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Abstract:Itisimportanttoelucidatethe mechanism oflow phosphorustoleranceinricefortheimprovementof
utilizationefficiencyofsoilphosphorus．Withtwodifferentricevarieties,lowＧPtolerantvarietyYi２４３４andlowＧP
sensitivevarietyTongjing９８１,thegeneexpressionrelatedtophosphorusabsorptionandutilizationinriceseedling
rootsweredeterminedbyusinggenechipandqRTＧPCRtechnology．Thephosphoruscontentshowedthatcompared
withthecontrolgroup,thephosphoruscontentintheleavesofYi２４３４decreasedbyalesspercentagethanthatin
Tongjing９８１underlowＧPstress,indicatingthatYi２４３４hadahighefficiencyinphosphorusabsorptionfromlow
phosphorusmediumcompared with Tongjing９８１．ThegenechipresultsshowedthattheexpressionsofPHR１,
osaＧmiR３９９sandSPXstriggeredthephosphorusstarvationsignalpathway,andtheinducedgeneexpressionsof
APA,PAPs,MPE,PA,PEPCandVDAC１,C４ＧDT/MATenhancedthesynthesisandsecretionoforganophosＧ
phorushydrolaseandorganicacid,promotedthereactivationofinsolublephosphorusinmedia,andtheinducedgene
expressionsofOsPT２ andOsPT６ acceleratedtheabsorptionofphosphorusin Yi２４３４rootsunderlowＧPstress．
qRTＧPCRresultsshowedthatthetranscriptionallevelsoftheeightkeygenes(PHR１,SPX,PAP,APA,PEPC,
MFS,OsPT２,OsPT６ )relatedtophosphorusstarvationsignaltransduction,phosphorusactivationandefficient
absorption werecontinuouslyincreased along withthelowＧP treatmentin Yi２４３４ roots．Furthermore,the
transcriptionallevelsoftheseeightgenesinYi２４３４rootsweresignificantlyhigherthanthoseinTongjing９８１roots
underthelowＧPstressandtheinducedexpressionofPHR１,APA,OsPT２genesinTongjing９８１rootswasverylow
underlowＧPstress．Additionally,theactivitiesofbothacidphosphatase(APA)inthetissuesofrootsandsecretedby
rootsinYi２４３４increasedmoresignificantlythanthatinTongjing９８１,whichispossiblyoneofthekeypathwayto
conferYi２４３４highertolerancetothelowＧPstressthanTongjing９８１．
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摘　要:研究水稻耐低磷机制,对高效利用土壤磷的水稻品种改良具有重要意义.应用基因芯片和qRTＧPCR技术,分析了
耐低磷水稻品种仪２４３４和低磷敏感品种通粳９８１根系中磷高效吸收和利用相关基因表达对低磷胁迫的应答.水稻叶片磷
含量的测定结果表明,低磷胁迫下仪２４３４的叶片磷含量较对照降幅小,这表明仪２４３４较通粳９８１具有更强的磷素吸收利用
能力.基因芯片检测结果表明,在低磷胁迫下的仪２４３４根系中,PHR１、osaＧmiR３９９s和SPXs基因的表达诱导、激活磷饥饿
信号 途 径;APA、PAPs、MPE、PA、PEPC 和 VDAC１、C４ＧDT/MAT 等 基 因 的 表 达 诱 导,增 强 有 机 磷 水 解 酶 和 有
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机酸的合成和分泌,促进介质中难溶性磷的活化;OsPT２、OsPT６ 基因的表达诱导,促进仪２４３４根系对磷的高效吸收.qRTＧ

PCR检测结果表明,仪２４３４根系中与磷饥饿信号转导、磷活化、磷高效吸收相关的８个代表性基因(PHR１、SPX、PAP、

APA、PEPC、MFS、OsPT２、OsPT６)的表达水平均随低磷处理时间的延长呈逐步增高的趋势;经低磷处理后,所检测的８个

基因在仪２４３４根系中的转录水平均显著高于其在通粳９８１根系中的转录水平,PHR１、APA、OsPT２在通粳９８１根系中的

表达诱导作用不明显,且仪２４３４根系组织和根系分泌的酸性磷酸酶活性较通粳９８１增强更显著,这可能是仪２４３４较通粳

９８１对低磷胁迫有较高耐性的主要机制之一.
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　　磷是植物生长发育必需的大量元素之一,在植

