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摘要    提高水稻的氮素利用率对农业生产极为重要, 水稻谷氨酸合酶(GOGAT, EC 1.4.1.14)

被认为具有提高水稻氮素利用率的潜力, 但该酶在水稻中的功能以及其对碳氮代谢的影响一

直未被系统的报道. 本研究以抑制表达谷氨酸合酶基因的转基因水稻为材料, 结合谷氨酸合酶

基因家族全生育期表达谱数据, 研究该基因家族在水稻体内的功能及其对碳氮代谢的影响. 结

果表明, 谷氨酸合酶家族基因成员的表达模式各不相同, 具有明显的组织和器官特异性, 表明

其在体内行使着不同的功能. 与野生型相比, 抑制表达谷氨酸合酶基因的转基因植株的分蘖

数、地上部干重以及单株产量显著下降. 同时, 转基因植株叶片中的硝酸盐、部分游离氨基酸、

叶绿素、糖、糖磷酸以及吡啶核苷酸含量也显著降低, 但游离铵、α-酮戊二酸以及异柠檬酸含

量上升. 分析表明, 谷氨酸合酶在水稻的碳氮代谢过程中扮演着重要角色, 是水稻氮素高同化

过程中必不可少的因子. 

关键词   

谷氨酸合酶 

水稻 

共抑制 

碳氮代谢 

  

 
 
氮素是水稻(Oryza sativa)生长发育过程中最重

要的营养元素之一. 目前, 维持或提高全球水稻产量

的主要方法是大量的施入氮肥. 然而, 氮肥的大量施

入严重影响了生态环境, 带来了一系列的环境问题, 

而提高作物的氮素利用率是解决这些问题的重要途

径 [1]. 谷氨酰胺 -α-酮戊二酸转氨酶 (Glutamine 2- 

oxoglutarate aminotransferase, GOGAT), 又名谷氨酸

合酶(glutamate synthase), 与谷氨酰胺合成酶(gluta- 

mine synthetase, GS)一起, 是参与植物氮素初级吸收

与再吸收过程的两种重要酶类. GS 催化一分子的氨

与一个分的谷氨酸合成一个分子的谷氨酰胺 , 

GOGAT 则催化一分子的谷氨酰胺和一分子的α-酮戊

二酸(2-OG)形成两分子的谷氨酸. 这两个反应偶联

在一起被称为 GS/GOGAT 循环. 通过 GS/GOGAT 循

环, 无机态的氮转变为有机氮. 高等植物中有两类

GOGAT, NADH-GOGAT(EC 1.4.1.14)和 Fd-GOGAT 

(EC 1.4.7.1), 它们分别以 NADH 和铁氧还蛋白(Fd)为

辅酶. NADH-GOGAT 定位于非光合组织如根的质体

中, 而 Fd-GOGAT 则定位于叶绿体中[2]. 在豆类植物

的根瘤中, NADH-GOGAT 主要负责吸收根瘤菌固定

的氮, 而在非豆类植物中, NADH-GOGAT 的功能主

要是氮素的初吸收以及氨基酸代谢产生氮的再吸收. 

Fd-GOGAT 的主要功能被认为是对植物光呼吸过程中

释放的氨进行再吸收 [2]. 已经从多种植物如苜蓿

(Medicago sativa)、拟南芥(Arabidopsis thaliana)、水稻[3]

和大豆(Glycine max)[4]中克隆到了 NADH-GOGAT 的

cDNA, Fd-GOGAT 的 cDNA 也相继从玉米 (Zea 

mays) 、烟草 (Nicotiana tabacum) 、大麦 (Hordeum 
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vulgare)、菠菜(Spinacia oleracea)、欧洲赤松(Pinus 

sylvestris)和拟南芥中克隆[2]. 

拟南芥有 2 个 Fd-GOGAT 基因 (AtGLU1 和

AtGLU2)和一个  NADH-GOGAT 基因 (AtGLT1)[5,6]. 

AtGLU1 的主要功能是对光呼吸过程中产生的氨进

行再吸收, 该基因功能已经在其突变体(gls)的研究中

得到证明. AtGLU1 在叶片中可能具有氮素的初级吸

收作用, 而 AtGLU2 则可能在根中发挥着氮素初级吸

收的功能[5]. AtGLU1 的 mRNA 在根系中的表达量高

于叶片, 表明其主要的功能为吸收非光呼吸来源的

氨并提供谷氨酸为植物生长发育需要[6]. 

通过在  NCBI(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)和 

KOME(http://cdna01.dna.affrc.go.jp/cDNA/) 进行检索

发现 , 水稻中含有两个 Fd-GOGAT 基因 , OsFd- 

GOGAT1 主要在叶片表达[7], 在根部也检测到的了它

的存在[8,9]. OsFd-GOGAT2 可能在根部编码一个不同

的 Fd-GOGAT蛋白, 如 Suzuki等人[7]所述, 具有与叶

片Fd-GOGAT1不同的免疫特性, OsFd-GOGAT2在体

内的功能仍然不清楚. 水稻基因组中有两个  NADH- 

GOGAT 基因表达, OsNADH-GOGAT1 mRNA 主要在

正在发育的组织如未成熟叶片、发育早期的小穗以及

根部表达[10,11], 而 NADH-GOGAT 的酶活性在这些组

织中也较高[12~14]. 在根系中, 通过添加铵根离子可以

诱导 OsNADH-GOGAT1 转录和蛋白水平上升[8,9,15,16]. 

对 OsNADH-GOGAT2 的研究表明, 其只在叶片和叶

鞘转录表达[11]. 

