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菠萝硝态氮的吸收积累及其转运

蛋白基因表达模式研究
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摘 要：【目的】了解菠萝硝态氮转运蛋白基因在菠萝硝态氮吸收与同化中的作用。【方法】以金菠萝为材料，通过2个

试验，分别研究了施氮对菠萝各组织硝态氮含量和40个硝态氮转运蛋白基因表达日变化的影响以及不同施氮处理对

菠萝植株生长、叶片硝态氮含量和其转运蛋白基因表达的影响。【结果】菠萝根、茎、叶硝态氮含量均在10:00和16:00具

有最高值；施氮后2 h，根系硝态氮含量显著增加；施氮增加了叶中18:00的硝态氮含量，降低了茎中14:00和18:00时及

根中16:00的硝态氮含量。根中高表达的硝态氮转运蛋白基因最多，峰值多在12:00和14:00；叶中高表达基因的峰值

多在18:00；茎中高表达基因的峰值多在12:00；施氮后，多数基因的表达峰值被延后，有些基因的表达峰值升高、降低

或提前。不同施氮处理对菠萝植株的生长效应不同，MS营养液处理的植株质量增加幅度最大，其次为纯氮处理，无氮

MS营养液和清水处理的植株质量增加幅度最小，但前者促进了根系生长；处理后3 d，叶片硝态氮含量增加；处理后6 d，

叶片硝态氮同化加强；处理后26 d，叶片进入缺氮状态；绝大多数基因在清水和无氮MS营养液处理后的6 d达到表达

峰值，但两者仅共有3个基因；处理后26 d，高表达基因主要分布在30 mmol ·L-1氮、无氮MS和清水处理中，三者无共

有高表达基因。【结论】硝态氮转运蛋白基因表达受植株氮营养状态调控，AcNRT 1.13、AcNRT 2.1和AcNRT 1.12基因可

能与叶片氮吸收有关，AcNRT 1.14、AcNRT 1.21和AcNRT 1.22基因可能与叶片氮再分配有关。
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Abstract:【Objective】Reducing nitrogen use and improving nitrogen use efficiency are two of the cen-

tral concerns in pineapple cultivation. Nitrate transporters (NRT) play important roles in the absorption,

transportation, redistribution and signaling of nitrate and other nutrients, but their roles in nitrate absorp-

tion and redistribution in pineapple remain unclear.【Methods】Two experiments were carried out. The

first was application of 30 mmol ·L-1 NH4NO3 to pineapple plantlet, and changes of nitrate contents and

expressions of 40 nitrate nitrogen transporter genes in pineapple roots, stems and leaves were analyzed

every 2 h from 10:00 to 18:00; The second was application of six treatments (30 mmol ·L-1 NH4NO3, 60

mmol ·L-1 NH4NO3, MS nutrient solution containing 60 mmol ·L-1 NH4NO3, nitrogen-deficient MS nutri-

ent solution, MS nutrient solution and water) to pineapple plantlet, and changes of nitrate contents and
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expressions of 40 nitrogen transporter genes in leaves were analyzed in 3rd d, 6th d, 9th d and 26th d af-

ter treatment, and root, stem and leaf weights were analyzed 60th d after treatment.【Results】The nitrate

contents of pineapple roots, stems and leaves all showed higher values at both 10:00 and 16:00; 2 h af-

ter nitrate application (30 mmol ·L-1 NH4NO3), the nitrate content in roots increased significantly; nitrate

application also increased the nitrate content in leaves at 18:00, while it decreased the nitrate content in

stems at 14:00 and 18:00 as well as that in roots at 16:00. Twenty- five NRT genes were highly ex-

pressed in roots. Among them, the highest expression levels across all sampling time points appeared at

12:00 for 2 genes that were postponed (AcNRT1.14) to 14:00 or weakened (AcNRT1.12) after nitrate ap-

plication; expression levels of 13 genes peaked at 14:00 that were delayed to 14:00 (AcNRT1.25, Ac-

NRT1.17, AcNRT1.20, AcNRT1.8, AcNRT1.19, AcNRT1.21, AcNRT1.32, AcNRT1.24, AcNRT1.23, Ac-

NRT1.35, AcNRT1.22, AcNRT3.1) or to 16:00 (AcNRT1.42) after nitrate application; expression levels of

AcNRT1.31 peaked at 18:00, which were advanced to 14:00 after nitrate application; for other genes, the

times when the expression peaked were not altered but the expression level was enhanced (AcNRT1.9,

AcNRT1.17, AcNRT1.18, AcNRT1.11, AcNRT1.33) or weakened (AcNRT2.3, AcNRT1.35, AcNRT1.38,

