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一、 基本情况 

	项目名称
	聚天门冬氨酸介导茉莉酸信号促进低氮下玉米生长

	所属学科
	学科一级门：作物学    学科二级类： 作物栽培学与耕作学

	项目来源
	□ A、学生自主选题，来源于自己对课题的长期积累与兴趣 

 eq \o\ac(□,√) B、学生来源于教师科研项目选题 

□ C、学生承担社会、企业委托项目选题 

□ D、拔尖专项 

□ E、竞赛专项 

□ F、研修专项 

	申请金额
	 1万元 
	项目期限
	一年
	拟申报项目级别
	A

	负责人
	衡佳慧
	性别
	男
	民族
	汉族 
	出生年月
	2002年 1月 

	学号
	20204011444
	联系电话
	宅： 手机：13359263754 

	指导教师
	王庆燕
	联系电话
	宅： 手机： 15201426651

	项目简介
	玉米是高耗氮量作物，氮素利用效率是限制玉米生产的主要因素之一。聚天门冬氨酸是一种新型植物生长调节物质，可以促进低氮下玉米的生长和生产，提高玉米氮肥利用效率。前期研究推测茉莉酸可能在聚天门冬氨酸对低氮下玉米生长的促进中起重要作用。本项目在前期工作基础上，以玉米栽培种郑单958为材料，采用温室水培的方法，设置不同氮素梯度下聚天门冬氨酸和茉莉酸及茉莉酸抑制剂喷施处理，着重从根系形态结构、植株氮素代谢和植株抗逆性等角度，研究聚天门冬氨酸对低氮下玉米生长的调控，并探索茉莉酸在其中的作用。为研发新型促根节肥调节剂，提高氮素利用，奠定基础。

	负责人曾经参与科研的情况
	学习过利用CRISPR_Cas9技术创制大豆高油酸突变系_侯智红论文里实验的材料制作和理论学习

	指导教师承担科研课题情况
	黑龙江八一农垦大学2021年度引进人才科研启动基金项目“低氮胁迫下玉米苗期侧根形成的化学调控及其分子生理机制研究”

	指导教师对本项目的支持情况
	项目基于指导教师前期的研究基础之上，属于指导教师科研项目的一部分。指导教师将对本项目的试验设计、操作、结果分析和论文撰写等各方面工作提供指导和支持。
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	学号
	学院
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	20204011441
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	20级农学四班
	15604294771
	宣传讲解内容

	
	李罕薇
	20204011248
	农学院
	20种工班
	15756506152
	追踪项目进展

	
	张春雨
	20204011143
	农学院
	20级农学一班
	19904897515
	资料准备工作

	
	祁明慧
	20204011237
	农学院
	20级农学二班
	15330634560
	经费预算工作
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	工号
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	王庆燕
	002914
	农学院
	助理研究员
	15201426651
	wangqyan1201160@163.com


二、 立项依据（可加页） 

	（1）研究目的 
从植株生长、氮素代谢和植株抗逆性角度分析，明确茉莉酸在聚天门冬氨酸对低氮下玉米生长代谢调控中的作用。为研制提高玉米氮素利用，促进玉米生长发育的新型植物生长调节剂提供理论依据。
（2）研究内容 
聚天门冬氨酸介导JA信号促进玉米根系生长

通过测定不同氮素下聚天门冬氨酸处理、聚天门冬氨酸加JA处理和聚天门冬氨酸加JA抑制剂处理，玉米根系形态（包括根长、根系直径、根系表面积和体积，以及侧根发生）和根系活力特征，分析聚天门冬氨酸对低氮下玉米根系生长的影响，并探索JA信号在其中的作用。从根系吸收能力方面，阐明JA在聚天门冬氨酸促进氮素利用中的机制。
聚天门冬氨酸介导JA信号促进玉米氮素代谢活性
通过测定不同氮素下聚天门冬氨酸处理、聚天门冬氨酸加JA处理和聚天门冬氨酸加JA抑制剂处理，氮素代谢相关指标（包括植株氮素积累、氮代谢酶活性和营养液氮素消耗等），分析聚天门冬氨酸对不同氮素水平下玉米氮代谢的调控。从氮代谢水平上，阐明JA在聚天门冬氨酸促进氮素利用中的机制。
聚天门冬氨酸介导JA信号提高玉米抗逆性

通过测定不同氮素下聚天门冬氨酸处理、聚天门冬氨酸加JA处理和聚天门冬氨酸加JA抑制剂处理，根系和叶片ROS和MAD含量及抗氧化酶活性，从植株抗逆性上，分析JA在聚天门冬氨酸促进低氮下玉米生长中的作用。

