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Abstract: 【Objective】This study aims to investigate the function of the OsLRP1 gene (Os01g72490) in rice lateral root 

development by phenotypic characterization and expression analysis of the lrp1 mutant.【Method】The lrp1 mutant was 

first identified through PCR amplification and sequencing. Bioinformatics methods were then employed to analyze the 

protein structure, conserved domains, transmembrane domains, and signal peptides of OsLRP1. Multiple sequence 

alignment and phylogenetic tree construction were conducted to explore the evolutionary relationship between OsLRP1 

and LRP1 proteins from other species. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was used to detect the expression levels of 

OsLRP1 in different rice tissues. Confocal laser scanning microscopy was utilized to observe the subcellular localization 

of the OsLRP1 protein. Finally, an auxin treatment experiment was performed to determine whether the regulation of 

lateral root development by OsLRP1 is mediated by auxin.【Result】Phenotypic analysis revealed that compared with the 

wild-type Zhonghua 11, the lrp1 mutant exhibited a 32% reduction in lateral root primordia number and a 21% decrease 

in lateral root number. At the maturity stage, the panicle length and 100-grain weight of lrp1 were reduced by 12.5% and 

7.4%, respectively, compared with the wild-type. Bioinformatics analysis showed that the OsLRP1 gene belongs to the 

SHI transcription factor family, encoding a protein of 340 amino acids. Conserved domain analysis indicated that it is a 

member of the DUF (Domain of Unknown Function) family. No signal peptide or transmembrane domain was detected in 

the OsLRP1 protein. Subcellular localization in tobacco demonstrated that the OsLRP1 protein is localized in the nucleus. 

qRT-PCR results indicated that OsLRP1 is expressed in roots, stems, and leaves, with the highest expression level in 

leaves. Two auxin response elements (AuxREs) were identified within the 1-kb promoter region upstream of OsLRP1. 

The auxin treatment experiment confirmed that lateral root development in the lrp1 mutant is affected by auxin.

【Conclusion】In summary, OsLRP1 regulates lateral root development in rice in an auxin signaling dependent manner 

and is involved in rice growth, development, and stress responses, further elucidating its crucial role in rice lateral root 

development. 
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摘  要：【目的】本研究旨在通过对水稻OsLRP1(Os01g72490)突变体 lrp1的表型鉴定与表达水平分析，探究OsLRP1

基因在水稻侧根发育过程中的功能。【方法】首先通过 PCR 扩增及测序完成 lrp1 突变体的鉴定。其次，通过生

物信息学方法分析 OsLRP1 蛋白结构、保守结构域、跨膜结构域、信号肽，并通过多序列比对及进化树构建，分

析 OsLRP1 蛋白与其他物种中 LRP1 蛋白的系统发育关系；通过 qRT-PCR 技术，检测 OsLRP1 在水稻不同组织中

的表达水平。借助激光共聚焦显微镜，观察 OsLRP1 蛋白在细胞内的精确定位。然后通过生长素处理实验验证

OsLRP1 对侧根发育的调控是否受生长素影响。【结果】表型鉴定结果显示，相较于野生型中花 11，lrp1 侧根原

基数目减少 32%，侧根数目减少 21%；成熟期时，lrp1 穗长和百粒重较野生型分别减少 12.5%和 7.4%；生物信息

学分析结果显示 OsLRP1 基因属于 SHI 转录因子，编码 340 个氨基酸。保守结构域分析结果表明，其属于

DUF(Domain Of Unknown Function)家族；OsLRP1 蛋白无信号肽及跨膜结构。烟草亚细胞定位结果显示 OsLRP1

蛋白定位于细胞核。qRT-PCR 结果显示，OsLRP1 在根、茎和叶中均有表达，且在叶中表达量最高。在 OsLRP1

上游 1 kb 启动子区域内发现两种生长素响应元件 AuxRE，生长素处理实验证实 lrp1 突变体侧根发育受生长素影
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响。【结论】综上所述，OsLRP1 依赖生长素信号途径调控水稻侧根发育，参与水稻生长发育及抗逆性，进一步