AcNRT1.12) by nitrate application. Four NRT genes were highly expressed in stems. Among them, ex-

pression levels of AcNRT1.7 peaked at 14:00 and were enhanced till 18:00 by nitrate application; expres-

sion levels of AcNRT1.17 peaked at 12:00 and 18:00, and both peaks were enhanced by nitrate applica-

tion; expression levels of AcNRT1.5 and AcNRT1.37 peaked at 18:00 and were weakened by nitrate appli-

cation. Twelve NRT genes were highly expressed in leaves. After nitrate application, AcNRT1.31, Ac-

NRT1.41, AcNRT1.2, AcNRT2.1 and AcNRT1.36 were up-regulated at 12:00; AcNRT1.34 was up-regulat-

ed at 14:00; AcNRT1.27 and AcNRT1.10 were up-regulated at 18:00; AcNRT1.44 were up-regulated at

both 12:00 and 18:00; AcNRT1.38 were up-regulated at both 12:00 and 14:00; AcNRT1.26 were up-regu-

lated at 12:00, 16:00 and 18:00; AcNRT1.4 was down-regulated at 18:00. The six different nitrogen fertil-

ization treatments had different effects on the growth of pineapple plantlet. The MS nutrient solution

treatment had the largest weight gain, followed by the pure nitrogen treatment (30 and 60 mmol · L- 1

NH4NO3). The plant weight gain of treatment with nitrogen- deficient MS nutrient solution and water

was the least, but the former promoted root growth. At 3rd d after treatments, except for the treatment

of water (control), the nitrate content in leaves of pineapple plantlet with all other treatments increased.

At 6th d after treatments, except for the treatment of MS nutrient solution containing 60 mmol · L- 1

NH4NO3, the nitrate content in leaves of plants with all other treatments decreased, indicating that the as-

similation of nitrate was enhanced. At 9th d after treatment, except for the treatments of pure nitrogen

(30 and 60 mmol · L- 1 NH4NO3), the nitrate content in leaves of plants with all other treatments de-

creased, indicating that plants treated with pure nitrogen-initiated accumulation of nitrate. At 26th d af-

ter the treatment, the nitrate content of leaves with all treatments decreased significantly, indicating that

the leaves were undergoing a nitrogen- deficient status. Three days after treatment, only a few genes

were up-regulated by the treatments (e.g. AcNRT 1.2, AcNRT 1.43 and AcNRT 1.3 by treatment of nitro-

gen- deficient MS nutrient solution; AcNRT 1.18, AcNRT1.5 and AcNRT 1.37 by water control), and

there was no common up-regulated gene among all nitrogen-containing treatments; most genes reached

their peak expression at 6th day in leaves with water control (AcNRT 1.17, AcNRT 1.42, AcNRT 1.20, Ac-

NRT 1.34, AcNRT 1.41, AcNRT 1.44, AcNRT 1.13, AcNRT 1.30, AcNRT 1.38, AcNRT 2.1, AcNRT1.43,

AcNRT 3.1, AcNRT 1.24, AcNRT 2.3, AcNRT1.25, AcNRT 1.23, AcNRT 1.31, AcNRT 1.37, AcNRT 1.8,

AcNRT 1.9 and AcNRT 1.12) and nitrogen-deficient MS nutrient solution treatment (AcNRT 1.7, AcNRT

2.1, AcNRT 1.33, AcNRT1.36, AcNRT 1.12, AcNRT 1.2), but only 3 genes were shared by both; 6 days
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菠萝[Ananas comosus (L.) Merr.]为凤梨科凤梨

