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摘 要：【目的】探究生长素（IAA）对核桃内果皮发育的影响。【方法】采用不同浓度的 IAA处理核桃，

通过Wiesner法观察核桃内果皮木质素的沉积变化，并测定内果皮中木质素、纤维素、半纤维素和 IAA含

量，同时对 IAA处理后第 12天的样本进行高通量测序。【结果】与对照相比，低浓度 IAA处理和高浓度

IAA处理后内果皮木质素的积累存在显著差异，在处理后期，核桃内果皮部分硬化，仍存在内果皮缺失或

不完整现象。木质素、纤维素和半纤维素含量整体呈上升趋势，最高分别可达 30.55%、16.49%和 17.23%，

IAA含量整体呈上升趋势；通过 RNA-seq分析，发现差异基因主要富集在植物激素信号转导和苯丙烷生物

合成途径中，且随着 IAA使用浓度的升高，部分与激素信号转导和苯丙烷生物合成相关的差异表达基因逐

渐下调表达或不表达，【结论】IAA参与调控核桃内果皮的发育，影响内果皮木质素的积累，为后期研究

外源生长素对核桃内果皮的响应提供参考依据。
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Abstract：【Objective】The accumulation of lignin is the main process of walnut endocarp

development, and plant hormones in the formation of thick-walled tissues and the synthesis of

lignin can be involved in xylem development through the expression of genes related to the

regulation, thus affecting the development of the secondary wall, in order to understand the effect

of the growth hormone IAA on the development of endocarp in walnuts.【Methods】In the present

study, we selected the trees of age of 16, with robust and consistent growth and consistent levels

of water and fertilizer management level consistent trees. At about 50 d after flowering, walnut

short fruiting branches were wrapped and treated with different concentrations of growth factors.

Changes in lignin deposition in the endocarp of walnuts after treatment with different

concentrations of IAA were observed by resorcinol staining, and the contents of lignin, cellulose,

hemicellulose, IAA in the endocarp were determined, and at the same time, samples from the 12th

d of IAA treatment were subjected to high-throughput sequencing and analyzed.【Results】The

results showed that at the early stage of treatment, there was a significant difference in the

accumulation of endocarp lignin between the low concentration IAA treatment and the high

concentration IAA treatment, with the deposition starting first from near the vascular bundles, and

the color shifting from light red to dark red, and from local staining to overall staining; at the late

stage of treatment, the endocarp of the late walnuts was partially hardened and significantly

thickened, but the development of the endocarp was incomplete, and the dewy kernel was still

present. By determining the lignin, cellulose and hemicellulose contents, it was found that the

endocarp lignin content increased significantly after treatment with 50 mg·L-1 IAA and 100

mg·L-1 IAA on the 12th d after treatment, and that the difference between the lignin content and

the control was not obvious after 200 mg·L-1 IAA treatment. In the late treatment period, low

concentration IAA treatment promoted lignin accumulation and lignin content increased slowly,

and endocarp lignin content was lower than control after high concentration IAA treatment. The

overall endocarp cellulose content showed an increasing trend, compared with CK, the

pre-cellulose content was higher than the control after different concentrations of IAA treatment;

compared with CK, the overall endocarp hemicellulose content showed an increasing trend. The

endogenous IAA content of walnut endocarp after different concentrations of IAA treatments

showed an overall increasing trend. On the 12th d after treatment, the endogenous IAA content of

walnut endocarp after 50 mg·L-1 IAA and 100 mg·L-1 IAA treatments was significantly higher

than that of the control, and the IAA content of the endocarp after 50 mg·L-1 IAA treatments

amounted to 37.77 ng·g-1, which was 24.2% higher than that of the control, and that of the

endocarp after 100 mg·L-1 IAA treatment was 21.5% higher than the control, 150 mg·L-1 IAA and

200 mg·L-1 IAA were lower than the control, and with the increase of concentration, the IAA

content showed a decreasing trend. The different concentrations of growth hormone IAA and

water (control CK) were compared to each other to screen for differential genes, and it was found

that the number of differentially expressed genes after 50 mg·L-1 IAA vs CK treatment was the

largest, with 3,292 genes, of which 1,922 were up-regulated genes and 1,370 were down-regulated



genes, and the common differential genes among the different concentrations were 591 genes

through the Veen diagram. expressed genes were 591. The GO enrichment and KEGG enrichment

analyses revealed that the phytohormone signaling pathway was the common metabolic pathway,

and the phenylpropane biosynthesis pathway was significantly altered with the increase of

concentration, and it was not enriched in the treatments of 150 mg·L-1 IAA and 200 mg·L-1 IAA; it

was initially hypothesized that there were significant differences in the phytohormone signaling

and phenylpropane biosynthesis metabolic pathways in the endocarp of walnuts after exogenous

application of growth factors, so the above two pathways were investigated and analyzed.

