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过表达茶树自噬相关基因CsATG3b
对拟南芥氮利用效率的影响

夏侯龙，马丹妮，张乐慧，黄玮，赵华，倪德江

果蔬园艺作物种质创新与利用全国重点实验室/华中农业大学园艺林学学院，武汉 430070 

摘要 为探究茶树自噬相关基因CsATG3b在茶树氮利用中的潜在作用，从茶树中克隆了CsATG3b基因，

在拟南芥中验证其参与氮利用的功能。结果显示，CsATG3b的表达水平随着茶树叶片成熟度的增加呈上升的

趋势；与野生型拟南芥相比，低氮条件下，CsATG3b过表达株系（CsATG3b-OE）的根冠比和氮含量显著增加；过

表达 CsATG3b改变氮在植株体内的分配，正常氮条件下促进氮向茎生部位分配，低氮条件下促进氮向根系分

配；过表达CsATG3b株系在低氮条件下显著上调根中氮吸收与转运相关基因AtNRT1.1、AtNRT2.1、AtNRT2.2
和莲座叶中氨基酸转运基因AtAAP1、AtAAP4、AtAAP6及自噬相关基因AtATG3、AtATG5、AtATG8b的表达

水平；过表达CsATG3b株系在正常氮条件下氮的积累增加，在低氮条件下的氮利用效率显著提高。结果表明，

过表达CsATG3b能够通过调控拟南芥氮的吸收转运基因和自噬相关基因表达，从而提高植株氮利用效率及耐

低氮胁迫的能力。
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氮是茶叶关键品质成分如游离氨基酸、咖啡碱

和香气形成的物质基础，约占茶树全株干质量的

4.5%［1］。提高氮肥施用量被广泛用作茶叶增产的主

要手段，倪康等［2］调查发现我国大约有 30% 的茶园

存在氮肥过量施用的问题。氮肥的过量施用带来了

一系列负面影响，如土壤和地下水污染、土壤酸化加

剧土壤微生物多样性减少、茶树抵抗病虫害和不良

环境的能力降低等，严重影响茶园的可持续发

展［3-5］。因此，合理施肥并提高茶树氮利用率是茶叶

生产提质增效、减少环境不良影响和茶园可持续发

展的重要途径。茶树体内氮的动态循环受到茶树生

育及栽培管理措施影响，提高茶树冠层成熟叶中的

氮向幼嫩芽叶的转移和再利用是提高茶树氮素再利

用的关键，对提高茶叶产量和品质具有重要意义。

细胞自噬是一种保守的细胞生物过程，通过降

解细胞器或细胞质成分，使其中含有的矿质元素在

植物体内循环，促进植物营养元素从衰老的源器官

到库器官实现养分循环再利用［6］。细胞自噬广泛发

生于植物生长发育的各个阶段，在正常生长条件下，

基础水平的自噬对维持细胞内稳态是必需的［7］。而

在养分缺乏、干旱、高盐等多种逆境胁迫下，植物则

会通过自噬机制来维持自身的生长、发育和生存［8］。

自噬相关基因（ATGs）负责调控和执行细胞的自噬

过程，ATG8-PE系统是自噬体运输以及选择特定的

自噬目标所必需的，而 ATG3 在催化 ATG8 向吞噬

膜中的磷脂酰乙醇胺（PE）转移的过程中起关键作

用［9］。茶树对养分需求表现为需求量大、持续性、阶

段性等特点，且易受茶园养分状况影响，茶树体内的

养分循环再利用有利于茶树高产稳产及适应逆境胁

迫，而细胞自噬在这一过程中发挥重要作用。目前，

细胞自噬在茶树氮胁迫条件下的生物学功能研究报

道较少，Huang 等［10］从茶树基因组中鉴定了 2 个

CsATG3亚家族基因CsATG3a和CsATG3b，并在拟

南芥中对CsATG3a参与氮利用的功能进行了鉴定。

在此基础上，本研究克隆了茶树 CsATG3b 基

因，探讨了过表达 CsATG3b对拟南芥在低氮和正常

收稿日期： 2023 ‐ 10 ‐ 08
基金项目：国家重点研发计划项目（2018YFD1000600）；国家自然科学基金项目（32070376）
夏侯龙， E-mail： XiaHoul@webmail.hzau.edu.cn
通信作者： 赵华， E-mail： zhaohua@mail.hzau.edu.cn

