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Abstract：【Objective】The investigation of OsAlaAT4-mediated nitrogen utilization, contributes to an insight into the rice 

nitrogen regulatory network and supports the breeding of high nitrogen use efficiency rice varieties【Method】Based on 

the amino acid sequence of OsAlaAT1, homologous genes were searched in the NCBI database. A knockout vector was 

constructed and transformed into Nipponbare (NIP) callus via Agrobacterium-mediated genetic transformation to obtain 

transgenic rice plants. Homozygous mutants were subsequently obtained. Wild-type Nipponbare (NIP) and mutant 

lines were grown in hydroponic systems at different nitrogen concentrations and in field trials to examine the relationship 

between OsAlaAT4 and nitrogen uptake and utilization. 【Result】The homologous gene OsAlaAT4 was identified, and the 

knockout vector was successfully constructed and introduced into Nipponbare (NIP), resulting in two homozygous 

mutant lines. Hydroponic experiments at different nitrogen concentrations showed that the plant height, dry weight, and 

fresh weight of the mutant lines were lower than those of the wild-type under the same treatment, while the root length of 

mutant lines was higher. Under 1/2 standard nitrogen (N1/2), 4 times standard nitrogen (N4), and 8 times standard 

nitrogen (N8) treatments, the total nitrogen content of the mutant lines (alaat4-1 and alaat4-2) increased by 27.7%, 6.6%, 

7.7% and 26.0%, 7.8%, 4.5%, respectively. The grain protein content of the mutant lines decreased by 3.0% and 3.3% 

under standard nitrogen conditions, respectively. Under low nitrogen field conditions, the plant height of the mutant lines 

was significantly lower than that of the wild-type. Compared to the wild-type, the nitrogen content in the leaves and 

stems of the two mutant lines increased by 12.1%, 13.5% and 14.4%, 6.9%, respectively, while the nitrogen content in the 

panicles decreased by 2.6% and 4.1%, and the yield decreased by 7.2% and 7.6%. Under high nitrogen field conditions, 

the number of tillers in the mutant lines was significantly higher than that of the wild-type. Compared to the wild-type, 

the nitrogen content in the leaves and stems of the mutant lines increased by 7.9%, 6.7% and 16.6%, 16.1%, respectively, 

while the nitrogen content in the panicles decreased by 4.9% and 4.5%, and the yield decreased by 6.5% and 5.4%. Under 

both low and high nitrogen conditions, the nitrogen use efficiency (NUE) of the mutant lines was lower than that of the 

wild-type.【Conclusion】Knockout of OsAlaAT4 resulted in increased nitrogen content in the leaves and stems of rice, 

but reduced nitrogen content in the panicles, protein content, and yield, resulting in reduced nitrogen use efficiency 

(NUE). 
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摘  要：【目的】研究 OsAlaAT4 在调控水稻氮素利用中的功能，有助于完善水稻氮调控网络，同时为水稻高氮

利用率提供理论依据。【方法】根据 OsAlaAT1 的氨基酸序列在 NCBI 数据库找同源基因，构建敲除载体，通过

农杆菌介导的遗传转化方法转化日本晴愈伤组织，从而获得水稻转基因植株并筛选纯合突变体，将野生型日本晴

与突变系通过不同氮浓度的水培试验和田间试验来验证 OsAlaAT4 与氮吸收利用相关。【结果】查找到同源基因

OsAlaAT4，成功构建敲除载体并转入日本晴(NIP)，获得 2 个纯合突变系。不同氮浓度水培结果显示，突变系株

高、干质量和鲜质量低于相同处理的野生型，根长长于相同处理的野生型，在 1/2倍标准氮(N1/2)、4倍标准氮(N4)、

8倍标准氮(N8)处理下突变系 alaat4-1和 alaat4-2的整株氮含量分别提高了 27.7%、6.6%、7.7%和 26.0%、7.8%、
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4.5%。正常施氮条件下突变系籽粒的蛋白质含量分别降低了 3.0%和 3.3%。在低氮田条件下，突变系的株高显著低

