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二、总结报告
	主要内容：项目预期计划执行情况；成果内容、特色及创新点，主要学术价值和应用价值；在教学水平、科研能力、团队建设、社会服务等方面的完成情况；不足之处及努力方向。
1、项目预期计划执行情况
1.1预期研究目标：
[bookmark: OLE_LINK24][bookmark: OLE_LINK23]前期育种群体中发现一个玉米灌浆速率的自然突变体（Incompletd grain filling mutant, IGF），通过授粉后不同时期正常籽粒和突变籽粒的表型观察、扫描电镜分析和灌浆速率分析，发现该灌浆速率突变体的性状与灌浆速率密切相关；与浚9058构建的F2群体中正常籽粒和灌浆速率籽粒呈现3:1的分离比例，确定该性状由隐性单基因控制；利用4.5万株的F2群体，将候选基因精细定位在4号染色体4.10bin上5863bp的物理距离内。通过生物信息学分析，目标区段内含有2个可能的基因；利用包含100个自交系的自然群体进行关联分析，确定其中1号基因为候选基因，命名为ZmIGF，该基因5’UTR区域在关联群体和突变体中存在一个特定的SNP变异。本研究拟在前期研究的基础上，通过ZmIGF的遗传转化及转基因后代分析，深入研究ZmIGF的功能和作用机理；借助酵母双杂交寻找基因产物的互作蛋白，利用转录组分析解析玉米灌浆速率关键基因的遗传调控网络，通过关联分析探明目标基因优异等位变异，并开发基因内的功能标记。预期将完成如下研究目标： 1）阐明ZmIGF的功能、作用方式、有利等位变异或单倍型及利用途径； 2）解析ZmIGF在籽粒灌浆过程中的代谢调控网络和作用机制。
1.2项目预期计划执行情况
项目执行期间，课题组对于玉米籽粒灌浆突变体进行了克隆和功能解析，并初步阐明其遗传机理和作用机制。通过对突变体分析其具有C-terminal Eps15 homology domain，遂改称为突变体ehd1，通过遗传分析、图位克隆、转基因功能验证、细胞学、生理生化等分析阐明了该突变体产生的遗传机制。取得进展如下：
利用包含53000个单株的F3群体将玉米籽粒灌浆突变体候选基因精细定位于玉米第4号染色体的一段6Kb的物理区间内，该区间有两个蛋白编码基因（GRMZM2G052740和GRMZM2G052720）。对两个基因进行序列分析，发现GRMZM2G052740基因在编码区有3个非同义SNP，利用CRISPR/Cas9构建GRMZM2G052740基因敲除突变株表现出与ehd1相似的生长表型；等位测验结果显示突变的GRMZM2G052740不能互补ehd1突变体表型，证实GRMZM2G052740是ehd1突变体的候选基因。GRMZM2G052740编码一种含有EHD结构域的蛋白，亚细胞定位显示ZmEHD1主要在细胞膜上表达，而ZmEHD1mut在细胞膜和其它部位中均表达。该基因为组成型表达，胚乳中表达量较高，且在突变体中的表达量显著高于野生型。
用FM4-64处理ehd1突变体、野生型、ZmEHD1敲除载体的转基因阳性植株及其对照，发现突变体与敲除植株的内吞作用延迟；用BFA处理结果表明ZmEHD1参与内吞过程中囊泡的运输。BiFC、酵母双杂和Pull down实验证实ZmEHD1与ZmAP2σ（Adaptor Protein Complex 2）亚基互作。
转录组测序结果表明，ZmEHD1基因突变影响生长素合成、运输等过程相关基因的表达。对野生型与突变体授粉后15天的籽粒进行生长素含量的UPLC-MS/MS分析，发现突变体中的生长素含量较野生型下降了30%，中胚轴-胚芽鞘重力性反应延迟，根中DR5信号较野生型明显减弱，PIN1a的分布更加分散。对ehd1突变体和ZmEHD1基因敲除突变体植株施加不同浓度的外源1-NAA，发现低浓度的1-NAA能够提高ehd1突变体和敲除株系籽粒的发芽率。以上结果表明ZmEHD1基因的突变影响了玉米植株中生长素的体内平衡。
项目执行期间，课题组成功对籽粒灌浆突变体候选基因进行了图位克隆和功能验证，并初步明确其作用机制，完成了项目研究目标。并发表论文4篇，一级学报5篇。申请专利2项，选育玉米新品种2个，参编十三五教材1部，参加国家精品开放课程建设1项，主持校级在线开放课程1项，主持科研项目3项，培养研究生6名。
2、成果内容、特色及创新点，主要学术价值和应用价值
2.1 成果内容
（1）玉米籽粒灌浆突变体ehd1基因的精细定位和克隆
[bookmark: OLE_LINK210][bookmark: OLE_LINK211]对约53000株的分离群体（F3代分离穗上的正常籽粒）切胚乳快速抽提DNA，根据初步定位结果，利用目标基因两侧最近的分子标记bnlg589和RM1对各个单株进行筛选。共筛选到1167株交换单株。随后将筛选的交换单株育苗并移栽到大田，苗期对这些交换单株提取高质量DNA进行基因型验证和后续研究，将这些单株全部自交授粉，观察穗部籽粒的分离情况最终确认表型。借助玉米B73基因组序列开发目标区段内的分子标记，对交换单株进行分析。将EHD1定位到约6Kb的区间，这个区间包含两个ORF（图1）。经过序列分析发现，GRMZM2G052740的编码区在WT和突变体之间有8个SNP差异，其中三个造成氨基酸的变异，而区间内GRMZM2G052720只有一个外显子，且序列无差异。因此，将GRMZM2G052740作为候选基因进行研究。
GRMZM2G052740的DNA序列长度约4.4Kb，包含16个外显子，1个转录本（图2），编码547个氨基酸的蛋白，分子量约为61KD。利用GenBank进行BLASTP分析表明，GRMZM2G052740与拟南芥EHD蛋白（AtEHD1和AtEHD2）高度同源。ZmEHD1蛋白含有EHD家族的典型结构：一个有两个calcium-binding EF-hands （15-39 aa and 49-84 aa）组成的EH domain，一个 P-loop（GQYSTGKT），一个dynamin-type guanine nucleotide-binding domain，一个 coil-coil domain。
[image: figures/2-3/Slide1.jpg]
图1 ZmEHD1的图位克隆

