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采用UPLC-MS/MS技术分析‘枸头橙’

针刺和枝代谢物

孙立方，柯甫志，聂振朋，王 平，孙建华，徐建国*

（浙江省柑橘研究所·国家柑橘品种改良中心浙江分中心，浙江台州 318026）

摘 要：【目的】明确柑橘针刺和枝的差异代谢物，探究二者差异发育的调控因素，为深入研究针刺发育机制提供依

据。【方法】以‘枸头橙’（Citrus aurantium L.‘Goutou’Sour Orange）为材料，采用石蜡切片技术分析针刺和枝内部组织

结构差异；利用超高效液相色谱—串联质谱（UPLC-MS/MS）和广泛靶向代谢组技术检测并筛选针刺和枝的差异代谢

物。【结果】柑橘枝内表皮细胞存在分泌道、叶或侧枝原基细胞，而针刺中则无。共筛选到针刺和枝的差异显著代谢物

138种，枝中上调代谢物 81种，下调代谢物 57种，以苯丙素类、黄酮类、萜类、生物碱类和多酚类等次生代谢物为主。

差异代谢物注释到74条通路上，主要富集通路包括代谢通路、次生代谢物合成和黄酮（黄酮醇）类合成等路径。【结论】

柑橘针刺和枝内部组织结构存在明显差异，明确了二者之间以次生代谢物为主的差异显著代谢物及其主要注释通路，

表明次生代谢物在针刺和枝的差异发育中起着重要调控作用，为深入研究针刺发育机制奠定了一定的基础。
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Comparative metabolomics analysis of thorn and branch of‘Goutou’
sour orange based on UPLC-MS/MS technique
SUN Lifang, KE Fuzhi, NIE Zhenpeng, WANG Ping, SUN Jianhua, XU Jianguo*

（Zhejiang Citrus Research Institute, Zhejiang Branch of National Center for Citrus Variety Improvement, Taizhou 318026, Zhejiang, Chi-

na）

Abstract:【Objective】Most of the thorns and branches of citrus initially formed in the same position of

leaf axil, and finally developed into the thorns and branches separately, indicating that there were differ-

ent regulation mechanisms of development between them. However, little is known about the molecular

mechanism of the thorn development of citrus. In a previous study, we found that the differentially ex-

pressed genes between the thorn and branch of citrus mainly focused on the pathways related to the syn-

thesis of secondary metabolites. In order to further elucidate the regulatory factors of the differential de-

velopment of the thorn and branch, the differences of the internal structure and metabolites between the

thorn and branch were investigated, which would provide the clues and basis for further study of the

regulation mechanism of the thorn development.【Methods】The top parts of the young thorns and

branches (1 cm in length) were collected from the leaf axils of the new shoots from 5-year-old‘Gout-

ou’Sour Orange seedlings. The differences of the internal structure of the thorn and branch were ob-

served and analyzed using the paraffin section method. The differential metabolites between the thorn

and branch were detected and screened by UPLC-MS/MS and widely targeted metabolome technology.
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The metabolome data were analyzed based on MWDB (metware database) and OPLS-DA (orthogonal

signal correction and partial least squares-discriminant analysis) model, and the VIP (variable import in

project) and fold change values were used to screen the differential metabolites between the thorn and

branch. Statistical pathway enrichment analysis of the differential metabolites was performed based on

the KEGG database.【Results】The results of cross sections of the thorn and branch showed that there

were obvious differences between the internal structure of the thorn and branch. There were secretory

canal, leaf or lateral branch primordium in the epidermal cells of the branch, but not in the thorn. How-

ever, the other internal structures of the thorn were similar to the branch. The results of paraffin section

also showed that citrus thorn had the same vascular tissue as branch or stem, which was different from

that of some other plants, such as rose prickles or tomato trichomes. The comparative metabolomics

analysis of the thorn and branch was performed based on widely targeted metabolome technology. The

result of PCA (principal component analysis) of the two groups showed that the scores of principal com-

ponents PC1 and PC2 were 51.20% and 18.70% respectively, indicating that the trend of separation of

