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转 ｐｈｙＡ基因玉米新种质的创制
刘　强，张丽媛，马红丹，赵邯郸，袁文娅，刘思言，关淑艳

（吉林农业大学 生物技术中心，吉林 长春 １３０１１８）

摘要：【目的】构建植酸酶基因（ｐｈｙＡ）根部特异表达的重组植物表达载体，并利用其创制磷高效利用的玉米新种

质．【方法】通过ＰＣＲ方法从携带ｐｈｙＡ的表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１中扩增出 ｐｈｙＡ表达元件 ＺｍＧＬＵ１ＰｐｈｙＡＮｏｓ，并

将其插入到带有耐盐基因的中间载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１ＢＡＤＨ上，获得 ｐｈｙＡ根特异表达的植物表达载体：ｐＣＡＭ

ＢＩＡ１３０１ＺｍＧＬＵ１ＰｐｈｙＡＮｏｓ，通过农杆菌介导法转化玉米胚性愈伤组织，并对再生植株进行分子生物学检测分析．

【结果和结论】经ＰＣＲ检测获得了９株Ｔ０代阳性植株；Ｔ１代植株的抗盐筛选、ＰＣＲ检测、Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交检测及 ＲＴ

ＰＣＲ检测证明了ｐｈｙＡ已经整合到玉米基因组中，获得６株Ｔ１代阳性植株；Ｔ２代植株的ＲＴＰＣＲ及根组织的酶活性

测定结果表明，ｐｈｙＡ在转基因植株根部大量表达，植酸酶活性平均比对照植株提高了１０９倍，活性最高的达到

５４３２Ｕ／ｇ．植酸酶基因在转基因植株根部大量特异表达，获得了转ｐｈｙＡ的玉米新种质，为创制磷高效利用的玉米

新种质、提高玉米的产量奠定了基础．
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　　土壤有机磷是植物生长所需磷素的一个重要供
给源［１］，土壤中含２０％～５０％的有机磷，其中一半左
右以植酸盐的形式存在［２］，不能被植物直接利用，只

有被特定酶水解为无机磷之后才能被作物吸收利

用［３］．在我国，严重缺磷（速效磷在５ｍｇ／Ｌ以下）的土
壤占总耕地的４０％左右，因此为了满足作物生长的
营养需求，每年在作物生长季节需施加大量磷肥，但

研究表明，磷肥当季的利用率较低，仅为 ２０％ ～
４０％［４］，因此，高效活化、利用土壤磷库中的磷是十

分重要的．
植酸酶（Ｐｈｙｔａｓｅ）是催化植酸及其盐类水解为肌

醇与磷酸（盐）的一类酶的总称，是一类特殊的酸性

磷酸酶，可通过水解植酸释放出无机磷［５］．自然条件
下，植物根系能分泌有机酸和少量磷酸酯酶（主要是

植酸酶），促使土壤有机态磷溶解，释放出无机磷供

植株吸收利用，但植物以这种方式利用土壤中磷资

源的能力很弱，磷素的利用率很低．随着科学技术的
发展，转基因技术成为解决这一难题的新途径，但目

前就这一问题的研究主要以烟草和拟南芥等模式植

物为对象［６］，对主要农作物的研究较少．玉米可应用
于饲料加工、工业生产等诸多领域，然而土壤缺磷影

响了玉米的生长，阻碍了玉米产业的发展，如果通过

基因工程手段将玉米利用土壤磷素的能力加以提

高，将会改善玉米的生长状态，提高玉米的产量，这

对我国玉米产业的发展有着重大的意义．因此，本研
究利用转基因技术将 ｐｈｙＡ转入玉米自交系中，并使
其在玉米根部特异表达，大大提高植酸酶的活性，以

期降解土壤中的有机磷，提高玉米对磷的吸收能力，

获得具有高效降解植酸盐能力，且耐盐碱的磷高效

利用的玉米新种质，为提高玉米产量打下坚实的

基础．

１　材料与方法
１．１　试验所用材料和试剂

玉米自交系 Ｈ９９的胚性愈伤组织，由吉林农业
大学生物技术中心提供．基础质粒 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１
ＢＡＤＨ（已去除潮霉素基因）和改造的植物表达载体；
ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１（携带玉米根部特异启动子特异启动的
植酸酶基因表达元件：ＺｍＧＬＵ１ＰｐｈｙＡＮｏｓ，其中ｐｈｙＡ
基因来源于黑曲霉）均由吉林农业大学生物技术中心

