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Abstract: 【Objective】 Photosynthesis is a major determinant of dry matter accumulation in rice, with chlorophyll content 
and vein density being critical for photosynthetic efficiency. Here, a rice gene regulating chlorophyll content and vein 
density, OsLVD1, was identified and functionally analyzed.【Method】 OsLVD1 was identified based on homology to maize 
vein development genes, and its protein features, phylogeny, conserved motifs, and subcellular localization were analyzed 
bioinformatically. An lvd1 mutant was generated using CRISPR/Cas9, with ZH11 as the wild type. Chlorophyll content, 
vein density, soluble sugar content, and major agronomic traits were examined. The expression of genes related to 
chlorophyll metabolism and vein development was analyzed by qRT-PCR.【Result】 OsLVD1 encodes a nuclear-localized 
WRKY transcription factor, and the lvd1 mutation caused a frameshift leading to premature termination. Compared with 
ZH11, the lvd1 mutant showed reductions of 25.90%, 30.75%, and 27.05% in chlorophyll a, chlorophyll b, and total 
chlorophyll content, respectively, accompanied by increases in minor vein density and bulliform cell number. Plant height 
was reduced and growth duration was slightly delayed, whereas soluble sugar content, seed-setting rate, and thousand-grain 
weight were unaffected. qRT-PCR showed that the expression levels of chlorophyll biosynthesis genes OsHEMA1 
and OsCHLI were downregulated, while those of the chlorophyll degradation gene OsNYC1 and the vein development 
gene OsPIN1b were upregulated in the lvd1 mutant. OsLVD1 was predominantly expressed in leaves, with the highest 
expression at the jointing stage.【Conclusion】 Loss of OsLVD1 resulted in a “low chlorophyll–high vein density” phenotype, 
which may compensate for reduced photosynthesis by enhancing vein-mediated transport and water retention, thereby 
maintaining yield stability. This study demonstrates a novel role of OsLVD1 in coordinating leaf pigment metabolism and 
vascular development in rice. 
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摘  要: 【目的】光合作用决定水稻干物质积累，叶绿素含量和叶脉密度与光合作用密切相关。本研究在水稻中

鉴定调控叶绿素含量和叶脉密度的基因 OsLVD1，并对其功能进行解析。【方法】通过玉米叶脉发育基因同源比

对获得 OsLVD1，并利用生物信息学分析其蛋白特性、系统发育关系、信号肽、跨膜结构域、保守结构域及亚细

胞定位。通过 CRISPR 获得 lvd1 编辑株，以野生型 ZH11 为对照，测定叶绿素含量、叶脉密度、可溶性糖含量及

株高、分蘖数、每穗粒数等主要农艺性状，并通过 qRT-PCR 分析相关基因的表达水平。【结果】生物信息学分析

表明，OsLVD1 编码 WRKY 家族转录因子，定位于细胞核。lvd1 因移码突变导致蛋白提前终止。与 ZH11 相比，

lvd1 叶绿素 a、叶绿素 b 和总叶绿素分别下降 25.90%、30.75%和 27.05%，剑叶小脉密度和泡状细胞数目增加。

lvd1 株高降低且生育期略延迟，但叶片可溶性糖、结实率、千粒重等均无显著差异。qRT-PCR 分析表明，lvd1 中

叶绿素合成相关基因 OsHEMA1 和 OsCHLI 的表达显著下调，而叶绿素降解基因 OsNYC1 及叶脉发育相关基因

OsPIN1b 表达上调。组织表达分析显示，OsLVD1 在叶片中高表达，且在拔节期达到峰值。【结论】OsLVD1 功能

缺失导致叶绿素含量降低、叶脉密度增加，可能通过增加叶脉密度和改变泡状细胞发育补偿光合产物运输与水分

保持，从而维持产量稳定。本研究揭示 OsLVD1 在叶片色素代谢与维管系统发育中的新功能，为光合结构优化提

供理论基础。 
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水稻(Oryza sativa L.)是全球重要的粮食作物之

