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硫化氢促进缺磷条件下水稻根系细胞壁磷的再利用
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摘  要：在缺磷条件下，外源添加 10 nmol/L H2S供体 NaHS可以显著提高水稻体内的有效磷含量。进一步研究

发现，H2S主要通过提高水稻根系细胞壁中的果胶含量和果胶甲酯酶的活性来增加水稻细胞壁磷的释放，从而确保水

稻在缺磷条件下的存活。添加 H2S的清除剂亚牛磺酸后进一步验证了 H2S对水稻根系细胞壁磷再利用的调控作用。同

时，测定 3个负责水稻体内磷转运的磷转运子基因的表达，结果显示 H2S主要通过上调磷转运子 OsPT6和 OsPT8基

因的表达来提高水稻体内磷从根部往地上部的转运。 
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磷是植物生长发育过程中的重要营养元素，它在

植物中的含量约为 0.5 ~ 5 g/kg干重。其中有机磷占

植物体内全磷含量的 85%，无机磷占全磷含量的

15%。磷是植物细胞结构如细胞膜、核酸以及能量物

质 ATP等的重要组成成分[1]。并且，磷参与植物体内

的众多生理生化反应，比如光合作用、呼吸作用以及

信号转导等[2-3]。植物只有吸收充足的磷，才能正常

生长发育，并且提高抵御外界胁迫如寒冷、干旱等的

能力。 

然而，世界上约有 67% 的土壤处于缺磷状态[4]，

我国也约有 2/3面积的耕地处于缺磷状态[5]。虽然土

壤中的总磷含量很高，但其中的可利用磷含量却很少

能超过 10 μmol/L[6]，远低于植物植物体内 5 ~ 20 

mmol/L的磷含量[3]。造成土壤缺磷的原因主要在于：

在酸性的红壤中，土壤中的磷易与 Fe3+ 和 Al3+ 等离

子形成复合物，而在碱性的石灰质土壤中，磷又易与

Ca2+ 和 Mn2+ 等离子形成难溶物；同时，在土壤中存

在的微生物会将土壤中的磷转化成有机态的磷，难以

被植物最直接利用；而且土壤中的黏粒对磷也存在着

强烈的吸附作用[1,3,7]。 

在农业生产上，主要通过增加磷肥施用量或者改

变磷肥施加方式来提高作物对磷肥的吸收[8-9]。在长

期的进化过程中，植物本身也形成了一系列应对缺磷

的措施。根系构型的改变被认为是植物主要的耐缺磷

机制之一。在缺磷条件下，植物根冠比上升[10]，主根

伸长受到抑制[11]，侧根及根毛的长度和密度增加[12]，

一些特殊的植物如白羽扇豆形成大量排根[13]，并且

侧根的空间位置改变，主要向含磷量较高的浅层地面

生长[14]，从而增加植物对外界磷的吸收。并且，由

于 82% 的高等植物会和丛枝菌根等真菌进行共生，

因此在缺磷条件下，菌根真菌菌丝的伸长也是植物提

高外界磷吸收的途径之一[15]。除此之外，植物还会

通过向根系分泌氢离子或者有机酸[16-17]，同时促进根

际解磷菌的繁殖[18-19]，来提高根际周围土壤中被土壤

黏粒包裹的磷的释放，从而增加植物根际的可利用磷

含量，供植物吸收利用。 

植物的细胞壁是植物抵御外界胁迫的第一道屏

障。它在植物抵御铝毒、镉毒中发挥重要作用[20-21]。

比如 Xiong 等[22]研究发现，在镉胁迫下，植物通过

增加根系细胞壁对镉的吸附，从而减少镉往地上部的

运输，缓解植物镉毒。近期研究发现，植物细胞壁在

帮助植物抵抗低磷胁迫中也发挥重要作用。在水稻根

系中，约一半的总磷存在根系细胞壁中，且在低磷条

件下，这部分的磷会通过细胞壁果胶的调节作用而被

释放出来，从而供水稻再利用。同时，缺磷条件下，

水稻根系细胞壁的果胶含量与水稻体内有效磷的含

量呈显著正相关，说明缺磷时水稻根系细胞壁中的果

胶含量越高，其对体内细胞壁磷的再利用能力越强[23]。 
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最近的研究发现，硫化氢(H2S)是植物体内重要

