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谷氨酰胺合成酶(glutamine synthetase, GS；

EC 6.3.1.2)是高等植物中氨同化的关键酶(Miflin和

Lea 1980),  在有 ATP的情况下，它催化NH4
+ 同

化成谷氨酰胺(Tate等1972)。谷氨酰胺在谷氨酸

合酶(glutamate synthase, GOGAT)的催化下，将

酰胺转移给 a- 酮戊二酸，生成 2 个分子的谷氨

酸。这两种反应是正常条件下高等植物同化氨的

主要途径。

G S 广泛分布在植物的不同组织和器官中，

细胞内有2种不同同工酶：叶绿体型(GS2)和胞液

型(GS1) (McNally和Hirel 1983；Hirel等1984)。

Edwards等(1990)分析豌豆GS3A基因启动子的结

果证明，叶肉维管组织细胞液中GS优先表达。他

们进一步的研究证实，GS1 定位在植物韧皮部和

相关维管组织中。GS1 在叶中其它部位的表达随

着发育阶段和物种的不同而变化。Brugière 等

(2000)证明，烟草叶的成熟阶段的叶肉细胞胞液

中 GS 大量地表达。后来发现 GS1 也存在大麦叶

肉中(Tobin和Yamaya 2001)，并也从豌豆叶肉原

生质体得到了分离(Wallsgrove等1979)。在大多

数植物的根中，也存在胞液型 G S，但在少数植

物根中曾观察到质体型GS活性。Zhang等(1997)

在水稻根部检测到2种 GS同工酶: GSra和 GSrb。

除了存在于根和叶以外，有一些特殊的组织和器

官中也存在。例如，在菜豆与根瘤菌共生的固氮

开始阶段，GS 同工酶在根瘤中特异地形成(Lara

等1983)。玉米的一个GS1基因可在玉米的花梗中

优先高度地表达(Rastogi等1998)。

一般认为, 植物叶绿体中主要分布的是 GS2

(Avila等2001)。但最近的研究表明，松树叶绿体

中并无 GS2 分布，松树中的 GS 主要是胞液型的，

包括 GS1a 和 GS1b 两种同工酶。GS2 还存在于根

部的质体和其它的非光合组织中，其分布随物种

和质体类型的不同而异同(Concepción等 2000)。

GS1 功能主要是参与种子萌发时的储存氮源

转运，叶片衰老时氮的转移再利用；GS2 的功能

主要是光呼吸过程中参与氨的再同化。

GS 的分子生物学研究始于 1983 年。此后，

人们采用各种生物化学和分子生物学方法对GS同

工酶基因进行了研究，并对其有了比较全面的认

识。不同 GS 基因编码不同亚基多肽，再组成不

同 G S 同工酶。一般而言，组成叶绿体型 G S 亚

基的分子量为 45 kDa 左右，而组成胞液型 GS 亚

基的分子量小于 40 kDa。在大多数植物中，GS

同工酶至少由4个功能基因组成的多基因家族所编

码，这些基因至少编码 1 种质体型和 3 种胞液型

GS 多肽。不同亚基多肽组成多种类型的 GS 同工

酶。研究表明，在菜豆中，编码 GS 同工酶的基

因有 4 个，分别编码 4 种不同 GS 多肽。一个基

因编码叶绿体 GS 特有的δ亚基多肽；另一个编
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码根、叶和根瘤中 G S 的一个亚基多肽，称为 b

