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[摘要] 　 硝酸盐(ＮＯ－３)是茶树生长发育的主要氮源之一ꎬ其供应变化直接影响氮代谢稳态及品质形成. 为解析茶

树响应 ＮＯ－３ 缺乏的分子机制ꎬ本研究以“龙井 ４３”为材料ꎬ设置 ０~１２ ｈ时间梯度处理ꎬ结合生理指标测定、转录组

测序与 ｑＰＣＲ验证ꎬ系统解析其时间动态响应机制. 结果显示ꎬ茶树在短时 ＮＯ－３ 缺乏胁迫下ꎬ叶片 Ｆｖ / Ｆｍ值与游离

氨基酸含量显著下降ꎬ根系 ＮＯ－３ 与 ＮＨ
＋
４ 含量同步减少ꎬ表明其光合能力与氮素代谢受限. 转录组分析进一步筛选

到 ２４０７个差异表达基因(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎬＤＥＧｓ)ꎬＧＯ和 ＫＥＧＧ富集分析显示其主要富集于碳水化合

物代谢、胁迫响应、苯丙烷与黄酮合成、植物激素及 ＭＡＰＫ等信号通路. ＣｓＮｉＲ和 ＣｓＮＰＦ５.７硝酸还原与转运相关基

因持续下调ꎬ暗示初级氮同化通路受阻ꎻ而 ＣｓＧＤＨ２.１和 ＣｓＡＳ表达显著上调ꎬ提示茶树可能通过优化碳氮代谢与信

号调控以实现快速适应. 本研究揭示了茶树在 ＮＯ－３ 缺乏胁迫下的分子调控模式ꎬ为茶树氮高效利用机制解析与功

能基因挖掘提供理论基础.
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茶树(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)作为重要的多年生经济作物ꎬ其生长发育对氮、磷、钾等营养元素具有较高的

需求ꎬ其中氮素是茶树重要的矿质营养元素之一. 氮素广泛参与核酸、蛋白质、叶绿素等基础物质的合

成[１]ꎬ同时也是新梢生长与干物质积累的关键限制因子. 在缺氮条件下ꎬ茶树通常表现出叶片黄化、厚度

下降、光合能力减弱等典型症状[２]ꎬ并伴随着叶绿素和蛋白质含量的减少[３]、脂质过氧化增强及膜结构损

伤ꎬ从而严重抑制其生长与品质形成.
在自然生态系统中ꎬ植物可利用氮素形态常随环境条件发生波动ꎬ这一特点已在不同栽培环境与森林

生态系统中得到证实[４] . 硝酸盐(ＮＯ－３)是植物最主要的无机氮素来源ꎬ而氮素供应的波动性意味着植物

需要通过精细的调控机制维持氮代谢稳态[５] . 植物通过氮素循环获取氮源的过程主要包括生物固氮、硝
酸盐的吸收与还原以及氨的同化等步骤[６]ꎬ具体而言ꎬ植物首先依赖硝酸盐转运蛋白(Ｎｉｔｒａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒꎬ
如 ＮＲＴ１.１和 ＮＲＴ２.１)将硝酸盐从外部环境转运入细胞ꎻ随后ꎬ在硝酸还原酶(Ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬＮＲ)和亚

硝酸还原酶(Ｎｉｔｒｉｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬＮｉＲ)的协同催化下ꎬ硝酸盐依次被还原为亚硝酸盐和氨ꎻ最终ꎬ氨通过谷氨

酰胺合成酶(Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅꎬＧＳ)和谷氨酸合成酶(Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ α￣ｏｘｏｇｌｕｔａｒａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅꎬＧＯＧＡＴ)
共同构成的 ＧＳ / ＧＯＧＡＴ循环ꎬ同化为谷氨酰胺和谷氨酸ꎬ为其他氨基酸和其他含氮代谢物的合成提供氮

骨架[７] . 氮素的吸收、转运与同化依赖于高度协调的多级代谢通路[８]ꎬ其调控过程涉及包括转录调控、信
号传导和代谢反馈在内的复杂基因表达网络[９] . 然而ꎬ关于茶树在硝态氮限制条件下如何动态调节相关

基因表达以维持氨基酸代谢稳态的分子机制ꎬ目前仍未得到系统阐明.
近年来ꎬ关于茶树氮素吸收与代谢调控的分子机制研究逐步深入ꎬ已有学者围绕硝酸盐吸收、氨基酸合

成及品质代谢物调控等关键环节展开研究. 在氮源识别与吸收方面ꎬ研究表明茶树根和嫩叶在不同氮源(低
氮、有机氮、适氮)处理数小时后即出现大量基因差异表达. 其中ꎬ茶树 ＮＲＴ成员 ＣｓＮＲＴ２.４与 ＣｓＮＲＴ２.５在低

