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摘  要：研究了编码拟南芥 14-3-3蛋白的基因 grf9导入番茄并超量表达后，转 grf9基因番茄在土壤不同供磷条

件下的生长和对磷的利用特征。结果发现，在 2个供磷水平下，转 grf9基因番茄的地上部含磷量均显著高于野生型，

且分别提高 58.70% 和 56.68%，磷素累积量较野生型增加 88% ~ 90%；同时转 grf9基因番茄的地上部干重较野生型增

加幅度约 20%。高供磷条件下种植转 grf9基因番茄的土壤速效磷耗竭程度显著高于种植野生型番茄的土壤，亏缺度增

加 15.7%；相应地，高供磷条件下转基因番茄对土壤磷的农学利用率和生理利用率均有显著提高，分别增强达 200%

和 165%。该结果为培育磷高效新品种提供了新思路和科学依据。 
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磷在植物生长、发育、繁殖和提高对生存环境的

适应性等过程中都起着举足轻重的作用[1-3]。在土壤

中，总磷含量较高，但是超过 80% 的磷被吸附、固定
或为有机态磷，水溶性磷浓度一般在 1 ~ 10 μmol/L[4-6]，

并且磷扩散速率是相当低的，通常为 10−12 到

10−15 m2/s[7]。因此，磷肥利用率相对较低。近年来，

我国设施农业快速发展，给农民带来了显著的经济效

益。但是设施农业在迅速发展的同时，也出现了一系

列问题，如引起土壤酸化、次生盐渍化、养分不平衡

等，从而引起作物生长不良与农产品品质下降[8-10]。

尽管设施农业土壤本身的养分含量很高，但在这些土

壤化学逆境条件下，番茄等蔬菜的生长仍需投入大量

的肥料[11-12]，而长期过量施肥对土壤环境和周围水体

造成了巨大的压力[13-14]，陷入了不施肥则作物产量下

降，施肥则带来土壤质量退化和引起面源污染的两难

境地[9-10,15]。解决这一难题的关键之一是提高作物对

磷的吸收利用。通过基因工程手段创造磷高效吸收利

用的新品种是有效途径之一。 
14-3-3 蛋白是一类高度保守的在所有真核生物

中都表达的蛋白，在一系列的生命过程中起着关键作

用[16-19]。有试验发现，grf9基因的表达和供磷水平存

在一定的正相关，并且可能调节磷胁迫时的生理代

谢[20]。Xu等[21]报道，番茄的 14-3-3基因(TFT7)的过
量表达可以提高拟南芥的耐盐能力。但是 14-3-3 蛋
白基因是否能够提高作物对磷的吸收利用，尚不清

楚。因此，本研究采用农杆菌介导法将 grf9 基因导
入番茄，获得相应的转基因植株，通过盆栽试验探讨

grf9 基因的超量表达在改善作物生长和提高对磷吸
收利用中的作用。 

1 材料与方法 

1.1 植物材料 
中蔬四号番茄 (Solanum lycopersicum L. cv 

Zhongshu No. 4)(WT)，购买自南京市金祥种业有限公
司。构建受 35S启动子控制的植物表达载体，通过农
杆菌介导的方法[22]，将拟南芥的 grf9 基因导入 WT
番茄，获得转 grf9基因番茄(GRF9)。 

选取饱满的WT和GRF9种子分别用自来水浸泡
15 min，然后转入无菌操作台中，用无菌水冲洗 4次，
再用 2%(w/v)的次氯酸钠溶液表面灭菌 15 min，接着
用无菌水冲洗 8次。然后将 GRF9播种在含有卡那霉
素(25 mg/ L)的 MS培养基上，WT直接播种在不含卡
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那霉素的 MS 培养基上[23]。转移至培养室生长约 10 
天。光照培养室内条件为：温度(23±1)℃，光周期 16/8 
h，光照强度 100 μmol/(m2·s)。培养至番茄的子叶完
全展开。接着将主根长大于 3 cm并带有侧根的番茄
幼苗，转入修改的 1/5 JS(Johnson’s solution)的营养液
中在人工光照室培养[24]。人工光照室的培养条件为