[image: figures/2-5/Slide1.jpg]
图2  ZmEHD1结构示意图

（2）玉米籽粒灌浆突变体ehd1基因的功能验证
[bookmark: _Toc3778]1） ZmEHD1基因的时空表达分析
检测了ZmEHD1在玉米根、茎、叶、胚和胚乳中的表达量，结果显示ZmEHD1在这些组织中均有表达，没有明显的组织特异性，且在胚乳等组织中表达量较高，与已公布的数据一致。同时我们分析了正常材料与突变材料在授粉后15天、20天、25天和35天籽粒胚乳中ZmEHD1表达情况，ZmEHD1在不同时期突变体中的表达量均高于野生型，且随着籽粒发育，表达量呈下降趋势（图3）。

[image: ]
图3 ZmEHD1的相对定量
A：ZmEHD1基因在不同组织部位的相对表达量；B：ZmEHD1基因在WT和ehd1突变体在15、20、25、35DAP籽粒胚乳中的相对表达量。
注：内参基因：18s；误差线指标准误差（n=3）；**表示WT和ehd1突变体之间的差异显著。
[bookmark: OLE_LINK83][bookmark: OLE_LINK84][bookmark: _Toc24657]2） CRISPR/Cas9转基因等位验证
为了验证ZmEHD1是导致表型的效应基因，本研究利用CRISPR/Cas9系统构建ZmEHD1的敲除载体，两个gRNA分别靶向ZmEHD1的第16个和第791个碱基，将片段连接到pBUE411 载体上，通过农杆菌侵染幼胚的方法转入到玉米ZZC01自交系中（中国种子集团有限公司生命科学和技术中心。通过对转基因植株（KO）的叶片DNA进行PCR扩增检测，筛选出两个双切单株，测序结果显示KO-1单株在编码区敲掉了一个775 bp的片段，KO-2单株在编码区敲掉一个785 bp的片段，均造成了移码突变），与PCR扩增条带大小一致。
用纸培的方法检测敲除株籽粒的发芽率，发现敲除植株的发芽率只有38%，远远低于阳性对照ZZC01，且敲除植株苗期和成熟期的生长速度均要落后于阳性对照ZZC01（图4），与ehd1突变体相似。

[image: ]
图4  ZmEHD1转基因验证
[bookmark: OLE_LINK88][bookmark: OLE_LINK87]A：ZZC01（WT）和敲除植株的发芽率（P<0.01）；B：ZZC01（WT）和敲除植株苗期与成熟期的表型性状
[bookmark: OLE_LINK86][bookmark: OLE_LINK85]注：误差线指标准误差（n=3，每次独立实验约100粒种子）；**表示WT和KO之间的差异显著。

