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摘 � 要 � � 以水稻南光为材料, 研究了不同铵硝摩尔比例处理时,水稻 NH4
+ 吸收代谢基因的表达情况。

结果表明: ( 1)应用荧光定量 PCR方法,可以精确检测水稻氮素吸收代谢基因在不同铵硝处理间的表达量变

化; ( 2)从各基因的表达量上来看,吸收基因中以 OsAMT1�1 表达量最高, 编码 GS 的基因中以 OsGln1�1 表达量

最高,编码 GOGAT 的基因中, OsGlu 表达量最高; ( 3)总体来说, 不同铵硝处理对 NH+
4 吸收代谢基因的表达有

显著影响,吸收基因对不同铵硝比例的反应要比代谢基因更敏感; ( 4)氮吸收基因中 OsAMT4�1 显著受到 NO-3

的抑制, NH+
4 的诱导。而 OsAMT1�1 , OsAMT1�2 , OsAMT1�3 和OsNRT2 在铵硝摩尔比例由100�0 变为50�50 过

程中,受到 NO-3 的显著抑制, 在铵硝摩尔比例由50�50变为 0�100 过程中 OsAMT1�2 和 OsAMT1�3 受到 NO-3 的

显著诱导, OsAMT1�1 和OsNRT2 变化不显著; ( 5)编码 GS 的基因 OsGln1�1 表达受 NO-3 诱导, 受 NH+
4 抑制。

OsGln2 在铵硝摩尔比例由100�0变为50�50 过程中,受到 NO3
-
增加的诱导, 同时, OsGln1�2 受到 NO

-
3 增加的

显著抑制作用,铵硝达到 50�50以后, NO-3 比例的增加对 OsGln1�2 和OsGln2 的表达没有显著影响; ( 6)编码

GOGAT的基因 OsGlt1 和 OsGlu 在不同铵硝摩尔比例中的变化趋势一致: 铵硝比例由100�0 变为 50�50 过程中

没有显著变化,铵硝比例50�50 基础上表达量受到 NO-3 比例增加的显著抑制,而 OsGlt2 的表达受 NO-3 的显

著抑制, NH+
4 的显著诱导。
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� � 虽然高等植物可以利用有机态的N, 但根系主

要吸收的氮源还是NO-3 和NH+
4 。水稻常被认为是

喜铵作物,对铵态氮的吸收多于硝态氮。但也有报

道认为,在以铵态氮或硝态氮单独作为氮源时,水稻

都能良好的生长,而以二种形态同时供给时生长更

好
[ 1~ 5]

。关于铵硝吸收,近年来也有很多研究
[ 6~ 9]

。

Herbert等[ 10]研究了铵硝吸收的相互作用,他们发现

质膜NH+
4 的流入,胞质NH+4 的积累以及NH+

4 的代

谢都受到NO-3 的促进作用。即使在相同氮水平下,

同时供应两种形态氮时, 总氮的吸收以及氮向茎中

的转运都高于单独施用NH+
4 或 NO-3 的情况。尽管

存在很多关于混合氮源改善长势的报道, 但是对于

铵硝协同吸收的机制研究很少,尤其是在分子基础

方面目前还没有研究报道。水稻是典型的以吸收

NH+
4 为主的作物, 那么在水稻� 硝促铵�这一过程

中, NO-3 是否通过改变NH+
4 离子转运蛋白基因 Os-

AMT 以及代谢基因的表达来促进 NH+
4 吸收的呢?

