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摘要：用两相法分离了供磷（ ? @）和缺磷（ $ @）营养下水稻苗期根系的细胞膜，并测定了细胞膜上 A? 2B,@4C-的水
解活性，以期阐明水稻根系细胞质膜上 A? 2B,@4C-对不同缺磷的反应机制。结果表明，缺磷的水稻根系细胞膜
A? 2B,@4C-的水解活性和 A? 2B,@4C-的 !34D，"# 均低于正常供磷的植物；缺磷的水稻根系细胞膜 A? 2B,@4C-最佳

EA值为 0F"，而正常供磷植物的为 EA 0F/左右；G-CH-I7 J.=H结果说明，缺磷水稻根系细胞膜 A? 2B,@4C-酶浓度与
正常供磷植物相似。本试验结果还说明，缺磷水稻根系细胞膜 A? 2B,@4C-活性低的原因并不是因为其单位细胞膜
上的 A? 2B,@4C-酶分子数量小于正常供磷的植物，而是缺磷水稻根系细胞膜上 A? 2B,@4C-的同工酶的组成与供磷
植物相比发生了变化。这很可能是缺磷胁迫下水稻根系细胞膜 A? 2B,@4C-的一种适应机制。
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磷是作物生长所需的重要营养元素之一，但是

土壤中有机磷的含量占了很大的比重。另外由于磷

的沉淀和吸附，导致土壤溶液中真正能被植物根系

所吸收的有效磷含量很低［%$!］。为了适应低磷环

境，植物根系产生了一系列的适应机制，表现为根系

扩大生长，根毛增多，与真菌共生形成菌根［’］，分泌

酸性磷酸酶、有机酸、质子［/］、诱导根系细胞膜上的

高亲合性磷酸盐转运蛋白等［&］。

在植物根系细胞膜上存在着高亲合性与低亲合

性的磷酸盐转运系统［0］，并且这两种吸收形式都是
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!"#$%
& 在多个 !’陪伴下的主动运输，需要细胞质

膜上的 !’ ()*#+,-提供能量与质子［.%/］。植物细胞
质膜上的 !’ ()*#+,-（01 &23242&5）通过水解 )*#
产生能量，将细胞质中的 !’泵出细胞从而在细胞

膜两侧产生 !’浓度梯度和电化学势，以质子驱动

力的形式推动各种离子和小分子代谢产物进行跨膜

运输［6%47］。已有研究认为，大豆、番茄根系细胞膜上

的 !’ ()*#+,-在缺磷时活性提高有利于增强根系对
磷素的吸收［44%4"］；白羽扇豆在缺磷时产生的排根，其

细胞膜 !’ ()*#+,- 的活性是供磷根系的 8倍［4&］。但
是，有关在缺磷或是低磷胁迫下植物根系细胞膜 !’ (
)*#+,- 的研究目前也仅限于对上述 &种植物的研究，
因此根系细胞膜 !’ ()*#+,- 活性提高是否就代表着
植物对低磷的一种普遍应激反应还有待商榷。

鉴于上述几种植物都是双子叶植物，而对于单

子叶植物根系细胞膜 !’ ()*#+,-在缺磷时的反应的
研究在国内外尚未见报道。因此本试验着重研究了

水稻苗期缺磷时根系细胞膜上 !’ ()*#+,-的水解活
性及其在蛋白水平上的表达差异，旨在揭示水稻根

系细胞膜上 !’ ()*#+,-对缺磷的反应机制及可能的
原因。

! 材料与方法
!"! 试验方法
供试水稻品种为武育粳（!"#$% &%’()% 9: ,;;:

*%+,-(.% <=: >?@?ABCD）。
种子用 47E !"$"消毒 &7 FBC，去离子水浸泡后

置于 "5G恒温光照培养箱中催芽 " H，待幼苗长至
两叶一心时移入 5 9周转箱中进行溶液培养，周转
箱上置 4"穴的塑料板，每穴定植 &株水稻幼苗。营
养液每隔 & H更换 4次。营养液采用国际水稻研究
所（IJJI）常规营养液配方，并略作修改。K-以 K- %
0L*)形式配入保持营养液中 K-浓度为 "27 FD M 9，
并加入 N+"OB$&·6!"$保持营养液中 OB$"浓度为 4"7
FD M9，试验设缺磷处理和供磷对照（# " FD M 9，以
P!"#$8配制），重复 &次。