氮条件下明显上调ꎬＮｉＲ 成员 ＣｓＮｉＲ 在低氮和适氮处理中均增强ꎬ提示硝酸盐吸收与还原过程受精细调

控[１０] . 在茶树硝酸盐转运肽家族(Ｎｉｔｒａｔｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ １ / ｐｅｐｔｉｄｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｆａｍｉｌｙꎬＮＰＦ)中ꎬ部分基因(如
ＣｓＮＰＦ２.１２、ＣｓＮＰＦ４.１、ＣｓＮＰＦ４.８)在缺氮条件下显著诱导ꎬ并定位于质膜ꎬ可能作为 ＮＯ－３跨膜转运蛋白参与氮

信号感知[１１] . 在氨同化与氨基酸代谢环节ꎬ谷氨酸(Ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄꎬＧｌｕ)代谢途径被证实在茶树氮响应中占主

导地位. 其中 ＮＨ＋４ ￣Ｎ与乙酰胺氮可显著促进通路活性ꎬ而 ＮＯ－３ ￣Ｎ与缺氮处理反应较弱ꎬＣｓＡｌａＤＣ(乙胺合成关

键酶基因)、ＣｓＴＳＩ(茶氨酸合成酶基因)、ＣｓＧＳ与 ＣｓＧＯＧＡＴｓ 为其关键调控基因[９] . 在氮素分配及品质代谢物

调控层面ꎬ蛋白组与转录组联合分析显示ꎬ茶氨酸主要富集于根部并随氮素供给增加而升高. 缺氮时植株通

过激活谷氨酸脱氢酶等途径维持谷氨酸合成并重塑品质代谢ꎬ同时 ｍｉＲ１５６ 等 ｍｉＲＮＡ 负调控 ＧＯＧＡＴ 与

ＳＡＭＤＣ(Ｓ￣Ａｄｅｎｏｓｙｌｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅꎬＳ－腺苷甲硫氨酸脱羧酶)等关键基因ꎬ提示氮响应与次级代谢存

在协同调控[１２] . 在整合调控网络层面ꎬＺｈａｎｇ 等[１３]通过共表达分析构建了 １６个与氮代谢相关的模块ꎬ其中

“ｔｕｒｑｕｏｉｓｅ”模块对低氮高度敏感ꎬ模块内包含 １ １５０个与氮代谢相关的候选基因ꎬ包括铵转运蛋白与硝酸还

原酶等ꎬ为系统解析茶树根系氮响应机制提供了潜在基因资源. 尽管已有研究在茶树氮素胁迫响应的特定环

节和关键基因层面取得一定进展ꎬ但整体上仍多聚焦于单一时间点或局部代谢路径ꎬ缺乏对根系在缺氮胁迫

下动态调控过程的系统性认知. 尤其是在硝酸盐吸收、转运与下游氨基酸代谢等关键过程中ꎬ功能基因间的

共表达关系与调控网络尚未被系统解析. 为填补这一空白ꎬ本文以茶树品种“龙井 ４３”为研究材料ꎬ设置硝酸

盐缺乏条件下的时间梯度处理ꎬ结合生理指标监测、转录组测序与关键基因表达验证ꎬ系统解析根系对硝态

氮胁迫的动态响应特征ꎬ构建涵盖硝酸盐吸收、氨基酸代谢与转录调控的表达网络. 该研究有助于深化对茶

树氮素代谢调控机制的理解ꎬ并为后续功能验证及高效氮素利用相关基因的挖掘提供理论支撑.

１　 材料与方法

１.１　 试验材料和处理

将一年生“龙井 ４３”茶树幼苗采用水培方式栽培于装有标准营养液的 ５ Ｌ黑色塑料桶中ꎬ于人工气候

培养室内生长. 培养条件设定为光 /暗周期各 １２ ｈ、温度(２４±２)℃、相对湿度 ６０％±１０％. 茶苗先以蒸馏水

培养 ７ ｄꎬ随后转入 １ / ２浓度营养液培养 ７ ｄꎬ最后转入全浓度标准营养液培养 ２１ ｄ. 标准营养液配置方法

参考 Ｌｉ等[１４] . 预培养结束后ꎬ待新生根形成ꎬ选取根系表型一致的幼苗进行硝酸盐处理. 硝酸盐缺乏处理

组(Ｔ组)采用 １ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌ替换 １ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＯ－３ꎬ设置 ３个时间点(２ ｈ、６ ｈ和 １２ ｈ)ꎬ每个时间点采集根系

—８８—
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样品ꎬ分别命名为 Ｔ２、Ｔ６ 和 Ｔ１２. 对照组(Ｃ 组)使用标准营养液配方培养ꎬ在相同时间点采集根系样品并

分别命名为 Ｃ０、Ｃ２、Ｃ６和 Ｃ１２ꎬ每组设 ３个生物学重复. 所有样品采集后立即液氮速冻ꎬ并保存于－８０ ℃
超低温冰箱ꎬ用于后续转录组测序与荧光定量 ＰＣＲ验证.
１.２　 生化成分含量测定

