
Hereditas (Beijing)  2015年 4月, 37(4): 336―343 
www.chinagene.cn  综  述 

                           

收稿日期: 2014−07−18; 修回日期: 2014−09−17 
基金项目: 国家自然科学基金项目(编号：31301336, 31370034)资助 
作者简介: 张丹，博士，副教授，研究方向：植物分子遗传与育种。E-mail: zhangdan8006@163.com 
通讯作者: 喻德跃，博士，教授，研究方向：植物分子遗传与育种。E-mail: dyyu@njau.edu.cn 
DOI: 10.16288/j.yczz.14-244 
网络出版时间: 2014-12-24  9:50:27 
URL: http://www.cnki.net/kcms/detail/11.1913.R.20141224.0950.001.html 

 

大豆耐低磷相关基因的定位与克隆 

张丹 1，宋海娜 2，程浩 3，喻德跃 3 
1. 河南农业大学农学院，河南省粮食作物协同创新中心，郑州 450002； 
2. 平顶山学院低山丘陵区生态修复重点实验室，平顶山 467000； 
3. 南京农业大学国家大豆改良中心，作物遗传与种质创新国家重点实验室，南京 210095 

摘要: 大豆是食用油和植物蛋白的主要来源，土壤有效磷含量低是限制当前大豆生产的重要因素之一。鉴定优

异耐低磷种质资源、快速发掘利用优异耐低磷基因、通过分子育种培育磷高效品种、改善大豆应对低磷胁迫的

能力，是解决土壤有效磷含量低这一问题的有效途径。近年来，国内外开展了一些大豆磷效率相关基因的定位

与克隆研究，但由于 QTL 连锁作图的精度较低，难以准确地分离候选基因，而大豆基因组的复杂性及相关功

能基因分子机制的不明确阻碍了人们对大豆耐低磷特性本质的认识。文章综述了大豆耐低磷相关基因的定位、

克隆及功能验证等方面的研究进展，分析了大豆耐低磷相关基因研究中存在的问题，以期为快速有效地分离目

的基因、验证基因功能、解析大豆磷高效分子机制提供参考。 
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Abstract:  Soybean is a major source of edible oil and phytoprotein. Low phosphorus available in soil is an im-
portant factor limiting the current soybean production. Effective ways to solve the problem include identification of 
germplasms and genes tolerant to low-phosphorus stress, and cultivation of soybean varieties with high phosphorus 
efficiency. Recently many researches have been carrying out investigations to map and clone genes related to phos-
phorus efficiency in soybeans. However, due to the complexity of the soybean genome and little knowledge of func-
tional genes, it has been difficult to understand the mechanism of soybean tolerance to low phosphorus. Although 
quantitative trait locus (QTL) mapping related to low phosphorus tolerance has made some progress, it remains elu-
sive to obtain accurate candidate genes for molecular breeding applications, due to the limited accuracy of QTL. Even 
for the cloned soybean low phosphorus tolerance genes, the molecular mechanisms are largely unknown, further lim-
iting the application to breeding. In this review, we summarize the progresses on mapping, cloning and func-
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tional characterization of soybean low phosphorus tolerance genes. 

Keywords: soybean; low phosphorus tolerance; gene mapping; molecular breeding 

大面积土壤缺磷是目前限制我国农作物产量提

高和品质改良的主要因素之一。据统计，我国耕地

约有 1亿 hm2，缺磷(有效磷≤10 mg/kg)的耕地面积
约占 81.5%，其中严重缺磷(有效磷≤5 mg/kg)的耕
地占 50.5%左右[1]。实际上土壤中的总磷含量并不低，

只是能被植物直接吸收利用的有效磷含量很低，因

此作物仍表现缺磷，这就是特有的“遗传学缺磷”

现象[2, 3]。为保证作物获得或维持较高产量，只能不

断施用磷肥[4]。近来，我国每年在土壤中施用 1100
多万吨磷肥，约占全球磷肥消费总量的 35%。而当
季磷肥利用效率仅为 10%~25%，这意味着每年近
1000 万吨磷素累积于土壤[5]。另外，过量施磷会造

