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摘要: 本文运用营养液培养方法、
15N底物标记及同位素质谱测定技术等, 首先鉴定了两烟草(Nicotiana tabacum)品种

(‘K326’和‘红花大金元’)吸收NO3
−
及NH4

+
而不发生向地上部转移的最短时间, 继而对其吸收的系统组成进行了较精确的测

定, 发现两品种吸收氮素至转移到地上部仅在数分钟之内; 根细胞吸收N至少有两类体系。在N浓度≤1 mmol·L-1
时, 根系

吸收途径具有酶促反应特征; 吸收NO3
−
的米氏常数(KM)值(‘K326’: 84.5 μmol·L-1; ‘红花大金元’: 47.8 μmol·L-1)明显低于对

NH4
+
的KM值(‘K326’: 93.5 μmol·L-1; ‘红花大金元’: 90.4 μmol·L-1); ‘红花大金元’较低的KM值可能是该品种较‘K326’耐低N的

生理原因之一。外界N浓度>1 mmol·L-1
时, 根系对N的吸收量与外界N浓度呈正相关; ‘K326’对NO3

−
的吸收速率是‘红花大

金元’的2倍以上, 对NH4
+
的吸收率则为‘红花大金元’的约2.4倍; ‘K326’对NO3

−
的吸收速率约为对NH4

+
吸收的3.6倍, 而‘红花

大金元’对NO3
−
的吸收速率约为对NH4

+
吸收速率的1/2。本研究结果对探索烟草根系吸收氮素的相关分子机理提供了生理

学依据。
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‘K326’和‘红花大金元’(以下简称‘HD’)是我

国烟草种植的主要品种, 分别占全国种植面积的

28.9%和1.2% (张静等2008)。氮素作为植物所需

的三大主要营养元素之一, 也是影响烟草生长发

育和烟叶产量及品质的重要因素。然而, 据大田

试验报道, ‘K326’和‘HD’对氮素的吸收利用效率存

在较大的差异, 其中‘K326’被视为耐中高氮品种, 
而‘HD’为耐低氮品种(李天福等1995; 杨铁钊等

2001)。例如, 格盘漂浮育苗法研究表明, ‘K326’以
6 mmol·L-1 NO3

−为唯一氮源时生长的生物量显著

大于‘HD’, 而在以3和9 mmol·L-1 NO3
−为唯一氮源

时的结果则相反(杨铁钊等2001)。根据大量的田

间施肥管理和栽培技术数据, 优质烟叶栽培规范

技术对‘K326’的推荐施氮总量为120 kg·hm-2, 而对

‘HD’的推荐施氮总量为75 kg·hm-2 (张树堂2007; 
端永明等2015)。虽然农田生态系统中存在多种形

态的氮素如铵态氮(NH4
+)、硝态氮(NO3

−)、酰胺态

氮(−CONH−)等, 但‘K326’和‘HD’仍以吸收利用

NH4
+和NO3

−为主(杨志晓等2012); 而其根系对NO3
−

和NH4
+的吸收能力强弱的差别, 可能是导致‘K326’

和‘HD’对两种氮源吸收利用效率差异的原因之一

(李中民等2011)。
目前, 关于‘K326’和‘HD’根系对NO3

−和NH4
+

吸收的较精确的生理动力学机制仍未见有报道。

以往的研究中, 李中民等(2011)通过测定烟草根系

长时间(4 h)对NO3
−和NH4

+的吸收量来计算相应的

米氏常数(Michaelis constant, KM)与酶促反应最大

速度(Vmax)值, 但是, 此数据结果不足以较精确地反

映出根细胞对底物NO3
−和NH4

+的跨膜吸收/转运的

真实能力及生理动力学特征, 因为在如此长的吸

收时间内, 根系吸收的部分氮素不仅能在根细胞

中进行同化代谢, 而且所吸收的部分氮素及其代

谢产物也将发生向地上部的长距离转运。因此, 
采用短时间底物标记测定法, 可以更精确地反映

‘K326’和‘HD’根细胞吸收两种氮素离子的动力学

特征及组成系统, 了解其吸收动力学特征参数(如
KM和Vmax), 是阐述两品种吸收利用氮素能力和效

率差异的关键性要素之一, 这也将有助于深入探

索和改良烟草根系有效吸收/转运氮素的分子生物

学途径。为此, 本文运用营养液培养方法、15N底

物标记技术、元素分析仪-同位素比值质谱仪(ele-
mental analyzer-isotope ratio mass spectrometer, EA-
IRMS)联用技术等首先鉴定了根系吸收氮素而不

