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本进展报告将分为水稻铁强化和质子泵两个部分。所有本研究过程构建的载体及其转基因植株的情况列于表1。
1. 水稻铁强化


1.1 低植酸高铁水稻

1.1.1 引言： 该项目是基于由浙江大学核农所舒庆尧实验室提供的由辐射诱变筛选得到的低植酸水稻品种（亲本为秀水110）启动的。水稻等谷物中的高植酸含量被认为是谷物中营养成分（特别是铁、锌等微量元素）低吸收、利用率的主要原因，因此本项目所采用的低植酸水稻品种具有潜在的提高营养元素的吸收利用效率的功能。而本项目的主要目标则是通过转基因的方法在水稻胚乳中特异提高大豆铁蛋白基因的表达，提高水稻种子特别是食用的胚乳部分的微量元素铁的含量。结合原有水稻品种的低植酸的特性，从而得到的低植酸高铁水稻品种能够极大地提高水稻中铁的生物有效利用率（Bioavailability）。

1.1.2 材料与方法：低植酸水稻品系
HIPj1,HIPj2,带有转化载体pLU11的农杆菌EHA101/pLU11转基因采用农杆菌介导的水稻转化法（参照实验室protocol，筛选标记为抗除草剂的Bar基因，筛选浓度为2mg/L bialaphos）。

1.1.3 目前进展及下一步的安排：载体pLU11转化HIPj1,HIPj2两个品系的转基因水稻的各8个株系的T1代种子以从海南繁回，目前分别取了四五个株系继续繁种，希望在F2代可以有足量的种子用于生理实验分析。生理实验分析应该包括种子植酸含量和铁含量的测定，有可能的话还可以测定植酸铁与铁蛋白中的铁的分布。

需要指出的是其中HIPj1品系的转基因种子基本不能发芽，而HIPj2品种的转基因种子发芽率较高（此后我又做过亲本XS110与HIPj1,HIPj2两个品系的30颗种子的发芽率比较，分别为70％，30％，30％），而HIPj1,HIPj2两个品系的转基因水稻种子的发芽率大概在0-10％，70％左右。这里所描述的数据应该还不属于预实验的数据，还要在下一代时进一步确认，如果下一代该现象依然稳定，试图解释它。如何解释？？

1.2 铁代谢关键基因的调控。

1.2.1 引言： 通过转基因的方法结合调控水稻铁的吸收、转运与铁在水稻种子中的聚集最大限度提高水稻种子中铁含量是本课题的最终目标。通过现有的关于水稻铁代谢相关基因的研究情况，我们选取了部分关键基因作为候选基因，通过这些基因的超表达转基因植株的生理（特别是铁代谢相关的生理）的分析，找到可以提高水稻铁的吸收、转运的关键基因。然后结合胚乳特异表达铁蛋白基因，最终达到铁素在水稻种子中的富集的效应。

1.2.2 材料和方法 ：

1.2.2.1 基本载体： 在原有基本载体pTF101.1的基础上，利用多克隆位点的EcoRI和PstI分别导入nos终止子和ubi启动子，得到pTF101-ubi基本载体（图1），在Pubi之后有SmaI和BamHI克隆位点用于外源基因的插入。

1.2.2.2 Ferritin（铁蛋白）基因

铁蛋白（ferritin）是一种广泛存在于动、植物和细菌中的铁贮藏蛋白，由24个同源或异源的亚基组成，分子量为450个kDa, 在每个铁蛋白的中心可贮藏4500个铁原子，各种生物的铁蛋白的氨基酸序列有所不同，但其结构和贮藏铁元素的能力是相同的。铁蛋白在生物体内有二种作用，一个是为合成铁氧化还原蛋白或细胞色素等铁贮藏蛋白提供铁素，另一方面是用于铁/双氧反应去除游离氧。其中第一个作用就是对提高植物种子中贮藏铁的含量很有意义。Goto等[1]选用了大豆的铁蛋白基因进行转基因研究，通过在水稻胚乳中特异表达大豆铁蛋白得到了铁含量提高达3倍的水稻品种，Lucca 等[2] 和 Vasconcelos等[3]也报道了类似的实验结果。而ferritin 基因的组成型表达对于提高植物铁的吸收也有一定的效果[4]。因此，在ferritin的应用上，一方面利用胚乳特异表达启动子驱动ferritin的表达，另一方面，在种子发育之前利用ferritin的超表达得到提高铁的吸收与转运。

