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摘要: 为了揭示2-酮戊二酸(2-OG)感应蛋白OsGlnB在水稻根部铵同化碳架调节中的功能, 本文采用2-OG、草酰乙酸(OAA)
或丙酮酸(PYR)营养液处理水稻(Oryza sativa L. cv. 9311)幼苗, 检测根部谷氨酰胺合成酶(GS)活性和OsGlnB基因转录量。

克隆表达并分离纯化根部OsGlnB蛋白, 采用同源模建、分子对接与等温滴定鉴定该信号蛋白与碳架效应物的相互作用。

结果表明所选碳架分子中只有2-OG和OAA促使根部GS活性与OsGlnB基因转录量同步上升, 2-OG与ATP含量也相应升

高。同源模建与分子对接表明OsGlnB蛋白与ATP-Mg2+
形成的复合物能有效结合2-OG或OAA, 但不能结合PYR。等温滴定

证明2-OG与上述复合物的结合常数大于OAA, 未检测到丙酮酸热效应, 结果与分子对接结论一致。本研究说明碳架效应

物结合2-OG感应蛋白是这类碳营养信号调节水稻根部铵同化的必要条件。
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植物铵同化需要无机氮源、有机碳源(碳架分

子)和ATP能源。水稻作为喜铵植物通过GS-GOGAT
循环同化铵态氮(Zhang等1997), 即无机氮源NH4

+

在谷氨酰胺合成酶(glutamine synthetase, GS)和谷

氨酸合酶(glutamate synthase, GOGAT)联合催化下

掺入碳架分子2-酮戊二酸(2-oxoglutarate, 2-OG), 
消耗ATP, 合成谷氨酰胺和谷氨酸。其中, 限速酶

GS负责合成初级氮同化物谷氨酰胺, 其表达水平

由植物碳、氮营养状态精密调控(Standman 1990; 
Ninfa和Atkinson 2000; Arcondeguy等2001; Chella-
muthu等2013; 冯万军等2015)。

PII蛋白感应2-OG信号、调节GS表达以平衡

铵同化相关代谢。PII蛋白家族成员包括大肠杆菌

GlnB和GlnK (韩涛等1997; Radchenko等2014)、蓝

藻GlnZ (常雅军等2015)、拟南芥AtGLB1 (Hsieh等
1998)以及水稻OsGlnB (Sugiyama等2004)。大肠杆

菌GlnB和GlnK与2-OG相互作用而调节GS和铵转运

蛋白Amt表达(Radchenko和Merrick 2011; Huergo
等2013; Radchenko等2014)。拟南芥PII感应光合蔗

糖及其分解代谢水平以调控花青素合成(Hsieh等
1998)。高等植物PII蛋白报道不多, 已开展功能研

究的仅有拟南芥和水稻。目前关于禾本科作物水

稻PII的研究只有两例: Sugiyama等(2004)克隆表达

了OsGlnB并证明其作用靶标为精氨酸合成途径的

关键酶N-乙酰谷氨酸激酶; Xu等(2016)报道OsGlnB
参与调控水稻盐胁迫下的氨基酸代谢。铵同化是

水稻有机氮合成的源头反应, 其代谢调控与OsGlnB
的关系目前还未见研究。

有机酸如2-OG、草酰乙酸(oxaloacetate, OAA)
和丙酮酸(pyruvate, PYR)是常见的碳代谢中间物, 
也是植物有机氮合成必需的碳架分子, 它们具有