发生向地上转移的时间, 继而对‘K326’和‘HD’吸
收NO3

−和NH4
+的动力学特征和系统组成成分进行

了精确的测定和计算。
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材料与方法

1  材料与培养条件

供试烟草(Nicotiana tabacum L.)品种‘K326’和
‘红花大金元’ (‘HD’)由中国烟草总公司重庆市公

司提供。采用容积3 L避光塑料罐(外壁长×宽×高
=16 cm×13 cm×18 cm)营养液培养方法育苗。15N
同位素标记的15N-硝酸钾(K15NO3)和

15N-硫酸铵

[(15NH4)2SO4; 
15N丰度为99.15%]购于上海化工研究

院。本试验在中国农业大学资环学院顶置光源型

人工气候室进行, 室内光照强度450 μmol·m-2·s-1, 
光照时间16 h·d-1, 室温27°C (昼)/22°C (夜), 湿度

60%。基于EA-IRMS联用技术(张媛媛等2012)分
析测定15N含量, 在中国农业大学资源环境学院

植物营养系元素分析室进行。该实验室使用Fin-
nigan MAT Delta plus XP型号质谱仪(美国Thermo 
Electron公司)。元素分析仪条件: 炉温1 020°C, 柱
温70°C, He流量为100 mL·min-1, 氧气注入流量为

200 mL·min-1, 通氧时间选为5 s。
2  营养液成分

完全营养液: K2SO4 0.8 mmol·L-1、KH2PO4 1 
mmol·L -1、Ca(NO 3) 2 2  mmol·L -1、MgSO 4 1 
mmol·L-1、MnSO4 3 μmol·L-1、ZnSO4 1 μmol·L-1、

CuSO4 0.1 μmol·L-1、Na2MoO4 0.28 μmol·L-1、H3BO3 
1 μmol·L-1、FeSO4 90 μmol·L-1、C10H14N2Na2O8 90 
μmol·L-1, 用KOH调pH至6.2~6.3。
3  幼苗预培养

