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摘 要 硝酸盐转运蛋白是介导植物氮素吸收的特异性膜蛋白，与氮素利用效率密切相关。本研究鉴定了小麦硝

酸盐转运蛋白 TaNPF6.2基因编辑（KO）株系的基因型。转录组比较发现，野生型与 KO 株系之间存在 1981 个

差异表达基因（DEGs），GO 富集分析显示上述基因显著富集于酰基转移酶活性及脂肪酸生物合成等过程。内

源激素检测表明，KO 株系中水杨酸和脱落酸的含量显著上升，且其合成与信号转导相关基因的表达也同步上调。

结果表明，TaNPF6.2 可能通过影响水杨酸和脱落酸介导的信号通路，参与小麦硝酸盐信号的感知与转导。其功

能缺失激活了逆境相关激素信号，进而导致分蘖数、穗长和株高等农艺性状的变化。该研究为阐明小麦氮素响应

机制和培育氮高效小麦品种提供了理论依据。
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氮素是蛋白质及 DNA 等大分子的必要组分，

是植物生长发育的关键营养元素[1-7]。由于氮素对

植物发育有显著影响，氮肥在农业生产中的年投

入量高达数万吨，但作物的氮素吸收利用率低，

未被利用的氮素会逸散至大气或污染水体，引发

多种环境问题[8-10]。解析氮响应的分子机制和培育

氮高效作物品种是提升农业生产效率与保护生态

环境的有效途径[11-13]。

硝酸盐转运蛋白（NPF）作为介导氮素转运的

特异性跨膜蛋白，与氮素利用效率密切相关，在禾

谷类作物研究中备受关注[14]。水稻中 NPF 的研究

成果最为深入，OsNPF2.2 及 OsNPF2.4 均被证实严

重影响硝酸盐从根部向地上部的运输，在根系发育

和维管束发育中起重要作用[15-17]；木质部表达的

OsNPF7.9 也负责调控硝酸盐向地上部的运输，影

响水稻生物量及产量[18]；水稻 NRT1.1B 蛋白不仅

有增强硝酸盐吸收的作用，还是脱落酸（ABA）在

细胞膜上的受体，其通过 NRT1.1B-SPX4-NLP4 模

块实现氮信号和激素信号整合的机制已被详细解

析[19-20]。

在玉米基因组中，共鉴定出 78 个 NPF、7 个

硝酸盐转运蛋白 2（NRT2）和 2 个硝酸盐转运蛋白

3（NRT3），已对上述蛋白表达模式及功能进行了

初步分析 [21] 。玉米中的氮素利用关键基因

ZmNRT1.1B（ZmNPF6.6）可以正调控硝酸盐的吸

收并增加玉米产量，具有重要的应用价值[22]。另一

主粮作物小麦基因组中的 NPF 家族也已被鉴定，

近年研究[23-24]表明其家族成员多达 412 个，且含有

根、茎叶、籽粒和穗各种组织特异表达的基因，暗

示硝酸盐信号对小麦生长发育的全面影响以及硝

酸盐调控在小麦中的复杂性。研究[25]发现 TaNPF6.2
可以促进硝酸盐吸收，超表达该基因可增加小麦根

长、分蘖、株高和穗长，而其基因编辑株系则表现

为分蘖减少和穗长变短。虽然小麦 NPF 蛋白家族

的成员数量众多，但有关小麦 NPF 蛋白作用机制

的研究却相对较少。

本研究将前期研究[25]得到的 TaNPF6.2 基因

编辑材料继续筛选分析，确定其编辑后的基因型，

并对该材料进行转录组分析，进一步探讨其下游

调控基因及通路。已有研究[20,26-28]表明某些拟南芥

和水稻的硝酸盐家族成员可以直接运输ABA和生

长素（IAA），整合激素信号感知硝酸盐信号，因

此，本研究开展 TaNPF6.2敲除材料不同内源激素

含量的检测，综合转录组及激素检测的结果，分



总第 234 期 郭诗涵等：转录组分析揭示小麦硝酸盐转运蛋白 TaNPF6.2 整合激素通路调控小麦发育 33

析 TaNPF6.2参与的激素调控通路，以期解析其硝

酸盐信号影响小麦发育的分子机制。

1 材料与方法

1.1 小麦培养与样品采集

试验于 2024-2025年在中国农业科学院作物科

学研究所进行。以小麦品种 KN199（WT）为背景

的 TaNPF6.2基因编辑 T3代株系（KOTaNPF6.2）为试

验材料。前期研究[25]显示，田间正常氮及低氮不同

区域不同施肥处理下，KOTaNPF6.2转基因植株的株

