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　 　 摘要:　 ＯｓＡＭＴ１ 是水稻中负责铵态氮高亲和吸收的基因家族ꎬ包括 ＯｓＡＭＴ１ꎻ１~ＯｓＡＭＴ１ꎻ３ ３ 个基因ꎬ已有的研

究对其基因表达特征以及调控进行了大量的分析ꎮ ＯｓＡＭＴ１ꎻ１ 表达水平最高ꎬＯｓＡＭＴ１ꎻ２ 受氮水平诱导最为显著ꎮ
因此ꎬ本研究选取 ＯｓＡＭＴ１ 序列上高度同源的区域ꎬ利用反向遗传学的 ＲＮＡｉ 技术构建再生 ＯｓＡＭＴ１ 家族 ３ 个基因

共干扰沉默的转基因植株ꎬ分析 ＯｓＡＭＴ１ 基因表达水平降低引起的植株生长和氮累积量的变化ꎮ 结果表明ꎬ依据

ＯｓＡＭＴ１ 同源序列构建的转基因水稻幼苗在低氮条件下基因的表达水平下降了 ２８％~ ６０％ꎬ幼苗生长受到明显的

抑制ꎬ氮累积量也受到显著抑制ꎬ说明 ＯｓＡＭＴ１ 在水稻的高亲和吸收铵态氮中占有重要地位ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 ＯｓＡＭＴ１ ｉｓ ａ ｇｅｎｅ ｆａｍｉｌｙ ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ ｆｏｒ ｈｉｇｈ ａｆｆｉｎｉｔｙ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｕｐｔａｋｅ ｏｆ ｒｉｃｅꎬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ＯｓＡＭＴ１ꎻ１ꎬ
ＯｓＡＭＴ１ꎻ２ ａｎｄ ＯｓＡＭＴ１ꎻ３ꎬ ｗｈｉｃｈ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｅｘｔｅｎｓｉｖｅｌｙ ｓｔｕｄｉｅｄ ｆｏｒ ｉｔｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ. ＯｓＡＭＴ１ꎻ１ ｗａｓ
ｔｈｅ ｂｉｇｇｅｓｔ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｇｅｎｅ ｉｎ ＯｓＡＭＴ１ ｆａｍｉｌｙ ａｎｄ ＯｓＡＭＴ１ꎻ ２ ｗａｓ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｇｅｎｅ ｔｏ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｔａｒｖａ￣
ｔｉｏｎ. Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅꎬ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｗｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＯｓＡＭＴ１ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｔｈｅ ｃｏ￣ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｄ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅｖｅｒｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃｓ ＲＮＡｉ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ.
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ２８％－６０％ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｎｉｔｒｏｇｅｎ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ＯｓＡＭＴ１ ｃｏ￣ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｅｄꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ＯｓＡＭＴ１ ｐｌａｙｅｄ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｉｃｅ ｈｉｇｈ￣ａｆｆｉｎｉｔｙ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｕｐｔａｋｅ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ＯｓＡＭＴ１ꎻ ＲＮＡｉꎻ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌꎻ ｂｉｏｍａｓｓꎻ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ

　 　 铵态氮是稻田中主要的氮素形态ꎬ是水稻优先的

氮源ꎮ ＡＭＴ 是介导水稻高亲和吸收转运铵态氮的基

因家族ꎬ已有的研究结果表明水稻中至少存在 １０ 个

ＡＭＴ 基因[１]ꎬ被分成 ＯｓＡＭＴ１~ＯｓＡＭＴ４ 共 ４ 个家族ꎬ
ＯｓＡＭＴ１ 是其中之一ꎬ由 ＯｓＡＭＴ１ꎻ１ ~ＯｓＡＭＴ１ꎻ３ ３ 个

基因组成ꎬ且在酵母和卵母细胞异源系统上证明是高

亲和铵转运蛋白[１￣２]ꎮ 模式植物拟南芥凭借其拥有大

量的突变体库从反向遗传学角度证明了各个 ＡｔＡＭＴ１
基因对拟南芥根吸收铵态氮的贡献ꎬＡｔＡＭＴ１ꎻ１ 和

ＡｔＡＭＴ１ꎻ３ 单个敲除的突变体在无氮预培养后对铵
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态氮 的 吸 收 均 较 野 生 型 降 低 了 ３０％ 左 右ꎬ 而