温度 (25±1)℃，湿度为 (65±1)%，光照强度为
60 μmol/(m2·s)。 
1.2  试验处理 

供试土壤采自江苏省宜兴市大浦露天菜园表层

土(0 ~ 20 cm)，风干后过 20目筛以供试验使用。土
壤基本理化性质为 pH 6.27，碱解氮 40.2 mg/kg，速
效磷 (Olsen-P)含量 145 mg/kg，速效钾含量 61.2 
mg/kg。试验中分别用 KH2PO4 供磷、K2SO4 供钾、

尿素供氮。纯 N和 K2O用量均为 150 mg/kg。为了保
证番茄生长良好，以添加 P2O5 150 mg/kg(CK)为对
照，在此基础上再添加 P2O5 150 mg/kg(+P)为加供磷
处理，不同磷水平和两个试验材料进行完全组合，重

复 3次。土培试验在中国科学院南京土壤研究所的日
光玻璃温室进行。选取在人工光照室培养 7 天的长
势一致的番茄幼苗移到土培中。移栽成活后，通过称

重法保证土壤水分的一致性。移栽后 45 天和 63 天
分别测定植株株高和茎粗。移栽后 65 天收获，测定
植物干重、含磷量和土壤速效磷(Olsen-P)含量。 
1.3  试验方法 
1.3.1  转基因植株的分子检测    转 grf9 基因番茄
转入 1/5 JS营养液培养 4 天后，采取每棵幼苗的一
小片叶子使用 CTAB法[25]提取番茄基因组 DNA，然
后以 grf9 引物(F 端序列为 5′-AAGAGCGTGACA 
CTTTCG-3′；R 端序列为 5′-CAGCAGCAGTAGTAG 
CAATC-3′)进行 PCR扩增，扩增产物为 474 bp，扩增
程序为：94℃ 预变性 5 min；94℃ 变性 30 s，55℃

退火 30 s，72℃ 延伸 30 s，28个循环；72℃ 延伸 7 
min。PCR产物用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测。 
1.3.2  测定参数和测定方法    植株全磷含量采用
H2SO4-H2O2 消煮，钒钼黄比色法测定。土壤碱解氮

采用 1.0 mol/L NaOH碱解扩散法测定；速效磷采用
0.5 mol/L NaHCO3浸提，钼锑钪比色法测定；速效钾

采用 1.0 mol/L 的乙酸铵(NH4OAc)浸提−火焰分光光

度法测定[26]。株高由地上部开始测量到主茎的顶端

截止；茎粗用游标卡尺在距离土壤 2 cm左右测量。 
1.3.3  有关参数的计算方法    植株磷浓度(mg/g)=
植株吸磷量与整株干重之比[27]；磷肥农学利用率=(加
供磷处理植株磷积累量−对照供磷植株磷积累量)/磷
肥施用量×100%[28]；磷肥生理利用率(P2O5，g/g)=(加
供磷处理干重−对照供磷处理干重)/(加供磷处理植株
总吸磷量−对照供磷处理植株总吸磷量)[29]。 
1.4  数据统计分析  

数据用 Excel software 和 SPSS 16.0 for Win-
dows(SPSS Inc, USA)软件进行统计分析，LSD法进
行差异显著性检验。 

2  结果与分析 

2.1  转 grf9基因番茄的分子检测 
通过农杆菌介导的方法，将拟南芥的 grf9基因

导入 WT 番茄，获得 GRF9 番茄。图 1 显示的是移
栽前转基因番茄 GRF9的 PCR扩增产物的凝胶电泳
结果。从图 1可以看到在约为 500 bp附近有一条明
亮条带，与目的基因片段扩增产物大小相符。出现

这样的明亮条带的即为转基因番茄，没有条带的即

为野生型番茄。分子鉴定结果表明，转基因番茄植

株的基因组 DNA 含有 grf9 基因片段，而非转基因
番茄植株没有该基因片段。 

 

 
(M：标准分子量 DL2000；1~32：可能的转 grf9基因番茄的不同植株；NC：野生型番茄) 

 