1.2.2.3 [image: image1.wmf] 

OsNAS1（尼克酰胺合成酶基因）

该基因所编码的蛋白负责催化3分子的S-腺苷甲硫氨酸（SAM）合成尼克酰胺（NA），如图一所示。

首先，NA是合成水稻高铁载体MAs的前体，提高NA的合成就相当于提高了MAs合成反应的底物浓度，根据化学动力学原理，将提高产物MAs的生成量。而MAs量的增加将有利于水稻对Fe(III)的吸收。

其次，NA又可以在植物体内与铁等微量元素形成螯合物从而使得铁以Fe(II)-NA或Fe(III)-NA的形式在植物体内进行运输，因此，NA量的增加将有利于铁在水稻中的转运[5]。

此外，由于NA在植物体内的重要作用，它的量的改变也可能有其他表型的出现。新近发现NA具有抗高血压、高血脂等的作用[6]，因此它在水稻种子中量的增加是否也是适合于“三高”患者食用的健康大米呢。

1.2.2.4 OsNAAT1（尼克酰胺氨基转移酶基因）

该基因负责编码催化NA脱氨的反应（见图一所示），而该反应是高铁载体MAs合成的限速反应。
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该基因的超表达将直接提高MAs的合成量，从而有利于水稻对Fe(III)的吸收效率。有人将大麦的NAAT基因组片断转入到水稻基因组中得到的转基因水稻在石灰质土中具有更强的耐低铁能力[7]。作者认为是由于大麦中的NAAT基因的表达量和低铁条件下的诱导性都显著高于水稻，才导致了转基因水稻吸收Fe(III)的效率显著提高。

此外，水稻对铁素的吸收机制兼有机制一和机制二的存在，即，既具有上述的禾本科中常见的以麦根酸类Fe(III)铁载体的方式吸收铁素，又能以机制一的形式直接吸收Fe(II)[8, 未发表]。因此，水稻中的NAAT基因的功能不同于一般意义上的大、小麦等禾本科植物，由于水稻的根系基本生长在淹水环境下，其铁素很大程度上是以Fe(II)的形式吸收的。因此，负责Fe(III)吸收的机制二可能出现退化的趋势，而NAAT基因又正是机理二的关键基因。故水稻中NAAT基因的功能的研究就具有相当的意义。而本实验室发现的水稻NAAT基因突变体（程龙军等，未发表）也为这一研究提供了很好的材料。

1.2.2.5 OsIRT1基因（水稻Fe(II)转运体基因）

该基因负责水稻根系从外界环境中转运Fe(II)进入胞内的功能[8]，前边提到水稻主要以Fe(II)为主要吸收形式，故该基因的功能在水稻铁素吸收中应该非常重要。

水稻的OsIRT1存在一同源基因，OsIRT2[8]，二者在功能可能存在一定的冗余。该基因的敲除转基因水稻已有实验室得到（？？？），但转基因材料的表型还未有报道。另一方面，机制一植物中IRT基因表达情况的研究表明，IRT的表达在转录和翻译水平都受到严格的调控。这样就使得它的超表达转基因水稻可能并不容易得到。
在后期研究中，我们希望能对水稻中铁素吸收相关得OsIRT1、OsIRT2及OsNAAT1的功能进行进一步阐明，研究过程将结合OsNAAT1突变体和转基因做进一步的研究。

1.2.2.6 OsYSL2基因（水稻Fe(III)转运体基因之一）

YS（全称yellow stripe，即黄色条纹）是一类基因的总称。第一个YS基因是玉米中发现的ZmYS1[9]，该基因的突变体在正常铁供给条件下表现出叶片出现黄色条纹的缺铁性状，因此得名。研究发现该基因负责根系转运高铁载体与Fe(III)的复合体进入植物胞内得功能，是属于机制二的功能。早期人们认为该基因是禾本科特有的，而后发现该基因家族广泛存在于植物基因组中，在单子叶植物中也参与了铁在体内的转运及其他微量元素的转运[10]。在水稻基因组中已发现了18个YS类基因，命名为OsYSL1－18，现有研究表明OsYSL2参与了水稻灌浆期铁素由叶片等部位向种子中运输的转运[11]。因此认为它的超表达，将有利于种子发育期铁在其中的积累，它的超表达与铁蛋白的胚乳特异表达是否有叠加或是拮抗效应都是我们感兴趣并可能得到的信息。