ＡｔＡＭＴ１ꎻ１ 和 ＡｔＡＭＴ１ꎻ３ 双敲除的突变体对铵态氮的

吸收较野生型降低了 ７０％[３]ꎮ ＡＭＴ１ꎻ１ 表达水平的

降低不仅影响到氮的吸收转运ꎬ还降低了植物的免

疫反应[４]ꎮ 在水稻上已报道的高亲和铵转运蛋白

基因及候选基因的数量较拟南芥的多ꎬ那么具体各

个基因对铵态氮吸收的贡献需要明确ꎬ但由于水稻

的基因组较拟南芥大ꎬ目前 Ｔ￣ＤＮＡ 库没有得到饱

和ꎬ再者 Ｔ￣ＤＮＡ 突变体的筛选需要大量的工作ꎬ因
此在水稻上难以大规模的开展ꎮ 为此ꎬ我们引用了

反向遗传学研究中的 ＲＮＡｉ 技术开展对水稻 ＡＭＴ 基

因的研究ꎮ
ＯｓＡＭＴｓ 在水稻苗期的表达特征和调控已进行

了详细的定量分析[５]ꎬ结果表明幼苗根中 ＯｓＡＭＴｓ
成员间有着明显不同的表达模式ꎬ预示着 ＯｓＡＭＴｓ
基因家族的各个基因在铵态氮的吸收中可能起着不

同的作用ꎮ 在水稻 ＡＭＴ 家族中ꎬＡＭＴ１ 家族的 ３ 个

基因 ＯｓＡＭＴ１ꎻ１ ~ ＯｓＡＭＴ１ꎻ３ 的研究最为深入[６￣８]ꎮ
ＯｓＡＭＴ１ꎻ１ 在地上部和根中均有表达ꎬ表达水平在

ＡＭＴ 家族中最高ꎬ占有 ６８％的比例ꎬ且所占比例不

随氮水平的变化显著变化ꎻＯｓＡＭＴ１ꎻ２ 和 ＯｓＡＭＴ１ꎻ３
主要在根中表达ꎬ虽然在正常的氮水平下占有的比

例不大ꎬ但 ＯｓＡＭＴ１ꎻ２ 对缺氮处理响应很快ꎬ表达量

迅速提高[５]ꎮ 同源性比对分析发现 ＯｓＡＭＴ１ꎻ１~Ｏｓ￣
ＡＭＴ１ꎻ３ 的氨基酸同源性达 ８６％ꎬ核苷酸序列同源

性达 ７８％ꎬ尤其在 ５′端具有很高的序列保守性ꎮ 因

此ꎬ本研究选择 ＯｓＡＭＴ１ ３ 个基因核苷酸同源性最

高的序列采用 ＲＮＡｉ 技术构建 ＯｓＡＭＴ１ 家族基因共

沉默的转基因水稻材料ꎬ开展水稻苗期 ＯｓＡＭＴ１ 基

因的吸氮功能研究ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 植物受体材料、质粒和菌株

ＲＮＡｉ 干扰所用的同源序列来源于水稻品种桂

单 ４ 号的基因组ꎬ植物表达载体转化的受体是桂单

４ 号ꎮ 农 杆 菌 菌 株 ＥＨＡ１０１、 载 有 ＧＵＳ 基 因 的

ｐＢＩ１２１ 和载有 ＨＰＴ、ＮＰＴ￣ＩＩ 基因的双元载体质粒

ｐＵｂｉꎬ克隆所用的中间载体 ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ(ＳＫ＋ / ￣)均为

本实验室保存ꎮ 限制性内切酶和连接酶等均购自

ＮＥＢ 公司ꎮ
１.２　 ＯｓＡＭＴ１ 家族基因 ＲＮＡｉ 共干扰载体的构建

采用 ＤＮＡＭＡＮ 对 ＯｓＡＭＴ１ 家族的 ＯｓＡＭＴ１ꎻ１ ~

ＯｓＡＭＴ１ꎻ３ 的核苷酸序列进行比对分析ꎬ保守区最

