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摘 要 【目的】单半乳糖甘油二酯合酶(MGD)是合成单半乳糖甘油二酯(MGDG)的关键酶,在植物响应低磷胁迫

过程中起着重要作用。为系统了解水稻OsMGD2 和OsMGD3 基因在低磷胁迫响应中的作用和功能。【方法】用盆

栽试验分析正常和低磷条件下野生型(SR1)、过表达OsMGD2 和OsMGD3 转基因烟草的生理响应及脂质组分的

变化。【结果】无论在正常还是低磷条件下,转基因与野生型烟草的磷含量无显著差异,但转基因烟草的生物量、叶
绿素含量和光合能力均显著高于野生型。转基因烟草在低磷胁迫下的磷脂(PL)含量、双半乳糖甘油二酯(DGDG)

含量、DGDG与 MGDG的比值和半乳糖脂(GL)与PL的比值均显著高于野生型烟草,且OsMGD3 转基因烟草的

脂质含量和比值均高于OsMGD2 转基因烟草。【结论】通过调控水稻OsMGD2/3 基因表达,可提高植物低磷下的

膜脂重塑能力,进而维持植物在低磷胁迫下较高的光合和生长能力,增加植物的低磷耐受性。

关键词 水稻;低磷胁迫;转基因烟草;膜脂重塑;单半乳糖甘油二酯合酶;单半乳糖甘油二酯;双半乳糖甘油二酯;
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Abstract [Objective]
 

Monogalactose
 

diglyceride
 

synthase
 

(MGD)
 

is
 

a
 

key
 

enzyme
 

in
 

the
 

synthesis
 

of
 

mo-
nogalactose

 

diglyceride
 

(MGDG)
 

and
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

plant
 

response
 

to
 

low
 

phosphorus
 

toler-
ance.

 

We
 

aim
 

to
 

understand
 

the
 

role
 

of
 

the
 

OsMGD2
 

and
 

OsMGD3
 

genes
 

of
 

rice
 

in
 

response
 

to
 

phosphorus
 

(P)
 

deficiency.
 

[Methods]
 

A
 

pot
 

experiment
 

was
 

conducted
 

to
 

analyze
 

physiological
 

responses
 

and
 

lipid
 



composition
 

changes
 

of
 

the
 

wild-type
 

(SR1)
 

and
 

transgenic
 

tobacco
 

under
 

normal
 

and
 

low
 

P
 

condition.
 

[Results]
 

There
 

was
 

no
 

difference
 

in
 

P
 

content
 

between
 

the
 

transgenic
 

and
 

wild-type
 

tobacco
 

under
 

normal
 

and
 

P
 

deficiency
 

conditions.
 

However,
 

the
 

biomass,
 

chlorophyll
 

content,
 

and
 

photosynthetic
 

electronic
 

transfer
 

of
 

the
 

transgenic
 

tobacco
 

were
 

higher
 

than
 

wild-type.
 

The
 

phospholipid
 

(PL)
 

content,
 

digalactose
 

diglyceride
 

(DGDG)
 

content,
 

DGDG/MGDG
 

ratio,
 

and
 

GL/PL
 

ratio
 

of
 

the
 

transgenic
 

tobacco
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

wild-type
 

tobacco
 

under
 

low
 

phosphorus
 

deficiency,
 

and
 

the
 

lipid
 

content
 

and
 

ratio
 

of
 

the
 

tobacco
 

expressing
 

OsMGD3
 

were
 

higher
 

than
 

the
 

tobacco
 

expressing
 

OsMGD2.
 