图 1  转 grf9 基因番茄幼苗的 PCR 鉴定 
Fig. 1  PCR analysis of putative grf9 over−expressing transgenic tomato seedlings 
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2.2  grf9 基因超量表达对番茄植株干重、吸磷量及
叶茎分配的影响 
从表 1可知，在 2个供磷水平下，GRF9的叶吸

磷量和地上部吸磷量显著高于WT；GRF9的叶干重、
地上部干重和茎吸磷量有高于WT的趋势。其中，在
CK 对照下，GRF9 的叶干重和地上部干重较 WT 高
出 25.1% 和 20.1%。在+P处理下，叶干重和地上部
干重较WT高出 31.1% 和 19.7%。进一步比较发现，
与WT相比，GRF9番茄将干重较多的分配给叶，且
GRF9在 CK水平下的叶干重和地上部干重都仍然略
高于WT在+P水平下的叶干重和地上部干重。 
2.3  grf9基因超量表达对番茄株高和茎粗的影响 

如图 2所示，grf9基因的超量表达对番茄的株高
没有显著影响，但有略微降低株高的趋势。在对照供

磷条件下，转 grf9基因番茄的茎粗显著大于野生型；
在加供磷条件下，移栽后培养 63 天，转 grf9基因番
茄的茎粗大于野生型。说明 grf9 基因的超量表达有
改善番茄株型的可能。 
2.4  grf9 基因超量表达对番茄植株磷浓度和磷肥利

用率的影响 
由表 2 可看出，无论是在 CK 水平还是在+P 水

平，GRF9 的磷浓度均显著高于 WT 的磷浓度，在
CK 时高出 58.7%，+P 水平时高出 56.7%。GRF9 的
磷肥农学利用率和磷肥生理利用率均高于WT的，分
别增加 200% 和 165%。 
2.5  土壤速效磷(Olsen-P)含量的变化 

图 3 显示了番茄收获后土壤速效磷(Olsen-P)的
含量。从图中看出，无论是在 CK 水平还是在+P 水 

 
表 1  番茄干重和吸磷量的比较 

Table 1  Comparison of dry weight and phosphorus uptake of tomato 

干重 吸磷量 植株部位 供磷水平 基因型

数值(g) 增加量(%) 分配(%) 数值(mg/株) 增加量(%) 分配(%) 

CK GRF9 5.022 ± 0.546 ab 25.1 70.8 ± 1.6 ab 25.7 ± 1.8 b 91.8 71.1 ± 3.2 a

 WT 4.016 ± 0.885 b − 68.1 ± 1.4 b 13.4 ± 4.4 c − 70.1 ± 2.2 a

+P GRF9 6.132 ± 0.504 a 31.1 74.3 ± 4.4 a 32.2 ± 3.2 a 102.5 73.9 ± 6.2 a

叶 

 WT 4.679 ± 0.479 b − 68.0 ± 1.7 b 15.9 ± 1.8 c − 69.1 ± 7.8 a

CK GRF9 2.072 ± 0.280 a 9.5 29.2 ± 1.6 ab 10.4 ± 1.5 ab 79.3 28.9 ± 3.2 a

 WT 1.892 ± 0.500 a − 31.9 ± 1.4 a 5.8 ± 2.5 b − 29.9 ± 2.2 a

+P GRF9 2.129 ± 0.469 a 0.0 25.7 ± 4.4 b 11.6 ± 4.1 a 69.4 26.1 ± 6.2 a

茎 

 WT 2.220 ± 0.390 a − 32.0 ± 1.7 a 7.1 ± 1.8 ab − 30.9 ± 7.8 a

CK GRF9 7.094 ± 0.390 ab 20.1 − 36.1 ± 2.2 a 88.0 − 

 WT 5.908 ± 1.377 b − − 19.2 ± 6.8 b − − 

+P GRF9 8.261 ± 0.659 a 19.7 − 43.7 ± 5.8 a 90.0 − 

地上部 

 WT 6.899 ± 0.862 ab − − 23.0 ± 0.3 b  − 

注：WT和 GRF9分别表示野生型和转 grf9基因番茄；增加量=(GRF9−WT) / WT × 100%；干重分配=叶或茎干重/(地上部干重)×100%；吸
磷量分配=叶或茎吸磷量/(地上部吸磷量)× 100%；数据小写字母不同表示不同处理间同一植株部位差异达到 P<0.05显著水平。 
 

