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摘  要：磷和铁都是植物必需营养元素，缺磷和缺铁都会严重影响植物生长发育导致作物产量和品质下降。前

期研究表明缺磷会导致植物铁吸收基因的表达量下降，但这种下降与外界铁浓度是否相关还不清楚。本文检测了缺磷

和正常磷条件下不同铁浓度对植物铁吸收基因的表达变化。结果显示，缺磷导致植物主根生长受到显著抑制，但该抑

制现象和铁浓度显著相关，在铁浓度下降到一定范围后该抑制作用消失。qPCR 结果显示，缺磷显著诱导缺磷响应基

因 IPS、SPX3、PHT1;4 表达量增加，且这种表达量增加仅受缺磷诱导，和铁浓度无关。缺磷也显著诱导铁吸收相关

基因 FRO2、IRT1 和 CYP82C4 的表达量下降，但这种下降具有明显铁浓度依赖性。随着铁浓度升高，缺磷诱导的铁

吸收基因的表达量下降幅度随之增大，这可能是由于缺磷导致培养基中铁的有效性增加所致。本研究结果为土壤磷、

铁肥料管理提供了新的视角。 
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磷和铁都是植物必需营养元素，在结构组成和能

量代谢过程中起着重要作用，矿质元素缺乏会严重影

响油菜产量与品质[1]。在土壤溶液中，能够被植物吸

收的无机磷(Pi)通常会与铁或其他土壤成分形成高度

难溶的复合物而使其生物有效性降低。广泛分布于我

国南方地区的红壤和砖红壤，富含铁、铝氧化物，磷

的生物有效性低，需要长期施肥以保持供磷水平[2-4]。

而我国华北平原、黄河故道和西北黄土高原等地，其

pH高达 7.5 ~ 8.5，并富含游离碳酸钙，因而缺铁现

象较为严重[5]，西南地区四川境内的石灰性紫色土也

同样缺铁[6]。 

植物为应对缺磷缺铁，从形态、生理、代谢、分

子等方面发生一系列变化[7-8]。拟南芥，双子叶模式

植物，与油菜同属十字花科，近年来对它的研究十分

深入详实，为作物的实际生产利用提供理论基础。拟

南芥响应低磷可被分为系统反应和局部反应[9-10]。系

统反应包括涉及整体增强磷吸收和体内磷利用效率

的基因的表达量增加，且主要受控于主要调节子

PHR1(phosphate starvation response 1，一个 MYB转

录因子)[11-12]。PHR1调控下游一系列磷响应标记基因

的表达，例如 IPS1(induced by phosphate starvation 1)，

它编码一个长非编码RNA且特异地受缺磷强烈诱导[13]；

SPX3，编码含有一个 SPX结构域的蛋白，负反馈调

节磷信号；PHT1(phosphate transporter 1)家族中的

PHT1;1和 PHT1;4，编码负责从根际吸收磷的主要转

运子[14-15]。局部反应主要指根构型的改变，例如主根

生长受抑制[16]、侧根密度增加[17]、根毛密度和长度

增加等[18]。拟南芥采用策略Ⅰ(还原机制)来克服缺铁

环境，该机制包括酸化、还原和转运 3 个步骤[19]。

首先，H+-ATP酶外排质子到根际以降低土壤 pH，增

加 Fe(Ⅲ) 溶解度。其次，铁还原酶 FRO2(ferric chelate 

reductase 2)将 Fe(Ⅲ) 还原成 Fe(Ⅱ)[20]。最后，Fe(Ⅱ) 

通过转运子 IRT1(iron-regulated transporter 1)将铁运

入根中[21]。转录因子 FIT(FER-like iron deficiency-indu-

ced transcription factor)是铁吸收的关键调节子，它从

转录水平调控 FRO2、CYP82C4(cytochrome P450, 

family 82, subfamily C, polypeptide 4)，以及从蛋白水

平调节 IRT1的表达[22]。 

缺铁性萎黄病发病程度与土壤中的磷状况紧密

相关[23-24]。缺磷会诱导大部分缺铁响应基因表达量下

降[25]，但是同时又会在体内积累更多铁[26]。铁蛋白

基因 FER1的表达受 PHR1调节，通过增加 FER1表
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达量以清除过多的铁[27]，而拟南芥 Col生态型缺磷诱