高、分蘖数、穗长及穗粒数等农艺性状均低于亲本

KN199。将 T3 代稳定敲除株系 KOTaNPF6.2及 KN199

在人工气候室内培养，培养条件为 16 h/8 h（光/
暗）、20 ℃、湿度 55%。于 3 到 4 叶期分别取 1 片

叶片液氮速冻后于-80 ℃保存，用于 DNA 提取及

基因型鉴定。3 叶期取分蘖节，设 3 个生物学重复，

每个重复取 5~8 个分蘖节，液氮速冻后用于转录组

测序。同期取分蘖芽液氮速冻后于-80 ℃保存，用

于基因表达量检测。3 叶 1 心期取分蘖节和 1~2 cm
的茎于液氮速冻，用于内源激素含量检测。

1.2 TaNPF6.2敲除材料的基因型鉴定

采用 CTAB 法[25]提取 DNA，利用基因组特异

靶点两侧引物进行 PCR 扩增（表 1），将 PCR 产物

送至北京擎科生物科技股份有限公司测序。

表 1 TaNPF6.2基因特异性扩增引物

Table 1 Specific primers for amplifying the TaNPF6.2 gene

项目
Item

正向特异性扩增引物
Forward specific amplification primer (5′-3′)

反向特异性扩增引物
Reverse specific amplification primer (5′-3′)

A 基因组 A subgenome GGCGCGCTTGAAAATTCTCT CTGCTCGGTTTCCCTCCTTT
B 基因组 B subgenome TTCTCCTTTGCTTCCTCGGC CCAAGACTCCTGACTCGCTC
D 基因组 D subgenome CCCCCATCTCAGCTACCAAC CATGCCGATGATGGACAGGA

1.3 转录组测序与分析

将 KN199 及 KOTaNPF6.2的 6 个小麦分蘖节组织

送至北京诺禾致源科技股份有限公司提取 RNA，

使用 Agilent 2100 bioanalyzer 方法质控，文库构建

后，Qubit 定量并稀释，Agilent 检测合格后用

qRT-PCR 定量（＞1.5 nmol），确保质量。测序碱基

正确识别率（Q30）为 99.90%，样本测序数据过滤

情况中高质量有效测序数据（82036334，96.90%）、

含 N 碱基（228，0.00%）、低质量序列（90，
0.00%）、包含接头的序列（2623160，3.10%）。检

查质控后的高质量有效测序数据用 HISAT2 软件比

对 Fielder 参考基因组，获取定位信息。

利用 StringTie 进行新转录本组装，并对其进行

Pfam、GO 和 KEGG 等数据库注释。利用 DESeq2
软件，采用 DESeq 标准方法，以 log2FC≥1、Padj

≤0.05 为差异基因筛选标准。使用 clusterProfiler
软件进行差异基因集的GO功能和KEGG通路富集

分析。利用诺禾云平台（https://magic-plus.novogene.
com/#/project/list）对筛选所得的差异基因进行 GO
和 KEGG 富集分析。

1.4 植物内源激素含量

将 3 叶 1 心期的 KN199 及 KOTaNPF6.2分蘖节及

茎秆样本送至江苏三黍生物科技有限公司，采用超

高效液相色谱―串联高分辨 Orbitrap 质谱联用仪

（UHPLC-QE，Thermo，美国），负模式下检测标

准品基本信息，测定二氢茉莉酸、吲哚乙酸、ABA、

赤霉素、茉莉酸（JA）、水杨酸（SA）、顺（+）-12-
氧代―植物二烯酸和反式肉桂酸等 29 种激素类物

质的含量。

1.5 实时荧光定量 PCR 检测

利用 TRIzol 试剂提取 RNA，通过 all in-one 5x
RT Master Mix 反转录试剂盒（北京艾可莘生物科

技有限公司）反转录为 c D N A，内参为小麦

TaGAPDH，检测引物见表 2，所用的荧光定量混液

表 2 qRT-PCR 引物序列

Table 2 qRT-PCR primer sequences
基因 ID Gene ID 基因名称 Gene name 正向引物 Forward primer (5′-3′) 反向引物 Reverse primer (5′-3′)

