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摘要：［目的］研究马尾松紫色酸性磷酸酶基因功能及其对低磷胁迫的应答。［方法］采用ＲＡＣＥ法克隆马尾松紫色
酸性磷酸酶（ＰＡＰｓ）家族成员ＰｍＰＡＰ１，利用软件和数据库，对基因结构功能进行多重分析预测，检测其接种外生真
菌及低磷胁迫下的表达模式。［结果］表明，ＰｍＰＡＰ１基因ｃＤＮＡ全长２５２０ｂｐ，开放阅读框１８６９ｂｐ，编码６２２个氨
基酸残基，具紫色酸性磷酸酶保守结构域特征，属于高分子量ＰＡＰｓ。ＰｍＰＡＰ１有信号肽，无跨膜区，推测定位于细胞
质基质或细胞器基质中，它与莲（Ｎｅｌｕｍｂｏｎｕｃｉｆｅｒａ）、无油樟（Ａｍｂｏｒｅｌｌａｔｒｉｃｈｏｐｏｄａ）的亲缘关系最近，相似性分别达
７１％和６９％，进化关系古老、保守性强。时空表达分析表明，ＰｍＰＡＰ１的表达受外生菌根诱导，在不同组织中均有表
达，其根中的表达量显著高于茎和叶。在菌根化和非菌根化的幼苗中，ＰｍＰＡＰ１的表达均受基质中磷含量的影响，
表现为低磷条件下高效激活，高磷条件下其表达反而受到抑制。低磷胁迫下根系中酸性磷酸酶活性持续增高，说明

其活性与磷供给水平和时间有相关性。［结论］首次克隆鉴定了１个受外生菌根诱导的马尾松紫色酸性磷酸酶基
因，其参与了对低磷胁迫的应答，为深刻认识马尾松耐低磷的分子机制、遗传改良提供了新信息和新思路。
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磷是植物体生长发育、生理代谢等过程中所必

需的营养元素，但土壤中能有效利用的磷含量却很

低，因此植物形成了多种耐低磷适应机制，较重要的

一种方式是通过诱导产生磷酸酶来提高植物磷素的

利用率，其中紫色酸性磷酸酶（Ｐｕｒｐｌｅａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａ
ｔａｓｅｓ，ＰＡＰｓ）是普遍存在于植物体内的酸性磷酸酶
（Ａｃｉｄｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｓ，ＡＣＰｓ）类。植物紫色酸性磷酸
酶具有双金属离子中心［１］，属于金属水解磷脂酶，其

羧基端含有一个保守结构域，由５个保守基序、７个
金属配对氨基酸残基构成（ＤＸＧ／ＧＤＸＸＹ／ＧＮＨ（Ｄ／
Ｅ）／ＶＸＸＨ／ＧＨＸＨ）［２］，在酸性环境下能有效催化磷
酸酯或酸酐的水解，释放出能被植物利用的磷酸

盐［３－５］。根据国内外研究表明，已从拟南芥（Ａｒａｂｉ
ｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ（Ｌ．）Ｈｅｙｎｈ．）、大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ（Ｌ．）
Ｍｅｒｒ．）、番茄（Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ Ｍｉｌ．）、水稻
（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）等植物中分离、鉴定出紫色酸性磷
酸酶基因，发现大部分ＰＡＰｓ基因的表达受低磷胁迫
诱导［６－７］，且在缺磷条件下植物根际酸性磷酸酶的

分泌以及植物体内紫色酸性磷酸酶活性均显著性提

高，对活化植株根际周围的有机态磷和促进植株体

内磷素的再循环利用有重要作用［８－９］。除此之外，

在不同植物的生长发育过程中，ＰＡＰｓ具有多种生物
学功能，在保护细胞壁合成和抑制氧化胁迫［１０－１１］、

花的发育和种子的萌发［１２］、植物防御病菌侵

染［１３－１５］等方面也发挥了重要作用。

马尾松（ＰｉｎｕｓｍａｓｓｏｎｉａｎａＬａｍｂ．）作为中国东
南部的主要树种，有速生、用途广等优点，是典型的

外生菌根（Ｅｃｔｏｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌｆｕｎｇｉ，ＥＣＭ）树种［１６］。它

