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水稻灌浆期剑叶碳酸酐酶活性与基因表达分析
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摘要 为探讨水稻碳酸酐酶(carbonicanhydrase,CA,EC4.2.1.1)对光合作用的影响,选取不同光合特性

的4个水稻品种,测定灌浆期不同时段(开花后5、15和25d)剑叶OsCA 基因的相对表达量、CA的活性和叶片

净光合速率,分析CA活性及相关基因转录与光合作用之间的关系。结果表明:水稻剑叶的OsCA 基因表达量、

CA活性与叶片净光合速率显著相关,其相关程度在不同类型品种间存在差异,高光合特性品种R49在测定期

各指标均处于最高水平。各品种的CA活性随着灌浆进程的推进呈现先升后降的动态趋势,并于灌浆中期(开
花后15d)达到最大值;剑叶净光合速率在灌浆期呈现逐渐下降的趋势,而下降幅度存在品种差异性。基于以上

结果,认为OsCA 基因表达和CA酶活性水平及其变化可作为评估水稻叶片光合功能稳定性和品种间生理差异

的重要指标。
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  碳酸酐酶(carbonicanhydrase,CA,EC4.2.1.1)
是一种广泛存在于动植物、细菌和真菌中的金属蛋

白酶,其活性中心含有催化必需的锌(Zn),具有催

化CO2与 HCO3- 之间发生可逆水合反应、呼吸作

用中转换和扩散CO2等重要生物学功能[1-2]。在生

物体内非催化条件下,CO2与 HCO3- 转换速率很

慢,不能满足生物体中的生理需要;而在CA催化

下,CO2与HCO3-转换速率非常高,其转换常数可

高达106。在植物的光合器官中,CA最重要功能之

一是催化CO2与HCO3- 之间形态的可逆反应,降
低CO2在叶肉细胞中的扩散阻力,从而为羧化反应

提供底物CO2,从碳源供应水平上调节C3和C4植
物的光合作用。

CA是一类蛋白家族,包含多基因编码蛋白成

员。研究表明,CA蛋白家族按照氨基酸序列的同

源性和晶体结构的相似性可分为α、β、γ、δ、ε和ζ-
CA等6个不同的亚族。不同CA亚家族的氨基酸

序列没有明显相似性,同时各亚族也表现出进化独

立性[3]。高等植物中主要含有α、β和γ-CA等3个

亚族,均为含Zn的金属酶。C3植物的β-CA定位于

叶绿体基质中;同CA蛋白其他亚族成员含量比较,

β-CA最为丰富,其含量占叶片组织可溶性蛋白的

1%~2%。不同亚族的CA蛋白除了具有组织、含
量的差异性,不同组织具备的CA催化活性也存在

差异:如C3植物的维管束鞘组织CA活性比较低,
而其叶片组织CA活性较高。已有研究对植物叶片

的叶绿体型CA(即叶片组织中含量最高且特异性

表达的叶绿体型β-CA)进行了大量相关活性和功能

方面的研究,包括利用反义RNA技术和化学抑制

剂方法处理植株,导致植株的叶片CA催化活性降

低,从而影响到整个植物的光合作用强度和功能。
日本学者Sasaki等[4]对水稻叶片组织的CO2运输

进行研究,将此过程中存在阻力细分为“扩散”和“羧
化”两个方面;结果显示,“羧化阻力”同光合速率具

有更强相关性,并推测造成低光合速率的原因是羧

化位点周围CA催化活力不足,导致提供给Rubisco
羧化酶的底物量有限从而影响光合速率。目前,CA
被认为是一种与光合作用密切相关的酶,因此,对于

植物生长具有重要意义。Ferreira等[5]研究表明,β-
CA1在拟南芥的苗期形态建成中发挥了重要功能,
特别是对维持拟南芥子叶的光合功能起到关键
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作用。
目前,已有的CA相关研究多以油菜、豆类与藻