TraesCS5B02G029300 NCED3 TCCGCGCAGCCCCTGGCCT ACACGTAGGCCGGCGTGCGT
TraesCS5B02G075800 SnRK2 ATTCGAAGTCATCGGTTCTTCACT CAACATCACGTAAAGGGTTACCC
TraesFLD5B01G508800 PAL GCCGAGGCCATTGATATAC ATCTGCATACGCGAACAC
TraesFLD7B01G073800 PR-10 CTGTTGAGGGAGAAGGCGG CGATGAGGGTCGATTTGCAC
TraesCS6D02G196300 TaGAPDH CGATTCAGAGCAGCGTATTGTTG AGTTGGTCGGGTCTCTTCTAAATG
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为 2×Fast qPCR Master Mixture（DN2058，北京迪

宁生物科技有限公司）。使用 BIO-RAD 荧光定量检

测仪（美国）进行 qRT-PCR，设置 3 个生物学重复，

3 个技术重复，结果采用 2-ΔΔCt方法进行计算。

2 结果与分析

2.1 TaNPF6.2基因敲除材料的筛选及基因型鉴定

WT 背景下 TaNPF6.2 的 T2 代基因编辑材料

在株高、分蘖数及穗长等重要农艺性状上均低于

野生型[25]。通过 T3 的基因型鉴定及筛选获得了

纯合稳定的 KOTaNPF6.2基因编辑材料，测序显示

TaNPF6.2-1A缺失 5 bp、TaNPF6.2-1B缺失 2 bp、
TaNPF6.2-1D序列缺失 14 bp（图 1）。生物信息学

分析表明，野生型 TaNPF6.2 蛋白含有 11 个跨膜区

域，基因编辑后蛋白被显著截短，仅保留 5 个跨膜

结构，KOTaNPF6.2纯合株系中的完整 TaNPF6.2 蛋白

CTTCCTCTCGGGCACCAAGAGGTA-//-GGAGGTGAAGATGGTGGCGAGGCTG
CTTCCTCTCGGGCA--CAAGAGGTA-//-GGAGGTGAAGAT--------GCGAGGCTG -5 bp
CTTCCTCTCGGGCA--CAAGAGGTA-//-GGAGGTGAAGATGGT--GCGAGGCTG -2 bp
CTTCCT---------------------------AGGTA-//-GGAGGTGAAGATGGT--GCGAGGCTG -14 bp

TaNPF6.2-A

TaNPF6.2-B

TaNPF6.2-D

WT-1A/1B/1D
1a:
1b:
1d:

KOTaNPF6.2

ATG TGA

TGA

TGA

1749 bp

1749 bp

1749 bp
ATG

ATG

Target: CTTCCTCTCGGGCACCAAGAGG Target: CTTCCTCTCGGGCACCAAGAGG

图 1 敲除材料 KOTaNPF6.2的基因型鉴定

Fig.1 Genotype identification of KOTaNPF6.2 lines

失活，T3 代纯合敲除材料 KOTaNPF6.2用于后续分析。

2.2 野生型及敲除材料转录组测序质量

为探究 TaNPF6.2基因调控小麦发育中的分子

机制，对 WT 和 KOTaNPF6.2（KO）分蘖节样品进行

转录组测序，获得 6 个 cDNA 文库。原始数据过

滤后 reads 数在 78440374~84659812，碱基数在

11.77~12.69 Gb，测序错误率 0.01%，Q20＞99.11%，

Q30＞96.19%（表 3）。样本间相关性分析显示生物

学重复样品间 R2＞0.92，符合 Encode 计划 R2＞0.92
的标准，样本质量合格。

表 3 测序数据质量统计

Table 3 Quality statistics of sequencing data

样本
Sample

文库
Library

原始读数
Raw reads

原始碱基数
Raw bases (Gb)