的信号分子[24-25]。H2S在植物体内广泛参与各种生理

反应，比如植物气孔的闭合的调节[26]，缓解植物硼

毒引起的根伸长抑制[27]，缓解镉在植物体内的积累

以及造成的氧化损害[28]，降低干旱渗透胁迫[29]以及

提高植物耐盐[30]等。本次试验主要研究缺磷条件下，

H2S 信号分子通过调控水稻根系细胞壁磷的释放来

提高水稻体内有效磷的含量。 

1  材料与方法 

1.1  植物培养与试验设计 

挑选无病虫害的水稻种子，在 10%(m/v)的次氯

酸钠(NaClO)溶液中浸泡 10 min，用蒸馏水彻底冲洗

3遍，将种子放入垫有湿润滤纸的小培养皿中在黑暗

条件下催芽 24 h(30℃)；第 2天将培养皿中的种子放

在塑料网上，在含有 0.5 mmol/L氯化钙(CaCl2)的溶

液中(pH 5.5)继续萌发 2 d(30℃)；接着将 CaCl2溶液

彻底换成正常的木村营养液，放在含有正常光照的培

养间继续培养。 

为了解析新型信号分子硫化氢(H2S)调控缺磷条

件下水稻体内磷的再利用的机制，设置以下试验：将

水稻幼苗在正常条件下培养 14 d后，选取长势一致的

水稻幼苗移入 1.5 L的培养罐中，每个罐子中培养 10

棵。在+P(磷含量 180 μmol/L)和–P(磷含量 0 μmol/L) 