成土壤中有害元素的积累、环境污染增加 [6]。更为

严重的是，磷矿是不可再生资源，研究表明全球磷

素资源有可能在未来 30~100 年间枯竭[7, 8]。由此将

导致磷肥市场供不应求，进一步危及全球粮食安全。

有研究表明，未来世界面临的主要危机不是水危机，

也不是石油危机，而是磷危机 [7]。我国易开采的富

磷矿储量只占总储量的 8.4%，仅能维持我国 10~15
年时间的使用需求，磷素危机已经对我国粮食生产

构成了严重威胁。因此，面对土壤磷素利用率低及

磷资源枯竭的危机，发掘作物自身潜力和高效利用

土壤潜在的磷资源是解决供磷与磷流失矛盾和防止

磷污染的有效途径。  
大豆[Glycine max (L). Merr.]是世界上最重要的

粮油兼用作物，是植物蛋白、食用油和动物饲料的

主要来源。作为需磷量较大的农作物，大豆籽粒含

磷量远远高于水稻、小麦和玉米[9]。由于大豆的根

瘤菌具有固氮作用，磷素已成为大豆生长及产量最

重要的限制性元素[10]。磷的缺乏不仅影响大豆的生

长发育，增加花荚脱落，还会抑制根瘤的形成，降

低固氮效率，最终严重影响其产量和品质[9]。因此，

低磷胁迫已经成为当前我国大豆生产的重要限制因

素。尽管大豆对低磷胁迫的耐性受数量性状基因控

制，是环境和遗传因素共同作用的结果，但已有研

究表明，不同大豆品种对低磷胁迫和磷肥效应有显

著的遗传差异[11~13]。磷效率本身的遗传特性是不同

大豆品种间耐低磷能力存在差异的主要原因，而耐

低磷能力的强弱是影响大豆磷效率及产量的关键因

素，因此挖掘与大豆耐低磷能力相关的关键基因，

通过分子标记辅助选择等手段选育磷高效的优良品

种，对提高大豆产量及高效利用土壤难溶态磷具有

重要意义。 
本文综述了近年来大豆耐低磷相关基因的定位、

克隆及功能验证等方面的研究进展，介绍了目前大

豆中已克隆的磷效率相关基因及其克隆方法，比较

各种方法的优缺点和应用特点，并对这些候选基因

的功能及其潜在育种利用价值进行了归纳。同时，

分析了当前研究存在的主要问题，期望能为快速准

确地选择合适的目标基因及大豆磷高效分子机制的

解析研究提供参考。 

1  大豆耐低磷相关基因的 QTL定位 

大豆磷效率是受多基因控制的复杂数量性状，

基于家系的连锁分析是研究复杂数量性状遗传基础

的经典方法。近年来，国内外通过连锁分析对大豆

磷效率相关性状进行了广泛的 QTL定位研究(表 1)。
2005 年 Li 等[14]首先利用科丰 1 号与南农 1138-2 杂
交衍生的 116 个重组自交系在 F 连锁群上检测到 7
个与耐低磷相关 QTL；同样，耿雷跃等[15]利用该群

体的 184 个家系在高磷和低磷水平下分别检测到 3
个和 12 个加性的 QTL，可解释 4.0%~13.8%的表型
变异；另外在两种磷水平下还检测到 19对互作 QTL，
可解释 3.3%~19.9%的表型变异。2007年，崔世友等[16]

利用耐低磷品种南农 94-156和低磷敏感品种波高衍
生的 152 个重组自交系通过盆栽试验对大豆耐低磷
相关性状进行 QTL分析，结果检测到 7个 QTL，对
表型变异的解释率为 4.8%~17.0%。Zhang等[17]利用

同一群体进一步在低磷和正常供磷条件下调查大豆

苗期 5 个磷效率相关性状，定位到 34 个加性 QTL
与耐低磷性状相关。这些结果有助于人们初步认识

大豆耐低磷的遗传基础，为分子标记辅助育种提供

依据。 
上述研究中所采用的筛选指标主要涉及生物量、

磷含量、根相关性状等，且均集中在苗期进行。虽
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然大豆在苗期对磷缺乏较为敏感，但是笔者前期实

验中发现，大豆对低磷胁迫的另一个敏感期是开花

结荚期，此时是大豆对磷素吸收的高峰时期，约占

整个时期吸磷量的 90%，尤其是结荚鼓粒期吸磷量
约占一半以上，此时缺磷显著减少花和荚的形成，

增加花荚的脱落，原因是磷是大豆花和荚的形成所

必须的营养元素[18]。因此，在花荚期选择耐低磷相

关性状来评价大豆的耐低磷特性及进行耐低磷 QTL
的定位研究更具合理性和代表性。2010 年，Zhang
等[19]利用南农 94-156和波高衍生的重组自交系群体
尝试在花荚期利用花荚脱落率、酸性磷酸酶活性和