导的主根生长受抑制又依赖于铁的存在[28-30]。前期研

究表明，当培养基中铁浓度从40 µmol/L下降到5 µmol/L

时，缺磷诱导铁吸收相关基因的表达量下降幅度明显

受到抑制[31]，但这种抑制是否具有铁浓度依赖性还

不明确。本研究对缺磷和正常磷条件下不同铁浓度对

植物主根生长和铁吸收基因的表达变化进行了探讨，

研究结果对厘清磷铁互作的机理提供了认识，为合理

施肥提供了依据。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料与生长条件 

本试验材料为拟南芥(Arabidopsis thaliana)Col-0

生态型，由本实验室保存。光照培养箱的温度为 

(22±1)℃，16 h光照/8 h黑暗，湿度 70%，光照强度

为 50 μmol/(m2·s)。正常固体培养基为 Estelle 和

Somerville的 ES培养基[32]，成分为：5 mmol/L KNO3，

2 mmol/L MgSO4，2 mmol/L Ca (NO3)2，2.5 mmol/L 

KH2PO4，70 μmol/L H3BO3，14 μmol/L MnCl2，

1 μmol/L ZnSO4，0.5 μmol/L CuSO4，10 μmol/L NaCl，

0.2 μmol/L Na2MoO4，40 μmol/L Fe(III)-EDTA，

4.7 mmol/L MES (2-吗啉已磺酸)，1%(w/V)蔗糖，

0.8%(w/V)琼脂，pH 5.5。种子用 70% 酒精浸泡 3 min，

再用 0.5% (V/V)次氯酸钠+0.5%(V/V) 吐温 40表面消

毒 10 min，然后用灭菌水清洗干净(5次)，播种于 9 cm

培养基上，密封好，置 4 ℃低温避光保存 2 d，然后

放入光照箱中培养。 

1.2  磷铁处理对拟南芥主根生长的影响 

待 Col-0拟南芥正常生长 5 d后，挑选长势一致

的幼苗移植于不同磷铁浓度处理的 10 cm 方形培养

基上竖直培养，处理 9 d，主根伸长量 = 处理后主根

长-移苗时主根长。缺磷处理采用 KCl代替 KH2PO4，

两种磷水平分别为 +P(2.5 mmol/L P)和 -P(0 mmol/L 

P)，加入不同浓度的 Fe(III)-EDTA，不加记为 -Fe，

共计 13个处理，分别为：+P-Fe，-P-Fe，-P+1 μmol/L Fe，

-P+5 μmol/LFe，-P+10 μmol/L Fe，-P+20 μmol/L Fe，

-P+40 μmol/L Fe，-P+100 μmol/L Fe，+P+40 μmol/L 

Fe(对照)，+P+100 μmol/L Fe，+P+150 μmol/L Fe，

+P+250 μmol/L Fe，+P+350 μmol/L Fe。每个处理 12

株苗。 

1.3  磷铁处理对磷铁响应标记基因表达量的影响 

待 Col-0拟南芥正常生长 10 d后，挑选长势一致

的苗移植于不同磷铁浓度处理的培养基上生长 3 d，处

理如本文 1.2节所述，仔细采集根部，取约 50 mg鲜

样用液氮速冻后保存于 –80 ℃待提取 RNA。总 RNA

提取依据 Trizol reagent(Invitrogen)说明书进行。1 μg

总 RNA 被用于反转录(TaKaRa，含 gDNA Eraser，

Cat#RP047A)。cDNA 经稀释 12 倍后，取 2 μl 作为

模板进入后续 10 μl 体系的实时荧光定量 PCR 检测

(quantitative real-time RT-PCR，qRT-PCR)。qRT- 

PCR 采用 SYBR Green Perfect mix(TaKaRa，Cat# 

RR420A)在 Thermo PIKOREAL 96 Real-Time PCR 

System仪器上进行检测，运行程序采用两步法，95 ℃/5 s，

60 ℃/30 s，40 个循环，内参基因为 TUA3(tubulin 

alpha-3，At5g19770)，3次重复。检测缺磷响应标记

基因 IPS1、SPX3 和 PHT1;4，铁吸收主要调控基因

FIT，以及受 FIT调控的 IRT1、FRO2和 CYP82C4。

引物信息见表 1。 

表 1  qRT-PCR 引物 
Table 1  Primer of qRT-PCR 

基因号 引物名称 引物序列 长度(bp) 