烟草种子表面消毒[先用70%的乙醇浸泡2 
min, 再换用含有1% C12H25SO4Na (十二烷基硫酸

钠, sodium dodecyl sulfate, SDS)与2% NaClO的溶

液浸泡15 min]后, 用无菌水冲洗5次, 置于以无菌

水湿润的无菌海绵上发芽。种子萌发一周后, 子
叶全展开, 根长不足1 cm; 待幼苗开始露出两片真

叶时(确保此时根系穿透海绵块), 移苗至营养液培

养罐, 每罐3株, 用1/10~1/3的完全营养液培养至两

片真叶展开, 继而用完全营养液培养烟株至8片全

展叶 ,  最后选取生长大小基本一致的植株 ,  用4 
mmol·L-1 CaCl2替代完全营养液中的Ca(NO3)2对植

物进行缺氮培养48 h。营养液每2 d更换一次, 并以

70 L·min-1通气量进行气泵通气处理。

4  15N短时间标记植株的处理

标记试验在2.3 L的圆柱形营养液培养罐中行

进。罐中先加入2 L无氮营养液(同“材料与方法”
第3节中缺氮培养的营养液), 对低于500 μmol·L-1

的标记处理, 加入100%相应处理浓度的15NO3
−或

15NH4
+; 500~1 000 μmol·L-1的标记处理, 加入1/2的

相应处理浓度的15NO3
−或15NH4

+, 再加入NO3
−或

NH4
+补足处理设计的浓度; 大于1 000 μmol·L-1的

氮处理, 则加入20%的相应处理浓度的15NO3
−或

15NH4
+, 再加入NO3

−或NH4
+补足处理浓度, 以玻璃

棒搅匀。于营养液培养罐中同时取出3株植株, 将
其根系全浸入标记处理液中, 在给定的时间内取

出根系、完成处理(即将根系全浸入2 L去离子水

中轻微搅动, 清洗共5次, 每次20 s, 以除去根表面

可能吸附的15NO3
−或15NH4

+。分别收取地上部和根

系, 在65°C烘箱中烘干72 h至样品重量恒定)。
5  质谱仪测定干样中15N含量

本试验所用质谱仪能测定植物干样中总N原

子数以及15N与14N的原子数之比(以下简称15N/14N), 
根据待测样的重量计算出15N含量, 因此须确保样

品充分干燥。

使用元素分析室提供的可读性为0.001 mg的
超微量天平称取4.000~5.000 mg的干样, 并用仪器

专用锡箔舟包紧成直径约0.5 cm大小颗粒即待上

机测定, 读取结果(上机测定操作由分析室专职老

师完成)。须注意的是, 待测干样在该仪器中需先

燃烧后测定15N/14N, 因为取样量少, 为确保取样均

匀且能充分燃烧, 样品应尽可能磨碎。本研究使

用65°C烘箱干燥的研钵研磨样品, 并磨至极细的

粉末状。

6  15N显著积累于根系而未转移至地上部的临界时

间鉴定

供试幼苗按“材料与方法”第4节所述进行15N
短时间标记, 标记处理分4组进行, 设计如下: 

试验组一: ‘K326’-15NO3
−标记试验。设T1~T7

共7个处理 ,  具体为T1: 未添加15NO3
−或15NH4

+; 
T2~T4: 10 μmol·L-1 15NO3

−分别标记3、5、10 min; T5~ 
T7: 100 μmol·L-1 15NO3

−分别标记3、5、10 min。
试验组二 :  ‘ K 3 2 6 ’ - 1 5N H 4

+标记试验。设

T8~T11共4个处理, 具体为T8和T9: 10 μmol·L-1 
15NH4

+分别标记2和10 min; T10和T11: 100 μmol·L-1 
15NH4

+分别标记2和10 min。
试验组三: ‘HD’-15NO3

−标记试验。设T12~ 
T16共5个处理, 具体为T12: 未添加15NO3

−/15NH4
+; 
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T13和T14: 5 μmol·L-1 15NO3
−分别标记5和20 min; 

T15和T16: 50 μmol·L-1 15NO3
−分别标记5和20 min。

试验组四: ‘HD’-15NH4
+标记试验。设T17~ 

T20共4个处理, 具体为T17和T18: 5 μmol·L-1 15NH4
+

分别标记5和20 min; T19和T20: 50 μmol·L-1 15NH4
+

分别标记3和10 min。
分别测定根系和地上部15N/14N, 计算3个重复

处理样本的均值, 进行差异显著性统计学分析。

7  根系对NO3
−和NH4

+的吸收动力学特征鉴定 
供试幼苗按“材料与方法”第4节所述的方法

进行不同浓度的15NO3
−和15NH4

+标记处理, 基于临

界时间鉴定结果分析(详见“实验结果”第1和2节)
选定2 min作为标记处理时间, 浓度梯度的范围在

0~7 mmol·L-1内, 分4组试验, 设计处理的浓度梯度

如下: 
试验组一, ‘K326’-15NO3

−标记浓度: 2、5、
10、20、35、50、80、100、250、500、1 000、 
3 000、5 000、7 000 μmol·L-1。

试验组二, ‘K326’-15NH4
+标记浓度: 5、15、

45、100、250、500、1 000、3 000、5 000、7 000 
μmol·L-1。

试验组三, ‘HD’-15NO3
−标记浓度: 2、5、10、

20、35、50、80、100、250、500、1 000、3 000、
5 000、7 000 μmol·L-1。

试验组四, ‘HD’-15NH4
+标记浓度: 2、5、10、

20、35、80、100、250、500、1 000、3 000、5 000、
7 000 μmol·L-1。

分别测定根系和地上部15N/14N, 取均值拟合

依赖于15NO3
−或15NH4

+浓度梯度的吸收速率曲线。

8  数据处理与作图

利用Excel软件计算样品中15N的含量, SPSS软
件进行数据统计学显著性差异分析, GraphPad Prism 
5软件拟合动力曲线并计算相应的KM和Vmax值。

