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锦红冰糖橙大果芽变果实结构解剖、

激素变化和转录组分析
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摘 要：【目的】探究锦红冰糖橙大果芽变的形成原因。【方法】以锦红和大果芽变为试材，采用石蜡切片、HPLC-MS/

MS和转录组测序技术对其在细胞形态、激素含量和基因表达方面进行比较分析。【结果】与锦红相比，大果芽变果肉

内汁胞数量增多，且汁胞变大。石蜡切片结果表明，大果芽变汁胞内细胞数量多于锦红。大果芽变内生长素和赤霉

素含量在花后70和120 d均高于锦红，玉米素含量在花后70、120和170 d均低于锦红。对盛花后70、120和170 d的汁

胞进行转录组分析得到4597个差异基因，其中24个激素信号相关基因在两个及以上时期差异表达。在大果芽变中

有 4个生长素相关基因在花后 70 d上调表达。细胞分裂素相关基因ARR2在大果芽变花后 70和 120 d均下调表达。

细胞周期蛋白CycD3在大果芽变花后170 d上调表达。【结论】锦红冰糖橙大果芽变的变异可能与汁胞发育有关，并且

受激素水平影响。转录组分析为解析锦红冰糖橙大果芽变的分子机制奠定了基础。
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Abstract:【Objective】Fruit size is a major agronomic trait for evaluating fruit appearance quality.

Therefore, it is important to analyze the molecular mechanism of fruit size for high-quality citrus breed-

ing. Bud sport is one of the sources of fruit size mutation. A large-fruit mutant of Jinhong was found pre-

viously. In this research, we explored the mechanism of the mutation in order to provide target genes for

citrus molecular design breeding.【Methods】Jinhong Bingtang orange and its large-fruit mutant as ex-

perimental material were sampled at 30, 50, 70, 90, 120, 150, 170, 190 and 250 days after bloom

(DAB). Juice sacs at 70, 120 and 170 d were collected for RNA-seq. Young leaves of large-fruit mutant

were collected for ploidy testing. Volume of juice sacs was determined using water replacement meth-

od. Paraffin section was used for cytological observation of juice sacs. The plant hormones were deter-

mined by liquid chromatography- mass spectrometry. Transcriptome analysis were performed on the
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果实大小是一种外观品质，也是判定果实品级

的重要农艺性状，直接影响果实的经济价值[1]。果

实大小受自身遗传背景、栽培条件和植物激素等因

素的影响。生产上常采用环剥、疏花疏果等措施来

增大果实[2-4]，或者通过喷施生长调节剂来达到疏花

疏果的目的，激素调节剂还能配合环剥技术来改变

果实大小[4-6]。此外，植物激素调节剂还能单独用于

果实发育早期来促进果实膨大，如生长素[7-11]、细胞

分裂素[12-14]。

果实大小是受多个基因调控的数量性状。研究

表明，果实大小涉及多种植物激素的调控，尤其是生

长素和细胞分裂素。Su等 [15]发现，沉默 SlIAA17后

得到的果实变大，与野生型相比，沉默系番茄果皮内

细胞数量增多、果皮厚度增加。Peng等[16]的研究表

明，EjSAUR22-TRV2植株果实变小，石蜡切片结果

显示EjSAUR22-TRV2果肉细胞变小。目前，生长素

调控果实大小的信号通路已有少量报道。Zhao等[17]

研究认为CsFUL1A通过结合PIN1和PIN7启动子来

抑制他们的转录水平，使黄瓜果实内生长素的积累

量减少，黄瓜变短。Zhang等[18]的研究表明，CsMYB77

above samples. Differentially expressed genes (DEGs) between the wild type and the mutant at same de-

velopmental stage were screened on the standard of FDR＜0.05. Common DEGs of those three develop-

mental stages were obtained using Venn analysis. GO and KEGG enrichments were mapped using TB-

tools, and GO and KEGG were used to analyze the DEGs between Jinhong and its large-fruit mutant.

Genes related to plant hormones were shown with the heat maps, which were drawn based on FPKM of

the DEGs.【Results】Flow cytometry analysis showed that the large-fruit mutant was a diploid. Jinhong

and large- fruit mutant had the same number (11) of carpels. Compared with Jinhong, the number of

juice sacs of the large-fruit mutant increased, and volume of juice sacs enlarged. Results of paraffin sec-

tion showed that the cell number of the large-fruit mutant was larger than that of Jinhong. IAA content

of the mutant was always higher than that of Jinhong at 70 and 120 DAB, but it was lower at 170 DAB.