是少数无根毛植物，其根系与大量外生菌根真菌共

生，形成的外生菌根上有丰富的外延菌丝和菌套结

构，替代了根毛的作用，促进马尾松对磷以及其他营

养物质的吸收，在马尾松耐低磷机制中起着重要作

用。迄今为止，马尾松紫色酸性磷酸酶基因的克隆

及表达分析尚属空白，特别是外生菌根对其表达的

影响未见报道。不同种源马尾松对低磷胁迫的遗传

反应有显著性差异［１７］，本研究利用耐低磷的优良马

尾松家系，克隆和鉴定出受外生菌根诱导的马尾松

紫色酸性磷酸酶基因，分析其在不同磷条件、不同组

织中的基因表达模式，探讨了该基因对低磷响应的

分子机制，旨在为马尾松磷高效分子育种提供优良

的候选基因，对提高马尾松磷素利用效率和对低磷

环境的适应能力具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　试验材料及菌根真菌处理
试验材料选择四川眉山市丹棱县杨场镇生长势

强健、耐低磷的优良马尾松家系，２０１２年采集２０年
生植株种子，前期研究表明，该家系耐低磷能力强

（未发表），２０１３年在贵州大学温室中培育１年生实
生苗。供试土壤采自贵州贵阳市孟关林场，采集距

土表层５０ｃｍ下的土壤作为育苗基质，ｐＨ为５．４，有
机质４．６７ｇ·ｋｇ－１，全氮 ０．４３ｇ·ｋｇ－１，碱解氮 ３７
ｍｇ·ｋｇ－１，全磷 ０．１２ｇ·ｋｇ－１，有效磷 ２．７６ｍｇ·
ｋｇ－１，全钾４．２３ｇ·ｋｇ－１，速效钾２０ｍｇ·ｋｇ－１，属低
磷、低钾黄壤土。喷洒甲醛，闷盖塑料膜一周后，用

细筛进行筛选，１２４℃ １２６℃灭菌１ｈ，晾晒１ｄ，然
后再灭菌１次，待冷却后装入经高锰酸钾灭菌（２４
ｈ）育苗盘和培养钵，另备高温高压灭菌的珍珠岩用
作盖土。

试验菌种包括美味牛肝菌（Ｂｏｌｅｔｕｓｅｄｕｌｉｓ（Ｂｕｌｌ：
Ｆｒ．），北京农学院曹庆芹教授惠赠）和彩色豆马勃
（Ｐｉｓｏｌｉｔｈｕｓｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ（Ｐｅｒｓ．）ＣｏｋｅｒｅｔＣｏｕｃｈ，贵州大
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学植物生理实验室惠赠）。菌剂侵染采用三层侵染

法，距基质表面２／３处埋入固体菌剂；据１／３处喷洒
液体菌剂，表层直接用液体与固体菌剂混合侵染马

尾松根部，移栽入土后，表层盖上已灭菌的珍珠岩。

实验设无侵染对照和２种外生真菌混合侵染试
验组。将苗移栽到灭菌的容器中，用１／２Ｈｏａｇｌａｎｄ
营养液浇灌，磷浓度处理分别为０、５、５０、５００、５０００
μｍｏｌ·Ｌ－１。每处理１０株，重复４次，培养３０ｄ后
采样。

１．２　马尾松紫色酸性磷酸酶基因的全长克隆
用ＲＮＡ试剂盒（Ｔｉａｎｇｅｎ＆Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）分

别提取不同磷处理的马尾松根、茎、针叶的总 ＲＮＡ，
通过琼脂糖电泳和紫外分光光度计检测浓度和纯

度。利用ＭＭＬＶ反转录酶（Ｔｉａｎｇｅｎ公司）合成 ｃＤ
ＮＡ第一链，置于－２０℃保存备用。

根据 ＧｅｎＢａｎｋ中野生大豆 （基因登录号：
ＡＦ２３６１０８）等高等植物ＰＡＰｓ序列中的保守区，设计
简并引物克隆基因。扩增程序为 ９４℃预变性 ３
ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５４ ６２℃退火３０ｓ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃继续延伸 １０ｍｉｎ，产物经
１．２％的琼脂糖凝胶电泳后分离、回收、纯化，连接到
ＰＭＤ１９Ｔ（Ｔａｋａｒａ公司），转化到 ＤＨ５α（Ｔｉａｎｇｅｎ公
司），挑取单菌落后抽提质粒，送生工生物工程（上

