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一个响应土壤缺铁拟南芥突变体的分离及鉴定
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摘  要：铁是植物生长发育必需的一种微量元素，但土壤中植物可直接吸收利用的铁非常有限。缺铁使作物生

长受限，进而影响人类膳食健康。植物体能通过调节一系列基因表达的变化来响应缺铁，但目前对该调控系统的研究

仍不完善。CYP82C4(At4g31940)是拟南芥中一个强烈响应缺铁的基因，本研究将该基因启动子连接荧光素酶报告基因

LUC2并转化拟南芥，进一步通过 T-DNA的随机插入得到一个响应缺铁信号的突变体库。通过筛选该突变体库，我们

得到一个强烈响应缺铁信号的突变体 L22-8。和野生型相比，正常情况下 L22-8地上部和地下部内源 CYP82C4的表达

量均显著增高，缺铁处理时其地上部表达量仍高于野生型，而地下部则不明显。定量结果显示 FIT，bHLH38和 bHLH39

等植物铁代谢关键调控因子的表达发生了显著变化，但植株总铁、磷、锌的含量较野生型并没有显著区别，表明该

T-DNA 的插入虽影响了植株对缺铁胁迫的响应，但并不直接作用于植株对铁的吸收、转运上。反向 PCR 分析发现

L22-8 的 T-DNA 插入位点位于 At3g51950 和 At3g51960 之间，且这两个基因的转录表达在正常生长条件下均略低于

Col-0。基因互补实验发现仅有 At3g51960能部分互补 L22-8的荧光信号，表明 At3g51960基因的表达影响了 CYP82C4

对缺铁胁迫的响应。本研究进一步扩展了植物吸收利用铁的分子调控网络，为分子育种工作提供了指导。 
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中图分类号：Q945.1     文献标识码：A

铁是动植物生长必需的、需求量最大的微量营养

元素[1]，在高等植物的光合作用和呼吸作用等多种生

命活动中起非常重要的作用[2]，同时也是许多功能蛋

白的重要辅助因子[3]。植物缺铁会导致作物产量和品

质的降低，危害人体的营养健康，如人体贫血的一个

常见原因就是铁元素的缺乏。虽然铁在地壳中的含量

丰富，但因为铁元素大多以 Fe3+ 的形式存在，在中

性和碱性土壤中的溶解度极低，从而限制了土壤中铁

的有效性，使得植物生长易受缺铁的限制[4-5]，随着

土壤盐碱化程度加剧，植物缺铁现象愈发普遍。因此，

阐明植物体内铁平衡机制、通过育种工作提高植物体

内铁含量有益于促进农业发展和人体健康[6-7]。植物

在长期的进化过程中，演化出一套完整的铁吸收、转

运的分子调节系统。根据植物对铁吸收机制的不同，

分为两大类：非禾本科植物所采用的机理Ⅰ，及禾本

科植物所采用的机理Ⅱ[8]。其中机理Ⅰ又可分为 3个

组成部分，即 H+-ATPase 泵系统、Fe3+ 还原系统和

Fe2+ 转运系统。一些 H+-ATPase(HA)基因，如拟南芥

中的 AHA2 基因的表达，能通过 H+-ATPase 作用将

H+ 分泌到质外体 [9]。功能缺失突变体的分析发现

AHA2 是引起缺铁诱导根际酸化的主要成员[10]。H+ 

的分泌可以降低土壤 pH，提高土壤中铁等营养元素

的溶解性[11]，通过根细胞质膜上的铁离子螯合还原酶

(ferric-chelate reductase oxidase，FRO)和与之偶联的

NADPH 脱氢酶，如拟南芥中的 Fe3+ 螯合还原酶

FRO2将 Fe3+ 还原为 Fe2+[12]，再通过一系列铁转运蛋

白(iron-regulated transporter，IRT)，如拟南芥中的

IRT1 将还原的 Fe2+ 转运到细胞内[13]，之后通过其

他的一些转运载体运送到植物各个细胞器或器官中

供机体利用。采用机理Ⅱ的禾本科植物可在根部合

成高铁载体(Phytosiderophores，PS)如麦根酸类物质

(mugineic acid, MA)并分泌到土壤中，这类物质对

Fe3+具有很高的亲和性，可以促进低铁环境下根际铁

的活化。Fe3+-PS螯合物经 YS1(YELLOW STRIPE 1)