Therefore, statistical analysis of the genes related to the above two pathways showed that some of

the differentially expressed genes related to hormone signaling and phenylpropane biosynthesis

were gradually down-regulated or non-expressed with the increase of concentration.【Conclusion】

The results showed that IAA affected the accumulation of lignin and lignin content of endocarp, as

well as the expression of differentially expressed genes in the lignin synthesis pathway, which

provided a reference basis for the later study of the mechanism of exogenous growth hormone's

effect on walnut endocarp.
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随着核桃产业的发展，受品种特性及外界环境的影响，一些核桃品种出现了内果皮发育

不完整、局部组织缺失的现象，导致核仁裸露，影响采后运输、加工和储藏等，进而影响种

仁的品质与营养，其中新露核桃露仁特性较为突出（图 1-A），果实形状近椭圆形，平均坚

果壳厚度为 1.28 mm，种仁易分离。

木质素的积累是核桃内果皮生长发育的重要过程，也是植物细胞壁中提供较强机械支撑

作用的结构因子之一[1]。前期研究发现，影响细胞壁形成的因素众多，其中激素起突出作用

[2-3]，能够通过参与木质部发育对相应的基因进行表达和调节，进而影响到次生壁的形成[4-5]。

乙烯和生长素可促进棉花胚珠细胞壁的沉积，此外，乙烯和生长素反应减少，会促进纤维素

生物合成，促使细胞壁形成[6]。菊花茎节间中 CmHLB基因的表达量与木质素含量和茎秆强

度的增加趋势相一致[7]。AP2/ERF可以调节木质素生物合成和木质部细胞分化，改变白杨木

质素和纤维素的组成[8]，转录因子 ARF3 和 ARF6 结合编码 4CL和 CCoAOMT2基因的启动

子区域激活其转录水平，促进木质素的合成。不同浓度的生长素，对细胞壁形成的影响程度

不同，例如，在拟南芥和百日草中，生长素刺激叶肉细胞分化为木质部管状细胞，同时抑制

花粉细胞壁的增厚[9]；外源 IAA取代顶端茎诱导向日葵形成层细胞分裂和次生木质部分化；

此外，生长素的浓度梯度在发育中的木材组织中保持不变，为分生组织的发育提供位置信息

[10]，已在拟南芥根和茎分生组织的发育中证实[11]。维管形成层是运输生长素的主要腔室[12]，

PttPIN1和 PttPIN2基因表达位于形成层分生组织和扩张的木质部衍生物，而其在杨树茎生

长素的极地运输发挥关键作用[13]。蒋旭等[14]通过试验证明 MsNS能够调控植物木质素和纤

维素的合成，对于白桦，外源 GA3通过上调 NAC和MYB 转录因子调控 CESA、PAL和 GA



氧化酶等基因的表达，从而促进木质部的发育[15]，喷施适宜浓度的MeJA和茉莉酸甲酯可提

高根系内源激素和木质素含量，增强植株的抗逆性和 PAL活性，PAL、C4H、CCR1和 CAD2

基因在烟叶木质素的合成和积累中起关键调控作用[16-17]；叶面喷施适宜浓度的多效唑[18]，可

通过阻抑 IAA合成，从而抑制幼苗纵向生长，使植株变矮，并增强抗性。IAA 可提高临沧

云烟和菜豆豆荚中木质素合成关键酶的活性从而促进木质素合成[19-20]。

前期研究发现在早期新露核桃内果皮壳质态中 IAA浓度远低于肉质态中的浓度，硬化

的后期又开始升高[21]，且木质素对核桃内果皮的形成、核桃品质的改善起至关重要的作用，