高的区域(９３~ ２６２ ｂｐ)共 １６９ ｂｐ 的片段作为 Ｏｓ￣
ＡＭＴ１ 的 ＲＮＡｉ 干扰序列ꎬ植物表达载体构建的框架

结构如图 １ 所示ꎬ同源序列部分的引物相同ꎬ两端的

酶切位点不同ꎮ 以水稻桂单 ４ 号基因组 ＤＮＡ 为模

板进行 ＰＣＲ 扩增获得 ＲＮＡｉ 干扰的同源序列结构ꎬ
ＰＣＲ 程序 ９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５８ ℃
退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ２５ 个循环ꎬ７２ ℃延伸 １０
ｍｉｎꎬ正向和反向序列带上不同的酶切位点分别克隆

到中间载体与 ＧＵＳ 全长片段连接ꎬ再将完整的结构

克隆到水稻表达载体 ｐＵｂｉ 中构建如图 １ 所示的载

体结构ꎮ
１.３　 水稻转化和植株再生

１ μｇ 的上述表达载体通过电转化转到根癌农

杆菌 ＥＨＡ１０１ 的感受态细胞中ꎬ选择培养筛选后ꎬ提
取单克隆根癌农杆菌的质粒 ＤＮＡ 再次反转到大肠

杆菌中进行质粒提取和酶切验证ꎮ 已鉴定的含有表

达载体的根癌农杆菌与水稻成熟胚诱导的愈伤组织

进行共培养ꎬ潮霉素抗性筛选ꎬ再分化ꎬ移栽等获得

转基因水稻植株ꎮ
１.４　 Ｔ１ 代转基因水稻幼苗培养和取样

不同愈伤组织分化再生获得的种子ꎬ分别在

１ / ２ ＭＳ 培 养 基 上 ( ０ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 硝 态 氮 或 ０ ５
ｍｍｏｌ / Ｌ铵态氮作为唯一氮源)进行初筛ꎬ初筛的指

标是观察生长情况和生物量ꎮ 荧光定量 ＰＣＲ 检测

样品的前处理是水稻种子用 １０％Ｈ２Ｏ２浸泡表面消

毒 １５ ｍｉｎꎬ３７ ℃浸种 ２４ ｈꎬ３０ ℃暗室发芽 ５ ｄꎬ待根

长出 ２ ｃｍ 左右时移植于尼龙网上ꎬ用改良的木村营

养液(氮水平为 ０ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＨ４ ＮＯ３ꎬ２４ ８０ ｍｇ / Ｌ
ＫＨ２ＰＯ４ꎬ６５ ９０ ｍｇ / Ｌ ＭｇＳＯ４ꎬ１３ ６０ ｍｇ / Ｌ ＫＣｌꎬ５３ ７８
ｍｇ / Ｌ ＣａＣｌ２ ２Ｈ２ Ｏꎬ５ ５６ ｍｇ / Ｌ ＦｅＳＯ４７Ｈ２Ｏꎬ７ ４４
ｍｇ / Ｌ Ｎａ２ ＥＤＴＡ２Ｈ２ Ｏꎬ２ ８６０ μｇ / Ｌ Ｈ３ ＢＯ３ꎬ１ ８１０
μｇ / Ｌ ＭｎＣｌ２４Ｈ２Ｏꎬ０ ２２０ μｇ / Ｌ ＺｎＳＯ４７Ｈ２Ｏꎬ０ ０８０
μｇ / Ｌ ＣｕＳＯ４５Ｈ２Ｏꎬ０ ０１２ μｇ / Ｌ Ｎａ２ＭｏＯ４２Ｈ２Ｏ)进
行培养ꎬ培养液 ｐＨ 值为 ５ ５ꎬ加硝化抑制剂二氰胺