类等植物为试验材料,对其叶片组织CA催化活性

与相关功能进行研究。但是,针对水稻进行相关

CA活性与表达的研究报道较少。稻米中2/3以上

干物质来自于灌浆期叶片的光合产物,剑叶是其中

对产量和品质贡献最大的功能性叶片[6-7]。在水稻

籽粒灌浆期,植株剑叶光合速率对水稻产量起关键

性作用,有研究认为,光合速率提高可能为达到其高

产目标的重要途径之一[7-8]。因此,研究水稻品种间

的光合特性和CA活性差异,了解水稻产量形成的

生理基础,对高光效生理育种、资源评价与筛选和水

稻产量提高具有理论和实践意义。

1 材料与方法

1.1 材料种植与田间管理

选用在前期研究中筛选出的光合速率高且稳定

的品种 R49、早衰的温 度 敏 感 型 品 种 特 籼 占25
(TXZ-25)、耐高温的品种 N22、非洲稻ITA312共

4个水稻品种。2012年5月11日播种,生长20d
的单株移栽到华中农业大学 试 验 田(30.52°N,

114.32°E),根据水稻生长不同时期施用尿素并在试

验田用复合肥作基肥。运用叶龄标记法标记植株长

势,采集长势一致的植株用于其后的田间和室内分

析试验。对植株进行抽穗开花期田间挂牌,开花当

天进行标记,并于上午08:30开花后不同时期(开花

后5、15和25d,取样均在晴日进行)采集水稻剑叶。
采集的叶片组织用于CA蛋白酶活性测定和RNA
提取。
1.2 总 RNA 提取、检测、纯化和反转录

水稻叶片总 RNA 参照 TRNzol提取液(In-
vitrogen)操作手册用TRNzol提取。用1%的琼脂

糖凝胶电泳分析RNA样品28S、18S和5S条带,对
其完整性进行检测。参照DNase试剂盒(TaKaRa)
说明用DNase去除样品中基因组DNA。随后,按
照cDNA合成试剂盒(Fermentas)操作说明将纯化

后RNA样品反转录成cDNA,并分装于-80℃保

存。设计水稻看家基因β-actin(GenBank登录号:

X15865,http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gen-
bank)跨内含子的特异引物对(命名为actin5,其上

游 引 物 序 列 5′-CGTCTGCGATAATGGAAC-3′,
其下游引物序列5′-CAGGGCGATGTAGGAAAG-
3′)。PCR程序设定为94℃预变性1min,随后进

行35个循环(94℃变性30s,52℃退火30s,72℃
延伸1min),最后72℃延伸10min后结束。用

1%琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物642bp。
1.3 定量 PCR 引物设计

利用在线Primer3.0引物设计软件(http://

bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/)和 Mfold
软件(http://mfold.rna.albany.edu/? q=mfold/

RNA-Folding-Form),根 据 NCBI公 布 (http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank)水稻基因组序

列中的β-CA 基因(GenBank登录号:U08404)和内

参actin基因(GenBank登录号:X16280)序列外显

子部分高度保守区设计引物(由上海捷瑞生物技术

有限公司合成),用于实时荧光定量PCR:β-CA 上

游引物5′-CGAACTCATCGTGGTGATTG-3′,下
游引物5′-TGCTCGGTCTGAACCTTCTT-3′;ac-
tin7上游引物5′-GAGACCTTCAACACCCCTGC-
TA-3′,下 游 引 物 5′-ATCACCAGAGTCCAACA-
CATTACCT-3′。
1.4 实时荧光定量 PCR 分析

使用SsofastEvagreenSupermix试剂盒(Bio-
Rad)进行荧光定量PCR分析。反应体系为20μL,
包含10μL的PCRMasterMix(2×),0.4μL的10
mmol/L各引物;7.2μL的ddH2O,2.0μL的模板

cDNA(样品10倍稀释,约为100ng)。在iQTM5
MulticolorReal-TimePCR 检测系统(Bio-Rad)上
进行PCR 扩增,程序为95℃变 性30s后 进 行

(95℃变性5s,56℃退火5s,65℃延伸10s)40个

循环。设置cDNA浓度稀释梯度,利用iQTM5软件

分析。程序结束后根据扩增曲线得到基因Ct值后,
考虑扩增效率采用2-△△Ct法用 Excel软件(Mi-
crosoft)分析得到校准样本的β-CA 相对表达量。
1.5 CA 粗酶液提取和酶活测定