铵同化调控功能。Oliveira和Coruzzi (1999)报道了

2-OG促进拟南芥非光合GS同工酶基因转录。

Oliveira等(2001)又进一步指出铵同化碳架2-OG及

其相关代谢物包括谷氨酸、天冬氨酸和OAA都能

调控拟南芥铵同化关键酶GS基因表达, 并推测这

种碳架效应可能由PII蛋白(AtGlnB)介导。笔者曾

经报道2-OG促进水稻根部GS活性和铵同化效率

(Yuan等2007), 但是尚未调查与2-OG相关的碳代

谢物譬如其代谢前体OAA和PYR对这种非光合GS
活性的影响及其与OsGlnB的关系。Smith等(2003)
运用等温滴定分析了拟南芥PII蛋白与铵同化碳架

效应物的相互作用特性, 证明碳架分子2-OG和

OAA是该信号蛋白的效应物, 其靶标结合能力与

代谢调控能力正相关。为了更好地认识2-OG及其

相关碳架营养调控水稻非光合GS表达的分子机

制, 有必要揭示它们与根部OsGlnB相互作用的生

物化学特性。

本研究采用铵同化碳架分子2-OG及其相关代

谢物OAA或PYR处理三叶期水稻(Oryza sativa L. 
cv. 9311)幼苗, 研究根部GS活性和OsGlnB基因转
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录量的变化, 克隆表达与分离纯化根部OsGlnB蛋

白, 采用同源模建、分子对接与等温滴定研究有机

酸与该信号蛋白相互作用的特点。为水稻根部铵

同化的碳营养信号调控研究提供生物化学证据。

材料与方法

1  实验材料与试剂

水稻(Oryza sativa L. cv. 9311)种子经10% (W/V) 
HgCl2消毒, 30°C浸种24 h, 移至润湿滤纸盘催芽, 
种子萌发后移栽到铵态氮营养液, 水培至三叶期。

营养液配方与培养条件参照文献(Zhang等1997)。
三叶期幼苗移栽到添加3 mmol·L-1 2-OG、OAA或

PYR的新鲜营养液中培养48 h, 剪取根组织, 立即

提RNA和酶液, 保存于–70°C。菌株E. coli DH5α和
BL21(DE3)、载体pET28、工具酶(EcoRI、HindIII、
DNA连接酶等)、抗生素(氨苄青霉素和硫酸卡那

霉素)、IPTG、DNA回收试剂盒、Trizol试剂盒、

逆转录和荧光定量试剂盒均为TaKaRa公司产品。

Ni-NTA亲和色谱试剂盒购自GE Healthcare公司。

其他化学试剂均为分析纯。

2  蛋白质提取与GS活性测定

根据Zhang等(1997)文献方法提取水稻根部酶

液和检测GS活性, 每克鲜重样品加入3 mL抽提缓

冲液; Bradford法(Bradford 1976)测定根部可溶性

蛋白含量。

3  2-OG和ATP含量测定

根据Yuan等(2007)文献方法提取和检测水稻

根部2-OG含量, 每克鲜重样品加入10 mL高氯酸(1 
mol·L-1)提取根部2-OG, 定量加入L-谷氨酸脱氢酶

(Roche, Mannheim, Germany)和辅酶NADH, 根据

NADH消耗量计算2-OG含量。根据Huo等(2017)
文献方法提取和检测水稻根部ATP含量, 每0.1克
鲜重样品加入0.9 mL双蒸水(已煮沸), 100°C沸水

浴15 min, 离心取上清用于ATP含量检测。

4  RNA提取、cDNA制备与荧光定量PCR (qPCR)
检测

TRIzol试剂盒(TaKaRa)提取水稻根部总RNA, 
经RQ1 RNase-free DNase (Promega)处理, 约5 μg 
RNA为模板, 逆转录试剂盒(TaKaRa)合成第一链

cDNA (oligo-dT18引物)。根据SYBR Premix Ex Taq 
(TaKaRa)试剂盒说明, ABI 7500 Real-Time PCR系

统(Applied Biosystems)荧光定量检测OsGlnB转录

量。OsGlnB荧光定量引物: 5'-CGGAGTCGGAGTTC-
TACA-3' (正向); 5'-CCTTCATGCCTCTCAGTTG-3' 
(反向)。内参引物和ΔΔCT定量方法均参照文献