[bookmark: OLE_LINK67][bookmark: OLE_LINK68]为验证CRISPR/Cas9 系统突变的 GRMZM2G052740与ehd1突变体基因的等位性，对已鉴定的敲除单株（父本）与玉米B73自交系（母本）进行杂交，得到靶向位点杂合的单株EHD1/ehd1-ko（+/-），该杂合单株与浚9058×ehd1F1单株进行杂交，统计果穗上籽粒的分离情况，结果表明正常籽粒与突变籽粒的分离符合3:1的比例（表1）。且果穗上的突变籽粒（KO/ehd1）的发芽率远低于野生型（图5）。综上结果表明GRMZM2G052740即为导致ehd1突变体表型的关键基因。






表1等位性测验表型统计
[bookmark: OLE_LINK60][bookmark: OLE_LINK58][bookmark: OLE_LINK59]Table 2.4 Allelism test between KO+/- and ehd1+/-
	群体
Population
	总数
Tatal
	正常籽粒
Nomal kernels
	突变籽粒
Mutant
kernels
	分离比
Observes ratio
	χ2

	
	375
	296
	79
	3.75:1
	3.09

	
	434
	336
	98
	3.43:1
	1.35

	KO(+/-)
	270
	199
	71
	2.80:1
	0.24

	ehd(+/-)
	80
	58
	22
	2.64:1
	0.27

	
	217
	152
	65
	2.34:1
	2.84


χ20.05 = 3.84

[image: ]
图5等位性测验果穗表型
A：KO(+/-) 与ehd1(+/-)等位性测验杂交果穗的分离情况；B：等位性测验WT与突变体籽粒性状比较（Bar=0.5 cm）；C：等位性测验WT与突变籽粒发芽率（P<0.01）

[bookmark: _Toc32350]3）ZmEHD1参与植物的内吞作用
[bookmark: OLE_LINK25][bookmark: OLE_LINK57]EHDs蛋白在哺乳动物细胞中参与囊泡运输和信号转导，但是EHDs在植物细胞中的作用尚不清楚。为验证玉米EHD1蛋白是否在玉米内吞过程中发挥作用，本研究利用FM4-64（N-(3-triethylammonium-propyl)-4-(4-diethylaminophenylhexatrienyl) pyridinium dibromide）标记对WT和突变体植株的内吞过程进行了研究。FM4-64可以标记脂质生物膜，利用该化学物质能够对细胞的内吞过程进行有效标记。将玉米的根用5 µM FM4-64标记10分钟，然后每隔30分钟记录一次，观察随着时间的延伸，正常材料与突变材料内吞作用的变化。结果显示，正常玉米的根标记30分钟后约28%细胞（21/75）出现荧光斑点，而突变材料仍无可见的荧光斑点（0/90）。标记60分钟后，野生型有45%细胞（45/101）出现荧光斑点，突变体只有19%的细胞（22/117）出现荧光斑点（图6A）。敲除植株的FM4-64标记实验结果表明，标记30分钟后，对照组ZZC01约36%细胞（35/98）出现荧光斑点，而敲除植株KO-1只有大约11%的细胞出现荧光斑点（29/271），敲除植株KO-2有10%的细胞出现荧光斑点（18/185）。标记60分钟后，对照组ZZC01有81%细胞（79/97）出现荧光斑点，而敲除植株KO-1只有大约42%的细胞出现荧光斑点（34/80），敲除植株KO-2有38%的细胞出现荧光斑点（71/183）（图6B）。以上结果说明玉米EHD1的突变会引起玉米内吞过程发生改变。


