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摘要: 类黄酮是一类广泛存在于植物中的次生代谢产物, 类黄酮物质的积累是由编码类黄酮物质的结构基因在转录因子或

miRNA的调控下协同完成。氮素作为植物重要的营养元素可以影响类黄酮物质的合成。本文综述了氮素(含量/形态)对不

同植物类黄酮物质合成的结构基因, 调控因子及物质积累的影响, 阐述了其可能的分子机制, 为今后利用氮素调控植物的

类黄酮物质合成提供理论基础。
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类黄酮(flavonoids)化合物是植物重要的一类

次生代谢产物, 在生物体内发挥着重要作用。根据

其结构的差异可以分为: 查尔酮(chalcones)、黄酮

(flavones)、黄酮醇(flavonols)、黄烷双醇(flavandi-
ols)、花色素苷(anthocyanins)、缩合单宁(condensed 
tannins)及异黄酮(isoflavone)等(Winkel-Shirley 2001)。
类黄酮物质对于植物具有重要的生理意义, 它能够

保护植物抵御紫外线和病原菌侵入(Julkunen-Tiitto
等2015; Margaria等2014), 是植物花、果实、种子

颜色的主要显色物质(Iwashina 2015), 在植物和细菌

相互作用中作为信号分子(Jain和Nainawatee 2002), 
调节植物生长素的运输(Rusak等2010)等。另外, 类
黄酮物质对于人体健康也有重要影响, 具有抗菌、

消炎、抗氧化、防癌的功效, 对治疗高血压、防治

心血管病也起重要作用(Duthie等2000)。因此, 如
何提高类黄酮的生物合成成为研究的热点。

氮素作为植物最重要的营养元素之一, 对植

物的生长发育起重要作用, 是叶绿素的主要成分

之一, 也是蛋白质、核酸等重要生命物质的构成

元素。另外, 氮素还直接或间接地影响氨基酸、

生物碱等次生代谢产物的合成。大量研究表明, 
氮素可以影响植物类黄酮物质的合成。本文对氮

素影响植物类黄酮物质的合成研究进行了综述, 
探讨其可能的分子机制, 为今后氮素调控类黄酮

物质提供理论基础。

1  氮素对类黄酮合成相关结构基因的影响

在植物的次生代谢中, 类黄酮的生物合成途

径是目前研究最为深入的次生代谢途径, 主要涉

及莽草酸途径、苯丙烷类代谢途径及类黄酮代谢

途径(图1)。相对而言, 苯丙烷类代谢和类黄酮代

谢途径的相关基因在物种间更为保守。苯丙烷类

代谢途径主要包括苯丙氨酸解氨酶(phenylalanine 
ammonialyase, PAL)、肉桂酸4-羟基化酶(cinnamic 
acid 4-hydroxylase, C4H)、4-香豆酸辅酶A连接酶

(4-coumarate CoA ligase, 4CL)等酶, 在这些酶的作用

下, 苯丙氨酸被催化成4-香豆酰-CoA (4-coumaroyl- 
CoA)。苯丙氨酸解氨酶催化苯丙氨酸的脱氨反应, 
是苯丙烷代谢的关键酶。苯丙烷代谢途径产生的

香豆酰CoA和丙二酰CoA (methylmalonyl- CoA), 在
查尔酮合成酶(chalcone synthase, CHS)作用下, 形成

黄色的查尔酮(chalcone)。在查尔酮异构酶(chalcone 
isomerase, CHI)的催化下, 形成无色的黄烷酮。黄烷

酮在黄烷酮3-羟化酶(flavanone 3-hydroxylase, F3H)、
类黄酮3′-羟化酶(flavonoid 3′ hydroxylase, F3′H)和类

