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Abstract : The genetic background of ten improved plant s of Shuhui 881 with maize C42type pepc gene ( pepc Shuhui 881)
were analyzed with 530 pairs of SSR primers , only 1 - 4 differential SSR loci were found compared with Shuhui 881 , and the
similarities of genetic background were 95 . 15 % - 99. 03 %. By using pepc Shuhui 881 with a similarity at 99 . 03 % as materi2
als , t he photosynthetic characteristics were determined at the six different developmental stages. The PEPCase activities in the
improved Shuhui 881 were higher than those in Shuhui 881. The highest PEPCase activity was 1264. 2μmol/ ( mg·h) at the e2
longation stage and the largest increased value of PEPCase activity in the pepc Shuhui 881 was 23 . 32fold than that in Shuhui
881 at the initial2tillering stage. The net photosynthesis rates of the pepc Shuhui 881 increased at the initial2tillering , full2tille2
ring , elongation and initial2heading stages , and peaked at 22 . 3 % at the elongation stage. The result s showed that the genetic
background of t he pepc Shuhui 881 were almost the same as Shuhui 881 by molecular marker2assisted selection( MAS) and the
high expression level of maize C42type pepc gene was stably inherited in indica genetic background. Therefore , t he system for
selecting high photosynthetic efficiency rice had been established , which included selecting rice by MAS with the characteristic
primers of C42type pepc gene marker , determining PEPCase activity and net photosynthesis rate and investigating phenotype
performance in field. Meanwhile , it would be better to determine photosynthetic characteristics at t he elongation stage.

Key words : rice ; phosphoenolpyruvate carboxylase gene ; molecular marker2assisted selection ; photosynthetic characteris2
tics ; genetic background

摘　要 : 从通过分子标记辅助选择育成的含玉米 C4型 pepc基因蜀恢 881 中筛选 10 株 ,利用 530 对 SSR引物进行遗传
背景分析 ,发现与蜀恢 881表现差异的位点仅有 1～4 个 ,相似度在 95 . 15 %以上 ,最高的达 99103 %。进一步对相似度为
99103 %的转育玉米 C4型 pepc基因蜀恢 881的 6个生长时期测定有关光合指标 ,表明 6个时期的 PEPC酶活性均比蜀恢 881
增强 ,PEPC酶活性值最大时期是拔节期 ,为 1264 . 2μmol/ ( mg·h) ,分蘖初期增加的幅度最大达到 23. 3倍 ;其净光合速率与
蜀恢 881相比 ,在分蘖初期、分蘖盛期、拔节期和始穗期都得到不同程度的提高 ,其中拔节期最高 ,达到 22 . 3 %。研究表明通
过杂交利用 C4型 pepc基因特征引物对 C4型 pepc基因进行分子标记辅助选择 ,能够获得携有 C4型 pepc基因且与受体亲本
遗传背景十分接近的籼型水稻材料 ,而且 C4型 pepc基因在新的遗传背景下能够高水平表达和稳定地遗传。据此 ,建立了分
子标记辅助选择、光合生理生化指标鉴定和田间综合农艺性状考查相结合的筛选玉米 C4型 pepc基因水稻的技术体系 ;同时
认为在拔节期进行转育 C4型 pepc基因水稻光合生理指标的测定和筛选的效果可能较理想。
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　　Ku等[1 ]通过农杆菌介导系统 ,已经成功地将玉