５ ８９ ｍｇ / Ｌꎬ每 ３ ｄ 更换 １ 次营养液ꎬ置于植物生长

室培养 １４ ｄꎬ取根系样品液氮速冻后－８０ ℃冰箱中

保存待用ꎮ
１.５　 ＲＮＡ 提取和 ｃＤＮＡ 合成

取出保存的水稻样品在液氮中研磨成粉末状ꎬ
用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒(ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎬＵＳＡ)ꎬ按照说明书提取

总 ＲＮＡꎬ提取得到的总 ＲＮＡ 经紫外分光光度计测
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得 ＯＤ２６０和 ＯＤ２８０值ꎬＯＤ２６０ / ＯＤ２８０介于 １.６~１ ８ꎬ取 ５０
μｇ 总 ＲＮＡ 用 ＤＮＡａｓｅ(ＲＮＡａｓｅ ｆｒｅｅ) ３７ ℃ 处理 ３０
ｍｉｎꎬ然后用苯酚 ∶ 氯仿 ∶ 异戊醇混合液(体积比为

２５ ∶ ２４ ∶ １)抽提 ２ 次ꎬ上层水相中加入 ２ ５ 倍体积

的酒精和 １ / １０体积的 ３ ５ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＡｃ ( ｐＨ 为

５ ２) ꎬ－２０ ℃放置３０~ ６０ ｍｉｎꎬ４ ℃ꎬ１３ ０００ ｒ / ｍｉｎ离
心 １０ ｍｉｎꎬ丢弃上清液ꎬ沉淀用 ７０％酒精洗涤 １ 次ꎬ
风干ꎬ加 ＤＥＰＣ 处理过的灭菌水溶解ꎬ重新测定

ＯＤ２６０和 ＯＤ２８０ꎬＯＤ２６０ / ＯＤ２８０ 和甲醛变性凝胶电泳综

合判定提取的总 ＲＮＡ 质量ꎮ 确定 ＲＮＡ 的纯度和完

整性后ꎬ取 ５ μｇ 总 ＲＮＡꎬ以 ＯｌｉｇｏｄＴ 为引物ꎬ用 Ｐｏｗ￣
ｅｒｓｃｒｉｐｔ 逆转录酶(ＣｌｏｎｔｅｃｈꎬＵＳＡ)按照说明书合成

第一链 ｃＤＮＡꎬ将合成好的 ｃＤＮＡ 稀释至一定浓度ꎬ４
℃保存ꎬ避免反复冻融 ｃＤＮＡ 降解ꎮ
１.６　 荧光定量 ＰＣＲ

通过预试验调整反应体系及程序ꎬ获得目标基

因与内参基因扩增效率基本一致的体系和程序进行

荧光定量 ＰＣＲ 扩增ꎬ引物见表 １ꎮ 体系 ２０ ０ μｌ:２×

ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ ０ μｌꎬ正向引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)
０ ４ μｌꎬ反向引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)０ ４ μｌꎬ模板 ２ ０ μｌꎬ
加灭菌水至 ２０ ０ μｌꎮ 扩增程序:９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃
２０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ循环 ４５ 次ꎬ５５ ℃ 单点检测信号ꎮ
熔解程序:９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ １５ ｓꎬ９８ ℃ １５ ｓꎬ连续检

测信号ꎮ 每个反应获得的 Ｃｔ 值与看家基因 ａｃｔｉｎ 的

Ｃｔ 相减计算出△Ｃｔꎬ再以转基因株系中目标基因的

△Ｃｔ 减去对照株系相应基因的△Ｃｔꎬ计算获得该基

因的△△Ｃｔꎬ以 ２(￣△△Ｃｔ)计算基因的相对表达量ꎮ
１.７　 植株生物量和氮累积量

采用方法 １.４ 的方法ꎬ将获得的转基因水稻株

系 ａｍｔ１ｃ 和 ａｍｔ１ｇ 培养 １４ ｄꎬ进行氮水平处理ꎬ设置

低氮 ０ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ和高氮 ５ ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＨ＋
４ ￣Ｎ ２ 个处

