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不同胁迫处理对促进 Eleocharis baldwinii
形成C4结构的效应
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华中农业大学作物遗传改良国家重点实验室/国家植物基因研究中心(武汉),武汉４３００７０

摘要　分别用不同质量分数的 NaCl、PEGＧ６０００处理水生型Eleocharisbaldwinii,解剖结构观察、叶绿素含量测

定以及 C４循环相关酶活性测定结果显示:０．４％ NaCl或３．０％ PEGＧ６０００溶液诱导水生型E．baldwinii长出新

的“花环型”结构,呈现类 C４表型.
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　　根据 CO２同化固定生成初产物的不同,高等植

物的光合作用主要分为 C３、C４和景天酸(crassuＧ

laceanacidmetabolism,CAM)３种光合类型.C３光

合作用仅在叶肉细胞中进行,CO２首先被１,５Ｇ二磷

酸核酮糖羧化/加氧酶(ribulosebisphosphatecarＧ
boxylaseoxygenase,RuBisCO)直接同化固定,产生

２个三碳化合物———磷酸甘油酸.在 C４植物中,依
靠２种不同类型的细胞———叶肉细胞(mesophyll
cells,MC)和维管束鞘细胞(bundlesheathcells,

BSC)协同完成对 CO２的同化过程,BSC 叶绿体内

存在的 CO２浓缩机制(CO２concentratingmechaＧ

nism,CCM)对 RuBisCO 作用位点的 CO２进行了浓

缩,提 高 了 RuBisCO 的 羧 化 活 性,抑 制 了 光 呼

吸[１],减少了能量消耗,使得 C４植物拥有更高的生

物产量[２].CCM 中,CO２的浓缩由 MC 和 BSC 分

工合作而实现,外层 MC和内层BSC围绕维管束整

齐排列呈环状,故称为“Kranz”结构,这是 C４植物最

特殊的解剖结构.广义的“Kranz”结构较为复杂,
一共包含外、中、内３层,即富含少量叶绿体的外层

薄壁组织鞘细胞,排列整齐;不含叶绿体的中层束内

输导组织鞘细胞;靠近维管束的为内层“Kranz”细
胞,含有数目众多的细胞器,叶绿体体积大,主要是

基质类囊体,基粒发育异常甚至无基粒,是进行卡尔

文循环的主要场所,因此,有很多卵形淀粉粒.C３

植物中没有“Kranz”结构,维管束鞘细胞体积小、几
乎不含叶绿体,围绕在维管束鞘细胞外的一圈叶肉

细胞排列松散,叶绿体发育正常,不论是光反应还是

暗反应都在此进行.不同于 C３植物,C４植物对水

分、氮素具有更高的利用率[３],在高效利用资源和环

境保护上更为有效,更能在高温、干旱、高光强等恶

劣环境下生存.
随着全球人口增长、耕地面积减少、生物燃料需

求增加、环境恶化等[４Ｇ５]变化,对粮食需求日益加大,
能够在有限的耕地上实现更高的生物产量已成为我

们追求的目标,而大部分主要粮食作物是 C３植物,

这就使得能够在 C３植物中进行 C４光合循环成为所

关注和研究的焦点[６].要实现这个目标,必须对 C４

光合结构形成和发育过程有深入的了解,以寻找到

可将 C３改造成 C４模式的关键基因[７].E．baldwiＧ
nii在不同的生长环境下行使不同的光合类型,陆生

型为 C４光合类型,水生型则是 C３ＧC４中间型[８].本

研究分别用不同质量分数的 NaCl、PEGＧ６０００对水

生型E．baldwinii 进行处理,以探索其在高盐、干
旱等外界环境选择下 “Kranz”结构以及光合作用类

型的变化,旨在为寻找与“Kranz”结构形成有关的

基因、解析C４光合作用调控网络进而厘清 C３、C４光
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合路径转变过程提供科学依据.

