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异源授粉山核桃果皮光合能力差异的转录组分析*

黄 仁 张 韵 张启香 王正加 夏国华 黄坚钦 胡渊渊
( 浙江农林大学 省部共建亚热带森林培育国家重点实验室 杭州 311300)

摘 要: 【目的】探讨采用薄壳山核桃花粉授粉增强山核桃果皮光合能力的分子机理，为花粉直感的深入研究
奠定基础。【方法】以山核桃花粉( 记为 hp) 和薄壳山核桃花粉( 记为 pp) 授粉的山核桃果皮为研究材料，在山
核桃果实快速膨大期( 授粉后 65天，65DAP) ，对不同花粉授粉后山核桃果皮进行转录组测序，通过对叶绿素合
成、光反应、碳同化等通路的基因富集分析，结合叶绿素含量、光合速率及光合关键酶活性的变化，筛选出增强山
核桃果皮光合能力的相关基因。【结果】65DAP 时，pp授粉的山核桃果皮中叶绿素含量、光合速率、1，5－二磷酸
核酮糖羧化酶( Ｒubisco) 活性、磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶 ( PEPC) 活性分别是 hp 授粉的 1. 31 倍 ( P = 0. 047 ) 、
1. 12倍( P= 0. 000 43) 、1. 65倍( P= 0. 036) 和 1. 23 倍( P = 0. 001 3) 。转录组测序共产生 32 908 条 scaffolds，并
从 1 894个差异基因( P＜0. 05，foldchange＞1. 5倍) 中筛选出 66 个与山核桃果皮光合相关的基因，主要富集在叶
绿素合成通路及光合固碳途径中，其中叶绿素合成途径中镁螯合酶编码基因( CHLH) 、镁－原卟啉单甲酯环化酶
编码基因( CＲD) 和叶绿素 b还原酶编码基因( NYC) 表达量明显上调，脱酶叶绿酸编码基因( PAO) 表达量则显著
下降; 光合碳同化途径中有 16个基因以及 Ｒubisco活化酶编码基因( ＲCA) 和碳酸酐酶编码基因( CA) 表达量均
明显上调; 与光保护相关的 42个基因表达量也明显上调。【结论】在山核桃果实快速膨大期，薄壳山核桃花粉
授粉的山核桃果皮中的镁螯合酶编码基因( CHLH) 、镁－原卟啉单甲酯环化酶编码基因( CＲD) 、叶绿素 b 还原酶
编码基因( NYC) 、捕光蛋白编码基因( LHCⅡ ) 、光修复相关蛋白编码基因( PSAN、PSAB27、STN7) 和 38 个热激蛋
白编码基因( HSP) 、Ｒubisco活化酶编码基因( ＲCA) 以及碳酸酐酶编码基因( CA) 均显著上调，表明薄壳山核桃授
粉的山核桃果皮光合能力的增强与其叶绿素合成、光能捕获和碳固定等光合作用相关通路的基因表达上调
有关。
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Transcriptome Analysis of Photosynthetic Capacity of Exocarp of
Heterogeneously Pollinated Carya cathayensis

Huang Ｒen Zhang Yun Zhang Qixiang Wang Zhengjia Xia Guohua Huang Jianqin Hu Yuanyuan
( State Key Laboratory of Subtropical Silviculture Zhejiang A ＆ F University Hangzhou 311300)