有效读数
Clean reads

有效碱基数
Clean bases (Gb)

错误率
Error rate (%)

Q20 值
Q20 value (%)

Q30 值
Q30 value (%)

GC 含量
GC content (%)

WT-1 FRAS250185109-1r 84631508 12.69 82192894 12.33 0.01 99.18 96.35 53.48
WT-2 FRAS250185110-1r 84659812 12.70 82036334 12.31 0.01 99.13 96.28 53.49
WT-3 FRAS250185111-1r 84415958 12.66 81516152 12.23 0.01 99.17 96.46 53.31
KO-1 FRAS250185112-1r 81627914 12.24 79531446 11.93 0.01 99.12 96.24 52.95
KO-2 FRAS250185113-1r 78440374 11.77 75364236 11.30 0.01 99.11 96.27 53.29
KO-3 FRAS250185114-1r 82075428 12.31 78843794 11.83 0.01 99.11 96.19 53.29

2.3 转录组差异表达基因（DEGs）分析

2.3.1 DEGs 提取及聚类 依据 Padj＜0.05、log2FC
≥1 的标准，对 WT 与 KOTaNPF6.2样本进行差异表达

分析（图 2a）。KOTaNPF6.2中显著上调基因 741 个，

显著下调基因 1240 个，无差异基因 89 805 个。

DEGs 总数 1981 个（占转录组的 2.1%）。表达模式

聚类热图（图 2b）显示样本间特异性表达情况，样

本聚类树表明生物学重复样本得到有效聚类。基因

表达数据聚类被分为多个模块，部分基因在 KO 组

呈一致的高或低表达趋势。

2.3.2 DEGs 的 GO 富集分析 对 WT 与 KOTaNPF6.2

的 1981 个 DEGs 进行 GO 富集分析，共富集到 184
个 GO 功能类别（图 3），分别为 87 个生物过程

（BP）、23 个细胞组成（CC）和 74 个分子功能

（MF），占比分别为 47.3%、12.5%和 40.2%。BP、
CC 和 MF 分别富集到 34、12 和 57 个基因。其中，

GO 富集在细胞组成的功能类别占比最少，富集在

BP 和 MF 的 GO 功能类别基因较多，且下调基因



总第 234 期 郭诗涵等：转录组分析揭示小麦硝酸盐转运蛋白 TaNPF6.2 整合激素通路调控小麦发育 35

-2

-1

0

1

2

KOTaNPF6.2  vs WT

KOTaNPF6.2-1 KOTaNPF6.2-2 KOTaNPF6.2-3 WT-3 WT-1 WT-2

Padj < 0.05
|log2FC| > 1

上调 Up：741
下调 Down：1240
无变化 No change：89 805-lo

g 1
0(P

ad
j)

log2FC
-10 010

1.3
50

100
150

250
200

(a)

(b)

图 2 差异表达分析和 DEGs 聚类分析

Fig.2 Differential expression analysis and cluster analysis of DEGs
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半胱氨酸型肽酶活性 Cysteine-type peptidase activity

酶抑制活性 Enzyme inhibitor activity
内肽酶调节活性 Endopeptidase regulator activity

肽酶调节活性 Peptidase regulator activity
肽酶抑制活性 Peptidase inhibitor activity

内肽酶抑制活性 Endopeptidase inhibitor activity

丝氨酸型内肽酶抑制活性 Serine-type endopeptidase inhibitor activity
转移酶活性，转移酰基 Transferase activity, transferring acyl groups

核糖核蛋白复合体 Ribonucleoprotein complex
细胞质 Cytoplasm

含蛋白复合体 Protein-containing complex
核糖体 Ribosome

膜包被细胞器 Membrane-bounded organelle

细胞内膜包被细胞器 Intracellular membrane-bounded organelle
内膜系统 Endomembrane system

内质网 Endoplasmic reticulum
膜蛋白复合体 Membrane protein complex

膜 Membrane
羧酸生物合成过程 Carboxylic acid biosynthetic process
有机酸生物合成过程 Organic acid biosynthetic process

