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摘要：‘艾伦尤力克’是尤力克柠檬的一个芽变品种，结果性状优良，但冬季落叶严重，影响翌年产量，且其落叶的响

应机制目前尚不清楚。为探究柠檬叶片脱落的分子调控机制，以 2 个冬季落叶程度不同的柠檬品种‘艾伦尤力克’和‘云柠

1 号’为材料，分别于落叶前期（E24）、落叶中期（E48）和落叶后期（E72）采集叶柄离区，通过转录组测序比较 2 个品种

间的差异表达基因。分析表明，E24、E48 和 E72 时期分别获得 1400、2466 和 935 个差异表达基因，其中 E48 时期的差异基

因数量最多。GO 分析表明血红素结合、四吡咯结合、氧化还原酶活性、铁离子结合、转录调节活性等相关基因在 3 个时期

品种间均表现出显著差异。KEGG 分析表明，E48 时期富集的差异基因数及相关代谢途径最多，主要集中在植物激素信号转

导、苯丙烷生物合成、植物病原体相互作用和 MAPK 信号通路-植物等途径，通过对 4 个通路的差异表达显著的基因进行分

析，最后筛选得到木葡聚糖内转葡糖基酶/水解酶蛋白、吲哚乙酸诱导蛋白、吲哚-3-乙酸-氨基合成酶、过氧化物酶、β-葡萄糖

苷酶、发病相关基因转录激活因子 AP2 和发病机制相关蛋白 13 个基因，这些基因可能与柠檬叶片脱落的调控有关。以上结

论丰富了柠檬叶片脱落相关研究，为柠檬落叶候选基因筛选、落叶途径解析提供可靠数据。 
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Abstracts: 'Allen Eureka' is a progeny variety of the variety ‘Eureka lemon’ due to bud mutation. This variety showed excellent 

performance at fruiting traits, while it was susceptible to winter defoliation, eventually resulting in severe leaf shedding and 

decreasing the yield production in the coming year. The mechanism of leaf shedding remains unknown. Two lemon cultivars 

(‘Allen Eureka’ and ‘Yunning No. 1’) with degrees of winter defoliation were used to investigate the molecular regulatory mechanisms 

of leaf abscission. The petiole abscission zones were collected at three stages, namely, the pre-defoliation stage (E24), mid-defoliation 

stage (E48), and post-defoliation stage (E72), and subjected for transcriptome sequencing. The differentially expressed genes (DEGs) 

between two lemon varieties were identified, revealing a total of 1400, 2466, and 935 DEGs in CQ, CZ, and CH, respectively. The 

largest number of DEGs was found in CZ. GO enrichment analysis revealed that these DEGs were mainly enriched in the processes of 

heme binding, tetrapyrrole binding, oxidoreductase activity, iron ion binding and transcription regulator activity in the defoliation 

stages. KEGG analysis showed that the DEGs were concentrated in the E48 and involved in plant hormone signal transduction, 

phenylpropanoid biosynthesis, Plant-pathogen interaction, and MAPK signaling pathway. By analyzing the genes with significant 

differential expression of the four pathways, 13 genes including xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase protein, Indoleacetic 

acid-induced protein, Indole-3-acetic acid-amido synthetase, peroxidase, β-glucosidase, Pathogenesis-related genes transcriptional 

activator AP2 and Pathogenesis-related protein were selected.They might be associated with the regulation of lemon leaf abscission. 

This study raised new insights in deciphering the lemon leaf abscission, as well as provided reliable data to identify lemon defoliation 



candidate genes and uncover the analysis of leaf shedding pathways. 
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     柠檬（Citrus limon (L.) Burm. F.）属芸香科柑橘属枸橼类常绿果树，可能是酸橙与枸橼的自然杂种[1,2]，

