
植物遗传资源学报 ２０１８，１９（３）：５５４⁃５６０
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ＤＯＩ：１０． １３４３０ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｊｐｇｒ． ２０１８． ０３． ０２２

利用低 ＣＯ２ 浓度培养箱筛选谷子（Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ）
Ｃ４ 光合作用相关突变体

罗明昭 ，唐婵娟 ，张　 硕 ，智　 慧， 汤　 沙，贾冠清，刁现民
（中国农业科学院作物科学研究所，北京 １０００８１）

收稿日期：２０１７⁃０９⁃１１　 　 修回日期：２０１８⁃０１⁃１９　 　 网络出版日期：２０１８⁃０４⁃１７
ＵＲＬ：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｋｎｓ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ｋｃｍｓ ／ ｄｅｔａｉｌ ／ １１． ４９９６． Ｓ． ２０１８０４１７． １４２５． ０４２． ｈｔｍｌ．
基金项目：中国农业科学院科技创新工程（Ｙ２０１６ＸＴ０５）；国家现代农业产业技术体系（ＣＡＲＳ０７⁃１３． ５⁃Ａ０２）；中国农业科学院创新工程杂粮团

队；国家“８６３”计划（２０１３ＡＡ１０２６０３）；国家自然科学基金（３１３０１３２８，３１５２２０４０，３１５０１３２４）
第一作者研究方向为基因挖掘与遗传效应分析。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｃａａｓｌｕｏｍｉｎｇｚｈａｏ＠ １６３． ｃｏｍ
通信作者：刁现民，研究方向为谷子种质资源、功能基因组分析、遗传育种和产业开发。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｄｉａｏｘｉａｎｍｉｎ＠ ｃａａｓ． ｃｎ

　 　 摘要：Ｃ４ 光合作用和光呼吸研究是植物学界的研究热点，缺乏低 ＣＯ２ 浓度培养条件和相关突变体限制了相关工作的深入

开展。 本研究设计了一个低 ＣＯ２ 浓度培养箱，ＣＯ２ 浓度、光照和温度等培养条件可稳定控制，试验数据可通过网络实时查看

记录。 以该培养箱为平台，本研究对 ５４ 份谷子甲基磺酸乙酯（ＥＭＳ）突变体进行了耐 ４０ ｍｇ ／ Ｌ（正常空气中 ＣＯ２ 浓度范围是

３８０ ～ ４００ ｍｇ ／ Ｌ） ＣＯ２ 浓度培养鉴定，根据死苗量将这些材料分为 ４ 类，其中敏感的Ⅲ级突变体 １９ 个和Ⅳ级突变体 １３ 个，对低

ＣＯ２ 浓度极度敏感的 ５ 个谷子突变体均为叶脉变异系，证实了低 ＣＯ２ 浓度培养箱筛选鉴定的实用性。 对这些材料开展包括花

环解剖结构观察和相关突变基因克隆的深入研究，将奠定谷子 Ｃ４ 光合作用的研究基础，所构建的低 ＣＯ２ 浓度培养箱也适用

于其他作物光合作用和光呼吸的生理学研究。
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光合作用被称为地球上最重要的化学反应，
几乎是所有生命活动的能量来源，是生命之本。
由于光合作用反应过程中，将无机物转化为有机

物的关键酶———Ｒｕｂｉｓｃｏ 酶，是一种既能进行羧化

反应（固定 ＣＯ２ 形成光合产物）又能进行氧化反

应（结合 Ｏ２ 分解光合产物）的双功能酶，因此，光
合作用中 ＣＯ２ 的羧化效率受到其周边 ＣＯ２ 与 Ｏ２

浓度比值的严重影响。 绿色植物的光合作用途

径主要有 Ｃ３ 途径、 Ｃ４ 途径和景天酸代谢途径

（ＣＡＭ）等，其中 Ｃ３ 途径和 Ｃ４ 途径是主要类型。
通过 Ｃ４ 途径进行光合作用的植物———Ｃ４ 植物，
因具有特殊的花环解剖结构，在其 Ｒｕｂｉｓｃｏ 酶周