属多年生草本植物，是我国重要的热带果树，在中国

福建、广东、广西、云南、海南、台湾等地均有大面积

栽培[1]。据联合国粮农组织发布的统计数据，2020

年我国菠萝种植面积9.96万hm2，总产量263.93万 t，

位居世界第三（FAO，2022）。广东是我国最大的菠

萝种植区域[1]，2020年种植面积 3.90万 hm2，总产量

121.02万 t。

氮是植物生长发育的必需元素，也是作物产量

的限制因子。为保证作物产量，全球每年使用的氮

肥超过 1.1亿 t[2]；然而，作物对氮肥的吸收利用率较

低，仅为施用量的30%~50%，剩余氮肥流失到大气、

深层土壤或水体中 [3- 4]，造成能源浪费和环境污

染[5]。菠萝也是需氮较多的作物，每形成 1 kg的菠

萝果实需要吸收 7.22 kg的氮[6]，但氮肥施用过多也

会降低菠萝产量和果实品质[7-9]。

硝酸盐是大多数作物的主要氮源[10]，其利用过

程包括吸收、转运、同化和再转运，硝酸盐转运载体

在其中起着重要作用[11]。植物中的硝酸盐转运载体

包括3个基因家族，分别为NRT1/PTR（Nitrate trans-

porters 1/Peptide transporters）基因家族、NRT2（Ni-

trate transporters 2）基因家族和NRT3/NAR2（Nitrate

transporters 3/ Nitrate Assimilation Related protein 2）

基因家族[12]。菠萝全基因组测序结果表明，菠萝中

有44个NRT1/PTR基因家族成员，3个NRT2基因家

族成员和1个NRT3/NAR1基因家族成员[13]，但它们

在菠萝生长发育中的作用尚不清楚，这些基因家族

成员对菠萝施氮后的响应变化及其在菠萝氮稳态维

持中的作用还鲜有报道。对基因家族成员进行鉴定

和表达分析，有助于明确在相应生理过程中发挥关

键作用的基因成员[14]。笔者在本研究中结合氮肥施

用和基因的荧光定量表达，对这些基因在菠萝氮肥

吸收与利用中的作用进行了深入分析，以期为菠萝

栽培氮精准施用和氮高效育种提供参考。

1 材料和方法

1.1 植物材料

试验材料为移栽至育苗基质中生长3个月后的菠

萝组培苗，品种为金菠萝，每盆1株种植于25 cm×25 cm

的塑料花盆中。

1.2 试验设计

试验设 5个处理和 1个清水（蒸馏水）对照。处

理前1个月停止施肥。5个处理分别为30 mmol ·L-1

的 NH4NO3（Nn），60 mmol · L- 1的 NH4NO3（Nhn），含

60 mmol·L-1 NH4NO3的MS营养液（Nhm），不含氮源

的MS营养液（Nd），MS营养液（Nm）。选择生长基

本一致的盆栽菠萝苗，每株施用 50 mL处理溶液或

清水（Nw）。每个处理 5株，3次重复。处理后的 0、

3、6、9 和 26 d 的 10:00 采集菠萝植株的 D 叶用于

RNA提取及硝态氮含量测定；60 d后取全株，分别

测定根、茎和叶的鲜质量及干质量。

为揭示硝酸盐吸收和相关基因表达的日变化模

式，试验还设计了 30 mmol ·L-1的NH4NO3处理。选

晴朗天气，10:00开始处理，选择生长基本一致的盆

栽菠萝苗，每株施用 50 mL处理溶液或清水（蒸馏

水），每个处理5株，3次重复。处理后的0、2、4、6和

after treatment, 8 genes (AcNRT 1.11, AcNRT 1.19, AcNRT 1.24, AcNRT 2.3, AcNRT 1.25, AcNRT 1.37,

AcNRT 1.8 and AcNRT 1.32) were highly expressed in leaves of plants treated with 30 mmol·L-1 NH4NO3

but not in those treated with 60 mmol·L-1 NH4NO3; Except for AcNRT 1.11, AcNRT 1.19 and AcNRT 1.32,

these genes were also highly expressed in those with water control. 26th day after treatment, the highly

expressed genes were mainly found with 30 mmol ·L-1 NH4NO3 treatment (AcNRT 1.5, AcNRT 1.11, Ac-

NRT 1.19 and AcNRT 1.35), nitrogen- deficient MS treatment (AcNRT 1.14, AcNRT 1.21 and AcNRT

1.22) and water control (AcNRT 1.6 and AcNRT 1.10), but no genes were shared by these three treat-

ments.【Conclusion】The contents of nitrate and the expressions of nitrate transporter genes in various

tissues of pineapple plantlet showed diurnal variation patterns, and nitrate application could change the

time when the peaks of these two events occurred; the expression of nitrate transporter genes was affect-

ed by the nitrogen status of the plant. AcNRT 1.13, AcNRT 2.1 and AcNRT 1.12 genes may be related to

leaf nitrogen uptake, and AcNRT 1.14, AcNRT 1.21 and AcNRT 1.22 genes may be related to leaf nitro-

gen redistribution.