一，对亚洲、非洲和拉丁美洲等众多以水稻为主食

的发展中国家的粮食安全具有至关重要的作用[1]。

叶脉维管束是植物整体维管组织系统的重要组成部

分，也是叶片中承担输导与支撑功能的关键结构[2]，

水稻叶片维管系统呈层级分布，由主脉(midrib)、大

脉(large veins)和小脉(small veins)构成，主脉与大脉

负责主要的输导和机械支撑，小脉参与叶肉细胞间

物质交换与能量分配[3]。每条叶脉均由木质部、韧皮

部和维管束鞘组成[4]，其中木质部运输水分和矿质元

素供光合作用，韧皮部转运光合同化物至植株各处，

维管束鞘起支撑、运输与调控作用[5]。叶脉结构及相

关生理过程的异常会影响水稻生理活动与产量[6]，而

叶片色素、叶脉结构和气体交换性质共同决定光能

捕获与碳同化效率[7]。因此，解析叶片色素水平与结

构特征的耦合机制，对提升水稻光能利用效率、保障

高产稳产具有重要理论与实践意义。 
水稻叶脉的发育过程受多层级遗传调控网络

的精细调节。在转录调控层面，LBD 转录因子被证

实在叶片形态建成中发挥重要作用。例如，水稻

OsLBD3-7 基因参与叶片卷曲的发育调控，其过表

达会导致叶片向背面卷曲，并伴随泡状细胞的数量

与体积显著下降，这表明 OsLBD3-7 可能通过影响

泡状细胞的发育与叶片水分调节机制，从结构上介

导叶片形态变化[8]。在植物发育过程中，激素稳态

与生理信号的协调同样不可或缺[9]。NAL1 基因编码

一个在质外体中发挥功能的蛋白，它通过维持生长

素的极性运输能力，精确调控叶片形态，其突变体

表现为叶片变窄与植株矮化[10]。 
这些精细的遗传调控机制共同决定了一个关

键功能性状——叶脉密度，它是影响植物水分运输

能力的重要结构性特征[11]。叶脉密度作为一个核心

结构性状，其生理功能已得到证实[12]。Brodribb 和

Feild[13]的研究明确指出，叶脉密度与叶片水力导度

之间存在直接联系，密集的叶脉网络能够提升水分

运输效率，进而促进气孔导度的提高，最终增加植

物的最大光合速率。这一“结构−功能”关系在作物

种质资源中得到了验证。例如，对水稻及其野生近

缘种的比较分析证实，叶脉密度较高的基因型通常

表现出更高的水分利用效率和光合能力，这与其更

强的干旱胁迫适应性密切相关[14]。 
近年来，植物叶色突变体的研究日益广泛，其

分子调控机制已得到较为深入的解析，尤其是在叶

绿素生物合成、叶绿体发育及光合作用调控等方面

均取得了显著进展[15]。研究表明，增加叶脉密度能

够构建更高效的水分与光合产物运输体系，在一定

程度上缓冲因叶肉功能受损(如叶绿素减少)而导致

光合作用下降。例如，Caddell 等利用 CRISPR/Cas9
技术在水稻中编辑光捕获天线复合体相关基因(如
TLA3)，结果显示适度降低叶绿素含量能够改善单

位光能的利用效率，并优化冠层内光分布[16]；然而，

在水稻中敲除 OsCAO1(叶绿素 a 氧化酶)会导致叶

绿素 b 缺失和光系统结构不稳定，光合速率与产量

显著下降[17]。在大豆叶片褪绿突变体 jym165 研究

中，也发现叶绿素含量显著下降虽改变了光吸收与

能量分配，但光合效率和产量并未得到提升[18]。这

表明，植物在一定范围内能通过调节叶绿素水平或

光捕获天线大小，实现光能分配优化，从而提高资

源利用效率，但若叶绿素代谢或光系统结构遭到严

重破坏，则会对光合与产量产生负面影响。 
WRKY 转录因子家族是植物中特有的一类转

录调控因子，广泛参与生长素[19]、赤霉素[20]、脱落

酸[21-22]和茉莉酸[23]等激素通路的转录调控；其中，

部分成员可通过调节下游结构基因的表达，影响叶

片形态建成与维管分化[24]。越来越多的研究表明，

WRKY 家族成员在叶片发育及功能调控中发挥重

要作用，包括参与叶片原基起始、叶肉细胞分化、

叶片大小与形状调控等关键过程[25]，且与光合相关

生理过程密切相关[26]。在拟南芥中，AtWRKY23 作

为生长素诱导型转录因子，通过调控生长素极性运

输参与叶脉模式形成和维管分化[27]；WRKY53、
WRKY12 等成员则在叶片衰老进程和叶肉细胞功

能维持中发挥关键调控作用，并影响多种光合作用

相关基因的表达[28]。在水稻中，系统分析表明多个

OsWRKY 基因在叶片中具有较高表达水平，部分成

员已被报道参与叶片形态建成、非生物胁迫适应及

光合相关生理过程的调控[29]。然而，现有研究主要

集中于 WRKY 在叶片功能或光合调控中的作用，

其在水稻叶脉发育中的功能尚缺乏直接的遗传学

证据，WRKY 是否通过调控叶脉结构建成和叶脉密

度进而协调叶脉−光合功能之间的关系仍有待深入

解析。 
我们在水稻中鉴定到了调控叶脉发育的基因

OsLVD1，该基因编码 WRKY 家族的一个转录因子。

利用 CRISPR 技术对 OsLVD1 进行定向编辑，获得

了一个稳定的突变体材料，命名为 lvd1(low 
chlorophyll and high vein density 1)。通过测定 lvd1
与 ZH11 的全生育期、叶绿素含量、叶脉密度以及

成熟期的可溶性糖含量和产量相关性状，分析

OsLVD1 基因功能缺失后对水稻叶片结构与生长发



邱一洁等：水稻叶脉基因OsLVD1的鉴定及功能分析                                                                         449 

育的影响。结果表明，OsLVD1 基因参与调控水稻

叶脉发育，该研究为通过调控叶脉结构提升光合效

率、增加作物产量提供了新的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 
野生型 ZH11(粳型常规水稻)及其 CRISPR

编辑株 lvd1 均购自百格基因科技(江苏)有限公

司。 
1.2  生育期调查方法 

水稻生育期调查参照农业行业通用记载方法进

行。各生育期以群体中约 50%植株达到相应形态学特

征作为判定标准，调查过程中每 2~3 d 进行一次田间

观察并记录。 
1.3  OsLVD1 蛋白理化性质分析 

在国家水稻数据中心搜索得到 OsLVD1 (LOC_ 
Os01g14440)的蛋白序列和 CDS 序列。在 NCBI 网
站进行比对，SMART 网站进行结构域的预测分析。