夏侯龙，马丹妮，张乐慧，等 .过表达茶树自噬相关基因CsATG3b对拟南芥氮利用效率的影响［J］.华中农业大学学报，2023，42（6）：127‐137.
DOI：10.13300/j.cnki.hnlkxb.2023.06.016



第 42 卷  华 中 农 业 大 学 学 报

氮条件下氮利用的影响，揭示茶树 CsATG3b基因在

提高茶树氮利用效率和增产中的潜在应用价值。

1　材料与方法

1.1　植物材料

茶苗：福鼎大白茶、黄旦、鄂茶 10 号、铁观音、利

川红 1 号 5个品种无性系茶树，均栽植于湖北省武汉

市华中农业大学南湖茶园。

1.2　CsATG3b基因的克隆及转化拟南芥植株

从茶树基因组数据库（TPIA）搜索 CsATG3b 基

因编码序列，利用primer5设计CsATG3b基因特异性

引物 CsATG3b-F 和 CsATG3b-R（表 1），以‘福鼎大

白茶’叶片的 cDNA为模板进行PCR扩增。1%琼脂

糖凝胶电泳检测后，对目的条带进行胶回收纯化、连

接 pTOPO载体，转化大肠杆菌DH5α，挑选单个阳性

菌落送至武汉擎科创新生物科技有限公司完成测

序，获得CsATG3b序列。

将扩增得到的 CsATG3b 全长序列用 XbaⅠ和

XhoⅠ双酶切后与 pBin35sRed 载体连接（引物见表

1），转化GV3101农杆菌。以农杆菌介导的方法通过

蘸花浸染拟南芥［11］，转化的拟南芥种子通过红色荧

光标记进行鉴定［12］，获得T0代拟南芥转化植株。继

续培养拟南芥阳性植株，收取种子，直至获得 T3 代

纯合株系。

1.3　植株生长条件与氮处理

取福鼎大白茶、黄旦、鄂茶 10 号、铁观音、利川

红 1 号 5 个品种无性系茶树的第 1 叶（展叶 10 d，
L1）、第 5 叶（展叶 30 d，L2）、成熟叶（展叶 180 d 以

上，L3），所有样品经液氮速冻，保存于―80 ℃，用于

RNA提取和实时荧光定量PCR。

将野生型和 CsATG3b 转基因拟南芥种子浸没

在 1.5% 的次氯酸钠溶液中消毒 5 min 后，用蒸馏水

冲洗 3次，播种于 1/2 MS固体培养基上，4 ℃春化 2 d
后置于生长室中培养，培养条件为 22 ℃，14 h/10 h光

暗培养。14 d 后选择生长一致的幼苗转移至 1/2 
Hoagland 营养液（pH=5.7）中培养 20 d，随后转移至

正常氮（NN，5.0 mmol/L）和低氮（LN，0.25 mmol/L）

营养液中培养。不同氮处理 14 d 后取根、莲座叶和

茎生部位（aerial part excluding rosette，APER）测定

干物质质量和氮含量；同时，取以上不同氮水平处理

植株的根尖和莲座叶，液氮冷冻后―80 ℃保存，用于

RNA提取和实时荧光定量PCR。

将野生型和 CsATG3b 转基因拟南芥种子用适

量蒸馏水处理后 4 ℃条件下春化 2 d，然后播种至装

有泥炭土的营养钵中，保证营养钵中土量基本一致。

设置 2 个氮素水平，分别是正常氮（TNN，2 g/kg）和

低氮（TLN，0.1 g/kg）。

1.4　RNA提取和实时荧光定量PCR分析