黄酮3′5′-羟化酶(flavonoid 3′5′ hydroxylase, F3′5′H)的
作用下, 可以形成各种二氢黄酮醇(dihydroflavonol)。
二氢黄酮醇4-还原酶(dihydroflavonol 4-reductase, 
DFR)可以催化二氢黄酮醇形成相应的无色花青素, 
再经过花青素合成酶(anthocyanidin synthase, ANS)
的催化, 形成花青素。对豆科植物羽叶决明的研

究发现, DFR基因的表达随氮素含量的提高呈现先

上升后下降, 之后又回升的趋势, 表明氮素可以调

控DFR基因的表达(王俊宏2010)。 
随着基组学技术的发展, 大量研究表明氮素

可以在转录水平上影响上述编码基因的表达(表
1)。拟南芥作为模式作物, 研究相对较多。

在拟南芥中, 缺氮提高了叶片中PAL1和PAL2
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图1  植物类黄酮物质的生物合成途径

Fig.1  Biosynthetic pathway of flavonoid in plants
引自刘仕芸等(2006)文献。

基因的表达 ,  可达2倍 ,  叶片中黄酮、山奈酚类

(kaempferol)、槲皮素(quercetin)的含量分别提高

了2、5和6倍(Olsen等2008)。Peng等(2007)对野生

型拟南芥缺氮处理25 d后, 转录组测序结果表明, 
在类黄酮合成途径上游基因变化相对较小, PAL和
CHS的变化均小于10倍, CHI和F3H基因变化分别

为18和22倍, 而下游基因变化较为显著, DFR和
ANS上调可达30倍以上。Krapp等(2011)对拟南芥

进行了不同缺氮时间(2和10 d)的研究, 结果显示, 

CHS和DFR基因表达在不同缺氮处理时间里有显

著变化。其中CHS基因在地上部的表达上调0.29
倍和2.51倍, 而DFR基因可达1.11和4.21倍, 并且地

上部和地下部的表达也有明显差异。在拟南芥突

tt7突变体中过表达苹果的F3′H基因, 可以在缺氮

条件下恢复紫色, 显著提高4′-羟化天竺葵素(4′-hy-
drylated pelargonidin)和3′,4′-羟化矢车菊色素(3′,4′- 
hydrylatedcyanidin)含量, 表明氮素可以调控F3′H
基因表达(Han等2010)。
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除拟南芥外, 研究者对一些经济作物也进行

了研究。在葡萄中, 缺氮显著提高了果实PAL2、
CHS、F3H、F3′5′H及DFR基因的表达, 并且随果

实的发育逐渐增强(Soubeyrand等2014)。在油菜中

的研究结果表明, 缺氮可以增强ANS和DFR基因的

表达, 上调可达数十倍, 并且不同品种中的表现不

同(Koeslin等2015)。对番茄的研究发现, 缺氮显著

提高了叶片中PAL5、CHS2、F3′H和F3′5′H等基因

的表达(Lovdal等2010)。
由此可见, 缺氮提高了大多数植物中类黄酮

合成相关结构基因的表达, 但不同作物、品种和

部位各基因的变化趋势并不一致。CHS和DFR基
因在氮素处理中变化显著, 可能在氮素调控类黄

酮合成过程中发挥重要作用。

2  氮素对类黄酮合成相关调控基因的影响

2.1  氮素调控类黄酮合成相关转录因子

在植物细胞中, 在转录水平对生物合成途径进

行调控是调节次生代谢产物的主要机制, 转录因子

在其中发挥重要作用(乔小燕等2009; 王华等2105)。
目前, 应用转座子标检、T-DNA激活标签或图位克

表1  缺氮对植物类黄酮物质合成结构基因表达的影响

Table 1  Influence of nitrogen deficiency on expression of flavonoid biosynthesis related gene

