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摘 要:为研究干旱胁迫对苹果砧木平邑甜茶不同生长时期N素吸收利用效率的影响,以1年生

盆栽平邑甜茶为材料,设置干旱胁迫和对照2组处理,其中干旱胁迫是在施肥前对平邑甜茶提前

2周控水,保持盆土45%~55%田间最大持水量;对照正常供水,保持盆土75%~85%田间最大持

水量。以15N标记的尿素为N源,分别于4月10日、5月10日、7月10日和9月10日4个生长时

期施1.0
 

g
 

15N标记的尿素,分析干旱胁迫对平邑甜茶4个生长时期的植株N含量、各器官肥料N
的百分率(Ndff)、15N分配率、利用率以及N素转运代谢相关基因表达量的影响。结果表明:1)与

对照相比,4个生长时期中,干旱胁迫均降低平邑甜茶植株N含量、各器官对N的吸收转运能力以

及N素利用率,其中在7月生长期降低的最显著,植株N含量降低27.0%、根、茎、叶的 Ndff 值分

别降低23%、35%、40%、N素利用率降低42%。2)干旱胁迫下平邑甜茶各器官氮素分配由地上部

分向地下部分转移,优先供应植株生长中心。3)干旱胁迫下平邑甜茶根系对N素吸收利用能力降

低,一是 N 素转运蛋白基因 DUR 表达量下调,降低吸收;二是 N 素同化代谢 相 关 基 因 NR、

GDH2、GS、NADH-GOGAT 及Fd-GOGAT 表达量下调,引起N同化受到抑制。
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Abstract:The
 

effects
 

of
 

drought
 

stress
 

on
 

nitrogen
 

absorption
 

and
 

utilization
 

efficiency
 

of
 

Malus
 

hupeheusis
 

(a
 

kind
 

of
 

rootstock
 

of
 

for
 

apple
 

production)
 

at
 

different
 

growth
 

stages
 

were
 

studied.One-year-old
 

potted
 

M.hupeheusis
 

was
 

used
 

as
 

materials.Two
 

treatments
 

of
 

drought
 

stress
 

were
 

set
 

up
 

by
 

controlling
 

the
 

wa-
ter

 

capacity
 

two
 

weeks
 

in
 

advance
 

before
 

fertilization
 

and
 

maintaining
 

the
 

maximum
 

water
 

capacity
 

of
 

45%-55%
 

of
 

basin
 

soil.The
 

normal
 

water
 

supply
 

(control)
 

was
 

carried
 

out
 

by
 

maintaining
 

the
 

maximum
 

water
 

capacity
 

of
 

75%-85%
 

of
 

basin
 

soil.The
 

15N
 

labeled
 

urea
 

was
 

used
 

as
 

nitrogen
 

source
 

and
 

1.0
 

g
 

15N
 

labeled
 

urea
 

was
 

applied
 

at
 

four
 

growth
 

stages
 

on
 

April
 

10,May
 

10,July
 

10
 

and
 

September
 

10,respectively.
The

 

effects
 

of
 

drought
 

stress
 

on
 

nitrogen
 

content,Ndff
 

(Nitrogen
 

derived
 

from
 

fertilizer)
 

value
 

of
 

each
 

or-
gan,15N

 

distribution
 

rate,utilization
 

rate
 

and
 

gene
 

expression
 

level
 

of
 

nitrogen
 

transport
 

and
 

metabolism
 

in
 

M.hupeheusis
 

seedlings
 

during
 

four
 

growth
 

stages
 

were
 

analyzed.The
 

main
 

results
 

showed
 

that
 

1)
 

com-
pared

 

with
 

the
 

control,drought
 

stress
 

reduced
 

the
 

nitrogen
 

content
 

of
 

the
 

plant,N
 

absorption
 

and
 

transport
 

capacity
 

of
 

various
 

organs
 

and
 

N
 

use
 

efficiency
 

decreased
 

in
 

the
 

four
 

growth
 

stages,and
 

the
 

decrease
 

was
 

most
 

significant
 

in
 

July.Nitrogen
 

content
 

of
 

plant
 

decreased
 

by
 

27.0%,Ndff
 

values
 

of
 

root,stem
 

and
 

leaf
 



decreased
 

by
 

23%,35%
 

and
 

40%,respectively,and
 

nitrogen
 

use
 

efficiency
 

decreased
 

by
 

42%.2)
 

