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氮饥饿水稻利用不同形态氮素的差异及其生理机制*

李宝珍 � 辛伟杰 � 徐国华�
(南京农业大学资源与环境科学学院,南京 � 210095)

摘 � 要 � � 通过水培试验, 研究了氮饥饿 7d 后,恢复供应不同形态氮源对水稻氮吸收和积累及氮同化中

关键酶活性和光合色素的影响。结果表明, 缺氮促进根系生长,增加根冠比。恢复供氮 4d显著增加地上部生

物量。铵硝混合营养促进了水稻对氮的吸收和转运, 叶片和根系中全氮及叶片中铵态氮的含量以硝酸铵处理

最高。与单一铵或硝营养相比,铵硝混合营养增强了根系的谷氨酰胺合成酶和叶片中硝酸还原酶的活性, 提

高了水稻同化和利用氮的能力。另外, 与纯硝营养相比,供应铵态氮显著增加了叶片中总叶绿素,尤其是叶绿

素 a的含量。因此, 改善水肥管理、平衡对水稻供氮的铵硝配比将提高水稻氮素的吸收和利用效率。
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� � 氮素是植物生长必需的大量元素之一, NH
+
4 和

NO-
3 是植物生长过程中主要的二种矿质氮源。大部

分的铵盐在植物的根里就已结合成有机化合物,而

硝酸盐则可在木质部内运输, 或储存在根、茎和其他

储存器官细胞的液泡里。硝酸盐不仅可以作为一种

代谢物质, 而且作为一种有效的信号物质通过调控

基因的表达影响植物的碳氮代谢以及生长和发

育[ 1, 2] ,并在液泡里对调节阳离子和阴离子的平衡

和渗透势起重要作用[ 3]。因此作物铵、硝营养的研

究一直是人们关注的焦点。

人们已渐渐认识到, 水稻根系泌氧作用使NH+
4

氧化成的 NO-
3 能够被水稻有效利用

[ 4~ 6]。Kirk等

研究表明[ 7] ,即使水稻在淹水的土壤条件下种植, 实

际上有高达 15%~ 40% 的总氮是以硝态氮的形式

加以吸收利用的。据研究表明, 铵和硝混合形态 N

营养下植物生长更具优势[ 8] , 可提高 N积累和细胞

分裂素含量[ 9~ 11]。封克等[ 12]研究认为, 当 NO-
3 �N

与NH+
4 �N同时存在时, NH+

4 会抑制 NO-
3 的跨膜吸

收,或者影响叶片硝酸还原酶( NR)活性而造成体内

NO-
3 积累, 产生反馈抑制作用。王娜等[ 13] 研究表

明,混合形态氮, 尤其是 NH
+
4 /NO

-
3 为 2/ 3 时, 水稻

最宜发挥其光合特性;氮的同位素试验表明[ 14] ,水

稻幼苗供应 NO
-
3 可提高移栽的成活率。张亚丽

等
[ 15]
对不同品种水稻硝态氮响应的生理指标筛选

表明, 40个水稻品种 (系)在 NH
+
4 / NO

-
3 比为 50�50

的营养液中生长最佳,植株总干重最高,但各个基因

型的表现差异较大。

可见目前对水稻铵硝营养的研究多侧重于铵、

硝不同配比以及单一铵或硝营养对生理和生化效应

的响应等方面,而在氮充分饥饿后恢复供氮,水稻在

短期内对不同氮形态的营养生理和生化反应研究还

未见报道。本试验旨在研究水稻氮饥饿后恢复供应

不同形态的氮素, 短期内对水稻氮的吸收以及氮代

谢中关键酶活性的影响, 探讨增铵或加硝 (铵硝配

比)提高水稻氮素吸收和利用的生理机制, 进一步深

化铵、硝和铵硝混合营养对水稻生长和发育的生理

和分子研究,为提高水稻的氮肥利用率和高产提供

理论依据。

1 � 材料与方法

1�1 � 材料
水稻品种为武运粳 7号, 水稻种子经 15%H2O2

消毒 30 min后育苗。营养液: pH5. 8, 所含成分除表

1中的营养元素外,还加入微量元素营养液: EDTA�
Fe 20. 0 �mol L- 1,H3BO436. 7 �mol L- 1,MnCl29. 1 �mol �
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� � �L
- 1

