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油菜素内酯对水稻根系发育的调控作用
赵雪松#  王  倩#  闫青地  赵亚林  王凤茹*  董金皋

(河北农业大学生命科学学院, 保定 071001)

摘要      在油菜素甾醇(brassinosteroids, BRs)化合物中, 油菜素内酯(brassinolide, BL)具有活性

最高、广谱和无毒等显著特点, 而且具有改良植物株型、提高抗逆性等功效。根系是植物吸收水

分和矿质元素的主要器官, 因此阐明油菜素内酯调控根系发育的遗传、生理和生化机制, 有利于更

有效地利用BRs激素, 实现株型的定向设计。该研究利用叶面喷施的方法分析油菜素内酯对根系

侧根、根毛发育的影响; 利用植物显微技术分析油菜素内酯对根系侧根结构及发育的作用; 利用高

压液相色谱法检测油菜素内酯对根系内其他植物激素含量的影响; 利用蛋白质组学技术鉴定受油

菜素内酯调控的蛋白质, 分析油菜素内酯调控根系发育的生化机制。研究表明, 一定浓度的油菜素

内酯促进种子根、侧根、根毛的发生; 提高根系细胞分裂素和赤霉素含量; 可能通过调控逆境相关

蛋白质来提高植物的抗逆性。
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Function of Brassinolide in the Regulation of Root Development in Rice 
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Abstract       In brassinosteroids (BRs) compounds, brassinolide (BL) has the highest activity, and other 
significant characteristics of broad spectrum and non-toxic, improving the plant type and resistance, and so on. Root 
is the main organ of plants absorbing water and nutrients, therefore we will clarify the genetic, physiological and 
biochemical mechanisms of BRs on the regulation of root development, for the more effective use of BRs hormone, 
architecture design and implementation of the directional. In present study, we analyze the influence of brassinolide 
on root development by foliar spraying method. We analyze of effects of brassinolide on root system development 
by plant microscopy technique. Then, we detect the influence of brassinolide on the other phytohormones content by 
high pressure liquid chromatography. We also identify proteins regulated by brassinosteroid by proteomics methods 
and analyze the physiological mechanism of brassinolide on the regulation of root system development. The results 
show that brassinosteroids of certain concentration can promote seed root and lateral root. Root cytokinin and 
gibberellin content increased through regulation of growth-related enzymes to improve plant development. BRs 
can promote the growth of rice seed root and lateral root and root hair. It may enhance the plant resistant through 
regulation stress related proteins. 
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植物生长调节剂可对植物的内部生理过程和外

部性状进行双重调控, 改善植物和环境的互作关系, 
增强作物的抗逆能力, 提高作物的产量, 改进农产品

品质, 使作物农艺性状按人们需要的方向发展。油菜

素内酯(brassinolide, BL)高效、广谱、无毒, 具有广

阔的应用前景。油菜素甾醇(brassinosteroids, BRs)在
植物的生长、发育和繁殖过程中都起着非常重要的

作用, BRs具有以下优点: (1)BRs对人安全、无毒, 甚
至有益。研究表明, BRs是哺乳动物帕金森病的有效

的抗氧化剂和神经保护剂[1], 可改善小鼠的角膜炎[2]。

(2)BRs可调控植物的产量, 当水稻中转入玉米、水

稻和拟南芥的BRs合成途径中的编码C-22羟基化酶

的基因, 均可增加水稻的分蘖数、每穗粒数和千粒

重的增加, 从而提高水稻的产量[3]。(3)BRs可增强

植物的抗逆性、降低农药残留[4-6]。因此, BRs是具

有广阔应用前景的化控激素。

然而, BRs调控植物生长发育的详细机理尚不

清晰。一系列BRs信号转导组分相关突变体的相继

被鉴定为BRs调控水稻生长发育机制及其信号转导

的研究打开了突破口[7]。在水稻中, BRs受体基因

OsBRI1(brassinosteroid insensitive 1 in Oryza sativa)是
BRs信号途径中第一个被克隆的基因。相比野生型, 
OsBRI1的突变体d61-4表现为植株矮小、叶片直立、