使用 ProtParam 网站分析氨基酸数、分子量、理论

等电点、带正负电荷的氨基酸残基、分子式、总原

子数、不稳定系数、脂肪指数、亲疏水性。 
1.4  OsLVD1 蛋白的结构和序列比对分析 

OsLVD1 蛋白的二级结构预测采用 SOPMA 在

线分析工具完成。将从国家水稻数据中心获取的

OsLVD1 蛋白全长氨基酸序列以 FASTA 格式输入

SOPMA 平台，分析参数保持默认设置，对蛋白中

α-螺旋、β-转角、延伸链和无规卷曲等二级结构类

型及其比例进行预测。 
OsLVD1 蛋白的三级结构预测采用 SWISS-

MODEL 在线同源建模平台完成。将 OsLVD1 氨基

酸序列以 FASTA 格式提交至 SWISS-MODEL 服务

器，在自动建模模式下，由系统自动比对同源模板

并构建 OsLVD1 的三维结构模型。 
1.5  OsLVD1 的系统发育树构建 

为了探究 OsLVD1 在 WRKY 家族中的进化关

系，以 OsLVD1(LOC_Os01g14440)蛋白序列为查询

序列，利用 BLAST 在 NCBI 数据库中筛选获得不

同物种的 WRKY1 直系同源蛋白序列。由于 LVD1
在基因结构和保守结构域上均与 WRKY 家族成员

高度相似，并在基因注释中被命名为 OsWRKY1 
(LOC_Os01g14440)，因此在系统发育分析中采用

WRKY1 命名以保持数据一致性。多序列比对及系

统发育分析在 MEGA11 软件中完成，并使用

EvolView 对系统发育树进行可视化与编辑。 

1.6  OsLVD1 信号肽、跨膜结构域及保守结构域预

测 
OsLVD1 蛋白的全长氨基酸序列从国家水稻数

据中心获取，并以 FASTA 格式保存。将该氨基酸序

列输入 SignalP 4.1 在线分析平台，选择“Eukaryotes”
分析模式，其余参数采用默认设置，对 OsLVD1 蛋

白是否含有信号肽及其潜在剪切位点进行预测。随

后，将同一氨基酸序列以 FASTA 格式输入

TMHMM2.0 在线预测平台，在默认参数条件下对

OsLVD1 蛋白的跨膜结构域进行预测，根据预测结

果判断其是否存在跨膜螺旋结构。 
1.7  OsLVD1 蛋白亚细胞定位预测和染色体图谱

绘制 
将 OsLVD1 的氨基酸序列提交至 Predict 

Protein 和 CELLO 在线网站，完成 OsLVD1 蛋白的

亚细胞定位预测。在国家水稻数据中心获取

OsLVD1 基因序列及其在染色体上的起止位置，确

定该基因位于水稻 1 号染色体，利用 TBtools 软件

绘制该基因的染色体分布图谱。本研究用到的在线

网站如表 1 所示。 
1.8  lvd1 基因型鉴定 

lvd1 在培养皿中进行发芽，待幼苗生长至 3 cm
时，移栽至塑料桶中，每桶 10 株。移栽三周后取样

并使用 CTAB 法[30]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 LVD1-
F(GGTGGACTTCTTCTCCGACG)和 LVD1-R(AGC 
GATCCATCCATGACCAC)。以基因组 DNA 为模板

进行 PCR 扩增，电泳检测后，对 PCR 产物片段进

行回收，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 lvd1 编辑株用于后续研究[31]。 
1.9  ZH11 与 lvd1 中相关功能基因的表达分析 

为分析 OsLVD1 突变对叶绿素代谢及叶脉发育

相关通路的影响，在相同生长条件下，在拔节期采

集 ZH11 和 lvd1 突变体的叶片组织。根据前期研究

及功能注释结果，筛选与叶绿素合成、叶绿素降解

及叶脉发育相关的关键基因作为候选基因，包括叶

绿素合成相关基因 OsHEMA1 (F: GCGGCTGACAA 
ATACTGTTGG; R: TCTGATGTCTCCCAGTAGCC 
T)和 OsCHLI (F: TCGAAGGTTCAAGTGGCGGA; 
R: GATAGCCGCCTTCAATTGCC)，叶绿素降解相

关基因 OsNYC1 (F: CCTATGTTGAGCAGCAGCG 
GA; R: AGGAGCACCGTGGTAGTTCG)和 OsPAO 
(F: GCAAGGCCAACAAGATCCTC; R: CCTTGATG 
AACCTGGGCTCG)，叶脉发育相关基因 OsPIN1b 
(F: TTGTCAGATGCAGGGCTAGG; R: GTACTCCC 
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CTGAGCCCAATG) ，进行实时荧光定量 PCR 
(quantitative real-time PCR，qRT-PCR)分析。每个基

