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干旱条件下 DCMU对高表达转 C4-pepc水稻的 
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摘  要: 为了揭示高表达转玉米 C4-磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶(PEPC, EC 4.1.1.31)基因水稻(PC)在耐旱中光合

与花青素调节途径的内在联系, 本研究以 PC 和未转基因野生型原种(WT)的水培苗为试验材料, 在 4~5 叶期, 

通过 50 µmol·L1 光合抑制剂 DCMU[3-(3’,4’-dich-lorophenyl)-1,1-dimethyl-urea]预处理 1 h, 观察其在 12% 

PEG-6000 模拟干旱处理下的表现。结果表明, 在模拟干旱条件下, DCMU 预处理使两种供试材料相对含水量

显著下降, 且 PC相对含量显著高于 WT; 干旱处理下, 两种材料的花青素含量显著升高, DCMU和干旱处理使

两种材料的花青素含量下调 , 且 PC 水稻中始终伴随着较高的花青素含量。光合数据表明 , 与单独 12% 

PEG-6000 处理相比, DCMU 联合 12% PEG-6000 处理显著抑制了两种水稻材料的净光合速率、气孔导度、胞

间 CO2 含量及羧化效率, 但 PC 的各指标显著高于 WT。同时, DCMU 联合 12% PEG-6000 处理显著下调两种

供试材料的内源蔗糖含量, 但 PC 中蔗糖含量显著高于 WT。进一步研究发现 PC 中更高的蔗糖含量与花青素

合成有关转录因子 bHLH(OsB1, OsB2)、R2R3-MYB(OsC1)、COP1(constitutively photomorphogenic 1)、

HY5(elongated hypocotyl 5)更高的转录水平同步, 下游花青素合成相关基因 OsPAL、OsCHI、OsCHS、OsF3H、

OsF3’H、OsDFR、OsANS 的表达量增加。PC 水稻可能通过诱导 NO 和 Ca2感受干旱信号, 参与转录因子的调

节, 进而参与花青素合成基因的调控, 合成较多的花青素, 增强 PC 水稻对干旱逆境的响应, 增强保水能力, 

最终表现耐旱。 
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Abstract: Anthocyanins are important antioxidant materials that protects plant from damage by reactive oxygen species (ROS). 

Especially under adverse conditions, the regulation of sucrose in plants depends on its ability to induce anthocyanin accumu-

lation. To determine the intrinsic relationship between photosynthetic and anthocyanin regulated pathways for 

C4-phosphoenolpyruvate carboxylate (PEPC, EC 4.1.1.31) gene overexpressed rice (PC) in drought conditions, PC and un-

transformed wild-type (WT) were treated with 50 μmol·L1 photosynthetic inhibitor DCMU for 1 h and the performance of the 

rice seedlings at 45 leaf stage observed under 12% PEG-6000 simulated drought. The results showed that DCMU pretreat-

ment significantly reduced relative water contents of WT and PC under simulated 12% PEG-6000 drought condition, and rela-

tive water content of PC was significantly higher than that of WT. The anthocyanin content was higher in PC than in WT under 

12% PEG-6000 simulated drought or drought plus DCMU pretreatment. 12% PEG-6000 simulated drought decreased antho-

cyanin contents of PC and WT, while DCMU pretreatment alleviated this effect. Compared with 12% PEG-6000, DCMU plus 

12% PEG-6000 significantly inhibited net photosynthetic rate, stomatal conductance, intercellular CO2 and carboxylation effi-

ciency of the two rice lines, but these parameters of PC lines were significantly higher than those of WT lines. Then DCMU 

plus 12% PEG-6000 down-regulated endogenous sucrose content of the two materials, but sucrose content of PC lines was 

significantly higher than that of WT lines. Further studies showed that higher sucrose level in PC was associated with higher 

expression levels of transcriptional factors of bHLH (OsB1, OsB2), R2R3-MYB (OsC1), COP1 (constitutively photomorpho-

genic 1), HY5 (elongated hypocotyl 5), OsPAL, OsCHI, OsCHS, OsF3H, OsF3’H, OsDFR and OsANS, which resulted in syn-

thesizing more anthocyanin to improve water retention capacity. In addition, PC rice sensed drought signals through NO and 

Ca2+, which participated in the regulation of transcription factors, regulation of anthocyanin synthesis gene, synthesis of more 

anthocyanin and thereby enhanced PC rice response to drought stress. This enhanced water retention capacity, stabilized pho-

tosynthetic capacity and resisted drought. Therefore, it was beneficial in molecular breeding of “C4 Rice” to study the sym-

phony between high yield and plant resistance. 

