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摘要: 谷氨酰胺合成酶(glutamine synthetase, GS)是植物氮素同化过程中的限速酶。本试验选取茶树(Camellia 
sinensis) ‘龙井43’为材料, 利用RACE法克隆得到3个茶树CsGS1s基因成员。序列分析显示CsGS1.1、CsGS1.2
和CsGS1.3基因全长分别为1 634、1 482和1 398 bp, 其开放阅读框长度均为1 071 bp, 编码356个氨基酸; 
CsGS1s蛋白均为亲水性、非分泌蛋白, 定位在细胞质中且无跨膜结构。序列比对显示CsGS1.1s具有GS1基因

家族的特征区域。系统进化树分析表明, CsGS1.1s与拟南芥(Arabidopsis thaliana)、油菜(Brassica napus)、大

麦(Hordeum vulgare)、水稻(Oryza sativa)以及玉米(Zea mays)的GS1表现出较近的亲缘关系。CsGS1s组织特异

性表明, CsGS1.1和CsGS1.3在根部表达量最高, CsGS1.2主要在叶中表达, 但总体来看CsGS1.2在上述器官的表

达丰度极低。利用实时荧光定量PCR对茶树在不同氮源处理下的表达进行检测, 结果表明, 在茶树叶中, 
CsGS1.1的表达量主要在NO3

-
处理后期才显著提高, 而CsGS1.2和CsGS1.3的表达量则主要受NH4

+
处理的影响; 

在茶树根中, CsGS1s的表达水平受铵态氮的诱导显著高于硝态氮, 尤其是CsGS1.1和CsGS1.2。
关键词: 茶树; CsGS1s; NH4

+; NO3
-; 表达模式

氮素是植物生长发育必须的营养元素, 也是

植物体内蛋白质、核苷酸和某些生长激素的重要

组分, 直接影响着植物光合作用以及根系、成熟

叶和新梢的生长发育过程(Arnold 2015)。茶树是

我国多年生木本植物, 也是重要的叶用经济作物, 
相比其它植物, 它对氮素营养的需求量更大。氮

素营养与茶树生长发育、茶叶产量及茶叶品质成

分氨基酸、茶多酚、咖啡碱等关系密切, 会在很

大程度上影响茶叶滋味、香气(Ruan等2007b; 杜
旭华2009; 苏有健等2011)。一般每年需300~450 
kg·hm-2纯氮, 才能保证茶树对氮素的正常需求(马
立锋等2013)。植物从土壤中吸收的无机态氮素主

要是铵态氮和硝态氮(Krapp等2014), 而茶树是典

型的“喜铵植物”, 对铵态氮的吸收利用效率显著高

于硝态氮(Ishigaki 1974; Ruan等2007a, 2007b, 
2016; 杨亚军2005; Yang等2013), 造成这种差异的

原因, 可能是由于茶树对不同氮源的吸收利用机

制存在差异。但是, 目前木本植物对不同氮素形

态的响应及偏性利用机制尚未有全面的报道(杜旭 
2011), 茶树亦是如此。在茶树氮素偏性吸收研究

中, 研究者尝试从茶树对铵态氮和硝态氮的吸收动

力学角度来解析其氮素利用差异, 发现茶树对铵态

氮的吸收效率高于硝态氮(Ruan等2007a, 2016; Yang
等2013), 但是上述研究不能很好地解释造成茶树对

铵态氮和硝态氮同化机制差异的原因。

众所周知, 植物将无机态氮转化形成氨基酸

须经过谷氨酰胺合成酶/谷酰胺-α-酮戊二酸氨基

转移酶(GS/GOGAT)循环, 此循环是植物氮素利用

的关键环节, 在此过程中谷氨酰胺合成酶(gluta-
mine synthetase, GS)是限速酶(Lea和Miflin 1974; 
Bernard和Habash 2009)。高等植物GS主要有两种, 
即定位在细胞质的胞质型GS (GS1)和定位在叶绿

