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摘　 要:为研究不同氮高效型品种的氮素代谢调控机制,本试验以高氮高效型玉米品种先玉 335 和低氮

高效型玉米品种京农科 728 为试材,设置 5 个施氮水平 120、180、240、300、360 kg·hm-2,以本地大田生

产施氮量 360 kg·hm-2为对照(NCK),探讨不同基因型玉米植株氮素转运、氮代谢关键酶活性和关键酶

基因表达对减施氮肥的响应特征。 结果表明,当施氮量为 240~300 kg·hm-2时,先玉 335 各生育时期氮

含量较高,平均产量达到较高水平;当施氮量为 180 ~ 240 kg·hm-2时,京农科 728 各生育时期氮含量较

高,平均产量达到较高水平。 在低氮条件下,相较于先玉 335,京农科 728 的硝酸还原酶(NR)、亚硝酸

盐还原酶(NiR)、谷氨酰胺合成酶(GS)、谷氨酸合成酶(GOGAT)、天冬酰胺合成酶(AS)均可保持较高

的活性。 相较于拔节期,京农科 782 在大喇叭口期的 NR 基因相对表达量显著上调;大喇叭口至灌浆

期,两品种的 GOGAT1 和 GOGAT2 基因均显著上调;抽雄吐丝和灌浆期,京农科 728 中的 GS1-3 基因相

对表达量显著上调;灌浆期,先玉 335 的 GS1-3 基因表达量显著上调。 相较于拔节期,在其他生育期,
两品种的 GS1-4 基因相对表达量均显著下调。 相较于拔节期,京农科 728 在灌浆期的 AS1 和 AS3 基因

相对表达量显著上调。 相较于其他各生育时期,先玉 335 在拔节期的 AS1 基因显著上调。 本研究结果

证明了氮代谢关键酶基因对不同氮高效型品种的氮素吸收调控存在显著差异。 本研究为了解不同氮高

效型品种的氮素吸收调控特征提供了理论依据。
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　 　 氮是植物生长发育所必需的营养元素[1]。 氮肥

作为农业生产中重要的外源投入品为作物增产增收做

出了巨大贡献。 然而,由于土壤淋溶、微生物消耗和反

硝化作用等原因导致氮肥利用率显著下降[2-3]。 据报

道,中国的氮肥利用效率平均约为 30%,西方发达国

家平均约为 50% ~60%[4]。 流失的氮肥会对周围的生

态系统造成严重破坏,最终影响人类健康[5]。 玉米的

籽粒产量形成以及籽粒蛋白质含量与氮肥的合理施用

及氮代谢调控过程紧密相关[6-7]。 因此,合理利用氮

肥是实现玉米绿色高效丰产的重要举措。
玉米籽粒氮素大部分来自营养器官中氮素的花后

再转运[8]。 研究表明,玉米吐丝后氮素向籽粒的转运

量显著增加,同时,生育后期的氮素转运量直接决定着

玉米的氮素利用效率和收获指数[9]。 不同玉米品种

吐丝前后的氮素同化能力存在较大差异,这种差异表

现在不同品种对氮素的吸收、利用、转运和再分配

上[10-11]。 晁晓乐等[12]研究表明,随着施氮量的增加,
低氮高效型玉米品种潞玉 19 的氮肥利用效率呈降低

趋势。 Yan 等[13] 研究表明,相较于掖单 13,先玉 335
在吐丝后的干物质生产能力更强,秸秆氮素转移效率

更高,因此籽粒拥有更高的氮含量。 屈佳伟等[14] 研究

表明,在低氮或适量施氮条件下,相较于氮低效品种内

单 314,氮高效品种郑单 958 表现出较高的氮素吸收

效率。 可见,不同基因型品种的氮素利用效率存在较
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大差异。 针对不同玉米品种的氮素积累、转运及氮素

