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不同磷肥水平对甘蔗脯氨酸合成积累及

关键基因表达的效应

杨　善，叶昌辉，莫俊杰，黄　兴，杨杰文，周鸿凯
（广东海洋大学 农学院，广东 湛江 ５２４０８８）

摘要：【目的】探索不同磷肥量对甘蔗脯氨酸的合成积累影响，以阐明磷肥对甘蔗脯氨酸合成积累及其耐旱性的作

用效应．【方法】以甘蔗栽培种粤糖５５为研究材料，用桶栽试验法，在正常水分和干旱胁迫条件下，测定４个磷肥施
用水平的甘蔗植株内Ｐ５ＣＳ、δＯＡＴ基因表达和酶活性、以及游离脯氨酸、叶绿素含量等生理生化指标．【结果和结
论】无论是在正常供水条件下还是干旱胁迫下，甘蔗Ｐ５ＣＳ、δＯＡＴ基因的表达及酶活性、游离脯氨酸含量均受到Ｎ、
Ｐ、Ｋ配比的影响．当施用过磷酸钙为９００ｋｇ·ｈｍ－２时，正常水分条件下，Ｐ５ＣＳ、δＯＡＴ酶活性均处于较低的水平，植
株游离脯氨酸含量最低；干旱胁迫下，Ｐ５ＣＳ酶活性最高，δＯＡＴ酶活性亦处于较高水平，植株游离脯氨酸含量增加
到最大．基于本研究的结果，湛江砖红壤蔗地的最佳 Ｎ、Ｐ、Ｋ肥搭配方案是尿素、过磷酸钙、氯化钾的用量分别为
９１８、９００、７５０ｋｇ·ｈｍ－２．相关、偏相关及通径分析的结果表明，干旱胁迫下植株中 Ｐ５ＣＳ对游离脯氨酸的合成积累
贡献显著大于δＯＡＴ；干旱胁迫下甘蔗合成积累游离脯氨酸的途径是以谷氨酸途径（Ｇｌｕ→Ｐｒｏ）为主，鸟氨酸途径
（Ｏｒｎ→Ｐｒｏ）为辅．
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　　我国蔗区主要分布在广西、广东、云南、海南等
南方黄、红壤地区，９０％以上的种植面积为缺乏灌溉
的旱坡地．甘蔗ＳａｃｃｈａｒｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｒｕｍＬ．为禾本科甘
蔗属植物，属 Ｃ４作物，其对温度、水分要求较严格
（年积温需５５００℃以上、年降水量要求８００ｍｍ以
上），从种苗发芽、发根、幼苗生长、分蘖、伸长、糖分

积累到成熟，整个生育过程都要消耗大量水分［１］．因
此，季节性干旱已成为限制我国甘蔗生产的首要环

境因素，也成为了制约我国蔗糖生产的关键因素之

一．
植物受到干旱、低温、高盐、重金属等胁迫下，会

直接或间接地发生水分胁迫，为了适应逆境，植物体

内会在短时间内迅速大量地合成和积累如脯氨酸

（Ｐｒｏ）、甜菜碱等一系列渗透调节物质［２］．其中，脯氨
酸是分布最广、水溶性最大的氨基酸，具有较强的水

合能力．在高等植物中因脯氨酸代谢的初始底物不
同其合成的途径也不尽相同，一般分为谷氨酸（Ｇｌｕ）
途径［３］和鸟氨酸（Ｏｒｎ）途径［４］，而每一个途径都受

到关键酶的调节，它们的关键酶分别是△１－毗咯琳
－５－羧酸合成酶（Ｐ５ＣＳ）和 δ－鸟氨酸转氨酶（δ
ＯＡＴ）［５６］．脯氨酸合成积累途径在不同植物、不同生
理条件以及不同组织器官中各不相同．Ｒｏｏｓｅｎｓ等［７］

研究不同生育期植物脯氨酸积累途径发现，幼小植

株以Ｏｒｎ途径为主，成年植株以 Ｇｌｕ途径为主，而在
渗透胁迫条件下２条途径发挥同样重要的作用．钱
大文等［８］的研究认为，ＮａＣｌ胁迫下海马齿植株内游
离脯氨酸合成积累的 ２个途径均被启动和发生作
用，并表现出以Ｇｌｕ→Ｐｒｏ途径为主、Ｏｒｎ→Ｐｒｏ途径为
辅．黄诚梅等［９］的研究表明，在 ＰＥＧ处理下甘蔗伸
长期叶中脯氨酸生物合成中谷氨酸→脯氨酸途径比
精氨酸→鸟氨酸→脯氨酸途径更占优势地位．