荚叶磷含量来评价大豆耐低磷性，取得良好效果，

除了利用条件定位法在该时期检测到耐低磷 QTL的
净效应，发现该位点对表型的贡献达 19.3%，还通
过多年多点试验利用相对酶活性和荚叶磷含量定位

到一个磷效率主效 QTL qPE8，并在后期图位克隆了
控制该位点的基因[20](表 1)。2010 年，Liang 等[21]

在花期利用磷效率敏感基因型 BD2和磷高效基因型
BX10 衍生的重组自交系对磷效率相关性状进行
QTL 分析，结果在 5 个连锁群上检测到 31 个 QTL
位点，可解释 9.1%~31.1%的表型变异。此外，2013
年，King等[22]利用 92个 F2:4家系定位大豆籽粒磷含

量相关的 QTL，共定位到 3个 QTL分别位于 12、7
和 17号染色体上，其中两个位点包括磷酸盐转运相
关基因，一个位点包含一个 ZIP 转运蛋白，为进一
步研究磷酸盐代谢途径奠定了基础。 
基于大豆耐低磷相关 QTL定位结果，可以看出

大豆磷效率除了受少数主效 QTL作用外，还受大量

微效多基因控制，而这些基因除了表现为加性效应，

还具有一定上位性作用。如位于大豆 D1b+W连锁群
上 Satt274 标记附近的 QTL 同时存在着加性效应和
上位性效应，且在该位点还检测到耐低磷 QTL的净
遗传效应，对表型变异的解释率也很大[19]。这些结

果不仅说明大豆磷效率的遗传基础比较复杂，还表

明磷效率存在主效 QTL，为精细定位及图位克隆主
效 QTL 提供了理论依据。由于目前定位的磷效率
QTL 均是基于分离群体的家系连锁分析所得，而分
离群体又受杂交或自交次数的限制，缺乏足够的重

组事件，置信区间一般较大，导致 QTL作图的精度
一般较低，因此被精细定位、图位克隆的 QTL非常少。 

2  大豆耐低磷相关基因的克隆与功能分析  

大豆是古四倍体自花授粉作物，基因组复杂且

重复序列多。一些重要的功能基因，尤其是控制复

杂数量性状的基因，其克隆存在较大困难。目前，

已克隆的大豆耐低磷相关基因主要是通过同源克隆

和电子克隆获得，也有少数基因是通过图位克隆、

芯片技术、抑制差减杂交及功能克隆等方法获得。 

2.1  图位克隆获得的大豆耐低磷相关基因 

图位克隆法(Map-based cloning)是分离和克隆
植物基因的有效方法[24]，也是常用的基因克隆技术

之一。近年来，尽管植物磷效率相关的 QTL定位研
究发展较快，但是通过图位克隆法分离得到的磷效

率相关基因却很少。2012年，Gamuyao等[25]在水稻

中通过经典的图位克隆法分离得到一个耐低磷相关 
 

表 1  已定位的大豆磷效率相关 QTL 

亲本组合 QTL个数 群体类型 群体大小 图谱标记个数 评价时期 评价指标 试验方法 分析方法 参考文献 

科丰 1号×南农 1138-2 7 RIL 116 452 苗期 株高，生物量等 盆栽试验 CIM [14] 

科丰 1号×南农 1138-2 15 RIL 184 221 苗期 生物量，吸磷量 盆栽试验 MIM [15] 

南农 94-156×波高 7 RIL 151 248 苗期 生物量，吸磷量等 盆栽试验 CIM [16] 

南农 94-156×波高 34 RIL 152 306 苗期 生物量，吸磷量等 盆栽试验 CIM [17] 

南农 94-156×波高 2 RIL 152 248 荚期 相对花荚脱落率 盆栽试验 CIM, 条件 QTL [19] 

南农 94-156×波高 8 RIL 152 306 花荚 酶活性，磷含量 盆栽试验 CIM [20] 

/ 6 NPa 192 1536 花荚 酶活性，磷含量 盆栽试验 关联分析, MLM [20] 