种子小和第二节间缩短[8]。随后, 利用BRs信号转

导组分突变体, 研究者先后克隆得到OsDWARF[9-10]、

OsCYP90D2[11-12]、OsCYP90D3[11-12]、OsCYP724B1[13]、

OsCYP90B2[14]、OsBRD2[15]、OsCYP734A2[14,16]、

OsCYP734A4[14,16]和OsCYP734A6[14,16]这些BRs合成 基

因。这些BRs合成基因的突变体表现出生长受抑制、

株型矮小、叶片直立、叶色暗绿、育性降低或不育

等表型。BRs调控植物的生长发育是通过受BRs调控

的蛋白质来实现的, 因此, BRs调节蛋白的功能研究对

阐明BRs调控植物生长发育的机理意义重大。迄今

为止, 关于BRs调节蛋白的研究还很少, 目前在BRs信
号转导下游, 控制生长发育基因的研究基本上是来自

基因芯片的结果, 借助基因芯片结果, 受BRs调节的

基因OsBLE1和OsMPD1相继被克隆和分析[17-18], BL处
理后, OsBLE1的表达量明显增加, 反义OsBLE1转基因

水稻的生长受到抑制, 表明OsBLE1参与到BRs调控的

植物生长发育过程中。OsMPD1的表达量被BRs处理

所抑制, 反义OsMPD1转基因植株对外源BRs超敏感, 
说明, OsMPD1基因在BRs信号转导中起负调控作用。

OsMADS22和OsMADS55是OsMPD1的同源基因, 现已

证明它们也在BRs信号转导中起负调控作用[19]。此外, 
关于BRs调节蛋白的功能研究尚未见报道。

本研究以我国主要粮食作物水稻为研究对象, 
充分利用植物形态学、发育生物学、植物生理生化

学、蛋白质组学等多学科的理论与先进技术为手段, 
旨在阐明BRs调控植物根系生长发育的规律, 明确

BRs调控根系发育的生化机制。本文研究结果对现

代农业模式下大幅度提高粮食产量、提高作物品质

和增强作物的抗逆性意义重大。

1   材料与方法
1.1   实验材料

实验品种为粳稻品种日本晴(Oryza sativa L. 
ssp. japanica cv. Nipponbare)。BRs合成酶相关突

变体brd1-3, BRs受体不敏感突变体d61-4, 水稻幼苗

的培养条件为30 °C、12 h光照; 25 °C、12 h黑暗; 实
验所用油菜素内酯为人工合成的24-表油菜素内酯

(24-Epicastasterone, 24-eBL)。
1.2   实验方法

1.2.1   油菜素内酯对根系发育的影响      采用叶面

喷施的方法, 在水稻三叶一心期, 叶面喷施不同浓度

的24-eBL, 每株20 mL, 全株均匀喷施。统计种子根、

侧根数目, 在解剖镜下观察根毛生长状况。

1.2.2   侧根及根毛发生的观察      采用植物显微技

术以及石蜡切片的方法。

1.2.3   激素含量的测定      采用高压液相色谱法。在

水稻三叶一心期, 用含1 000 nmol/L 24-eBL的木村B
营养液培养, 分别在处理后0、12、24 h取根系为材料, 
用高压液相色谱法测定总的细胞分裂素(cytokinin, 
CTK, 又称玉米素, zeatin)、赤霉素3(gibberellin 3, 
GA3)、生长素(auxin, 结合态和自由态总量)和脱落