磷素（Ｐ）在植物体内的作用极为重要，参与生物
膜、原生质和细胞核的构成，参与 ＡＴＰ等的能量代
谢［１０］．在正常水分条件下，Ｐ对作物的生长发育、光
合作用等生理过程具有显著作用［１１］．在旱地施肥增

产技术应用中，Ｐ肥的效果明显，Ｐ能提高原生质胶
体的水合度和细胞机构的充水度，使其维持胶体状

态，并能增加原生质的黏度和弹性，因而增强了原生

质抵抗脱水的能力［１２］．赵海超等［１３］认为增施Ｐ肥可
以促进根系生长、优化营养分配、提高根系活力、降

低丙二醛含量、提高超氧化物歧化酶活性，从而提高

马铃薯的抗旱性，但施 Ｐ量过高会降低马铃薯的抗
旱性．前人有许多关于不同施肥量对甘蔗产量、生长
性状的影响研究［１４１６］，也有很多关于甘蔗脯氨酸积

累的研究［１７１８］，但是，针对干旱胁迫下，不同 Ｐ肥施
用量对甘蔗植株体内的脯氨酸合成积累关键基因

Ｐ５ＣＳ、δＯＡＴ表达和酶活性的变化，以及脯氨酸合成
积累途径的研究鲜见报道．本文以甘蔗品种粤糖５５
为研究材料，在正常水分生长和干旱胁迫条件下，测

定４个 Ｐ肥施用水平的甘蔗植株内 Ｐ５ＣＳ、δＯＡＴ基
因表达和酶活性、以及游离脯氨酸含量等生理生化

指标，以阐明 Ｐ肥对甘蔗植株脯氨酸合成积累及耐
旱性的作用效应，为甘蔗耐旱高效栽培提供理论参

考．

１　材料与方法
１．１　材料

甘蔗品种为粤糖５５，粤西蔗区主栽品种之一．
１．２　试验方法

试验在广东海洋大学农业生物研究所进行．桶
栽试验：塑料桶高５０ｃｍ、口径４０ｃｍ，桶下端１０ｃｍ
处的侧面开４个排水小孔，每桶装砖红壤土２５ｋｇ，
每桶种植１个双芽苗．土壤肥力状况：ｐＨ５０８，碱解
氮１５２１２ｍｇ·ｋｇ－１、速效钾１５８５６ｍｇ·ｋｇ－１、有效
磷５３２７ｍｇ·ｋｇ－１、有机质２７８０ｇ·ｋｇ－１．在施用尿
素９１８ｋｇ·ｈｍ－２和钾肥（ＫＣｌ）７５０ｋｇ·ｈｍ－２的水平
上（为粤西蔗区通常施Ｎ、Ｋ肥水平），设置４个过磷
酸钙施用水平：０（ＣＫ）、９００、１８００、２７００ｋｇ·ｈｍ－２；
设置２个生长条件：１）土壤含水量 ＞１８％作为正常
条件；２）土壤含水量＜８％时（甘蔗出现枯萎）作为干
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旱胁迫．随机区组试验设计，３次重复．
２０１３年６月１８日开始种植，按计划施肥量施用

全量的磷肥、半量的氮肥和钾肥，肥料与土壤充分混

匀，施肥在２０～３０ｃｍ土层内，齐苗后定苗，每桶选
留对称且健壮的２株甘蔗幼苗，每隔２ｄ浇１次水，
保持土壤湿润；于２０１３年９月１０日追肥，将计划施
肥量的另一半氮肥和钾肥全部施入．２０１３年１１月３０
日，实测土壤含水量（ｗ）为１８６５％ ±０３２％时，每
桶取１株甘蔗苗进行测试分析，采集其－１叶进行脯
氨酸含量、δＯＡＴ酶活性、Ｐ５ＣＳ酶活性的测定，取心
叶进行总 ＲＮＡ提取．然后，将试验桶栽甘蔗移入玻
璃温室内，停水管理６ｄ进行干旱胁迫处理，当甘蔗
叶片开始出现萎蔫时［２０１３年１２月６日，实测土壤
含水量（ｗ）为７３５％±０２７％］按上述方法取样、测
试分析．
１．３　试验指标的测定和引物设计