[image: ]
[image: ]
图6  FM4-64的内吞作用在ehd1突变体（A）和KO敲除植株（B）中减弱
注：图像采用含z-stacks（55 μm，2-μm steps）的三围模式扫描；Bar=10 μm
[bookmark: _Toc32245]4） ZmEHD1的亚细胞定位
为明确ZmEHD1蛋白的表达部位，构建了由CaMV 35S启动子启动，融合黄色荧光蛋白（YFP）的ZmEHD1cDNA载体，在烟草表皮细胞中表达YFP-ZmEHD1融合蛋白，YFP信号主要在膜上，与表征膜蛋白的荧光信号FM4-64结果一致。而ehd1突变体的YFP-ZmEHD1mut荧光信号在细胞膜和其它部位都有很强的信号（图7）。此结果表明，ZmEHD1的突变使其表达部位发生改变。
[image: ]
图7  ZmEHD1蛋白（A）和ZmEHD1mut蛋白（B）的亚细胞定位
注：Bar=10µm
[bookmark: _Toc31787]5）2.3.8 ZmEHD1与ZmAP2 σ相互作用
ehd1突变体百粒重降低，内吞作用减弱的现象与拟南芥ap2 σ突变体类似，我们推测ZmEHD1可能通过与ZmAP2 σ亚基相互作用影响网络蛋白介导的内吞作用。为明确ZmEHD1与ZmAP2 σ亚基之间是否存在互作，对二者的互作关系进行了荧光双分子互补（Biomolecular Fluorescene Complementation，BiFC）、Dual酵母双杂和Pulldown实验验证。
在烟草（图8）中进行的BiFC结果说明ZmEHD1与ZmEHD1mut都能与ZmAP2 σ互作，只是互作位置发生变化，此结果与亚细胞定位结果一致。和玉米原生质体（图9）中进行的BiFC结果发现ZmEHD1与ZmAP2 σ的互作信号主要在质膜上，而ZmEHD1mut与ZmAP2 σ的互作信号在细胞膜和其它部位中都存在
[image: ]
[bookmark: OLE_LINK110][bookmark: OLE_LINK119]图8  烟草荧光双分子实验验证ZmEHD1与ZmAP2 σ互作
[image: ]
图9玉米原生质体中荧光双分子互补实验验证ZmEHD1与ZmAP2 σ互作
注：Bar=10µm

Dual酵母双杂实验表明ZmAP2 σ与ZmEHD1及ZmEHD1mut互作
ZmEHD1蛋白主要定位于膜上，为进一步明确ZmAP2σ与ZmEHD1的互作，本研究利用DUAL膜系统的酵母双杂系统进行了验证。结果如图10所示，当ZmEHD1/ZmEHD1mut与pBT3-STE空载体在酵母菌株NMY51中共转时，在SD-Trp-Leu-His-Ade四缺培养基上不能正常生长，在加入His及X-Gal的培养基上酵母斑变红色，此结果作为阴性对照。将pPR3-ZmEDH1与pBT3-ZmAP2σ、pPR3-ZmEDH1mut与pBT3-ZmAP2σ在酵母菌株NMY51中共转，均能在SD-Trp-Leu-His-Ade四缺培养基上正常生长，在加入His及X-Gal的平板上，能够激活β-半乳糖苷酶活性，分解X-Gal，使酵母斑点呈现蓝色。此结果表明ZmAP2 σ与ZmEHD1及ZmEHD1mut互作。

[image: ]
[bookmark: OLE_LINK121][bookmark: OLE_LINK120]图10 酵母双杂交实验验证ZmEHD1与ZmAP2 σ互作

Pull down实验验证ZmEHD1与ZmAP2 σ亚基互作
[bookmark: OLE_LINK154][bookmark: OLE_LINK153]克隆ZmEHD1、 ZmEHD1mut和ZmAP2σ亚基CDS序列，分别连接到pET-28a（+）和pGEX-4T-1载体上，将构建好的GST-ZmAP2 σ、HIs-ZmEHD1、HIs-ZmEHD1mut和空GST在大肠杆菌BL21中诱导表达并纯化。结果表明蛋白表达正常，但是只有在加入了GST-ZmAP2 σ的Output中（第一泳道和第二泳道）检测到HIs-ZmEHD1/HIs-ZmEHD1mut信号，空GST作为阴性对照，其对应的output（第三泳道和第四泳道）中并没有检测到信号（图11）。此结果进一步说明ZmEHD1和ZmAP2σ亚基之间存在互作关系。

[image: ]
[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6]图11 pull down实验验证ZmEHD1与ZmAP2 σ互作

[bookmark: _Toc11275]（3） ehd1突变体的转录组测序分析
为了深入探究参与ZmEHD1介导信号途径的分子机制，本研究利用RNA-seq技术比对分析了ehd1突变体和WT野生型授粉后15天胚乳的转录组数据。
依据Log2≥1并且显著值≤0.05的条件，利用DEGseq软件鉴定了4760个基因为差异表达基因（DEGs），其中包括ZmEHD1。对ehd1突变体而言，差异基因中有2208个基因上调表达及2551个基因下调表达。通过利用实时荧光定量PCR来确定RNA-seq的结果。GRMZM2G088273、GRMZM2G346897、GRMZM2G067929和GRMZM2G418119表达水平与RNA-seq数据一致，在ehd1突变体中的低于野生型（图12）。而突变体ehd1中GRMZM2G156877和GRMZM2G420988的表达量高于野生型，表明了RNA-seq数据真实可靠。