GS/GOGAT 循环位于碳氮代谢的交叉点, 超量表

达 NADH-GOGAT 和 GS 被认为具有提高氮素利用率

的潜力[1]. 也因为这一目的, 许多研究都集中在 GS 基

因上, 对其进行超量表达, 有研究已经获得了较好的

结果[17]. 而由于 GOGAT 基因较长, 对它进行研究的

报道较少[18,19], 关于 GOGAT 基因在植物体内是如何

对碳氮代谢造成影响的, 一直没有较为系统的报道. 

为了获得水稻 GOGAT基因家族的更多信息, 首

先利用水稻全基因组芯片数据对 4个水稻GOGAT基

因在 25 个组织和器官中的转录谱进行了分析, 然后

利用NADH-GOGAT和Fd-GOGAT表达均被抑制的转

基因水稻为材料, 系统的研究了 GOGAT 基因被抑制

后对水稻碳氮代谢的影响. 转录谱分析表明, 水稻

GOGAT 基因家族的表达具有组织和器官的特异性, 

表明它们在体内执行着不同的功能. GOGAT 基因家

族的抑制表达导致水稻分蘖数、地上部干重、单株产

量显著下降, 其叶片中的硝酸根、部分游离氨基酸、

叶绿素、糖、糖磷酸以及吡啶核苷酸等的含量较对照

显著下降, 但叶片游离氨、2-OG 及异柠檬酸含量上

升. 分析表明, 谷氨酸合酶在水稻的碳氮代谢过程中

扮演着重要角色, 对于水稻氮素的高效同化过程极

为重要. 对 GOGAT 基因的功能与这些影响效应之间

的关系也在文中进行了阐述. 

1  材料与方法 

1.1  水稻 GOGAT 基因转录谱及进化树分析 

水稻 GOGAT 家族基因在 3 个水稻品种(明恢 63、

珍汕 97 和汕优 63)的 25 个不同组织和器官的转录谱

数据来自于 CREP 网站数据库(http://crep.ncpgr.cn). 

利用 GOGAT 的蛋白序列, 通过软件 ClustalX 1.83 

和MEGA4, 构建了GOGAT蛋白的系统进化树(图 1). 
 

 

图 1  植物 GOGAT 蛋白进化树分析 
蛋白序列通过 CLUSTAL X(1.83)进行多重排定, MEGA4 软件进行分析. 分支上的数表示 Bootstrap 值 
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1.2  载体构建和水稻遗传转化 

利用含有 NheⅠ接头的引物 Glt1F 和 Glt1R(表 1), 

通过 PCR 扩增, 从日本晴 BAC 克隆(a0079a11)中获得

了编码水稻 OsNADH-GOGAT1 的基因组片段. 通过酶

切 -连接的方法 , 将该片段正向克隆到 pCAMBIA 

1301S载体的CaMV 35S启动子和Nos polyA终止子间

的多克隆位点(MCS)上. 通过农杆菌介导的遗传转化

方法, 将该嵌合片段转移到粳稻品种中花 11[20]. 设计

特异引物对转基因植株进行阳性检测 , 正向引物

1301sF根据pCAMBIA 1301s载体序列设计, 反向引物

根据转入的 OsNADH-GOGAT1 片段序列设计(表 1). 

1.3  植物材料的管理与取样 

对于水培实验, 转基因植株和野生型中花 11 的

种子经催芽后播种于沙盘中, 待幼苗于 2 叶 1 心时转

移到 Yoshida[21]培养液中进行培养, 营养液每周更换

一次. 田间实验时, 各转基因家系、野生型和分离出的

阴性家系根据随机区组设计进行栽培, 每个小区种植

30 株, 每个家系设 3 个重复. 田间管理如浇灌、除草

及喷施农药等按照常规方法进行 . 对于 real-time 

RT-PCR以及酶活性检测的叶片和根系样品, 取自5~6

叶期的水培植株, 代谢物测定的叶片样品取自田间移

苗 38 天后的植株, 白天于 10:00~11:30 取样, 晚上于

22:00~24:00 取样. 

1.4  Southern 杂交和 Northern 杂交分析 

通过 CTAB 法提取 T0 代转基因植株的基因组

DNA, 取 5 μg 通过 HindⅢ进行酶解, 酶解 DNA 转移

到 Hybond N+尼龙膜上(Amersham, Buchinghamshire,  

UK)进行 Southern 杂交分析. 根据操作手册, 利用 

TriZol 试剂(Invitrogen, Gaithersburg, MD, USA)提取

叶片总 RNA, 取 15 µg 总 RNA 进行 Northern 杂交分

析. 分子杂交参照 Sambrook 和 Russell[22]方法进行, 

用 32P 标记的 OsNADH-GOGAT1 特异编码区段为探

针进行 Northern 杂交, 32P 标记的 GUS 基因片段为探

针进行 Southern 杂交(表 1), 通过放射性自显影技术

进行检测. 