使用多糖多酚植物通用总 RNA 快速提取试剂

盒（ZH120，北京华越洋生物科技有限公司）提取茶树

表1　所用的引物序列

Table 1　Primers used in this study

用途

Function
基因克隆 Gene cloning

过表达载体构建

Overexpression vector construction

实时荧光定量引物

qRT-PCR primer

引物名称

Primer name
CsATG3b

CsATG3b-OE

AtNRT1.1

AtNRT2.1

AtNRT2.2

AtAAP1

AtAAP4

AtAAP6

AtATG3

AtATG5

AtATG8b

CsATG3b

AtGAPDH

CsGAPDH

引物序列（5′-3′）
Primer sequence（5′-3′）

F: ATGGTTCTGTCTCAGAAG; R: GGCAGCTCCAGCACATAA

F: GCTCTAGAATGGTTCTGTCTCAG; R: TTCTCGAGTTATGTGCTGGAGCT

F: AAATCGTGCGAATGTTAC;  R: ATAGACGGCGGTGGTTAG
F: CCATCTCTCGTGGATCTCTTTC; R: GTTGAGATTCTCCCGGATGATAG
F:TCGTCACTGCCGTTGTA;  R: CACGTTAGCCCTTCTTCA
F: GCATCGCTGTCCACCTTATTG;  R: CTTGTTGTCTGGATAGTTTCTGTTGC
F: CGTACAAAGTCAACGTTTTCAGAGC;  R: ACTCCATCTCTCAACCTTCCTCTGTC
F: ACCAATTTTTCAGTTCGTAGAGAGCC;
R: ACCAATCTGAGGAAGTTGATACTAAAATC
F: TCATCCACACTTGCCTGGTA; R: CCGAGATCAAAGTCCATTGTG
F: TAATCGCCCTGTTGAGTTCC; R: TCGACCCATCTGCTTCTTCT：

F: TTGGCCAATTTGTGTACGTT; R: TCCACCAAATGTGTTCTCTCC
F: GCTGCTGGATGCGAAGT; R: CCTCCTCACCACCAAAG
F: TTGGTGACAACAGGTCAAGCA; R: AAACTTGTCGCTCAATGCAATC
F: TTGGCATCGTTGAGGGTCT; R: CAGTGGGAACACGGAAAGC
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RNA，使用 PLANTpure 通用植物总 RNA 快速提取

试剂盒（RN3302，北京艾德莱生物公司）提取拟南芥

总 RNA，具体操作步骤见试剂盒说明书。采用反转

录试剂盒（PC65，北京艾德莱生物公司）合成 cDNA。

以茶树 CsGAPDH 和拟南芥 AtGAPDH 作为内参

基因，使用SYBR Green qPCR Mix试剂盒（PC33，北
京艾德莱生物公司）在ABI荧光定量 PCR 仪上进行 
qRT-PCR 分析。利用 2−∆∆Ct法［13］计算各基因的相