两个处理组下分别添加 0(作为对照)、10、50 和

100 nmol/L 的 NaHS溶液，处理 24 h后，将营养液

完全换掉，继续在这两个处理(+P和–P)条件下培养 6 

d。营养液的最终 pH为 5.5，并且加 5 mmol/L的 MES

缓冲液固定溶液 pH。期间每隔 3 d换一次营养液。

预备试验显示，无论在加磷还是缺磷条件下，10 

nmol/L NaHS处理 24 h后水稻体内有效磷含量均达

到最高值，因此选择该 NaHS浓度(10 nmol/L)和处理时

间(24 h)做进一步的研究，分别设置以下处理：+P、–P、

+P+S (S代表 NaHS)、和–P+S。其余培养条件同上。 

为进一步验证新型信号分子硫化氢(H2S)参与调

控水稻细胞壁磷的再利用，设置亚牛磺酸(hypotau-

rine)添加试验，包括以下 4个处理：+P、–P、+P+HT 

(HT 代表亚牛磺酸)、和–P+HT。亚牛磺酸在营养液

中的最终浓度为 300 μmol/L。处理 7 d后收集水稻的

根部和地上部进行检测。营养液的最终 pH 为 5.5，

并且加 5 mmol/L的 MES缓冲液固定溶液 pH。期间

每隔 3 d换一次营养液。 

1.2  测定项目与方法 

1.2.1  有效磷含量的测定    首先，将处理后的水稻

样品在蒸馏水下冲洗 3次，吸干水分后分别称重，记

录鲜重。然后，将植物样品在研钵中用液氮研磨，粉

碎后加入 0.8 ml的 5 mmol/L硫酸溶液，继续研磨后

加入 8 ml蒸馏水，将研磨后的匀浆倒入 10 ml的离

心管；室温静置 2 h后，在 4 000 r/min下离心 5 min；

取出 400 μl的上清液加入到 1.5 ml的离心管中用钼

锑抗比色法进行测定[31]。 

1.2.2  细胞壁的提取与组分分离    细胞壁的提取：

首先，将水稻根在蒸馏水下冲洗 3遍后，纸巾擦干；

然后，在研钵中用液氮进行研磨，粉碎后用 75% 的

乙醇将样品倒入 10 ml的离心管中，在冰上间断混匀，

20 min后在 4 000 r/min转速下离心 10 min(4℃)，倒

掉上清液，依次加入丙酮、1∶1 的甲醇和氯仿混合

液以及甲醇，每次均在冰上间断混匀 20 min，然后离

心，弃上清。加入甲醇离心弃上清后，将剩余的细胞壁

粗提物用冷冻干燥仪冷冻干燥，4℃冰箱保存备用[32]。 

果胶的提取：称取约 2 mg的细胞壁置于 1.5 ml

的离心管，加入 1 ml蒸馏水，在 100℃的水浴锅中煮

1 h；然后，在 13 200 r/min条件下离心 10 min；吸取

上清液放入 5 ml 的离心管中。重复在 100℃下煮 3

次，弃去残渣。将 5 ml离心管中的液体用蒸馏水定

容至 3 ml即为提取的果胶[33]。 

1.2.3  果胶含量的测定    果胶的含量通过测定糖

醛酸的含量来指示。具体的方法如下：吸取 200 μl

的果胶提取液于 1.5 ml离心管中；再加入 1 ml含有

12.5 mmol/L Na2B4O7·10H2O的浓硫酸；然后将离心

管放在沸水中水浴 5 min，取出离心管，在冷水中冷

却；往冷却的离心管中加入 20 μl浓度为 0.15% 的间羟

基联苯 3-羟基联苯溶液，在室温下催化反应 20 min，

混匀后在 520 nm的波长下进行比色。用不同浓度的

半乳糖醛酸制作标曲[34]。 

1.2.4  细胞壁磷的测定    称取约 2 mg的粗提细胞

壁，将其放入 1.5 ml的离心管中，往离心管中加入

1 ml 2 mol/L的盐酸；然后，在涡旋振荡仪上进行振

荡，放入振荡器中振荡 24 h；取出离心管，在 13 200 r/min

下离心 5 min，取上清在电感耦合等离子体原子发射

光谱仪上测定磷含量[23]。 

1.2.5  果胶甲酯酶酶活的测定    在冰上称取约 5 mg

的细胞壁粗提物，加入 0.5 ml的 1 mol/L NaCl溶液，在

冰上间隔地用涡旋振荡仪振荡 1 h；然后，在 15 000 r/min

下离心 10 min(4℃)，取上清测定果胶甲酯酶活性。具体

方法为：取 50 μl提取的上清加入 1.5 ml离心管，往离

心管中分别加入 100 μl 含有 0.64 mg/ml 果胶的 200 

mmol/L PBS 缓冲液和 10 μl酒精氧化酶溶液；在 30℃条
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件下反应 10 min后，加入 200 μl含有 5 mg/ml 4-氨基-5-