[Conclusion]
 

Regulation
 

of
 

OsMGD2/3
 

gene
 

expression
 

in
 

rice
 

can
 

improve
 

lipid
 

remodeling
 

ability
 

and
  

maintain
 

higher
 

photosyn-
thetic

 

and
 

growth
 

capacity
 

under
 

phosphorus
 

deficiency,
 

increasing
 

plant
 

tolerance
 

to
 

low
 

phosphorus
 

stress.
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  磷(phosphorus,P)作为核酸、磷脂和三磷酸腺苷

(adenosine
 

triphosphate,ATP)的重要组成部分,在植

物光合作用、呼吸作用以及核酸合成的过程中起关键

作用[1]。但土壤中可供植物直接吸收利用的无机磷

含量极低,仅为0.1~10
 

μmol/L,远低于植物最佳生

长浓度,严重限制作物的生长和产量的提升[2]。在现

代农业系统中,主要通过增施不可再生的磷酸盐肥改

善植物磷缺乏状况。但由于施入土壤中的磷具有极

高的反应性,在酸性土壤中,磷与铝(Al)和铁(Fe)易
形成难溶的磷酸铁和磷酸铝,而在碱性土壤中,其与

钙(Ca)和镁(Mg)易结合形成微溶性磷酸盐化合物,
因此,施入土壤中的磷仅能在极小的pH范围内发挥

作用,供植物吸收[3]。然而据估测,自然界中的磷矿

储量将在未来100~200年内耗尽,这将对未来的粮

食生产构成严重威胁[2,4]。因此,探明植物提高磷获

取和磷利用效率的相关机制,减少植物对磷肥依赖,
对提高作物产量和保障粮食安全至关重要。

单半乳糖甘油二酯(monogalactosyldiacylglyc-
erol,MGDG)和双半乳糖甘油二酯(digalactosyldia-
cylglycerol,DGDG)是高等植物类囊体膜的重要组

成成分,约占类囊体膜脂的80%,对植物的光合作

用至关重要[5-6]。其中,MGDG分子因含有较小头

部基团和高含量不饱和脂肪酸的尾部而呈圆锥形,
易形成非双层结构,而DGDG分子的头部含有2个

半乳糖残基,呈圆柱形,在水溶液中倾向于形成双层

结构[7]。研究表明,低磷条件下,植物的膜脂组分会

发生改变。一方面,膜系统中的磷脂(phospholipid,

PL)会被水解释放无机磷,以维持植物正常生命活

动;另一方面,磷脂水解释放的甘油二酯(diacylg-
lycerol,DAG)作为合成糖脂的底物,有利于半乳糖

脂(galactolipid,GL)等的生物合成。所合成的半乳

糖脂,尤其是DGDG,可以替代损失的磷脂来维持

膜的结构和功能,这一过程被称为“膜脂重塑”[8-10]。

由此可见,提高半乳糖脂的生物合成可能有利于维

持在低磷胁迫下植物膜结构的稳定性以及无机磷的

浓度,维持各种代谢活动,并提高植物对低磷胁迫的

耐受性。
在高等植物中,MGDG的合成是由 MGDG合

酶(MGD)催化完成的,而 MGDG又作为DGDG合

成的底物,在DGDG合酶(DGD)的催化下合成DG-
DG。由此可见,MGD是合成 MGDG和DGDG的

关键酶。目前,人们已经在拟南芥中鉴定出3个与

MGDG合成有关的基 因:AtMGD1、AtMGD2 和

AtMGD3,并将其分为 Type
 

A(MGD1)和 Type
 

B
(MGD2 和MGD3)2种类型[9]。研究发现Type

 

A
型AtMGD1 在植物体中广泛表达,主要负责催化绿

色组织中 MGDG的大量合成[11]。如 MGD1 功能

缺失的拟南芥突变体的叶绿素含量大幅下降[12];玉
米MGD1 功能的丧失则会导致其叶片呈淡绿色表

型,叶绿体超微结构产生缺陷、光合膜受损及光合能

力下降[13]。而Type
 

B型AtMGD2 和AtMGD3 基

因分别在非光合器官的花和根中大量表达,且在缺

磷条件下表达量上升,这表明TypeB型 MGD酶对

低磷胁迫下DGDG的合成是必需的[9,14-15]。陆地棉

(Gossypium
 

hirsutum
 

L.)GhMGD2 基因在低磷胁

迫下的表达量约为正常磷条件下表达量的300倍[16]。
低磷胁迫下,拟南芥mgd2-mgd3 双突变体中DG-
DG的积累几乎完全消除,使糖脂无法替代磷脂,降
低了植物对低磷胁迫的耐受性[9]。在dgd1 拟南芥