米 C4途径中 CO2固定的关键酶———磷酸烯醇式丙

酮酸羧化酶 ( p ho sp henolpyruvate carboxylase ,

PEPCase)基因导入 C3植物水稻 Kitaake中 ,并得到

相当或高于玉米的表达水平。李霞等[2 ]通过系统选

育获得第 7 代稳定转 pepc基因种质 ,研究表明其

PEPC酶活性比原种高 24倍 ,净光合速率比原种高

50 %。然而 ,该转基因水稻为粳稻 ,生育期较短 ,适

应性较差等因素限制了它在实际生产中的推广和应

用。

　　李霞等[3 ]、王德正等[4 ]、焦德茂[5 ]的研究表明通

过杂交可以将转玉米 pepc基因水稻的高光效特性

传递到杂交稻的不育系和恢复系中去 ,并且能够稳

定地遗传。这就为转玉米 pe pc基因在水稻育种的

广泛应用展示了美好的前景。本研究室较早引进了

转玉米 pe pc 基因水稻 Kitaake ,并开展了与四
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川生产上应用比较广泛的恢复系蜀恢 881、蜀恢

725、蜀恢 955等进行杂交和分子标记辅助育种 ,经

过四川温江、海南陵水两地多年多点的选育 ,已育成

一批含玉米 pepc基因的籼型高光效恢复系材料。

本研究就杂交转育而成的转玉米 C4型 pe pc基因的

蜀恢 881 进行遗传背景分析 ,并就转育玉米 C4型

pepc基因蜀恢 881 的 6 个生长时期的光合特性进

行了动态研究 ,希望能够建立筛选转育玉米 C4型

pepc基因水稻新的途径和进一步揭示控制 C4植物

光合作用的关键酶基因 C4型 pe pc在导入籼型水稻

或杂交稻亲本后其光合生理特性的变化 ,以期为水

稻的高光效育种进一步提供生理上的依据。

1　材料与方法

1 . 1　材料

转玉米 C4型 pepc基因水稻 Kitaake (简称转

pepc Kitaake) ,由江苏省农业科学院农业遗传生理

研究所焦德茂先生提供 ;蜀恢 881 ,由四川农业大学

水稻研究所提供 ;以转 pepc Kitaake 为供体 ,蜀恢

881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 ,育

成高世代的转玉米 C4型 pepc基因蜀恢 881 (简称转

pepc 881) 。经过目的基因检测、田间综合农艺性状

的考查 ,最终选择 10 株转 pepc 881 用于遗传背景

分析。选择与蜀恢 881 遗传背景相似度比较高、综

合农艺性状较好的转 pe pc 881 用于光合特性的研

究。

1 . 2　目的基因检测

DNA 提取采用王珍等[6 ]的方法 ,稍加改进。实

验所采用的 C4型 pe pc基因特征引物由本实验室通

过 BL A ST 设计 ,其引物序列为 :上游引物 5’2
AA GCA GGGAA GCGA GAC G23’, 下游引物 5’2
GA T T GCC GCCA GCA GTA G23’。PCR 反应体系

(25μL) :10×反应缓冲液 2. 5μL , dN TPs 2. 0μL

(2. 5 mmol/ L ) , 引物 2. 0μL (大约 1μmol/ L ) ,

DNA 模板 2. 0μL (模板大约 50 ng) , Taq聚合酶 (5

U/μL) 0. 2μL , dd H2 O 16. 3μL。PCR反应程序 :