(Wang等2000)。
5  同源模建与分子对接

运行SwissModel服务器(http://www.swissmodel. 
expasy.org), 以拟南芥AtGlnB晶体结构(PDB登记

号: 2O66)为模板同源模建OsGlnB三维结构。运

行GROMACS 4.0.6程序包, GROMOS96 43a1力场

环境下分子动力学优化与筛选OsGlnB构象, PRO-
CHECK 3.5.4评估后用于AutoDock 4.0分子对接。

运行GROMACS 4.0.6和AMBERTOOLS程序包, 力
场Amber99sb环境下优化对接参数, 获得构象稳定

的对接模型。

6  OsGlnB的克隆表达与分离纯化

根据NCBI数据库OsGlnB序列(GenBank登录

号: AB119279)设计包含EcoRI和HindIII酶切位点

的特异引物 ,  以水稻根部总RNA反转录制备的

cDNA为模板, PCR克隆OsGlnB基因。目的基因插

入载体pET28a, 构建表达质粒pET-OsGlnB, 转化E. 
coli BL21(DE3), 筛选获得可诱导表达OsGlnB蛋白

的基因工程菌株。37或20°C, IPTG (终浓度1 
mmol·L-1)诱导表达OsGlnB蛋白, 0、3、6、12和24 
h取样, 8 000×g、10 min离心集菌, SDS-PAGE分
析。20°C、IPTG诱导24 h后集菌, 根据GE Health-
care公司Ni-NTA亲和色谱说明书分离纯化OsGlnB
蛋白, SDS-PAGE分析目标蛋白纯度, Bradford法测

定蛋白浓度(Bradford 1976)。
7  等温滴定分析重组OsGlnB与碳架分子的相互作

用

等温滴定仪VP-ITC (Microcal Inc., USA)检测

OsGlnB及其ATP复合物与碳架分子2-OG、OAA或

PYR的相互作用, 实验方法参照Smith等(2003)。样

品经4°C、18 000×g离心15 min除气泡后适量加入反

应池, 滴定温度25°C。储液OsGlnB (100 μmol·L-1)、
有机酸(4.0 mmol·L-1)和ATP (1.0 mmol·L-1)均用100 
mmol·L-1、pH 7.5咪唑缓冲液配制。以上储液中含

有终浓度0.5 mmol·L-1的MgCl2。配体2-OG、OAA
或PYR与OsGlnB的结合实验分别在0或0.5 mmol·L-1 
(终浓度) ATP条件下进行。反应系统中有机酸浓
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度为10~300 μmol·L-1, 分别滴定20次, 间隔120 s, 参
照功率约20 μJ·s-1, 搅拌转速480 r·min-1。利用Origin© 
7.0软件拟合实验数据, 根据非线性回归模型推导结

合常数Ka (1/Kd)和摩尔焓ΔH, 代入公式ΔG=–RTlnKa 

实验结果

1  铵同化碳架处理对水稻根部GS活性和OsGlnB
转录量的影响

有机酸是植物包括水稻铵同化必需的碳架分

子, 碳架丰度是调节铵同化关键酶的重要因素。

本实验采用添加3 mmol·L-1 2-酮戊二酸(2-OG)、

草酰乙酸(OAA)或丙酮酸(PYR)的营养液处理三叶

期水稻幼苗48 h, 检测根部GS活性和OsGlnB转录

量。如图1-A所示, 与对照(未添加碳架营养)比较, 
2-OG提高根部GS活性约2倍, OAA提高约50%, 而
PYR没有促进效果。上述碳架分子中, 2-OG和OAA
均上调OsGlnB基因转录量, 而丙酮酸对此无影响

(图1-B)。水稻幼苗根部GS活性和OsGlnB转录量

在上述有机酸处理后的变化趋势一致。根部2-OG
和ATP含量在2-OG或OAA处理后亦相应升高(图
2)。提示OsGlnB参与了铵同化碳架对水稻根部GS
活性及其相关代谢调节。

2  同源模建与分子对接模拟OsGlnB与碳架分子的

相互作用

以拟南芥AtGlnB晶体结构(PDB: 2O66)为模

板同源模建OsGlnB-Mg2+复合物(以下简称OsGlnB)
的三维结构。图3显示OsGlnB单体结构中有PII蛋

白保守结构域B环(B-loop)和T环(T-loop)。OsGlnB

未结合ATP时能够通过T-环基底部的谷氨酰胺

(Q121)与2-OG或OAA发生氢键作用(图3-A和C), 
但结合力很弱, 模型显示氢键键长为0.36和0.39 
nm。ATP与OsGlnB的B环区域作用后, 上述氢键