不同的外源激素处理对木质素积累作用不同。因此，笔者在本研究中探讨 IAA 与核桃内果

皮形成的关系，为减少露仁的发生提供理论依据，制定合理的生产措施。

1 材料和方法

1.1 试验材料

试验材料新露（露仁品种）采自于阿克苏地区温宿县实验林场。选取树龄均为 16 a（年），

株行距为 5 m×6 m，生长健壮一致，水肥管理水平一致的树体。于花后约 50 d（2022 年 6

月 3日）硬化期刚开始时，使用不同浓度（0、50、100、150、200 mg·L-1 IAA）5个激素水

平的生长素，选取果实大小基本一致的短结果枝，在靠近果实的短果枝顶部上侧，用手术刀

刮去约 0.5 cm×2.0 cm大小的外表皮。用棉棒沾取适量激素均匀涂抹在伤口上，并用浸泡过

激素的脱脂棉将伤口填充，封口膜包裹伤口，使伤口与外界环境隔离。从首次激素处理开始，

每隔 12 d采摘 1次果实，直至硬化期结束，共采样 4次。采集的果实全部在低温无菌条件

下分离出内果皮硬化组织作为试验样本，将各样本材料迅速切至颗粒状，液氮速冻后放至超

低温冰箱保存，将部分样本送至深圳微科盟科技集团有限公司进行测序，并对所得的数据进

行分析。

1.2 试验方法

1.2.1 木质素沉积变化分析

采用间苯三酚染色法[21]观察内果皮木质素沉积变化。

1.2.2 木质素、纤维素、半纤维素含量分析

分别取经不同浓度生长素 IAA处理后的内果皮硬化组织样本，参考赵玉雪等[22]的方法

进行测定木质素含量、纤维素、半纤维素含量。

1.2.3 内源 IAA含量分析

参考燕雪蒙[23]的方法，测定 IAA含量。

1.2.4 转录组测序

委托深圳微科盟科技集团有限公司对经 50、100、150、200 mg·L-1 IAA处理后的 12 d

核桃内果皮样品和对照组核桃内果皮进行转录组测序。

2 结果与分析

2.1 IAA 对核桃内果皮木质素沉积变化的影响



采用间苯三酚染色法观察核桃硬化期内果皮木质素沉积变化，如图 1-B所示，核桃内果

皮在硬化的过程中，木质素的沉积发生了显著变化。硬化初期，木质素从靠近维管束的位置

先开始沉积，颜色从浅红转为深红，从局部染色转为整体染色，直到硬化期结束核桃的硬壳

完全形成。在经过 IAA处理 12 d 之后，低浓度 IAA处理和高浓度 IAA 处理的效果存在明

显差异，特别是在接近缝合线的区域，首次呈现出粉红色，而且这种颜色的深浅不一，这表

明内果皮已经开始沉淀木质素。在 24 d时，木质素还未大量积累，仅在内果皮和中果皮的

交界处呈现。相较于对照组，50 mg·L-1 IAA和 100 mg·L-1 IAA处理后的核桃内果皮的木质

素沉积染色区域明显增加，而高浓度 IAA处理效果不显著，染色区域的面积较少。IAA处

理 36 d，核桃的内部果皮形状已经大致呈现出粉红色，这表明此刻已经积累了大量的木质素，

并且与对照组相比，在低浓度 IAA处理后，木质素的积累不明显。处理后 48 d，核桃内果

皮完全硬化，并且明显变厚，颜色也更深。虽核桃内果皮中有大量木质素沉积，但是发育并

不完整，存在露仁的情况，表明 50 mg·L-1 IAA处理后，前期可促进核桃内果皮木质素的积

累，150 mg·L-1 IAA和 200 mg·L-1 IAA处理后出现不同程度抑制木质素的积累，后期作用并

不明显。

A. 新露核桃不同时期核桃内果皮发育的动态变化（a. 硬化初期；b. 硬化中期；c. 硬化后期；d. 成熟期；

e. 贮藏期；Pu. 未硬化区；Sc. 硬化区；Va. 维管束）；B. 不同浓度 IAA处理后木质素沉积变化。



A. Dynamics of endocarp development in Xinlu walnuts at different periods of time (a. Early sclerotization; b.

Middle sclerotization; c. Late sclerotization; d. Ripening; e. Storage; Pu. Pulpy；Sc. Sclerotic; Va. Vascular bundle);