体的质体型GS (GS2) (Miflin和Habash 2002; Weber
和Flugge 2002)。GS1由多基因编码, 主要负责同

化从土壤吸收的初级铵态氮及再同化植物氮循环

途径中释放的铵, 在根、茎、叶等组织中都广泛存

在, 生物学功能广泛(Ishiyama等2004a, b; Yamaya
和Kusano 2014); 而GS2由单基因编码, 主要将叶绿

体和光呼吸再合成的NH4
+转化成谷氨酰胺, 其功

能相对保守(Bernard和Habash 2009)。GS1一直是

植物生理学和营养学方面的研究热点, 目前拟南

芥(Ishiyama等2004a; Guan等2015)、水稻(Yamaya
和Kusano 2014)等很多物种中均有GS1家族成员的



植物生理学报72

相关研究报道。研究表明在拟南芥、水稻等植物

中NO3
-
、NH4

+等氮素形态都会不同程度地影响

GS1s基因的表达(Ishiyama等2004a, 2004b; Goodall
等2013; Yamaya和Kusano 2014)。

目前在茶树的相关水培和盆栽试验均显示, 氮
素处理能提高茶树根系和叶片GS酶活性, 不同氮素

形态影响情况不同(Ruan等2007a; Du等2015)。基于

前期报道的茶树氮素吸收利用的生理生化基础, 
我们推测GS编码基因成员与茶树氮素偏性吸收具

有高度相关性。但是茶树中有关GS基因的研究报

道相对较少。目前Rana等(2008a, 2008b, 2010)对
CsGS1进行了简单的报道, 仅限于其在ABA、SA、

盐胁迫和不同发育期的表达模式。日本学者Tanaka
和Taniguchi仅仅克隆了CsGS1;1 (AB115183.1)、
CsGS1;2 (AB115184.1)和CsGS1;3 (AB117934)基
因, 但并没有相关研究被报道。史成颖等通过构

建茶树幼根cDNA文库获得2条EST序列GS1-1和
GS1-2, 同时克隆了GS1-2的全长并进行分析(史成

颖2011; Shi等2011; 史成颖等2017)。迄今为止, 茶
树GS1家族成员相关研究并不深入, 茶树中是否还

有其它GS1基因成员, GS1基因家族成员功能以及

它们对不同氮素响应情况均不明了。

本试验以茶树‘龙井43’为材料, 通过RACE法
克隆得到3个CsGS1家族成员, 并进行了生物信息

学分析, 同时分析了其在茶树‘龙井43’不同组织和

不同氮源处理下的表达模式。本研究为进一步阐

述茶树氮素偏性吸收及提高氮素利用效率提供一

定的理论基础。

1  材料与方法

1.1  材料与处理

供试材料为茶树栽培种‘龙井43’ [Camellia 
sinensis (L.) O. Kuntze. cv. Longjing43]一年生扦插

苗。选取生长状况相似的一年生扦插苗, 根部土

壤清洗干净后将其放置在中国农业科学院茶叶研

究所人工气候室中于纯净水中通气水培7 d, 随后

移至营养液(Ruan等2007a)中通气培养。营养液每

1周更换1次。人工气候室条件: 光照14 h/黑暗10 
h、温度25°C、湿度70%; 营养液pH约为0.5, 用小

型通气泵全天24 h通气, 保证根部氧气量。

培养6周后, 待茶苗长势良好时分成2组, 分别

转入含1.5 mmol·L-1 (NH4)2SO4 (以铵态氮NH4
+为唯

一氮源)或3 mmol·L-1 KNO3 (以硝态氮NO3
-
为唯一

氮源)的营养液中, 其它营养液成分按完全营养液

浓度加入, 其它条件不变。分别在处理0、2、4、
6、8、10、12、24和48 h后取样, 每个时间点取4
株茶苗, 分别取地上部(叶片)和地下部(嫩根), 于清

水中洗净, 擦干后转入液氮中, 然后保存于–80°C
冰箱备用。

1.2  茶树总RNA提取与cDNA合成

取0.1 g茶树‘龙井43’叶片, 采用RNAprep pure
多糖多酚植物总RNA提取试剂盒(Tiangen, 北京)
进行总RNA的提取; 茶树根部总RNA采用改进后

的CTAB法提取(Chang等1993; Muoki等2012)。
NanoDrop 2000微量核酸蛋白测定仪测定所提取

RNA质量及浓度, 同时用1.2%琼脂糖凝胶电泳检

测总RNA完整性。采用Prime Script RT reagent Kit 
(TaKaRa, 大连)将每个时间点根叶的总RNA反转

录成cDNA, 用于基因表达分析。

1.3  CsGS1家族成员的克隆与序列分析

根据SMARTer RACE cDNA Amplification Kit 
(Clontech)使用手册进行CsGS1家族成员的克隆。

RACE引物设计根据课题组前期获得的GS1 uni-
genes序列, 采用Primer Premier 5.0软件进行, 引物

序列详见表1。用KOD Fx NeO体系进行PCR扩增, 
PCR产物经1.2%琼脂糖凝胶电泳检测后, 用Mini-
BEST Agarose Gel DNA Extraction Kit进行纯化回