Abstract: 【Objective】To elucidate the molecular mechanism for enhancing photosynthetic capacity of the exocarp of
Carya carthayensis fruits pollinated by Carya illinoensis in order to provide a theoretic basis for further research on
metaxenia．【Method】Transcriptome sequencing was performed for exocarp of C． cathayensis respectively pollinated by C．
cathayensis ( marked as hp) and C． illinoensis ( marked as pp) with samples collected 65 days after pollination ( 65DAP)
when the fruit rapidly expanding in size． Gene enrichment analysis was conducted for pathways of chlorophyll synthesis，
photo-response and carbon assimilation in combination with variation in chlorophyll content，photosynthetic rate and
activity of key enzymes involved in the photosynthesis．【Ｒesult】Compared to the fruit pollinated with hp，the chlorophyll
content，photosynthetic rate，Ｒubisco activity，and phosphoenolpyruvate carboxylase ( PEPC) activity of exocarp in the
fruit pollinated with pp were 1．31 ( P= 0．047) ，1．12 ( P= 0．000 43) ，1．65 ( P= 0．036) ，and 1．23 ( P= 0．001 3) folds，
respectively． A total of 32 908 scaffolds were generated by transcriptome sequencing，and 66 photosynthesis-related genes
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were screened from 1 894 differentially expressed genes ( DEGs ) ( P ＜ 0． 05，fold change ＞ 1． 5 ) ，which were mainly
involved in pathways of chlorophyll synthesis and photosynthetic carbon fixation． The expression of magnesium－chelatase
subunit ( CHLH) ，agnesium-protoporphyrin IX monomethyl ester［oxidative］ cyclase ( CＲD) ，and chlorophyll ( ide) b
reductase( NYC) of the fruit pollinated with pp was significantly up-regulated while that of pheophorbide a oxygenase
( PAO) was significantly down-regulated in the chlorophyll biosynthesis pathway，and the expression of 16 light harvesting
pigment protein complexes ( LHCⅡ ) -coding genes，ribulose bisphosphate carboxylase /oxygenase activase ( ＲCA) ，alpha
carbonic anhydrase ( CA) in the photosynthetic carbon fixation pathway were significantly up-regulated． 42 genes involved
in photoprotection of exocarp are also showed significantly high expression in the fruit pollinated with pp than those in the
fruit pollinated with hp．【Conclusion】In the rapid growth period of Carya carthayensis fruits，the expression of magnesium-
chelatase subunit ( CHLH) ，agnesium-protoporphyrin IX monomethyl ester［oxidative］cyclase ( CＲD) ，chlorophyll( ide)
b reductase ( NYC) ，light harvesting pigment protein complexes-coding genes ( LHCⅡ ) ，light repair protein-coding genes
( PSAN，PSAB27，STN7) ，38 heat shock proteins ( HSP) ，ribulose bisphosphate carboxylase /oxygenase activase ( ＲCA)
and alpha carbonic anhydrase ( CA ) was significantly up regulated for the pp cross combination． It indicates that the
significantly up－ regulated expression of genes involved in chlorophyll synthesis，light capture and carbon assimilation
might be related to the significantly higher photosynthetic rate in the exocarp of pp cross combination．
Key words: Carya cathayensis; Carya illinoensis; metaxenia; photosynthetic capacity; differential expression of gene

胡桃科( Juglandaceae) 山核桃属( Carya) 有 2 种
普遍栽培的经济树种: 山核桃( Carya cathayensis) 与
薄壳山核桃( C． illinoensis) 。通过杂交授粉试验，发
现山核桃具有明显的花粉直感现象 ( 叶茂富等，
1965; 黎章矩等，1982 ) ，具体表现为果皮颜色变
绿，平均单果质量提高 39. 1%( 叶浩然等，2013) ，性
状与母本一致。洪丹丹( 2007) 、王正加等( 2010) 采
用 AFLP 和 SSＲ 分子标记鉴定杂交后代，发现子代
间、子代与母本间均无差异条带，推测山核桃可能存
在无融合生殖。经证实，薄壳山核桃花粉授粉后 53
天，山核桃雌配子体珠心细胞解体，并竞争形成成熟
胚，属于孢子体无融合生殖( 张斌，2009) 。综上所
述，推测无融合生殖下山核桃果实的膨大应由薄壳
山核桃花粉及其萌发过程引起。

果实的生长和发育所需的物质主要来源于绿色
器官的光合作用。除叶片是植物主要的光合器官
外，许多果实 /种子等非叶器官也存在完整的叶绿体
结构( Li et al．，2006; Hu et al．，2018) ，其光合产物
是种实发育的一个重要补充来源 ( Aschan et al．，
2003) 。在蓝莓( Vaccinium) ( Birkhold et al．，1992) 、
桃( Prunus persica) ( Pavel et al．，2010) 、荔枝( Litchi
chinensis) ( Hieke et al．，2002 ) 、陆地棉 ( Gossypium
hirsutum) ( Hu et al．，2012 ) 、山核桃属 ( Xu et al．，
2016) 和香榧( Torreya grandis) ( Hu et al．，2018) 的
研究中，已明确果实光合作用对自身发育所需的碳
骨架具有重要的贡献作用，基于此，徐沁怡等
( 2017) 研究了不同授粉下山核桃果皮光合特性的
差异，发现薄壳山核桃花粉授粉的山核桃果皮具有