对表达量。基因特异性引物序列见表1。
1.5　拟南芥生物量、氮含量的测定及氮利用率

营养液培养的拟南芥，取样时分成根、莲座叶和

茎生部位3部分。所有样品120 ℃杀青30 min后80 ℃
烘干至恒质量，称量各部分的干物质质量。样品研磨

成粉后称取 0.05 g装入 20 mL消化管底部，用硫酸和

过氧化氢消煮样品，使用流动注射分析仪（FIAstar 
5000 analyzer，FOSS）测定消煮液的氮含量（以干物质

质量计，mg/100 mg），每个样品3次生物学重复。

基质土培养的拟南芥，在营养生长时期对莲座

叶（20 d）进行取样，生殖生长结束后将植株分为种子

和残茬 2部分取样。干物质质量和氮含量的测定方

法与营养液培养的拟南芥相同。

结合各部位干物质质量，计算各部位实际氮素

积累量，并根据公式计算出相应的氮素利用效率。

收获指数（harvest index，HI）=种子干质量/植株总

干质量；氮收获指数（N harvest index，NHI）=种子氮

含量/植株总氮含量；氮利用率（nitrogen utilization ef‐
ficiency，NUtE）=种子干质量/植株总氮含量；氮利

用效率（nitrogen use efficiency，NUE）=NHI/HI。
1.6　数据分析

使用 Excel处理数据，Graphpad prism 8.0.2绘制

图表，应用 IBM SPSS Statistics 26 对数据进行差异

显著性分析。

2　结果与分析

2.1　茶树自噬相关基因CsATG3b在茶树不同成

熟度叶片中的表达情况

茶树CsATG3b在不同成熟度的茶树叶片L1、L2
和 L3 的表达水平检测结果显示（图 1），除福鼎大白

外的其余 4个茶树品种中CsATG3b的表达量均随着

叶片成熟度的增加而增加，CsATG3b在成熟叶片中

的表达量均显著高于其他叶片。

2.2　过表达CsATG3b对拟南芥株系各部位生物

量的影响

利 用 转 化 获 得 的 2 个 纯 合 的 过 表 达 株 系

CsATG3b-OE-1（OE-1）和 CsATG3b-OE-3（OE-3）
进行后续试验。在低氮（LN，0.25 mmol/L）培养条

件下，CsATG3b-OE 株系根和莲座叶的干质量显著

高于野生型（WT）植株（图 2A、B），茎生部位的干

质量与 WT 没有显著差异（图 2C）。在正常氮

（NN，5.0 mmol/L）培养条件下，CsATG3b-OE-1 株

系根的干质量显著高于 WT（图 2A），CsATG3b-
OE-3 株系差异不显著；CsATG3b-OE 株系的莲座

叶干质量显著低于 WT（图 2B），茎生部位干质量

显著高于 WT（图 2C）。进一步分析发现，LN 条

件下 CsATG3b-OE 株系的根冠比较 WT 显著增加

（图 2D），表明在拟南芥中过表达 CsATG3b 可能

通过促进根系生长提高植株对低氮胁迫的耐

受性。

2.3　过表达CsATG3b对拟南芥各部位氮含量、氮

素积累量和氮分配的影响

对根、莲座叶和茎生部位氮含量和氮素积累量

的 测 定 结 果 显 示 ，根 和 茎 生 部 位 的 氮 含 量 在

CsATG3b-OE 株系和 WT 之间无显著差异（图 3A、

C），莲座叶氮含量在 LN 条件下的显著高于 WT，在

L1：正在展开的幼嫩叶；L2：展开 30 d的叶片；L3：展叶 180 d以上

的叶片。茶树品种：福鼎大白（FDDB）、铁观音（TGY）、黄旦（HD）、

鄂茶 10 号（EC10）和利川红 1 号（LCH1）。*：差异显著（P<0.05），

**：差异极显著（P<0.01），下同。L1：Developing leaves；L2：Newly 
developed leaves；L3：Mature leaves. Tea cultivars：Fudingdabaicha
（FDDB），Tieguanyin（TGY），Huangdan（HD），Echa 10（EC10） and 
Lichuanhong 1（LCH1）. * indicates a significant difference at 0.05 lev‐
el； ** indicates significant difference at 0.01 level.The same as follows.

图1 CsATG3b基因在5个茶树品种不同

成熟度叶片中的表达模式

Fig.1 Expression patterns of CsATG3b in the leaves 
at gradient mature leaves of five tea plant cultivars
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NN条件下差异不显著（图 3B）。分析各部位氮素积

累量发现，CsATG3b-OE株系根部氮素积累量在LN
条 件 下 显 著 高 于 WT，在 NN 条 件 下 则 只 有

CsATG3b-OE-1 显著高于 WT（图 3D）；莲座叶的氮

素积累量在LN条件下差异不显著，在NN条件下则

显著低于野生型（图 3E）；茎生部分的氮素积累量则

只在 NN 条件下显著高于 WT，LN条件下无显著差

异（图 3F）。为明确 CsATG3b 对氮在植株内分配的

A：根中氮含量；B：莲座叶氮含量；C：茎生部位氮含量；D：根中氮素积累量；E：莲座叶氮素积累量；F：茎生部位氮素积累量。A： N con‐
tent of root； B： N content of rosette； C： N content of APER； D： N accumulation of root； E： N accumulation of rosette； F： N accumulation 
of APER.

图3 营养液培养条件下CsATG3b过表达株系与野生型拟南芥氮含量及氮素积累量的比较

Fig.3 Comparison of N content and N accumulation between CsATG3b-overexpressing lines and wild 
type Arabidopsis plants cultured in hydroponic nutrient solution

A：根干质量Dry weight of root；B：莲座叶干质量Dry weight of rosette；C：茎生部位干质量Dry weight of APER，D：根冠干质量比Root-
shoot ratio. 