the thorn and branch samples was obvious. The assessment of OPLS-DA model established for metabo-

lome data analysis showed that the difference between the two groups of samples was obvious, and the

difference among the samples in the group was not obvious, indicating that the OPLS-DA model estab-

lished in this analysis had meeted the excellent model standard. The results of widely targeted metabo-

lome showed that a total of 895 metabolites were detected, of which 138 differentially accumulated me-

tabolites were identified between the thorn and branch, including 81 up- regulated metabolites and 57

down-regulated metabolites in the branch. These differential metabolites were mainly related to the sec-

ondary metabolites, such as flavonoids, phenylpropanoids, terpenes, alkaloids, polyphenols, organic ac-

ids and derivatives, vitamins and derivatives. Cluster analysis of differential metabolites also showed

that there were significant differences between the screened metabolites of the thorn and branch, and

most of the differential secondary metabolites were accumulated more in the branch than in the thorn.

KEGG enrichment analysis showed that 91 of the differential metabolites were mainly concentrated in

74 KEGG pathways, and the enriched pathways mainly included metabolic pathway (48 metabolites),

secondary metabolite synthesis (41 metabolites), flavone and flavonol biosynthesis (16 metabolites),

biosynthesis of amino acids (15 metabolites), flavonoid biosynthesis (14 metabolites), aminoacyl-tRNA

biosynthesis (13 metabolites), ABC transporters (11 metabolites), glutathione metabolism (11 metabo-

lites), tryptophan metabolism (9 metabolites) and phenylpropanoid biosynthesis (8 metabolites) path-

ways, etc.【Conclusion】Differences in the internal structure of the thorn and branch of citrus were

found, and there were leaf primordia and lateral branch primordia in the epidermal cells of the branch,

but not in the thorn. A total of 138 differentially accumulated metabolites were identified between the

thorn and branch, including 81 up- regulated metabolites metabolites and 57 down- regulated metabo-

lites, which were mainly related to the secondary metabolites. The differential metabolites were mainly

concentrated on metabolic pathway and secondary metabolite synthesis pathway. These results indicat-

ed that the differential accumulation of the secondary metabolites played an important regulatory role in

the differential development of the thorn and branch. All the above results would lay the foundation for

the research on the regulation mechanism of the citrus thorn development. The key genes will be

screened according to the results of the comparative metabolome and transcriptome in the future.
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园艺植物如芸香科、蔷薇科和五加科植物等多