, ZnSO4 0. 77 �mol L
- 1

, CuSO4 0. 32 �mol L
- 1

,

H2MoO4 0. 39�mol L- 1, Na2 SiO4 2 mmol L- 1, 相当于

SiO2浓度 120 mgkg- 1。

1�2 � 试验设计

水培试验于 2005年 3月至 4月在南京农业大

学温室实施。试验设 3个氮形态处理( NH+
4 、NO-

3 和

NH4NO3)和 1个缺氮处理(表 1)。取苗龄 10 d 生长

均匀的健壮苗移栽于事先装有营养液的 5L 周转箱

中, 每箱 12穴,每穴 4株。首先供氮 1. 25 mmol L- 1

NH4NO3处理 10 d, 接着缺氮处理 7 d, 期间每 3 d换

一次营养液,然后恢复供应相同总氮浓度( 2. 5 mmol

L- 1)但不同形态的 3个施氮处理和 1个继续缺氮处

理, 每天早上换营养液, 4 d后取样。随机区组设计,

4次重复。生长期间的温度控制 18~ 28  和光照
周期 15 h/ 9 h(昼/夜)。

表 1� 试验处理方案

Table 1 � Designing of the experiment ( mmol L- 1)

处理

Treatment
NH4NO3 KH2PO4 K2SO 4

MgSO4

!7H2O

CaCl2

!2H2O
NH4Cl ( NH4) 2SO4

Ca( NO 3) 2

!4H2O
Mg(NO3) 2

NH4
+�N 0 0. 3 0. 35 1. 25 1 0. 5 1 0 0

NO3
-�N 0 0. 3 0. 35 0. 75 0. 25 0 0 0. 75 0. 5

NH4NO3 1. 25 0. 3 0. 35 1. 25 1 0 0 0 0

缺氮

N�free 0 0. 3 0. 35 1. 25 1 0 0 0 0

1. 3 � 测定方法

水稻根、茎、叶洗净,吸干表面水分后称其鲜重;然

后将其置于 105  杀酶15min、70  烘干磨细待测。
1. 3. 1 � 氮的测定 � � 全N量测定是干样经粉碎后用

H2SO4�H2O2消煮预处理
[ 16]。NO-

3 �N和NH+
4�N预处理

参考文献[ 17] ,称取 0. 2~ 0. 3 g 鲜样,研磨匀浆,在沸水

浴煮 30min后过滤,滤液待测。全N、NH+
4 �N和NO-

3 �N
含量均用流动分析仪(型号为AA3)测定[ 18]。

1. 3. 2 � 酶的测定 � � 硝酸还原酶采用对氨基苯磺
酸��萘胺比色法[ 19]