Keywords: C4-pepc gene overexpressed rice; Phosphoenolpyruvate carboxlase; Sucrose; Anthocyanin; DCMU; Drought 

水稻(Oryza sativa L.)是世界上重要的粮食作物

之一。而干旱严重制约着水稻的生长和发育, 降低

其产量[1]。近年来全球干旱呈加重趋势, 从多角度解

析水稻的耐旱机理成为现代农业生物学研究的热点

之一。C4植物如玉米(Zea mays L.)在干旱等逆境条

件下表现较高的光合效率和水分利用率, 进而表现

一定的抗逆性[2]。因此, 科学家们一直希望将 C4 植

物中的关键基因转入 C3植物水稻中, 提高水稻光合

效率和耐逆性, 增加产量[3]。玉米磷酸烯醇式丙酮酸

羧化酶(phosphoenolpyruvate carboxylase, PEPC, EC 

4.1.1.31)是 C4植物光合途径中的关键酶。PEPC不仅

在提高 C4光合效率中起关键作用, 在耐旱性方面也

扮演着重要的角色[4]。现已通过基因工程技术获得

高表达转玉米 C4-pepc 基因水稻(PC)[5-6]。众多研究

表明 PC 水稻不仅表现出较强的光合能力和较高的

产量[7-10], 而且表现耐旱以及耐低氮特性[11-15]。 

PEPC 参与植物光合作用中的碳固定以及三羧

酸循环中的碳回补功能, 大量研究发现在各种生物

胁迫和非生物胁迫下 PEPC 活性增加, 这有可能来

源于基因的转录水平、蛋白质合成或蛋白质磷酸化

水平的增加[16]。转玉米 C4型 pepc 基因水稻在光氧

化、高温和干旱胁迫下具有相对较高的光合速率 , 

叶绿素含量和成分衰减缓慢, 活性氧产生速率较低, 

PSⅡ活性较稳定, 表现出耐光氧化的特性[7-8,17-20]。

近年来的研究表明: 干旱胁迫诱导 PC 引发多种信

号转导机制, 如 Ca2(calcium ion)、H2O2(hydrogen 

peroxide)、NO(nitric oxide)和 ATP(adenosine tri-

phosphate)信号等[10,21-24], 而且 PC 能够通过下游依

赖性的蛋白激酶调控相关基因包括干旱诱导转录因

子基因 NAC6、bZIP60 以及干旱诱导蛋白激酶基因

CPK4、CPK9、SnRK1A、OsK24和 OsK35等[19-24]。

干旱胁迫能够快速诱导水稻干旱相关转录因子和蛋

白激酶表达, 通过调控抗旱基因表达, 磷酸化和去

磷酸化调控机制, 响应干旱胁迫[25]。 

光合产物的运输与分配对植物体的生长发育具

有重要的作用, 是决定作物生长发育的重要生理过

程。之前的研究证实在 C3 植物叶肉细胞中具有 C4

微循环的运转, 并且 C3植物水稻中 PEPC是 C4微循

环 中 的 限 速 酶 [26] 。 而 二 氯 苯 基 二 甲 基 脲

[3-(3’,4’-dich-lorophenyl)-1,1-dimethyl-urea, DCMU]
是一种除草剂(敌草隆), 也是一种电子传递抑制剂, 

可以阻断类囊体膜上的电子传递, 从而抑制光合作

用。它抑制从 PSⅡ上的 Q 向 PQ 的电子传递, 从而

可能抑制碳水化合物的累积。由于 C4途径比 C3途

径要消耗更多的能量, DCMU 可以结合在光反应中

心 D1蛋白的 QB位点上, 阻止 QB的还原, 从而阻断

电子传递, 进而抑制光合作用[27-28]。 

众所周知, 蔗糖不仅作为光合产物的主要形式, 
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而且在逆境条件下植物通过光合作用合成的碳更容

易向次生代谢物转化, 其中花青素是重要的抗氧化

分子 , 有助于保护植物免受 ROS(reactive oxygen 

species)的损害[29]。在许多植物物种中, 尤其是在逆

境条件下, 花青素的积累受糖(sugar)和光信号传导

正调节。如蔗糖(sucrose, Suc)是拟南芥[Arabidopsis 

thaliana (L.) Heynh.]幼苗中花青素生物合成最有效

的诱导剂, 其他糖和渗透物质效果较差或无效[30]。

在拟南芥中 Suc 特异性信号通路可进一步刺激果聚

糖和花青素的产生, 而且 Suc 特异地诱导花青素生

物合成需要MYB75/PAP1等转录因子基因的参与[31], 

MYB 型转录因子在其生物合成中具有中心作用且其

还严格依赖于 Ca2+[29]; 小麦 R2R3-MYB 蛋白

PURPLE PLANT1(TaPL1)作为花青素生物合成的

正调节子 , 参与花青素的合成 [32]。已有研究表明

SnRK激酶能够通过感知 Ca2+、NO和 ABA等信号

激活, 从而通过 MYB 等转录因子调节花青素的合

成[29,31,33-34]。但在水稻中糖是否诱导花青素生物合成

以及参与信号的调节机制还不明确。但我们可以从

高表达转玉米 C4-pepc 水稻前期研究中获得一些线

索, 如本文之前的研究已经表明该材料耐旱, 且在

PEG 6000模拟干旱处理下, PC水稻中 Suc含量显

著被上调; 此外, 本实验室之前在植株水平和细胞

水平均证实其耐旱的响应过程依赖于细胞内的钙

离子 [22-23]。本研究选取干旱耐性以及光合能力差异

明显的高表达转玉米 C4-pepc 基因水稻(PC)和未转基

因的野生型水稻(WT)为材料, 在供试材料的 4~5叶期, 

采用 50 µmol·L1 DCMU根吸入预处理 1 h, 并采用

12% PEG-6000 对稻苗进行模拟干旱处理, 解析光

合、糖和花青素参与 PC水稻的干旱响应, 探究碳水

化合物的积累和花青素合成之间的联系, 从而解析

高光效和抗逆之间的协调关系 , 期望更多地了解

C4-pepc 在水稻中缓解干旱胁迫的生理功能, 为“C4

稻”在干旱中的应用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

试验以高表达转玉米 C4-pepc 基因水稻(PC)[5]