突变体中,正常磷条件下的DGDG含量比野生型低

90%,而在低磷条件下,拟南芥中DGDG含量增加至

野生型的60%,表明DGDG对响应低磷胁迫有重要

作用[15]。由此可见,MGDG和DGDG对植物的生长

发育以及应对不同环境胁迫具有重要作用,而调控其

生物合成可能有利于提高植物耐低磷胁迫能力。
为明确Type

 

B型MGD 基因对低磷胁迫的响应
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及其功能,笔者克隆了水稻的OsMGD2 和OsMGD3
基因并转化至烟草中。结果表明,调控OsMGD2 和

OsMGD3基因的表达有利于维持植物膜系统的结构

和功能,进而提高植物耐低磷胁迫的能力。

1 材料和方法

1.1 水稻OsMGD2 和OsMGD3 基因低磷下表达模

式分析

  将水稻种子消毒并置于28
 

℃培养箱中萌发。1
周后,将大小一致的水稻幼苗移至1/2营养液中进行

水培,水稻营养液参照国际水稻研究所标准配方配制。
持续通气,每3

 

d换1次营养液,每天调pH至5.0,生
长温度为28

 

℃,光照强度为600
 

μmol/(m
2·s),光

周期为14
 

h/10
 

h。2周后,取长势一致的水稻幼苗

进行低磷胁迫处理。正常磷和低磷处理的营养液P
浓度分别为0.27

 

mmol/L和0
 

mmol/L,分别在处

理第0
 

h、3
 

h、6
 

h、12
 

h、1
 

d、3
 

d、5
 

d和7
 

d,取其第1
片完 全 展 开 叶 为 试 验 材 料。用 Qiagen 公 司 的

RNeasy
 

Plant
 

Mini
 

kit试剂盒提取水稻叶片和根的

总RNA,具体操作方法参照试剂盒说明书。反转录

得到cDNA,以OsUbq 基因为内参调节各个样品的

cDNA浓度,使其表达量一致后进行目的基因RT-
PCR鉴定。内参基因及目的基因引物见表1,PCR
循环数均为28个循环。

1.2 过表达OsMGD2 和OsMGD3 转基因株系获得

与鉴定

  用拟南芥Type
 

B型 MGD2 和MGD3 的基因

序列(At4g31780:At5g20410)在 NCBI数据库(ht-
tps://www.ncbi.nlm.nih.gov/)中搜索获得Os-
MGD2(LOC_Os02g55910)和 OsMGD3(LOC_
Os08g20420)基因序列。用 特 异 性 引 物5'-ATG-
GCGGCGTCGTCGTCGTCGTCGTCGT-3'和5'-TC-
ACATAAGTTGTATAGGTGTGGTTTCTG-3'及

5'-ATGGTGATCTCGGTCGCCACCCCCCGCC-3'
和5'-TCATATGCTGTATGAGAACGATGAGGTC-3'
通过保真酶Prime

 

STAR
 

Max
 

Mix扩增获得基因

全长(引物由上海生工生物工程股份有限公司合

成)。用 Gateway 法 分 别 构 建 OsMGD2 和 Os-
MGD3 基因的植物表达载体。以热激法将2个基

因的重组质粒转化农杆菌C58C1,并通过农杆菌介

导转 化 野 生 型 烟 草(Nicotiana
 

tabacum
 

L.
 

cv.
 