参考中华人民共和国国家标准 ＧＢ / Ｔ ８３１３—２０１３ 的方法测定游离氨基酸的含量ꎻ靛酚蓝比色法测定

铵态氮含量[１５]ꎻ水杨酸法测定硝态氮含量[１６] . 使用 Ｈａｎｄｙ ＰＥＡ 植物效率分析仪(Ｈａｎｓａｔｅｃｈꎬ英国)对芽下

第二叶 Ｆｖ / Ｆｍ值(最大光化学效率)进行测定ꎬ每个生物学重复使用 ５ 片叶片进行测量ꎬ每个样本进行 ３
次技术重复ꎬ以确保结果准确性ꎬ并使用植物叶绿素ꎬ荧光表型仪 Ｐｌａｎｔ ＥｘｐｌｏｒｅｒＰＲＯ＋(Ｐｈｅｎｏｖａｔｉｏｎꎬ荷兰瓦赫

宁根)采集叶片的叶绿素荧光图像.
１.３　 ＲＮＡ 提取、测序与数据处理

使用天根多糖多酚植物总 ＲＮＡ提取试剂盒分离提取茶树根尖总 ＲＮＡ. 经检测合格后构建文库ꎬ并在

Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ２５００平台进行双端测序(上海派森诺生物科技股份有限公司) . 原始 ｒｅａｄｓ经过接头及低质

量序列过滤后获得 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓꎬ以舒茶早基因组为参考[１７]进行比对ꎬ利用 ＨＴＳｅｑ 统计各样品基因表达量ꎬ
并以 ＦＰＫＭ表示[１８]ꎻ根据 ｑ 值<０.００５ 且 ｜ ｌｏｇ２(Ｆｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅ) ｜ >１ 的标准筛选差异表达基因(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎬＤＥＧｓ) .
１.４　 差异基因富集分析

基于筛选得到的差异表达基因及转录组注释数据ꎬ使用 ＴＢｔｏｏｌｓ对差异基因进行 ＧＯ和 ＫＥＧＧ富集分

析ꎬ并利用微生信平台(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｏｍｉｃｓｈａｒｅ.ｃｏｍ / )和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ １０.１.２软件绘制气泡图和柱状图ꎬ
进行可视化.
１.５　 荧光定量 ＰＣＲ 验证

以“１.２”中的方法提取出的 ＲＮＡ 为模板ꎬ用诺唯赞 ＨｉＳｃｒｉｐｔ ® ＩＩ Ｑ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ( ＋ｇＤＮＡ
ｗｉｐｅｒ)试剂盒逆转录成 ｃＤＮＡꎬ作为荧光定量 ＰＣＲ 的模板. 以茶树 β￣ａｃｔｉｎ 基因为内参ꎬ使用 ＴＲＡＮ(全式

金)ＰｅｒｆｅｃｔＳｔａｒｔ ® Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 试剂盒进行荧光定量 ＰＣＲ 分析ꎬ反应体系为:２ｘＰｅｒｆｅｃｔＳｔａｒｔ ®
Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ５ μＬꎬ上下游引物各 ０. ２ μＬꎬｃＤＮＡ 模板 ０. ８ μＬꎬＵｎｉｖｅｒｓａｌ Ｐａｓｓｉｖｅ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ
０.２ μＬꎬ加水至终体系 １０ μＬ. 采用两步法反应程序:９５ ℃预变性 ３０ ｓꎻ９４ ℃变性 ５ ｓꎻ６０ ℃退火延伸 ３０ ｓꎬ
４０个循环. 采用 ２－ΔΔＣｔ分析方法计算基因的相对表达量. 引物序列见表 １.

表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

基因名称 基因编号 正向引物(５′~３′) 反向引物(５′~３′)