揭示了该基因在水稻侧根发育中的关键作用。 

关键词：水稻；根系发育；侧根原基；LRP1 蛋白 

水稻(Oryza sativa L.)作为世界上三大粮食作物

之一，其产量和品质的提升对保障粮食安全具有重

要意义。水稻根系是吸收水分和养分的主要器官，

其生长发育状况直接影响水稻的生长和产量。侧根

作为水稻根系的重要组成部分，不仅增加了根系的

表面积，提高了对土壤中水分和养分的吸收效率；

还通过其分布的深度和广度，增强了水稻对不同环

境条件的适应性[1]，侧根形成和发育直接影响着水

稻的产量和品质[2]。因此，研究水稻侧根生长发育

相关基因具有重要意义。 

在侧根形成的起始阶段，位于韧皮部的两个中

柱鞘细胞进行垂周分裂，快速分裂产生四个子细胞
[3]；随后与中柱鞘相邻的内胚层细胞开始分裂。随

着发育的进行，中柱鞘细胞和内胚层细胞经历垂周

分裂和平周分裂形成侧根原基[4]。在模式生物拟南

芥中，侧根形成共分为 8 个阶段，在第Ⅰ阶段中侧根

原基开始形成，根尖附近的中柱鞘细胞开始分裂，

细胞数量呈径向迅速增加；第Ⅱ、Ⅲ阶段中，源自

第Ⅰ阶段的中心细胞经过平周分裂形成内外两层细

胞；第Ⅳ阶段中，内层细胞进行平周分裂形成两层

内层细胞，此时侧根原基突破内胚层；第Ⅴ阶段，

外层细胞分裂三次，而内层细胞呈放射状生长，将

外层细胞向外推，使侧根原基进入皮质层；在第Ⅵ

阶段，外层细胞继续分裂，内层细胞表现出维管束

的特征，在侧根原基周围形成内胚层、皮质层和表

皮层，侧根原基进入初生根表皮；在第Ⅶ、Ⅷ阶

段，大部分细胞进行垂周分裂，侧根原基通过表皮

向外生长，最终发育成侧根[5-6]。 

近年来，随着分子生物学和遗传学技术的发

展，对侧根发育分子机制的研究取得了重要进展。

研究者们已经鉴定出多个调控侧根发育的关键基

因和信号通路，揭示了生长素、细胞分裂素等植物

激素的作用及其相互调控网络[7]。生长素是最早发

现的植物激素，在调节细胞伸长生长[8]、调控植物

向性生长[9]以及侧根和不定根形成[10]等过程中发挥

重要功能。生长素在侧根起始和形态建成中起作

用，侧根形成最早是从根尖开始的，侧根原基最早

形成于侧根起始位点，生长素响应因子 ARF7(Auxin 

Response Factors 7) 和 LBD(Lateral Organ 

Boundaries-domain)家族基因 LBD16 已被证实在这

一过程中发挥功能[11]。然而不是所有的侧根起始位

点都能发育为侧根原基。生长素调控转录因子

GATA23(GATA Franscription Factor 23)是调控侧根

原基形成的第一个分子标记，它特异表达于木质部

中柱鞘细胞中，在生长素浓度达到最大值时会产生

一种振荡信号，当中柱鞘细胞接收到振荡信号后，

通过 Aux/IAA28(Auxin/Indole- 3-acetic Acid 28)依赖

的生长素信号途径调控侧根原基形成 [12]。此外，

MYB(Myeloblastosis)家族转录因子MYB93也协同生

长素参与这一过程的调控[13]。生长素通过介导 IDA 

(Inflorescence Deficient In Abscission)结合 HEA/ 

HSL2(Haesa/Haesa-Like2)受体，调控下游 XTR6 

(Xyloglucan Endotransglycosylase 6) 、 EXP17 

(Expansina 17)等 CWR(Cell Wall Remodelling)基因

的表达，通过调节内皮层(EN)细胞壁中果胶降解从

而使细胞壁松动和破碎，进而促进侧根形成[14]。在

侧根发育的第Ⅷ阶段中，生长素通过内流载体

LAX3(Lateral Root Formation Defective 3)快速富集

在皮质层(CO)和表皮层(EP)中，介导 IAA14 通过

ARF7 转录因子调控下游 IDA- HEA/HSL2 信号途

径，通过介导 MKK4(Mitogen- Activated Protein 

Kinase Kinase 4)/MKK5-MPK3 (Mitogen-Activated 

Protein Kinase 3)/MPK6 信号途径调控侧根发育[15]。

另外，生长素通过 Auxin- MPK14-ERF13(Ethylene 

Response Factor 13) 信号途径调控下游 KSC 

(Ketoacyl-CoA Synthase)16/8/18 基因的表达，抑制长

链脂肪酸合成，限制了侧根发育第Ⅳ阶段中侧根原

基突破内胚层的过程，极大减少了侧根数量[16]。此

外，ARF7/19 生长素响应因子对介导三种 PLT 

(Plethora)转录因子 PLT3、PLT5、PLT7 调控侧根

原基的形成[17]。细胞分裂素和生长素在根干细胞的

形态建成上存在拮抗关系，共同调控根分生组织的

大小 [18]。在根分生组织中，细胞分裂素依赖的

ARR1(Arabidopsis Response Regulator 1)转录因子激

活 SHY2(Short Hypocotyl 2)的表达，SHY2(Short 

Hypocotyl 2) 通过结合 ARF 转录因子负调节

PIN1/3/7(PIN-Formed1/3/7)的表达，抑制生长素的运

输，与此同时生长素又能刺激泛素介导的 SHY2 降解

途径[19-20]。此外，ARR1 通过诱导 GH3.17 (GRETCHEN 

HAGEN 3.17)表达来调控生长素降解[21]。 

研究者们从水稻中鉴定出了一系列侧根发育

相关基因，OsIAA11 参与根冠中生长素信号传导，
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从而影响侧根生长发育[22]；OsWOX10(WUSCHEL- 