脯氨酸含量的测定按 Ｂａｔｅｓ等［１９］的方法；Ｐ５ＣＳ
提取方法依照Ｋａｖｉ等［２０］的方法，其活性测定参照黄

诚梅［２１］的方法以每分钟生成１μｍｏｌγ－谷氨酰胺所
需要的酶量为一个酶活性单位（Ｕ）；δＯＡＴ的抽提按
照Ｄｅｌａｕｎｅｙ等［４］的方法，其活性测定参照Ｋｉｍ等［２２］

的方法进行，以每小时生成１ｍｍｏｌＰ５Ｃ所需要的酶
量为一个酶活性单位（Ｕ）；叶片色素含量提取采用
乙醇－丙酮混合液浸泡法［２３］；总引物由生工生物工

程（上海）股份有限公司合成；实时荧光定量 ＰＣＲ
（ＲＴｑＰＣＲ）用ＴａＫａＲａ宝生物公司的ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑ

!

ＩＩ（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）试剂盒，操作步骤参
照说明书；仪器使用 ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ２０；基因表
达分析采用２－△△ＣＴ法［２４］进行分析，以正常水分条件

下的基因表达量定义为１．
引物设计：采用引物设计软件 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ

５０，按照ＧｅｎＢａｎｋ中甘蔗 Ｐ５ＣＳ基因的 ｃＤＮＡ序列
（ＥＵ００５３７３２）、甘蔗 δＯＡＴ基因的 ｃＤＮＡ序列
（ＥＦ５１７４９５１），并根据ＲＴｑＰＣＲ的引物设计原则进
行设计，最终筛选引物特异性好、没有引物二聚体的

引物：１）Ｐ５ＣＳ的引物，Ｆ：５′ＧＴＧＧＧＴＧＴＴＧＡＡＧ
ＧＴＣＴＣ３′，Ｒ：５′ＡＧＧＡＡＧＧＴＴＣＴＴＡＴＧＧＧＴ３′；２）δ
ＯＡＴ的引物，Ｆ：５′ＧＡＧＴＴＴＡＧＧＧＡＣＣＡＧＴＴＡＣＡＧＡＡ
３′，Ｒ：５′ＡＡＧＣＡＧＧＡＧＡＴＡＧＡＧＣＧＴＣＡＴ３′．其中，内
参基因引物则引用阙友雄等［２５］筛选的２５ＳｒＲＮＡ引
物，Ｆ：５′ＧＣＡＧＣＣＡＡＧＣＧＴＴＣＡＴＡＧＣ３′，Ｒ：５′
ＣＣＴＡＴＴＧＧＴＧＧＧＴＧＡＡＣＡＡＴＣＣ３′．
１．４　数据统计方法

应用统计分析软件ＳＡＳ１０３在ＰＣ机上进行，用
Ｄｕｎｃａｎ’ｓ法测定不同磷肥施用处理间的生理指标的

差异显著性．

２　结果与分析
２．１　不同磷肥水平甘蔗游离脯氨酸含量

如图１可知，在正常情况下，甘蔗体内游离脯氨
酸的含量不高，但不同处理间差异显著，说明磷肥对

脯氨酸含量的影响显著，不施磷肥（ＣＫ）时，脯氨酸
含量最大，而脯氨酸含量最小为施磷肥 ９００
ｋｇ·ｈｍ－２的处理．干旱胁迫时，甘蔗植株体内游离脯
氨酸含量大幅增加，其中 ＣＫ的脯氨酸含量最小，且
与其他水平差异显著；施磷肥９００ｋｇ·ｈｍ－２时脯氨
酸的含量最大，且显著高于１８００和２７００ｋｇ·ｈｍ－２

处理的脯氨酸含量．
在正常水平下，ＣＫ的脯氨酸含量是施磷肥９００

ｋｇ·ｈｍ－２的１９９倍，说明磷肥不足会影响甘蔗的正
常生长，出现磷胁迫，使得脯氨酸的含量增加．干旱
胁迫时，甘蔗体内脯氨酸的合成积累效应显著，与正

常水分时相比，平均增幅为２９０８５μｇ·ｇ－１；磷肥水
平９００ｋｇ·ｈｍ－２时，脯氨酸的含量最高，效应最明
显，为最佳施磷肥量．

图中凡是有一个相同小写字母者，表示差异不显著（Ｄｕｎｃａｎ’ｓ法，

Ｐ＞００５）．

图１　不同磷肥水平脯氨酸含量的变化
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｐｒｏｌｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