1.5  酶活检测 

从水培植株上取得的叶片和根样品立即放在冰

上, 带回实验室检测. 精确称取 0.2 g样品, 放入预冷

的研钵中, 加入 1.5 mL 预冷的提取缓冲液, 添加少

量石英砂在冰上研磨 .  匀浆收集到一个 2.0  mL 

Eppendorf®离心管中, 4℃下 16000×g 离心 16 min, 上

清液转移到新的离心管中进行酶活测定. 提取缓冲

液组成如下: 50 mmol/L Tris-HCl pH 7.5, 10 mmol/L 

MgCl2, 1 mmol/L EDTA, 1 mmol/L EGTA, 1 mmol/L 
benzamidine, 1 mmol/L ε-aminocaproic acid, 1 mmol/L 
PMSF 和 10 μmol/L leupeptin, PMSF 在提取前临时加

入. 部分提取的粗酶液可添加甘油到 50%, 放入−20℃

保存. NADH-GOGAT活性测定参照Hecht等人[23]的方

法进行,  丙氨酸转氨酶(AlaAT)、天冬氨酸转氨酶

(AspAT)、果糖-1,6-二磷酸酯酶(FBPase)、葡萄糖激酶

(GlcK)、果糖激酶(FruK)、NADP-葡萄糖-6-磷酸脱氢

酶(G6PDH)、NADP-异柠檬酸脱氢酶(NADP-ICDH)、

莽草酸脱氢酶(ShikDH)以及磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶

(PEPC)的活性测定参照 Gibon 等人[24]的方法进行, 在

340 nm 下进行检测. Fd-GOGAT 以及硝酸还原酶(NR)

活性测定参照 Gibon 等人[24]的方法进行, GS 活性测 

表 1  研究中使用的引物 

基因名称 引物名称 引物序列(5′→3′) 引物作用 

OsNADH-GOGAT1 Glt1F GGTGGCTAG CGTACGGTCTAATGCTCGTCGTTTGATGC 基因扩增 
 Glt1R CTCTGCTAGCGTGGTGACATTTACTCCTGATGGCCAAG 基因扩增 
 Positive NA1 ACTGCAGACGTGGACAATCACT 阳性检测 
 Nor-Glt1F GGCTGCTCAGTACTGTGTTGAA Northern 探针 
 Nor-Glt1R GTTCCTTTGCAAGCTTAGCAG Northern 探针 

OsFd-GOGAT1 Glu1F TGGTTGAGGGCACTGGAGATCATT Real-time RT-PCR 

 Glu1R AATATAGGCAAGGCCACCCGTCAT Real-time RT-PCR 

OsNADH-GOGAT2 Re-Glt2F CCTGTCGAAGGATGATGAAGGTGAAACC Real-time RT-PCR 

 Re-Glt2R TGCATGGCCCTACTATCTTCGCATCA Real-time RT-PCR 

1301s vector 1301sF CACACAGGAAACAGCTATGACC 阳性检测 
GUS GUSF ACGACTCGTCCGTCCTGTAGAA Southern 杂交探针 

 GUSR CGGTTCGTTGGCAATACTCC Southern 杂交探针 
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定参照 Migge 等人 [25]的方法进行 . 亚硝酸还原酶

(NiR)活性测定参照 Scheible 等人[26]的方法进行, 谷

氨酸脱氢酶(GDH)活性参照 Turano 等人[27]的方法进

行, NADP-苹果酸脱氢酶(NADP-MDH)活性测定参照

Jenner 等人[28]的方法进行, 丙酮酸激酶活性(PK)测定

参照 Borsani 等人[29]的方法进行. 

1.6  代谢物分析 

叶片可溶性糖、糖磷酸以及有机酸提取参照

Schneidereit 等人[30]的方法进行. 2-OG, 异柠檬酸、丙

酮酸以及草酸(OAA)含量通过相应的酶促反应进行

测定 , 酶反应引起 NAD(H)或 NADP(H)含量变化 , 

NAD(H)或 NADP(H)的含量变化又通过与 PES-MTT

偶联进行测定[31]. 苹果酸含量参照 Novitskaya 等人[32]

方法进行测定, 糖磷酸含量参照 Gibon 等人[31]的方法

进行测定, 葡萄糖、果糖、蔗糖含量使用 Megazyme 

K-SUFRG 试剂盒进行测定, 吡啶核苷酸的提取测定

参照 Gibon 和 Larher[33] 的方法进行.  

叶片硝酸盐含量参照 Dutilleul 等人[34]的方法进

行测定. 游离铵使用 Megazyme K-AMIAR 试剂盒进

行测定.叶片游离氨基酸由 80%乙醇提取, 利用日立

L-8800 氨基酸检测仪进行测定. 叶片淀粉含量参照

Wang 等人[35]的方法进行测定. 叶片可溶性糖含量利

用蒽酮比色法进行测定 [36], 可溶性蛋白含量参照

Bradford[37]的方法, 以 BSA 作为标准进行测定. 

1.7  Real-time RT-PCR 检测 

总 RNA样品通过 RNase-free DNase I(Invitrogen)

处理, 去除残存的基因组 DNA. 取处理的总 RNA 样

品 3 μg, 利用 SuperScriptⅡ反转录酶(Invitrogen)和

oligo dT(Promega, Madison, WI, USA)合成第一链

cDNA, 反转录产物稀释到 80 μL 待用 . Real-time 

RT-PCR 引物通过 Primer Express 2.0 软件设计(表 1) 

real-time RT-PCR 反应在 ABI PRISM 7500 real-time 

PCR 仪(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)上

进行 , 反应体系为 : 12.5 μL SYBR Premix Ex 

Taq(Takara, Kyoto, Japan), 0.5 μL ROX Reference Dye 

Ⅱ(Takara), 1.0 μL cDNA, 1.0 μL 10 μmol/L 基因特异

引物, 总体积 25 μL. 反应程序为: 95℃, 30 s; 95℃, 5 s, 

60℃, 34 s, 40个循环; 延伸期间收集信号. 水稻Actin

基因作为内参, 引物 ActinF 和 ActinR 见表 1. 获得数

据利用 2−ΔΔC
T方法进行数据分析[38]. 