94℃下预变性 240 s ,94℃下变性 30 s , 53℃下退火

30 s , 72℃下延伸 30 s ,共 35 个循环 ,最后 72℃下

保温 10 min。检测结果通过 2 %～3 %琼脂糖凝胶

电泳加 EB染色 ,在B IO2RAD Quantity One凝胶成

像系统上观察得到。

1 . 3　遗传背景分析

根据 Chen等提供的序列信息从上海博亚公司

合成了分布于水稻基因组 12 条染色体的 530 对

RM系列微卫星引物 ,对亲本蜀恢 881 和转 pepc

Kitaake之间的多态性进行检测分析。然后 ,利用

得到的所有在两亲本之间有差异的 SSR引物对 10

株携有玉米 C4型 pepc基因、综合农艺性状较好的

转 pepc 881 和轮回亲本蜀恢 881 之间进行遗传背

景分析 ,以明确它们与轮回亲本间的相似程度。微

卫星扩增方法参照文献 [ 7 ]。其中相似程度 F值为

共有 DNA 片段比值 (p roportion of shared DNA

f ragment , F) ,是应用 DNA标记研究生物起源进化

和遗传变异的一个基本参数 ,指两个生物个体共同

具有的 DNA 片段的比例 ,代表两个体之间的遗传

相似程度。其计算公式为 : F = 2 M x y/ ( M x + M y) ,

式中 M x和 M y 为两个个体分别具有的 DNA 片段

数 , Mx y 为两个个体共同具有的 DNA 片段数。

1. 4　PEPC酶活性测定

参照 Kung等[8 ]和 Gonzalez等[9 ]的方法。于上

午 9 :30～10 :00 ,取不同生长时期主茎的倒数第 2

叶 0. 25 g ,加入适量提取液 (50 mmol/ L Tris2HCl ,

p H 7. 5 , 1 mmol/ L MgCl2 ,5 mmol/ L D T T ,5 %甘

油)在冰冻条件下迅速充分研磨 ,滤液于13 000 × g

下离心 10 min , 取上清液测酶活性。反应总体积 1

mL , 含 50 mmol/ L H EPES2KO H、p H 8. 0的缓冲

液 ,10 mmol/ L Na HCO3 , 5 mmol/ L MgCl2 , 0. 2

mmol/ L NAD H ,2 mmol/ L PEP ,1. 5 U 苹果酸脱

氢酶 , 加适量提取液。加入 PEP 后开始计时 ,在

754紫外分光光度计上记录 340 nm光密度的变化 ,

测试温度为 30℃,据此计算 PEPC酶活性。测定的

时期为 :分蘖初期、分蘖盛期、拔节期、始穗期、齐穗

期及成熟期 ,每个时期分别测定 5株。

1 . 5　净光合速率的测定

用美国 L I2COR公司生产的便携式光合测定系

统 L I26400 ,在早上 10 :00 左右 ,选择人工控制条件

为 :参比 CO2浓度 400μmol/ mol ,温度 30℃,光照

1200μmol/ (m2 ·s) ,测定不同生长时期主茎的倒

数第 2叶的光合速率。测定的时期与 PEPC酶活性

测定同步 ,每个时期测定 5株 ,每株重复测定 3次。

2　结果与分析

2 . 1　目的基因检测结果

对 10 株转 pepc 881、蜀恢 881、转 pe pc Kita2
ake ,用玉米 C4型 pepc基因的特征引物进行扩增。

结果如图 1 ,不论是转 pe pc Kitaake ,还是转 pepc

881都能扩增出带型一致约 310 bp 的片段 ,而蜀恢
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881没有扩增出带 ,表明用 C4型 pepc基因特征引物