收, 回收产物连接至pMD18-T载体(TaKaRa, 大连), 
经热激转化法转入大肠杆菌DH5α (Tiangen, 北京), 
菌液PCR验证, 挑选4个以上阳性克隆的菌液送上

海铂尚生物技术有限公司测序。

1.4  生物信息学分析

经测序所得的核苷酸序列, 通过NCBI blast比
对确定测序结果的准确性, 利用DNAMAN软件对

所得CsGS1s cDNA全长进行ORF查询并推导其所

编码的氨基酸序列。利用ProtParam (http://web.ex-
pasy.org/protparam/)在线软件推导蛋白质相对分子

质量、理论等电点等基本理化性质, 使用NCBI中
Blastp工具对推导获得的蛋白质序列进行同源性

搜索。跨膜结构域通过MHMM服务器分析。蛋白

亲/疏水性、信号肽、亚细胞定位等通过Protscale 
(http://web.expasy.org/protscale/)、SignalP 4.1 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)、Prot-
CompVersion 9.0 (http://linuxl.Softberry.com/berry.
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表1  CsGS1s基因家族克隆RACE引物序列

Table 1  Sequences of RACE primers to isolate the cytosolic glutamine synthetase gene family

   基因                             5' RACE (5'→3')                          3' RACE (5'→3')

CsGS1.1 CTAGATCCGTCATAATTCCACTTTGGAA GGACGACATGAGACCGCCGACATCAA
CsGS1.2 GCAGGGCACAATCTCAAAGAGTGTAA GGTGAAGGCAACGAGCGTCGTCTCACT
CsGS1.3 CTTTGAAGGATCAGAGACTGGTGCATT GGCAATGAGCGTCGGCTTACAGGAAAGCAC
UPML TAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT

 

phtml)进行。序列比对使用Clustalx 2.0软件进行; 
利用MEGA 7.0软件, 采用邻位法构建系统进化树, 
boostrap值设置为1 000。
1.5  CsGS1家族成员在不同组织中的表达特性分析

以‘龙井43’的叶、茎、根为材料, 用定量PCR
和半定量PCR对不同组织CsGS1s成员进行表达分

析。荧光定量qRT-PCR特异引物见表2, 内参基因

为GAPDH。按照SYBR Premix Ex Taq试剂盒(Ta-
KaRa, 大连)的操作说明来进行实时荧光定量PCR 
(quantitative real time RT-PCR), 反应体系为: SYBR 
Premix Ex Taq 10 μL, 上、下游引物(10 μmol·L-1)
各0.8 μL, ROX DyeⅡ 0.4 μL, cDNA 2 μL, 加ddH2O
至终体积20 μL。ABI7500实时荧光定量PCR仪作

为qRT-PCR的平台, 反应程序: 95°C预变性30 s; 
95°C变性5 s, 60°C退火延伸34 s, 40个循环; 每个样

品生物学重复3次, 结果采用2-ΔΔCT算法(Schäffer等
2001)来计算。

1.6  CsGS1s成员对不同氮源的响应

以试验处理每个样品RNA反转录成的cDNA
为模板 ,  采用qRT-PCR对不同氮源处理下茶树

CsGS1s表达进行分析。qRT-PCR所用引物、反应

体系等同上述1.4节。以未做处理的茶树叶、根中

CsGS1s相对表达量为参照。

1.7  数据分析

对照组为未做处理的茶苗叶、根; 实验组为不

同氮源下的茶苗叶、根。每个样本设置3组重复试

表2  CsGS1s基因的荧光定量引物序列

Table 2  Primer sequences used for qRT-PCR of cytosolic glutamine synthetase isogenes