物体内发挥着重要作用.磷不仅参与许多重要物质

如蛋白质、脂质、核酸的生物合成过程,也参与能量

代谢、物质运输、光合作用、信号转导等途径,且磷素

对提高植物的抗逆性也有重要作用[１].同时,磷也

是植物利用效率最低的营养元素,尽管全球极大多

数土壤中总磷含量高,但就土壤磷对植物的有效性

而言,全球约有４３％的耕地[２]、我国约有２/３的耕

地[３]表现为土壤磷的“遗传学缺乏”[４].
为获得农产品的高产,需大量增施磷肥,常导致

如下后果的产生:过快消耗并浪费宝贵的磷矿资源,
导致磷矿资源的耗竭[５];导致水体富营养化等环境

问题[６Ｇ７];增高农业生产成本,并导致土壤物理质量

退化[８].为解决上述问题,利用生物和非生物途径,
活化和充分利用土壤中原有的固定态磷,以降低农

业生产对磷肥的依赖,减少磷肥施用量,已成为更经

济和环保地解决作物磷营养问题的最新发展趋势.
在长期的进化过程中水稻已形成多种机制以适

应低磷环境,如根系形态变化、土壤磷活化(根系有

机酸和酶分泌)、磷高效吸收运转、体内磷分配和平

衡、代谢途径改变以及调节其他元素的吸收等方

面[９Ｇ１１].上述低磷适应机制显然与水稻体内基因表

达对低磷胁迫的应答相关[１２Ｇ１３].
根据本实验室前期对水稻材料的筛选结果,耐

低磷水稻材料可分为两大类型,即磷高效吸收利用

型和根系形态重塑型.充分利用现有的磷高效吸收

利用型水稻材料,分析磷高效吸收利用相关基因对

低磷胁迫的应答和调控机制,发掘土壤磷高效利用

的关键基因,可为磷高效水稻新品种的选育提供材

料和理论指导.

１　材料与方法

１．１　实验材料及培养

供试水稻材料:本实验室前期筛选出的磷高效

吸收利用型耐低磷水稻仪２４３４(YI２４３４)和低磷敏

感型水稻通粳９８１(TJ９８１)[１４].种子由江苏润扬种

业有限公司提供.
材料培养和处理:分别取饱满水稻种子,浸入

１０％(V/V)双氧水中灭菌３０min,之后用去离子水

反复冲洗干净.种子于２５℃温水中浸种,发芽后的

幼苗用水稻完全培养液(按国际水稻研究所提供的

配方配制,pH ＝５．４)进行培养.待水稻幼苗生长

至３叶１心时,选择长势基本一致的秧苗用泡沫板

固定移栽于容量为１L的塑料盆中,同时设全磷和

低磷(磷含量分别为０􀆰３２mmol/L和０􀆰０１６mmol/

L)两个处理.每盆１０株,并设置３个重复组,每天

更换一次培养液,并将培养液pH 调为５􀆰４.整个

培养过程在光照培养箱中进行,条件如下,温度

３５℃,１４h光照/１０h黑暗.将水稻培养至所需处

理天数后,取根尖样品用去离子水冲洗,液氮速冻后

保存于超低温冰箱中备用.

１．２　水稻叶片磷含量的测定

取低磷处理不同时间的水稻幼苗叶片,置于鼓

风干燥箱内,１０５℃杀青３０min,然后８０℃烘干至恒

量,用微型粉碎机将叶片干样粉碎,过０􀆰２５mm 筛,
称取０􀆰３０００g叶片粉末,用 H２SO４ＧH２O２消煮至清

亮色,磷含量的测定采用钼锑抗比色法[１５].

１．３　基因芯片检测及数据分析

以耐低磷品种仪２４３４为材料,在低磷处理１５d
后,分别取对照和１/２０低磷处理的水稻根系(处理

和对照组均设置３个生物学重复),用去离子水冲

洗,液氮速冻,送至北京博奥生物有限公司进行 AgＧ
ilentmRNA表达谱芯片检测.其基本操作过程如

下:
用 Trizol (Invitrogen,USA)提 取 根 系 总

RNA,并纯化(NucleoSpin® RNAcleanＧupKit,

MACHEREYＧNAGEL,Germany);经电泳质检合

格后,合成第一链和第二链cDNA,并纯化双链cDＧ
NA;以 cDNA 为模板,用 T７Enzyme Mix 合成

cRNA后 纯 化 (RNACleanＧupKit,MN);取５μg
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表１　用于实时荧光定量PCR的特异性引物序列