和野生型水稻‘Kitaake’(WT)为试验材料。所选材料

种子首先用 75%的酒精洗涤浸泡 5 min, 然后用 50%

次氯酸钠溶液浸种消毒 15 min, 随后用蒸馏水反复

冲洗数次直至无次氯酸钠残留。将种子置于 30 ℃、

黑暗条件下 4 d, 然后使用国际水稻研究所

(International Rice Research Institute)营养液配方进

行培养[35]。待水稻长到 5~6 叶期, 于晴天傍晚选择

株型、长势、叶片均一的植株进行处理, 并统一测

定生理指标。 

1.2  DCMU预处理和模拟干旱胁迫处理 

参照 Qian 等[22]的方法, 将所有植株分 3 组, 每

组 30株, 重复 3次: 一组加入等量含 50 µmol·L1光

合电子传递抑制剂 DCMU溶液的营养液, 预处理 1 h, 

再加入含 12% PEG-6000的营养液处理 2 h; 一组加

入营养液, 再加入含 12% PEG-6000的营养液处理 2 h; 

另一组只加入营养液。在处理结束选取后, 随机选取 5

株的倒 2叶, 快速进行样品采集, 用液氮速冻后, 立

即置于80 ℃储存备用。 

1.3  光合参数的测定 

参照 Li 等[36]的方法, 采用美国 LI-COR 公司

生产的 LI-6400 便携式光合测定仪, 利用仪器自带

的红蓝光源, 大气 CO2浓度 400 μmol·mol1, 光量子

通量密度(photosynthetic photon quanta flux density, 

PPFD)800 μmol·m2·s1, 流速设定为 500 μmol·s1, 

叶室温度设置为 25 ℃。室内温度控制在 25~30 ℃, 

在各处理结束时取植株的倒 2 叶, 测定其净光合速

率(net photosynthesis rate, Pn)、气孔导度(stomatal 

conductance, Gs)、胞间 CO2 浓度(intercellular CO2 

concentration, Ci)及羧化效率(carboxylation efficien-

cy, CE)等指标, 每个处理 30株, 每次随机选择测量

4次, 重复 3~5次。 

1.4  叶片相对含水量(relative water content, RWC)

的测定 

使用打孔器在供试材料倒 2 叶的中间 1/3 处打

取直径为 0.5 cm 的叶圆片 10 片, 称其鲜重(fresh 

weight, FW); 然后将叶圆片悬浮于装有蒸馏水的培

养皿中 , 4 ℃黑暗下处理 18 h, 称饱和鲜重(turgid 

fresh weight, TW), 最后将叶圆片于 105 ℃杀青 15 

min, 然后置于 75 ℃下烘至恒重。最后用千分之一

天平称其干重(dry weight, DW)。相对含水量(relative 

water content, RWC) 按 照 如 下 公 式 计 算 : 

RWC(%)=(FW–DW)/(TW–DW)×100%。 

1.5  可溶性糖及各糖组分含量的测定 

糖组分和含量测定参照 Ambavaram 等[37]的方

法进行。可溶性糖、蔗糖、葡萄糖、果糖含量分别

在 620 nm、290 nm、505 nm和 285 nm测定吸光值。 

1.6  花青素含量的测定 

花青素含量的测定参照 Rabino 等[38]的方法进

行, 分别在 530 nm、657 nm处测定吸光值, 花青素

含量的计算则通过 A530A657计算。 
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1.7  一氧化氮(NO)含量的测定 

水稻叶片 NO 浓度的测定参照 Murphy 等[39]的

方法。 

1.8  过氧化氢(H2O2)含量的测定 

 水稻叶片 H2O2浓度的测定参照 Ren 等 [10]的

方法。  

1.9  钙离子(Ca2+)含量的测定 

水稻叶片 Ca2+含量测定参照 Yang等[40]方法。 

1.10  磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶(phosphoenolpyruv 

          ate carboxylase, PEPC)活性的测定 

磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶(PEPC, EC 4.1.1.31)

酶活性测定参考 Qian等[22]的方法。粗酶液提取, 取

0.15 g叶片置于研钵冰浴研磨, 其中加入 l.5 mL粗

酶提取缓冲液[50 mmol·L1 Tris-HCl(三羟甲基)氨基

甲烷(pH 7.8)], 5 mmol·L1二硫苏糖醇(Dithiothreitol, 

DTT), 1 mmol·L1氯化镁(MgCl2), 2%聚乙烯毗咯烷

酮(m/v), 在 4 ℃下 12 000 rmin1离心 10 min, 收集

上清液, 即为粗酶液。 

酶活性测定反应体系(1 mL): 700 µL蒸馏水, 50 

mmol·L1 Hepes-KOH (pH 8.0), 5 mmol·L1 MgCl2, 10 
mmol·L1碳酸氢钠, 0.2 mmol·L1烟酰胺腺嘌呤二核