1.8  叶绿素含量和 Fv/Fm 测定 

叶绿素通过 80%丙酮提取, 在 663 和 646 nm 下

测定吸光度后计算浓度. 利用 FMS2 叶绿素荧光测定

仪 (Hansatech Instruments Ltd, Norfolk, UK) 参照

Werner 等人[39]的方法测定 Fv/Fm. 

1.9  统计分析 

数据的差异显著性测验利用 SPSS 12.0 进行. 

2  结果与分析 

2.1  水稻 GOGAT 蛋白与转录谱分析 

通过利用已知序列在 NCBI, KOME 和 TIGR 数据

库进行搜索比对, 在水稻中获得了两个 Fd-GOGAT 基

因和两个 NADH-GOGAT 基因, 其中 XM_479407 对

应 OsFd-GOGAT1, AK110476 对应 OsFd-GOGAT2,  

AB008845对应OsNADH-GOGAT1, LOC_Os05g48200.1

对应 OsNADH-GOGAT2. 氨基酸序列对比表明 , 

OsNADH-GOGAT2 与 OsNADH-GOGAT1 具有 80%

的相似性, OsNADH-GOGAT1与OsFd-GOGAT1具有

43%的相似性, OsNADH-GOGAT2 与 OsFd-GOGAT1

具有 42%的相似性. 植物 GOGAT 蛋白的进化关系可

参见图 1. 

转录谱数据表明, 4 个 GOGAT 基因的转录表达

模式与前人研究结果相似 [12~14], 但仍有些差别. 如

OsNADH-GOGAT1 除在根部高量表达外, 其再开花

前 1 天的雄蕊中也高量表达, 但在胚乳中表达量并不

高(图 2(A)), 表明其具有为雄蕊发育提供氮素营养或

氨基酸的功能. OsNADH-GOGAT2主要在叶片和叶鞘

表达, 在授粉后 14天和 21天的胚乳中表达量也较高, 

但在授粉后 7 天胚乳中表达量并不高(图 2(B)), 这在

以往的研究中并未报道. 水稻 NADH-GOGAT2 可能

也参与到了为种子的生长发育提供氮素或氨基酸的

活动中. OsFd-GOGAT1 在多数组织中都表达, 但在

叶片和叶鞘中表达量最高(图 2(C)), 表明该基因也具

有对光呼吸释放氨的再吸收功能. OsFd-GOGAT2 在

所有组织中表达量都很低, 且没有发现表达的特异

性(数据未显示). 

2.2  转基因植株的分子鉴定 

通过农杆菌介导的遗传转化方法, 本研究共获 
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图 2  水稻 NADH-GOGAT 基因在明恢 63、珍汕 97 和汕优 63 中的表达谱 
X 轴代表水稻的不同组织和器官, Y 轴代表基因表达的信号值. 组织器官名称: 1, 吸水 72 h 种子; 2, 诱导 15 天的愈伤组织; 3, 播种后 3 天的

幼苗; 4, 3 叶期幼苗; 5, 2 个分蘖期的幼苗茎叶; 6, 2 个分蘖期的根; 7, 二次原基分化时的幼穗花序; 8, 幼穗二次原基分化时的叶片; 9, 幼穗二

次原基分化时的叶鞘; 10, 4~5 cm 的幼穗; 11, 4~5 cm幼穗期的叶片; 12, 4~5 cm幼穗期的叶鞘; 13, 雄蕊和雌蕊原基分化期的小穗; 14, 花粉母

细胞形成期的小穗; 15, 抽穗期 5 天前的茎; 16, 抽穗期 5 天前的剑叶; 17, 抽穗期的茎; 18, 抽穗期的小穗; 19, 开花前 1 天的颖壳; 20, 开花 

前 1 天的雄蕊; 21, 授粉后 3 天的小穗; 22, 授粉后 7 天的胚乳; 23, 授粉后 14 天的胚乳; 24, 授粉后 21 天的胚乳; 25, 抽穗后 14 天的剑叶 

得了 50 多个 T0 代转基因植株, PCR 阳性检测表明, 

大于 85%的植株为阳性, 而其中约有三分之一的阳

性植株具有表型变化. Northern 杂交结果表明, 所有

具有表型变化的转基因植株均累积了降解的

OsNADH-GOGAT1 mRNA, 导致了共抑制(图 3(A)), 

而没有表型变化的植株则没有降解的 mRNA 积累. 

Northern 杂交的探针是针对 OsNADH-GOGAT1 序列

特异设计的, 野生型和非共抑制植株没有获得杂交

信号可能是由于该基因在叶片中表达量较低所致(图

2(A)). 共抑制株系有 NA1-4, NA1-5, NA1-7, NA1-8, 

NA1-11, NA1-17, NA1-20, NA1-40, NA1-50, NA1-68, 
NA1-72, NA1-75, NA1-81和NA1-95. Southern杂交分

析表明, 多数转基因植株为单拷贝(图 3(B)). 

通过 real-time RT-PCR 方法, 对转基因植株和野

生型植株中的 OsNADH-GOGAT2 以及 OsFd-GOGAT1

的转录本进行了检测. 结果表明, 转基因植株中的

OsNADH-GOGAT2 和 OsFd-GOGAT1 的表达也受到

显著抑制(图 4), OsNADH-GOGAT2 的抑制更加显著, 

其转录水平仅为野生型的 1/100-1/15. 

2.3  共抑制导致表型变化及 NADH-GOGAT 酶活
降低 

水培条件下, 共抑制导致植株地上部干重、根干

重以及根数量显著下降(图 5). 共抑制导致的表型变

化在田间更加显著, 如更加矮小、黄化. 农艺性状包

括分蘖数、株高、地上部干重、单株产量以及千粒重

等显著下降(表 2和图 3(C)). 经特异引物(表 1)PCR检

测表明, 表型变化与转入片段共分离. 