本地 2号×巴西 10号 31 RIL 106 237 花期 生物量，根性状等 大田试验 IM, MQM [21] 

Anoka×A7 3 F2:4 92 146 籽粒 籽粒磷含量 大田试验 IM, MQM [22] 

科丰 1号×南农 1138-2 2 RIL 184 221 苗期 基因表达量 盆栽试验 eQTL分析, CIM [23] 

注：a NP表示自然群体。 



 

第 4期 张丹等: 大豆耐低磷相关基因的定位与克隆 339 

 

    

基因(PSTOL1)，该基因编码一个蛋白激酶，能够显
著增强水稻早期根系的生长，从而获得更多的磷及

其他营养元素，并最终增加产量。2014 年，Zhang
等[19]在连锁分析与关联分析相结合方法的基础上，

在大豆中图位克隆了一个磷效率相关基因 GmACP1，
该基因编码一个酸性磷酸酶，其分离克隆过程不同

于在水稻中的经典图位克隆方法。首先利用全基因

组关联分析对前期连锁分析定位一个主效耐低磷

QTL(qPE8)进行验证，然后在该区域开发高密度的
分子标记，通过关联分析局部扫描将目标 QTL限定
在 250 kb的范围内，并结合大豆基因组信息、生物
信息学及诱导表达分析等方法分离并克隆了控制该

位点的候选基因(GmACP1)。进一步通过诱导表达分
析、原核表达、遗传转化等实验证明 GmACP1在低
磷条件下表达量显著升高，导致酸性磷酸酶活性升

高从而提高大豆耐低磷能力。通过候选基因关联分

析鉴定与大豆耐低磷相关的 GmACP1 有利单倍型，
开发了一个功能分子标记 [19]，为大豆磷高效分子育

种提供新的基因信息和技术支持。 

2.2  同源克隆与电子克隆获得的大豆耐低磷相关基因 

同源克隆法(Homology-based cloning)是大豆基

因克隆中常用的一种方法。不同物种具有相同或相

似功能的基因及相对保守的区域，根据保守结构域

设计引物进行 PCR扩增得到目的基因片段，然后利
用 cDNA 末端快速扩增技术(Rapid amplification 
of cDNA end, RACE)和染色体步移技术分别得到全
长 cDNA和全长基因[26]。这种方法相对于其他方法

比较简单，尤其是随着对拟南芥、水稻等模式植物

的深入研究，生物信息学迅猛发展，公共数据库及

辅助设计软件日趋完善，不同物种具有相同或相似

功能基因之间的基因组比较分析成为可能。因此，

同源克隆也是目前大豆磷效率相关基因克隆中应用

最多的方法。近年来，国内外研究者利用该方法克

隆到的大豆磷效率相关基因见表 2。如 2009年 Wang
等 [3]通过同源克隆的方法将拟南芥紫色磷酸酶基因

AtPAP15 转入大豆，在酸性土壤中生长的 3 个转基
因株系磷效率及产量相关性状均明显优于野生型，

其中磷效率提高了 117.8%、56.5%、57.8%，单株荚
数提高 35.9%、41.0%、59.0%，单株粒数也提高 46.0%、
48.3%、66.7%。2013年，Liang等[34]通过拟南芥 ALMTs
基因的保守区域设计引物在大豆中扩增得到一个苹

果酸转运基因 ( G m A L M T 1 )，结果表明苹果酸 
 

表 2  利用同源克隆与电子克隆法获得的大豆磷效率相关基因 

基因名称 克隆方法 类型 物种来源 登录号 基因功能 参考文献 

PhyA 同源克隆 植酸酶 黑曲霉 / 转基因大豆悬浮细胞中的植酸酶活性明显提高 [27] 

AfphyA 同源克隆 植酸酶 无花果曲霉 AF537344 转基因大豆根系分泌植酸酶活性、无机磷含量显著高于对照 [28] 

lpa1 同源克隆 低植酸基因 玉米 / 影响植物种子中磷的积累 [29] 

AtPAP15 同源克隆 酸性磷酸酶 拟南芥 NP_187369 转基因株系产量性状均明显优于野生型 [3] 

GmPHR1 电子克隆 转录因子 拟南芥 HQ007311 具有提高拟南芥在低磷条件下耐低磷能力的作用 [30] 