related homeobox)通过与 QHB(Quiescent-Center- 

Specific Homeobox Gene)的相互作用，响应生长素

信号及环境胁迫，共同调控水稻侧根的发育 [23]；

OsCYP2(Cyclophilin 2)通过与OsSGT1(Salicylic Acid 

Glucosyltransferase 1)互作，影响 AUX/IAA 蛋白的

降解从而调控侧根发育[24]；OsAUX1 编码一种生长

素向内运输载体，参与生长素的极性运输，调控侧

根生长发育[25]；OsPIN2 通过精细调控根尖生长素

转运和极性运输，控制根的向地性生长，并参与调

节 ABA(Abscisic Acid)信号途径和活性氧的积累，

从而影响侧根的发育和形态[26]；OsIAA13 参与生长

素极性运输过程，介导生长素参与水稻侧根起始和

发育[27]。OsSLR1(Slender Rice 1)基因功能缺失后导

致水稻短根，抑制水稻对二价金属离子如锰、铁、

锌、镁和钙的吸收[28]。然而这些基因之间是否有相

关性，是否存在一个复杂的级联网络参与侧根形成

和发育的调控却不得而知。因此，发掘调控侧根发

育新基因、剖析侧根形成调控网络是后续研究的重

点。 

玉米中 ZmLRP1 基因编码一个 ZmLRP1 蛋白，

参与调控侧根原基的形成[29]。为了进一步发掘水稻

中调控侧根发育相关基因，我们对玉米中已报道的

侧根原基发育基因 ZmLRP1 进行序列同源性比对，

在水稻中发现了一个高度同源的基因 OsLRP1。为

了确定水稻中 OsLRP1 基因的功能，在本研究中筛

选并鉴定了一个侧根原基突变体 lrp1。通过测定

lrp1 突变体与野生型中花 11 的全生育期、苗期侧根

长、侧根数目、侧根原基数目及成熟期的产量性状，

分析 OsLRP1 基因功能缺失后对水稻生长发育的影

响；通过生长素处理实验观察 lrp1 突变体侧根生长

发育是否受生长素调控。进一步克隆 OsLRP1 基因，

构建 pSuper1300-OsLRP1-eGFP 重组表达载体并通

过农杆菌转化烟草叶片，确定 OsLRP1 蛋白的亚细

胞定位的位置；通过实时荧光定量 PCR 分析

OsLRP1 基因在根、茎、叶中的组织表达量情况；

明确了 OsLRP1 基因参与调控水稻侧根发育，以期

为水稻根系发育探明新途径。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

野生型中花 11(粳型常规水稻)及 lrp1 突变体均

购买自百格基因科技(江苏)有限公司。 

pSuper1300 载体由中国农业大学张美玲惠赠，

含有 eGFP 荧光蛋白标签，用于构建烟草亚细胞定

位的同源重组表达载体。 

1.2  多序列比对及进化树分析 

通过 NCBI-BLAST 数据库对 ZmLRP1 蛋白质

序列进行比对分析，分别查找粳稻(Oryza sativa 

japonica group)、非洲稻(Oryza sativa indian group)、

五 节 芒 (Miscanthus floridulus) 、 高 粱 (Sorghum 

bicolor L.)、柳枝稷(Panicum virgatum L.)、霍尔稷

草(Panicum Hallii)及小麦(Triticum aestivum L.)的

LRP1 蛋白质序列并进行多序列比对和进化树分

析，探究 LRP1 蛋白的保守性。 

1.3  lrp1 突变体基因型鉴定 

lrp1 突变体种子在培养皿中发芽，待幼苗生长