具刺或刺状体，给其栽培、管理和加工过程带来很

多不便[1]。目前文献已报道的关于植物刺（刺状体）

或表皮毛发育的分子调控机制中，材料主要以拟南

芥、黄瓜、棉花、番茄、月季和刺梨等为主，具有单细

胞分枝结构的拟南芥表皮毛发育调控机制已研究

得较清楚[2-5]；对于蔷薇属、葡萄属和黄瓜属等皮刺

（刺瘤）的形态结构、发育起源以及遗传规律等方面

研究也有较多报道[6-11]。而且，相关研究还发现不同

植物皮刺/表皮毛形成的分子调控机制并不完全相

同[12-14]。园艺植物中一些果树也具刺，然而目前关

于果树刺的分子发育调控机制及其是否与其他植

物存在异同均尚不清楚。

柑橘的刺称为针刺，是枝条的变态，其在一定

条件下可以继续发育成枝[15]。柑橘针刺不仅给树冠

管理造成困难，增加果实机械伤害，也给果实采收

带来不利。但目前未见关于柑橘针刺发育的分子

调控机制相关报道。近年来，柑橘基因工程育种取

得了一系列进展[16-18]；而且，甜橙和柚等柑橘品种全

基因组草图的绘制，为柑橘发育生物学和分子育种

等研究提供了良好的基础[19-20]。‘枸头橙’（Citrus au-

rantium L.‘Goutou’sour orange）树体旺盛，根系发

达，耐寒、耐旱、较耐湿，对盐碱忍受程度强，同时抗

柑橘衰退病，是浙江沿海柑橘优良砧木之一[15]。‘枸

头橙’针刺多且生长旺盛，课题组前期选取‘枸头

橙’的针刺和枝进行转录组测序和激素水平分析；

根据转录组数据筛选到的差异表达基因的 KEGG

代谢通路富集分析表明，富集程度比较显著的通路

包括：次生代谢物生物合成、植物激素信号转导和

苯丙素生物合成等路径[21]；激素水平分析表明，针刺

中的茉莉酸（JA）和生长素（IAA）含量显著低于枝

中[22]。这些结果初步表明次生代谢物合成和激素调

控路径可能在针刺和枝的差异发育过程中起着重

要调控作用，但具体是哪些类别的次生代谢物起重

要调控作用还需进一步研究证明。

柑橘多数针刺和枝最初在同一叶腋位置形成，

最终分别发育成刺和枝，说明二者存在不同的发育

调控机制。本研究在前期基础上，继续以‘枸头橙’

为材料，利用超高效液相色谱—串联质谱（UPLC-

MS/MS）和广泛靶向代谢组检测技术对针刺和枝发

育的差异代谢物进行检测，进一步揭示针刺和枝差

异发育的调控因素，以期为深入研究柑橘针刺发育

的分子调控机制提供基础和依据。

1 材料和方法

1.1 植物材料

本实验所用材料 2019 年 3 月取自浙江省柑橘

研究所柑橘种质资源圃内。取样植株为 5 年生‘枸

头橙’，选取同一株材料发育状态相近的不同枝条，分

别取位于新梢叶腋的嫩刺和新枝顶端 1 cm 部位组织

（图 1-A），去除幼叶后各自混合分别作为一个重复，针

刺和枝每组样品均 3 次重复。所有样品取样后先液

氮速冻，然后转入-80 ℃超低温冰箱储存备用。

1.2 石蜡切片制备和观察

将部分上述所取针刺和枝样品分别保存于

FAA 固定液（组分为 38%甲醛 5 mL∶冰醋酸 5 mL∶

50%酒精 90 mL），用作石蜡切片制备，每组样品至

少 3 次重复。石蜡切片制作流程和切片观察方法

参考已发表文献[23]。

1.3 样品提取流程

两组样品广泛靶向代谢组检测和数据分析委

托武汉迈维代谢生物技术有限公司完成。样品先

真空冷冻干燥，研磨仪研磨至粉末状（MM 400,

Retsch；30 Hz, 1.5 min），称取 100 mg 研磨好的粉

末，溶于 0.6 mL 提取液中。样品溶解后 4 ℃冰箱过

夜，期间涡旋 6 次。离心后吸取上清液（转速 10 000 g，

10 min），用微孔滤膜（0.22 μm）将样品过滤到进样

瓶中并保存，以备用于 UPLC-MS/MS 分析。

1.4 色谱质谱采集条件

数据采集仪器系统主要包括超高效液相色谱

（UPLC）和串联质谱（MS/MS）。液相条件—色谱

柱：型号 Waters ACQUITY UPLC HSS T3 C18 1.8

µm，2.1 mm×100 mm；流动相：A 相为超纯水（含

0.04%的乙酸），B 相为乙腈（含 0.04%的乙酸）；洗脱

梯度：0.00 min B 相比例为 5%，10.00 min 内 B 相比

例线性增加到 95%，在 95%维持 1 min，11.00~11.10

min，B 相比例降为 5%，并以 5%平衡至 14 min；流

速 0.35 mL·min-1；柱温 40 ℃；进样量 4 μL。质谱条

件：电喷雾离子源温度 550 ℃，质谱电压 5 500 V，帘

气 30 psi，碰撞诱导电离参数设置为高。在三重四

级杆（QQQ）中，每个离子对根据优化的去簇电压和

碰撞能进行扫描检测[24]。

1.5 样本质控分析

质控样本（QC）由针刺和枝两组样品提取物混
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合制备而成，共 3 次重复，用来分析样本在相同处