β￣ａｃｔｉｎ ＣＳＳ０００８９２０ 　 　 ＣＴＴＣＣＴＣＡＴＧＣＴＡＴＣＣＴＣＣＧＴＣＴＴ 　 　 ＡＴＴＴＣＣＣＧＴＴＣＡＧＣＡＧＴＧＧＴＧ
ＣｓＮｉＲ ＣＳＳ００３８１４５ 　 　 ＡＡＧＴＴＴＴＣＧＣＣＣＧＡＧＣＣＡ 　 　 ＴＡＣＣＣＧＣＣＴＣＴＣＣＡＣＣＴＣ
ＣｓＮＲ１.５ ＣＳＳ００１６２１８ 　 　 ＧＧＧＧＣＧＧＡＴＣＡＧＴＴＣＧＡＣ 　 　 ＧＣＣＣＡＣＡＴＴＣＣＴＣＣＧＴＣＣ
ＣｓＮＰＦ５.７ ＣＳＳ００１２１３１ 　 　 ＴＴＧＴＧＧＧＣＴＣＴＴＧＣＴＣＧＧ 　 　 ＴＣＣＧＧＣＡＣＴＣＴＧＴＡＣＣＧＡ
ＣｓＮＰＦ５.１５ ＣＳＳ００４０１４７ 　 　 ＧＡＣＣＡＣＣＴＣＡＣＴＧＣＣＣＡＣ 　 　 ＧＣＣＣＣＧＡＴＧＧＴＣＧＡＧＡＴＧ
ＣｓＮＰＦ６.１ ＣＳＳ００３７１１３ 　 　 ＣＣＣＴＣＣＡＡＣＣＧＣＣＣＡＡＡＴ 　 　 ＣＧＧＡＡＣＣＧＡＡＣＣＣＣＧＡＡＡ
ＣｓＡＡＰ７ ＣＳＳ０００８９５８ 　 　 ＴＧＧＧＴＧＴＧＧＡＧＴＣＧＣＣＴＡ 　 　 ＡＣＡＴＧＡＡＧＣＣＴＣＧＴＧＣＣＣ
ＣｓＬＨＴ５ ＣＳＳ００３３０５２ 　 　 ＣＴＴＧＧＣＴＧＧＡＣＴＴＧＧＧＧＧ 　 　 ＧＣＴＧＴＡＧＣＧＡＧＴＣＣＣＡＧＧ
ＣｓＧＤＨ２.１ ＣＳＳ００３４４５４ 　 　 ＣＣＣＧＣＡＣＣＡＧＡＴＡＴＧＧＧＧ 　 　 ＣＣＧＧＴＣＡＣＡＡＣＡＧＣＴＧＧＴ
ＣｓＡＳ ＣＳＳ００２２９０９ 　 　 ＴＴＧＧＧＴＴＧＣＴＣＣＧＡＣＧＡＣ 　 　 ＴＧＣＣＡＧＣＣＧＴＴＧＡＴＧＴＧＴ

ＣｓＧＡＴＡ１３ ＣＳＳ００４４５１９ 　 　 ＣＴＣＴＧＧＡＧＡＧＴＣＧＧＣＣＣＴ 　 　 ＡＣＣＣＡＧＡＡＧＴＧＣＣＣＴＣＣＴ

１.６　 数据分析

实验数据采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６、ＳＰＳＳ、Ｇｒａｐｈａｄ Ｐｒｉｓｍ １０.１.２等软件进行统计分析与差异显著性检验.

２　 结果与分析

２.１　 茶树对硝酸盐缺乏的生理响应特征

为进一步验证短时硝酸盐缺乏处理的生理效应及其对茶树的早期胁迫响应是否显著ꎬ本研究同步监

测了处理过程中的部分表型与关键生理参数. 结果显示ꎬ缺硝态氮胁迫下茶树叶片 Ｆｖ / Ｆｍ 值持续下降ꎬ
—９８—
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１２ ｈ 时显著低于对照组ꎬ表明光合系统 ＩＩ 最大光化学效率受损ꎬ茶树光合能力显著降低(图 １Ａꎬ１Ｂ) . 同
时ꎬ叶片游离氨基酸含量显著下降ꎬ反映出氮素同化水平下降ꎬ氨基酸合成受限(图 １Ｃ) .

在根系代谢层面ꎬ处理组茶树根系 ＮＯ－３ 含量在 ６ ｈ后明显下降ꎬ１２ ｈ 时含量显著低于对照组ꎬ提示缺

硝态氮处理有效切断了外源 ＮＯ－３ 供应ꎬ根系硝酸盐储量快速耗竭(图 １Ｄ) . 同时ꎬ根系 ＮＨ＋４ 含量也在 １２ ｈ
时显著下降ꎬ说明在外源 ＮＯ－３ 缺失情况下ꎬ根系整体无机氮供应受限(图 １Ｅ) .

　 　 Ａ.叶片 Ｆｖ / Ｆｍ荧光成像ꎻＢ.叶片 Ｆｖ / Ｆｍ值ꎻＣ.叶片游离氨基酸含量ꎻＤ.根系硝酸盐(ＮＯ－３ )含量ꎻＥ.根系铵态氮(ＮＨ＋４ )含量ꎻ各数据

为(均值±标准误)(ｎ＝ ３)ꎬ∗表示 Ｐ<０.０５ꎬ∗∗表示 Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗表示 Ｐ<０.００１( ｔ检验) .
图 １　 茶树在硝酸盐缺乏胁迫下的生理响应特征

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｆ ｔｅａ ｐｌａｎｔｓ ｔｏ ｎｉｔｒａｔｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

２.２　 转录组测序质量

原始数据经过质控处理(过滤剔除带接头片段和低质量碱基片段)后ꎬ获得高质量测序读数. 如表 ２
所示ꎬ所有检测样本 Ｑ３０碱基百分比均高于 ９１.６％ꎬ说明测序数据的质量较好ꎬ可信度高ꎬ充分满足后续分

析要求.
表 ２　 缺硝态氮条件下茶树叶片的转录组测序数据统计

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄａｔａ ｏｆ ｔｅａ ｔｒｅｅ ｌｅａｖｅｓ ｕｎｄｅｒ ｎｉｔｒａｔｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