更高的光合速率和抗光抑制能力。作者研究发现，
经光合抑制剂 ( DCMU) 处理后 ( 抑制率约为 50%)
的山核桃果实，单果质量分别降低了 14. 76% ( 薄壳
山核桃授粉) 和 10. 30%( 山核桃授粉) ( 数据另文发
表) 。因此，推测薄壳山核桃花粉授粉后，山核桃子
代果实膨大，很大程度上与果皮光合能力提高、抗光
抑制能力增强有关，但其分子机理尚不清楚。

近年来，测序技术已广泛应用到逆境胁迫
( Poong et al．，2018 ) 、代谢途径分析 ( Lin et al．，
2015;马婧等，2016) 、基因挖掘( Huang et al．，2012;
Li et al．，2015) 等方面，能全面快速地揭示不同生
物学特性的分子机制。基于山核桃果实的发育规律
( 解红恩等，2008; Xu et al．，2016) ，本研究在山核
桃果实快速膨大期内( 授粉后 65 天) ，利用转录组
测序技术分析薄壳山核桃和山核桃 2种花粉授粉下
山核桃果皮光合相关基因的差异表达，结合光合生
理试验，试图从转录水平上揭示 2 种花粉授粉的山
核桃果皮光合特性差异的分子机制。

1 材料与方法

1. 1 试验材料 试验点位于浙江农林大学山核桃
试验林基地( 119°43'11. 63″E，30°14'10. 68″N) 。该
基地地势平缓，2008年造林，采用“2+1”嫁接苗［砧
木为 2年生湖南山核桃( Carya hunanensis) ，接穗为
山核桃，培育 1年］，2012年开始结果。每年 4月份
花期施少量复合肥及 9 月果实采收后施有机肥，田
间栽培技术措施基本相同。

选取 2 株长势一致的山核桃母树，1 株作为 1

921



林 业 科 学 55卷

个生物学重复。于 4 月下旬套袋，4 月底 5 月初进
行授粉，将每一株母树中同一高度、长势基本一致的
相邻 2个树枝作为 1 个试验组合，每个组合分别设
置 2种处理: 山核桃花粉处理 ( 2 株母树分别记作
hp1、hp2) 和薄壳山核桃( ‘Pawnee’) 花粉处理( 2 株
母树分别记作 pp1、pp2) 。授粉 5 ～ 7 天后除去纸
袋，挂牌标记。在果实快速膨大期内———授粉后 65
天( 65DAP) ，测定果皮光合能力及形态指标; 采集
不同处理的山核桃果实各 5 个，均匀切取相同部位
的果皮( 约 1 /5 大小) ，对应混合后在－80 ℃冰箱保
存，用于叶绿素、可溶性蛋白、光合关键酶的测定和
转录组测序。在果实成熟时，测定不同处理的山核
桃果实品质。
1. 2 测定方法 1) 果实表型的测定 果实成熟后
每个重复每个处理随机选取 50 个果实，3 个重复共
计 150 个果实，采用数显式游标卡尺测量果长 ( L，
mm) 、果横径( W，mm) 、果纵径( T，mm) 。用电子天
平称量果实鲜质量，精确到 0. 001 g; 用陶瓷刀片将
果皮及种仁进行分离，置于 105 ℃烘箱中杀青 40
min，再在 65 ℃烘箱烘至恒重( 24 h 以上) ，冷却后
用电子天平对果皮及种仁干质量进行称量，精确到
0. 001 g。