肼基-1,2,4-三唑-3-硫醇的 0.5 mol/L 氢氧化钠溶液；继续

在30℃下保持30 min，然后加入640 μl蒸馏水后在550 nm

波长下比色。用不同浓度的甲醇作标曲[35]。 

1.2.6  硫化氢(H2S)含量的测定    将水稻根在蒸馏

水中洗净，称取鲜重；在液氮下研磨后加入 5 ml含

有 0.1 mmol/L EDTA以及 0.2 mmol/L抗坏血酸的磷

酸缓冲液(pH 6.8；50 mmol/L)；然后，将匀浆液装入

含有 100 mmol/L磷酸缓冲液(pH 7.4)、10 mmol/L L-

半胱氨酸和 2 mmol/L磷酸吡哆醛的测试管中，在室

温下静置 30 min；接着，加入 0.3 ml 5 mmol/L的溶

解在 3.5 mmol/L硫酸中的二甲基-p-苯二胺，再加入

0.3 ml 50 mmol/L的溶解在 100 mmol/L硫酸中的硫

酸铁铵；反应 15 min后在 667 nm波长下进行比色。

用硫化钠做标准曲线，最后值换算成 nmol/g FW[36]。 

1.2.7  基因表达的测定    收集处理后的水稻根系，

在研钵中用液氮彻底研磨，用 TRIZOL (Invitrogen, 

Inc., CA, USA)提取根系的总 RNA。提取后的 RNA

在 nanodrop 上测定含量以及质量，在 1% 的琼脂糖

介质下进行电泳检测其完整性。然后，用 PrimeScript 

RT 试剂盒 (Takara Bio, Inc., Japan)进行反转录，反

转录体系中含有 1 μg的总 RNA。实时荧光定量 PCR

的体系为 10 μl，包含：1 μl稀释 10倍的 cDNA，0.6 

μl的正向和反向引物，5 μl的 SYBR Premix ExTaq 

(Takara Bio, Inc., Japan)和 2.8 μl的灭菌水。反应的引

物序列如下：OSPT2 (正向引物: 5′-GACGAGACCG 

CCCAAGAAG-3′，反向引物: 5′-TTTTCAGTCACTC 

ACGTCGAGAC-3′)，OSPT6 (正向引物: 5′-TATAA 

CTGATCGATCGAGACCAGAG-3′；反向引物:5′-TG 

GATAGCCAGGCCAGTTATATATC-3′)，OSPT8(正向

引物 :5′-AGAAGGCAAAAGAAATGTGTGTTAAAT- 

3′，反向引物: 5′-AAAATGTATTCGTGCCAAATTGCT- 

3′)。每个样品做 3个机械重复以及 3个生物学重复。

以基因 actin作为内参基因(正向引物: 5′-AAGTTCTG 

GGAAGTGGTT-3′，反向引物: 5′-CTCCCAATGAGT 

GACAAA-3′)，用 2-ΔΔCT方法进行基因相对表达量的

计算[37-38]。 

2  结果与分析 

2.1  H2S对水稻体内有效磷含量的影响 

由图 1可见，在添加 10 nmol/L的 NaHS后，

水稻根系和地上部的有效磷含量均显著增加 (图

1)，说明 10 nmol/L的 NaHS对水稻磷吸收和体内

再利用试验来说是一个合适的处理浓度。并且在完

全缺磷的营养液中，10 nmol/L NaHS可以提高水稻

体内有效磷的含量，说明在缺磷条件下，H2S会通

过促进水稻体内磷的再利用，从而提高体内的有效

磷含量。 

 

(图中不同小写字母表示处理间差异在 P<0.05水平显著，下同) 

图 1  不同浓度 NaHS 预处理对水稻根部(A)和地上部(B)有效磷含量的影响 
Fig.1  Effects of different concentrations of NaHS pretreatment on soluble P contents in rice roots (A) and shoots (B) 

 
2.2  水稻体内 H2S含量 

鉴于 10 nmol/L的 NaHS可以显著地提高缺磷条

件下水稻根部和地上部的有效磷含量，因此在后续的

试验中选择该浓度做进一步的研究。用 NaHS预处理

水稻 1 d以后，水稻根系 H2S含量显著增加(图 2)，

暗示确实是 H2S 促进了缺磷条件下水稻体内有效磷

含量的增加。 

2.3  水稻体内细胞壁磷含量、果胶含量和果胶甲

酯酶活性 

前人研究发现，水稻根中约有 50% 的总磷储存

在根系的细胞壁中[23]，据此推测在缺磷条件下，H2S

调控促进了水稻根系细胞壁磷的再利用。结果显示，

在用 NaHS预处理后，缺磷条件下，水稻根系细胞壁

中的磷含量显著减少(图 3A)，且伴随细胞壁果胶含
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量的上升(图 3B)以及果胶甲酯酶活性的上升(图 3C)，

表明 H2S 确实可以通过提高水稻细胞壁内果胶的含

量以及酸化程度来促进细胞壁磷的释放，从而提高体

内的有效磷含量。 

2.4  水稻体内磷转运相关基因的表达 

水稻体内有众多的磷转运子参与水稻对外界磷

的吸收以及体内磷的转运。前人研究发现，磷转运子

OsPT2、OsPT6以及 OsPT8主要参与水稻体内磷的转

运[37-38]，因此在本次试验中，主要测定了这 3个磷转

运子基因在添加 NaHS后的表达变化。结果显示，在

缺磷 1 d后，OsPT2、OsPT6以及 OsPT8基因的表达

均显著上升，并且在缺磷条件下，10 nmol/L NaHS

预处理的水稻根中 OsPT6和 OsPT8基因的表达量显 

著高于单纯缺磷处理(图 4)，表明 H2S主要通过调节

OsPT6 和 OsPT8 基因的表达来增加其有效磷从根部

往地上部的运输。 

 

图 2  水稻根中 H2S 含量 
Fig. 2  Contents of H2S in rice roots 

 