理培养 １０ ｄꎬ分别于 ０ ｄ、５ ｄ、１０ ｄ 取样分析ꎬ根系和

地上部分 １００ ℃高温杀青 ３０ ｍｉｎ 后置于 ７０ ℃烘箱

中烘至衡质量ꎮ 根的全氮用 Ｈ２ＳＯ４￣Ｈ２Ｏ２消煮ꎬＢＵ￣
ＣＨＩ 定氮仪测定ꎮ

表 １　 荧光定量 ＰＣＲ 的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ

　 基因 　 　 　 　 引物序列(５′→３′) 产物长度(ｂｐ) 登录号

ＯｓＡＭＴ１ꎻ１ 正向:ＧＴＣＡＴＣＴＴＣＧＧＧＴＧＧＧＴＣＡＧＣＴ ２８２ ＡＦ２８９４７７.１

反向: ＴＴＣＧＣＴＧＴＧＡＣＧＴＣＧＴＴＣＧＴＴＣ

ＯｓＡＭＴ１ꎻ２ 正向: ＡＴＧＧＣＧＡＣＧＴＧＣＴＴＧＧＡＣＡＧ ２３２ ＡＦ２８９４７８.１

反向: ＣＧＡＡＣＡＣＧＴＴＧＧＴＧＡＧＣＡＴＧ

ＯｓＡＭＴ１ꎻ３ 正向:ＧＣＡＡＧＧＡＧＴＡＣＧＴＧＧＡＣＣＡＧＡ １８０ ＡＦ２８９４７９.１

反向: ＡＧＡＴＧＣＧＣＡＧＣＡＡＴＣＣＣＡＧＣＴ

ＯｓＡｃｔｉｎ 正向: ＣＴＴＣＡＴＡＧＧＡＡＴＧＧＡＡＧＣＴＧＣＧＧＧＴＡ １９７ ＡＢ０４７３１３.１

反向: ＣＧＡＣＣＡＣＣＴＴＧＡＴＣＴＴＣＡＴＧＣＴＧＣＴＡ

２　 结果与分析

２.１　 ＯｓＡＭＴ１ 干扰 ＲＮＡｉ 载体的构建

以桂单 ４ 号水稻基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ特异性引

物进行 ＰＣＲ 扩增获得 ＲＮＡｉ 的正向反向同源序列ꎬ
分步亚克隆到含有 ＧＵＳ 内含子的中间载体上ꎬ再通

过酶切连接构建成如图 １ 所示的用于 ＯｓＡＭＴ１ 共干

扰的 ＲＮＡｉ 结构ꎬ期望形成具有发夹结构的双链

ＲＮＡ 干扰水稻体内的目标基因使其部分沉默不表

达ꎮ 构建好的植物表达载体具有 Ｕｂｉ 启动子和潮霉

素筛选标记ꎬ转化农杆菌 ＥＨＡ１０１ 获得携带目标结

构的农杆菌菌株用于后续转化ꎮ
２.２　 转基因水稻植株的获得

携带表达载体的农杆菌 ＥＨＡ１０１ 用来感染水稻

成熟胚分化的愈伤组织ꎬ经过潮霉素多次筛选获得

抗性愈伤组织ꎬ每 ２１ ｄ 更换 １ 次相应阶段的培养

基ꎬ４ 个月后逐渐分化出绿色的新叶ꎬ挑出分化的幼

苗转入生根培养基中ꎬ１４ ｄ 后长出许多根ꎬ打开培

养基盖子加入少量水进行驯化ꎬ让幼苗适应外界环

境ꎬ７ ｄ 后移入盆中栽培(图 ２)ꎮ 常规管理直到种子

成熟ꎬ进行编号ꎬ５~ ６ 个月后收获转基因种子( Ｔ１
代)ꎬ作为后续研究的材料ꎮ
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图 １　 ＡＭＴ１ 的 ＲＮＡｉ 载体结构