Key words: Pineapple; Nitrate transporter; Gene expression; Nitrogen
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8 h分别采集菠萝植株的叶、茎及根系用于RNA提

取及硝态氮含量测定。

1.3 方法

1.3.1 干质量和鲜质量的测定 使用万分之一天平

测定植株各组织的鲜质量；将各组织烘干至恒重后，

用万分之一天平测定其干质量。

1.3.2 硝态氮含量的测定 硝态氮含量的测定采用

水杨酸比色法[15]。精确称取2 g左右鲜样，加10 mL

去离子水研磨后，沸水浴 30 min。冷却后，过滤，取

上清液定容后，使用 5%水杨酸-浓硫酸试剂进行比

色测定。

1.3.3 总RNA提取及基因表达分析 RNA的提取

按照试剂盒（RNAiso plus，大连宝生物）的操作手册

进行。采用PrimeScript（大连宝生物）试剂盒进行反

转录反应，TB Green（大连宝生物）试剂盒进行基因

表达水平的荧光法检测，反应程序为：95 ℃ 30 s；

95 ℃ 5 s，40 cycles；60 ℃ 34 s；95 ℃ 15 s。基因表

达引物参考Li等[13]的方法设计，各引物的扩增产物

经回收、测序验证后再使用。

1.4 数据处理

基因的相对表达水平按照 2–ΔΔCT法计算，参考

Jin 等 [16]的方法选用 Alpha-tubulin 和 Ubiquitin 为内

参基因。使用Microsoft excel 2010计算平均值和标

准误，使用SPSS statistics 24软件进行差异显著性分

析，使用R软件绘制热图。

2 结果与分析

2.1 施氮对菠萝植株硝酸盐吸收与积累日变化的

影响

施用 30 mmol ·L-1 NH4NO3后，菠萝植株硝酸盐

积累的日变化见图1。从图1中可看出，菠萝植株的

茎中含量较高的硝酸盐，可能是菠萝植株硝酸盐的储

存库。未施氮时，菠萝植株的叶片、根和茎呈现类似

的日变化模式，均在 10:00和 16:00有个峰值。施入

硝态氮后，叶片硝酸盐含量在施氮后的 6 h（16:00）

低于对照，施氮后8 h（18:00）高于对照；根系硝酸盐

含量在施氮后 2 h（12:00）较对照有显著增加（p＜

0.01），施氮后 6 h（16:00）根系硝酸盐含量较对照有

显著减少（p=0.019 4）；茎中硝酸盐含量在施氮后4 h

（14:00）和8 h（18:00）显著低于对照（p＜0.01）。

2.2 不同施氮处理对菠萝植株各组织质量的影响

从表 1中可看出，菠萝植株各组织鲜质量与干

质量的变化模式相似。清水处理的叶片质量、根质

量和茎质量均最低，MS处理的叶片质量、根质量和

茎质量最高。叶片鲜质量，MS 处理最高，其次为

60 mmol ·L-1氮和含60 mmol ·L-1氮的MS处理，均与

清水处理差异达到极显著水平；30 mmol ·L-1氮和含

0 mmol ·L-1氮的MS处理与清水差异未达到极显著

水平。各处理间的根鲜质量和根干质量差异未达到

显著水平。MS处理的茎鲜质量极显著高于其他处
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图 1 30 mmol·L-1 NH4NO3处理与清水对照植株各组织硝酸盐含量的日变化

Fig. 1 Diurnal changes of nitrate content in various tissues of plants treated with 30 mmol·L-1 NH4NO3 and water
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理，MS、60 mmol ·L-1氮、含 60 mmol ·L-1氮的MS和