2) 可溶性总糖、含油率的测定 可溶性总糖测
定参考崔喜艳( 2008) 和孔祥生等( 2008) 的方法，并
稍加改进。称取干样样品( 约 1 g) ，加 20 mL 80%的
酒精磨样，于 80 ℃水浴锅中水浴 30 min ～ 1 h，然后
4 000 r·min－1离心 10 min，取上清液，再加入 20 mL
蒸馏水 4 000 r·min－1离心 5 min，合并 2 次上清液，
并定容到 100 mL。0. 5 mL 提取液+ 0. 5 mL 水+ 5
mL蒽酮溶液( 90 mL 浓硫酸+10 mL 水+0. 4 g 蒽酮
溶解) ，水浴 100 ℃，10 min; 冷却后，分光光度计
620 nm下比色，在葡萄糖标准曲线下计算可溶性糖
含量。含油率的测定使用索式提取法，具体操作参
考郝再彬等( 2004) 。

3) 光合速率的测定 选择晴天光强稳定在
1 200～1 400 μmol·m－2s－1( 北京时间 8: 00—11: 00)
时，采用 Li6400-22 簇状叶室测定不同花粉授粉的
山核桃果实的气体交换参数，以 18-ＲGB 为光源。
每株树作为 1 个重复，4 个重复，每个重复 3 个果
实。气体交换测定时，设定叶室内气体流速为 500
μmol·s－1，温度为 28 ℃，CO2 浓度为 400 μmol·
mol－1，光强为 1 300 μmol·m－2s－1。果实的光合速率
为光下的光合速率和黑暗下的呼吸速率之和。山核
桃果皮单位面积的光合速率通过代入山核桃果实的
表面积 /2进行校准重新计算。

4) 叶绿素含量、Ｒubisco 酶、PEPC 酶的测定
用自制陶瓷双刀片( 厚度为 3 mm) 切取山核桃外果
皮，去除外果皮基部与顶部后，取中间部分果皮 2～3
片( 每片果皮面积约为 1 cm×0. 5 cm) ，称鲜质量后
快速切碎后放入装有 8 mL 95%乙醇的离心管中，置
于暗处浸提 24 h，定时振荡。同时取相同果实上的
中部果皮，称其鲜质量后，再在方格纸上记下面积。
用 UV-2550型分光光度计( 日本岛津) ，于 665、649、
470 nm波长下测定 OD 值，叶绿素含量计算方法参
照 Lichtenthaler ( 1987 ) 。Ｒubisco 酶活性的测定方
法、计算方法参考 Chen 等 ( 2003) 。磷酸烯醇式丙
酮酸羧化酶 ( PEPC ) 酶活性的测定参照施教耐等
( 1979) 方法。

5) ＲNA文库构建与测序 采用多糖多酚植物
总 ＲNA提取试剂盒( 北京天根生化科技有限公司)
分别提取 65DAP 2 种花粉授粉的山核桃果皮总
ＲNA。NanoDrop检测 ＲNA 浓度，用 Agilent 2100 检
测 28S /18S以及 ＲIN 值，同时使用 1%琼脂糖凝胶
电泳检测提取 ＲNA 的质量以及完整性。用
ＲNAClean XP Kit和 ＲNase-Free DNase Set试剂盒进
行纯化。最后进行 PCＲ 扩增，构建好的文库用
Qubit 2. 0 Fluorometer和 Agilent 2100 进行质量检
测，文库质量合格后委托天津诺禾致源测序公司使
用 Illumina HiSeq 2000 进行测序，采用双端测序方
式，测序长度 125 bp。

6) 测序数据的处理 根据已完成测序的山核
桃基因组进行有参转录组分析。质控后使用
TopHat2对过滤后的 reads 进行参考基因组的比对
分析。用 Cufflinks( v2. 2. 1) 构建 4 个 ＲNA 测序数
据。将得到的 scaffold 序列利用 Blast + ( ncbi-blast-
2. 2. 28+) 与 UniProt数据库和 Nr 数据库进行 Blastx
比对( E＜1×e－5 ) ，应用 rpstblastn 程序将 scaffold 与
CDD数据库进行比对( E≤1×e－5 ) ，进行 KOG 功能
分类预测; 利用 HMMEＲ3. 0软件的 hmmscane 程序
与 Pfam 结构数据库进行比对 ( E = 0. 01 ) ，利用
EMBOSS( 6. 4. 0) -getorf 对所有 scaffold 进行开放阅
读框( OＲF) 预测，选择最长且长度大于 300 bp 的
OＲF作为 scaffold 的 OＲF。利用 hmmsearch 程序对
所有的 OＲF通过 HMM模型与 PlantTFDB的转录因
子结构域进行比对，对 OＲF进行转录因子预测。差
异基因的筛选先以 P＜0. 05 为标准，在此基础上筛
选出差异倍数在 1. 5倍以上的基因作为差异基因。