实验室提供．菌株ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α、Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓＥＨＡ１０５均由本实验室保存并提供．培养农
杆菌、大肠埃希菌的ＹＥＰ、ＬＢ培养基，玉米遗传转化的
Ｎ６、ＭＳ培养基，制作方法见文献［７］．ＰＣＲ扩增试剂、
ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、限制性内切酶均购自 ＭＢＩ公司；Ｔｏｔａｌ
ＲＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ试剂盒、植物基因组 ＤＮＡ提取试
剂盒均购自ＴａＫａＲａ公司；其他试剂均为国产分析纯．
１．２　方法
１．２．１　重组植物表达载体的构建　以基础表达载
体ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１为模板，设计用于扩增 ｐｈｙＡ表达
元件的特异引物：Ｐ１：５′ＴＴＴＧＧＴＡＣＣＡＴＧＴＡＴＧＣ
ＣＴＣＴＧＣＡＡＴＧＧ３′；Ｐ２：５′ＴＴＴＧＧＴＡＣＣＧＡＴＣＴＡＧＴＡ
ＡＣＡＴＡＧＡＴＧＡＣＡＣＣＧ３′（划线处为 ＫｐｎⅠ多克隆位
点）．采用ＬｏｎｇＰＣＲＥｎｙｚｍｅＭｉｘ进行ＰＣＲ扩增得到
ｐｈｙＡ表达元件（３６０２ｂｐ）：ＺｍＧＬＵ１ＰｐｈｙＡＮｏｓ．反应
体系（５０μＬ）：１０×ＬｏｎｇＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（含１５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２）１０μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘ４μＬ，Ｐ１１μＬ，Ｐ２１μＬ，模板
２μＬ，ＬｏｎｇＰＣＲＥｎｙｚｍｅＭｉｘ０５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ３１５
μＬ．反应条件：９４℃ ３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，６８
℃ １ｍｉｎ，共３５个循环；６８℃延伸１０ｍｉｎ．将完整的
表达元件插入到中间载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１ＢＡＤＨ的
ＫｐｎⅠ处，构建成以抗旱耐盐基因 ＢＡＤＨ为筛选标记
的安 全 型 重 组 植 物 表 达 载 体：ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１
ＺｍＧＬＵ１ＰｐｈｙＡＮｏｓ（图１）．

图１　重组质粒ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１ＺｍＧＬＵ１ＰｐｈｙＡＮｏｓ的ＴＤＮＡ区结构图
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｍａｐｏｆＴＤＮＡｒｅｇｉｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｐＣＡＭＢＩＡ１３０１ＺｍＧＬＵ１ＰｐｈｙＡＮｏ

４４ 　　 华　南　农　业　大　学　学　报　　　 第３５卷　



１．２．２　农杆菌介导的玉米遗传转化　参照关淑艳
等［７］的方法进行试验．
１．２．３　转基因植株的 ＰＣＲ检测及 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交检
测　采用改良 ＣＴＡＢ法［８］提取转化与未转化植株的