（3）国、内外研究现状和发展动态 
作为植物体的重要组成成分，氮素水平的高低直接影响着玉米的生长发育、生理代谢和产量形成。根系作为植物吸收水分和矿质营养的主要器官，其形态特征、空间分布和吸收同化能力在植物氮素吸收利用中起关键作用。通常低氮条件可以促进玉米根系伸长 (Gaudin et al., 2011; Tian et al. 2008)，尤其促进轴根伸长。研究认为低氮条件下，根系通过增加碳同化物由茎向根的转移来增大根系系统，从而提高根系对氮吸收能力(Gao et al., 2015)；通过减小根系夹角，以利于对深层土壤氮素的获得(Trachsel et al., 2013)。除根系外，作为叶绿素和酶的主要组成成分，氮素水平还显著影响玉米光合器官的发育和光合效率的高低，进而影响干物质积累和产量形成等 (Chen et al., 2013)。
植物氮素利用过程复杂，主要包括根系氮素吸收、转移、同化和再分配。无机氮尤其是硝态氮(NO3-)是植物根系最主要的氮素来源，植物通过存在于植物原生质膜上的NO3-转运系统吸收土壤中的NO3-， 然后经硝酸还原酶 (nitrate reductase，NR) (Lea et al., 2006)和亚硝酸还原酶 (nitrite reductase, NiR) 还原为NH4+ (Takahashi et al., 2001)，在谷氨酰胺合成酶(glutamine synthetase, GS)和谷氨酸合成酶 (glutamate synthase, GOGAT)的作用下同化为谷氨酰胺和谷氨酸 (Swarbreck et al., 2011; Yamaya et al., 2014)，然后通过一系列的转氨酶转化生成其它氨基酸 (de la Torre et al., 2014; McAllister et al., 2012)。其中，NR是植物硝态氮同化过程中的限速酶 (Campbell, 1999; Xia et al., 2017 )，GS在植物氮素吸收和再转运中起到关键作用 (Li et al., 2017)，转氨酶活性则可以作为氮素利用效率的重要标志 (Cañas et al., 2010)。

我国是世界上氮肥生产和使用量最大的国家，氮肥施用量占全球氮肥总量的30%以上；在玉米生产中，存在着严重的施肥过量问题(Cui et al., 2008)。一方面大大降低了氮肥利用效率，另一方面又造成了严重的环境问题。影响氮肥利用效率的因素包括品种因素、氮肥施用时期和用量、水肥管理因素等。植物生长调节物质能够通过对植物内源激素水平的调节，调控植物生长代谢过程。生长素类、乙烯、脱落酸、赤霉素等激素及其衍生物，及一些生长活性物质如腐殖酸、黄腐酸等，均已被证明可以调控植物氮素代谢，促进氮素利用效率(孙克刚等, 2017; 杨兰等, 2012; Iqbal et al., 2011)。植物生长调节物质在提高作物氮肥利用效率上具有一定潜力，目前仍有很大研究、开发和利用空间。

聚天门冬氨酸是一类天然存在于海洋贝类及蜗牛等软体动物壳中的高分子氨基酸类聚合物，由多个天门冬氨酸单体通过羧基和氨基脱水缩合而成，具有无毒性、无公害和良好生物降解性等特征。目前在农业、医药、日化和污水处理等领域都有应用 (Chiriac et al., 2010; Vega-Chacón et al., 2017)。在农业上，聚天门冬氨酸一方面对植物所需的N、P、K等营养元素具有很好的螯合、富集作用，常被用作肥料增效剂和缓释剂 (Deng et al., 2014; Xu et al., 2012)。有效活化土壤中的固定态营养元素，减少养分流失，保持土壤中营养元素的有效性，从而提高肥力(Deng et a1., 2014, 2015；董世杰等, 2018；俞巧钢等, 2019；徐嘉翼等, 2019)。另一方面，还具有一定的生理活性，可以作为一种新型的植物生长调节剂，用于促进植物生长、提高植物抗逆性、增加产量和提高品质(杜中军等，2012；黄毅等，2018；王亮亮等，2017)。

我们前期的研究证实，聚天门冬氨酸叶面喷施或螯合氮肥基施均可以有效提高玉米氮肥利用效率，促进低氮下玉米的生长(Wang et al., 2018; 唐会会等，2019)。通过转录组分析，我们筛选到一些茉莉酸信号相关基因，在聚天门冬氨酸处理下差异表达，且与大量基因存在互作，推测其可能与聚天门冬氨酸对低氮下玉米生长代谢的调控作用相关，但仍需进一步验证，和更深入系统的研究。