利用率,前人已从品种、基因型、遗传特性等方面进行

了大量报道[15-16]。 但有关不同氮高效型品种的氮素

吸收及转运机制鲜有报道。 本研究拟以低氮高效型玉

米品种京农科 728 和高氮高效型玉米品种先玉 335 为

试材,采取大田试验和温室盆栽试验,设置不同的施氮

水平,并以冀东地区生产施肥量为对照,探讨减氮条件

下玉米植株的氮素吸收转运效率、氮素同化途径关键

酶活性和基因表达量在不同生育时期的演变特征,解
析不同氮素需求品种氮肥高效利用的生理调控机制及

遗传特征,为全力推进化肥减量增效及高效氮利用玉

米品种的栽培与选育提供理论依据。

1　 材料与方法

1. 1　 试验材料与试验地概况

试验于 2018—2019 年在河北科技师范学院昌黎

试验站(40°40′N,118°95′E)进行。 该区位于河北省东

部,属于暖温带、半湿润大陆性气候,年均降水量为

638. 33 mm,年平均气温 11℃,无霜期为 186 d。 试验

地土壤类型为中壤土。 2018 年土壤理化性质为 pH 值

7. 78,含有机质 21. 54 g·kg-1、全氮 1. 51 g·kg-1、碱解

氮 134. 67 mg·kg-1、速效磷 10. 58 mg·kg-1、速效钾

85. 02 mg·kg-1;2019 年土壤理化性质为 pH 值 7. 73,
含有机质 19. 08 g·kg-1、全氮 1. 68 g·kg-1、碱解氮

102. 35 mg·kg-1、 速效磷 23. 59 mg·kg-1、速效钾 74. 10
mg·kg-1。 试验材料选取低氮高效型玉米品种京农科

728 和高氮高效型玉米品种先玉 335,购自唐山集强农

业科技有限公司,不同氮高效型玉米品种的选取参考

周培禄等[17]和王荣焕等[18]的研究结果。
1. 2　 试验设计

1. 2. 1　 田间试验　 于 2018—2019 年在河北科技师范

学院昌黎试验站进行氮肥试验。 设置 5 个处理,NCK
(360 kg·hm-2,本地生产施氮量)、N1(120 kg·hm-2,较
NCK 减氮 66. 66%)、N2(180 kg·hm-2,较 NCK 减氮

50. 00%)、N3(240 kg·hm-2,较 NCK 减氮 33. 33%)、
N4(300 kg·hm-2,较 NCK 减氮 16. 66%)。 氮肥以尿素

控制,同时配施过磷酸钙(120 kg·hm-2)和氯化钾(45
kg·hm-2),肥料均以基肥方式施入。 试验采用完全随

机区组设计,3 次重复。 均采用井水灌溉以防止灌溉

水中养分可能带来的干扰,其他同高产栽培管理,严格

防治病虫害。 玉米成熟采收后,分小区单收、单晒、单
称,计算各小区产量。 利用大田试验进行氮素含量和

氮素代谢相关酶活性的测定。

1. 2. 2　 温室盆栽试验　 于 2019 年在河北科技师范学

院昌黎试验场玻璃温室进行盆栽试验。 试验处理设置

与田间试验相同,每个施氮量处理种植 10 盆,其中装

盆土壤取自昌黎试验站,为田间试验经过施肥处理的

0~25 cm 土层土壤装盆,土壤类型为中壤土,每盆土壤

15 kg,分别于拔节期取第 6 片叶,大喇叭口期取第 8
片叶,抽雄吐丝期和灌浆期均取第 12 片叶,用液氮速

冻,置于-80℃冰箱,用于基因表达量的测定。
1. 3　 测定项目与方法

1. 3. 1　 氮素含量测定　 于玉米主要生育期进行群体

动态调查和取样,每小区连续选取 3 株具有代表性的

植株,拔节期、大喇叭口期按茎秆、叶片和叶鞘 3 部分

取样,抽雄吐丝期按茎秆、叶片、叶鞘、雄穗和雌穗 5 部

分取样,灌浆期和成熟期按茎秆、叶片、叶鞘、雄穗、苞
叶、穗轴和籽粒 7 部分取样。 然后于 105℃ 杀青 30
min,80℃烘干至恒重。 采用凯氏定氮法[19] 测定玉米

植株全氮含量。 根据公式计算茎秆、叶片氮转运效率

和茎秆、叶片氮转运对籽粒氮的贡献率:
茎秆氮转运效率=(吐丝期茎秆氮含量-成熟期茎

秆氮含量) /吐丝期茎秆氮含量×100% (1)
叶片氮转运效率=(吐丝期叶片氮含量-成熟期叶

片氮含量) /吐丝期叶片氮含量×100% (2)
茎秆氮转运对籽粒氮的贡献率 = (吐丝期茎秆氮

含量-成熟期茎秆氮含量) /成熟期籽粒氮含量×100%
(3)

叶片氮转运对籽粒氮的贡献率 = (吐丝期叶片氮

含量-成熟期叶片氮含量) /成熟期籽粒氮含量×100%
(4)。

1. 3. 2　 酶活性测定 　 分别于玉米拔节期、大喇叭口

期、抽雄吐丝期、灌浆期和成熟期取玉米叶片鲜样测定

氮代谢相关酶活性。 根据杨新泉等[20] 的方法测定谷

氨酰胺合成酶(glutamine synthetase,GS)活性;根据赵

世杰等[21] 的方法测定硝酸还原酶( nitrate reductase,
NR)活性;根据 Ozawa 等[23]的方法测定亚硝酸盐还原

酶(nitrite reductase,NiR)活性;根据 Górny 等[23] 的方

法测定谷氨酸合成酶( glutamate synthase,GOGAT)活

性;根 据 王 佳[24] 的 方 法 测 定 天 冬 酰 胺 合 成 酶

(asparagine synthetase,AS)活性。
1. 3. 3　 基因表达量测定　 氮代谢相关酶基因序列通

过 GeneBank、www.maizegdb. org 和 www. ncbi. nlm. nih.
gov /获得。 根据数据库中的基因序列利用 Primer
Premier 5 设计基因引物,在 NCBI 上进行引物序列比

对,保证其专一性,内参基因为 GADPH(详见表 1)。
采用 Taq SYBR􀅹 Green qPCR 测试盒(TaKaRa,日本)
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进行实时荧光定量 PCR( quantitative real-time PCR,
qRT-PCR)。 反应体系为:10 μL SYBR、0. 8 μL 上游引