参照Brownell等[9]和邓秋红等[10]的方法提取

CA粗酶液,并按照邓秋红等[10]的方法略加改动测

定CA活性。反应体系:约含0.1mg可溶蛋白待测

粗酶液、巴比妥缓冲液(20mmol/L,pH8.3)、饱和

CO2的ddH2O。检测方法:用pHs-320S酸度计检

测其pH值变化,以pH值下降1个单位(pH8.3→
7.3)所需的时间(t和t0)为参数,通过公式U=10
(t0/t-1)计算CA活性(以每克叶片酶活单位数表

示,U/g),技术重复3次。
1.6 光合速率的测定

采用LI-6400便携式光合仪(美国LI-COR公

22
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司)于晴日上午09:00-12:00测定水稻不同时期剑

叶(开花后5、15和25d)的光合效率。测定叶片面

积为1.7cm2,测定光强1000μmol/(m2·s),温度

(30±1)℃,CO2浓度为400μmol/mol和相对湿度

为50%,重复3次以上。
1.7 数据分析

用SPSS19.0(SPSSIncorporation)软件对4个

品种 CA 酶 活 性 和 净 光 合 速 率 进 行 统 计 分 析。

GraphPadPrism5(GraphPadSoftwareIncorpora-
tion)软件作图。

2 结果与分析

2.1 灌浆期 OsCA 基因表达

实时荧光定量PCR的熔解曲线分析表明引物

特异性较好,熔解温度只有1个尖峰,没有非特异性

扩增产物及引物二聚体出现。标准曲线显示Ct值

和起始模板拷贝数线性相关系数(R2=0.992)和扩

增效率(E=100.1%)较好。
从图1可看出,供试材料的剑叶 OsCA 基因

mRNA含量在灌浆期(开花后5、15和25d)呈现先

上升后下降的动态趋势,OsCA 基因 mRNA含量最

高出现在灌浆中期即开花后15d,随后迅速降低。
与其他品种相比,R49的OsCA 基因转录丰度高且

下降较慢。

图1 供试水稻品种开花后5、15和25d剑叶中

OsCA 基因相对表达量分析

Fig.1 AnalysisofOsCAgenerelativeexpression

inthe5DAF,15DAF,and25DAFriceflagleaves
oftestedricevarieties

2.2 灌浆期 CA 活性

CA酶活测定结果 (图2)表明,不同水稻品种

剑叶中CA活性在灌浆期变化趋势相似,特别是灌

浆中期(开花后15d)剑叶中CA酶活性达到最高

点,接近籽粒成熟期(开花后25d)时叶片CA酶活

性水平最低。但是,水稻剑叶中CA酶活性存在品

种间的显著差异。在灌浆相同时期,剑叶中CA活

性最高品种是R49,而最低的是 N22,其中R49的

CA活性除了明显高于其他品种之外,灌浆后期(开
花后25d)下降幅度最慢(图2)。

图2 供试水稻品种开花后5、

15和25d剑叶中CA催化活性分析

Fig.2 Analysisofcarbonicanhydraseactivity
inthe5DAF,15DAF,and25DAFrice
flagleavesoftestedricevarieties

2.3 灌浆期剑叶净光合速率

灌浆不同时期(开花后5、15和25d)叶片净光

合速率动态结果(图3)显示,植株的剑叶在开花后

5d均具有最大净光合速率,此后呈逐渐下降趋势。
对不同品种在灌浆同一时期叶片净光合速率的比较

分析表明,R49剑叶净光合速率最高而N22最低。随

着灌浆进程推进,R49剑叶净光合速率下降幅度最

小(开花后5~15d和5~25d下降幅度分别为7.1%
和38.2%),而N22下降幅度最大(开花后5~15d和

5~25d下降幅度分别为19.5%和51.3%)。

图3 供试水稻品种开花后5、

15和25d剑叶中叶片光合速率比较分析

Fig.3 Comparisonofnetphotosynthetic
ratesinthe5DAF,15DAF,and25DAFrice

flagleavesoftestedricevarieties
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由此推测灌浆过程中水稻剑叶衰老程度 N22>
TXZ-25>ITA312>R49。