键长缩短到0.20和0.28 nm; ATP与配体(碳架分子)
之间也能形成氢键, 于是增强了该信号蛋白对效

图1  铵同化碳架处理对水稻根部GS活性(A)和OsGlnB基因转录量(B)的影响

Fig.1  Effect of ammonium-assimilation-relating carbon skeleton on GS activity (A) and OsGlnB transcriptional abundance (B) in 
rice roots

1: 对照; 2~4: 2-OG、OAA和PYR处理; 柱形上**和*分别表示差异极显著(P<0.01)和显著(P<0.05); 图2同。

图2  铵同化碳架处理对水稻根部2-OG (A)和ATP (B)含量的影响

Fig.2  Effect of ammonium-assimilation-relating carbon skeleton on 2-OG (A) and ATP (B) contents in rice roots
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应物的结合能力(图3-B和D)。无ATP时, Q121与
PYR原子间距离过大, 超过了氢键力程(图3-E); 
ATP结合OsGlnB后, PYR与Q121或ATP仍然无法形

成氢键(图3-F); 即不论有无ATP, PYR都不能有效

结合OsGlnB。模拟对接的结合能按作用力从大到

小排序为2-OG/ATP-OsGlnB (–7.1 kcal·mol-1)> 
OAA/ATP-OsGlnB (–4.3 kcal·mol-1)>2-OG/OsGlnB 
(–1.5 kcal·mol-1)>OAA/OsGlnB (–1.1 kcal·mol-1)> 
PYR/ATP-OsGlnB (–0.2 kcal·mol-1)≈PYR/OsGlnB 
(–0.2 kcal·mol-1)。

3  OsGlnB克隆表达、分离纯化与等温滴定

克隆表达与分离纯化水稻根部OsGlnB用于等

温滴定研究。提取未经有机酸处理的三叶期水稻

幼苗根部总RNA, 逆转录合成cDNA模板, 参考

NCBI数据库OsGlnB序列(GenBank: AB119279)设
计引物, PCR扩增OsGlnB基因, 获得大小约为700 
bp的特异条带(图4-A), 连接pMD18-T载体鉴定正

确(图4-B)。PCR产物纯化后插入pET28, 转化E. coli 
DH5α, EcoRI和HindIII酶切鉴定阳性转化子(图
4-C)。测序表明: OsGlnB开放阅读框639 bp, 与已

图3  OsGlnB与碳架效应物相互作用的同源模建与分子对接

Fig.3  Homolog modeling and docking simulation for molecular interaction between OsGlnB and carbon skeleton effectors
图3-A~F均显示OsGlnB亚基B环、T环结构域、Q121和碳架分子; 黑球表示镁离子(Mg2+); Mg2+正上方为Q121: 绿、蓝、红、白色表

示碳、氮、氧、氢原子; Mg2+左上方为碳架分子(2-OG、OAA或PYR): 紫、棕红色表示碳、氧/氢原子; Mg2+下方为ATP: 黄、蓝、橘、棕

红色表示碳、氮、磷、氧/氢原子; A~D: 黄色虚线表示氢键键长(nm)。
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报道的水稻叶片OsGlnB基因(GenBank: AB119279)
同源性100%; 编码212个氨基酸, 推测蛋白分子量

约为26 kDa。
质粒pET-OsGlnB转化E. coli BL21(DE3), 

IPTG诱导, SDS-PAGE分析表达产物。如图5-A所

示, 在约26 kDa处出现特异条带, 重组OsGlnB分子

量与理论预测一致 ,  证明目标蛋白表达成功。

37°C诱导表达重组OsGlnB以包涵体为主, 大部分

位于沉淀(图5-A泳道7)。低温20°C诱导重组OsGlnB
以可溶性表达为主(图5-B泳道6和7)。经Ni-NTA
亲和色谱分离纯化, 获得电泳纯的目标蛋白(图5-C
泳道5)。