理方法下的重复性。在仪器分析过程中，为监测分

析过程的重复性，每 10 个检测样本加入 1 个质控

样本。通过对不同质控 QC 样本质谱检测分析的

TIC 图（总离子流图）进行重叠展示分析，判断两组

样品代谢物提取和检测的重复性。

1.6 数据分析

代谢物定性基于迈维生物技术有限公司的自

建数据库 MWDB（metware database）、公共数据库

代谢物信息和二级谱信息完成。利用三重四级杆

质谱的多反应监测模式 MRM（multiple reaction

monitoring）对代谢物定量分析。不同样品代谢物数

据利用软件 Analyst 1.6.3 处理后进行质谱定性定量

分析。检测到的代谢物数据分析采用无监督模式

识别的多维数据统计分析方法，即主成分分析 PCA

（principal component analysis）。分别提取所有样品

自变量 X 与因变量 Y 中的成分，通过偏最小二乘判

别分析（Partial Least Squares-Discriminant Analysis,

PLS-DA）计算成分间的相关性来寻找差异代谢

物。根据 PLS-DA 进一步结合正交信号矫正（Or-

thogonal Signal Correction, OSC）方法，即正交偏最

小二乘判别分析（OPLS-DA）模型分析代谢组数据，

进一步展示各个分组之间的差异[25]。代谢物含量数

据采用极差法进行归一化处理，通过 R 软件（www.

r-project.org/），对不同样本间代谢物的积累模式进

行聚类分析 HCA（Hierarchical cluster analysis）。利

用多维统计 VIP（variable importance in project）值和

差异倍数值（fold change）来筛选差异代谢物。筛选

VIP≥1，Log2FC≥2 或 Log2FC≤0.5 的代谢物为差异

代谢物。最后利用 KEGG 数据库（Kyoto Encyclo-

pedia of Genes and Genomes）对差异代谢物进行注

释，并对注释结果按照 KEGG 数据库中通路类型进

行分类和富集分析[26]。

2 结果与分析

2.1 针刺和枝的横切结构

柑橘多数针刺和枝最初在同一叶腋位置形成，

最终原基细胞经不同分化分别发育成刺和枝（图 1-

A）。从‘枸头橙’枝（图 1-B）和针刺（图 1-C）横切面

图可以看出，二者内部组织结构存在明显差异。枝

的内表皮存在很多原基细胞，即分泌道、叶或侧枝

原基细胞（红色箭头指示位置），而针刺则无此类分

生细胞。针刺后期发育以纵向伸长和横向加粗为

主，而枝除了伸长和加粗生长，其中的原基细胞不

断分化形成新的分生组织，如叶原基和侧枝原基，

并发育成新的叶片和侧枝。从针刺横切图还可以

看出，柑橘针刺结构不同于其他植物如蔷薇科皮刺

或番茄等的表皮毛，具有和枝茎一样的维管组织。

2.2 样本主成分分析（PCA）

对‘枸头橙’针刺（GTCP）和枝（GTCS）代谢提

A. 同一叶腋内的针刺和枝。红色虚框内为取样部位；B. 枝的横切图。红色箭头指示位置为分泌道、叶或侧枝原基细胞，黑色框内为放大部

位；C. 针刺横切图。

A. Thorns and branches in the same leaf axil. Sampling position are in red virtual frame; B. Cross section of branch. Secretory canal, leaf or lateral

branch primordium cells are indicated by the red arrows, and enlarged position in black frame; C. Cross section of thorn.