边形成高 ＣＯ２ 浓度环境，因而相较于 Ｃ３ 植物，Ｃ４

植物具有更高的光合效率和水分养分利用效率

等特征。 据分析，地球上占绿色植物总数 ３％ 的

Ｃ４ 物种，因具有高效的光合和养分水分利用效

率，提供了近 ２３％ 的能量来源 ［１］ 。
已有的研究结果表明，目前地球上的 Ｃ４ 植

物是由 Ｃ３ 植物经过 ６６ 次以上的独立进化并再

衍化而来 ［２］ 。 根据地球大气环境变化和植物系

统发育进化的分析，历史上有段大气环境急剧变

化期，空气中的 ＣＯ２ 浓度从 ３５００ 万 ～ ５５００ 万年

前约 １ ０００ μ ｍｏｌ ／ ｍｏｌ 急剧下降到 ２５００ 万年前的

约 ３９０ μｍｏｌ ／ ｍｏｌ，环境从温暖湿润变得寒冷干

燥 ［３］ ，为了适应低 ＣＯ２ 浓度和干旱的环境，Ｃ４ 植

物开始出现并逐渐增多。 Ｃ４ 植物的 ＣＯ２ 补偿点

和饱和点浓度均比 Ｃ３ 植物的低，因此 Ｃ４ 植物在

ＣＯ２ 浓度低至 ３０ ｍｇ ／ Ｌ 环境中仍然可以不受影响

而正常生长，而 Ｃ３ 植物水稻在 ＣＯ２ 浓度 ５０ ｍｇ ／ Ｌ
以下就开始死亡 ［４］ 。

Ｃ４ 植物在光合效率、抗旱耐逆和水分养分高

效利用方面的巨大优势，引起了植物科学和作物

科学工作者的高度重视。 自 Ｃ４ 光合作用途径在

１９６６ 年发现以来 ［５］ ，科研工作者在 Ｃ４ 光合作用

的生理基础、解剖特征、Ｃ４ 植物起源和衍化等方

面做了大量工作 ［６⁃１０］ ，并对这些工作进行了全面

系统的总结 ［１１⁃１３］ ，基本反映了 Ｃ４ 光合作用的研

究历史和现状。 虽然已有很多 Ｃ４ 光合作用的研

究报道，但控制 Ｃ４ 植物花环结构形成的核心基

因和分子代谢基础是什么？ Ｃ４ 植物高效的水分

养分利用和相对抗旱耐逆的遗传及分子基础是

什么？ 这些重大科学命题至今没有一个清楚的

回答。 随着基因组测序技术和分子生物学各类

技术的飞速发展 ［１３⁃１６］ ，揭开 Ｃ４ 植物高效光合作

用的遗传和分子基础的时代已经来临，新的 Ｃ４

光合作用研究热点正在国内外形成 ［１７⁃１８］ 。
历史上玉米（Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ． ）和高粱（Ｓｏｒｇｈｕｍ ｂｉ⁃