我们以粳稻品种南光为材料, 应用荧光定量 PCR技

术定量研究了 NH+
4 吸收代谢基因在不同铵硝比例

培养条件下的表达变化规律, 为从基因结构角度解

释NO
-
3 、NH

+
4 协同吸收的机理提供依据。

1 � 材料与方法

1�1 � 水稻预培养
水稻种子(粳稻南光)用 1% NaClO浸泡表面消

毒 30 min, 37 � 黑暗浸种 24 h。发芽的种子转移到

预先放在托盘内的纱网上, 托盘内放 1/ 2木村 B 培

养液[ 11] (氮水平为 0�5 mmol L- 1NH4NO3, 其他元素

为木村 B培养液的 1/ 2)进行预培养。

1�2 � 培养条件及管理
植株生长室温度: 25 � 2 � , 相对湿度 75% , 光
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照: 300 �mol m- 2 s- 1, 昼夜循环: 光照 14 h/黑暗 10

h。苗龄 15 d时, 选取长势一致的幼苗转移到容积

为18 L 的大托盘上培养。大托盘内营养液是氮水

平为 0�5 mmol L- 1NH4NO3的木村 B培养液, 除氮水

平外,其他元素同木村 B培养液一致。每个大托盘

为18 L 营养液/ 24个孔。培养液中加入硝化抑制剂

二氰胺 5�89 mg L- 1。每天早晚各调一次 pH 值到

5�5,每天每个大托盘内加入新培养液 1 L, 每隔 3 d

换一次培养液。

1�3 � 处理
苗龄28 d时,选取长势一致的水稻幼苗, 进行

氮饥饿处理(氮水平为0,其他元素同木村 B培养液

一致) 48 h 后, 放入总氮水平为 1 mmol L- 1, 铵硝摩

尔比例分别为 100�0( 1 mmol L- 1
NH

+
4 )、50�50( 0�5

mmol L- 1NH+
4 + 0�5mmol L- 1NO-3 )和0�100( 1 mmol

L- 1NO-3 )的 3个处理的营养液中(NH+
4 : ( NH4) 2SO4,

NO-3 : KNO3)培养,每个处理 3个重复。营养液其他

元素含量同木村 B培养液[ 11]一致。

1�4 � 取样和 cDNA模板合成

不同铵硝比例处理后, 分别在0 h和 2 h各取植

株根一次,样品经液氮冷冻后- 80 � 保存备用。用

异硫氰酸胍法提取植株总RNA, 用 powerscript
TM
逆转

录酶按照说明书提供的操作步骤将 RNA 逆转录为

cDNA。以该 cDNA 为模板应用荧光定量 PCR 技术

分析各基因表达量的变化。

表 1� 扩增各基因所用的引物序列
Table 1 � Sequence of specific primers for genes used in the RT-PCR analysis