样品 序列数 碱基总数 Ｑ３０ Ｎ / ％ Ｑ２０ / ％ Ｑ３０ / ％

Ｃ０－１ ４３ ９０６ ９４０ ６ ６２９ ９４７ ９４０ ６ １３５ ４８４ １７１ ０.００１ ９２０ ９７.２４ ９２.５４
Ｃ０－２ ５１ ６５９ ２５６ ７ ８００ ５４７ ６５６ ７ ２３１ ４６９ ３７４ ０.００１ １０６ ９７.２０ ９２.７０
Ｃ０－３ ４５ ７１６ ０９４ ６ ９０３ １３０ １９４ ６ ３３２ ０５８ ６５９ ０.００１ ９７７ ９６.７７ ９１.７２
Ｃ２－１ ４３ ２１４ ９２４ ６ ５２５ ４５３ ５２４ ６ ０２９ ４２３ ７４９ ０.００１ ９２ ９７.１６ ９２.３９
Ｃ２－２ ４５ ４５５ ３８４ ６ ８６３ ７６２ ９８４ ６ ３８３ ５１０ ３４９ ０.００１ ９７４ ９７.４２ ９３.００
Ｃ２－３ ５０ １３０ ７００ ７ ５６９ ７３５ ７００ ６ ９５５ ３８４ ８４３ ０.００１ ９０５ ９６.９３ ９１.８８
Ｃ６－１ ３９ ６７９ ４２２ ５ ９９１ ５９２ ７２２ ５ ５５０ ２２６ ５６４ ０.００１ ０８８ ９７.２３ ９２.６３
Ｃ６－２ ４３ ２３９ ０６８ ６ ５２９ ０９９ ２６８ ６ ００２ ０２６ ８９０ ０.００１ ０７６ ９６.９ ９１.９２
Ｃ６－３ ３７ ５１９ １３８ ５ ６６５ ３８９ ８３８ ５ １９４ ５３６ ４２８ ０.００１ ０７６ ９６.７９ ９１.６８
Ｃ１２－１ ４３ ２１４ ９２４ ６ ５２５ ４５３ ５２４ ６ ０２９ ４２３ ７４９ ０.００１ ９２ ９７.１６ ９２.３９
Ｃ１２－２ ４５ ４５５ ３８４ ６ ８６３ ７６２ ９８４ ６ ３８３ ５１０ ３４９ ０.００１ ９７４ ９７.４２ ９３.００
Ｃ１２－３ ５０ １３０ ７００ ７ ５６９ ７３５ ７００ ６ ９５５ ３８４ ８４３ ０.００１ ９０５ ９６.９３ ９１.８８
Ｔ２－１ ４０ ０７５ ４１０ ６ ０５１ ３８６ ９１０ ５ ５９７ ９７５ ２１９ ０.００１ ９２６ ９７.１９ ９２.５０
Ｔ２－２ ３８ ７６１ ５５４ ５ ８５２ ９９４ ６５４ ５ ３８１ ４８３ ５９１ ０.００１ ０９４ ９６.８９ ９１.９４
Ｔ２－３ ３６ ７８３ ０７２ ５ ５５４ ２４３ ８７２ ５ ０９１ ５９２ ４１３ ０.００１ １０７ ９６.７８ ９１.６７
Ｔ６－１ ４２ ４２９ ６２２ ６ ４０６ ８７２ ９２２ ５ ９５０ ９３９ ８６９ ０.００１ ９２４ ９７.３０ ９２.８８
Ｔ６－２ ３９ ８０４ ４８０ ６ ０１０ ４７６ ４８０ ５ ５５８ ５７４ ６１７ ０.００１ ９２１ ９７.１９ ９２.４８
Ｔ６－３ ４１ １２８ ８３６ ６ ２１０ ４５４ ２３６ ５ ７３５ ０１２ ８６５ ０.００１ ９１７ ９７.１０ ９２.３４
Ｔ１２－１ ４５ ９５６ ３５６ ６ ９３９ ４０９ ７５６ ６ ４４４ ３７４ １４５ ０.００１ ３０２ ９７.３０ ９２.８６
Ｔ１２－２ ４２ １８３ ７３０ ６ ３６９ ７４３ ２３０ ５ ８９２ ８７８ ５４５ ０.００１ ９１６ ９７.２１ ９２.５１
Ｔ１２－３ ４２ １０３ ９１２ ６ ３５７ ６９０ ７１２ ５ ８９７ ８９２ １２８ ０.００１ ９２ ９７.２９ ９２.７６
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２.３　 差异基因分析

考虑到对照组数据的一致性ꎬ采用 Ｃ０、Ｃ２、Ｃ６、Ｃ１２样本数据平均值ꎬ作为整体对照组数据(ＣＫ)ꎬ用于

后续分析. 根据筛选标准 ｑ值<０.００５＆ ｜ ｌｏｇ２(Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ) ｜ >１ꎬ共筛选出 ２ ４０７ 条差异表达基因(ＤＥＧｓ)
(图 ２Ａ)ꎬ其中ꎬＴ２ ｖｓ ＣＫ共有 ９４９个差异基因(上调 ７６３个ꎬ下调 １８６个)ꎻＴ６ ｖｓ ＣＫ共有 ２ ２７６个差异基因

(上调 １ ３０３个ꎬ下调 ９７３个)ꎻＴ１２ ｖｓ ＣＫ共有 ２ ２４７个差异基因(上调 １ ２６２个ꎬ下调 ９８５个) . 下调基因逐

渐增多ꎬ表明茶树对缺硝态氮胁迫的适应是一个动态过程. 从图 ２Ｂ 和图 ２Ｃ 可看出ꎬ在缺硝态氮的过程

中ꎬ共有 ６２２个基因在 ２ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ ３个时间点同时表达上调ꎬ共有 １４０个基因在 ２ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ ３个时间点

同时表达下调.

