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　　摘要：在生理条件下，植物铵的吸收主要由定位于细胞膜上的铵转运蛋白（ａｍｍｏｎｉｕｍｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ，ＡＭＴ）介导完成，
研究模式植物拟南芥ＡＭＴ的功能特性及调控机制对于解析植物的铵吸收过程具有重要意义。本研究克隆了拟南芥
ＡｔＡＭＴ１．３并将其在蛙卵异源系统中表达，电生理结果表明，ＡｔＡＭＴ１．３是一个典型的对铵有高度选择性、高亲和的铵
吸收系统［Ｋｍ＝（２５．５±３．２）μｍｍｏｌ／Ｌ］。同时，ＡｔＡＭＴ１．３也能介导铵的同系物甲基铵的吸收［Ｋｍ ＝（３．３±

０．２）ｍｍｍｏｌ／Ｌ］，对铵和甲基铵的吸收具有浓度依赖性和电压依赖性。ＡｔＡＭＴ１．３的铵转运能力不受ｐＨ值调控，它的
转运底物是ＮＨ４

＋，运输机制是ＮＨ４
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　　铵态氮是植物能够直接吸收的重要无机氮素形态。模式
植物拟南芥是一种喜铵植物，在相同浓度供应下，铵态氮的吸

收速率高达硝态氮的２０倍［１］，植物对铵的吸收主要是由铵转

运蛋白（ＡＭＴ）介导的［２－４］。拟南芥基因组中一共有 ６个
ＡＭＴ，即 ＡｔＡＭＴ１．１、ＡｔＡＭＴ１．２、ＡｔＡＭＴ１．３、ＡｔＡＭＴ１．４、
ＡｔＡＭＴ１．５、ＡｔＡＭＴ２［５］。除了 ＡｔＡＭＴ１．４专一地在花粉和花
粉管中表达外［６］，其他５个 ＡＭＴ在根部均有表达［５，７］。拟南

芥突变体试验证明，３个 ＡｔＡＭＴ１（ＡｔＡＭＴ１．１、ＡｔＡＭＴ１．２、
ＡｔＡＭＴ１．３）贡献了约 ９０％的铵吸收，其中 ＡｔＡＭＴ１．１和
ＡｔＡＭＴ１．３各贡献了约 ３０％［３，５］，ＡｔＡＭＴ１．２贡献率略小
（１８％～２６％）［５］。ＡｔＡＭＴＳ通过时空定位以及对铵亲和力的
差异来满足拟南芥生长合适的氮素需要［５］。简单来说，

ＡｔＡＭＴ１．１、ＡｔＡＭＴ１．３和ＡｔＡＭＴ１．５主要定位于表皮细胞，其
对铵的亲和力很强，三者负责将铵从土壤溶液中吸收到根内

并通过共质体途径运输；而ＡｔＡＭＴ１．２主要定位于内皮层，且
对铵的亲和力相对较低，通过质外体途径运输的铵受阻于凯

氏带，此时ＡｔＡＭＴ１．２将其运进细胞，进入共质体途径，最终
完成同化或木质部的输送。由于植物体的复杂，将单个铵转

运蛋白在异源系统中表达更有利于研究其转运、调控机制。

酵母和蛙卵是２种常用的表达系统，酵母铵吸收缺失突变体
３１０１９ｂ不能在 ＜５ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４

＋作为唯一氮源的培养基上

生长［８－９］，转入任意一个ＡｔＡＭＴ１均能使其恢复生长，再次证
实了它们直接吸铵的功能［５－６，１０－１１］。蛙卵系统除了能够验证

其吸铵功能外，还有一个重要的作用就是可以用来解析其转

运机理。虽然植物ＡＭＴ１之间同源性很高，但是其转运机理
却大不相同［１２］，目前对于ＡｔＡＭＴ１．３的蛙卵电生理功能特征
研究尚缺少。本试验克隆了ＡｔＡＭＴ１．３并将其在蛙卵系统中
进行表达，通过电生理技术研究其离子选择性，对铵及其同系