基因名称 Gene 引物序列 Sequence of primers

Forward Reverse

OsAMT1�1 5�- ctcttctacgggctcaagaagc- 3� 5�- caaatt tatgacgtgacgatcgaga- 3�

OsAMT1�2 5�- gatctacggcgagtcgggcacgat- 3� 5�- ttccatctctgtcgaggtcgagacg- 3�

OsAMT1�3 5�- tcaaatcctacggcccgcccggtag- 3� 5�- gccgaagatctggtccacgtactcctt- 3�

OsAMT4�1 5�- cgacagcttcgtcttcggcc- 3� 5�- gtcggctttggacgccacgg- 3�

OsActin 5�- cttcataggaatggaagctgcgggta- 3� 5�- cgaccaccttgatcttcatgctgcta- 3�

OsGln1�1 5�- caatccgccattgagaagc- 3� 5�- cttgccgttctgctccgtct- 3�

OsGln1�2 5�- ggttggaggatcgggatag- 3� 5�- tcaccttgtggcgtgtagca- 3�

OsGln2 5�- accaagagtatgcgtgaaga- 3� 5�- aacctgtcaacctccttt ca- 3�

OsGlt1 5�- ggagggaaatctaatacagg- 3� 5�- agttcatcagcgttagtcag- 3�

OsGlt2 5�- agacaaacaatt tccctgag- 3� 5�- taaagggtcacttccaacat- 3�

OsGlu 5�- aacaggcagcgagaaaggt- 3� 5�- actcgttcaaactcggcaca- 3�

OsNRT2 5�- cctcatcggcttctccctcg- 3� 5�- agcaccagacgcccatcac- 3�

1�5 � 测定项目
按照各基因的 cDNA序列设计特异引物,应用荧

光定量 PCR技术分析不同处理植株根部 NH+
4 吸收

转运蛋白基因 ( OsAMT1�1、OsAMT1�2、OsAMT1�3 和
OsAMT4�1)、NO-3 转运蛋白基因( OsNRT2 )、编码 GS

的基因( OsGln1�1、OsGln1�2 和 OsGln2 )和编码GOGAT

的基因( OsGlt1、OsGlt2 和 OsGlu)表达水平差异。

1�6 � PCR扩增引物

按照 NCBI/ GenBank 编号 OsAMT1�1 (AF289477) ;
OsAMT1�2 ( AF289478) ; OsAMT1�3 (AF289479) ; OsAMT4�1
(AC091811) ; OsGln1�1 ( AP004880) ; OsGln1�2 (AC105364) ;
OsGln2 ( AL662953 ) ; OsGlt1 ( AP004363 ) ; OsGlt2

( AC104709) ; OsGlu ( AP003833) ; OsActin ( XM469569) ;

OsNRT2(AB008519) ,根据各基因的 cDNA序列进行引物

设计。引物由上海博亚生物技术有限公司合成,纯度

大于99%;TaqTM,MgCl2和 dNTP 由宝(TaKaRa )生物工程

(大连)有限公司提供; SYBR Green I 由 Cambrex Bio-

science Rockland� Inc提供。

2 � 结果与分析

2�1 � 铵吸收基因 OsAMT 以及硝吸收基因 OsNRT

在不同铵硝比例中的表达情况

� � OsAMT 是水稻中编码 NH+
4 转运蛋白的基因,

水稻基因组中有 10个 OsAMT 基因,根据同源性的

不同分为四个系列: OsAMT1 三个, OsAMT2 三个,
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OsAMT3 三个以及一个OsAMT4 [ 12]。目前对水稻 Os-

AMT 的研究大部分集中于 OsAMT1 家族的三个基因

的表达特征上
[ 13, 14]

。OsNRT2 是水稻中的高亲和

NO-3 转运蛋白基因。在测定吸收基因的表达时,我

们选定了 4个 OsAMT 基因和一个OsNRT2 基因进行

定量分析。

由于吸收基因表达量很低,很难进行精确定量,

在以往的研究中也只是应用半定量或 Northern杂交

技术进行半定量或定性分析[ 13, 14]。而这两种方法都

不能对基因表达量进行精确定量,因此也就限制了对

基因表达规律的进一步研究。实时荧光定量 PCR技

术于 1996年由美国Applied Biosystems公司推出,该技

术实现了对低拷贝基因表达量的快速、准确定量。与

半定量、Northern杂交以及基因芯片技术相比,实时荧

光定量 PCR 技术精确性提高很多倍,可以精确到拷

贝数的个数,并且可以同时进行大量样品的定量,而

且省略了电泳这一步骤,使操作更简便。

表 2� 氮吸收基因在不同铵硝比例下的表达量
Table 2� Expression level of N- absorbing genes in relation to different ammonium/ nitrate ratio in treatments( pmol� 10- 11�g- 1 total RNA)

基因 Gene 1 mmol L- 1 NH+
4 0�5 mmol L- 1NH+

4 + 0�5 mmol L- 1NO-
3 1 mmol L- 1NO-

3

OsAMT1�1 2 832 � 120 a A 2 520 � 158 b A 2 240� 175 b A

OsAMT1�2 25�35 � 2�81 a C 7�17� 2�04 c C 16�77� 2�50 b C

OsAMT1�3 375�8 � 25�5 a B 298�6 � 30�1 b B 426�2 � 26�6 a B

OsAMT4�1 79�35 � 9�18 a C 41�44 � 9�81 b C 18�20 � 4�05 c C

OsNRT2 99�84 � 11�3 a C 60�29 � 6�03 b C 75�54 � 19�1 ab C

� � 注:表中数据为 3个重复的平均值 � 标准差 SE,表中小写不同字母表示同行不同处理差异显著性 ( p < 0�05) ; 大写字母表示同列相同处理

不同基因的表达量差异( p < 0�05) � Note: Each value in the table was an average of three replicates� The difference in lowercase letters following the data in