B. Changes in endocarp lignin deposition in walnuts after treatment with different concentrations of IAA.

图 1 核桃内果皮发育过程及内果皮木质素沉积变化

Fig. 1 Development process of walnut endocarp and changes in lignin deposition

in endocarp

2.2 IAA对核桃内果皮木质素、纤维素、半纤维素含量的影响

核桃内果皮的生长发育主要包括细胞的分裂、木质化，以及木质素、纤维素和半纤维素

等物质含量积累，最终形成厚壁组织。如图 2所示，处理后 12 d，与对照相比，50 mg·L-1 IAA

和 100 mg·L-1 IAA处理后内果皮木质素含量显著增加，200 mg·L-1 IAA处理后，木质素含量

与对照差异不明显。处理后期，低浓度 IAA处理促进木质素积累，木质素含量缓慢增加，

高浓度 IAA处理后内果皮木质素含量低于对照。内果皮中纤维素含量整体呈上升趋势，与

对照相比，不同浓度的 IAA处理后，前期纤维素含量均高于对照；24 d时，50 mg·L-1 IAA

处理纤维素含量最高，达到 12.49%，36 d时，50 mg·L-1 IAA、100 mg·L-1 IAA处理纤维素

含量呈上升趋势，150 mg·L-1 IAA和 200 mg·L-1 IAA处理纤维素含量显著低于对照；48 d时，

IAA 处理纤维素含量均低于对照。内果皮中半纤维素含量整体呈上升趋势，与对照相比，

不同浓度的 IAA处理后半纤维素含量高于对照，在 36 d时，200 mg·L-1 IAA处理半纤维素

含量变化上升速率最大并且最高，之后速率有所降低，在 48 d时，50 mg·L-1 IAA处理＞100

mg·L-1 IAA 处理＞150 mg·L-1 IAA 处理＞200 mg·L-1 IAA 处理＞对照，半纤维素含量在

13%~16%范围变化。

同一处理后天数不同小写字母表示不同浓度差异显著（p＜0.05），下同。

Different small letters for days after the same treatment indicate significant differences between concentrations (p

＜0.05), the same below.