实验结果

1  烟草根系吸收15NO3
−和15NH4

+至地上部有明显
15N累积仅需数分钟

本研究所用的质谱仪测15N/14N精确度可达到

0.000 01%。基于SPSS软件单因素方差分析法的

最小显著差数(least-significant difference, LSD)计
算法, 可检验标记处理样品与未标记对照样品中

15N/14N平均数差异显著性(P<0.05)。本研究分别

测定了根系和地上部样品中的15N/14N, 而只计算了

地上部样品中的15N/14N的差异显著性, 分为a、b、
c、d、e五个级别(如图1标注所示)。其中a表示与

对照无差异, e表示与对照差异级别最大。根系样

品中的15N/14N差异级别不再计算细分, 由图看出根

系积累的15N含量远高于地上部的积累, 可被仪器

显著而稳定地检测到。地上部差异级别为b及以

上的则认为有15N的显著累积, 即烟草完成15N从根

系向地上部的转运。按照同一品种对照原则, 标
记处理T2~T11的对照为T1, 标记处理T13~T20的
对照为T12。

由图1可知, 在本试验所设置的15NO3标记浓

度下, ‘K326’和‘HD’根系吸收5 min后, 除‘HD’的
15NO3

−标记浓度为5 μmol·L-1时, 数据的齐性较差, 
不能判断其是否有显著差异外, 其他处理均能检

测出植株地上部有15N的明显积累, 由此推知, 缺氮

2 d的‘K326’和‘HD’幼苗根系从接触外界NO3
−到将

其或其代谢产物转运至地上部所需要的时间应在

5 min之内; 而当15NO3
−为10或100 μmol·L -1时, 

‘K326’根系吸收3 min, 未能明显检测出地上部有
15N的积累增加, 由此推知缺氮2 d的‘K326’根系从

接触外界NO3
−到将其或其代谢产物转运至地上部

所需要的时间可能在3 min左右或大于3 min。
基于(大田试验报道) ‘HD’品种的耐低氮特征, 

在检测该品种根系吸收NO3
−或NH4

+而可能不发生

向地上部转移氮素的最短时间时, 本研究中设计

了两个较低微摩尔级别的氮素浓度即 5和 5 0 
μmol·L-1的标记浓度; 在15NO3

−标记试验中, 鉴于所

获得的大小一致的‘HD’植株数量有限, 在只能设

置两个吸收时间点的情况下 ,  我们选取了相对

‘K326’标记时间稍长的时间点即5和20 min。试验

结果表明5 μmol·L-1浓度下标记5 min, 根系中检测

到的15N含量仅约为1 μmol·g-1 (DW), 而地上部的

含量极低或难以明显检测到 (图1) ;  即使在50 
μmol·L-1、20 min的吸收条件下, 地上部的15N含量

也不到根中积累的10% (图1)。此结果为在下一步

的根系吸收动力学试验中设置最低底物浓度以及

合理的最短吸收时间提供了重要的生理学依据。

就根系对NH4
+的吸收而言, ‘K326’及‘HD’吸

收的NH4
+或其代谢产物不发生向地上部转移所需
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要的时间则稍长, 如图1所示, 在本试验的植物生

长条件下, 当15NH4
+浓度为100 μmol·L-1时, ‘K326’