起源于印度东北部、缅甸北部以及中国南方地区[3,4]。据 2021 年联合国粮农组织对 lemons and limes 的数据

统计，全球收获面积为 1338321 公顷，总产量 20828739 吨，目前柠檬产量排名前五的国家分别是印度、墨

西哥、中国、阿根廷和巴西；中国柠檬主产区分布在四川、云南、广东等地，且柠檬生产规模呈逐渐增长

的趋势。柠檬属常绿不落叶果树。生产中发现‘艾伦尤力克’柠檬产量高，但落叶量明显高于其他品种，

导致有机养分的大量损失，致使翌年树体开花推迟及产量下降。阐明艾伦尤力克柠檬落叶原因，有利于研

发降低艾伦尤力克落叶率并保持产量的方法，对调整柠檬品种结构及活跃柠檬种植产区经济发展具有重要

意义。 

柠檬落叶既是植物受干旱、低温等非生物胁迫的一种损伤表现，也是减少水分散失、保护树体的一种

防御机制，然而其内在机理仍不明确。最新报道中，以黄羽扇豆为研究对象，提供了干旱诱导器官脱落的

新视角，干旱胁迫下的器官脱落是一种细胞壁修饰导致的细胞重塑行为，该过程主要依赖于离层中甲基化

高半乳糖醛酸（HG）的重组以及果胶甲基酯酶（PME）和多聚半乳糖醛酸酶（PG）的上调[5]。研究表明，

柑橘干旱后复水所引起的落叶主要的原因是干旱条件下根系中能够积累大量的 1-氨基环丙烷-1-羧酸

（ACC），ACC 是乙烯合成的前体物质，复水后 ACC 会从根系转移到嫩枝，合成乙烯，导致柑橘落叶[6]。

此外，也有研究报道将水胁迫引起柑橘叶片脱落归因于其根部积累了大量的脱落酸[7]。 

转录组测序是对某一物种特定组织在特定时刻的 mRNA 进行高通量测序，能够动态反映基因转录水平，

同时鉴定和定量稀有转录本和正常转录本，并且提供样品特异的转录本序列结构信息[8,9]。目前转录组测序

被大量运用于植物器官脱落研究中，甜瓜成熟果实早期阶段果柄离层中 MAD-box、AP2 / ERF 和 Aux / IAA 

转录因子下调，Homeobox、Zinc finger bZIP、WRKY 等转录因子上调，而在后期调控阶段，离层中 MYB 转

录因子上调，所以甜瓜离层的前后期被不同基因调控[10]。Gao 等[11]对月季花三个时期的花瓣离区进行转录

组测序分析，共鉴定出 2592 个差异表达基因，在这些差异表达基因中，约有 150 个基因可能编码转录因子，

包括锌指、WRKY、ERF 和 Aux/IAA 基因家族，测得有 108 个差异表达基因与激素途径有关，其中生长素

和乙烯相关的差异表达基因是最大的组类，包括 52 个和 41 个基因，并鉴定出一个在花瓣脱落过程中上调

的 Aux/IAA 基因 RhIAA16，说明这个基因与离区启动相关。在柑橘中，通过使用乙烯利诱导柑橘叶片脱落，

并对处理后的离层部位进行转录组测序，RNA-Seq 结果分析表明细胞壁修饰酶基因、胁迫相关基因、病原

菌相关基因、MAPK 激酶相关基因、转录因子等以及乙烯生物合成和信号传导基因在离层位置具有显著表

达[12,13]。 



本研究选用两个柠檬品种，一个为冬季落叶明显的‘艾伦尤力克’（Allen Eureka）（尤力克芽变）和

另一个为冬季落叶不明显的‘云柠 1 号’（Yunning No.1）（尤力克系），对两个柠檬品种在乙烯利处理后

的不同落叶时期进行转录组分析，以期为柠檬落叶候选基因筛选、落叶分子和生理机制解析提供理论基础，

为培育高质量高抗逆性的柠檬品种提供理论基础和科学依据。 

1 材料与方法 

1.1 试验材料 

试验材料选取‘艾伦尤力克’（Allen Eureka 缩写为 AL）和‘云柠 1 号’（Yunning No.1 缩写为 YN）

两个柠檬品种接穗，于 2019 年 11 月嫁接到一年生枳壳砧木上，待两个柠檬品种嫁接苗达到平均株高 60 cm

时，分别选取两个柠檬品种生长状况良好，且大小基本一致的苗木进行移栽培养，培养容器为塑料桶（桶

口直径 60 cm，桶底直径 55 cm，桶高 60 cm），培养基质为椰糠：红壤土：有机肥=6:3:1。每个品种各选取

90 株，每桶栽种 1 株，总共栽种 360 株，摆放于云南省农业科学院热带亚热带经济作物研究所避雨拱棚中

（97°87′E，24°2′N），棚高 3.2~3.5 m，期间正常管理，待植株达到平均株高 200 cm，平均冠幅 150 cm

以上，进行喷施乙烯利处理试验。 

1.2 采样 

选取 400 mg/L、600 mg/L、800 mg/L、1000 mg/L 4 个浓度梯度的乙烯利溶液对 AL 和 YN 同时进行喷

施，确定最适宜的乙烯利喷施浓度及采样时间。 

1.3 RNA 提取及转录组测序 

使用植物 RNA 提取试剂盒（QIAGEN，Germany）从 18 个柠檬样品中提取总 RNA，两个柠檬品种三

个时期，三个生物学重复（命名为 AE24-1，AE24-2，AE24-3，AE48-1，AE48-2，AE48-3，AE72-1，AE72-2，

AE72-3，YE24-1，YE24-2，YE24-3，YE48-1，YE48-2，YE48-3，YE72-1，YE72-2，YE72-3），用 Agilent 

2100 Bioanaylzer 精确检测 RNA 完整性和总量。用带有 Oligo（dT）的磁珠富集 mRNA，接着将 mRNA 打

断成短片段，以 mRNA 片段为模板，进行 cDNA 构建。构建好测序文库后用 Illumina HiSeq 进行测序，最

终获得转录组原始测序数据。 

1.4 转录组数据分析 

测序得到的序列数据（Reads），文件为 fastq 格式，包含少量带有测序接头或测序质量较低的 reads，

需要对原始数据进行过滤。使用 fastp 软件（https://github.com/OpenGene/fastp）对原始数据进行过滤，过滤