图 3  水稻根系细胞壁的磷含量(A)、果胶含量(B)以及果胶甲酯酶的活性(C) 
Fig. 3  Contents of cell wall P (A) and pectin (B) as well as activities of pectin methylesterase (C) in rice roots 

 

图 4  水稻根中 OsPT2(A)、OsPT6(B)和 OsPT8(C)基因的表达 
Fig. 4  Expressions of OsPT2 (A), OsPT6 (B) and OsPT8 (C) in rice roots 

 

2.5  H2S 清除剂对水稻有效磷以及细胞壁磷含量

及组分变化的影响 

为进一步确认 H2S 在缺磷条件下对水稻细胞壁

磷再利用的调节作用，试验在营养液中外源添加了

H2S的清除剂亚牛磺酸。结果显示，在缺磷条件下，

当水稻的营养液中存在亚牛磺酸后，其根部和地上部

的有效磷含量均显著下降(图 5)，并且伴随着果胶含

量的下降和果胶甲酯酶活性的下降以及根部细胞壁

磷含量的上升(图 6)。以上试验结果进一步验证了H2S

在水稻缺磷条件下，通过改变水稻根系细胞壁组分来

提高细胞壁磷的再利用，以提高水稻体内有效磷的含

量使其正常生长。 

3  讨论 

信号分子 H2S 在植物的众多抗逆反应中发挥重

要作用。比如对苜蓿(Medicago sativa)抵抗镉毒的研

究中发现，在含镉的溶液中添加 H2S 的供体 NaHS

后，苜蓿体内的镉含量明显减少，并且伴随着氧化损

伤的降低，说明 H2S 不仅可以减少植物对重金属镉

的吸收，还能通过调节抗氧化系统来减少由于重金属 
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图 5  添加亚牛磺酸后水稻根部(A)和地上部(B)有效磷含量 
Fig. 5  Effects of hypotaurine addition on soluble P contents in rice roots (A) and shoots (B)  

 

图 6  添加亚牛磺酸后水稻根系细胞壁磷含量(A)、果胶含量(B)以及果胶甲酯酶的活性(C) 
Fig. 6  Effects of hypotaurine addition on contents of cell wall P (A) and pectin (B) as well as activities of pectin methylesterase (C) in rice roots 

 

胁迫造成的氧化损伤。进一步的研究发现，H2S 还

能刺激根系 NO 含量的增加，说明 H2S 在调控植物

抵御重金属胁迫的过程中还与信号分子 NO 密切相

关[28]。最近，有学者在玉米抵抗高温胁迫的研究中

发现，H2S 在 NO 的下游发挥作用，帮助玉米抵抗

高温胁迫引起的各种损伤[36]。在本试验中，当外源

添加 10 nmol/L 的 H2S 供体 NaHS 后，在缺磷条件

下，水稻根部和地上部的有效磷含量显著增加(图

1)，并且伴随着水稻体内 H2S含量的上升，表明 H2S

信号分子通过调控水稻体内磷的再利用来增加水稻

体内有效磷含量。 

水稻根系细胞壁在水稻增加外部磷吸收以及提

高体内磷的再利用过程中起重要作用。Ae 等[39]报道

低磷条件下的花生，其细胞壁多糖具有活化磷的能

力。随后，Ae 等[40]通过比较缺磷土壤上的多种作物

发现，植物吸收磷的多少主要取决于植物根系细胞壁

对外界难溶态磷的溶解作用，称为“contact reaction”。

因此，相对于高粱以及大豆，花生具有较高的耐缺磷

性的原因主要在于它的根系细胞壁对难溶态磷的活化

与再利用能力更高，是高粱和大豆的两倍。Zhu 等[23]