ｌｅｖｅｌｓ

２．２　不同磷肥水平甘蔗Ｐ５ＣＳ酶活性变化
Ｐ５ＣＳ作为合成脯氨酸中谷氨酸合成途径的关

键酶，其活性变化将直接影响脯氨酸合成积累的效

应．从图２中可看出，在正常水分或干旱胁迫下，在４
个磷肥处理间Ｐ５ＣＳ的活性变化趋势类似，但在干旱
胁迫下的 Ｐ５ＣＳ活性明显增大，尤其是在磷肥水平
９００ｋｇ·ｈｍ－２最为明显，干旱胁迫时是正常水平时
的１３倍．Ｐ５ＣＳ活性在不施磷肥时最低，在磷肥水
平９００ｋｇ·ｈｍ－２时活性最高，随后急剧下降．

正常水分情况下，４个磷肥水平的Ｐ５ＣＳ活性平均
为 ２１３Ｕ· ｇ－１· ｍｉｎ－１，干 旱 胁 迫 时 为 ２５６３
Ｕ·ｇ－１·ｍｉｎ－１，平均变化幅度为４３３Ｕ·ｇ－１·ｍｉｎ－１．

０７ 　　 华　南　农　业　大　学　学　报　　　 第３６卷　



这一结果表明，干旱胁迫下甘蔗Ｐ５ＣＳ活性显著地被激
活，尤其是在磷肥水平９００ｋｇ·ｈｍ－２时．

图中凡是有一个相同小写字母者，表示差异不显著（Ｄｕｎｃａｎ’ｓ法，

Ｐ＞００５）．

图２　不同磷肥水平Ｐ５ＣＳ酶活性的变化
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆＰ５ＣＳｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈｏｓ

ｐｈｏｒｕｓｌｅｖｅｌｓ

２．３　不同磷肥水平甘蔗δＯＡＴ酶活性变化
从图３中可知，无论正常水分或者干旱胁迫下，

δＯＡＴ活性都是随磷肥施用量增加而增强．除２７００
ｋｇ·ｈｍ－２处理外，不同磷肥水平下正常水分与干旱
胁迫间的δＯＡＴ活性均有显著性差异．说明干旱胁
迫下，甘蔗植株δＯＡＴ活性有增强的趋势，其平均增
幅为１５２Ｕ·ｇ－１·ｈ－１．

图中凡是有一个相同小写字母者，表示差异不显著 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ法，

Ｐ＞００５）．

图３　不同磷肥水平δＯＡＴ酶活性的变化
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆδＯＡＴｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈｏｓ

ｐｈｏｒｕｓｌｅｖｅｌｓ

２．４　不同磷肥水平甘蔗叶绿素含量
从图４可知，在正常水分或干旱胁迫下，４个磷

肥处理间叶绿素（Ｃｈｌ）含量变化趋势类似，但在干旱
胁迫下的叶绿素含量明显降低，平均下降率为

１３３％．表明在较为严重的干旱胁迫下，甘蔗叶片的
叶绿素含量显著降低，进而影响甘蔗的光合作用能

力．但在正常水分或干旱胁迫下，４个磷肥处理间甘
蔗叶片叶绿素含量均以９００ｋｇ·ｈｍ－２时最大．表明
在湛江砖红壤种植甘蔗时，过磷酸钙的施用量为９００

ｋｇ·ｈｍ－２最有利于甘蔗叶片叶绿素的合成，从而促
进甘蔗的光合作用．

图中凡是有一个相同小写字母者，表示差异不显著（Ｄｕｎｃａｎ’ｓ法，

Ｐ＞００５）．

图４　不同磷肥水平叶片叶绿素含量的变化
Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｌｅａｆｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｃｏｎｔｅｎｔｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈｏｓ

