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摘要: 为了探索大麦耐低氮的生理机制, 以诱变小孢子+氮胁迫培养获得的与原始品种氮素利用率差异显著的突变体(‘A1-
97’和‘A1-57’)和原始对照品种‘花30’为材料, 在盆钵栽培中进行了高低两种氮素水平处理, 分析了植株在苗期、灌浆期和

成熟期的碳氮代谢关键酶活性。结果显示, 相比原始对照品种‘花30’, 2份突变体材料的碳氮代谢酶活性在灌浆期有更显著

的差异, 表明灌浆期可能是研究耐低氮的关键时期; 低氮水平下, 灌浆期氮素利用率高的突变体‘A1-97’硝酸还原酶活性和

谷氨酰胺合成酶活性皆显著增强, 氮素利用率低的突变体‘A1-57’硝酸还原酶活性显著降低, 谷氨酰胺合成酶活性差异不显

著; 灌浆期和成熟期的突变体‘A1-57’蔗糖磷酸化酶活性显著降低。由此推测, 突变体与原始品种间耐低氮性的差异可能与

硝酸还原酶、谷氨酰胺合成酶和蔗糖磷酸化酶活性存在一定的联系。
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氮素是植物体内必需且需求量最大的三大营

养元素之一, 是维持生物体生命活动所必需物质

的组成部分(Ma等1996)。施用氮肥可以提高作物

产量, 但氮肥的大量使用不仅增加农业成本, 也造

成了严重的环境污染(Sayer和Cassman 2013; 朱兆

良和金继运2013)。选育耐低氮品种是从源头解决该

问题的有效举措(裴雪霞等2007; 徐红卫等2013)。
利用小孢子-诱变氮胁迫培养技术可以快速

获得耐低氮性提高的突变体材料(陆瑞菊等2014), 
该技术在作物遗传改良上具有很大的优越性。在

单套基因水平上获得的有益改良, 通过染色体加

倍, 可以一次性完全纯合, 后代遗传稳定性高, 是
直接用于育种和相关性状变异机理研究的理想材

料(陆瑞菊等2014; 黄剑华2007)。
迄今为止, 国内外研究已证实碳氮代谢关键酶

与氮素吸收利用积累, 以及产量品质密切相关(Xu
等2016; Obara等2004)。硝酸还原酶(nitrate reductase, 
NR)作为氮代谢的限速酶, 是氨同化过程中的第一

个关键酶(叶全宝等2005)。谷氨酰胺合成酶/谷氨

酸合成酶(glutamine synthetase/glutamate synthase, 
GS/GOGAT)是植物体内氨同化的主要途径(陈胜

勇等2010)。蔗糖磷酸化酶(sucrose phosphorylase, SP)
相比其他碳固定酶更能反映籽粒对同化物的需求

程度(张玉平等2007)。ADPG焦磷酸化酶(ADPG- 
PPase)对控制淀粉的合成和积累作用最大(梁建生

等1994)。
本实验室前期经过连续两年田间和温室表型

(产量性状)筛选鉴定, 从源于大麦原始品种‘花30’
经小孢子-氮胁迫培养的200份加倍单倍体(double 

haploid, DH)株系(‘拟近等基因系’)中, 分别获得比

原始品种‘花30’氮素利用率更高和更低的2份突变

体材料‘A1-97’和‘A1-57’。本研究以2份突变体和

亲本为供验材料, 在2种不同供氮水平下对供试材

料进行盆钵种植, 检测了供试材料在3个生长时期

的碳氮代谢关键酶活性, 旨在寻找氮素利用率发

生改变的生理生化基础, 为大麦耐低氮(氮高效)机
理解析提供有价值的线索。

材料与方法

1  试验材料

供试材料为大麦(Hordeum vulgare L.)原始品

种‘花30’, 以及从近两年的200份源于诱变-小孢子

氮胁迫培养的大麦‘花30’ DH株系筛选获得的耐低

氮性材料‘A1-97’和氮敏感材料‘A1-57’, 分别由上

海市农业科学院植物细胞工程研究室提供。

2  试验方法

2.1  盆钵种植

试验于2015年11月~2016年4月在上海市农业

科学院华漕院区南门温室中完成。种子用1% 
NaClO消毒30 min后, 清水洗净, 浸泡6~8 h, 25°C催
芽过夜, 然后选取露白一致的种子, 置于人工气候