和 YSL(YELLOW STRIPE1-like)转运载体吸收至胞

内，再释放出 Fe3+ 供代谢利用[14]。 

近年来的转录组和分子遗传学分析鉴定得到了

一系列与植物铁吸收利用相关的基因和蛋白，如非禾
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本科植物铁吸收的重要调控基因 FIT 和 FER。FER

首次在番茄中被鉴定出来，其编码一个 bHLH转录调

控因子[15]；当环境中铁浓度过低时表达增强，过高

时则在转录后水平上受到抑制 [16]。拟南芥中的
FIT(FER-like iron deficiency-induced transcription 
factor)是番茄 FER 基因的同源基因,主要在根部受缺

铁胁迫诱导表达，且只在缺铁胁迫下，才能激发上下

游基因的相互作用[7]。FIT 可以与 bHLH 蛋白家族

(AtbHLH38、AtbHLH39、AtbHLH100、AtbHLH101)

形成异源二聚体，有效诱导 IRT1 和 FRO2 基因的表

达，从而提高植物对缺铁胁迫的耐受性[17-18]。有研究

证实，bHLH转录调控因子 ROREYE(PYE)在缺铁条

件下对根的生长起重要作用，PYE 负调控植物体内

铁平衡相关基因的表达[19]。bHLH34、bHLH104 与

bHLH105 能够形成同源二聚体或异源二聚体，激活

bHLH38/39/100/101和 PYE的转录表达，进而激活下

游铁吸收及转运相关基因的表达，bHLH104 与

bHLH105可与铁吸收负调控因子E3泛素连接酶BTS

相互作用，以此防止植物对铁的过量吸收[6,20-21]。虽

然前期研究已经得到了 FIT 等众多铁代谢相关的调

控基因和蛋白，但仍有很多响应土壤铁含量变化的基

因功能未被阐明，特别是一些用来维持植物体内铁稳

态的负调控因子，仍需进一步探索[3,7,14] 。 

CYP82C4 编码细胞色素 P450 (CYTOCHR-

OMEP450)蛋白，能够强烈响应缺铁胁迫。细胞色素

P450基因家族成员 CYP82C4、CYP82C3(At4g31950)、

CYP71B5(At3g53280)均属缺铁胁迫上调基因，且拟南 

芥 CYP82C4 基因在缺铁胁迫下响应最为强烈，有研

究表明 CYP82C4基因通过其启动子部位的 IDE1-like

序列(iron deficiency-responsive element)响应铁缺乏

的早期反应[22]。为寻找到更多早期响应缺铁胁迫的

调控因子，本文以模式植物拟南芥为研究材料，首先

分离出 CYP82C4 基因的启动子，再连接报告基因

LUC2，构建成 pCAMBIA2300- ProCYP82C4::LUC2

基因表达载体，通过转化拟南芥得到 T-DNA 随机插

入突变体库，然后通过确定突变体的 T-DNA 插入位

点，找到影响 CYP82C4 基因转录表达的上游基因。

探索可能存在的调控 CYP82C4 基因表达的新的调控

因子，并探讨新调控因子的基因功能。旨在完善植物

缺铁响应的分子调控网络，并为促进植物高效利用土

壤中铁元素打下理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料与突变体库的建立 

供试材料为拟南芥 (Arabidopsis thaliana L.) 

