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Eleocharis baldwinii 的光合模式鉴定及染色体观察 
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华中农业大学作物遗传改良国家重点实验室/华中农业大学国家植物基因研究中心(武汉),武汉４３００７０

摘要　Eleocharisbaldwinii是莎草科(Cyperaceae)两栖类淡水水草,能够在陆地和沉水２种不同的环境下

生长.本研究对生长在不同环境的E．baldwinii进行光合模式鉴定,解剖结构观察、C４ 循环关键酶活性测定以

及稳定碳同位素比值测定的结果显示,E．baldwinii的陆生型光合碳同化途径为 C４ 型,而水生型为 C３ＧC４ 中间

型.此外,还对E．baldwinii进行了染色体压片观察,确定其染色体数目为２０条.
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　　光合作用是绿色植物和某些细菌利用光能,将

CO２ 和 H２O转化为贮存着能量的有机物,并释放

氧气的过程.作为地球上最重要的生化反应,光合

作用是一切生命生存和繁衍的根本[１].根据 CO２

固定形成的初产物不同,植物的光合作用类型分为

C３、C４ 和景天酸(CCM)途径３种类型.在 C３ 植物

中,CO２ 的同化反应发生在叶肉细胞(M)中,由核酮

糖Ｇ１,５Ｇ二磷酸羧化酶/氧合酶(RuBisCO)催化固定

生成三碳化合物.而在 C４ 植物中,CO２ 的同化固

定,需要叶肉细胞和维管束鞘细胞(BS)２种不同形

态类型的细胞间的代谢配合[２].CO２ 首先由叶肉

细胞中的磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶(PEPC)催化固

定生成四碳酸,随后四碳酸转运至维管束鞘细胞脱

羧,释放的CO２ 由 RuBisCO 再固定进入卡尔文循

环[３].C４ 光 合 作 用 的 CO２ 浓 缩 机 制 提 高 了

RuBisCO周围的CO２ 浓度,抑制了光呼吸,从而降

低了此过程中的能量消耗.理论上,C４ 植物的光能

转化效 率 高 达 ６％,而 在 C３ 植 物 中 仅 能 达 到 约

４．６％[４].此外,C４ 植物还具有更高效的水分和氮素

利用率[５].C４ 光合作用的这些特性使得C４ 植物能

够适应高温、干旱等恶劣的环境,在牧草植物群和生

物质产量上均占有主导优势,并在全球广泛分布[６Ｇ７].
据联合国经济和社会事务部人口司２００９年发

布的«世界人口前景»２００８年修正本指出,到２０５０

年,全球人口总数将增长到９６亿,粮食需求将会提

高３０％~４０％,新一轮粮食危机的到来似乎已经无

法避免.因此,在有限的耕地面积上提高主要粮食

作物产量的要求愈加迫切.通过将 C４ 光合循环导

入C３ 作物,提高C３ 作物的光合效率成为可能的解

决方案之一[８].
要实现这个目标,必须对C３ 植物及与其相近的

C４ 植物有深入的理解,以确定可将 C４ 光合系统导

入C３ 植物的可操作的关键基因及调控网络.EleoＧ
charisbaldwinii是莎草科荸荠属两栖淡水类水草,
在陆地和沉水条件均能生长良好,同时具有体型小、
生长需求简单等优势.本研究对不同生长环境中的

E．baldwinii进行光合模式鉴定,以确定其在不同

环境条件下的光合特征;同时,利用染色体压片技术

对染色体数目进行观察和计数,确定E．baldwinii
的染色体数目,旨在为后续的反向遗传研究和基因

组测序奠定基础.

1　材料与方法

1.1　材　料

E．baldwinii由华中农业大学作物遗传改良国

家重点实验室收集,种植于华中农业大学温室.陆

生材料和水生材料均种植在约１．５L的装满培养土

的小红桶内.水生材料连同小红桶一并放入约
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１２０L的透明水桶内生长,为防止水藻的生长,定期

