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摘要： 以水稻为材料，对水稻NH4+离子转运蛋白基因OsAMTl．1、0sAMTl．2、OsAMTl．3、OsAMT3．1和OsAMT4．1

的表达部位进行了初步的定性研究，并首次将荧光定量PCR技术应用于植物营养研究中，检测了水稻根中OsAMTI．1、

OsAMTl．2、OsAMTI．3和OsAMT4．1在N饥饿48 h以后，又转移到lmmol／LNl-h+或l mmol／LN03。中2 h后的表达量变化。

结果表明，在当时的实验条件下，OsAMT3．1主要在地上部表达，因此推测可能对于根系吸收NH4+没有多大作用；OsAMTI．1、

OsAMTl．2、OsAMTl．3和OsAMT4．1在植株根部和地上部都有表达：经过48 h的N饥饿处理以后，在检测的4个基因当中，

根中表达量最高的是OsAMTl．1，显著高于OSAMTl．2、OsAMTl．3和OsAMT4．1，由此认为，对根中NFh+吸收的贡献也是

OsAMTl．1最大；OsAMTI．2、OsAMTI．3和OsAMT4．1表达量在N饥饿48 h以后，不论是NH4+或N03‘的加入都显著抑制这

3个基因的表达。荧光定量PCR方法的应用可以精确检测到基因表达量的微小变化，尽管没有显著的变化，但从表达量上来讲，

OsAMTI．1表达量在加N后有下降的迹象，而且OsAMTI．1、OsAMTl．2和OsAMT4．1受N1-h+的抑制效果稍强于N03。；而

0sAMTl．3受N03‘的抑制作用稍强一点，这些都是半定量PCR和Northern杂交所检测不到的。

关键词： 水稻：0sAMT；荧光定量PCR

中图分类号：S501

水稻是东南亚地区主要的粮食作物。N素是植物

从土壤中吸收利用最多的元素之一，但是水稻对N素

的乖蜩效率并不高，而且损失的N素又带来严重的环
境问题【l。5】。大田生产中N肥利用率可能在30％～35％

之间，而损失率可能亦为30％一50％，其中水稻田>

玉米地>小麦地，均值约为40％[6—7】。长期以来，对N

素吸收利用的分子机理的研究一直是植物营养界研究

的热点领域【8‘¨】。水稻主要以吸收NI-h+-N为主，并且

NH。+的吸收主要是通过OsAMT基因来完成的【121。虽

然已经有报道表明水稻中有10个NH4+离子转运蛋白

基因OsAMT，并且根据同源性的不同分为4个系列，

OsAMTl 3个，Os削ⅥT2 3个，Os√蝴T3 3个以及1

个OsAMT4．1t13】，但是目前对水稻OsAMT的研究并

不多，大部分研究还是集中OsAMTl家族的3个基因

的表达上[14-1 5】，而且结论也存在争议。在研究手段上，

以往的研究大部分都用定性或半定量的方法进行研

究，这无疑限制了对OsAMT表达规律更精确的研究。

实时荧光定量PCR技术(real tk,'ae fluorescent

quantitative PCR，FQ PCR)于1996年由美国Applied

Biosystems公司推出，该技术不仅实现了对低峰度

mRNA的快速准确的定量，而且具有灵敏度高、特异

性和可靠性更强、自动化程度高、无污染性、具实时

性和准确性等特点，目前这项技术已经广泛应用于

mRNA的检测中，并且已经成为分子生物学及医学基

础领域研究的重要手段【161。但是，实时定量PCR这一

最新分析技术之一在农业基础研究中的应用实例还不

多，尤其在植物营养遗传基础研究中更是少见报道。

针对定量PCR可以精确定量少量基因的表达，而水稻

的N素吸收基因表达量又都很低这一特点，我们应用

美国MJ公司的Opticon2实时荧光定量PCR仪，以水

稻桂单4号为材料，首次应用定量PCR技术，对水稻

OsAMT家族的5个基因的表达进行了初步的探讨，为

进一步的N素吸收利用分子机理研究奠定了基础。

1材料与方法

1．1 实验材料

实验以水稻桂单4号为材料。

1．2方法

①基金项目：国家自然科学基金重大项目(批准号30390080)资助。
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1．2．1 预培养 水稻种子用1％NaCIO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

(N水平为0．5 mmol／L NI-hN03，其他元素不变)进行

预培养。

1．2．2培养条件及管理 植株生长室温度：25"C 4-

2"C，相对湿度：75％，光照：300 Ue／(m2．s2)。昼夜循

环：光照14 h／黑暗10 h。苗龄15天时，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N水平为0．5 mmol／LNH4N03的木村B培