通过对共抑制转基因植株和野生型植株的

NADH-GOGAT 酶活进行测定, 结果表明, 共抑制植 
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图 3  转基因植株的表型及分子鉴定 
(A) 转基因植株叶片中 OsNADH-GOGAT1 表达量的 Northern 杂交分析; (B) 转基因植株的 Southern 杂交检测(以 GUS 基因片段为探针); (C) 

共抑制植株表型 

 

图 4  植株中 OsNADH-GOGAT2 和 OsFd-GOGAT1 的表达水平 

(A) 叶片中 OsNADH-GOGAT2 的相对表达水平; (B) 叶片中 OsFd-GOGAT1 的相对表达水平. 图中数据代表 3 次技术重复的 x ±SE. 星号代

表经 t 测验检测与野生型(WT)差异显著, *为 P<0.05, **为 P<0.01 

株的 NADH-GOGAT 酶活显著降低(表 3). 与野生型

相比, 共抑制植株叶片酶活降低 34.8%~70.8%, 根系

降低更加显著, 达到 65%~87%. 

2.4  共抑制导致部分碳氮代谢相关酶活发生变化 

本研究也检测了部分其他碳氮代谢相关酶的活

性. 结果表明, 只有叶片的 Fd-GOGAT、根部 G6PDH

和 ShikDH呈现出一致的变化, NR活性在叶片中增加

了 10.5%~64.2%, 而在根系中降低了 15.6%~74.2%. 

与野生型相比 , 叶片中 Fd-GOGAT 酶活降低了

27.3%~54.7%, 这与其转录水平降低相一致 . 此外 , 

其他酶活性变化较小(表 3). 

2.5  共抑制对代谢谱的影响 

为了研究GOGAT抑制表达对氮素吸收与利用的

影响, 本研究测定了一些含氮化合物的含量(图 6(A)~  
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图 5  水培条件下的表型变化 
各指标于转入水培液后 30 天测定. (A) 水培苗根的数量; (B) 根干重; (C) 地上部干重. 图中数据代表至少 7 个植株的 x ±SE. 星号代表经 

t 测验检测与野生型(WT)差异显著, *为 P<0.05, **为 P<0.01 

表 2  共抑制植株与野生型植株的农艺性状比较 

性状 WT NA1-4 NA1-7 NA1-8 

分蘖数 10.04±0.34 2.44±0.13** 2.52±0.15** 5.00±0.30** 

株高(cm) 99.10±0.70 79.97±0.77** 81.86±0.73** 79.38±3.04** 

地上部干重(g) 48.48±1.89 7.01±0.47** 7.40±0.42** 14.32±0.95** 

单株产量(g) 27.77±1.14 4.17±0.24** 4.56±0.29** 7.63±0.49** 

千粒重(g) 2.46±0.03 2.32±0.03** 2.35±0.04 2.28±0.03** 

植株于成熟时采收, 每个数据代表至少 10 独立单株的 x ±SE, 星号代表经 t 测验检测与野生型(WT)差异显著, *为 P<0.05, **为 P<0.01 

表 3  碳氮代谢相关酶活性变化 

叶片 根 
酶 

WT NA1-4 NA1-7 NA1-8 
 

WT NA1-4 NA1-7 NA1-8 

NADH-GOGAT 157.7±17.7 32.9±3.2** 23.9±0.4** 53.9±21.6**  121.7±6.3 58.2±8.8** 68.6±7.9** 79.4±9.4** 

Fd-GOGAT 111.8±17.1 64.9±18.0** 81.3±14.3 50.7±15.2*  − − − − 
NADP-MDH 291.1±67.1 295.8±55.1 260.9±35.8 288.7±67.1  − − − − 

GS 3298.0±217.7 3187.9±70.2 3467.5±171.3 2917.0±112.9  548.9±42.2 607.7±114.1 714.1±148.4 722.5±261.2 

NR 191.0±5.8 276.1±5.8* 313.6±11.3* 211.1±31.4  150.3±9.0 84.7±2.3* 41.8±6.6** 71.2±10.3** 

NiR 261.6±26.4 295.5±12.4 302.0±12.6 358.0±75.4  366.5±8.0 338.0±11.7 333.3±2.6 364.2±26.3 

NAD-GDH 2039.7±24.0 2019.5±60.3 2149.7±22.5 1921.5±72.1  2969.6±101.0 3338.5±83.0* 2621.4±25.4 3143.2±121.1 

NADP-GDH 193.0±5.4 191.4±12.6 155.5±20.6 158.7±19.4  459.4±18.8 555.2±24.7* 434.6±35.5 547.0±29.2 

AlaAT 2781.1±141.6 2974.8±183.9 2943.3±230.5 2589.8±294.8  1285.6±57.3 1781.3±94.9* 1498.1±94.1 1169.7±88.4 

AspAT 5578.6±188.0 5586.1±121.0 5219.8±163.7 5244.1±263.5  3106.1±106.0 3301.1±182.8 3011.0±106.7 2791.4±41.1 

PEPCase 1503.4±155.9 884.5±201.7* 1104.5±116.3 1236.6±61.8  343.8±68.4 616.4±144.7* 315.4±35.9 367.0±32.6 