the same row indicates significant difference between the treatments at 5% level ; and the difference in capital letters in the same column indicates signif icant dif-

ference between the genes at 1% level

� � 表2的数据说明,在测定的所有吸氮基因中,表

达量最高的是 OsAMT1�1 , 显著高于其他 OsAMT 基

因以及 OsNRT2 基因。而且即使是在纯硝培养下

NH+
4 吸收基因 OsAMT1�1 的表达量也显著高于 Os-

NRT2 ,在铵硝 50�50 的处理中也是如此。铵硝吸收

基因的表达量比较结果说明, 不论在怎样的铵硝比

例下, NH
+
4 吸收基因 OsAMT1�1 的表达量始终显著

高于其他OsAMT 和OsNRT2, 因此推测 OsAMT1�1 在
水稻氮素吸收中可能起到最主要的作用。

吸收基因的表达有组成型和诱导型之分。从表

2看, 不同铵硝比例对氮吸收基因的表达有影响。

前人研究[ 13, 14]中对于 OsAMT1�1 是否为组成型表达
没有定论, 但已经证实 OsAMT1�3 不是组成型表达
的。我们实验发现 NH+

4 吸收基因 OsAMT1�1 , Os-

AMT1�2 , OsAMT1�3 和 OsAMT4�1 以及 NO-
3 吸收基

因 OsNRT2 的表达都受到不同供氮形态的影响。

OsAMT4 �1 的表达量随着溶液中 NO-3 的比例增加而

降低, 似乎表现出显著的受 NO-3 抑制、NH
+
4 诱导的

特性, OsAMT1�1 和 OsAMT4�1 表现 类似, 不过
OsAMT1�1的表达量在铵硝 50�50和纯硝处理间没

有显著差异。OsAMT1�2 的表达量变化没有明显的
规律, 在纯 NH+

4 处理时表达量最高,其次是 NO-3 处

理,表达量最低的是 NH+
4 �NO-3 = 50�50的处理。

OsAMT1�2 的表达量在3 个不同铵硝比的处理中, 纯
NH+

4 的表达量最高, 似乎表现出 NH+
4 诱导的现象,

但是在铵硝 50�50处理时, 其表达量反而显著低于

纯NO-3 处理时的表达量。编码硝酸盐转运蛋白的

基因 OsNRT2 在不同铵硝比例中的变化规律与

OsAMT1�2相似, 都是在NH+
4 中表达量最高, NO

-
3 中

表达量次之,铵硝 50�50 处理表达量最低。不同的

是 OsAMT1�2 的表达量在不同处理间差异显著, 而
OsNRT2 表达量只是纯NH

+
4 处理显著高于铵硝 50�

50的处理。说明氮吸收基因受铵硝比例的影响与

原培养液中的铵硝比例有关,在铵硝 100�0的基础

上, OsAMT1�1 , OsAMT1�2 , OsAMT1 �3 和OsAMT4�1 以
及NO-3 吸收基因 OsNRT2 的表达受NO-3 比例增加

的显著抑制。当铵硝比例达到 50�50以后, NO-3 的

增加仍然显著抑制 OsAMT4�1 的表达, 但显著诱导
OsAMT1 �2 和OsAMT1�3 的表达, 对 OsNRT2 的表达

也有微诱导效应。尽管前人[ 13]对 OsAMT1�2 的研
究表明OsAMT1�2 的表达受到 NH+

4 诱导, 但是前人

研究中所使用的水稻品种以及处理方式都不同于本

实验。前人单纯研究了氮水平的变化对基因表达的

影响,我们的实验是在氮水平不变的前提下,来研究
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不同铵硝比例对氮素吸收基因表达的影响。