!"# 测定项目与方法
42"24 叶片、根系中 #含量测定 将叶片、根系鲜
样烘干、粉碎后，经浓 !"O$8%!"$"消煮，用矾钼黄比

色法测定样品中的全磷含量［48］。

42"2" 水稻根系细胞膜分离 根系细胞膜分离方
法参照 Q+C等［4&］的方法，略加修改。称取极富活力
的水稻根系 "7 D左右，加入 8 倍体积（R M =）预冷的
研磨缓冲液，其包含 57 FFST M 9 U*#｛4，&%二［三（羟

甲基）甲氨基］丙烷｝% V0O（"%吗啉乙磺酸）（OBDF+，
;! .2/）、" FFST M 9 0W*)［乙二醇（"%氨基乙基）四乙
酸］、725E（R M =）UO)（牛血清蛋白）、72"5 FFST M 9 PI
、"57 FFST M 9蔗糖、723E（R M =）#X#（聚乙烯吡咯烷
酮 P % &7）、47E（= M =）甘油、5 FFST M 9 "%巯基乙醇、"
FFST M 9 L**（二硫苏糖醇）、4 FFST M 9 #VOK（苯甲基
磺酰氟），冰浴中研磨，匀浆用 8 层纱布过滤后，
44577 Y D离心 47 FBC，弃沉淀；上清液于 /.777 Y D
下离心 &5 FBC，弃去上清液。用 3 F9 磷酸缓冲液
［含 5 FFST M 9 P!"#$8（;! .2/）、477 FFST M 9 P1T、"57
FFST M 9蔗糖］悬浮沉淀后，加入由右旋糖苷（L-Z[\+C）
* % 577（OBDF+）和聚乙二醇（#0W）&&57（OBDF+）的水溶
液组成的两相分离系统［含 324E（R M R）L-Z[\+C *
% 577 和 #0W(&&57，5 FFST M 9 P!"#$8（;! .2/）、477
FFST M 9 P1T、"57 FFST M 9蔗糖］，来回摇动 &7次以混
匀。8G ."7 Y D离心，每次离心结束将分层后的上
相转移到新的两相系统中，离心时间依次为 "&、45、
47、5 FBC，最后将上相中收集到的膜蛋白用磷酸缓
冲液稀释 3倍，454"77 Y D下离心 87 FBC。将沉淀用
U*#缓冲液［含 5 FFST M 9 U*# M V0O（;! .2/）、"57
FFST M 9蔗糖、& FFST M 9 P1T］溶解后再次在 454"77 Y
D下离心 87 FBC，收集到的膜蛋白用 4!" F9 U*#缓
冲液溶解后分装，液氮速冻，置于 % /7G中保存。以
上所有操作过程均在 7!8G下进行。所用离心机
为 U01PV)N 1$]9*0J$;[BF?F*V 9 % /7 ^#，转头为
O>&" *B。
42"2& 蛋白质含量测定 用 U\+H_S\H（W"57）染色
法［45］测定。UO)（牛血清蛋白）为标准蛋白。
42"28 细胞膜 !’ ()*#+,-水解活性的测定 测定
!’ ()*#+,- 水解活性时，反应体系建立参照 Q+C
等［4&］的方法，显色过程参照 $‘CB,‘B 等［43］的方法。
反应体系体积为 7257 F9，含有 &7 FFST U*# M V0O缓
冲液，5 FFST M 9 VDO$8，57 FFST M 9 P1T，57 FFST M 9
PN$&，4 FFST M 9 N+"VS$8，4 FFST M 9 N+N&，727"E
（R M =）U\BA 5/（OBDF+），5 FFST M 9 N+"()*#。加入 &7

!9膜蛋白（蛋白含量 4!"!D）启动反应，&7G下保
温 &7 FBC；然后加入中止液 "257 F9，" FBC后再加入
7257 F9，&7G下再保温 &7 FBC后比色，波长 ."7 CF。
在相同的条件下，以测定煮沸 &7 FBC后失去活性的
膜蛋白作为空白。水解活性根据单位时间内每毫克

膜蛋白释放的磷含量减去空白值计算所得。

42"25 细胞膜蛋白凝胶电泳和免疫印迹试验 参
照陈熙［4.］等的方法，用 8E浓缩胶和 47E分离胶的
OLO % #)W0分离细胞膜蛋白（45!D 膜蛋白质上样
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量），然后用 !"# $ %&’ (")"*+&), $ -.#* /./0*+#12#+/*"0
*+&),3/+ 0/..将分离的蛋白质电转移到 4567膜上，用
含 89 脱脂奶粉的 :!;:（<8= ((#. > ? @&A.，<=
((#. > ? :+",·BA.，1B CD=），=D=89 :E//) F=G室温封
闭< 2，加入一抗（丹麦皇家兽医与农业大学 4&.(H+/)
教授赠送的植物细胞膜 BI JK:4&,/ 多克隆抗体），
LG过夜，经 :!;:清洗后用辣根过氧化物酶标记的
MHN二抗（;"H(& 公司）室温孵育 <D8 2，最后用 :!;:
清洗，OA?试剂盒（P4?公司）检测。
所有数据采用 ;K;软件中 ?;6（! Q =D=8）进行