叶片基因组 ＤＮＡ．以 ｐｈｙＡ核苷酸序列（ＧｅｎＢａｎｋ登
录号：Ｚ１６４１４１）设计特异性引物 （Ｐ３：５′ＡＴ
ＧＧＧＣＧＴＣＴＣＴＧＣＴＧＴＴＣＴ３′；Ｐ４：５′ＧＣＴＡＡＧＣＡＡＡＡ
ＣＡＣＴＣＣＧＣＣＣ３′），以基因组作为模板进行 ＰＣＲ检
测．２５μＬＰＣＲ反体系：ｄｄＨ２Ｏ１７０μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ２５
μＬ，ＭｇＣｌ２２５μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）０８
μＬ，Ｐ３（２５ｐｍｏｌ／Ｌ）０５μＬ，Ｐ４（２５ｐｍｏｌ／Ｌ）０５μＬ，模
板ＤＮＡ１μＬ（约 ２０ｎｇ／μＬ），Ｔａｑ酶（５Ｕ／μＬ）０２
μＬ．ＰＣＲ扩增条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃５５ｓ，５７℃５５ｓ，
７２℃１ｍｉｎ２０ｓ，共３２次循环；７２℃延伸８ｍｉｎ．

选取经初步检测为阳性的转化植株，采用 ＣＴＡＢ
大量提取法提取其叶片基因组 ＤＮＡ，以纯化的 ｐｈｙＡ
为模板制备探针，进行 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交检测．利用
ＨｉｎｄⅢ酶过夜酶切植株基因组 ＤＮＡ１０～１５μｇ，利
用８ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶进行分离，然后进行转膜、固定
及杂交．其他步骤均按照 Ｒｏｃｈｅ公司的 ＤＩＧＨｉｇｈ
ＰｒｉｍｅＤＮＡＬａｂｅｌｉｎｇａｎｄＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｔａｒｔｅｒＫｉｔⅠ 所述
方法进行．
１．２．４　转基因植株的ＲＴＰＣＲ检测　随机选取经初
步检测为阳性的转基因植株，以未转化植株为对照，

利用ＴｏｔａｌＲＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ试剂盒提取其根组织
的总ＲＮＡ，以反转录的ｃＤＮＡ第一条链为模板，以引

物Ｐ３、Ｐ４扩增 ｐｈｙＡ，同时以玉米 ＥＦ１ａ基因作为内
标进行扩增．ＥＦ１ａ基因引物：Ｐ５：５′ＧＣＴＴＣＡＣＧＴＣ
ＣＣＡＧＧＴＣＡＴＣ３′； Ｐ６： ５′ＴＡＧＧＣＴＴＧＧＴＧＧＧＴＡＴ
ＣＡＴＣ３′［９］，扩增片段长度为２１３ｂｐ，ＰＣＲ反应参数
为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５４℃３０ｓ，７２℃１
ｍｉｎ，共２８次循环；７２℃延伸 １０ｍｉｎ．
１．２．５　转基因植株根组织植酸酶活性的检测　参
照文献［１０］绘制磷标准曲线．转化植株根组织植酸
酶测定中酶液的制备［１１］：取经检测为阳性的Ｔ２代植
株（未转化植株为对照）的根系２ｇ，研磨至匀浆，加
入提取液（０２５ｍｏｌ／Ｌ乙酸钠，００５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００，
００５％牛血清白蛋白）８０ｍＬ，超声１５ｍｉｎ，３７℃水
浴振荡１５ｍｉｎ，离心得样品提取液．植酸酶活性测
定：设３组平行试验，方法参考文献［１２］．根组织植
酸酶酶活性单位定义为：在３７℃、ｐＨ５５条件下，每
分钟从０１０ｍｍｏｌ／Ｌ的植酸钠溶液中释放１μｍｏｌ的
无机磷所需要的酶量为１个酶活力单位，记为（Ｕ），
酶活力单位以Ｕ／ｇ表示．

２　结果与分析

２．１　重组植物表达载体的构建及鉴定
以基础载体 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１为模板，以 Ｐ１、Ｐ２为

引物进行 ＰＣＲ扩增，得到ｐｈｙＡ表达元件（图２Ａ）．经
ＫｐｎⅠ限制性单酶切，将表达元件插入到中间载体
ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１的 ＫｐｎⅠ处．转化大肠埃希菌，获得重
组子，分别进行ＰＣＲ、酶切鉴定及序列测序鉴定．