Under
 

drought
 

stress,nitrogen
 

distribution
 

in
 

various
 

organs
 

transferred
 

from
 

aboveground
 

part
 

to
 

underground
 

part,and
 

the
 

plant
 

growth
 

center
 

was
 

preferred.3)
 

Under
 

drought
 

stress,the
 

nitrogen
 

uptake
 

ability
 

of
 

the
 

roots
 

reduced:
 

firstly,the
 

expression
 

level
 

of
 

nitrogen
 

transporter
 

gene
 

DUR
 

was
 

down-regulated,which
 

decreased
 

the
 

absorption;
 

secondly,the
 

expression
 

levels
 

of
 

nitrogen
 

assimilation
 

metabolism-related
 

genes
 

NR,GDH2,GS,NADH-GOGAT
 

and
 

FD-GOGAT
 

were
 

down-regulated,which
 

resulted
 

in
 

inhibition
 

of
 

nitrogen
 

assimilation.
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  在自然环境中植物生长随时面临各种极端逆境

胁迫,且这些胁迫抑制植物的生长和发育,降低植物

生物量的积累[1],其中干旱是导致果树作物产量损

失最严重、最具破坏性的胁迫之一
 [2-6],有研究指出,

干旱胁迫对植物伤害的原因之一是会直接影响果树

根系的发育和养分吸收利用,进而影响树体的光合

作用[7-8]。N素是果树生长发育过程中重要营养元

素之一,尤其对果树的花芽分化、新梢生长、开花结

果等作用重大[9-12],N被称为农业生产中消耗和浪

费最多的元素之一
 [13-14]。植物对 N素的吸收利用

效率与 N素形态、水分和施肥时期密不可分,已有

大量研究报道指出水分亏缺影响小麦、银杏、玉米等

作物对养分的吸收分配
 [15-16],抑制果树幼苗生物量

积累以及光合利用效率[3]。同时,N素供应能有效

调控植物不同器官之间养分的转运分配,可以带动

整个植物生态系统的水分及养分的应答效应及植株

的抗旱性[17-18]。黄土高原作为苹果的优生区,降雨

量少且分布不均匀,长期遭受干旱的困扰,该地区果

园施肥要充分考虑干旱、N素形态及施肥时期所产

生的复杂影响,研究苹果砧木在不同生长发育时期

对N素吸收利用效率与水分条件的关系对于旱区

果园科学施肥有重要指导意义。
本研究以干旱胁迫为切入点,以苹果属中具有

无融合生殖特性的砧木品种‘平邑甜茶’(Malus
 

hupehensis)1年生苗为材料,采用 N同位素15N示

踪技术,探讨干旱胁迫对平邑甜茶不同生长时期N
素吸收、分配及利用的影响,分析影响平邑甜茶 N
素吸收转运因素和机制,为果树科学施肥和水分管

理下N素的高效利用提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 试验地概况与试验材料

试验于2019年4月在西北农林科技大学园艺

场(107°59'-108°08'E,34°14'-34°20'N)进行,年
均气温12.9

 

℃,属暖温带季风半湿润气候区。研究

材料为苹果属砧木平邑甜茶,具有无融合生殖特性,
实生苗个体之间基因型与母体高度一致,变异小,是

我国苹果优良砧木之一[19]。选取长势一致、无病虫

害的1年生平邑甜茶实生苗于2018年11月栽植于

塑料盆(28
 

cm×20
 

cm)中,盆中土壤为沙土(沙∶
土=3∶1),理化性质为:pH7.19、有机质3.54%、
速效N

 