至 3 cm 时进行移栽。准备直径 40 cm，高 50 cm 的

塑料桶，装入土壤与营养基质 1 : 1 的混合土壤，将

水稻移栽至桶中，每桶种植 10 株。水稻移栽三周后，

取样并使用 CTAB 法进行 DNA 提取。通过 NCBI

数据库获取基因序列并设计基因特异性引物， 

LRP1-F(CCTTCTCACCTCCCAAACCA)和 LRP1-R 

(CGTACAAGTCCGAGTGCACC)。以基因组 DNA

为模板进行 PCR 扩增，用 2%的琼脂糖凝胶电泳进

行检测，使用胶回收试剂盒对 PCR 产物片段进行回

收后通过一代测序技术对编辑位点附近序列进行验

证。验证后的突变体用于后续研究。 

1.4  OsLRP1 基因的生物信息学分析 

利用 TMHMM-2.0 预测跨膜结构；利用 Expasy

预测 LRP1 蛋白的分子量、理论等电点 PI、氨基酸

残基及疏水性和不稳定系数等理化性质；利用 Pfam

和 NPS@：SOPMA 进行 LRP1 蛋白质结构预测；

利用 NetPhos-3.1 进行 LRP1 蛋白磷酸化位点预测；

利用 SignalP 6.0 Server 预测 OsLRP1 基因编码的信

号肽；通过 NCBI 预测保守结构域及同源性比对分

析；通过 Place 数据库预测 OsLRP1 启动子区域顺

式作用元件。所用工具网站请见表 1。 

1.5  苗期根系表型统计 

在苗期对植株进行清洗并拍照，分别统计中花

11 和 lrp1 突变体的株高、侧根长和侧根数目。同时，

取中花 11 和 lrp1 突变体的根系，对距根尖 1 cm 处

进行亚甲基蓝染色观察侧根原基数目的变化。 

1.6  OsLRP1 蛋白的亚细胞定位 

利用WoLF PSORT II和iPSORT预测LRP1蛋白

的亚细胞定位结果，构建OsLRP1-eGFP融合表达载

体转化本氏烟草叶片，通过激光共聚焦显微镜观察

OsLRP1蛋白的亚细胞定位位置。首先利用Trizol法

提取水稻总RNA并使用试剂盒反转录为cDNA，通过
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NCBI-CDS网站设计CDS扩增引物 LRP1-CDS-F 

(ATGGCCGACGTCGGGATGGT)和LRP1-CDS-R(G 

TTCATGGTGTTACCATAGC)。以上述cDNA为模板

用高保真酶扩增OsLRP1基因的CDS序列。选用

pSuper1300载体进行融合载体构建，根据载体上的同

源臂区域序列设计引物：LRP1-MCS-CDS-F(TCT 

AGAAAGCTTCTGCAGATGGCCGACGTCGGG) 和

LRP1-MCS-CDS-R(CATGGTACCGGATCCACTAG

TGTTCATGGTGTTACC) 。 使 用 PstⅠ( 酶 切 位 点

CTGCAG)和SpeⅠ(酶切位点ACTAGT)两种限制性核

酸内切酶对pSuper1300载体进行双酶切，使用同源

重组酶对线性化后的载体和目的片段进行同源重

组，并通过一代测序技术对构建好的同源重组载体

进行验证。重组载体构建及烟草转化参照李曼菲等

的方法[30]。将注射后的烟草植株放回26℃恒温组培

室中分别避光生长1 d、正常生长1d。随后，用尖头

镊子轻轻撕取烟草注射区域下表皮，用浓度为0.2 

μmol/L的DAPI染料染色10 min后用1 mmol/L PBS

缓冲液(含0.137 mol/L NaCl，2.7 mmol/L KCl，0.01 

mol/L Na2HPO4，1.8 mmol/L KH2PO4，调pH至7.4)