标准为：（1）去除包含接头的 reads；（2）去除 N 比例 10%以上的 reads；（3）去除低质量（质量值小

于 20）碱基占比大于 50%的 reads。最后使用 FastQC 软件对 Clean data 进行质量检测，质控合格后进行

后续分析。 



使用 HISAT2 v2.0.5
[14,15]将质控合格的 clean reads 比对到参照基因组 C. limon L. Burm f. genome v1.0

（https://www.citrusgenomedb.org/Analysis/1470607）上，接着使用 StringTie 
[16]软件根据 Clean data 与参考

基因组的比对结果对所有基因转录本丰度程度进行了统计，并计算了每个基因的 FPKM (Fragments Per 

Kilobase of exon model per Million mapped fragments)，对每个基因的表达量进行量化。在本研究中使用

DESeq2
[17]进行差异基因分析，将|log2（Fold Change）|≥1 且 padj ≤0.05 的基因定义为显著差异表达基因。

此外我们还使用 clusterProfiler（3.8.1）软件对差异表达基因进行了 GO 功能和 KEGG 通路富集分析。 

1.5 实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）分析  

使用构建 RNA-Seq 文库的 cDNA 样品，对两个柠檬品种的 RNA seq 数据中各随机选取 4 个差异表达基

因的表达水平通过 RT-qPCR 进行验证。使用 Primer5.0 软件设计特异性正反引物，引物序列（表 1，表 2）

由北京天一辉远生物科技有限公司合成。PCR 反应体系：预变性 95℃ 5 min；循环反应，95℃ 10 s，60℃，

30 s，40 个循环。以 Actin 为内参校正个体间差异，通过 2
-△△Ct 方法评估基因表达水平。 

表 1 AL 差异基因引物序列 

Table 1 AL differential gene primer sequences 

基因 Gene ID 正向引物 Forward primer（5′-3′） 反向引物 Reverse primer（5′-3′） 

CL2G044587012_alt ATTGGTACGAGGCAGAACGG CGTCACGCTCAGAATGTTAGGA 

CL4G049264012_alt CCGTCCATTACAATCCCTCTG AGCGCCGTAACAATCATCATC 

CL7G060523012_alt CTCTTGGTCAGCTTCACCGTC GATTGGACCATTCACCTGTCG 

CL8G065380012_alt CCAGAGCGATAGGCGACAAC AGCAACACTTGTCCGTCGTCT 

Actin ACTCATCGTACTCAGCCTTTG TGCACCCTGTTCTTCTTACTG 

表 2 YN 差异基因引物序列 

Table 2 YN differential gene primer sequences 

基因 Gene ID 正向引物 Forward primer（5′-3′） 反向引物 Reverse primer（5′-3′） 

CL9G066930012_alt ACGGCAGCATTTGTGAAGGT ATCACCCACGAGCATCCAGT 

CL2G044126012_alt TGTGAGGAATGACCGTGGC ACTTGTCGTGGAGCTTGTTGG 

CL3G046634012_alt CAACTCCGCCTAGCAAGACAC CTCCCACAAGCATCCAATCTC 

CL7G062118012_alt TGCTCTGAACGATACGGTGC CCTCTCACGTCAACACCTCCA 

Actin ACTCATCGTACTCAGCCTTTG TGCACCCTGTTCTTCTTACTG 

1.6 试验数据统计与分析  

利用 Microsoft Office Excel 2016 进行数据统计处理以及作图，结果以平均值±标准差表示。使用 R 软

件 WGCNAv1.69 包构建基因共表达网络。 

2 结果与分析 

2.1 喷施乙烯利浓度及采样时间确定 



首先，以水为溶剂配制 400 mg/L、600 mg/L、800 mg/L、1000 mg/L 4 个浓度梯度的乙烯利溶液对 AL

和 YN 同时进行喷施，喷施过程中不断观察叶片上的水滴，直至有水滴连续落下时停止喷施，每个浓度选

取 12 株，每个品种各 6 株。随后观察落叶数量及落叶时间，最终确定喷施乙烯利浓度为 600 mg/L，该浓度

处理叶片总体脱落量最大，每隔 8h 进行一次观察，发现在喷施乙烯利 24 h 后叶片开始少量脱落，喷施乙烯

利 48 h 后叶片脱落达到高峰，喷施乙烯利 72 h 后叶片落叶量减少，96 h 后叶片基本不再脱落（图 1A，图

1B），且两个品种叶片脱落量及脱落时间相似，所以最终确定采样时间为喷施乙烯利后 24 h，48 h 和 72 h。 

            

A                                                   B 

图 1（A）AL 不同时期平均单株落叶量。（B）YN 不同时期平均单株落叶量。 

Fig.1 (A) Average leaf fall per plant at different periods in ‘AL’. (B) Average leaf fall per plant at different periods in ‘YN’. 