海）公司测序，ＤＮＡ凝胶纯化回收和质粒提取试剂
盒均为ＯＭＥＧＡ公司。利用 ＮＣＢＩ的 ＢＬＡＳＴ工具对
获得序列进行同源性比对，确认是ＰＡＰｓ片段。

利用 ＳＭＡＲＴ ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｋｉｔ
（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司）克隆基因全长，根据获得的基因片
段设计５′ＲＡＣＥ和３′ＲＡＣＥ的特异引物（ＧＳＰ１：５′
ＡＣＣＡＧＧＧＴＣＡＣＧＣＣＡＧＣＣＡＡＣＡＧ３′、ＧＳＰ２：５′ＡＣＴ
ＧＴＴＧＧＣＴＧＧＣＧＴＧＡＣＣＣＴＧＧ３′），与通用引物 ＵＰＭ
进行扩增，操作流程按照说明书，略加改动。产物连

接到 ＰＧＥＭＴＥａｓｙ（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），重组子转化到
ＤＨ５α，筛选（氨苄青霉素／Ｘｇａｌ／ＩＰＴＧ）、鉴定后抽提
质粒，送生工生物工程（上海）公司测序。

１．３　生物信息学分析
序列检索和同源性分析由ＢＬＡＳＴ完成（ｈｔｔｐ：／／

ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）；利用（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｏｒｆ／ｏｒｆｉｇ．ｃｇｉ）分析基因开放阅读框
（ＯＲＦ）；利用全基因组信息库（ｈｔｔｐ：／／ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ．
ｊｇｉ．ｄｏｅ．ｇｏｖ／ｐｚ／ｐｏｒｔａｌ．ｈｔｍｌ）分析基因结构；序列比
对采用ＣｌｕｓｔａｌＷ和ＧｅｎｅＤｏｃ２．７，由 ＭＥＧＡ５．０生成
氨基酸进化树；预测氨基酸理化性质（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｔｏｏｌｓ／ｐｉ＿ｔｏｏｌ．ｈｔｍｌ）；蛋白质亲水／疏水性
分析（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／）；膜结构预
测 （ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ
２．０／）；信号肽分析（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖ
ｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ／）；蛋白质三级结构预测（ｈｔｔｐ：／／ｓｗｉｓｓ
ｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ），利用Ｓｐｄｂｖ软件建模。
１．４　时空表达和基因表达分析

根据 ＯＲＦ序列设计特异引物（Ｆｏｒｗａｒｄ：５＇
ＴＴＣＴＴＧＧＣＡＴＣＡＡＧＧＧＴＧ３＇、Ｒｅｖｅｒｓｅ：５＇ＴＧＣＧＧＴＧ
ＣＡＴＡＡＧＴＡＣＧＧ３＇），进行半定量和荧光定量ＰＣＲ检
测，以不同处理的马尾松根、茎、针叶 ｃＤＮＡ为模板，
选用稳定表达的 ＵＢＱ（Ｕｂｉｑｕｉｌｉｎ）和 ＧＡＤＰＨ（Ｇｌｙｃｅｒ
ａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ）基因作为内参进
行数据的标准化。分别调整ｃＤＮＡ模板浓度使内参
基因表达量一致，然后进行半定量 ＰＣＲ扩增，产物
用１．５％的琼脂糖凝胶电泳检测。利用 ＧｅｎｅＴｏｏｌｓ
图像软件分析电泳条带的灰度值，每条差异基因的

灰度值与相同处理内参基因条带灰度值之比代表基

因的相对表达量。荧光定量 ＰＣＲ采用 ＰｏｗｅｒＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒（ＡＢＩ公司），按说明书进行
操作，反应在ＡＢＩ７５００荧光定量ＰＣＲ仪上进行。反
应程序为：９５℃变性３ｍｉｎ后，９４℃２０ｓ；６０℃退火２５
ｓ；７２℃延伸２０ｓ共４０次循环。检测其荧光值，绘制
溶解曲线，重复３次。采用Ｐｆａｆｆｉ法得到各基因相对
内参基因的表达量，利用 ＳＰＳＳ１３．０进行方差分析，
Ｅｘｃｅｌ２００７作图。
１．５　酸性磷酸酶活性测定