7) GO 分析和 KEGG 代谢通路分析 使用
Blast 对 scaffold 进行 NT、NＲ、COG、KEGG 以及
SwissProt注释，使用 Blast2GO 以及 NＲ 注释结果进
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行 GO注释，使用 InterProScan5 进行 InterPro 注释。
在 NT数据库中比对分析非冗余核酸序列，利用
NＲ、SwissProt数据库分析蛋白序列，然后利用 COG
数据库根据直系同源家族蛋白进行功能分类以及通
过 InterPro数据库根据蛋白结构域进行家族分类以
提供功能注释。对所有 scaffold基因在分子功能、细
胞组分和生物过程进行 GO 功能分析以及在 KEGG
数据库中进行代谢途径的分析。然后使用 ＲSEM计
算各个样品的基因表达水平。使用 Ｒ( v3. 5. 1) 中的
princomp包进行 PCA分析。
1. 3 数据分析 试验数据采用 Excel 2016 计算和
分析，其独立样本 t 检验和方差分析处理均采用
SPSS18. 0版统计软件进行统计学分析处理，利用 Ｒ
语言 pheatmap、ggplot2包等进行作图。

2 结果与分析

2. 1 2种花粉授粉的山核桃果实的形态指标及品
质的变化 在山核桃果实快速膨大期( 65DAP ) ，山
核桃果实的直感现象已非常明显，果皮颜色及形态
差异显著，授薄壳山核桃花粉( pp) 的山核桃果实的
横径、纵径分别增加了 12. 18%、13. 36% ( 图 1) 。由
表 1可知，pp授粉的山核桃果实鲜质量、干质量、胚
质量分别为 8. 35、2. 14、0. 78 g，较山核桃花粉( hp)
授粉的果实提高了 34. 90%、25. 15%、30. 00%。hp
与 pp授粉的山核桃果仁可溶性糖之间并无显著差
异，但 pp授粉的山核桃果仁的含油率比 hp 授粉的
高 1. 9%( P= 0. 002) 。

图 1 授粉后 65天不同花粉授粉的山核桃果实外形的变化
Fig．1 Changes in appearance of Carya cathayensis fruits pollinated with two different pollens at 65 days after pollination

表 1 不同花粉授粉的山核桃果实部分品质指标的变化①

Tab．1 Changes of several quality parameters of Carya cathayensis fruit pollinated with two different pollens

处理
Treatment

单果鲜质量
Fresh mass
of single
fruit /g

单果干质量
Dry mass of
single fruit /g

胚干质量
Dry mass of
embryo /g

可溶性糖含量
Content of soluble

sugar( %)

含油率
Oil content
( %)

hp 6. 19±0. 61＊＊ 1. 71±0. 17＊＊ 0. 60±0. 13* 29. 55%ns 66. 72%±0. 22%＊＊

pp 8. 35±0. 63 2. 14±0. 16 0. 78±0. 15 30. 18% 68. 62%±0. 70%
①ns: 表示无显著差异; * : 表示在 0. 05 水平上差异显著; ＊＊: 表示在 0. 01 水平上差异显著。下同。Significant differences in C．

cathayensis fruits pollinated with two different pollens: ＊＊: P＜0. 01; * : P＜0. 05; ns: P＞0. 05． The same below．

2. 2 2种花粉授粉的山核桃果实果皮光合特性的
差异 由表 2可知，65DAP 时 2种花粉授粉的山核桃
果皮可溶性蛋白含量无显著差异。pp 授粉的山核桃
果皮叶绿素含量、光合速率、Ｒubisco酶活性、PEPC酶
活性均显著高于 hp 授粉的山核桃果皮，叶绿素含量
增加了 31%( P=0. 047) ，光合速率增高了 12. 4%( P=
0. 000 43) ，Ｒubisco 活性增强了 64. 6% ( P = 0. 036) ，
PEPC活性增强了 22. 8%( P=0. 001 3) 。