苷酸(nicotinamide ade-nine dinucleotide, NAD), 1.5 

U苹果酸脱氢酶(malate dehydrogenase), 150 µL粗酶

液 , 5 mmol·L1 磷酸烯醇式丙酮酸(phosphoenolpy- 

ruvate, PEP), 将上述试剂摇匀后, 使用 UV-1200 紫

外分光光度计, 在 340 nm 处记录吸光度的变化值, 

计算酶活性。 

1.11  总RNA的提取和实时荧光定量聚合酶链式反

应 [quantitative real-time (polymerase chain 

reaction, PCR), QRT-PCR] 
根据 Jung 等[41]的试验方法制备总 RNA。反转

录参考 Chen等[42]的方法, 在 PCR仪(ETC811, 北京

东胜创新生物科技有限公司)上进行。根据制造商的

说明书使用 SYBR Premix Ex Taq Ⅱ试剂盒[TaKaRa 

Biotechnology(大连)有限公司], 进行 QRT-PCR 分

析。使用 Applied Biosystems Step One TM实时 PCR

系统(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)进行

分析。QRT-PCR 的反应条件依次为 95 ℃  10 min, 

94 ℃ 30 s, 58 ℃ 40 s和 68 ℃ 1 min, 共 32个循环。

每个试验重复 3 次。引物在 Primer 3 上设计, 以水

稻组成性表达的 ACTIN 基因为内部参照, 引物序列

如表 1所示。 

表 1  QRT-PCR 的基因和引物 
Table 1  Genes and primers for QRT-PCR 

基因 Gene 引物序列 Primers sequence 

基因描述 
Gene description 

引物名称
Primers name 

正向引物 
Forward primer (F) 

反向引物 
Reverse primer (R) 

 
 
bHLH  
 
 
 
MYB 

 

Anthocyanin synthase 

ACTIN CCCTCTTTCATCGGTATGGA TTGATCTTCATGCTGCTTGG 

B1 GGATGGTCTCCTTGGACTGA GGGTGGCAGATTCATCACTT 

B2 GTGGCAATAACGACGACGACTCC CGTACGGTGTTGACGAGGTA 

C1 CGGGTTCTTCTTCCACGAC CCCGCAACTGCACTTAAAAT 

PAL CAAGCTCATGACCTCCACCTA GTTCATGGTGAGCACCTTCTT 

gene 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Transcription factor 
 

CHS TCATGTATGGGTGGTTTGGTT GCCAGGCATCTCTTACACAGG 

CHI CGAGCAGTACTCGGACAAGG TGAAGGCCTCCTTGAACTTG 

F3H GAGCAATGGGAGGTTCAAGA CTTCGATTTTCGACGGAAGA 

F3’H CCGCTACAGTACCAGCCTTC TGCCACCATTTCTAGAGTTCC 

DFR CGGATGGATGTACTTCGTGTC CATCCCGTTGCTGATGAAG 

ANS CTCCTCCAGCTCAAGATCAAC GTTGTGGAGGATGAAGGAGAG 

COP1 ATAATCCTGGGTCGAGCCAC TATGGTGATCAGCAGAACCCAC 

HY5 GGCGGGTGCCGGAGATGG CGCCGTCGTGTTCTTCTTGAGTATCTGG 

 
1.12  数据分析 

使用 SPSS18.0 软件对数据进行 One-Way 

ANOVA分析, 采用 Microsoft Excel 2013对数据进

行描述和作图。QRT-PCR 数据使用 2ΔΔCt的方法进

行分析。 

2  结果与分析 

2.1  DCMU处理对干旱胁迫下转 C4-pepc水稻相对
含水量及 PEPC酶活性的影响 

图 1A显示, 在正常条件下, WT和 PC水稻相对

含水量没有显著差异, 使用 12% PEG-6000 模拟干
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旱胁迫处理 2 h, 两种供试材料的相对含水量均显著