ｃｏｌｏｒ（Ｌ． ）Ｍｏｅｎｃｈ）一直是 Ｃ４ 光合作用研究的主要

植物，但由于这两种植物相对高大的植株和较复杂

的基因组，在实验室操作中有很多问题［１９］。 谷子

（Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ（Ｌ． ）Ｂｅａｕｖ ）是起源于中国的一种古

老作物，是典型 ＮＡＤＰ⁃ＭＥ 亚型的 Ｃ４ 植物，属于禾

本科黍亚科的狗尾草属。 谷子和其野生种青狗尾草

（Ｓｅｔａｒｉａ ｖｉｒｉｄｉｓ（Ｌ． ）Ｂｅａｕｖ ）均是二倍体自花授粉作

物，由于谷子具有基因组小（４９０ Ｍｂ），单穗结实数

多，植株小易于实验室操作、生长条件简单，且具有

高效外源基因转化技术［２０］等试验优势，目前已被国

内外广泛认可为研究 Ｃ４ 光合作用机理的模式

作物［１９⁃２１］。
突变 体 是 功 能 基 因 研 究 的 材 料 基 础，

Ａ Ｂ Ｆｅｌｄｍａｎ 等 ［２２］ 利用 ２ 万多份水稻突变体

筛选叶脉密度增大的突变体，并且探索了叶脉

密度变化的遗传稳定性。 Ｇ Ｒｉｚａｌ 等 ［２３］ 从高粱

中筛选出 ２ 个叶脉密度减小的突变体，深入分

析发现突变体的油菜素内酯 （ ＢＲ） 合成通路受

到阻碍，说明 ＢＲ 途径可能参与促进叶脉密度增

加。 利用青狗尾草 ＥＭＳ 突变体进行低 ＣＯ２ 筛

选也曾有研究 ［２４］ ，但是未见相关突变体的后续

报道。 本实验室利用 ＥＭＳ 诱变谷子基因组测序

品种豫谷 １ 号，经过多代的鉴定评价获得了大

量遗传稳定的突变体材料。 本研究探索利用 Ｃ４

植物的低 ＣＯ２ 补偿点特点，控制突变体生长在

低 ＣＯ２ 浓度环境，期望筛选出可能与 Ｃ４ 光合作

用相关的突变体材料，为深入理解 Ｃ４ 光合作用

结构的分子基础和 Ｃ４ 光合作用的进化历程研

究提供原始研究材料和方法基础。

１　 材料与方法

１ １　 试验材料

供试材料包括突变体和野生型豫谷 １ 号谷子，
突变体来源于豫谷 １ 号的 ＥＭＳ 诱变库，经多代自

交至 Ｍ４ 代以上，表型稳定遗传。 选择其中 ５４ 份

光合作用可能发生突变的材料，包括叶片异常表

型或生长发育迟滞表型的突变体，作为本研究的

供试材料。
１ ２　 材料种植

供试材料种植在 ７ ｃｍ ×７ ｃｍ 的黑色盆钵中，营

５５５
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养土选用疏松吸水好的育苗专用土。 对照和突变体

每个材料分别种植 ４ 盆，于温室条件中生长。 隔 １
周浇水 １ 次，每个托盘一次浇水量约 ５００ ｍＬ。 出苗

后每盆留 １０ ～ １２ 株长势一致的幼苗，待 ３ ～ ４ 叶期

随机选择其中 ３ 盆放入低 ＣＯ２ 浓度培养箱，位置随

机排列，每隔 ３ ｄ 按顺时针方向移动培养箱内的幼

苗位置，以排除位置对材料生长的影响。 相同的处

理材料另安排 １ 盆放在培养箱外正常空气的 ＣＯ２

浓度条件下培养，用于生长对照，以培养箱内 ３ 盆植

株幼苗死亡总数作为评价标准。
１ ３　 低 ＣＯ２ 浓度培养箱

本实验室联合河北省衡水市洪彬公司设计的

低 ＣＯ２ 浓度培养箱，其光照、温度、光周期和 ＣＯ２

浓度均可控，培养箱内环境数据即时通过互联网

传输，可随时在网上登陆指定账号查看。 经多次

试验，培养箱 ＣＯ２ 浓度稳定可控，且光照、温度等

培养条件和人工气候箱一致，均人工控制。 该培

养箱已经申请实用新型专利，名称为一种基础科

研用的低浓度二氧化碳培养箱，证书号第 ５３０４１１７
号，专利号为 ＺＬ ２０１６ ２ ００２２３９６ ４，申请日期为

２０１６ 年 １ 月 １１ 日。
１ ４　 鉴定方法

设定培养箱 ＣＯ２ 浓度 ４０ ｍｇ ／ Ｌ、温度 ３０ ℃、光
强 ２０００ ｌｘ、光周期光照 １６ ｈ ／黑暗 ８ ｈ，试验材料

在正常环境下生长 ３ 周左右（３ 叶期之后，一般生

长 ２０ ～ ２４ ｄ 不等），将生长正常的幼苗放入培养箱

培养。 幼苗放入培养箱 ６ ｄ 后有突变体开始死亡，
１４ ｄ 后统计死苗株数，根据幼苗的死亡数量将突

变体分为 ４ 个等级。 幼苗死苗量少于 ５ 株的定为

Ⅰ级，５ ～ １５ 株为Ⅱ级，１６ ～ ２５ 株为Ⅲ级，２５ 株以

上的为Ⅳ级。

２　 结果与分析

２ １　 Ｃ４ 相关突变体资源的获得

本实验室主要以谷子作为研究材料，多年研究

积累了大量的 ＥＭＳ 稳定突变体，本研究关注 Ｃ４ 光

合作用，根据叶片表型，选用了一批光合作用相关突

变体作为研究材料（主要为白条纹突变体）。 图 １
为野生型豫谷 １ 号（图 １Ａ）和试验突变体的旗叶表

型（图 １Ｂ ～ Ｇ），野生型的叶片呈深绿色，条纹突变

体的叶脉周围缺少叶绿素而出现异常。 突变体 ｗ２２
（图 １Ｂ）、ｗ２８（图 １Ｄ）、ｗ３１（图 １Ｅ）、ｗ４２（图 １Ｆ）和
ｗ１０８（图 １Ｇ）都有明显的条纹，而 ｗ１０４（图 １Ｃ）的条