的研究发现，在缺磷条件下 Nip体内的有效磷含量显

著高于 Kas，其主要原因是 Nip水稻根系中的果胶含

量显著高于 Kas，从而提高了其对细胞壁磷的再利

用。并且在含 FePO4 的溶液中分别外源添加果胶和

水，一段时间后测定溶液中的 PO3– 
4 含量，发现添加

果胶的溶液中 PO3– 
4 的含量显著高于单纯添加水的溶

液中，由此说明果胶可以通过吸附与 PO3– 
4 结合的阳

离子(比如 Fe3+)，从而促使 PO3– 
4 离子的释放，进而增

加水稻细胞壁中磷的释放。最近的研究发现，信号分

子 NO以及植物激素乙烯，均可以通过提高水稻根系

细胞壁中果胶的含量以及果胶甲酯酶的活性来提高

细胞壁磷的释放，从而增加缺磷条件下水稻体内的有

效磷含量[41-42]。植物细胞壁中的果胶主要在高尔基体

中形成，此时形成的果胶因为高度的甲酯化而带有少量

的负电荷，因此与阳离子的结合能力较弱[43]。高度甲

酯化的果胶经过分泌进入细胞壁后，在果胶甲酯酶的催

化下脱去甲酯，暴露出其中的羧基(—COO–—)，从而

增加对细胞壁中与磷结合的阳离子(如 FePO4 中的

Fe3+)的吸收，促使其中的 PO3– 
4 释放出来，供植物进

一步利用。本次试验结果发现，在缺磷条件下外源添

加 H2S的供体 NaHS后，水稻根系中的细胞壁磷含量

显著下降，并且伴随着果胶含量的上升和果胶甲酯酶

活性的增加(图 3)，说明 H2S通过提高细胞壁磷的释

放来增加体内的有效磷含量。H2S清除剂亚牛磺酸的

添加试验进一步证明，H2S确实可以通过增加细胞壁

中果胶含量以及提高细胞壁果胶甲酯酶的活性来提
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高对细胞壁磷的释放(图 6)。 

水稻体内的磷转运子不仅负责水稻根系对外界

磷的吸收，还与水稻体内磷的转运密切相关。前人

的研究发现，水稻体内磷转运子 OsPT2、OsPT6 以

及 OsPT8 主要负责水稻体内磷的转运 [37-38]。对

OsPT2和 OsPT6基因的研究发现，当在水稻中敲除

OsPT2或 OsPT6基因后，水稻根部向地上部磷的运

输显著减少，说明这两个基因转录翻译的磷转运蛋

白负责水稻体内磷从根系往地上部的运输[38]。当敲

除 OsPT8基因后，无论在低磷还是高磷条件下，水

稻体内的磷含量以及植物生长均显著减少和降低，

并且伴随着在花序中磷含量的增加和在空籽粒中磷

含量的减少，暗示 OsPT8在调控水稻体内磷平衡过

程中起重要作用[37]。在本次试验中发现，在缺磷条

件下，在营养液中添加 H2S 的供体 NaHS 后，水稻

根中OsPT6和OsPT8基因的表达均显著高于单纯的

缺磷条件(图 4)，说明 H2S通过调控这两个基因的表

达来促使水稻体内磷从根部往地上部的运输以及调

节体内磷的平衡。 

4  结论 

缺磷条件下，信号分子 H2S通过增加水稻细胞

壁中果胶的含量以及果胶甲酯酶的活性来促进水

稻细胞壁磷的释放，从而增加水稻体内的有效磷含

量；并且通过调控磷转运子 OsPT6 和 OsPT8 基因

的表达来促进水稻体内磷的运输以及调节水稻体

内磷的平衡。 
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Hydrogen Sulfide Promote Rice (Oryza sativa) Cell Wall P 
Remobilization Under P Starvation Condition 

ZHU Chunquan1,2, ZHU Xiaofang1, SHEN Renfang1* 
(1 State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agriculture, Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences,  

Nanjing  210008, China; 2 University of Chinese Academy of Sciences, Beijing  100049, China) 

 

Abstract: Exogenous addition of 10 nmol/L H2S donor NaHS significantly increased available P content in rice under P 

starvation condition. Further study demonstrated that H2S positively stimulated the increase of pectin content, accompanied with 

the enhancement of pectin methylesterase (PME) activity, then increased the cell wall P release, finally helped rice to survive 

underno P condition. What’s more, the addition of H2S scavenger hypotaurine (HP) further emphasized the important roles of H2S 

in rice root cell wall P release. In addition, H2S stimulated the expressions of phosphate transporter genes OsPT6 and OsPT8 

which are involved in the transport of soluble P from root to shoot. 

Key words: Signal molecular; H2S; Cell wall; Pectin; Pectin methylesterase (PME); Phosphate transporter gene 

 