因在 ZH11 和 lvd1 中均设置 3 个生物学重复和 3 个

技术重复。采用 2⁻ΔΔCt 方法计算各基因在突变体中

的相对表达量，并以 ZH11 为对照进行标准化处理。

为后续表型分析和功能机制解析提供分子层面的

依据。 
1.10  OsLVD1 在不同生育期和组织中的表达分析 

在苗期、拔节期和成熟期分别采集 ZH11 水稻

的根、茎和叶组织，在成熟期额外采集稻穗作为研

究材料，该幼穗取自幼穗分化期(拔节后剑叶刚露尖

阶段，幼穗长度约 3~5 cm)。取样时剥除叶鞘，收集

完整幼穗组织，用于后续 RNA 提取和基因表达分

析。所有样品采集后立即置于液氮中速冻，并保存

于−80℃冰箱备用。采用 Trizol 法提取各组织总

RNA，检测 RNA 的浓度和纯度，并通过 1%琼脂糖

凝胶电泳检测 RNA 的完整性[32]。取合格 RNA 样

品，使用反转录试剂盒合成第一链 cDNA(HiScript 
Ⅲ RT Supermix for qPCR, Vazyme)。 

以合成的 cDNA 为模板，采用 qRT-PCR 检测

OsLVD1 在不同生育期和组织中的表达水平。设计

特异性引物(F: GTGGACTTCTTCTCCGACGA; R: 
GGAAGAAGCTGCAACGAACA)进行 qRT-PCR 分

析。选择水稻内参基因 18srRNA 作为标准化对照基

因。每个样品设置 3 个生物学重复，每个生物学重

复设置 3 个技术重复。采用 2⁻ΔΔCt 方法计算 OsLVD1
的相对表达量，并以苗期叶组织的表达量作为标准

进行归一化处理。qRT-PCR 数据以平均值 ± 标准

差表示，每个样品包含 3 个生物学重复(n = 3)。不

同组织及不同生育时期之间的表达差异采用

GraphPad Prism 软件进行单因素方差分析(one-way 

ANOVA)，当方差分析结果显著时，进一步采用最

小显著差异法(LSD)进行多重比较，P < 0.05 表示差

异显著。 
1.11  叶绿素含量测定 

于拔节期采集 lvd1 和 ZH11 叶片，采用丙酮-乙
醇(1∶1)混合液提取叶绿素[33]，利用紫外分光光度

计测定吸光度，并计算叶绿素 a、叶绿素 b 及总叶

绿素含量。 
1.12  叶脉密度测定 

取抽穗期 ZH11 和 lvd1 剑叶置于 FAA 固定液

中，4℃下固定 24 h，用蒸馏水清洗干净。放入 70%
的无水乙醇中，90℃水浴 10 min 后取出叶片，清水

漂洗 2~3 次，放入盛有氯酸钠的烧杯中漂白 20 min
至透明，再用蒸馏水冲洗 2~3 次后放在滤纸上吸收

多余水分[34]。制作临时装片后在显微镜下观察，并

统计 ZH11 和 lvd1 的叶脉数量[35]。剑叶叶脉密度测

定时，每个基因型随机选取不少于 10 株生长一致

的植株，每株取 1 片完全展开的剑叶作为一个生物

学重复，ZH11 和 lvd1 分别测定不少于 10 片叶片。 
1.13  石蜡切片 

为进一步观察 ZH11 和 lvd1 的叶脉结构。在抽

穗期分别对 ZH11 和 lvd1 材料的剑叶中部约 5 mm
长进行取样固定，取剑叶的中间段，先用 FAA 固定

液(70%乙醇 90 mL，冰醋酸 5 mL，37%甲醛 5 mL)
固定，然后用乙醇脱水。经石蜡包埋后用切片机制

作 8 μm 厚的横切面切片，进行甲苯胺蓝染色[36]，

最后用显微镜观察。 
1.14  可溶性糖含量分析 

采用可溶性糖含量检测试剂盒(Solarbio，北京，

中国)测定 ZH11 和 lvd1 叶片中的可溶性糖含量，具

体操作步骤按照试剂盒说明书进行。 

表 1  本研究使用的在线平台 
Table 1. Online platforms used in the research 

序号 
No. 

软件名称 
Software name 

网址 
Website 

1 国家水稻数据中心 National Rice Data Center https://www.ricedata.cn/ 
2 NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

3 SMART http://smart.embl.de/ 

4 ProtParam https://web.expasy.org/protparam/ 

5 SOPMA https://npsa-prabi.ibcp.fr/ 

6 SWISS-MODEL https://swissmodel.expasy.org/ 

7 EvolView http://evolgenius.info/ 

8 SignalP4.1 http:∥www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.1/ 

9 TMHMM http:∥www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/ 

10 Predict Protein https://www.predictprotein.org 

11 Plant-mPLoc http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Cell-PLoc-2/ 

12 CELLO http://cello.life.nctu.edu.tw/ 
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1.15  单穗产量统计 
在水稻成熟期，于田间分别从 ZH11 与 lvd1

群体中随机选取 30 株生长一致、无病虫害植株，

用于农艺性状测定。测定指标包括株高、穗长、

粒长、粒宽、每穗粒数、结实率及千粒重等。其

中，株高自土面至穗顶(不含芒)；穗长自穗颈节至

穗顶。 
粒长和粒宽使用电子游标卡尺测定平均值；

每穗粒数及结实率根据单株穗粒统计计算；千粒

重采用烘干至恒重的籽粒(含水量约 13%)称量所

得。 

2  结果与分析 

2.1  OsLVD1 蛋白的理化性质与结构预测分析 
为分析 OsLVD1 蛋白的结构特征与理化性质，

对其氨基酸序列进行了多种生物信息学预测。

SMART 网站分析结果显示，该序列在第 300~360
位氨基酸区域含有典型的 WRKY 结构域(图 1-A)。
ProtParam 分析结果表明，OsLVD1 蛋白由 583 个氨