图 2 核桃内果皮木质素、纤维素、半纤维素含量变化

Fig. 2 Changes in lignin, cellulose and hemicellulose content of walnut endocarp



2.3 IAA对核桃内果皮内源 IAA含量的影响

不同浓度 IAA处理后核桃内果皮的内源 IAA含量整体呈上升趋势（图 3-A）。处理后

12 d，50 mg·L-1 IAA和 100 mg·L-1 IAA处理后的核桃内果皮内源 IAA含量显著高于对照，

50 mg·L-1 IAA处理后内果皮中 IAA含量达到 37.77 ng·g-1，比对照高 24.2%，100 mg·L-1 IAA

处理后比对照高 21.5%，150 mg·L-1 IAA和 200 mg·L-1 IAA较对照低，且随着浓度的升高，

IAA含量呈下降趋势；处理后 24 d，50 mg·L-1 IAA处理后，内果皮中 IAA含量显著高于对

照，比对照高 8.4%；处理后期，各处理间与对照差异小，但均高于对照。总体来说，各处

理间与对照差异小，表明外源激素对内源 IAA在处理后前期有一定的作用，后期作用减弱。

图 3 核桃内果皮 IAA含量变化

Fig. 3 Changes of IAA content in walnut endocarp

2.4 内果皮转录组数据质量评估

为了解经 IAA处理后核桃内果皮发育过程中基因的表达情况，以外源激素处理后 12 d

的核桃内果皮为样品构建 cDNA文库，3个生物重复（总共 15个样本）进行 RNA-Seq分析，

用 fastp软件对每一个样本的测序数据 rawdata做质控处理，将测序得到的 raw reads中的接

头序列和低质量的 reads去除后，获到 clean reads，测序结果如表 1所示，Q30 的碱基比均

大于 93%，GC含量在 45.23%~45.76%，表明所获得的测序数据是具有高品质和高可靠性。

表 1 RNA样品质量检测结果

Table 1 Results of RNA sample quality testing

样本名称

Sample name

样本序列数

Total reads

样本碱基数

Total bases
Q20/% Q30/%

平均长度

Mean length
GC/%

CK 427 171 96 615 189 685 8 97.81 93.55 144 45.65

CK 414 739 40 597 681 711 1 97.89 93.74 144 45.52

CK 522 603 60 751 761 322 2 97.62 93.10 144 45.54

50 mg·L-1 IAA-1 559 649 84 802 744 006 5 97.78 93.53 143 45.72



50 mg·L-1 IAA-2 476 551 22 683 878 560 1 97.68 93.29 143 45.71

50 mg·L-1 IAA-3 461 139 18 663 747 652 7 97.67 93.23 144 45.46

100 mg·L-1 IAA-1 423 406 14 610 172 641 5 97.76 93.46 144 45.56

100 mg·L-1 IAA-2 391 970 92 564 903 623 3 97.84 93.65 144 45.60

100 mg·L-1 IAA-3 423 780 60 608 482 927 8 97.60 93.12 143 45.54

150 mg·L-1 IAA-1 435 259 18 626 275 719 7 97.75 93.45 143 45.59

150 mg·L-1 IAA-2 413 636 52 595 428 828 1 97.76 93.48 144 45.62

150 mg·L-1 IAA-3 415 993 38 599 483 268 4 97.75 93.47 144 45.58

200 mg·L-1 IAA-1 411 753 68 593 549 944 1 97.82 93.64 144 45.73

200 mg·L-1 IAA-2 439 004 76 631 378 928 6 97.80 93.55 143 45.76

200 mg·L-1 IAA-3 505 937 34 728 398 946 5 97.72 93.39 144 45.71

2.5 差异表达基因分析

分别以不同浓度的生长素 IAA与清水（对照）处理两两之间进行相互比较筛选差异基

因，分别为 50 mg·L-1 vs 对照、100 mg·L-1 vs 对照、150 mg·L-1 vs 对照、200 mg·L-1 vs 对

照四组。如图 4 所示，50 mg·L-1 IAA vs 对照处理后差异表达基因数量最多，为 3292个，

其中上调表达的基因有 1922个，下调表达的基因有 1370个；200 mg·L-1 IAA处理后差异表

达基因总数最少为 2263个，且上调表达的基因有 1198个，下调表达的基因有 1265个；通

过 Veen图进一步比较 4个不同浓度的 IAA处理间的核心差异基因组，发现不同浓度间的共

同差异表达基因有 591个。

图 4 不同 IAA处理之间差异表达基因数量图和差异表达基因 Veen图

Fig. 4 Plot of number of differentially expressed genes and Veen of differentially

expressed genes between different IAA treatments

2.6 差异基因富集分析

2.6.1 差异表达基因 GO富集分析

对差异基因进行 GO富集分析，如图 5所示，每个 IAA处理主要展示显著富集的 15个



条目，通过对比发现，4种处理后细胞组分 CC均富集在膜的锚定成分。随着 IAA浓度的增

加，生物过程 BP 富集条目发生了显著变化，50 mg·L-1 IAA和 100 mg·L-1 IAA 处理共同包

含 5个功能组分，分别是次生代谢产物生物合成过程、细胞壁生物生成、植物型细胞壁生物

生成、木质素代谢和木质素生物合成过程；150 mg·L-1 IAA处理包含有机阴离子转运、线粒

体转运、侧根发育、碳水化合物衍生物转运、碳水化合物跨膜转运、脂质定位、有机磷酸酯

转运、线粒体跨膜运输、种子成熟和线粒体蛋白质定位的建立；200 mg·L-1 IAA处理包含碳

水化合物生物合成过程、次生代谢过程、对光的反应、线粒体运输、碳水化合物衍生物运输、

类固醇生物合成过程、细胞生长、线粒体跨膜转运和线粒体蛋白质定位的建立。50 mg·L-1

IAA处理后分子功能富集在单氧化酶活性和氧化还原酶活性，100 mg·L-1 IAA处理包含转移

糖基和转移己糖基功能，150 mg·L-1 IAA处理包含羧酸跨膜转运体活性、碳水化合物衍生物

跨膜转运体活性、核碱基跨膜转运体活性功能中，200 mg·L-1 IAA处理后包含单氧化酶活性，

碳水化合物衍生物结合和多糖结合功能组分。



BP. 生物过程；CC. 细胞组分；MF. 分子功能。

BP. Biological process; CC. cellular component; MF. Molecular function.