TUA3-RT-F GTGCTGAAGGTGGAGACGAT At5g19770 

TUA3-RT-R AACACGAAGACCGAACGAAT 

159 

FIT1-RT-F CAGTCACAAGCGAAGAAACTCA At2g28160 
FIT1-RT-R CTTGTAAAGAGATGGAGCAACACC 

237 

FRO2-RT-F GGCCACCACATATCCGAAGAT At1g01580 
FRO2-RT-R CGACGTGGAGGACAAAGAAGAG 

101 

IRT1-RT-F CACCATTCGGAATAGCGTTAGG At4g19690 
IRT1-RT-R CCAGCGGAGCATGCATTTA 

103 

CYP82C4-RT-F TAACCATTCCTAAAGCCACGC At4g31940 
CYP82C4-RT-R CGTTTACGAACATAATACCGCAC 

232 

IPS1-RT-F AGACTGCAGAAGGCTGATTCAGA At3g09922 
IPS1-RT-R TTGCCCAATTTCTAGAGGGAGA 

61 

SPX3-RT-F CCGATCTCTTCATCTATCTT At2g45130 
SPX3-RT-R TTACGATAATGTCATATTGCGT 

95 

PHT 1;4-RT-F GGTCCCAATAGTTTAGGTGAT At2g38940 
PHT 1;4-RT-R AGTTGCTAGAGACAAGGAGAA 

77 
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1.4  表达量统计与分析 

基因表达量采用 2-∆Ct=2-(Ct 基因-Ct 内参)计算，显著性

差异通过比较-∆Ct 进行计算。主根长和基因表达数

据统计采用 SAS 软件，多重比较为邓肯法，不同字

母表示 5% 差异性。 

2  结果 

2.1  缺磷对拟南芥主根生长的影响 

相比对照(+P+40 μmol/L Fe)，缺磷(-P+40 μmol/L 

Fe)能显著抑制主根生长(图 1)。-P+20 μmol/L Fe和 

-P+100 μmol/L Fe处理与 -P+40 μmol/L Fe抑制程度

相同，而当铁浓度下降到 10 μmol/L时，抑制作用解

除，5 μmol/L时，主根伸长量最长，而当铁浓度继续

降低时，缺铁表型开始显现，主根伸长量开始减少(图

1)。这说明，缺磷抑制主根生长依赖于铁浓度，若铁

浓度低于某一范围则解除抑制。+P-Fe比-P-Fe主根

长更短，可能是由于大量的磷与培养基上微量的铁结

合形成难以被植物利用的磷铁沉淀，进一步加重了缺

铁表型。在磷充足的条件下，随着铁浓度上升到达

350 μmol/L，拟南芥出现高铁毒害表型，主根生长受

到明显抑制，这与缺磷(-P+40 μmol/L Fe)处理表型相

似(图 1)。 

 

(A．不同磷铁浓度处理后的植株照片。标尺为 1 cm；B. 主根伸长量的统计分析。图中数值为平均值±SD (n = 12)。 

小写字母不同表示处理间差异达到 P<0.05显著水平，下图同) 

图 1  磷铁胁迫对拟南芥主根生长的影响 
Fig. 1  Effects of phosphate and iron stresses on primary root elongation of Col-0 

 