30 mmol ·L-1氮处理的茎干质量均与清水处理的差

异达到极显著水平，含0 mmol·L-1氮的MS处理与清

水处理间无显著差异。

2.3 不同施氮处理对菠萝植株硝酸盐吸收与积累

的长期影响

不同施氮处理下菠萝植株叶片硝酸盐含量的

长期动态变化见图 2。从图 2中可看出，施氮处理

后第 3天，除清水处理的叶片硝酸盐含量下降外，

其余各处理的叶片硝酸盐含量均较对照有大幅度

增加，30 mmol ·L-1氮、60 mmol ·L-1氮处理的叶片硝

酸盐含量最高，其次为含 60 mmol ·L-1氮的MS、MS

和含0 mmol ·L-1氮的MS。单纯氮处理可能促进了

叶片硝态氮的积累，含氮MS处理中的氮可能被吸

收转化，无氮MS处理中的氮可能来自氮库（如茎）

的转运。

施氮处理6 d后，除含60 mmol·L-1氮的MS处理

外，其余处理的叶片硝酸盐含量均较 3 d 时下降。

30 mmol·L-1氮、60 mmol·L-1氮处理的叶片硝酸盐含

量低于清水处理，其中30 mmol·L-1氮处理的叶片硝

酸盐含量与清水处理的差异达到显著水平（p＜

0.05）；含60 mmol ·L-1氮的MS处理的叶片硝酸盐含

量显著高于清水处理（p＜0.05）。此时的硝酸盐含

量下降表明，施氮促进了叶片硝态氮的同化。

施氮处理9 d后，30 mmol·L-1氮、60 mmol·L-1氮

处理的叶片硝态氮含量上升，高于清水处理；其余处

理的叶片硝酸盐含量下降，低于清水处理。结合施

氮处理对菠萝各组织质量影响的结果来看，单纯氮

处理促进植株生长的作用不及MS营养液基础上的

施氮，因此硝态氮在叶片中开始积累；MS营养液基

础上施用的氮则继续被同化以供植株生长。

施氮处理 26 d后，所有处理的叶片硝酸盐含量

均大幅下降，30 mmol ·L-1氮和清水处理的下降幅度

最大，其次为含0 mmol·L-1氮的MS处理，60 mmol·L-1

氮处理、含 60 mmol ·L-1氮的MS和MS处理的叶片

硝酸盐含量下降幅度近似，表明此时大多数处理的

植株处于缺氮状态。结合施氮处理对菠萝各组织质

量影响的结果来看，低氮处理和清水的缺氮应当源

自较低的施氮量，含0 mmol·L-1氮的MS处理的低氮

可能源自营养元素不均衡导致的生理性缺氮。

表 1 6 种施氮处理对菠萝植株各组织质量的影响

Table 1 Effects of six nitrogen treatments on the weight of various tissues of pineapple plantlet

处理

Treatment

Nn

Nhn

Nhm

Nd

Nm

Nw

叶鲜质量

Leaf fresh weight/g

112.748 3±12.918 3 AB

123.186 5±24.382 4 A

121.398 6±18.298 2 A

101.456 2±13.622 1 AB

141.640 0±26.462 3 A

72.191 0±5.261 5 B

叶干质量

Leaf dry weight/g

17.475 4±1.906 0 ab

19.145 9±4.167 3 a

18.685 4±3.769 8 ab

15.583 3±2.954 2 ab

19.349 9±3.279 4 a

12.626 2±3.058 8 b

根鲜质量

Root fresh weight/g

8.843 2±4.122 1

9.437 0±2.195 4

8.088 2±3.006 7

9.189 2±3.668 4

10.671 0±3.743 5

6.139 0±2.232 5

根干质量

Root dry weight/g

2.277 2±0.523 2

2.296 6±0.549 8

1.922 2±0.645 9

2.114 1±0.901 4

2.642 8±0.830 3

1.643 9±0.492 9

茎鲜质量

Stem fresh weight/g

6.769 0±0.731 7 AB

6.933 2±0.926 8 AB

6.907 6±1.208 0 AB

5.740 7±0.931 4 AB

7.674 4±1.025 0 A

5.147 0±1.176 6 B

茎干质量

Stem dry weight/g

0.828 4±0.095 2 A

0.880 1±0.144 8 A

0.858 0±0.178 4 A

0.678 6±0.145 5 AB

0.916 1±0.084 9 A

0.386 9±0.078 6 B
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图 2 6 种施氮处理下菠萝植株叶片硝酸盐含量的动态变化

Fig. 2 Dynamic changes in leaf nitrate content of pineapple plantlet under six nitrogen treatments
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2.4 施氮处理对菠萝各组织硝酸盐转运相关基因

表达日变化的影响

40个菠萝氮转运相关基因在处理与对照的菠

萝根、茎和叶中的日变化见图 3。从图 3中可看出，

不同基因在根、茎和叶中的表达量不同，具有组织特

异性。各基因在对照根、茎和叶组织中具有日变化

的表达模式。

菠萝叶片中，各基因的日表达模式大致可分为

3类，12:00和 14:00具有表达峰值（如AcNRT1.38），

12:00 和 18:00 具有表达峰值（如 AcNRT2.1），12:00

至 18:00均具有较高表达量（如AcNRT1.26）。与对

照相比，施氮植株中，12:00上调表达的基因有Ac-

NRT1.31、AcNRT1.41、AcNRT1.2、AcNRT2.1 和 Ac-

NRT1.36，14:00上调表达的基因有AcNRT1.34，18:00

上调表达的基因有AcNRT1.27和AcNRT1.10，12:00

和 18:00 上调表达的基因有 AcNRT1.44，12:00 和

14:00上调表达的基因有AcNRT1.38；AcNRT1.26基

因的表达在 14:00、16:00和 18:00均增强；与其他基

因表达量上调不同，AcNRT1.4基因的表达量在处理

后下调。

菠萝根中受施氮影响的基因较多。大多数基因

在 14:00出现峰值，施氮后，该峰值延后到 18:00，这

些基因有 AcNRT1.25、AcNRT1.17、AcNRT1.20、Ac-

NRT1.8、AcNRT1.19、AcNRT1.21、AcNRT1.32、Ac-

CkL. 对照叶；TrL. 处理叶；CkR. 对照根；TrR. 处理根；CkS. 对照茎；TrS. 处理茎；处理名称后的数字表示处理（或对照）后 0 h、2 h、4 h、6 h、8 h。

颜色深度表示归一化后各基因的相对表达量。下同。

CkL. control leaf; TrL. treated leaf; CkR. control root; TrR. treated root; CkS. control stem; TrS. treated stem; numbers after the treatment name in-

dicates the relative gene expression after 0 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h of treatment or control. The color depth indicates the normalized relative expression

levels of each gene. The same below.