基酸组成，分子量为 60,502.43Da，理论等电点(pI)
为 8.87。带负电荷的氨基酸残基(Asp+Glu)有 49 个，

带正电荷的氨基酸残基(Arg+Lys)有 55 个。其分子

式为 C₂₅₄₉H₄₁₁₇N₇₉₉O₈₄₇S₃₁，总原子数为 8643。不稳

定系数为 55.13，表明该蛋白属于不稳定蛋白；脂肪

族指数为 55.13，平均亲水性指数 (GRAVY)为
−0.493，整体呈亲水性。亲水性分析显示，第 120 位

氨基酸处亲水性最强(−3.222)，第 532 位氨基酸处

疏水性最强(2.422)，进一步说明 OsLVD1 为亲水性

蛋白(图 1-B)。 
SOPMA 二级结构预测结果显示 (图 1-C)，

OsLVD1 蛋白序列中 α 螺旋占比 20.58%(120 个)，延
伸链占比 5.83%(34 个)，无 β 转角结构，其余为无规

卷曲，占比 73.58%(429 个)。整体上 α 螺旋(蓝色)与
无规则卷曲(紫色)比例较高，表明该蛋白可能具有较

强的结构柔性和转录调控功能特征。为进一步验证

其空间构象，利用 SWISS-MODEL 在线工具基于同

源模板建立 OsLVD1 的三维结构模型(图 1-D)。所得

模型的氨基酸空间排列与二级结构预测结果一致，

说明所构建的三级结构模型具有较高的可靠性。 
2.2  OsLVD1 信号肽、跨膜结构域预测 

采用 SignalP 4.1 在线平台对 OsLVD1 蛋白的信

号肽序列进行分析，发现其不存在信号肽和剪切位

点，由此推测，OsLVD1 蛋白为胞内蛋白。使用在

线平台 TMHMM 2.0 预测 OsLVD1 蛋白的跨膜结构

域，结果发现，OsLVD1 蛋白不存在跨膜结构域，

也并未发现膜内的氨基酸序列，位于膜外，属于非

膜蛋白。 
2.3  OsLVD1 蛋白进化关系及序列结构 

通过系统发育进化树对水稻 LVD1 蛋白进行

聚类分析(图 1-E)，结果显示，不同物种 WRKY1
蛋白可分为 A、B 和 C 三部分。A 类包括野生番茄

SaWRKY1、洋甘草 GgWRKY1、闽楠 PbWRKY1； 
B 类包括高粱 SbWRKY1、谷子 SiWRKY1 和玉米

ZmWRKY1；C 类包括小白菜 BrWRKY1、黄花蒿

AaWRKY1、闽楠 PbWRKY1、稷 PmWRKY1、水

稻 OsWRKY1、毛竹 PeWRKY1。这一结果为后续

OsLVD1 的功能解析提供了分子进化层面的支持。 
通过 DNAMAN 软件对不同物种的蛋白序列进

行比对分析，结构域分析结果显示，在 N 端含有

WRKYGQK 七肽段序列的结构域，而在 C 端含有

1 个 C2H2 类型的锌指结构(图 1-F)。WRKY 结构域

中序列高度保守，大部分蛋白含有核心的序列。 
2.4  OsLVD1 蛋白的亚细胞定位预测和染色体定

位 
使用OsLVD1蛋白的氨基酸序列，在网站Plant-

mPLoc 进行亚细胞定位预测，结果表明，该蛋白定

位在细胞核，可能以转录因子的形式在细胞核中调

控基因表达。CELLO 网站预测结果同样表明该蛋白

定位在细胞核中。从基因组数据库查询到该基因位

于 1 号染色体上，依据该基因的序列起始位置和终

止位置信息，用 TBtools 网站预测在染色体上的具

体分布情况(图 1-G)。染色体定位结果为进一步探

讨其与相邻基因的进化关系提供了依据。 
2.5  OsLVD1 启动子顺式作用元件分析 

对 OsLVD1 基因上游 2000 bp 作为启动子区域

进行分析(表 2)。结果显示 OsLVD1 基因的启动子区

域存在 22 个光响应顺式作用元件；20 个激素响应

顺式作用元件，包括 13 个脱落酸响应顺式作用元

件、4 个茉莉酸响应顺式作用元件、1 个生长素响应

顺式作用元件和 2 个赤霉素响应顺式作用元件；2
个胁迫响应顺式作用元件，包括 1 个低温胁迫响应

顺式作用元件和 1 个干旱诱导响应顺式作用元件；

2 个生长发育响应顺式作用元件。这些结果表明，

该基因可能参与植物的光响应、激素信号转导及逆

境适应等生理过程。 
2.6  OsLVD1 突变对叶绿素代谢及叶脉发育相关

基因表达的影响 
采用 qRT-PCR 分析了 ZH11 与 lvd1 植株中叶

绿素代谢及叶脉发育相关基因的表达差异，结果如
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图 2-A 所示。与 ZH11 相比，lvd1 植株中叶绿素合

成相关基因 OsHEMA1 的表达水平显著下调，与突

变体叶绿素含量下降的表型一致。相反，叶绿素降

解相关基因OsNYC1在 lvd1中显著上调，而OsPAO，

表达量略有升高，但差异不显著。此外，叶脉发育

相关基因 OsPIN1b 在 lvd1 植株中显著上调表达。

上述结果表明，OsLVD1 功能缺失可同时影响叶绿

素代谢与叶脉发育相关基因的表达。 
2.7  OsLVD1 在水稻不同组织和生育时期的表达

特征 
qRT-PCR 分析结果如图 2-B 所示，OsLVD1 在

苗期、拔节期和成熟期的根、茎和叶中均可检测到

图 A 为 LVD1 蛋白结构域分析，该蛋白含多个低复杂度区域（紫色方块）、1 个保守结构区段（绿色方框）及 WRKY 保守结构域（绿色五边形）；

图 B 为 LVD1 蛋白的疏水性分析，该蛋白主要为亲水蛋白；图 C 是 LVD1 蛋白的二级结构预测，α 螺旋（蓝色）与无规则卷曲（紫色）比例较高；

图 D 为 OsLVD1 蛋白三级结构预测模型；图 E 是不同物种 WRKY1 蛋白的聚类分析；图 F 含有 WRKY1 结构域的不同物种蛋白序列比对分析；图 G
为染色体定位分析。 
A, Domain analysis of LVD1 protein, including multiple low-complexity regions (purple squares), one conserved segment (green box), and a WRKY conserved 
domain (green pentagon); B, Hydrophobicity analysis of LVD1 protein, which is mainly hydrophilic; C, Secondary structure prediction of LVD1 protein, with 
high proportions of α-helix (blue) and random coil (purple); D, Predicted tertiary structure model of OsLVD1 protein; E, Phylogenetic analysis of WRKY1 
proteins from different species; F, Multiple sequence alignment of WRKY1 domain-containing proteins from different species; G, Chromosomal localization 
analysis. 
图 1  OsLVD1 蛋白的生物信息学分析 
Fig. 1. Bioinformatic analysis of the OsLVD1 protein 
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表达。单因素方差分析结果表明，不同器官间