Table１．TheprimersequencesusedforqRTＧPCRverification．

GeneID
基因ID

功能注释

Functionannotation

上游引物

Forwardprimer

下游引物

Reverseprimer
Os０１g０２３９０００ PHR１ ５′ＧCGCAAGGTGAAGGTGGACTＧ３′ ５′ＧCGATGTTGTGGCGAGTGAGＧ３′
Os０７g０６１４７００ SPX ５′ＧCCCATCCAATGACCACCＧ３′ ５′ＧTTGAAAGCCAAAACACGＧ３′
Os１０g０１１６８００ PAP ５′ＧATCACTATGACTGGAGGGGＧ３′ ５′ＧTGTTTCTGCTGCTGATGTGＧ３′
Os０５g０１９２１００ APA ５′ＧAGTAGCACAAAGCAGCAATAＧ３′ ５′ＧCGTTCAGCATCTCCGTCＧ３′
Os０１g０７５８３００ PEPC ５′ＧTCCAAGCCGCCTTTAGAAＧ３′ ５′ＧATCACGGTCTCCACCCATCＧ３′
Os０６g０３２４８００ MFS ５′ＧCCCTACGATGGATACTGGCＧ３′ ５′ＧAGGATGAAGGTGGTGGTGTTＧ３′
Os０３g０１５０８００ QsPT２ ５′ＧAGCAAGGTCGGGTGGATＧ３′ ５′ＧGAAGGTGAGTGCGTAGAGCＧ３′
Os０８g０５６４０００ OsPT６ ５′ＧGCCTGCTCTTCACCTTCCＧ３′ ５′ＧCCGACGACAACGACAAAAＧ３′

cRNA,用 CbcScriptⅡ酶和随机引物进行反转录,
并纯化(PCRNucleoSpinExtractIIKit,MN);取上

述反转录产物进行 KLENOW 酶标记、纯化;标记

产物溶于杂交液中于４５℃下杂交过夜,并对芯片进

行清洗、甩干;芯片用 AgilentG２５６５CA 微阵列扫

描仪进行扫描,得到杂交图片;采用FeatureExtracＧ
tion图像分析软件进行芯片图像分析,将图像信号

转化为数字信号;将原始数据输入到 GeneSpring
GX软件中,用percentileshift法对信号值进行归

一化处理;对生物学重复进行方差分析,并进行差异

基因筛选.
利用分子功能注释系统(http://bioinfo．capitＧ

albio．com/mas３/)对基因芯片中检测的差异表达

基因进行序列比对,并进一步利用 NCBI(http://

www．ncbi．nlm．nih．gov/)、UniProtKB/SwissＧProt
(http://www．uniprot．org/uniprot/)对差异表达

基因的类型和生物学功能进行查询和核对.

１．４　磷活化与吸收相关基因的实时荧光定量PCR
验证

１．４．１　引物设计和合成

根据基因芯片分析结果,选取８个与磷饥饿信

号转导、磷活化和高效吸收相关的差异表达基因进

行qRTＧPCR验证.在 NCBI数据库中搜索相关基

因的 mRNA序列,利用 Primer５．０软件设计所需

的引物(表１),引物均在 GENEWIZ公司合成.

１．４．２　水稻根系总 RNA 提取

低磷处理５、１０、１５、２０d后,分别取水稻根系,
采用 植 物 总 RNA 提 取 试 剂 盒 (RNA preppure
plantkit,TIANGEN公司,北京)提取总RNA.

１．４．３　cDNA 第一链合成

取适量所提取的总RNA,采用快速反转录试剂

盒(FastQuantRTKit,TIANGEN公司,北京)进

行逆转录,并将不同样品所合成第一链cDNA 的浓

度统一调整为３００ng/μL,然后根据需要分装,用于

后续实验.

１．４．４　实时荧光定量PCR
利用PrimerPremier５􀆰０软件设计适合实时荧

光定量 PCR 反应的引物.将上述cDNA 作为模

版,配制实时荧光定量 PCR反应体系２０μL:１０μL
SYBR® PremixExTaqTMII(２×)(宝生物工程

有限公司,大连)、０􀆰８μLPCR 正向引物(１０μmol/

L)、０􀆰８μLPCR反向引物(１０μmol/L)、０􀆰４μLROX
ReferenceDyeⅡ (５０×)、２μLcDNA 模 板、６μL
ddH２O,并以 Ubiquitin５(UBQ５)[１６]作为内参基因,
应用ABIPRISM７５００实时PCR系统(AppliedBiＧ
osystems,USA)进行PCR反应.反应程序设定如

下:９５℃下预变性３０s;然后设定４０个循环,９５℃下

变性５s,５５℃(根据不同引物选取合适的退火温度)
下退火３０s,７２℃下延伸３０s.每个样品重复４次.

１．５　水稻根系酸性磷酸酶活性的测定

１．５．１　根系组织酸性磷酸酶活性的测定

参考 McLachlan[１７]等方法并略加改动.称取５
g洗净的水稻鲜根,加入８mL０􀆰２mol/L醋酸钠缓

冲液(pH５􀆰８)冰浴研磨成匀浆后,１２０００r/min离

心２０min,取上清液１mL,加入２mL０􀆰０５mol/L
对硝基苯磷酸二钠(pＧNPP),３０℃下黑暗反应３０
min,然后加入２mL２mol/LNaOH 终止反应.以

无酶反应为空白对照,在４５０nm 波长下测定吸光

值,同时作对硝基苯酚(pＧNP)的标准曲线.根系组

织酸性磷酸酶活性以单位时间内单位重量鲜根水解

pＧNPP生成的pＧNP的量来表示(mg􀅰h－１g－１).