SR1),用潮霉素筛选,DNA和RNA水平检测,各获

得3个过表达烟草株系,即OsMGD2 过表达烟草2-
06、2-16和2-18,OsMGD3 过表达烟草3-04、3-08和

3-21,进行后续试验。其中RNA水平检测采用实

时 荧 光 定 量 法 (qRT-PCR,LightCycler480
 

Sys-
tem),以烟草NtActin 基因为内参,各基因表达量

按照2
-ΔΔCT 方法计算[17],引物序列见表1。

表1 研究所用引物

Table
 

1 Primers
 

used
 

in
 

this
 

study

引物名称
 

Primer
 

name 引物序列
 

Primer
 

sequence(5'→3') 用途
 

Application

OsMGD2-F ATGCAACACATTCCTCTATGGGTACTCAA

OsMGD2-R GGAGAAGACACCAGCACCATT

OsMGD3-F ACACCTGCCACCCGACA

OsMGD2-R GGTGAACCATCTGGCAACCTGTCT

基因表达分析
Analysis

 

of
 

gene
 

expression

OsUbq-F CACCCTGGCTGACTACAACA

OsUbq-R TTCTTCTTGCGGCAGTTGAC

NtACT-F CTGGCATTGCAGATCGTATGA

NtACT-R CTGGCATTGCAGATCGTATGA

内参基因
Reference

 

gene

OsMGD2-F GGAAGTTGGCAATGTCCCTTAT

OsMGD2-R GCAACAAGTTTAGCAGTTTCCC

OsMGD3-F GTCATCTGTGGCAGGAACCA

OsMGD2-R GTACCAGGACCAGCCTTTGT

实时荧光定量PCR
qRT-PCR

1.3 培养条件及低磷处理

将转基因和野生型烟草(SR1)种子在超净工作

台中用质量分数为1%的次氯酸钠溶液消毒25
 

min
后,用无菌水清洗4遍,于4

 

℃黑暗环境过夜。次日

将该种子播种在pH值为5.6且含25
 

mg/L潮霉素

(用以筛选假阳性)的1/4
 

MS培养基中。将其存放

于组培间避光培养4~5
 

d,待幼根长至3
 

mm,倾斜

45°置于光下培养4周,选择长势一致的幼苗分别在

正常磷NP(P含量为250
 

mg/kg)和低磷LP(P含

量为2.5
 

mg/kg)条件下进行盆栽试验,所用土壤为

陕西杨凌当地黄绵土,移栽前向土壤中施加氮肥

(NH4NO3)和钾肥(K2SO4)。使土壤N含量为125
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mg/kg,K含量为375
 

mg/kg,每个处理重复8次。
培养条件为光照14

 

h/黑暗10
 

h,温度25
 

℃,湿度

为50%左右。移栽后低磷处理21
 

d进行样品采集

和光合指标测定。

1.4 烟草地上部生物量和磷含量测定

低磷处理21
 

d后,取烟草地上部组织,称取其质量

即为鲜质量。将称完后的烟草置于烘箱中105
 

℃杀青

30
 

min后,75
 

℃烘干至恒重,每个处理重复5次。
磷含量测定用钒钼黄比色法[18],用紫外分光光

度计(岛津 UV-2550)测定440
 

nm吸光度,同时制

作标准曲线,得到磷含量。

1.5 叶绿素含量、叶片净光合速率和叶片荧光参数

测定

  参照高俊凤[19]的方法,用丙酮比色法测定叶绿

素含量。用 Li-6400便携式光合仪(LiCOR
 

Inc,

Lincoln,NE,USA)测定第2片完全展开叶的光合

速率,每个处理重复5次。
用Imaging-PAM 荧光仪(Walz,Effeltrich

 

Ger-
many)测定叶绿素荧光动力学参数,参考张梅娟[20]