 
 

(WT和 GRF9分别表示野生型和转 grf9基因番茄；CK和+P分别表示供磷对照和加供磷处理； 
小写字母不同表示在同一测定时间时不同处理间差异达到 P<0.05显著水平；下图同) 

 

图 2  grf9 基因超量表达对番茄株高和茎粗的影响 
Fig. 2  Effects of over-expression of grf9 gene on plant height and stem width of tomato 
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表 2  番茄植株磷浓度和磷肥利用率的比较 
Table 2  Comparison of P concentration and phosphorus use efficiency 

磷肥农学效率 磷肥生理利用率 磷水平 基因型 地上部磷浓度 
(mg/g) 数值(%) 增加量(%) 数值(P2O5，g/g) 增加量(%) 

CK GRF9 5.11 a − − − − 

 WT 3.22 b − − − − 

+P GRF9 5.28 a 2.6 200 139.5 165 

 WT 3.37 b 1.3 − 84.5 − 

注：增加量=(GRF9−WT) / WT × 100%；数据小写字母不同表示不同处理间差异达到 P<0.05显著水平。 
 

 
 

图 3  土壤速效磷(Olsen-P)含量的变化 
Fig. 3  Changes of soil available P (Olsen-P) 

 
平，种植过 GRF9 的土壤速效磷含量均低于种植过
WT的土壤速效磷含量。在 CK水平时，种植过 GRF9
的土壤速效磷含量比种植过 WT 的土壤速效磷含量
低 9.7%；在+P水平时，种植过 GRF9的土壤速效磷
含量比种植过WT的土壤速效磷含量低 15.7%。该结
果与转 grf9 基因番茄的植株吸磷量显著高于 WT 的
现象相吻合。 

3  讨论 

近代生物技术的发展和植物的遗传多样性为磷

高效利用基因型的筛选及定向培育提供了可能，现代

分子生物学在基因组方面的研究使得目的基因在调

节启动子的控制下向特定组织表达成为现实。因此，

通过克隆得到植物磷高效基因，并导入植物体中，促

进磷的吸收和活化，以使转基因植物获取较多的磷，

为磷高效植物基因型的遗传改良提供了有效途径。

Park 等[30]将磷酸根转运子 NtPT1 基因插入水稻，通
过试验研究此转基因水稻与常规野生型相比增加了

籽粒的千粒重。Mitsukawa 等[31]将拟南芥中的 PHT1
磷酸根转运子插入到烟草中，发现可以增加烟草的细

胞生长和提高其磷含量；Seo等[32]的试验也证实了通

过水稻中过量表达与磷酸根转运有关的基因 OsPT1
基因，无论是在施磷还是不施磷的条件下，在水稻的

分蘖期、抽穗期和收获期都可以增加体内的磷含量。

近年来发现的 microRNA399 在磷的高效累积中发挥
着重要作用，在水培高磷条件下，可以显著提高转基

因拟南芥、番茄的含磷量[23,33-35]。但作物生长(株高、
茎粗、干重等)的改善情况不明显，甚至还会降低作
物的干重[23]。由于导入基因的产物大都是单一功能

基因，这些基因在植物体内过量累积会产生负面作

用，诱导作物产生反馈调节其生理过程，从而限制了

导入基因进一步发挥作用。本试验选用了具有多重功

能的基因 grf9 来进行尝试。结果表明，grf9 的超量
表达，增加了番茄的茎粗，但没有明显改变植株的株

高(图 2)。从作物的农艺性状这个层面上看，在作物
的植株株高不变的情况下，适当增加作物的茎粗可以

使得植株不容易倒伏，即增强了作物的抗倒伏能力，

这有利于增加农业生产的效益。张涛等[11]的研究表

明，在有效磷较高(Olsen-P为 P2O5 96.7 mg/kg)的土壤
上，为保证作物产量，仍然要施用磷肥。梁林洲等[28]