重组OsGlnB纯化后透析除去离子和小分子, 

图4  水稻根部OsGlnB全长cDNA克隆与pET-OsGlnB酶切鉴定

Fig.4  Cloning of full-length cDNA of rice root OsGlnB and 
identification of pET-OsGlnB by restriction enzyme digestion

A: PCR扩增OsGlnB全长cDNA; B: pMD-OsGlnB酶切鉴定; 
C: pET-OsGlnB酶切鉴定; B和C均采用EcoRI/HindIII双酶切; M为

DNA Marker DS5000。

重新溶解于咪唑缓冲液(100 mmol·L-1、pH 7.5)用
于等温滴定。碳架分子与OsGlnB相互作用的有关

参数列于表1。无ATP时, OsGlnB可以结合2-OG和

OAA, 但结合力非常弱, Ka (1/Kd)分别为(2.0±0.2)和
(1.7±0.3) L·mmol-1; 存在ATP时, 2-OG和OAA与

OsGlnB-ATP复合物的结合常数升高到(10.3±0.5)

表1  等温滴定分析碳架分子与OsGlnB-Mg2+或OsGlnB-ATP-Mg2+的相互作用

Table 1  Isothermal titration calorimetry (ITC) analysis of interactions between carbon skeleton molecules  
and OsGlnB-Mg2+ or OsGlnB-ATP-Mg2+

碳架分子                    ATP/mmol·L-1               Kd/μmol·L-1                         ΔH/kcal·mol-1     ΔG/kcal·mol-1 TΔS/kcal·mol-1

2-OG 0 489.4±6.1 –2.4±0.2 –4.5±0.1  2.1±0.2
 0.5   97.3±5.5 –8.9±0.4 –5.5±0.2 –3.4±0.2
OAA 0 578.2±9.9 –2.1±0.1 –4.3±0.1  2.2±0.1
 0.5 208.7±9.1 –5.9±0.3 –5.0±0.2 –0.9±0.2

　　表中数据为平均值±标准差(n=5)。

和(4.8±0.3) L·mmol-1, 结合力分别提高5.2和2.8
倍。说明ATP促进OsGlnB与碳架效应物的相互作

用。不论OsGlnB是否预先结合ATP, 该信号蛋白与

碳架效应物发生作用时均有ΔH<0和ΔG<0, 说明此

过程由热力学驱动自发完成, 焓变是OsGlnB单独

结合碳架效应物的主要驱动力。不论ATP是否存

图5  SDS-PAGE分析重组OsGlnB诱导表达与分离纯化

Fig.5  SDS-PAGE analysis of recombinant OsGlnB expression and purification
A和B分别为37和20°C诱导, 泳道1~5: 诱导0、3、6、12和24 h, 泳道6~7: 细胞破碎、离心后收集的上清和沉淀; C为亲和色谱分离

纯化, 泳道1~5: 粗酶液、流出液、100 mmol·L-1咪唑漂洗、150 mmol·L-1咪唑漂洗和200 mmol·L-1咪唑洗脱; 各泳道的蛋白上样量均为

10 μL。
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在, 均未检测到PYR与OsGlnB的结合热, 说明两者

间没有相互作用。上述实验结果与分子对接模型

预测一致。

另外, 碳架效应物结构影响其靶标结合力。

如表1所示, 五碳二羧酸2-OG比四碳二羧酸OAA更

容易结合OsGlnB-ATP复合物, 根据Kd估算2-OG结

合力是OAA的2倍以上。比较2-OG和OAA结合

OsGlnB-ATP的热力学和动力学参数变化, 焓变差

值ΔΔH (ΔH2-OG/OsGlnB-ATP–ΔHOAA/OsGlnB-ATP)约为3.0 
kcal·mol-1, 自由能变化的差值ΔΔG (ΔG2-OG/OsGlnB-ATP–
ΔGOAA/OsGlnB-ATP)约为0.5 kcal·mol-1, ΔΔH明显大于