NADP-ICDH 1076.6±129.0 1106.3±54.6 1066.3±29.3 1020.6±88.4  1165.1±54.7 1280.1±25.2 1171.7±19.4 1301.2±47.1* 

PK 440.7±25.1 427.9±61.8 489.0±12.2 462.4±21.8  382.1±23.4 372.8±16.6 371.3±10.1 408.1±9.0 

ShikDH 1508±57.5 1559±64.9 1547±48.0 1419±78.3  538.4±27.9 429.9±6.1* 389.5±11.2* 517.7±36.7 

G6PDH 2768.7±199.9 2475.1±89.9 2408.4±28.4 2597.5±78.6  2267.9±86.7 2027.3±124.3 1747.0±188.9* 1841.8±82.4* 

FruK 767.4±39.3 771.8±33.8 694.7±43.8 695.7±18.5  509.2±21.9 563.1±27.4 500.4±23.1 477.4±15.0 

GlcK 462.4±21.8 375.8±21.0* 358.7±39.7* 384.6±11.2  719.9±34.1 749.3±55.7 677.1±32.8 640.5±13.0 

FBPase 2707.5±174.8 2629.4±12.9 2691.8±103.8 2584.7±132.1  909.6±33.9 937.8±51.4 929.8±15.1 842.7±26.2 

材料取自 5~6 叶期的水培苗, 每个家系取 3 株分别进行测定, 每株测定进行 3 次技术重复. 数值代表 x ±SE, 星号代表经 t 测验检测与

野生型(WT)差异显著, *为 P<0.05, **为 P<0.01. 酶活测定单位为: nmol g−1 FW min−1. −代表未测定 

(D)). 结果表明, 与野生型相比, 共抑制植株的地上

部总氮含量降低了 20.9%~23.3%, 但种子中的总氮含

量没有变化. 另外, 共抑制植株叶片硝酸盐含量也显

著降低, 降幅从 19.8%到 26.3%. 叶片中可溶性蛋白

含量也有所降低, 但并不显著. 与硝酸盐含量变化相

反, 共抑制植株叶片中的游离铵含量得到了累积. 
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叶片游离氨基酸含量也进行了测定(表 4). 与野

生型比较, 共抑制植株中部分游离氨基酸, 如谷氨

酸、天冬氨酸、甘氨酸以及丙氨酸等含量显著下降.  

由于碳氮代谢在植物中紧密相关, 研究中对部

分含碳化合物也进行了测定. 结果表明, 共抑制导致

叶片葡萄糖、果糖以及可溶性糖含量显著降低, 但叶

片的淀粉含量有所上升(图 7(A)~(E)). 共抑制植株中

糖磷酸的含量极显著降低(图 7(F)), 葡萄糖-6-磷酸、果

糖 -6-磷酸和葡萄糖 -1-磷酸含量分别下降 87.4%~ 

91.1%, 75.8%~91.6%和 50.7%~73.6%.  

2-OG 不仅是 NADH-GOGAT 的底物, 同时也是

谷氨酸和谷氨酰胺的碳骨架, 其在多数共抑制转基

因家系中得到了累积. 异柠檬酸作为合成 2-OG 的前

体, 其含量也显著增加. 除此之外, OAA、苹果酸以

及丙酮酸在叶片中的含量也有所增加, 但在部分家

系中并不显著(图 8). 

吡啶核苷酸不仅是含氮化合物, 同时也是与体内

氧化还原反应密切联系的一类物质. 与野生型植株 

 

 

图 6  含氮化合物含量测定 
剑叶中硝酸盐(A)、游离铵(B)、可溶性蛋白(C)和叶绿素(E)含量; 地上部和种子总氮含量(D). 每个数据代表 6 个独立单株的 x ±SE, 星号代

表经 t 测验检测与野生型(WT)差异显著. *为 P<0.05; **为 P<0.01 

表 4  叶片中游离氨基酸含量比较 a) 

氨基酸(nmol g−1 FW) WT NA1-4 NA1-7 NA1-8 
Asp 162.9±47.9 35.7±1.6* 10.6±3.8* 36.6±8.4* 

Thr 11.9±6.7 20.1±0.7 16.0±1.5 13.2±1.3 

Glu 1946.7±273.0 715.2±74.5* 511.0±23.9* 749.3±185.2* 

Gly 270.9±57.1 89.9±16.6* 27.2±3.9* 145.3±20.2* 

Ala 727.1±134.6 169.5±48.0* 13.1±2.3* 337.5±67.3* 

Cys 88.6±14.3 56.1±2.6* 60.8±5.2* 68.2±8.8 

Val 74.1±37.4 61.8±15.8 41.2±7.8 46.6±6.7 

Leu 34.8±7.9 32.4±4.5 34.6±4.4 20.7±2.8 

Tyr 71.2±6.6 50.4±2.1* 56.1±4.8 59.2±4.7 

Phe 40.2±5.7 33.8±1.3 15.0±5.5* 33.9±0.6 

Lys 12.9±3.3 11.0±3.7 4.2±0.8* 6.8±2.5 

Arg 6.0±5.3 5.7±3.1 2.4±1.2 2.8±1.5 

a) 样品取自田间定植后 38 天植株的剑叶, 每个数据代表 3 个独立单株的 x ±SE, 星号代表经 t 测验检测与野生型(WT)差异显著,   

*为 P<0.05 
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图 7  糖和糖磷酸含量比较 
样品取自田间植株剑叶. (A) 总可溶性糖; (B) 葡萄糖; (C) 果糖; (D) 蔗糖; (E) 淀粉; (F) 糖磷酸. 每个家系至少取 3 株分别进行测定, 星号

代表经 t 测验检测与野生型(WT)差异显著, *为 P<0.05, **为 P<0.01 

 