冲洗三遍后制成装片，在激光共聚焦显微镜下分别

以400 nm和488 nm的激发波长观察DAPI核染料的

蓝色荧光及OsLRP1-eGFP绿色荧光，验证OsLRP1

蛋白表达的亚细胞位置。 

1.7  OsLRP1 表达模式分析 

为研究 OsLRP1 基因在中花 11 中的表达模式，

利用基因特异性荧光定量 PCR 引物(qRT-OsLRP1- 

F1:CGTTTAGGGAGAGCTTGCCA；qRT-OsLRP1- 

R1:GGTCGTACAGGAACCCCTTG)，采用实时荧光

定量 qRT-PCR 对基因在同一植株根、茎、叶中的

表达水平进行分析。对同一水稻植株的根、茎、叶

进行取样后立即投入液氮中冷冻，样品的 RNA 提

取、cDNA 反转录参考杜何为等[31]的方法。每个样

品设 3 个生物学重复，相对表达量计算采用 2−ΔΔCt

法[32]计算。 

1.8  外源生长素处理实验 

通过外源生长素处理实验验证 OsLRP1 基因对

水稻侧根生长发育的影响是否与生长素相关。在 9 

mm 培养皿中采用 Yoshida 水稻营养液培育水稻幼

苗，待发芽 6 d 后施加 150 µL 浓度为 0.1 µmol/L 的

IAA 处理 7 d，间隔 2 d 更换营养液。处理结束后将

植株取出进行拍照观察。 

2  结果与分析 

2.1  OsLRP1 基因选择及 lrp1 突变体获取 

玉米中 ZmLRP1基因被报道与侧根原基发育相

关，为进一步发掘水稻中编码 LRP1 蛋白的基因，

利用 NCBI-BLASTP 网站对 ZmLRP1 编码的蛋白质

序列进行比对(包括粳稻、非洲稻、五节芒、高粱、

柳枝稷、霍尔稷草及小麦中的 LRP1 蛋白序列，图

1)，结果显示 LRP1 蛋白在进化上高度保守，通过

进化树分析发现粳稻中 OsLRP1 蛋白(EEC72181.1)

与玉米 ZmLRP1 蛋白(XP_008656860.1)的同源性最

高，推测 OsLRP1 基因可能调控水稻侧根原基发育。 

2.2  lrp1 突变体鉴定 

lrp1 突变体电泳结果如图 2-A，扩增片段长度

为 491 bp。用胶回收试剂盒将扩增产物进行胶回收

处理并进行测序分析，该突变体编辑靶点(TGTTGC 

AGACGCGTCGTTTAGGG)第 19 位 T 碱基发生缺

失，造成移码突变导致翻译提前终止，较正常 LRP1

蛋白少编码 106 个氨基酸(图 2-B)。 

2.3  中花 11 和 lrp1 突变体的生育期统计 

对野生型和 lrp1 突变体的全生育期进行统计，

表 1  生物信息学分析所用网站 

Table 1. Websites used for bioinformatics analysis 

名称 

Name 

网址 

URL 

TMHMM-2.0 https://services.healthtech.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/ 

Expasy https://www.expasy.org/ 

InterPro https://www.ebi.ac.uk/interpro/ 

NPS@:SOPMA https://npsa.lyon.inserm.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html 

NetPhos-3.1 https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetPhos-3.1/ 

SignalP 6.0 Server https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/ 

NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

WoLF PSORT II https://wolfpsort.hgc.jp/ 

iPSORT https://ipsort.hgc.jp/ 

New PLACE https://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/ 
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包括出芽期、幼苗期、分蘖期、拔节期、抽穗期、

扬花期、孕穗期、灌浆期、成熟期。发现野生型中

花 11 完整生育期为 152 d，lrp1 突变体完整生育期

为 154 d，相较于野生型，lrp1 突变体从扬花期时起

至植株成熟，整体生育期推迟 2 d 左右(表 2)。 

2.4  OsLRP1 基因的生物信息学分析 

2.4.1  LRP1 蛋白的理化性质 

利用 Expasy 在线网站对 LRP1 蛋白质进行预

测，发现LRP1蛋白分子式为C1476H2303N457O490S15，

由 340 个氨基酸组成，分子质量为 34.7719 kDa，

分子式为理论等电点为 7.27，消光系数为 20440，

所带正负电荷的氨基酸残基均为 26 个，脂肪氨基

酸系数 54.71，不稳定系数为 35.52，是一种稳定蛋

白，平均亲水性为−0.415，属于亲水性蛋白。

NetPhos-3.1预测LRP1蛋白包含 26个丝氨酸位点、

15 个苏氨酸位点和 4 个酪氨酸位点，共 45 个磷酸

化位点。 

2.4.2  LRP1 蛋白结构分析 

利用 InterPro 和 NPS@：SOPMA 进行预测，

发现 LRP1 蛋白属于 SHI 转录因子家族成员。同时

LRP1 蛋白的 340 个氨基酸中，α 螺旋占 9.12%，延

伸链占 6.18%，无规则卷曲占 84.71%。SignalP 6.0 

server 结果显示 LRP1 蛋白无信号肽。TMHMM-2.0

预测结果显示有一段长 340 个氨基酸的膜外结构

(图 3)，这表明 LRP1 蛋白为非跨膜蛋白。 

2.4.3  LRP1 蛋白保守结构域预测 

利用 NCBI 数据库进行保守结构域预测，结果

显示 OsLRP1 基因编码的序列含有一个 DUF702 结

Miscanthus floridulus  (XP 066315975.1)