图2 营养液培养条件下CsATG3b过表达株系与野生型拟南芥根、莲座叶及茎生部位干物质质量的比较

Fig.2 Comparisons of dry weight of root， rosette leaves or APER between CsATG3b-overexpressing 
lines and wild type Arabidopsis plants cultured in hydroponic nutrient solution
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影响，进一步分析各部位氮的分配情况，结果显示，

CsATG3b-OE 株系根部的氮分配在 LN 条件下较

WT显著增加，NN条件下差异不显著（图 4A）；莲座

叶氮分配在 NN 条件下显著低于 WT，LN 条件下无

显著差异（图 4B），而茎生部位的氮分配在 NN 条件

下较 WT 显著增加（图 4C）。结果表明，过表达

CsATG3b改变了拟南芥植株氮向各部位的分配，且

这一改变受到氮水平的调节，即 LN 条件下促进氮

向根系分配，NN 条件下促进氮向茎生部位分配

（图 4D）。

2.4　过表达CsATG3b对拟南芥氮吸收转运基因

和AtATGs表达水平的影响

进一步检测根中氮素吸收转运相关基因的表达

水平，结果如图 5A、B、C 所示，在 LN 条件下，3 个硝

酸 盐 吸 收 相 关 基 因（AtNRT1.1、AtNRT2.1、At⁃
NRT2.2）在CsATG3b-OE 株系根中的表达量均显著

高于野生型。在 NN条件下，CsATG3b-OE-3株系 3
个硝酸盐吸收相关基因的表达量都显著高于野生

型，CsATG3b-OE-1株系只有AtNRT2.1、AtNRT2.2
的表达量显著高于野生型，而AtNRT1.1的表达量显

著低于野生型。氨基酸是氮在植株体内运输的主要

形态，因此本研究还检测了氨基酸转运基因在莲座

叶中的表达水平，结果如图 5D、E、F 所示，在 LN 和

NN 条件下，过表达株系中参与氨基酸转运基因

AtAAP1、AtAAP4和 AtAAP6的表达量均显著高于

野生型。以上结果表明，过表达 CsATG3b可以上调

拟南芥根部氮吸收转运相关基因的表达，并且可以

增强多个氨基酸转运基因在拟南芥莲座叶中的表达

（尤其是在低氮条件下），推测过表达CsATG3b可能

通过提高植株对氮的吸收转运能力而增加植株对氮

的利用。此外，为了研究不同氮营养条件下野生型

和过表达株系的自噬发生情况，对莲座叶中自噬相

关基因的表达进行了检测，结果如图 5G、H、I 所示，

在 拟 南 芥 中 过 表 达 CsATG3b 上 调 了 AtATG3、
AtATG5和AtATG8b等自噬相关基因的转录。

2.5　过表达CsATG3b对拟南芥氮营养诊断指标

及氮效率参数的影响

基质土培养 20 d后（营养生长阶段），TLN 条件

下CsATG3b-OE株系叶片的紫化程度明显低于野生

型（图 6A）。植株莲座叶干质量、氮含量和氮素积累

量检测结果如图 6B、C、D 所示，TLN 条件下，

CsATG3b-OE 株系莲座叶干质量显著低于 WT，而

A：氮在根中的分配比；B：氮在莲座叶中的分配比；C：氮在茎生部位中的分配比；D：氮在植株中的分配比。A： N allocation in root； 
B： N allocation in rosette； C： N allocation in APER； D： N allocation in plant.

图4 营养液培养条件下CsATG3b过表达株系与野生型拟南芥氮分配的比较

Fig.4 Comparison of N allocation between CsATG3b-overexpressing and wild type 
Arabidopsis plants cultured in hydroponic nutrient solution
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图5 营养液培养条件下CsATG3b过表达株系与野生型拟南芥氮吸收转运和自噬相关基因转录水平的比较

Fig.5 Comparisons of relative expression levels of the genes related with nitrogen uptake，transport and autophagy
 between CsATG3b-overexpressing lines and wild type Arabidopsis plants cultured in hydroponic nutrient solution

A：营养生长 Vegetative growth of CsATG3b-overexpressing （OE） lines and WT Arabidopsis plants； B：莲座叶干质量 Dry weight of ro‐
sette；C：莲座叶氮含量N content of rosette；D：莲座叶氮素积累量N accumulation of rosette.