127.55
 

mg·kg-1、速效 P
 

140.48
 

mg·

kg-1、速效 K
 

504.00
 

mg·kg-1、速效钙4
 

390.00
 

mg·kg-1、速效镁578.90
 

mg·kg-1、速效铁20.89
 

mg·kg-1、速效锰6.18
 

mg·kg-1、速效铜1.91
 

mg·kg-1、速效锌2.41
 

mg·kg-1,试验于2019年

4月进行,其间进行正常的田间管理,以保证植株的

正常生长。

1.2 试验设计

试验设置中度干旱胁迫和对照2组处理,其中

干旱胁迫是通过称重法在施用15N标记的尿素前2
周开始控水,保持盆土45%~55%田间最大持水量

(称重确定田间持水量是25%);对照为正常供水,
保持盆土75%~85%田间最大持水量。整个试验

过程通过称重法确定土壤持水量,依据栽苗用土量

计算当时盆内土壤含水量,再根据盆重、土壤干重、
土壤饱和重计算得出试验要求土壤持水量[20],试验

期间,每2
 

d称重1次。采用浇水补充水分到设置

的 田 间 最 大 持 水 量。 以15N 标 记 的 尿 素

(Urea-15N)为N源,丰度为10.15%(上海化工研

究院)。试验分为4个时期,于2019年4月10日、5
月10日、7月10日、9月10日施用15N 标记的尿

素,每株施用量1.0
 

g,每个处理各设置5次重复,每
株代表1个重复,每盆种植1株苗。施用15N标记

尿素1个月后采样进行指标测定,对于植株进行破

坏性取样,根、茎、叶三部分并分成2份,1份取好的

样品用水冲洗干净迅速置于液N并在-80
 

℃保存

备用,1份测定N含量和15N丰度。

1.3 测定指标及计算方法

1.3.1 氮含量 将解析好的鲜样根、茎、叶按照清

水、洗涤剂、清水、0.1%盐酸、3次去离子水的顺序

进行冲洗,冲洗后擦干,于105
 

℃杀青30
 

min,80
 

℃
烘干至恒重,用磨样机研磨粉碎后,过60目筛,分别

装袋备用。分别称取各组织粉末0.1
 

g,置于100
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mL消煮管中,加少量去离子水润湿,再加入5
 

mL
浓硫酸,轻轻摇匀后静止。采用 H2SO4-H2O法

在270
 

℃左右进行消煮,直至溶液呈无色或清亮,冷
却后用水将消煮液定容至100

 

mL,使用AA3流动

分析仪测定植株各器官的N含量[3]。

1.3.2 15N丰度 称取1.3.1中各样品研磨粉末

0.1
 

g,加入浓硫酸4
 

mL溶解样品,催化剂为混合物

K2SO4∶Se为500∶1,消化8
 

h后用0.02
 

mol·L-1

稀硫酸吸收后上机操作[21]。采用质谱计(ZHT-03、北
京分析仪器厂)在华科精信检测科技有限公司测定。

肥料N的百分率(Ndff):指植株不同器官从肥

料中吸收的15N对该器官全N量的贡献率,反映了

该器官对15N的吸收征调、转运能力[22],公式如下:

Ndff=(植物样品中15N丰度 -15N自然丰度)/(肥料

中15N丰度-15N自然丰度)×100% (1)

N肥分配率=各器官从 N 肥中吸收的 N 量

(g)/总吸收N量(g)×100% (2)

N肥利用率=[Ndff×器官全N量(g)]/施肥量

(g)×100% (3)
各器官从氮肥中吸收的N量(g)=器官全N量

(g)×Ndff (4)

1.3.3 植株 N代谢及转运相关基因的表达 取

根、茎、叶的冻样用All
 

basic
 

S025型液氮冷冻研磨

机(IKA公司)研磨粉碎后,分别称取各组织粉末

0.2
 

g,采用改良的 CTAB-LiCl法[23]提取植株总

RNA。cDNAs
 

通过SYBR
 

Prime
 

Script
 

RT-PCR
 

Kit
 

Ⅱ(TaKaRa)合成。相关基因实时定量 PCR
(qRT-PCR)特异引物通过Primer5.0设计(表1)。

qRT-PCR使用iQ5.0仪器(Bio-Rad,USA)进行,按
照厂家说明使用SYBR

 