1.2.2.7 OsNramp7基因（水稻的又一种铁转运体基因）

Nramp（natural resistance-associated macrophage protein）是一类最早在哺乳动物中发现的基因。它们往往与抗病性以及微量金属元素的吸收等相关。后来在植物中也发现了同源性非常高的Nramp基因，其中很大一部分都与铁的转运相关[10]。在水稻中发现了8个Nramp基因[12]，而其中的OsNramp7基因与拟南芥的AtNramp3和AtNramp4基因同源性较高，而这两个基因主要负责在种子萌发时将液泡中储存的铁转运到胞液中用于植物早期对铁的需求[13]。因此该基因有可能参与胞内铁分布的平衡。它的过量表达有可能使得植物细胞中特别是种子中的铁在铁蛋白储存的同时也在液泡中储存，进一步提高水稻铁的吸收。

1.2.2.8 OsbHLHL1基因（水稻的一个bHLH类转录因子，可能调控水稻铁代谢）

bHLH是一类具有basic-helix-loop-helix结构的转录因子大家族，在拟南芥中就有160多个bHLH基因[14]，水稻中也有差不多数量的bHLH基因的存在，由于该超家族成员数的庞大，功能也是多种多样的。
到目前为止，在铁的吸收代谢中仅发现了一个起调控作用的转录因子便是bHLH基因Lefer，该基因最初在番茄中发现[15]，目前已知道它参与了调控在Fe(II)吸收中起重要作用的IRT和FRO基因的表达。之后又在拟南芥中发现了与Lefer同源性最高的AtFRU也有相类似的功能[16]。

于是我们就想知道水稻中是否也会存在Lefer的同源基因呢？通过Lefer和AtFRU对水稻基因数据库的Blast比对，我们找到一个同源性最高的bHLH，命名为OsbHLHL1基因，它与Lefer氨基酸序列相同性为25％，相似性为35％。与AtFRU氨基酸序列相同性为26％，相似性为39％。这样的同源性和相似性与Lefer和AtFRU之间的46％和60％相比，偏低，但是从三者的进化关系看还是正常的。而从NAAT突变体的基因表达芯片数据上看，OsbHLHL1的表达与铁吸收代谢密切相关，突变体在Fe(III) 和Fe(II)条件下（即有突变表型和无突变表型），OsbHLHL1的表达上调25.8倍。因此，我们认为OsbHLHL1在水稻中的功能很有可能与铁代谢相关。另一方面来看，由于水稻铁代谢机理与拟南芥等单子叶植物有很大不同，因此，阐明OsbHLHL1在水稻中的功能具有很大的意义。我们将通过转基因手段得到该基因的超表达及干涉植株，对其生理及分子分析，结合promoter-GUS和GFP载体对其表达模式和亚细胞定位，从而得到该基因的可能功能信息。

另一方面，该基因有可能对Fe(II)的吸收起到调控表达的作用，我们也可能通过它的超表达结合胚乳特异表达铁蛋白基因进一步提高铁素在水稻胚乳中的积累。

2. 质子泵

2.1 引言： 在植物细胞中有三类能够形成质子浓度梯度的质子泵基因，分别为：分布在质膜上利用裂解ATP得到的高能磷酸键能将质膜上运输到胞外的质膜ATP酶（P-ATPase）；分布在液泡漠上同样利用裂解ATP产生的高能磷酸键能将胞液中的质子转运到液泡中的液泡ATP酶（V-ATPase）；以及主要分布在液泡膜上的利用焦磷酸裂解产生的能量将胞液中的质子转运到液泡中的质子焦磷酸酶（H+-Ppase）[17].