于野生型。与野生型相比，两个突变系的叶和茎氮含量分别提高了 12.1%、13.5%和 14.4%、6.9%，穗部氮含量则分

别降低了 2.6%和 4.1%，产量分别降低了 7.2%和 7.6%；高氮田条件下，突变系的分蘖数显著高于野生型，与野生型

相比，突变系的叶和茎氮含量分别提高了 7.9%、6.7%和 16.6%、16.1%，穗部氮含量则降低了 4.9%、4.5%，产量下

降了 6.5%和 5.4%。无论低氮还是高氮处理下，突变系的氮素利用率(NUE)均显著低于野生型。【结论】敲除 OsAlaAT4

导致水稻叶、茎中的氮含量增加，但穗部氮含量、蛋白质含量和产量下降，最终导致氮素利用率(NUE)下降。 

关键词：水稻；氮含量；OsAlaAT4；氮素利用率；产量 

氮素是限制水稻产量的重要营养因子[1]，氮作

为水稻生长发育过程中不可或缺的营养元素之一，

在水稻整个生命周期中起着至关重要的作用。氮是

许多重要生物分子如蛋白质、核酸(DNA 和 RNA)

和酶的主要组成部分，这些分子是细胞分裂和生长

的基础[2]。在过去 50年中，水稻产量会受到土壤氮

肥不足的限制[3]，但过量使用氮肥又会造成环境污

染[4]。现阶段作物产量的增加大多由氮肥施用量的

增加而引起，我国水稻氮肥年投入 630万 t，占全

球水稻氮肥消耗总量 1/3，活性氮排放超过 169万

t，对空气质量和水体环境等造成的负面影响高达

氮肥增产收益的 52%，严重威胁环境安全和公众

健康[5]。然而作物的平均氮肥利用率(NUE，nitrogen 

use efficiency)为 40%~50%，只有少量氮肥被吸收利

用[6]，大部分的氮肥被释放到大气或流失到水体中

造成严重的环境污染，如土壤酸化和水体富营养化

等，破坏生物多样性[7]。因此，提高作物氮素利用

效率是实现低氮投入并高产的关键。然而植物的氮

素利用是一个复杂性状，由多个相关联的生物进程

控制，主要包括氮的同化、分配、吸收和转运[8,9]。

目前在水稻中已鉴定了一些氮高效利用相关基因，

并根据功能和特点主要分为四类：硝酸盐转运 1/肽

转 运 蛋 白 (nitrate transporter 1 ， NRT1/peptide 

transporter，PTR)，如 OsNRT1.1A[10]、OsNRT1.1B[11]