ｐｈｏｒｕｓｌｅｖｅｌｓ

２．５　生理指标间的相关性分析
２．５．１　简单相关和偏相关分析　从表１可知，正常
供水情况下，脯氨酸含量（Ｙ）与 δＯＡＴ活性（Ｘ１）、
Ｐ５ＣＳ活性（Ｘ２）、叶绿素含量（Ｘ３）之间均表现为负
简单相关，且与 Ｘ２、Ｘ３相关达极显著水平；Ｘ２与 Ｘ３
之间呈极显著水平的正简单相关性．偏相关结果表
明，Ｘ３与 Ｘ２之间呈显著的正偏相关，其他指标间偏
相关均未达显著水平．

表１　正常水分下生理指标间的简单和偏相关分析１）

Ｔａｂ．１　Ｓｉｍｐｌｅａｎｄｐａｒｔｉａｌｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｅｓｏｆｐｈｙｓｉｏｌｏｇ
ｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓａｔｔｈｅｎｏｒｍａｌｗａｔｅｒｌｅｖｅｌ

参数 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｙ
Ｘ１ －０．４０８３ ０．５１３０ －０．２３９８
Ｘ２ ０．２６０１ ０．６３８１ －０．５０６１
Ｘ３ ０．５３００ ０．８１１３ －０．１２９１

Ｙ －０．４１９３ －０．７８４８ －０．７４６３

　１）Ｘ１：δＯＡＴ活性，Ｘ２：Ｐ５ＣＳ活性，Ｘ３：叶绿素含量，Ｙ：脯氨
酸含量；左下为简单相关系数，当 ｎ＝１１时，ｒ００５＝０５５３，
ｒ００１＝０６８４；右上为偏相关系数，当ｎ＝１１时，ｒ００５＝０６３２；
ｒ００１＝０７６５．

　　从表２可看出，干旱胁迫下，Ｙ与Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３之间
均表现为正简单相关，除 Ｘ１与 Ｘ２、Ｘ１与 Ｙ外，均达
到显著或极显著水平．偏相关分析结果表明，Ｘ２与 Ｙ
达极显著正向偏相关，Ｘ１与 Ｘ２达极显著负向偏相
关．表明在干旱胁迫下，Ｐ５ＣＳ的活性与脯氨酸含量
间不仅具有极显著水平的简单相关性，还有极显著

水平的偏相关性；脯氨酸合成积累的 ２个关键酶
Ｐ５ＣＳ和δＯＡＴ之间表现为极显著水平的负向偏相
关．
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表２　干旱胁迫下个生理指标间的简单和偏相关性分析
Ｔａｂ．２　Ｓｉｍｐｌｅａｎｄｐａｒｔｉａｌｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｅｓｏｆｐｈｙｓｉｏｌｏｇ

ｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｕｎｄｅｒｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓ

参数 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｙ
Ｘ１ －０．８０５７ ０．５４４２ ０．５６３９
Ｘ２ ０．１０８７ ０．３８７３ ０．７８９９

Ｘ３ ０．５６５６ ０．８０６０ ０．２００５
Ｙ ０．４５０４ ０．９０１４ ０．９１４３

　１）Ｘ１：δＯＡＴ活性，Ｘ２：Ｐ５ＣＳ活性，Ｘ３：叶绿素含量，Ｙ：脯氨
酸含量；左下为简单相关系数，当 ｎ＝１１时，ｒ００５＝０５５３，
ｒ００１＝０６８４；右上为偏相关系数，当ｎ＝１１时，ｒ００５＝０６３２；
ｒ００１＝０７６５．

２．５．２　通径分析　从表 ３中可知，正常水分条件
下，Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３对Ｙ的直接通径系数均为负数，且仅有
Ｘ２对Ｙ的直接通径系数达到显著水平．剩余通径系
数较大，为０３２８９，说明在正常水分条件下，植株游
离脯氨酸的合成积累受其他随机因素的影响较大．

表３　正常水分下Ｘ１、Ｘ２和Ｘ３对Ｙ的通径分析
１）

Ｔａｂ．３　ＴｈｅｐａｔｈａｎａｌｙｓｅｓｏｆＸ１，Ｘ２ａｎｄＸ３ｔｏＹａｔｔｈｅｎｏｒ
ｍａｌｗａｔｅｒｌｅｖｅｌ

参数 直接通径系数 通过Ｘ１ 通过Ｘ２ 通过Ｘ３ 剩余通径系数

Ｘ１ －０．１７７８ －０．１５９４ －０．０８２１ ０．３２８９
Ｘ２ －０．６１２８ －０．０４６３ －０．１２５６
Ｘ３ －０．１５４９ －０．０９４２ －０．４９７２

　１）Ｘ１：δＯＡＴ活性，Ｘ２：Ｐ５ＣＳ活性，Ｘ３：叶绿素含量．

　　从表４可以发现，干旱胁迫下，在３个直接通径
系数中，只有Ｘ２对Ｙ的直接通径系数达到了显著水
平；同时，叶绿素含量通过 Ｐ５ＣＳ活性对脯氨酸含量
的间接通径系数也达到了显著水平；剩余通径系数

