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亚磷酸脱氢酶在基因工程改造微生物和植物中的研究进展
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摘 要：近年来，农业生产面临磷源匮乏和环境污染的双重挑战，亚磷酸脱氢酶（phosphite dehydrogenase, PTDH）的发现

和应用为解决这一问题提供了新的思路。在微生物中，PTDH使得非无菌环境下的高效发酵成为可能，降低了成本并提

高了生产效率。在植物中，PTDH不仅解决了磷源问题，还为除草剂的开发提供了新的途径。此外，亚磷酸盐可作为一种

潜在的除草剂和磷源使用，相比传统除草剂更环保、成本更低、稳定性更好。尽管亚磷酸脱氢酶的应用研究取得了显著

进展，但目前仍处于功能解析和概念验证阶段，对亚磷酸脱氢酶的催化机理、蛋白结构和酶活改良等方面的研究还需进

一步深入。综述了 PTDH在微生物、模式植物（如拟南芥和烟草）、经济作物（如棉花和油菜）以及粮食作物（如水稻和玉

米）中的应用进展。随着蛋白质定向进化技术、基因转化和基因编辑技术的发展，未来将进一步优化亚磷酸脱氢酶的应

用效果，为作物的高效利用亚磷酸盐和环境保护提供更多可能。
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Abstract：In recent years， agricultural production is facing the dual challenges of phosphorus deficiency and environmental pol⁃
lution. The discovery and application of phosphite dehydrogenase （PTDH） provides a new idea to solve this problem. In microor⁃
ganisms， PTDH makes efficient fermentation in non-sterile environments possible， reducing costs and increasing production effi⁃
ciency. In plants， PTDH not only solves the problem of phosphorus source， but also provides a new way for the development of 
herbicides. In addition， the use of phosphite as a potential herbicide and phosphorus source is more environmentally friendly， 
low cost and stable than traditional herbicides. Although significant progress has been made in the application of phosphite dehy⁃
drogenase， the current research is still in the stage of functional analysis and conceptual verification. The research on the catalyt⁃
ic mechanism， protein structure and enzyme activity improvement of phosphite dehydrogenase needs to be further studied. This 
study reviewed the application of PTDH in microorganisms， model plants （such as Arabidopsis and tobacco）， cash crops （such 
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as cotton and rapeseed） and food crops （such as rice and corn）. In the future， with the development of protein directed evolution 
technology， gene transformation and gene editing technology， the application effect of phosphite dehydrogenase will be further 
optimized， which will provide more possibilities for efficient utilization of phosphite and environmental protection of crops.
Key words：phosphite dehydrogenase； phosphorus source； genetic engineering； microorganism； plant