图6 基质土培养条件下CsATG3b过表达株系和野生型拟南芥营养生长时期莲座叶的干质量、氮含量和氮素积累量

Fig.6 Dry weight，N content and accumulation in rosette of CsATG3b-overexpressing lines and wild type
Arabidopsis plants during vegetative growth under soil culture
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氮含量显著高于WT，氮素积累量则无显著差异。在

TNN 条件下，CsATG3b-OE 株系莲座干质量与 WT
相比无显著差异，但氮含量显著高于 WT，CsATG3
b-OE株系氮素积累量也显著高于WT。生殖生长结

束后，TLN条件下CsATG3b-OE株系的种子和残茬

生物量均显著低于 WT，但 TNN 条件下均显著高

于野生型（图 7A、B、C）。以上结果表明，在 TNN
条件下，过表达 CsATG3b 促进了转基因拟南芥的

生长。

为研究 CsATG3b 是否在氮素从营养部位向种

子转移中起作用，测定了植株残茬和种子中的氮含

量，结果显示，在 TLN 条件下，CsATG3b-OE 株系

种子和残茬中的氮含量显著高于野生型；TNN条件

下，只有残茬中的氮含量显著高于野生型（图 7D、

E、F）。考虑到转基因株系种子干质量的增加，进一

步比较了植株的氮素积累量，结果显示，在 TLN 条

件下 CsATG3b-OE 株系种子和整株的氮素积累量

较 WT 显著降低；在 TNN 条件下，CsATG3b-OE
株系种子和残茬的氮素积累量均显著升高（图

7G、H），其整株的氮素积累量也显著高于 WT（图

7I），这表明在 TNN 条件下过表达 CsATG3b 可促

进植株对氮的积累。

收获指数（HI）是一个重要的生产力指标，在

TLN条件下，CsATG3b-OE株系的HI显著高于野生

型，在TNN条件下则无显著差异（图8A）。氮素收获

指数（NHI）是反映分配到籽粒氮的重要生产指标，

TLN 条件下 CsATG3b-OE 株系的 NHI 也显著高于

野生型株系，TNN条件下则无显著差异（图 8B）。氮

利用率（NUtE）表示单位氮素生产的籽粒产量，TLN
条件下 CsATG3b-OE-1株系的 NUtE较野生型具有

增加的趋势，但未达显著水平，CsATG3b-OE-3株系

达到了显著水平（图 8C）。以NHI/HI比值作为衡量

野生型和过表达株系氮利用效率（NUE）差异的指标，

TLN条件下CsATG3b-OE株系的 NUE显著高于野

生型株系，在TNN条件下则无显著差异（图 8D）。以

上结果表明，CsATG3b对植株的经济产量和氮素利

用效率提高具有潜在应用价值，过表达 CsATG3b能

够提高拟南芥植株在低氮条件下的氮素利用效率。

A：种子干质量 Dry weight of seed；B：残茬干质量 Dry weight of stubble；C：总植株干质量 Dry weight of whole plant；D：种子氮含量 N 
content of seed；E：残茬氮含量 N content of stubble；F：总植株氮含量 N content of whole plant；G：种子氮素积累量 N accumulation of seed；
H：残茬氮素积累量N accumulation of stubble；I：总植株氮素积累量N accumulation of whole plant.
图7 基质土培养条件下CsATG3b过表达株系和野生型拟南芥在生殖生长结束后的干物质质量、氮含量和氮素积累量

Fig.7 Dry weight， N content and accumulation of CsATG3b-overexpressing lines and wild type Arabidopsis plants 
after reproductive growth under soil culture 
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3　讨 论