。谷氨酰胺合成酶参考文献[ 20]。

称取0. 3 g左右鲜样置于研钵, 加 pH7. 2磷酸缓冲液

2 ml冰浴研磨, 3 ml相同的磷酸缓冲液冲洗。磨成均

匀的粘糊状后, 静止 30 min(以充分提取) ,然后于低

温冷冻高速离心机上 20, 000r min
- 1
离心 20min,取上

清液作为粗酶液。取粗酶液2 ml到 10 ml离心管中,

依次加入 0. 25 mol L- 1咪唑- 盐酸缓冲液 0. 6 ml, 0. 3

mol L- 1Glu�Na2 0. 4ml, 0. 03 mol L- 1 ATP�Na 0. 4 ml,

0. 5 mol L
- 1

MgSO4 0. 2ml, 20  反应 5min, 加入 0. 2ml

0. 5 mol L- 1盐酸羟胺后20  反应20 min,然后立即取

出,加入0. 8ml终止显色液( 10% FeCl3( W/ V)、24%三

氯乙酸( W/V)和 50%HCl(V/V)等体积混合)终止反

应,在 1, 5000 r min- 1下离心 10 min, 取上清液测

540 nm处的消光值。

1. 3. 3 � 叶绿素和光合色素的测定 � � 叶绿素含量测

定采用分光光度法
[ 21]
。取新鲜的水稻叶片,每个样

品做3个平行, 用脱脂棉擦拭干净,剪碎混匀, 称取

0. 2 g左右,用 95%乙醇研磨成糊状,然后洗涤过滤直

至叶片完全变白,定容于30 ml的刻度试管,浸提液立

即在 665、649 nm处比色,记录吸光度(OD)值。计算

公式: CA = 13. 95OD665- 6. 88OD645, CB= 24. 96OD649-

7. 32OD665,式中, CA、CB分别为叶绿素 a 和 b 的浓度,

单位为 mg L- 1,叶绿素含量( mg g- 1) = (C ∀V) / (W∀
1 000) , 式中, C 即 ( CA + CB ) 为叶绿素总浓度

(mg L- 1) ,V 为提取液总体积 ( ml ) , W 为叶片鲜重

(g)。

1. 4 � 数据分析方法

数据统计利用 SAS软件, 进行方差分析和 Fish�
er# s显著性检验( LSD) , 比较不同处理间在p< 0. 05

的显著性水平。

2 � 结果与分析

2. 1 � 恢复供氮后对水稻生物量的影响
与缺氮处理相比, 恢复供氮4 d后, 水稻地上部

生物量有所增加, 增加量为0. 03~ 0. 08 g plant- 1

( FW) , 以处理 NH4NO3> NH+
4 > NO-

3 。与 NO-
3 作为

单一氮源比较,在含有铵的营养液中, 水稻地上部鲜

重增加达到显著性水平(图 1A)。根系的鲜重以缺

氮最高,单一铵作为氮源时最低。4个处理的根冠

比在 0. 60~ 0. 89之间,以缺氮处理最高(图 1B)。
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图 1� 氮饥饿水稻恢复供氮 4d地上部和根系生物量以及根冠比

Fig. 1� Fresh weight of roots and shoots and their ratios of N starved rice plants 4 days after N supply was resumed

2. 2 � 恢复供氮后对水稻氮含量的影响
2. 2. 1 � 全氮 � � 恢复供氮4 d后, 水稻植株氮含量

已显著高于缺氮处理(图 2A)。与缺N处理比较, 供

氮处理地上部和地下部氮含量分别增加了54. 9%~

90. 9%和 64. 0% ~ 96. 2% ,均达到显著性水平。地

上部氮含量以 NH4NO3处理的最高, NH+
4 处理次之,

而根系以NO-
3 处理氮含量最高。可见,铵硝混合营

养液有利于氮的吸收、运输和转化,纯硝营养下氮素

向地上部转运速度较慢。

2. 2. 2 � 游离铵和硝含量 � � 水稻作物中游离铵和
硝的分配部位不一样,铵主要分布在地上部, 硝主要

在根系(图 2B, 图 2C)。恢复供氮 4 d, 水稻叶片和

根系的游离铵含量显著高于缺氮处理, 且铵和硝铵

混合处理的水稻游离铵含量高,叶片分别为N 292和

301 �g g
- 1

,根系分别为 N 72和55 �g g
- 1

,比缺氮处

理高 3倍左右;硝态氮处理的水稻叶片和根系游离

铵含量比缺氮处理高 2倍左右。由于供铵的缘故,

铵和硝铵混合处理的水稻游离铵含量显著高于单一

硝处理(图 2B)。缺氮 7 d后,水稻植株中硝酸盐已

经完全同化,持续缺氮和恢复供单一铵作为氮源 4 d

在根系和叶片中没有游离的硝(图 2C)。水稻生长

在有硝的营养介质中,根系和叶片中检测到游离硝,

且根系显著高于叶片, 而且 NO
-
3 处理的水稻, 根系

游离硝的含量是叶片的 2. 4倍,而 NH4NO3处理的为

1. 7倍。

2. 3 � 恢复供氮后对水稻关键酶活性的影响
恢复供应不同形态氮素与缺氮处理相比, 叶片

谷氨酰胺合成酶( GS)活性无显著差异 (图 3A) , 在

81. 2~ 84. 1( GHA mmol g- 1h- 1)之间。在铵营养的

介质中根系GS活性显著增加, 且以 NH4NO3处理的

最高。可见在铵的基础上增加硝营养, 可以提高 GS

图 2� 氮饥饿水稻恢复供氮 4d叶片和根系和总氮、铵

态氮和硝态氮含量

Fig. 2� Contents of total N, ammonium N and nitrate N of N

starved rice plants 4 days after N supply was resumed
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活性,提高氮的同化能力,从而使得混合营养液处理