其中H+-Ppase由单个基因编码，且对于维持胞液中的质子浓度的稳定的重要作用，已被用于基因工程提高植物抗旱、抗盐的应用研究。在拟南芥中的研究已经取得了较好的效果[18]。我们通过同源比对在水稻中找到了编码该基因的序列，我们认为通过该基因的上调表达将有利于提高水稻的抗旱、抗盐能力。另外，在植物对待高盐离子浓度环境时起作用的Na+/H+反质子泵与质子泵的结合上调表达将可能最大限度地提高植物抗盐（Na+）能力。这就涉及到OVP和OsNHX1两基因的结合。

此外，2005年AVP基因（OVP在拟南芥中的同源基因）的研究又有了新的进展。Li 等[17]报道了拟南芥的AVP基因除了维持液泡pH值的功能外，还控制生长素在植物中的运输，从而调控植物生长素依赖性的一系列发育功能。拟南芥avp突变体地上地下部分均表现为发育异常。而AVP基因的超表达植株则细胞分裂增加，根和叶片都明显大于野生型植株。之后，Park等[19]又报道了上调AVP基因的表达能够提高植物的抗旱能力。这又为OVP的研究提供了一个新的突破方向。对于OVP基因的超表达及突变体植株与生长素相关生理与分子方面的分析将为我们提供一定的信息，是否有必要继续该课题。

2.2 目前进展： 我们所用的超表达转基因载体是在pB004的基础上构建的，启动子为35S（图2）。我们在日本晴和中花11两个品种上做了转基因，最终得到了日本晴3株系，中花11 4株系，通过OVP基因的RT-PCR检测仅有中花11的line9表现出OVP显著增强表达（图3）。目前我们重点是繁得足够量的line9超表达株系，同时保留其他株系若干，适量繁种。

由于在Tos17的突变体库中发现了该基因的插入突变体（编号：T10221T），我们得到了种子20颗。现正在繁种（注：由于部分种子早期生长不好，目前仅剩2-3株在一楼实验地中，且不太健康）。目前的工作是尽可能使得这几棵苗存活下来并收到种子。

2.3 后续计划：该课题目前处于等待种子材料阶段，估计要到10-11月才能收到种子。其中要做的一个工作是将转基因植株line9与先前得到的OsNHX1转基因植株的杂交。按计划得到种子后交由刘士平做生理实验。估计要做的生理实验有抗盐、抗旱实验。同时我认为先做水稻中生长素响应的标记基因做RT-PCR（实验室已有10多对相关引物），得到有用信息后再做激素处理试验。
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	表1 . 各个转基因载体的构建和进展

	载体编号
	基本载体
	启动子
	目的基因
	目前进展

	pLU21
	pTF101.1
	1.3GluB-1 promoter
	Gmfer
	已有转基因苗

	pLU22
	pTF101.1
	1.3GluB-1 promoter
	Pvfer
	已有转基因苗

	pLU23
	pTF101.1
	1.3GluB-1 promoter
	GUS
	已有转基因苗

	pLU11
	pTF101.1
	2.3GluB-1 promoter
	Gmfer
	分化阶段

	pLU12
	pTF101.1
	2.3GluB-1 promoter
	Pvfer
	分化阶段

	pLU13
	pTF101.1
	2.3GluB-1 promoter
	GUS
	分化阶段

	pTF101-ubi-NAS
	pTF101.1
	ubi
	OsNAS1
	即将开始转化

	pTF101-ubi-NAAT
	pTF101.1
	ubi
	OsNAAT1
	即将开始转化

	pTF101-ubi-URT
	pTF101.1
	ubi
	OsIRT1
	构建中

	pTF101-ubi-YS
	pTF101.1
	ubi
	OsYSL2
	构建中

	pTF101-ubi-Nramp
	pTF101.1
	ubi
	OsNramp7
	构建中

	pC1390-ubi-bHLHL
	pC1390-ubi
	ubi
	OsbHLHL
	构建中

	bHLHL-GFP
	pC1390-GFP
	ubi
	OsbHLHL
	构建中

	bHLHL-RNAi
	pC1300
	ubi
	OsbHLHL
	完成构建

	bHLHpro-GUS
	pBI101.1
	自身启动子
	OsbHLHL
	完成构建

	pLU40-fer
	pLU11
	ubi
	Gmfer+Pvfer
	分化阶段
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图一1：Mas的合成途径（Takahashi, M., et al. 2003）





图2： pTF101-ubi 载体图





























图3：OVP基因的RT-PCT的初步结果。注：mt-1, mt-2为Tos17 ovp突变体的两个单株；CK为中花11野生型；Ox-5,Ox-7,Ox-9分别为中花11的三个OVP超表达转基因株系。
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