The GA3 content in the large-fruit mutant was always greater. ZT content was low, and the ZT content

of the large-fruit mutant was always lower than that of Jinhong at the three developmental stages. Ex-

cept at 70 DAB, JA content of the large-fruit mutant was lower than that of Jinhong. At 70 DAB, there

were 3118 DEGs between the two materials, including 1549 up- regulated and 1569 down- regulated

genes, which were enriched in plant hormone signal transduction, MAPK signaling pathway, plant-

pathogen, etc. At 120 DAB, there were 1952 DEGs, with 377 up-regulated and 1575 down-regulated,

which were enriched in photosynthesis - antenna proteins, plant-pathogen interaction and MAPK signal-

ing pathway, etc. At 170 DAB, there were 611 DEGs, with 372 up-regulated and 239 down-regulated,

enriched in photosynthesis - antenna proteins, phenylpropanoid biosynthesis, etc. Besides, 88 DEGs

were identified in the three stages and KEGG analysis showed that the top five most significantly en-

riched pathway were fatty acid elongation, photosynthesis- antenna proteins, cutin, suberine and wax

biosynthesis, phenylpropanoid biosynthesis and plant hormone signal transduction. Furthermore, DEGs

encoding hormone signaling were further analyzed. 24 DEGs were found at least two periods, including

4 genes related to ABA, 6 related to IAA, 3 related to BR, 2 related to CTK, and other hormone-related

genes. Among them, GH3.6 was up-regulated in the large-fruit mutant at 70 and 120 DAB. IAA27 was

up- regulated in the large- fruit mutant at 120 and 170 DAB, and the difference gradually increased.

GH3.1, SAUR36 and auxin-induced protein 22D were up-regulated in the large-fruit mutant at 70 DAB.

ARR2, TIFY10A and TGA9 were down-regulated in large-fruit mutant at 70 and 120 DAB, and was up-

regulated at 170 DAB.【Conclusion】the development of juice sacs was possibly the cause of large-fruit

phenotype in the mutant, and hormone levels may influence fruit size. The transcriptome analysis pro-

vided a relatively complete molecular platform for future studies on the difference of citrus fruit size.

Key words: Citrus; Bud sport; Fruit size; Paraffin section; Hormone
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结合在PIN5启动子上并上调其表达，通过降低游离