的水稻总氮含量显著高于硝处理的水稻。

硝酸还原酶( NR)是植物 N 代谢关键步骤硝酸

盐同化中的限速酶, 它是一种诱导酶,所以缺氮处理

无法测定出 NR,而且硝酸盐主要在地上部同化,叶

片NR显著高于根系(图 3B)。叶片以 NH4NO3处理

的NR活性最高, 为 41. 1( NO-
2 �g g- 1 h- 1) , 分别比

硝和铵处理NR的高 3. 3倍和 6. 5倍;根系 NR活性

很低,为 0. 61~ 2. 65( NO
-
2 �g g

- 1
h

- 1
) ,以 NO3处理

的NR最高。

图 3 � 氮饥饿水稻恢复供氮 4d 叶片和根系的谷氨酰胺合成酶和硝酸还原酶活性

Fig. 3 � Activities of glutamine synthetase ( GS) and nitrate reductase ( NR) in leaves and roots of N starved rice plants 4 days

after N supply was resumed

2. 4 � 恢复供氮后对水稻叶片叶绿素和光合色素的影响

众所周知, 缺氮导致叶绿素含量下降, 叶片发

黄。本实验的结果亦表明停止供氮 7 d后, 水稻叶

片已表现出明显的缺氮症状。恢复供氮 4 d后,水

稻叶片变绿,而且在含有铵的营养介质中水稻叶片

的叶色明显比单一硝营养的叶色绿且深, 与其叶绿

素总量表现一致,以NH+
4 处理的最高, 供应 NH4NO3

次之, NO
-
3 营养的最低。但恢复不同形态氮,光合色

素的变化与总叶绿素的变化不尽一致。与缺氮处理

比较, 恢复供氮叶绿素 a、b 含量均增加。在含有

NH
+
4 的营养液中, 叶绿素 a 增加较多, 但 NH

+
4 作为

单一氮源时,叶绿素 a 却低于 NH4NO3处理的水稻;

而叶绿素 b 含量在 NH+
4 处理下增加最多, 次之为

NO-
3 处理,增加最少的为 NH4NO3处理, 且与缺氮处

理间没有显著性差异 (图 4)。叶绿素 a/ b 值以

NH4NO3处理最大,次之为单一NO
-
3 处理, 单一NH

+
4

处理最小。这主要是由于单一的 NH
+
4 处理下叶绿

素b 增加较多,而在铵硝混合营养下叶绿素 a 增加

最多,而叶绿素 b增加最少所致。

2. 5 � 叶片氮素与光合色素的关系
由表 2可知,叶片中总氮含量与铵态氮的含量

呈极显著的正相关关系, 相关系数为 0. 976* * ;叶绿

� �

素 a和 b又决定了总叶绿素的含量, 与叶绿素总量

均达到极显著正相关, 相关系数分别为 0. 902* * 和

0. 861* * , 同时叶绿素 a 和 b间也存在显著正相关

关系,说明它们有一致的变化趋势。已有研究表明,

氮素与叶绿素含量有密切的关系
[ 22, 23]

。本实验结

果表明,叶绿素总量、叶绿素 a与总氮量以及叶片中

铵态氮含量均显著相关, 相关系数在 0. 520* ~

0. 557
*
之间。由此看来,叶绿素 a 含量的高低对植

物氮代谢的关系更为紧密。

图 4� 氮饥饿水稻恢复供氮 4d 叶片的叶绿素 a, b和总

叶绿素的含量

Fig. 4� Contents of chlorophyll a and b, and total chlorophyll of N

starved rice leaves 4 days after N supply was resumed
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表 2� 水稻叶片氮含量和叶绿素间的相关系数 r1)