Columia -0 生态型(Col-0)。以拟南芥 Col-0 基因组

DNA为模板，扩增目的基因启动子(1149bp)，所用引

物 ： ProCYP82C4 F:5’- AACTGCAGGGTTTTCT-

CTGATTGGAAATTG-3’, R:5’-ACGCGTCGACGATTG
AAGAGTAGTGTCTGTC-3’，两条引物 5’ 端分别带

有 PstⅠ与 SalⅠ酶切位点。如图 1，PCR产物经酶切

后连接 pCAMBIA2300-LUC2载体，构成目的基因表

达载体 pCAMBIA2300- ProCYP82C4::LUC2。实验中

所用酶均为 Thermo Scientific产品。 

 

图 1  载体构建 
Fig. 1  Vector construction 

 

通过农杆菌转化法得转基因株系，抗性(卡那霉

素，Kanamycin)筛选得到单拷贝纯合株系，通过荧光

观察从中选取一到两株符合 CYP82C4 缺铁表达特性

的稳定表达株系作为母本，再次进行 T-DNA 插入突

变，筛选过程中寻找特殊荧光变化的株系，构建突变

体库。 

1.2  材料处理与方法 

1.2.1  种子处理及培养条件    拟南芥种子表面消

毒：首先使用 75% 酒精洗涤 2 ~ 3 min；再经 Tween 

(0.5%, v/v)，NaClO (0.5%, v/v)的混合水溶液震荡洗涤

10 min，最后使用灭菌超纯水洗 5 ~ 6遍。播种前 4 ℃ 

春化 1 ~ 2 d，根据不同实验项目播种到正常或缺铁培
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养基上，生长于恒温培养箱中(22 ℃,60 µmol/(m2·s)，

16 h光照，8 h黑暗)。正常及缺铁处理培养基：ES培

养基(5 mmol/L KNO3, 2 mmol/L Ca(NO3)2, 2 mmol/L 

MgSO4, 2.5 mmol/L KH2PO4, 70 µmol/L H3BO3, 14 µmol/L 
MnCl2, 0.2 µmol/L Na2MoO4, 1 µmol/L ZnSO4, 0.5 µmol/L 
CuSO4, 10 µmol/L NaCl, 40 µmol/L Fe-EDTA，10 g/L

蔗糖，0.918 g/L MES，8 g/L琼脂，用 1 mmol/L NaOH 

调节 pH 至 5.5；缺铁处理(即 ES培养基中除不添加

Fe-EDTA，添加 100 µmol/L Ferrozine螯合培养基中

的多余铁元素，其他均一致)，121 °C高温灭菌 20 min。

种子抗性筛选培养基用 1/2MS(Duchefa Biochemie公

司)+ Kanamycin (50 mg/L)。 

1.2.2  荧光检测及筛选    将在正常培养基上生长

10 d的拟南芥幼苗分别转移至正常和缺铁培养基表面继

续培养 3 d，均匀喷洒荧光底物 D-Luciferin(1 mmol/L 

D-Luciferin+0.01% TritonX-100)处理 3 min后，通过

化学发光仪(Tanon-5200，中国)拍摄荧光信号。 

1.2.3  转录水平基因表达量检测    将在正常培养

基上生长 10 d 的拟南芥幼苗移至正常和缺铁培养基

上继续生长 3 d，地上部与地下部分开取材。用 Trizol

法提取样品 RNA，并使用 Nanodrop2000及电泳检测

RNA 浓度及质量。采用 PrimeScript RT reagent Kit 

(TaKaRa) 将 RNA反转为 cDNA，用于基因转录表达

的半定量及定量检测。用 TaqMix 酶(康维)进行半定

量的 PCR 扩增检测，用实时定量 PCR 仪(Thermo 

PIKOREAL96)对基因表达进行定量检测，内参基因

选用 Tubulin(At5g19770)，基因相对表达量用 2-△△Ct

公式计算。半定量、定量检测所需引物：LUC2-RT-S: 

5’-CCAGCTAACGACATCTACAACG-3’，LUC2-RT-A: 