下降 , PC 显著高于 WT; 而 DCMU 联合 12% 

PEG-6000 处理进一步显著下调两种供试材料的相

对含水量, 且 PC仍显著高于 WT (图 1A)。 

植物 pepc基因在应对逆境胁迫中具有重要的作

用, 高温、干旱以及盐胁迫都会导致 PEPC酶活性及

基因表达显著增加[8,11,43]。从图 1B来看, 12% PEG- 

6000 处理下 PC 水稻中 PEPC 酶活性始终显著高于

WT, 且 DCMU联合 12% PEG-6000处理会显著降低

PC 水稻中 PEPC 酶活性, 而 WT 水稻中 PEPC 活性

在各处理中无显著变化(图 1B)。 

2.2  DCMU处理对干旱胁迫下转 C4-pepc水稻光合
气体交换参数的影响 

如图 2A-D 所示, 相比正常条件下, 12% PEG- 

6000 模拟干旱胁迫均显著降低了 PC 与 WT 水稻的

净光合速率、气孔导度、胞间 CO2浓度以及羧化效

率, 并且 PC 与 WT 之间存在显著差异(P<0.05)。同

时, DCMU联合 12% PEG-6000处理进一步下调 PC

与WT水稻的净光合速率、气孔导度和羧化效率, 且

PC显著高于 WT(P<0.05)(图 2A、B、D), 而胞间 CO2

浓度无显著性变化(图 2C), 说明 DCMU根部吸入预

处理使供试水稻的光合参数均显著下降, 且 PC 的

始终高于WT, 提示除能量传递外, 可能还有其他因

素参与了 PC的耐旱机制。 

2.3  DCMU处理对干旱胁迫下转玉米 C4-pepc水稻
信号分子的影响 

在信号转导通路中, NO、H2O2和 Ca2都是植物

中重要的信号分子[22-23]。由图 3A 可知, NO 含量在

正常情况下 PC 显著高于 WT, 使用 12% PEG-6000

模拟干旱胁迫处理 2 h的水稻幼苗, PC与WT中 NO

含量均显著下降, 但 PC仍显著高于 WT; 而 DCMU

联合 12% PEG-6000 处理则显著上调两种供试材料

的 NO含量, 其中 PC恢复到未处理的对照水平, 而

DCUMU处理下WT含量仍显著低于WT未处理, 且

PC 显著高于 WT。各处理条件下, PC 水稻中 H2O2

含量始终低于 WT(图 3B)。从图 3C可知, DCMU联

合 12% PEG-6000 处理上调两种供试材料中 Ca2含

量, 且 PC 显著高于 WT。可见, 与单独 PEG-6000

模拟干旱胁迫相比, DCMU 处理能够启动信号分子

参与抗旱, 其中 PC的变幅更为显著。 

2.4  DCMU处理对 12% PEG-6000模拟干旱胁迫

下转玉米 C4-pepc 水稻可溶性糖和糖组分的
影响  

可溶性糖含量在干旱胁迫条件下的积累一方面

有利于细胞渗透压的维持, 另一方面还可以作为糖

信号调节其耐旱性[44]。干旱处理显著上调供试材料

的可溶性糖含量, 但 WT 和 PC 之间无显著性差异

(图 4A)。正常情况下 PC 水稻中蔗糖含量显著高于

WT, 使用 12% PEG-6000模拟干旱胁迫处理 2 h的

水稻幼苗, 均显著增加了 WT和 PC中蔗糖含量, 且

PC显著高于 WT; DCMU联合 12% PEG-6000处理

显著下调两种供试材料的蔗糖含量, 但仍未消除两

个材料的差异, PC 仍高于 WT(图 4B)。模拟干旱处

理也显著上调了供试材料中葡萄糖和果糖含量, 但

DCMU 处理对其没有影响, 且两供试材料之间没有

显著差异(图 4C、D)。这些结果提示 DCMU处理不

仅影响了电子传递的能量, 还影响了物质代谢(可溶

性糖的变化)。 

 

图 1  DCMU 预处理对模拟干旱胁迫下高表达转 C4-pepc基因水稻(PC)和野生型水稻(WT)叶片相对含水量(A) 
和 PEPC 活性(B)的影响 

Fig. 1  Effects of DCMU pretreatment on leaves relative water content (A) and PEPC activity (B) of C4-pepc gene overexpressed 
rice (PC) and untransformed wild-type rice (WT) under simulated drought stress 

CK: 正常水培培养; PEG: PEG单独施加模拟干旱处理; DCMU+PEG: DCMU预处理之后联合模拟干旱胁迫处理。不同小写字母

表示WT和 PC的不同处理间差异显著(P<0.05)。CK: normal hydroponic culture; PEG: PEG simulated drought stress; DCMU+PEG: DCMU 

pretreatment plus simulated drought stress. Different lowercase letters indicate significant differences among different treatments of WT and 
PC at P < 0.05. 
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图 2  DCMU 预处理对模拟干旱胁迫下高表达转 C4-pepc基因水稻(PC)和野生型水稻(WT)叶片光合参数(A: 净光合速

率; B: 气孔导度; C: 胞间 CO2 浓度; D: 羧化效率)的影响 
Fig. 2  Effects of DCMU pretreatment on photosynthetic parameters (A: net photosynthetic rate; B: stomatal conductance; C: inter-
cellular CO2 concentration; D: carboxylation efficiency) of C4-pepc gene overexpressed rice (PC) and untransformed wild-type rice 

(WT) leaves under simulated drought stress 
CK: 正常水培培养; PEG: PEG单独施加模拟干旱处理; DCMU+PEG: DCMU预处理之后联合模拟干旱胁迫处理。不同小写字母

表示 WT 和 PC 的不同处理间差异显著(P<0.05, LSD test)。CK: normal hydroponic culture; PEG: PEG simulated drought stress; 

DCMU+PEG: DCMU pretreatment plus simulated drought stress. Different lowercase letters indicate significant differences among different 
treatments of WT and PC at P < 0.05. 