ΔΔG。说明碳架效应物结构主要影响热力学过程。

讨　　论

植物包括水稻有机氮合成必须在碳-氮代谢

协同作用下完成, 碳架分子2-OG衔接碳-氮代谢并

参与铵同化调节。GS是代谢调控的重要靶点(常
雅军等2015; 冯万军等2015; 何亚飞等2016)。
2-OG促进拟南芥GS表达(Oliveira和Coruzzi 1999)
和水稻根部GS活性(Yuan等2007)。蔗糖和有机氮

譬如谷氨酰胺和天冬酰胺通过胞内2-OG含量变化

调控烟草硝酸盐和亚硝酸盐还原酶以及拟南芥GS
和天冬酰胺合成酶表达(Vincentz等1993; Lam等

1994, 1998; Oliveira等2001)。2-OG与细菌GlnB蛋
白相互作用而调节大肠杆菌GS活性(Jiang等1998; 
Zhang等2010)。说明2-OG调控GS等铵同化酶与PII

蛋白关系密切。本研究观察到2-OG促进水稻根部

GS活性的同时亦上调OsGlnB基因转录(图1), 根部

2-OG含量同步升高(图2-A), 说明这种非光合铵同

化调控与其2-OG感应蛋白表达水平有关。OAA调

控与2-OG相似但比较弱, 而PYR不影响GS活性也

不影响OsGlnB基因转录(图1)。这种GS活性调节

与OsGlnB转录的相关性说明该信号蛋白与碳架效

应物的相互作用是它们参与根部铵同化调节的必

要条件。

本研究同源模建获得的OsGlnB三维结构具有

PII蛋白保守结构域B环和T环(图3)。细菌、藻类和

拟南芥PII蛋白结构研究揭示B环和T环结构域分别

负责结合ATP和2-OG (Forchhammer和Lüddecke 
2016)。本研究分子对接显示OsGlnB-Mg2+复合物

(以下简称OsGlnB)通过T环底部结合2-OG (图3-A)

或OAA (图3-C)以及通过B环区域结合ATP (图3-B
和图3-D)。符合已报道PII蛋白与效应物作用的结

构特征。对接模型表明OsGlnB的Q121对于效应

物结合非常关键, 该残基在空间上连接T环和B环

结构域, 其侧链以氢键作用于Mg2+-ATP和碳架分

子(2-OG或OAA)。现已证明蓝藻S. elongatus和大

肠杆菌PII蛋白Q39以及拟南芥PII蛋白Q112是效应

物结合位点的关键残基(Smith等2003; Truan等
2010; Radchenko等2010)。目前尚未报道水稻PII晶

体结构, 我们通过分子建模并根据效应物结合位

点的结构保守性推测OsGlnB的Q121与上述谷氨

酰胺功能相同。另外, 本研究克隆的根部OsGlnB
与Sugiyama等(2004)报道的水稻叶片PII蛋白的序

列同源性100%, 提示该信号蛋白在水稻光合与非

光合组织中高度保守。Sugiyama等(2004)证明水

稻旗叶(光合组织)发育进程中PII蛋白与胞质和叶

绿体型GS (即GS1和GS2)协同表达。水稻根部(非
光合组织) GS均为胞质型同工酶(Zhang等1997), 
本研究表明这种GS活性与该组织中的OsGlnB转
录量正相关。提示水稻非光合与光合组织PII蛋白

