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摘  要：以水培条件下苹果砧木‘M9T337’幼苗为试材，研究了低、适宜和高供氮水平下（0.5、5

和 25 mmol · L-1）谷氨酰胺合成酶（GS）、谷氨酸合成酶（GOGAT）、天冬酰胺合成酶（AS）基因表达的

变化。结果表明，在低氮处理下，根系中 GS 基因表达量上升幅度明显高于 GOGAT 和 AS，基本趋势是先

上调表达后下调表达，叶片中 3 个基因表达量基本趋于稳定，低氮处理 1 d 时 GOGAT 基因在根系中几乎

趋于不表达。随着氮素水平的提高，根系中 GS 和 GOGAT 基因的表达呈先上调再下调表达的动态变化，

叶片中 GS 和 GOGAT 基因的表达量升高，AS 基因无显著变化，高氮处理下，GS 和 GOGAT 的基因表达

受到抑制，GOGAT 基因在根系中表达量极低，但叶片表达量明显高于根系表达量。因此，AS 和 GS 参与

苹果根系对低氮胁迫的响应，适宜氮水平能够诱导氮代谢关键酶在氮代谢循环中发挥作用，而高氮水平

则抑制氮代谢关键酶的基因表达，对植物氮代谢有负面影响。 
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Abstract：The gene expression characteristics of glutamine synthetase（GS），glutamate synthetase 

（GOGAT），asparagine synthetase（AS）of‘M9T337’apple seedlings at different nitrogen levels（0.5，

5 and 25 mmol · L-1）were analyzed in hydroponic conditions. The results showed that，under low nitrogen 

stress treatment，the increase of GS gene expression in the underground part was significantly higher than 

that of GOGAT and AS，and the basic trend was up-regulated first and down-regulated later，and the 

expression levels of three genes in the overground part basically tended to be stable，and the expression of 

GOGAT in the root system basically tended to be not expressed after 1 d of low nitrogen treatment. With 

the increase of nitrogen level，the expression of GS and GOGAT genes in roots was up-regulated and then  
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down-regulated，the expression of GS and GOGAT genes in leaves increased，and there was no significant 

difference in the change of AS. Under high nitrogen treatment，the gene expression of GS and GOGAT was 

inhibited，and the expression of GOGAT is extremely low in the root system，but the expression level in the 

overground part was significantly higher than that in the underground part. So，the AS and GS are involved 

in the response of apple root system to low nitrogen stress，and appropriate nitrogen level can induce the 

nitrogen metabolism key enzymes play a role in nitrogen metabolism circulation；however，high nitrogen 

level can inhibit the gene expression of nitrogen metabolism key enzymes in nitrogen metabolism，which 

had a negative effect on nitrogen metabolism in plants. 

Keywords：apple；rootstock；nitrogen metabolism；nitrogen supply level；gene expression 

 