 
2.5  DCMU处理对干旱胁迫下转玉米 C4-pepc水稻

花青素含量及其合成酶基因表达的影响 

虽然蔗糖对花青素合成的影响已有报道, 但在

干旱条件下光合抑制剂处理后两者关系的研究少见

报道。在试验过程中, 我们发现水稻花青素含量在

使用 12% PEG-6000 模拟干旱胁迫处理之后, 其含

量与对照相比显著上升, 且 PC高于WT; 而 DCMU

和 12% PEG-6000 联合处理显著下调两种供试材料

的花青素含量, 但 PC 仍显著高于 WT(图 5)。干旱

条件下, 花青素代谢是如何调控的? 两种材料是否

有差异? 这是揭示两材料光合参数差异的关键。在

水稻中, 花青素的生物合成途径主要是苯丙氨酸途

径。其生物合成的相关基因主要有调节基因和结构

基因 2种。调节基因 OsB1和 OsB2与水稻叶片颜色

有关, OsC1与水稻颖尖的颜色有关。而且, OsB1和

OsB2 编码 bHLH 转录因子, OsC1 编码 R2R3-MYB

类转录因子, 它们和花青素合成相关基因一起共同

调节花青素在水稻中的积累[45]。结构基因指直接编

码花青素生物合成相关酶的基因, 主要有苯丙氨酸

合成酶基因(phenylalnine ammonialyase, PAL)、查尔

酮异构酶基因(chalcone isomerase, CHI)、查尔酮合

成酶基因(chalcone synthase, CHS)、黄酮-3-氢化酶基

因(flavonoid-3-hydroxylase, OsF3H)、黄酮-3’-氢化酶

基因(flavonoid-3’-hydroxylase, F3’H)、二氢黄酮醇还

原酶基因(dihydroflavonol-4-reductase, DFR)、花青素

还原酶基因(anthocyanidin reductase, ANR)、花青素

合成酶基因(anthocyanidin synthase, ANS)。我们进一

步研究了 12% PEG-6000处理和 PEG-6000与DCMU

联合处理分析花青素合成基因的变化情况。 

图 6 显示, OsB1、OsB2 和 OsC1 在 12% PEG- 

6000 模拟干旱胁迫处理下表达量均显著上升, 且 PC

的表达量显著高于 WT; 而 DCMU 与 12% PEG-6000

联合处理下两种供试材料的 OsB1、OsB2 和 OsC1 表

达量下调, 但 PC仍显著高于WT(图 5B-D)。 
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图 3  DCMU 预处理对模拟干旱胁迫下高表达转 
C4-pepc基因水稻(PC)和野生型水稻(WT)叶片 NO (A)、

H2O2 (B)和 Ca2 (C)含量的影响 
Fig. 3  Effects of DCMU pretreatment on contents of NO (A), 
H2O2 (B) and Ca2 (C) of C4-pepc gene overexpressed rice (PC) 
and untransformed wild-type rice (WT) leaves under simulated 

drought stress 
CK: 正常水培培养 ; PEG: PEG 单独施加模拟干旱处理 ; 

DCMU+PEG: DCMU 预处理之后联合模拟干旱胁迫处理。不同

小写字母表示 WT 和 PC 的不同处理间差异显著(P<0.05, LSD 

test)。CK: normal hydroponic culture; PEG: PEG simulated drought 

stress; DCMU+PEG: DCMU pretreatment plus simulated drought 
stress. Different lowercase letters indicate significant differences 
among different treatments of WT and PC at P < 0.05. 

 
如图 6所示, 正常条件下, PC中OsPAL、OsCHS、

OsF3H、OsF3’H、OsDFR 和 OsANS 表达量均高于

WT(除 OsCHI); 在 12% PEG-6000 模拟干旱胁迫处

理下, PC中OsPAL、OsCHS、OsCHI、OsF3H、OsF3’H、

OsDFR 和 OsANS 表达量均显著上升; 而 DCMU 与

12% PEG-6000 联合处理后其表达量显著下降(除

OsPAL), 但 PC 始终高于 WT。总体而言, 在干旱条

件下 PC 水稻中花青素合成相关基因更高的转录水

平有利于合成更多的花青素。 

2.6  DCMU处理对干旱胁迫下转玉米 C4-pepc水稻
花青素调节因子的影响 

供试材料在模拟干旱条件下, 在转录水平上引

起花青素调节和合成相关基因的表达差异, 结合本

研究观察到第二信使分子 NO 含量分析的变化, 提

示可能存在涉及花青素靶基因上游转录因子的变

化。已经有研究表明 : 除了 MBW(MYB-BHLH- 

WD40)转录因子以外 , 已知 COP1(constitutively 

photomorphogenic 1)和 HY5(elongated hypocotyl 5)

也是花青素调节中的两个重要的转录因子[46-47], 为

此, 在本研究中进一步分析了其基因的表达。由图

7A 可知, 在正常情况下, PC 中 OsCOP1 显著高于

WT; 12% PEG-6000模拟干旱胁迫处理下, 两种供试

材料的 OsCOP1 均显著升高, 且 PC 显著高于 WT; 

而 DCMU和 12% PEG-6000联合处理下调了两种供

试材料的 OsCOP1表达量, 但 PC仍显著高于 WT。

在正常条件下, 两种供试材料的 OsHY5 表达量无显

著差异, 在 12% PEG-6000模拟干旱胁迫处理下, PC

中 OsHY5显著上升, 且 PC显著高于WT; 而 DCMU

和 12% PEG-6000 联合处理下调 PC 的 OsHY5 表达

量, 但 PC仍显著高于 WT(图 6B)。综上, 在干旱条

件下, PC可能通过第二信号分子 NO和 Ca2+的信号

传导过程, 诱导了转录因子的变化, 从而增强花青

素的积累。 

3  讨论与结论 

在水稻生长过程中会遭受到各种环境胁迫, 例

如高温、高光、干旱、盐和生物胁迫等影响。干旱

胁迫引起气孔关闭, 胞间 CO2 浓度降低, 碳同化速

率降低, 叶片吸收的光能过剩, 造成光合器官的光

化学效率及光合速率降低, 发生光抑制甚至光破坏, 

导致作物光合能力降低, 最终导致作物减产[48]。光

合机构对干旱造成的水分胁迫有一定的耐受性, 通

过光呼吸和热耗散增加等许多途径耗散掉多余的激

发能, 以有效缓解光合作用中光抑制所产生的不良

影响, 从而形成多种保护机制[49]。 

在气孔开放期间, 高表达转玉米C4型 pepc基因

水稻的保卫细胞中 PEPC 可特异性调控导致苹果酸

或草酰乙酸积累, 促进气孔开放, 增强光合作用[50]。 
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图 4  DCMU 预处理对模拟干旱胁迫下高表达转 C4-pepc基因水稻(PC)和野生型水稻(WT)叶片可溶性糖(A)、蔗糖(B)、
葡萄糖(C)和果糖(D)含量的影响 