物、0. 8 μL 下游引物、0. 4 μL ROX Reference Dye、6 μL
灭菌水,将反应体系混匀后加入 2 μL 稀释 10 倍的

cDNA 模板。 反应程序为 95℃预变性 30 s;95℃变性 5
s,60℃扩增 30 s,循环 40 次。 采用 2-ΔΔct法计算目标基

因相对表达量。

表 1　 引物序列

Table 1　 Primer sequence

基因名称
Gene names

序列登录号
Serial number

引物
Primer

产物片段大小
Product fragment size / bp

NR GRMZM5G878558 TGGGAGACAGCGAGACCATT
AAGATTCAAGGCACCACAGA 191

GS2 GRMZM2G098290 CCCAAAGGTCGCTGAACAAG
GTCGGCTCCTACGGCACAGT 145

GS1-3 GRMZM5G872068 CTGCCCAAGTGGAACTACGA
CTCCTGCTCAATACCATACC 246

GS1-4 GRMZM2G036464 CCAATTCCCACCAACAAGAG
GCCGATTCCACAGTAGTAAG 186

GOGAT1 GRMZM2G085078 AGGTTCACTCAAGGTTCTCC
CGTGCTGTCATCCTGTCATA 262

GOGAT2 GRMZM2G375064 TGCCCCACGATGATGACCGA
CGCTGCTTTGCCCAAGTCCG 228

AS1 GRMZM2G074589 AATCAGAGCAAGTACCCCAATG
CCTCAACACCCCAGGCAGAA 230

AS2 GRMZM2G093175 GGAAGGATTGAGAAGTGGGTG
TTGGTGGTCGGAGTGTTGTG 215

AS3 GRMZM2G053669 ACGGATGAGATGATGAACAACG
CCGAGTCCTGAGGGAAGAGC 113

GADPH GRMZM2G046804 TGGGCCTACTGGTCTTACTACTGA
ACATACCCACGCTTCAGATCCT 135

1. 4　 数据处理与分析

采用 Microsoft Excel 2007 进行数据整理,采用

(SPSS)12. 0 软件进行 SP 的 Duncan’ s 新复极差法进

行差异显著性分析,采用 SigmaPlot 12. 5 进行作图。

2　 结果与分析

2. 1　 施氮量对玉米氮素利用的影响

2. 1. 1　 施氮量对玉米氮素积累的影响　 由表 2 可知,
两品种氮素积累量均随着生育期的推进呈增加趋势。
高氮高效型品种先玉 335 氮素积累量在拔节至抽雄吐

丝期呈快速上升趋势,随后缓慢增长,灌浆至成熟期又

快速增长;低氮高效型品种京农科 728 的氮素积累量

在拔节至大喇叭口期快速增长,随后缓慢增长,灌浆至

成熟期又快速增长。
高氮高效型品种先玉 335 在各生育时期氮素积累

量对施氮量的响应规律存在差异(表 2)。 拔节期、大
喇叭口期和抽雄吐丝期,随着施氮量的增加,先玉 335
的氮素积累量呈先增加后下降的趋势,其中,在拔节

期,N3 的氮素积累量最高;在大喇叭口期,N4 的氮素

积累量最高;在抽雄吐丝期,N2 的氮素积累量最高,较
NCK 提高 37. 81%,且差异达到显著水平。 灌浆期和

成熟期,随着施氮量的增加,先玉 335 的氮素积累量呈

双峰曲线,其中,在灌浆期,N4 的氮素积累量最高,但
各处理间差异未达到显著水平;在成熟期,N4 的氮素

积累量最高,较 NCK 显著提高 54. 87%。 随着施氮量

的增加,除灌浆期以外,各生育期的氮素积累量大致呈

先升高后降低的趋势,其中,在成熟期,N2 的氮素积累

量最高,且显著高于 NCK;在抽雄吐丝期和灌浆期,N3
氮素积累量最高,但均与 N2 差异不显著。
2. 1. 2　 成熟期玉米不同器官氮素分配　 由图 1 可知,
成熟期,不同施氮量下,两品种各器官氮素积累量分配

规律大致表现为籽粒>叶片>茎秆>穗轴>叶鞘>苞叶>
雄穗,其中籽粒为氮素积累的主要器官,高氮高效型品

种先玉 335 中籽粒氮素积累占全株氮素积累量的

64. 31%~71. 09%,低氮高效型品种京农科 728 中籽粒

氮素积累占全株氮素积累量的 67. 47%~73. 17%。
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表 2　 施氮量对玉米不同生育时期氮素氮素积累的影响

　 　 　 　 Table 2　 Effects of nitrogen application on nitrogen accumulation in different growth stages of maize / (kg·hm-2)

品种
Variety

处理
Treatment

拔节期
Elongation stage

大喇叭口期
Flare opening stage

抽雄吐丝期
Tasseling stage

灌浆期
Filling stage

成熟期
Maturity stage

先玉 335
Xianyu 335

N1(120 kg·hm-2) 16. 09±4. 66b 51. 89±4. 81ab 99. 74±6. 68bc 143. 56±25. 91a 228. 43±34a