中国苹果的栽培面积、产量均居世界首位（陈学森 等，2010；李晶 等，2015）。随着苹果产

业的快速发展，人们通过施用大量化学肥料来提高产量，其氮肥用量往往超过了树体需求量（葛顺

峰，2014），氮肥的吸收利用效率在不断下降，施入土壤的氮素在果园中被果实带走的不足 20%（彭

福田 等，2003）。氮素被称为“生命元素”，是苹果必需的矿质营养元素之一，是限制植物生长和产

量形成的首要因素。氮素进入植物体后的代谢是一个相当重要的生理过程，它直接影响到作物的产

量和品质（初建青 等，2012）。因此，通过研究苹果不同供氮水平下氮代谢相关酶基因的表达水平，

对于进一步提高氮素利用率，减少氮肥施用有重要应用价值。目前功能基因组学研究已经鉴定出一

些与氮代谢分配相关的重要酶类（Buchanan et al.，2003；Guo et al.，2004；Masclaux-Daubresse et al.，

2010），其中包括谷氨酰胺合成酶（GS）、天冬酰胺合成酶（AS）等关键酶（Masclaux-Daubresse et al.，

2008）。有研究发现，不同作物品种、同一种作物不同器官组织中有关酶的活性对于施氮量、施用时

间等均呈现不同的反应（刚爽 等，2010；李庆余 等，2010）。马宗桓等（2018）研究发现，不同施

氮时期氮素通过诱导叶片 GS、GOGAT 基因的响应，从而调控叶片中氮素代谢酶活性增加，促进了

氮素的积累。冯卓等（2012）在‘津研 4 号’黄瓜上利用 qRT-PCR 分析发现，在低氮条件下（供氮

浓度 0、1、2 和 4 mmol · L-1），GS 基因下调表达，随着氮素的增加 GS 基因的表达量逐渐升高，而

在高氮条件下（供氮浓度 9 和 11 mmol · L-1）GS 基因的表达同样受到抑制。张翼飞（2013）在甜菜

上的研究表明，不同供氮水平处理对 GOGAT 的表达均有促进作用，且均显著的高于对照处理，但

施氮过量反而限制 GOGAT 表达量的提高，不利于 GOGAT 表达水平的提升，120 kg · hm-2 为 GOGAT

表达量最高的氮素水平处理条件。王剑等（2016）以‘夏黑’葡萄为试材，通过叶面喷施 4 种不同

浓度的氮肥发现，较低供氮水平（0.2%浓度）可以快速诱导 AS 的表达，适宜浓度（0.4%浓度）能

够长时间使 AS 维持较高的表达水平。Muttucumaru 等（2014）通过马铃薯同位素标记发现，AS 基

因参与氮素的同化。Nakano 等（2000）通过 Northern 杂交分析表明 AS 基因在同一水稻植株不同组

织中的表达水平不同，在同一组织不同发育时期的表达水平也不同。初建青等（2012）利用 Vitis EST

数据库中 EST 序列片段结合 RT-PCR 方法克隆了与氮代谢相关的（NR）、亚硝酸还原酶（NiR）、谷

氨酰胺合成酶（GS）、谷氨酸脱氢酶（GDH）和天冬酰胺合成酶（AS）的基因，发现以 0.3%和 0.5%

浓度的尿素对 5 个基因的表达水平影响明显，5 个基因在幼叶的表达水平显著高于老叶，并且在不

同时间段的表达水平也不一致。温明章等（2008）指出，在作物产量形成中氮素及其代谢起到中心

作用。由此可见，研究氮代谢酶相关基因在氮代谢途径中的作用，对于进一步提高氮素利用率有重

要价值。但以往的研究主要是在氮代谢酶系统进行单一的研究，且多数研究在一年生作物中进行。 

苹果砧木为果树提供根系，根系作为苹果养分和水分的主要吸收器官，苹果通过根系来进行物
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质交换，通过适应土壤中氮素供应强度的变化，协调根系与地上部的生长，从而提高氮素利用率，