2. 3 2种花粉授粉山核桃果皮转录组测序以及质
控 在山核桃果实发育快速膨大期( 65DAP ) ，对不
同授粉的山核桃果皮( 每个处理 2 个生物学重复)
进行转录组测序 ( 表 3) ，分别获得 95 453 610 个、
106 467 510个、106 440 170 个、99 918 970 个 clean
reads，均占总 reads的 93%以上，Q20、Q30 比例均大
于 90%，GC含量约为 48%。利用 TopHat 软件将测
序数据与山核桃基因组进行比对，比对率均大于
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80%( 表 3) ，基因分布情况及相关性分析( 图 2) 表
明样品测序质量较好，相关系数均大于 0. 8，重复间

表达模式相似度较高。

表 2 授粉后 65天 2种花粉授粉处理下山核桃果皮的光合生理指标的变化
Tab．2 The changes in photosynthetic physiological parameters of exocarp of Carya cathayensis

fruit pollinated with two different pollens at 65 days after pollination
参数

Parameter
处理 Treatments

hp pp

叶绿素含量 Chl content / ( mg·dm－2 ) 16. 63±1．69* 21. 79±1．70

可溶性蛋白 Soluble protein content / ( mg·g－1 ) 41. 58±3．22ns 39. 02±3．23

光合速率 Photosynthetic rate / ( μmol·m－2min－1 ) 8. 01±0．11＊＊ 9. 00±0．004

Ｒubisco活性 Ｒubisco activity / ( μmol·g－1min－1 ) 350. 93±30．99* 577. 64±122．82

PEPC活性 PEPC activity / ( μmol·g－1min－1 ) 324. 16±13．51* 398. 02±8．65

表 3 授粉后 65天( 65DAP)样本 reads的质量统计及比对情况①

Tab．3 Number of reads generated from each sample were sequenced and mapped to the
genome at 65 days after pollination( 65DAP)

样本名称
Sample name

原始数据
Ｒaw reads

有效数据
Clean reads Clean bases /G Q20( %) Q30( %) GC含量

GC content( %)
比对情况

Total mapped

65DAP_hp1 102 304 332 95 453 610 14. 32 96. 59 91. 03 48. 99 78 478 103 ( 82. 22%)

65DAP_hp2 112 003 208 106 467 510 15. 97 96. 46 90. 77 49. 54 88 446 506 ( 83. 07%)

65DAP_pp1 114 024 634 106 440 170 15. 97 96. 36 90. 83 48. 01 87 348 604 ( 82. 06%)

65DAP_pp2 104 603 482 99 918 970 14. 99 96. 73 91. 61 46. 59 81 179 357 ( 81. 25%)

① hp: 山核桃花粉授粉; pp: 薄壳山核桃花粉授粉; 原始数据: 统计原始序列数据，以 4行为 1个单位，统计每个文件的测序序列的个数;
有效数据: 过滤后的测序数据; Clean bases: 测序序列的个数乘以测序序列的长度，并转化为以 G 为单位; Q20( Q30) : 碱基错误率小于 1%
( 0. 1%) 的碱基占比; GC含量: 碱基 G和 C的数量总和占总碱基数量的百分比; 比对情况: 能定位到基因组上的 reads的数量的统计。
hp: Carya cathayensis ×C． cathayensis( control group) ; pp: Carya cathayensis ×C． illinoensis( experimental group) ; Ｒaw reads: The original sequence
data，count the number of sequences for each file，four rows as a unit; Clean reads: The raw reads after filtering; Clean bases: The number of sequences
multiplied by the length of the sequence and converted into G; Q20( Q30) : The proportion of the base whose error rate is less than 1% ( 0. 1%) ; GC
content: The percentage of nitrogenous bases on a ＲNA; Total mapped: The statistics of the reads that can be aligned to the genome．

图 2 样品间差异基因分布情况及相关性分析
Fig．2 The distribution and the correlation analysis of all samples