的方法,每个处理重复测定5次。

1.6 脂质分离和测定

参考 Wewer等[21]的方法进行脂质提取,用薄

层色谱法(TLC)进行脂质分离,气相色谱法测定脂

质成分及含量。根据Chen等[22]的方法计算不饱和

脂肪酸双键指数(double
 

bond
 

index,DBI),每个处

理重复3次,计算平均值。

1.7 数据处理

用SPSS
 

21.0软件分析试验数据,用邓肯氏新

复极差法在P<0.05水平下分析各组之间的差异

显著性。用Origin
 

2023绘图。

2 结果与分析

2.1 水稻OsMGD 基因在低磷胁迫下的表达模式

研究

  在低磷处理0
 

h、3
 

h、6
 

h、12
 

h、1
 

d、3
 

d、5
 

d和7
 

d后探究OsMGD2 和OsMGD3 的表达模式,如图1
所示,无论在根还是叶中,OsMGD2 和OsMGD3 的

表达量在低磷条件下均呈先增加后减少的趋势。

OsMGD2 在水稻叶中的表达先增加后降低,其中第

3天最高(图1,A);而在水稻根中,随着低磷处理的

时间增加,OsMGD2 表达量逐渐增强,第5天时达

到最高(图1,B)。OsMGD3 的叶和根在处理1
 

d以

后开始增加,低磷处理至5
 

d时表达量最高,低磷处

理至7
 

d时表达量下降。这表明,OsMGD2 和Os-
MGD3 基因在低磷胁迫下的叶和根中均被诱导表

达,且在第3—5天时表达量达到最高。

图1 水稻OsMGD2/3 基因在叶片(A)和根(B)中不同低磷胁迫时间的半定量RT-PCR鉴定

Fig.1 Identification
 

of
 

the
 

rice
 

OsMGD2/3
 

genes
 

by
 

semi-quantitative
 

RT-PCR
 

in
 

leaves
 

(A)
 

and
 

roots
 

(B)
 

under
 

phosphorus
 

deficiency

2.2 转基因烟草的筛选与鉴定

如图2所示,通过基因组DNA分析筛选出5株

OsMGD2转基因株系(图2,A)和12株OsMGD3 转

基因株系(图2,B)。进一步通过qRT-PCR分析各转

基因株系中相关基因的表达量,如图2,C、D所示,从
中各选3株表达量较高的作为后续试验材料,分别是

OsMGD2 的2-06、2-16和2-18,以及OsMGD3 的3-

04,3-18和3-21。

2.3 过表达OsMGD2/3 基因对低磷胁迫下烟草生

长的影响

  由(图3,A-C)可知,低磷胁迫下的OsMGD2/
3 转基因烟草老叶的坏死斑点数和面积明显少于野

生型烟草SR1。在正常磷水平下,OsMGD3 转基因

烟草的地上部生物量显著高于野生型,而OsMGD2
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的转基因株系中仅2-18的地上部每株生物量显著

高于野生型(图3,D)。低磷处理后,OsMGD2 的2-
18以及OsMGD3 的3个转基因株系的生物量均显

著高于野生型烟草,表明调控OsMGD2/3 基因的

表达有助于提高植物对低磷胁迫的耐受性,且Os-
MGD3 的作用可能优于OsMGD2。

柱状图上不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。

图2 低磷胁迫下烟草OsMGD2/3 基因的表达模式

Different
 

lowercase
 

letters
 

indicate
 

significant
 

difference
 

(P<0.05).

Fig.2 Expression
 

pattern
 

of
 

the
 

OsMGD2/3
 

genes
 

in
 

tobacco
 

under
 

low
 

phosphorus
 

stress

A.
 

低磷胁迫下OsMGD2 转基因烟草叶片的生长情况,标尺5
 

cm;B.
 

低磷胁迫下OsMGD3 转基因烟草叶片的

生长情况,标尺5
 

cm;C.
 

低磷胁迫下OsMGD2/3 转基因烟草老叶的生长情况,标尺1
 

cm。
柱状图上不同小写字母表示相同处理下野生型与不同株系之间差异显著(P<0.05)。下同。

图3 低磷胁迫下野生型(SR1)和OsMGD2/3 转基因烟草的生长状况(A-C)和地上部生物量(D)
A.

 

Leaf
 

growth
 

of
 

the
 

OsMGD2
 

transgenic
 

tobaccos
 

under
 

P
 

deficiency.
 

Bar=5
 

cm.
 

B.
 