OsLVD1 的表达水平存在显著差异。其中，叶片中

的表达量显著高于根和茎。在不同生育时期，

OsLVD1 在叶片中的表达呈现明显的阶段性变化特

征，其在拔节期的表达水平显著高于苗期和成熟

期。相比之下，OsLVD1 在根和茎中的表达水平整

体较低，且在不同生育时期之间差异不显著。综上，

OsLVD1 主要在营养生长阶段的叶片中高表达，提

示其可能在叶片发育及相关生理过程的调控中发

挥重要作用。 

2.8  ZH11 与 lvd1 表型鉴定 
图 3-A 为 ZH11 与 lvd1 植株的表型比较。与

ZH11 相比，lvd1 植株株高略有降低。进一步的叶片

单体对比(图 3-B)显示，lvd1 植株剑叶叶宽明显减

小，叶色较浅。为验证上述表型差异，对株高和剑

叶宽度进行了定量统计分析。结果表明， ZH11 的

株高为 56.44 ± 4.01 cm，lvd1 植株的株高为 54.56 ± 
3.84 cm，呈下降趋势，但差异未达显著水平 (图 3-
C)，而 ZH11 剑叶宽度为 1.18 ± 0.25 cm，lvd1 植株

的剑叶宽度为 0.94 ± 0.21 cm，差异显著(图 3-D)。

表 2  水稻 OsLVD1 基因启动子顺式作用元件 
Table 2. Cis-acting elements of promoters of rice OsLVD1 genes 

元件类别 
Element category 

元件名称 
Element name 

核心序列 
Core sequence 

数量 
Number 

功能注释 
Function annotation 

光响应元件 
Light-responsive elements 

GT1-motif GGTTAAT/GCTTAA 2 光响应 Light responsiveness 
G-Box CACGTC/CACGAC 13 光响应 Light responsiveness 
BOX4 ATTAAT 1 光响应 Light responsiveness 
TCT-motif TCTTAC 2 光响应 Light responsiveness 
Spl GGCCGG 1 光响应 Light responsiveness 
AE-BOX AGAAACTT 2 光响应 Light responsiveness 
ATC-motif AGTAATCT 1 光响应 Light responsiveness 

激素响应元件 
Hormone-responsive elements 

ABRE ACGTG/CACGTG 13 脱落酸响应 Abscisic acid responsiveness 
TGACG-motif TGACG 2 茉莉酸响应 MeJA responsiveness 
CGTCA-motif CGTCA 2 茉莉酸响应 MeJA responsiveness 
TGA-element AACGAC 1 生长素响应 Auxin responsiveness 
P-box CCTTTTG 1 赤霉素响应 Gibberellin responsiveness 
TATC-box TATCCCA 1 赤霉素响应 Gibberellin responsiveness 

胁迫响应元件 
Stress-responsive elements 

LTR CCGAAA 1 低温响应 Low-temperature responsiveness 
MBS CAACTG 1 干旱诱导 Drought inducibility 

生长发育相关元件 
Growth and development-related 
elements 

CAT-box GCCACT 2 分生组织发育相关  
Meristem expression and development 

 

A：在拔节期采集 ZH11 和 lvd1 突变体叶片，采用 qRT-PCR 检测叶绿素合成相关基因 OsHEMA1 和 OsCHLI，叶绿素降解相关基因 OsNYC1 和 OsPAO，

以及叶脉发育相关基因 OsPIN1b 的相对表达水平。各基因表达量以 ZH11 为对照进行标准化处理。B：qRT-PCR 分析 ZH11 在不同生育时期根、茎和

叶中 OsLVD1 的相对表达水平。数据以平均值 ± 标准差表示（mean ± SD, n = 3）。单因素方差分析和 LSD 多重比较检验差异显著性。 
A, Relative expression levels of chlorophyll synthesis genes (OsHEMA1, OsCHLI), chlorophyll degradation genes (OsNYC1, OsPAO), and vein development 
gene (OsPIN1b) in leaves of ZH11 and lvd1 mutant at jointing stage by qRT-PCR, with ZH11 as the control for normalization. B, Relative expression of OsLVD1 
in roots, stems, and leaves of ZH11 at different growth stages analyzed by qRT-PCR. Data are presented as mean ± SD (n = 3). Significant differences were 
determined by one-way ANOVA and LSD multiple comparison test (P < 0.05). 

图 2  OsLVD1 突变对相关基因表达及其组织表达特征的影响 
Fig. 2. Effects of OsLVD1 mutation on the expression of related genes and its tissue-specific expression pattern 
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上述结果表明，OsLVD1 功能缺失对水稻植株株高

及叶片形态产生了一定影响。 
对水稻叶片进行 DNA 提取，以基因组 DNA 为

模板进行 PCR 扩增，通过一代测序技术对编辑位点

附近序列进行验证。电泳结果如图 3-E，扩增片段

长度为 453 bp。将扩增产物进行胶回收处理并进行

测序分析，结果显示该编辑靶点(CCAGACACCT 
GTTTAACTCACGG)第 8 位插入 A 碱基，造成移码

突变导致翻译提前终止(图 3-G)，较正常 LVD1 蛋白

少编码 504 个氨基酸，OsLVD1 蛋白质三级结构如

图 3-F。OsLVD1 蛋白因提前终止而丧失正常功能，

进而影响叶片的发育与形态建成，表现为株高降

低、叶色变浅等表型差异。 

2.9  ZH11 和 lvd1 植株的生育期统计 
对 ZH11 和 lvd1 植株的全生育期进行统计，如

表 3，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。ZH11 生育

期为 155 d，lvd1 植株生育期为 161 d，相较于 ZH11
而言，lvd1 植株从扬花期起至植株成熟，整体生育

期推迟 6 d 左右。该结果表明，OsLVD1 基因可能参

与水稻生育进程的调控，其功能缺失导致植株发育

进程延缓、成熟期延后。 
2.10  ZH11 和 lvd1 叶绿素含量测定 

对拔节期 lvd1 植株和 ZH11 的叶片进行叶绿素

含量分析(图 4-A)。lvd1 的总叶绿素、叶绿素 a、叶

绿素 b 含量分别为 2.51 ± 0.28 mg/g、1.95 ± 0.21 

A：拔节期 ZH11（左）和 lvd1（右）植株整体形态比较；B：ZH11（左）与 lvd1（右）植株剑叶形态比较；C：拔节期 ZH11 与 lvd1 植株株高统计，