室发芽, 待幼苗期(心叶未展开)转移至4°C转冰箱

处理7 d, 室内恢复半天后, 移栽进行盆钵试验(徐
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红卫等2015)。每10 L塑料桶装土12.5 kg, 参考黄

亿等(2014)方法, 按照拌土:草木灰:泥土=1:1:1等体

积混复合肥N:P2O5:K2O=25:13:7进行施基肥, 分为

正常供氮(13 g)和低氮水平(6.5 g)。大麦生长期间

未加追肥, 病虫草害防治同大田管理一致, 并确保

正常水分供应。分别于苗期(两叶一心)、灌浆期

(开花前期)和成熟期(籽粒成熟前期)上午10:00, 取
不同供氮水平的倒二叶片, 置于液氮中速冻, 存
于–80°C冰箱待用。

2.2  酶活性测定

2.2.1  NR、GS和GOGAT活性测定 
称取约0.1 g倒二叶片, 分别加入1 mL硝酸还

原酶(NR)、谷氨酰胺合成酶(GS)和谷氨酸合成酶

(GOGAT)提取液, 冰浴研磨, 7 104×g, 4°C离心10 
min, 上清即为粗酶提取液。按照分光光度法活性

测定试剂盒(索莱宝, 北京)要求依次加入所需试剂, 
分别于540 nm 下测定NR的活性: NR (U·g mass-1)= 
0.2×(测定管OD值–对照管OD值)/(标准管OD值–空
白管OD值)/样本鲜重(g·mL-1); 于540 nm下测定GS
的活性, 其计算公式为GS (U·g mass-1)=19×∆A/样
本鲜重(g·mL-1); 于340 nm波长下测定GOGAT酶活

性, 其计算公式为GOGAT (U·g mass-1)=354×∆A/样
本鲜重(g·mL-1) (徐红卫等2015)。
2.2.2  SP和ADPG-PPase活性测定

称取约0.1 g倒二叶片, 分别加入1 mL蔗糖磷

酸化酶(SP)和ADPG焦磷酸化酶(ADPG-PPase)提
取液, 进行冰浴匀浆, 8 880×g , 4°C离心10 min, 上清

即为酶的提取液。按照试剂盒(索莱宝, 北京)依次

加入所需试剂, 分别于340 nm波长下测定SP活性, 
其计算公式为SP活性(U·g mass-1)=0.804×∆A/样本

鲜重; ADPG-PPase活性计算公式为ADPG-PPase活
性(U·g mass-1)=2 813×∆A/样本鲜重。

2.2.3  统计分析

采用Excel 2007和SPSS 21.0对3次重复试验得

到的数据进行统计分析, 利用最小显著极差法进

行P<0.05显著水平分析。 

实验结果

1  NR、GS和GOGAT活性差异分析

相比原始品种‘花30’, ‘A1-97’在灌浆期NR活
性无显著性差异, 而‘A1-57’在灌浆期NR活性显

著减少(表1)。相比正常供氮, 在低氮水平下, 灌浆

期的原始品种‘花30’的NR活性显著性减少37.5%, 
氮素利用率高的‘A1-97’ NR活性显著性增加了

33.23%, 氮素利用率低的‘A1-57’的NR活性显著

性减少了30.7%; 其他时期的NR活性无显著性

差异。

相比原始品种‘花30’, ‘A1-97’在灌浆期GS活性

显著增高, ‘A1-57’在成熟期GS活性显著降低(表
2)。相比正常供氮, 在低氮条件下, ‘花30’灌浆期GS
活性无显著性差异 ,  成熟期GS活性显著性增高