养液，除N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／t,。管理：每天早晚各调1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天换1次培养液。

1．2．3处理 苗龄28天时，选取长势一致的水稻

幼苗，进行N饥饿处理(N水平为0，其他元素同木

村B培养液一致)，48 h后，放入表I所示的两个不同

处理的营养液中(NI-14+：(NH4)2 S04，N03-：KN03)

培养，每个处理3个重复。

表1不同处理培养液养分含量(除N外，其他元素含量同木村B培养液一致)

Table 1 Concentrationsofnutrient elementsofhydroponic solutionsin differenttreatments(the same∞thekimura solution exceptforN)

丝里 堕些：：堕Qi：鎏廛 墨丝垂茎!竺丛2 堡堡鱼量!璺曼坐!
TI 1 mmol／LNil4+ MgS04=65．9 CaCl2=40．18 P=5．6 K=21．4

lmmol／L N03’

NaH2P04=21．88

Fe—EDlA

微量元素(A．Z溶液)

pH=5

KCl=40．6l

C2H2N4=5．89

Ca=14．6

S=17．58

Mg=13．3

Fe=1．12

1．2．4取样和cDNA模板合成 不同硝铵处理后，

分别在0 h和2 h各取样1次，根、叶分开，样品经液

氮冷冻后一80℃保存备用。用异硫氰酸胍法提取RNA，

用powerscriptTM逆转录酶逆转录为cDNA。以该cDNA

为模板分析基因表达量的变化。

1．2．5测定项目 设计特异引物，分析不同处理植

株根部和地上部OsAMTI．1、OsAMTl．2、OsAMTl．3、

OsAMT3．1和OsAMT4：1的表达。

1．2．6 PCR扩增引物 按照NCBI／GenBank编号

OsAMTl．1(AF289477)；OsAMTl．2(AF289478)：

OsAMTl．3(AF289479)、OsAMT3．1(AB083582)、

OsAMT4．1(AC0918“)、OsActin(XM469569)，根据

各基因的cDNA序列进行引物设计(表2)，引物由上海

博亚生物技术有限公司合成，纯度>99％：TaqTM、MgCl2

和dNTP由宝生物工程(大连)有限公司提供：SYBR

Green I由Cambrex Bioscience Rockland．Inc提供。

表2扩增各基因所用的引物序列

Table 2 Gene specific primers used for RT-PCR analysis

2结果与分析

2．1 OsAMT的表达部位分析

从定性结果来看(图1)，OsAMTl系列的3个基

因以及OsAMT4．1在植株根中和地上部都有表达，而

OsAMT3．1只在地上部表达。根据OsAMT3．1的表达

部位来看，我们推测OsAMT3．1可能参与植株地上部
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叶片光呼吸过程中NH。+的再利用过程，而对根系