１．５．２　根系分泌酸性磷酸酶活性的测定

参考 Ni[１８]等方法并略加改动.取水稻幼苗２
株,用去离子水冲洗干净根系,置于含有１００mL１
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mmol/L对硝基酚磷酸二钠(pＧNPP)(pH＝５􀆰４)培
养液的锥形瓶中,锥形瓶用黑色薄膜包裹,正常光照

培养２h后,吸取１mL反应液加入到５mL１mol/

LNaOH 的试管中,摇匀.以无酶反应为空白对

照,４５０nm 处测定吸光值,同时作对硝基苯酚(pＧ
NP)的标准曲线.然后剪取根系称量鲜质量,根系

分泌酸性磷酸酶活性以单位时间内单位质量鲜根水

解pＧNPP生成的pＧNP的量来表示(mg􀅰h－１g－１).

１．６　数据统计分

采用 MicrosoftExcel的单因素方差分析进行

数据统计分析.

２　结果与分析

２．１　低磷胁迫对水稻叶片磷含量的影响

图１结果表明,无论是低磷处理组还是对照组,
两供试水稻品种叶片磷含量随着时间的延长呈增加

的趋势.低磷胁迫下,通粳９８１叶片磷含量随时间

的增幅要明显小于仪２４３４,而且这种差异性随着低

磷胁迫处理天数的增加变得更显著.与对照组相

比,低磷胁迫下通粳９８１叶片磷含量较对照出现极

显著的下降,而仪２４３４磷含量较对照降幅小.这表

明低磷条件下仪２４３４较通粳９８１具有更强的吸收

利用磷素的能力,即仪２４３４较通粳９８１对低磷具有

更强的耐性.

２．２　仪２４３４根系中低磷胁迫诱导表达基因的芯片

分析

以耐低磷品种仪２４３４为材料的基因芯片检测

图１　低磷处理不同天数仪２４３４和通粳９８１叶片磷含量

Fig．１．ThePcontentinleavesofYI２４３４andTJ９８１afterlowphosＧ

phorustreatment．

结果表明,仪２４３４根系中对低磷胁迫的有效差异表

达基因[FC(abs)≥２􀆰０]共有３３１６个,其中,诱导表

达基因１３２９个(FC≥２􀆰０),下调表达基因１９８７个

(FC≤０􀆰５).根据基因的类型和可能功能,从诱导

表达基因(P 值≤０􀆰０５,同时FC≥２􀆰０)中筛选与磷

饥饿信号转导、磷活化与高效吸收相关的基因如表

２所示.

２．２．１　磷饥饿信号途径相关基因表达对低磷胁迫

的应答

属于MYB 转录因子的磷饥饿应答调节蛋白

(PHR１)基因通过PHR１ 结合序列在植物磷饥饿

信号转导中起关键作用,PHR１ 作为磷吸收、运输

和磷营养平衡的正调节子,受其调控表达的下游基

因包括miR３９９s、PHO２(Phosphate２)、IPS１/At４
(信号分子编码基因)、SPXs(SPX 结构域含有蛋

白)、PHT (高亲和性磷载体)和PAPs(紫色酸性

磷酸酶)等,且 PHR１ 正 调 控 miR３９９s、PHT１、

SPXs等基因的表达[１９].
某些 microRNAs参与调节植物体内主要营养

物质的平衡,其中miR３９９ 在植物感知磷营养缺乏

中有重要作用,在维管组织(尤其是伴随细胞和韧皮

部)中,miR３９９ 的表达受到磷缺乏的强烈诱导,且
在地上部被磷缺乏所诱导表达的miR３９９ 可长距离

运输到地下部根系中,调节其靶标基因PHO２ 和磷

载体蛋白(PTs)基因的表达和剪切加工[２０].

SPXs通过调节磷的韧皮部装载、叶中磷的重

新定位、液泡磷的进出在植物体内磷动态平衡中发

挥重要作用,也可通过SPX 结构域和其他蛋白发

生相互作用;水稻中SPXs的表达受到磷饥饿的强

烈诱导,也受到磷饥饿信号途径中PHRs和PHO２
的调节[２０].