Ｆｉｇ.１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ＡＭＴ１ ＲＮＡｉ

图 ２　 转基因植株的培育过程

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｒｉｃｅ

２.３　 ＲＮＡｉ 转基因植株幼苗的生长情况

获得的 Ｔ１ 代不同转基因植株ꎬ在铵态氮或硝态

氮作为唯一氮源下的生长表现不同ꎬ总体上不同的

转基因植株在硝态氮源上生长受到的影响较小ꎬ各
株系的生物量没有显著差异ꎻ而在铵态氮源上转基

因植株生长受到限制ꎬ生物量较 ＣＫ 总体呈下降趋

势ꎬ有的株系表现出显著差异(图 ３)ꎮ 综合考虑选

择差异性显著的 ａｍｔ１ｃ 和 ａｍｔ１ｇ ２ 个株系作为进一

步研究的对象ꎮ

Ａ:０.５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＮＯ３ꎻＢ:０.２５ ｍｍｏｌ / Ｌ (ＮＨ４) ２ＳＯ４ꎮ

图 ３　 转基因幼苗在不同氮源下的生长情况

Ｆｉｇ.３　 Ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｏｕｒｃｅｓ

２.４　 ＲＮＡｉ 转基因植株 ＯｓＡＭＴ１ 基因的表达量

ＲＮＡｉ 获得的 ２ 个独立转基因植株根系的 Ｏｓ￣
ＡＭＴ１ꎻ１ ~ ＯｓＡＭＴ１ꎻ３ 的表达水平较对照显著降低ꎬ
ＯｓＡＭＴ１ꎻ１ 的表达水平降低了 ４３％~ ５０％ꎬＯｓＡＭＴ１ꎻ
２ 降低了 ５０％~ ６０％ꎬＯｓＡＭＴ１ꎻ３ 降低了 ２８％~ ３５％
(图 ４)ꎬ表明同源序列构建的 ＲＮＡｉ 可以实现对目

标同源基因的干扰沉默ꎮ
２.５　 ＲＮＡｉ 干扰对水稻幼苗氮累积量的影响

ＲＮＡｉ 的 转 基 因 植 株 根 系 在 低 铵 ( ０ ５０
ｍｍｏｌ / Ｌ)环境下的生物量显著低于对照植株ꎬ而在

５ ０ ｍｍｏｌ / Ｌ铵态氮中生长与对照没有明显差异(图
５)ꎮ 在低铵环境下处理 １０ ｄꎬ０ ｄ、５ ｄ、１０ ｄ 动态取
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图 ４　 ＯｓＡＭＴ１ 家族基因的表达水平

Ｆｉｇ.４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＯｓＡＭＴ１ ｆａｍｉｌｙ

样的根系生物量和氮累积量呈现类似的变化趋势ꎬ
随着处理天数的增加转基因植株与对照的生物量和

氮累积量均差异显著(图６)ꎬ表明在低氮环境下高

亲和转运体的沉默不表达显著抑制了氮的吸收ꎬ影
响了幼苗的生长ꎮ

图 ５　 不同氮水平下的根系生物量

Ｆｉｇ.５　 Ｒｏｏｔ ｂｉｏｍａｓｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

图 ６　 低氮培养下幼苗的生物量和氮累积量

Ｆｉｇ.６　 Ｂｉｏｍａｓｓ ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ａｔ ｌｏｗ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