根系吸收10 min也未能检测出地上部有15N的明显

积累, 由此推知缺氮2 d的‘K326’植株从根系接触

外界NH4
+到将其或其代谢产物运送至地上部所需

的时间可能超过10 min。当 15NH 4
+浓度低至5 

μmol·L-1时, ‘HD’根系吸收20 min, 虽能检测出地上

部有15N的明显积累, 但与根部相比含量很低(不及

根部的4%)。由此推知, 缺氮2 d的‘HD’幼苗在20 
min内将完成从根系接触NH4

+到将其或其代谢产

物运送至地上部的过程。而当15NH4
+为50 μmol·L-1

时, ‘HD’根系吸收3或10 min, 检测到地上部可能有
15N积累, 因此推测缺氮2 d的‘HD’幼苗根系从接触

外界NH4
+到将其或其代谢产物运送至地上部可能

在10 min之内。

此外, 对‘K326’进行15NO3
− (10 μmol·L-1)标记

吸收3 min (T2处理)或15NH4
+ (10 μmol·L-1)标记吸

收2 min (T8处理), 以及对‘HD’分别进行5 μmol·L-1

的15NO3
−或15NH4

+的标记吸收5 min (T17处理)、50 
μmol·L-1的15NH4

+的标记吸收3 min (T19处理), 结果

发现在根系中均能检测到有 15N的明显积累(图
1)。这表明根细胞在2~5 min内吸收积累的15N能被

所用仪器准确、稳定地检测, 为在尽可能短的时

间内完成吸收试验, 并精确计算和鉴定根系吸收

NO3
−和NH4

+的生理动力学机理及其特征参数提供

了可靠可行的研究方法依据。

综上, 为了尽可能减小或避免被吸入的NO3
−

或NH4
+在根中的同化代谢以及向地上部的长距离

运输, 以至于影响较精确地鉴定根细胞对NO3
−及

NH4
+跨细胞质膜转运的机理及动力学参数, 同时

在保证短时和低浓度标记处理下不影响测定结果

的准确性和稳定性情况下, 本研究确定了使用2 
min的15N标记吸收技术, 设计、实施了取决于外界

浓度梯度的吸收试验, 以测定‘K326’及‘HD’根系

对NO3
−及NH4

+的生理动力学机理组成成分及其特

征参数。

图1  ‘K326’及‘HD’烟草根系明显吸收积累15NO3
−或15NH4

+的最短时间的测定

Fig.1  Measurement of a minimum time required for the obvious detection of accumulation of 15NO3
− or 15NH4

+ taken up by tobacco 
‘K326’ and ‘HD’ roots

各柱形上用不同小写字母标识表示不同处理之间以及与未添加15N标记的空白组间差异显著(P<0.05)。
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2  ‘K326’和‘HD’根系吸收NO3
−或NH4

+至少具有两

种不同的机理

鉴于NO3
− (或NH4

+)与15NO3
− (或15NH4

+)的化学

性质或活性相似/同, 植物细胞对同位素标记的同

一底物的吸收没有选择性差, 吸收动力学特征十

分相近, 因此由对15NO3
−和15NH4

+的吸收动力学特

征可推知, 与其他高等植物类似, 烟草(‘K326’与
‘HD’)根系对NO3

−和NH4
+的吸收机制也可能具有

多种不同的系统或途径。根系吸收依赖于外界底

物浓度梯度的生理动力学曲线如图2和3所示, 在
外界NO3

−/NH4
+浓度≤1 mmol·L-1时, 缺氮2 d条件

下, 两个烟草品种对NO3
−和NH4

+的吸收曲线呈米

氏酶动力学特征。此处KM值表示当根系对养分或

底物的吸收达到最大速率一半时所需要的底物浓

度 ,  KM值越小反映根系对营养吸收的亲和力越

高。由图2可知, 两个品种烟草对NO3
−吸收的KM值

(‘K326’: 84.46 μmol·L-1; ‘HD’: 47.8 μmol·L-1)均低

于对NH4
+的KM值(‘K326’: 93.45 μmol·L-1; ‘HD’: 