5’-GTAGTCGGTCTTGCTATCCATG-3’；Tublin-F: 5’- 

GTGCTGAAGGTGGAGACGAT-3’ ， Tublin-R: 5’- 

AACACGAAGACCGAACGAAT-3’。同时将 FIT，

IRT1，FRO2， bHLH38，bHLH39 作为缺铁处理的

标记基因。 

1.2.4  甲基化分析    通过在线甲基化分析及引物

设计软件(MethPrimer)分析插入 T-DNA 片段最可能

发生甲基化的片段并设计引物。取正常培养基上生长

10 d 的 Col-0 及 L22-8 拟南芥幼苗用 CTAB 法提取

DNA，经甲基化变性试剂盒EZDNA Methylation-Gold 

kit对 Col-0和 L22-8基因组 DNA进行亚硫酸氢盐变

性，并用软件设计的引物扩增。扩增条带经凝胶回收

(Axygen AxyPrep DNA Gel Extraction Kit)后连接

pEASY-Blunt Zero克隆载体，分别取 Col-0和 L22-8

的 6 个克隆进行测序分析。引物序列：ProCYP-

82C4-Fb：5’-TTTAATTTTAAAAGTTTAATATTGGT-

GA-3’，ProCYP82C4-Rb： 5’-CAAAATCCATACATA-

AACTACTTTTT-3’。 

1.2.5  插入位点的鉴定    根据 pCAMBIA2300 载体

选取 EcoRⅠ与 EcoRⅤ同时酶切 Col-0 与 L22-8 株系

DNA，通过 T4 连接酶将酶切片段连接成环，在

pCAMBIA2300 载体上设计引物扩增环状 DNA 片段

得 L22-8 特异条带，扩增引物：p2300-LB-S：5’- 

TGCCTCGTCCTGGAGTTCAT-3’，p2300-LB-A：5’- 

AGCGTTGGCTACCCGTGATA-3’。胶回收 (Axygen 

AxyPrep DNA Gel Extraction Kit)目标片段连接到

pEASY-Blunt Zero克隆载体，测序后比对确定 T-DNA

插入位点。 

1.2.6  植物总磷、总铁、总锌含量测定    将在正常

培养基上生长 21 d 的拟南芥幼苗转移至正常及缺铁

培养基继续生长 5 d，取地上部，105 ℃杀青 30 min，

70 ℃烘干至恒重，用 HNO3-H2O2消煮
[23]至澄清的消

解液，用电感耦合等离子发射光谱仪(ICP)对 P、Fe、

Zn元素含量进行检测。总共进行 3个生物学重复。 

1.2.7  数据处理    应用 Excel 2007 进行数据的处

理并统计分析，TTEST检测以 P<0.01为极显著差异，

用“**”表示，以 P<0.05为显著差异，用“*”表示。

图表用 Origin 8.0生成。 

2  结果与分析 

2.1  L22-8的发现及检测 

在转基因筛选单拷贝纯合株系过程中发现突变

体 L22-8。如图 2A 显示，L22-8 表现为在正常生长 

 

图 2  突变体的获得及进一步验证 
Fig. 2  Mutant discovery and further validation 
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条件下荧光信号强烈高于其他纯合株系(如 L10-9

等)。进一步分析发现，L22-8在缺铁处理下虽然仍会

被强烈诱导，但无论在正常生长条件下还是缺铁处理

下 L22-8荧光信号均强烈高于 L10-9(图 2B)。半定量

检测结果表明，外源基因 LUC2转录表达在正常和缺

铁处理下的地上部与正常生长条件下的地下部均明

显高于 L10-9(图 2C)。 

2.2  突变体内源基因 CYP82C4的表达差异 

为确定突变体 L22-8内源基因CYP82C4是否发生

变化，我们使用实时定量 PCR对 CYP82C4转录表达进

行了检测。图 3显示，地下部 CYP82C4基因的表达量

表现为，正常生长条件下，L22-8 高于 Col-0，但缺铁

处理下，L22-8与 Col-0没有表现出显著差异。地上部

CYP82C4 基因的表达量表现为，无论正常生长条件下

还是缺铁处理下，L22-8均显著高于 Col-0。 

2.3  几种响应缺铁胁迫标记基因的定量检测 

为确定缺铁响应标记基因的表达在 L22-8 中是

否发生改变，通过实时定量 PCR 方法对植株地下部

几种响应铁缺乏主要的标记基因的转录表达进行了

检测。结果如图 4 显示，突变体 L22-8 缺铁处理下 

 