因此,磷缺乏可激活植物体内的磷饥饿信号途

径,调控下游功能基因的表达,进而促进根系对磷的

吸收和运转.我们发现,低磷胁迫显著诱导仪２４３４
根系 中osaＧmiR３９９d、osaＧmiR３９９i、osaＧmiR３９９j
和２个PHR１ 和多个SPXs基因的表达(表２),激
活仪２４３４根系中的磷饥饿信号途径,进而促进对其

下游与磷吸收、运转相关的功能基因表达的调控作

用.

２．２．２　磷活化相关基因表达对低磷胁迫的应答

酸性磷酸酶(APA)主要存在于根的表皮细胞

或由根分泌到土壤中,根系分泌的酸性磷酸酶能将

０７５ 中国水稻科学(ChinJRiceSci)　第３０卷第６期(２０１６年１１月)



表２　低磷胁迫对仪２４３４根系中与磷饥饿信号、磷活化和高效吸收相关基因表达的影响

Table２．EffectoflowＧPstressontheexpressionofgenesrelatedtophosphorusstarvationsignals,phosphorusactivationandhighefficiency
absorption．

功能注释

Functionannotation

基因ID
GeneID

Log２倍数

Log２FC
P 值

PＧvalue
miR３９９ osaＧmiR３９９d ３．３９８±０．３０７ １．１３３×１０－４

osaＧmiR３９９i ２．５７２±０．１７３ ８．０３２×１０－５

osaＧmiR３９９j ３．１８４±０．１１５ １．０２７×１０－６

磷饥饿调控蛋白 Similartophosphatestarvationregulatorprotein(PHR１) Os０１g０２３９０００ １．９５３±０．７９９ ０．０４８
磷饥饿调控蛋白 SimilartophosphatestarvationresponseregulatorＧlikeprotein Os０２g０３２５６００ ２．１４４±０．０８０ ４．６６５×１０－４

SPX结构域OryzasativaSYG/PHO８/XPR１(SPX)domaingene Os０６g０６０３６００ １．４１２±０．２７１ ９．９３４×１０－４

SPX结构域 SPXNＧterminaldomaincontainingprotein Os０７g０６１４７００ ４．４７５±０．２４１ ２．６２８×１０－４

Os１０g０３９２６００ ２．２１８±０．２６３ ４．９５２×１０－５

Os０２g０２０２２００ ２．３７４±０．２０４ １．６２４×１０－４

磷酸盐１SimilartoPHO１Ｇlikeprotein Os０６g０４９３６００ ３．１１９±０．０４７ ２．５９４×１０－４

高亲和力磷载体２Highaffinityphosphatetransporter２(OsPht２) Os０３g０１５０８００ １．３９５±０．４２６ １．９６４×１０－３

磷载体６Oryzasativaphosphatetransporter６(OsPht６) Os０８g０５６４０００ ６．４８８±０．５２５ ５．０９５×１０－５

磷载体６Similartophosphatetransporter６(OsPht６Ｇlike) Os０４g０１８６４００ １．２９７±０．１１９ ０．０４０
紫色酸性磷酸酶 Purpleacidphosphatase(PAP) Os１２g０５７６６００ ４．５１４±０．４９０ ７．７４３×１０－５

紫色酸性磷酸酶 Similartopurpleacidphosphatase(PAP) Os１２g０６３７１００ ２．５５９±０．３４２ ６．７５７×１０－３

Os１０g０１１６８００ ５．１０７±０．２１９ ６．１８４×１０－５

Os１１g０１５１７００ ３．０２４±０．３７６ ３．１５５×１０－３

Os０１g０７７６６００ ２．５７３±０．０７７ ９．３５８×１０－５

紫色酸性磷酸酶 PurpleacidphosphataseＧlike(PAPＧlike) Os０１g０９４１８００ ５．４４２±０．４４９ １．６１２×１０－５

金属磷酸酯酶 Metallophosphoesterasedomainprotein(MPE) Os０７g０１０６０００ ３．０５５±０．６０３ ２．６４６×１０－４

植酸酶 SimilartoPhytase(PA) Os０８g０２８０１００ ３．３７２±０．０２５ １．６５９×１０－５

Os０３g０８４８２００ １．９２６±０．１２４ １．６１０×１０－５

酸性磷酸酶 Acidphosphatase(ClassB)(APA) Os０５g０１９２１００ １．３５３±０．０７５ １．４２０×１０－３

磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶 SimilartoPhosphoenolpyruvatecarboxylase(PEPC)

Os０１g０７５８３００ １．７９１±０．８６０ ０．０１７
Os０１g０１１０７００ ２．１４７±０．６７７ ２．５０８×１０－３

C４Ｇ二羧酸转运/苹果酸转运蛋白

C４Ｇdicarboxylatetransporter/malicacidtransportprotein(C４ＧDT/MAT)
Os０１g０２２６６００ ２．５３７±１．１１８ ７．５６２×１０－３