采用硝基苯磷酸二钠（ＰＮｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌｐｈｏｓｐｈａｔｅ，
ＰＮＰＰ）法对根系的酸性磷酸酶活性进行测定：称取
不同时间低磷处理的鲜根组织１ｇ，加入１０ｍＬ的
ＨＡｃＮａＡＣ缓冲液冰浴研磨，１２０００ｒｐｍ低温离心
２０ｍｉｎ，取上清液１ｍＬ，加入１ｍＬ底物ＰＮＰＰ混匀，
放３７℃水浴保温３０ｍｉｎ，时而摇动。加入１ｍＬ的
０．５ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ溶液，充分混匀终止反应，并使
对硝基酚呈黄色，在４０５ｎｍ波长下测吸光度。以每
分钟催化生成１μｍｏｌ·Ｌ－１对硝基苯酚的酶量定义
为一个活力单位。

２　结果与分析
２．１　马尾松ＰｍＰＡＰ１基因结构特征

利用 ＲＡＣＥ法克隆获得１条全长２５２０ｂｐ的
ＰＡＰｓ基因，开放阅读框为１８６９ｂｐ，编码６２２个氨基
酸残基，经验证编码区序列与预期长度一致（图１
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Ａ），命名为 ＰｍＰＡＰ１，已提交 ＧｅｎｅＢａｎｋ（登录号
ＫＴ３９０７４６）。通过ＮＣＢＩ信息库检索，氨基酸序列比
对分析发现 ＰｍＰＡＰ１有紫色酸性磷酸酶保守结构
域，含 ５个保守基序和 ７个氨基酸残基［ＧＤＭＧ／
ＧＤＩＶＹ／ＧＮＨＥ／ＦＩＡＨ／ＧＨＶＨ下划线字体代表保守
的氨基酸残基］（图２）。ＰｍＰＡＰ１的编码蛋白包含４
个结构域特征，ＭＰＰ＿ＰＡＰｓ结构域属于 Ｍｅｔａｌｌｏｐｈｏｓ
ｐｈａｔａｓｅ超家族（ａａ２９６—ａａ６０１），是酶活性部位；

Ｍｅｔａｌｌｏｐｈｏｓ＿Ｃ为铁／锌金属结合蛋白（ａａ５３６—ａａ
５９７）；ＰＬＮ０２５３３为紫色酸性磷酸酶结构域（ａａ
２４７—ａａ６００）；ＰｈｏＤ与无机离子运输和新陈代谢相
关（ａａ２５４—ａａ３５５）。通过Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ植物基因组库
中Ａｍｂｏｒｅｌｌａｔｒｉｃｈｏｐｏｄａｖ１．０基因组比对分析发现，
ＰｍＰＡＰ１和无油樟（登陆号：ｅｖｍ＿２７．ＴＵ．ＡｍＴｒ＿ｖ１．０
＿ｓｃａｆｆｏｌｄ０００１３．１２９）具有相似的基因组结构，含有５
个外显子和４个内含子（图１Ｂ）。

图１　马尾松ＰｍＰＡＰ１基因ＯＲＦ区的克隆（Ａ）和内含子、外显子分析（Ｂ）

２．２　同源性分析和系统进化关系
将编码蛋白与其他植物的 ＰＡＰｓ进行同源比对

分析，结果显示（图３），所有基因均含有５个保守基
序、７个氨基酸残基，说明 ＰｍＰＡＰ１具有较高的保守
性，与莲（登录号：ＸＰ＿０１０２５８０５３．１）、无油樟（登录
号：ＸＰ＿００６８４８３７０．１）的紫色酸性磷酸酶基因具有
较高的同源性，分别达到７１％ 和６９％。为探明马
尾松与其他植物紫色酸性磷酸酶间的进化关系，利