NH4+吸收的意义不大。关于OsAMT3．1和OsAMT4．1

的研究，目前国内外未见报道，我们的研究首次发现

OsAMT4．1在植株各部位表达，而OsAMT3．1只在地

上部表达。OsAMTl系列3个基因的表达部位，目前

只有Sonoda等114J的研究指出OsAMTl．1在水稻根、

叶中都有表达，这同我们的结果一致。关于OsAMTl．2

和OsAMTl．3的表达部位，我们的结果与Sonoda等【14】

不同。Sonoda等【14】指出，OsAMTl．2和OsAMTl．3只

在根中特异性表达，而在我们的结果中OsAMTl．2和

OsAMTl．3在植株根中和地上部都有表达。在Sonoda

等【14】的实验中所使用的水稻品种为Nipponbare，我们

实验的品种为日本品种粳稻南光，而且，材料的N处

理方式也不同，这些都极大地影响OsAMT基因表达

的。OsAMTl．2和OsAMTl．3不同的表达部位可能是

受了材料以及处理方式的影响。

图1 OsAMT表达部位的定性PCR结果电泳鉴定

Fig．1 Electrophoresis analysis ofqualitative RT-PCR ofOsAMT expression

2．2 OsAMT的表达量分析

定量检测中，我们只对植株根中的OsAMTl。l、

OsAMTl．2、OsAMTl．3和OsAMT4．1的表达量进行了

检测。结果表明(表3)，在经过48 h的N饥饿以后，

在测定的4个基因中，根中表达量最高的是

OsAMTl．1，在我们实验的3个不同处理中，OsAMTl．1

的表达量都是显著高于其他3个基因的表达。因此，

我们推测，在水稻根的NH4+吸收过程中，我们测定的

4个基因中，起主要作用的是OsAMTl．1，接下来是

OsAMTl．2、OsAMTl．3和OsAMT4．1，并且后3个基

因对水稻根NH4+吸收的贡献没有显著差异。

2．3不同N处理下OsAMT的表达量变化规律

从表3可以看出，水稻幼苗饥饿48 h后，再转入

lmmol／LNH4+或N03‘中2 h以后，OsAMTl．1表达量

没有显著变化，说明我们的处理方式没有对OsAMTl．1

的表达带来显著的影响。前人关于OsAMTl．1的研究

中， Kumar等【l 5J报道OsAMTl．1表现出了受高N抑

制的特性，将在10 11mol／L NI-h+中生长的水稻植株转

移到10 mmol／L NH4+中72 h后，发现OsAMTl．1的

表达量降低了60％左右。Gazzarrini掣1。7】对拟南芥的

表3不同处理OsAMT基因的表达量(amol／I．tg总RNA)

Table 3 Expression levels ofOsAMT under

different nitrogen treatments

注：表中数据为3个重复的平均值，不同小写字母表示同行不同

处理差异显著性(P<O．05)，大写字母表示同列相同处理不同基因

的表达量差异(P<O．01)。

AtAMTl．1研究结果与其一致。我们的实验中，水稻植

株由N饥饿转移到1 mmoUL NH4+或N03。中2 h以

后，OsAMTI．1表达量没有显著差异，可能是由于我

们处理的时间不够长，也可能是N水平不够高所致。

但是在Sonoda等【14】的研究中发现OsAMTl．1是组成型

表达的，在我们实验中，定量PCR结果显示OsAMTl．1

表达量在加N后，稍有下降的迹象(表3)。

关于OsAMTl．2的表达规律，Sonoda等【14】指出  
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OsAMTl．2在根中受NH4+诱导表达，而Kumar掣15】