Ａ：ｐｈｙＡ表达元件的ＰＣＲ扩增，Ｍ１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００ＰｌｕｓⅡ，１～３：载体 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１ＰＣＲ产物；Ｂ：重组子的 ＰＣＲ鉴定，Ｍ２：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

ＤＬ２０００，４：携带ｐｈｙＡ的质粒ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１，５：中间载体ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１，６～９：重组质粒；Ｃ：重组质粒的酶切鉴定，Ｍ３：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００Ｐｌｕｓ

Ⅱ，１０～１３：重组质粒，１４：中间载体ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１．

图２　ｐｈｙＡ重组植物表达载体的构建及鉴定

Ｆｉｇ．２　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｏｆｐｈｙＡｉｎｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｎｔ

　　如图２Ｂ所示，ＰＣＲ扩增出约１５０６ｂｐ的条带，
与表达元件中ｐｈｙＡ片段大小吻合；经ＫｐｎⅠ单酶切，
得到２条带，一条约３６０２ｂｐ与 ｐｈｙＡ表达元件大小
吻合，一条与中间载体 ＰＣＭＢＩＡ１３０１大小吻合（图
２Ｃ），初步证明目的片段插入正确．为了进一步证实

重组质粒的正确性，对ｐｈｙＡ片段（１５０６ｂｐ）测序，测
序结果与ＧｅｎＢａｎｋ中ｐｈｙＡ（登录号：Ｚ１６４１４１）序列
相似性为９９５％，同时进行氨基酸序列比对，与其相
似性为１００％，故重组植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１
ＺｍＧＬＵ１ＰｐｈｙＡＮｏｓ构建成功．
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２．２　农杆菌介导的玉米转化植株的获得
利用农杆菌介导法将重组质粒：ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１

ＺｍＧＬＵ１ＰｐｈｙＡＮｏｓ导入受体材料，经 ＮａＣｌ溶液筛

选后获得抗性再生植株（图３），然后对转化植株进
行检测．

Ａ：愈伤组织预培养；Ｂ：农杆菌侵染；Ｃ：共培养；Ｄ：ＮａＣｌ筛选培养；Ｅ：分化培养；Ｆ：生根培养；Ｇ：炼苗；Ｈ：再生植株．

图３　农杆菌介导的玉米愈伤组织遗传转化

Ｆｉｇ．３　ＴｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｍａｉｚｅｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃｃａｌｌｕｓｂｙＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｍｅｄｉａｔｅｄ

２．３　转基因植株的ＰＣＲ检测及Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交检测

以转化植株幼嫩叶片的基因组 ＤＮＡ为模板，以
特异性引物Ｐ３、Ｐ４进行ＰＣＲ检测，以携带ｐｈｙＡ的质
粒ＤＮＡ作阳性对照，未转化植株作阴性对照．由图４
可知，部分转化植株扩增出了与阳性对照在同一位置

的特异性条带，而非转基因植株没有，初步证明 ｐｈｙＡ
基因成功地转入到受体中．初步获得９株Ｔ０代阳性植
株（编号：Ｔ０１～Ｔ０９），收获 Ｔ０代种子１２５粒 ，１０株
Ｔ１代阳性植株，其中４株来自Ｔ０３，编号：Ｔ１３１～Ｔ１
３４，６株来自Ｔ０５，编号：Ｔ１５１～Ｔ１５６．收获Ｔ１代种
子１５５粒，获得１６株 Ｔ２代阳性植株，其中５株来自
Ｔ１３１；６株来自Ｔ１５２；５株来自Ｔ１５３，并分别编号．

选取经ＰＣＲ检测为阳性的Ｔ１代转基因植株，对

其进行ｐｈｙＡＳｏｕｔｈｅｒｎ杂交分析．其中以携带 ｐｈｙＡ的
质粒 ＤＮＡ作阳性对照，未转化的植株作阴性对照．
由图５可见，有６株ＰＣＲ检测为阳性并测序正确的
单株有杂交带出现，未转化植株没有杂交信号出现，