[image: ]
图12 RT-PCR验证

GO分析结果表明，4760个DEGs主要富集于应激反应（GO:0006950, P=1.2e-12）、integral to membrane（GO:0016021, P=1e-5）、intracellular membrane-bounded organelle（GO:0043231, P = 0.0002）、液泡（GO:0005773, P = 0.0007）、淀粉代谢过程（GO:0005982, P = 1.6e-5）和糖类代谢过程（GO:0006950, P = 1.2e-12）等生物学过程（图13）。

[image: ]
图13 GO分析
在这些DEGs中与生长素介导信号途径（GO:0009734, P = 1.2e-25）和生长素刺激响应（GO:0009733, P = 2.1e-25）有关的基因包括生长素响应因子、AUX/IAA转录因子、生长素上调小RNA（SAUR）、吲哚乙醛氧化酶、生长素运输蛋白和输出载体。对其中的4个DEGs基因（GRMZM2G082943、GRMZM2G365188、GRMZM5G809195和GRMZM2G019799）进行实时荧光定量分析，发现它们在ehd1突变体和野生型中均有显著的表达差异（图14）。上述结果表明ZmEHD1可能影响玉米中生长素平衡。

[image: ]
图14  RT-PCR验证（部分基因）

[bookmark: _Toc644]2.2成果特色及创新点
候选基因对于玉米生长发育十分重要
[bookmark: OLE_LINK208][bookmark: OLE_LINK209]ehd1突变体在籽粒方面的缺陷主要表现在弱势灌浆造成的籽粒皱缩，进而导致百粒重严重降低，同时ehd1突变体胚的发育滞后。在营养生长阶段也表现出多种缺陷表型，如发芽率低、初生根长度和侧根数目都显著低于野生型。这种多效性缺陷表型的产生基本都是由于调控生长发育关键基因发生改变造成的。对ZmEHD1基因进行Real Time RT-PCR定量分析，发现该基因在玉米各组织中均有表达，并无明显的组织特异性，说明该基因在玉米各个组织部位对玉米的生长发育都十分重要，这与ehd1突变体在营养生长阶段和籽粒发育过程中出现多种缺陷表型一致。
成功对候选基因进行了图位克隆
由于突变籽粒发芽率极低，因此采用的是F2分离群体。F2群体的构建相对较为容易，但F2群体存在杂合基因型，对于显性标记，当代无法识别显性纯合基因和显性杂合基因，因此需要自交一代确定表型。直接从籽粒的形态特征鉴定该突变体的表型，但是显性纯合体和显性杂合体的表型无法利用籽粒特征进行判断，需要对其自交后代的籽粒再次种植并进行自交确定表型，从而保证其表型鉴定的准确性。目前在MaizeGDB（http://www.maizegdb.org/）中，已经公布了2000多对SSR的公共引物信息，因此可以以 B73 序列为参考，筛选出存在多态性的分子标记，从而实现目的基因的初步定位和前期的精细定位。SNP属于单个碱基的变异，后期当定位区间较小而且没有合适的SSR标记时，可以通过对正常亲本和突变体进行测序，寻找二者之间的SNP位点，并进一步开发基于SNP位点的分子标记。在进行分子标记检测时，由于所涉及的实验数据较多，难以避免地会出现错误，为了提高实验结果的准确性，应该果断去除没有把握的数据或者进行重新验证。在本研究中，对所有不确定的数据都进行了多次重复检测，直至得到完全确信的数据。在数据处理过程中，对每个分子标记的各种基因型的数目进行考察，结果都符合典型的孟德尔遗传分离比。本研究通过图位克隆的方法，最终将候选基因定位在～6Kb的区间内，这个区间包含两个ORF。经过序列分析发现， WT和突变体GRMZM2G052740在编码区有8个SNP差异，其中三个造成氨基酸的变异，而区间内GRMZM2G052720的序列无差异。因此，将GRMZM2G052740做为候选基因进行研究。
成功阐明候选基因功能
[bookmark: OLE_LINK173][bookmark: OLE_LINK174][bookmark: OLE_LINK180][bookmark: OLE_LINK181][bookmark: OLE_LINK178][bookmark: OLE_LINK179][bookmark: OLE_LINK175][bookmark: OLE_LINK170][bookmark: OLE_LINK194][bookmark: OLE_LINK182][bookmark: OLE_LINK183]网络蛋白介导的内吞作用是一个高度动态的过程，在此过程中，细胞表面蛋白和质膜成分被内化到细胞质中]。在CME过程中，从网络蛋白的募集和货物蛋白的分拣到膜弯曲和囊泡分裂需要60多个功能不同的适配器和辅助蛋白。在这些蛋白质中，AP2复合物是第一个被表征的CCV（clathrin-coated vesicle）适配器。在拟南芥中，AP2σ广泛表达，主要分布在质膜上，AP2σ功能的缺失明显抑制网络蛋白介导的内吞作用，ap2σ突变体在胚胎发育、子叶器官发生、营养生长和长角果发育过程中均受到损伤。
