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一 引言

谷氨酞胺合成酶 是植物同化氨途经

中的关键酶
,

其在氮代谢中所处地位可与碳代

谢中的 相媲美
。

氨的同化初始发生在 循环

中
。

在此循环里 与谷氨酸合成

酶 联合将 才转给 。

一酮戊二酸生成谷氨酸
。

通过 供能进一

步还原形成谷氨酞胺
。

氨的来源各异
,

可以是初

级的
,

如土壤中的硝酸根和氨离子以及根瘤菌

的固定氮 也可以是次级的
,

如绿叶的光呼吸
,

类苯丙氨代谢以及萌发种子氨基酸的再氨基

化
。

通过这个循环产生谷氨酞胺和谷氨酸
,

可被

植物用于所有的其它含氮化合物的转化与合

成叫
。

可见 途径是最主要的 如果

不是唯一的 将无机氮转化为有机氮的途径
。

的分子生物学始于 年川
,

从蓝细

菌 克隆并完全测序分析 了细

菌 的结构 基 因 以 来
,

在植 物 中进行 了

和基因组 的克隆
,

从它们的

核昔酸顺序推算出 亚基的一级结构
,

并用

于研究组织
、

结构
、

演化和 基因的表达
。

目

前世界上研究 的人 日益增多
,

概括其兴趣

在于

是将无机氮转化为有机氮的门 户
,

能否通过调控 基因
,

在植物体内建立

库
,
以减少硝态氮还原系统对大量有机能源的

消耗
。

同时减少环境水中硝酸盐的污染
。

是人们研究除草剂和抗除草剂的重

一 一

要靶位点之一
。

从 基因上下功夫
,

可能将大

大促进新生除草剂和抗除草剂植物的诞生
。

基因的表达
,

即有组织器官专一性
,

又受环境 光
、

氮 和发育因子的影响
。

故它

是分子生物学研究基因专一性表达和时空表达

的好模式
。

是核基因编码的叶绿体蛋白
。

虽然

与 和 有共同之处
,

都由一个基因家族

编码多种同工酶
,

同受光诱导
,

但是也有它的独

特之处
。

可能在启动子的调控元件上有差异
。

因

为 基因家族的八个成员编码基本相同的

八个多肤
,

而 基因是不同的成员编码不同

的多肤
。

二 基因的组成

多数研究者认为 是由一个小的基因家

族专编码
。

对拟南芥菜基因组的五条染色体进

行 图谱分析
,

发现三种 分布于

染色体 和 上有两条 上
,

大豆 如 ,

阴 二 。 “ 的细胞质 的基

因位干染色体 护丑上
。

用各种 和基

因组 进行杂交
,

可产生不同的 基因片

段
,

推测在一个 家族中至少有四个可能是

五个不同的成员闭
。

现已鉴定了菜豆的所有成

员
,

分别命名为 一 。
、

一
、

一下和 一

各
、

坑一 编码叶和根的细胞质 一归
、

一下为根瘤 编码 一己编码叶绿体 幻
。

很多豆科和非豆科植物也鉴定出为
、 、

编码的基因
。

存在于叶绿体基质中

存在于细胞质中
。

存在于根中
。

植物

和基因组 克隆见表
。



表 植物 和基因组 克隆

材料 克隆
插人片段

大小

文库

类型
定位 表达

大豆

大麦

《

菜豆

刀。

八

‘〕

一

一

一

一

一

一

一

一

,

,

,

,

豌豆

扫

仔》

玉米

水稻 赶, 〕

仁」

红」

芥菜 仁」

一 士 二 」

仁

〔」

注 一
,、。 , 二 一 , , , 二 ,

无仁」来自于文献「 〕
·

小写字母是低检测极限的 水平

或 只用敏感的 。
保护技术测定

。

三 基因的结构和顺式调控元件的分析 析的很少
。

抗 培养的首楷细胞的 基因

基因的结构
。

全序分析川示出
,

帽位点到 位点长度是

已克隆了不少的植物 基因
,

但做全序分 饰
,

包括 个外显子和 个富含 的



。一 的内含子
。

引物延伸法鉴定在
一

一 。。
。

这些观察与表 中 克隆的

八 ‘

末端 启始密码前还有一个大的帽位 全长大小一致 为 一 ,
,

点 一 钟 个核普酸 共土是一个弱的起始 不包 括 聚 尾 巴 为 一

位点 个核昔酸
。

菜豆 。 基因具多转录起 口

始泣点 从 三 水 基因的测序资料推算的 基因顺式调控元件的分析
八 二‘ 八 丫八 〔

,

主要在帽位 有较多植物 和基因组

点上游
。

〔二。 等沂用 示 一己 人 做探针
·

杂 克隆和测序工作已完成
,

并确定了 基因转录

交分
一

离出八个编码 能 的基因
。

限制内切酶图 的起始顺序
、

编码和非编码顺序
。几

最重要的是确

谱说明
, ‘

它们全部来源于菜豆核基因的同一个 定 基因的顺式调控元件序列
。

这是研究

区域
。

将 。一 和 饥一台基因组 比较得 基因表达调控的关键
。

到 基因包括几个内含子