等；铵转运蛋白(ammonium transporter，AMT)，如

OsAMT3.2[12]、OsAMT1.1[13]等；转录因子 NLP 

(NODULE INCEPTION (NIN)-like protein)家族，如

OsNLP4[14]等；以及其他类型基因如 OsGRF4[15]、

OsNGR5[16]、OsGATA8[12]、OsTCP19[17]等。尽管取

得了这些进展，但协调氮吸收和氮利用效率的分子

机制仍不清楚，这在一定程度上制约了提升水稻氮

肥利用率相关育种工作的进程。因此，挖掘水稻氮

高效基因，揭示其分子机制和遗传基础，是提高水

稻氮素利用率的重要目标之一。 

谷丙转氨酶(alanine aminotransferase，AlaAT/ 

ALT)是一种磷酸吡哆醛依赖性酶，广泛分布于多种

植物组织与器官中。它不仅存在于叶、根和花中[18]，

也存在于其他组织，如水果果肉[19]以及水稻种子的

内胚乳[20]。AlaAT的分布多样性表明它可能在植物

的生命周期中起重要作用。谷丙转氨酶通过可逆的

反应催化丙氨酸(alanine，Ala)与 α-酮戊二酸生成谷

氨酸和丙酮酸[21]。谷丙转氨酶及其同源物在多种生

物学过程中发挥重要作用，比如植物过氧化物酶体

中的乙醛酸转氨酶在光呼吸中发挥核心作用[22]，

在油菜中过表达大麦 AlaAT 基因可显著提高作物

产量[23]；此外，小麦 TaAlaAT1 还参与调控对条锈

菌的防御反应[24]。 

本研究在水稻中鉴定到了一个谷丙转氨酶新

基因 OsAlaAT4，OsAlaAT4 的突变影响谷丙转氨酶

的活性，进一步影响氮素向穗部运输，导致籽粒蛋

白质含量降低，同时叶、茎的氮含量上升，单株产

量和氮利用效率降低。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料来源与试验设计 

1.1.1  试验材料 

以粳稻品种日本晴为背景材料，通过基因编辑

得到 OsAlaAT4 的两个纯合突变体 (alaat4-1 和

alaat4-2)。 

1.1.2  进化树和保守结构域绘制 

以基因 OsAlaAT1(LOC_Os10g25130)的氨基酸

序列为模板，利用 NCBI 数据库(https://www.ncbi. 

nlm.nih.gov)查找同源基因的氨基酸序列，进一步用

MEGA7 构建系统进化树。OsAlaAT 家族的氨基酸

序列利用 DNAMAN 9.0对比。 

1.1.3  OsAlaAT4 的基因编辑 

利用在线 CRISPR-CaS9 sgRNA 设计工具

CRISPRdirect(http://crispr.dbcls.jp/)完成靶位点设

计。输入 OsAlaAT4的 CDS序列，选择设计(design)，

网站给出多个前间隔序列临近基序 (protospacer 

adjacent motif，PAM)附近的 20个碱基序列。选择

特异性高且编辑效率高的序列作为靶位点，再通过

水稻全基因组对比网站(http://rapdb.dna.affrc.go.jp/ 

tools/blast) BLAST验证靶位点的特异性。 

https://www.ncbi/
http://crispr.dbcls.jp/
http://rapdb.dna.affrc.go.jp/%20tools/blast
http://rapdb.dna.affrc.go.jp/%20tools/blast
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利 用 CRISPR-Cas9 基 因 编 辑 的 方 法 对

OsAlaAT4 基因进行敲除，敲除载体使用植物

Cas9/gRNA质粒构建试剂盒(Catalog. No.BGK032)，

将构建好的质粒通过农杆菌介导遗传转化转入野

生型植株日本晴，遗传转化交由武汉艾迪晶公司完

成。本研究所用引物见附表 1。 

1.1.4  基因表达分析 

以胚乳为材料，对日本晴和突变系进行实时

荧 光 定 量 分 析 (quantitative real-time PCR ，

RT-qPCR)。采用 Trizol法[25]提取种子的总 RNA，

然后用 DNase I (TaKaRa, Recombinant DNase I，

2270A)消化总 RNA 中的基因组序列。用仅转录

酶试剂盒(FSQ-101，TOYOBO，日本大阪)反转录

获得 cDNA，稀释 3倍后，用 shishiyingguangding 

liangPCR试剂盒(QPS-201，TOYOBO，日本大阪)

进行 RT-qPCR。以水稻 OsActin(Os03g0718100)