IAA的含量来参与调控柑橘果实大小。细胞分裂素

促进细胞分裂，在果实发育早期起重要作用。细胞

色素氧化酶（cytokinin oxidase，CKX）是细胞分裂素

代谢通路上的关键酶。Gan等[19]研究表明，与野生

型相比，AtCKX2超表达植株的番茄果实变小。除生

长素和细胞分裂素外，其他激素如赤霉素[20]、油菜素

内酯[21]均参与果实大小发育过程。这些激素相关基

因多通过影响细胞数量和细胞大小来改变果实大

小。

柑橘属于芸香科柑橘属，在中国已有4000多年

的栽培历史，是中国南方种植面积最大、产量最高的

经济果树。柑橘销售价格一方面受自身品种影响，

另一方面也受果实大小调控。栽培管理技术的优化

是目前提升柑橘优果率的主要措施，但存在着生产

成本高、不受控因素多等问题。转录组测序技术在

植物性状控制基因挖掘方面具有重要作用[22-23]。笔

者课题组前期发现锦红冰糖橙的芽变材料，该芽变

成熟果实的大小约是锦红冰糖橙的 1.5倍。笔者以

锦红冰糖橙大果芽变为材料，通过石蜡切片技术、植

物激素含量测定和转录组测序来解释大果芽变的形

成机制，并筛选出冰糖橙果实大小相关基因，为柑橘

果实大小分子设计育种提供理论基础。

1 材料和方法

1.1 试验材料

供试材料是锦红[C. sinensis（L.）Osbeck‘Jin-

hong’]及其大果芽变。每个材料各挑选3株树龄一

致、长势健壮的样本树。在盛花后 30、50、70、90、

120、150、170、190和 250 d取样。每次取样均从树

冠中上部外围随机采摘 10个果实。采集大果芽变

的幼嫩叶片进行染色体倍性检测。并将盛花后70、

120和 170 d汁胞保存在-80 ℃冰箱中，以备植物激

素测定和转录组测序。

1.2 果实质量、囊瓣数、汁胞数及其体积测定

用分析天平测定锦红和大果芽变成熟期的果实

质量。用游标卡尺测量锦红和大果芽变果实发育过

程的果肉横径，并统计果实内囊瓣数目和囊瓣内汁

胞数量。采用浸水法估算单个汁胞体积，即向容器

中加入水，此时体积记为V1，再将已知数量（S）的汁

胞放入容器内，并记下体积V2，则单个汁胞体积的计

算方式是V汁胞=（V2-V1）/S。

1.3 汁胞组织切片

对锦红和大果芽变成熟期的汁胞进行石蜡切片。

用 FAA 固定液固定囊瓣中部的汁胞后，依次在

70%、80%、90%和100%乙醇溶液中脱水，每次10 min，

再用二甲苯清洗 1 h后包埋在石蜡中。使用Lei-ca

RM2265切片机获取薄切片。依次将切片放入环保

型脱蜡液Ⅰ、Ⅱ中，各20 min。用无水乙醇Ⅰ、无水乙

醇Ⅱ和 75%乙醇依次清洗 5 min后用蒸馏水清洗。

将清洗好的切片依次放入番红、固绿染色液中，并用

95%乙醇清洗，经脱水、透明、封片后进行图像采集。

1.4 植物激素测定

用液氮将样品研磨成粉末，称取 1 g粉末放入

10 mL乙腈溶液中，并加入 8 μL内标母液，然后在

4 ℃条件下提取过夜。4 ℃，12 000 r·min-1离心5 min，

抽取上清液，随后在沉淀中再次加入 5 mL乙腈溶

液，并过夜提取，2次重复后合并 3次所得上清液。

在上清液中加入适量 C18 和 GCB 净化其中杂质。

4 ℃，12 000 r·min-1离心5 min，抽取上清液，并用氮

气吹干，以 400 μL 甲醇复溶，过 0.22 μm 有机相滤

膜，上机检测。标准品为D-IAA、D-JA、D-GA4、D-

Zeatin（Sigma）。使用终质量浓度为 0.1、0.2、0.5、2、

5、20、50、200 ng·mL-1绘制标准曲线。

1.5 转录组测序和差异基因鉴定

利用Trizol方法提取锦红冰糖橙和大果芽变汁

胞的基因组总RNA。使用Nanodrop 2000检测RNA

的浓度和纯度来评估RNA质量，合格后进行文库构

建。用 Oligo（dT）的磁珠富集有 polyA 尾巴的

mRNA，用打断buffer把获得的RNA片段化后，再用

随机的N6引物进行反转录，合成 cDNA二链形成双

链DNA，把合成的双链DNA末端补平并 5’端磷酸

化，3’端形成突出一个个“A”的黏末端，再连接一个

3’端有凸出“T”的鼓泡状的接头，连接产物通过特

异的引物进行 PCR扩增，PCR产物热变性成单链，

再用一段桥式引物将单链DNA环化，得到单链环状

DNA文库。文库检测合格后，使用MGI高通量测序

仪进行测序。

对各样本 raw reads进行过滤，得到 clean reads，

与甜橙参考基因组（http://citrus.hzau.edu.cn/down-

load.php Citrus sinensis v3.0）比对。利用 RSEM，调

用bowtie2的比对结果进行统计，得到每个样品比对

到每个转录本上的 reads数目，并将其换算为FPKM

（Fragments Per Kilobase per Million bases），每个基

许园园，等：锦红冰糖橙大果芽变果实结构解剖、激素变化和转录组分析 613
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图 1 大果芽变的倍性鉴定

Fig. 1 Ploidy determination of large-fruit mutant
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因或转录本的表达水平用 FPKM 值来表示。以