　 Ａ.不同时间点差异基因表达量热图ꎻＢ.Ｔ２ ｖｓ ＣＫ、Ｔ６ ｖｓ ＣＫ、Ｔ１２ ｖｓ ＣＫ的差异基因上调韦恩图ꎻＣ.Ｔ２ ｖｓ ＣＫ、Ｔ６ ｖｓ ＣＫ、
Ｔ１２ ｖｓ ＣＫ的差异基因下调韦恩图.

图 ２　 茶树缺硝态氮过程中差异表达基因的分析

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ(ＤＥＧｓ) ｉｎ ｔｅａ ｐｌａｎｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ｎｉｔｒａｔｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

２.４　 差异基因 ＧＯ 富集分析

为进一步明确茶树根系在硝态氮缺失胁迫条件下的功能响应机制ꎬ本研究对 ＤＥＧｓ 进行了 ＧＯ 富集

分析. 筛选出富集显著的前 ３０个 ＧＯ条目ꎬ按照生物过程(ＢＰ)、细胞组分(ＣＣ)和分子功能(ＭＦ)３个维度

进行分类汇总ꎬ并以柱状图形式展示 ＤＥＧｓ 在各 ＧＯ 分类中的分布情况ꎬ结果如图 ３ 所示. 在显著富集的

３０个条目中ꎬ生物过程(ＢＰ)相关条目占 １０ 项ꎬ其中碳水化合物代谢过程(Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｃｅｓｓꎬ
ＧＯ:０００５９７５)和响应脱落酸(Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ａｂｓｃｉｓｉｃ ａｃｉｄꎬＧＯ:０００９７３７)显著富集ꎬ提示硝态氮胁迫可能诱导

茶树初级代谢重塑及植物激素信号通路的调控变化. 细胞组分(ＣＣ)相关条目占 ８ 项ꎬ包括细胞壁(Ｃｅｌｌ
ｗａｌｌꎬＧＯ:０００５６１８)和液泡(ＶａｃｕｏｌｅꎬＧＯ:０００５７７３)等ꎬ表明硝态氮缺失可能引发细胞结构重构和离子储存

等过程. 分子功能(ＭＦ)相关条目占 １２项ꎬ主要包括铁离子结合( Ｉｒｏｎ ｉｏｎ ｂｉｎｄｉｎｇꎬＧＯ:０００５５０６)、钙离子结

合(Ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎ ｂｉｎｄｉｎｇꎬＧＯ:０００５５０９)和单加氧酶活性(Ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬＧＯ:０００４４９７)等ꎬ表明缺硝

态氮处理可能调控与金属离子结合及氧化还原反应相关蛋白的表达.
２.５　 差异基因 ＫＥＧＧ 富集分析

为进一步解析茶树根系在硝态氮缺失胁迫条件下的代谢与信号调控变化ꎬ对 ＤＥＧｓ 进行了 ＫＥＧＧ 富

集分析ꎬ并选取显著富集的前 ２０ 个通路绘制气泡图(图 ４) . 结果显示ꎬ通路涵盖代谢(Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ)、环境

信息处理(Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ)、信号转导(Ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ)等多个功能类别. 其中ꎬ酚
丙烷类生物合成(Ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ)、黄酮类生物合成(Ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ)以及转录因子

—１９—
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图 ３　 差异表达基因的 ＧＯ 功能富集分析(前 ３０ 个)
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤＥＧｓ(Ｔｏｐ ３０)

图 ４　 差异表达基因 ＫＥＧＧ 富集图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｐｌｏｔ ｏｆ ＤＥＧｓ

(Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ)等通路显著富集ꎬ且相关基因数量较多ꎬ提示硝态氮缺失胁迫可能激活茶树根系的

次生代谢调控ꎬ尤其是与抗氧化、防御有关的酚类和黄酮类代谢途径的活化. 此外ꎬ植物激素信号转导

(Ｐｌａｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ)、ＭＡＰＫ 信号通路(ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ￣ｐｌａｎｔ)及 α－亚麻酸代谢

(ａｌｐｈａ￣Ｌｉｎｏｌｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ)等通路也显著富集ꎬ表明硝态氮缺失可能通过多层次的信号网络整合调

控根系生长与环境适应能力. 同时ꎬ与能量和物质代谢相关的淀粉和蔗糖代谢 ( Ｓｔａｒｃｈ ａｎｄ ｓｕｃｒｏｓｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ)、半乳糖代谢(Ｇａｌａｃｔｏｓｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ)和甘油脂代谢(Ｇｌｙｃｅｒｏｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ)等亦有显著富集ꎬ
暗示缺硝态氮胁迫下碳代谢重构的可能性. ＫＥＧＧ富集结果表明ꎬ茶树根系在硝态氮缺失胁迫条件下的响

应可能不仅涉及初级代谢的适应性调整ꎬ还伴随次生代谢通路及多层次信号通路的协同调控.