纹不明显。

Ａ：野生型豫谷 １ 号；Ｂ ～ Ｇ：叶异常突变体

Ａ：ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ Ｙｕｇｕ１，Ｂ⁃Ｇ：ｌｅａｆ ａｂｎｏｒｍａｌ ｍｕｔａｎｔｓ

图 １　 试验材料旗叶表型

Ｆｉｇ １　 Ｙｅｌｌｏｗ ｄｉｓｃｏｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌａｇ ｌｅａｖｅｓ

２ ２　 适合谷子 Ｃ４ 相关突变体筛选的低 ＣＯ２ 浓度

培养箱设计

谷子是 Ｃ４ 光合作用植物，与同为禾本科的水稻

和小麦等 Ｃ３ 作物相比，其光能和水肥利用效率具有

显著优势。 这主要归因于其高效的 ＣＯ２ 羧化效率，降
低正常环境 ＣＯ２ 浓度，Ｃ４ 植物谷子因低 ＣＯ２ 补偿点

具有更强的生命力，利用该培养箱可以方便地筛选不

能在低 ＣＯ２ 浓度环境中正常生长的谷子突变体材料，
为进一步获得 Ｃ４ 光合作用相关突变体奠定基础。

本实验室自主设计的低 ＣＯ２ 浓度培养箱主要组

成部分有：空调、光温探测器、ＣＯ２ 浓度探测器、ＣＯ２

吸收箱（发动机、抽气机和 ＣＯ２ 吸附剂）、控制面板

（设定光照、温度和 ＣＯ２ 浓度）、透明玻璃培养箱（图
２Ａ）。 其 ＣＯ２ 浓度控制的基本原理是自动控制一个

ＣＯ２ 循环装置，空气的 ＣＯ２ 被吸收后再循环进入培养

箱内，当培养箱内 ＣＯ２ 浓度降低到设定的阈值后停止

循环，超过设定值 １０ ｍｇ ／ Ｌ 立即再次启动发动机。 培

养箱内光温探测器和 ＣＯ２ 浓度探测器获得的环境条

件数据上传互联网，可实时查看（图 ２Ｂ）。 该培养箱

已经申请实用新型专利（ＺＬ ２０１６ ２ ００２２３９６ ４）。
２ ３　 谷子耐低 ＣＯ２ 浓度突变体资源的评价分析

在培养箱内恒定的光周期、温度和低 ＣＯ２ 浓度

环境下，对突变体材料进行低 ＣＯ２ 浓度条件下的筛

选工作（图 ３Ａ）。 通过互联网登陆账号实时监测培

养箱内光温和 ＣＯ２ 浓度环境变化情况，结果表明，
培养箱内的温度和 ＣＯ２ 浓度保持稳定（图 ３Ｂ）。 筛

选材料放入培养箱第 ６ 天观察到有些突变体开始出

现死苗现象，直至 １４ ｄ 后死苗数量不再增加，统计

培养箱内材料每盆的成活株数。 作为生长对照的材

料同时期在正常环境条件下培养，这些突变体和野

生型豫谷 １ 号均生长正常。

６５５



　 ３ 期 罗明昭等：利用低 ＣＯ２ 浓度培养箱筛选谷子（Ｓｅｔａｒｉａ ｉｔａｌｉｃａ）Ｃ４ 光合作用相关突变体

Ａ：低 ＣＯ２ 浓度培养箱工作原理；Ｔ：温度；Ｐ：光周期；Ｂ：ＣＯ２ 培养箱环境监测

Ａ：Ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ｌｏｗ ＣＯ２ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎｃｕｂａｔｏｒ，Ｔ：ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，
Ｐ：ｐｈｏｔｏｐｅｒｉｏｄ，Ｂ：ｍｏｎｉｔｏｒ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｗ ＣＯ２ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎｃｕｂａｔｏｒ

图 ２　 ＣＯ２ 培养箱原理及应用

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｏｗ ＣＯ２ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎｃｕｂａｔｏｒ

Ａ：低 ＣＯ２浓度培养箱；Ｂ：互联网实时查看培养箱光温环境；Ｃ：低 ＣＯ２ 浓度条件下突变体的筛选结果

Ａ：Ｌｏｗ ＣＯ２ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｃｕｂａｔｏｒ，Ｂ：Ｌｉｇｈｔ ａｎｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｖｉａ ｉｎｔｅｒｎｅｔ，
Ｃ：Ｅｘａｍｐｌｅ ｏｆ ｍｕｔａｎｔｓ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ＣＯ２ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