数据为平均值 ± 标准差（mean ± SD，n = 30）。ns 表示差异不显著（P < 0.05），采用 t 检验进行统计分析；D：拔节期 ZH11 与 lvd1 植株剑叶叶宽

的统计（mean ± SD，n = 30），***表示差异显著（P < 0.05），采用 t 检验进行统计分析。E：泳道 1~2 为 ZH11 基因组 DNA，泳道 3~5 为 lvd1 基

因组 DNA；F：lvd1 蛋白三级结构；G：OsLVD1 基因的 CRISPR 编辑位点及突变序列比对，黄色高亮处表示 lvd1 中相较于野生型插入的 1 bp 碱基，

PAM 序列以红色标示。 
A, Overall morphology of ZH11 (left) and lvd1 (right) plants at jointing stage; B, Flag leaf morphology of ZH11 (left) and lvd1 (right) plants; C, Plant height of 
ZH11 and lvd1 at jointing stage (mean ± SD, n = 30). ns, not significant (P < 0.05), analyzed by Student’s t-test; D, Flag leaf width of ZH11 and lvd1 at jointing 
stage (mean ± SD, n = 30). ***, Significant (P < 0.05) by Student’s t-test; E, Genomic DNA PCR. Lanes 1-2, ZH11; Lanes 3-5: lvd1; F, Tertiary structure of lvd1 
protein; G, CRISPR editing sites and mutant sequence alignment of OsLVD1. Yellow highlight indicates a 1 bp insertion in lvd1 compared with wild type; PAM 
sequence is marked in red. 

图 3  ZH11 与 lvd1 表型鉴定 
Fig. 3. Phenotypic characterization of ZH11 and lvd1 
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mg/g、0.57 ± 0.07 mg/g；ZH11 总叶绿素、叶绿素 a、
叶绿素 b 含量分别为 3.44 ± 0.30 mg/g、2.63 ± 0.24 
mg/g、0.82 ± 0.07 mg/g，分别降低了 27.05%、

25.90%、30.75%，表明 lvd1 的叶绿素含量与 WT 相

比显著下降。说明 lvd1 植株的叶绿素合成过程受到

影响，可能导致光合作用能力降低，进而影响植株

的生长发育与叶片形成。 
2.11  ZH11 和 lvd1 叶脉密度测定 

对 ZH11 和 lvd1 植株的剑叶进行叶脉密度观察

发现，在相同视野范围内，lvd1 叶片的叶脉数量明

表 3  ZH11 及 lvd1 生育期统计表 
Table 3. Statistical table of growth periods of ZH11 and lvd1                                                      d 

材料 
Material 

出芽期 
Germination 

stage 

幼苗期 
Seedling  

stage 

分蘖期 
Tillering  

stage 

拔节期 
Jointing  

stage 

孕穗期 
Booting  

stage 

抽穗期 
Heading  

stage 

扬花期 
Anthesis  

stage 

灌浆期 
Grain filling 

stage 

成熟期 
Maturity  

stage 

ZH11 3.67±0.99 10.47±1.33 40.00±1.53 61.77±1.99 70.70±1.15 84.93±1.84 99.37±1.47 119.63±1.92 155.47±1.93 
lvd1 4.03±1.03 11.00±1.41 40.50±1.31 62.03±1.85 73.03±1.07 88.63±1.56 102.20±1.69 122.03±1.99 161.03±1.75 

P值 P value 0.856 0.14 0.21 0.60 6.65×10−9 5.47×10−8 4.74×10−7 3.63×10−5 1.13×10−11 

 
4

3

2

1

0

8

6

4

2

0

15

10

5

0

叶
片

叶
绿

素
含

量
Ch

lo
ro

ph
yl

l c
on

te
nt

 
in

 le
av

es
(m

g/
g)

泡
状

细
胞

密
度

Bu
lli

fo
rm

 c
el

l d
en

sit
y 

in
 ri

ce

可
溶

性
糖

含
量

So
lu

bl
e 

su
ga

r c
on

te
nt

(m
g/

g)

ZH11
lvd1

叶绿素 a
Chla

叶绿素 b
Chlb

总叶绿素
Chls

ZH11 ZH11lvd1 lvd1

***

****

ns

**
ns

A F G

B C

D E

A：叶绿素含量测定；B~E：剑叶石蜡切片观察，B, D为ZH11和lvd1中脉，C, E为ZH11和lvd1泡状细胞（黑色三角形示），黑色方框为小脉形态；比

例尺为400 μm；F：ZH11和lvd1泡状细胞数量；G：ZH11和lvd1可溶性糖含量。数据以平均值 ± 标准差（mean ± SD）表示，（n ≥ 3）。统计分析采