2�2 � GS基因在不同铵硝处理下的表达情况

OsGln是水稻中编码GS的基因。水稻中有GS1

和GS2两种同工酶, GS1主要存在于细胞质中, 参与

N素的再转移过程; GS2主要存在于质体中, 为绿色

组织的主要 GS形式, 主要参与同化光呼吸及硝酸

盐还原产生的 NH+
4 。Ishiyama 等

[ 15]报道, 水稻中编

码GS1的基因有 3个,即 OsGln1�1、OsGln1�2 和Os-
Gln1�3 ,并且指出, OsGln1�3 的表达很弱, 因此我们
实验中也只检测了 OsGln1 �1 和OsGln1�2 的表达量。
Ishiyama等[ 15]同时指出只有一个编码 GS2 的基因

OsGln2 的存在。在我们的实验条件下,可以看出编

码 GS的基因中, OsGln1�1 的表达量在不同铵硝比
例下都显著高于OsGln1�2 和OsGln2。

表 3� 编码 GS的基因 OsGln 在不同铵硝处理下的表达量

Table 3 � Expression level of GS OsGln in relation to different ammonium- nitrate treatments( pmol� 10- 11 �g- 1 total RNA)

基因 Gene 1 mmol L- 1 NH+
4 0�5 mmol L- 1NH+

4 + 0�5 mmol L- 1NO-
3 1 mmol L- 1NO-

3

OsGln1�1 2 292 � 410 c A 4 141 � 319 b A 6 428 � 251 a A

OsGln1�2 636�4 � 71�3 a B 486�3 � 39�7 b B 486�6� 56�1 b B

OsGln2 59�32 � 23�8 b C 86�08 � 14�2 a C 93�90 � 7�36 a C

� � 注:表中数据为 3个重复的平均值 � 标准差 SE,表中小写不同字母表示同行不同处理差异显著性 ( p < 0�05) ; 大写字母表示同列相同处理

不同基因的表达量差异( p < 0�05) Note: Each value in the tablewas an average of three repl icates�The difference in lowercase let ters follow ing the data in the

same row indicates significant difference between the treatments at 5% level; and the difference in capital letters in the same column indicates significant difference