当前，过度施用磷肥以及除草剂以增加作物

产量已成为常态，但是随之而来的是种植成本增

加和环境污染等一系列问题。在农业生产中，植

物只能利用磷酸盐作为磷的来源，土壤中的磷酸

盐含量有限，与之相比，亚磷酸盐在土壤中含量相

对较丰富。然而，藻类甚至是包括植物在内的高

级生物都无法代谢亚磷酸盐。一些研究表明［1-3］，

在拟南芥、水稻等植物以及枯草芽孢杆菌等微生

物中导入亚磷酸脱氢酶基因，可以创制转基因植

物和微生物，使其能够代谢亚磷酸盐为磷酸盐，从

而将亚磷酸盐作为磷的来源。这种方法既解决了

磷源匮乏的问题，又不会对环境造成污染。此外，

这些转基因植物和微生物还具有除草和杀菌等额

外的功能，为我国在提高农业可持续发展方面提

供了新的思路。

1　亚磷酸脱氢酶的发现和作用机理

1.1　亚磷酸脱氢酶的发现

早期人们对于还原态磷化合物的氧化代谢

遗传以及生化机制的了解非常有限。尽管在自

然界的许多生物体中存在还原性磷化合物，并且

已经有报道称微生物中存在氧化低价态磷化合

物［4］，但仍缺乏深入研究。直到Costas等［5］在施氏

假单胞菌（Pseudomonas stutzeri WM 88）中发现了

微生物中+3 还原价态的亚磷酸脱氢酶-P（phos⁃
phite dehydrogenase-P，PTDH-P）的代谢途径以及

生理生化机制，并通过蛋白纯化以及基因克隆等

方法得到了与亚磷酸代谢相关的基因，PTDH 才

走入人们的视野。亚磷酸脱氢酶［5-6］是一种依赖

氧和 NAD+的特殊酶，具有将亚磷酸盐氧化为磷

酸盐的催化能力。在这个过程中，+3价的磷原子

被氧化为+5价，亚磷酸盐/磷酸盐的氧化还原电位

为-0.65V［7］。研究还发现，在 P. stutzeri WM 88 中

亚磷酸氧化为磷酸的过程包括两个部分，由其中

的两个基因簇 htx和 ptx催化，从次磷酸开始，经历

亚磷酸，最终形成磷酸。2011年，Ryuichi等［8］在罗

尔斯通菌属中获得了催化效率更高的亚磷酸脱氢

酶PTDH-R，其催化效率大约是PTDH-P的6倍，并

且亚磷酸脱氢酶PTDH-R对亚磷酸盐的亲和力提

高了约 30%。这一发现对于理解亚磷酸代谢机制

具有重要意义，也为后续的应用研究提供了宝贵

的基础。

1.2　亚磷酸脱氢酶的结构和作用机理

亚磷酸脱氢酶是一个由两个结构域组成的同

源二聚体，这两个结构域分别是底物亚磷酸盐结

合结构域和NAD+结合结构域，它们之间由弹性铰

链连接（图 1）。底物亚磷酸盐结合结构域由 2个

不相邻和不连续的部分组成［9］。其中一部分较

大，由 5 个平行的 β 折叠和 4 个 α 螺旋构成，另一

部分比较小，由 1个额外的螺旋结构组成。NAD+

结合结构域具有Rossmann卷曲结构［10］，包括交叉

折叠的2对α螺旋和6个β折叠。

亚磷酸脱氢酶对底物的特异性非常强，只能

利用亚磷酸作为底物进行催化，同时，辅酶也只能

是 NAD+（图 1）。从化学热力学角度而言，亚磷酸

脱氢酶氧化亚磷酸为磷酸的过程是不可逆的［11］，

反应的平衡常数大约是 1011，因此可知酶对底物

的 Km值很小。这个氧化还原反应的实质是磷酰

基从氢化物到氢氧化合物的转移过程。通过对亚

磷酸脱氢酶的 336 个氨基酸序列比对可知，亚磷

酸脱氢酶属于 D-2-羟酸脱氢酶家族，这一家族中

含有3个催化活性所必需的保守氨基酸残基，分别

是Arg237、His293和Glu266。研究发现，亚磷酸脱

图1　PTDH同源模型中活性位点图[11]

Fig. 1　View of an active site in a homologous model of 
PTDH[11]
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氢酶在经过焦碳酸二乙酯处理后，His293会被选