茉莉酸类物质(jamonates，JAs)是广泛存在于高等植物体内的一类重要的植物激素，是重要植物内源信号分子之一，参与调节多个植物生长发育和生理代谢进程，如花药和花粉成熟、胚成熟、根的生长、块茎形成和卷须盘绕等过程(Turner et al., 2002，Li et al., 2004，Browse 2005)；同时与植物抗逆性密切相关，参与植物抗旱、抗寒、耐高温、耐盐和抗病虫害等多种逆境胁迫应答（Devoto & Turner 2005；Cheong & Do 2003）。植物在受到逆境伤害时，茉莉酸及其衍生物的活性或者含量显著增加，诱导一系列抗逆相关基因的表达，提高植物抗逆性，促进植物生长(Keinänen et al., 2001; Wasternack & Hause, 2013; Ye et al., 2012)。JA信号通过受体COIl识别，COIl编码一种F box蛋白，与SKP、Cullin、Rbxl组成SCFCOI1复合体 (Yan et al., 2013， Zheng et al., 2002)；JAZ(jasmonate ZIM domain)蛋白为SCF COI1复合体的靶蛋白 (Thines et al., 2007)。当缺乏活性JAs 信号分子时，JAZ蛋白与一系列转录因子如MYC2或信号转导蛋白相互作用，抑制植物茉莉酸应答基因转录；当有活性JAs信号分子存在时，JAs受体COIl感应信号分子，并与JAZ蛋白结合，SCF COI1复合体识别并泛素化JAZ蛋白，泛素化的JAZ蛋白被26S蛋白酶体降解，从而释放JA信号转录因子或信号转导蛋白，激活JAs诱导的反应，调控植物各种生长发育进程和抗性反应。

目前，关于茉莉酸在调控植物氮素利用上的研究鲜有报道。研究多认为在逆境胁迫下，如镉胁迫、干旱胁迫等外源茉莉酸甲酯处理可以一定程度上提高植物的氮素积累(曾晶等，2019；马超等，2013)。另外，茉莉酸可以促进植物根毛的发生及伸长 (Uddin et a1., 2013；Zhu et al., 2006；Zhu et al., 2015)，进而提高根系氮素吸收能力。同时，NH4+和NO3-能诱导植物根系茉莉酸合成关键酶基因表达，促进茉莉酸的合成，增加根系茉莉酸含量，进而促进根系对氮素的吸收(邹正姗，2017)。 
项目前期研究发现，聚天门冬氨酸处理可以促进玉米根系的生长，提高氮素利用效率，同时聚天门冬氨酸处理还可以诱导缺氮条件下玉米叶片茉莉酸生物合成和信号转导相关基因的差异表达，提高玉米叶片和根系茉莉酸含量。推测茉莉酸信号可能在聚天门冬氨酸促进低氮条件下玉米生长代谢的过程中具有重要作用，但其具体作用方式及机制尚不明确。
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（4）创新点与项目特色 
在农业可持续发展和保证粮食安全的背景下，如何提高作物肥料利用效率，减少氮肥投入，保证稳产增产，一直备受广大研究工作者关注。项目立足于玉米氮肥减施增效的背景，研究新型植物生长调节物质聚天门冬氨酸对低氮下玉米生长代谢的影响，并探索其激素机理。聚天门冬氨酸是一种新型的、环境友好型活性多肽。其在农业上多被用做肥料增效剂，项目指导教师前期研究证实聚天门冬氨酸螯合氮肥处理可以达到玉米氮肥减施1/3的效果，并且发现茉莉酸可能参与聚天门冬氨酸对低氮下玉米生长代谢的调控，项目将首次从激素信号上揭示聚天门冬氨酸对作物生长代谢的影响，为充分挖掘聚天门冬氨酸在农业上的应用潜能，研究开发新型植物生长调节剂提供理论依据。
（5）技术路线、拟解决的问题及预期成果 
技术路线
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拟解决的关键问题

综合根系形态、氮素代谢和植株抗逆性数据联合分析，明确JA在聚天门冬氨酸调控低氮下玉米生长发育中的作用，深入挖掘其调控机制。
预期研究结果

a) 明确JA在聚天门冬氨酸促进低氮下玉米生长中作用，为新型玉米氮高效调节剂的研发提供理论依据。
b) 发表核心期刊论文1-2篇。项目负责人将以第一作者身份至少发表1篇相关的核心期刊论文。

c) 提供研究报告1份。项目组成员将对研究内容和结果进行总结与提炼，进而形成有价值的研究报告1份。
（6）项目研究进度安排 
2022.06-2022.08 查阅文献，制定详细的试验操作方案
2022.09-2022.12按照设计种植玉米材料，测定植株干物质积累、氮代谢相关指标及抗氧化防御系统活性。明确茉莉酸在聚天门冬氨酸对低氮胁迫下玉米氮素代谢和抗氧化防御能力调控中的作用。