图 ３　 低 ＣＯ２ 浓度筛选突变体

Ｆｉｇ ３　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｆｏｒ ｍｕｔａｎｔｓ ｂｅｉｎｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ＣＯ２ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

　 　 培养箱内的野生型豫谷 １ 号叶尖部有轻微的枯

黄表现，但与培养箱外的材料一样保持良好的生长

状态（图 ３Ｃ）。 表明 Ｃ４ 植物谷子在 ４０ ｍｇ ／ Ｌ 的低

ＣＯ２ 浓度环境中仍然能够正常生长，验证了谷子具

有的低 ＣＯ２ 补偿点浓度，在低 ＣＯ２ 浓度环境下的光

合羧化产物能够满足正常的生长需求。 培养箱内幼

苗死苗量少于 ５ 株的Ⅰ级突变体有 １４ 个，分别为

ｗ１４、ｗ１６、ｗ１７、ｗ２９、ｗ３０、ｗ３３、ｗ３５、ｗ５０、ｗ６９、ｗ８９、
ｗ９３、ｗ１０３、ｘｍ２ 和 ｘｍ４８（表 １）。 即使在低 ＣＯ２ 浓度

环境培养 １４ ｄ 后，还能与野生型豫谷 １ 号一样正常

生长。 其生长状态与培养箱外相应突变体相同，说
明这 １４ 个突变体的 Ｃ４ 光合途径并没有受到影响，
能够耐受低 ＣＯ２ 浓度环境。

死苗量在 ５ ～ １５ 株的Ⅱ级突变体有 ８ 个，包括

ｗ１、ｗ１０、ｗ１５、ｗ１８、ｗ２３、ｗ４５、ｗ８４ 和 ｗ８５，第 １４ 天统

计结果显示死苗株数最高不超过 １３ 株（表 １）。 与

培养箱内野生型豫谷 １ 号相比，成活苗的植株生长

减缓，株高略有降低。 与正常环境生长的相应突变

体相比，株高、叶片颜色等生长状态变化不明显。 死

苗量在 １６ ～ ２５ 株的Ⅲ级突变体共 １９ 个（表 １），这
些材料中不同突变体对低 ＣＯ２ 浓度环境的反应快

慢不同，有的突变体快速的表现出不适应而死亡。
ｗ１１、ｗ１２、ｗ３９、ｗ４１、ｗ４４、ｗ５１、ｗ５４、ｗ５５、ｗ６４、ｗ９１ 和

ｗ１０２ 放入培养箱第 ６ 天幼苗死亡数量已经超过了 １５
株，但以后不再有更多的幼苗死亡，直到第 １４ 天其死

苗量都没有变化。 有的突变体则出现死苗数量逐渐

７５５
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表 １　 低 ＣＯ２ 浓度培养箱筛选突变体结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｕｔａｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ＣＯ２ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