脂质生物合成过程 Lipid biosynthetic process
单羧酸代谢过程 Monocarboxylic acid metabolic process

细胞脂质代谢过程 Cellular lipid metabolic process
单羧酸生物合成过程 Monocarboxylic acid biosynthetic process
蛋白质代谢过程的调控 Regulation of protein metabolic process

对伤害的响应 Response to wounding
脂肪酸代谢过程 Fatty acid metabolic process

脂肪酸生物合成过程 Fatty acid biosynthetic process

氧化还原酶活性，作用于单一供体并掺入分子氧
Oxidoreductase activity, acting on single donors with incorporation of molecular oxygen

转移酶活性，转移非氨酰基的酰基
Transferase activity, transferring acyl groups other than amino-acyl groups

图 3 DEGs 的 GO 富集分析

Fig.3 GO enrichment analysis of DEGs

占比较多。BP 下调基因 355 个，上调基因 110 个；

MF 的下调基因 170 个，上调基因 35 个，占比分别

为 76.3%和 82.9%。经统计 DEGs 主要富集在 MF
的转移酶活性（转移酰基）（GO：0016746、GO：

0016747）、肽酶抑制剂活性（GO：0004867、GO：

0004866）、肽酶调节因子活性（GO：0061134、
GO：0061135），以及 BP 中的脂肪酸生物合成

（GO：0006633）过程（表 4）。结合 MF 层面的转

移酶活性富集情况，酰基转移相关的代谢调控可能

是 DEGs 发挥作用的主要功能。

表 4 差异基因 GO 富集分析

Table 4 GO enrichment analysis of differentially expressed genes
类别 Category GO 编号 GO code 描述 Description Padj 数量 Number

MF 0016746 转移酶活性（转移酰基） 0.0204451782464127 6
MF 0004867 丝氨酸型内肽酶抑制剂活性 0.0204451782464127 3
MF 0016747 转移酶活性（转移非氨酰基的酰基） 0.0204451782464127 5
BP 0006633 脂肪酸生物合成过程 0.1037956007872910 3
MF 0004866 内肽酶抑制剂活性 0.0226228547401966 3
MF 0030414 肽酶抑制剂活性 0.0226228547401966 3
MF 0061134 肽酶调节因子活性 0.0226228547401966 3
MF 0061135 内肽酶调节因子活性 0.0226228547401966 3
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2.3.3 DEGs 的 KEGG 富集分析 利用 DEGs 进行

KEGG 富集分析（图 4），共富集到 100 个通路 512
个基因，前 20 个显著通路（Padj＜0.05）中 DEGs
富集最多的为光合作用及代谢生物通路，富集到 29

个基因且均为下调基因，其次为脂肪酸延伸、半乳

糖代谢和卟啉代谢通路。生物合成方面，显著富集

的通路为不饱和脂肪酸生物合成、角质、木栓质和

蜡质生物合成及单萜类生物合成通路等。
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脂肪酸延伸 Fatty acid elongation
半乳糖代谢 Galactose metabolism
卟啉代谢 Porphyrin metabolism

泛酸和辅酶A生物合成 Pantothenate and CoA biosynthesis
精氨酸和脯氨酸代谢Arginine and proline metabolism

亚油酸代谢 Linoleic acid metabolism
维生素B6代谢 Vitamin B6 metabolism

不饱和脂肪酸生物合成 Biosynthesis of unsaturated fatty acids
甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢 Glycine, serine and threonine metabolism

β-丙氨酸代谢 β-alanine metabolism
胞外多糖生物合成 Exopolysaccharide biosynthesis

缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸降解 Valine, leucine and isoleucine degradation
光合生物中的碳固定 Carbon fixation in photosynthetic organisms