的研究中OsAMTl．2同OsAMTI．1一样受高N的抑制，

只是抑制程度只有OsAMTl．1的一半左右。在我们的

研究中，OsAMTl．2在加N后，表达量迅速降低，在

2 h内就达到显著差异，说明OsAMTI．2的表达在N

饥饿48 h以后，受加N的抑制，而且加NH。+和加

N03‘都抑制0sAMTl．2的表达(表3)。

0sAMTl．3的表达在加N后受到显著的抑制，这

与Sonoda等【14】的结果相同，即OsAMTl．3的表达受到

N的抑制，而且，在Sonoda等【14】的结果中N03。对

OsAMTl．3的抑制作用要比NH4+更强一些，我们的结

果中NH4+和N03。对OsAMTl．3表达量的抑制效果没

有显著差异，但是N03。的抑制作用稍强于NH4+。

OsAMT4．1的表达是前人没有研究过的，Suenaga

等r13】首次报道了水稻中有OsAMT4．1的存在，但是并

没有对OsAMT4．1的表达进行研究。我们的结果表明

OsAMT4．1同样受到加N的显著抑制，NH4+和N03‘

对OsAMT4．1的抑制作用没有显著差异，以NH。+的

抑制稍强一些，在纯N03。培养中，OsAMT4．1的表达

量几乎是纯NH。+处理中表达量的2倍左右，但二者没

有显著差异。

3讨论

用定量PCR技术来研究OsAMT的表达变化规律，

目前在国内外还没有报道，以往的研究中多数都用半

定量的方法进行研究，定量PCR技术的应用无疑使

OsAMT表达规律的研究手段又向前进了一步，能够对

于基因家族各成员的表达量变化进行精确定量分析。

对各基因表达量的定量分析结果表明，OsAMTl．1

在所有处理中，都是表达量最高的，与其他基因的表

达量差异显著，充分证明了OsAMTl．1在水稻根系

NH4+吸收中的主导地位，这也是定量PCR方法的优

点之一。在以往研究中由于只能对OsAMT的表达进

行定性或半定量研究，所以在OsAMT表达量的变化

上只能进行粗略的估算，而且在各个OsAMT基因对

NH。+吸收贡献的大小上一直没有报道，本研究通过定

量PCR方法的应用，成功解决了低拷贝表达的NH4+

转运蛋白基因的定量问题，使得各个OsAMT基因对

NH。+吸收的贡献可以精确地定量。

我们首次对OsAMT3．1和OsAMT4．1的表达进行

了研究，发现OsAMT4．1在水稻植株的根和地上部都

有表达，而OsAMT3．1只在地上部表达。我们推测只

在地上部表达的OsAMT3．1可能与光呼吸过程中NH。+

的再利用过程有关，而对根系吸收NH。+过程可能没有

实质意义，因此，在定量检测中，我们没有对OsAMT3．1

的表达进行检测。

对水稻根中OsAMT的定量结果说明OsAMTl．2、

OsAMTI．3和OsAMT4．1在N饥饿以后，都受到加N

的显著抑制，而且不论是在NH4+或N03‘中都是受抑

制的。有很多关于混合N源提高产量改善长势的报道

[18-20]，在我们的实验中并没有发现N03’或NH4+本身

对OsAMT表达的促进作用。我们的实验中只有纯

NH4+和纯NO，‘的两个处理，至于在不同铵硝配比下

OsAMT的表达是否有明显的促进效果还有待于进一

步研究。

尽管所有基因在纯NH4+和纯N03。处理间的表

达量没有显著差异，但是由于定量的PCR可以对基

因的表达量进行精确的定量，我们可以看出，各基

因在纯NH。+和纯N03"处理间的表达量不同，总的

说来，OsAMTl．1、OsAMTl．2和OsAMT4．1受NH4+

的抑制效果稍强于N03’；而OsAMTl．3受N03。的

抑制作用稍强一点。而且对于OsAMTl．1的表达虽

然3个处理间差异不显著，但定量PCR仍然可以检

测到OsAMTl．1表达量在加N后有下降的迹象。基

因表达量上这样微小的差异可以被实时定量PCR技

术检测得到，而半定量或其他方法是不能检测出来

的。

4结论

在我们的实验条件下，OsAMT3．1主要在地上部

表达，因此推测可能对于根中的NH。+吸收没有多大意

义。OsAMTI．1、OsAMTl．2、OsAMTl．3和OsAMT4．1

在植株根部和地上部都有表达。

经过48 h的N饥饿处理以后，在检测的4个基因

当中，根中表达量最高的是OsAMTl．1，显著高于

OsAMTl．2、OsAMTl．3和OsAMT4．1，因此，推测对

根中NH4+吸收的贡献也是OsAMTl．1最大。

OsAMTl．2、OsAMTl．3和OsAMT4．1表达量在N

饥饿48h以后，不论是NH4+或N03+的加入都显著抑

制这3个基因的表达。

荧光定量PCR方法的应用可以精确检测到基因表

达量的微小变化，尽管没有显著的变化，但从表达量

上来讲，OsAMTl．1表达量在加N后有下降的迹象，

而且OsAMTl．1、OsAMTl．2和OsAMT4．1受NH4+的

抑制效果稍强于N03：而OsAMTl．3受N03。的抑制

作用稍强一点。
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Expression Patterns of OsAMT(1．1-1．3)，OsAMT 3．1 and OsAMT 4．1 in Rice(Oryza Sativa L．)

ZHAO Shou-pin91一．SHI Wei-min91

(1 StateKeyLaboratoryofSoilandSustainab，PAgriculture(InstituteofSoilScience ChineseAcademyofSciences)，Nanjing 210008，China；

2 GraduateSchooloftheChineseAcademyofSciences，Beijing 100049，China)

Abstract：In order to investigate expression pattems of OsAMT in rice，a preliminary qualitative study was carried out on expressions of

OsAMTI．1，OsAMTl．2，OsAMTl．3，OsAMT3．1，and OsAMT4．1 in rice shoot and root，and their respective expression levels except forOsAMT 3．1

in rice root in response to l mmol／L NI-L,+or 1 mmol／L N03’supply with the fluorescence RT-PCR technique for the first time．Results showed that

expression of OsAMT3．1 was mainly confined to shoot．so it was presumed that OsAMT3．1 was insignificant to root NH4+uptake；expressions of

OsAMTI．1，OsAMTl．2，OsAMTl．3 and OsAMT4．1Ⅵere found in both root arid shoot；among the four genes detected，OsAMTl．1 was significantly

higher than OsAMTl．2，OsAMTl．3 and OsAMT4．1 in expression level in all the three Ntreatments，so it was held that 0sAMTl．1 contributed most

to NH4+absorption in root；the expression level of OsAMTl．2．OsAMTI．3 and OsAMT4．1 were significantly suppressed after the application of

NH4+or N03‘：slight variation of gene expression could be detected with the fluorescence RT-PCR technique；it was found that the expression of

OsAMTI．1 decreased slightly after N application，and that the effect ofN}oon down regulation ofOsAMTl．1，OsAMTl．2 and OsAMT4．1 was

sligIltly stronger than that of N03。and it was the other way around in the case of OsAMTl．3．These variations could not be detected with the

semi-quantitative RT-PCR or blotting method．

Key words：Rice，OsAMT,Fluorescence RT—PCR
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