。 ‘

端非翻译区包含 一般基因的顺式元件包括启动子

一个大的内含子 ,
。

内含子和外显子边界
, ,

组织专一性表达启动

与真核生物的同源
,

为 和
。

子 诱导型启动子
,

增强子或减弱子
,

和聚 尾

的 初 级 结 构 基 于 。八 信号或终止子
,

植物启动子在转基因植物中的

汉 分析
,

估计植物 大小在
‘

一 表达见表
。

。

豌豆和菜豆 八 比 长

表 植物启动子在转基因植物中的表达

材料 菜豆 〔, 」 水稻 ‘ 〕〔 」 大豆〔‘ 豌豆〔 」

克隆

大小
。

一 一 一

组织专一 蛋白

转基因植物 烟草 烟草 烟草百脉根 烟草

光氮
诱导源

才

氮

反式因子

光 才

了 万

‘

一非翻译顺序 在 中非编码

区很少保守性
。

用引物延伸和核酸酶保护两种

方法揭示出菜豆两个转录起始位点 一
、

和 一
、

十
。

其 八 八 位 于 一 盯一
。

在 一 幼一 十续 之间还有两

个调节区
,

一个是组织专一性表达区
,

另一个是

光诱导表达这匡
。

水稻 启动片段与报告

基因融合
,

导入烟 芝中
,

其中 夕 只在根 中表

达
。

在叶比根 中表达高
,

叶龄影响
一

与

相反
,

下层叶 活性最高
,

上层叶和未展开

叶活性次之
,

中层叶最低
。

外加 牙
、

玉丁
,

一

小时 活性增强
,

而后稳定
。

了和 凯

都不受光的影响
。

证明它包含一个组织专一性

表达区和一个 封 水平反应区 〕。 在转基因

烟草中 基因 启动子片段在完全成

熟的展开叶中具有最高活性
。

并且光照 一铭

小时活性最高
。

根有弱的表达
。

证明它有一个

质体发育反应区和一个 才
一

水平反应区 〕。

的 起始密码子附近的碱

基顺序不 同于其它植物 的共同顺序
。

然而所有 在

处都有一个
,

在一 有一个
。

一 处 的强

保守性相同于动物 的位点
。

这个替

代位点能在转染的动物细胞下游调控翻译高达
。倍然而植物中的这个核昔酸与动物

、

。 相比有较少的保守性
。

在麦胚系统中
,

一

的突变不影响 艰 的翻译效果
。

豌豆

。 ‘一非翻译顺序能形成一个发夹结构
,



包括翻译起始密码子
。

,

一非翻译顺序 几乎所有动物和病毒 前

体 都有 的
,

它 位 于

位点上游 一 而 的植物基

因转录物中缺少这个
。

也没有

这个顺序
,

或者是一种变化了顺序
,

常见的是在

聚 上游 招 一 处有一个

从菜豆 已分离出 一 和 占 八 克隆带

有相同顺序
,

但 卜 尾巴的精确位点不同
。

这两个基因的转录物是在不同位点上被聚

化的
。

反式作用 因子的 结合位点 到 目前

为止
,

已经鉴定出了几种 的反式作用因子

的结合位点
,

一
·

和 嘟三
,

它们

都是结合在启动子上
,

大豆编码细胞质 的

基因的 的启动子片段与 构成嵌合

基因
,

并引人烟草和豆科植物百脉根
。

这一外源

嵌合基因在两种转基因植物中的表达均具有根

的专一性
,

并且表达的部位限于根的生长区和

维管束
。

外加氨可以增加百脉根根部 的

活性
。

而烟草根中却看不到这种诱导作用
。

此

外氨处理使得百脉根 中 的分布均一化
。

所有类型的细胞中都表达
。

现已知道
,

外

加氨所引起的表达的增加是由于转录水平的提

高
。

共生固氮明显地调节 的表达
。

在

侵染区包括未被侵染的细胞和内皮层
,

由于有

氨的流动均有 的活性
。

根瘤的外皮层

没有 的表达
,

可能氨不能从内皮层扩散

到外皮层的缘故 〕
。

可以判断在豆科植物细胞

质 基因的调控区中至少包含两个顺式作用

元件
,

一个是根专一性的 另一个是受 才活

化的元件
。

在非豆科烟草转基因植物中之所以

没有 才诱导的 的表达
,

是因为缺

少反式作用因子
。

根瘤 基因的诱导或加强主要依赖根瘤

的发育阶段
,

而不在于从 到氨的提供
。

增强

基因 阳 〕表达所需要的条件是侵染线

的发展和将根瘤释放进宿主细胞
。

很有趣的是

确定是否根瘤增强 基因活性和它的宿主在

结根瘤阶段同时被激活的其它基因共用一个调

节机制
,

在转基 因植 物 中大豆 豆 血红蛋 白

挽 和根瘤素一 基因的缺失分

析指出
,

存在着正调控和负调控的顺式元件
,

它

们位于 的上游〔门
。

豆血红蛋自基因

的 一蛋白质相互作用的体外研究鉴定出

一个富含 顺序
。

这个 顺序是与一种根

瘤专一细胞核因子相结合的
。

菜豆中相同的核

因子结合到 一 下 牙端侧翼区的几个位点

上
,

其中两个结合在 区内
。

转基因植物
’