酸(abscisic acid, ABA)的含量。

1.2.4   BRs调控蛋白的鉴定      采用双向电泳和质谱技

术。在水稻三叶一心期, 用含1 000 nmol/L 24-eBL
的木村B营养液培养, 分别在处理后0、6 h取根系

为材料, 用双向电泳和质谱技术鉴定水稻根系中受

BRs调控的蛋白质, 具体方法见参考文献[20]。

2   结果
2.1   BRs对水稻根系发育的影响

2.1.1   水稻内源BRs合成受阻或BRs信号转导受阻
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对根系生长发育的影响      本研究比较了BRs合成

酶相关突变体(brd1-3)、BRs受体突变体(d61-4)和野

生型水稻(wt)根系的形态特征, 结果表明, BRs合成

受阻造成根系生长受到抑制, 当植物不能感受BRs
信号时, 根系受抑制程度加重(图1)。此结果表明, 
BRs受体在根系发育过程中具有重要的功能。

2.1.2   外源施加BRs对水稻根系发育的影响      在水

稻三叶一心期喷施24-eBL, 喷施7 d后, 对根系生长

情况进行观察(图2), 每个处理统计50株(表1)。结果

表明, 0.1、1 nmol/L的低浓度24-eBL可促进根系的

发育, 当24-eBL浓度升高到10 nmol/L时, 根系的伸

长生长受到抑制, 但侧根增多; 当24-eBL浓度升高到

100 nmol/L时, 水稻主根生长明显被抑制, 但侧根生

长明显被促进(图2和表1)。此结果说明, 在一定浓度

范围内, BRs可促进侧根的发育。

2.1.3   外源施加24-eBL对侧根发生的影响      在水

稻种子萌发后, 用10 nmol/L 24-eBL处理, 2 d后, 种
子根长至4 cm, 取近基部1 cm的一段, 进行显微观察, 

A: BRs合成酶相关突变体(brd1-3)及BRs不敏感突变体(d61-4)与各自野生型水稻(wt)的形态比较; B: BRs合成酶相关突变体(brd1-3)及BR不敏感

突变体(d61-4)的放大图。标尺=2 cm。

A: BRs synthetic enzyme mutant (brd1-3) and BRs insensitive mutant (d61-4) and their wild type (wt) of rice; B: BRs synthetic enzyme mutant (brd1-3) 
and BRs insensitive mutant (d61-4) enlarge figure. Scale bars=2 cm.

图1   BRs突变体的根系形态

Fig.1   Root morphology of the BRs mutants 

A B

wt wt

brd1-3

brd1-3

d61-4

d61-4

从左到右喷施24-eBL的浓度分别为0、0.1、1、10、100、1 000 nmol/L。 标尺=1 cm。

From left to right, the concentration of the spraying 0, 0.1, 1, 10, 100, 1 000 nmol/L 24-eBL, respectively. Scale bar=1 cm. 
图2   外源施加24-eBL对水稻根系发育的影响

Fig.2    Exogenous 24-eBL effects on development of rice root system 
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 10 nmol/L 24-eBL0

A B

C D

E F

2 d

4 d

4 d

统计结果表明, BRs可促进侧根的发生(图3A和图

3B)。取侧根进行纵切(图3C和图3D)和横切(图3E和
图3F), 发现BRs不影响侧根的结构。

2.1.4   24-eBL对根毛发生的影响      在解剖镜下, 观
察BRs对根毛发育的影响, 结果表明, 在正常生长条

件下, 根毛正常发育(图4A), 在BRs合成抑制剂BRZ

处理后, 根毛生长受到明显抑制(图4B)。0.1 nmol/L 
24-eBL处理后, 经处理的植株的根毛(图4D)明显比

对照(图4C)长。10和100 nmol/L 24-eBL处理后(图4E
和图4F), 经处理植株的根毛长度虽然低于0.1 nmol/L 
24-eBL处理组, 但依然比对照长(图4C~图4F)。这说

明BRs在根毛发育过程中具有重要的调控作用。

表1   外源施加24-eBL对水稻根系生长发育的影响

Table 1   Exogenous 24-eBL influence on development of rice root system
24-eBL浓度(nmol/L)