90.43 μmol·L-1), 表明烟草根细胞对NO3
−的亲和力

更高, 通透性或转运/吸收能力更强, 这也可能是烟

草植物偏好硝态氮的原因之一。同时, 上述结果

也反映了‘HD’对NO层面上‘HD’比‘K326’更耐受

低N生长环境的原因之一。同时, 上述结果也反映

了‘HD’对NO3
−及NH4

+的亲和力均显著高于‘K326’, 
这可能是生理学层面上‘HD’比‘K326’更耐受低N
生长环境的原因之一。

如图3所示,  当外界NO3
−或NH4

+ (以下简称

NO3
−/NH4

+)浓度>1 mmol·L-1时, ‘K326’及‘HD’根系

单位时间对NO3
−/NH4

+的吸收量随外界NO3
−/NH4

+

的浓度升高而呈线性增加。在所测定的NO3
−浓度

范围(1~7 mmol·L-1)内, ‘K326’根系的吸收量均明

显大于‘HD’的吸收量, 即‘K326’对NO3
−的吸收速

率是‘HD’的2倍以上。这反映了较高浓度NO3
−条

件下, ‘K326’对NO3
−的吸收能力显著大于‘HD’, 且

‘K326’对NO3
−的吸收速率约为对NH4

+的3.6倍。结

果表明在较高浓度的条件下, ‘K326’根细胞仍对

NO3
−具有较强的通透性, 这在生理学吸收机理层

面上可能解释‘K326’耐中高度氮的生长特征。

在较高浓度NH4
+ (>1 mmol·L-1)条件下, 两品

种表现的吸收特征与吸收NO3
−的情形相反 ,  即

图2  依赖于外部浓度(≤1 mmol·L-1)的烟草‘K326’及‘HD’根系对15NO3
−或15NH4

+的吸收

Fig.2  Concentration-dependent (≤1 mmol·L-1) uptake of 15NO3
− or 15NH4

+ by roots of tobacco ‘K326’ and ‘HD’
实际试验中底物浓度≥500 μmol·L-1的15N标记处理使用的是15NO3

− (或15NH4
+)与NO3

− (或NH4
+)的混合物, 上图为将NO3

− (或NH4
+)换算

成15NO3
− (或15NH4

+)以后的计算结果, 图3同。
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图3  依赖于外部浓度(>1 mmol·L-1)的烟草‘K326’及‘HD’根系对15NO3
−或15NH4

+的吸收

Fig.3  Concentration-dependent (>1 mmol·L-1) uptake of 15NO3
− or 15NH4

+ by roots of tobacco ‘K326’ and ‘HD’

‘HD’根系对NH4
+的吸收速率是‘K326’的2倍以上, 

‘HD’对NH4
+的吸收速率甚至大于对NO3

−的吸收速

率(图3)。从植株长期生长累积氮素的效应看, 当
以NH4

+为唯一氮源培养‘K326’和‘HD’时, 发现

‘HD’比‘K326’的生物量低, 叶片深绿发暗, 根系发

黑现象严重(数据未显示), 推测‘HD’植物体内(细
胞)可能缺乏有效调控NH4

+同化代谢的机制或/及
对胞质中的NH4

+进行胞内区间化的有效途径(如向

液泡中的转移储存 ) ,  因此比吸收速率较小的

‘K326’植株的中毒现象严重, 与此相关的生物学机

理及调控规律有待进一步研究。

讨　　论

1  NO3
−是烟草吸收的主要氮形态

鉴于‘K326’和‘HD’对NO3
−吸收能力和速率均

优于对NH4
+的吸收, 且其生长表现对外界较高浓

度的NH4
+具有敏感性反应, 因此NO3

−可能是烟草

吸收的主要氮形态。已有的大田试验研究通常使

用速效氮肥、复合肥或纯NO3
−, 所指的“耐中高氮”