缺失分析已经确足了这个 区域中包含

一个正调控元件
。

虽然这个结合因子的调节功

能还没有确定
,

但可以试探着推测
。

豆血红

蛋白和其它根瘤素的表达可能是协同调节的
。

四
、

基因的表达及调控

基因表达具有时 与空的专 一性
,

它们

即在特定的组织中表达
,

并在特定的发育阶段

表达
。

基因表达调控研究是在不同水平上

进行的
。

基因家族的转录 的加工

翻译 初生 多肤的亚细胞定位
,

加工

和修饰 八聚体同功酶的组装 全酶的活性

修饰 酶的降解
。

近期研究较多的是
、 、 。

。

叶 基因和光的诱导表达 多数植物

叶中 比 的丰度高些
。

等〔
‘ 〕

广泛研究了许多植物
,

并根据叶中相对 和

活性将其分成四类
。

第一类由一些非叶绿

素寄生植物组成
,

这些植物依赖宿主的营养
,

无

活性 第二类的 和 活性相等
,

包

括大多数的 植物 第三类主要是 活性

第四类只有 活性
。

后两类多数是 植物
。

如豌豆哪 〕
、

菜豆
、

在成熟叶片中有较高的

同功酶活性
,

是 由较多的 和

多肤所致
。

小麦叶片细胞年龄与叶片基

部分生组织开始的不同距离成比例少口
,

活

性在叶细胞发育的不同时期保持衡定
,

而

活性随细胞的成熟猛增
。

帅 〕在研究向日葵

时发现
,

干的和浸湿的种子只有 存在 两

天后 出现 这与叶中再同化储藏蛋白水解

的氨基酸释放的 才有关
。

五天后 出现
。

是叶绿体发育
、

光呼吸及光合作用三者间

重要调节酶之一
,

因此光作为一种重要的调节

一 一



因子必然对 募因表达有直接或间接影响
。

采用密度标记
、

蛋自质合成抑制剂及抗体进行

研究发现
一

活性只气光台作用活跃的组织

有关 的合成只被 〔牡 抑制
, 一

与林肯霉素

无关
“ ,
二

而 民 活性增加不是由于早合成的

处于不活化状态转化为活化状态
,

而是在绿化

讨程中
,

因光诱导而新合成的结果
。

用蛋

白 质 免 疫 电 泳 证 明 细 胞 质 内 前 体
心 先土现

、

然 后叶绿体中 我 的

增加 习
。

说明 是在细胞质合成
,

又由转运

肚将它送产
、

叶绿体
。

许多植物
,

尤其是 植物的叶子中
,

光能

提高叶绿体 水平
。

在黄化的水稻叶片
,

活性极低或检测不到
,

经照光后 活性明显

增加 一 。倍
。

豌豆黄化苗在照光 小时内

增加了 加 倍
,

在饱和红光闪照后

增加 生倍 代 芥菜中 光照后只有

左 增加
·

了叮 张 不变
。

在暗处生

长 天的小麦卿企
,

转八 自然光下 只小时

活性增加约 倍 咒 小时增加 倍
,

达到 自然

光下绿苗叶片 异 活性水平
。

杂交表

示出 具相同的规律
。

等 ‘用

一 做探针
, 一

与绿叶内

专 一杂交
,

照光后 刊八 增多
。

用 艺

一 探针
一

与黄化叶总 杂交
,

几乎没

有 二 被杂交上
。

若用 一 做探

针
,

可与黄化叶和绿叶的 上 爪 杂交
,

但杂交量没有差别
。

这说明
,

光照后主要是

增加
。

现在 已知
,

义 的功能是 在种子萌发时

储存 一源的转运
,

在叶片衰老时 入 一源的转

移再利用 的功能是 光呼吸 了
一 ,

万

还原 才
,

氨基酸代谢 科犷的再同化
。

基因不仅在转录 。嗽 和翻译

同功酶 水平 七受到环境因子的调控
,

最

近 和 污 鱿 。尹 二的工作证明
,

亚基的

组装方式与 的活性紧密相关