(*，** 代表 t-test检验的显著性差异，*：P<0.05，**：P<0.01，下同) 

图 3  内源基因 CYP82C4 相对表达量检测 
Fig. 3  Relative expression level of endogenous gene CYP82C4 

 

图 4  Fe Marker 基因的检测 
Fig. 4  Detection of Fe-responsive marker genes 
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FIT 的表达量明显高于 Col-0，而在缺铁处理条件下

受 FIT调控的铁吸收相关Marker基因 IRT1与 FRO2

在 L22-8中的表达量没有发生显著差异。在正常生长

条件下，L22-8中 FIT与 FRO2的表达量均没有表现

出与 Col-0 的显著不同，仅 IRT1 的表达量略高于

Col-0。但无论在正常生长条件还是缺铁处理下，

L22-8 株系中与 FIT 互作的转录因子 bHLH38 和

bHLH39的表达量，均明显高于 Col-0。 

2.4  突变体 P、Fe、Zn元素的测定 

L22-8 株系 CYP82C4 基因及响应缺铁胁迫标记

基因表达量的改变可能影响植株对铁元素的吸收及

积累。因为 P、Zn元素对 Fe元素起拮抗作用，我们

同时对 L22-8及 Col-0地上部总 Fe、总 P、总 Zn含

量进行了测定。如图 5结果表明，无论在正常生长条

件下还是缺铁处理下，突变体 L22-8株系的总 Fe、P、

Zn 含量与野生型相比均没有表现出显著性差异，说

明突变体虽影响了某些响应缺铁胁迫基因的表达，但

并不影响植株对环境中铁元素的积累。 

2.5  甲基化对荧光信号的影响分析 

从前面的研究结果得知，L22-8 虽影响到内源

基因 CYP82C4及几种铁响应 Marker基因的转录表

达，但在元素测定上并未表现出差异，而 DNA 甲

基化对基因的表达起到一定调控作用 [24]。为确定

L22-8 荧光信号的变化是否与 T-DNA 中 CYP82C4

基因启动子的甲基化改变有关，我们对该启动子序

列进行了甲基化分析。图 6测序比对结果表明，在

软件分析的可能发生甲基化的 5 个 CpG 位点中，

L22-8 基本与 Col-0 测序结果一致，均未发现有甲

基化发生。表明，L22-8 荧光信号的增强不是由甲

基化变化导致。 

 

图 5  总 Fe、P、Zn 元素含量检测 
Fig. 5  Detection of total contents of Fe, P and Zn elements 

 

图 6  甲基化分析 
Fig. 6  Methylation analysis 

 

2.6  突变体L22-8株系T-DNA插入位点的鉴定及

相关基因表达检测 

运用反向 PCR 方法，鉴定了突变体 L22-8 株系

的 T-DNA 插入位点。图 7A 显示，T-DNA 插入于

At3g51950和 At3g51960之间。为了确定 T-DNA插入

是否影响到侧翼基因的转录表达，对侧翼基因的表达

进行了实时定量 PCR检测。图 7B显示，正常生长情

况下 L22-8的 At3g51950和 At3g51960两个基因的表

达量显著降低，而缺铁处理下未发生显著性改变，且

发现两个基因均不响应缺铁胁迫。 
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图 7  L22-8 株系 T-DNA 插入位点的确定及侧翼基因表达

的定量检测 
Fig. 7  T-DNA insertion site in L22-8 and quantitative detection of 

flanking gene expression 

 

2.7  互补实验纯合株系的获得与荧光检测 

为确定导致 L22-8荧光信号变化的基因，分别转

化 L22-8获得两个基因的单拷贝纯合互补株系，记为

L5-1~6、L6-1~6，并进行荧光检测。结果如图 8所示，

At3g51950基因的多数互补株系荧光信号强烈，表明

该基因未产生互补作用；At3g51960基因互补株系的

荧光信号明显弱于 L22-8株系，起到部分互补作用。

表明 L22-8株系可能通过影响侧翼基因 At3g51960的

作用进而影响到目标基因 CYP82C4的表达。 

 