作为内参，以 2−∆∆CT计算相对表达量[26]。引物信

息见附表 1。 

1.1.5  水培试验 

水稻种子经 30% NaClO振荡消毒 30 min后用

蒸馏水洗净，30℃恒温箱暗培 2 d催芽，待种子露

白后，播入 96孔水培盒，每个株系播 48株，3次

重复。水培使用 Yoshida 水稻营养液，氮素以

NH4NO3为氮源，pH调节至 5.5左右。水培处理设

计 4 种氮浓度处理方式：无氮(N0，0 mol/L)、1/2

倍标准氮(N1/2，0.36 mol/L)、4 倍标准氮(N4，2.88 

mol/L)、8倍标准氮(N8，5.76 mol/L)，其余元素含

量均相等。培养温度及光照时长为白天 30℃/12 h，

黑夜 24℃/12 h。水培 14 d后调查相关性状并取样，

每 5 d更换一次营养液。 

1.1.6  大田试验 

低氮田与高氮田试验于 2024 年在浙江省杭州

市富阳区鹿山街道前山村进行，试验材料为野生型

日本晴及纯合突变体，各种植 24株，3次重复。试

验田土壤基本理化特性如下：pH 值 6.88，全氮、

全磷、全钾含量分别为 1.77、0.78、25.87 g/kg。试

验设两个施肥处理，低氮田施尿素(含 N 46%) 75 

kg/hm2，高氮田施尿素 180 kg/hm2，磷肥和钾肥用

量相同，过磷酸钙(含 P2O5 13.5%，160 kg/hm2)作为

磷肥，使用氯化钾(含 K2O 60%，60 kg/hm2)为钾肥。

其余农田管理同当地栽培管理措施一致。 

1.2  农艺性状调查 

1.2.1  植株形态指标测定 

水培试验的苗高、根长用直尺测量。幼苗的鲜

质量和干质量用千分之一电子天平测量。大田试验

中，在水稻完熟期，自水稻苗齐地面处至穗顶点测

量株高。选取 10 株长势一致的植株混收后用于单

株产量、粒型及粒重的测定。将收获的成熟种子置

于 50℃的烘箱中烘至恒重后称重并计算单株产量，

利用万深SC-G自动考种仪(杭州万深检测科技有限

公司)测定籽粒的粒长、粒宽及千粒重，利用数显游

标卡尺测量其粒厚。 

1.2.2  植株氮含量、籽粒蛋白质含量的测定 

在水稻不同生育期(分蘖盛期和完熟期)取回的

植株按茎、叶、穗分样，水培幼苗则全株测量，经

105℃杀青 2 h，80℃烘至恒重后称重。称重后的样

品混匀粉碎，采用 H2SO4-H2O2 消化，用凯氏定氮

仪测定植株全氮含量。籽粒蛋白质含量用精米粉测

量其含氮量，并换算成蛋白质含量。 

1.3  相关评价指标计算 

氮吸收效率(Nitrogen uptake efficiency，NUpE)=

地上部氮含量/总施氮量； 

生理利用效率(Nitrogen utilization efficiency，

NUtE)=籽粒产量/地上部氮含量； 

氮利用率(Nitrogen use efficiency，NUE)= NUpE 

× NUtE。 

1.4  水稻氮代谢相关酶活性及产物含量的检测 

取水培 14 d 的幼苗根部测定氮代谢酶活性及

相关产物含量，包括谷丙转氨酶(AlaAT)、谷氨酸

合酶(GOGAT)、α-酮戊二酸(α-kg)；分别采用谷丙

转氨酶检测试剂盒(BC1555-100T/48S，Solarbio，北

京)、谷氨酸合酶检测试剂盒(BC0075-100T/96S，

Solarbio，北京)和 α-酮戊二酸检测试剂盒(G0861W，

格锐思计算苏州)测定。具体操作和酶活性及产物含

量以试剂盒说明为主。 

1.5  数据处理与统计分析 

数据采用Microsoft Excel 进行整理、分析，利

用 GraphPad Prism 9.0进行绘图。 

2  结果与分析 

2.1  生物信息学分析 

通过对已克隆基因 OsAlaAT1(LOC_Os10g 

25130)[27]的氨基酸序列进行比对，在水稻中查找到 4

个同源基因，我们将其命名为 OsAlaAT2(LOC_ 

Os07g42600) 、 OsAlaAT3(LOC_Os10g25140) 、

OsAlaAT4(LOC_Os09g26380) 、 OsAlaAT5(LOC_ 

Os03g08530)(图 1-A)。水稻 OsAlaAT4 基因编码区

序列全长 1461 bp，共编码 486 个氨基酸。进一步

对 OsAlaAT4(LOC_Os09g26380)进行组织表达量分

https://baike.baidu.com/item/%E6%88%8A%E4%BA%8C%E9%85%B8/2223888?fromModule=lemma_inlink
https://baike.baidu.com/item/%E6%88%8A%E4%BA%8C%E9%85%B8/2223888?fromModule=lemma_inlink
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析，发现其主要在胚乳中特异性表达(图 1-B)。对