促进苹果生长。本试验中利用 qPCR 技术研究不同供氮水平下苹果砧木‘M9T337’幼苗体内 3 个氮

素代谢关键酶基因（GS、GOGAT、AS）的表达情况，为揭示氮素分配的机制，提高氮分配效率和

氮素利用率提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料与处理 

采用苹果砧木‘M9T337’于 2018 年 4 月 18 日在山东农业大学园艺实验站进行水培试验。待黑

色塑料钵栽植的幼苗长到 5 片真叶时（高度 10 cm 左右）定植到泡沫板上，去掉子叶（避免子叶中

额外的营养供给）。试验采用全硝态氮[Ca（15NO3）2，上海化工研究院生产，丰度为 10.14%]为唯

一氮源。根据预试验中（供氮浓度为 0、2.5、5、10 和 20 mmol · L-1）处理后，5 mmol · L-1 处理下

苹果幼苗长势最好，因此将适宜供氮浓度设为 5 mmol · L-1。试验设低氮、适宜氮和高氮 3 个供氮水

平处理，即 0.5、5 和 25 mmol · L-1，每盆加入营养液 7 L，通过泡沫板上的小孔连接通气管和气泵，

正常通气（30 min · h-1），每个处理 21 株，共 63 株。先用 1/2 浓度霍格兰营养液预培养 7 d 后更换

为全浓度霍格兰营养液，之后每隔 3 d 更换 1 次营养液，每日定时通气。低氮处理下，其它成分不

变，缺少的 Ca2+和 K+分别用 CaCl2 · 2H2O 和 K2SO4 补足。试验所用溶液均用蒸馏水配制，用 H3PO4

或 NaOH 将营养液 pH 调至 6.0 ± 0.1，每个处理均加硝化抑制剂双氰胺。 

试验于处理 1、3、5、7、14 和 28 d 后对叶片和根系取样，每个处理每次取 3 株，每份 1 g，将

其放入液氮速冻，之后在–80 ℃下保存备用，用于基因表达量的测定。 

2018 年 5 月 16 日，每个处理各选取 3 株长势一致的苹果幼苗的根系，经清水冲洗后用投射扫

描仪和根系分析软件进行根系长度、根系表面积、根尖数分析。将 9 株进行完根系形态指标分析的

植株整株解析成地上部、地下部两部分，放入牛皮纸信封 105 ℃杀青 30 min，80 ℃烘干至恒重，

用万分之一电子天平称量干质量，并计算根冠比。 

1.2  RNA 提取与反转录 

采用北京诺贝莱生物科技有限公司 RNA 试剂盒提取苹果叶片和根系的总 RNA，通过 1%琼脂

糖凝胶电泳检测 RNA 的完整性进行反转录，RNA 反转录使用 abm 反转录试剂盒 5X All-In-One RT 

MasterMix（with AccuRT Genomic DNA Removal Kit），反转录体系为 20 μL，步骤为 RNA 模板 6 μL，

AccuRT Reaction Mix（4X）2 μL 在 42 ℃条件下反应 2 min，然后加 AccuRT Reaction Stopper（5X）

2 μL，通过以上步骤可得到纯 RNA，然后添加 5X All-In-One RT Master Mix 4 μL，ddH2O6 μL 补至

反应体系 20 μL，然后 25 ℃10 min，42 ℃15 min 及 85 ℃5 min 即可得到 cDNA。 

1.3  荧光定量 PCR 

qPCR 定量检测使用的是 LightCycler 96 荧光定量 PCR 仪（Roche），qPCR 的反应体系为 20 μL，

其中包括 2× SYBR Green qPCR master mix 10 μL，上、下游引物（表 1）各 0.5 μL，cDNA 模板 2 μL， 

ddH2O 补至 20 μL（Bestar® SYBR Green qPCR master mix）。 

qPCR 条件为：95 ℃预变性 2 min，然后以 95 ℃变性 10 s，Tm退火 20 s，72 ℃延伸 30 s，进

行 40 个循环，反应结束后分析荧光值变化曲线以及熔解曲线。 
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表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequence 

基因名称  
Gene name     

序列（5′–3′） 
Sequence 

Actin   F：TGGTGTCATGGTTGGTATGG；R：CCGTGCTCAATGGGATACTT 
AS  F：GCTGTGGTGAAGAGACTTATGA；R：GAATCAGCCAAATAGCGACAAG 
GOGAT   F：TGGCTGCACTAGCATCATAAA；R：CCCATAATCCACACGGAATACA 
GS  F：CTGTGGGCTGCTCGTTATATT；R：CATGGACTTGGTGCTGTAGTT 

 

1.4  数据分析 

每处理 3 个生物学重复，每 1 个反应做 3 个复孔。将得到的 qPCR 数据，通过比较 CT 法（ΔΔCT）

计算基因表达量。 

数据采用 Microsoft excel 2016 处理，采用 SPSS 19.0 处理系统单因素试验统计分析方法进行显

著性分析，多重比较采用 LSD 法，利用 Excel 2016 软件作图，图表中数据为平均值 ± 标准差。 

2  结果与分析 

2.1  供氮水平对‘M9T337’苹果砧木幼苗根系生长形态的影响 

由表 2 可以看出，氮素水平对‘M9T337’苹果砧木根冠的生长有明显的调节作用，在 0.5 

mmol · L-1 N 处理下根冠比分别为 5 和 25 mmol · L-1 N 处理的 169%和 185%，随着供氮水平的增加

根冠比降低。0.5 mmol · L-1 N 处理下的根系长度、根系总表面积、根尖数分别为 5 和 25 mmol · L-1 N

处理下的 160%和 191%、139%和 155%、157%和 387%。可见低氮水平显著促进了根系生长，而高

氮水平则抑制根系的生长，促进地上部生长。 

 
表 2  不同供氮水平下‘M9T337’苹果砧木幼苗根冠比和根系形态指标 

Table 2  Shoot to root ratio and roots morphology index of‘M9T337’rootstocks seedings under different nitrogen levels 