氮是茶树生长及茶叶品质形成的物质基础。茶

叶每年多轮次的萌发与采摘消耗较多的氮，因此，在

茶树年生长周期中对氮的需求存在节律性［14］。然

而，茶园土壤氮含量并不能满足茶树对氮的动态需

求，因此，茶树体内氮的循环利用对茶树的生长发育

及茶叶品质起着重要作用［1］。细胞自噬是真核细胞

中的自噬小体在各种胁迫下如营养缺乏、干旱、高盐

或过氧化，降解和清除细胞器或细胞质组分，使营养

物质被回收的一个重要生物学过程［15］。前人研究表

明，自噬在植物抵抗一些逆境胁迫中发挥着重要作

用，植株通过增强自噬活性，使营养物质被转运到最

需要的部位得以再利用，提高植株抵抗胁迫的能

力［16-18］，而自噬突变体 atg5、atg9在逆境条件下会表

现出更不耐受的表型［19］。但自噬在茶树中的具体作

用仍不清楚，Huang 等［10］基于特征序列从茶树基因

组中鉴定出 2个CsATG3同源基因，并在拟南芥中对

CsATG3a参与氮利用的功能进行了鉴定。本研究通

过对CsATG3b-OE株系及野生型拟南芥进行不同氮

处理后的表型进行分析研究发现，低氮胁迫条件下，

CsATG3b-OE 植株根和莲座叶干质量显著增加，根

系更为发达，对低氮胁迫表现出更适应性的表型，推

测这可能是自噬基因 CsATG3b 响应低氮胁迫的重

要机制。

氮的利用包括吸收、同化、运输和再利用，与植

物的生命周期密切相关［20］。本研究重点关注了氮在

拟 南 芥 不 同 部 位 的 分 配 情 况 ，与 WT 相 比 ，

CsATG3b-OE株系在LN条件下，氮向根部的分配显

著增加，在NN条件下向茎生部位分配显著增加。这

表明 CsATG3b 改变拟南芥植株内氮的分配受氮水

平的调节，且在低氮胁迫下过表达 CsATG3b能够促

进根系氮素供应，这可能有助于提高植株抵抗低氮

胁迫的能力。NRT家族成员在硝酸盐吸收和转运中

发挥重要作用，NRT1.1是一种双亲和硝酸盐转运蛋

白和硝酸盐信号蛋白，且参与植物中的氮信号转

导［21］；低氮条件下 NRT2 主要负责拟南芥对硝酸盐

的吸收［22］。本研究发现，CsATG3b 过表达株系的

AtNRT1.1，AtNRT2.1和AtNRT2.2在低氮条件下的

表达水平显著高于野生型。这些结果表明，LN条件

下过表达 CsATG3b 可能通过提高硝酸盐转运相关

基因的表达水平，从而促进拟南芥对硝酸盐的吸收。

当细胞经历衰老或逆境时，自噬过程被激活，蛋白被

大量降解［23］，在该生物学过程中，AAP1、AAP4 和

AAP6被证实在氨基酸的转运中起关键作用［24］。在

A：收获指数 Harvest index（HI）；B：氮素收获指数 N harvest index（NHI）；C：氮利用率 N utilization efficiency（NUtE）；D：氮利用效率 N 
use efficiency（NUE）.

图8 过表达CsATG3b拟南芥植株的收获指数和氮效率参数

Fig.8 Harvest index and nitrogen indices in CsATG3b-overexpressing Arabidopsis plants
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本研究中，这些基因在 CsATG3b过表达植株莲座叶