2.2  缺磷标记基因对铁浓度变化的响应 

缺磷时，植物除了发生形态学变化的局部响应，

还会迅速发生分子水平的系统响应以适应环境，其中

磷饥饿响应基因(Pi-starvation-responsive，PSR)涉及

磷的吸收、转运、代谢、转录调控以及信号转导等多

个生物学过程。本研究选用了受主要调节子 PHR1直

接调控并参与 Pi信号转导的长非编码 RNA IPS1，它

常作为标记基因用来检验植物体内是否缺磷，受缺磷

强烈诱导并负反馈调节磷信号网络的 SPX3，以及实

现磷吸收的根中主要磷转运子 PHT1;4作为缺磷响应

标记基因。在本研究的 13个处理中，IPS1、SPX3和

PHT1;4 在所有缺磷处理中表达量显著增加，这说明

试验条件设置与操作达到了预想的结果，而在相同缺

磷条件下不同的铁浓度处理间表达量与铁浓度无相

关性(图 2)。这说明这些缺磷标记基因仅响应缺磷，

对铁浓度变化不响应。 

2.3  铁吸收基因对缺磷和不同铁浓度的响应 

为了研究铁吸收基因在缺磷条件下的受抑制是否

与铁浓度相关，我们利用 qRT-PCR分析根中铁吸收基

因的表达水平。FIT的表达量与对照(+P+40 μmol/L Fe)

比，仅在培养基中不添加 Fe-EDTA时表现出明显增加，

当缺磷且铁浓度维持在 5 ~ 100 μmol/L范围内时，缺磷

显著降低 FIT表达量；-P-Fe与+P-Fe相比，FIT也表

现出缺磷诱导表达量下降(图 3A)。受 FIT 调控的铁吸

收基因 IRT1、FRO2和 CYP82C4的表达水平本身受缺

铁诱导，并随铁浓度下降而升高，受高铁抑制(图 3 B ~ 

D)。它们的表达同样受缺磷抑制，例如，IRT1 的表达

量在  -P-Fe 中比  +P-Fe 中表达下降 57.7%，

-P+40 μmol/L Fe比+P+40 μmol/L Fe表达下降 76.0%，

-P+100 μmol/L Fe 比 +P+100 μmol/L Fe 表达下降

93.8%(图 3E)，这 3个铁吸收基因都表现出铁浓度越高，

受缺磷抑制越严重，与铁浓度呈现显著相关性。 
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(A.IPS1；B.SPX3；C.PHT1;4。数据为平均值± SD(n = 3)，下图同) 

图 2  qRT-PCR 分析缺磷标记基因对磷铁胁迫的响应 
Fig. 2  qRT-PCR analysis of Pi-deficiency marker genes upon phosphate and iron stresses 

 

3  讨论 

缺磷抑制植物主根生长具有生存意义，因为磷在

土壤中的浓度随着深度下降，所以在低磷土壤中浅根

系的基因型往往具有更高的磷吸收效率[33]。土壤中

单独缺磷和单独缺铁都会诱导主根变短[16, 34]，而缺

磷低铁的生长基质中植物生长受限的情况减轻并导

致了类似于磷充分的根表型，表明衰弱的主根生长并

非是对低磷的适应而是受到铁毒害，因为磷缺乏条件

下铁具有更高的有效性[28]。在本试验中，缺磷处理

时，铁浓度在 20 ~ 100 μmol/L时都能抑制主根生长，

而当铁浓度低至 10 μmol/L 时抑制作用解除(图 1)，

说明外界铁浓度低于某一范围后根尖积累的铁不足

以引起铁毒。缺磷主根生长受抑制不仅取决于外界铁

的总浓度，还需要植物将铁精确地沉积在干细胞龛以

及在伸长区皮层细胞的质外体中[35]。缺磷且铁浓度

在 20 ~ 100 μmol/L范围时，主根伸长量一致(图 1)，

可能的解释是铁定位于根尖质外体需要转运子的协

助，此时的限制因子在于转运子数量而非外界铁浓

度。磷充分高铁处理中，当铁浓度达 350 μmol/L时，

引起明显的铁中毒现象，此时主根伸长量与缺磷

(-P+40 μmol/L Fe)处理一致(图 1)，可能在根尖积累

的铁浓度与缺磷造成的铁中毒相当。 

在磷饥饿反应中，铁浓度升高，铁吸收基因表达

量下降以及铁清除蛋白的表达增加构成了稳健的铁

反应模式[36-38]。大量的研究发现缺磷时会抑制铁吸收

基因表达[25, 31, 38]，而当铁浓度从 40 µmol/L 下降到

5 µmol/L时[31]，该抑制作用减弱。铁吸收基因是否直 
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(A.FIT；B.IRT1；C.FRO2；D.CYP82C4；E.同一铁浓度时磷充分与缺磷处理的相对表达量(%) = -P/+P×100%) 