Sorghum bicolor  (XP 021312948.1)

Zea mays   L .(XP 008656860.1)ZmLRP1

Panicum vi  rgatum(X P 039850799.1)

Panicum halli  (XP 025818814.1)

Oryza sativa japonica   Group (EEC72181.1)OsLRP1

Oryza sativa indica   Group (EEC72181.1)

Oryza sativa japonica   Group (EEE56021.1)

Triticum aestivum  (XP 044352056.1)

0.02

98

98

100

95

100

99

Genetic distance
遗传距离

图中标尺表示序列间差异数值的单位长度 

The scale bar in the figure represents the unit length of the number of differences between sequences 

图 1  不同物种中 LRP1 蛋白系统进化树 

Fig. 1. Phylogenetic tree of the LRP1 protein across different species 

 

M

2000 bp
1500 bp

1000 bp

750 bp

500 bp

250 bp

A

ATG TGA
PAM

Target

189 bp 644 bp 169 bp 379 bp 323 bp

5 UTR

3 UTR

外显子 Exon

内含子 Intron

B

图 A 中左侧两条带以中花 11 基因组 DNA 为模板；右侧两条带以 lrp1 基因组 DNA 为模板。M：标记。 

In figure A, the two leftmost bands were amplified using the genomic DNA of Zhonghua 11 as the template, while the two rightmost bands were amplified 

using the genomic DNA of lrp1 as the template. M, Marker. 

图 2  突变体 lrp1 PCR 扩增电泳图（A）及突变靶点信息（B） 

Fig. 2. PCR amplification electrophoresis of mutant lrp1 (A) and information of mutant targets(B) 
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构域，该结构域高度保守，具体功能暂未可知，但

相关研究显示，DUFs 蛋白家族参与调控植物生长

发育、植物对病虫害的防御反应和植物对非生物胁

迫的应答反应等生物学过程，由此推测 OsLRP1 蛋

白同样参与调控植物生长发育过程。 

2.4.4  OsLRP1 启动子区域顺式作用元件预测 

采用 New PLACE 数据库对 OsLRP1 基因起始

密码子上游 1 kb 范围的启动子区域进行顺式作用

元件预测，发现有两种生长素响应元件 AuxRE：5’- 

TGTCTC-3’(1个)和 5’-TGTC-3’(3个)，推测OsLRP1

基因调控水稻侧根发育受生长素信号介导(图 4)。 

2.5  lrp1 根系表型统计 

在苗期(水稻发芽后 35 d)，分别对野生型和 lrp1

突变体植株进行清洗和拍照，并统计株高、根长和

根数。结果显示，相较于野生型，lrp1 突变体株高(图

5-A)和侧根长无明显差异(图 5-B)，但是侧根数目下

降了 21%(如图 5-B、E)，可能是 OsLRP1 功能丧失

导致侧根原基数目下降，进而导致侧根发育数量减

少。分别对野生型和 lrp1 突变体的根尖 1 cm 处进

行亚甲基蓝染色并观察，发现 lrp1 侧根原基较野生

型显著减少了 32%(图 5-C、F)。在成熟期，相较于

野生型，lrp1 突变体的穗长减少 12.5%(图 5-G)，百

粒重降低 7.4%(图 5-H)。综上所述，OsLRP1 基因

突变导致侧根原基数目减少，进而引起侧根数量减

少，严重影响了水稻的生长发育和产量。 

2.6  OsLRP1 蛋白的亚细胞定位  

利用 WoLF PSORT Prediction 和 Plant-mPLoc 

server 对 LRP1 蛋白的亚细胞定位进行预测。结果

显示，OsLRP1 蛋白可能定位于细胞核。激光共聚

焦显微镜观察发现，OsLRP1-GFP 融合蛋白在细胞

核中呈现明显绿色荧光，且与 DAPI 特异性核染料

的蓝色荧光信号重叠，说明 OsLRP1 蛋白位于细胞

核(图 6)。 

2.7  OsLRP1 表达模式分析 

分别取苗期野生型水稻的根、茎、叶组织，通

过实时荧光定量 PCR 进行表达量分析，使用 2−ΔΔCt

法分析获得相对表达量结果。发现 OsLRP1 基因在

根、茎、叶部位中均表达，且在叶中表达量最高(图

7)，然而叶片表型在野生型与突变体之间无明显差

异。 

表 2  lrp1 突变体的生育期 

Table 2. Growth periods of the lrp1 mutant                                                                    d 