N2(180 kg·hm-2) 23. 4±5. 15ab 52. 48±3. 04ab 132. 72±0. 45a 151. 41±17. 67a 228. 53±33. 72a

N3(240 kg·hm-2) 26. 86±2. 07a 53. 03±9. 99ab 118. 36±3. 95abc 145. 31±21. 10a 222. 59±4. 68a

N4(300 kg·hm-2) 19. 53±2. 30ab 59. 27±15. 97a 120. 03±15. 66ab 156. 80±12. 56a 259. 62±22. 09a

NCK(360 kg·hm-2) 15. 15±6. 04b 39. 09±4. 27b 96. 30±15. 73c 134. 48±23. 78a 167. 63±25. 38b

京农科 728
Jingnongke 728

N1 19. 75±3. 46b 87. 85±2. 88a 106. 49±4. 62b 108. 62±10. 76b 161. 43±8. 41b

N2 29. 22±3. 13a 92. 53±18a 124. 05±20. 74ab 115. 99±1. 71ab 246. 62±30. 71a

N3 25. 38±1. 77a 95. 21±6. 89a 136. 51±19. 08a 138. 82±21. 41a 222. 48±45. 67a

N4 27. 20±1. 31a 101. 39±8. 36a 101. 52±9. 75b 113. 32±15. 58b 194. 44±8. 69ab

NCK 25. 63±2. 79a 85. 25±6. 83a 103. 04±7. 64b 131. 14±1. 06ab 159. 10±12. 32b

　 　 注:同列不同小字母表示同一品种处理间差异显著(P<0. 05)。 下同。
Note: Different lowercase letters in the same column indicate significant difference at 0. 05 level among treatments of the same variety. The same as

following.

图 1　 施氮量对玉米成熟期各器官氮素积累的影响

Fig.1　 Effects of nitrogen application rate on nitrogen accumulation in maize organs at maturity stage

　 　 在高氮高效型品种先玉 335 中,与 NCK 相比,N4
显著增加茎秆、叶片和籽粒的氮素积累量(P<0. 05);
N3 显著增加叶鞘和雄穗的氮素积累量(P<0. 05)。 在

低氮高效型品种京农科 728 中,与 NCK 相比,N2 显著

增加茎秆、叶鞘、雄穗和籽粒的氮素积累量(P<0. 05);
叶片、苞叶和穗轴的氮素积累量在 N3 达到最大值,且
与 NCK 差异显著(P<0. 05)。 综上可知,高氮高效型

品种先玉 335 各器官氮素积累量在 240 ~ 300 kg·hm-2

(N3 ~ N4)施氮量之间达到较高水平,低氮高效型品种

京农科 728 各器官氮素积累量在 180 ~ 240 kg·hm-2

(N2 ~N3)施氮量之间达到较高水平。
2. 1. 3　 施氮量对玉米氮转运效率以及氮转运对籽粒

贡献率的影响　 养分的转运量和转运效率是表征营养

体养分向籽粒转移量的重要指标。 由表 3 可知,随着

施氮量的增加,先玉 335 茎秆的氮转运效率呈先升高

后降低的趋势,在 N4 达到最大值,且显著高于其他各

处理;叶片的氮转运效率总体呈上升的趋势,在 NCK
达到最大值,但与 N3、N4 差异未达到显著水平。 随着

施氮量的增加,京农科 728 茎秆的氮转运效率呈先降

低后升高的趋势,在 N3 达到最小值,且与 N1 差异达

到显著水平;叶片的氮转运效率呈先降低后升高的趋

势,在 N2 达到最小值,与 NCK 差异达到显著水平。 结

果表明,低氮高效型品种京农科 728 茎秆、叶片的氮转

运效率明显高于高氮高效型品种先玉 335。
随着施氮量的增加,先玉 335 茎秆氮转运对籽粒

的贡献率呈先升高后降低的趋势,N4 茎秆氮转运对籽
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粒的贡献率显著高于 NCK;叶片氮转运对籽粒的贡献

率总体呈升高的趋势,在 NCK 达到最大值,但与 N3、
N4 差异未达到显著水平。 随着施氮量的增加,京农科

728 茎秆、叶片氮转运对籽粒的贡献率均呈先降低后

升高的趋势。 结果表明,低氮高效型品种京农科 728
叶片氮转运对籽粒的贡献率明显高于高氮高效型品种

先玉 335。

表 3　 施氮量对玉米氮转运效率和氮转运对籽粒贡献率的影响

　 Table 3　 Effects of nitrogen application rate on nitrogen transport efficiency and nitrogen transport rate on maize grain / %