Green
 

qPCR
 

kits(TaKa-
Ra)。EF-1a作为内参基因对不同基因表达结果进

行标准校验。qRT-PCR的体系为20
 

μL,包括10
 

μL
 

SYBR、1.0
 

μL引物(上下游引物各0.5
 

μL)、

1.0
 

μL
 

cDNA和9.0
 

μL
 

H2O。qRT-PCR步骤:95
 

℃
 

3
 

min;95
 

℃
 

20
 

s、51~53
 

℃
 

20
 

s、72
 

℃
 

20
 

s,40
次循环。采用2-△△Ct方法计算基因相对表达量。

表1 qRT-PCR引物

Table
 

1 Primers
 

used
 

for
 

qRT-PCR
 

analysis

基因名称 qRT-PCR引物(F) qRT-PCR引物(R)

Md
 

DUR3 CAATCCTAGGAGCAACTGTTGG CTTCTCAACCACGGTGATCTTC
Md

 

GDH2 TGGTGGAGCCAAGGGTGGAAT TCGGGTGCGGGAACATCAGT
Md

 

GS1 ATATCTGCTGGAGATGAACTGTGG TGGACTTGGTGCTGTAGTTTGTG
Md

 

NADH-GOGAT TGCCTAAGTTTATCAAGGTTATTCC CTCATCTTCCTCCTCGTGCTCT
Md

 

Fd-GOGAT CGAAGGAAGAAGAAGACCACGC TTGCTGGTGCCTGTTGGGTT
EF-1α ATTCAAGTATGCCTGGGTGC CAGTCAGCCTGTGATGTTCC

1.4 统计分析

使用Excel
 

2019和SPSS16.0试验数据处理和

显著性分析(P<0.05),Origin
 

2021结果作图。

2 结果与分析

2.1 干旱胁迫对平邑甜茶不同生长时期植株氮含

量的影响

  由图1可知,与对照相比,在干旱胁迫下,平邑

甜茶植株N含量在不同生长时期均显著降低。4、

5、7、9月干旱胁迫后植株的N含量(质量分数)分别

为23、37、41、67
 

mg·g-1,与对照相比分别下降

24.0%、17.0%、27.0%、14.0%。其中7月干旱胁

迫平邑甜茶植株N含量降低最多。

2.2 干旱胁迫对平邑甜茶不同生长时期各器官

Ndff 的影响

  由图2可知,干旱胁迫对平邑甜茶不同生长时

期根茎叶的Ndff均有显著影响。4、5、7、9月干旱胁

迫处理后根的 Ndff 与对照组相比分别降低18%、

14%、23%、17%;7月干旱胁迫处理对茎的 Ndff 影

响显著,与对照组相比下降35%,其他月份干旱胁

迫处理对茎无显著差异;4、7、9月干旱胁迫处理对

叶的Ndff 存在显著差异,与对照组相比分别下降

28%、40%和25%。表明在干旱胁迫下,平邑甜茶

不同生长时期各器官对N的转运能力下降,其中7
月干旱胁迫对根、茎、叶器官 N的转运能力下降最

显著。

注:不同小写字母表示同一生长期内不同处理间差异显著(P<

0.05),下同。

图1 干旱胁迫对平邑甜茶不同生长时期植株N含量的影响

Fig.1 Effects
 

of
 

drought
 

stress
 

on
 

plant
 

nitrogen
 

content
 

of
 

M.hupeheusis
 

at
 

different
 

growth
 

stages
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图2 干旱胁迫对平邑甜茶不同生长时期各器官Ndff的影响

Fig.2 Effects
 

of
 

drought
 

stress
 

on
 

Ndff
 of

 