|log2（FoldChange）|＞1 & FDR＜0.05为筛选阈值获

得差异基因。使用Blast2GO程序和KOBAS软件进

行GO和KEGG富集分析，使用维恩图获得不同发

育时期共有的差异基因，使用GraphPad Prism 8软

件绘制表达热图。

1.6 数据分析

采用Microsoft Excel 2019软件完成数据处理和

绘图，采用SPSS软件进行差异显著性分析。

2 结果与分析

2.1 大果芽变的倍性鉴定

染色体数目加倍会引起果实变大。如图 1 所

示，流式细胞仪结果表明，该大果芽变是二倍体，同

锦红的倍性相同。说明大果型不是由染色体加倍造

成的。

2.2 大果芽变的果实发育

如图 2 所示，锦红和大果芽变的果实逐渐增

大。与锦红相比，自盛花后 70 d（70 DAB），大果芽

变的果实更大、果肉更厚。为探究大果芽变果肉增

厚的原因，统计并测量锦红和大果芽变 120 DAB、

170 DAB和250 DAB时的囊瓣数量、汁胞数量和体

积。结果表明，同一时期锦红和大果芽变之间的囊

瓣和汁胞数目没有显著差异，但大果芽变果实内汁

胞数目都略高于锦红果实内的汁胞数目，并且汁胞

体积显著大于锦红的汁胞体积（表1）。石蜡切片的

结果表明，大果芽变汁胞内细胞数量多于锦红（图

3）。

2.3 锦红及其大果芽变汁胞内源激素含量分析

对锦红和大果芽变 70 DAB、120 DAB 和 170

DAB的汁胞进行内源激素测定。结果如图 4所示，

在 70 DAB和 120 DAB，大果芽变中 IAA含量显著

高于锦红，而在临近转色期的 170 DAB，两者 IAA

含量均下降，且大果芽变中 IAA含量下降幅度高于

锦红（图 4-A）。在 70 DAB、120 DAB 和 170 DAB，

锦红和大果芽变中GA3含量均逐步下降，且大果芽

变中GA3含量始终高于锦红（图 4-B）；两者ZT含量

（ρ）较低，不足 0.5 ng · mL-1，在 70 DAB、120 DAB和

170 DAB，大果芽变中ZT含量都显著低于锦红（图

4-C）；在 70 DAB，大果芽变中 JA 含量显著高于锦

红，随后两者 JA含量均下降，到170 DAB，大果芽变

中 JA含量显著低于锦红（图4-D）。综上所述，大果

芽变和锦红之间汁胞发育差异是受多激素调控的，

而且生长素和赤霉素可能是引起两者汁胞发育不同

的关键激素。

2.4 锦红及其大果芽变盛花后170 d内汁胞转录组

测序质量评估

为了进一步探究大果芽变形成的分子机制，对

锦红和大果芽变盛花后3个时间点的汁胞进行转录

组测序。锦红记为WT，大果芽变记为MT。从表 2

可以看出，18个样品的原始数据经过严格的质量过

滤后共得到201.74×106个 clean_reads，各样品的Q20

含量都高于97%，Q30含量高于91.5%，GC含量高于

44%，说明测序结果真实可信。

2.5 差异基因分析

对WT与MT（WT vs MT）同一阶段的差异表达

基因（DEGs）（|log2（Fold Change）|＞1，FDR＜0.05）

进行统计。DEGs数量随着汁胞发育而减少，其中
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表 1 锦红和大果芽变囊瓣数量、汁胞数量及体积

Table 1 The number of carpels, number of juice sacs and volumes of juice sacs of Jinhong and the large-fruit mutant

采样时期

Sampling stages

盛花后120 d
120 days after bloom

盛花后170 d
170 days after bloom

盛花后250 d
250 days after bloom

品种

Variety

锦红 Jinhong

大果芽变 Large-fruit mutant

锦红 Jinhong

大果芽变 Large-fruit mutant

锦红 Jinhong

大果芽变 Large-fruit mutant

单个果实内囊瓣数

Number of carpel per fruit

10.67±1.53 a

11.00±1.00 a

10.00±0.00 b

10.33±0.58 b

10.50±0.50 ab

12.00±1.00 a

单个囊瓣内汁胞数

Number of juice sacs per carpel

427.00±99.58 a

461.67±87.56 a

437.00±32.36 a

480.67±16.92 a

388.67±52.01 a

481.33±61.53 a

汁胞体积

Volumes of juice sacs/μL

5.07±0.33 e

9.52±1.31 d

13.88±2.38 d

26.39±1.15 b

23.67±1.71 bc

32.77±5.10 a

注：同一列不同小写字母表示差异显著（p＜0.05）。

Note：Different small letters in the same column indicate significant difference at p＜0.05.

*表示差异显著（t 检验，p＜0.05），**表示差异极显著（t 检验，p＜0.01）。误差线表示标准差。下同。

* indicates significance difference at p＜0.05, ** indicates extremely significant difference at p＜0.01 using a student’s t-test. Bars indicate

standard error. The same below.

图 2 锦红和大果芽变的果实表型

Fig. 2 Fruit phenotype of Jinhong and its large-fruit mutant
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图 3 锦红和大果芽变汁胞形态及其石蜡切片（横切面）

Fig. 3 Morphology and paraffin section of juice sacs of Jinhong and large-fruit mutant (transverse section)
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IAA. 生长素；GA3. 赤霉素；ZT. 玉米素；JA. 茉莉酸。

IAA. Indole-3-actic acid; GA3. Gibberellin; ZT. Zeatin; JA. Jasmonic acid.