品种
Variety

处理
Treatment

氮转运效率
Nitrogen transport efficiency

氮转运对籽粒的贡献率
Nitrogen transport contribution rate to grain

茎秆 Stem 叶片 Leaf 茎秆 Stem 叶片 Leaf

先玉 335
Xianyu 335

N1 24. 94±8. 47c 40. 34±7. 79bc 17. 59±1. 15d 27. 46±7. 95c

N2 23. 64±4. 95c 38. 64±7. 74c 21. 61±1. 43c 28. 53±1. 51bc

N3 37. 14±6. 71bc 47. 62±7. 86ab 25. 48±1. 48b 37. 51±4. 39ab

N4 54. 97±5. 31a 46. 47±5. 78ab 31. 60±2. 26a 37. 45±5. 78ab

NCK 41. 32±5. 98b 51. 56±8. 49a 26. 86±0. 33b 40. 96±4. 67a

京农科 728
Jingnongke 728

N1 56. 85±5. 82a 50. 36±5. 77ab 33. 22±2. 51a 40. 89±7. 29ab

N2 47. 36±12. 90ab 47. 70±2. 62b 26. 84±4. 95b 38. 10±0. 01b

N3 42. 57±4. 49b 49. 67±5. 49b 21. 85±1. 55b 38. 14±1. 96b

N4 45. 41±4. 90ab 54. 40±2. 96ab 22. 49±2. 25b 45. 94±7. 27ab

NCK 45. 92±6. 89ab 57. 05±2. 16a 23. 02±2. 49b 50. 49±1. 04a

注:A:京农科 728;B:先玉 335,不同小写字母表示同一时期不同处理间差异显著(P<0. 05)。 下同。
Note: A: Jingnongke 728. B: Xianyu 335. Different lowercase letters indicate significant difference at 0. 05 level

among treatments at the same. The same as following.

图 2　 施氮量对玉米硝酸还原酶的影响

Fig.2　 Effects of nitrogen application on nitrate reductase in maize

2. 2　 氮代谢相关酶活性的测定

2. 2. 1　 硝酸还原酶(NR) 　 由图 2 可知,同一施氮水

平下,随着生育期的推移,高氮高效型品种先玉 335 和

低氮高效型品种京农科 728 的 NR 活性均呈单峰曲线

变化,并在大喇叭口期达到最大值,随后开始下降。 对

同一时期不同施氮量的 NR 活性进行比较,京农科 728
在生育前期不同氮处理间的 NR 活性无显著差异;至
灌浆期,N4、NCK 的 NR 活性分别较 N2 显著提高

85. 55%和 84. 87%。 而先玉 335 在拔节期不同氮处理

间的 NR 活性差异不显著,随着生育期的推移,差异逐

渐增大;大喇叭口期,N4 的 NR 活性显著高于其他施

氮处理;抽雄吐丝期,N3 和 N4 的 NR 活性显著高于

NCK。 对不同氮高效型品种间叶片的 NR 活性进行比

较,总体而言,在中低氮水平(N1、N2)下,低氮高效型

品种京农科 728 的 NR 活性明显高于高氮高效型品种

先玉 335,在高氮水平(N3、N4)下,先玉 335 的 NR 活
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性明显高于京农科 728。
2. 2. 2　 亚硝酸盐还原酶(NiR) 　 由图 3 可知,同一施

氮水平下,随着生育期的推移,高氮高效型品种先玉

335 和低氮高效型品种京农科 728 的 NiR 活性均呈先

双峰曲线的趋势,两品种 NiR 活性均在大喇叭口期达

到最大值。 对同一时期不同氮处理的 NiR 活性进行

比较,京农科 728 的 NiR 活性在生育后期表现出较大

差异,抽雄吐丝期、灌浆期和成熟期,N2 的 NiR 活性显

著高于 NCK。 先玉 335 在生育前期不同氮处理间的

NiR 活性无显著差异;至抽雄吐丝期,N4 的 NiR 较

NCK 显著提高 46. 32%。 对两品种间叶片的 NiR 活性

进行比较,中低氮水平(N1、N2)下,低氮高效型品种京

农科 728 的平均 NiR 活性明显高于高氮高效型品种先

玉 335;高氮水平(N3、N4)下,先玉 335 的 NiR 平均活

性明显高于京农科 728。

图 3　 施氮量对玉米亚硝酸还原酶的影响

Fig.3　 Effects of nitrogen application on nitrite reductase in maize

图 4　 施氮量对玉米谷氨酰胺合成酶的影响

Fig.4　 Effects of nitrogen application on glutamine synthetase in maize

2. 2. 3　 谷氨酰胺合成酶(GS) 　 由图 4 可知,同一施

氮水平下,不同氮高效型玉米品种的 GS 活性表现各

异。 随着生育期的推移,低氮高效型品种京农科 728
的 GS 活性呈下降趋势;高氮高效型品种先玉 335 的

GS 活性呈先升高后降低的趋势。 施氮量对京农科

728 不同生育时期 GS 活性的调控存在较大差异,在拔

节期,N2 的 GS 活性显著高于 NCK;在大喇叭口期,N3
的 GS 活性显著高于其他施氮处理;在抽雄吐丝期,
NCK 的 GS 活性最高,且显著高于其他施氮处理;在灌

浆期和成熟期,N4 的 GS 活性显著高于 NCK。 随着施

氮量的增加,先玉 335 的 GS 活性在各生育时期总体

呈先升高后降低的趋势;在拔节期,N2 的 GS 活性显

著高于其他施氮处理;在大喇叭口期、灌浆期和成熟

期,N3 的 GS 活性显著高于其他施氮处理;在抽雄吐

丝期,NCK 的 GS 活性最高,但与 N3 差异未达显著水

平。
2. 2. 4　 谷氨酸合成酶(GOGAT) 　 由图 5 可知,施氮

量对京农科 728 不同生育时期 GOGAT 活性的调控存

在较大差异,在拔节期,N2 的 GOGAT 活性显著高于

其他施氮处理;在大喇叭口期,N4 的 GOGAT 活性显
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著高于 N1;在抽雄吐丝期,N1 的 GOGAT 活性显著高