进一步证明外源ｐｈｙＡ已整合到这６株 Ｔ１代转基因
玉米基因组中，且均为单拷贝整合．

２．４　转基因株系的ＲＴＰＣＲ检测

以部分阳性植株根部总ＲＮＡ转录的ｃＤＮＡ为模
板，以ｐｈｙＡ特异引物进行ＲＴＰＣＲ检测，同时以玉米
ＥＦ１ａ为内标基因做同样循环数的 ＰＣＲ．如图６所
示，转基因植株扩增得到 ｐｈｙＡ和 ＥＦ１ａ目的条带，
而未转化植株只扩增出 ＥＦ１ａ目的产物，从而证明
外源ｐｈｙＡ在转基因植株根部已成功转录．

Ａ：Ｔ０代转化植株ｐｈｙＡ基因的ＰＣＲ检测，Ｍ１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００，１：未转化植株，２～１０：转化植株，１１：阳性对照；Ｂ：Ｔ１代转化植株ｐｈｙＡ基因

的ＰＣＲ检测，Ｍ２：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００，２：阳性对照，１３：非转化植株，１４～１２５：转化植株；Ｃ：Ｔ２代转化植株 ｐｈｙＡ基因的 ＰＣＲ检测，Ｍ３：ＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒＤＬ２０００，２６：非转化植株，２７：阳性对照，２８～４１：转化植株．

图４　转化植株ｐｈｙＡ的ＰＣＲ检测

Ｆｉｇ．４　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓｗｉｔｈｐｈｙＡ
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１：阳性对照；２：未转化植株；３～７：Ｔ１５１～Ｔ１５５；８～１０：Ｔ１３１～Ｔ１３３．

图５　转化植株的Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交分析

Ｆｉｇ．５　Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ

Ａ：Ｔ１代转基因植株的 ＲＴＰＣＲ检测，１：未转化植株，２～７：Ｔ１代

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交阳性植株；Ｂ：Ｔ２代转基因植株的 ＲＴＰＣＲ检测，８：未转

化植株，９～１４：Ｔ２代ＰＣＲ阳性植株．

图６　转基因植株的 ＲＴＰＣＲ检测

Ｆｉｇ．６　ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ

２．５　Ｔ２代转基因植株根组织植酸酶活性的检测
选取ＰＣＲ检测为阳性的Ｔ２代植株（未转化植株

为对照）进行根系植酸酶活性的测定，分析结果（表

１）表明，Ｔ２代转基因植株根系的植酸酶活性与对照
相比均有极显著（Ｐ＜００１）提高，平均提高１０９倍，
以株系Ｔ２５２３最高，为对照的１７７倍．其中，来自
于Ｔ１３１和Ｔ１５３的１０株 ＰＣＲ阳性植株中有５株
表现出较高的植酸酶活性，而来自Ｔ１５２的６个株

表１　Ｔ２代转基因植株根系植酸酶活性分析
１）

Ｔａｂ．１　ＳｅｃｒｅｔａｒｙｐｈｙｔａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｆｒｏｍＴ２ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔ

ｒｏｏｔｓ

植株

编号

酶活性２）／

（Ｕ·ｇ１）
比值３）

植株

编号

酶活性２）／

（Ｕ·ｇ１）
比值３）

Ｔ２５２３５．４３２ａＡ １７．７ Ｔ２５３３２．９８３ｇＦ ９．７

Ｔ２５２２４．３４９ｂＢ １４．２ Ｔ２５２５２．３７４ｈＧ ７．７
Ｔ２３１２４．２５３ｃＣ １３．８ Ｔ２５２６２．４１７ｈＧ ７．８
Ｔ２５２４４．１７２ｄＤ １３．６ Ｔ２５３５２．２１４ｉＨ ７．２
Ｔ２５２１３．９８５ｅＥ １２．９ Ｔ２３１１１．５１０ｊＩ ４．９
Ｔ２５３２３．０３２ｆＦ ９．８ ＣＫ ０．３０７ｋＪ —