GsPAP1 同源克隆 野生豆酸性磷酸酶 大豆 / 与大豆、羽扇豆、葡萄等植物的 PAP1基因有较高同源性 [31] 

GmPTF1 同源克隆 转录因子 拟南芥 FJ617239 转 GmPTF1基因大豆在低磷胁迫下的表现耐低磷能力增强 [32, 33] 

GmPAP4 同源克隆 紫色酸性磷酸酶 拟南芥 HQ162477 提高植物对有机磷的利用能力 [34] 

GmALMT1 同源克隆 苹果酸转运基因 拟南芥 ACC60273 提高大豆对酸性土壤的适应性 [35] 

H+ATPase 同源克隆 质膜 H+ATP酶 大豆 AF091303 低磷胁迫基因表达量增加，与适应低磷胁迫有关 [36, 37] 

Sphy1 电子克隆 植酸酶 大豆 AY878355 转基因烟草植酸酶活性明显提高 [38, 39] 

GmPT1 电子克隆 磷酸盐转运蛋白 大豆 HQ392508 在大豆中组成性表达，参与磷酸盐运输 [40] 

GmPT10/11 电子克隆 磷酸盐转运蛋白 大豆 / 受菌根诱导，与大豆菌根形成有关 [41] 

GmPAPs 电子克隆 酸性磷酸酶 大豆 / 参与植物磷的吸收和再利用，与根瘤菌和菌根的形成有关 [42] 

GmPT5 电子克隆 磷酸盐转运蛋白 大豆 FJ814694 调控磷从根往根瘤中的输送，对大豆的根瘤生长起调控作用 [43] 
GmPHT1 
family 

电子克隆 14个磷酸转运蛋白 大豆 / 在磷的吸收，转运及维持体内矿质元素的平衡起重要作用 [44, 45] 

Phytase gene 电子克隆 大豆植酸酶 大豆 / 降低大豆种子中的植酸含量 [46] 

GmSPX 电子克隆 SPX蛋白 大豆 / 增加大豆根和茎中磷的浓度 [47] 
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分泌是大豆在酸性土壤中的重要适应机制，土壤中

pH值、铝和磷三因素共同作用，影响苹果酸转运基
因的表达量进而调节其功能，并最终影响苹果酸的

分泌提高大豆对酸性土壤的适应性。2014年，Kong
等[35]通过搜索比对拟南芥数据库克隆了一个大豆紫

色酸性磷酸酶基因 GmPAP4，该基因具有植酸酶活
性，在植酸作为唯一磷源时，该基因的过量表达能

提高拟南芥对有机磷的利用能力。另外，笔者所在

实验室也利用同源克隆方法克隆到一个耐低磷相关

基因，该基因编码一个类受体蛋白激酶，初步验证

该基因能够提高大豆在低磷环境中的耐低磷能力

(未发表)。 
电子克隆法是基于表达序列标签(Expressed se-

quence tag, EST)和基因组数据库发展起来的基因克
隆新型技术，利用生物信息学知识和计算机技术对

EST 或基因组数据库中进行同源性比较分析、整理
拼接出新基因的编码序列，确认完整后根据序列设

计引物进行 RT-PCR 验证获得全长基因[48]。随着大

豆 EST数据库中的基因片段不断增加及大豆全基因
组测序的完成，该方法在大豆磷效率相关基因克隆

中应用也较多(表 2)。2012年，Qin等[43]以拟南芥与

水稻中磷酸转运蛋白基因 Pht1基因为查询序列搜索
大豆基因组网站序列 (http://www.phytozome.net/soy-
bean.php)，克隆了一个高亲和力的磷酸转运蛋白基
因 GmPT5，该基因调控磷从根向根瘤中的输送，对
大豆的根瘤及植株生长起着重要的调控作用。2013年，
Fan等[45]基于大豆基因组数据库(Phytozome V8.0)获得
14 个 PHT1 基因家族的序列，通过 RT-PCR 电子克
隆了这些基因，进化分析发现这些基因起源于 4 个
不同的祖先，实验表明 PHT1 基因家族各成员在维
持细胞乃至整个植株体内磷的平衡具有协同作用。

2014 年，Yao 等[47]通过搜索大豆基因组数据库获得

了 9个 GmSPX成员，系统发育分析将这 9个成员分
为 3 组，每个成员对氮、磷、钾和铁的缺乏有不同
的响应，其中在高磷处理条件下，过表达 GmSPX3
基因能够增加植株根和茎中磷的浓度，同时在大豆