The 24-eBL concentration (nmol/L)

主根的长度(cm)

The taproot length (cm)

侧根的数目

Lateral  root number 

0 2.5±0.2 0

0.1 16.0±0.1* 0

1 14.8±0.1 0

10 9.4±0.2* 6

100 4.8±0.1* 9

1 000 4.3±0.3* 7

表中数据为平均值±标准误, 数据是通过对50株幼苗的统计分析得到, *表示方差分析差异水平为显著, 侧根数目统计的是长度大于1 cm的侧根。

The data in the table are means±S.E.M., data is obtained by statistical analysis of 50 seedling, * says variance analysis for significant difference level, 
lateral root number statistic is greater than 1 cm length of lateral root.

A、B: 箭头示侧根原基; C、D: 箭头示侧根纵切面; E、F: 箭头示侧根横切面。标尺=50 µm。

A,B: arrow lateral root primordia; C,D: arrow lateral root longitudinal section; E,F: arrow lateral root transverse section. Scale bars=50 µm.
图3   24-eBL对侧根发生和结构的影响

Fig.3   The effects of 24-eBL on the initiation and structure of lateral root 
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2.2   外源施加24-eBL对植物激素含量的影响

植物激素如生长素、GA3、BRs、CTK、ABA
和乙烯(ethyne, ETH), 它们都是些简单的小分子有

机化合物, 但它们的生理效应却非常复杂、多样。

这些激素协同作用, 调控细胞的分裂、伸长、分化, 
进一步影响植物生根、发芽、开花、性别决定、结

实、果实脱落和休眠等。激素间的交互作用一直是

生物学家研究的热点, 本研究通过高压液相色谱分

析了BRs处理后对根系内部其他激素含量的影响。

由于1 000 nmol/L 24-eBL处理后水稻根系的表型很

明显(图2), 因此我们选用了此浓度处理, 结果表明, 
1 000 nmol/L 24-eBL处理后12 h和24 h后, 细胞分裂

素和赤霉素的含量明显上升, 而生长素和脱落酸含

量没有明显的变化(图5)。

A B

C D

E F

A、B: 正常生长条件和BRs合成抑制剂BRZ处理后的水稻根毛; C~F: 0、 0.1、10 和100 nmol/L 24-eBL处理后的水稻根毛。标尺=1 µm。

A,B: the rice root hair after normal growth conditions and BRs synthesis inhibitors BRZ treatment; C-F: the rice root hair after 0, 0.1, 10 and 100 nmol/L 
24-eBL treatment. Scale bars=1 µm.

图4   24-eBL对根毛发育的影响

Fig.4   The effects of 24-eBL on root hair growth
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Z: 细胞分裂素/玉米素; GA3: 赤霉素3; IAA: 生长素3-吲哚丁酸; ABA: 脱落酸。

Z: cytokinin/zeatin; GA3: gibberellin 3; IAA: auxin 3-indolebutyric acid; ABA: abscisic acid .
图5   24-eBL对根系内部其他激素含量的影响

Fig.5   Effects of 24-eBL on other hormones content in the root
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2.3   根系中受BRs调控的蛋白质的鉴定

上述结果表明, 1 000 nmol/L 24-eBL处理可明

显促进水稻侧根的发育。受BRs调控的蛋白质的鉴

定有利于揭示BRs调控根系发育的分子机制。本项

目选用1 000 nmol/L 24-eBL处理6 h后的根系为研究

对象, 通过双向电泳和质谱分析鉴定受BRs调控的

蛋白质, 鉴定到6个受BRs调控的蛋白质(图6和表2), 
为揭示BRs调控根系发育的潜在机制提供了重要线

索。

从上述结果可以看出, 油菜素内酯可以上调细

胞骨架蛋白、葡萄糖代谢相关酶类和具有抗病功能

的延伸因子4A的表达量, 降低1,4-苯醌还原酶(1,4-
benzoquinone reductase)和生长素酰胺水解酶 (IAA 
amidohydrolase)的表达量, 说明BRs可调控上述蛋白