选取 AL 和 YN 两个柠檬品种各 90 株，于 2021 年 9 月 15 日上午 9 时将所有植株同时喷施浓度 600 mg/L

乙烯利，喷施至水滴落速率不再加大停止喷施。分别于 16 日上午 9 时（标记为落叶前期 E24）、17 日上午

9 时（标记为落叶中期 E48）和 18 日上午 9 时（标记为落叶后期 E72）进行采样，每个品种采取 3 组，采

集不同处理时期桶栽植株的中下部成熟叶叶柄离区（叶柄基部 0.3～0.5 cm），样品采集后转至液氮速冻，

并置于-80℃冷冻保存备用。 

2.2 离区转录组测序数据统计 

经过测序质量分析，AL和 YN 3个时期 3个重复共构建了 18 个文库。18个样品共获得 116.78 Gb 的 clean 

reads，Q30＞89.62%。Raw reads 数为 38142002～47745166。比对到参考基因组唯一位置的比对率均大于 79%

（表 3），说明选择的参考基因组是合适的。各样本的生物学重复之间皮尔森相关性系数为 0.89～0.97。这

些结果表明，数据量和测序质量足以用于进一步分析。 

表 3 样品测序和数据比对统计 

Table 3 Sample sequencing and data comparison statistics 

样本 sample 
过滤后数据 

Clean reads 

Q20 值  

Q20（%） 

 

Q30 值  

Q30（%） 

 

GC 含量  

GC content

（%） 

 

比对到基因组上的 reads 数及其

百分比 total_map 

比对到参考基因组唯一位置的

reads 数及其百分比 unique_map 

AE24_1 45527386 96.09 89.87 42.66 38755427(85.13%) 36215469(79.55%) 



AE24_2 43342828 97.53 92.99 42.69 37400306(86.29%) 34930875(80.59%) 

AE24_3 38042304 97.26 92.71 42.73 32383027(85.12%) 30240516(79.49%) 

AE48_1 45474990 96.36 90.38 43.04 38795674(85.31%) 36126586(79.44%) 

AE48_2 42603926 97.55 93.07 42.97 36630565(85.98%) 34078369(79.99%) 

AE48_3 42591272 96.83 91.51 43.35 36651284(86.05%) 33889022(79.57%) 

AE72_1 45056882 96.00 89.62 43.68 38741202(85.98%) 36067637(80.05%) 

AE72_2 43128740 97.67 93.29 43.29 37387633(86.69%) 34745453(80.56%) 

AE72_3 42392946 97.56 93.04 43.25 36665272(86.49%) 34090164(80.41%) 

YE24_1 43798896 96.05 89.80 42.86 37457248(85.52%) 35019048(79.95%) 

YE24_2 42468276 97.32 92.50 42.35 36437766(85.80%) 34014359(80.09%) 

YE24_3 43396902 97.64 93.19 42.48 37588101(86.61%) 35090424(80.86%) 

YE48_1 44535892 96.11 89.96 43.35 38131548(85.62%) 35480613(79.67%) 

YE48_2 43075852 97.58 93.15 42.75 37226624(86.42%) 34563814(80.24%) 

YE48_3 42127656 96.98 91.90 43.61 36481255(86.60%) 33668529(79.92%) 

YE72_1 46809228 96.24 90.11 43.78 40535248(86.60%) 37779149(80.71%) 

YE72_2 43153904 97.40 92.63 42.84 37273671(86.37%) 34679392(80.36%) 

YE72_3 40986418 97.59 93.15 42.98 35477481(86.56%) 32992398(80.50%) 

2.3 AL 和 YN 两个柠檬品种不同落叶时期差异表达的基因数 

为了识别柠檬落叶相关基因，在两个柠檬品种落叶前期，落叶中期和落叶后期，分别进行 AL 和 YN 基

因型的两两比较。在落叶前期（E24），有 1400 个基因表达显著差异，AL 相对于 YN 有 569 个基因显著

上调，831 个基因显著下调。在落叶中期（E48），差异表达基因最多 2466 个，AL 相对于 YN，其中 1688

个基因显著上调，778 个基因显著下调。在落叶后期（E72），有 935 个基因表达显著差异，AL 相对于

YN，其中 564 个基因显著上调，371 个基因显著下调（图 2A）。根据 3 个时期所有差异表达基因绘制

韦恩图（图 2B），两个品种在落叶前期（E24）特异的差异基因 892 个，落叶中期（E48）特异的差异

基因个数最多 2005 个，落叶后期（E72）特异的差异基因 510 个，3 个时期共表达差异基因 100 个。 

                 