的直接有效N成分可能主要为NO3
−。而在田间施

肥中, 由于NO3
−极易在土壤中通过淋洗、渗透、

反硝化等途径损失, 这些N的损失约占烟草所施氮

肥的30%, 当土壤结构不良时这些损失甚至会达到

60%以上(袁仕豪等2008; 刘青丽等2009; Xu等
2012)。基于本研究的结果, 为了提高烟草植物对

氮素资源的利用效率, 生产上不仅需要考虑氮营

养的配比, 更应加强研发更合理的土水管理体系

和新的栽培技术以减小淋洗和反硝化作用导致的

硝态氮损失。

此外, 优质烟叶不仅要考虑农艺性状, 也需考

虑烟叶香气、经济效益等指标。例如, 已有研究表

明NH4
+有利于总糖含量的提高。介晓磊等(2007)对

‘云烟85’的研究表明, NH4
+/NO3

−比为5:5或3:7时K/
Cl与糖/碱比例适中, 烟叶的品质最好。因此生产

实践中的施N方式还需以生产研究成果为直接理

论依据, 并结合各综合效应和现有技术水平改进

生产方式。

2  有效、准确评估(新)品种吸收NO3
−/NH4

+营养能

力的生理学测试技术

早期的一些根系吸收氮素的研究中, 人们多

趋于设计、选取长时间(如数小时)的15N标记吸收

(李中民等2011), 这很难反映出烟草根细胞吸收/转
运NO3

−/NH4
+的真实能力和生理学机制。许多的研

究报道以及本课题的结果表明, 介导低浓度NO3
−

和NH4
+转运的蛋白或通透酶表现为典型的酶促反

应特征, 而酶促反应受底物浓度及产物浓度的影

响 ,  若被根细胞吸入的NO3
−和NH4

+发生长距离

的转运以及氮代谢, 无疑将影响KM和Vmax值的准确

鉴定。

Kiyomiya等(2001)使用正电子示踪成像系统

实时追踪技术, 发现水稻(Oryza sativa)根表面从开

始接触13NH4
+到根茎交界处出现13N信号仅需4 min, 

因此我们在“材料与方法”第6节中设定了15NO3
−/ 

15NH4
+标记的吸收时间为2~20 min, 以检测烟草根

系吸收氮素后向地上部不发生转移的可能性时间。

根据“实验结果”第1节的结果, 本研究选取了

2 min作为“材料与方法”第7节的15N吸收标记时间, 
以测定根系吸收NO3

−和NH4
+的生理动力学机制。

为了验证此吸收时间选取的合理性及试验操作过

程的正确性, 我们分别在低浓度(0.1 mmol·L-1)和高

浓度(7 mmol·L-1)处理的样本中各随机选取了3个
地上部的样本测定15N的含量, 结果证明地上部并
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没有15N的明显积累(数据未显示)。此外, 运用类

似的技术精确鉴定根系吸收氮素如尿素的生理动

力学机理, 在水稻和玉米(Zea mays)中近期也有报

道(Wang等2012; Liu等2015)。
本研究选取的15NO3

−/15NH4
+浓度从2至7 000 

μmol·L-1, 符合农业生态系统中所报道的含量范围

(Wang等1993; Miller等2007)。如“材料与方法”第4
节所述, 对大于500 μmol·L-1的吸收实验处理, 我们

加入了相应总浓度比例的15N标记和非标记的NO3
−

或NH4
+的混合物。如此处理, 一方面保证了根系

吸收的15N能够足以被仪器检测出, 另一方面也尽

可能减少了高浓度的15N因吸附于根表而容易造成

洗脱不净所产生的试验误差。

综上, 本研究所建立的技术体系以及所获得

相关结果不仅准确可能, 而且也能更接近地反映

出烟草根细胞吸收NO3
−和NH4

+的真实生理学机理

及其特征参数。

这些参数(如KM和Vmax)可以推荐作为新品种

选育中较快速、精确地评价品种有效吸收NO3
−/

NH4
+营养能力的重要生理指标。

3  为分离、克隆NO3
−和NH4

+转运相关基因提供生

理学依据

高等植物根系的NO3
−和NH4

+转运系统由高亲

和力吸收系统(high affinity transport systems, HATS)、
低亲和力吸收系统(low affinity transport systems, 
LATS)等多个系统组成, 每个系统都有各自的特

性, 并由不同的转运蛋白构成, 表现为具有不同的

动力学特征常数(KM和Vmax)和不同的调节反馈机制

(Nacry等2013; O’Brien等2016)。在分子水平上, 迄
今已鉴定植物中参与NO3

−的吸收转运的蛋白包括

NRT1、NRT2、CLC、ALMT、SLAC1五个家族

蛋白, 其中只有NRT1和NRT2家族的部分成员蛋白

介导根系对NO3
−的吸收, 且两个家族对NO3

−的亲

和力有高低之分, 这从分子水平上证实了植物不

同NO3
−/NH4

+吸收系统由不同的转运蛋白组成的推

测(Nacry等2013)。目前已鉴定根系中介导NH4
+吸

收的转运蛋白属于AMT家族, 其中AMT1.2在内胚

层和皮层细胞质膜上介导NH4
+在根系中的转入与

转出, 对NH4
+的亲和力较低, 其他已鉴定的AMT成

员对NH4
+都具高亲和力(Quesada等1997)。

已有研究分离出皱叶烟草(Nicotiana plum-

baginifolia) NpNRT2.1基因, 推测该基因编码具有

高亲和力的NO3
−转运蛋白(Quesada等1997; Fraisier

等2000); 在皱叶烟草中分离出了与番茄(Solanum 
lycopersicum)低亲和力NO3

−转运蛋白LeNRT1.1及
LeNRT1.2高度同源的基因, 分别命名为NpNRT1.1
与NpNRT1.2 (Fraisier等2001); 关于烟草AMT家族