择性修饰，使其完全丧失活性。这说明His293 在

反应过程中发挥关键作用。亚磷酸脱氢酶催化亚

磷酸的过程是连续且有序的。亚磷酸脱氢酶先与

NAD+作用，导致酶的构象发生改变，使其容易与

亚磷酸结合，反应结束后先释放产物亚磷酸，再释

放NADH［5］。整个反应过程的快慢由氢离子转移

的快慢所决定［12］。

2　亚磷酸脱氢酶的应用

2.1　亚磷酸脱氢酶基因在微生物和藻类中的应用

亚磷酸脱氢酶编码基因最初是从微生物中克

隆得到的。研究发现该类酶只存在于少量特殊的

微生物中，大多数微生物并不含有亚磷酸脱氢酶

编码基因，因此它们无法将亚磷酸盐作为磷

源［13-15］。Stone 和 White［16］广泛调查了土壤和淡水

中的微生物，发现只有少数的细菌能利用亚磷酸

盐作为唯一的磷源，且这些微生物通常是通过同

化亚磷酸酯氧化的过程将亚磷酸盐氧化为磷酸

盐［17］。关于这个过程的生化机制和遗传基础已经

得到广泛研究［6，18-20］。此外，亚磷酸还被证实可作

为杀菌剂，用于抑制杂菌的生长［21］。因此，在基因

工程领域，将亚磷酸脱氢酶基因导入微生物和藻

类中，可以创制具有亚磷酸脱氢酶活性的转基因

微生物和藻类，下文对部分微生物和藻类的用途

进行了综述（表1）。

2.1.1　亚磷酸脱氢酶基因在枯草芽孢杆菌中的应

用　微生物污染一直是影响发酵工程的重要问

题。传统上，通常采用灭菌和加抗菌剂的方法进

行微生物发酵灭菌，但是这种方法耗时耗力，容

易产生耐药菌株，因此开发新策略降低微生物污

染是非常必要的。2017 年，陈氏小组［25-27］报道了

在非灭菌条件下，耐盐的 Halomonas bluephagene⁃
sis菌株能合成 PHB或 P（3HB-co-4HB），初步证明

了创制合适的菌株在未经灭菌的发酵环境中也

能成功，操作方便且更有利。随后，Guo等［3］分别

从施氏假单胞菌中引入亚磷酸脱氢酶和从幽门

螺杆菌中引入甲酰胺酶，转入枯草芽孢杆菌中，

创制了转基因枯草芽孢杆菌，该基因工程菌株能

够吸收亚磷酸盐和甲酰胺作为磷源和氮源，进而

在发酵中成为优势菌种，合成乙酰菌素，而其他

微生物因不能代谢亚磷酸盐和甲酰胺，缺乏关键

营养物质不能存活。科研人员进一步通过筛选

实验发现，亚磷酸浓度 15 mmol·L-1、甲酰胺浓度

60 mmol·L-1为转基因枯草芽孢杆菌加速生长的

最佳浓度，在非灭菌条件下，78 h 内可以合成

25.46 g·L-1的乙酰蛋白，产率为 0.33 g·L-1·h-1。在

这个新型发酵体系中由于取消了灭菌环节，简化

了发酵步骤，从而降低了发酵成本，提高了生产

效率。

图2　亚磷酸脱氢酶的催化过程

Fig. 2　Catalytic process of phosphite dehydrogenase

表1　亚磷酸脱氢酶基因在微生物中的应用

Table 1　Application of phosphite dehydrogenase genes in microorganisms
基因来源

施氏假单胞菌
（Pseudomonas stutzeri）

施氏假单胞菌
（Pseudomonas stutzeri）

施氏假单胞菌WM88
（Pseudomonas sp. WM88）

微生物种类

枯草芽孢杆菌
（Bacillus subtilis）

谷氨酸棒状杆菌
（Corynebacterium glutamicum）

莱恩衣藻
（Chlamydomonas reinhardtii）

目标性状及产业化效果

建立抗菌污染体系，提高产物生产效率

缩短发酵周期、简化发酵过程，降低生
产成本，但目前连续发酵的赖氨酸产量
不是很理想

作为选择标记基因，建立转质体系使其
成为鉴定转化菌株的有效工具

参考文献
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2.1.2　亚磷酸脱氢酶基因在谷氨酸棒状杆菌中的