OsAlaAT 家族进行保守结构域分析，发现其保守序

列共有 375个氨基酸(图 1-C)。 

2.2  OsAlaAT4 突变系的创制 

利用农杆菌转化法将测序正确的重组载体转

化水稻的愈伤组织，最终在日本晴背景下获得两种

突变类型，一种是编码区第 75位密码子处单碱基 A

缺失，导致在下游第 33位密码子处翻译提前终止；

另一种是编码区第 77 位密码子处单碱基 T 插入，

导致该氨基酸由半胱氨酸(Cys)变为亮氨酸(Leu)并

在下游第 159位密码子处提前终止翻译(图 2-A, B)。

对野生型和突变系进行 OsAlaAT4 表达量分析发现

突变系表达量显著降低(图 2-C)。 

2.3  不同氮含量营养液对OsAlaAT4突变系表型和

幼苗氮含量的影响 

为了明确突变体是否对氮吸收有影响，收获纯

合突变体种子后进行无氮(N0)、1/2倍标准氮(N1/2)、

4倍标准氮(N4)、8倍标准氮(N8)，四种不同浓度的

氮梯度水培试验。结果显示，2 种突变系在不同氮

浓度水培 14 d 后株高均显著低于相同处理的野生

型(图 3-A, C)，根长显著长于野生型(图 3-B, F)，干

质量和鲜质量显著低于野生型(图 3-D, E)。在 N1/2、

N4和 N8条件下，alaat4-1幼苗氮含量较野生型分别

提高了 27.7%、6.6%和 7.7%，alaat4-2分别提高了

26.0%、7.8%和 4.5%(图 3-G)。以上结果表明，水

培条件下 OsAlaAT4突变后幼苗地上部发育不良， 
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图 1  进化树、表达量分析及保守结构域分析 

Fig. 1. Phylogenetic tree, expression analysis, and conserved domain analysis 
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图 2  OsAlaAT4 的突变系鉴定 

Fig. 2. Identification of OsAlaAT4 mutant lines 
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A：野生型和 OsAlaAT4突变系水培 14 d的地上部，标尺=10 cm；B：野生型和 OsAlaAT4突变系水培 14 d的根长，标尺=10 cm；C：野生型和 OsAlaAT4

突变系的苗高；D：野生型和 OsAlaAT4突变系的干质量；E：野生型和 OsAlaAT4突变系的鲜质量；F：野生型和 OsAlaAT4突变系的根长；G：野生
型和 OsAlaAT4突变系氮含量。N0: 无氮; N1/2: 1/2倍标准氮; N4: 4倍标准氮; N8: 8倍标准氮。 

A, Above-ground part of wild-type and OsAlaAT4 mutant lines after 14 days of hydroponic cultivation, bar=10 cm; B, Root length of wild-type and OsAlaAT4 

mutant lines after 14 days of hydroponic cultivation, bar=10 cm; C, Seedling height of wild-type and OsAlaAT4 mutant lines; D, Dry weight of wild-type and 

OsAlaAT4 mutant lines; E, Fresh weight of wild-type and OsAlaAT4 mutant lines; F, Root length of wild-type and OsAlaAT4 mutant lines; G, Nitrogen content 

of wild-type and OsAlaAT4 mutant lines. N0, No nitrogen; N1/2, 1/2 standard nitrogen; N4, 4 times standard nitrogen; N8, 8 times standard nitrogen. 

图 3  突变系幼苗表型及氮含量  

Fig. 3. Phenotype and nitrogen content of mutant seedlings 
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株高、地上部鲜质量和干质量均显著低于野生型，

而突变体植株氮含量显著高于野生型，表明突变体

存在氮利用缺陷。 

2.4  OsAlaAT4 突变系对氮同化酶酶活、α-酮戊二

酸含量及相关基因表达量的影响 

取正常营养液水培的幼苗进行氮同化酶的酶

活测定，结果表明，与野生型相比，突变系的谷丙

转氨酶(AlaAT)活性显著下降(图 4-A)。由于谷丙转

氨酶活性下降，作为谷丙转氨酶底物之一的 α-酮戊

二酸在突变体中大量积累(图 4-B)。当 α-酮戊二酸

含量上升时，利用 α-酮戊二酸合成谷氨酸盐的谷氨

酸合酶(GOGAT)活性也相应提高(图 4-C)。同源基

因表达量分析表明，同一家族的 OsAlaAT1、

OsAlaAT5的表达未受到 OsAlaAT4敲除的影响，但
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A：谷丙转氨酶活性；B：α-酮戊二酸酶活性；C：GOGAT酶活性；D-G：野生型与突变系中 OsAlaAT1、OsAlaAT2、OsAlaAT3、OsAlaAT5的表达量；
H为野生型与突变系中氮转运相关基因的表达量。 

A, Alanine aminotransferase (ALT) enzyme activity; B, α-Ketoglutarate enzyme activity; C, Glutamate synthase (GOGAT) enzyme activity; D-G, Expression 

levels of OsAlaAT1, OsAlaAT2, OsAlaAT3, OsAlaAT5 in wild-type and mutant lines; H, Expression levels of nitrogen transport-related genes in wild-type and 

mutant lines. 