嘧啶代谢 Pyrimidine metabolism
角质、木栓质和蜡质生物合成 Cutin, suberine and wax biosynthesis

单萜类生物合成 Monoterpenoid biosynthesis
硫代葡萄糖苷生物合成 Glucosinolate biosynthesis

赖氨酸降解 Lysine degradation

图 4 DEGs 的 KEGG 富集分析

Fig.4 KEGG enrichment analysis of DEGs

2.4 WT 和 KOTaNPF6.2的内源激素含量

由于某些 NPF 家族成员具有转运 ABA 及 IAA
的功能，可调控植物逆境激素响应。因此选取 WT
和 KOTaNPF6.2苗期分蘖节与茎，对其内源激素含量

进行测定，结果（表 5）显示，在 KOTaNPF6.2敲除植

株中，SA 及其衍生物 SA-2-O-β-G 含量显著升高，

为野生型的 2.2~3.5 倍。ABA 的含量在分蘖节及茎

中均有所升高。IAA 衍生物 IAA-Glc，在分蘖节中

含量降低、在茎中含量有所升高，IAA-Asp 也在

KO 植株中明显积累。JA 在 KOTaNPF6.2分蘖节中含

量降低，而在茎中升高，JA 合成前体顺（+）-12-
氧代-植物二烯酸含量升高。反式肉桂酸在 2 个组

织的激素含量均有所降低，激素测定结果表明，SA
变化最为明显，表明 TaNPF6.2可能通过调控 NPF
介导的激素运输与代谢，影响 SA 和 JA 等逆境响

应相关激素的积累与信号通路。

表 5 苗期内源激素含量测定

Table 5 Determination of endogenous hormone contents at the seedling stage ng/g

化合物
Compound

分蘖节 Crown node 茎 Culm

WT KOTaNPF6.2 WT KOTaNPF6.2

SA 122.98±4.27 332.79±4.27 98.90±3.62 276.30±4.53

SA-2-O-β-葡萄糖苷 SA-2-O-β-Glucoside 374.09±13.32 823.27±24.43 234.79±9.69 831.44±29.14

ABA 41.25±0.87 44.72±1.19 27.91±1.00 31.36±1.58

反式肉桂酸 Trans-cinnamic acid 23.50±0.44 22.21±0.55 24.73±0.55 20.90±0.09

IAA-葡萄糖酯 IAA-Glc 580.29±13.45 379.92±5.76 1138.49±28.71 1249.10±16.68

IAA-天冬氨酸 IAA-Asp 1366.40±40.37 1534.95±34.73 785.02±22.54 1009.47±27.95

JA 1.31±0.03 1.08±0.03 5.82±0.34 7.45±0.22

顺(+)-12-氧代-植物二烯酸 2-oxo-phytodienoic acid 69.38±3.51 86.77±2.37 304.57±2.35 355.81±10.36
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2.5 TaNPF6.2敲除材料 DEGs 的定量分析

基于以上结果，进行相关基因的 qRT-PCR 分

析，结合转录组 DEGs 进一步检测验证 TaNPF6.2
调控的下游基因（图 5）。由于前期观察到小麦分

蘖以及穗长的变化，因此取小麦的穗和 3 叶期的分

蘖芽，定量分析关键基因的表达。与 ABA 合成相

关的 9-顺式环氧类胡萝卜素双加氧酶 3（NCED3）
基因以及 ABA 信号转导核心激酶蔗糖非发酵相关

蛋白激酶 2（SnRK2），在 KOTaNPF6.2中表达量显著

增高。其中，NCED3基因在敲除材料抽穗期穗的表

达量为 WT 的 6.2 倍，在分蘖芽中为 WT 的 2.3 倍；

SnRK2基因在敲除材料抽穗期穗的表达量为 WT 的

1.6 倍，在分蘖芽中为 WT 的 1.5 倍。与 SA 生物合

成相关的苯丙氨酸解氨酶（PAL）基因以及与 SA
响应的病程相关基因病程相关蛋白 10（PR10），在

KOTaNPF6.2中均呈明显上调表达。PAL 基因在敲除

材料抽穗期穗和分蘖芽中的表达量分别为 WT 的

1.8 和 3.8 倍；PR10基因在敲除材料抽穗期穗和分

蘖芽中的表达量分别约为 WT 的 1.5 和 2.3 倍。由

于 TB1基因可以显著影响小麦分蘖及花序发育，

因此对小麦分蘖关键基因 TB1 的表达量进行检

测，发现其在 KOTaNPF6.2材料穗中的表达量显著升

高，在孕穗期为 WT 的 3.6 倍，抽穗期的表达量为

WT 的 3.5~5.3 倍，分蘖芽的表达量为 WT 的 2.0 倍。

TaNPF6.2可能通过调控逆境响应基因或重要转录

因子感知并传递硝酸盐信号，影响小麦的发育。
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图 5 激素相关基因的 qRT-PCR 分析