应用　谷氨酸棒状杆菌常用于生产赖氨酸和 L-

谷氨酸等氨基酸以及其他化学品［28-31］。然而，谷

氨酸棒状杆菌生产氨基酸的过程容易受到微生物

污染，造成巨大损失。2021年，Lei等［22］对谷氨酸

棒状杆菌进行了改造，分别将多个菌株的亚磷酸

脱氢酶基因转入谷氨酸棒状杆菌 0206（Cg-0206）
中，并使用亚磷酸盐作为唯一磷源进行培养筛选，

发现来自施氏假单胞菌的亚磷酸脱氢酶基因对谷

氨酸棒状杆菌的生长最为有利，将其命名为 Cg-

Pst，且在亚磷酸二氢钾浓度为8 mmol·L-1时Cg-Pst
生长状况最佳。为了进一步提高工程菌株的遗传

稳定性，删除了 Cg-0206 基因组中 exeR 位点的基

因，将来自施氏假单胞菌中的亚磷酸脱氢酶基因

插入 exeR 位点，获得了 CgΔexeR*Pst 菌株。与原

始Cg-0206菌株相比，在以亚磷酸盐为唯一磷源的

培养基上CgΔexeR*Pst菌株表现出更好的生长状

况，细胞密度达到 3×109~4×109 CFU·mL-1。 当

CgΔexeR*Pst 菌株与污染菌株在以亚磷酸盐为唯

一磷源的培养基上共培养时，CgΔexeR*Pst菌株可

以快速恢复赖氨酸的生产效率，分别从 7.00 g·L-1

恢复至39.67 g·L-1和3.00 g·L-1恢复至39.5 g·L-1［32］。

因此，该实验表明，亚磷酸盐对菌株产生了显著的

选择压力，使得 CgΔexeR*Pst 菌株在多种菌株共

存的环境中，具有生长优势。将亚磷酸酸脱氢酶

基因导入谷氨酸棒状杆菌用于非无菌条件发酵，

既缩短了发酵周期、简化了发酵过程，也降低了生

产成本，虽然连续发酵的赖氨酸产量不是很理想，

但也为后续开发氨基酸发酵工程打下了良好的

基础。

2.1.3　亚磷酸脱氢酶基因在莱茵衣藻中的应用　

藻类是真核生物，能进行光合作用。莱茵衣藻是

研究藻类向光性、光合作用以及鞭毛功能等方面

的模式生物［33-34］。在过去的研究中，莱茵衣藻的

转质体技术主要用于生产复杂且高价值的化合

物，例如疫苗、抗体等［35-36］。近年来，人们开始致

力于开发莱茵衣藻作为治疗药物的商品［34，37］。为

了实现莱茵衣藻的叶绿体转化，合适的标记基因

是鉴定转化菌株的有效工具。传统的方式是使

用抗生素作为选择标记，但存在潜在风险。作为

一种替代方法，Sandoval-Vargas 等［23］在 2019 年研

究了基于亚磷酸盐的选择方法用于恢复莱茵衣