３　 讨 论

ＲＮＡｉ 是一种新兴的基因阻断技术ꎬ目前已广泛

应用于植物功能基因组研究和植物性状改良研究

中ꎮ ＲＮＡｉ 技术是将载体表达的小的双链 ＲＮＡ 导入

真核生物细胞促使内源 ＲＮＡ 降解ꎬ高效特异阻断体

内特定基因的表达ꎬ诱使细胞表现出特定基因缺失

表型ꎬ获得功能丧失或降低的突变体材料ꎮ 随着水

稻基因组测序工作的完成ꎬ大量全长 ｃＤＮＡｓ 可获

得ꎬ水稻基因的辨析工作正在进行着ꎬＲＮＡｉ 技术在

植物营养、病虫害防治等方面的应用已经在各种作

物中进行试验ꎬ均取得了较为理想的成果[９￣１３]ꎮ 同

时对于那些分享一定的保守序列但又不属于同一家

族的基因ꎬ利用其保守区构建 ＲＮＡｉ 干扰结构使其

沉默是辨别基因功能的一种方法ꎮ 早在 ２００５ 年

Ｍｉｋｉ 等[１４] 的试验中采用此方法研究水稻 ＯｓＲａｃ 基

因的功能ꎬ他们用 ＯｓＲａｃ 基因家族中 ２ 个成员的高

度保守序列抑制了这个家族所有基因的表达ꎬ这也

充分说明了利用基因家族的保守区构建 ＲＮＡｉ 干扰

结构沉默基因是可行的辨别基因功能的方法ꎮ 本研

究运用 ＲＮＡｉ 技术干扰水稻铵转运蛋白 ＯｓＡＭＴ１ 基

因家族 ＯｓＡＭＴ１ꎻ１ ~ ＯｓＡＭＴ１ꎻ３ ３ 个基因的表达ꎬ获
得的干扰株系 ＯｓＡＭＴ１ꎻ１~ＯｓＡＭＴ１ꎻ３ 的表达水平相

较于对照显著下降ꎬ同源性高的 ＯｓＡＭＴ１ꎻ２ 的干扰

效率最高ꎬ表达量降低了 ５０％~６０％ꎮ
拟南芥的 ＡＭＴ 基因功能在突变体水平上已经

进行了深入的研究ꎬＡｔＡＭＴ１ꎻ１ 的缺失突变体在正常

培养条件下除了叶片形态改变外生长没有明显变

化ꎬ但是在铵态氮作为氮源的情况植株生长受限甚

至最后死亡[１５]ꎻＡｔＡＭＴ１ꎻ１~ ＡｔＡＭＴ １ꎻ３ 和 ＡｔＡＭＴ２ꎻ
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１ ４ 个基因全缺失的突变体在铵态氮源下生长严重

受阻[１６]ꎮ 这些结果表明单基因的缺失或沉默表达

可能由其他功能相近基因弥补ꎬ而多基因对植株生

长的叠加效应尤其明显ꎮ 水稻 ＯｓＡＭＴ１ 家族的 ３ 个

基因的表达特征表明其在水稻苗期铵态氮的吸收转

运中占有重要地位[５]ꎬ已有的研究对部分基因的过

量表达进行了表征ꎮ 过量表达 ＯｓＡＭＴ１ꎻ１ 可提高水

稻对铵态氮的吸收转运ꎬ但是氮代谢途径不变致使

过量铵态氮积累损害了植物的生长发育[１７]ꎻ过量表

达 ＯｓＡＭＴ１ꎻ３ 使得植株的碳氮代谢平衡受到破坏ꎬ
影响植株的生长和产量[１８]ꎮ ＯｓＡＭＴ１ꎻ１ 和 ＯｓＡＭＴ１ꎻ
３ 的过量表达植株均由于吸收和代谢不平衡从而影

响水稻的生长ꎮ 本研究运用反向遗传学手段 ＲＮＡｉ
技术定向干扰 ＯｓＡＭＴ１ 使其部分沉默不表达ꎬ分析

转基因水稻幼苗的生长和氮累积情况ꎬ由于 Ｏｓ￣
ＡＭＴ１ꎻ１~ＯｓＡＭＴ１ꎻ３ 表达水平的降低使得植株在低

铵培养条件下吸收转运能力下降ꎬ获得不到足够的

氮供其生长ꎬ植株生物量明显受到抑制ꎬ氮累积量也

显著低于对照ꎬ而在足量氮水平下差异不显著ꎮ 结

合文献中报道的 ＡＭＴ１ꎻ１ 过量表达促进铵态氮的吸

收转运引起植株氮累积的结论[１７]ꎬ可以明确 Ｏｓ￣
ＡＭＴ１ 在水稻的氮素吸收转运中有着重要的作用ꎬ
另一方面也验证了 ＯｓＡＭＴｓ 定量表达结果中 Ｏｓ￣
ＡＭＴ１ꎻ１ ~ ＯｓＡＭＴ１ꎻ３ 对氮的响应和调控较为敏感ꎮ
然而ꎬ由于共性干扰的是具有同源序列的 ＯｓＡＭＴ１
基因家族ꎬ由基因表达水平降低引起的植株生长效

应与对应基因的联系还有待进一步研究ꎮ
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