图 8  有机酸含量及 Fv/Fm 比较 
样品取自田间植株剑叶. (A) 2-OG; (B) 异柠檬酸; (C) 丙酮酸; (D) OAA; (E) 苹果酸; (F) 剑叶 Fv/Fm. 每个数据代表至少 3 个独立单株的

x ±SE, 星号代表经 t 测验检测与野生型(WT)差异显著, *为 P<0.05, **为 P<0.01 

比较, 共抑制植株内的四类吡啶核苷酸包括 NADH, 

NAD+, NADPH 以及 NADP+含量均显著下降 . 而

NADP+与 NAD+是吡啶核苷酸的主要存在形式, 其降

幅较 NADPH 和 NADH 大, 导致 NADP+/NADPH 和

NAD+/NADH 比值也显著降低, 而在夜晚尤为显著

(图 9(A)~(F)). 

2.6  共抑制导致叶绿素含量以及 Fv/Fm 降低 

与共抑制植株的黄化表型一致, 其叶绿素 a、叶

绿素 b 以及总叶绿素含量均显著降低(图 6(E)). 同时,  
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图 9  吡啶核苷酸水平比较 
样品取自田间植株剑叶. (A) NADH; (B) NADPH; (C) NAD+; (D) NADP+; (E) NADP+/NADPH; (F) NAD+/NADH. 每个数据代表至少 6 个独立

单株的 x ±SE, 星号代表经 t 测验检测与野生型(WT)差异显著, *为 P<0.05, **为 P<0.01 

与野生型比较, 其叶片 Fv/Fm 也显著下降(图 8(F)), 

这均表明, 抑制 GOGAT 的表达导致植株光合作用能

力的降低. 

3  讨论 

3.1  NADH-GOGATs 的抑制表达导致转基因植株
表型变化 

本研究中, 约有 1/3 的 T0代转基因植株表现出极

端的表型变化, 我们认为这是由于 OsNADH- GOGATs

的共抑制所导致. 首先, Northern 杂交结果显示, 在表

型变化的植株中检测到了明显的拖带现象(图 3(A)), 

表明在这些植株中转入基因至少已经部分降解. 其次, 

由于转入基因与内源基因序列相同而无法区分, 未能

得知内源OsNADH-GOGAT1转录本的表达情况, 但本

研究检测了同家族的其他基因表达 . 结果表明 , 

OsNADH-GOGAT2 和 OsFd-GOGAT1 的表达在表型变

化植株中显著受到抑制. Kunz 等人[40]认为, 序列间具

有60%~70%的相似性就可能导致翻译后水平沉默, 而

OsNADH-GOGAT1 和 OsNADH-GOGAT2 的 cDNA 序

列具有 81% 的相似性 , 已经满足了这一条件 . 

OsNADH-GOGAT2 表达受到显著抑制表明内源

OsNADH-GOGAT1 表达同样已经受到抑制 . 再次 , 

OsNADH-GOGAT1 主要在根部表达 , 而 OsNADH- 

GOGAT2 主要在叶片和叶鞘表达, 表型变化植株的根

部和叶片的 NADH-GOGAT 酶活性均极显著降低(表

3), 这表明 OsNADH-GOGAT1 和 OsNADH-GOGAT2

的表达均受到了显著抑制. 第四, CaMV35S 启动子驱

动下在水稻中正义表达部分 OsNADH-GOGAT2 片段

也导致了共抑制现象, 共抑制植株表现出与本文类

似的表型、酶活和代谢谱变化 , 通过 real-time 

RT-PCR 检测表明, 所有内源 GOGAT 基因均受到显

著抑制(未发表), 这从侧面说明本文表型变化植株中

的内源 OsNADH-GOGAT1 也受到了显著抑制. 

水稻体内可能存在一种对 OsNADH-GOGATs 表

达的监测机制, 表达量一旦超过某个阈值则导致共

抑制产生, 而OsNADH-GOGATs的阈值可能较低, 本

研究中用Northern杂交方法进行检测, 看到表达差异

时检测到的 OsNADH-GOGATs 的 mRNA 量已经超出

了基因沉默阈值. Yamaya 等人[19]利用粳稻 NADH- 

GOGAT1 本身启动子驱动 NADH-GOGAT1 cDNA 在

籼稻中表达时也发现了共抑制现象. 另外, 在烟草中

超量表达苜蓿 NADH-GOGAT cDNA 时, 超表达植株

中 NADH-GOGAT mRNA 的累积量并不很高, 而且是

通过 RT-PCR 方法检测得知的, 并非 Northern 杂交方

法[18]. 其他氮同化基因研究中也发现了共抑制现象,  
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如 NR, NiR 和 GS2[41,42]. 

3.2  NADH-GOGAT 与氮代谢 

NADH-GOGAT 可以通过调控谷氨酸和谷氨酰

胺含量来影响氮代谢. 植物吸收的硝酸根通过 NR 和

NiR 还原为铵 , 这些铵与植物直接吸收的铵通过

GS/NADH-GOGAT 循环转化为谷氨酸中的氮[1], 而

谷氨酸是合成其他氨基酸和其他含氮化合物的起始

原料[2]. 本研究中, 抑制 NADH-GOGAT 的表达首先

导致叶片游离谷氨酸含量的显著降低(表 4), 其他氨

基酸及含氮化合物如叶绿素、吡啶核苷酸等也显著下

降(表 4, 图 6 和 9). 因此, 植株地上部总氮含量也显

著下降 (图 6(D)). 拟南芥 NADH-GOGAT 突变体

glt1-T 以及抑制表达 NADH-GOGAT 的转基因苜蓿植

株中, 谷氨酸和总氮含量也显著下降[6,43]. 