用GraphPad Prism进行单因素方差分析，ns表示无显著差异，**、***和****分别表示P < 0.01、P < 0.001和P < 0.0001。 
A, Chlorophyll content measurement (chla: chlorophyll a, chlb: chlorophyll b, chls: total chlorophyll); B−E, Paraffin sections of flag leaves. B, D, midribs of 
ZH11 and lvd1; C, E, Bulliform cells of ZH11 and lvd1 (marked by black triangles), with small veins indicated by black boxes. Scale bar; 400 μm. F, Bulliform 
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图 4  ZH11 与 lvd1 剑叶的生理及解剖特征比较 
Fig. 4. Comparison of physiological and anatomical features of flag leaves between ZH11 and lvd1 
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显增多。结果显示，ZH11 的大脉密度为 3.6 ± 0.5，
而 lvd1 为 4.2 ± 0.4，差异不显著；ZH11 的小脉密

度为 21.0 ± 0.6，而 lvd1 为 22.9 ± 0.7，差异达到显

著水平 (表 4)。综上，与 ZH11 相比，lvd1 的小脉

密度显著增加，而大脉密度变化不显著。 
2.12  lvd1 的解剖学结构观察 

对 ZH11 和 lvd1 叶片进行石蜡切片，并用甲苯

胺蓝染色以观察叶片的解剖结构。结果显示，与

ZH11 相比，lvd1 植株叶片的泡状细胞数量显著增

加(图 4-C、E)。定量分析结果(图 4-F)表明，ZH11
与 lvd1 叶片的泡状细胞在相同视野下平均数量分

别为 6.0 ± 0.5 和 6.9 ± 0.6，差异显著(P < 0.05)。此

外，大脉和小脉的形态在 ZH11 与 lvd1 植株之间未

见明显差异，中脉的形态在 ZH11(图 4-B)与 lvd1(图
4-D)之间也未见明显差异。 
2.13  lvd1 可溶性糖含量变化 

为明确 OsLVD1 基因功能缺失对水稻碳同化产

物积累的影响，对 ZH11 和 lvd1 植株的剑叶可溶性

糖含量进行了测定。结果显示(图 4-G)，ZH11 和 lvd1
剑叶的可溶性糖含量分别为 9.39 ± 0.77 mg/g 和

10.09 ± 0.75 mg/g，两者差异不显著(P > 0.05)。结果

表明，OsLVD1 功能缺失后，水稻可能通过提高叶

脉密度、增强光合产物输导等结构性补偿机制，维

持了叶片碳水化合物代谢的动态平衡。 
2.14  lvd1 产量性状统计 

ZH11 与 lvd1 植株的穗型整体相似，未观察到

明显的穗部形态差异(图 5-A)。在籽粒形态方面，

lvd1植株的粒长和粒宽ZH11相比差异不显著(图 5-
B~C)。进一步对产量相关性状进行定量分析，lvd1
植株的株高为 92.63 ± 4.76 cm，显著低于 ZH11 的

95.30 ± 4.20 cm (图 5-D)，相比之下，ZH11 的分蘖

数、穗长、粒长、粒宽、结实率、每穗粒数以及千

粒重，两者之间差异均未达到显著水平(图 5-E~K)。
上述结果表明，OsLVD1 功能缺失主要影响植株的

营养生长高度，但对籽粒形成及产量构成因子的整

体表现影响较小。 

3  讨论 

本研究通过对水稻 lvd1 突变体的系统分析，揭

示了 OsLVD1 在叶片发育过程中协调叶绿素代谢与

叶片结构建成的重要作用。与 ZH11 相比，lvd1 植

株叶绿素含量显著下降，同时伴随叶脉密度升高和

泡状细胞数量增加，形成了一种“低叶绿素含量−高
叶脉密度−泡状细胞增加”的复合表型特征。生物信

息学分析表明，OsLVD1 编码一类 WRKY 转录因

子，其启动子区域富含光响应及多种激素响应顺式

作用元件，提示该基因可能参与光信号与激素信号

相关的转录调控过程。 
本研究发现 lvd1 植株的叶绿素含量降低约

25%~30%，叶脉密度显著升高，同时泡状细胞数量

明显增加。已有研究表明，在水稻及其他植物中，

当光捕获能力或光合潜力受限时，植物可通过改变

叶片维管结构等方式对光合受限状态作出一定程

度的补偿。本研究中观察到的叶脉密度升高，可能

有助于提高叶片水分和物质输导能力，从而在结构

层面缓冲叶绿素下降带来的不利影响[37]。结合基因

表达分析结果，维管发育相关基因 OsPIN1b 在 lvd1
中显著上调，提示叶脉结构的重塑可能与生长素相

关调控通路的改变有关，已有研究表明 PIN 家族介

导的生长素极性运输在水稻叶脉分化和维管组织

发育过程中发挥关键作用 [38]。因此，我们推测

OsLVD1 功能缺失后，叶绿素代谢受限可能触发叶

片结构发育通路的协同调整，形成一种以叶脉密度

和细胞结构改变为特征的补偿性发育响应。 
lvd1 植株在营养生长阶段表现出一定程度的生

长抑制，其成熟期产量构成因子及可溶性糖含量并

未发生显著变化，表明该结构性补偿在一定程度上

维持了碳同化产物的积累与产量稳定[39]。综上，

OsLVD1 在水稻中可能作为协调叶绿素代谢与叶片

结构发育的关键调控因子，其功能缺失所引发的结

构性补偿表型为理解叶片“低叶绿素含量−高叶脉

密度−泡状细胞增加”的复合表型特征协同调控提

表 4  ZH11 和 lvd1 叶脉密度 
Table 4. Leaf vein density of flag leaves of ZH11 and lvd1                                                     mm−2 

材料 
Material 

大脉密度 
Major vein density 

小脉密度 
Minor vein density 

ZH11 3.6 ± 0.5 21.0 ± 0.6 
lvd1 4.2 ± 0.4 22.9 ± 0.7 

P 值 P value 0.16 8.00×10−3 
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供了新的实验证据，并为未来挖掘兼具较高叶脉密

度与适宜叶绿素水平的优良等位基因指明了潜在

研究方向。 
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