Fig. 4  Effects of DCMU pretreatment on contents of soluble sugar (A), sucrose (B), glucose (C) and fructose (D) of C4-pepc gene 
overexpressed rice (PC) and untransformed wild-type rice (WT) leaves under simulated drought stresses 

CK: 正常水培培养; PEG: PEG单独施加模拟干旱处理; DCMU+PEG: DCMU预处理之后联合模拟干旱胁迫处理。不同小写字母

表示WT和 PC的不同处理间差异显著(P<0.05)。CK: normal hydroponic culture; PEG: PEG simulated drought stress; DCMU+PEG: DCMU 

pretreatment plus simulated drought stress. Different lowercase letters indicate significant differences among different treatments of WT and 
PC at P < 0.05.

 

图 5  DCMU 预处理对模拟干旱胁迫下高表达转 C4-pepc
基因水稻(PC)和野生型水稻(WT)叶片花青素含量影响 

Fig. 5  Effect of DCMU pretreatment on anthocyanin content 
of C4-pepc gene overexpressed rice (PC) and untransformed 
wild-type rice (WT) leaves under simulated drought stress 

CK: 正常水培培养 ; PEG: PEG 单独施加模拟干旱处理 ; 

DCMU+PEG: DCMU 预处理之后联合模拟干旱胁迫处理。不同

小写字母表示 WT 和 PC 的不同处理间差异显著(P<0.05)。CK: 

normal hydroponic culture; PEG: PEG simulated drought stress; 
DCMU+PEG: DCMU pretreatment plus simulated drought stress. 
Different lowercase letters indicate significant differences among 
different treatments of WT and PC at P < 0.05. 

3,3-二氯-二羟基膦酰基-甲基-2-丙烯酸酯(DCDP, 

3,3-dichloro-2-dihydroxyphosphinoyl-methyl-2-propenoate) 
(PEPC的抑制剂)存在条件下, 可限制气孔开放[51-52]。而

使用光合作用的抑制剂DCMU能够阻断 PSⅡ中QA

和 QB 之间的电子流动, 改变植株的能量状态而影

响光合能力。已有研究表明, DCMU对植株光合过

程的影响是通过不同的光质造成的, 通过气孔对不

同波长光的反应发现 DCMU 在红光下可以抑制光

合作用的进行, 而在蓝光下却促进了光合作用[53]。

在红光下, 促进保卫细胞的叶绿体向细胞质中提供

ATP, 这些 ATP 是质膜上的 H-ATPase 形成质子泵

和气孔张开所必需的[54], 可见, DCMU是通过调节

植物体内的能量状态而影响光合的。前期的研究表

明, 在干旱胁迫条件下, 与原种相比, PEPC的高表

达能够维持较高的 PSⅡ活性, 也产生较高的 ATP, 

来维持净光合速率的稳定[13]。本试验通过在模拟干

旱胁迫条件下通过外源添加 DCMU 到高表达转

C4-pepc 基因水稻植株, 结果显示: PC 中净光合速

率、气孔导度、胞间 CO2 及羧化效率在 DCMU 
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图 6  DCMU 预处理对模拟干旱胁迫下高表达转 C4-pepc基因水稻(PC)和野生型水稻(WT)叶片花青素合成酶基因表达的影响 

Fig. 6  Effects of DCMU pretreatment on expression of anthocyanin synthase genes of C4-pepc gene overexpressed rice (PC) and 
untransformed wild-type rice (WT) leaves under simulated drought stress 

CK: 正常水培培养; PEG: PEG单独施加模拟干旱处理; DCMU+PEG: DCMU预处理之后联合模拟干旱胁迫处理。不同小写字母

表示 WT 和 PC 的不同处理间差异显著(P<0.05, LSD test)。CK: normal hydroponic culture; PEG: PEG simulated drought stress; 

DCMU+PEG: DCMU pretreatment plus simulated drought stress. Different lowercase letters indicate significant differences among different 
treatments of WT and PC at P < 0.05.
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图 7  DCMU 预处理对模拟干旱胁迫下高表达转 C4-pepc基因水稻(PC)和野生型水稻(WT)叶片花青素调节因子的影响 
Fig. 7  Effect of DCMU pretreatment on regulators of anthocyanin of C4-pepc gene overexpressed rice (PC) and untransformed 

wild-type rice (WT) leaves under simulated drought stress 
CK: 正常水培培养; PEG: PEG单独施加模拟干旱处理; DCMU+PEG: DCMU预处理之后联合模拟干旱胁迫处理。不同小写字母

表示 WT 和 PC 的不同处理间差异显著(P<0.05, LSD test)。CK: normal hydroponic culture; PEG: PEG simulated drought stress; 

DCMU+PEG: DCMU pretreatment plus simulated drought stress. Different lowercase letters indicate significant differences among different 
treatments of WT and PC at P < 0.05. 