图 4 锦红和大果芽变果实发育过程中内源激素含量的变化

Fig. 4 Changes in hormone contents in fruits of Jinhong and the large-fruit mutant during development process
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表 2 盛花后 70、120 和 170 d 锦红和大果芽变汁胞转录组数据的评估结果

Table 2 Transcriptomic analysis of juice sacs of Jinhong and the large-fruit mutant

at 70, 120 and 170 days after bloom

采样时期

Sampling stages

盛花后70 d
70 days after bloom

盛花后120 d
120 days after bloom

盛花后170 d
170 days after bloom

样本

Samples

WT-70 d_1

WT-70 d_2

WT-70 d_3

MT-70 d_1

MT-70 d_2

MT-70 d_3

WT-120 d_1

WT-120 d_2

WT-120 d_3

MT-120 d_1

MT-120 d_2

MT-120 d_3

WT-170 d_1

WT-170 d_2

WT-170 d_3

MT-170 d_1

MT-170 d_2

MT-170 d_3

Clean reads

11 463 191 700

10 195 295 400

9 836 976 000

8 307 153 000

8 605 784 700

12 425 220 900

7 665 306 900

9 658 181 400

8 694 616 800

9 471 845 700

14 141 130 000

12 596 034 300

9 141 747 000

10 000 054 500

13 059 270 900

9 482 668 500

8 119 515 300

8 701 290 300

Q20/%

97.5

97.3

97.6

97.3

97.5

97.5

97.5

97.3

97.3

97.5

97.2

97.6

97.3

97.4

97.6

97.5

97.4

97.4

Q30/%

92.1

91.7

92.2

91.5

92.1

92.2

92.1

91.6

91.5

92.1

91.7

92.3

91.7

91.9

92.6

92.1

91.7

91.8

GC含量

GC content/%

44.1

44.1

44.1

44.1

44.2

44.2

43.7

43.7

43.7

44.0

45.3

44.1

44.3

44.2

44.4

44.2

44.2

44.2

70 DAB时的DEGs最多，有 1549个上调基因，1569

个下调基因；170 DAB时的DEGs最少，有 372个上

调基因，239个下调基因（图 5-A）。维恩图结果表

明，70 DAB、120 DAB和 170 DAB三个时间点存在

88个DEGs重叠（图5-B）。

2.6 差异基因注释

通常情况下，不同时期共有的差异基因可能为

关键基因。对 70 DAB、120 DAB和 170 DAB的 88

个共有差异基因进行GO和KEGG分析。GO注释

结果表明，差异基因参与的生物学过程为细胞和代

谢过程，分子功能体现在结合和催化活性方面（图6-

A）。参与的KEGG通路是脂肪酸延长、光合作用-

天线蛋白、角质、木栓质和蜡质生物合成、苯丙烷代

谢和植物激素信号传导（图6-B）。

分别对同一阶段下的DEGs进行GO和KEGG

分析。GO 富集结果表明，在 70 DAB、120 DAB 和

70 120 170
上调 Up-regulated 1549 377 372

下调 Down-regulated 1569 1575 239
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A. 差异基因数量统计；B. 3 个时期差异基因的维恩图。

A. The number of differentially expressed genes; B. Venn diagram of differentially expressed genes under three developmental stages.

图 5 锦红及其大果芽变在盛花后 70 d、120 d 和 170 d 时差异基因分析

Fig. 5 Analysis of differentially expressed genes between Jinhong and its large-fruit mutant

at 70, 120 and 170 days after bloom
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A. GO 分析；B. KEGG 分析。

A. GO analysis; B. KEGG analysis.

图 6 盛花后 70 d、120 d 和 170 d 时锦红及其大果芽变间共有差异基因的基因注释

Fig. 6 Gene annotation of the common differentially expressed genes at 70, 120 and 170 days after bloom

细胞过程 Cellular process
代谢过程 Metabolic process

生物调控 Biological regulation
生物过程的调节 Regulation of biological process

刺激反应 Response to stimulus
定位 Localization

发育过程 Developmental process
多细胞生物过程 Multicellular organismal process

多组织过程 Multi-organism process
繁殖 Reproduction

生殖过程 Reproductive process
生物种间相互作用 Biological process involved in interspecies interaction between organisms