能够对转玉米 C4型 pe pc基因水稻植株进行准确的

筛选。

2 . 2　转 pepc 881的遗传背景分析结果

2. 2. 1　亲本转 pepc Kitaake与蜀恢 881 在整个水

稻基因组上的多态性

用 530对 SSR引物对两亲本转 pepc Kitaake和

蜀恢 881在整个水稻基因组上进行多态性分析 ,结

果表明有 103对 SSR引物表现多态性 ,覆盖整个水

稻基因组 ,其中在第 2 染色体上的差异位点数表现

最多 ,第 12染色体上位点差异表现最少 (图 2) 。

2. 2. 2　转 pepc 881与轮回亲本蜀恢 881的相似程

度

用亲本间表现差异的 103对 SSR引物对 10株

转 pepc 881和轮回亲本蜀恢 881 进行遗传背景分

析 ,其中图 3所示是 103对 SSR引物中的一对引物

RM248的 PCR结果。

由表 1可以看出 ,10株转 pepc881 与轮回亲本

蜀恢 881的相似程度 F值为 95. 15 %～99. 03 % ,其

SSR差异位点只有 1～4个且主要集中在第 1、2、4、

5染色体上 ,其中有 7 个单株与蜀恢 881 仅有 1～2

个差异位点 ,2 个单株与蜀恢 881 的相似度达到了

99. 03 % ,差异位点仅为 1 个且分布在第 4 染色体

上 ,其余位点均与蜀恢 881 相同。说明通过杂交转

育后 ,利用玉米 C4型 pepc基因特征引物对育种亲

本材料进行分子标记辅助选择能够将该基因导入籼

型水稻并且其遗传背景与轮回亲本十分接近。

2 . 3　转 pepc 881的光合特性

为了进一步明确在杂交转育的基础上 ,利用 C4

型 pepc基因特征引物进行分子标记辅助选择得到

图 1　转玉米 C4 型 pepc基因蜀恢 881的 PCR筛选

Fig. 1 . PCR analysis of the improved Shuhui 881 with maize C42
type pepc gene.

1～10 - 转玉米 C4 型 pepc基因蜀恢 881的植株 ;11 - 蜀恢 881 ;

12 - 转玉米 C4 型 pepc基因水稻 Kitaake ; M - 100 bp DNA marker。

Lanes 1 - 10 , Improved Shuhui 881 wit h maize C42type pepc

gene ; Lane 11 , Shuhui 881 ; Lane 12 , Transgenic Kitaake wit h

maize C42type pepc gene ; M , 100 bp DNA marker .

的转 pepc 881的光合特性 ,本研究着重测定了与蜀

恢 881遗传背景相似度达 99. 03 %的转 pepc 881在

分蘖初期、分蘖盛期、拔节期、始穗期、齐穗期和成熟

期的 PEPC酶的活性和净光合速率的变化。

　　转 pe pc 881 在 6 个时期的 PEPC酶活性各不

相同 (图 42A) ,差异显著。在拔节期 PEPC酶 (基于

单位叶绿素量)达到最大 ,为 1264. 2μmol/ ( mg ·

h) ,分蘖初期最小 ,为 355. 0 μmol/ ( mg ·h) 。转

pepc 881 的 PEPC酶活性比蜀恢 881 的显著地提

高 ,其分蘖初期、分蘖盛期、拔节期、始穗期、齐穗期

和成熟期的 PEPC酶活性分别是蜀恢 881的 2313、

4. 4、4. 4、3. 7、1. 3 和 3. 7 倍 ,分蘖初期的 PEPC酶

活性提高的幅度最大。这说明通过杂交转育和利用

C4型 pepc基因特征引物进行分子标记辅助选择将

玉米 pepc基因导入籼型水稻蜀恢 881后 ,其 PEPC

酶活性能够得到显著的增强。

图 2　103对差异引物在水稻染色体上的分布

Fig. 2 . Dist ribution of 103 pairs of SSR primers on the chromo2
somes of rice.

图 3　SSR引物 RM248在含玉米 C4 型 pepc基因蜀恢 881 及其

亲本遗传背景中的带型

Fig. 3 . Bands showed in analysis of genetic background of Shu2
hui 881 with maize C42type pepc and their parent s by

RM248.

1～10 - 转玉米 C4 型 pepc基因蜀恢 881的植株 ;11 - 蜀恢 881 ;

12 - 转玉米 C4 型 pepc基因水稻 Kitaake ; M - 100 bp DNA marker。

Lanes 1 - 10 , Improved Shuhui 881 wit h maize C42type pepc

gene ; Lane 11 , Shuhui 881 ; Lane 12 , Transgenic Kitaake wit h

maize C42type pepc gene ; M , 100 bp DNA marker .
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表 1　转 pepc 881遗传背景分析结果

Table 1. Result of genetic background analysis of the improved Shuhui 881 with maize pepc gene.