于其他施氮处理;在灌浆期,N4 的 GOGAT 活性显著

高于其他施氮处理;在成熟期,N2 的 GOGAT 活性显

著高于其他施氮处理。 随着施氮量的增加,高氮高效

型品种先玉 335 的 GOGAT 活性在各生育时期大致呈

先升高后降低的趋势。 在拔节期、抽雄吐丝期和灌浆

期,N3 的 GOGAT 活性均最高,分别较 NCK 显著提高

31. 39%、82. 63%和 87. 53%。

图 5　 施氮量对玉米谷氨酸合成酶的影响

Fig.5　 Effects of nitrogen application on glutamate synthase in maize

2. 2. 5　 天冬酰胺合成酶(AS) 　 如图 6 所示,同一施

氮水平下,随着生育期的推移,两品种的 AS 活性均呈

先降低后升高的趋势。 随着施氮量的增加,低氮高效

型品种京农科 728 各生育时期的 AS 活性总体呈先升

高后降低的趋势。 在拔节期,N4 的 AS 活性显著高于

NCK;在大喇叭口期和成熟期,N2 的 AS 活性显著高于

其他施氮处理;在抽雄吐丝期和灌浆期,N3 的 AS 活

性显著高于其他施氮处理。 施氮量对高氮高效型品种

先玉 335 不同生育时期的 AS 活性影响存在较大差

异,在大喇叭口期、抽雄吐丝期和灌浆期,N2 的 AS 酶

活性 分 别 较 NCK 显 著 提 高 62. 36%、 6. 14% 和

12. 17%。

图 6　 施氮量对玉米天冬酰胺合成酶的影响

Fig.6　 Effects of nitrogen application on asparagine synthetase in maize

2. 3　 氮代谢关键酶基因表达量

对氮代谢关键酶基因表达量的测定结果如图 7、8
所示。 相较于拔节期,在大喇叭口期,京农科 728 和先

玉 335 的 NR、GOGAT1、GOGAT2 基因相对表达量均显

著上调,但京农科 728 的 NR 基因相对表达量显著高

于先玉 335(P<0. 05)(图 7)。 相较于拔节期,在抽雄

吐丝期和灌浆期,京农科 728 中的 GS1-3 基因相对表

达量显著上调(P<0. 05);在灌浆期,先玉 335 的 GS1-
3 基因相对表达量显著上调(P<0. 05) (图 7)。 相较

于拔节期,在其他生育期,两品种的 GS1-4 基因相对

表达量均显著下调(P<0. 05),但各生育时期下调程度

存在差异。 随着生育的推进,京农科 728 的 GS1-4 基

因相对表达量持续下调,灌浆期达到最小值(图 8)。
相较于拔节期,京农科 728 在灌浆期的 AS1 和 AS3 基
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因相对表达量显著上调(P<0. 05)。 相较于拔节期,先
玉 335 在其他生育期的 AS1 基因相对表达量显著下调

(P<0. 05),AS2 和 AS3 基因相对数量均未发生显著变

化(图 8)。
2. 4　 产量

由表 3 可知,2018 年,各处理低氮高效型品种京

农科 728 的产量在 8 158. 22~9 725. 32 kg·hm-2 之间,
高氮高 效 型 品 种 先 玉 335 的 产 量 在 9 862. 14 ~
11 053. 22 kg·hm-2之间。 京农科 728 在 N2、N3 的产

量高于其他施氮处理;先玉 335 在 N4、NCK 的产量高

于其他施氮处理。 2019 年,各处理京农科 728 的产量

在9 537. 99~11 180. 04 kg·hm-2之间,先玉 335 的产量

在9 598. 81~ 12 309. 14 kg·hm-2之间。 京农科 728 的

产量在 N2 达到最大值,显著高于 N4,但与其他施氮处

理间差异未达到显著水平;先玉 335 的产量在 N4 达

到最大值,较 NCK 显著提高 28. 23%,与 N2 差异未达

到显著水平。 综上年际间两品种的产量随施氮量变化

差异较大。

表 3　 施肥量对玉米产量的影响

Table 3　 Effect of nitrogen application on corn yield / (kg·hm-2)