Fig.5 qRT-PCR analysis of hormone-related genes

3 讨论

TaNPF6.2基因编辑材料在株高、分蘖数、穗

长和千粒重等关键农艺性状上均低于 WT，但其在

氮素信号转导方面的作用，以及和其他 NPF 是否

具有同样的功能等问题仍然未知。本研究确定了

TaNPF6.2敲除材料的基因型，得到了纯合的蛋白

不完整的稳定敲除材料。基因编辑株系中 TaNPF6.2
蛋白的 6 个功能结构域缺失导致其功能异常。

由于 NPF 家族成员数量庞大，因此成员之间

的功能可能有重叠，且具有复杂的调控机制，虽然

TaNPF6.2 蛋白的缺失没有对植株形态造成大幅改

变，但其下游调控的基因可能对植物发育有重要影

响。转录组数据中 KOTaNPF6.2与 WT 间的 1981 个显

著 DEGs 可能是其下游调控通路的关键节点，可以

揭示敲除植株表型变化的分子基础。GO 功能富集

分析为理解这些 DEGs 的功能提供了方向。在分子

功能层面，显著富集于转移酶活性（尤其是酰基转
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移相关）、肽酶抑制剂活性及肽酶调节因子活性，

酰基转移酶参与脂质代谢中多种生物分子的修饰

与合成[29]，近年来，研究[30]表明拟南芥和水稻中组

蛋白乙酰转移酶可以介导组蛋白乙酰化，调控株高

及分枝，可用于作物改良。而蛋白酶抑制与调节系

统则广泛参与发育信号转导。在生物过程中，脂肪

酸生物合成过程的富集，与 MF 同样指向脂质代谢

相关途径，脂质不仅是细胞膜的主要成分和能量储

存形式，同时脂类代谢也与氮饥饿密切相关[31-32]。

因此，TaNPF6.2可能通过富集的脂类代谢基因，

影响硝酸盐信号响应。

KEGG 分析发现光合作用通路显著富集，已知

植物的碳氮代谢及平衡对其生长发育至关重要，且

部分 NPF 具有光响应的活性，TaNPF6.2可能通过

直接或间接调控光信号通路影响氮吸收同化[33-35]。

脂肪酸延伸、不饱和脂肪酸生物合成以及角质、木

栓质和蜡质生物合成等 KEGG 的共同富集，与 GO
富集的结果一致。

上述转录组结果源于人工可控环境下的分析。

该环境避免了自然条件下温度、光照、水分及土壤

氮素时空异质性等复杂因素的干扰，有助于解析

TaNPF6.2 基因本身的功能及其核心调控网络。

TaNPF6.2介导的硝酸盐信号与激素通路的交叉对

话，在复杂田间条件下可能呈现出更为动态的调控

模式。本研究中观察到的生长抑制表型，在遭遇多

种胁迫叠加的田间环境中，其程度可能被放大或表

现出不同特点。下一步深入研究需将相关遗传材料

置于不同氮水平、不同生态区的田间环境中进行多

年多点的表型鉴定及基因表达验证，从而为培育广

适性氮高效小麦品种提供可靠的理论依据。

此外，内源激素测定与基因表达分析表明，

TaNPF6.2敲除显著影响多种激素的代谢与信号转

导。分蘖节和茎中 SA 及其衍生物 SA-2-O-β-G 的积

累，伴随 PAL和 PR10基因的上调，表明 SA 信号通

路在硝酸盐信号响应中被激活[36-37]。SA 作为重要的

防御激素，其积累可能与植株增强抗病性或胁迫耐

受性相关，但也可能抑制生长。同时，ABA 含量升

高及 NCED3和 SnRK2基因的表达上调[38-40]，表明

TaNPF6.2参与调控 ABA 合成与信号转导。TB1是
已知对小麦分蘖、花序及节间发育有重要调控作用

的转录因子[41-43]，其显著上调也显示 TaNPF6.2可
能通过调控这些重要转录因子的表达影响小麦分

蘖及穗长。此外，IAA 相关代谢物（如 IAA-Glc 和

IAA-Asp）的变化表明，TaNPF6.2可能通过调节

IAA 的分布与失活形式，精细调控分蘖与茎秆发

育。JA 及其前体 OPDA 在分蘖节与茎中的差异表

达模式，暗示激素的运输及分布也可能受到调控。

这些互作网络共同介导了小麦在硝酸盐响应时的

分子水平变化，为 TaNPF6.2硝酸盐响应交叉调控

SA 和 ABA 等激素信号通路提供了证据。氮素转运

缺失可能触发逆境信号（如增强应对胁迫的 SA 和

ABA 信号），以及分蘖关键抑制因子 TB1的显著上

调，共同构成了其下游信号网络的核心。这一变

化，从分子水平上解释了 KOTaNPF6.2植株分蘖数减

少、穗长缩短等表型变化，即硝酸盐转运功能的缺

陷可能被植株解读为一种营养胁迫信号，转而启动

了以牺牲部分生长为代价的逆境适应程序。下一步

可通过激素调控途径的基因和硝酸盐转运基因活

性的双重调节，探索氮高效吸收与生长潜力的平

衡，为氮高效小麦品种的选育提供理论依据。

4 结论

TaNPF6.2作为硝酸盐信号响应的正向调控因

子，其功能缺失会通过激活 SA 和 ABA 等逆境激

素信号通路，并上调分蘖抑制因子 TB1的表达，最

终对小麦的分蘖和穗部发育产生抑制作用。通过分