图1 ‘枸头橙’针刺和枝及横切图

Fig. 1 Cross section of thorn and branch‘Goutou’Sour Orange

A B C

200 μm 50 μm

200 μm

孙立方，等：采用UPLC-MS/MS技术分析‘枸头橙’针刺和枝代谢物 965



果 树 学 报 第37卷

取物进行 PCA 分析，横坐标为样本在主成分 PC1

的得分，纵坐标为样本在主成分 PC2 的得分。两组

样品主成分 1 和主成分 2 的得分分别为 51.20%、

18.70%（图 2），表明针刺与枝的代谢物之间分离趋

势明显，组间存在明显差异，样本数据可信，可进行

后续分析。

2.3 OPLS-DA分析和置换检验分析

偏最小二乘判别分析（PLS-DA）可以解决主成

分分析法（PCA）对于相关性较小的变量不敏感的问

题，分别提取自变量 X 与因变量 Y 中的成分并计算

成分间的相关性。正交偏最小二乘判别分析

（OPLS-DA）进一步将 X 矩阵信息分解成与 Y 相关

和不相关的两类信息，通过去除不相关差异来更准

确筛选差异变量。最终根据 OPLS-DA 模型分析代

谢组数据，绘制各分组的得分图，充分展示各个分

组之间的差异[25]。模型评价分析结果显示，OPLS-

DA 模型参数 R2X 为 0.481（R2X 表示所建模型对

X 矩阵的解释率），R2Y 为 0.961（R2Y 表示所建模

型对 Y 矩阵的解释率），Q2 为 0.871（Q2 表示模型

的预测能力），表明本次所建模型可以解释两组样

本之间的差异。

OPLS-DA 模型得分图中，OSC 过程中主成分

的得分值（T score[1]）为 48.1%，可以看出两组样品

差异较明显；OSC 过程中正交成分的得分值（Or-

thogonal T score[1]）为 21.2%，可以看出两组样品组

内样本间的差异较小（图 3-A）。为判别模型质量,

进一步对 OPLS-DA 模型进行置换检验（n=200，即

进行 200 次排列实验）。从置换检验结果可以看

出，R2Y’和 Q2’均小于原始模型的 R2Y（0.999）和

Q2（0.925），即相应点均没超过相应横线，进一步说

明本次分析所建模型达到出色模型标准（图 3-B），

是有效和可靠的，可根据此模型分析筛选两组样品

之间的差异代谢物。

图2 针刺（GTCP）和枝（GTCS）两组样品的PCA得分图

Fig. 2 PCA scores plot of the samples of thorn (GTCP)

and branch (GTCS)

A. 样本 OPLS-DA 得分图。横纵坐标分别表示 OSC 过程中主成分和正交成分的得分值；B. 模型置换检验结果图。横线为原始模型的

R2Y 和 Q2，红点和蓝点分别代表 Y 置换后模型的 R2Y’和 Q2’。

A. OPLS-DA score plot of two samples. Abscissa and ordinate represent the scores of principal components and orthogonal components in the

OSC process, respectively; B. Diagram of model replacement test result. The horizontal line corresponds to R2Y and Q2 of the original model; the

red and blue point represent R2Y’and Q2’of the model after y replacement, respectively.

图3 样本OPLS-DA得分和置换检验结果图

Fig. 3 OPLS-DA score plot and replacement test results of two groups
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2.4 差异代谢物筛选