物甲基铵的亲和性、ｐＨ值响应，初步阐明了 ＡｔＡＭＴ１．３的运
输机制及功能特征。

１　材料与方法

１．１　材料
拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ）、大肠杆菌 ＤＨ５α和蛙卵表达载体

ｐＣＩ由笔者所在实验室保存，非洲爪蟾由笔者所在实验室饲
养；ＰＣＲ扩增高保真酶 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ购自 ＴａＫａＲａ公司；Ｔ４连
接酶、限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｂａⅠ购自 ＮＥＢ公司；引物由
上海英骏生物技术有限公司合成；胶原酶 Ａ购自 Ｒｏｃｈｅ公
司；电生理用试剂购自 Ａｍｅｒｅｓｃｏ公司；双电极电压钳设备购
自Ａｘｏｎ公司。放大器型号为ｐＣｌａｍｐ９００Ａ，数模转换型号为
Ｄｉｇｉｄａｔａ１４４０，质粒注射仪器型号为 Ｎａｎｏｌｉｔｅｒ２０００。
１．２　ＡｔＡＭＴ１．３开放阅读框的扩增及表达载体的构建

取冻存的拟南芥样品约１００ｍｇ，液氮研磨，根据说明书
提取ＲＮＡ。利用反转录试剂合成 ｃＤＮＡ第 １链，ＡｔＡＭＴ１．３
序列登录号为 Ａｔ３ｇ２４３００．１。以 ｃＤＮＡ为模板，进行 ＰＣＲ扩
增。引物序列：Ｐ１，５′－ＧＴＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＴＣＡＧＧＡＧＣＡＡＴＡＡ
ＣＡＴＧＣ－３′；Ｐ２，５′－ＧＴＣＴＣＴＡＧＡＴＴＡＡＡＣＧＣＧＡＧＧＡＧＧＡＧ
ＴＡＧＣ－３′。ＰＣＲ扩增程序：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃ １ｍｉｎ，
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５３℃１ｍｉｎ，７２℃１．６７ｍｉｎ，２４个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。割
胶回收，将产物“３′－”端加Ａ尾后连到 ＰＭＤ１９－Ｔｖｅｃｔｏｒ，转
入大肠杆菌ＤＨ５α，阳性克隆送往华大基因科技有限公司测
序。用限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ和 ＸｂａⅠ将测序正确地克隆切
下来，通过Ｔ４连接酶连入蛙卵表达载体ｐＣＩ。
１．３　注射蛙卵及电生理检测

首先，将蛙卵从非洲爪蟾中取出，用 １ｍｇ／ｍＬ胶原酶 Ａ
消解１．５～２．０ｈ，然后挑选健康的单个蛙卵保存于 ＮＤ９６溶
液中，其中 ＮＤ９６溶液成分包括 ９６ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、２ｍｍｏｌ／Ｌ
ＫＣｌ、１．８ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２、１ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、５ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ（用
ＮａＯＨ调ｐＨ值至７．４）。将５９．８ｎＬ的质粒 ｐＣＩ－ＯｓＡＭＴ１．３
注射进入健康的蛙卵，同等体积的无菌水注射进入蛙卵，作为

对照。将蛙卵置于 ＮＤ９６溶液（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ丙酮酸钠）中，
１９℃ 培养 ３ｄ，检测。蛙卵钳置于 －７０ｍＶ中，利用连续
ｒａｍｐ记录。膜电位施加程序的电压为－１４０～２０ｍＶ，与之前
的报道一样，注射水的蛙卵对１ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４

＋或 １０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＭｅＡ＋不敏感［１２］。电生理用基本溶液成分包括１００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ、２ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２、２ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、４ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ（用
ＭＥＳ调ｐＨ值至７．４），ＮＨ４Ｃｌ或者ＭｅＡＣｌ根据图表的指示添
加。在做离子选择性试验时，基本溶液中的 ＮａＣｌ换成相同
浓度的ＣｈｏｌｉｎｅＣｌ。

２　结果与分析

２．１　ＡｔＡＭＴ１．３－ｐＣＩ载体的构建
以拟南芥 ｃＤＮＡ为模板，以 Ｐ１、Ｐ２为引物进行 ＰＣＲ扩

增，获得长度为 １４９７ｂｐ目的片段（图 １），割胶回收，连入
ＰＭＤ１９－Ｔｖｅｃｔｏｒ载体，经转化、筛选、测序得到正确的
ＡｔＡＭＴ１．３－ＰＭＤ１９－Ｔ，用 ＥｃｏＲⅠ 和 ＸｂａⅠ 双 酶 切
ＡｔＡＭＴ１．３－ＰＭＤ１９－Ｔ和 ｐＣＩ，割胶回收 ＡｔＡＭＴ１．３片段和
ｐＣＩ大片段，通过Ｔ４连接酶连接目的片段和大载体片段，转
化后筛选获得阳性质粒 ＡｔＡＭＴ１．３－ｐＣＩ，酶切验证正确后浓
度浓缩至＞１μｇ／μＬ，备用 （图２），ＡｔＡＭＴ１．３－ｐＣＩ质粒构成
见图３。