       基因                    正向引物(5'→3')                  反向引物(5'→3')

qRTCsGS1.1 GGTGGTGAGCCAATTCCAACAAAC GTCCCTGAGGTCCTGGAAAACCT
qRTCsGS1.2 CTACCACCATCCTGTGGAAACCAT GGGAGGAGGTCACCTTACTACTTGAA
qRTCsGS1.3 CACTATGTCTCTTCTTTCCGATCTTTG CCATCGTAGTTCCATTGTGGTAA
qRTGAPDH TTGGCATCGTTGAGGGTCT CAGTGGGAACACGGAAAGC

验。显著性分析使用SPSS 18.0 one-way ANOVA 
(P≤0.05), 利用SigmaPlot 12.5作图。

2  实验结果

2.1  CsGS1s基因cDNA全长的获得

基于课题组前期获得的茶树‘龙井43’转录组

数据(Liu等2017), 结合NCBI数据库序列比对发现, 3
个CSGS1 unigenes序列与其他物种的GS1具有高度

同源性, 根据此三条序列设计特异引物进行RACE
克隆。结果显示: 茶树CsGS1.1、CsGS1.2和CsGS1.3
基因全长分别为1 634、1 482和1 398 bp, 其中开放

阅读框长度均为1 071 bp, 共编码356个氨基酸。值

得注意的是, 本研究中获得3条CsGS1s序列, 分别

为CsGS1.1 (KY649469)、CsGS1.2 (KY649470)、
CsGS1.3 (KY649471)。我们将其核苷酸序列与在

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)上已登录的其他

茶树栽培种的核苷酸序列CsGS1;1 (AB115183.1)、
CsGS1;2 (AB115184.1)、CsGS1;3 (AB117934)、
GS1-2 (JQ925873.1)以及CsGS (EF055882.1)进行比

对, 发现它们的核苷酸序列存在很大不同, 特别是

对基因表达起重要调控作用的非翻译区3'/5' UTR
区域序列存在差异较大。

2.2  CsGS1s基因生物信息学分析

2.2.1  CsGS1s编码蛋白理化性质分析

CsGS1s编码蛋白基本理化性质见表3。ProtS-
cale Sever对3个蛋白进行亲/疏水性预测, 根据正值
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越大, 疏水性越高; 负值越小, 亲水性越高判断, 结果

显示CsGS1s基因编码的蛋白均为亲水性蛋白。Sin-
galP预测显示CsGS1s基因编码的蛋白均无信号肽输

出位点, 属于非分泌蛋白。WoLF PSORT预测CsGS1s
基因编码的蛋白主要定位在细胞质内; 跨膜螺旋结

构域预测显示CsGS1s基因编码的蛋白均无跨膜区

(TMs), 这一预测结果与其定位在细胞质内相符。

2.2.2  CsGS1s序列比对和进化树分析

将CsGS1s编码的氨基酸序列与拟南芥(Arabi-
dopsis thaliana)、水稻(Oryza Sativa)、大麦(Hor-
deum vulgare)、小麦(Triticum aestivum)、油菜

(Brassica napus)和玉米(Zea mays) 6个代表性物种

中的GS1s编码氨基酸进行序列多重比对。结果(图
1)显示, 序列之间具有较高同源性; 保守区域分析发

现这三个基因所编码的蛋白属于GS1蛋白家族。

为了进一步了解CsGS1s与其它物种之间基因

的进化关系, 进行了进化树的构建。结果(图2)显示, 
CsGS1.1、CsGS1.2、CsGS1.3与拟南芥AtGln1;5、
油菜BnGln1;5、大麦HvGS1;3、水稻OsGS1;3以及

玉米ZmGS1;3处于同一大分支, 说明它们之间亲缘

关系较近。

2.3  茶树CsGS1s成员的组织特异性

在水培条件下, ‘龙井43’ CsGS1s家族成员在

根茎叶中表达情况如图3所示。3个成员之间表达

丰度相比, CsGS1.2在根、茎及叶中相对表达量都

很低, 显著低于CsGS1.1和CsGS1.3。从组织部位

来看, CsGS1.1在新根中表达量显著高于叶片, 在茎

中表达量最低, 且差异显著; CsGS1.2在叶中表达

量显著高于根、茎; CsGS1.3在根中表达量显著高

于叶和茎。

2.4  不同氮源处理下茶树CsGS1s的表达模式

CsGS1s家族成员在含单一氮源NH4
+或NO3

-处

理下的表达情况如图4所示, 将未做处理(0 h)的茶

苗新根、地上部叶片相对表达量设为1。

表3  CsGS1s编码的氨基酸序列的理化特性

Table 3  Physicochemical characterization of amino acid sequences of CsGS1s

 
 茶树GS1蛋白 氨基酸数/个 相对分子量/kDa 理论等电点

 带负电荷的氨 带正电荷的氨  
 不稳定指数 平均疏水性值    基酸(Asp+Glu) 基酸(Arg+Lys)