various
 

organs
 

of
 

M.hupehensis
 

at
 

different
 

growth
 

stages

2.3 干旱胁迫对平邑甜茶不同生长时期15N分配

率的影响

  由图3可知,干旱胁迫下平邑甜茶植株在不同

生长时期根器官氮素分配均增多,叶器官N素分配

均减少。与对照相比,不同生长时期干旱胁迫下施

用CO(NH2)2 后植株根系15N分配率均升高,其中

7、9月干旱胁迫处理根系15N 分配率分别提高了

18%、14%,差异显著,4、5月干旱胁迫处理差异不

显著;4、5月和9月干旱胁迫处理提高茎的15N分配

率,7月干旱胁迫处理降低茎的15N分配率,但提高

或降低差异均不显著;植株叶片15N分配率均降低,

4、7月和9月分别降低了15%、14%和12%,差异

显著,5月干旱胁迫处理差异不显著。表明干旱胁

迫下,平邑甜茶各器官N素分配由地上部分向地下

部分转移,优先供应植株生长中心。

2.4 干旱胁迫对平邑甜茶不同生长时期15N利用

率的影响

  由图4可知,在干旱胁迫下,平邑甜茶植株对

CO(NH2)2 的利用率在不同生长时期均显著降低,
与对照组相比分别降低了32%、16%、42%和13%。
其利用率分别达到20%、37%、31%和61%,差异显

著。这表明干旱胁迫抑制平邑甜茶对氮素的吸收利

用,其 中 7 月 干 旱 胁 迫 下 平 邑 甜 茶 植 株 对 CO
(NH2)2 的利用率最小,9月利用率最大。

图3 干旱胁迫对平邑甜茶不同生长时期15N分配率的影响

Fig.3 Effects
 

of
 

drought
 

stress
 

on
 15N

 

distribution
 

rate
 

of
 

M.hupehensis
 

in
 

different
 

growth
 

stages

图4 干旱胁迫对平邑甜茶不同生长时期15N利用率的影响

Fig.4 Effects
 

of
 

drought
 

stress
 

on
 15N

 

utilization
 

rate
 

of
 

M.hupehensis
 

in
 

different
 

growth
 

stages

2.5 干旱胁迫对平邑甜茶不同生长时期根系 N素

相关基因表达的影响

  由图5可知,4月和5月干旱胁迫对平邑甜茶

植株N素转运及代谢相关基因表达趋势一致,7月

和9月干旱胁迫对平邑甜茶植株 N素转运及代谢

相关基因表达趋势一致。4月和5月在干旱胁迫下

基因 DUR3 和 Fd-GOGAT 表 达 量 显 著 上 调,

DUR3 分别是对照组的1.57、1.96倍,Fd-GOGAT
分别是对照组的1.62、1.60倍,而其他基因表达量

显著下调;7月和9月干旱胁迫下平邑甜茶植株 N
素转运及代谢相关基因表达均下调,其中7月干旱
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处理 下 GDH2 和 Fd-GOGAT 下 调 不 显 著,而

DUR3、NR、GS1 及NADH-GOGAT 表达量分别

是对照组的0.58、0.53、0.64、0.60倍。9月干旱处

理 下 Fd-GOGAT 下 调 不 显 著,而 DUR3、NR、

GDH2、GS1 及NADH-GOGAT 分别是对照组的

0.39、0.71、0.46、0.54、0.43倍。

图5 干旱胁迫对平邑甜茶不同生长时期根系氮素相关基因表达的影响

Fig.5 Effects
 

of
 

drought
 

stress
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

nitrogen-related
 

genes
 

in
 

roots
 

of
 

M.hupehensis
 

in
 

different
 

growth
 

stages

3 结论与讨论

3.1 结论

以干旱胁迫为切入点,探讨干旱胁迫对苹果属

砧木平邑甜茶不同生长时期N素吸收、分配及利用

的影响,得到以下结论。

1)干旱胁迫下平邑甜茶不同生长时期对 N素

的吸收抑制存在显著差异,抑制作用表现为7月>4
月>5月>9月。

 