仅有００５９３，说明在本研究条件下，随机因子对脯
氨酸合成积累量的影响较小．可见，在 δＯＡＴ活性、
Ｐ５ＣＳ活性和叶绿素含量３个因素中，Ｐ５ＣＳ活性对脯
氨酸含量的直接和间接作用均最大，即在干旱胁迫

下，甘蔗植株Ｐ５ＣＳ活性对其脯氨酸合成积累量的影
响最为重要．

表４　干旱胁迫下Ｘ１、Ｘ２和Ｘ３对Ｙ的通径分析
１）

Ｔａｂ．４　ＴｈｅｐａｔｈａｎａｌｙｓｅｓｏｆＸ１，Ｘ２ ａｎｄＸ３ ｔｏＹｕｎｄｅｒ
ｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓ

参数 直接通径系数 通过Ｘ１ 通过Ｘ２ 通过Ｘ３ 剩余通径系数
Ｘ１ ０．２８６８ ０．０８１９ ０．０８１７ ０．０５９３
Ｘ２ ０．７５３８ ０．０３１２ ０．１１６４
Ｘ３ ０．１４４４ ０．１６２２ ０．６０７６

　１）Ｘ１：δＯＡＴ活性，Ｘ２：Ｐ５ＣＳ活性，Ｘ３：叶绿素含量．

２．６　实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）分析
２．６．１　总ＲＮＡ提取结果验证及引物筛选　对提取的

总ＲＮＡ经１０ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳检测，２８Ｓ和１８Ｓ
这２条带清晰完整，没有明显的拖尾现象（图５），表明
总ＲＮＡ样品比较完整，没有明显降解．紫外分光光度
计法检测ＲＮＡ浓度表明，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ比值在１８～
１９之间，表明其ＲＮＡ纯度与浓度达到合成ｃＤＮＡ第
１链的要求．

用上述 Ｐ５ＣＳ、δＯＡＴ的引物进行普通 ＰＣＲ扩
增，并用３０ｇ·Ｌ－１的琼脂糖凝胶电泳，得到的 ＰＣＲ
产物条带单一，没有引物二聚体出现，片段大小符合

荧光定量ＰＣＲ的要求（图６）．同时，回收 ＰＣＲ产物
并送生工公司测序，通过 Ｂｌａｓｔ比对为目的基因片
段．可以做下一步的ＲＴｑＰＣＲ．

泳道１１～１４分别为干旱胁迫下过磷酸钙用量分别为０、９００、１８００、

２７００ｋｇ·ｈｍ－２的样品，２１、２２分别是１１、１２的重复样品．

图５　叶片总ＲＮＡ电泳图
Ｆｉｇ．５　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｏｔａｌＲＮＡｏｆｌｅａｖｅｓ

Ｍ：ＤＬ５００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：Ｐ５ＣＳ；２：δＯＡＴ．

图６　Ｐ５ＣＳ和δＯＡＴ的ＰＣＲ产物电泳图
Ｆｉｇ．６　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＰ５ＣＳａｎｄδＯＡＴ

２．６．２　Ｐ５ＣＳ、δＯＡＴ的基因表达分析　从图７可知，
随着施磷水平的增加，Ｐ５ＣＳ和 δＯＡＴ基因相对于正
常水分条件下的表达量均呈现递增的趋势．不施磷肥
时，２个基因的相对表达量都最小，分别为 １４８和
４０３，而施磷水平２７００ｋｇ·ｈｍ－２时，两者的基因相对
表达量最大，分别为２０９６和３５８９．表明磷肥的施用
量影响Ｐ５ＣＳ、δＯＡＴ基因的表达．
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各图中柱子上凡是有一个相同小写字母者，表示差异不显著（Ｄｕｎｃａｎ’ｓ法，Ｐ＞０．０５）．