免疫系统过程 Immune system process
生物过程的正调控 Positive regulation of biological process

信号 Signaling
细胞解剖实体 Cellular anatomical entity
蛋白复合物 Protein-containing complex

催化活性 Catalytic activity
结合 Binding

转运活性 Transporter activity
转录调节活性 Transcription regulator activity

ATP 依赖活性 ATP-dependent activity
分子功能调节剂 Molecular function regulator

脂肪酸延长 Fatty acid elongation

光合作用-天线蛋白 Photosynthesis - antenna proteins

角质、木栓质和蜡质生物合成 Cutin, suberine and wax biosynthesis

苯丙烷代谢 Phenylpropanoid biosynthesis

植物激素信号传导 Plant hormone signal transduction

植菌互作 Plant-pathogen interaction

不饱和脂肪酸的合成 Biosynthesis of unsaturated fatty acids

蔗糖与淀粉代谢 Starch and sucrose metabolism

泛醌和其他萜类醌的生物合成 Ubiquinone and other terpenoid-quinone biosynthesis

卟啉和叶绿素代谢 Porphyrin and chlorophyll metabolism

苯丙氨酸代谢 Phenylalanine metabolism

脂肪酸合成 Fatty acid biosynthesis

氰基氨基酸代谢 Cyanoamino acid metabolism

抗坏血酸与醛酸代谢 Ascorbate and aldarate metabolism

肌醇磷酸代谢 Inositol phosphate metabolism

类黄酮生物合成 Flavonoid biosynthesis

过氧化物酶体 Peroxisome

氧化磷酸化 Oxidative phosphorylation

植物 MAPK 信号途径 MAPK signaling pathway-plant

基因数目 Gene number

A

B

170 DAB，DEGs参与的生物学过程都是细胞和代谢

过程，参与的细胞组分都是细胞解剖实体，参与的分

子功能多集中在结合和催化活性两方面（图 7-

A~C）。KEGG分析结果表明，在 70 DAB，DEGs主

要富集在植物激素信号传导、MAPK信号通路、植

物-病原菌互作、色氨酸代谢以及苯丙烷代谢（图 7-

D）；在 120 DAB，DEGs主要富集在光合作用-天线

蛋白、植物-病原菌互作、MAPK信号通路、植物激素

信号传导、光合作用的碳固定和苯丙烷代谢（图 7-

E）；在170 DAB，DEGs主要富集在光合作用-天线蛋

白、苯丙烷代谢、角质、木栓质和蜡质生物合成、类黄

酮生物合成和MAPK信号通路上（图7-F）。三个时

期的差异基因都富集到植物激素信号传导、MAPK

信号通路、苯丙烷代谢、光合作用-天线蛋白通路上，

但富集到信号通路上的基因和显著性存在差异。

2.7 植物激素信号传导基因的表达分析

激素分析结果表明，植物激素影响汁胞发育（图

4）。KEGG分析结果表明，在 70 DAB、120 DAB和

170 DAB，分别有 61、38 和 12 个 DEGs 富集到植物

激素信号传导途径上。24个DEGs在两个及以上时

期差异表达，包括 19个已知功能的DEGs和 5个未

知功能的DEGs。笔者对19个DEGs进行热图分析，

结果表明，它们分布在生长素（IAA）、脱落酸

（ABA）、细胞分裂素（CTK）、油菜素内酯（BR）等 7

种激素途径上。

如图 8 所示，在脱落酸信号中，蛋白磷酸酶基
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A

B

C

A~C. GO 分析；D~F. KEGG 分析。A、D. 盛花后 70 d；B、E. 盛花后 120 d；C、F. 盛花后 170 d。

A-C. GO analysis; D~F. KEGG analysis. A, D. 70 days after bloom; B, E. 120 days after bloom; C、F. 170 days after bloom.

图 7 盛花后 70 d、120 d 和 170 d 时锦红及其大果芽变间差异基因的基因注释

Fig. 7 Gene annotation of differentially expressed genes between Jinhong and its large-fruit mutant

at 70, 120 and 170 days after bloom
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图 7 （续） Fig. 7 (Continued)
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因 PP2C56、PP2C24 和 PP2C8 的表达模式相同，在