毛状根中，能导致其他 7 个磷饥饿相关基因的上调
表达。这些结果为大豆耐低磷胁迫和磷高效利用的

功能基因组和分子设计育种打下了基础。 
尽管同源克隆法在发掘磷效率相关基因时相对

于传统方法具有一定的优越性。但是通过这种方法

获得真正有功能的磷效率基因仍存在一定的风险。

比如克隆得到的同源序列可能与目的磷效率基因无

关；也可能只是与目的基因紧密连锁等。因此，应

用这种方法要注意一些问题。首先，在设计引物时

应尽可能考虑到出现的问题和目的基因的类别，如

进行 PCR检验时所设计引物是否会扩增出非目的片
段。其次，磷效率基因在植物中多成簇或以基因家

族的形式存在，难以判断克隆产物是否为目的基因

片段。第三，一些新的磷效率相关基因可能不具有

保守域结构，而是新的编码蛋白，用此方法不能得

到目的基因。对于电子克隆而言，尽管这种方法在

理论上已没有什么障碍，且具有效率高、成本低、

对实验条件要求低等特点，但是由于生物大分子结

构和功能的复杂性，许多分析软件的输出结果存在

较大的偏差，因此利用生物信息学进行的“虚拟”

克隆的结果尚需回到实验室进行验证。 

2.3  抑制性差减杂交与基因芯片等方法获得的大豆
磷效率相关基因 

抑制性差减杂交(Suppression subtractive hybri-
dization , SSH)是用于分离在特定组织、特定发育阶
段或特定环境下表达的基因的方法。以其假阳性低、

敏感性高、速度快、效率高等优点广泛应用于基因

转录水平上的差异表达。SSH 技术不需要目的基因
的序列信息和位置信息，已在植物基因克隆中得到

了广泛应用。Guo等[49]和 Zhou等[50]从低磷诱导 SSH
文库中筛选得到一个 β-扩张蛋白基因 GmEXPB2，该
基因在低磷诱导的大豆根系中高效表达，且参与根

尖的形态建成，超表达转基因拟南芥的根系细胞分

裂与伸长明显增加，从而使得转基因拟南芥的生长

与磷素吸收也得到明显改善。转 GmEXPB2 大豆缺
磷处理使基因在根系和下胚轴中的表达量增加；缺

磷条件下，基因通过参与植株根毛的伸长过程，从

而影响植株的生长和磷吸收量。SSH 技术也有局限
性，只能用于两个样本的比较，只能筛选在对照样

本中不表达的基因，不能反应表达量的差别。 
基因芯片技术是建立在基因探针和杂交测序技

术上的一种高效快速的核酸序列分析手段。2014年，
Song等[23]根据基因芯片结果，发现一个在叶片大量

表达的磷酸转运蛋白基因(GmPT1)，并对该基因的
表达模式及功能进行了研究。结果发现 GmPT1基因
在老叶中具有较高的表达量，其中在低磷胁迫处理
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15 d的大豆幼苗成熟叶、幼叶和侧根中表达量极显
著增强，表明该基因可能参与地上部磷酸盐的活化