between the genes at 5% level

� � 不同铵硝处理对 OsGln 的表达有影响。首先

OsGln1�1 和OsGln2 的变化趋势相同, 都是表达量随

着培养液中 NO
-
3 的增加而增加, NH

+
4 的增加而降

低。二者的差异在于 OsGln1�1 的表达量随NO-3 比

例的增加而显著增加;而 OsGln2 的表达量在铵硝比

由100�0变为50�50后, 表达量显著增加, 之后 NO-3

比例的增加没有对表达量造成显著的影响。因此我

们认为 OsGln1�1 和OsGln2 的表达都是受 NO-
3 的诱

导,NH+
4 的抑制, 只是这两个基因受诱导或抑制的

程度不同。OsGln1�2 的表达量在铵硝 100�0变为

50�50以后显著降低, 同 OsGln2 一样, 以后再增加

NO-3 的比例,其表达量没有明显变化。因此我们认

为NO-
3 的增加可能对 OsGln1�2 的表达具有负调节

作用。

以上分析说明编码 GS的基因 OsGln1�1 和Os-

Gln2 的表达显著受到培养体系中 NO
-
3 增加的诱导,

并且这两个基因对不同铵硝比例的反应程度有差

异, 而 OsGln1�2 受到NO-3 的抑制作用。

2�3 � GOGAT基因在不同铵硝处理中的表达情况

高等植物中至少存在两种 GOGAT, 一种用

NADH 作为还原剂 ( NADH-GOGAT) , 另一种需要铁

氧还蛋白( Fd-GOGAT) [ 16]。前者在非光合组织中占

优势,后者主要存在于光合组织中[ 17]。通过对拟南

芥
[ 18]
和大麦

[ 19]
叶绿体中的 Fd-GOGAT 的突变体研

究发现Fd-GOGAT 的主要功能是再利用由光呼吸作

用释放的铵。在根中, Fd-GOGAT 主要存在于质体

中
[ 20]
并且认为参与铵吸收

[ 21]
。OsGlt 是水稻中编

码NADH-GOGAT 的基因, OsGlu 是编码 Fd- GOGAT

的基因,因此我们检测了以下 3 个基因的表达量。

从定量结果来看, 各个不同处理中, 3个编码 GOGAT

的基因中 OsGlu 的表达量一直是最高的(表 4)。

表 4� 编码 GOGAT基因的 OsGlt和 OsGlu 在不同铵硝处理下的表达

Table 4 � Expression level of OsGlt and OsGlu of GOGAT gene in relat ion to different ammonium-nitrate treatments( pmol� 10- 11�g- 1 total RNA)

基因 Gene 1 mmol L- 1 NH+
4 0�5 mmol L- 1NH+

4 + 0�5 mmol L- 1NO-
3 1 mmol L- 1NO-3

OsGlt1 9�139 � 0�41 a C 10�15 � 0�53 a B 1�219� 0�43 b B

OsGlt2 36�86 � 0�93 a B 25�63 � 0�82 b B 1�360 � 0�51 c B

OsGlu 203�1 � 12�8 a A 222�1 � 13�4 a A 68�83 � 17�7 b A

� � 注:表中数据为 3个重复的平均值 � 标准差 SE,表中小写不同字母表示同行不同处理差异显著性 ( p < 0�05) ; 大写字母表示同列相同处理

不同基因的表达量差异( p < 0�05) Note: Each value in the table was an average of three replicates. The difference in lowercase letters follow ing the data in

the same row indicates significant difference between treatments at 5% level; and the differentce in capital letters in the same column indicates the signif icant dif-

ference between genes at 5% level
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� � 编码 GOGAT 的这 3个基因的表达受不同铵硝

的影响, OsGlt1 和OsGlu 的变化规律相同, 都是在铵

硝 100�0 变为 50�50 后表达量没有显著变化, 当
NO-3 再增加到 0�100 以后, 表达量显著降低。而

OsGlt2 的表达受NO-3 的显著抑制,三个基因的共同

点是在铵硝 50�50基础上的 NO-3 增加阶段其表达

都受到 NO-
3 的显著抑制,即完全供硝态氮抑制了这

些基因的表达。

3 � 讨 � 论

研究不同铵硝比例对氮素吸收代谢基因表达的

影响目前在国内外还没有报道。在研究手段上,定性

或半定量的研究不能检测基因表达量的微小变化,这

可能是限制对低峰度表达的氮吸收代谢基因更深一

步研究的一个方面。本研究成功地将荧光定量 PCR

方法应用于基因表达的研究中,精确检测了氮素吸收

代谢基因在不同铵硝比例中的表达变化规律。

从定量结果来看, 吸收基因中以 OsAMT1 �1 表
达量最高, 编码 GS 的基因中以 OsGln1�1 表达量最
高,编码 GOGAT 的基因中, OsGlu 表达量最高。