50.2%; ‘A1-97’在灌浆期GS活性显著性增高40.27%; 
‘A1-57’ GS的活性各时期均无显著性差异。

相比原始品种‘花30’, ‘A1-97’在灌浆期GOGAT
活性显著增加, 而‘A1-57’在灌浆期GOGAT活性显

著降低(表3) 。相比正常供氮, 在低氮水平下, 原始

品种‘花30’、‘A1-97’和‘A1-57’的GOGAT活性在

灌浆期皆显著减少, 幅度分别是36.69%、25.0%和

31.0%。 
2  SP和ADPG-PPase的活性差异分析

相比原始品种‘花30’, ‘A1-97’在灌浆期和成熟

期SP活性皆显著增加, 而‘A1-57’在灌浆期和成熟

期SP的活性皆显著减少(表4)。低氮条件下, 相比

正常供氮, 原始品种‘花30’ SP活性在灌浆期减少了

表1  两种氮素水平下3个生长时期的大麦NR活性差异

Table 1  Difference of NR activities in barley at three growing stages under two nitrogen levels 

                                                                                                                             NR活性/U·g mass-1

供试材料                        苗期                          灌浆期                       成熟期 

  正常供氮   低氮水平     正常供氮     低氮水平   正常供氮 低氮水平

‘花30’ 7.86±1.58 7.05±1.28 16.24±3.25 10.16±3.03a 4.61±0.83 5.05±0.91
‘A1-97’ 7.44±1.90 7.16±1.46 14.06±1.81 18.73±2.75a 4.84±0.97 4.67±0.94

‘A1-57’ 7.94±1.70 7.34±1.17 12.16±2.43A   8.43±1.69Aa 4.76±0.96 4.72±0.85

　　A表示在同一时期同一氮水平, 突变体材料与‘花30’之间有显著性差异(P<0.05); a表示在同一时期, 同一材料在低氮水平与正常供氮

之间有显著性差异。下表同此。
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表2  两种氮素水平下3个生长时期的大麦GS活性差异

Table 2  Difference of GS activities for barelies at three growing stages under two nitrogen levels 

                                                                                                                        GS活性/U·g mass-1

供试材料                          苗期                            灌浆期                               成熟期 

     正常供氮       低氮水平        正常供氮         低氮水平          正常供氮     低氮水平

‘花30’ 41.19±8.00 42.96±8.30 26.71±3.67   26.82±3.68   94.00±16.04 141.19±23.59a

‘A1-97’ 42.74±8.27 49.03±8.33 71.29±8.13A 100.00±10.00Aa 120.00±19.20 141.67±22.67
‘A1-57’ 41.52±7.04 38.45±7.54 20.25±3.03   23.11±3.61   40.69±7.51A   38.66±7.19A

表3  两种氮素水平下3个生长时期的大麦GOGAT活性差异

Table 3  Difference of GOGAT activities for barely at three growing stages under two nitrogen levels 

                                                                                                                    GOGAT活性/U·g mass-1

供试材料                       苗期                          灌浆期                     成熟期 

  正常供氮  低氮水平    正常供氮    低氮水平  正常供氮  低氮水平

‘花30’ 48.83±9.30 47.32±9.04 152.45±37.24 115.76±13.58a 34.48±9.90 37.45±9.49
‘A1-97’ 56.75±10.65 53.55±8.40 194.46±19.45A 146.04±15.60Aa 41.16±9.23 39.71±9.94
‘A1-57’ 46.36±8.88 44.54±8.57 113.81±15.38A   78.51±20.85Aa 34.48±8.90 34.62±8.92

表4  两种氮素水平下3个生长时期的大麦SP活性差异

Table 4  Difference of SP activities for barely at three growing stages under two nitrogen levels 