CSGS1.1 356 39.250  5.79 44 39 42.63 (不稳定) –0.414
CSGS1.2 356 39.240  6.13 44 41 37.25 (稳定) –0.464
CSGS1.3 356 39.204  5.52 44 37 45.85 (不稳定) –0.414

在茶树叶片中, 只在NO3
-处理48 h时, CsGS1.1

的相对表达量显著提高了2.21倍, 且并不受NH4
+的

诱导; 相反地, 在根中CsGS1.1的表达只在NH4
+处

理48 h时达到最高, 而不受NO3
-的影响。有意思的

是, 无论是在叶片还是根中, CsGS1.2的表达只受

NH4
+的影响 ,  在NO3

-处理时其表达变化并不显

著。NH4
+对叶片中CsGS1.2的诱导表达在处理早

期就达到极显著, 处理8 h的表达量最高, 比未处理

时提高了7.87倍; 而其对根中CsGS1.2的诱导表达

则处于后期, 处理48 h的表达量极显著增强。另外, 
CsGS1.3的表达只有在叶片中才受NH4

+的影响, 在
根中其表达量在两种氮源处理下均低于未处理时

的表达量。

3  讨论

本研究通过对茶树GS1基因家族成员的克隆, 
得到3个编码356个氨基酸的CsGS1s基因, 这三者

核苷酸序列与其编码氨基酸序列不完全相同, 它
们是CsGS1s的3个成员, 且与已登录的茶树其他栽

培种的核苷酸序列不同, 特别是对基因表达起重

要调控作用的非翻译区3'/5' UTR区域序列差异较

大。不同物种GS1编码基因一般有3~5个成员

(Swarbreck等2011), 拟南芥有5个GS1基因成员

(Ishiyama等2004a), 水稻有3个GS1基因成员(Yamaya
和Kusano 2014), 木本植物欧洲大叶杨有3个GS1基
因成员(Castro-Rodríguez等2011)。CsGS1s编码氨

基酸序列与其他植物中GS1s编码氨基酸序列具有

较高的同源性 ,  属于胞质型谷氨酰胺合成酶家

族。生物学信息显示: CsGS1s编码蛋白为亲水性

蛋白, 均无跨膜区(TMs), 无信号肽输出位点, 是非

分泌蛋白, 预测其主要定位在细胞质内, 与实际研

究报道一致(Cren等1999)。
组织表达特性研究显示, 茶树CsGS1.1在‘龙

井43’叶、茎、根中均有表达, 而且在根中表达量
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图1  CsGS1s编码的氨基酸序列与其他物种GS1s的多重比对

Fig.1  Multiple alignment of the amino acid sequences of CsGS1s with other species
上述蛋白的登录号为BnGLN1.1 (CAA54151.1), BnGLN1.2 (CAA73063.1), BnGLN1.3 (AGC24236.1), BnGLN1.4 (AGC24239.1), 

BnGLN1.5 (A0A078IIA5), AtGLN1.1 (AT5G37600), AtGLN1.2 (AT1G66200), AtGLN1.3 (AT3G17820), AtGLN1.4 (AT5G16570), AtGLN1.5 
(AT1G48470), ZmGS1.1 (NP_001105538.1), ZmGS1.2 (NP_001105443.2), ZmGS1.3 (NP_001105296.1), ZmGS1.4 (NP_001105444.2), 
ZmGS1.5 (NP_001105297.2), OsGS1.1 (XP_015626102.1), OsGS1.2 (XP_015631679.1), OsGS1.3 (XP_015628694.1), TaGS1a (AAZ30057.1), 
TaGS1b (AAZ30058.1), TaGS1c (AAZ30059.1), HvGS1.1 (AFX60875.1), HvGS1.1 (AFX60876.1), HvGS1.1 (AFX60877.1)。
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图2  CsGS1s编码氨基酸和其他植物GS1蛋白氨基酸序列的进化树