  基因	   物种	           处理                                       上升倍数	       参考文献

PAL	 拟南芥	 缺氮+低温 	 2.0	 Olsen等2008
		  缺氮25 d 	 9.0	 Peng等2007
	 葡萄	 着色期缺氮49 d	 2.1	 Soubeyrand等2014
	 海棠花	 离体叶片缺氮	 22.3	 高艳2014
C4H	 拟南芥	 缺氮25 d	 5.4	 Peng等2007
4CL	 拟南芥	 缺氮25 d	 9.5	 Peng等2007
CHS	 拟南芥	 缺氮25 d	 7.6	 Peng等2007
		  缺氮10 d	 2.5	 Krapp等2011
	 海棠花	 离体叶片缺氮	 36.2	 高艳2014
	 葡萄	 着色期缺氮49 d	 1.5	 Soubeyrand等2014
CHI	 拟南芥	 缺氮25 d	 17.4	 Peng等2007
F3H	 拟南芥	 缺氮25 d	 22.6	 Peng等2007
	 葡萄	 着色期缺氮49 d	 1.7	 Soubeyrand等2014
F3’5’H	 葡萄	 着色期缺氮49 d	 1.7	 Soubeyrand等2014
DFR	 拟南芥	 缺氮25 d	 31.1	 Peng等2007
	 拟南芥	 缺氮10d	 4.2	 Krapp等2011
	 葡萄	 着色期缺氮49 d	 1.6	 Soubeyrand等2014
	 油菜	 缺氮12 d	 70.0	 Koeslin等2015
	 海棠花	 离体叶片缺氮	 33.3	 高艳2014
ANS	 拟南芥	 缺氮25 d	 49.2	 Peng等2007
	 油菜	 缺氮12 d	 100.0 	 Koeslin等2015
	 海棠花	 离体叶片缺氮	 63.1	 高艳2014

隆等方法分离和克隆了许多转录因子, 它们通过与

结构基因启动子中含有的能被其识别的顺式作用

元件结合, 从而激活类黄酮生物合成途径中多个基

因的表达, 有效地启动类黄酮生物合成途径(沈忠

伟等2008)。其中R2R3-MYB、bHLH和WD40途径

研究的最为详尽(杨鹏程等2012; 闵远琴等2010)。
这些转录因子也同样受到氮素的调控。

MYB转录因子在N端具有保守的MYB结构域, 
根据含有结构域的个数, 一般分为3种: R2R3-MYB、
R1R2-MYB和MYB相关蛋白。拟南芥MYB转

录因子PRODUCTION OF ANTHOYANIN PIG-
MENT1 (PAP1/MYB75)是类黄酮合成途径中CHS、
DFR和GST的调控因子。PAP1及其同源基因PAP2/
MYB90在缺氮或磷的条件下显著上调, 并且添加

NO3
-以后迅速下调(Scheible等2004)。对野生型拟

南芥叶片R3-MYBs (CPC、TRY、ETC1、ETC2、
ETC3/CPL3、TCL1、MYBL2)转录因子在缺氮

条件下的研究显示, CPC在缺氮条件下上调2倍; 而
ETC3/CPL3的表达上调近9倍, 但ETC3/CPL3的敲

除并不影响花青素的合成; 这表明CPC可能在缺
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氮调控花青素途径中起主要作用(Nemie-Feyissa等
2014)。在野生型和过表达PAP1的植株中, 缺氮提

高了PAP1和PAP2的表达, 并且PAP2上调更为明显, 
可达200倍。MYB12在缺氮条件下也有轻微上调。

至少3种不同的bHLH转录因子可以调控花青素合

成(Lea等2007)。对拟南芥原生质体的研究结果表

明, 在较低的铵含量和总氮含量条件下, PAP1、TT8
和合成途径主要基因表达增加, 表明氮素调控花青

素合成途径主要通过调控TTG1-GL3/TT8-PAP1复
合体等基因的表达(Zhou等2012)。Miyake等(2003)
克隆了豆科植物百脉根R2R3-MYB中的MYB101、
MYB102和MYB103, 而其中MYB101在缺氮条件下