1　材料与方法

1.1　材　料

E．baldwinii生长于华中农业大学温室.水生

材料种植于约１L 的透明塑料桶内,及时更换新鲜

水,以防止水中藻类的生长.取水生材料的珠芽种

植于泥土中,待水生空心秆枯萎后便会长出新鲜的

陆生材料[９].NaCl或 PEGＧ６０００ 诱导的材料是取

水生Eleocharisbaldwinii 的珠芽种植于装有泥土

的塑料瓶内,并分别将其置于 ０．２％、０．３％、０．４％、

０．５％和０．６％ NaCl或 ２．０％、２．５％、３．０％、３．５％、

４．０％ PEGＧ６０００溶液中.NaCl或 PEGＧ６０００诱导

的材料隔天更换培养液,以免水分蒸发,诱导的质量

分数发生改变.生长温度为２４~２８℃.
1.2　 E. baldwinii 石蜡组织切片

取新鲜的材料剪短为５~１０mm 左右的小段,
迅速置于 FAA(V５０％ 乙醇 ∶V甲醛 ∶V冰醋酸 ＝９０∶５∶
５)固定液中,固定２４h后,用真空干燥仪抽取真空

至材料下沉,室温保存.固定后的材料经过各级乙

醇脱水,二甲苯梯度透明、石蜡浸蜡与包埋后修块,
用旋转式切片机 (YDＧ１５０８A)切片,于展 片 台 上

４２℃展片、４２℃ 恒温箱烘片１~２d,二甲苯脱蜡、
固绿染色,在二甲苯中透明,并用加拿大树胶封片.
利用光学显微镜观察成熟区空心秆的解剖学结构.
1.3　 E. baldwinii 叶绿素含量的测定

取新鲜的水生型、陆生型E．baldwinii以及分

别用 NaCl、PEGＧ６０００诱导的水生型 E．baldwinii
材料,分别称取１０mg置于２．０mL的离心管中,每
管加入１．６mL 的叶绿素抽提液(V无水乙醇 ∶V丙酮 ∶
V水 ＝４．５∶４．５∶１)[１０],４℃ 避光抽提３６h.以抽提

液为空白对照,使用紫外分光光度计 DU６４０ 测量

叶绿素抽提物在 ６４５nm 和 ６６３nm 波长处的吸

光值.
1.4　 E. baldwinii PEPC、PPDK、NADＧME 酶活的

测定

　　取新鲜的水生型、陆生型E．baldwinii以及分

别用 NaCl、PEGＧ６０００诱导的水生型 E．baldwinii
材料,在预冷的研钵中加入２．５~３．０mL 预冷的蛋

白 抽 提 缓 冲 液 (含 TrisＧHCl,pH ＝７．５,１００
mmol/L;EDTA １mmol/L;DTT ５ mmol/L;

MgCl２１０mmol/L;甘油１０％;不溶性PVP４０５％),
取适量材料放入研钵中,冰浴迅速研磨粉碎,将匀浆

转入２．０mL的离心管中,４℃、１３０００r/min离心

１５min.将上清转入一新的 １．５mL 离心管中,重
复上次操作,离心后吸上清转入０．５mL 离心管中,
此为所抽提的蛋白粗提取液.以小牛血清蛋白

(BSA)作为标准蛋白样,配成蛋白梯度溶液,取 ２０

μL与１mL考马斯亮蓝反应制成标准曲线;再将蛋

白粗抽提液适度稀释后同样取２０μL 与１mL考马

斯亮蓝反应,用酶标仪测量５９５nm 处的吸光值,根
据标准曲线确定稀释蛋白的浓度,计算出蛋白粗提

取液的浓度.
测定蛋白提取液的浓度后,参照文献[１１],配制

PEPC、PPDK、NADＧME 的酶活测定反应液,进行

以下３种相关酶活的测定.①PEPC活性测定反应

体系为 ２００μL,反应混合液含 ５０ mmol/L TrisＧ
HCl(pH＝７．５)、０．１ mmol/L EDTA、１ mmol/L
DTT、１０ mmol/L NaHCO３、１０ mmol/L MgCl２、

２mmol/LPEP、０．２mmol/L NADH、３U MDH.