Table 2� Correlation coefficients between nitrate content and chlorophyll content in rice leaves

项目

Items

总氮

Total N

硝态氮

Nitrate N

铵态氮

Ammonium N

叶绿素 a

Chlorophyll a

叶绿素 b

Chlorophyll b

叶绿素总量

Total chlorophyll

总氮 Total N 1

硝态氮 Nitrate N 0. 122 1

铵态氮 Ammonium N 0. 976* * 0. 257 1

叶绿素 a Chlorophyll a 0. 545* 0. 016 0. 529* 1

叶绿素 b Chlorophyll b 0. 357 - 0. 011 0. 394 0. 557* 1

叶绿素总量 Total chlorophyll 0. 520* 0. 002 0. 528* 0. 903* * 0. 861* * 1

� � 1) n= 16, r 0. 05= 0. 482, r 0. 01= 0. 606

3 � 讨 � 论

氮素是叶绿体、蛋白质的主要构成成份, 与水稻

的生长和发育密切相关, 限制着水稻的产量和品质。

已有研究表明, 铵硝混合营养可增加不同基因型水

稻叶片中叶绿素含量和促进光合系统活力, 提高叶

片光合速率,促进水稻生物量的增加
[ 24, 25]

。本研究

表明, 水稻缺氮促进根系生长, 增加根冠比, 恢复供

不同无机氮4 d,地上部鲜重以硝酸铵处理增加的最

多,供铵抑制根系生长,降低根冠比。

氮的吸收和积累表明植物利用氮的能力和有效

性。本研究结果表明,铵硝混合营养,铵和硝同时进

入水稻根系,铵盐的存在促进了硝的同化,根系中游

离铵和全氮含量均较高, 同时有硝的存在,也促进了

铵和硝向地上部的转运, 所以铵硝同时供应增加了

植物总氮积累; 而单一的 NO-
3 营养下叶片中硝的含

量显著高于混合营养。正如Kronzucker 等[ 26]研究的

认为,铵的存在抑制了根系对硝的吸收,也直接会影

响地上部硝的含量。相对于单一的铵而言, 增硝营

养又促进了铵的吸收转运, 所以根系铵态氮的含量

显著低于纯铵处理, 叶片游离铵含量略高于纯铵营

养,而根系和叶片总氮含量之和却显著比纯铵处理

高。

叶绿素含量高低是影响光合作用强度的主要因

素之一。缺氮导致叶绿素含量下降, 恢复供铵态氮

于氮饥饿的水稻,叶片总叶绿素含量显著增加,但光

合色素中叶绿素 b 则以硝酸铵处理的最低, 导致叶

绿素 a/ b 是铵硝混合营养的最高, 铵处理的最低。

原因是叶绿素 a、b与叶绿素总量均存在极显著的正

相关关系,共同决定了总叶绿素含量的水平, 而叶绿

素b的含量主导叶绿素 a/ b 比值的变化
[ 27]
。虽然

� �

单一的铵营养下叶绿素含量最高, 但其会引起单位

叶绿素的光合效率下降,而使植株生长下降[ 10]。

硝酸还原酶( NR)是硝酸盐同化步骤中的第一

个酶,也是氮同化过程中的限速酶[ 28] , 而且 NR 是

一种诱导酶, 硝酸盐的存在强烈诱导了 NR 基因的

表达[ 29]。但 Leleu 等[ 17]在研究不同氮源对油菜苗

期NR影响发现,根部 NR活性依赖于体内硝酸盐浓

度, 而地上部NR活性与体内硝酸盐的浓度无关, 在

铵培养的条件下, 地上部 NR 活性比单一的硝营养

高的多。戴廷波研究认为[ 30] , 在 NO-
3 进入细胞质

后,不仅可以诱导 NR 的合成, 而且对其有稳定作

用; 此外, 在增铵的作用下,可以更大地提高 NR 的

活性。本研究结果表明, 供应不同的无机氮源均检

测到 NR的活性, 只是根系的远远低于地上部。而

且在根系 NR的活性与体内 NO-
3 的浓度密切相关,

叶片 NR活性则是硝酸铵处理的最高, 比单一硝处

理的高 3 倍以上, 铵处理的叶片 NR活性最低。这

与戴廷波等在小麦上的研究结果[ 30]一致, 而与在油

菜叶片NR活性反应不尽一致[ 17] , 可能是物种不同

所致。正如根系和叶片的 NR总活性差异所示(图

3B) ,水稻体内硝态氮的还原主要是在地上部进行,

本研究的结果反映铵态氮供应的确提高了硝酸盐的

还原能力(加铵与无氮相比; 硝酸铵与纯硝相比) ,这

可能在很大程度上反映了增铵提高氮素利用效率的

生理机制。

谷氨酰胺合成酶( GS)是处于氮代谢中心的多

功能酶,既可以参与氨的同化, 合成氨基酸及蛋白

质,而且对过量的铵有解毒的作用[ 31]。GS有二种

同功酶, GS1和 GS2。相比较 GS2而言, GS1的生理