２．２　ＡｔＡＭＴ１．３的氨基酸序列分析
氨基酸序列分析表明，ＡｔＡＭＴ１．３在进化上与ＡｔＡＭＴ１．５

亲缘关系最近，ＡｔＡＭＴ１．１次之（图４）。它们都属于ＡＭＴ－１
亚家族，其中 ＡｔＡＭＴ１．３与 ＡｔＡＭＴ１．２之间的亲缘关系在该
亚家族内部最远（图４）。基于 ＡｔＡＭＴ１．１和 ＡｔＡＭＴ１．２已较

为明了的功能特征［１１，１３－１５］进行预测，结果显示，ＡｔＡＭＴ１．３在
功能特征方面的表现与 ＡｔＡＭＴ１．１相近，而与 ＡｔＡＭＴ１．２差
异较大。

２．３　ＡｔＡＭＴ１．３的离子选择性
在－７０ｍＶ下添加１ｍｍｏｌ／Ｌ碱性阳离子Ｌｉ＋、Ｎａ＋、Ｋ＋、

Ｒｂ＋、Ｃｓ＋入电生理基本溶液，对 ＡｔＡＭＴ１．３介导的电流没有
明显影响，而用１ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４

＋灌流能产生大幅内向的电流

（图５－ａ），说明 ＡｔＡＭＴ１．３是一个高度选择性的铵吸收系
统。这种高度铵的选择性在整个电压区间内（－１４０ ～
２０ｍＶ）皆是如此（图５－ｂ），说明 ＡｔＡＭＴ１．３对铵吸收的高
度选择性是不依赖于膜电位的。

２．４　ＡｔＡＭＴ１．３的铵浓度响应
在－７０ｍＶ下，ＡｔＡＭＴ１．３介导的内向铵电流随着铵浓

度的增加而增加，在 ＜４００μｍｏｌ／Ｌ的铵浓度下，电流急剧增
大；而在１０００μｍｏｌ／Ｌ下，接近饱和，说明 ＡｔＡＭＴ１．３介导的
铵吸收具有浓度依赖性（图６－ａ）；ＡｔＡＭＴ１．３介导的内向铵
电流睡着膜电位的增加而增加，说明ＡｔＡＭＴ１．３的铵吸收具
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有电压依赖性（图６－ｂ）。通过米氏方程拟合得到ＡｔＡＭＴ１．３
介导的铵吸收在 １ｍｍｏｌ／Ｌ左右达到饱和（图 ６－ｃ）。在
－１４０ｍＶ下，Ｋｍ值（达到１／２最大吸收速率时的铵浓度）为
（１８．１±２．８）μｍｏｌ／Ｌ；在 －１３０ｍＶ下，Ｋｍ 值为（２１．４±
３．０１）μｍｏｌ／Ｌ；在－１２０ｍＶ下，Ｋｍ值为（２５．５±３．２）μｍｏｌ／Ｌ；在
－１１０ｍＶ下，Ｋｍ值为（２８．２±３．５）μｍｏｌ／Ｌ；在 －１００ｍＶ下，

Ｋｍ值为（３５．０±３．５）μｍｏｌ／Ｌ；在 －９０ｍＶ下，Ｋｍ 值为
（４４．６±４．０）μｍｏｌ／Ｌ；在 －８０ｍＶ下，Ｋｍ 值为（５７．８±
５．２）μｍｏｌ／Ｌ，由此可见 Ｋｍ值具有电压依赖性，即膜电位越
正，Ｋｍ值越大，说明铵是以离子的形态进入细胞膜的（图６－
ｄ）。假设在膜内有１个 ＮＨ４