②PPDK 酶活测定反应体系为２００μL,反应混合液

含５０mmol/LTrisＧHCl(pH＝８．０)、０．１mmol/L
EDTA、５ mmol/L DTT、５０ mmol/L NaHCO３、

１０mmol/LMgCl２、２．５mmol/LK２HPO４􀅰３H２O、

１．２５ mmol/L ATP、１．２５ mmol/L 丙酮酸钠、０．２
mmol/LNADH、２UPEPC、２U MDH.③NADＧME
酶活测定反应为２００μL,反应混合液含５０mmol/L
TrisＧHCl(pH＝７．５)、０．２mmol/LEDTA、５mmol/L
DTT、４mmol/LMnCl２􀅰４H２O、５mmol/L苹果酸钠、

０．１mmol/LCoA、２mmol/LNAD.以上３种酶活

测定均是取酶活分析反应液１８０μL,加入２０μL蛋

白粗提取液启动反应,反应温度２５℃.从加入粗酶

提取液开始计时,用酶标仪测定 ３４０nm 处吸光值

的变化,即 NADH 的生成或氧化速率,用单位质量

可溶性蛋白来确定酶的活性.

2　结果与分析

2.1　 E. baldwinii 的解剖结构特征

陆生型E．baldwinii 叶肉细胞呈半圆辐射状

排列,含有基粒发育良好的叶绿体.“Kranz”结构

由３层维管束鞘结构所组成,内层即为我们常说的

“Kranz”细胞,含有数目众多的细胞器;叶绿体体积

大,主要是基质类囊体,基粒发育异常或无基粒,线
粒体比其他２层细胞中的较大.这些结构特征反映

出陆生E．baldwinii 是典型的 NADＧME 型 C４模

式[１２].水生型E．baldwinii 呈现出与陆生型不同

１１
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的解剖结构,不具有“Kranz”结构.虽然水生型 E．
baldwinii 维管束鞘结构也有３层,但维管束鞘细

胞数量和体积均下降,含有少量的细胞器,叶绿体变

小、排列疏松、几乎不具备光合作用能力,薄壁组织

鞘细胞变大,且含有叶绿体.维管结构中机械组织

比陆生型弱,但通气组织气腔较陆生型更为发达,这
些结构特征说明水生环境下E．baldwinii表现为

类似 C３解剖结构[１３].
用不同质量分数的 NaCl和 PEGＧ６０００诱导水

生型E．baldwinii,１周左右后,材料逐渐长出新的

空心秆,从外观上观察,处理后的 E．baldwinii 空

心秆较水生型粗壮.取经过 NaCl或 PEGＧ６０００诱

导的 E．baldwinii 成熟区空心秆进行石蜡切片

观察.

１)用 NaCl处理的水生型E．baldwinii解剖结

构.０．２％ NaCl、０．３％ NaCl的诱导条件下,材料出

现维管束鞘细胞膨大、少量叶绿体膨大并贴着维管

束鞘细胞边缘积累的现象;０．４％ NaCl诱导下维管

束鞘细胞膨大更明显、稳定,有大量叶绿体在 BSC
中富集,出现较为标准的“Kranz”结构,且与陆生型

结构类似;０．５％ NaCl、０．６％ NaCl同样也会出现维

管束鞘细胞膨大、膨大叶绿体分布在维管束鞘细胞

内壁的边缘等特征,但与０．４％ NaCl处理出现的结

构无明显区别,反而因质量分数提高、盐胁迫严重材

料很难生长.因此,最终确定以０．４％ NaCl为盐胁

迫诱导条件.

２)PEGＧ６０００处理的水生型E．baldwinii解剖

结构.２．０％ PEGＧ６０００ 诱导下有极少量的维管束

鞘细胞膨大,开始膨大的叶绿体紧贴细胞周围排列;
当 PEGＧ６０００质量分数提高到 ２．５％ 时,可以观察

到维管束鞘细胞、叶绿体继续膨大,且数目逐渐增

多;PEGＧ６０００诱导质量分数为３．０％ 时,维管束鞘

细胞不仅膨大,同时还有更多的叶绿体在细胞内积

累增多;３．５％ PEGＧ６０００、４．０％ PEGＧ６０００诱导条

件下,维管束鞘细胞继续膨大,叶绿体积累越来越

多,直至 布 满 整 个 维 管 束 鞘 细 胞,但 随 着 PEGＧ
６０００质量分数再提高,水体呈现富营养化、土质发

黑,导致材料无法正常生长.因此,最终确定以

３．０％ PEGＧ６０００作为干旱胁迫诱导条件进行后续

研究.