抑制 NADH-GOGAT 表达对氮代谢的影响可能

也与其他氮代谢相关酶的变化有关. 同为无机氮, 叶

片中硝酸盐含量下降, 而游离铵得到积累(图 6(A)和

(B)), 这可能是由于叶片中 NR 活性增加导致, NR 活

性增加促进了硝态氮向铵态氮的转变(表 3). 叶片铵

态氮的累积还可能是由于其 Fd-GOGAT 活性的降低

(表 3), 这导致光呼吸释放氨的再吸收效率降低. 共

抑制植株中, 除 NADH-GOGAT, Fd-GOGAT 和 NR

活性与含氮化合物的含量变化相关外, 多数其他氮

代谢相关酶类活性并未发生改变(表 3, 图 6), 酶活性

的稳定可能有利于植物对于低氮环境的适应. 

水稻中, GS1;2 被认为与 NADH-GOGAT1 偶联, 

在根部负责对氮素的初级吸收[11]. 本研究中, 共抑制

植株的 GS 活性并没有发生明显改变 ( 表 3). 

NADH-GOGAT1 的另一个功能被认为是与 GS1;1 偶

联, 负责对转移的氮素重新利用, 以满足种子生长发

育的需要[11]. 不过, 在本研究中, 共抑制植株种子的

总氮含量并没有发生显著变化(图 6(D)), 这可能是由

于残余的酶活仍然能够满足种子发育对氮素需求, 也

可能是由于种子可以通过其他代谢途径来获得氮源. 

3.3  NADH-GOGAT 与碳代谢 

GOGAT 可以通过 2-OG 对碳代谢产生影响. 作

为一种碳骨架, 2-OG通过GOGAT催化的反应整合进

入谷氨酸, 同时, 2-OG 又是 TCA 循环中的代谢中产

物, 由位于线粒体中的 NAD-IDH 或由位于胞质中的

NADP-ICDH催化合成[44]. 本研究中, GOGAT的抑制

表达对碳代谢产生了影响, 直接的结果即为叶片中

2-OG 和异柠檬酸获得积累(图 8(A)和(B)). 2-OG 是

GOGAT 催化的底物, 而异柠檬酸是合成 2-OG 的前体, 

由 NAD-IDH 和 NADP-ICDH 催化生成, NAD-IDH 和

NADP-ICDH 分别以 NAD+和 NADP+为辅酶. 2-OG 在

共抑制植株中的累积表明, GOGAT 催化的反应是植

物体内消耗 2-OG 的主要路径. 通过转运蛋白, 2-OG

可在亚细胞结构间进行穿梭转移 [45]. 因此, 局部的

2-OG 浓度变化可能会影响到细胞内其他 2-OG 代谢

相关酶类如 TCA 循环相关酶类的变化. 这也可能是

导致其他有机酸如 OAA 等增加的原因(图 8(C)~(E)). 

共抑制植株叶片的可溶性糖含量和糖磷酸含量

显著下降(图 7), 这可能是由于共抑制后叶绿素合成

减少(图 6(E)), 从而光合性能降低多导致. 这进一步

说明水稻体内碳氮代谢是紧密协调进行的. 

3.4  NADH-GOGAT 与吡啶核苷酸水平 

本研究中, 共抑制植株中 4 种吡啶核苷酸水平及

其比值 NAD+/NADH 和 NADP+/NADPH 显著降低(图

9). 这表明, GOGAT 受到抑制后导致植株不能合成足

够的有机氮, 包括吡啶核苷酸类含氮化合物. 由于 

NADH-GOGAT 催化的反应需要 NADH 作为辅酶, 

而 NADH-GOGAT 蛋白的减少导致 NADH 的消耗相

应降低 , NAD+相应得到积累 , 从而可以部分解释

NAD+/NADH 上升的原因. NADH 可以由 NADH 激酶

催化形成 NADPH, 而 NADH 激酶广泛存在于细胞

质、叶绿体和线粒体中[46], NADP+/NADPH 的变化可

能部分归功于 NADH 激酶的作用. 另外, 一些脱氢

酶如 NAD-IDH 和 NADP-ICDH, 它们催化相同的反

应, 使用相同的底物, 却使用不同的吡啶核苷酸作为

辅酶, 这也可能是导致 NADP+/NADPH 发生变化的

原因之一. 

吡啶核苷酸如 NAD(H)和 NADP(H), 不仅是含

氮化合物, 而且是作为多种与能量代谢、生物合成有

关的酶的辅酶存在, 它们与环境胁迫和生长发育过

程中的信号传递紧密相关[46]. 此外, 其他碳氮代谢相

关的酶如 NR, NiR, GDH 和 AspAT 等在体内催化的

反应也需要吡啶核苷酸的参与. 通过改变吡啶核苷

酸的水平影响硝态氮的吸收以及导致碳氮代谢紊乱的

研究在烟草 CMS 突变体中已经报道[34]. 超量和抑制

表达马铃薯线粒体 NADPH 脱氢酶的转基因烟草也导

致了代谢谱的变化[47]. 一般认为, NADH-GOGAT 定
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位于质体[3], NADH 水平的改变可以通过一些底物如

2-OG 和柠檬酸在胞质和不同细胞器间的穿梭对 TCA

循环的酶类产生影响 [45,48], 抑制线粒体酶类引起代

谢谱的变化在其他植物中也有报道[49]. 本研究中, 引

起共抑制植株碳氮代谢改变的原因之一可能就是吡

啶核苷酸水平的变化. 
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