2)干旱胁迫下 N素的分配会随着植株生长中

心的转移而转移。

3)干旱胁迫下平邑甜茶根系 N素的转运和同

化代谢相关基因表达量下调,抑制了N素的转运和

同化代谢。
综上表明,干旱胁迫显著影响果树不同生长时

期对N肥的吸收利用能力,为提高旱区果园果树不

同生长时期N肥利用率,在不同生长时期遭受干旱

胁迫时需及时补充水分,促进 N素吸收利用,但当

夏季连续高温干旱时一方面补充水分,另外可适当

减少N肥施用,降低生产成本投入提升经济效益。

3.2 讨论

1)干旱胁迫对平邑甜茶不同生长时期各器官

Ndff及15N利用率的影响不同。N素代谢与水分胁

迫在植物体内存在复杂的调控网络,涉及植物生长

发育各方面[25-27]。研究指出水分亏缺会影响植株根

系营养吸收动力学[28],降低植株体内氮含量;李
丽[28]研究发现水分亏缺会减少植株根际N含量;本
试验研究发现,与对照相比,干旱胁迫下平邑甜茶植

株N含量在不同生长时期均显著降低,与前人观点

一致,同时还发现7月植株N含量降低明显,可能

是夏季果树处于新梢停止生长到果实采收前期,对

N素的吸收会减少,因此植株N含量少[30]。
有报道指出水氮互作具有复杂性,这种复杂性

还表现在时空特异性[31]。本研究发现干旱胁迫对

平邑甜茶不同生长时期N素吸收抑制存在差异,施
加CO(NH2)2 后,抑制作用表现为7月>4月>5
月>9月,而植株各器官的 Ndff 与植株N素利用率

的高低直接相关,并且各器官 Ndff 在不同生长时期
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干旱胁迫下的降低程度总体上与利用率的降低相符

合。这与王力等[31]的土壤水分在一定范围内,N素

的利用率与土壤水量成正比结果相一致;还有学者

指出春季是树体器官构造的重要时期,需要大量N
素,夏季果树处于新梢停长期,果树对 N素的吸收

利用较少,秋季果实采收后为主要保证翌年器官的

分化和产量的形成,此时期果树根系对N素的吸收

会增大[30]。

2)干旱胁迫影响平邑甜茶不同生长时期15N分

配率及吸收利用能力。15N分配率表示植株体内15N
的分配规律,本试验发现4个生长时期干旱胁迫下,
施尿素后在不同器官的分配中存在一定规律,整体

上平邑甜茶根系的15N分配率提高,叶片的15N分配

率降低,表 明 在 干 旱 胁 迫 下,植 株 所 吸 收 的 CO
(NH2)2 是由地上部向地下部转移,与前人研究相

一致,N素的分配会随着植株生长中心的转移而转

移,叶片中的N素向根和茎转移,15N向贮藏器官回

流、积累从而保证植株有良好的生殖生长条件[33]。
植株对N素的吸收主要取决于植株根系,根系

对N素的吸收主要分为2个过程,一是根系对N素

的获取。酰胺态氮无法被植物直接利用,需在土壤

中经矿化作用转化为无机N才能被植物利用;但是

N矿化作用受到明显抑制时,部分植物也可以直接

吸收利用有机 N[34]。前人对拟南芥和水稻的研究

发现,植物根部存在高亲和力和低亲和力2个尿素

转运系统[35],DUR3 是植物体内一类重要的尿素转

运蛋白,外界尿素浓度较低时逆尿素梯度主动吸收

尿素,属于高亲和力尿素转运体[36];MIPS(major
 

intrinsic
 

proteins)属于低亲和力的尿素转运体,用
于调控尿素的被动运输。二是 N的同化。N素的

同化根据所吸收的 N素形态分为谷氨酰胺合成酶

(GS)/谷氨酸合成酶(GOGAT)途径和谷氨酸脱氢

酶(GDH)途径,其中GS/GOGAT 途径是最主要的

N素同化途径,谷氨酸脱氢酶(GDH)途径的作用可

能是避免N的过度同化,从而维持体内的C/N平

衡[37]。本试验表明,4月和5月干旱处理导致N素

同化基因DUR3 和Fd-GOGAT 表达上调,但其余

氮素 同 化 基 因 表 达 均 下 调,例 如 NR、GS1 和

NADH-GOGAT 等,从基因表达水平说明4、5月干

旱处理主要是通过抑制CO(NH2)2 同化过程从而

降低平邑甜茶植株根系对CO(NH2)2 的吸收利用;

7月和9月干旱处理导致CO(NH2)2 转运及代谢

相关基因表达均下调,即从基因表达水平说明7、9
月干旱处理对CO(NH2)2 的吸收和同化2个过程

均被抑制。
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