A                                  B                        

图 2（A）各落叶时期 AL 和 YN 之间的差异表达基因数量。根据|log2（Fold Change）| ≥ 1 且 padj ≤ 0.05 对差异表达基因进

行筛选。（B）AL 和 YN 各落叶时期的韦恩图。 

Fig. 2 (A) Number of DEGs between 'AL' and 'YN' for each defoliation period. DEGs were screened according to |log2 (Fold Change)| 

≥ 1 and padj ≤ 0.05. (B) Venn diagram of 'AL' and 'YN' for each defoliation period. 



2.4 AL 和 YN 两个柠檬品种不同落叶时期差异表达基因的 GO 富集分析 

进一步 GO 富集分析，AL 和 YN 柠檬在 3 个时期的差异基因分别有 236 个（落叶前期 E24）、190

个（落叶中期 E48）和 110 个（落叶后期 E72）被注释到 GO 数据库。两个品种差异基因表达在生物过

程（BP）、细胞组成（CC）和分子功能（MF）中分别包含了 9、5 和 28 个功能小类（图 3）。 

在生物过程这一类中，差异表达基因在对氧化应激的反应、细胞葡聚糖代谢过程、葡聚糖代谢过

程、细胞多糖代谢过程、多糖代谢过程、细胞壁组织或生物发生中所占比例最高；在细胞组分这一类

中，细胞壁、外部封装结构、细胞外围、质外体功能小类中占比例最高；在分子功能这一类中，两个

品种的差异基因主要富集在血红素结合、四吡咯结合、氧化还原酶活性、铁离子结合、转录调节活性、

DNA 结合转录因子活性和转移酶活性等小类中，不过，两个品种差异基因在不同时期所占比例均有变

化，大多在落叶中期（E48）GO 富集到的差异基因数量明显高于落叶前期（E24）和落叶后期（E72）。 

 

图 3 AL 和 YN 柠檬各落叶时期差异表达基因 GO 功能富集 

Fig. 3 GO functional enrichment of differentially expressed genes in 'AL' and 'YN' lemons at each defoliation period 



2.5 AL 和 YN 两个柠檬品种不同落叶时期差异表达基因的代谢途径分析 

2.5.1 KEGG 富集分析 

对 3 个时期 AL 和 YN 两个柠檬品种之间差异表达基因进行 KEGG 富集分析，结果（图 4）显示，

落叶中期（E48）富集的差异基因数最多，相关代谢途径主要集中在植物激素信号转导、植物病原体相

互作用、苯丙烷生物合成、内质网中的蛋白质加工、MAPK 信号通路-植物、甘油磷脂代谢、甘油酯代

谢等。落叶前期（E24）富集的差异基因数较多，相关代谢途径主要集中在苯丙烷生物合成、内质网中

的蛋白质加工、植物激素信号转导、植物病原体相互作用和 MAPK 信号通路-植物等途径。落叶后期

（E72）富集的差异基因数相对较少，代谢途径主要集中在苯丙烷生物合成、植物病原体相互作用、内

质网中的蛋白质加工和 MAPK 信号通路-植物等途径。 

 

图 4 AL 和 YN 柠檬各落叶时期差异表达基因 KEGG 代谢通路富集 

Fig. 4 Enrichment of KEGG metabolic pathway of differentially expressed genes in 'AL' and 'YN' lemons at each defoliation period 

2.5.2 代谢途径差异表达基因 

通过 KEGG 分析结果，AL 和 YN 柠檬之间的差异表达基因主要富集在植物激素信号转导、苯丙烷

生物合成、植物病原体相互作用以及 MAPK 信号通路-植物等代谢途径（图 5，图 5 中标记差异表达基

因注释见表 4）。 



 

 

A                      B                      C                    D             

 

注：图中横坐标为样品名，纵坐标为基因名；颜色越红，表达量越高，越蓝，表达量越低，同一品种红色框较绿色框相对表达量上调 

（A）Note：Horizontal coordinates in the graph are sample names, vertical coordinates are gene names; the redder the color, the higher the expression, the bluer 

the expression, the lower the expression, relative expression of the same variety was up-regulated in the red box compared to the green box 

 

图 5 AL 和 YN 柠檬各落叶时期代谢途径差异表达基因的表达特性 

A：植物激素信号转导途径；B：苯丙烷生物合成途径；C：植物病原体相互作用途径；D：MAPK 信号通路-植物途径. 