突变

体号

Ｍｕｔａｎｔｓ
ｎｕｍｂｅｒ

总苗量

Ｔｏｔａｌ
ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

成活苗

（６ ｄ 后）
Ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

（ａｆｔｅｒ ６ ｄａｙｓ）

成活苗

（１４ ｄ 后）
Ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

（ａｆｔｅｒ １４ ｄａｙｓ）

死苗率（％ ）
Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

ｒａｔｅ

等级

Ｃｌａｓｓｅｓ

突变

体号

Ｍｕｔａｎｔｓ
ｎｕｍｂｅｒ

总苗量

Ｔｏｔａｌ
ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

成活苗

（６ ｄ 后）
Ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

（ａｆｔｅｒ ６ ｄａｙｓ）

成活苗

（１４ ｄ 后）
Ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

（ａｆｔｅｒ １４ ｄａｙｓ）

死苗率（％ ）
Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

ｒａｔｅ

等级

Ｃｌａｓｓｅｓ

豫谷 １ 号 ３３ ３３ ３３ ０ 对照

ｗ１４ ３５ ３４ ３４ ２ ８６ Ｉ ｗ３８ ３５ ２２ １６ ５４ ２９ Ⅲ

ｗ１６ ３０ ２９ ２９ ３ ３３ Ⅰ ｗ３９ ３０ ２３ １２ ６０ ００ Ⅲ

ｗ１７ ３０ ３０ ３０ ０ Ⅰ ｗ４１ ３２ １５ １５ ５３ １２ Ⅲ

ｗ２９ ３３ ３３ ３３ ０ Ⅰ ｗ４４ ３２ １４ １４ ５６ ２５ Ⅲ

ｗ３０ ３４ ３１ ３１ ８ ８２ Ⅰ ｗ４９ ３３ １９ ９ ７２ ７３ Ⅲ

ｗ３３ ３０ ３０ ３０ ０ Ⅰ ｗ５１ ３２ １５ １５ ５３ １２ Ⅲ

ｗ３５ ３３ ３２ ３２ ３ ０３ Ⅰ ｗ５４ ３２ １０ １０ ６８ ７５ Ⅲ

ｗ５０ ３４ ３４ ３４ ０ Ⅰ ｗ５５ ３１ １３ １３ ５８ ０６ Ⅲ

ｗ６９ ３３ ３３ ３３ ０ Ⅰ ｗ５６ ３４ ２０ １１ ６７ ６５ Ⅲ

ｗ８９ ３４ ３２ ３２ ５ ８８ Ⅰ ｗ６４ ３３ １１ １１ ６６ ６７ Ⅲ

ｗ９３ ３０ ３０ ３０ ０ Ⅰ ｗ８８ ３２ １８ １０ ６８ ７５ Ⅲ

ｗ１０３ ３３ ３３ ３３ ０ Ⅰ ｗ９１ ３３ １３ １３ ６０ ６１ Ⅲ

ｘｍ２ ３４ ３４ ３４ ０ Ｉ ｗ１０２ ３４ １５ １５ ５５ ８５ Ⅲ

ｘｍ４８ ３３ ３２ ３２ ３ ０３ Ⅰ ｗ１０９ ３３ １９ ８ ７５ ７６ Ⅲ

ｗ１ ３３ ２６ ２６ ２１ ２１ Ⅱ ｗ６ ３４ ７ ０ １００ ００ Ⅳ

ｗ１０ ３３ ２０ ２０ ３９ ３９ Ⅱ ｗ９ ３４ ２ ２ ９４ １２ Ⅳ

ｗ１５ ３２ ２２ ２２ ３１ ２５ Ⅱ ｗ２２ ３３ ０ ０ １００ ００ Ⅳ

ｗ１８ ３３ ２４ ２４ ２７ ２７ Ⅱ ｗ２４ ３６ ０ ０ １００ ００ Ⅳ

ｗ２３ ３４ ２３ ２３ ３２ ３５ Ⅱ ｗ２８ ３０ ０ ０ １００ ００ Ⅳ

ｗ４５ ３０ ２５ ２５ １６ ６７ Ⅱ ｗ３１ ３４ ０ ０ １００ ００ Ⅳ

ｗ８４ ３４ ２６ ２６ ２３ ５３ Ⅱ ｗ４２ ３３ ０ ０ １００ ００ Ⅳ

ｗ８５ ３２ ２９ ２２ ３１ ２５ Ⅱ ｗ４７ ３３ １ １ ９６ ９７ Ⅳ

ｗ７ ３２ ２１ １５ ５３ １２ Ⅲ ｗ６６ ３３ ２ ２ ９３ ９４ Ⅳ

ｗ１１ ３２ １０ １０ ６８ ７５ Ⅲ ｗ８６ ３２ ９ ３ ９０ ６２ Ⅳ

ｗ１２ ３５ １２ １２ ６５ ７１ Ⅲ ｗ１０４ ３０ ０ ０ １００ ００ Ⅳ

ｗ１３ ３２ ２０ ９ ７１ ８７ Ⅲ ｗ１０５ ３４ ６ ０ １００ ００ Ⅳ

ｗ１９ ３４ ２３ １２ ６４ ７１ Ⅲ ｗ１０８ ３０ １ １ ９６ ６７ Ⅳ

增多，突变体 ｗ７、ｗ１３、ｗ１９、ｗ３８、ｗ４９、ｗ５６、ｗ８８ 和

ｗ１０９ 在第 ６ 天的死苗量少于 １５ 株，到了第 １４ 天死

苗量已经超过了 １５ 株，特别是 ｗ１３、ｗ４９ 和 ｗ１０９ 的

死苗率都超过了 ７０％ 。 成活的幼苗的生长状态也

不如培养箱外正常环境下生长的幼苗，幼苗更小，死
苗率高的 ３ 个突变体叶片均为白色条纹状表型。

死苗量超过 ２５ 株以上的Ⅳ级突变体有 ｗ６、ｗ９、
ｗ２２、ｗ２４、ｗ２８、ｗ３１、ｗ４２、ｗ４７、ｗ６６、ｗ８６、ｗ１０４、ｗ１０５
和 ｗ１０８ 共 １３ 个（表 １），但是其中 ｗ４７、ｗ６６ 和 ｗ１０８
在培养箱外相应突变体也由于感染谷瘟病等原因死