图 8  正常生长条件下侧翼基因互补株系的荧光检测 
Fig. 8  Fluorescence detection of complementary strains of flanking 

genes under normal conditions 
 

3  讨论 

为促进植物对土壤中铁元素的吸收、利用，近年

已实践应用了多种措施，如新的铁螯合剂的使用，不

同耕作措施的实施及基因改造等[22]。植物铁调控机

制的研究表明，除了众多缺铁响应基因参与植物铁平

衡调控外，许多调控植物生长的信号分子也参与调控

缺铁过程，如：乙烯、NO、生长素、茉莉酸等[25-28]，

植物体内拥有一个十分复杂的铁平衡调控网络。尽管

我们已经在植物铁吸收、运输等分子机制方面取得重

要的进展，但植物体内应该存在有新的调控因子并需

要我们的探索，特别是负调控因子的探索。例如虽然

我们已知 FIT是正调控缺铁胁迫的核心调控因子，但

受 FIT 调控响应缺铁胁迫的基因仅占众多铁响应基

因的一部分[7,29]，仍有很多铁响应基因的调控因子尚

不清晰。 

本文通过分离 CYP82C4基因的启动子，再连接报

告基因 LUC2构成基因的表达载体 pCAMBIA2300-Pro 

CYP82C4::LUC2以转化拟南芥，进而通过 T-DNA随

机插入得到了一个响应缺铁信号的拟南芥突变体库；

通过筛选突变体库我们得到了一个强烈响应缺铁信

号的株系 L22-8；根据对突变体 T-DNA 插入位点的

确定，进一步探讨影响 CYP82C4 基因表达可能存在

的新的调控因子。通过筛选突变体找到突变基因并进

行基因功能研究的正向遗传学方法是将表型与其潜

在的基因联系起来的最成功的策略之一[30]，是发现

基因、研究基因功能非常有效的手段。而 T-DNA 插

入突变筛选突变体库的方法，因其 T-DNA序列已知，

具有插入突变体易定位的优点，且带有报告基因

LUC2的 T-DNA则更易筛选检测[31]。2016年 Shinde

等[32]研究中就运用正向遗传学方法筛选突变体，用

LUC2作为报告基因，取得良好的研究结果，亦适用

于本研究。本研究通过筛选 T-DNA 插入突变体库，

发现了突变体 L22-8，并证明由于 T-DNA 的插入影

响了目标基因 CYP82C4 的表达，使得 L22-8 在正常

生长条件下就表现出缺铁反应，且在缺铁处理条件下

发现 L22-8 地下部 CYP82C4 基因的表达量未发生变

化，但地上部的表达量却显著高于 Col-0。我们推测

这可能是因为缺铁处理下 CYP82C4 在地下部的本底

表达量就已经很高，使得地下部未表现出差异，而在

表达量变化较低的地上部则能表现出显著性差异，或

可能由于 T-DNA的插入影响了 L22-8的地下部对缺

铁胁迫的部分响应，降低了变化幅度。此外，通过实

验证明由于 T-DNA 的插入影响了几种关键缺铁响应

标记基因的转录表达，如 bHLH38和 bHLH39等。而

FIT可与 AtbHLH38、AtbHLH39等形成异源二聚体，

有效地诱导 IRT1 和 FRO2 基因的表达[17-18]，由本研

究结果推测 CYP82C4基因可能在 bHLH38、bHLH39

与 FIT形成异源二聚体的过程中发挥作用，参与调控
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因子之间的信号传导。研究结果分析得知 L22-8株系