Leaf
 

growth
 

of
 

the
 

OsMGD3
 

transgenic
 

tobaccos
 

under
 

P
 

deficiency.
 

Bar=5
 

cm.
 

C.
 

Old
 

leaf
 

growth
 

of
 

the
 

OsMGD2/3
 

transgenic
 

tobaccos
 

under
 

P
 

deficiency.
 

Bar=1
 

cm.
 

Different
 

lowercase
 

letters
 

indicate
 

significant
 

difference
 

between
 

the
 

wild
 

type
 

and
 

different
 

lines
 

under
 

the
 

same
 

treatment
 

(P<0.05).
 

The
 

same
 

as
 

below.

Fig.3 Growth
 

(A-C)
 

and
 

shoot
 

fresh
 

mass
 

(D)
 

of
 

the
 

wild-type
 

SR1
 

and
 

OsMGD2/3
 

transgenic
 

tobacco
 

plants
 

under
 

P
 

deficiency

2.4 过表达OsMGD2/3 基因对低磷胁迫下烟草

光合特性的影响

  如图4所示,正常磷水平下,OsMGD2/3 转基因

烟草的叶绿素含量相较于野生型SR1增加了7.64%
~33.36%,其中,OsMGD2-06、2-18及OsMGD3-04

和3-21的叶绿素含量分别增加了12.71%、33.36%、

19.73%和13.25%。低磷处理下,OsMGD2 和Os-
MGD3 各转基因株系的叶绿素含量均明显高于野

生型。与叶绿素含量变化相似,低磷胁迫下 Os-
MGD2/3 转基因植株的净光合速率显著高于野生
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型(图4)。叶绿素和荧光参数测定结果表明,低磷

胁迫导致PSⅡ最大光化学效率(Fv/Fm)、实际光合

量子产量(ΦPSⅡ)以及相对电子传递速率(ETR)较

正常磷处理均明显下降(图4)。低磷胁迫下,与野生

型烟草SR1相比,OsMGD2/3 各转基因株系的光合

效率和光合电子传递能力仍维持在较高水平。

图4 低磷胁迫下野生型(SR1)和OsMGD2/3 转基因烟草的叶绿素含量和光合能力

Fig.4 Chlorophyll
 

content
 

and
 

photosynthetic
 

capacity
 

of
 

the
 

wild-type
 

SR1
 

and
 

OsMGD2/3
 

transgenic
 

tobacco
 

plants
 

under
 

P
 

deficiency

  低磷胁迫下OsMGD2 和OsMGD3 转基因烟草

各株系的平均ΦPSⅡ比野生型SR1分别平均增长了

17.04%和37.56%,ETR分别增加了24.26%~
60.01%和46.37%~177.31%。此外,OsMGD3 转

基因烟草的ΦPSⅡ 和ETR均高于OsMGD2 转基因

烟草植株。上述结果表明,超表达OsMGD2/3 基

因有助于提高烟草植株在低磷胁迫下的光能的吸收

和转化能力。

2.5 过表达OsMGD2/3 基因对低磷胁迫下烟草

地上部磷含量的影响

  如图5所示,低磷胁迫抑制了植株地上部的磷

含量,低磷条件下地上部磷含量约为正常条件下的

1/5,在2种磷处理下,OsMGD2/3 转基因烟草的磷

含量与野生型SR1均无明显差异,表明过表达Os-

MGD2/3 基因并没有影响植物对磷的吸收和积累。

图5 低磷胁迫下野生型(SR1)和OsMGD2/3
转基因烟草地上部磷含量

Fig.5 Shoot
 

phosphorus
 

content
 

of
 

the
 

wild-type
 

SR1
 

and
 

OsMGD2/3
 

transgenic
 

tobacco
 

plants
 

under
 

P
 

deficiency
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2.6 过表达OsMGD2/3 基因在低磷胁迫下对烟