图 3 硝态氮转运蛋白基因在处理与对照菠萝植株的根、茎和叶中的日表达变化

Fig. 3 Heat map of the expression changes of nitrate nitrogen transporter gene in the roots, stems, and

leaves of treated and control pineapple plantlet
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NRT1.24、AcNRT1.23、AcNRT1.35、AcNRT1.22、Ac-

NRT3.1；AcNRT1.42基因在14:00的表达高峰延后到

16:00；AcNRT1.14基因在12:00的表达高峰被迟后到

14:00。除峰值延后外，AcNRT1.31基因的表达高峰

从18:00提前至14:00。有些基因的表达峰值因施氮

而加强，如 AcNRT1.9、AcNRT1.17、AcNRT1.18、Ac-

NRT1.11和AcNRT1.33基因；相反，部分基因在施氮

后，峰值减弱，如AcNRT2.3、AcNRT1.35、AcNRT1.38

和AcNRT1.12基因。

菠萝茎中受施氮影响的硝酸盐转运载体基因较

少。其中，AcNRT1.7基因在茎中的表达量较高，12:00

为其峰值；施氮后峰值被强化，并持续到18:00。Ac-

NRT1.17基因的峰值在施氮后得到增强；AcNRT1.5

和AcNRT1.37基因的峰值在施氮后被弱化。

2.5 不同施氮处理对菠萝叶片硝酸盐转运相关基

因长期表达变化的影响

菠萝硝酸盐转运相关基因在6种施氮处理后菠

萝叶片中的表达变化见图4。从图4中可看出，处理

后第 3天，AcNRT 1.18基因在所有处理中均有较高

表达量，清水处理的表达水平最高；在不含氮源MS

处理中上调表达的基因有AcNRT 1.2、AcNRT 1.43和

AcNRT 1.3，而在清水处理中上调表达的基因为Ac-

NRT 1.18、AcNRT1.5 和 AcNRT 1.37，两者无共有上

调表达的基因。在所有含氮处理中，也未找到特异

的共有上调表达基因。这一结果表明，与木质部硝

酸盐卸载有关的基因此时未受到调控。

处理后第 6天，多数处理的叶片硝酸盐含量开

始下降，此时被上调表达的基因也最多，且多在清水

处理和不含氮处理（不含氮的MS营养液处理）中具

有最大表达量。所研究的40个基因，21个基因在清

水处理中具有表达峰值，如AcNRT1.17、AcNRT1.42、

AcNRT1.20、AcNRT1.34、AcNRT1.41、AcNRT1.44、Ac-

NRT1.13、AcNRT1.30、AcNRT1.38、AcNRT 2.1、Ac-

NRT1.43、AcNRT3.1、AcNRT1.24、AcNRT2.3、AcNRT

1.25、AcNRT1.23、AcNRT1.31、AcNRT 1.37、AcNRT

1.8、AcNRT1.9、AcNRT1.12等。在不含氮源MS处理

中上调表达的基因有AcNRT 1.7、AcNRT 2.1、AcNRT

1.33、AcNRT1.36、AcNRT 1.12、AcNRT 1.2。其中，Ac-

处理名称后的数字表示处理后 3 d、6 d、9 d、26 d。

The numbers after the name of treatments indicates 3 d, 6 d, 9 d, 26 d after application.

图 4 菠萝硝态氮转运蛋白基因在 6 种施氮处理后菠萝叶片中的表达变化

Fig. 4 Heat map of expression levels of NRT genes in leaves of pineapple plantlet treated with 6 nitrogen recipes
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NRT 1.13、AcNRT 2.1和AcNRT 1.12在这两个无氮处