再转移过程。进一步在烟草中过表达该基因，发现

转基因植株在低磷胁迫条件下显著提高了植株的总

干重、磷的利用效率和籽粒重量。虽然芯片技术本

身也具有局限(如假阳性高、得到的 cDNA片段也比
较短)，但它是一种可以在大豆基因克隆中广泛应用
且有效的方法。 

2.4  其他方法获得的大豆磷效率相关基因 

除了以上主要方法外，近年来在大豆磷效率相

关基因克隆和功能研究中还利用了一些其他的基因

克隆方法如功能克隆方法，并且取得了一些研究进展。 
传统的功能克隆方法属于正向遗传学的范畴，

是根据已知基因表达的蛋白质产物反推其核苷酸序

列，再根据此序列设计探针或引物从 cDNA 文库或
者基因组文库中筛选克隆，也可以制备产量抗体，

从表达载体构建的 cDNA 文库中筛选相应的克隆，
进而分离目的基因。如 2001 年 Hegeman 等[51]利用

功能克隆方法从萌发的大豆子叶中得到了大豆中的

一个植酸酶基因 GmPhy，分析发现该基因编码的氨
基酸序列与其他植物中已知的紫色酸性磷酸酶基因

序列的同源性较高，而与已报道的玉米或者微生物

来源的植酸酶基因蛋白序列同源性较低；GmPhy能
够在大豆幼苗子叶中特异表达，该基因转入大豆悬

浮细胞后，获得的转基因细胞系具有较高的植酸酶

活性。表明该基因可分解贮存在植株子叶中的植酸

磷，为幼苗后期正常生长提供磷源，转基因大豆细

胞的植酸酶活性明显提高。这种方法的局限性是只

适用于克隆那些蛋白质产物及其相应功能都已清楚

的基因，无法克隆蛋白质产物还不清楚的基因。 
随着测序技术的发展，表达谱测序技术成为功

能基因发掘的重要手段。2013 年，Xu 等[52]利用小

RNA和降解组测序技术对磷充分和磷缺乏条件下获
得的大豆叶片和根部的 4个小 RNA文库和磷缺乏大
豆根部的一个降解组文库进行测序。结果在低磷胁

迫条件下，检测到 25 个 miRNAs 被诱导和 11 个
miRNAs受抑制。其中miR399受低磷胁迫诱导上调，
作用于靶基因 GmPH02 和 GmPT5，作用位点在
GmPH02的 5′非编码区和 GmPT5的编码区。研究结
果为阐明 miRNAs 在磷信号传导中发挥的作用以及

磷代谢调控网络的构建提供了有用的信息。 

3  大豆磷效率基因研究的问题与展望 

目前我国大豆生产形势十分严峻，需求缺口及

进口量逐年增大，危及国家的粮食安全。仅靠土壤

增施磷肥求高产的传统途径已不适应当今农业可持

续发展的要求。发掘磷高效基因，提高大豆自身活

化吸收土壤无效态磷的能力是生态农业发展的一个

重要方向。采用常规育种手段与现代转基因技术相

结合的方法来实现磷高效基因的转育，具有速度快、

育种进程短等优点，因而越来越受到重视。然而，

要实现转基因育种与常规育种的有效结合，分离和

发掘新的、有功能的磷效率关键基因无疑是开展上

述研究的重要前提。近 10 年来，大量磷效率相关
QTL 的定位为大豆磷高效分子育种奠定了良好的基
础，然而相对于模式植物来说，大豆磷效率相关基

因的图位克隆及育种应用却进展缓慢，主要有以下

几个方面的原因：(1)缺少统一的磷效率评价指标和
筛选时期，难以准确鉴定磷效率特异基因型；(2)定
位研究所用的材料及群体遗传基础相对狭窄，难以

找到可供育种利用的最有利等位基因；(3)QTL在染
色体上的范围较大，且基因组庞大，构建高密度的

分子标记图谱困难，QTL 精细定位及图位克隆难以
实现；(4)大豆遗传转化率相对较低，导致基因的功
能验证比较困难；(5)大多试验在温室和实验室内进
行，缺少大田试验的验证，很少考虑表型与环境的

互作，应用于生产仍有一定距离。 
因此，为克服上述问题，加速大豆磷高效育种

进程，需要快速准确地获得磷高效主效基因，充分

了解磷效率关键基因的功能和分子机制，明确其作

用机理，筛选出可用于育种实践的磷高效功能基因，

加快这些候选基因的转化应用及育种进程。首先，

应在大豆苗期磷效率 QTL连锁分析的基础上，对田
间大豆花荚期耐低磷性开展更为广泛的定位研究，

鉴定 QTL的稳定性和与环境的互作效应；其次，要
拓宽种质资源遗传基础，如加入野生豆和地方性种

质资源等，利用基于自然群体进行的全基因组关联

分析或连锁分析与关联分析相互结合，快速实现主

效 QTL的精细定位与图位克隆，发掘蕴藏于种质资
源基因组中最有利的耐低磷等位基因；最后，基于

对所克隆基因功能的认识，采用分子标记辅助选择
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将优良等位基因聚合到优良遗传背景中，通过全基

因组设计创造出集中众多优良基因、性状得到明显

改良的新种质或新品种。将来会有多种类型的磷高

效基因应用于生产，打破土壤中磷的“遗传学缺乏”，

低磷胁迫对大豆乃至其他作物生产的影响有望得到

有效解决。 
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