草脂质含量的影响

  如图6所示,正常磷水平下,除OsMGD3-04 转

基因烟草的总脂含量比野生型SR1增加了10.83%,
其余转基因株系的脂质含量与野生型没有差异。低

磷胁迫下,OsMGD2和OsMGD3转基因植株的总脂含

量显著高于野生型,分别增加了21.61%和33.47%。
与总脂含量的变化相似,低磷胁迫导致植株的PL
和 MGDG含量显著下降,但是转基因植株的PL和

MGDG含量显著高于野生型烟草的。与野生型烟

草SR1相比,低磷处理后,OsMGD2 转基因烟草的

平均PL含量增加了49.92%,OsMGD3 转基因烟

草的平均PL含量增加了54.75%。同样,OsMGD2
和OsMGD3 转基因烟草的 MGDG含量比SR1分

别增加13.33%和34.49%。
此外,与PL和 MGDG在低磷胁迫下降低不

同,低磷处理显著提高了野生型和过表达株系的

DGDG含量,且转基因株系的DGDG含量显著高于

野生型SR1。进一步分析了不同株系中GL/PL以

及DGDG/MGDG的值。发现正常磷水平下的野生

型和OsMGD2/3 转基因烟草的 GL/PL值无显著

差异。
在低磷条件下,OsMGD2/3 转基因烟草的GL/

PL比值均高于野生型烟草SR1,OsMGD2 和Os-
MGD3 转基因株系的 GL/PL比值较野生型增加

25.98%和28.36%;而DGDG/MGDG比值在低磷

胁迫下显著增加,但OsMGD2 和OsMGD3 转基因

烟草株系的DGDG/MGDG显著高于野生型烟草。

2.7 过表达OsMGD2/3 基因在低磷条件下对脂

肪酸组分及不饱和度的影响

  不同磷水平条件下,烟草 MGDG、DGDG和PL
的脂肪酸组分不同。在正常磷和低磷水平下,C16∶0
和C18∶3脂肪酸为PL的主要成分,分别占29.16%
~35.55%和22.14%~38.63%(表2);C18∶3脂肪

酸为MGDG和DGDG的主要成分,分别占58.14%
~70.12%和45.93%~52.72%(表3、表4)。

图6 低磷胁迫下野生型(SR1)和OsMGD2/3 转基因烟草的脂质组分分析

Fig.6 Lipid
 

component
 

of
 

the
 

wild-type
 

SR1
 

and
 

OsMGD2/3
 

transgenic
 

tobacco
 

plants
 

under
 

P
 

deficiency
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  低磷条件下,野生型SR1和OsMGD2/3 转基

因烟草植株的PL、MGDG和DGDG的C16∶0和

C18∶2显著增加,MGDG的C16∶3和C18∶3降

低;PL和DGDG中的C16∶0、C18∶2和C18∶3
显著降低。

如图7所示,正常磷条件下,MGDG的DBI最

大,DGDG次之,PL的DBI最小。低磷胁迫均降低了

PL、MGDG和DGDG的DBI,相较于野生型,OsMGD
转基因植株的DBI下降幅度较小,且OsMGD3 中,

MGDG和DGDG的DBI均高于OsMGD2。

图7 低磷胁迫下野生型(SR1)和OsMGD2/3 转基因

烟草脂质的DBI
Fig.7 DBI

 

of
 

the
 

wild-type
 

(SR1)
 