处理
Treatment

2018 年 2018 year 2019 年 2019 year

京农科 728
Jingnongke 728

先玉 335
Xianyu 335

京农科 728
Jingnongke 728

先玉 335
Xianyu 335

N1 8 645. 68cd 10 315. 99bc 10 319. 18ab 10 568. 81bc

N2 9 725. 32a 9 862. 14c 11 180. 04a 11 712. 85ab

N3 9 548. 85ab 10 178. 95c 9 980. 91ab 10 909. 71b

N4 8 884. 98bc 11 053. 22a 9 537. 99b 12 309. 14a

NCK 8 158. 22d 10 946. 88ab 9 899. 97ab 9 598. 81c

3　 讨论

氮素是植物细胞的重要组成部分,也是种子成熟

和干物质积累的重要限制因子。 大量研究表明,植物

体内氮素积累量随施氮量的增加呈单峰曲线变化,并
最终影响干物质的形成[25-26]。 本研究表明,高氮高效

型品种先玉 335 在 N3、N4 水平下,各生育时期植株的

氮素积累高,平均产量达到最大值。 N3 水平下,玉米

成熟期的叶鞘和雄穗中氮素积累量达到最大值;N4 水

平下,玉米成熟期的茎秆、叶片和籽粒氮素积累量均达

到最大值,继续增加施氮量至 NCK 水平,植株各器官

的氮素积累量下降,产量也随之降低。 低氮高效型品

种京农科 728 在 N2、N3 水平下,平均产量达到最大

值,各生育期植株的氮素积累量较高。 相较于 NCK,
N2 显著增加了玉米成熟期茎秆、叶鞘、雄穗和籽粒的

氮素积累量;N3 显著增加了玉米成熟期叶片、苞叶和

穗轴的氮素积累量。 说明,在减氮条件下,京农科 728
表现出了更好的低氮适应能力。 有研究表明,施氮量

显著影响玉米产量,产量随着施氮量的增加呈先升高

后降低的趋势[27-28]。 在 N1、N2 水平下,京农科 728 的

茎秆表现出了较高的氮素转运效率;而先玉 335 在

N4、NCK 水平下叶片和茎秆的氮素转运效率较高。 说

明,高氮高效型和低氮高效型品种在氮素的需求上存

在明显差异,高氮高效型品种在整个生育期氮肥供应

不足将限制其生产潜力。 本研究结果表明不同氮高效

品种对氮素的需求、吸收及转运能力是最终产量形成

的重要因素。
植物的氮素吸收受氮代谢途径的调控。 在 NR 的

催化作用下,根系将吸收的 NO3
-转化为 NO2

-[29]。 本

研究表明,两品种的 NR 活性均在大喇叭口期达到最

大值,并且低氮型品种京农科 728 的 NR 活性在 N2 水

平最高,高氮型品种先玉 335 在 N4 水平最高。 说明

不同氮利用型玉米品种的氮素代谢酶活性与施氮量存

在密切关系。 在 NiR 的催化下,NO2
- 转化为 NH4

+,
NH4

+在 GS 和 GOGAT 的催化下最终合成氨基酸[30]。
本研究表明,京农科 728 的 NiR、GS 和 GOGAT 均在低

施氮水平下表现出较高的酶活性。 京农科 728 的 GS
和 AS 活性在拔节期达到最大值,并在生育后期能够

保持较高水平,说明氮肥的高效利用时期与酶活性时

期保持一致。 在生育后期,尤其是灌浆至成熟期,先玉

335 在高施氮量下才能保持高的 NiR、GS 和 GOGAT
活性。 说明先玉 335 在生育后期需要大量的氮素供应

来完成籽粒形成与灌浆过程。 Subedi 等[31] 也研究表

明,从吐丝至成熟期的吸氮量占玉米整个生育期的

60%以上。 综上可知,对高氮高效型品种先玉 335 后

7082



核　 农　 学　 报 34 卷

注:不同小写字母表示同一处理不同生育期之间差异显著(P<0. 05)。
Note: Different lowercase letters indicate significant difference at different growth stage of the same treatment.

图 7　 施肥量对氮代谢关键酶基因相对表达量的影响

Fig.7　 Effect of nitrogen application on relative expression of key enzyme genes in nitrogen metabolism

期氮肥的管控是其增产的关键。
外源氮肥的施用使植株体内多个代谢途径中的多

个相关基因发生响应,且不同基因型的玉米品种对施

氮水平的响应亦存在差异[29,32-33]。 本研究表明,相较

于拔节期,在大喇叭口期,京农科 782 和先玉 335 的

NR 基因相对表达量显著上调,同时期 NR 活性显著升

高,大大提升了从拔节至大喇叭口期植株对氮素的吸

收同化能力,这与李文龙等[29]的研究结果相似。 大量

研究已经证实提高 NR 基因的表达能够显著提高 NR
活性,进而提升作物对氮素的吸收同化效率[33-34]。 本

研究表明不同氮高效品种在不同施氮量下 NR 基因的

表达量和酶活性存在差异。 NR 作为一种底物诱导酶

存在一定的阈值,当硝酸盐浓度升高到一定水平之后,
NR 就不会再被诱导[35]。 推测氮高效品种对氮素的吸

收调控能力存在差异可能与诱导 NR 的阈值不同有

关。
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图 8　 施肥量对氮代谢关键酶基因相对表达量的影响

Fig.8　 Effect of nitrogen application on relative expression of key enzyme genes in nitrogen metabolism