　A,C:陆生环境下的空心秆;B,D:水生环境下的空心秆;AC:气腔;MV:后生木质部;BS:维管束鞘细胞;MS:束内输导组织鞘细

胞;M:叶肉细胞.A,C:Culmsoftheterrestrialforms;B,D:Culmsofthesubmergedforms;AC:Aircavity;MV:MetaxylemvesＧ

sel;BS:Bundlesheathcell;MS:Mestomesheathcell;M:Mesophyll．

图１　处于不同生长环境下E．baldwinii空心秆的解剖结构

Fig．１　Anatomicalstructureofculmslivesindifferentenvironments

２１
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　A:０．２％ NaCl处理;B:０．３％ NaCl处理;C:０．４％ NaCl处理;D:０．５％ NaCl处理;E:０．６％ NaCl处理;F:２．０％ PEGＧ６０００处理;

G:２．５％ PEGＧ６０００处理;H:３．０％ PEGＧ６０００处理;I:３．５％ PEGＧ６０００ 处理;J:４％ PEGＧ６０００ 处理;Bar＝１０μm.A:０．２％ NaCl

treatment;B:０．３％ NaCltreatment;C:０．４％ NaCltreatment;D:０．５％ NaCltreatment;E:０．６％ NaCltreatment;F:２．０％ PEGＧ

６０００treatment;G:２．５％ PEGＧ６０００treatment;H:３．０％ PEGＧ６０００treatment;I:３．５％ PEGＧ６０００treatment;J:４．０％ PEGＧ６０００

treatment;Bar＝１０μm．

图２　不同质量分数的NaCl或PEGＧ６０００处理的水生型E．baldwinii空心秆的解剖结构

Fig．２　Anatomicalstructureofculmsofthesubmergedformsunderdifferentgradient
concentrationofNaClandPEGＧ６０００treatment

2.2　 E. baldwinii 叶绿素含量测定结果

采用 Arnon的方法稍作改进测定叶绿素含量,
结果(图３)表明:０．４％ NaCl或３．０％ PEGＧ６０００诱

导的水生型E．baldwiniiChla、Chla＋Chlb含量

较水生型有微弱上升,可能是由于处理后的 E．
baldwinii 空心秆中出现“Kranz”结构,叶绿体在膨

大的维管束鞘细胞中大量积累,引起叶绿素Chla＋
Chlb总含量上升.

图３　水生型、０．４％NaCl、３％PEGＧ６０００处理的的水生型

以及陆生型的 Chla、Chlb、Chla＋ Chlb含量

Fig．３　Chla,Chlb,Chla＋ Chlbcontentofsubmerged,

０．４％NaCl,３％PEGＧ６０００stressonsubmerged,

terrestrialformsofE．baldwinii

2.3　 E. baldwinii 光合循环酶活性测定

图４ 显示的为不同生长环境下 E．baldwinii

的 C４关键酶活性,可以明显看出陆生型E．baldwiＧ
nii 比水生型具有较高的 PEPC、NADＧME、PPDK
酶活性,陆生型 E．baldwiniiPEPC 的酶活性是水

生型的１０倍左右.用 ０．４％ NaCl、３．０％ PEG 诱

导处理的水生型材料,其 ３ 种 C４循环关键酶活性

比未处 理 水 生 型 材 料 的 有 所 提 高,但 均 低 于 陆

生型.