表达与CHS相同, 表明LjMYB101可能参与缺氮条件

下类黄酮物质的调控。对海棠花离体叶片的研究

发现, R2R3-MYB型转录因子MsMYB10在低氮条件

下表达量明显升高, 且表达变化与其它结构基因有

较高的相似性, 表明MYB10在低氮调控类黄酮物质

合成途径中起重要作用(高艳2014)。
bHLH是另一类重要的转录因子, 其结构域大

约有60个氨基酸组成。EGL3和同源基因GL3属于

bHLH, 缺氮处理显著提高GL3表达, 促进了野生型

和突变体egl3花青素的合成, 但没有增加突变体gl3
花青素的积累, 表明是GL3, 而不是EGL3, 在缺氮调

控花青素的合成中起作用(Feyissa等2009)。Lea等
(2007)的研究也表明在低氮胁迫下, GL3表达上调6
倍, 是氮素胁迫调控的主要元件。PIFs也是一类

bHLH型转录因子, 与野生型相比, 低氮下PIF4和PIF5
过表达植株花青素含量积累明显下降, 花青素合成

基因表达量也明显下降, 表明PIF4和PIF5在低氮诱

导花青素积累过程中起负调节作用(刘荣直2013)。
除了MYB-bHLH-WD40途径外, 研究者还发

现了另一些参与氮素调控类黄酮物质合成的转录

因子, 如NLA转录因子。在缺氮条件下, nla突变体

不能调控花青素合成基因, 从而不能合成花青素, 
但是会表现出提早衰老(Peng等2007)。LBD基因

家族成员也参与花青素的合成。其中LBD37、38
和39在花青素合成中起负调控作用, 缺N/NO3

-强烈

抑制了过表达植株花青素合成途径中PAP1和PAP2
的表达; 相反N/NO3

-正常条件会促进突变体植株中

花青素合成基因表达, 积累大量的花青素(Rubin等
2009)。Soubeyrand等(2014)克隆了葡萄LBD39转
录因子, 发现其在缺氮条件下表达下调, 花青素含

量提高, 表明LBD39在氮素调控花青素合成中起

抑制作用。

2.2  新的调控基因——miRNA
miRNA (microRNAs)是一类由发夹结构前体

加工而成的长约21个碱基, 能够对靶基因进行剪

切或翻译抑制, 从而起调控作用的非编码RNA。

大量研究表明miRNA在植物适应各种环境胁迫中

发挥重要的作用, 如干旱、盐、低温和高温、UV
胁迫等(朱全武等2013)。

近年来, 有研究表明miRNA可参与植物花青素

的调控。其中TAS4-siRNA81可以调控花青素合成

途径中一系列MYB转录因子如PAP1、PAP2和
MYB113 (Luo等2012)。在拟南芥中过表达miR828, 
抑制了花青素合成途径中的MYB75、MYB90和
MYB113的表达, 及花青素合成中结构基因的表达, 
从而显著降低了花青素含量(Yang等2013)。拟南

芥miR828缺失突变体中花青素合成增多, 而过表

达植株花青素含量减少, 表明miR828负调控花青

素的合成(谢烨等2013)。在番茄中, miR828可以调

控MYB7-like, 过表达miR828抑制了番茄花青素合

成相关基因的表达, 从而降低了花青素含量, 并且

受缺磷胁迫的诱导(贾小云等2015)。通过生物信

息学预测的方法, 研究丹参MYB转录因子, 结果发

现丹参的MYB转录因子可以被miR159、miR319、
miR828和miR858等调控(Li和Lu 2014)。在甘薯中过

表达miR828可以影响叶片木质素的含量(Lin等2012)。
另外一个与花青素合成相关的miRNA为miR156, 

miR156在植物界中高度保守, 其靶基因是类被称作

SPL (squamosa rromoter binding protein-LIKE)的转录

因子。大量研究表明miR156可以调控植物的开花、

果实的成熟、植株分蘖、表皮毛的产生等各个方

面(虞莎和王佳伟2014)。近年来, 研究发现miR156
还可以参与调控拟南芥花青素的合成。Gou等
(2011)的研究表明, 拟南芥miR156负调控其靶基因

