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研究背景——铵态氮吸收的重要作用

氮磷钾是植物三大必需营养
元素

茶Tea（Camellia sinensis）

生化成分指标：游离氨基
酸、茶多酚、咖啡碱、氮浸
出物

氮素吸收方式：根系吸收为
主

吸收形态：铵态氮和硝态氮

（茶园酸性土壤）

偏好性：喜铵耐铵特性

卡尔文循环 磷酸烯醇式丙酮酸

三羧酸循环

GOGAT谷氨酸合成酶 GS谷氨酰胺合成酶 NR硝酸还原酶 NIR亚硝酸还原酶

CO2

硝态氮NO3
-/铵态氮NH4
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Li Wei et al., SCI PER, 2017.

AMT铵转运蛋白（Ammonium transporter）

研究背景——茶树吸收NH4
+-N以铵转运蛋白介导为主



➢ 属于铵转运蛋白/甲胺通透酶/恒河猴蛋白超家族（Amt/Mep/Rh）

铵转运蛋白Ammonium transporter（Amt）：细菌、古菌和植物

研究背景——铵转运蛋白家族AMTs

真核生物
Eukaryota

绿色植物
Viridiplantae

真菌
Fungi

多细胞动物
Metazoa

节肢动物
Arthropoda

细菌
Bacteria

古菌
Archaea

共计

192 32 97 43 38 805 56 1068

➢ 结构域非常保守，序列保守，同源三聚体，400-

500个氨基酸的疏水蛋白，11~12个假定跨膜区域

➢ 拟南芥AMT家族成员：AtAMT1.1-5和AtAMT2

➢ 茶树AMT家族成员：CsAMT1.1-4和CsAMT3.1



CsAMT1.2 is targeted to the plasma membrane

Zhang et al. Identification of regulatory networks and hub genes controlling nitrogen uptake

in tea plants [Camellia sinensis (L.) O. Kuntze]. J. Agric. Food Chem, 2020

研究背景——CsAMT1.2亚细胞定位



研究背景——AMT在质膜上的分布

Benjamin Neuhäuser et al. Switching substrate specificity of AMT/MEP/Rh Proteins. Channels, 2014



➢ 闪烁古生球菌A. fulgidus 的Amt单体伪双重对称；C末端区域高度保守，可以作为

单体间传输事件的变构开关。

➢ 膜外侧底物结合位点由两个保守残基Trp 137和Ser 208，及底部的Phe 96侧链组成；

➢ 可能机理：底物与Ser 208的Oγ形成氢键，与Trp 137的吲哚发生阳离子相互作用；

➢ 两个苯丙氨酸（Phe ）阻断了疏水通道，但其柔性较大，转运时发生变构。

➢ 1对组氨酸（His）在疏水通道中，与去质子化有关。

Andrade et al. The Amt/Mep/Rh family of ammonium transport proteins(Review). Mol. Mem. Bio.,2007

研究背景——AMT1结构特征与运输机理



A. 野生电流型：NH3与H+共运输

B. 野生电流型：NH3运输，伴随
H+传递（未知）

C. Ec AmtB一对组氨酸突变
导致K+运输

D. AtAMT1;2亚基界面突变
导致 NH3净运输

Benjamin Neuhäuser, et al. Switching substrate specificity of AMT/MEP/Rh Proteins. Channels, 2014

W Trp色氨酸
Y  Tyr酪氨酸
F Phe 苯丙氨酸
D Asp天冬氨酸
A Ala丙氨酸
S Ser丝氨酸
H His组氨酸

研究背景——AMT1结构特征与运输机理



➢ 分析CsAMT1.2序列特征及生物学功能

➢ 预测CsAMT1.2蛋白结构和关键位点

研究背景——研究目的



CsAMT1.2特征分析——多序列比对



CsAMT1.2特征分析——系统发育树



与氮调控蛋白 P-II 同系物GLB1基因

相邻，共表达；与尿素跨膜转运体
DUR3基因相邻，共表达；与谷氨酸
合酶1 GLT1基因相邻，基因同现

CsAMT1.2特征分析——AtAMT1.2结构域及蛋白相互作用



➢ 西红柿LeAMT1.2共514aa，

11Helical

➢ 表达部位：根毛和叶

➢ 诱导：

铵供应或固氮菌定殖

被根中谷氨酰胺供应下调

光照下高表达
氮调控蛋白 P-II 同系物GLB1

亚硝酸还原酶nil

谷氨酰胺合成酶GS  gts1   LOC544275

CsAMT1.2特征分析——LeAMT1.2特征及蛋白相互作用



CsAMT1.2特征分析——序列特征

C端有1个无序区和极性区，可能与转运底物在单体间转移有关

跨膜螺旋7个还是11个？



➢ AtAMT1.1-3负责90%的高亲和

铵离子吸收。

➢ AtAMT1.1和AtAMT1.3表皮

➢ AtAMT1.2皮层和内皮层凯氏带

➢ AtAMT1.2在根中高表达

➢ 在18-26位点有丝氨酸多聚体

➢ 与铵、甲胺转运有关

➢ 受线虫影响拟南芥根系中AMT1s的分布与功能

表皮 中柱鞘皮层 内皮层

木
质
部

Yuan et al., 2007; Benjamin Neuhäuser et al., 2014

CsAMT1.2特征分析——在根系中的分布预测



CsAMT1.2遵循根特异性表达模式，在短时间内（2 h，6 h）可以被N供

应极大地诱导

CsAMT1.2特征分析——特异表达

Zhang et al.,  Gene, 2018



铵转运体结构域，11个跨膜螺旋，

C端1个无序区，易改变构象

CsAMT1.2结构预测——疏水性与跨膜预测



CsAMT1.2结构预测——三维结构预测Phyre2



预测质量 无序区域 突变敏感性

CsAMT1.2结构预测——三维结构预测Phyre2



➢ 3个亚基
➢ 11个跨膜螺旋
➢ TM4 和TM5之间有2个beta折叠

CsAMT1.2结构预测——三维结构预测Phyre2



CsAMT1.2结构预测——结构关键位点

➢ 找到了关键位点：1对苯丙氨酸门控Phe142和Phe266，
1对组氨酸His214和His381（咪唑环带极性正电荷，可
以传递质子）

关键位点



His381His214

Phe142 Phe266

CsAMT1.2结构预测——位点保守性和突变敏感性



CsAMT1.2结构预测——关键位点突变模拟

His214→D（Asp）
His381→E（Glu）
间隙变小，不易变构
极性负电荷，不能传递质子



结论

 CsAMT1.2在根中特异表达，属于高亲和力铵转运

系统，被氮素供应诱导

 CsAMT1.2蛋白嵌入细胞质膜上，有3个亚基，每

个亚基由11个跨膜螺旋构成， Phe142和Phe266以

及His214和His381是关键位点，但运输机理尚不

明确
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