藻的叶绿体转化系，这是第一次将亚磷酸脱氢酶

基因作为便携式选择标记用于莱茵衣藻的叶绿

体转化。将来自施氏假单胞菌 WM88 中的亚磷

酸脱氢酶基因转入莱茵衣藻中，只有成功表达亚

磷酸脱氢酶的细胞才能在只含亚磷酸盐为唯一

磷源的培养基上繁殖并产生菌落，且无假阳性菌

落，说明亚磷酸脱氢酶基因可作为选择标记。此

外，该研究还证明了当细胞缺磷培养 14天再进行

转化时，效率会提高，并且也不会出现假阳性。

该试验的选择性标记增大了莱茵衣藻叶绿体遗

传和代谢的可行性。

Cutolo等［24］对来自于施氏假单胞菌 WM88中

的亚磷酸脱氢酶基因进行优化，转入莱茵衣藻

中。与野生型蛋白的转质体系相比，携带优化后

的亚磷酸脱氢酶基因的转质体系在以亚磷酸盐为

唯一磷源的培养基上生长更快，可以将亚磷酸盐

代谢为磷酸盐，作为磷源利用。同时，将优化后的

亚磷酸脱氢酶直接镀在只以亚磷酸盐为唯一磷源

的培养基上，不仅可以抑制微生物污染，还可快速

对转质体菌落进行筛选。该实验不仅增加了施用

亚磷酸盐的可行性，而且还为合理优化的亚磷酸

脱氢酶基因作为一种更安全、可靠的选择标记提

供了理论依据。

2.2　亚磷酸脱氢酶在植物中的应用

植物只能利用磷酸盐作为磷的来源，然而土

壤对无机磷的固定作用很强，导致植物能够利用

的磷有限，无法满足作物的生长和发育需求。因

此，寻找新的磷源成为一项重要任务。土壤中的

亚磷酸盐具有很高的溶解度，容易被植物吸收。

然而，亚磷酸盐对植物有一定的毒害作用，这是因

为植物中缺乏代谢亚磷酸的酶，所以土壤中的亚

磷酸盐会干扰植物的代谢过程，导致植物生长缓

慢甚至死亡［38-44］。早期研究在微生物中发现了能

够使亚磷酸代谢为磷酸的亚磷酸脱氢酶。通过转

基因技术将亚磷酸脱氢酶基因导入植物中创制基

因工程植物，有望高效利用亚磷酸盐，进而缓解磷

源不足的问题。此外，杂草一直是农业生产中的

重大难题，随着传统除草剂施用量的不断增加，田

间抗性杂草日益增多，目前已被证实产生抗性的

除草剂大约有 254 种［45］，对作物生产构成严重威

胁，因此亟需开发新的除草剂［45-51］。天然植物无法

代谢亚磷酸盐，因此科学家认为亚磷酸盐具备作

为新型除草剂的开发潜力。相比传统除草剂，亚

磷酸盐更廉价且对环境污染更小。本小节总结了
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近年来在拟南芥［52］、水稻、玉米等植物中应用亚磷