图４　陆生型、０．４％NaCl、３％PEGＧ６０００处理的陆生型

以及水生型E．baldwiniiC４光合循环酶活性

Fig．４　ActivityassayofmajorenzymesinC４cycleof
terrestrial,０．４％NaCl,３％PEGＧ６０００stresson
submerged,submergedformsofE．baldwinii

3　讨　论

E．baldwinii 不具有叶片结构,靠空心秆进行

３１



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３６卷　

光合作用以维持正常的生命活动.当把水生的 E．
baldwinii 放置于陆生条件下,空心秆会慢慢枯死,
随之长出新的具有 C４模式的光合组织,健壮碧绿,
呈现出明显的 C４植物“花环型”结构,C４代谢关键酶

活性较高.相反,把陆生的 E．baldwinii 浸没水

中,长出具有 C３光合作用模式的空心秆,纤细柔软

如发丝,基本不具有“Kranz”结构,C３代谢旺盛.
本研究用 NaCl或 PEGＧ６０００诱导处理水生型

E．baldwinii后,重新长出“Kranz”结构,促使叶绿

体等细胞器像陆生型那样在叶肉细胞和维管束鞘细

胞中生长发育,维管束鞘细胞膨大,排列整齐,叶绿

体在维管束鞘细胞中大量富集,C４循环关键酶的活

性有所上升.NaCl或 PEGＧ６０００ 造成植物体内渗

透压发生改变,可能作为信号因子调节 C４光合作用

相关基因的特异表达,改变了光合代谢的通路,形成

“Kranz”结构,以应对外界环境的变化.PEGＧ６０００
处理的材料表型不如 NaCl明显,一个原因可能是

前者仅仅是渗透压发生改变,而后者还有盐胁迫,使
材料处于一个更类似陆生的环境,呈现类 C４光合类

型特征;另一个原因可能是进行诱导处理所用的

NaCl或 PEGＧ６０００质量分数偏低,但提高处理的质

量分数后,材料难以生长.
植物的光合特征虽具有极大的可塑性,但光合

类型的转变肯定涉及大量的生理学和分子生物学的

复杂事件,需要多基因共同控制,具有复杂的调控网

络.但是目前这方面的具体机制还不是很清楚,E．
baldwinii 能够随着外界环境变化在 C４、C３光合类

型间进行转换的这种独特优势,有助于加深对 C３、

C４光合作用基因表达调控的深入理解.

C４植物存在的 CCM 机制以及典型的“Kranz”
结构,使其在处于不利环境如强辐射、高温、高压、盐
碱下表现出明显的生长优势,对水、氮、光能利用率

高,更能提高生物产量[１４].但大部分粮食作物如水

稻、小麦、大豆等都是 C３植物,科学家曾试图利用基

因工程手段把 C４植物中的高光效特征导入到 C３植

物中[１５Ｇ１６],以培育出类 C４植物,但结果不仅未出现

预期的性状反而影响植物正常的生长发育等.这可

能归因于目前仅了解 C４循环的基本生化过程,对

C４植物叶肉细胞和维管束鞘细胞分化机制、叶片结

构发育调控、BSC中叶绿体的分化和积累等方面的

了解甚少.E．baldwinii能够在不同的环境下采用

不同的光合作用模式以及能够进行光合类型转变这

些特征使其成为研究 C４光合系统的良好材料,在探

索“Kranz”结构的形成方面具有独特的优势,为后

续研究寻找与叶片结构发育过程相关的基因,解密

C４光合模式,真正意义上实现在 C３植物中进行 C４

循环提供了研究材料.
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Effectsofdifferentstressonformation
ofC４anatomyinEleocharisbaldwinii
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NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement/NationalCenter
ofPlantGeneResearch(Wuhan),HuazhongAgricultualUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　EleocharisbaldwiniinniiinthesubmergedformsweretreatedwithdifferentconcentraＧ
tionofNaClandPEGＧ６０００．Resultsofanatomicalobservation,chlorophyllcontentdeterminationandacＧ
tivityofkeyenzymesinC４cycleshowedthattheanatomicalstructureofculmsofEleocharisbaldwiniＧ
inniiinducedby０．４％ NaClor３．０％ PEGＧ６０００appeared“Kranz”typewithC４Ｇlikephenotype．

Keywords　Eleocharisbaldwinii;C４;C３ＧC４intermediatephenotype;“Kranz”structure
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