理中共同表达，可能与植株的缺氮信号有关。

处理后第 9天，单氮处理的叶片硝酸盐含量上

升，其他处理的叶片硝酸盐含量下降。从基因表达

水平上看，AcNRT 1.11、AcNRT 1.19、AcNRT 1.24、Ac-

NRT2.3、AcNRT 1.25、AcNRT 1.37、AcNRT 1.8、Ac-

NRT 1.32在30 mmol·L-1氮处理中具有表达峰值，但

这些基因未在60 mmol·L-1氮处理中上调表达。这些

基因中，除AcNRT 1.11、AcNRT 1.19和AcNRT 1.32外，

其他基因也是清水处理6 d后上调表达的基因。

处理后第 26天出现表达高峰的基因较少。在

30 mmol · L- 1氮处理中具有表达峰值的基因有 Ac-

NRT 1.5、AcNRT 1.11、AcNRT 1.19 和 AcNRT 1.35。

无氮 MS 处理中具有表达峰值的基因有 AcNRT

1.14、AcNRT 1.21 和 AcNRT 1.22。在清水处理中具

有表达峰值的基因有AcNRT 1.6和AcNRT 1.10。

3 讨 论

3.1 菠萝植株硝态氮积累及基因表达的日变化

土壤中可供作物利用的氮源包括硝态氮和铵态

氮等无机氮以及氨基酸等有机氮，其中硝态氮是富

氧土壤中植物吸收的主要无机氮[17]。植物对硝态氮

的吸收除受到土壤中硝态氮浓度的影响外，还受到

植株的光合作用、营养状态、蒸腾作用、环境条件等

多种因素的影响[18]。在很多作物中，植株对硝态氮

的吸收和同化具有日变化周期[19]。在本研究中，未

施氮植株的叶片、茎和根系的硝态氮含量呈现出特

定的日变化模式，在 10:00和 16:00具有最高峰，其

他时间段含量较低，可能与光合作用促进的硝态氮

同化有关[20]。施氮处理后，改变了该变化模式，降低

了根系和叶中的16:00的峰值，提高了根系12:00的

硝态氮含量，降低了茎中14:00和18:00的硝态氮含

量，说明施氮后，根系增强了对硝态氮的吸收，促进

了植株各部位对硝态氮的同化。

与此相应，菠萝植株各组织中硝态氮吸收和转

运相关基因的表达变化也呈现出日变化模式。拟

南芥中也有多个硝酸盐转运相关基因具有日变化

模式[21-23]。在本研究中，40个菠萝硝态氮转运与吸

收基因在菠萝茎、根和叶 3个组织中的表达模式并

不完全相同，说明各基因可能具有各自特异的生理

功能。

根系中受施氮处理影响的硝态氮吸收与转运相

关基因最多。施氮后，14个基因的表达峰值后延，1

个基因的表达峰值提前，5个基因的表达峰值增强，

4个基因的表达峰值减弱。根系中的硝态氮吸收与

转运相关基因除直接参与根系自土壤中吸收和转运

硝态氮外，还可作为信号分子感知和传递环境中的

硝态氮[24]。拟南芥中就有多个硝态氮转运相关基因

参与根系中的硝态氮积累与分配，除了直接负责根

系硝态氮吸收外，根系中表达的 AtNRT1.8 可自木

质部中卸载硝态氮[25]，AtNRT1.5参与根系木质部硝

态氮的负载 [26]，AtNRT1.9则参与根系韧皮部硝态氮

的运输[22]。菠萝根系中的硝态氮含量分别在 10:00

和 16:00有峰值，施氮后 2 h，即 12:00出现峰值，而

16:00的峰值消失；根系中受施氮影响的大多数基因

的表达峰值则从14:00延后到18:00；因此，这些基因

在14:00的表达可能与随后16:00硝态氮含量增加有

关，施氮2 h后，根系硝态氮含量迅速增加，可能导致

这些基因表达减弱，峰值延后。施氮2 h后，AcNRT

1.33和AcNRT 1.18基因即上调表达，AcNRT1.12 和

AcNRT1.14 基因下调表达，这些基因可能与根系

16:00硝态氮的峰值消失有关，可能促进了根系硝态

氮向地上部的转运。

叶片中也有不少基因受施氮处理的影响。施氮

处理对叶片硝态氮的主要影响是增加了叶片 18:00

的硝态氮含量；主要在叶片中基因的表达峰值也是

出现在 18:00，如AcNRT1.4等。施氮处理对这些基

因的影响主要是进一步上调了其在 12:00（Ac-

NRT1.6、AcNRT1.44、AcNRT1.2）、14:00（AcNRT1.26、

AcNRT1.13、AcNRT1.3）和 16:00（AcNRT1.26、Ac-

NRT1.27）的表达，但AcNRT1.4基因在 18:00的表达

高峰被减弱。叶片中的硝态氮转运载体可能参与叶

片中硝态氮的卸载和重新分配[11, 24-25]。这些基因在

菠萝叶片中的提前表达可能与随后叶片中的硝态氮

含量下降有关。

本研究结果表明菠萝茎中含有较多的硝态氮，

可能为菠萝硝态氮的贮藏库。茎中受施氮影响的基

因非常少，施氮对茎硝态氮含量变化模式的影响也

较小。施氮降低了茎中 12:00和 18:00的硝态氮含

量。AcNRT1.7基因是少数在茎中具有高表达水平的

基因，该基因在 12:00有表达峰值，施氮后其较高的

表达量可持续至18:00。该基因可能与茎中的硝态氮

积累有关。在拟南芥中，有多个NRT基因家族的基

因在茎中表达，主要参与硝酸盐的转运[27]。
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3.2 不同施氮处理对菠萝植株硝态氮积累及基因