处理间双重比较分析。结果数据为 R次独立试验的
平均值。

! 结果与分析

!"# 叶片和根系中 $含量
水稻长到四至五叶一心时（F= ’左右），取样测

定水稻叶片和根系中全磷含量（图 <），结果说明，缺
磷造成根系与叶片中全磷含量明显下降。

图 # 缺磷与供磷营养下水稻叶片和根系中磷含量比较
%&’(# )*+ ,-./01&2-3 -4 $ ,-35+35 &3 1&,+ 6+04 037 1--5

8+59++3 $ 7+4&,&+35 037 2:44&,&+35 ,-37&5&-32

!"! 根系细胞质膜纯度检验
根系样品经葡聚糖两相分离系统分离后获得细

胞膜的微囊体，通过测定得到细胞膜囊体中各种生

物膜的 K:4&,/ 水解活性。从表 < 结果看出，8=
((#. > ? P@SR对 BI JK:4&,/活性影响为 =9（ I 4）和

<9左右（ $ 4），< ((#. > ? @&@R对 BI JK:4&,/活性的
影响为 <9左右（ I 4）和 F9左右（ $ 4），表明膜微囊
体中几乎没有液泡膜、线粒体膜的污染。< ((#. > ?
@&FT#SL影响有 U9（ I 4）和 <L9（ $ 4），说明膜微
囊体中含有一定程度的酸性磷酸酶，而且缺磷植物

的膜微囊体中酸性磷酸酶的比例有所增加，这很可

能是缺磷所造成的。=D< ((#. > ? @&R5SL 对 BI JK:J

4&,/活性的影响程度分别达到 U89（ I 4）和 UV9
（ $ 4）左右，说明在膜微囊体中主要是以细胞膜为
主。为了避免线粒体膜、液泡膜上 BI JK:4&,/以及
酸性磷酸酶可能带来的影响，在测定细胞膜 BI JK:J
4&,/ 水解活性的各种指标中均加入 8= ((#. > ?
P@SR、< ((#. > ? @&@R和 < ((#. > ? @&FT#SL以保证测

定结果的可靠性。

表 # 缺磷与供磷营养下水稻根系细胞膜微囊体中对不同
抑制剂敏感的 ;< =>)$02+活性（/; ?"@时测定）

)086+ # A3*&8&5-1 B 2+32&5&C+ >)$02+ 0,5&C&5D 022-,&05+7 9&5*
1--5/602.0 .+.8103+ 41-. $ 7+4&,&+35 037 2:44&,&+35

1&,+ 1--52（5+25+7 05 /; ?"@）

处理

:+/&*(/)*,

K:4酶活性 K:4&,/ &0*"W"*X
［ 4"!(#. >（(H·(")）］
供磷 I 4 缺磷 $ 4

对照 AP =DYYY Z =D=8=（<==9）=D8<= Z =D=FU（<==9）
8= ((#. > ? P@SR =DYYY Z =D=8U（=9） =D8=C Z =D=F=（<9）
< ((#. > ? @&@R =DYYF Z =D=YC（<9） =DLUU Z =D=L=（F9）
< ((#. > ? @&FT#SL =DY=8 Z =D=8L（U9）=DLRC Z =D=R<（<L9）
=D< ((#. > ? @&R5SL =D=RL Z =D=<Y（U89）=D=<= Z =D==<（UV9）

!"E 缺磷与供磷营养下根系细胞膜 ;< =>)$02+水
解活性的比较

为了进一步检测 BI JK:4&,/的特征，本试验测
定了 BI JK:4&,/的水解活性。在 1B值为 YDL!YDV
的范围内，供磷的水稻根系细胞膜上 BI JK:4&,/活
性都显著高于缺磷根系细胞膜 BI JK:4&,/（图 F），但

图 ! 在不同 /;值时，缺磷与供磷水稻根系细胞膜上
;< =>)$02+活性的比较

%&’(! F-./01&2-3 -4 1--5 /602.0 .+.8103+ ;< =>)$02+
0,5&C&5&+2 -4 $ 7+4&,&+35 037 2:44&,&+35 1&,+ 1--52 :37+1

7&44+1+35 /; ,-37&5&-32
（细胞膜 BI JK:4&,/活性是在加入 < ((#. > ? @&@R、< ((#. > ?