图 3  qRT-PCR 分析铁吸收基因对缺磷和不同铁浓度的响应 
Fig. 3  qRT-PCR analysis of Fe uptake-related genes in Pi-deficiency and various Fe concentrations 
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接响应植物磷含量变化，又或植物缺磷程度依赖于铁

浓度？已知缺磷系统响应依赖于体内磷状态，局部响

应依赖于外界磷浓度[9-10]。本研究设置的 13 种磷铁

浓度组合中，缺磷响应基因量 IPS1、SPX3、PHT1;4

只受缺磷诱导增加，与铁浓度无相关性(图 2)，但是

可以改变缺磷局部响应-抑制主根生长(图 1)。类似的

试验处理也发现叶片中的总磷含量仅与培养基是否

缺磷相关，而与铁浓度无关[26]。总之，铁浓度不影

响磷吸收但能抑制主根生长促使植物形成浅根系探

索富磷表层土。农业生产中，施用化肥不仅能够满足

植物生长所需营养，还可通过合理配比各元素含量调

控根系结构，以达到减施增效的目的。 

缺磷抑制铁吸收基因表达可能是磷缺乏植物中

铁浓度升高的反馈调节[25]，也可能是 P-Fe复合物无

法形成，使得铁有效性升高[26, 28]。植物能灵敏地感

知外界铁浓度从而调节铁吸收基因表达水平。在保持

磷水平一致时，考察铁吸收基因表达水平在不同铁浓

度处理中的变化，结果发现铁吸收基因 FRO2、IRT1

和 CYP82C4 的表达水平与外界铁浓度呈反比(图 3B ~ 

D)。而铁吸收主要调节子只在完全不加 Fe-EDTA时，

表达量才相比对照增加(图 3A)，这是因为 FIT 的表

达受转录后严格调控，可以依据实时条件在很窄的范

围内微调有活性的 FIT蛋白的数量[39-42]。铁浓度梯度

试验有力地证明了植物能依据外界铁浓度非常经济

高效地调控铁吸收基因转录水平。铁吸收基因在缺磷

时表达量下降，该现象在本研究涉及的 FIT、FRO2、

IRT1和 CYP82C4中都能观察到，有趣的是，这种下

降与铁浓度显著相关，铁浓度越高，下降幅度越大(图

3E)。这可能是因为缺磷处理后，大量的铁不再与磷结

合形成难溶的磷铁复合物，铁浓度越高则有效铁越高，

使得铁吸收基因表达进一步下降，最终表现为缺磷引

起的铁基因表达量下降程度随铁浓度上升而加大。 

缺磷时植物体内铁含量增加，而铁吸收基因如

IRT1 的表达量却是显著下降的，暗示了铁并非通过

常规的铁吸收途径进入植物。有研究表明，磷缺乏时

突变体 irt1 植株表现出类似于野生型在主根生长和

铁吸收方面的表型，即铁的积累不依赖于 IRT1 的功

能[38]。另一方面，缺铁导致的主根短是受赤霉素调

节的DELLA生长抑制子的空间分布控制的。缺铁时，

赤霉素含量下降，DELLA 积累在分生区和伸长区，

抑制主根伸长；另外缺铁使得已分化区表皮细胞中

不含有 DELLA，解除了 DELLA对 FIT的互作和干

扰，使得 FIT 能调控下游缺铁基因的表达，促进铁

吸收[41]。缺磷也会降低 GA含量积累 DELLA从而抑

制主根生长[43]。根尖是植物感受缺磷的部位[44]，缺

磷时铁和胼胝质沉淀在分生区和伸长区[35]，而 FIT

调控的铁吸收机制在分生区和伸长区以外，因此 FIT

调控不太可能在根尖上协调对缺磷响应[41]。那么磷

缺乏时铁通过怎样的路径被植物吸收？有研究表明，

七叶亭，一种高亲和 Fe3+ 的香豆素，缺铁缺磷时分

泌量增加，且独立于 IRT1[45-46]，这可能部分解释了

缺磷时的铁积累。植物可能存在一套在缺磷时积累铁

且相对于 FIT 独立的铁吸收系统[47]。进一步表明，

FIT调控的铁吸收基因在缺磷时表达量下降，是受外

界环境铁有效性升高影响而非响应磷浓度变化。 

磷充分时，FRO2、IRT1、CYP82C4的表达随铁

浓度上升(40 ~ 350 μmol/L Fe)而受到反馈抑制，表达

量下降幅度缓慢。磷缺乏时，随着缺铁程度减轻(0 ~ 

100 μmol/L Fe)，其表达迅速下降。过量施肥可能比

施肥不足更加挑战植物的自适应性。-P+10 μmol/L 

Fe 处理中，这 3 个基因的表达量几乎与对照 +P+40 

μmol/L Fe一致，由此推测，培养基中大量磷的存在，

导致 40 μmol/L Fe的加入实际只有 10 μmol/L Fe的有

效性。本试验通过模拟土壤中磷铁的互作，提示生产

实践中缺铁土壤磷肥铁肥的施用量需着重考虑实际

有效性。已有研究发现，在石灰性水稻土中采用

co-situs 技术在水稻根际处施用含有氮磷钾和微量元

素的控释肥能有效解除缺铁造成的水稻减产甚至死