　１）Ｔ２５２１～Ｔ２５２６来自同一Ｔ１代植株Ｔ１５２；Ｔ２５３２

～Ｔ２５３５来自同一Ｔ１代植株Ｔ１５３；Ｔ２３１１和Ｔ２３１２来

自同一Ｔ１植株Ｔ１３１．２）数据后凡具有一个相同的大、小写字

母分别表示在 Ｐ＝００１和 Ｐ＝００５水平上差异不显著

（Ｄｕｎｃａｎｓ法）；３）指转基因植株酶活性与对照酶活性的比值．

系均表现出高植酸酶活性，从而证明 ｐｈｙＡ已在转基
因植株根部表达，并分泌活性高、能降解植酸盐的植

酸酶．获得了能表达高活性植酸酶的 Ｔ２代转基因玉
米植株．

３　讨论与结论

２１世纪以来，转植酸酶基因玉米逐渐进入国人
的视线，但多数研究［１３１４］均致力于饲料生产领域，其

中最具代表性的是范云六院士培育的第２代植酸酶
产品，它可直接用于饲料加工，并已于２００９年获得
安全生产证书［１５］，２０１０年他联合奥瑞金种业进行
商品化生产［１６］．与之相比，本研究则打破了植酸酶基
因在饲料领域应用的界限，将 ｐｈｙＡ置于玉米根部特
异启动子ＺｍＧＬＵ１Ｐ［１７］下，成功构建了玉米根部特异
表达载体，以 ＺｍＧＬＵ１Ｐ特异启动植酸酶基因的表
达，使外源植酸酶基因能够在转基因植株根部表达、

分泌植酸酶，提高转基因植株利用有机态磷的能力．
这与张琪等［１８］的研究相似，但不同的是本研究选用

生物安全标记基因甜菜碱醛脱氢酶基因（ＢＡＤＨ）为
选择性标记基因［１９］，避免了抗生素和除草剂抗性基

因在遗传转化中一系列安全性问题［２０］的出现，也可

提高转基因植株的抗旱、耐盐碱性．
本研究将构建成功的重组植物表达载体导入玉

米中，获得转基因玉米植株．分子检测结果表明植酸
酶基因已整合到玉米基因组中并稳定遗传．ＲＴＰＣＲ
结果表明ｐｈｙＡ在植株的根组织中进行转录；根部植
酸酶酶活性测定试验表明，根组织蛋白提取液中含有

植酸酶成分，对植酸钠具有降解作用，这一结果与张琪

等［１８］的研究结果一致，但本研究的植酸酶活性偏低，

且来自于同一Ｔ１植株的后代之间根系的植酸酶活性
也存在显著差异，这可能是由于转基因植株尚不纯合

而引起的，有待于进一步的研究．Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ等［２１］对

转植酸酶基因拟南芥的研究结果显示，植酸酶可在

信号肽的引导下，分泌至胞外分解利用培养基质中

的植酸态磷；李桂兰等［２２２３］在植酸酶基因转化大豆

的研究中也有类似的报道．因此，接下来本实验室将
对根外分泌的植酸酶及根际土壤中的磷素进行分

析，对转植酸酶基因玉米利用土壤磷的效率进行深

入研究，同时对所得转植酸酶基因玉米进行自交纯

合，与配合力高的自交系进行杂交，创造更高磷利用

率的玉米新种质．
本研究成功构建了 ｐｈｙＡ根部特异性表达载体：

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１ＺｍＧＬＵ１ＰｐｈｙＡＮｏｓ，并将其成功导入
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玉米；得到了９株 Ｔ０代转化植株、６株 Ｔ１代阳性植
株和１１株具有高植酸酶活性的Ｔ２代转基因植株，其
平均酶活性与对照比，提高了 １０９倍，获得了转
ｐｈｙＡ的玉米新材料，为创制磷高效利用的玉米新种
质，提高玉米的产量奠定了基础．
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