Fig. 5 Expression characteristics of differentially expressed genes of metabolic pathways in each defoliation period of 'AL' and 'YN' 

lemons 

（B）Plant hormone signal transduction; (B) Phenylpropanoid biosynthesis; (C) Plant-pathogen interaction; (D) MAPK signaling 

pathway-plants.  

表 4 差异表达基因注释 

Table 4 Differently expressed gene annotation 

基因 ID Gene ID 基因名称 Gene Name 

CL4G051299012_alt Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase(木葡聚糖内转葡糖基酶/水解酶蛋白) 

CL0G071451012_alt Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase(木葡聚糖内转葡糖基酶/水解酶蛋白) 

CL4G051300012_alt Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase(木葡聚糖内转葡糖基酶/水解酶蛋白) 



CL9G066930012_alt Auxin-responsive protein(吲哚乙酸诱导蛋白) 

CL3G046634012_alt Auxin-responsive protein(吲哚乙酸诱导蛋白) 

CL2G041491012_alt Indole-3-acetic acid-amido synthetase(吲哚-3-乙酸-氨基合成酶) 

CL9G067075012_alt Ethylene-responsive transcription factor(乙烯反应性转录因子) 

CL0G070710012_alt Peroxidase(过氧化物酶) 

CL2G041037012_alt Peroxidase(过氧化物酶) 

CL0G070975012_alt Peroxidase(过氧化物酶) 

CL7G062117012_alt Beta-glucosidase(β-葡萄糖苷酶) 

CL7G062118012_alt Beta-glucosidase(β-葡萄糖苷酶) 

CL2G044356012_alt Pathogenesis-related genes transcriptional activator(发病相关基因转录激活因子) 

CL9G066888012_alt calmodulin-like protein(钙结合蛋白) 

CL9G066245012_alt Calcium-binding protein(钙结合蛋白) 

CL5G052546012_alt Calcium-binding protein(钙结合蛋白) 

CL8G064323012_alt Pathogenesis-related protein(发病机制相关蛋白) 

CL1G036360012_alt Endochitinase(几丁质酶) 