                                                                                                                    SP活性/U·g mass-1

供试材料
                         

苗期                           灌浆期                       成熟期 

    正常供氮    低氮水平      正常供氮      低氮水平   正常供氮   低氮水平

‘花30’ 2.54±0.51 3.27±0.55 69.71±12.55 45.00±7.10a 28.10±4.22 38.10±5.71a

‘A1-97’ 3.35±0.47 1.79±0.46a 87.11±12.96A 60.12±11.70Aa 59.08±7.86A 52.60±6.89A

‘A1-57’ 2.89±0.68 2.75±0.45 17.83±2.21A 16.71±2.01A 16.92±5.04A 21.02±3.65A

35.45% , 成熟期增加了35.59%; ‘A1-97’在灌浆期

的SP活性相比正常供氮减少了30.98%, ‘A1-57’ SP
活性各时期均无显著性差异。

相比原始品种‘花30’, ‘A1-97’和‘A1-57’在灌

浆期ADPG-PPase活性都显著减少(表5) 。低氮条

件下, 相比正常供氮, 原始品种‘花30’、‘A1-97’和

‘A1-57’在灌浆期ADPG-PPase活性分别显著增加

32.89%、36.24%和53.13%。

讨　　论

作物灌浆期是联系营养生长与生殖生长的关

键枢纽时期, 也是平衡产量与品质关系的重要支点

表5  两种氮素水平下3个生长时期的大麦ADPG-PPase活性差异

Table 5  Difference of ADPG-PPase activities for barely at three growing stages under two nitrogen levels 

                                                                                                               ADPG-PPase活性/U·g mass-1

供试材料                      苗期                       灌浆期                      成熟期 

 正常供氮 低氮水平 正常供氮 低氮水平 正常供氮 低氮水平

‘花30’ 2.89±0.82 2.82±0.80 6.02±1.26 8.00±1.16a 3.83±0.74 3.82±0.74
‘A1-97’ 2.52±0.73 2.79±0.80 3.67±0.90A 5.00±1.05Aa 3.15±0.59 3.56±0.68
‘A1-57’ 2.92±0.83 2.03±0.61a 3.03±0.72A 4.64±0.85Aa 2.28±0.50A 2.75±0.50A
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(林伟伟2015)。籽粒灌浆所需的碳水化合物, 主要

来源与碳代谢酶密切相关的叶片中光合同化产物

和抽穗开花前氮代谢酶相关的临时储存于茎鞘中

的非结构性碳水化合物(non-structural carbohydrate, 
NSC) (Samonte等2001)。本文的研究结果表明, 灌
浆期相比苗期和成熟期, 不同氮素利用率差异的