N/ 
（mmol · L-1

） 
干质量/（g · plant-1）Dry mass  根冠比/% 

Root/shoot ratio 
根系长/cm        根系总表面积/cm2  根尖数 
Root length        Root surface area   Number of tips 根系 Root 茎 Stem 叶片 Leaf 

0.5 1.70 ± 0.03 a 0.58 ± 0.03 c 1.62 ± 0.02 c 0.76 ± 0.01 a 2 516.92 ± 147.87 a 635.79 ± 13.20 a 2 515.67 ± 110.87 a
5 1.52 ± 0.03 b 0.94 ± 0.02 a 2.47 ± 0.06 a 0.45 ± 0.02 b 1 572.54 ± 56.26 b 456.09 ± 37.32 b 1 605.67 ± 95.89 b

25 1.25 ± 0.03 c 0.78 ± 0.02 b 2.23 ± 0.04 b 0.41 ± 0.01 c 1 320.26 ± 60.22 c 408.89 ± 24.30 b 650.33 ± 93.43 c

注：同列数据后不同字母表示处理间差异达 5%显著水平。 

Note：Values followed by different letters in a column indicate significant differences among the treatments at the 5% level. 

 

2.2  供氮水平对‘M9T337’苹果砧木幼苗谷氨酰胺合成酶基因表达的影响 

由图 1 可见，不同供氮水平处理 3 d 内，叶片中 GS 表达量差异不显著。5 mmol · L-1 处理呈先

上调表达，再下调表达的动态变化，在 7 d 时出现峰值，同一时期为 0.5 和 25 mmol · L-1 处理的 1.8

倍和 13.5 倍；而 0.5 mmol · L-1 处理趋于稳定；25 mmol · L-1 处理一直处于较低水平，显著低于 0.5

和 5 mmol · L-1 处理，说明当氮素浓度继续升高，GS 基因的表达受到抑制。 

根系中 GS 基因的表达量，在 0.5 和 5 mmol · L-1 处理中也呈先上调表达，再下调表达的趋势，

但 0.5 mmol · L-1 处理下变幅大，缺氮 7 d 时表达量明显升高，5 和 25 mmol · L-1 处理 5 d 后差异不

显著，且均显著低于 0.5 mmol · L-1 处理，说明 GS 对低氮胁迫极其敏感；25 mmol · L-1 处理下显著
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下降，表明 GS 基因的表达受到抑制。 

 

 
图 1  不同供氮水平下‘M9T337’苹果砧木幼苗叶片及根系的 GS基因表达特性分析 

同一时间不同小写字母表示不同处理间的差异显著。下同。 

Fig. 1  Analysis of GS gene expression characteristics in leaves and roots of‘M9T337’rootstocks seedings under different  

nitrogen supply levels 

Different small letters on the line indicate significant differences among different treatments at the same time. The same below. 

 

2.3  供氮水平对‘M9T337’苹果砧木幼苗谷氨酸合成酶基因表达的影响 

如图 2 所示，处理 1 d 时，0.5、5 和 25 mmol · L-1 处理间叶片中 GOGAT 表达量差异不显著，

处理 1 d 后不同氮素水平条件下，5 mmol · L-1 处理最高，至处理第 28 天，增幅达 118.3%，25 

mmol · L-1 处理下表达量保持较低水平，这说明一定氮浓度范围内，随施用氮素水平的增加，叶片

中 GOGAT 表达量也增加，但超过适宜水平，施氮反而限制了 GOGAT 表达的提高。 

 

图 2  不同供氮水平下‘M9T337’苹果砧木幼苗叶片及根系的 GOGAT基因表达特性分析 

Fig. 2  Analysis of GOGAT gene expression characteristics in leaves and roots of‘M9T337’rootstocks seedings under  

different nitrogen supply levels 

 