and
 

OsMGD2/3
 

transgenic
 

tobacco
 

plants
 

under
 

P
 

deficiency

3 讨 论

植物对磷缺乏的耐受性主要由磷的获取能力和

磷利用效率决定[23-25]。本研究中,过表达OsMGD2/

3基因,可显著提高烟草对低磷胁迫的耐受性。低

磷条件下OsMGD2/3 转基因烟草与野生型烟草的

磷含量无显著差异,说明调控OsMGD 基因的表达

并不能提升植株对磷的获取能力,而是通过提高植

物的磷利用效率来提高耐低磷能力。
在缺磷条件下,磷的重新分配和再利用是植物

提高磷利用效率的关键,也是植物耐低磷胁迫的重

要途径[24]。植物的细胞膜具有多种成分和不同结

构,为适应不同环境,膜脂的组分和结构会发生相应

变化,这个过程称之为“膜脂重塑”[5,8]。磷脂和半

乳糖脂是膜脂中含量最高的2种脂质,在膜脂重塑

过程中,这2种脂质会发生互补替换维持膜的正常

功能[9]。磷除了是植物细胞中ATP、核酸等重要组

成部分外,约1/3的磷是以磷脂的形式存在于细胞

膜中[26]。有研究表明,“膜脂重塑”也是植物响应低

磷胁迫的机制,即缺磷时,细胞膜中的磷脂发生水

解,释放出无机磷,用于维持必要的生命活动,而植

物会合成更多半乳糖脂弥补减少的磷脂来维持细胞

膜的基本功能[14]。因此,“膜脂重塑”是植物响应低

磷的重要机制。
前人研究发现拟南芥Type

 

B型 MGD酶在缺

磷环境下的“膜脂重塑”过程中起至关重要作用[5]。
低磷条件下,以尿苷二磷酸-半乳糖(uridinediphos-

phate-galactose,UDP-Gal)和二酰基甘油(diacylg-
lycerol,DAG)为前体,在 MGD 酶的作用下合成

MGDG,在DGD酶的催化下进一步合成DGDG,以
填补缺失的PL,维持磷饥饿条件下细胞膜的完整

性,提升磷利用效率[5,27]。拟南芥mgd3-1 突变体

和mgd2-mgd3 双突变体在低磷条件下,DGDG含

量大幅减少且植株对缺磷的敏感性增强[5]。本研究

中低磷胁迫下野生型和转基因烟草中PL和MGDG
含量下降,DGDG含量增加,且转基因烟草中的PL、

MGDG和DGDG含量均高于野生型。磷脂与半乳

糖脂的比值可以很好表征半乳糖脂取代磷脂的能

力,而DGDG与 MGDG的比值则直观表示 MGD
酶的调节能力及 DGDG补充损失磷脂的能力[8]。
本研究中低磷条件下OsMGD2/3 转基因植株的比

值均高于野生型,这表明OsMGD2/3 基因过表达

能提高半乳糖脂与磷脂的比例,即生成更多的半乳

糖脂以替代损失的磷脂。由此可知,OsMGD2/3 基

因过表达有利于增加MGDG和DGDG的含量,提高

植物低磷胁迫下的膜脂重塑能力。
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半乳糖脂替换磷脂是膜脂重塑响应低磷胁迫的

重要途径。低磷条件下,转基因植株维持了较高的

叶绿素含量,光合作用和电子传递能力,说明转基因

植株有较高的 ATP合成能力,即具有相对较好的

磷供应能力。此外,膜脂的组分和含量不同会影响

生物膜的稳定性和流动性,也会导致其响应逆境胁

迫的能力不同[28-29]。这种生物膜的流动性可以通

过DBI反映,DBI越高,其流动性越好,越有利于维

持膜的正常功能。本研究结果表明在低磷条件下

OsMGD2/3 转基因烟草的PL、MGDG和DGDG仍

能维持较高的DBI。表明转基因烟草在低磷下具有

更好的结构和功能,也维持了正常的光合作用,促进

生长,进而提高对低磷胁迫的耐受性。

4 结 论

(1)调控烟草OsMGD2/3 基因的表达,可通过

提升磷利用效率提高植物的耐低磷能力。
(2)OsMGD2/3 转基因烟草能增加 MGDG和

DGDG的含量,提高GL与PL的比例和DBI,增强

植物低磷胁迫下膜脂重塑能力。
(3)通过膜脂重塑提高磷的利用效率,可促进

OsMGD2/3 转基因植物在低磷胁迫下维持较高的

光合能力和生长,提高植物对低磷的耐受性。
(4)通过调控水稻Type

 

B型OsMGD2/3 基因

表达可调控植物对低磷的响应。
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