突变体碳氮代谢酶活性更具有显著性差异。这可

能是由于灌浆期正是氮素代谢旺盛的时期, 不同

氮素利用率的突变体材料库/源比可能存在差异, 
导致籽粒完成灌浆的速率和时间都会不同, 并且对

碳氮的吸收同化利用效率也不同。Yang等(2004)
的研究表明, 在灌浆期实现最大化提高物质运转

效率为应对生物逆境, 增加产量具有重要意义。

当作物遇到氮素胁迫时, 与吸收积累相关的

硝酸还原酶和同化分配相关的谷氨酰胺合成酶都

起了关键作用。本文的研究结果表明, 在灌浆期, 
低氮水平下, 相比‘花30’和氮素利用率低的突变体

材料, 氮素利用率高的突变体硝酸还原酶活性和

谷氨酰胺合成酶活性显著升高。曹云等(2006)的
研究表明, 氮代谢关键酶之间具有协同性, 硝酸还

原酶活性的增加可能诱导其他相关氮代谢酶活

性增加。小孢子是一类高度分化型细胞, 陆瑞菊

等(2011)已证实了植株水平和小孢子水平耐低氮

性状的一致性, 所以在小孢子阶段经过诱变+氮胁

迫培养后, 不仅可能提高变异效率, 获得优良耐低

氮性状的突变体材料, 而且可能使优良的耐低氮

性状快速加倍稳定, 来应对低氮胁迫。Xu等(2016)
研究发现, 编码硝酸还原酶的HvNR1基因和编码谷

氨酰胺合成酶的HvGS1和HvGS2基因可能与耐低

氮性状相关, 为进一步对耐低氮突变体材料中硝

酸还原酶和谷氨酰胺合成酶的分子调控机理研究

提供了相关线索。

蔗糖是光合作用形成的第一个碳水化合物, 
是碳运输的主要形式, 也是库代谢的基质。Farrar
等(2000)的研究发现蔗糖磷酸化酶催化调节的蔗

糖合成途径是叶片蔗糖合成主要途径。本文研究

结果表明, 在灌浆期, 相比氮敏感突变体, ‘花30’和
氮素利用率高的突变体蔗糖磷酸化酶活性明显较

高, 原因可能是碳氮代谢相互依存, 相互联系, 引
起蔗糖磷酸化酶的活性增强来加速蔗糖的转化, 
从而为氮代谢提供碳骨架和能量(张国英2012)。

氮素利用率高的突变体和‘花30’在生育后期酶活

性较前期更旺, 更有利于促进叶片中蔗糖向籽粒

转运, 进而促进籽粒中其他代谢物质的合成, 增强

其抗逆性。

在长期的诱变抗性育种实践中, 获得的突变

体材料常出现嵌合现象, 隐性基因在当代不能表

达。而利用小孢子辐射诱变结合氮胁迫培养的方

法, 不仅克服了以上缺陷, 而且加速了纯合过程, 
可以快速得到稳定的耐低氮突变材料(陆瑞菊等

2013; Germana 2011)。这些材料(‘拟近等基因系’), 
与原始亲本相比, 遗传背景相似而有耐低氮性差

异, 为耐低氮生理生化和遗传调控研究提供了不

可多得的试验材料。本研究的结果表明, 突变体

与原始品种的耐低氮性差异可能与硝酸还原酶、

谷氨酰胺合成酶和蔗糖磷酸化酶活性存在一定的

联系。这种差异是否可能受主效基因作用, 作者

将会从分子水平上对变异机制开展进一步的研究, 
发掘可能控制耐低氮性状的主效基因。
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Difference analysis in the activities of key enzymes involved in carbon and 
nitrogen metabolisms between the original cultivator of barley and mutants 
which are derived from microspore culture
XU Hong-Wei*, WANG Yi-Fei*, LIU Cheng-Hong, HUANG Sai-Hua, FANG Chun-Yan, HE Ting, GUO Gui-Mei, GAO Run-
Hong, LU Rui-Ju**, HUANG Jian-Hua**

Shanghai Key Laboratory of Agricultural Genetics and Breeding, Biotech Research Institute, Shanghai Academy of Agricultural 
Sciences, Shanghai 201106, China

Abstract: To explore the physiological mechanism of the low nitrogen tolerance in barley, we obtained two 
barley mutants (‘A1-97’ and‘A1-57’) with different nitrogen use efficiencies (NUE) via mutagenesis and micro-
spore culture. The activities of key enzymes involved in carbon and nitrogen metabolisms in the two mutants 
and the original barley cultivator ‘Hua 30’ were analyzed at different developmental stages under two nitrogen 
levels. The results showed that, compared with ‘Hua 30’, the activities of carbon and nitrogen metabolic en-
zymes in the two mutants varied most significantly at the filling stage, which indicated that the filling stage 
could be a key period for the study of low nitrogen tolerance. Under low nitrogen level, the activities of nitrate 
reductase (NR) and glutamine synthetase (GS) in ‘A1-97’ (with a higher NUE) were significantly enhanced, 
whereas in ‘A1-57’ (with a lower NUE), the NR activity was significantly decreased and GS activity showed no 
significant difference at the filling stage. The activity of sucrose phosphorylase in ‘A1-57’ was significantly re-
duced at the filling and maturation stage. It is concluded that the difference in tolerance to low nitrogen between 
mutants and original cultivator may be related with NR, GS and sucrose phosphorylase activities.
Key words: barley; mutant with different nitrogen use efficiency; nitrate reductase; glutamine synthetase; su-
crose phosphorylase
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