Fig.2  Phylogenetic analysis of CsGS1s and GS1s from other plant species
Cs: 茶树; Os: 水稻; At: 拟南芥; Ta: 小麦; Hv: 大麦; Zm: 玉米; Bn: 油菜。

显著高于叶、茎, 在茎中表达量最低, 这一结果与

其他物种中报道的一致。欧洲大叶杨PtGS1.1在成

熟叶、茎、新根中均有表达, 而且在成熟叶片和新

根中表达量较高, 在茎中表达量最低(Castro-Rodrí-
guez等2011)。Tabuchi等(2005)在水稻中发现

OsGS1.1主要定位在根部和成熟叶片的维管束中。

此外, 拟南芥中GLN1;1主要定位在根伸长区表皮

细胞中(Guan等2015)。CsGS1.2在叶中表达量最

高, 其次是根, 茎中表达量最低, 但是它在各组织

中表达量均很低。研究显示拟南芥GLN1;2定位在

成熟叶片中, 主要负责同化地上部由NO3
-还原产生

的NH4
+ (Lothier等2011; Guan等2016), 而水稻中

OsGS1.2则主要在根中发挥作用(Funayama等2013)。
杨树PtGS1.2在次生根中表达量最高, 成熟叶(叶柄

图3  茶树CsGS1s的组织特异性

Fig.3  Tissue specificity of CsGS1s in tea plant
不同小写字母表示差异达显著水平(P≤0.05)。
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和茎)中表达量是根中的一半左右(Castro-Rodríguez
等2011)。Rana等(2008a, 2010)克隆了一条CsGS, 
其氨基酸序列与我们CsGS1.2仅存在2个氨基酸的

差异(第2、3位), 而且它在顶芽中表达量最高。最

后, CsGS1.3在根茎叶各组织中表达量均较高, 主

要在根中表达。相关研究表明杨树PtGS1.3在地上

部分和根部均有较高表达量(Castro-Rodríguez等
2011); 拟南芥GLN1;3主要在根部维管组织中表达, 
在水稻根和叶中均能检测到OsGln1.3表达(Zhao和
Shi 2003)。由于生长环境(旱地/水田)等、对无机

图4  不同氮素处理下茶树叶和根中CsGS1s表达情况

Fig.4  The expression levels of CsGS1s under different nitrogen treatments 
*表示不同处理间差异达显著水平(P≤0.05)。
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态氮的偏性吸收不同以及适应机制不同等因素, 
所以不同物种中GS1s成员在不同组织中表达情况