SPL9, SPL9通过与PAP1蛋白相互作用, 影响了MYB-
bHLH-WD40复合体的转录激活活性, 从而抑制花青

素合成基因ANS和DFR等的表达。在茎基部, SPL的
表达量较低, 花青素合成活跃, 而在茎的顶端由于

SPL高度积累, 导致花青素积累受阻。Cui等(2014)
研究结果也表明在不同逆境条件下(干旱、盐) 
miR156可以调控SPL9转录因子, 从而调控PAP1和
DFR基因表达, 控制花青素的合成。
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3  氮素对植物类黄酮物质含量的影响

氮素通过影响相关结构基因与调控基因的表

达来调控植物类黄酮物质的积累。总的来说, 低
氮促进了类黄酮物质的积累, 而高氮则抑制相应

的合成。但在不同植物(品种)和不同种类的类黄

酮物质变化并不相同。缺氮2 d处理的拟南芥幼苗

含有更多的芦丁等类黄酮物质, 当添加NO3
-后, 这

些物质的含量又会显著下降(Scheible等2004)。在

番茄中, 低氮胁迫增加了根、茎和叶中羟化肉桂

酸酰酯、黄酮和花青素的含量, 降低了相对应的

酚胺含量(Larbat等2014)。小白菜叶片中类黄酮和

总酚的含量与施氮水平呈负相关, 施氮量提高, 其
含量下降(朱伟锋 2008)。Kovacik和Klejdus (2014)
对洋甘菊的研究表明, 缺氮显著提高了叶片和根中