[bookmark: OLE_LINK191][bookmark: OLE_LINK190][bookmark: OLE_LINK192][bookmark: OLE_LINK193][bookmark: OLE_LINK169][bookmark: OLE_LINK184][bookmark: OLE_LINK185][bookmark: OLE_LINK186][bookmark: OLE_LINK187][bookmark: OLE_LINK224][bookmark: OLE_LINK221]ehd1突变体内吞作用受损，营养生长和籽粒发育均出现缺陷的表型与拟南芥ap2σ突变体表型相似，因此我们猜测ZmEHD1 是否通过与ZmAP2σ亚基互作参与网络蛋白介导的内吞作用过程。已有研究表明，在玉米发育过程中AP2σ亚基广泛表达于各种组织中[145]，为两者之间可能存在的互作提供物理基础。首先将玉米AP2σ亚基通过农杆菌侵染花絮的方法转到拟南芥ap2σ突变体植株中，发现能够回补拟南芥ap2σ突变体植株的表型，该结果表明玉米AP2σ亚基与拟南芥AP2σ亚基具有相似的功能。随后，用荧光双分子互补实验在烟草表皮细胞和玉米原生质体中证实ZmEHD1与ZmAP2σ亚基互作，且ZmEHD1与ZmAP2σ亚基的互作主要发生在质膜上，而ZmEHD1mut与ZmAP2σ亚基的互作不仅发生在质膜，而是分布在整个细胞中。DUAL膜蛋白酵母双杂和pulldown实验进一步证实两者之间的互作。该结果表明ZmEHD1通过与ZmAP2σ亚基互作参与网络蛋白介导的内吞作用过程。
[bookmark: OLE_LINK198][bookmark: OLE_LINK199][bookmark: OLE_LINK197]CME过程可以在活细胞中使用FM4-64来追踪，FM染料被广泛应用于真核细胞内吞、囊泡转运和细胞器组织的研究。用FM4-64标记野生型和ehd1突变体的根10分钟之后，每隔30分钟检测FM4-64的吸收情况发现野生型在标记30分钟后就可观察到荧光斑点，而ehd1突变体则在标记60分钟后才可观察到荧光斑点，在转基因敲除植株中同样出现FM4-64吸收延迟的现象，表明EHD1的突变，使玉米内吞作用受损。已有报道，拟南芥中含有两个EHD蛋白，AtEHD1和AtEHD2。这两种蛋白都包含有两个EF钙结合的EH结构域，一个P环，一个预测的ATP/GTP结合位点，一个双边NLS和一个卷曲螺旋结构域（coiled-coil domain），以及一个N端发动蛋白基序。AtEHD 2的过表达对细胞内吞有抑制作用，而AtEHD1的下调则导致内源性物质进入植物细胞的阻滞。过表达AtEHD2或下调AtEHD1的转基因植株没有可检测到的发育表型，其与CME连锁的机制也未被研究。本研究克隆到的玉米EHD1经过序列比对，发现具有典型的EHD家族结构特征，但其在玉米中发挥功能的作用方式与拟南芥EHD蛋白并不相同。
[bookmark: _Toc24907]初步阐明候选基因作用机制
[bookmark: OLE_LINK218][bookmark: OLE_LINK219]当前的转录组研究结果显示ehd1突变体和WT中ARFs、3-吲哚-乙酸氧化酶、生长素转运蛋白和运输载体等于生长素相关的基因均有不同水平的表达；用UPLC-MS/MS方法测定籽粒生长素含量发现ehd1突变体中IAA浓度低于WT；并且ehd1突变体和转基因敲除植株重力响应均比其对照野生型延缓；WT中DR5的信号主要集中在根冠，而在ehd1突变体中，DR5的信号明显减弱。PIN1a-YFP信号在WT中主要集中在中心柱，与之相比，在突变体中，PIN1a-YFP的信号更加扩散；同时，外源施加1-NAA可以补救ehd1突变体表型。这些结果表明ehd1突变体生长缺陷表型是由生长素体内平衡丧失引起的。
2.3主要学术价值和应用价值
玉米是世界上重要的食量之一，种植范围广泛。深入研究玉米产量形成的遗传机制，促使玉米产量持续提高是玉米遗传育种的重大课题。籽粒性状是影响玉米产量的重要因素之一，由多个基因控制，受环境，基因与环境互作的影响。研究玉米籽粒发育相关基因，能促使人们深入了解玉米籽粒发育的调控机制。
[bookmark: OLE_LINK156][bookmark: OLE_LINK155][bookmark: OLE_LINK171][bookmark: OLE_LINK172][bookmark: OLE_LINK225][bookmark: OLE_LINK230]课题组前期研究在育种材料中发现了一个自然突变体，其穗部明显发生饱满籽粒与皱缩籽粒为3:1的分离，且皱缩籽粒百粒重明显下降，生长发育受到影响。经遗传分析确定该性状由隐性单基因控制，通过图位克隆的方法进行定位获得候选基因。通过CRISPR/Cas9技术构建敲除植株并进行等位验证，确认该基因为EHD1。随后通过定量分析、亚细胞定位、FM4-64处理、BFA处理、荧光双分子互补实验、酵母双杂、pull down、转录组分析等一系列实验从细胞学、分子生物学、转录组学等多方面深入解析了EHD1基因的作用机理。证明ZmEHD1通过与ZmAP2σ亚基互作，参与网络蛋白介导的内吞过程，通过调控生长素的体内平衡，ZmEHD1参与的CME对玉米籽粒发育和营养生长起着至关重要的作用。
该研究结果有助于深入了解玉米籽粒发育的调控机制，并作为功能基因进行分子标记辅助育种和优异单倍型筛选，为选育灌浆好产量高的玉米新品种提供基因资源和材料支撑。