图７　干旱胁迫下甘蔗叶片中Ｐ５ＣＳ、δＯＡＴ基因的相对表达量
Ｆｉｇ．７　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＰ５ＣＳａｎｄδＯＡＴｇｅｎｅｓｉｎｓｕｇａｒｃａｎｅｌｅａｖｅｓｕｎｄｅｒｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓ

３　讨论与结论
３．１　不同磷肥施用水平对甘蔗脯氨酸合成积累效应
　　在固定施用尿素９１８ｋｇ·ｈｍ－２和钾肥（ＫＣｌ）７５０
ｋｇ·ｈｍ－２时，在水分供应正常的情况下，Ｎ、Ｐ、Ｋ肥之
间的配比合理（磷肥水平９００ｋｇ·ｈｍ－２时）能使甘蔗
植株正常生长，体内各项生理代谢平衡，细胞内没有

产生渗透压，合成脯氨酸的 ２个关键酶 Ｐ５ＣＳ和
δＯＡＴ活性较小，没有被显著激活，同时脯氨酸含量
也处于低水平．随着磷肥施用量的增加，脯氨酸含量
呈现先减少后增加的趋势，Ｐ５ＣＳ酶活性呈现先增加
后减少的趋势，δＯＡＴ酶活性则呈现一直增加的趋
势，说明脯氨酸合成的２个关键酶Ｐ５ＣＳ和δＯＡＴ的
活性与脯氨酸含量的变化趋势不一致性．相关研究
表明，除了脯氨酸的合成酶外，还有其他的一些酶如

脯氨酸运输酶［２６］、谷氨酰胺合成酶［２７］等也参与了脯

氨酸的积累过程．但是，当 Ｎ、Ｐ、Ｋ肥之间的配比不
合理时，即使水分供应正常，也致使甘蔗植株生长代

谢异常，细胞内产生渗透胁迫，表现为游离脯氨酸含

量显著增加，以抵抗由于 Ｎ、Ｐ、Ｋ肥之间的配比不合
理所产生的渗透压，保证甘蔗植株的正常生长．

干旱胁迫不同程度地激活了 Ｐ５ＣＳ和 δＯＡＴ基
因的表达以及Ｐ５ＣＳ和δＯＡＴ酶活性，从而使得脯氨
酸含量急剧增加，以缓解干旱胁迫所造成的细胞渗

透压力，维持体内正常的生理代谢平衡，减少干旱胁

迫带来的不利影响．同时磷肥的施用量对 Ｐ５ＣＳ和
δＯＡＴ基因的表达、Ｐ５ＣＳ和δＯＡＴ酶活性、脯氨酸含
量有显著的影响．本研究中，当磷肥施用量大于９００
ｋｇ·ｈｍ－２时，脯氨酸含量和Ｐ５ＣＳ酶活性都呈现下降
趋势，而 δＯＡＴ酶活性则呈现一直增加的趋势，
Ｐ５ＣＳ、δＯＡＴ基因的相对表达量也呈增长趋势．由此
可推测磷素的增加有利于Ｐ５ＣＳ、δＯＡＴ基因的表达，
从而有利于Ｐ５ＣＳ和δＯＡＴ的合成，促使其活性的提

高，特别是δＯＡＴ基因对磷素的响应较为明显．但是
Ｐ５ＣＳ基因的表达量与其对应酶的活性不一致，可能
是由于基因从表达到成功翻译受到许多因子调

控［２８］，比如在蛋白质水平上存在钝化蛋白［２９］、相关

降解酶对酶活性进行调控而产生差异．谭彩霞等［３０］

认为小麦中 ＧＢＳＳ基因的相对表达量与 ＧＢＳＳ酶活
性间相关不显著是由于ＧＢＳＳ基因属于转录后调控．
这些相关的调控机理有待于进一步的探究．

在Ｎ、Ｋ肥施用量分别为９１８、７５０ｋｇ·ｈｍ－２水
平时，无论是在正常水分条件下还是在干旱胁迫下，

４个过磷酸钙的施用水平间，甘蔗植株中 Ｐ５ＣＳ和
δＯＡＴ基因的表达、Ｐ５ＣＳ和 δＯＡＴ酶活性以及游离
脯氨酸的含量均有明显的差异，表明磷肥的施用量

影响植物生理生化过程和植株体内的代谢平衡，从

而影响植株生长发育．当过磷酸钙的施用水平为９００
ｋｇ·ｈｍ－２时，正常水分条件下，甘蔗植株脯氨酸含量
最低，Ｐ５ＣＳ与δＯＡＴ酶活性亦处于较低的水平；而
在干旱胁迫下，甘蔗植株游离脯氨酸的含量最大，