根系中 GOGAT 表达量 0.5 mmol · L-1 处理 1 d 时，GOGAT 在苹果根系表达量极低，随后呈上升

趋势，7 d 时达到峰值，分别是 5 和 25 mmol · L-1 处理的 3.44 倍和 14.4 倍，随后下调表达。5 mmol · L-1
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处理中，GOGAT 表达量有所提高，7 d 后下降。25 mmol · L-1 处理中一直保持较低水平，可见高氮

水平抑制 GOGAT 的表达。 

2.4  供氮水平对‘M9T337’苹果砧木幼苗天冬酰胺合成酶基因表达的影响 

由图 3 可知，除 0.5 mmol · L-1 处理 3 d 外，AS 在叶片的表达量均趋于稳定，说明 AS 基因在苹

果叶片中响应程度不高。但在 0.5 mmol · L-1 处理 AS 基因表达水平略高于其他处理，说明随着供氮

水平的提高，叶片中 AS 基因的表达受到抑制。除处理 1 和 5 d 外，叶片中 AS 表达量为 0.5 > 5 > 25 

mmol · L-1，各处理间差异达显著水平。 

根系中 AS 基因在 0.5 mmol · L-1 处理下表达趋势为先下调表达，再上调表达，又下调表达的变

化动态，说明 AS 可能参与短期低氮条件下根系氮素的同化反应。处理 5 d 内，0.5、5 和 25 mmol · L-1

处理间根系中 GS 表达量差异不显著；处理 5 ~ 14 d，0.5 mmol · L-1 处理显著高于 5 和 25 mmol · L-1

处理；处理 14 d 以后，5 mmol · L-1 处理表达量有所上升，25 mmol · L-1 处理下 AS 基因表达水平明

显受到抑制。低氮水平处理下根系 AS 的表达量到达峰值的时间（7 d）比叶片（3 d）晚，上调幅度

比叶片高。进一步说明 AS 基因在不同供氮水平、不同器官中表达水平不同。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3  不同供氮水平下‘M9T337’苹果砧木幼苗叶片及根系的 AS基因表达特性分析 

Fig. 3  Analysis of AS gene expression characteristics in leaves and roots of‘M9T337’rootstocks seedings under different  

nitrogen supply levels 

 

3  讨论 

3.1  供氮水平对‘M9T337’苹果砧木幼苗根冠比和根系生长形态的影响 

植物遇到养分供应强度的改变首先会调节根系的生长及生理学反应（Forde，2014）。缺氮导致

根冠比升高是一个普遍存在的生理学现象。有研究表明，在一定氮浓度范围内，根冠比随浓度的提

高而下降（彭玲 等，2018），在水稻（李洪亮 等，2012）、菊花（郭芸珲 等，2017）上均有报道。

如果田间氮素胁迫水平不足以使玉米减产 20%以上，则增施氮肥虽然使地上部生物量增加，但根质

量下降（Barber & Siberbush，1984）。本试验研究表明，在低氮条件下根冠比最高，随着供氮水平

的增加根冠比降低。 

已有研究表明，过量施氮抑制根系的生长（王树起 等，2009；崔红艳 等，2015），本研究中
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也发现过量施氮条件下，苹果砧木‘M9T337’根系长度、根总表面积及根尖数相比适宜氮浓度降低

