍的

转基因水稻的光响应曲线, 发现饱和光强下光合速

率增加, 强光下光合速率增加的比例更大, 达 55%。

Ku 等[6,12]认为转基因水稻的光合速率或者增强或者

没有变化, 而且光合速率的增加主要依赖于气孔导

度的增加。本研究表明, 在大田旱作栽培条件下(土

壤重量含水量为 18%), 转基因株系和对照的光合速

率均有所下降 , 但后者下降更加明显 (37%和

27%), 转基因株系仍维持较高的光合速率。在网室

进行全生育期精确控水试验, 也表明转 PEPC 基因

水稻株系在干旱胁迫下仍能维持较高的光合速率 , 

这与前人的研究结果一致[10,34-35]。说明转 PEPC 基

因水稻在干旱胁迫下的光合优势并不在于提高了光

合速率, 而是 PEPC 通过参与水稻的抗旱反应减轻

了干旱胁迫对光合作用的抑制作用。 

相关分析表明, 光合速率与 PEPC 活性的大小

之间无显著相关性(r = 0.2628和 r = 0.0721), PEPC

似乎只有在一定的表达水平内才可提高转基因水稻

的光合速率, PEPC活性过高或过低, 对光合速率的

影响不大。这是因为细胞内苹果酸的积累有一定限

度, 当苹果酸含量过高时, 植物体自身会调节苹果

酸的代谢和转运来维持细胞内代谢平衡, 如细胞质

中苹果酸氧化产生NADH为硝酸还原反应提供还原

力[32]; 且苹果酸对 PEPC 有反馈调节作用, 苹果酸

过多会抑制 PEPC活性[30,36]。 

本研究表明, 在正常水分条件下转基因株系与

对照光合速率差异不明显。这可能是由于在正常水

分条件下, 虽然转基因株系的 PEPC 过量表达, 但

C4 循环其他酶表达并未因此而增加, 细胞内没有建

立 C4循环, CO2的同化方式仍以 C3途径为主, 因此

与对照相比光合优势不明显。 

方立峰等[29]研究发现干旱胁迫下水稻体内脯氨

酸含量增加, 提高了水稻渗透调节能力, 转基因株

系明显高于未转基因的对照, 因此转基因株系在干

旱胁迫下维持较高的光合速率。李霞等[35]和焦德茂

等[37]研究表明中午高温、强光逆境胁迫下, 转 PEPC

基因水稻体内形成初级 CO2浓缩机制, 维持了较高

光合速率。本研究也发现, 随着土壤干旱程度的增

加, 水稻叶片的苹果酸含量增加, 且转基因株系明

显高于对照。我们推测可能是过表达的 PEPC 固定

CO2 形成的苹果酸为氨基酸合成提供碳骨架, 促进



第 1期 周宝元等: PEPC过表达可以减轻干旱胁迫对水稻光合的抑制作用 117 

 

 

重要的渗透调节物质脯氨酸的合成, 提高水稻在干

旱胁迫下的渗透调节能力, 从而降低了干旱对光合

作用的抑制; 也可能是逆境胁迫条件下, 水稻内源

的与 CO2浓缩有关的酶如碳酸酐酶(CA)、丙酮酸磷

酸双激酶(PPDK)、NAD(P)-苹果酸酶(ME)、NAD(P)-

苹果酸脱氢酶(MDH)等诱导表达增强, 在细胞内建立

了一套 C4微循环, 从而增强了水稻的光合速率[37]。 

本研究表明, 转 PEPC 基因水稻在干旱胁迫下

表现明显的光合优势, 但其机制深入研究和阐明。 

4  结论 

在正常水分条件下, 导入 PEPC 基因对水稻的

光合速率没有明显的改变 ; 而在干旱条件下 , 转

PEPC 基因水稻相对于未转基因的对照表现出非常

明显的光合优势, 其光合速率因干旱下降的幅度较

小。推测 PEPC可能提高了水稻的抗旱能力, 从而减

轻了干旱胁迫对水稻光合作用的抑制效果。 
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