用邻接法将 ＰｍＰＡＰ１与可可树、野生大豆、莲等２１
个高同源性基因构建系统发育树，根据共线性关系

分为两大亚组（图４），属于 Ｉ亚组的 ＰｍＰＡＰ１与莲、
无油樟的亲缘关系最近，其次为茸毛烟草、芝麻、可

可树、麻风树、马占相思以及红豆、野生大豆、鹰嘴

豆、蒺藜苜蓿等豆科植物。

２．３　ＰｍＰＡＰ１的生物信息学分析
对编码蛋白分析发现，ＰｍＰＡＰ１多肽链中含有

较丰富的８．８％ Ｓｅｒ（Ｓ）、８．４％ Ｇｌｙ（Ｇ）、６．６％ Ｌｅｕ
（Ｌ）氨基酸，带负电荷的氨基酸残基（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）总
个数为６６，带正电荷的氨基酸残基（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）总
个数为５０，消光系数为１４６６８０，蛋白质不稳定指数

为３８．３３，推测ＰｍＰＡＰ１属于稳定蛋白质。其理论等
电点（ＰＩ）为 ５．６３，分子量为 ７０．２１ｋＤａ。利用
ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ数据库预测ＰｍＰＡＰ１三维结构（图５
Ａ），以 ＳｗｉｓｓＭｏｄｅｌ上编号为３ｚｋ４．１．Ａ的模型作为
模板，其与 ＰｍＰＡＰ１蛋白的相似度为７１．４８％，从第
５１ ６２２位氨基酸上有较高相似性，含有 Ｆｅ３＋的双
金属离子。分析５个保守基序结构域发现，ＰｍＰＡＰ１
在位于βαβαβ折叠中 β链上的羧基末端，存在
由氨基酸残基与金属离子中心环绕构成的活性部

位。跨膜结构分析发现（图５Ｂ），ＰｍＰＡＰ１无明显跨
膜区，说明不是膜蛋白或不定位在膜上。基于 Ｋｙｔｅ
Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ算法的亲疏水图谱可知（图５Ｃ），ＰｍＰＡＰ１
的亲水性氨基酸残基多于疏水性氨基酸残基，疏水

区域最高值（Ｓｃｏｒｅ＝３．９６７）出现在第１８个氨基酸
残基，亲水区域的最高值（Ｓｃｏｒｅ＝－２．７６７）出现在
第３８１个氨基酸残基，推测 ＰｍＰＡＰ１具有亲水性。
由图５Ｄ可知，在第３０ ３１个氨基酸之间有信号
肽输出，可能是分泌或运输蛋白。

２．４　接种ＥＣＭ后ＰｍＰＡＰ１的时空表达特征
测定低磷胁迫下马尾松在不同处理时间（菌根

侵染０ｄ、６ｄ、１２ｄ、１６ｄ、２４ｄ、３０ｄ），不同部位（根、
茎、叶）的荧光定量相对表达量。由图６可知，不同
处理时间，同一部位中ＰｍＰＡＰ１表达量不同；相同处

理时间，不同的部位其表达量也不同。根、茎、叶中

ＰｍＰＡＰ１的表达受到外生菌根的诱导，其表达量都
显著高于不接种对照。接种 ＥＣＭ的根中 ＰｍＰＡＰ１
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矩形框所示为ＰｍＰＡＰ１的５个保守基序 ［ＧＤＭＧ／ＧＤＩＶＹ／ＧＮＨＥ／ＦＩＡＨ／ＧＨＶＨ］，其中７个保守氨基酸残基用浅灰色背景标记