了 16.0%、10.3%和 59.5%，不利于根系的生长。综上，供氮水平对根系生长发育的影响表现在低氮

水平下增加根冠比，促进根系生长，高氮水平下根系形态指标明显下降，从而抑制根系生长。 

3.2  供氮水平对‘M9T337’苹果砧木幼苗 GS、GOGAT和 AS基因表达的影响 

   GS 是植物氮代谢中心的关键酶，催化无机氮转变为有机氮的第一步反应，其基因表达的高低

可反应氮素同化能力的强弱。李彩凤等（2003）、赵越等（2006）在甜菜上的研究结果均表明通过提

高氮素水平可以提高 GS 的活力。本研究结果显示，GS 在苹果叶片和根中的表达均显著受供氮水平

的影响。在不同供氮水平处理下，5 mmol · L-1 处理叶片中 GS 表达量最高，在处理 7 d 时出现峰值，

说明 GS 是叶片进行氨同化的主要酶，苹果通过调控酶的基因表达来调控氮代谢。综合比较 5 

mmol · L-1 处理下叶片和根系 GS 表达水平可知，叶片 GS 的表达量高于根系 GS 表达量，并且上调

表达幅度叶片也高于根系。这与陈志英（2008）在甜菜上的研究结果不同，这说明 GS 在苹果叶片

中参与氮素同化，主要在叶片中起作用调节氮代谢。 

    高等植物体内，GOGAT 主要负责含氮化合物的转移运输，在氮素转运和再利用过程中起重要

作用。早期研究表明，通过提高 GOGAT 基因的表达可以促进玉米籽粒灌浆（Hirel et al.，2007），

增加碳氮积累和生物量（Chichkova et al.，2001）。本研究中，不同供氮水平对苹果叶片 GOGAT 的

表达均有促进作用，且在叶片中 GOGAT 基因表达的上升幅度显著高于 GS 和 AS 基因表达的上升幅

度。在一定供氮水平范围内，随供氮水平的增加 GOGAT 表达量也增加，但超过适宜供氮水平，施

氮反而限制了 GOGAT 基因的表达。另外还发现其中 5 mmol · L-1 水平处理时叶片中 GOGAT 表达水

平较高，在处理 7 d 时出现峰值，GOGAT 和 GS 的表达趋势大体一致，说明在苹果 GS/GOGAT 循环

中，GS 和 GOGAT 同时起作用，是苹果进行氨同化的主要酶。这与张华珍和徐恒玉（2011）的研究

结果一致。 

AS 是植物氮代谢中的关键酶，在植物氮素同化与分配上发挥着重要作用，其产物天冬酰胺

（Asn）是植物体内有机氮运输和储存的主要形式之一。AS 在协调植物体蛋白合成的源库关系及提

高氮素利用效率中具有明显作用。Miflin 和 Habash（2002）研究发现，小麦的 3 个 AS 基因表达水

平都在低氮处理下上调。本研究表明，与叶片相比，AS 基因在苹果根系的表达量最高，但是在 0.5 

mmol · L-1 处理 7 d 之后根系中 AS 基因开始下调表达，表达量明显下降，这与王剑等（2016）的研

究结果一致，说明 AS 基因只参与短期低氮胁迫调控，AS 基因可能参与苹果根系氮素的同化反应，

可以显著提高苹果对低氮胁迫的耐性，能在一定程度上克服或缓解供氮水平不足带来的影响，有利

于苹果在低氮条件下维持生长。在长期氮素供应不足的条件下，从外界获取氮素营养才能从根本上

解决氮素不足带来的影响。在不同氮素水平下，苹果根系 AS 基因表达变化整体表现为单峰曲线变

化，均在 0.5 mmol · L-1 处理 7 d 时达到峰值，这可能是由于苹果根系逐渐分化需要较多的氮素营养，

从而促进 AS 基因在根系中的过量表达。 

以上研究结果表明，苹果体内氮素代谢关键酶在生长发育过程中，其基因表达具有时空特异性。

通过氮素代谢关键酶基因表达水平的不一致，说明苹果氮代谢、分配与利用等过程受众多基因的影

响。不同供氮水平对氮代谢关键酶基因表达具有促进或抑制作用，适宜的供氮水平可以有效地促进

氮代谢相关酶基因的表达，促进氮的高效吸收、分配和利用。进一步说明可以通过基因转录调控角

度，调控苹果氮代谢关键酶基因的表达水平，从而诱导相关酶在氮代谢中发挥作用。 
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4  结论 

综上，通过 3 个供氮水平处理对比发现，低氮胁迫处理下苹果砧木‘M9T337’幼苗根系 AS 和

GS 基因表达水平高于叶片，说明 AS 和 GS 参与苹果根系对低氮胁迫的响应，植株通过调节酶的基

因表达来应对低氮胁迫，低氮水平促进根系生长。适宜氮水平在同一时间段对 GS、GOGAT 基因的

表达促进影响更为明显，说明适当提高供氮水平能够诱导氮代谢关键酶在氮代谢循环中发挥作用。

高氮水平处理下，叶片中 GOGAT 基因表达水平高于根系，说明高氮水平促进叶片生长，但与适宜

氮水平处理比较而言，3 个酶基因的表达量呈下降趋势，也进一步说明高氮水平下抑制氮代谢关键

酶的基因表达，对植物氮代谢有负面影响。 
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