Ｐ５ＣＳ活性最大，δＯＡＴ酶活性也处于较高水平，
Ｐ５ＣＳ和δＯＡＴ基因的相对表达量分别为 ２６３和
１１３９．因此，本研究中的砖红壤基于甘蔗植株游离
脯氨酸合成积累的最佳施肥方案是尿素、过磷酸钙、

氯化钾的用量分别为９１８、９００、７５０ｋｇ·ｈｍ－２．
３．２　不同磷肥施用水平对甘蔗脯氨酸的合成积累

途径的影响

　　高等植物体内脯氨酸的合成积累有谷氨酸
（Ｇｌｕ）途径和鸟氨酸（Ｏｒｎ）途径，Ｐ５ＣＳ和 δＯＡＴ酶
分别是这２个途径的关键酶［３６，３１３３］．王丽媛等［３４］的

研究认为通常在植物受到胁迫或氮素缺乏的情况

下，脯氨酸的主要来源是谷氨酸合成途径；在氮素供

应充足的情况下，脯氨酸合成的主要途径则是鸟氨

酸途径．曹芳等［３５］研究发现胁迫条件下硝酸钾可以

增加烟草叶片中的脯氨酸含量，ＰＥＧ胁迫下硝酸钾
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能增强鸟氨酸代谢途径中δＯＡＴ酶活性．由此表明，
大量的矿质元素可以影响植物脯氨酸的合成积累途

径．
本研究在固定施用尿素 ９１８ｋｇ·ｈｍ－２和钾肥

（ＫＣｌ）７５０ｋｇ·ｈｍ－２水平时，过磷酸钙设置４个施入
水平，在干旱胁迫下，甘蔗植株体内的 Ｐ５ＣＳ、δＯＡＴ
基因表达及其酶活性被不同程度地激活，从而合成

积累大量的脯氨酸，这显然是谷氨酸途径（Ｇｌｕ→
Ｐｒｏ）和鸟氨酸途径（Ｏｒｎ→Ｐｒｏ）共同作用的结果．相
关、偏相关分析表明，在干旱胁迫下，植株游离脯氨

酸含量与Ｐ５ＣＳ酶活性的简单相关系数及偏相关系
数均达到了极显著水平，而 Ｐｒｏ含量与 δＯＡＴ酶活
性间均未达到显著水平；通径分析中Ｐ５ＣＳ酶活性对
Ｐｒｏ含量的直接通径系数达到了显著水平，δＯＡＴ酶
活性对Ｐｒｏ含量的直接通径系数未达显著水平．说明
干旱胁迫下甘蔗植株中 Ｐ５ＣＳ酶活性对游离脯氨酸
的合成积累贡献最大，此时甘蔗植株合成积累游离

脯氨酸的途径是以谷氨酸途径（Ｇｌｕ→Ｐｒｏ）为主，鸟
氨酸途径（Ｏｒｎ→Ｐｒｏ）为辅．这一结果与姜淑欣等［３６］

以小麦为材料、Ｃｈｏｕｄｈａｒｙ等［３７］以水稻为材料、黄诚

梅等［９］以甘蔗为材料的研究结果相似．在正常水分
条件下，植株游离脯氨酸含量与Ｐ５ＣＳ和δＯＡＴ酶活
性、叶绿素含量的简单相关、偏相关均呈负相关；通

径分析中也均为负向贡献；Ｐ５ＣＳ酶活性与脯氨酸含
量的简单相关系数、直接通径系数达到了显著水平，

偏相关系数的绝对值也较δＯＡＴ酶活性与脯氨酸含
量间的大．由此推测，在正常供水情况下，Ｐ５ＣＳ酶活
性对植株游离脯氨酸的合成调节作用比较大．此外，
通径分析中剩余通径系数较大，为０３２８９，说明正
常水分供应下，甘蔗植株的游离脯氨酸合成积累还

受到其他一些因素的调节，推断应为降解通径的一

些相关酶，如脯氨酸降解酶的调节［９，２６］．
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