电压依赖阴离子通道１VoltageＧdependentanionchanne１(VDAC１) Os０１g０５８８２００ １．２７６±０．２４０ ４．２１６×１０－４

协助转运超家族 Majorfacilitatorsuperfamilyprotein(MFS) Os０６g０３２４８００ ４．２１７±１．２６７ １．２７８×１０－３

Os０８g０４０９９００ ４．１１３±０．４１５ ２．１７５×１０－５

Os０８g０１５６６００ ３．４６５±０．１３１ ４．６３７×１０－５

　　PＧ值为对生物学重复组进行单因素方差分析的P 值,P≤０．０５显著,P≤０􀆰０１极显著;Log２FC代表处理与对照转录表达信号值归一化后

的差值.

PＧvalueisthevalueofoneＧwayANOVAofbiologicalreplicates;P ≤０􀆰０５indicatessignificantdifferenceandP≤０．０１indicatesextremely

significantdifference．Log２FCstandsforthedifferencebetweenthecontrolandtreatedgroupafterthetranscriptionaldataisnormalized．

复杂的有机磷化合物水解为磷酸盐,提高磷的生物

有效性,在低磷条件下,磷高效型水稻材料可通过显

著提高根系 APA 活性增强对磷胁迫环境的适应

性[２１];紫色酸性磷酸酶 (PAPs)是金属磷酸酯酶

(MPEs)家族的一员,能催化磷酸酯或酸酐水解,释
放无机磷[２２],玉米低磷响应基因ZmPAP１８ 参与根

外磷素的活化与吸收以及无机磷由根部向其他组织

的转运[２３];植酸酶(PA)是一种特殊类型的酸性磷

酸酶,可催化土壤或植物组织内的植酸及其衍生物

水解为磷酸盐与肌醇,将枯草芽孢杆菌的植酸酶基

因在烟草过表达,可以显著增加根系分泌的植酸酶

活性和植物体内磷含量[２４].表２结果表明,低磷胁

迫下仪２４３４根系中１个APA 基因、６个PAP 基

因、２个PA 基因、１个 MPE 基因的表达受到低磷

胁迫的显著(或极显著)诱导,表明低磷胁迫增强仪

２４３４根系中有机磷水解酶生物合成.
植物在适应低磷胁迫时,根还会向土壤中分泌

一些有机酸(柠檬酸盐和苹果酸等),以溶解一些难

溶的含磷化合物,以供植物的吸收和利用.磷酸烯

醇式丙酮酸羧化酶(PEPC)可催化磷酸烯醇式丙酮
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酸反应生成草酰乙酸,进入三羧酸循环(TCA),生
成柠檬酸、苹果酸等有机酸[２５].植物根系有机酸分

泌不仅涉及有机酸的合成,也涉及有机酸的跨膜转

运和经阴离子通道向根际的分泌[２６].低磷胁迫能

促使水稻根系有机酸的分泌,这在耐低磷品种中表

现尤为明显[９].表２结果表明,仪２４３４根系中２个

PEPC 基 因 和 １ 个 电 压 依 赖 阴 离 子 通 道 １
(VDAC１)基因的表达受 低 磷 胁 迫 的 显 著 诱 导,

PEPC 基因的诱导能促进有机酸的合成,VDAC１
基因的诱导可以促进有机酸的分泌.另外,我们还

发现,仪２４３４根系中１个具有阴离子通道１活性的

C４Ｇ二羧 酸 转 运/苹 果 酸 转 运 蛋 白 基 因 (C４ＧDT/

MAT)的表达也受到低磷胁迫的显著诱导,表明该

基因在低磷胁迫下促进苹果酸、柠檬酸等的转运和

分泌中也有重要作用.
综上,作为耐低磷的水稻品种,仪２４３４根系在

低磷胁迫下可通过基因表达的调控,增强有机磷水

解酶和有机酸的合成和分泌,进而促进介质中难溶

性磷的活化.

２．２．３　磷载体相关基因表达对低磷胁迫的应答

低磷胁迫诱导磷载体基因的表达,是植物在营

养缺乏条件下高效吸收磷素的最主要途径.根据结

构和亚细胞定位的不同,所有单子叶和双子叶植物

的磷载体基因分为四类:PHT１、PHT２、PHT３ 和

PHT４、PHT１ 家族为高亲和性磷载体,PHT１ 家

族基因主要在植物根部特异性表达.在水稻中OsＧ
PT１、OsPT２、OsPT６、OsPT８ 属于PHT１ 家族,过
表达OsPT２ 能促进磷素从根部到地上部分的运

输,缓解磷缺乏症状,促进磷缺乏条件下植物体内磷

的积累[２７];OsPT６ 在磷吸收和转运中均有重要作

用[２８],OsPT６ 主要在根和叶中表达,在对磷缺乏的

应答中有重要作用[２９].本研究结果显示,仪２４３４
根系中OsPT２、OsPT６ 等磷载体基因的表达受到

低磷胁迫的显著诱导(表２).这表明,在低磷胁迫

下的仪２４３４根系中能通过高亲和性磷载体的上调

表达,促进对低磷介质中磷的高效吸收.
协助转运超家族蛋白(MFS)是地球上两大膜

转运蛋白家族之一,广泛存在于所有生物体中,在溶

质单向转运、协同转运、逆向转运中发挥重要作用.