时期 

Period 

中花 11 

Zhonghua 11 
lrp1 

P 值 

P-value 

出芽期 Budding stage 2.9±0.4 3.1±0.4 0.1047 

幼苗期 Seedling stage 10.3±0.4 10.3±0.5 0.7315 

分蘖期 Tillering stage 40.4±0.5 40.5±0.7 0.5988 

拔节期 Jointing stage 60.4±0.5 60.5±0.5 0.5309 

抽穗期 Heading stage 72.2±0.5 72.3±0.6 0.7699 

扬花期 Anthesis stage 85.3±0.5 87.1±0.5 6.19×e−15 

孕穗期 Booting stage 100.3±0.5 102.3±0.5 4.98×e−16 

灌浆期 Grain filling stage 120.3±0.4 122.4±0.5 8.71×e−17 

成熟期 Maturity stage 152.3±0.4 154.3±0.4 8.19×e−17 

 

图 3  OsLRP1 蛋白结构域预测 

Fig. 3. Prediction of OsLRP1 protein domain 

 

239 bp 157 bp 411 bp 179 bp

5 3 

ATG

TGTC

TGTCTC

图 4  OsLRP1 启动子区域顺式作用元件分析 

Fig. 4. Analysis of cis-acting elements in the promoter region of OsLRP1 
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2.8  外源生长素处理实验 

外源生长素处理 7 d 后将水稻植株进行清洗后

观察，结果显示在 0.1 µmol/L IAA 处理 7 d 后，lrp1

的侧根数目及长度均显著增加，但未达到野生型水

平(图 8)。由此推断 OsLRP1 调控水稻侧根发育过程

受生长素影响。 

3  讨论 

OsLRP1 是根系发育中少数已克隆的影响侧根

形成的基因之一。本研究在水稻品种中花 11 中鉴

定了一个 OsLRP1 基因的功能突变体 lrp1。测序结
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图 C 中红圈及白色箭头示侧根原基部位。 

A, Whole-plant phenotypes; B, Root system phenotypes; C, Methylene blue staining results (black dots indicate lateral root primordia); D, Panicle phenotypes; 

E, Statistical graph of lateral root number; F, Statistical graph of lateral root primordia number; G, Statistical graph of panicle length; H, Statistical graph of 

100-grain weight. In figure C, Red circles and white arrows indicate the positions of lateral root primordia.  

图 5  lrp1 突变体苗期根系表型及成熟期穗部性状 

Fig. 5. Root phenotype of lrp1 at the tillering stage and panicle phenotype at the maturity stage 

 
Bright field DAPI GFP MergedA B C D

A 和 D 图中红色虚线、B 和 C 中白色虚线为烟草细胞轮廓，DAPI 为细胞核特异性染料，蓝色荧光信号标注的为细胞核部位。 

In figures A and D, the red dashed lines indicate the cell contours of tobacco cells. In figures B and C, the white dashed lines indicate the cell contours of 

tobacco cells. DAPI is a specific nuclear dye, and the blue fluorescence signals mark the positions of the nuclei. 

图 6  OsLRP1 蛋白亚细胞定位结果 

Fig. 6. Results of subcellular localization of OsLRP1 protein 
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Fig. 7. Relative expression level of OsLRP1 
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果显示，第 648 位碱基 T 发生缺失，导致翻译提前