总的说来, 吸收基因对不同铵硝比例的反应要

比代谢基因更敏感。而且, 在测定的 5个吸收基因

在铵硝100�0 基础上增加 NO-3 时都表现出显著的

抑制现象, 其中 OsAMT4�1 在铵硝比例达到 50�50
以后仍然显著受到 NO-3 的抑制, NH

+
4 的诱导, 而

OsAMT1�2 和OsAMT1�3 一样先受到NO-3 的抑制,后

受到 NO-3 的诱导, 并以铵硝 50�50处理为转折点,

而 OsAMT1�1 和OsNRT2 则在铵硝50�50以后, 表达
量不受 NO-

3 比例增加的显著影响。代谢基因中,编

码GS的基因和编码GOGAT 的基因对不同铵硝比例

的反应不同。编码GS的基因 OsGln1�1 表达受NO
-
3

诱导, NH+
4 抑制。OsGln2 在铵硝比例由100�0变为

50�50过程中, 受到NO-
3 增加的显著诱导,同时, Os-

Gln1�2 受到 NO-3 增加的显著抑制作用; 铵硝达到

50�50以后, NO-3 比例的增加对 OsGln1�2 和 OsGln2

的表达没有显著影响。编码 GOGAT 的基因 OsGlt2

的表达显著受到 NO-3 的抑制, NH
+
4 诱导,而 OsGlt1

和OsGlu 在不同铵硝比例中的变化趋势一致: 铵硝

比例 50�50以前没有显著变化, 铵硝比例 50�50基
础上表达量受到 NO-

3 的显著抑制。

很多报道表明, 当两种氮源同时供应时, 植物长

势及产量都会比单独供应 NH
+
4 或 NO

-
3 有显著提

高
[ 22]

,包括水稻
[ 4, 5]
。本研究结果中,并不是所有的

吸收代谢基因都表现出了受硝诱导的现象, 相反有

些基因受 NO
-
3 的抑制,而且这些基因受铵硝的影响

与原培养体系中的铵硝比例有关。这说明, 水稻硝

促铵吸收的现象并不一定都表现在吸收代谢基因的

表达上,而且本研究只测定了水稻的 4个 OsAMT 基

因,只有 OsAMT1 �2 和 OsAMT1�3 在铵硝50�50基础
上表现出 NO

-
3 诱导的特性。虽然 OsAMT1�2 和 Os-

AMT1�3 可能在 NO-3 促 NH+
4 吸收这一过程中起到

主要的作用, 但是, 也不排除其他 OsAMT 基因起到

更主要的作用, 这一点还有待于进一步的研究。在

代谢基因上, 只有编码 GS 的基因 OsGln1�1 和Os-
Gln2 表现出NO-3 诱导的现象, 关于 NO-3 促NH+

4 吸

收的分子机理还有待于进一步研究。

在检测的基因中, 除了对 NH+
4 和 NO-3 的反应

特性不同以外,各个基因受 NH+
4 和 NO-3 影响还与

原培养体系中的铵硝比例有关。所测定的五个吸收

基因对不同铵硝比例的反应以铵硝 50�50为分界

点, 呈不同的变化, 只有 OsAMT4 �1 变化保持一致。
而代谢基因中编码 GS的 OsGln2 只在铵硝由 100�0
变为 50�50时受 NO-3 的显著诱导, 编码 GOGAT 的

基因 OsGlt1、OsGlt2 和OsGlu 都是在铵硝 50�50基础

上受到NO-3 比例增加的显著抑制。氮素吸收代谢

基因这种不同的反应方式可能是植物适应土壤中不

断变化的铵硝比例的机制之一。

本实验中仅检测了根中的吸收代谢基因表达

量,并没有分析地上部的基因表达量变化。对于吸

收基因来说, 可能主要在根中起作用; 而代谢基因在

地上部的表达可能也对根中的氮素吸收代谢有一定

的影响,可能根中有些基因的表达是地上部基因表

达反馈的结果,也可能是对不同铵硝比例的直接反

应, 这一点还有待于研究。

4 � 结 � 论

应用荧光定量 PCR方法, 可以精确检测水稻氮

素吸收代谢基因在不同铵硝处理间的表达量变化。

从各基因的表达量上来看,吸收基因中以 OsAMT1�1
表达量最高, 编码 GS的基因中以 OsGln1�1 表达量
最高,编码GOGAT 的基因中, OsGlu 表达量最高。