图 4  关键酶活性及相关基因表达量测定  

Fig. 4. Enzyme activity and related gene expression level measurement 
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OsAlaAT2 在 alaat4 突变体中的表达水平较野生型

显著上升，OsAlaAT3 的表达水平显著下降 (图

4-D~G)。突变体中氮转运相关基因 OsNADH- 

GOGAT、OsAMT1.2、OsGS1.2和 OsNRT1.2的表达

水平较野生型均显著升高(图 4-H)。 

2.5  OsAlaAT4 突变对主要农艺性状的影响 

为了进一步验证 OsAlaAT4 突变对氮素吸收和

转运的影响，本研究在低氮和高氮条件下对野生型

和突变系进行株高、有效分蘖、氮含量和单株产量

等农艺性状的考察(图 5-A)。结果表明，在低氮条

件下突变系的株高显著低于野生型，而在高氮条件

下则无显著差异(图 5-B)；突变系分蘖数在低氮条件

下与野生型无显著差异，而在高氮条件下显著高于

野生型(图 5-C)。对水稻完熟期的叶、茎和穗氮含量

的测定表明，两种氮水平下，两个突变系的叶和茎

部的氮含量均显著高于野生型。其中，在低氮条件

下，叶片氮含量分别高出 12.1%和 13.5%，茎氮含

量分别高出 14.4%和 6.9%，在高氮条件下，叶片氮

含量分别高 7.9%和 6.7%，茎氮含量分别高 16.6%

和 16.1%。而两个突变系穗部氮含量在低氮条件下

较野生型分别下降 2.6%和 4.1%，高氮条件下穗部

氮含量分别下降 4.9%和 4.5%(图 5-E, F)。进一步对

单株产量进行考察，发现突变系的单株产量显著低

于野生型，在低氮条件下分别降低了 7.2%和 7.6%，
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图 5  突变系田间表型、氮含量及产量  

Fig. 5. Field phenotype, nitrogen content, and yield of mutant lines 
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在高氮条件下分别降低了 6.5%和 5.4%(图 5-D)，最

终，无论在低氮还是高氮条件下，突变系的氮素利

用率均显著低于野生型(图 5-G)。对野生型和突变

系进行粒长、粒宽、粒厚和千粒重考察，结果发现

突变系与野生型相比粒长和粒宽无显差异化，粒厚

显著下降，导致突变系千粒重显著低于野生型(图

6-B~E)。对野生型和突变系种子的蛋白含量测定显

示，两个突变系的蛋白质含量均显著低于野生型，

分别降低了 3.0%和 3.3%(图 6-A)。以上结果表明，

OsAlaAT4 突变系由叶和茎向穗部的氮转运存在明

显缺陷，导致氮元素在叶和茎中大量累积，无法转

化成籽粒产量，造成突变体千粒重显著降低，单株

产量下降，籽粒蛋白质含量减少以及氮素利用效率

显著降低。 

3  讨论 

在植物中，AlaAT 参与多种代谢途径和逆境响

应过程。有研究发现，拟南芥中过表达 AlaAT基因

可以增加主根长度、侧根数目、叶面积并提高氮素

利用率[28]。此外，有研究人员将大麦的 AlaAT基因

在油菜中过表达后，发现在低氮和最适氮肥条件下

转基因油菜产量均提高 40%以上[23]。Zhong 等[29]