酸脱氢酶基因的一些研究进展，以期为亚磷酸盐

开发为一种具备除草剂和筛选标记功能的磷肥提

供基础信息（表2）。

2.2.1　亚磷酸脱氢酶基因在拟南芥中的应用　拟

南芥是科研人员最常用的模式植物之一。2012年，

有研究者将来自于施氏假单胞菌WM88的亚磷酸

脱氢酶基因转入拟南芥中，并将其与野生型拟南

芥放在以亚磷酸盐为唯一磷源的琼脂培养基中进

行培养，转基因拟南芥生长旺盛长出发达的根系

而野生型拟南芥生长受到抑制，没有或有较少侧

根。为了进一步确定转基因植物能有效利用亚磷

酸盐，研究者在温室土壤中添加磷酸盐或亚磷酸

盐，发现在亚磷酸盐土壤中培养的转基因拟南芥

生长旺盛，与施用正磷酸盐的转基因拟南芥以及

野生型拟南芥并无明显差别；而施用亚磷酸盐的

野生型拟南芥生长受到抑制，甚至死亡，而且给转

基因植物施用的亚磷酸盐含量要比野生型植物减

少大约 30%~50%［1，52］。该研究证明转亚磷酸脱氢

酶基因的拟南芥能够分解亚磷酸盐将其作为磷

源，不仅能缓解磷源匮乏的问题，还能将亚磷酸盐

作为除草剂消除杂草。

2021 年，Liu 等［53］对罗尔斯通菌株中的亚磷

酸脱氢酶进行密码子优化，并将其转入拟南芥中

获得转基因材料。研究人员使用含有低磷、高磷

和亚磷酸盐的 MS培养基培养野生型和转基因的

拟南芥种子，观察生长表型。结果显示，在低磷和

高磷的培养基中，转基因拟南芥的生长表型与野

生型相似；在含有亚磷酸盐的培养基中，转基因拟

南芥可以正常生长，而野生型植株的生长受到抑

制。为了进一步验证，研究人员还探究了开花时

间和种子产量。在缺磷条件下，野生型植株和转

基因植株的开花时间延迟，种子产量减少，表现出

相似的特征；在亚磷酸盐为唯一磷源的条件下，转

基因植株的开花时间和种子产量与正常磷水平下

的情况相似，而野生型植株的开花受到抑制，无法

产生种子［53］。上述研究证明了转亚磷酸脱氢酶基

因的拟南芥能够将亚磷酸盐作为磷源，而野生型

植株则不能，且亚磷酸盐有抑制植物生长的特点，

也为后续开发亚磷酸盐作为除草剂提供了基础。

2.2.2　亚磷酸脱氢酶基因在烟草中的应用　烟草

与拟南芥一样，也是科研人员常用的模式植物。在

2013年的一项研究中，Lo´pez-Arredondo和Herrera-

Estrella［52］利用具有组成型表达能力的花椰菜花

叶病毒 35S启动子创建了转亚磷酸脱氢酶基因的

烟草，并与野生型材料分别放置在含有磷酸盐或

亚磷酸盐的土壤中进行培养。实验结果显示，未

施用磷肥时，均生长较差；施用亚磷酸盐，转基因

烟草生长旺盛，与施用磷酸盐的植株表现相似，而

施用亚磷酸盐的野生型烟草生长受到抑制，并最

终死亡。测定光合速率时，发现在施用亚磷酸盐

和磷酸盐时，转基因植株与施用磷酸盐的野生型

表2　亚磷酸脱氢酶基因在植物中的应用

Table 2　Application of phosphite dehydrogenase genes in plants
基因来源

施氏假单胞菌WM88
（Pseudomonas sp. WM88）

施氏假单胞菌WM88

施氏假单胞菌WM88

施氏假单胞菌WM88
罗尔斯通菌 4506
（Ralstonia 4506）

施氏假单胞菌WM88

植物种类

拟南芥
（Arabidopsis thaliana）

烟草
（Nicotiana tabacum）

棉花
（Gossypium spp.）

油菜
（Brassica napus）

水稻
（Oryza sativa）

玉米
（Zea mays）

目标性状及意义

转基因模式植物能代谢亚磷酸盐，为后
续开发亚磷酸盐作为除草剂提供基础

转基因模式植物代谢亚磷酸盐，将亚磷
酸盐作为新的磷源

建立ptxD/Phi筛选体系，作为除草剂

使其代谢亚磷酸盐，为后续油菜利用亚
磷酸盐作为磷肥奠定基础

作为筛选标记基因，增加了筛选效率，而
且降低了对自然的安全隐患

建立 ptxD/Phi选择标记系统，虽然转基因
玉米能代谢亚磷酸盐，但愈伤组织的转
化频率不高，后续需要对例如亚磷酸盐
浓度等进行改进
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植株相近，由于磷是合成叶绿素所必需的重要元