图 ５　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 与 ＲＮＡ￣Ｓｅｑ 基因表达水平之间的相关性

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ
ＲＴ￣ｑＰＣＲ ａｎｄ ＲＮＡ￣Ｓｅｑ

２.６　 关键基因表达验证

为验证转录组数据的可靠性ꎬ从所涉及的关键

ＤＥＧｓ选取代表性基因进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析. 结果显示ꎬ
ＲＴ￣ｑＰＣＲ与转录组数据中的基因表达水平相关系数为

０.９３０８(图 ５)ꎬ说明转录组结果可靠. 在此基础上ꎬ对包

括 ＣｓＮＰＦ５.７、ＣｓＮＰＦ６.１、ＣｓＧＤＨ２.１ 等 ８ 个与氮素代谢

和胁迫响应相关的关键基因进行表达验证ꎬ并结合其在

氮代谢途径中的作用ꎬ构建了茶树根系缺硝态氮胁迫早

期代谢动态响应示意图(图 ６) .

３　 结果与讨论

氮素是影响植物生长的关键元素之一ꎬ作为重要的

叶用经济作物ꎬ茶树的产量和品质与氮素供应状况密切

相关[１９]ꎬ缺氮会导致嫩芽生长缓慢、顶侧芽萌芽轮次减少及密度稀疏ꎬ出现大量对夹叶ꎬ影响品质及产

量[２０] . 氮素主要以硝态氮和铵态氮两种形态存在ꎬ尽管茶树表现出典型的铵态氮偏好性ꎬ但在土壤—根系

环境中硝态氮同样占据重要地位ꎬ其吸收与代谢能力直接决定了茶树对复杂氮源条件的适应性[２１] . 因此ꎬ
深入挖掘茶树对硝态氮缺乏的响应机制ꎬ对于理解其氮素适应策略及品种改良具有重要意义.

氮素的吸收与转运是茶树氮代谢的起始环节ꎬ对其氮利用效率具有关键调控作用. 其中ꎬ硝酸盐转运

—２９—
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图 ６　 基于转录组数据提出的茶树缺硝态氮胁迫早期氮代谢动态响应示意图

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ａ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｙｎａｍｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｔｅａ ｐｌａｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ｅａｒｌｙ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｔｒｅｓｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｄａｔａ

蛋白(ＮＲＴ)和 ＮＲＴ１ / ＰＴＲ家族(ＮＰＦ)在模式植物中已被广泛证实参与硝态氮的吸收、长距离运输及信号

调控[２２－２３] . 在茶树中ꎬ已有研究表明 ＣｓＮＲＴ１.２、ＣｓＮＲＴ１.５和 ＣｓＮＲＴ２.５等基因在不同品种和氮水平下存在

表达差异ꎬ提示其可能在氮响应中扮演重要角色[２４] . 本研究结果显示ꎬ在硝态氮缺乏胁迫下ꎬ茶树根系中

ＣｓＮＲＴ１.５和 ＣｓＮＰＦ５.７的表达持续下调ꎬ表明茶树可能通过下调转运相关基因ꎬ主动减少对硝酸盐的摄

取ꎬ从而调整氮吸收策略. 这一调控可能反映出茶树在胁迫早期阶段即启动的资源节约机制ꎬ有助于降低

能量消耗并适应低氮环境ꎬ其具体的调控通路与生理影响尚需进一步研究. 通过进一步探讨茶树在硝态

氮缺乏胁迫下的生理响应ꎬ结果显示ꎬ缺硝态氮处理后ꎬ茶树叶片的最大光化学效率显著下降ꎬ且叶片游离

氨基酸含量逐渐减少ꎬ这一变化表明ꎬ缺硝态氮不仅影响光合功能ꎬ还可能抑制氨基酸的合成与代谢. 根
系中ꎬＮＯ－３ 含量在处理 ６ ｈ后显著下降ꎬ而 ＮＨ＋４ 含量亦随时间逐渐减少ꎬ提示茶树可能未通过增加铵态氮

的利用来弥补硝酸盐的不足ꎬ从而影响了氮源的供应与代谢调控. 综合这些生理指标ꎬ表明茶树对硝态氮

缺乏的适应性反应是多层次的ꎬ并涉及到光合作用、代谢平衡与氮素代谢的调控.
硝态氮的同化是茶树氮代谢过程中的关键步骤ꎬ其中硝酸还原酶(ＮＲ)和亚硝酸还原酶(ＮｉＲ)催化硝