MFS包含７４个家族,每一个家族均与特定底物(包
括离子、磷酸糖、药物、神经递质、核苷、氨基酸、多
肽)的运输有关[３０].其中,磷载体属于 MFS超家

族.本研究发现,仪２４３４根系中３个 MFS 基因的

表达受到低磷胁迫的显著诱导(表２),至于这些

MFS 超家族基因的上调表达是否与磷运转有关有

待于更深入的研究.

２．３　水稻根系中诱导表达基因的荧光定量PCR验

证

为验证基因芯片的检测结果,并分析仪２４３４根

系中诱导表达基因与其耐低磷特性的相关性,以耐

低磷品种仪２４３４和低磷敏感品种通粳９８１为材料,
从磷饥饿信号转导、紫色酸性磷酸酶、磷载体蛋白、
有机酸合成和分泌相关这四类基因中选取８个代表

性基因,应用荧光定量PCR(qRTＧPCR)分别检测低

磷处理５、１０、１５、２０d后两水稻品种根系中所选取基

因的转录水平随时间的变化(图２).

　　qRTＧPCR 验证结果表明,在经低磷处理１５d
的仪２４３４根系中供试的８个基因均表现为上调表

达,且其上调表达倍数与基因芯片检测结果基本一

致,这表明,本研究关于基因芯片的检测结果有极高

的可靠性.
随低磷处理时间的延长,仪２４３４根系中８个供

试基因的表达水平均呈现逐步增高的趋势;在低磷

胁迫下,仪 ２４３４ 根系中 PHR１(Os０１g０２３９０００)、

SPXs(Os０７g０６１４７００)、APA (Os０５g０１９２１００)、

PEPC (Os０１g０７５８３００ )、 MFS 超 家 族

(Os０６g０３２４８００)、OsPT６(Os０８g０５６４０００)等基因

的表达水平就显著高于对照２倍以上,表明仪２４３４
根系中磷饥饿信号转导、磷活化、磷高效吸收相关基

因的表达可对低磷胁迫作出快速应答.
两水稻品种相比,低磷胁迫下耐低磷品种仪

２４３４根系中这８个基因的表达水平均显著高于其

在低磷敏感型品种通粳９８１根系中转录水平;不仅

如此,在通粳９８１根系中PHR１、APA、OsPT２ 等

基因随低磷处理时间的延长其表达诱导作用不明显

(相对转录水平低于对照的２倍),尤其是作为磷饥

饿信号转导中关键基因的PHR１ 在通粳９８１根系

中的表达诱导作用不明显,可能致使受其正调控的

下游基因未见明显的表达上调,这可能是仪２４３４较

通粳９８１对低磷胁迫有较高耐性的主要原因之一.

２．４　低磷胁迫下水稻根系酸性磷酸酶活性分析

２．４．１　低磷胁迫对水稻根系组织酸性磷酸酶活性

的影响

酸性磷酸酶(APA)是一种重要的水解有机态

磷的诱导酶,其活性受到磷丰缺状况的影响.磷

饥饿能诱导植物体内合成的和根系分泌的APA活性
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A,B,C,D,E,F,G,H 分别表示 PHR１ (Os０１g０２３９０００)、SPXs (Os０７g０６１４７００)、PAPs (Os１０g０１１６８００)、APA (Os０５g０１９２１００)、

PEPC (Os０１g０７５８３００)、MFSs(Os０６g０３２４８００)、OsPT２ (Os０３g０１５０８００)、OsPT６ (Os０８g０５６４０００)基因.∗ 、∗∗ 分别表示在P＜０．０５和P＜

０．０１水平上差异显著.