70 DAB和 120 DAB时上调表达；脱落酸受体PYL2

在70 DAB和170 DAB上调表达。在生长素信号中，

GH3.6、GH3.1和 SAUR36及 IAA27在生长素生物合

成途径上起重要作用。其中，GH3.6在大果芽变果

实发育早期上调表达；IAA27在大果芽变果实发育

过程中上调表达，且呈上升趋势；SAUR36和GH3.1

在70 DAB时上调表达。生长素促进蛋白6B和22D

的表达模式不同，生长素促进蛋白 6B在 120 DAB

上调表达，而生长素促进蛋白 22D在 70 DAB上调

表达。细胞分裂素信号上的差异基因是双组分响应

调节基因ARR2和ARR5。这2个基因在70 DAB时

的表达趋势相反，但在 120 DAB时均下调表达；茉

莉酸信号上的基因TIFY10A和水杨酸信号上的基因

TGA9在大果芽变中下调表达。细胞周期D3和木葡

聚糖内转葡萄糖基酶XTH23属于油菜素内酯信号

途径上的基因，细胞周期D3基因在 120 DAB的大

果芽变中显著下调表达，但在170 DAB时显著上调

表达。XTH23的2个成员在70 DAB时上调表达，在

120 DAB及170 DAB时下调表达。

3 讨 论

3.1 大果芽变果实变大的因素

果实大小是评价果实外观的重要性状，直接影

响果实的经济效益。果实大小变异的产生方式主要

有两种，一种是染色体加倍产生的大果型变异，另一

log2FC（大果芽变/锦红）＞0 表示差异基因在大果芽变中上调表达，log2FC（大果芽变/锦红）＜0 表示差异基因在大果芽变中下调表达。

log2FC（Large-fruit mutant/Jinhong）＞ 0 indicates up-regulated expression in large-fruit mutant; log2FC（Large-fruit mutant/Jinhong）＜ 0 indicates

down-regulated expression in large-fruit mutant.

图 8 19 个差异基因的表达模式

Fig. 8 Expression patterns of 19 differentially expressed genes involved in phytohormone signal transduction

盛花后时间 Time after bloom/d

脱落酸相关基因
Abscisic acid-related gene

生长素相关基因
Auxin-related gene

细胞分裂素相关基因
Cytokinin -related gene

茉莉酸相关基因
Jasmonic acid-related gene

乙烯相关基因
Ethylene-related gene

水杨酸相关基因
Salicylic acid-related gene

油菜素内酯相关基因
Brassinosteroid-related gene

log2FC
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蛋白磷酸酶 PP2C8 Protein phosphatase 2C 8
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吲哚乙酸酰胺合成酶 GH3.6 Indole-3-acetic acid-amido synthetase GH3.6

生长素响应蛋白 SAUR36 Auxin-responsive protein SAUR36

生长素诱导蛋白 6-B Auxin-induced protein 6B

生长素诱导蛋白 22-D Auxin-induced protein 22D

吲哚乙酸酰胺合成酶 GH3.1 Indole-3-acetic acid-amido synthetase GH3.1

生长素响应蛋白 IAA27 Auxin-responsive protein IAA27

双组分响应调节器 ARR2 Two-component response regulator ARR2

双组分响应调节器 ARR5 Two-component response regulator ARR5

蛋白 TIFY10A-like Protein TIFY10A-like

乙烯反应转录因子 1B Ethylene-responsive transcription factor 1B

乙烯反应转录因子 1B Ethylene-responsive transcription factor 1B

转录因子 TGA9 Transcription factor TGA9

细胞周期蛋白 D3 Cyclin-D3-1
木聚糖内转葡萄糖基酶/水解酶蛋白 23
Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein 23
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Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein 23
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种是体细胞变异产生的大果型芽变。在本研究中，

流式细胞仪的鉴定结果表明，大果锦红的倍性仍是

二倍体，说明大果锦红的产生不是由染色体数目加

倍造成的。同时，大果芽变的果实质量是锦红的1.7

倍，且自盛花后70 d，大果芽变的果肉横径均显著大

于锦红。对果肉进一步分析发现，与锦红相比，大果

芽变汁胞数量多且体积大，说明大果芽变的果实变

大主要归于果肉厚度的变化，这与EI-Otmani等[10]的

结果相一致。果实的最终大小受细胞分裂和细胞膨

大控制。芽变产生的大果型基本是由果肉细胞变大

和细胞数量增多所产生的。蒋爽等[24]的研究表明，

大翠冠果实变大的原因是果肉细胞变大。舒莎珊

等[25]的研究表明，潘庄大翠冠的果实增大是由细胞

数量增多引起的。在本研究中，通过石蜡切片技术

分析锦红和大果芽变汁胞内细胞形态，结果发现大

果芽变汁胞薄壁细胞层数多于锦红，说明细胞数量

增多导致大果芽变汁胞变大，从而使柑橘果肉增厚，

果实变大。

在生产上，人们采用 2, 4-DP[10，26]、3, 5, 6-TPA[9]