子水平的检测揭示其整合氮转运、脂类代谢及激素

信号通路共同调控小麦生长发育的机制，为系统解

析小麦氮素响应机制提供了理论依据。
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Transcriptome Analysis Reveals Wheat Nitrate Transporter
TaNPF6.2 Integrates Hormone Pathways to Regulate Development

Guo Shihan1,2, Zhou Baihui2,3, Kong Xiuying2, Zhang Lichao2, Xia Chuan2, Ni Zhiyong1

(1Xinjiang Key Laboratory for Ecological Adaptation and Evolution of Extreme Environment Organisms, College of
Life Sciences, Xinjiang Agricultural University, Urumqi 830052, Xinjiang, China; 2Institute of Crop Sciences, Chinese
Academy of Agricultural Sciences / State Key Laboratory of Crop Gene Resources and Breeding, Beijing 100081,

China; 3School of Agronomy, Anhui Agricultural University, Hefei 230036, Anhui, China)

Abstract Nitrate transporters are specific membrane proteins that mediate nitrogen uptake in plants and are
closely related to nitrogen use efficiency. In this study, the genotypes of gene-edited knockout (KO) lines of the
wheat nitrate transporter TaNPF6.2 were identified. Transcriptome comparison revealed 1981 differentially
expressed genes (DEGs) between the wild-type and KO lines, and GO enrichment analysis showed that these
genes were significantly enriched in acyltransferase activity and fatty acid biosynthesis. Endogenous hormone
detection indicated that the contents of salicylic acid and abscisic acid significantly increased in the KO lines,
and the expression of genes related to their synthesis and signal transduction was also synchronously
upregulated. These results suggested that TaNPF6.2 may participate in the perception and transduction of nitrate
signaling in wheat by affecting salicylic acid- and abscisic acid-mediated signaling pathways. Loss of TaNPF6.2
function activated stress-related hormone signaling, thereby leading to changes in agronomic traits such as tiller
number, spike length, and plant height. This study provided a theoretical basis for elucidating nitrogen response
mechanisms and breeding nitrogen-efficient wheat varieties.
Key words Wheat; Nitrate transporter (NPF); Transcriptome; Hormone
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