基于 OPLS-DA 分析，结合多变量分析 OPLS-

DA 模型的变量重要性投影 VIP 和差异倍数值

（fold change）进一步筛选两组样品之间的差异代谢

物。以 VIP≥1，Log2FC≥2 或 Log2FC≤0.5 为标准筛

选差异代谢物。从所筛选的差异代谢物火山图可

以看出，本实验共检测到代谢物 895 种，其中差异

显著的代谢物 138 种，其余则是差异不显著的代谢

物。差异显著的代谢物在枝中以上调代谢物为主，

共 81 种，下调代谢物 57 种（图 4-A）。

在对所检测到的代谢物进行定性和定量分析

后，进一步根据分组去比较代谢物定量信息在各分

组中发生的差异倍数变化。针刺和枝两组样品之

间差异代谢物的差异倍数 log2 处理后，变化程度

（Log2FC）分别排在前 10 的上调代谢物主要包括苯

丙素类（6-羟基-4-甲基香豆素 pme3143、对-香豆醇

pme3305、反 式 肉 桂 酸 pme3305、二 氢 香 豆 素

pme2987 和肉桂酸 pmf0591）、黄酮类（木犀草素 O-

芥子酰己糖苷 pmb0578）、氨基酸及衍生物类（3-N-

甲基 -L-组氨酸 pme2046、L-谷氨酰胺 O-己糖苷

pmb2855 和 L-天冬酰胺 pme0226）和维生素及衍生

物类（吡哆醇 O-己糖苷 pmb0578）；下调代谢物主要

包括萜类（诺米林 pme2181 和柠檬苦素 pme2188）、

生物碱类（大麦芽胍碱 B pmb4486、羟基色胺

pmb0774、五 羟 色 胺 pme2024 和 N- 甲 基 色 胺

pme2658）、有机酸及衍生物类（丁香酰甲醛 O-葡萄

糖苷 pmb2556 和草酸 pmf0096）、多酚类（儿茶素

pme0201）和氨基酸及衍生物类（N-甲酰蛋氨酸

pmb0468）。为了方便观察代谢物变化规律，继续对获

得的针刺和枝两组样品之间的 138 种差异代谢物进

行归一化处理和层次聚类分析，绘制聚类热图。差异

代谢物聚类进一步表明针刺（GTCP）和枝（GTCS）两

组样品筛选到的代谢物存在显著性差异，且与针刺相

比，枝中上调表达的代谢物较多（图 4-B）。

A. 样品差异代谢物火山图。横坐标表示代谢物在两样品中定量差异倍数的对数值，纵坐标表示 VIP 值，绿色和红色圆点分别代表上调和

下调差异代谢物；B. 样品差异代谢物聚类图。横向是代谢物的聚类，红色和绿色区域分别表示差异代谢物在对应样品上调和下调表达。

A. Volcano map of differential metabolites. The abscissa represents the logarithm value of the quantitative multiple of the metabolites, the ordi-

nate represents the VIP value, and the green and red dots represent the up and down of differential metabolites, respectively; B. Heat map of differen-

tial metabolites. The cluster of metabolites are in the horizontal, and the red and green areas indicate the up and down of differential metabolites in

corresponding samples, respectively.

图4 针刺和枝差异代谢物的筛选

Fig. 4 Screening of different metabolites of thorn and branch

2.5 差异代谢物KEGG功能注释和分类

为进一步了解差异代谢物在代谢途径的变化

机制，利用 KEGG 数据库对针刺和枝中检测到的差

异代谢物进行注释和通路富集分类分析。表明筛

选出的 138 个差异代谢物中有 91 个注释到 74 条

KEGG 通路。含差异代谢物数量最多的前 20 个

KEGG 通路，包括代谢通路（Metabolic pathways，48

个）、次生代谢物生物合成（Biosynthesis of second-
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ary metabolites，41 个）、黄酮和黄酮醇类生物合成