和 Fang 等[30]对水稻 OsAlaAT1 的功能研究表明，

OsAlaAT1突变后影响种子胚乳中淀粉的合成，还影

响水稻的碳氮代谢。本研究通过氨基酸序列比对，

在水稻中发现 4 个 OsAlaAT1 的同源基因

OsAlaAT2-5，目前尚无关于这些基因参与水稻氮吸

收利用的相关报道。我们进一步通过 CRISPR/Cas9

基因编辑技术创制 OsAlaAT4 的突变体，功能研究

发现 OsAlaAT4 突变后氮利用效率降低，与

OsAlaAT1突变体表现出相似的表型。 

苗期是水稻生长的重要阶段，氮素含量对幼苗

生长有重大影响。本研究中对野生型和突变系采用

控制变量法来进行水培，设置了无氮(N0)、1/2倍标

准氮(N1/2)、4倍标准氮(N4)和 8倍标准氮(N8)四种不

同氮浓度的水培试验。有研究表明，水稻中低氮处

理后的幼苗干质量显著低于野生型，株高降低，根

长显著长于野生型[31]，而本研究中也有相似的情况

出现，突变系的地上部生长量显著下降。同时随着

水培营养液的氮浓度上升，野生型和突变系的根长

呈现下降趋势，可能是低氮胁迫提高了氮同化相关
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A：蛋白质含量；B：千粒重；C-E：粒长、粒宽、粒厚。 

A, Protein content; B, Thousand-grain weight; C-E, Grain length, grain width, grain thickness. 

图 6  OsAlaAT4 突变对蛋白质和粒型的影响  

Fig. 6. Impact of OsAlaAT4 mutation on protein and grain shape 
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的酶酶活，促进根系伸长来增加氮吸收面积，这与

Tian 等[32]和姜苏育[33]的结果一致。Fang 等[30]对

OsAlaAT1的研究表明，随着营养液氮浓度的上升水

稻幼苗的含氮量也逐步上升，突变系的幼苗地上部

氮含量显著高于相同处理的野生型，这与本研究的

结果一致。 

本研究发现水稻成熟期叶、茎氮含量在

OsAlaAT4突变后上升，产量下降，这与已克隆的

OsAlaAT1的基因功能表现出相似的表型[30]。有研

究表明，在早稻和晚稻中全氮含量高的处理其对

应蛋白质含量也较高[34]，OsAlaAT4在成熟期穗部

的氮含量下降可能是导致其蛋白质含量下降的原

因之一。GOGAT作为氮同化的关键酶之一，有研

究表明 α-酮戊二酸可以提高 GOGAT 的酶活从而

提高吸收氮素的能力[35]，本研究中也出现了相似

的结果，AlaAT 活性下降导致作为底物的 α-酮戊

二酸含量上升，导致 GOGAT 的酶活也上升。作

为 AlaAT家族的一员，OsAlaAT4敲除突变体的谷

丙转氨酶活性下降，这与已发表的 OsAlaAT1 相

同，说明该基因正调控谷丙转氨酶活性。OsAlaAT4

的组织表达发现其主要在胚乳中表达，而在根、

茎、叶和穗部的表达量较低，对敲除突变体进行

直链淀粉含量的测定，结果表明突变体的直链淀

粉含量上升，说明该基因会影响淀粉含量，这与

该基因在胚乳中高表达一致。同时对 OsAlaAT1、

OsAlaAT2、OsAlaAT3和 OsAlaAT5进行表达量的

测定发现其主要在根、穗和胚乳表达，与

OsAlaAT4 的表达模式相近。而 OsAlaAT4 突变体

中氮转运相关基因的高表达也说明该基因对氮转

运有所影响，这与 OsAlaAT1的研究结果相似，都

表现出叶、茎高氮含量[30]。 

4  结论 

本研究发现在水稻中敲除谷丙转氨酶基因

OsAlaAT4，影响了氮素吸收和利用。水培条件下突

变系幼苗株高、鲜重和干重较野生型显著下降，植

株氮含量上升，谷丙转氨酶酶活下降，其底物的 α-

酮戊二酸含量上升并增强了 GOGAT的酶活。在成

熟期突变系叶、茎的氮含量上升，穗部氮含量下降，

籽粒蛋白质含量下降，由于千粒重和单株产量的下

降导致最终氮素利用率(NUE)下降。 

在线辅助性信息：附表 1请见《中国水稻科学》

网站(http://www.ricesci.cn) 
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