素，缺乏磷会导致植物的光合速率降低，这也证明

转基因烟草能够代谢亚磷酸。该研究还对施用亚

磷酸盐的转基因烟草花、叶和果实进行亚磷酸含

量测定，结果均低于检测水平（<0.1 nmol·g-1），且

仅有磷酸盐，证明了转基因烟草能将亚磷酸代谢

为磷酸进行利用。该试验不仅说明了转亚磷酸脱

氢酶的植株能将亚磷酸作为磷源，也说明了亚磷

酸盐有抑制植物生长甚至致死的特点。

2.2.3　亚磷酸脱氢酶基因在棉花中的应用　棉花

是重要的经济作物。Pandeya 等［54］将来自于施氏

假单胞菌WM88中的亚磷酸脱氢酶基因导入棉花

中获得转基因棉花，并建立了 ptxD/Phi 体系。对

转基因植株和野生型植株分别施用以磷酸盐或亚

磷酸盐为唯一磷源的霍格兰培养液。在以磷酸盐

为唯一磷源的培养条件下，两种植株生长状况接

近；在以亚磷酸盐为唯一磷源的培养条件下，野生

型植株相比于转基因植株高度显著降低，并且总

生物量减少约7倍。

在农业生产上棉花的产量也会受到杂草的干

扰，该试验也验证了亚磷酸盐能抑制杂草。将转

基因植株和多种杂草共同种植，例如阔叶杂草和

禾类杂草与转基因棉花进行竞争试验。在不施用

磷条件下，均受到抑制；在施用磷的条件下，阔叶

杂草生长迅速，远超转基因棉花；在施用以亚磷酸

盐为唯一磷源的条件下，转基因棉花的生长状况

明显优于杂草，杂草开始时表现为叶片损伤，6周

后尤为严重。该试验证明转基因棉花能够将亚磷

酸盐代谢为磷酸盐，自身生长不受抑制的同时还

达到了抑制杂草的目的。

2.2.4　亚磷酸脱氢酶基因在甘蓝型油菜中的应

用　甘蓝型油菜是重要的油料作物之一［57］。熊

腾［55］通过组织培养等方法将来自施氏假单胞菌

WM88中的 ptxD导入到甘蓝型油菜中获得了转基

因油菜。设置从 100~400 mmol·L-1的亚磷酸盐浓

度用于喷施野生型棉花用 300 mmol·L-1的亚磷酸

盐培养转基因油菜和野生型油菜幼苗，发现野生

型油菜叶片逐渐变黄，而转基因油菜正常生长；同

时，用等浓度的亚磷酸盐溶液喷施转基因油菜、野

生型油菜以及杂草，发现转基因油菜正常生长，而

野生型油菜以及杂草叶片逐渐变黄甚至死亡，得

出 300 mmol·L-1亚磷酸盐为植株半致死量。由此

可见，转基因油菜不仅可以利用亚磷酸盐作为磷

源，而且可以有效除杂草，为后续油菜利用亚磷酸

盐作为磷肥奠定了一定的基础。

2.2.5　亚磷酸脱氢酶基因在水稻中的应用　水

稻［58］是主要的粮食作物之一。刘同同等［2］对 Hi⁃
rota 等从罗尔斯通菌 4506 中获得的亚磷酸脱氢

酶基因进行密码子优化，获得了活性更好的亚磷

酸脱氢酶基因 PhiQ，利用农杆菌介导法获得了转

基因水稻。用含磷酸盐和不同浓度亚磷酸盐的培

养基处理野生型愈伤组织和转基因愈伤组织。结

果表明，在正常磷酸盐处理的培养基中，均能正常

生长且无明显区别；在不同浓度的亚磷酸盐处理

的培养基中，野生型植株生长受到抑制，并发生褐

化，而转基因植株在不同浓度的亚磷酸盐处理下

均能正常生长，且愈伤组织的平均质量明显高于

野生型。并且通过叶面喷施亚磷酸盐，建立了一

套水稻的筛选标记基因遗传转化体系。当以 ptx⁃
DQ基因作为筛选标记基因时，植物的抗性愈伤筛

选效率显著高于草铵膦以及潮霉素等抗性基因的

筛选效率，大约为 44.37%~47.28%。该实验建立

的水稻遗传转化体系，以亚磷酸盐作为筛选剂，亚

磷酸脱氢酶基因作为筛选标记基因，不仅增加了

筛选效率，而且降低了对自然的安全隐患，能为目

前转基因作物研究中现存的问题提供一些解决

思路。

2.2.6　亚磷酸脱氢酶基因在玉米中的应用　玉米

是重要的粮食和饲料作物［53］。Nahampun 等［56］将

亚磷酸脱氢酶基因通过农杆菌介导的遗传转化导

入玉米B104自交系以及HiⅡ杂交基因型当中，作

为筛选标记，在此之前玉米B104自交系以及HiⅡ
杂交基因型已被证明能用于农杆菌介导的遗传转

