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1. 低植酸高铁水稻

该课题的研究思路与框架已基本在上一期的报告中总结。本阶段的主要工作是繁种，此外，还找到了几个纯合体株系重点繁种。原计划在华家池农场及紫金港一楼网田得到足量种子用于铁和植酸含量的分析及其他生理实验，收获种子时发现计划失误，种子不够。在实验室709突变体的铁素含量分析的实践中说明，要满足种子中（包括糙米、精米）铁含量的测定。每个株系至少需要200g 种子，以20克每1000粒种子、500粒种子每株（大田种植）计算，那就需要20株水稻苗用于繁种。而，这20株苗只是用于满足铁含量分析的需要，加上其他实验，可能每个株系至少需要繁种25-30株（如考虑测铁一次不成功，比较保险的办法是40－50株）。

经过种子分离实验，鉴定出了纯合体单株有C1-1(11/11)、C1-3(10/10) 、C6-4(12/12)、C8-1(8/8)、C8-2(8/8)、C8-3(15/15)（C代表HIPj2转化载体pLU21,括号中是分离的liberty抗性比例）。以上述6个单株及C1－C9由核农所吴殿星教授到海南繁种（11.25送种）。

另外，对转基因苗的RT分析得到部分株系ferritin基因的表达确实具有胚乳特异性（见附图1），在国际水稻所对少量糙米铁含量分析显示转基因种子铁含量都高于对照，由于未有重复，故不好做分析(数据见附表1)。

从目前的经验看，转基因苗的繁种工作确实是很重要的工作，马虎不得！由于繁种量较大，故前期的株系选择就特别重要。所以在T0、T1代时就要做好表型、RT分析、纯合体鉴定等工作。从中找出3-5个较好的纯合体株系用于大量繁种。这样，既可以保证繁种的质量，又可以减少浪费在繁种上的不必要的时间和工作量。

2. 铁代谢关键基因的调控

在上一期根据现有文献提出的可能参与水稻铁代谢的几个关键基因的基础上。我们利用实验室的709突变体的芯片数据提供的信息，聚类分析得到一批新的可能参与水稻体内铁的动态平衡的转录因子及功能基因结合709突变体作进一步的研究。应该说，这次选取的基因更有针对性。且结合了709突变体，也更有可能产生可视的表型，便于研究。由于基因较多，我们主要采取了基因敲除（RNAi）的手段做转基因。同时利用了gateway体系构建载体[1]。

2.1 前一批载体目前已经得到转基因种子或正处于转基因后期，详细情况见表1。

	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

	pLU11
	pTF101.1
	2.3GluB-1 promoter
	Gmfer
	T0种子

	pLU12
	pTF101.1
	2.3GluB-1 promoter
	Pvfer
	T0种子

	pLU13
	pTF101.1
	2.3GluB-1 promoter
	GUS
	T0种子

	pTF101-ubi-NAS
	pTF101.1
	ubi
	OsNAS1
	分化

	pTF101-ubi-NAAT
	pTF101.1
	ubi
	OsNAAT1
	分化

	pTF101-ubi-IRT
	pTF101.1
	ubi
	OsIRT1
	分化

	pTF101-ubi-YS
	pTF101.1
	ubi
	OsYSL2
	分化

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

	bHLHL-GFP
	pC1390-GFP
	ubi
	OsbHLHL
	构建中

	pLU40-fer
	pLU11
	ubi
	Gmfer+Pvfer
	T0种子


2.2 尼克酰胺（NA）相关基因表达的研究

NA是一类广泛存在于植物体内的金属螯合物，它由三分子的S-腺苷甲硫氨酸(SAM)合成而来（见图一）[2]。而在以水稻为代表的禾本科植物中，NA又是合成高铁载体MAs的前体。由此可见，水稻中NA的合成与分布在植株体内铁的动态平衡中起着非常关键的作用[3]。而709突变体naat基因的突变恰恰导致了水稻植株中NA的合成和分布都发生了很大的变化，这一变化也很有可能是导致突变体表型的根本原因。因此研究水稻中NA的三个合成酶基因的表达模式，特别是结合709突变体进行研究，将是一个有效的手段。

我们准备分别在野生型日本晴和709突变体中超表达和干涉OsNAS1/ OsNAS2/ OsNAS3，以及这三个基因的promoter-GUS载体在两种水稻中的表达分析来进一步研究水稻中NA的功能(载体框架在PPT中)。

目前进展：OsNAS的5个（包括NAS1、2同源和NAS1、2、3同源）gateway RNAi载体构建完成，可转基因。OsNAS1、2的超表达载体已构好，可做转基因，OsNAS3的cDNA得不到PCR条带，等KOME cDNA来了之后再构。Promoter-GUS载体还在构建中。
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2.3 几个bHLH类转录因子在水稻铁动态平衡中的作用