AL 和 YN 柠檬之间的差异表达基因在植物激素信号转导途径中，落叶中期（E48）最多 38 个，落

叶前期（E24）19 个，落叶后期（E72）最少 9 个。对这些差异表达基因进行聚类分析，分析结果表明

木葡聚糖内转葡糖基酶/水解酶蛋白（CL4G051299012_alt、CL0G071451012_alt 和 CL4G051300012_alt）

在落叶中期（E48）相对表达量较落叶前期（E24）都明显上调，且 AL 的表达量显著高于 YN。两个品

种的吲哚乙酸诱导蛋白（CL9G066930012_alt、CL3G046634012_alt）和吲哚-3-乙酸-氨基合成酶 GH3

（CL2G041491012_alt）在落叶中期（E48 期）相对表达量较落叶前期（E24）和落叶后期（E72）都明

显下调。而乙烯响应因子（CL9G067075012_alt）在落叶前期（E24）相对表达量较高，在落叶中期（E48）

和落叶后期（E72）表达量都明显下调（图 5A）。 

苯丙烷生物合成途径中两个柠檬品种在三个落叶时期差异表达基因数较相似，落叶中期（E48）27

个，落叶前期（E24）23 个，落叶后期（E72）20 个；对这些差异表达基因进行聚类分析，结果显示两

个品种过氧化物酶（CL0G070710012_alt、CL2G041037012_alt、CL0G070975012_alt）和 β-葡萄糖苷酶

（CL7G062117012_alt、CL7G062118012_alt）在落叶中期（E48）相对表达量较落叶前期（E24）都明

显上调（图 5B）。 

植物病原体相互作用途径中两个品种差异表达基因最多的在落叶中期（E48）29 个，其次落叶后

期（E72）20 个和落叶前期（E24）18 个，聚类结果显示，两个品种发病相关基因转录激活因子 AP2

（CL2G044356012_alt）和钙结合蛋白（CL9G066888012_alt、CL9G066245012_alt和CL5G052546012_alt）

在落叶中期（E48）相对表达量较落叶前期（E24 期）都明显上调（图 5C）。 

MAPK 信号通路-植物途径中两个品种差异表达基因最多的在落叶中期（E48）22 个，其次落叶前

期（E24）15 个，落叶后期（E72）最少 12 个，对这些差异表达基因进行聚类分析，结果发现两个品



种发病机制相关蛋白（CL8G064323012_alt）和几丁质酶（CL1G036360012_alt）在落叶中期（E48）相

对表达量较落叶前期（E24）也都明显上调（图 5D）。 

2.6 差异表达基因 RT-qPCR 验证 

本研究还采用 RT-qPCR 对 AL 和 YN 两个柠檬品种随机选取 4 个差异显著基因的表达模式进行了

验证，AL 选取的 4 个基因分别为弱乙烯不敏感蛋白 EIN3（CL2G044587012_alt）、转录调节因子 DELLA

蛋白 GRAS（CL4G049264012_alt）、生长素转运蛋白 PIN（CL7G060523012_alt）、蛋白磷酸酶 PP2C

（CL8G065380012_alt）；YN 选取的 4 个基因分别为吲哚乙酸诱导蛋白质 IAA14（CL9G066930012_alt）、

过氧化物酶 POD（CL2G044126012_alt）、生长素诱导蛋白质 AUX/IAA（CL3G046634012_alt）、β-

葡萄糖苷酶 BGLU24（CL7G062118012_alt）。如图 6A 所示，AL 中 CL2G044587012_alt 和

CL4G049264012_alt 差异表达基因的荧光定量表达水平的变化与转录组基因丰度变化趋于一致，而

CL7G060523012_alt 和 CL8G065380012_alt 差异表达基因的荧光定量表达水平的变化与转录组基因丰

度变化趋势存在一定偏差，可能是由于 RNA 降解导致；如图 6B 所示，4 个 YN 差异表达基因的荧光

定量表达水平的变化与转录组基因丰度变化趋于一致。 

 

                          A                                                    B   

图 6 （A）AL 4 个差异表达基因的表达水平验证。（B）YN 4 个差异表达基因的表达水平验证。 

注：为了更加清楚的观察乙烯利处理后各个基因表达量变化的趋势，我们使用 log2
(FPKM)

对基因的表达量进行了标准化。 

Fig. 6 (A) Validation of expression levels of four differentially expressed genes in ‘AL’. (B) Validation of expression levels of four 

differentially expressed genes in ‘YN’.  

Note： To observe more clearly the trend of changes in the expression of individual genes after ethylene glycol treatment, we normalized the expression of genes 

using log2
(FPKM)

. 

3 讨论 

脱落是指整个营养器官和生殖器官因细胞分离而脱落，过程发生在植物体特定位置离区（abscission 

zone，AZ），从进化的角度来看，脱落是一个非常有利的过程，可导致果实和种子的散播以及脱落不

再有用的器官。但在农业生产中，大量器官的脱落可能会成为限制作物产量的一个主要因素[18,19]。目



前，大量研究主要集中在果树落花、落果方面，如桃[20]、苹果[21]、柑橘[22]、芒果[23]、荔枝[24]、葡萄[25]、

樱桃[26]等落果对产量影响的研究，但对叶片脱落机制研究相对较少[27]。本文从分子生物学层面探讨柠

檬叶片脱落的机制，旨在为科学指导柠檬种植及新品种选育提供理论依据。 

本研究中通过 KEGG 分析得出，两个品种植物激素信号转导途径中吲哚乙酸诱导蛋白

（CL9G066930012_alt、CL3G046634012_alt）和吲哚-3-乙酸-氨基合成酶 GH3（CL2G041491012_alt）

在落叶中期（E48）相对表达量较落叶前期（E24）都明显降低，说明 IAA 信号转导途径被抑制，这些

生长素早期响应基因可能参与调控柠檬叶片脱落。而乙烯响应因子（CL9G067075012_alt）在落叶前期

（E24）相对表达量较高，在落叶中期（E48）和落叶后期（E72）表达量都明显下调，说明乙烯反应性

转录因子可能在落叶前期（E24）对叶片脱落具有调节作用。植物生长素响应因子（ARFs）已被证明是

花器官脱落的调节因子，这其中主要是 ARF1，ARF2，ARF7 和 ARF19 这些转录调节因子在花器官脱落中

起作用。有报道称 ARF1，ARF2 可以促进花朵脱落，并且在 arf2 突变体中发现有 3 个 ACS 基因在花器官脱

落过程中表达被抑制，表明 arf2 对脱落的影响可能与乙烯有关[28]。生长素响应基因除植物生长素响应因子

ARF 基因家族外，还包括生长素早期响应基因家族（AUX/IAA）、生长素酰胺合成酶基因（GH3）和小生长

素上调 （SAUR）这 3 个基因家族，它们统称为生长素早期响应基因[29,30]。在植物脱落器官离区的生长素含

量水平通常较低，而在花部离区的 AUX/IAA 家族基因存在差异，夜香树花中 Ce-IAA1/5 可能调控花朵的脱

落[30,31]。生长素酰胺合成酶基因家族多个蛋白可以催化游离的生长素结合氨基酸形成结合态生长素, 而

Aux/IAA 成员可以通过与生长素应答因子结合来抑制生长素信号的转导，从而降低活性生长素的浓度[32]。在

柑橘脱落小果的离区转录组中，共有 29 个与生长素、脱落酸和乙烯等激素相关的基因差异表达，其中也包

括生长素酰胺合成酶基因（GH3）在内的生长素响应相关的基因家族[30,33]。 

在本研究中，分析发现一些细胞壁重塑基因，如木葡聚糖内转葡糖基酶 / 水解酶蛋白

（CL4G051299012_alt、CL0G071451012_alt 和 CL4G051300012_alt）、β-葡萄糖苷酶（CL7G062117012_alt、