图２　ＰｍＰＡＰ１的ｃＤＮＡ全长序列和编码氨基酸

表达量最高，次为茎和叶，并随着侵染时间的延长呈

上升趋势，其中从侵染最初到第１８天，根系中增幅
最明显，随后呈波浪式变化。而未接种对照中，针叶

里表达量要高于根、茎，其变化趋势呈曲线波动但幅

度不大。

２．５　不同磷浓度下ＰｍＰＡＰ１的表达分析
为了解马尾松 ＰｍＰＡＰ１在不同组织，不同磷浓

度中的表达情况，利用半定量和荧光定量 ＰＣＲ分析

基因相对表达量。半定量结果显示（图５Ａ），不同
磷条件下未接种 ＥＣＭ的马尾松中，ＰｍＰＡＰ１在针叶
中表达量高于根、茎，接种 ＥＣＭ后，其根、茎中表达
量大幅上调，且在 ０ ５０μｍｏｌ·Ｌ－１低磷条件下
ＰｍＰＡＰ１表达均明显增强，而在５０００μｍｏｌ·Ｌ－１高
磷条件下表达量出现下调。荧光定量表达（图５－
Ｂ）与半定量变化趋势比较一致，接种 ＥＣＭ后植株
不同部位的ＰｍＰＡＰ１表达量显著不同，根＞叶＞茎，
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蒺藜苜蓿（ＸＰ＿００３６０８８３２），无油樟 （ＸＰ＿００６８４８３７０），红豆（ＫＯＭ３２６９３），马占相思（ＢＡＯ４５８９８），

可可树（ＸＰ＿００７０３７９７８），荷花（ＸＰ＿０１０２４８９８８），野生大豆（ＫＨＮ３４４１７）

图３　ＰｍＰＡＰ１与其他植物紫色酸性磷酸酶序列同源比对分析

图４　基于紫色酸性磷酸酶基因氨基酸序列的系统发育树
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Ａ：三维结构预测图（Ａ２粉球区为金属离子中心，绿色折叠区为５个保守基序）；Ｂ：跨膜域分析图；Ｃ：亲、疏水性分析图；Ｄ：信号肽分析图

图５　ＰｍＰＡＰ１结构分析和功能预测

ＮＥＣＭ：不接种菌根，ＥＣＭ：接种外生菌根

图６　ＰｍＰＡＰ１在ＥＣＭ处理下时空表达特征

特别是低磷胁迫下基因表达更为活跃，如５μｍｏｌ·
Ｌ－１磷浓度下马尾松根中 ＰｍＰＡＰ１表达量达到显著
性水平（ｐ＜０．０５），是不接种对照的５．６倍。
２．６　根系酸性磷酸酶活性分析

接种 ＥＣＭ的马尾松和无侵染对照进行低磷胁
迫，分别测定其第０ｄ、６ｄ、１２ｄ、１８ｄ、２４ｄ、３０ｄ根
系中酸性磷酸酶活性（图８）。结果表明，在低磷和
正常磷供给处理中，随时间的延长根系酸性磷酸酶

活性不断增强，低磷处理组比正常供磷组上升快，且

ＮＥＣＭ：不接种菌根；ＥＣＭ：接种外生菌根，相同磷供给下的

不同字母表示差异显著性（ｐ＜０．０５）

图７　不同磷水平下ＰｍＰＡＰ１表达的半定量（Ａ）和

荧光定量（Ｂ）分析
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接种ＥＣＭ的马尾松根系中其活性比不接种对照高，
在第３０ｄ分别达到１．８９和１．５倍，说明酸性磷酸酶
活性与磷水平和胁迫时间有相关性。所有根系中酶

活性变化都呈高低交替趋势，这可能与马尾松生长

发育相关。

＋Ｐ：正常供磷；－Ｐ：磷浓度５μｍｏｌ·Ｌ－１

图８　低磷胁迫下根系酸性磷酸酶活性测定

３　讨论
植物紫色酸性磷酸酶按分子量大小分为高分子

量ＰＡＰｓ（ＨＭＷＰＡＰ）与低分子量 ＰＡＰｓ（ＬＭＷＰＡＰ）
两类［２，１８］，前者如５５ｋＤ左右的大豆ＰＡＰ［１９］；而３２
ｋＤ的水稻 ＯｓＰＡＰ３则为 ＬＭＷ ＰＡＰ［２０］。ＨＭＷ ＰＡＰ
包含２个结构域：无催化功能的－ＮＨ端和具催化功
能的－ＣＯＯＨ端，其有 Ｆｅ３＋－Ｍｅ２＋双金属离子核心
区域，且Ｍｅ２＋金属核为Ｚｎ２＋或 Ｍｎ２＋［２，２１－２２］。马尾
松ＰｍＰＡＰ１分子量为７０ｋＤ，其双核金属结合点为
Ｆｅ３＋－Ｚｎ２＋，与 ＨＭＷ ＰＡＰ的结构特征一致［２３－２４］，