A,B,C,D,E,F,G,H representthegenesofPHR１ (Os０１g０２３９０００),SPXs (Os０７g０６１４７００),PAPs (Os１０g０１１６８００),APA
(Os０５g０１９２１００),PEPC (Os０１g０７５８３００),MFSs(Os０６g０３２４８００),OsPT２ (Os０３g０１５０８００),OsPT６ (Os０８g０５６４０００),respectively．∗ ,∗∗

representsignificantdifferenceatP ＜０．０５andP ＜０．０１,respectively．
图２　仪２４３４(YI２４３４)和通粳９８１(TJ９８１)根系中与磷饥饿信号、磷活化和高效吸收相关基因转录水平随时间变化的qRTＧPCR验证结

果

Fig．２．Transcriptionlevelofphosphorusstarvationsignals,phosphorusactivationandhighefficiencyabsorptionrelatedgenechangeswith

lowＧPtreatedtimeinYI２４３４andTJ９８１rootsbyqRTＧPCR．

的增强[３１Ｇ３２].图３结果表明,两个水稻品种在低磷

胁迫下其根系组织 APA 活性均高于对照组,低磷

敏感型水稻品种通粳９８１根系中 APA 活性较对照

的增幅较小,而耐低磷型水稻仪２４３４受低磷胁迫后
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∗ 、∗∗ 分别表示在P＜０．０５和P＜０．０１水平上差异显著.
∗ ,∗∗showsignificantdifferenceatP ＜ ０．０５andP ＜ ０．０１,reＧ

spectively．
图３　低磷胁迫１５d仪２４３４和通粳９８１根系酸性磷酸酶活性.

Fig．３．TheacidphosphataseactivityinYI２４３４andTJ９８１at１５days

afterlowＧPtreatment．

其根系酸性磷酸酶活性不仅极显著高于对照,且其

增幅明显高于通粳９８１.APA 活性的增高有利于

根系中有机磷化合物的水解,提高植物体内有机磷

的重复利用率.这可能是仪２４３４具有较强耐低磷

胁迫能力的原因之一.

２．４．２　低磷胁迫对水稻根系分泌酸性磷酸酶活性

的影响

水稻根系分泌 APA 能够活化介质中的有机磷

供其吸收利用,对于提高磷素的利用效率具有重要

的作用.图４结果表明,低磷胁迫能极显著提高两

供试品种水稻根系分泌 APA 的活性,且低磷胁迫

下耐低磷水稻仪２４３４根系所分泌 APA 活性较对

照增高的程度明显高于通粳９８１,这说明仪２４３４可

能通过高效活化介质中难溶态有机磷来提高对低磷

胁迫的适应能力.

３　讨论

在低磷胁迫１５d时,与通粳９８１相比,仪２４３４
叶片磷含量降低幅度较小,表明仪２４３４根系能高效

吸收低磷介质中的磷素,表现出对低磷胁迫较高的

耐性.基因芯片的检测结果显示,在经低磷处理１５
d 的 仪 ２４３４ 根 系 中,PHR１、osaＧmiR３９９d、osaＧ
miR３９９i、osaＧmiR３９９j和SPXs基因的诱导表达,
激活了磷饥饿信号途径,从而上调与磷活化(APA、

PAPs、MPE、PA、PEPC、ADAC１ 和 C４ＧDT/

MAT 等)、吸收和运转(OsPT２、OsPT６)相关的下

∗ 、∗∗ 分别表示在P＜０．０５和P＜０．０１水平上差异显著.
∗ ,∗∗showssignificantdifferenceatP ＜ ０．０５andP ＜ ０．０１,reＧ

spectively．

图４　低磷胁迫１５d仪２４３４和通粳９８１根系分泌酸性磷酸酶活

性

Fig．４．AcidphosphataseactivitysecretedbyrootsinYI２４３４and

TJ９８１at１５daysafterlowＧPtreatment．

游功能基因的表达.这些基因的上调表达可以加快

有机磷和无机磷的活化,促进根系对低磷介质中磷

的高效吸收利用.qRTＧPCR试验中,供试的８个基

因上调倍数与基因芯片检测结果基本一致,表明基

因芯片的检测结果是可靠的.随低磷处理时间的延

长,仪２４３４根系中供试的８个基因表达水平均呈现

逐步增高的趋势,表明仪２４３４根系中磷饥饿信号转

导、磷活化、磷高效吸收利用相关基因的表达可对低

磷胁迫作出快速应答.两个水稻品种相比,仪２４３４
根系中８个供试基因在低磷胁迫下的转录水平均显

著高于通粳９８１,PHR１、APA、OsPT２ 在通粳９８１
根系中的表达诱导作用不明显,且仪２４３４根系中酸

性磷酸酶的活性也显著高于通粳９８１,这表明低磷

胁迫诱导表达的基因可调控相应蛋白的合成,进而

促进根际环境和植株体内有机磷的水解,增强了仪

２４３４根系对磷的高效吸收利用.综上,磷饥饿信号

途径、磷活化、吸收与转运相关基因的上调表达,活
化了体内外磷素,提高了机体内磷的供应水平.这

可能是仪２４３４耐低磷的重要机制之一.
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