3、在教学水平、科研能力、团队建设、社会服务等方面的完成情况；
3.1 教学水平
项目执行期间，担任《作物育种学》、《种子学》、《作物育种学研究进展》等本科专业核心课程的授课工作，在课堂上注重互动式教学，根据学科前沿随时更新课件和讲课内容，教学效果良好。自2017年起担任河南农业大学《作物育种学》课程负责人，负责协调教学团队建设、课程分配、考试考评等工作，保证了教学工作的正常进行。参编十三五规划教材2部（作物育种学，中国农业大学出版社，2019；作物育种技术，中国农业出版社，2020），代表学校参加国家精品在线开放课程建设项目1项（作物育种学，华中农业大学，2019），主持校级在线开放课程建设项目1项（2019），目前已经完成一轮网上教学工作，并于2020年被评为河南农业大学线上教学优秀课程二等奖。
3.2 科研能力
项目执行期间，主持河南省自然科学基金面上项目1项，省重大科技专项子课题1项和重点实验室开放课题1项，完成省科技攻关项目1项。作为第2名承担国家自然基金1项，郑州市重大专项1项，完成国家自然基金项目1项。协助科研团队负责人完成国家自然基因基金和省市级重大科技专项等项目的申报和验收工作，指导研究生6名。发表SCI论文4篇，一级学报5篇（标注资助1篇）；申报专利3项，选育新品种3个。获得河南省优秀科技论文奖4项。
3.3 团队建设
[bookmark: _GoBack]项目执行期间，担任河南农业大学《作物育种学》课程负责人，协调新增教学团队成员9名，将教学团队建设为涵盖6个作物的专业教学团队，实现了科研与教学的一体化，收到良好的教学效果。作为农业部黄淮海南部玉米生物学与遗传育种重点实验室副主任，承担重点实验室的年报编报、日常行政、仪器管理以及建设项目申报和验收等工作，积极参加2011验收、重点实验室考核、一流学科创建等工作，发挥了应有的作用。
3.4 社会服务
积极参加社会服务工作。作为三区人才项目承担者积极服务联系对象，并在进行玉米新品种的选育和推广工作中开展技术培训、成果推广等工作，和企业开展产学研联合研究，收到了良好的效果。

4、不足之处及努力方向。
主持人在团队建设、社会服务方面参加程度不够，今后将更加主动积极的进行教学、科研团队的建设工作，更加深入的参加社会服务，实现科研基础工作和玉米生产的结合，为保障我省玉米生产贡献出更大的力量。