更换桶内水.水生材料和陆生材料均放置在温室生

长,生长温度２４~２８℃.
1.2　 E. baldwinii 石蜡组织切片

取新鲜的植物材料剪短为０．５~１．０cm 的小

段,用 FAA 固定液固定(V乙醇 ∶V甲醛 ∶V冰醋酸 ＝
９０∶５∶５)后,样品材料经乙醇梯度脱水,氯仿梯度

透明后用石蜡浸蜡、包埋,用旋转式切片机(YDＧ
１５０８A)切片、制片,切片厚度１０μm.烘片后,二甲

苯脱蜡,固绿Ｇ番红复染.二甲苯透明后,加拿大树

胶封片.
1.3　 E.baldwinii 稳定碳同位素比值(13 C/12 C,δ13 C)
测定

　　分别取水生材料和陆生材料的空心秆,８０℃烘

干２４h,研磨粉碎后过孔径０．１５０ mm 筛.参照

Cousins等[９]的方法,将粉末高温氧化,收集释放的

CO２,除去其中的水分和 O２ 后,将纯化的CO２ 用同

位素比质谱仪(MATＧ２５３)测定,每个样品重复制

备、测定３次,以国际标准物质 PDB(PeeDeeBelＧ
emnite,南卡罗来纳州PeeDee石灰岩形成的箭石

化石)为标准样品,δ１３C计算方法如下:
δ１３C＝(R样品/R标准 －１)×１０００

式中:R样品 是样品的１３C/１２C比值;R标准 是国际

标准物质PDB的１３C/１２C比值.
1.4　 E. baldwinii PEPC、NADＧME、PPDK 酶活性的

测定

　　取新鲜样品,在预冷的研钵中加入５mL预冷

的蛋白提取缓冲液(含１００mmol/LTrisＧHClpH
７．５、１mmol/LEDTA、５mmol/LDTT、５％(m/V)
不溶性PVP、１０mmol/LMgCl２),加入样品约０．２g
研磨粉碎后,将匀浆转移至１．５mL 离心管中,于

４℃、１３０００r/min离心１５min.取上清,移入新的

离心管,即为粗酶提取液.以小牛血清蛋白(BSA)
为标准蛋白样品,制成蛋白梯度液,将粗酶提取液适

度稀释后,各取２０μL 与１ mL 考马斯亮蓝反应

２min后,测定５９５nm 处吸光值,根据标准曲线确

定粗酶样品的可溶性蛋白质含量.
测定粗酶提取液的可溶性蛋白质含量后,配制

PEPC、依赖于 NAD的苹果酸酶(NADＧME)和磷酸

烯醇式丙酮酸羧激酶(PPDK)酶活分析反应液.

PEPC酶活分析反应液:５０mmol/LTrisＧHCl(pH
７．５),１０ mmol/L MgCl２,２ mmol/L PEP,０．２
mmol/LNADH,０．１ mmol/L EDTA,１ mmol/L

DTT,１０ mmol/L NaHCO３,３U MDH;NADＧME
酶活分析反应液:５０mmol/LTrisＧHCl(pH７．５),

２mmol/L NAD,５ mmol/L Malate,４ mmol/L
MnCl２,０．２ mmol/L EDTA,５ mmol/L DTT;

PPDK 酶 活 分 析 反 应 液:５０ mmol/L TrisＧ
HCl(pH８．０),１０ mmol/L MgCl２,０．１ mmol/L
EDTA,１．２５mmol/L丙酮酸钠,５mmol/LDTT,

０．２ mmol/L NADH,２．５ mmol/L K２HPO４,５０
mmol/LNaHCO３,１．２５mmol/LATP,２U MDH,

２UPEPC.取酶活分析反应液１８０μL,加入２０μL
粗酶液启动反应,从加入粗酶提取液开始计时,用酶

标仪(TECAN,infiniteM２００)测定３４０nm 波长吸

光值变化,即 NADH 的氧化或生成速率,以单位质

量可溶性蛋白来标定酶的活性.
1.5　 E. baldwinii 染色体观察计数

采集幼花,以处于减数分裂时期的花粉母细胞

为材料,卡洛固定液(V乙醇 ∶V乙酸 ＝３∶１)固定３h.
在载玻片上用解剖针将花药分离出来,去掉其他的

组织后,将花药压碎,使花粉母细胞充分释放出来,
醋酸洋红染色１min后,盖上盖玻片.用力压片,吸
除多余液体,液氮浸泡载玻片５min后用手术刀揭

去盖玻片.梯度乙醇脱水后在载玻片上加２０μL含

DAPI的封片剂,盖上盖玻片,荧光显微镜(Leica
DM４０００B)下观察.