亚基；第3个基因编码的 g亚基是根瘤GS所特有；

第 4 个基因编码的 a 亚基存在于根和叶 G S 中

(Peterman 和 Goodman 1991；印莉萍等1995)。

最近10年来，计算机和网络技术得到飞速发

展，生物大分子序列和结构测定技术也不断有新

的突破，因而不同物种不同分子的序列、结构和

功能信息每天都以惊人的速度增长，网络上大量

数据库应运而生。结合生物学实验方法，并采用

这些生物信息学资源研究GS及其基因已成为新的

热点。

1  Internet网上可用于GS和基因研究的资源

在Internet网上，有许多可用于GS及基因研

究的资源。对每一位从事GS研究的人员来说，大

量阅读相关文献以了解 GS 研究进展是非常重要

的。网络检索文献的途径有很多，可通过网络直

接进入一些文献数据库进行检索。对没有这些文

献数据库链接的网络，可进入 PubMed Central

(PMC, http://www.pubmedcentral.nih.gov/)数据库进

行检索。PubMed 用户用 PMC 检索文献的同时也

可通过NCBI网站链接到期刊网站免费检索，阅读

文献全文。用google搜索引擎也能准确而且更快

捷地检索所要查阅的文献。方法就是用inurl语法

进行搜索，如输入 inu r l : p d f“gl u t a m i n e

synthetase”, 可以搜索到上万篇有关GS的pdf格

式的文献。如果要搜索某篇题目的文献，可在引

号内输入文献题目，有时还可精确找到此篇文

献，搜索中文文献可不用引号。此外，现在已

开发出专门进行文献检索的软件，如 Reference

Manager 9.0，也能很方便、快捷地检索文献。

目前，网络上已建立了许多可为 GS 研究提

供信息的数据库。著名的三大综合数据库 NCBI

(National Center for Biotechnology Information)、

EMBL (European Molecular Biology Laboratory)、

DDBJ (DNA Data Bank of Japan)中包含了大量不同

物种、不同 GS 同工酶蛋白和核酸序列的基本信

息，这些信息为GS及其基因的实验研究提供了很

大的帮助，现在越来越多从事GS分子研究的人员

都会用到这些数据库进行搜索。每一个GS基因在

这三大数据库中有一个收录号(ACCESSION)，该

号码可直接搜索到该基因的各种信息。表 1 是一

些植物 GS 基因的收录号及其表达定位(Jacek 和

Andrzej 1997)。

此外，网络上还有许多可用于研究 GS 的特

殊数据库。如真核生物启动子数据库(EPD，http://

www.epd.isb-sib.ch/)可收集所有转录起始点，即

已经由实验确定的第II类 DNA聚合酶启动子序列

(Perier等 2000); TRANSFAC数据库(http://transfac.

gbf.de/TRANSFAC/)是收集真核生物基因表达调控

因子的数据库(Wingender 等2000); 植物顺式作用

调控因子数据库PlantCARE (http://sphinx.rug.ac.be.

8080/plantcare/) (Rombauts等1999); PLACE (http://

www. dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/)是从文献中搜

集的维管植物顺式作用调控元件 DNA 模体的数据

库(Higo等1999); Mendel数据库(http://jiio6.jic.bbsrc.

ac.uk/)可搜集植物STS (sequence tag site, 序列标

签位点)和EST(expressed sequence tag, 表达序列

标签)序列，并加有基因家族的信息(郝柏林和张

淑誉 2000)。此外，还有一些数据库将在下文中

陆续加以介绍。

2  GS及其基因的序列比对

在 GS 及其基因的研究中，可以通过比较分

析的方法获取有用的信息，对不同的GS进行相互

比较以寻找某一GS可能具备的特征。在蛋白质和

核酸序列的两两比较中，BLAST (http://www.ncbi.

nlm.nih.gov/blast/Blast)和FASTA是现在应用最广泛

的序列相似性搜索工具。

Concepcón等(2000)的研究发现，松树的2个

编码不同胞质GS 的基因(GS1a 和 GS1b)在基因组

中是紧密地连锁在一起的。他们从 cDNA 文库中

已筛选出这 2 个基因，并用双脱氧链终止法检测

了它们的核酸序列。以 FASTA 程序比对这两基因

编码序列的结果表明，这 2 个序列高度地保守，

有73.4% 同源，只是用不同密码子编码相同氨基

酸的频率较高。而它们的5'和3'非编码区同源性

较差，这说明这 2 个 cDNA 序列代表不同的 GS 基

因。Northern blotting分析表明，GS1a基因得到

大量转录，而 G S 1 b 基因很少转录。为了证明

GS1b 也是胞质型 GS，他们将 GS1b 氨基酸序列
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分别与胞质型 GS 和质体型 GS 进行比对。结果显

示，GS1b 有 83% ~ 8 6 % 序列与胞质型 GS 相同，

而只有 76% 与质粒型 GS 相同，从而暗示 GS1b 为

胞质型 G S。他们通过实验证明了这一结论。

如果需要对多个 GS 序列进行比对，就要用

CLUSTAL W 程序。用该程序研究 GS 多序列中的

高度保守区域，可以预测这些GS保守区域对维持

三维结构的重要性。David等(2000)将5个不同物

种的GS 氨基酸序列进行多序列比对时发现，这5

种GS的保守位点也即是活性位点。比对结果暗示

不同的物种的GS具相同的催化机制，亦可预测这

些 G S 三级结构的某些特征。

表1  一些植物GS基因的收录号及表达定位(Jacek和Andrej 1997)