质参与代谢和抗病的调控。生长素酰胺水解酶可以

催化结合态的生长素水解成自由态的生长素, 生长素

在调控植物生长发育方面具有重要的作用, 这是BRs
和生长素交互作用的又一强有力的证据。

表2   水稻根系中受BRs调控的蛋白质

Table 2   Proteins regulated by BRs in rice roots
编号

Code
蛋白质名称

Protein name
作用

Function
BRs调控效应

BRs regulation

gi|50946591 Putative activator of 90 kDa heat 
shock protein 

Stress related protein Up-regulated 

gi|295885 Actin Cytoskeleton protein Up-regulated 

gi|34897872 Phosphogluconate dehydrogenase Glucose metabolism Up-regulated 

gi|303844 Eukaryotic initiation factor 4A Antiviral, disease resistance Up-regulated 

gi|53749369 1,4-benzoquinone reductase Quinone metabolic reactions Down-regulated 

gi|50919967 IAA amidohydrolase Catalytic combination state auxin into free Down-regulated 

箭头示受BRs调控的蛋白质。

Arrows lateral BRs regulated proteins.
图6   双向电泳技术鉴定水稻根系中受BRs调控的蛋白质

Fig.6   The BRs regulated proteins were identified by two-dimensional electrophoresis technology in rice roots 
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3   讨论
IAA是一种调控植物细胞伸长和分化的信号分

子[21]。植物体内的自由态IAA很少, 大部分IAA结合

在氨基酸、多肽、糖上。这些结合态的生长素可以

储存、运输IAA, 防止IAA被氧化分解[22]。植物体

内有活性的IAA来自于两个途径, 一条途径是新合

成, 另一条途径是水解结合态的IAA[23]。而IAA水解

酶可以从结合态释放自由态IAA, 因此这种水解酶

可能在调节自由态IAA的水平上起着非常重要的作

用。已有实验表明, 无论野生稻还是栽培稻都含有

非常显著的IAA乙酰胺水解酶, 而且水稻的各个器官

也含有IAA乙酰胺水解酶[24]。研究发现, 这种酶不仅

具有酰胺酶的活性还具有酯酶的活性, 因此, 水稻中

的酰胺水解酶可能通过水解结合态IAA调控体内自

由态IAA的水平[25]。本研究中蛋白质组学实验结果

表明, 外源BRs处理可以改变IAA酰胺水解酶的积累

水平。这些结果表明, BRs可以通过调控IAA酰胺水

解酶的积累而调节水稻体内自由态IAA的水平。

已有很多激素之间相互影响的报道, 乙烯不敏

感突变体wei2和wei7中auxin合成的限速酶AS(an-
thranilate synthase)的形成受到明显的影响。进一步

的auxin含量测定证实乙烯确实影响了auxin的合成, 
TAA1发生突变的乙烯不敏感突变体wei8也影响了

auxin的合成[26]。本研究中, 利用高压液相色谱分析

外源1 µmol/L 24-eBL处理0、12和24 h后的水稻根

系中总生长素的量, 结果表明, 没有明显的变化; 但
双向电泳结果表明, 外源1 µmol/L 24-eBL处理6 h后, 
IAA酰胺水解酶的积累受到了明显的抑制, 说明由

IAA酰胺水解酶催化的由结合态生长素转化为游离

态生长素的过程可能受到抑制, 因而造成根尖顶端

优势的丧失, 促进了侧根的发育。可见, BRs可能同

乙烯调控auxin合成的机制相类似, 也影响了水稻体

内IAA的积累。因此, BRs可能影响具有生物活性的

IAA的水平而调控水稻的生长发育。
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