总体来说,不同铵硝处理对氮素吸收代谢基因

的表达有显著影响,吸收基因对不同铵硝比例的反

应要比代谢基因更敏感。
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氮吸收基因中 OsAMT4�1 显著受到 NO-3 的抑

制,NH+
4 的诱导; 而 OsAMT1�1 , OsAMT1�2, OsAMT1�3

和 OsNRT2 在铵硝摩尔比例由100�0变为50�50过程

中,受到NO
-
3 的显著抑制, 在铵硝摩尔比例由 50�50

变为0�100过程中 OsAMT1�2 和 OsAMT1�3 受到NO-3

的显著诱导, OsAMT1�1 和 OsNRT2 变化不显著。编

码GS的基因 OsGln1�1表达受NO
-
3 诱导, NH

+
4 抑制;

OsGln2 在铵硝比例由 100�0变为 50�50过程中,受到

NO-3 增加的显著诱导, 同时, OsGln1�2 则受到 NO-3

增加的显著抑制作用,铵硝达到 50�50以后, NO-3 比
例的增加对 OsGln1�2 和 OsGln2 的表达没有显著影

响。编码GOGAT 的基因 OsGlt2 的表达受NO-3 的显

著抑制,NH+
4 的显著诱导, OsGlt1 和 OsGlu 在不同铵

硝比例中的变化趋势一致: 铵硝比例由 100�0变为

50�50过程中没有显著变化,铵硝比例 50�50基础上表

达量受到NO
-
3 比例增加的显著抑制。
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INFLUENCE OF AMMONIUM/ NITRATE RATIO IN TREATMENT ON

EXPRESSION OF NITROGEN ABSORBING AND METABOLIZING GENES OF RICE

Zhao Shouping1, 2 � Zhao Xueqiang1, 2 � Shi Weiming1�

( 1 StateK ey Laboratory of Soil and SustainableAgriculture , Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences , Nanjing � 210008, China)

(2 Graduate School of Chinese Academy of Sciences, Beij ing � 100039, China)

Abstract � In order to clarify nitrogen uptake and metabolism of rice roots on a molecular basis, studies by means of quant-i

tative rea-l time PCR were carried out on expression of nitrogen absorbing and metabolizing genes in relation to different ammon-i

um/ nitrate ratio in treatment. The results show that ( 1) in terms of expression level, OsAMT1�1 among N absorbing genes, Os-
Gln1�1 among GS genes and OsGlu among GOGAT geneswas the highest; ( 2) Significant up-regulation by ammonium and down-

regulation by nitrate were found in the expression of OsAMT4�1 , in any treatment whereas significant nitrate-depressed expression

for OsAMT1�1 , OsAMT1�2 , OsAMT1�3 and OsNRT2 was observed when the ratio of ammonium to nitrate varied from 100�0 to

50�50, and significant nitrate- induced expression for OsAMT1�2 and OsAMT1�3 when the ratio of ammonium to nitrate varied

from 50�50 to 0�100; ( 3)Among the genes coded as GS, OsGln1�1 were significantly up-regulated by nitrate and down-regulat-
ed by ammonium, significant nitrate- induced expression for OsGln2 and nitrate- depressed expression for OsGln1�2 when the ra-
tion of ammonium to nitrate varied from 100�0 to 50�50; ( 4) Among the genes coded as GOGAT, OsGlt1 and OsGlu showed no

significant variation in the process of the ratio of ammonium to nitrate varying from 100�0 to 50�50, but were significantly down-

regulated with the ratio of ammonium to nitrate further varying from 50�50 to 0�100; significant up-regulation by ammonium and

down- regulation by nitrate were found in the expression of OsGlt2 ; ( 5) In general, the regulation of expression of these genes by

ammonium and nitrate depends on the ratio of ammonium to nitrate in the primary solution where the rice grew.

Key words � Rice; Ammonium/ nitrate ration; Gene in relation to N uptake and metabolism; Fluorescence rea-l time PCR
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