＋的结合位点，则这个位点应位

于整个膜电场５２％的位置。

２．５　ＡｔＡＭＴ１．３的甲基铵浓度响应
甲基铵是铵的同系物，广泛应用于ＡＭＴ的功能研究。在

－７０ｍＶ下，ＡｔＡＭＴ１．３介导的内向甲基铵电流也具有浓度
依赖性，即随着甲基铵浓度的增加而增加，在铵浓度 ＜
７．５ｍｍｏｌ／Ｌ下，电流急剧增大；而在胺浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ下，
电流接近饱和（图７－ａ）。ＡｔＡＭＴ１．３介导的内向甲基铵具有
电压依赖性，即膜电位越负，电流越大（图７－ｂ）。通过米氏
方程拟合得到甲基铵亲和力常数 Ｋｍ 值在毫摩尔级：在
－１４０ｍＶ下，Ｋｍ ＝（２．５±０．１）ｍｍｏｌ／Ｌ；在 －１３０ｍＶ下，

Ｋｍ＝（２．９±０．１）ｍｍｏｌ／Ｌ；在 －１２０ｍＶ下，Ｋｍ ＝（３．３±
０．２）ｍｍｏｌ／Ｌ；在－１１０ｍＶ下，Ｋｍ ＝（３．８±０．２）ｍｍｏｌ／Ｌ；在
－１００ｍＶ下，Ｋｍ＝（４．４±０．２）ｍｍｏｌ／Ｌ；在－９０ｍＶ下，Ｋｍ＝
（５．１±０．３）ｍｍｏｌ／Ｌ；在 －８０ｍＶ下，Ｋｍ ＝（５．７±
０．４）ｍｍｏｌ／Ｌ。Ｋｍ值具有电压依赖性，即膜电位越正，Ｋｍ值
越大（图７－ｃ），说明甲基铵是以离子的形态进入细胞膜的。
假设在膜内有１个 ＭｅＡ＋的结合位点的话，则这个位点应位
于整个膜电场３４％的位置。
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２．６　ＡｔＡＭＴ１．３的ｐＨ值响应
在－７０ｍＶ下，ＡｔＡＭＴ１．３介导的铵电流不受外界ｐＨ值

调控，即酸性条件和接近中性的 ｐＨ值对铵电流基本没有影

响（图８－ａ）。在不同膜电位下，ＡｔＡＭＴ１．３介导的铵电流皆
不受ｐＨ值调控（图８－ｂ、图８－ｃ）。

３　结论与讨论

在同一氮素水平供应下，拟南芥对铵的吸收速率是硝的

２０倍［１］，说明铵态氮对其生长极其重要，植物的铵吸收是由

ＡＭＴ介导完成的［２－４］。ＡｔＡＭＴ１．３虽然贡献于根部的铵吸
收，但是其功能特征如对铵吸收专一与否、对膜电位的响应、

不同电压下的亲和力、运输机理等还不清楚。本研究结果表

明，ＡｔＡＭＴ１．３是一个典型的高度选择性的、高亲和铵吸收系
统 （图５、图６），其 Ｋｍ值为２５μｍｏｌ／Ｌ，与ＡｔＡＭＴ１．１的Ｋｍ值
很接近［１３］，但与 ＡｔＡＭＴ１．２差距很大［１１］。ＡｔＡＭＴ１．３与
ＡｔＡＭＴ１．１亲缘性近，而与 ＡｔＡＭＴ１．２远（图４），再根据结构
决定功能的原理可知，这种Ｋｍ值的差异反映了 ＡｔＡＭＴ１．３与
ＡｔＡＭＴ１．１的相似性。ＡｔＡＭＴ１．３不仅能通透 ＮＨ４

＋，也能通

透ＮＨ４
＋的同系物 ＭｅＡ＋，但其对 ＭｅＡ＋的通透性要低，亲和

力降低了约１００倍（图７），这与大多数报道的 ＡＭＴ－１亚家
族的铵转运类似［１１，１６－１７］。ＡＭＴ既能通透 ＮＨ４

＋、又能通透

ＭｅＡ＋的种特性有利于对 ＡＭＴ功能特征的研究，如在酵母表
达系统中，通过１４Ｃ标记的ＭｅＡ来研究ＡＭＴ的吸收以及亲和
特征［１８－１９］。

尽管 ＡＭＴｓ在结构上同源性很高，但其转运底物和转运
机理却大不相同［１２］，甚至对相同的 ＡＭＴ提出不同的转运机
制。Ｋｈａｄｅｍｉ等通过解析大肠杆菌 ＥｃＡｍｔＢ晶体结构提出该