中受 FIT 调控的下游铁吸收相关基因 IRT1 与 FRO2

的表达量并没有表现出明显的不同，仅正常生长条件

下 L22-8的 IRT1表达量表现为略高于 Col-0。地上部

总铁含量与野生型没有显著差异，暗示基因组中可能

存在 CYP82C4 的互作基因，共同参与对缺铁胁迫的

调控。结合已有的研究结果[20]进一步证明，CYP82C4

基因并不是响应缺铁胁迫的关键基因，这也是本研究

中并未发现 L22-8出现显著异常表型的原因之一。转

基因互补实验证明侧翼基因 At3g51960对 L22-8株系

的荧光信号起到一定的互补作用，影响到 CYP82C4

基因的表达。At3g51960 基因又名 BZIP24，属 BZIP

家族，在盐胁迫环境中会被诱导表达。BZIP 家族中

BZIP19、BZIP23与 BZIP24同属 BZIP家族中的 F组，

启动子具有相同的结构域[33]。有研究表明 BZIP19、

BZIP23 基因在响应缺锌胁迫时会显著被诱导，但未

发现 BZIP24对缺锌胁迫的明显响应[34]。缺铁时植物

通过提高 IRT1的表达间接性增强植株对 Zn的积累，

过量的 Zn 会导致植株的生理性 Fe 缺乏[35-36]。本研

究结果表明，基因组中可能存在 BZIP24的互作基因

影响了其对缺锌胁迫的响应，而锌信号的变化导致

BZIP24基因表达发生变化，从而间接对 CYP82C4响

应缺铁胁迫造成影响，即其并不直接对 CYP82C4 基

因响应缺铁胁迫起上游调控作用。这可能导致了研究

结果中 L22-8插入位点虽影响了侧翼基因的表达，但

侧翼基因在实验中的培养时间内对缺铁胁迫并没有

明显响应的现象。 

综上所述，我们筛选到了一个强烈响应缺铁

信号的突变体 L22-8，并进一步分析发现，可能是

T-DNA 的插入导致锌信号响应基因 BZIP24 的表

达发生变化，而进一步引起 L22-8 对缺铁信号的

响应，但具体的作用方式和机制还需后续实验进

一步探索。  
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Abstract: Iron is an essential nutrient for plant growth, but also a limiting factor for crop production due to its low 

solubility and availability in soil. The expression of a variety of genes would be induced under iron deficiency, while to many of 

these genes, the mechanisms remains unclear. CYP82C4 (At4g31940) is one of the iron starvation induced gene and regulated by 

FIT in Arabidopsis. In this study, the promotor of CYP82C4 was linked to Luciferase to screen the T-DNA insertion mutant 

library for genes in response to iron deficiency in Arabidopsis. After screening, a line L22-8 was identified to remarkably 

intensify the fluorescence of CYP82C4 in both iron sufficient and deficient conditions. Real time qPCR analysis showed that the 

expression levels of endogenous CYP82C4 was increased in root and shoot under normal growth condition, and in shoot under 

iron deficiency condition, but not the shoot in shortage of iron. The expression of several Fe-marker genes, such as FIT, bHLH38 

and bHLH39, et al., were also significantly changed. These results indicated that the T-DNA insertion of L22-8 affected the 

molecular response of Arabidopsis to iron deficiency stress and CYP82C4 may play an important role in the formation of 

heterodimer of FIT with bHLH38 and bHLH39. The T-DNA insertion site of the L22-8 strain was detected to be located between 

At3g51950 and At3g51960 by reverse PCR, and the transcriptional expression of these two genes was slightly lower in mutant 

than Col-0 under normal conditions. Complementary analysis confirmed that At3g51960 could partially recover the L22-8 

fluorescence signal, suggesting its role in regulating the response of CYP82C4 to iron deficiency stress. In addition, the contents 

of total Fe, P and Zn in shoot of L22-8 had no differences compared with Col-0, indicating that there maybe exsit some other 

interactive genes of CYP82C4 in Arabidopsis. Our results further extend the molecular regulation network of iron uptake and 

utilization in plant, and provide guidance for molecular breeding. 

Key words: Soil; Iron-deficiency stress; Mutant characterization; Molecular regulation 

 