是典型的高分子量 ＰＡＰｓ。根据紫色酸性磷酸酶是
否能分泌到细胞外的特性，划分为分泌型 ＰＡＰｓ
（ＳＡＰ）和细胞内ＰＡＰｓ（ＩＡＰ）［２５－２６］，分泌型酸性磷酸
酶可被分泌出细胞外活化土壤有机磷组分，释放出

供植物利用的无机磷，包括拟南芥的ＡｔＰＡＰ１０和Ａｔ
ＰＡＰ１２［２７－２８］，菜豆的 ＰｖＰＡＰ１和 ＰｖＰＡＰ３［２９］，以及水
稻的ＯｓＰＡＰ１０［３０］等，而细胞内酸性磷酸酶主要进行
胞内磷素的再利用，特别是植物处于低磷环境时，体

内的ＩＡＰ会降解磷库，如单核苷酸、磷脂等，释放无
机磷供植物的正常生长［２６，３１］。ＰｍＰＡＰ１有信号肽
输出，但不进行跨膜运动，定位在细胞质基质或细胞

器基质中，属于 ＩＡＰ，与植物体内磷素的活化利用
相关。

ＰｍＰＡＰ１与其他植物 ＰＡＰｓ匹配率在 ６７％
７２％，氨基酸具有差异性。作为裸子植物的马尾松

ＰｍＰＡＰ１与莲（ＮｅｌｕｍｂｏｎｕｃｉｆｅｒａＧａｅｒｔｎ．）、无油樟
（ＡｍｂｏｒｅｌｌａｔｒｉｅｏｐｏｄａＢａｉｌｌ．）的同源性最高、亲缘关
系最近，按 ＡＰＧⅢ分类法将无油樟目、睡莲目划为
被子植物的基底旁系群，莲是最古老的双子叶植物

之一，作为孑遗植物的无油樟则是已知植物中最早

与其它被子植物分开演化的类群，说明其进化关系

古老，且变异性不大、保守性强。

外生菌根是真菌和植物根系间的共生体系，其

菌丝可包裹于幼根表面，或穿入细胞皮层的间隙，扩

大根系与土壤的接触面。这些菌丝体和根状菌索作

为寄主植物与真菌的溶质交换界面，一边给植物输

送水和营养，同时也从寄主根系中获取碳水化合

物［３２］。ＰｍＰＡＰ１的表达与外生真菌的侵染有密切
关系，在接种 ＥＣＭ的马尾松根、茎、叶中都有表达，
与对照相比呈上调趋势，且根系表达的提升量最大，

使植株活化利用吸收进体内磷素的能力提高，因此

外生菌根促进马尾松植株生长的重要原因之一是提

高了ＰｍＰＡＰ１的表达。
研究发现，在大豆［６，３３］、拟南芥［３４］、水稻［２０，３５］、

玉米［３６］等植物不同组织中ＰＡＰｓ基因均被低磷诱导
表达。马尾松ＰｍＰＡＰ１同样证明了磷饥饿与紫色酸
性磷酸酶的表达有重要相关性，也参与了菌根化马

尾松对低磷胁迫的应答，且根系比茎和针叶对低磷

的响应更加显著，因此ＰｍＰＡＰ１在根系中更为活跃，
可能参与了磷素的转运过程，在维持马尾松体内磷

素动态平衡中发挥作用。有研究表明，水稻 Ｏｓ
ＰＡＰ１０ａ的表达受低磷胁迫诱导，且该基因的过量表
达能引起根和叶中酸性磷酸酶活性的增强，并提高

体内ＡＴＰ的分解与利用［１９，３７］。

４　结论
本研究中，菌根化马尾松幼苗在低磷胁迫一个

月内，其根系ＰｍＰＡＰ１的表达量随胁迫时间的延长
而上调表达，与此同时酸性磷酸酶的活性也持续增

高，二者的变化趋势一致。因此，ＰｍＰＡＰ１在调控马
尾松植株磷素周转和再度利用中发挥了重要作用，

为进一步研究马尾松 ＰＡＰｓ家族功能和探索其低磷
响应机制提供了新信息。
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