蛋白结合的是ＮＨ４
＋，但是最终运输的是 ＮＨ３

［２０］。因为记录

得到了离子态的 ＮＨ４
＋内流，这个 ＮＨ３运输的观点受到挑

战［２１］。对于植物ＡＭＴ，研究者们根据一系列的试验证据提出
了４种运输机制：如番茄 ＬｅＡＭＴ１．１、水稻 ＯｓＡＭＴ１．１的运输
机制是 ＮＨ４

＋单向运输［１６－１７］；拟南芥 ＡｔＡＭＴ１．２、小麦 Ｔａ
ＡＭＴ１．１的运输机制是 ＮＨ３／Ｈ

＋共运［２２－２３］；菜用大豆的

ＰｖＡＭＴ１．１运输机制是 ＮＨ４
＋／Ｈ＋同向运输［２４］；拟南芥

ＡｔＡＭＴ２的运输机制是 ＮＨ３ 运输
［２５］。本研究解析出

ＡｔＡＭＴ１．３的运输机制是ＮＨ４
＋单向运输，原因如下：（１）酵母

功能互补证明了ＡｔＡＭＴ１．３具有吸铵功能［５］，电生理记录得

到了ＮＨ４
＋产生的电流（图３），说明进入蛙卵的铵形态是离

子态的（因分子进入不会产生电流），排除了 ＮＨ３运输的机
制。（２）ＡｔＡＭＴ１．３介导的铵内流不受 ｐＨ值调控（图８），排
除了ＮＨ４

＋／Ｈ＋同向运输和ＮＨ３／Ｈ
＋共运２种可能，因为如果

是这２种机制的话，外界 ｐＨ值改变（ｐＨ值由 ５．４转变到
７４）使得溶液中Ｈ＋的浓度减小１００倍，即其中的一个底物
量急剧减少，势必会对其运输产生巨大的影响。事实上，

ＡｔＡＭＴ１．３介导的铵内流不受外界 ｐＨ影响（图 ８），那么
ＡｔＡＭＴ１．３的铵运输机理只可能是ＮＨ４

＋单向运输。（３）吸收
动力学拟合得到ＡｔＡＭＴ１．３的希尔吸收等于１，说明只有１种
底物（图６）。通过拟合Ｋｍ值对电压的依赖性，得到这个底物
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的结合位点位于整个膜电场 ５２％的位置；进一步说明
ＡｔＡＭＴ１．３的运输机制是 ＮＨ４

＋单向运输。ＡｔＡＭＴ１．３运输机
制与ＡｔＡＭＴ１．１相同，而与ＡｔＡＭＴ１．２不同；在同源性上前两
者之间也比ＡｔＡＭＴ１．３与ＡｔＡＭＴ１．２之间近 （图４）。由此推
测，决定ＡｔＡＭＴ１．３与 ＡｔＡＭＴ１．２运输机制不同的很可能是
与ＡｔＡＭＴ１．１相同、而与ＡｔＡＭＴ１．２差异较大的氨基酸区域，
这个猜想需要进一步的试验证实。

拟南芥中ＡｔＡＭＴ１．３缺失突变体引起的侧根分化差异表
型，只能由 ＡｔＡＭＴ１．３补回，而不能由 ＡｔＡＭＴ１．１补回［２６］。

ＡｔＡＭＴ１．３在基本功能特征上与ＡｔＡＭＴ１．１很相似，如对铵的
高度选择性和很高的亲和力，ＮＨ４

＋作为转运底物，不受 ｐＨ
值调控 （图５至图７）。功能如此相似，表型却不能被相似的
ＡｔＡＭＴ１．１恢复，进一步说明ＡｔＡＭＴ１．３在植物体内除了养分
吸收外还扮演其他的角色，如影响侧根分化。

总体来说，本试验通过研究拟南芥的 ＡｔＡＭＴ１．３电生理
功能特征，证明该蛋白是典型的高度选择性的高亲和铵吸收

系统，其对铵的亲和力在微摩尔级，而对甲基铵的亲和力至少

低了１０倍。ＡｔＡＭＴ１．３介导的铵内流不受外界 ｐＨ值调控，
其运输机制是ＮＨ４

＋单向运输。
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