CL7G062118012_alt）和过氧化物酶（CL0G070710012_alt、CL2G041037012_alt、CL0G070975012_alt）等，

这些基因在两个品种落叶中期（E48）都显著上调，可能是柠檬叶片脱落的重要原因之一。植物器官的脱落

是一个极其复杂的生理过程，是离区（AZ）的区域细胞壁降解所导致的[34]。植物器官脱落最直接的原因是

由于细胞壁水解酶（Hydrolase）活性改变，导致细胞壁降解，从而引起器官的脱落[30]。而与细胞壁修饰相

关的基因，如纤维素酶（CEL），果胶脂酶（PE），多聚半乳糖醛酸酶（PG），β-半乳糖苷酶（β-gal）、

过氧化物酶（POD）、扩展蛋白（EXP）以及木聚糖水解酶（XTH）被报道它们的表达变化与衰老[30,35]和器

官脱落[36,37]均有关。并且早有研究发现，在拟南芥离区与细胞壁重塑相关的基因表达显著上调[38]。硫代硫

酸银（STS）是一种乙烯抑制剂，它在表型上显著延缓了玫瑰花瓣脱落，并降低了与细胞壁降解相关的两种

酶（果胶酶和纤维素酶）的活性[39]。近年来，通过对柑橘果柄离区进行转录组分析，同样发现大量与植物

http://www.baidu.com/link?url=TY_ZOVyAK29pS7R7zrBHe-gqLcQKwG8RLWeSM7GqWd2l8k-fK-WsbqSHAGXKHhrkPJvVrhVUMI4bMXrZerhaJkzi3WCS-cZtYW5XCK8CaGHjtKNl0qhNFsnNKLHj9sC6CBwv5z7BPuawN_kkRAAB5q
http://www.baidu.com/link?url=TY_ZOVyAK29pS7R7zrBHe-gqLcQKwG8RLWeSM7GqWd2l8k-fK-WsbqSHAGXKHhrkPJvVrhVUMI4bMXrZerhaJkzi3WCS-cZtYW5XCK8CaGHjtKNl0qhNFsnNKLHj9sC6CBwv5z7BPuawN_kkRAAB5q


细胞壁重塑相关的基因在离区显著上调，这表明细胞壁的重塑在器官脱落过程中具有重要的作用[37]。 

本研究在植物病原体相互作用途径中，发现发病相关基因转录激活因子 AP2（CL2G044356012_alt）在

两个品种的落叶中期（E48）均显著上调，说明 AP2 可能在叶片脱落过程中起到调节作用。叶片脱落是植物

体的重要生理现象之一，对植物体具有重要意义，可以保护植物体，调节水分平衡，储存养分，促进萌芽[40]

等。木薯具有优良抗旱特性的重要原因之一是干旱能诱导木薯离区分化形成而脱落一部分叶片以适应新的

干旱环境；Liao 等[41]利用微阵列分析技术在乙烯胁迫和缺水胁迫诱导木薯叶片脱落的六个阶段，共发现 99

个 AP2/ERF 基因在木薯叶柄离区中表达。Nakano 等[42]发现 AP2/ERF 转录因子 SlERF52 在番茄花梗脱落中

也发挥重要作用。 

4 结论 

本研究对两个柠檬品种 3 个不同落叶时期进行转录组分析，测序结果中和落叶相关的基因主要富

集在植物激素信号转导、苯丙烷生物合成、植物病原体相互作用和 MAPK 信号通路-植物等通路中。通

过前人在植物器官脱落方面的研究和对 4 个通路差异表达显著的基因进行分析，最后筛选得到木葡聚

糖内转葡糖基酶/水解酶蛋白（CL4G051299012_alt、CL0G071451012_alt 和 CL4G051300012_alt）、吲

哚乙酸诱导蛋白（CL9G066930012_alt、CL3G046634012_alt）、吲哚 -3-乙酸 -氨基合成酶  GH3

（CL2G041491012_alt）、过氧化物酶（CL0G070710012_alt、CL2G041037012_alt、CL0G070975012_alt）、

β-葡萄糖苷酶（CL7G062117012_alt、CL7G062118012_alt）、发病相关基因转录激活因子 AP2

（CL2G044356012_alt）和发病机制相关蛋白（CL8G064323012_alt）13 个基因，这些基因可能参与柠

檬叶片脱落响应。本研究丰富了柠檬叶片脱落相关研究，为之后落叶基因的验证和解析柠檬落叶的遗

传机理提供了理论依据。 
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