等生长素调节剂来增大柑橘果实。研究发现他们可

通过细胞大小影响汁胞发育，从而改变果肉厚

度[10]。本研究中，在 70 DAB和 120 DAB，大果芽变

中生长素含量显著高于锦红，说明生长素可能是引

起大果芽变和锦红汁胞发育不同的重要激素。而在

170 DAB时两者体内生长素含量有所下降，这与冯

贵芝[27]的研究结果相同，原因可能是此时果实膨大

速率开始减慢，逐步进入成熟期，果实体内各激素水

平发生改变。赤霉素控制细胞的伸长，并与果实大

小和果实质量呈正相关[28]。在本研究中，大果芽变

内GA3含量在各发育时期均高于锦红，这表明大果

芽变果实大小的变异可能与赤霉素有关。玉米素是

一种嘌呤类的细胞分裂素。Gan等[19]研究表明，细

胞分裂素参与调控番茄果皮厚度和果实大小。在本

研究中，大果芽变中玉米素含量始终显著低于锦红，

同石蜡切片的结果相矛盾，原因可能有两个，一是玉

米素只是细胞分裂素的一种，不能代表汁胞内细胞

分裂素含量；二是采样时间不对，细胞分裂素大多在

果实发育早期起作用，而 70 DAB及之后两个时期

已进入膨大阶段。

3.2 大果芽变汁胞的转录组分析

本研究中对锦红和大果芽变70 DAB、120 DAB

和 170 DAB汁胞进行转录组分析，发现 3个时期的

差异基因数量相差较大，其中 70 DAB时差异基因

最多，170 DAB时差异基因最少，说明在 70 DAB锦

红和大果芽变之间的基因表达差异性更显著，该时

期可能是引起两者最终果实大小差异的重要时期。

KEGG结果表明，差异基因富集在植物激素信号传

导途径，并且24个差异基因在两个及以上时期差异

表达，其中19个已知功能的差异基因多是花后70和

120 d时在锦红和大果芽变汁胞内差异显著。19个

基因中，生长素类的差异基因数目最多，同时激素测

定结果也显示生长素在几种激素内含量偏高，说明

生长素合成相关基因在锦红和大果芽变汁胞发育过

程中表达活跃并存在显著差异，造成两者汁胞内生

长素含量不同，使他们汁胞发育存在差异，从而导致

果实大小不同。GH3.6和 IAA27在大果芽变中的表

达量均显著高于锦红，Su等[15]的研究表明，SlIAA17

通过影响细胞大小来参与调控果实大小。Yang等[29]

发现，茉莉酸可能是影响蓝莓果实发育早期大小的

关键植物激素，并协调其他植物激素共同促进果实

生长发育，并指出茉莉酸信号相关基因 TIFY9、

TIFY10A表达量显著高于其他激素信号上的基因。

这一发现同本研究结果类似。

此外，本研究中还发现油菜素内酯、细胞分裂素

等激素相关基因在锦红和大果芽变汁胞内差异表

达。双组分响应调节基因ARR能被细胞分裂素诱

导并调节生长发育。在本研究中，ARR基因在锦红

和大果芽变中表达水平存在差异，且汁胞内玉米素

含量不同，说明他们可能受到细胞分裂素的诱导参

与调控果实大小。CycD3是细胞周期蛋白基因，通

过参与BR激素信号传导刺激细胞分裂[30]。在本研

究中，锦红和大果芽变的CycD3表达量在花后 70 d

时差异不显著，而在花后 120 d和 170 d差异显著。

同时，XTH23作为BR信号传导途径上的另一个重

要基因，在锦红和大果芽变间表达量差异显著，说明

油菜素内酯可能也参与柑橘果实大小的发育，但其

基因功能还需进一步验证。

4 结 论

笔者通过对锦红和大果芽变果实内囊瓣数量、

汁胞数量及体积进行测量和统计，初步明确汁胞发

育是大果芽变的变异原因，石蜡切片进一步表明，细

胞数量可能是引起汁胞变大的细胞学因子。通过对

两者间激素含量的比较分析，认为植物激素能影响
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汁胞发育。通过分析锦红和大果芽变在盛花后70、

120和170 d的转录组数据，筛选出 IAA27、TIFY10A、

CycD3等激素合成相关基因。
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