（Flavone and flavonol biosynthesis，16 个）、氨基酸合

成（Biosynthesis of amino acids，15 个）、黄酮类生物

合成（Flavonoid biosynthesis，14 个）、氨酰-tRNA 生

物合成（Aminoacyl-tRNA biosynthesis，13 个）、ABC

转运器（ABC transporters，11 个）、谷胱甘肽代谢

（Glutathione metabolism，10 个）、色氨酸代谢（Tryp-

tophan metabolism，9 个）、苯丙素生物合成（Phenyl-

propanoid biosynthesis，8 个）、2-氧代羧酸代谢（2-

Oxocarboxylic acid metabolism，7 个）、半胱氨酸和

蛋氨酸代谢（Cysteine and methionine metabolism，6

个）、嘧啶代谢（Pyrimidine metabolis，6 个）、丙氨酸/

天冬氨酸/谷氨酸代谢（Alanine，aspartate and gluta-

mate metabolism，6 个）、乙醛酸和二羧酸代谢（Gly-

oxylate and dicarboxylate metabolism，6 个）、碳代谢

（Carbon metabolism，6 个）、组氨酸代谢（Histidine

metabolism，5 个）等通路（图 5）。差异代谢物

KEGG 通路富集分类结果可以看出，较多代谢物注

释到以次生代谢物合成、黄酮类（黄酮醇类）合成和

苯丙素类合成等为主的次生代谢路径。

图5 差异代谢物KEGG通路富集分类图

Fig. 5 Statistics of KEGG pathway classification differential metabolites

3 讨 论

柑橘针刺和枝多在同一叶腋位置形成，最终分

别发育成刺和枝，说明二者之间存在不同的发育调

控机制。本研究通过对‘枸头橙’针刺和枝进行广

泛靶向代谢组学分析，共筛选到差异显著的代谢物

138 种，在枝中以上调代谢物为主，共 81 种，下调代

谢物 57 种，且差异代谢物主要为次生代谢物，表明

这些差异代谢物的积累可能是针刺和枝发育不同

的重要因素。前期对‘枸头橙’针刺和枝进行比较

转录组测序分析发现，差异表达基因主要集中于次

生代谢物合成、苯丙素合成和激素信号转导等路

径[21]；此次代谢组检测与转录组结果基本一致，进一

步证明次生代谢物合成路径在针刺和枝的差异发

育中起着重要的调控作用。

前期转录组分析还显示，差异表达基因不但主

要集中于次生代谢物合成等路径，而且多数差异表

达基因在枝中表达上调。本文的代谢组分析也发

现，针刺和枝之间以次生代谢物为主的差异代谢物

多数在枝中积累较多。Pandey 等 [27]对番茄茎刺状

体转录组研究发现，与多刺番茄相比，少刺突变体

中萜类、黄酮类、酚类和生物碱类相关合成基因上

调表达，可能通过促进次生代谢来代替刺对外界生

物和非生物胁迫的防御作用。还有报道通过对番

茄叶片上毛状体和叶片代谢组研究发现，与叶片相

比，毛状体次生代谢更旺盛和积累更多次生代谢

物[28]；另一篇类似报道通过对烟草叶毛状体和叶片

基因芯片分析发现，差异表达基因主要富集于次生

代谢等路径，如类异戊二烯和黄酮类生物合成相关

基因在毛状体上调表达[29]。这些结果表明，可能由

于结构差异，柑橘针刺次生代谢物积累和相关合成

基因表达趋势与其他植物刺状体等不完全相同。
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一些研究还发现，拟南芥单细胞表皮毛与烟草、番

茄等植物多细胞毛状体形成的分子调控机制存在

差异[12-14]。因此，果树针刺与植物皮刺（表皮毛/毛状

体）发育调控机制存在哪些异同，需要进一步研究

证明。

植物次生代谢过程受到多种植物内源激素共

同调控[30]，如茉莉酸类物质能诱导萜类、生物碱和黄

酮类等多种次生代谢成分在植物体内生物合成[31]；

生长素也可以诱导和调控植物次生代谢物如生物

碱和葡萄糖酸盐合成 [32- 33]。前期研究发现，‘枸头

橙’枝中 JA 和 IAA 含量高于针刺[22]，而且本文发现

苯丙素、萜类、黄酮类和生物碱类等主要差异次生

代谢物也在枝中积累相对较多。这些研究暗示着

在柑橘针刺和枝的差异发育调控因素中，植物内源

激素也可能通过对针刺和枝中次生代谢物生物合

成的调控参与二者的差异发育调控。上述研究为

探索针刺发育的分子机制提供了理论基础和参考

依据。在此基础上，下一步笔者将田间发掘针刺可

以发育成枝的材料并作为研究对象，进一步对柑橘

针刺差异发育的分子调控机制进行深入研究。

4 结 论

柑橘‘枸头橙’针刺和枝的内部组织结构存在

差异，枝内表皮中存在分泌道、叶或侧枝原基细胞，

而针刺中则无。检测并筛选出针刺和枝之间差异

显著代谢物 138 种，枝中上调代谢物 81 种，下调代

谢物 57 种，差异代谢物主要为次生代谢物等。差

异代谢物 KEGG 注释的通路以次生代谢物合成相

关路径为主。表明次生代谢物差异积累在柑橘针

刺和枝的差异发育中起重要调控作用，为深入研究

针刺发育的分子调控机制奠定了一定的基础。
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