                           物种                                                  收录号                           表达部位                                     参考文献

水稻 Oryza sativa X14245 芽 Sakamoto 等 1989

Oryza sativa-rt X14244 根 Sakamoto 等 1989

Oryza sativa-cl X14246 叶绿体 Sakamoto 等 1989

大麦 Hordeum vulgare X69087 芽 Stroman 等 1990

Hordeum vulgare-clr X53580 叶绿体 Stroman 等 1990

Hordeum vulgare-cl X16000 叶绿体 Freeman 等 1990

玉米 Zea mays-1 D14576 根 、 芽 Sakakibara等1992

Zea mays-2 D14577 根 、 芽 Sakakibara等1992

Zea mays-3 D14578 根 、 芽 Sakakibara等1992

Zea mays-1-1 X65926 根 、 芽 Li等 1993

Zea mays-1-2 X65927 根 Li等 1993

Zea mays-1-3 X65928 根 、 芽 Li等 1993

Zea mays-1-4 X65929 根 、 芽 Li等 1993

芸苔 Brassica napus-rl X76736 根 Schock 等 1994

Brassica napus-cl-1 X72751 叶绿体 Ochs 等 1993

莴苣 Lactuca sativa X60092 芽 Sakamoto 等 1990

萝卜 Raphanus sativus-A D25324 根 、 芽 Watanabe 等 1994

Raphanus sativus-B D25325 根 、 芽 Watanabe 等 1994

Raphanus sativus-C D25326 根 、 芽 Watanabe 等 1994

烟草 Nicotiana plumbaginifolia M19 055 芽 Tingey和Coruzzi 1987

Nicotiana tabacum-cl S39536 叶绿体 Becker 等 1992

Nicotiana sylvestris-cl X66940 叶绿体 Becker 等 1992

菜豆 Phaseolus vulgaris-ND X14605 仅在根瘤 Gebhardt等 1986

Phaseolus vulgaris-R1 X04001 根、芽、根瘤 Gebhardt等 1986

Phaseolus vulgaris-R2 X04002 根 、 芽 Gebhardt等 1986

Phaseolus vulgaris-cl X12738 叶绿体 Lightfoot等1988

豌豆 Pisum sativum-rt X04763 根、根瘤 Tingey 等 1987

Pisum sativum M20 663 根、根瘤 Tingey 等 1988

Pisum sativum-cl M20 664 叶绿体 Tingey 等 1988

Pisum sativum-lf X05514 叶绿体 Tingey 等 1987

黄羽扇豆 Lupinus luteus-nd X71399 根瘤 Boron和 Legocki 1994

大豆 Glycine max-nd1 X81700 根瘤 Marsolier等1995

Glycine max-nd2 X81460 根瘤 Marsolier等1995

Glycine max S46513 芽 Miao 等 1991

苜蓿 Medicago sativa-nd U15591 根瘤 Dunn 1988

拟南芥Arabidopsis thaliana S69727 叶绿体 Peterman 和 Goodman 1991

羽扇豆 Lupinus angustifolius-nd X15578 根瘤 Grant等 1989
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以前的研究发现，I型 GS (GSI)基因主要在

原核生物中表达，而真核生物通常还包含II型GS

(GSII)基因，GSII 也可在某些原核生物中表达。

René等(2000)采用蛋白质的多序列比对法发现GSI

样基因广泛地存在于高等植物中。他们运用

CLUSTAL W程序，以苜蓿(Medicago truncatula)

中的 MEDTR-Ia蛋白(AJ23821)与 GSI和 GSII蛋白

进行比对的结果表明，该类蛋白有 36%~46% 氨

基酸序列与原核生物 GS 同源，而只有少于 25%

的氨基酸与 GSII 同源。他们继续以 MEDTR-Ia

cDNA的3'非转录区作为探针进行Northern blotting

分析，可以观察到这个基因在该植物大多数器官

中可得到表达。

3  GS及其基因分子进化树的构建

GS是植物氮同化的关键酶，此酶在进化中是

相当保守的，因此可以将GS基因看作是一种生物

钟，以之衡量植物之间的进化关系。如果知道各

种植物GS基因编码序列后，就可以通过构建分子

进化树来显示植物的进化关系。这涉及一系列系

统树的构建方法，主要有最大简约法(maximum

parsimony method)、使用算术平均的不加权对群

法(unweighted pair-group method using arithmetic

average method, UPGMA)、邻接法(neighbor-jioning

method)、最大似然法(maximum likelihood method)