图 5 差异表达基因 GO 富集图

Fig. 5 GO enrichment of differentially expressed genes



2.6.2 KEGG富集分析

如图 6所示，不同浓度生长素 IAA处理后，核桃内果皮发育过程代谢途径发生了变化，

随着浓度的升高，50 mg·L-1 IAA处理后，差异基因较多富集在植物激素信号转导、苯丙烷

生物合成、MAPK信号通路—植物、淀粉和蔗糖代谢、ABC 转运体、半胱氨酸和蛋氨酸代

谢等其他代谢途径；100 mg·L-1 IAA处理后富集在植物激素信号转导、苯丙烷生物合成、

淀粉和蔗糖代谢、MAPK信号通路—植物和氨基酸糖和核苷酸糖代谢核苷酸糖的生物合成、

黄酮类化合物的生物合成等其他代谢途径；150 mg·L-1 IAA处理后富集在植物激素信号转

导、淀粉和蔗糖的代谢、半胱氨酸和蛋氨酸的代谢、核苷酸糖的生物合成、类黄酮的生物合

成和光合作用等其他途径中；200 mg·L-1 IAA处理后富集在植物激素信号转导、内质网中

的蛋白质加工、碳代谢、淀粉和蔗糖代谢、MAPK 信号通路—植物和糖代谢等多个代谢途

径中。

综上所述，植物激素信号转导途径是共同代谢通路，随着浓度的增加，苯丙烷生物合成

途径发生了显著改变，150 mg·L-1 IAA和 200 mg·L-1 IAA处理中未富集，说明苯丙烷生物合

成途径也是主要代谢通路。



A. 50 mg·L-1 IAA处理；B. 100 mg·L-1 IAA处理；C. 150 mg·L-1 IAA处理；D. 200 mg·L-1 IAA处理。

A. 50 mg·L-1 IAA handle; B. 100 mg·L-1 IAA handle; C. 150 mg·L-1 IAA handle; D. 200 mg·L-1 IAA handle.

图 6 差异基因 KEGG 富集分析

Fig. 6 Differential gene KEGG enrichment analysis

2.7 外源激素调控苯丙烷生物合成与植物激素信号转导相关基因筛选

根据前期的实验结果初步推测核桃内果皮经外源施加生长素后在植物激素信号转导和

苯丙烷生物合成表达上存在明显的差异，因此对上述两条途径的相关基因进行统计分析。以

log2FC 的绝对值≥ 1 且 q值＜0.05作为标准，如图 7-A 所示，50 mg·L-1 IAA 处理后，有 60

个差异表达基因参与苯丙烷生物合成途径，48个差异基因参与植物激素信号转导（图 7-B）；

在参与苯丙烷生物合成途径的主要酶类基因（23个）中，有 2个 4-香豆素-CoA连接酶基因

（4CL）、2个咖啡酸 3-O-甲基转移酶（COMT）基因和 6个苯丙氨酸解氨酶（PAL）基因在

不同浓度 IAA 处理下均上调，且随着浓度的升高，基因表达逐渐下调，其中 COMT

（LOC108984894）基因仅在 50 mg·L-1 IAA处理后显著上调表达，高浓度处理下不表达（图

8-A）。4-单加氧酶样反式肉桂酸酯（LOC108996947）基因仅在 50 mg·L-1 IAA处理中下调

表达，另一个 C4H基因在低浓度中不表达，高浓度中上调表达。所有参与苯丙烷代谢途径

的差异基因中，有 4 个过氧化物酶基因（LOC109007078、LOC109013790、LOC109011944

和 LOC108981442）和 1个咖啡酸 3-O-甲基转移酶基因（LOC109019627）在 4种处理中均

表达（图 8-B）。

在生长素信号通路中，施加 IAA后，2个生长素转运蛋白（PIN）、生长素诱导蛋白（AUX）、

生长素反应因子（IAA）和 1个 SAUR上调，2个 PIN，4个 AUX、12个 IAA和 5个 SAUR

基因下调（图 8-E）。ABA信号通路中，5个蛋白磷酸酶基因（PP2C-24、PP2C-75、PP2C-37、



PP2C-51和 PP2C-56）在 4种浓度处理中均上调表达；丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 BSK7基因在

50 mg·L-1 IAA处理、100 mg·L-1 IAA处理和 150 mg·L-1 IAA处理中均上调表达，200 mg·L-1

IAA处理中不表达，另一个基因 LOC109011144仅在 50 mg·L-1 IAA处理中上调（图 8-D）。

赤霉素受体 GID1B在 4个处理中均下调表达，3个蛋白质 TIFY、1个MYC 转录因子、9个

与水杨酸 PR蛋白和 1个乙烯反应因子 ERF仅在 50 mg·L-1 IAA处理中表达（图 8-F）。

A. 木质素合成相关的差异表达基因；B. 植物激素信号传导相关的差异表达基因。

A. Differentially expressed genes related to lignin synthesis; B. Differentially expressed genes related to plant

hormone signaling.

图 7 可能与外源 IAA响应相关的差异表达基因

Fig. 7 Differentially expressed genes that may be associated with

exogenous IAA response



A. 参与木质素合成主要酶类基因；B. 过氧化物酶类基因；C. 类黄酮途径细胞色素 P450类基因；D. 生长

素类基因；E. 赤霉素、茉莉酸、水杨酸、乙烯类基因；F. 脱落酸、油菜素甾体、细胞分裂素类基因。

A. Genes involved in major enzymes of lignin synthesis; B. Peroxidase genes ; C. Flavonoids pathway cytochrome

P450 class genes ; D. Auxin genes; E. Gibberellin genes, Jasmonic acid genes, Salicylic acid genes, Ethylene

genes; F. Abscisic acid genes, Brassinosteroid genes, Cytokinin genes.