2　结果与分析

2.1　不同生长环境下 E. baldwinii 空心秆的解剖结构

　　E．baldwinii不具有明显的茎叶分化,叶兼秆

生,仅有鞘而无叶片.空心秆(茎)为其主要的光合

器官.陆 生 型 健 壮 挺 拔,而 水 生 型 则 相 对 柔 软

(图１).空心秆的横切面近圆形,陆生型空心秆的维

管组织较水生型更为发达,气腔则相对较小(图２).
陆生型E．baldwinii的空心秆具有 Kranz型解剖

结构,维管束鞘细胞体积大,含有大量叶绿体,叶肉

细胞围绕维管束鞘细胞呈辐射状排列.不含有叶绿

体的束内输导组织鞘细胞(MS)围绕在维管束鞘细

胞外.叶肉细胞围绕束内输导组织鞘细胞排列.毗

邻表皮细胞的叶肉细胞较邻近束内输导组织鞘细胞

的叶肉细胞体积大.水生型E．baldwinii 的空心

秆呈现出与陆生型截然不同的结构特征,不具有

Kranz结构.发育良好的叶肉细胞位于表皮细胞

内,但排列松散.相比于陆生型,水生型维管束鞘细

胞的体积和数目均有所下降,但维管束鞘细胞内也

８
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A:陆生型 Theterrestrialforms;B:水生型 Thesubmergedforms．

图１　不同生长环境下的E．baldwinii
Fig．１　E．baldwiniilivesindifferentenvironments

　A,B:陆生环境下的空心秆 Culmsoftheterrestrialforms;C,D:水生环境的空心秆 Culmsofthesubmergedforms;AC:气腔 Air

cavity;BS:维管束鞘细胞 Bundlesheathcell;M:叶肉细胞 Mesophyllcell;MS:束内输导组织鞘细胞 Mestomesheathcell;MV:后生

木质部 Metaxylemvessel．

图２　不同生长环境下E．baldwinii空心秆的解剖结构

Fig．２　Anatomicalstructuresofculmsfromdifferentenvironments

９
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含有少量叶绿体,维管束鞘细胞与叶肉细胞数比值

也较低.
2.2　稳定碳同位素特征

因 RuBisCO 和PEPC对碳同位素的亲和力不

同,不同光合类型的植物具有不同的碳同位素比值.
稳定碳同位素技术因而成为区分植物光合碳同化途

径的重要方式,C３ 草类植物的δ１３C值为(－２．６７±
０．２３)％,而 C４ 草 类 植 物δ１３C 值 为 (－１．２５±
０．１１)％ [１０].陆生型的δ１３C 值质谱测定结果为

(－１．３０±０．０１６)％,在 C４ 植物范围内.而水生型

的δ１３C值为(－１．８９±０．０５６)％,介于C３ 和C４ 植物

之间.
2.3　 E. baldwinii 光合循环酶活性

如图３所示,相比于水生型,陆生型E．baldwinii
具较高活性水平的 PEPC、PPDK 和 NADＧME酶活

性,陆生型PEPC酶活性比水生型高出１０倍以上.

图３　陆、水生型E．baldwiniiC４ 光合循环酶活性

Fig．３　ActivityassayofmajorenzymesinC４cycleof
terrestrialandsubmergedformsE．baldwinii

2.4　染色体观察计数

对花粉母细胞减数分裂各时期的染色体形态进

行了观察,并选取染色体充分分散、轮廓清晰、数目

一致的分裂细胞进行观察计数,确定其染色体数目

为２０条(图４).

　A:E．baldwinii各时期染色体 ChromosomesofE．baldwiniiindifferentphase;a:分裂间期Interkinesis;b:粗线期 Pachynema;c:

终变期 Diakinesis;d:中期Ⅰ MetaphaseⅠ;e:中期Ⅱ MetaphaseⅡ;f,g:后期Ⅱ AnaphaseⅡ;h:末期 Telophase;B:染色体数目 The

numberofChromosomes;①、④终变期 Diakinesis;②、③、⑤、⑥后期Ⅱ AnaphaseⅡ．

图４　E．baldwinii染色体DAPI染色压片图

Fig．４　ChromosomestabletingofE．baldwiniistainedwithDAPI

０１
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3　讨　论

E．baldwinii在不同的生长环境下展现出不同

的形态特征,相比陆生型,水生型更为纤细、柔软,维
管组织相对不发达,气孔退化,这种特征被称为异形

叶性[１１],是植物对不同生长环境的适应性变化.
陆生型E．baldwinii表现出明显的 C４ 植物特

征,这包括空心秆的 Kranz解剖结构.Kranz解剖

结构为C４ 植物的主要特点之一,在不同的科属中,

Kranz结构也存在着变异.其中重要的区分标志之

一就是束内输导组织鞘细胞的有无,在莎草科C４ 植

物的解剖结构中,束内输导组织鞘细胞通常不含有

叶绿体,位于维管束鞘细胞和叶肉细胞之间[１２],这
在E．baldwinii的解剖结构中也可以观察到.同

时高活性的C４ 循环关键酶和稳定碳同位素比值的

鉴定结果均显示陆生型E．baldwinii为 C４ 植物.
高活 性 的 NADＧME 酶 活 性 也 表 明 陆 生 型 进 行

NADＧME亚型的 C４ 循环途径.而水生型则具有

C３ＧC４ 中间型特征,这也从结构、酶活性和稳定碳同

位素比值几方面得到证实.进行不同光合碳同化途

径的植物具有不同的生理、生化特征,可以从不同的

方面进行鉴别;但由于环境的影响,单个的指标都存

在着一定的变化;因此,应结合多种方法对植物的光

合作用途径进行鉴定.本研究从解剖结构、稳定碳

同位素比值和酶活分析三个方面进行综合研究,确
定E．baldwinii在不同的生长环境下具有不同的

光合模式.
染色体是遗传物质 DNA 的载体,其数目、形

态、结构对后续的遗传学研究具有重要的作用.本

研究利用染色体压片技术对E．baldwinii进行了

初步的染色体观察计数.理论上任何能够进行细胞

分裂的组织都可以作为染色体制片的材料,这包括

根尖、茎尖、愈伤组织、幼胚和幼花等,最为理想的材

料则是用种子萌发取根.本研究中由于材料的限

制,选用花粉母细胞为材料,取样后直接固定,并未

预处理,因此,取样时期是实验成功的关键性步骤.
在植物开花以前的孕蕾期,取雄蕊尖端尚未露出的

花蕾,最好在减数分裂发生比较旺盛的时间如上午

０８:００－１０:００取样.
目前对C４ 光合作用的研究主要集中在对遗传

调控机制和发育事件的阐述上,但进展甚微.黄顶

菊属(Flaveria)植物包含 C３ 植物种、C４ 植物种,以

及C３－C４ 中间型植物种,因此,常被用作于研究C４

植物进化进程的模式系统[１３].但由于黄顶菊属内

不同种的植物遗传背景差异较大,并不适合用于C３

和C４ 的遗传学和发育生物学研究.因E．baldwiＧ
nii具有随环境的变化表现出不同的光合类型的自

然特性而成为研究C４ 遗传和发育的良好材料,有助

于理解C４ 植物对不同生态环境的适应以及C４ 植物

进化、发育等机制.
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Identifyingphotosyntheticpatternandnumber
ofchromosomesforEleocharisbaldwinii

WU Huan　WUJieＧmin　CHENTaiＧyu　LINYongＧjun

NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement/

NationalCenterofPlantGeneResearch(Wuhan),

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　EleocharisbaldwiniiisafreshwateramphibiousplantbelongingtoCyperaceae．ItcanaＧ
daptandgrowwellinthesubmergedandterrestrialconditions．Inthisstudy,thephotosyntheticcharacＧ
teristicsofE．baldwiniiinthesubmergedandterrestrialconditionswereinvestigated．TheresultsofanＧ
atomicalsection,enzymaticactivityofmajorenzymesinC４ cycleandstablecarbonisotopeanalysis
showedthatthephotosyntheticpatternwasC４interrestrialconditionandC３ＧC４intermediateinthesubＧ
mergedcondition．Thechromosomenumberis２０basedonchromosometableting．Itwilllayafoundation
forthereversegeneticsandthegenomesequencingofE．baldwinii．

Keywords　photosynthesis;Eleocharisbaldwinii;amphibiousplant;chromosometableting

(责任编辑:张志钰)

２１