 

处理之后仍显著高于WT, 且DCMU处理使得 PC水

稻中 PEPC酶活性显著下降, 但 PC中 PEPC酶活性

始终高于 WT, 说明两供试材料能量状态的差异是

导致其干旱表现的重要原因 , 但还存在其他的机

制。本研究发现供试材料中总可溶性糖和内源蔗糖

含量变化趋势与光合参数类似。已有研究表明: 在

逆境条件下, 蔗糖可参与诱导花青素的积累[55]。在

多种植物中, 花青素积累的组织特异性已被证明通

过 R2R3-MYB、bHLH 和 WD40 转录因子 3 大类基

因家族调节[29]。由 MYB、bHLH和 WD40所形成的

三元复合体(MBW 复合体), 其功能已经在模式植物

拟南芥中得到详细阐述。本研究涉及 MYB和 bHLH

两个转录因子, 其中 OsC1 编码 R2R3-MYB 类转录

因子, OsB1和 OsB2编码 bHLH转录因子, 有文献表

明 OsB1和 OsB2必需与 MYB类转录因子互作才能

发挥功能[56]。从结果来看 PC 水稻中 OsC1、OsB1

和OsB2在逆境条件下均显著高于WT, 而DCMU联

合 12% PEG-6000处理之后其转录水平显著下降, 但

PC始终显著高于WT。而对于WD40, 已经在拟南芥、

玉米、苜蓿(Medicago sativa L.)、甘薯[Dioscorea escu-

lenta (Lour.) Burkill L.]等中报道过WD40类花色苷转

录因子[30,57], 而 WD40 在水稻响应非生物逆境的研

究有限。本研究表明: 花青素含量、花青素合成基

因以及调节它的转录因子的表达也与蔗糖的变化相

一致, 如 OsB1、OsB2、OsC1、OsPAL、OsCHI、OsCHS、

OsF3H、OsF3’H、OsDFR、OsANS、OsCOP1、OsHY5

转录水平在模拟干旱条件下呈现出同步变化趋势 , 

提示蔗糖可能参与花青素的调节和合成基因的表

达。有研究表明蔗糖与植物抗逆的调节与 Ca2、NO

以及 H2O2等信号有非常密切的联系[34,58], 本研究的

确也观察到两材料在不同处理下, 其体内第二信使

分子含量如Ca2、NO以及H2O2的差异, 其中DCMU

处理对 NO 含量的影响最为显著, 而且加剧了供试

材料的差异表现, 说明 PC可能通过 NO参与蔗糖依

赖的花青素积累的调节, 有关信息还需要今后 NO

与花青素的直接证据验证。 

已知植物花青素的合成是一个需光过程, 在光

条件下, 光受体接收光信号, 通过信号转导形成细

胞内第二信使系统级联传递来调节包括花青素合成

在内的光形态建成反应[59]。有研究表明: E3泛素连

接酶组成型光形态建成(COP1)是位于光受体下游一

个光形态建成的抑制子, 是一个光调控植物生长发

育的分子开关。在暗条件下, COP1 抑制光反应。

COP1/SPA复合体与MYB调控因子互作调控花青素

合成的结构基因的表达, 从而影响花青素的合成[59], 

此外, 黑暗条件下植物光形态建成调控因子 COP1

积累在细胞核内 , 直接与碱性亮氨酸拉链(bZIP)类

转录因子 HY5 相互作用, 并被蛋白酶降解, 负调控

下游基因的表达; 而在光下 COP1 从细胞核内转移

到细胞核外, 从而 HY5 在细胞核内积累, 可特异结

合于查尔酮合成酶基因 CHS等光诱导基因启动子上, 

正调控相关基因的表达[60]。进而, 本文对转录因子

OsHY5 也进行了研究, 从本研究结果可以看到, 在

12% PEG-6000 模拟干旱条件下, 在 PC 中 OsCOP1

和 OsHY5的转录表达与 MYB和 bHLH转录因子呈

现出一致的结果, 在逆境条件下均显著高于WT, 而
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DCMU联合 12% PEG-6000处理之后其转录水平显

著下降, 但 PC 始终显著高于 WT。同时, 编码植物

花青素的生物合成的 7 个基因中除 OsPAL 以外

OsCHI、OsCHS、OsF3H、OsF3’H、OsDFR、OsANS

与转录因子呈现出相一致的表达水平。 

综上所述, 在干旱条件下, PC 材料一方面可通

过电子传递的能量差异应对干旱逆境, 还可以通过

内源蔗糖含量的差异, 并通过第二信使 Ca2、NO感

受干旱信号, 参与转录因子的调节(比如 OsCOP1 和

OsHY5), 进而参与花青素合成基因的调控, 合成较

多的花青素, 从而增强 PC水稻对干旱逆境的响应。

总之, 本研究提供了水稻中花青苷合成调控的新线

索, 但蔗糖如何诱导 PC 的花青素调节相关的转录

因子响应干旱的精确机制, 还需要今后的直接证据

证实。 
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