亡，控释肥颗粒与根系的接触能增加利用率[48]。总

之，磷铁互作的机理还需要更深入的研究，以便于更

好地指导施肥并为高效品种的选育提供理论基础。 

4  结论 

综上所述，缺磷局部响应中的主根生长受环境中

铁的浓度调节，缺磷响应标记基因 IPS、SPX3 和

PHT1;4 仅响应磷浓度而不响应铁浓度表明铁浓度不

影响植物对磷的吸收，缺磷抑制铁吸收基因 FRO2、

IRT1和 CYP82C4表达且抑制程度与外界铁浓度正相

关是由于环境中铁有效性的改变，磷浓度能够显著影

响植物对铁的吸收。该结论提示磷肥减施控施时需要

确保土壤中含有适量的铁以形成有利于探索富磷表

土的浅根系，铁肥磷肥施用时更应考虑磷铁难溶物对

铁肥生物有效性的影响。本文通过研究缺磷对铁吸收

基因的影响，为科学施肥以达成减施增效提供了新的

视角。 
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Phosphate Deficiency Induced Down-regulation of Iron Acquisition 
Genes is Dependent on Ambient Iron Concentrations 
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Abstract: Phosphorus (P) and iron (Fe) are two essential nutrients for plants, and their low availability in soil would 

seriously constrain crop growth and development, leading to compromised yield and quality. The down-regulation of genes 

involved in Fe uptake in phosphate (Pi)-deficiency were reported previously, but it is unclear whether there is a dependency on Fe 

concentration contributing to the disturbance. In this research, the variation of the transcript abundance of Fe acquisition genes 

upon Pi-deficiency with different concentrations of Fe was analyzed. Results showed that the pronounced inhibition of primary 

root growth under Pi-deficiency was significantly correlated to Fe concentrations, and the inhibition disappeared when Fe 

concentrations were decreased to a certain range. qRT-PCR analysis showed that the expression levels of Pi-deficiency marker 

genes IPS, SPX3, PHT1;4 were dramatically and exclusively induced by P-deficiency, which is independent of Fe concentrations. 

The expression levels of Fe-deficiency marker genes IRT1, FRO2 and CYP82C4 were significantly down-regulated by 

Pi-deficiency in a Fe-concentration-dependent manner, and decreased with increasing Fe concentrations, which might due to the 

elevated Fe availability in Pi-deficiency media. The results proposed a new perspective for management of P and Fe fertilizers in 

soil. 
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