中的表达显著高于野生型，说明过表达植株自噬活

性增强，反馈调节氨基酸转运基因表达，促进氨基酸

的转运。

前期研究发现养分胁迫条件下不同物种 ATG
基因的转录水平显著上调，自噬活性也协同提高，并

且自噬发生水平也增强［25-28］。在本研究中，过表达

CsATG3b 拟南芥中 AtATG3、AtATG5 和 AtATG8b
的表达水平显著升高，特别是在氮缺乏的情况下，推

测过表达 CsATG3b 拟南芥的自噬活性受到强烈诱

导。CsATG3b 显著促进了自噬相关基因 AtATG3、
AtATG5 和 AtATG8b 在低氮胁迫下的表达，潜在提

高了自噬活性。同时，也为自噬在植物应对低氮胁

迫中发挥重要作用提供了佐证。自噬参与了整个植

物水平上的营养物质的再循环和再利用，并在氮从

源器官向种子等库器官转移的再利用过程中发挥重

要 作 用［29-30］，过 表 达 ATG8a、ATG8b、ATG8c 或

ATG8e 不仅能显著增加自噬体数量，还能提高种子

中的氮含量［31-33］。Chen等［33］研究发现，低氮条件下

过表达 ATGs 的拟南芥株系 NUE 较野生型显著增

加，但过表达株系的种子产量和干物质质量没有受

到影响。本研究也得出了相似的结论，在低氮胁迫

下，CsATG3b过表达拟南芥种子干质量没有显著提

高，但 HI、NHI、NUtE 较野生型显著增加。另一方

面，Chardon 等［34］采用 NHI/HI 比值作为氮营养效

率 NUE，本研究发现 CsATG3b 过表达拟南芥株系

的 NHI/HI 显著高于野生型，表明 CsATG3b 能提高

氮利用效率，增加向种子的氮素分配。在正常氮条

件下，CsATG3b 过表达拟南芥株系的种子干物质

和氮含量均显著高于野生型，表明在正常氮条件下

CsATG3b 在提高产量方面具有潜在的作用。

对于茶树来说，每一轮次新萌发的幼嫩叶是茶

树的库器官，本研究推测 CsATG3b扮演着促进氮在

植物体内氮循环的角色，促进氮从衰老叶片向幼嫩

叶片循环再利用从而提高茶树氮素利用率。过表达

CsATG3b增加了细胞的自噬活性，促进营养物质在

植株体内的再循环利用，从源器官向库器官的转移。

此外，过表达 CsATG3b 能够增加拟南芥植株产量，

提高植株的氮素利用效率，增强植株对低氮胁迫的

耐受性，在茶树中可能具有促进幼嫩芽叶生长和增

产的作用，对选育氮高效利用茶树品种具有一定的

理论价值。
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Effects of overexpression of tea autophagy-related gene CsATG3b on 
nitrogen utilization efficiency in Arabidopsis thaliana

XIAHOU Long,MA Danni,ZHANG Lehui,HUANG Wei,ZHAO Hua,NI Dejiang

National Key Laboratory for Germplasm Innovation and Utilization of Horticultural Crops/
College of Horticulture and Forestry，Huazhong Agricultural University，Wuhan 430070，China

Abstract The autophagy-related gene CsATG3b was cloned from tea trees and its function in nitro‐
gen utilization was verified in Arabidopsis thaliana to explore the potential role of CsATG3b in nitrogen uti‐
lization in tea trees.The results showed that the expression level of CsATG3b in tea leaves increased with 
the increase of tea leaves maturity.Compared with wild-type Arabidopsis （WT），the root to shoot ratio and 
content of nitrogen in CsATG3b overexpressing （CsATG3b-OE） lines under low nitrogen were significant‐
ly increased.Overexpression of CsATG3b changed the distribution of nitrogen within the plant.It promoted 
the distribution of nitrogen to stems under normal nitrogen，while it promoted the distribution of nitrogen to 
roots under low nitrogen.The CsATG3b overexpressing （CsATG3b-OE） lines significantly upregulated the 
expression levels of nitrogen absorption and transport related genes AtNRT1.1，AtNRT2.1，AtNRT2.2 in 
roots，amino acid transport genes AtAAP1，AtAAP4，AtAAP6 and autophagy related genes AtATG3，
AtATG5，and AtATG8b in rosette-leaves under low nitrogen.The CsATG3b overexpressing （CsATG3b-
OE） lines increased nitrogen accumulation under normal nitrogen and significantly improved nitrogen utiliza‐
tion efficiency under low nitrogen.It is indicated that the overexpression of CsATG3b can improve nitrogen 
utilization efficiency and tolerance to low nitrogen in Arabidopsis by regulating the expression of nitrogen 
absorption and transport genes and autophagy related genes.

Keywords tea tree； CsATG3b； nutrient remobilization； nitrogen utilization efficiency
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