也不尽相同。

氮素是植物生长最重要的营养元素之一, 也
是调控GS1s基因表达的重要因子之一(于瑶等

2012), 其中不同氮素形态对茶树氮素利用有很大

的影响。本试验中, 叶片中CsGS1.1受NO3
-的诱导, 

在供应NO3
- 48 h后表达量显著提高, 其表达时间比

较延后, 可能是因为NO3
-需要经过维管束的运输

从根部到达叶部, 所以才产生这种差异。叶片中

CsGS1.2被NH4
+处理诱导表达主要是在早期(处理

4~12 h), 而根中CsGS1.2则在NH4
+处理48 h后才被

诱导表达, 由此可知CsGS1.2在叶片和根中氮同化

中均起到一定作用 ,  但是发挥的功能可能不相

同。本试验在早上9:00取样, 光照周期为14 h/10 h, 
因此12~24 h期间茶苗整体上处于黑暗状态, 24 h
后CsGS1.2的受NH4

+诱导下调, 而在NO3
-处理下上

调, 结果显示CsGS1.2表达可能受到光照的影响; 
因此我们推测CsGS1.2可能参与茶树氮素再利用

和转运, 可能参与地上部光呼吸产生的NH4
+ 同化, 

而此外, 它在黑暗中参与同化地上部NO3
-还原产生

的NH4
+。Rana等(2010)人也发现茶树离体顶芽

CsGS基因受到氮素和光照调节。定位在拟南芥叶

片中AtGLN1;2也参与同化地上部NO3
-还原产生的

NH4
+ (Ishiyama等2004a; Lothier等2011)。叶部

CsGS1.3受NH4
+诱导短时间内表达量迅速提高, 但

是根部CsGS1.3却始终受到抑制, 推测它可能主要

参与茶树地上部叶片NH4
+同化利用, 在缓解叶片

氨毒中起着重要作用。茶树根中CsGS1.1/CsGS1.2
均在NH4

+处理较短时间内受到抑制, 到了后期才

被诱导表达, 而且相关研究显示, 水稻根中OsGS1;1
在NH4

+/NO3
-处理2 h表达也受抑制(Zhao和Shi 

2003), 而且当水稻根中NH4
+含量升高时, OsGS1;2

表达量显著提高(Ishiyama等2004b)。Ishiyama等
(2004a)研究表明拟南芥根部的AtGLN1;2在高NH4

+

处理24 h后被诱导表达量显著提高 ,  由此推测

CsGS1.1和CsGS1.2在根部NH4
+的同化中起重要作

用, 但是只有当根部先吸收NH4
+一段时间后, 根部

细胞中NH4
+得到累积, 达到一定含量后, CsGS1.1

和CsGS1.2才能被诱导表达, 然后开始根部氮素同

化。在NO3
-处理下, 根部GS1成员表达均受抑制, 

可能由此造成茶树根系不能很好地利用硝态氮

(Ruan等2007a)。茶树不同组织部位的GS1s成员在

不同氮源下表达模式不同, 从而造成它们在茶树

氮素吸收利用中所起的具体作用及功能的差异, 
而且很多研究也表明它们各自的功能是特异的且

不能被替代(Funayama等2013; Guan等2016)。
本研究通过RACE克隆了胞质型谷氨酰胺合

成酶基因CsGS1s三个成员的cDNA全长, 对其进行

生物信息学分析, 同时采用qRT-PCR技术对其在不

同组织中及不同氮素形态下的表达模式进行了分

析, 了解了它们在不同组织、不同氮源下的作用

差异, 为茶树偏性吸收提供了一定的研究基础。

然而有关茶树GS1成员的具体功能, 以及深入分析

还需通过细胞学定位、愈伤组织技术、转基因技

术等试验进行进一步的研究和证实。
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Isolation and expression profiles of cytosolic glutamine synthetase 
genes CsGS1s in tea plant (Camellia sinensis)
TANG Dan-Dan1,2, LIU Mei-Ya2,*, ZHANG Qun-Feng2, FAN Kai2, SHI Yuan-Zhi2, MA Li-Feng2,  
YI Xiao-Yun2, NI Kang2, RUAN Jian-Yun2,*

1Graduate School, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Beijing 100081, China
2Key Laboratory of Tea Plant Biology and Resources Utilization (Ministry of Agriculture), Tea Research Institute, Chinese 
Academy of Agricultural Sciences, Hangzhou 310008, China

Abstract: Glutamine synthetase (GS) is the key enzyme which determines the process of nitrogen assimilation 
in plants. In this study, three cytosolic glutamine synthetase encoding genes (GS1) were isolated from Camellia 
sinensis cv. Longjing43 using RACE. The full cDNA length of CsGS1.1, CsGS1.2 and CsGS1.3 were 1 634,  
1 482 and 1 398 bp, respectively and each had a 1 071 bp length open reading frame encoding a 356-amino acid 
protein. All these three genes CsGS1s encoded hydrophilic and non-secreted proteins which localized in the cy-
toplasm without transmembrane structure. Sequence alignment showed that the CsGS1.1s contained character-
istic feature domains of GS1s family. The phylogenetic relationship indicated that CsGS1s and GS1s of Arabi-
dopsis thaliana, Brassica napus, Hordeum vulgare, Oryza sativa and Zea mays were grouped into one clade. 
Analysis of CsGS1s tissue specificity in tea plant showed that CsGS1s were expressed in root, stem and leaf, in-
terestingly, the transcription level of CsGS1.2 was rather low. The expression level of CsGS1.1/CsGS1.3 was 
highest in root while CsGS1.2 was mainly expressed in the leaf. Furthermore, the expression patterns of CsGS1s 
in response to different nitrogen forms in tea plant were detected using quantitative real-time PCR analysis. In 
leaves, the transcription of CsGS1.1 was just induced by nitrate until the 48 h treatment time point during the 
whole nitrogen treatment time course. Contrary, the expression of CsGS1.2/CsGS1.3 was highly induced by 
ammonium and with a slight induction by nitrate. In roots, the response of CsGS1s to ammonium was rather 
higher than that of nitrate, especially for CsGS1.1/CsGS1.2. 
Key words: tea plant (Camellia sinensis); CsGS1s; ammonium; nitrate; expression pattern
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