GS 是氮代谢的核心酶之一。 He 等[36] 研究表明,
GS1-3 和 GS1-4 在玉米叶片中高度积累,是玉米叶片

GS1 基因最主要的 2 个亚型,对氮的供应和分配起着

枢纽作用。 本研究表明,相较于拔节期,在抽雄吐丝期

和灌浆期,京农科 728 的 GS1-3 基因相对表达量显著

上调;在灌浆期,先玉 335 的 GS1-3 基因显著上调;相
较于拔节期,两品种在其他生育期的 GS1-4 基因均显

著下调。 两品种不同生育时期 GS1-3 基因相对表达

量上调说明相较于 GS1-4,GS1-3 可能在增加叶片氮

转运方面发挥着更加积极的作用。 本试验也观察到相

较于拔节期,GS1-3 在灌浆期叶片的基因表达显著上

调,且在玉米生育后期显著上调,有效的维持了玉米生

育后期 GS 的活性水平,从而使玉米在生育后期也能

维持较高的氮素吸收和利用能力。
AS 与 GS 在运输含氮分子方面具有联合作用,在

氮素迁移阶段,AS 会在 ATP 依赖性反应中催化谷氨

酰胺和天冬氨酸合成天冬酰胺[37-39]。 玉米 AS 基因的

环境调控机制尚鲜见报道。 本研究表明,相较于拔节

期,京农科 728 灌浆期的 AS1 和 AS3 基因相对表达量

显著上调。 相较于其他各生育时期先玉 335 在拔节期

的 AS1 基因显著上调。 说明参与氮代谢的 ASs 基因担

负着特殊功能,不同基因型品种的 ASs 基因对外源氮
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素的响应存在显著差异。 Wan 等[40] 研究表明大豆叶

片的 AS1 基因表达量与 AS 活性及大豆种子中蛋白质

含量呈显著相关性。 Li 等[41] 研究表明,在干旱胁迫

下,AS 与 GS 共同在叶片氮素转运过程中发挥着重要

的作用。 不同氮高效品种的 AS 基因表达结果证明了

AS 活性的响应机制在两品种间存在差异。 在不同时

期调控 AS 活性可以提高玉米叶片的氮素转运效率。

4　 结论

不同基因型品种对氮素的吸收利用存在差异。 高

氮高效型品种先玉 335 在施氮量为 240 ~ 300 kg·hm-2

时,平均产量达到最大值,其各生育时期氮素积累量也

较高;低氮高效型品种京农科 728 在施氮量为 180 ~
240 kg·hm-2 时,平均产量达到最大值,其各生育时期

氮素积累量也较高。 氮代谢关键酶相关基因对不同氮

高效型品种的氮素吸收调控存在显著差异。 相较于高

氮高效型品种先玉 335,低氮高效型品种京农科 728
对氮更为敏感。 本研究为冀东地区不同品种的合理氮

肥管控提供了理论依据。
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Abstract:In order to study the regulation mechanism of nitrogen metabolism in different nitrogen-efficient varieties, the
high-nitrogen high-efficiency corn variety Xianyu 335 and the low-nitrogen high-efficiency corn variety Jingnongke 728
were used as test materials. Five nitrogen fertilizer applications were tested: 120 kg·hm-2, 180 kg·hm-2, 240 kg·hm-2,
300 kg·hm-2, and 360 kg·hm-2(NCK). Using the local field nitrogen fertilizer application (NCK) as control, we
explored the responses characteristics of different genotypes of maize on nitrogen transport, key enzyme activities, and
key enzyme genes of nitrogen metabolism to reduced nitrogen fertilizer application. Our results showed that when the
nitrogen fertilizer application was 240-300 kg·hm-2, the nitrogen content of Xianyu 335 reached its maximum value at
each growth stage, and yield reached a high level. When the nitrogen fertilizer application was 180-240 kg·hm-2, the
nitrogen content of Jingnongke 728 reached its maximum value at each growth stage, and yield reached a high level.
Under low nitrogen conditions, compared with Xianyu 335, nitrate reductase (NR), nitrite reductase (NiR), glutamine
synthetase (GS), glutamic acid synthetase (GOGAT), and asparagine synthetase (AS) of Jingnongke 728 maintained
high enzymatic activity throughout the entire maize growth period. Compared to the elongation stage, the expression of the
NR gene of Jingnongke 782 was significantly increased in the flare opening stage. The expression of GOGAT1 and
GOGAT2 genes of both varieties were significantly up-regulated from the flare opening stage to the filling stage. During
the silking stage and the filling stage, the expression of the GS1 - 3 genes in Jingnongke 728 was significantly up-
regulated. During the filling stage, the expression of the GS1 - 3 gene of Xianyu 335 was significantly up-regulated.
Compared to the elongation stage, the expression of GS1-4 genes of both varieties was significantly down-regulated in
other growth stages. The expression of AS1 and AS3 genes of Jingnongke 728 were significantly up-regulated in the filling
stage compared to the elongation stage. Compared to other growth stages, the expression of the AS1 gene of Xianyu 335
was significantly up-regulated in elongation stage. There were differences in the response of different genes to nitrogen
fertilizer at different growth stages in maize. The results of this study demonstrate that significant differences were obseved
in the regulation of nitrogen uptake by key nitrogen metabolism enzyme genes in different nitrogen-efficient varieties of
maize. This study provided the basis for understanding the regulate characteristics of nitrogen uptake of different nitrogen
efficient varieties.
Keywords:maize, nitrogen metabolism enzymes, gene expression, nitrogen accumulation
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