培养对象签字：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2020　年　11　月　27　日




三、培养期成果一览
	1、承担主要教学科研项目及获奖、获得专利情况
（请注明项目名称、项目来源、项目经费、项目起讫时间、所有项目完成人姓名以及项目完成人排序等。如成果获得相应科技奖励，请注明授奖单位、奖励名称、级别及日期；如成果获得专利，请注明获准专利国别、类别及专利号）
科研项目：
[1]  河南省自然科学基金面上项目，E3泛素连接酶编码基因调控玉米穗粗的遗传机制研究（202300410215），2020-2022，10万元，主持，在研。
[2]  河南省重大科技专项子课题，广适多抗玉米优异种质创制与新品种选育（161100110500-0101），2016-2019，135万元，主持，已结题。
[3]  河南省科技厅技攻关重点项目，高产宜机收玉米新品种选育（152102110062），2015-2017，50万元，主持，已结题。 	
[4]  省部共建小麦玉米作物作物学国家重点实验室自主课题：玉米穗长主效QTL的精细定位与克隆，2017-2020，21万元，主持，在研。 
[5]  河南省中原学者项目，玉米籽粒发育和灌浆过程的分子机理研究（172101510004），2017-2019, 100万元，第2名，已结题。
[6]  郑州市重大科技创新专项，适宜机械化收获玉米新品种选育（188PCXZX803），2018-2020, 100万元，第2名，在研。
[7]  国家自然科学基金项目，玉米穗长主效基因qEL10的克隆与功能分析（31801379），2019-2021, 23万元，第2名，在研。

获得奖励：
[1]  Genetic analysis of arsenic accumulation in maize using QTL mapping. 河南省优秀科技论文奖一等奖，2019，豫教（2019）01827, 1, 2019年5月
[2]  Quantitative Trait Loci for Mercury Accumulation in Maize (Zea maysL.) Identified Using a RIL Population.河南省优秀科技论文奖一等奖，2017，豫教（2017）4184，1，2017年5月
[3]  Biological responses and proteomic Changes in maize seedlings under nitrogen deficiency. 河南省优秀科技论文奖二等奖，2019，豫教（2019）02167，1, 2019年5月
[4]  Identification and characterization of maize microRNAs involved in developing ears. 河南省优秀科技论文奖二等奖，2019，豫教（2019）02170, 2, 2019年5月
[5]  河南农业大学本科论文优秀指导教师，2018
[6]  河南农业大学线上教学优秀课程二等奖，2020

专利品种
[1]  丁冬,张雪海,李卫华,段海洋,马拴红,王琪月,汤继华. 一种玉米砷胁迫抗性基因ZmAsR2及其分子内SNP标记与应用[P]. CN110894501A,2020-03-20.
[2]  薛亚东,汤继华,付志远,丁冬,李卫华. 玉米C型细胞质雄性不育育性恢复基因Rf4位点紧密连锁分子标记及其应用[P]. 河南：CN108531635A, 2018-09-14.
[3]  薛亚东,汤继华,丁冬,付志远,李卫华. 玉米C型细胞质雄性不育核恢复基因及其应用[P]. 河南：CN108424917A, 2018-08-21.
[4]  玉米新品种豫单188（第五选育人）
[5]  玉米新品种豫单1866（第八选育人）
[6]  玉米新品种豫单138（第八选育人）




	2、代表性著作、论文
（请注明著作或论文名称、出版单位或发表刊物名称、期号、出版或发表时间、所有著、作者姓名以及作者排序等）

[1]  Xia Shi, Xuehai Zhang, Da kun Shi1 Xiangge Zhang, Weihua Li*, JihuaTang*. Dissecting Heterosis During the Ear Inflorescence Development Stage in Maize via a Metabolomics-based Analysis. Scientific Reports, 2019, 9:212
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四、资助项目决算表                       　　　　　　　　　　
	项目金额
	3万元

	列出经费使用方向，包括购实实验仪器设备、耗材、图书资料、学术交流等费用。
支出测试费1.99万元，知识产权出版费1.00万元，共支出经费2.99万元。








五、考核结论
	主要内容包括：项目完成情况，在教学水平、科研能力、团队建设、社会服务等方面完成培养计划情况，今后发展意见建议和努力方向。考核等次意见。

李卫华同志在项目执行期间，带领课题组成功对籽粒灌浆突变体候选基因进行了图位克隆和功能验证，并初步明确其作用机制，完成了项目研究目标。发表论文9篇（标注资助1篇），申请专利3项，选育玉米新品种3个，参编十三五教材2部，参加国家精品开放课程建设1项，主持校级在线开放课程1项，主持科研项目4项，培养研究生6名。建议今后在团队建设和社会服务方面投入更多。
   





　　　　　　　　　　　　　考核专家组长：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　年　　月　　日



六、鉴定专家名单
	姓名
	职称
	学科专业领域
	单位
	签字

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	


七、学校意见
	












                                         校长签名：
         　　　　　　　　　　            公　　章

                                                      年   月   日
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