株号

Plant code

检测位点数目

No. of

loci tested

差异位点数

No. of

differential loci

差异标记

Differential SSR

primers

差异位点在 12条染色体中的分布

Dist ribution of

differential loci

on 12 chromosomes

F值

F value/ %

1 103 2 RM307 ,RM413 4 ,5 98. 06

2 103 3 RM71 ,RM307 ,RM413 2 ,4 ,5 97. 09

3 103 3 RM71 ,RM307 ,RM413 2 ,4 ,5 97. 09

4 103 2 RM71 ,RM307 2 ,4 98. 06

5 103 2 RM71 ,RM307 2 ,4 98. 06

6 103 5 RM71 ,RM220 ,RM283 ,RM307 ,RM413 2 ,1 ,4 ,5 95. 15

7 103 2 RM71 ,RM307 2 ,4 98. 06

8 103 3 RM220 ,RM283 ,RM307 1 ,4 97. 09

9 103 1 RM307 4 99. 03

10 103 1 RM307 4 99. 03

　　转 pe pc 881在 6 个时期的净光合速率测定结

果表明 (图 42B) ,6 个时期的净光合速率存在着差

异。与蜀恢 881相比 ,分蘖初期、分蘖盛期、拔节期

和始穗期分别提高了 18. 5 %、1. 4 %、22. 3 %和

013 % ,其中拔节期的净光合速率提高的幅度最大 ,

这可能与该时期的 PEPC酶活性最大有关。而齐穗

期和成熟期的净光合速率与蜀恢 881 的相近 ,这可

能与这两个时期的 PEPC 酶活性提高的幅度不够

大 ,以至于不能够达到促进净光合速率提高的程度 ,

也有可能与这两个时期测定时的天气 (阴雨天)有

关。

3　讨论

为了克服转玉米 pe pc基因水稻 Kitaake 本身

固有的局限性 ,使它能够在育种上得到广泛的应用 ,

王德正等[4 ,10 ]建立了潮霉素催芽初选、分子标记抽

检、田间表型决选和生理生化指标定量鉴定的高光

效水稻筛选技术体系 ,并且通过该体系转育成了 3

个较稳定的高光效水稻株系。然而 ,该体系表现烦

琐、程序复杂、工作量大等缺点。本试验根据 pepc

基因相关序列 ,通过比对设计了 pepc基因的特征引

物并且开展了分子标记辅助育种 ,对转育成的转

pepc基因蜀恢 881 的遗传背景分析表明这种方法

能够准确地选育携带玉米 pe pc基因的水稻材料。

进一步对其生长的 6 个关键时期光合特性的研究 ,

表明 6个时期的 PEPC酶活性得到大大的增强 ,增

强幅度最高的达到 23. 3倍 ;分蘖初期、分蘖盛期、拔

节期和始穗期的净光合速率也得到了不同程度的提

高 ,提高幅度最大的达到 22. 3 %。同时也表明玉

米C4型 pepc基因通过杂交转育到新的遗传背景下

图 4　不同时期转 pepc 881和蜀恢 881的 PEPC酶活性(A)和净光合速率(B)

Fig. 4 . PEPCase activities (A) and net photosynthesis rate (B) of t he improved Shuhui 881 with maize C42type pepc gene and Shuhui

881 at different developmental stages.
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仍表现高水平表达。因而 ,利用 C4型 pepc基因的