图 8 不同浓度 IAA处理下与苯丙烷代谢途径和植物激素信号转导相关差异基因的 log2

倍变化值热图

Fig. 8 Heat map of log2-fold change values of differential genes related to

Phenylpropanoid biosynthesis and Plant hormone signal transductio under different

concentrations of IAA treatment

3 讨 论

生长素是一种在低浓度时促进植物生长发育的有机物质，调节植物的许多发育过程，包

括细胞的扩张、根的起始、维管组织的分化、芽和花的生长；生长素也是控制根生长、根向

地性和维管分化的主要植物激素[24]。核桃内果皮在坚果的生长发育、加工、运输及贮藏中

起着重要的作用。郑志锋等[25]对核桃内果皮的化学成分检测结果表明，在核桃的内果皮中

存在大量的木质素，同时说明木质素是构成核桃内果皮的重要成分；李夕勃等[26]根据对各

个核桃品种的硬壳构造及硬壳中木质素浓度的检测数据分析发现，木质素浓度越高，核桃坚

果的缝合线越严密、硬壳越硬、硬壳就越厚，笔者在本研究中通过间苯三酚染液对核桃切片

进行染色后发现，前期，与对照相比经低浓度 IAA处理后内果皮着色部位及颜色均增加，

在靠近缝合线的地方开始出现粉红色，且程度不同，说明内果皮中木质素开始沉积；处理后

24 d，可观察到在内果皮与中果皮交接位置出现淡黄色果壳，但木质素尚未出现大量沉积，

仅在坚果顶部和底端沉积，而高浓度 IAA处理后效果并不明显，相比之下，染色部位较少。

生长素可以刺激木质部组织分化，外源 IAA诱导形成层分裂，从而促进木质部组织分化。

在辣椒和茄属植物中，生长素促进了次生木质部的生长，而生长素抑制剂则完全或部分表现

出相反的特征。笔者在本研究中通过测定内果皮中木质素的含量，所得结果与间苯三酚染色

结果基本一致。不同的激素处理对木质素的含量有不同的影响，先前的研究表明，低浓度

IAA 处理会增加木质素的含量。木质素沉积主要存在于增厚细胞壁，是植物细胞壁的重要

组成部分，它的主要功能是提供机械支持和水的运输[27]。高沉积量阻碍了胡萝卜主根的味

道、质地和质量，而木质素含量的下降可能会影响植物的生长和发育[28]，IBA处理降低了

胡萝卜的木质素含量。当用 NAA处理大豆下胚轴时，也观察到了类似的结果，此外，经 IBA

处理的肉桂扦插植株的木质素含量有所下降。核桃内果皮生长发育过程中，纤维素也是构成

次生壁的因子之一，在马尾松木质部组织中显著上调表达，外源 IAA可显著增加纤维素含

量和木质素含量[29]。在本研究中，内果皮中纤维素含量整体呈上升趋势，与对照相比，不

同浓度的 IAA处理后，前期纤维素含量均高于对照；24 d时，50 mg·L-1 IAA处理纤维素含

量最高。且笔者课题组通过前期研究发现，薄壳品种温 185和新新 2核桃在经不同浓度 IAA

处理后，核桃果壳厚度和硬壳机械强度均增加，其中 50 mg·L-1 IAA处理效果最佳[30]。经高

浓度的 IAA处理后核桃内果皮木质素含量增加趋势减缓，且根据转录组数据分析发现，低

浓度 IAA处理后，筛选出的与木质素途径相关的差异基因较高浓度的差异基因多，推测 IAA

处理对木质素的含量有一定的影响，但是 IAA在核桃内果皮中木质素相关基因表达和木质



素积累中的机制尚不清楚。

生长素对植物次生生长有重要的影响，且与植物生长发育过程密切相关[31]，外源施加

IAA，短时间内显著影响高粱内源激素的含量。低浓度 IAA 处理促进杉木苗高生长，高浓

度 IAA抑制苗高生长[32]；喷施低浓度 IAA对叶用莴苣植株内源 IAA含量显著增加，高浓度

IAA处理后，作用并不明显，但促进 IAA含量达到峰值[33]。笔者在本研究中发现不同浓度

IAA处理后 12 d时，50 mg·L-1 IAA和 100 mg·L-1 IAA处理后，核桃内果皮中内源 IAA含量

显著增加，150 mg·L-1 IAA处理后与对照相比无明显作用，但是 200 mg·L-1 IAA处理后，内

源 IAA含量比对照低，推测可能是通过影响其他的内源激素含量来调控核桃内果皮的生长

发育。处理 36 d开始，不同浓度 IAA处理核桃内果皮中内源 IAA含量均呈上升趋势，推测

外源 IAA影响内源 IAA含量的变化，进而影响内果皮的发育。