@&FT#SL和 8= ((#. > ? P@SR，R=[A时测定。

4.&,(& (/(-+&)/ BI JK:4&,/ &0*"W"*X E&, &)&.X\/’ ") *2/ 1+/,/)0/ #3

< ((#. > ? @&@R，< ((#. > ? @&FT#SL &)’ 8= ((#. > ? P@SR，R=[A）

RFFF期 许征宇，等：水稻根系细胞膜 BI JK:4&,/对缺磷的反应



是在 !"值为 #$%!%$&的范围内，缺磷水稻根系细
胞膜上 "’ ()*+,-. 活性虽高于供磷根系的细胞膜
"’ ()*+,-.活性，但差异不显著。测定结果表明，供
磷营养下水稻根系细胞膜 "’ ()*+,-.的最适 !"值
在 %$/，而缺磷水稻根系细胞膜 "’ ()*+,-. 的最佳
!"在 %$&。
!"# 缺磷与供磷营养水稻根系细胞膜 $% &’()*+,
的 !-*.与 "# 比较
为了研究 "’ ()*+,-. 的动力学特征，测定了

"’ ()*+,-.在底物 )*+浓度为 0!/000!123 4 5范围
内水解活性的变化。当底物浓度不断升高时，水稻

根系细胞膜 "’ ()*+,-.活性接近饱合（图 6)），将数
据根据 7,89. : "2;-<.. 方程加以转化后，在 )*+,-.
活性与相应的 )*+ 浓度比之间存在着很好的线性

关系（= > 0$??）（图 6@），表明 "’ ()*+,-.符合典型
的米氏动力学特征。

最大反应速度 !1,A和 "# 通过计算截距和斜率
获得（表 &）。在 60 B时，缺磷营养和供磷营养水稻
根系细胞膜 "’ ()*+,-.的 "# 分别为 0$&#C和 0$6/&
11234 5； !1,A 分 别 为 0$/?C 和 0$%?D +9

!123 4（1E·19F）。缺磷水稻根系细胞膜 "’ ()*+,-.
的 !1,A值显著低于供磷对照，说明缺磷导致水稻根

系细胞膜 "’ ()*+,-.活性下降。缺磷水稻根系细胞
膜 "’ ()*+,-.的 "# 小于供磷营养，说明缺磷水稻
根系细胞膜 "’ ()*+,-. 对底物 )*+ 的亲合性要高
于供磷水稻。这也意味着缺磷和供磷营养水稻根系

细胞膜 "’ ()*+,-.的酶学性质有所不同。

图 / 缺磷与供磷营养水稻根系细胞膜 $% &’()*+,在 /012时的动力学特征的比较

3456/ 27-8*94+7: 7; <=, >4:,<4? ?=*9*?<,94+<4?+ 7; 977< 8@*+-* -,-A9*:, $% &’()*+, 7; ) B,;4?4,:< *:B +C;;4?4,:< 94?, *< /012
［)：)*+,-.对 )*+的依赖性 G.!.F8.FH. 2; )*+,-. ,H<9I9<J 2F )*+ H2FH.F<=,<92F；

@：7,89. : "2;-<.. 线性方程 7,89. : "2;-<.. .KL,<92F（ $ > 0$??，: +；$ > 0$??，’ +）］

表 ! 缺磷与供磷营养下水稻根系细胞膜

$% &’()*+,的动力学参数

(*A@, ! (=, >4:,<4? ?=*9*?<,94+<4?+ 7; 977< 8@*+-* -,-A9*:,
$% &’()*+, 7; ) B,;4?4,:< *:B +C;;4?4,:< 94?, 977<+

动力学参数

M9F.<9H HN,=,H<.=9-<9H
供磷

’ +
缺磷

: +
"#（1123 4 5）

!1,A［+9!123 4（1E·19F）］
0$6/& O 0$00C ,
0$%?D O 0$0## ,

0$&#C O 0$0D6 P
0$/?C O 0$06D P

注：数据后的小写字母表示两者在 % Q 0$0#水平上的显著性差

异。

R2<.：G9;;.=.F< 3.<<.=- 9F , =2S =.!=.-.F< -9EF9;9H,F< 89;;.=.FH. ,< <N.