2023.01-2023.02总结分析数据，发表核心期刊1篇。

2023.03-2023.05 完成根系扫描，明确茉莉酸在聚天门冬氨酸对低氮胁迫下玉米根系生长调控中的作用。总结数据结果，完成研究报告，做好结题准备。
（7）已有基础 

1.与本项目有关的研究积累和已取得的成绩
本项目基于指导教师前期研究基础之上。指导教师前期研究证实，叶面喷施聚天门冬氨酸处理可以显著促进一定缺氮条件下玉米的生长，提高玉米地上部和地下部干物质积累（图1）；提高玉米氮素积累(图2)，加速营养液氮素的消耗 (图3)。通过酶学分析，证明聚天门冬氨酸对于低氮下玉米氮素代谢的促进作用主要归因于硝酸还原酶活性的提高，聚天门冬氨酸对硝酸还原酶活性的影响主要发生于蛋白水平，与基因转录关系较小（已发表SCI论文1篇，Wang et al.2018, Agronomy）。
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图1 聚天门冬氨酸处理15天对不同氮素水平下玉米幼苗地上部(A)、地下部(B)及总(C)干物质积累和根冠比(D)的影响。PASP和Control分别代表PASP喷施处理和清水对照。数据为均值±标准误。*和**分别代表经Student’s test相同氮处理下PASP和Control间在p < 0.05和p < 0.01水平差异显著。
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图2 聚天门冬氨酸处理15天对不同氮素水平下玉米地上部 (A) 和地下部 (B) 全氮积累的影响。Control和PASP分别表示对照和PASP处理。数据为均值±标准误。*和**表示同等施氮量下PASP处理和对照间p <0.05和p < 0.01水平下差异显著。
[image: image4.emf]0

1

2

3

4

5

6

7

-2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

PASP

处理后天数

Days after PASP treatment

营养液

NO

3

-

浓度

(mmol L

-1

)

NO

3

-

 concentration in nutrient solution

N0 N0P N0.5 N0.5P N1

N1P N2 N2P N4 N4P


图3聚天门冬氨酸处理对不同氮素水平下营养液NO3-消耗的影响。N0、N0.5、N1、N2和N4分别为对照条件下0、0.5、1.0、2.0和4.0 mmol L-1 NO3- 处理；N0P、N0.5P、N1P、N2P和N4P分别为0、0.5、1.0、2.0和4.0 mmol L-1 NO3- 水平下PASP处理。数据为均值±标准误。
前期通过RNA-seq和蛋白互作网络分析，发现JA合成和信号转导相关基因在聚天门冬氨酸调控低氮下玉米基因差异表达中起关键作用。内源JA含量测定结果也显示聚天门冬氨酸和氮素处理对玉米内源JA含量有显著影响。推测JA信号参与低氮条件下聚天门冬氨酸对调控玉米生长代谢的过程。
2.已具备的条件，尚缺少的条件及解决方法
本项目主要依托黑龙江八一农垦大学植物生长调节剂工程技术研究中心进行。同时可依托学校所属国家杂粮工程技术研究中心(含植物表型研究室)、校级生物技术研究中心(含电镜室)及农业部农产品加工质量监督检验中心的先进仪器与设备开展相关工作，拥有项目开展的主要仪器设备和成熟的技术。


三、 经费预算 

	开支科目 
	预算经费（元） 
	主要用途 
	阶段下达经费计划（元） 

	
	
	
	前半阶段
	后半阶段

	预算经费总额 
	10000
	
	
	

	1. 业务费 
	
	
	
	

	（1）计算、分析、测试费 
	1000
	根系扫描、氮素测试等
	500
	500

	（2）能源动力费 
	
	
	
	

	（3）会议、差旅费 
	
	
	
	

	（4）文献检索费 
	1000
	资料检索及复印费
	500
	500

	（5）论文出版费 
	3500
	发表论文版面费
	0
	3500

	2. 仪器设备购置费 
	
	
	
	

	3. 实验装置试制费 
	
	
	
	

	4. 材料费 
	4500
	培养盆、植物激素与调节剂、含氮量及酶活测定常规试剂等
	4000
	500

	学校拨款 
	0.00 

	财政拨款 
	0.00 


四、 项目组成员签名 
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五、 指导教师意见 

	  
导师（签章）：

  年        月        日  


六、 院系推荐意见 

	  
  
  
盖 章：

  年        月        日  


七、 学校推荐意见 

	  
  
  
盖 章：

  年        月        日  
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