,

在甜菜 汗 片

的个体发育过程中
·

词时存在有 和 的

四聚体和八聚体形式
,

洲 的八聚体活性高干

双聚体
,

而 的异 四聚体活性高于 同八聚

一 一

体
,

在体外
,

四聚体的最高活性可 以通过

外加 一琉基底物得到
,

或在叶绿体完全成熟

的叶片中得到
,

说晚叶发育期间
,

有着叶绿体还

原状态或琉基反应底物
’

一 。

量的变化
,

在衰老叶片中
,

去掉二硫苏

糖醇
,

叶细胞出现氧化状态
,

则不再见 四

聚体的活性
。

当用抑制剂
,

一 处

理后发现
,

不同 同功酶对 的反应不一

样
。

。 对 的抑制为 对

的抑制为 写 对幼根 的抑制为
·

对胚乳 的抑制为
‘〕。

在 八聚体同功酶组装水平上的调控
,

含琉基底物是 四聚体的激活剂
,

而谷氨酸

的类似物
,

如 等是 同功酶的抑制剂
。

我们可以用激活剂
、

抑制剂
、

反义 技术
,

抗除草剂基因如 基因的转基因植物来研究

基因的组织专一性表达
。

氮素对 基因的诱导表达 才可以

直接诱导 的活性
,

但是有限度的医
。

这
一

与

不
一

的吸收规律相矛盾
。

和 二
,

二 ”蜒 指出
,

细胞中有两个系统与 犷的

吸收有关
。

一是低容纳系统
,

需要质膜 了
一

载

体 才 二 和能量
,

此系统虽然在环

境 梦增加的情况下 也可以诱导出 才载

体蛋 自
,

但这是有限的 在 。一 如 工盯

内
。

所以低容纳系统是一种饱和吸收 了系

统
。

另一种为高容纳系统
,

在高 才
一

浓度
,

机 扫下随 才浓度的增加也出现线形

吸收
,

其机制是 才填充了所有表面 自由空

间 , 。

货
一

于
,

而后通过扩散不

需要能量进入细胞
。

进人细胞的 犷扩大了

细胞质和液泡中的 对
一

池
。

,至此这是一种

线型吸收机制
。

才的线性吸收与 的有限

活 慈是造成 才
一

毒害的原因所在
,

为实现高

戍化 犷的目的
,

必需对 基因加以操作改

造
, 二 等人叫在抗 的首楷细胞中发

现
,

它是由于 一种 基因扩增了 倍所致
,



等人〔
,弓通过构建 一 和

的重组体
,

在首稽细胞中得到高达 倍的

表达
,

可见通过基因工程手段达到高同化 才

是有希望的
,

不过 才的同化不仅与 有

关
,

与氨同化有关的酶包括 谷氨酸脱氢

酶
、

无冬酚胺合成酶
、

硝酸还原酶
、

亚硝酸还原酶
、

谷氨酸合成

酶 和
。

曾有人认为 是同化氨的初始

酶
,

但植物 对氨的高 值 一

表明只有在高浓度 才情况下 才起作

用
,

可能只限制在谷氨酸的代谢中 是

催化谷氨酞胺和天冬氨酸合成天冬酞胺
,

在

之
一

超量情况下 的催化效率高达
,

所

以 具有很强的解毒功能 〕植物体内

和 活性很高
,

因此进人体内的 歹很

易被还 原
,

但要 合 成 氨基 酸 则 必 需 经

的同化
。

氨的初始 同化发生在

循环中
,

它承担着氮代谢即无机氮转

化为有机氮的中心作用
。

有意思的是
,

人们发

现作为 的光激活子的反作用因子同时也

是 的抑制子
,

因此
、

或 的

高效率和控制 活性的协调统一成为人们研

究高同化氨的 目标
。

随着高科技的发展
,

用基因

操作改进植物 途经
,

达到高同化

氨是完全可能的川
。
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