酸盐向铵态氮(ＮＨ＋４)的转化ꎬ是进入有机氮合成通路的前提[２５] . 已有研究表明ꎬ在低氮环境下ꎬ茶树中

ＮＲ、ＮｉＲ等酶活性普遍下降ꎬ伴随初级氮代谢通路受阻[２] . 本研究结果显示ꎬ亚硝酸还原酶基因 ＣｓＮｉＲ 的

表达在胁迫过程中显著下调ꎬ提示硝酸盐还原能力可能受限ꎬ进而抑制 ＮＨ＋４ 的生成与后续同化反应的发

生. 在此背景下ꎬ茶树可能通过替代路径维持碳氮代谢的平衡. 研究观察到谷氨酸脱氢酶基因 ＣｓＧＤＨ２.１
在处理过程中持续上调ꎬ该酶具备双向催化功能ꎬ既可参与铵同化[２６]ꎬ也可通过谷氨酸脱氨提供 α－酮戊

二酸[２７]ꎬ为三羧酸循环补充碳源[２８] . 与此同时ꎬ天冬氨酸合成酶基因 ＣｓＡＳ 表达亦呈增强趋势ꎬ可能有助

于促进天冬氨酸及其下游氨基酸的合成. 上述表达特征提示ꎬ茶树在硝态氮缺乏引起初级同化通量下降
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后ꎬ可能重新配置碳氮流ꎬ以缓解胁迫带来的代谢压力. ＫＥＧＧ富集分析进一步支持这一变化:氮代谢通路

(ｍａｐ００９１０)的显著富集主要依赖于 ＣｓＧＤＨ２.１ 的贡献ꎬ而苯丙烷生物合成通路(ｍａｐ００９４０)被极显著激

活ꎬ与儿茶素合成增强密切相关. 综合上述结果可推测ꎬ茶树可能在初级氮同化受限的条件下ꎬ通过调整

代谢关键酶的表达ꎬ在碳氮代谢协调与次生代谢增强之间建立起一种动态平衡.
转录因子在植物对氮素胁迫的响应中发挥着重要的调控作用ꎬ能够通过调节下游结构基因的表达ꎬ介

导氮素的感知、转运与同化过程. 其中ꎬＧＡＴＡ家族转录因子在多种植物中被证实参与光周期调控、氮信号

转导及碳氮代谢平衡等过程[２９]ꎬ已有研究表明ꎬ拟南芥中 ＧＮＣ、ＧＮＬ等 ＧＡＴＡ成员可响应氮信号、调控叶

绿素合成与氮代谢通路[３０]ꎻ水稻中ꎬＯｓＧＡＴＡ８被认为与氮利用效率调控密切相关[３１] . 另一方面ꎬ氨基酸转

运蛋白家族成员如 ＡＡＰ类基因主要在根中表达ꎬ参与细胞间氨基酸的转运与再分配[３２]ꎬ且受到硝态氮、铵
态氮甚至谷氨酰胺的诱导[３３]ꎬ在本研究中ꎬＣｓＧＡＴＡ１３和 ＣｓＡＡＰ７对硝态氮缺乏胁迫表现出快速响应特征ꎬ
其表达水平在处理 ２ ｈ时显著诱导ꎬ而在 ６ ｈ和 １２ ｈ受到抑制ꎬ呈现相似的动态变化趋势. ＣｓＧＡＴＡ１３作为

潜在的信号调控因子ꎬ或许参与调节部分氮代谢相关通路ꎻ而 ＣｓＡＡＰ７ 的早期诱导表达可能反映了茶树在

初期胁迫下对氨基酸跨细胞转运的需求上升ꎬ随后下调则可能与体内可循环氮素耗竭或转运策略改变有

关. 尽管二者之间是否存在直接调控关系尚不明确ꎬ该类同步变化的时序特征提示其可能在茶树对早期

氮胁迫的信号识别与初步应答中发挥作用. 上述现象提示ꎬ茶树可能通过精细调控早期信号因子与转运

系统的动态变化ꎬ协调氮素的感知、分配与利用ꎬ具体调控机制尚需进一步研究予以验证.

４　 结论

本研究解析了茶树响应硝态氮缺乏胁迫下的转录调控与主要代谢物的响应特征. 研究表明ꎬ硝态氮

缺乏处理影响叶片光合效率的同时ꎬ对叶片氨基酸合成、根系铵态氮、硝态氮的吸收造成影响ꎻ转录组数据

显示ꎬ茶树可能通过协同调控氮转运、氮同化及转录因子表达ꎬ逐步实现从细胞内氮素再分配与信号识别

到有机氮吸收与碳氮代谢平衡的调节. 这一过程可能有助于维持胁迫下的生理稳态ꎬ体现了茶树在低硝

态氮环境中的适应能力. 本研究为茶树氮高效利用的相关研究提供了初步参考ꎬ也为后续耐低氮品种的

选育与功能基因研究提供了基础线索.
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