通过前期的研究可知 PAL、C4H、4CL、CAD是木质素合成过程中的关键酶基因，笔者

在本研究中找到 74个差异显著基因，大部分基因编码参与苯丙烷生物合成途径的主要几个

酶，从 log2 倍变化值热图可看出 4CL、COMT和 PAL基因在不同浓度 IAA处理下均上调，

且随着浓度的升高，基因的表达量呈下降趋势；在这些主要的酶基因中有 4 个 COMT

（LOC108996985、LOC109007527、LOC108984504、LOC108984894）基因、 4 个 PAL

（LOC108988497、LOC108995854、LOC109017562、LOC118349731）基因、1 个 C4H

（LOC108996947）基因和 1个 CAD（LOC109014223）基因仅在 50 mg·L-1 IAA处理后显著

表达，高浓度处理下不表达，其中 COMT（LOC108984894）基因在 50 mg·L-1 IAA处理后极

显著高表达；推测这些在低浓度 IAA处理后表达，在高浓度 IAA处理后低表达或不表达的

基因，可能就是调控木质素合成的主要基因。在所有参与该途径的差异基因中，有 4个 POD

基因和 COMT基因在 4种处理中均参与调节。在对临沧云烟以及菜豆豆荚等试验中发现赤

霉素和生长素等激素，能够提高木质素合成关键酶 POD和 PAL活性从而促进木质素合成，

休眠期喷洒 IAA 使花芽中 PAL活性增加[34]。通过抑制 C4H的表达，降低橄榄[35]、毛竹[36]

等植物中 S型与 G型木质素单体比例，从而影响木质素含量。不同浓度烯效唑和赤霉素处

理通过调控 EjCAD5的表达延缓枇杷采后冷害木质化，导致木质素含量减少[37]。

植物生长调节剂可调控植物细胞和细胞壁的生长过程，影响植物的形态建成。许多植物

基因组中的转录因子，均参与多种生长发育过程，包括次生细胞壁的形成，生物和非生物胁

迫反应等[38]。研究表明，生长素响应蛋白基因（IAA、ARF和 SAUR）、生长素反应蛋白基

因（AUX1）、生长素反应阻遏子（AUX/IAA）是 IAA信号转导途径的关键基因[39]。笔者在

本研究中通过分析转录组数据发现与生长素相关的 19 个基因，被注释在 Auxin

transporter-like protein，auxin-induced protein，auxin-responsive protein，auxin-responsive protein

SAUR等，低浓度 IAA 处理后，与生长素相关的大部分基因下调表达，随着浓度的升高，

部分基因表达量降低或不表达。在拟南芥中，生长素通过“AtARF8.4-AtMYB26”途径调控

内生植物的木质化[40]。AtARF17通过在花药开裂过程中直接激活 AtMYB108来调控内皮质的



木质化[41]。在杨树中，“PtoARF5-PtoHB7/8”信号级联介导了早期木材发育过程中生长素

触发的木质部细胞分化[42]；而 AtARF2的同源物 PtrARF2.1则影响木质素的生物合成[43]。在

水稻中，OsARF6/17通过调节叶片关节中次生细胞壁的生物合成来控制旗叶角[44]。

综上所述，笔者在本研究中明确了外源施用 IAA对核桃内果皮木质素积累的变化，并

引起木质素、纤维素、半纤维素含量和内源激素含量的变化，促进内果皮的发育。在转录水

平上，低浓度 IAA 处理下，诱导相关基因进行物质交流和信号转导途径，使得积累大量木

质素，并引起MYC、PIF 等转录因子的变化。外源施用 IAA后，主要引起了植物激素信号

途径和木质素合成途径的变化，诱导了相关基因的表达，但具体影响机制还有待于进一步研

究。

4 结 论

通过对新露核桃进行不同浓度生长素 IAA 处理，与对照相比，发现 50 mg·L-1 IAA 和 100

mg·L-1 IAA对核桃内果皮木质素的积累起显著促进作用，150 mg·L-1 IAA和 200 mg·L-1 IAA

抑制木质素的合成，主要表现在木质素沉积、木质素、纤维素和内源 IAA含量等方面，表

明外源 IAA对核桃内果皮的发育不完整有一定的作用。通过转录组测序，差异基因主要富

集在苯丙烷生物合成途径和植物激素信号转导途径，且随着浓度的增加，与木质素合成和生

长素相关的部分差异基因表达量降低或不表达。
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