特征引物进行分子标记辅助选择和生理生化指标定

量鉴定以及结合综合农艺性状的考查就能够筛选出

携带玉米 pe pc基因的高光效水稻材料。该方法最

大优点是简易、检测迅速准确、工作量较小。

本试验在研究转玉米 C4型 pepc基因蜀恢 881

的 6个时期的 PEPC酶活性和净光合速率时 ,不同

时期表现差异较大 ,这就启示在杂交转育转 pepc基

因水稻时 ,应重视对后代转基因表达水平的筛选 ,选

择适宜的时期进行筛选是十分必要的。王德正

等[11 ]在研究中也提出了重视对 pe pc基因在转育水

稻后代的筛选问题。以光合速率高低作为水稻高光

效育种的指标的适宜测定时期 ,屠曾平和刘贞琦分

别认为水稻叶片光合速率以分蘖期和抽穗期叶片光

合速率为最高 ,而王永锐对杂交水稻稻谷产量优势

的预测结果认为 ,以测定分蘖期和乳熟期叶片的光

合速率为宜[12 ]。就本试验而言 ,拔节期的 PEPC酶

活性和净光合速率均达到最大 ,在该时期进行高光

效材料的光合生理指标的测定筛选可能达到较理想

的效果。

然而 ,水稻的光合特性在不同的单株、不同的叶

位和不同的年份间存在着差异[12 ]。本研究表明转

玉米 pepc基因蜀恢 881在始穗期、齐穗期和成熟期

的净光合速率提高不明显 ,而钟黎[13 ]研究表明转玉

米 pepc基因蜀恢 881 的 BC1在抽穗期的净光合速

率比蜀恢 881提高了 38 %左右 ,这说明在分析玉米

pepc基因通过杂交转育到水稻尤其是籼稻中的基

因效应时 ,有必要对转玉米 pe pc基因水稻的光合特

性进行相同样本的多年、多点、不同世代和不同生育

时期的深入研究。

参考文献 :

1　Ku S B M , Sakiko A , Mika N , et al . High level expression of

maize phosphoenolpyruvate carboxylase in t ransgenic rice plant s.

N at B iotechnol ,1999 ,17 :76280.

2　李　霞 ,吴　爽 ,焦德茂 ,等. 转 pepc基因水稻的选育. 江苏农业

学报 , 2001 ,17 (3) :1432147.

3　李　霞 ,焦德茂 ,戴传超 ,等. 转育 PEPC基因的杂交水稻的光合

生理特性. 作物学报 , 2001 ,27 (2) :1372143.

4　王德正 ,焦德茂 ,吴　爽 ,等. 转玉米 PEPC基因的杂交水稻亲本

的选育. 中国农业科学 , 2002 ,35 (10) :116521170.

5　焦德茂. 运用光合机理揭示生理育种途径. 北京 :中国农业出版

社 , 2002 :57264.

6　王　珍 ,方宣钧. 分子植物育种实验室方法 (一) :植物 DNA 分

离. 分子植物育种 , 2003 ,1 (2) :2812288.

7　Zheng K L , Huang N , Bennett J , et al . PCR2based marker2

assisted selection in rice breeding. IRRI Discussion Paper Series ,

No. 12. Manila : IRRI , 1995 :1224.

8　Kung S D ,Chollet R ,Marsho T V. Crystallization and assay pro2

cedures of tobacco ribulose 1 ,52bisphosphate carboxylase2oxyge2

nase. Method Enz y mol ,1980 , 69 :3262335.

9　Gonzalez D H , Iglesias A A , Andreo C S. On t he regulation of

phosphoenolpyruvate carboxylase activity f rom maize leaves by

L2malate : Effect of p H. Plant Physiol ,1984 ,116 :4252430.

10 王德正 ,迟　伟 ,王守海 ,等. 转 C4光合基因水稻特征特性及其

在两系杂交稻育种中的应用. 作物学报 , 2004 ,30 (3) :2482252.

11 王德正 ,王守海 ,吴　爽 ,等. 玉米 PEPC基因在杂交转育的转基

因水稻后代中的传递和表达特征. 遗传学报 , 2001 ,31 (2) :1952

201.

12 王永锐. 水稻生理育种. 北京 :科学技术文献出版社 ,1995 :252

31.

13 钟　黎. 玉米 pepc基因导入籼稻恢复系及高光效材料的创制

[学位论文 ] . 温江 :四川农业大学 , 2002 :22225.

53何立斌等 : 蜀恢 881含玉米 C4型 pepc基因改良系的遗传背景及其光合特性