表达的影响

为揭示硝态氮转运蛋白基因与菠萝叶片营养状

态的关系，本研究通过5个施氮处理，创造了分别处

于高氮、氮均衡和缺氮等不同氮营养状态的菠萝植

株。从结果来看，处理后3 d，除清水处理外，各处理

的菠萝叶片都有显著的硝态氮积累。处理后6 d，除

含 60 mmol ·L-1氮的MS处理外，其他处理的叶片硝

态氮含量开始下降，说明此时硝态氮的同化得到激

活，同化的速度超过吸收的速度。处理后 9 d，除 2

个纯氮处理外，其他处理的叶片硝态氮含量均呈下

降趋势，说明含有MS的全营养液最有利于植物硝

态氮同化。对植株生长情况的分析进一步验证了该

结果。不含氮的MS和清水处理的植株质量无明显

增加，植株几乎没有生长，前者可能是由于营养元素

供应不均衡，后者则可能是由于无营养元素供应；不

含氮的MS处理的根系鲜质量高于60 mmol ·L-1氮+

MS处理和清水处理，也说明不含氮的MS处理促进

了根系生长以利于营养元素的吸收。MS处理植株

的鲜质量增加幅度最大，营养元素供应均衡，最有利

于植株的生长。

从叶片中硝态氮转运相关基因的表达变化来

看，处理3 d后，未找到施氮与未施氮处理特异的共

有上调表达基因；清水处理叶片中硝态氮的增加可

能与AcNRT 1.18基因的高表达有关，不施氮情况下

叶片硝态氮的增加可能源自氮库的重新分配。处理

6 d后，含氮处理的叶片硝态氮含量因被同化而降

低，不含氮处理的植株叶片处于氮饥饿状态，大量基

因被上调表达，其中包括高亲和力的硝态氮转运载

体基因AcNRT 2.1、AcNRT 2.3和AcNRT 3.1；不含氮

MS处理和清水处理间上调表达的基因并不完全相

同，表明有些NRTs基因响应了其他矿质元素缺乏

的信号，比如钾元素的运载[28]。

施氮处理 9 d后，受元素供应不均衡的影响，纯

氮处理植株的叶片氮同化减弱、开始积累氮。此时，

有8个清水处理6 d后上调表达的基因在30 mmol·L-1

氮处理中具有表达峰值，进一步表明这些基因可能

参与了其他矿质元素的调运或信号传递。这些基因

在60 mmol·L-1氮处理中并未上调表达，一种可能就

是这些基因的表达峰值在9 d前出现，此时已经检测

不到。

施氮处理 26 d后，大多数处理的叶片硝态氮含

量均有较大幅度下降，以无氮MS处理的下降幅度

最大。此时叶片中硝态氮含量的下降可能是由于硝

态氮向新叶或其他库的转移；因此，有生长量但无氮

供应的无氮MS处理的下降幅度最大，无氮供应但

也无生长量的清水处理下降幅度较小，MS营养液

处理的生长量虽大，但元素供应均衡，硝态氮含量下

降幅度也不大。从基因表达上看，清水处理和无氮

MS 处理无共有高表达基因；AcNRT 1.14、AcNRT

1.21和AcNRT 1.22基因在无氮MS处理中具有表达

峰值，这些基因可能与叶片硝态氮的重新分配有

关[29]。拟南芥中，这一功能主要由AtNRT1.7基因完

成[12]，可将硝态氮自老叶转运至幼叶。促进硝态氮

自老叶向新叶的转运可提高氮的利用效率，进而促

进烟草和水稻的生长或提高其产量[30]。这些基因在

菠萝育种中能否实现类似应用值得尝试。

4 结 论

菠萝根、茎、叶硝酸盐含量和硝酸盐转运蛋白基

因表达均呈现日动态变化，施氮后其变化模式发生

改变；硝酸盐转运蛋白基因表达受植株氮营养状态

调控，AcNRT 1.13、AcNRT 2.1和AcNRT 1.12基因可

能与叶片氮吸收有关，AcNRT 1.14、AcNRT 1.21 和

AcNRT 1.22基因可能与叶片氮再分配有关。
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