0$0# !=2P,P939<J 3.I.3 T

!"D 缺磷与供磷营养水稻根系细胞膜 $% &’()*+,
的免疫印迹

为了研究细胞膜 "’ ()*+,-.水解活性的差异是
否是由于其单位膜蛋白中 "’ ()*+,-.数量的差异所
致，细胞膜蛋白（D#!E）经 UGU : +)V7凝胶电泳分离
后，转到 +WGX膜上后与 "’ ()*+,-. 的多克隆抗体
发生反应。从 Y.-<.=F @32<的结果（图 /）可以看出，
缺磷与供磷营养的水稻根系细胞膜 "’ ()*+,-.的免
疫印迹的深度差异不明显，说明单位膜蛋白中，缺磷

并没有造成 "’ ()*+,-.酶浓度降低，即缺磷与不缺
磷情况下，单位膜蛋白中 "’ ()*+,-.的数量差异不
大。

/ 讨论
本试验采用两相法提取细胞膜，细胞膜纯度达

到 ?#Z以上，从而保证了细胞膜 "’ ()*+,-.活性测

/&& 植 物 营 养 与 肥 料 学 报 D/卷



图 ! 细胞膜 "# $%&’()*的+*),*-. /01,免疫分析

2345! 6778.19*,*:,31. 1; <0()7( 7*7/-(.*

"# $%&’()* /= +*),*-.>/01,

定的准确性。通过比较水稻根系细胞膜上 !" #$%#
&’()的活性可知，缺磷营养下水稻根系细胞膜上
!" #$%&’()活性明显低于供磷营养（表 *），尤其在测
定 +!高于 ,-.的范围内（图 *）。一般来说，细胞膜
上 !" #$%&’()活性差异的原因取决于两方面：一方
面是通过改变单位面积细胞膜上的 $%&酶的数量；
另一方面就是细胞膜上 !" #$%&’()本身的性质发生
了改变，即出现了一种或几种水解效率不同的同工

酶，或是两种情况同时发生［*/］。0)(1)23 4 5671的结
果（图 8）显示，缺磷与供磷营养下水稻根系细胞膜
上 !" #$%&’(的免疫印迹差异不大，因此 !" #$%&’()
活性的变化并不是由于 $%&’()酶蛋白浓度变化造
成的。由此可知，缺磷并没有引起单位面积细胞膜

上 $%&酶数量的显著改变。
但是，酶动力学的研究结果看出，缺磷营养下水

稻根系细胞膜上 !" #$%&’()的 !" 值明显小于供磷

对照（图 9，表 .），并且 !" #$%&’()活性在 +! ,-:时
活性最高；而供磷营养的 !" #$%&’() 活性的最佳
+!是 ,-8（图 .）。根据酶学的特点可知，各种同工
酶之间在酶动力学特征，+!最佳点等方面都是不同
的。因此，缺磷很可能诱导水稻根系中一个或是几

个!" #$%&’() 的同工酶发生了变化。由于细胞膜
!" #$%&’()是由一个多基因家族编码的，在水稻中
有 *:个 !" #$%&’()基因，模式植物拟南芥和烟草中
也分别有 ** 个和 ; 个 !" #$%&’()基因［*;4.:］；并且
在转录水平上，其表达受外界环境的诱导，如玉米在

硝酸盐的诱导下出现 #$%& 的特异性表达［.*］，番茄
根系在菌根侵染时，根系细胞膜 !" #$%&’()发生改
变［..］。因此，缺磷究竟诱导了水稻根系细胞膜哪些

!" #$%&’()基因的表达发生了变化，还需要通过分
子生物学技术加以鉴定。

以往的研究发现，缺磷的双子叶植物，如番茄、

大豆的根系，以及白羽扇豆排根的细胞膜 !" #$%#
&’()的活性升高［**4*9］。但是，也有研究认为，在单
子叶植物中，如小麦在缺磷时并不分泌氢离子［.9］，

玉米在缺乏营养元素的情况下氢离子的分泌也比对

照要低［.8］。由于细胞膜 !" #$%&’() 的主要作用就
是排出氢离子，可以推测，在缺磷的情况下这些植物

的根系细胞膜 !" #$%&’()的活性可能也有所下降。
通常 !" #$%&’()活性的升高是与某种物质的大量运
输相联系，对于白羽扇豆的排根以及大豆的根系而

言，在缺磷时，这些根系能大量分泌有机酸［*9，.<］，因

此，!" #$%&’()活性的增强很可能是与有机酸的分
泌相关［.,］，而不是与磷素的吸收相关。因为在缺磷

状态下，外界的磷素很少或是几乎没有，在这种情况

下，植物根系细胞膜 !" #$%&’()活性提高来用于吸
收磷素显然是徒劳的。

在缺磷情况下，植物通过一系列的生理改变，以

有效地利用植物体内有限的磷素［.=］，而水稻根系在

缺磷胁迫下 !" #$%&’()活性降低，同时与底物 $%&
的亲合性增加，即 !" 减小，可以减小 $%&的用量，
这很可能是水稻对缺磷的一种适应机制。
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