的研究也指出，在 Olsen-P为 P2O5 96.7 mg/kg的土壤
中，小白菜生长在添加 P2O5 400 mg/kg磷肥的土壤上
比添加 P2O5 200 mg/kg 磷肥的土壤上仍然有显著的
增产效果。在本试验中，为避免不施加外源磷而导致

植物长势差，以添加 P2O5 150 mg/kg作为对照(CK)。
研究结果表明，超量表达 grf9 基因的番茄 GRF9 与
WT相比，在对照供磷(CK)条件下，植株地上部的干
重明显增加，且与加供磷处理(+P)WT的地上部的干
重没有差异，即在相同供磷水平条件下，种植超量表

达 grf9 基因的番茄可以减少磷肥的施用而不减产。
超量表达 grf9 的番茄产量的提高，可能与 grf9 基因
改善了番茄的磷营养有关。这与 Cao 等人[20]指出的

植物体内的 14-3-3蛋白可以响应低磷的胁迫相一致。
除响应磷胁迫外，14-3-3蛋白还可调控 SSIII(淀粉合
成过程中的重要酶)，激活质膜 H+-ATPase 酶，参与
ABA和胁迫信号调节等[20,36-37]。因此，超量表达 grf9
的番茄也有可能是 grf9基因首先改善了植物的生长，
进而改善了番茄的磷营养。由于盆栽试验时间较短，

磷肥利用率比大田中的磷肥利用率偏低，这也与梁林
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洲等人[28]的研究结果相似。但是，超量表达 grf9 基
因的番茄的磷肥农学效率和磷肥生理利用率均明显

高于野生型。这些初步结果说明，grf9基因有通过基
因工程手段培育出磷高效型作物的潜力。 

除此之外，农田土壤的大量累积对水体环境的威

胁也与日俱增[14,38]。杨林章等[12]的田间试验表明，太

湖地区稻麦轮作系统农田养分的排放净负荷磷为

1.75 kg/hm2，其中稻季 1.16 kg/hm2，麦季 0.58 kg/hm2。

磷的径流流失量占当年施肥量的 1.93%。曹志洪等[39]

在太湖流域 5年的研究发现，单位面积上径流迁移的
土壤磷素是桑园≥菜园≥大田麦季>大田稻季；稻麦
轮作田每年向水体排放的磷量为 0.84 kg/hm2，占当

年磷肥用量的 2.5%，而菜园地 5 个月土壤磷素流失
量就到 0.6 kg/hm2。张维理等[40]的研究指出太湖流域

农田面源磷对水体磷的贡献率高达 19%。我们的试验
结果表明，超量表达 grf9 基因的番茄地上部的含磷
量和吸磷量均显著增加，且种植过 GRF9番茄的土壤
速效磷含量比种植过WT的速效磷含量低。即在相同
供磷水平下，GRF9番茄可以带走土壤中更多的有效
磷。同时该结果也与超量表达 grf9 基因的番茄的吸
磷量和磷肥利用率高于WT的结果相呼应。因此，我
们初步结果表明，grf9 基因可以提高作物磷肥利用
率，对减轻面源污染有积极的意义。当然，由于盆栽

试验的时间较短，grf9的超量表达对番茄生长和对土
壤磷素利用的影响，还需要进一步研究。 
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GRF9 Over-expressing Improves Tomato Growth and  
Phosphorus Use Efficiency 
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Abstract: By generating and examining transgenic tomato over-expressing grf9 grown in a vegetable soil condition, this 

study aimed to investigate the effects of grf9 from arabidopsis on tomato growth and phosphorus (P) use efficiency. Results 

showed that in these two P-level conditions shoot P concentration increased significantly, improved by 58.70% and 56.68% 

respectively, P uptake increased by 88%−90%; while in the transgenic tomato, shoot dry weight increased by about 20%. Soil 

available P decreased significantly by about 15.7% planted the transgenic tomato in the additional P soil condition; accordingly 

over-expression of grf9 gene could improve P agronomic and physiological efficiencies in the additional P soil condition, and 

improved by 200% and 165% respectively. The results provided new idea and scientific basis for P use efficiency genetic 

modification.  
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