化［59-61］。该试验建立了一个 ptxD/Phi体系，对植物

材料在以亚磷酸盐为唯一磷源的培养基上进行培

养，并与标准除草剂 bar/双丙氨膦选择系统比较

愈伤组织的转化频率。结果表明，双丙氨膦选择

系统转化频率平均值为（3.7±1.1）%，约是亚磷酸

盐选择系统的 2~4倍，虽然转化频率不高，但两品

种转基因材料的愈伤组织的特征和形态与丙氨膦

选择系统大致相同，也证明了能够表达亚磷酸脱

氢酶的植物细胞能代谢亚磷酸盐，而非转化细胞

则不能。期待后续实验对例如亚磷酸盐浓度做进

一步改进使 ptxD/Phi选择系统可作为植物转化的

正选择标记系统。
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3　展望

本文以枯草芽孢杆菌和谷氨酸棒状杆菌为

例，阐述了亚磷酸脱氢酶在微生物利用中的使用

方法和应用效果。通过感受态细胞转化的方法，

可以构建表达外源亚磷酸脱氢酶基因的基因工程

微生物，利用亚磷酸盐的杀菌特性，基因工程微生

物可以在非灭菌环境下进行高效发酵，这种新型

发酵系统简化了发酵过程，降低了工业微生物的

能耗和成本。单细胞藻类研究结果表明，利用亚

磷酸脱氢酶基因改造单细胞真核生物可以将亚磷

酸盐代谢为磷酸盐，在以亚磷酸盐为唯一磷源的

培养基筛选阳性菌落。在植物方面，本文总结了

亚磷酸脱氢酶在模式植物拟南芥、烟草，经济作物

棉花、油菜，以及粮食作物水稻和玉米中的应用进

展。在模式植物中，转基因拟南芥通过过量表达

外源亚磷酸脱氢酶基因可以有效分解亚磷酸盐作

为磷源，缓解磷源匮乏的问题。在经济作物中，研

究发现转亚磷酸脱氢酶编码基因作物在喷施亚磷

酸盐后不会影响自身生长，因此可以作为除草剂

使用。而在粮食作物中，水稻和玉米已经被发现

可以利用亚磷酸脱氢酶将亚磷酸盐分解为磷酸

盐，因此可以作为遗传转化中阳性材料的筛选标

记。与传统除草剂等相比，亚磷酸盐具有环保、成

本低、稳定性佳等优势。然而，是否可以将其作为

田间除草剂兼顾肥料使用还需要进一步研究。

整体上看，目前亚磷酸脱氢酶在植物和微生

物中的应用研究还相对较少，且仅仅停留在功能

解析和概念验证阶段，对于亚磷酸脱氢酶的催化

机理、蛋白结构、酶活改良等方面研究不够深入。

目前，已经获得的转基因微生物大多都是建立抗

菌体系，应用于发酵工程等方面，但是产业化生产

如连续发酵暂时不太理想，后续可以从亚磷酸盐

浓度或者发酵时间等方面进行改进，增大产业化

应用。而已经获得的转基因植物也仅在少数植物

中，需要进一步扩大研究范围，可以从目前已报道

的植物入手，例如找与其亲缘关系较近的植物物

种，优化密码子，找到有关该植物体表达酶活性更

好的亚磷酸脱氢酶基因，探索更多植物中亚磷酸

脱氢酶的应用潜力。此外，我们发现将亚磷酸脱

氢酶基因导入植物中也面临一些挑战，如基因传

递效率和稳定性等问题，因此需要进一步改进基

因转化技术，提高基因导入的成功率和稳定性。

有趣的是，在不同植物中，过表达亚磷酸脱氢酶产

生的应用效果也存在显著差异，如本团队研究发

现在玉米中过表达亚磷酸脱氢酶可以代谢亚磷酸

盐，并不足以赋予玉米耐除草剂喷施特性（数据未

发表），猜测可能是玉米叶片表面对于喷施的亚磷

酸盐吸收大于代谢，导致玉米不耐受除草剂，具体

机理仍需进一步深入探索。

未来，随着蛋白质定向进化技术、不依赖于基

因型的遗传转化和基因编辑技术的快速发展，亚

磷酸脱氢酶的酶活改造、不同植物底盘适配、开发

高效利用亚磷酸盐的新型基因工程植物等工作必

将成为该领域的研究热点。在作物领域，加快亚

磷酸盐作为一种兼具除草剂和杀菌剂功能的磷肥

推广对于提高作物对有限磷资源的利用效率、缓

解土壤中磷素的匮乏问题、提高作物对除草剂的

耐受性、减少对环境的污染等同样具有重要意义。
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