和Fitch-mergolish法等。

Jacek和Andrej (1997)用这些方法构建分子进

化树研究了植物GS基因进化。他们用如表1中的

各 GS 基因收录号，从 GenBank 核酸数据库中检

索出各 GS 基因核酸序列，分别用 CLUSTAL W 程

序对这些基因进行比对；用 DNADIST 程序分别

计算第 1、2、1+2、1+3、1+2 + 3 密码子位点

的距离矩阵，该程序运用的是最大似然法；这些

距离矩阵再用邻接法和 U P G M A 法重构进化树。

用 P R O T P A R S 、D N A P A R S 、D N A D I S T 、

NEI G H B O R、SEQ B O O T、CON S E N S E 等程序进

行以上运算后，再用 Treeview 程序即可显示出

来，然后用KITSCH程序(主要应用Fitch-mergolish

法)重新计算进化树分支的长度，估算出分子钟进

化时间。

运用这些生物信息学方法构建GS基因分子进

化树，在许多的 GS 研究中得到了应用。René 等

(2000)也应用了构建GS 基因分子进化树的方法，

进一步说明MEDTR-Ia基因与GSI型基因的进化关

系比GSII型基因更加近，从而证明GS1样基因在

高等植物中广泛存在。Concepción 等(2000)研究

松树2个GS基因(GS1a和GS1b)在基因组中的定位

时，为了说明 GS1a 与 GS1b 之间关系，他们构

建 GS1a、GS1b 与被子植物 GS1 和 GS2、真菌

GS、原核生物 GS 这些酶的分子进化树，结果表

明这 2 个酶与被子植物 GS1 亲缘关系更近，而且

也能看到从 GS1a、GS1b 直到被子植物 GS1 之间

的进化关系(图 1)。

图1  GS分子进化树(Concepción等 2000)
　　图中可以看出一些植物、真菌类和原核生物之间的进化关

系。Ang-1 和 Ang-2 分别为被子植物GS1 和 GS2; Plna 和 Plnb

分别为松树 GS1a 和 GS1b; Chl、Sacc、Agar、Coll 分别表示

衣藻、啤酒酵母、双孢蘑菇、毛盘孢；S y n、B a c、M e t h 、

Eco、Rhi z 分别表示集胞藻、枯草芽孢杆菌、甲烷球菌、大

肠杆菌、豌豆根瘤菌。

GS分子进化研究有助于进一步阐明植物进化

的分子基础，探索 GS 基因起源机制，从基因进

化的角度研究GS及其基因序列与功能关系。这一

方法在今后 GS 的研究中将会得到更多的应用。

4  GS及其基因序列分析

在 GS 的研究早期，主要用一些传统的分子

生物学方法，如 PAGE、引物延伸法、凝胶阻滞

实验、DNase I足迹实验等进行GS基因调控区域

和编码区域的研究。最近 10 年，生物信息学发

展起来以后，人们又用一些电脑程序对这些区域

进行分析和预测。目前，已经开发出了许多综合

商业软件，如Wisconsin package。商业软件虽然
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较精确，但比较昂贵。因此，人们还可以用网

络上的一些免费软件进行分析与预测，然后根据

这些信息进行实验设计。由于这些软件准确性不

高，有必要将GS序列提呈给多个不同程序加以分

析，以求得较满意结果。如可用Genebuilder 程

序进行TATA box、poly A 位点、转录因子预测。

Josefa等(2004)研究松树GS1b基因5'上游区

时，发现了一个赤霉素(GA)应答元件的存在。为

了分析和预测GS1b基因5'上游元件，他们在前面

介绍的 3 个数据库——PLACE、PlantCARE 和

TRANSFAC 中搜索顺式调节序列，并结合预测程

序分析，发现 GS1b 基因启动子上游存在 1 个 AT

盒、1 个 A C 基序和 1 个赤霉素应答元件，然后

他们用凝胶阻滞实验证实了位于转录起始位点

-786~ -748 bp应答元件的存在。Michael等(2002)