到目前为止，bHLH转录因子在植物铁平衡调控中起作用的例子有：番茄中的Lefer[4]和它在拟南芥中同源性最高的AtbHLH29[5],它们都参与了strategy I铁吸收的调控，受它调控的基因有IRT和FRO等基因。拟南芥中最新的研究又发现了两个bHLH（AtbHLH38 and AtbHLH39）与AtbHLH29共同调控strategy I的AtFRO2和AtIRT1的缺铁诱导表达[6]。水稻中也报道了一个bHLH（OsIRO2）[7]，该基因在缺铁胁迫下，地上部和地下部都强烈诱导表达。通过凝胶迁移率（Electrophoretic Mobility Shift Assay, EMSA）发现了它的特异结合序列G-box (5‘-CACGTG-3‘)序列，并且在很多铁代谢相关基因的启动子区域发现了该G-box.。我们实验室的芯片结果中也发现了几个bHLH转录因子与缺铁表现较高的协同性。根据其Tigar数据库中的基因编号命名为bHLH370(AK073385，即为IRO2)、bHLH210(AK068704)、bHLH290(XM_472244)。

我们准备构建这三个bHLH基因的RNAi载体，分别转化日本晴和709。

目前进展：bHLH370的gateway RNAi载体已构好，可以做转基因，bHLH210和bHLH290用普通pBSSKin法，还未连到 pC 1300终载体中。
2.4 几个可能参与Fe和Pi互作的基因的研究

由于709突变体在缺磷条件下能够恢复表型，于是我们推测Pi信号在铁代谢过程中起到一定的作用。那么，缺磷信号是通过怎么样一个机制来参与铁代谢的调控的呢？709突变体正好为研究这一问题提供了很好的材料。同样，我们选取了几个与缺铁与缺磷处理表现协同性的几个基因分别在日本晴和709突变体中做RNAi，期待能从中找到在这一互作过程中的关键因子。这些基因有：PAP540（AK100363）、PHI970（AK063454）、PRI1（AK067556）。

目前进展：PAP540和PRI1的gateway RNAi载体已构好，可以做转基因，PHI970用普通pBSSKin法，还未连到 pC 1300终载体中。

2.5 利用酵母异源互补实验研究OsYSl15的功能

根据现有的文献信息可以推测水稻中的OsYSL15负责水稻从土壤中特异吸收转运Fe(III)-PS复合体[8]。而709突变体能够在EDTA-Fe(III)中正常生长，使得我们推测OSYSL15也能够转运吸收EDTA-Fe(III)，同时在结构上EDTA与DMA的相似性进一步提高了这一推测的可能性。为证明这一假说，我们采用了酵母双突变体fet3/fet4体系[9]。

FET4和FET3分别是酵母高亲和与低亲和两套铁吸收系统的关键基因。当这两个基因都发生突变时，酵母就不能在缺铁的培养基中生长，而当在该酵母双突变体fet3/fet4中表达铁转运体时，就能够补偿FET4和FET3的功能。因此，fet3/fet4酵母突变体是检验一种蛋白是否具有铁转运功能的快速有效的方法[9]。

我们准备在fet3/fet4酵母中表达水稻YS基因，然后将该转化酵母接种在提供不同铁源的培养基中生长，来验证YS基因的底物特异性。

目前进展：酵母双突变体fet3/fet4菌株由David J. Eide博士馈赠。酵母相关protocol已准备好，所需药品均已准备好。计划首先利用酵母空表达载体pFL61和pIRT-1做一次预实验。正好利用这段时间构建YS的表达载体，而由于2 kb的OsYSL15一直未能得到PCR条带，我们还克隆出了玉米ZmYS1[10]的cDNA作为备选。
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Appendix

	Entry No.
	SOURCE
	Fe (mg/kg)
	Zn (mg/kg)
	Al (mg/kg)

	XS 110
	China 
	15.00 
	12.00 
	6.20 

	XQ2B
	China 
	17.00 
	20.00 
	5.90 

	HIPJ1
	China 
	12.00 
	8.80 
	7.10 

	HIPJ2
	China 
	13.00 
	12.00 
	6.00 

	HIPi1
	China 
	16.00 
	11.00 
	10.00 

	A1-1
	China 
	16.00 
	17.00 
	4.70 

	B5-1
	China 
	18.00 
	20.00 
	13.00 

	C4-1
	China 
	20.00 
	23.00 
	7.70 

	C5-1
	China 
	17.00 
	26.00 
	6.10 

	C6-1
	China 
	18.00 
	24.00 
	13.00 
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Figure1，Soybean ferritin gene specifically express in rice seed under the rice endosperm specific promoter GluB-1





Table1，several metal(Fe/Zn/Al) content of the ferritin gene transgenic and nontransgenic rice seeds. 





图1：尼克酰胺（NA）的合成
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