角色和调控特征是更复杂的, 它在根部和地上部均

有表达, 具有组织特异性,受光、无机氮、氨基酸和可

溶性碳水化合物的调控
[ 32, 33]

。氮饥饿的水稻恢复

� �
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供氮 4d,叶片谷氨酰胺合成酶活性处理间差异较小

(图 3)。与单一 NO-
3 营养相比,水稻根系 GS 活性在

含有铵的营养介质显著增加, 而且在铵硝混合营养

下增加最多。已有研究表明, 水稻 GS1 基因 Os�
GLN1 ;1 和OsGLN1 ; 2 类似于拟南芥的GLN1 ; 1 和

GLN1 ; 4 ,是高亲和基因,铵浓度高时, 抑制它们的表

达[ 33]。所以在有硝存在的营养介质中, 水稻根系游

离铵态氮比纯铵营养下低, 从而增加了根系 GS活

性,提高了水稻对氮的同化和利用能力。植株地上

部对 NH+
4 耐性较高, GS在不同形态氮营养下保持

稳定的状态,另外, NH+
4 的同化也存在其他同化酶如

谷氨酸脱氢酶( GDH)参与[ 30]。

综合上述, 铵硝混合营养提高了氮的吸收、同化

和运转,但引起这些生理变化的分子机制还不清楚。

水稻作为单子叶模型植物, 全基因序列已经被测序

完成[ 34] ,所以利用分子生物学的知识研究不同氮源

和状态对基因表达的整体调控,寻找影响氮素营养

的关键的调控元件, 通过转基因技术和反向遗传学

途径鉴定其可能的功能和对其他基因的调控作用,

将是今后研究的主要目标。
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PHYSIOLOGICAL MECHANISMS IN UPTAKE AND USE OF DIFFERENT FORMS OF

NITROGEN BY NITROGEN STARVED RICE CROP

Li Baozhen � Xin Weijie � Xu Guohua
�

( College of Resources and Environmental Science , NanjingAgricultural University , Nanjing � 210095, China)

Abstract � This hydroponics experiment studied the differences in use of different forms of nitrogen (N) by starved rice crop

( Oryza sativa L. ssp. Japonica cv. Wuyunjing 7 # ) . Re�supply of N stimulated growth of shoot but decreased biomass accu�
mulation of roots, particularly by the single form of ammonium. In comparison to either ammonium or nitrate alone, mixture sup�
ply of the two forms of N increased total N uptake and translocation of N to shoot as well as activation of glutamine synthetase in

the roots and nitrate reductase in the leaves. Concentration of total chlorophyll, particularly chlorophyll a in the ammonium sup�
plied leaves was significantly higher than that nitrate supplied leaves. It suggests that balanced supply of both ammonium and ni�
trate through rational management of water and fertilization could improve both uptake and use efficiency of N by rice crop.

Key words � Rice; Ammonium; Nitrate; Nitrate reductase (NR) ; Glutamine synthetase (GS) ; Chlorophyll
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