终止，缺失 106 个氨基酸。该突变体较野生型生育

期推迟 2 d，侧根原基数目减少 32%，侧根数目减

少 21%，穗长减少 12.5%，百粒重降低 7.4%，推测

这些表型由侧根数量减少引起的生长发育紊乱所

致。通过克隆 OsLRP1 基因并进行生物信息学分析

发现，OsLRP1蛋白的等电点为7.27，与大多数LRP1

蛋白一致。OsLRP1 基因编码的 OsLRP1 蛋白包含

一个 DUF 结构域，它在植物的发育和逆境适应过

程中发挥重要功能[33]。例如 AtRDUF1 编码的含有

DUF1117 结构域的 E3 泛素连接酶在拟南芥中正调

控盐胁迫响应过程[34]；含有 DUF4206 结构域的蛋

白与 Ras 样 GTP 酶，尤其是 Rap 和 Rab 家族成员

相互作用，在信号转导过程中发挥重要作用[35]。此

外，通过结合生物信息学方法，推测本研究中的

DUF702 结构域可能参与植物生长发育及非生物胁

迫响应。OsLRP1 蛋白属于 SHI 转录因子家族成员，

亚细胞定位结果显示定位于细胞核，与多数 LRP1

基因一致。实时荧光定量 PCR 发现，OsLRP1 基因

在根、茎、叶中均有表达，且在叶中的表达量显著

高于茎和根，然而并未发现 lrp1 突变体叶部性状较

野生型有明显差别。在玉米中，ZmLRP1 基因在侧

根原基发育早期被激活，有趣的是它仅在早期侧根

原基和分生组织中表达，这与我们在水稻中发现的

结果有差异。然而导致这一差异的原因尚不清楚。 

侧根形成受多个信号途径调控，其中生长素依

赖的信号途径发挥关键作用。在侧根形成早期，生

长素信号紊乱会影响ARF7和 LBD16介导的侧根原

基位置决定过程，使早期侧根形成位点无法正确识

别生长素信号，导致侧根原基无法顺利完成身份转

变，侧根原基起始位点数量显著减少[36]。生长素一

方面以 ARF7/19 依赖的方式诱导 VIK(VH1- 
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图 A 中 WT 为正常生长的中花 11，lrp1control为正常生长的 lrp1 突变体，lrp1IAA为 IAA 处理生长的 lrp1 突变体，每三株为一组分别对应下方标注，

标尺 = 2 cm。图 B 为侧根数，图 C 为侧根长，图 D 为株高。 

In figure A, WT represents normally grown Zhonghua 11, lrp1control represents normally grown lrp1 mutant, and lrp1IAA represents IAA-treated lrp1 mutant. 

Each group of three plants corresponds to the labels below, Bar = 2 cm. Figure B is a bar chart of lateral root number, figure C is a bar chart of lateral root 

length, and figure D is a bar chart of plant height.  

图 8  lrp1 突变体生长素处理实验结果 

Fig. 8. Results of auxin treatment experiments of lrp1 
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interaction Kinase)转录，另一方面通过 TMK1 

(Transmembrane kinase 1)激活 VIK 的激酶活性进而

磷酸化 LBD18 和 ERF13，磷酸化的 LBD18 性质更

加稳定，更能促进侧根起始；ERF13 磷酸化后解除

对侧根原基形成过程的抑制作用[37]。在模式生物拟

南 芥 中 ， MTPC(Multiple C2 Domain And 

Transmbmarane Region Protein) 蛋 白 家 族 成 员

MTPC3、MTPC4 和 MTPC6 作用并影响 ARF7 和

ARF19细胞质凝聚体形成和核定位，通过调节ARF7

和 ARF19 的核质分布调节生长素信号，从而促进侧

根形成[38]。在玉米中，ZmLRP1 是 Aux/IAA-ARF

模块的下游靶基因，由 AUX/IAA 蛋白 RUM1(Root 

less with undetectable meristem 1)直接调控[31]。 

为了验证生长素是否参与调控 OsLRP1 基因的

表达，对 OsLRP1 起始密码子上游 1 kb 的启动子区

域进行分析，发现了两种生长素响应元件 AuxRE：

5’-TGTCTC-3’(1 个 ) 和 5’-TGTC-3’(3 个 ) 。

5’-TGTCTC-3’是生长素响应元件的核心基序，位于

生长素调控基因的启动子区域，该元件可通过其 B3

结构域与生长素响应因子 ARF 特异性结合，介导

生长素信号对下游基因的表达调控[39]。5’-TGTC-3’

可能作为 5’-TGTCTC-3’的简并形式，在部分基因

启动子中弱化结合，但仍保留有部分生长素响应能

力 [40] 。 在 拟 南 芥 中 ， 5’-TGTCTC-3’ 突 变 为

5’-TGTC-3’后显著降低了 ARF 元件的结合活性及

下游生长素诱导的靶基因表达水平，表明

5’-TGTC-3’无法单独有效发挥 AuxRE 功能[41]。水

稻中有关研究表明，OsARF19 可能识别类似

5’-TGTC-3’的简并序列，但其结合效率显著低于拟

南芥[42]。由此推测生长素可能通过 ARF 特异性结

合 5’-TGTCTC-3’和 5’-TGTC-3’调控 OsLRP1 基因

表达。通过生长素处理实验，证实了 lrp1 突变体的

侧根生长发育受生长素诱导。 

本研究为侧根形成过程提供了新的理论依据，

探究 OsLRP1 基因调控侧根原基数目变化如何响应

生长素信号调控，是后续工作的重点。 
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