基因的研究仍未见报道, 但是上述NO3
−转运蛋白

的酶学特征(专一性、KM和Vmax)仍有待进一步研

究, 从而验证其对NO3
−的亲和性及各成员对各不

同系统的主导率。本试验鉴定出了两种基因型不

同的烟草根系对NO3
−和HN4

+的亲和性和吸收能力, 
为分离、克隆和鉴定根细胞中执行NO3

−/NH4
+吸收

功能的相关转运蛋白基因提供了生理学试验证据, 
也为深入研究根系中HATS与LATS的各成员吸收

NO3
−和HN4

+的主导率和调控关系提供了的分子遗

传基础信息。

本研究在生理学机理上证明了‘K326’和‘HD’
根系中存在吸收NO3

−和NH4
+的HATS和LATS, 故

可推测存在支撑各系统存在的转运蛋白及其相应

的编码基因。基于生物信息学同源基因搜索, 本
课题组近期已克隆获得了‘K326’中与拟南芥AtN-
RT1.1同源的长度分别为1 773、1 785、1 593和1 
593 bp的4个烟草基因, 以及与AtAMT1.1同源的长

度为1 395和1 542 bp的两个基因(https://solgenom-
ics.net/), 并预测其编码的蛋白质具有10~12个跨膜

结构域。对于这些烟草的AMT及NRT基因的分子

生理学功能, 课题组正开展相应的研究工作。
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Physiological characterization of NO3
− and NH4

+ uptake kinetics of tobacco 
‘K326’ and ‘Honghuadajinyuan’ using a short-time 15N-substrate labeling  
approach
HE Ming-Jie1,3, FAN Teng-Fei3, YANG Chao2, CHEN Yi-Yin2, LI Di-Qin1, LI Chang-Jun2,*, LIU Lai-Hua1,3,*

1College of Agronomy, Hunan Agricultural University, Changsha 410128, China; 2Chongqing Tobacco Science Research Institute, 
Chongqing 400715, China; 3Key Laboratory of Plant-Soil Interactions, Ministry of Education / College of Resources and Environ-
mental Sciences, China Agricultural University, Beijing 100193, China

Abstract: In this article, by using a nutrient-hydroponic culture method, 15N-substrate labeling and mass spec-
trum-based element measurement techniques, we identified firstly a minimum time when N was not transported 
to upper parts of two tobacco (Nicotiana tabacum) varieties after their root uptake of NH4

+and NO3
−, and subse-

quently characterized processes and components of N absorption by roots. Our data show that the time for the 
movement of N from its uptake by the roots to the upper parts of the two varieties happened within only several 
minutes, and that at least two different systems for the N uptake should exist in the tobacco roots. When exter-
nal N concentrations were ≤1 mmol·L-1, the process of the root N-uptake displayed an enzymatic action prop-
erty; KM values [i.e. ‘K326’: 84.5 μmol·L-1; ‘Honghuadajinyuan’ (‘HD’): 47.8 μmol·L-1] for NO3

− absorbed by 
the roots were significantly lower than that for NH4

+ (‘K326’: 93.5 μmol·L-1; ‘HD’: 90.4 μmol·L-1), suggesting 
that the lower KM for NH4

+ or NO3
− uptake by ‘HD’ would be one of critical physiological factors for a better 

tolerance of ‘HD’ to low N than that of ‘K326’. As external N>1 mmol·L-1, N acquisition by the roots was posi-
tively proportional to external N concentrations; the rate of NO3

− uptake by ‘K326’ was more than 2-fold higher 
than that of by ‘HD’, and the rate of NH4

+ uptake by ‘K326’ was 2.4-fold lower than that of by ‘HD’; the uptake 
rate of ‘K326’ for NO3

− was 3.6-fold higher than for NH4
+, and ‘HD’ for NO3

− was half as many as for NH4
+. 

Our results may provide physiological evidence for further exploration of molecular mechanisms of N uptake 
by the roots of tobacco plants.
Key words: tobacco; ‘K326’; ‘Honghuadajinyuan’; 15N-labeling; absorption kinetics
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