亡，其他突变体在低 ＣＯ２ 浓度的培养箱中不能正常

生长，突变体 ｗ２２、ｗ２４、ｗ２８、ｗ３１、ｗ４２ 和 ｗ１０４ 在第

６ 天就已经全部死亡，ｗ６ 和 ｗ１０５ 也在第 １４ 天后全

部死亡，ｗ９、ｗ４７、ｗ６６、ｗ８６ 和 ｗ１０８ 虽然最后还有个

别的植株存活，但其生长状态非常弱小，而且发育更

慢，植株矮小。 结果表明突变体 ｗ２２、ｗ２８、ｗ３１、ｗ４２
和 ｗ１０４ 对低 ＣＯ２ 浓度环境极度敏感，这 ５ 个突变

体可作为进一步研究的重点材料。 从表型上看它们

都是白色条纹突变体，ｗ２２、ｗ２８、ｗ３１ 和 ｗ４２ 的白条

纹更明显，ｗ１０４ 为轻度白条纹。
２ ４　 维管束鞘细胞淀粉合成变异

糖类被碘液染色后呈红褐色，蛋白质呈黄色，
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Ｃ４ 植物光合作用固碳途径主要发生在维管束周围

的 ＢＳＣ，光合产物糖类物质非常多而被碘液染色为

深褐色，相邻维管束之间的 ＭＣ 合成糖类少而呈现

黄色。 野生型豫谷 １ 号结果（图 ４Ａ），对 ５ 个通过培

养箱筛选到的不耐低 ＣＯ２ 浓度的白条纹突变体碘

液染色结果表明 ｗ２２（图 ４Ｂ）、ｗ２８ 和 ｗ４２ 均没有明

显变化。 ｗ３１（图 ４Ｃ）出现叶脉密度增大，部分叶脉

周围的黄色部分增多，说明其叶脉发育受到了影响，
淀粉等糖类物质累积量异常。 ｗ１０４（图 ４Ｄ）叶脉排

列密度没有明显变化，但其出现两个更黄亮区域，这
可能是该区域的维管束鞘细胞中淀粉合成受到了影

响而出现的结果。

Ａ：野生型豫谷 １ 号；Ｂ：突变体 ｗ２２；Ｃ：突变体 ｗ３１；Ｄ：突变体 ｗ１０４
Ａ：ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ，Ｙｕｇｕ１，Ｂ：ｍｕｔａｎｔ ｗ２２，Ｃ：ｍｕｔａｎｔ ｗ３１，Ｄ：ｍｕｔａｎｔ ｗ１０４

图 ４　 碘染色结果

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ｌｅａｆ ｓｅｇｍｅｎｔ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ Ｉ２ ⁃ＫＩ