设计研究玉米GS1-2基因(AF359511)的实验前，对

其进行分析与预测的结果表明，-39~-34 bp存在

一个 TATA 盒；其 -165~-162 bp 处为 CAAT 盒。

此外，P site、c-myb和 Nit 2和 3个外显子序列

也都可以分析出来。Arnaud等(2005)在研究中对

Cg GS基因5'和3'非编码区用计算机进行分析时，

也得出了较准确的信息。

Thykjaer等(1997)用类似的方法研究百脉根

(Lotus juponicus) GS基因Gln1在23 326 bp基因组

区域的定位时，分析LJ Gln1基因 5'上游区的结

果表明：除了 +1 起始位点外，-163 处还有一弱

起始位点；TATA 盒位于 -33 和 -168 bp 处；重

复序列分别位于 -715、-685、-419、-318 bp处。

他们用Gln1基因下游序列进行数据库搜索时，发

现这一序列中含有 2 个短的开放阅读框，并且这

2个ORF表达产物与驱动蛋白轻链(kinesin light

chain)的某些部位有一定的相似性，用BLAST 程

序进行序列比对也证明了这种相似性，认为它们

是同一基因Krm (kinesin repeat motif)基因的2个外

显子。为了发现其它基因是否存在，他们用Grail

1.3外显子识别程序对整个23 326 bp基因组区域进

行预测，这可点击进入http://avalon.emp.ornl.gov/

Grail-1.3/网页进行免费在线分析得到。该程序可

高度精确地预测到Gln1和 Krm基因外显子-内含

子结构。同时还发现在Gln1和 Krm基因之间存在

3 个外显子，预测的 ORF 有 210 个氨基酸，而且

作数据库搜索时没有发现任何基因或蛋白是与其相

似的。不同组织的Northern blotting分析中也没有

观察到该基因转录，此基因被命名为 Pge1 基因

(predicted gene)。分析Gln1基因上游区发现存在

dRtp1、dRtp2基因和一些重复序列。这些预测结

果用分子生物学实验在一定程度上得到了证明。

生物信息学方法和工具还可以用来研究GS蛋

白的生化性质。网络上应用得最广泛的免费蛋白

质计算工具是 E x P A S y 。它包括蛋白数据库

(SWISS-PROT)、蛋白分析工具(http://cn.expasy.

org/tools/)等，这些主要用来分析蛋白序列和结

构。Concepción 等(2000)就用到这些工具分析了

GS 的生化性质。他们先用 GS1a 和 GS1b 核酸序

列预测其蛋白质产物，再用氨基酸序列预测出诸

如分子量、等电点以及在pH 7.0时的净电荷等生

化性质，并对这些性质进行了比较(表 2)。从这

些性质中可以看出，GS1a 与 GS1b 分子量大体相

同，所以用 SDS-PAGE 不能将其分离开来。而它

们的等电点分别为6.6、6.0，则可以用双向聚丙

烯酰胺凝胶电泳(2D PAGE)将其分开。以后用 2D

PAGE 确证在 2 号染色体上 GS1a、GS1b 是连锁在

一起的。现在网络上已建立了许多2D PAGE 蛋白

质组数据库，可以用来搜索某些物种特定组织特

定发育阶段的2D PAGE 蛋白质组图。上述研究进

入http://www.pierroton.inra.fr/genetics/2D/ 数据库

可以搜索到 2D PAGE 图，用 GS1a、GS1b 分子

量和等电点数据可找到这 2 种 GS 斑点所在位置，

然后再以一系列实验证明在基因组中 G S 1 a 、

GS1b 基因是连锁的。

表2  用蛋白质分析工具预测出的GS生化性质

(Concepci ón等 2000)

           氨基酸序   
残基数

   分子量/  
等电点

   净电荷      l A280 nm/

           列同一性                   kDa                  (pH 7.0)     mg·mL-1

GS1b 100.0 355 39.2 6.0 -4.0  0.6

GS1a   81.5 357 39.5 6.6 -2.0  0.6

总之，从以上的 GS 研究可以看出，生物信

息学方法是一个新兴而十分有效的方法。它在GS
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研究中得到了越来越广泛的应用。但这一技术发

展还不够成熟，尚未达到部分取代实验技术的程

度，研究中只能作为辅助技术。GS 功能是由其

三级结构决定的，而三级结构又是由核酸序列决

定的，因此在今后的 GS 研究中，应根据生物技

术和信息技术的不断提高，可直接从GS基因的核

酸序列中精确地预测它的表达调控机制和三级结

构，这对 G S 及其基因研究来说，很有意义。
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