黄酮的含量, 而抑制了黄酮苷和黄酮醇的含量。在

葡萄中, 低氮显著增加了果实花青素的含量, 其中对

飞燕草色素和牵牛花色素衍生物影响最大, 持续的

低氮胁迫可以引起黄酮苷含量的累积增加(Soubey-
rand等2014)。刘伟(2010)对菊花的研究表明, 缺氮

对菊花叶片和头状花序中肉桂酸无影响, 但可提高

花序中香豆酸的含量; 全生育期缺氮可以提高叶片

中苯丙氨酸的含量, 生殖期缺氮可其在提高头状花

序中含量。大量施氮显著降低了杭白菊中黄酮类

物质的总量和绿原酸的含量(Liu等2010)。大量施

氮降低了苹果叶片中类黄酮物质的含量, 但不同品

种中表现不同(Strissel等2005)。增加氮肥量不利于

叶用芥菜总酚含量的提高, 槲皮素和山奈黄素在不

同品种中的含量变化并一致(李娟2005)。
不同的氮素形态同样可以影响植物类黄酮物

质的含量。氮素形态对荞麦芦丁和黄酮含量的影

响具有时空效应, 硝态-铵态氮(硝酸铵)处理下整个

植株的芦丁和黄酮产量最高(臧小云2006)。吕万祥

和惠竹梅(2012)对酿酒葡萄‘赤霞珠’的研究表明, 
硝态氮和铵态氮混合配施处理的葡萄总酚、总花

色苷、类黄酮、单宁含量均高于全硝、全铵供应

处理, 其中以硝铵比为75:25和50:50处理较高。杭

白菊的根、茎、叶及花中总黄酮的含量在铵硝比

为25:75和0:100时均较高, 绿原酸和3,5-O-双咖啡

酰基奎宁酸的含量在铵硝比为25:75时达到最大

(张朋等2014a, b)。铵态氮可以显著促进洋甘菊绿

原酸的积累, 增强酚酸物质代谢(Kovacik和Klejdus 
2014)。对于芸苔属植物, 纯铵态氮导致类黄酮类

物质含量的下降(Fallovo等2011)。Cui等(2010)研
究了不同铵硝比对贯叶连翘不定根培养次级代谢

产物的影响, 结果发现, 培养基铵硝比为5:25可以

产生最优的总酚和类黄酮物质。

4  氮素对茶树类黄酮物质合成的影响

作为一种重要的经济作物, 茶树与大多数作

物对氮的需求不同, 是典型的喜铵作物。茶叶含

有大量的次生代谢产物如茶多酚, 含量高达鲜叶

干重的18%~36%, 其中儿茶素约占茶多酚总量的

70%, 其含量或者合成明显受到氮素的调控。

Ruan等(2010)研究了不同氮素水平对水培茶

树碳氮代谢的影响, 结果表明高的施氮量显著降低

了茶树新梢中的总酚含量, 提高了游离氨基酸含

量。在大田试验中, 同样也发现随施氮量的增加, 
茶多酚的含量有所下降(苏有健等2011; 颜明娟等 
2014)。杨亦扬等(2013)研究发现, 氮素水平显著影

响儿茶素的含量, 较高的施氮量降低儿茶素的含

量, 并且在夜间更为明显。氮素形态对茶树的类黄

酮物质的含量也有显著影响。Ruan等(2007)通过

在温室水培茶树的研究结果表明, 在pH为5和6的
条件下, 供NO3

-的总酚及儿茶素含量均高于供NH4
+

和混合态氮。刘秀敏(2009)在大田施用的研究结

果表明, 不同季节茶多酚对氮素形态响应不同, 在
春茶中, 硝态氮处理的茶多酚含量最高, 而夏茶则

是铵态氮处理最高。杜旭华(2009)对盆栽茶树的

研究表明, 纯硝处理的茶多酚含量较高, 随铵态氮

比例的增加, 茶多酚含量有下降的趋势。虽然在

茶树中也克隆了大量类黄酮合成相关的基因, 但
氮素对其基因的影响却鲜见研究。本课题组通过

前期实验发现, 硝态氮处理的茶树新梢儿茶素总

量较高, 铵态氮处理的儿茶素含量下降, 类黄酮合

成相关基因表达显著上调, 而其中miR156发挥了

重要作用(数据未发表)。
5  展望

植物类黄酮物质的合成涉及多条代谢途径, 
受到多种结构基因和调控基因的控制。氮素作为

植物必需的大量元素, 影响类黄酮物质的合成。

研究类黄酮物质合成途径的结构基因和调控基因, 
可以从分子水平上揭示氮素调控类黄酮合成的机

制, 还可为今后氮素施用, 遗传改良提供理论依

据。目前, 通过高通量测序, 基因克隆技术在茶树

中鉴定了大量类黄酮相关的调控基因, 通过不同
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措施调控这些基因的表达可以激活代谢支路中多

个基因的协同表达, 从而调控茶树类黄酮物质的

合成。
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Regulation of nitrogen on plant flavonoid biosynthesis
FAN Kai1,2, HU Shuang1, FAN Dong-Mei1, WANG Ying-Qi1, LU Ya-Ting1, WANG Xiao-Chang1,*

1Institute of Tea Science, Zhejiang University, Hangzhou 310058, China; 2State Key Laboratory of Soil and Sustainable Agricul-
ture, Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences, Nanjing 210008, China

Abstract: Flavonoids are a kind of secondary metabolic compounds widely existing in plant kingdom. They 
posses various physiological functions, such as antioxidant activity, antibacterial and anticancer potential. Fla-
vonoids accumulations through coordinated expression of structural genes encoding flavonoids biosynthesis 
which regulated by transcription factor and miRNA. Nitrogen, as an essential macronutrient, has an important 
effect on the biosynthesis process of flavonoids. In this article, the influence of nitrogen supply and N forms on 
expression of flavonoid biosynthesis gene, transcription factors and content changes were reviewed. It provide 
theory base for regulation of flavonoid biosynthesis by nitrogen supply. 
Key words: flavonoid; nitrogen; structure gene; transcription factor; microRNA
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