3 讨 论

自然界中CA具有存在的广泛性和重要的生物

学功能,参与pH调节、离子交换、羧化及脱羧作用、
呼吸作用等一系列生物过程[10-11],在大豆、油菜、小
麦和玉米等研究中都发现CA活性与光合作用具有

一定相关性。光合作用是地球上最普遍、最大规模

的光能转换和CO2同化过程。
本研究中4个供试水稻品种剑叶的CA酶活性

以及叶片净光合速率之间均表现出正相关关系。焦

德茂等[12]通过比较4个转C4光合酶基因PEPC 水

稻材料发现转基因植株的光合能力高于普通植株,
推测CA可能参与促进CO2运输和同化。

本研究还表明不同品种间CA活性、基因表达

量、光合速率存在较大差异,同时其相关性程度也不

相同,如品种N22和TXZ-25的相关指标均较低,表
明基因型间存在系统性差异,此类CA活性低的品

种生长势偏弱、叶片后期生理功能下降较快[13]。如

CA活性高品种R49具有较强的生长势并且能最早

达到最大灌浆速率[14];相比之下,品种R49净光合

速率下降幅度仅为7.1%和38.2%,而品种N22净

光合速率同期分别大幅度下降了19.5%和51.3%。

CA活性与光合速率之间可能存在较复杂的关

系,与不同基因型光合能力的限制因子存在差异有

关。陈雄文[15]研究表明水稻中CA含量丰富,CA
活性下降到正常水平的10%~21%时其光合作用

只下降约10%,从而推测水稻中少量CA足以维持

正常的光合作用。因此,对于OsCA 基因表达水平

低、CA蛋白或活性偏低、同时光合作用其他组分功

能强的材料,提高CA活性可能对增强光合能力的

效果更为明显,如果光合作用主要组分功能弱,提高

CA活性则所起作用较小;同理,提高“光合能力强

且CO2供应为限制因子”材料中CA催化活性可显

著增强其光合能力。
水稻作为我国重要的粮食作物之一,其产量高

低与光合作用强弱密切相关,同时成熟稻米中干物

质主要来源于剑叶灌浆过程产物[16-18],剑叶生理功

能水平及其稳定性对提高水稻产量和品质有重要意

义。本研究认为叶绿体型β-CA 基因表达和CA活

性可作为叶片光合能力及生育后期叶片功能稳定性

评价的生理指标,并可为水稻品种改良提供一定

参考。
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Activityandgeneexpressionanalysisofcarbonic
anhydraseinriceflagleavesatthefillingstage

QIAOXing TANGHong-ling ZHANGKai-yue LIXin ZENGHan-lai HEYing

MOAKeyLaboratoryofCropEcophysiologyandFarmingSystemintheMiddleReaches
oftheYangtzeRiver,MinistryofAgriculture/CollegeofPlantScienceandTechnology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Carbonicanhydrase (CA,EC4.2.1.1),catalyzingreversiblehydrationofCO2to
HCO3-,playsanimportantroleinturbo-chargeCO2supplytophotosyntheticorganismsinplants.In
ordertounderstandtheeffectofCAonphotosynthesis,fourricecultivarswithdifferentphotosynthetic
characteristics,i.e.,R49,N22,TXZ-25andITA312,wereselectedintheexperiment,andtheirflagleav-
esatthefillingstage(inthe5DAF,15DAF,and25DAFriceflagleaves)wereusedtostudyatthe
transcriptional,physiologicalandbiochemicallevels.TherelativequantitativeexpressionofOsCAgene,

enzymeactivityofCAproteinandnetphotosyntheticratewereanalyzedtorevealtherelationshipofCA
andphotosynthesis.Resultsshowedthatasignificantcorrelationwasfoundbetweenthegeneexpression
andenzymeactivityofriceCAandthenetphotosyntheticrate.TheCAenzymeactivityanditsgeneex-
pressionquantityexistedacultivar-specificdifference,andthecorrespondingvaluesofR49werehighest
amongthefourcultivarsatthesamestage.theCAenzymeactivityshowedasimilardynamictrendofa
risefirstfollowedbyadeclinewithgroutingprocess,ofwhichthevaluereachedamaximumatthemid-
dlefillingstage(15DAF);andthechangesonnetphotosyntheticrateofthedifferentcultivarswere
consistent,showingatrendofgradualdecline.Therefore,thechangesofOsCAgenetranscriptsanden-
zymeactivityvaluescanbeconsideredasanindicatorforphysiologicalstatustotestthestabilityofleaf
and/ortoidentifycultivar-specificdifferenceinrice.

Keywords rice;carbonicanhydrase;netphotosynthesisrate;OsCAgeneexpression
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