在氮同化调控功能上具有一致性。

等温滴定表明ATP与OsGlnB结合能促进后者

结合碳架效应物(表1)。Smith等(2003)运用等温滴

定证明拟南芥PII蛋白只有与ATP形成复合物才能

结合2-OG或OAA, 我们发现OsGlnB效应物结合机

制与此相似。说明OsGlnB与其他已报道的PII蛋白

一样能协调感应能量水平和碳架丰度这两类代谢

信号。根据ATP和碳架效应物的结合顺序, 我们推

测OsGlnB感应碳架信号与产能代谢有关。植物氮

生理研究已经证明2-OG促进水稻根部铵同化必需

同时激活HXK控制的糖分解代谢, 提示2-OG效应

与能量代谢关系密切(Yuan等2007)。本研究亦发

现, 2-OG或OAA处理后, 与OsGlnB转录量的变化

同步, 水稻根部2-OG与ATP含量均升高(图2)。提

示OsGlnB在生理水平上感应铵同化相关碳架丰度

和能量状态。本研究进一步证明OsGlnB结合ATP
后才能更好地结合2-OG, 说明水稻根部铵同化

2-OG调控在信号–靶标互作层面上有赖于细胞能

量水平, 这也提供了2-OG是铵同化代谢调控的信

号分子的一个生化证据。

我们还注意到2-OG或OAA在无ATP条件下与



郭继林等: 水稻根部2-酮戊二酸感应蛋白OsGlnB的铵同化碳架结合特性 1977

OsGlnB-Mg2+复合物存在弱结合(表1)。Smith等
(2003)通过等温滴定证明未复合镁离子(Mg2+)的拟

南芥PII蛋白不能结合碳架效应物。我们实验亦确

定Mg2+在生理浓度(≈0.5 mmol·L-1)下介导OsGlnB
结合2-OG和OAA, 即镁营养也是促进OsGlnB活性

构象的必要条件。表1显示, OsGlnB-Mg2+结合碳

架分子时满足ΔH<0和ΔS>0, 而OsGlnB-Mg2+-ATP
结合碳架分子时满足ΔH<0和ΔS<0。根据Ross规
则(Ross和Subramanian 1981), 前者主要依靠静电

作用(譬如Mg2+与有机酸羧基负电荷之间的引力), 
后者主要依靠范德华力或氢键作用。上述推测与

分子对接结论一致。表明OsGlnB与配体分子作用

方式灵活以感应不同能量水平下的铵同化相关碳

素营养。本文以水稻根部OsGlnB为靶标分析了碳

架效应物结合特性, 以此为基础可深入研究植物

非光合铵同化的碳信号调控机制。
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Binding characteristics of ammonium-assimilation-relating carbon skeletons 
with rice root 2-oxoglutarate (2-OG)-sensing protein OsGlnB
GUO Ji-Lin1, CAO Qian-Wen2, YUAN Yong-Ze2,*, ZHENG Yong1,2,*

1Xinjiang Key Laboratory of Special Species Conservation and Regulatory Biology, College of Life Science, Xinjiang Normal Uni-
versity, Urumqi 830054, China; 2Hubei Key Laboratory of Genetic Regulation and Integrative Biology, School of Life Sciences, 
Central China Normal University, Wuhan 430079, China

Abstract: To investigate the function of 2-oxoglutarate (2-OG)-sensing protein OsGlnB in the carbon-skeleton 
regulation of rice root ammonium assimilation, rice (Oryza sativa L. cv. 9311) seedlings were treated with 
2-OG, oxaloacetate (OAA), or pyruvate (PYR) nutrient solution to determine glutamine synthetase (GS) activi-
ty and OsGlnB transcriptional abundance in roots. We further cloned root OsGlnB, expressed and purified the 
recombinant protein, and performed homolog modeling, molecular docking simulation and isothermal titration 
calorimetry (ITC) analysis to characterize molecular interaction(s) between this signaling protein and the puta-
tive carbon skeleton effectors. The results showed that among the carbon skeletons selected, 2-OG and OAA 
were able to synchronously increase root GS activity and OsGlnB transcriptional abundance, and 2-OG and 
ATP contents were also accordingly enhanced. Homolog modeling and molecular docking simulation indicated 
effective interactions of OsGlnB-ATP-Mg2+ complex with 2-OG and OAA, rather than PRY. ITC results well 
agreed with those of molecular docking simulation, revealing the higher binding constant (Ka) of 2-OG than 
OAA and no thermal effect observed from PYR-OsGlnB interaction. The present study suggested the binding 
of carbon skeleton effector with 2-OG-sensing protein was required for the carbon-signal regulation of rice root 
ammonium assimilation.
Key words: OsGlnB; carbon skeleton effectors; isothermal titration calorimetry; root ammonium assimilation; 
rice (Oryza sativa)
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