３　 讨论

３ １　 低 ＣＯ２ 浓度培养箱在 Ｃ４ 光合作用突变体筛

选和相关生理学研究中具有重要作用

渐新世时期大气环境 ＣＯ２ 浓度的骤降是进化

出现 Ｃ４ 植物的重要因素，Ｃ４ 植物也因此具有更低

的 ＣＯ２ 补偿点，能够适应低 ＣＯ２ 浓度环境［３］。 有研

究表明 Ｃ３ 植物在低 ＣＯ２ 浓度中生长受抑制，但 Ｃ４

植物青狗尾草低 ＣＯ２ 浓度不受影响［４］。 本研究基

于此设计低 ＣＯ２ 浓度培养箱能够有效地控制植物

生长环境中 ＣＯ２ 浓度，首次详细介绍了如何控制低

ＣＯ２ 浓度环境的方法及原理，且目前未有利用 Ｃ４ 植

物谷子在低 ＣＯ２ 浓度培养箱筛选与 Ｃ４ 光合作用相

关突变体的文献报道。 我们期望利用此方法，不仅

可以对本实验室的大量稳定 ＥＭＳ 突变体进行筛选，
也可以进一步利用我国丰富的谷子自然品种资源进

行筛选，或者在其他作物中得到应用，如对高粱、玉

米或者青狗尾草进行筛选，获得可能与 Ｃ４ 进化回复

突变体，弥补 Ｃ４ 正向遗传研究突变体缺乏的现状。
光合作用和光呼吸是植物生理学的重要研究内容，
很多研究受培养箱 ＣＯ２ 浓度调控的限制而难以开

展，本研究报道的低 ＣＯ２ 浓度培养箱可以设置不同

的 ＣＯ２ 浓度，对研究 ＣＯ２ 浓度对光合作用和光呼吸

的影响提供了良好的试验条件。
３ ２　 谷子在低 ＣＯ２ 浓度培养箱筛选中具有明显优

势，已有结果显示必需大批量的突变体筛选才

有可能发掘出 Ｃ４ 光合作用相关的突变体

自 Ｃ４ 光合作用发现以来，认识其分子基础一直

是研究的热点，其中通过突变体，特别是 Ｃ４ 光合作

用关键基因突变体的正向遗传学研究进行了很多工

作，这主要集中在玉米和高粱两个作物上，但由于受

突变体来源和植株大小等多方面限制，除 Ａ Ｂ Ｆｅｌｄ⁃
ｍａｎ 等［２２］外，目前在玉米和高粱上仍未鉴定出有重

要分析价值的材料。 谷子和其野生种青狗尾草在植

株大小上具有显著的优势，可以通过低 ＣＯ２ 浓度培

养箱大批量开展工作，并且任何生长期均可在培养

箱中进行鉴定。 本研究同一批次对 ５４ 份材料进行

了鉴定，说明可以高效率进行研究。 同时，本课题组

在谷子突变体材料鉴定及基因定位领域已经建立了

一套完善的研究课题，为该研究日后的延伸奠定了

基础［２５⁃２６］。
本研究中的不同谷子突变体对低 ＣＯ２ 浓度有

不同的敏感性，其中 ５ 个突变体极度不适应低 ＣＯ２

浓度环境，表型观察表明这些突变体多是叶色和叶

脉突变体，叶片表现各种白色条纹等，这些突变体的

光合作用受到了严重的影响而极度不适，这证明利

用低 ＣＯ２ 浓度培养箱筛选谷子低 ＣＯ２ 敏感突变体

具有可行性，同时也积累了如何利用低 ＣＯ２ 浓度培

养箱筛选突变体的经验。 本研究筛选出 １９ 个Ⅲ级

突变体和 １３ 个Ⅳ级突变体，其中一些突变体本没有

明显的叶脉条纹突变，说明其耐受低 ＣＯ２ 能力受到

了损伤，可能是 Ｃ４ 途径的基因发生了改变，对这些

材料进行深入的研究，有可能发掘出控制 Ｃ４ 途径的

关键基因。
Ｗ Ｌｉ 等［２７］对本培养箱筛选到的一个黄绿叶突

变体 ｓｉｙｇｌ１ 进行了基因定位，该突变体基因编码一

个镁离子螯合酶 Ｄ 亚基（ＣＨＬＤ），单个脯氨酸突变

体为亮氨酸降低了叶绿素合成量，进而影响到了叶

绿体的亚显微结构，对该突变体的生理及功能进一

步研究表明该突变体的光合利用效率不降反增，说
明 ＣＨＬＤ 没有完全失去原有功能，而是获得新的功
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能。 该研究获得谷子叶色异常突变体相关基因，证
明利用正向遗传的方法有效对表型进行研究，并探

索谷子黄绿叶突变体的分子机制。 本研究仅对少量

谷子突变体进行了鉴定，目的在于检验所构建的试

验体系，为大批量的突变体鉴定和筛选建立基础。
李伟等［２８］已经创建了谷子突变体库和基因遗传定

位的分子基础，并且目前实现了外源基因高效转化，
为我们筛选的材料有了进一步研究的可能。 但是这

些材料是否与 Ｃ４ 光合作用相关需要更多的证据。

４　 结论

本研究利用 Ｃ４ 植物耐低 ＣＯ２ 浓度环境的特

点，设计了一种 ＣＯ２ 浓度可控培养箱，用于谷子

ＥＭＳ 突变体库中 Ｃ４ 光合作用相关突变体的鉴定发

掘，以及其他植物光合作用和光呼吸的生理学研究。
对 ５４ 份有叶片和叶脉异常谷子 ＥＭＳ 突变体鉴定，
获得对低 ＣＯ２ 浓度敏感的Ⅲ级突变体 １９ 个和Ⅳ级

突变体 １３ 个。 本研究为植物 Ｃ４ 光合作用的深入研

究提供了筛选经验和材料基础。
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