A． 样品间基因的分布情况; B． 样品间的相关系数
A． The genes distribution pattern of all samples; B． The Pearson’s correlation analysis of all samples．

2. 4 光合相关差异基因筛选 对转录组数据进行
差异分析，共筛选出 1 984 个差异表达的基因( P ＜
0. 05，foldchange＞1. 5) 。结合 GO、KEGG 注释结果，
共筛选出与光合相关的基因 66个( 图 3) ，主要富集
在卟啉环及叶绿素代谢通路中( 图 4) 及光合固碳通
路中( 图 5) ，其中 42个基因与光保护相关。

3 讨论

叶绿素( Chlorophyll，Chl) 合成过程复杂，从谷
氨酰到 Chl a再到 Chl b 的合成，共由 20 多个基因
编码的 16 种酶参与完成 ( Beale，2005; Ito et al．，
2014) 。研究表明，可以通过编码番茄 ( Lycopersicon
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图 3 光合相关差异基因( DEGs) 表达热图
Fig．3 Heat map diagram of the expression levels of differentially expressed genes which are involved in plant photoprotection

表达量为 lg( FPKM+1) 。Gene expression data were normalized to lg( FPKM+1) ．

图 4 卟啉及叶绿素合成通路
Fig．4 KEGG pathway of porphyrin and chlorophyll metabolism

左侧方格为山核桃花粉( hp) 授粉的山核桃果皮表达，右侧方格为薄壳山核桃花粉 ( pp) 授粉的山核桃果皮表达。The left row indicates

differentially expressed genes in hp( Carya cathayensis ×C． cathayensis) ，the right row indicates those in pp( C． cathayensis ×C． illinoensis) ．
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图 5 山核桃果皮光合固碳通路差异基因富集
Fig．5 Photosynthetic carbon fixation related differentially expressed genes involved in exocarp of Carya cathayensis fruit

左列为 hp授粉山核桃果皮表达量，右列为 pp授粉山核桃果皮表达量。The left and right row indicate the expression of related genes in fruits

with hp ( Carya cathayensis ×C． cathayensis) and pp ( C． cathayensis ×C． illinoensis) ，repectively．

esculentum) 果皮叶绿体发育相关的基因调控叶绿素
的合成，改变其果实的光合作用，进而影响其内在品
质( Cocaliadis et al．，2014; Meng et al．，2018) 。玉米
( Zea mays) 中镁螯合酶基因( ZmCHLI) 突变后该突
变体叶呈黄绿色( Sawers et al．，2006) ; 敲除镁－原
卟啉 单 甲 酯 环 化 酶 基 因 ( CＲD ) 的 拟 南 芥
( Arabidopsis thaliana ) ，植株生长缓慢，颜色褪绿
( Bang et al．，2008) ; 水稻( Oryza sativa) 中叶绿素合
酶活性降低导致苗期叶片呈黄绿色，且 LHC 蛋白显
著降低( Wu et al．，2007) 。将对比获得的差异基因
进行统计分析发现，不同花粉授粉处理之间涉及叶
绿素代谢途径的相关基因表现出显著差异，其中薄
壳山核桃花粉( pp) 授粉处理下叶绿素合成的关键
酶编码基因———CHLH、CＲD、叶绿素 b 还原酶编码
基因( NYC) 以及捕光复合蛋白编码基因( LHC) 均显
著上调，以及叶绿素降解过程中的关键限速酶脱酶
叶绿酸加氧酶编码基因( PAO) 低表达( 图 4) ，表明
pp授粉后山核桃果皮能合成更多的 Chl 很可能是
叶绿素生物合成和代谢途径中的关键限制基因表达
的差异造成的。不同花粉授粉的山核桃果皮光合速
率与其叶绿素含量呈极显著相关( 徐沁怡，2017) ，
本研究显示，pp授粉增强了山核桃果皮叶绿素合成
能力。

与山核桃花粉( hp) 授粉相比，pp授粉的山核桃

果实具有更高的 PSⅡ光化学量子产率，更高的光化
学荧光猝灭系数以及更强的光合能力 ( 徐沁怡等，
2017) 。根据测序结果构建山核桃果皮光合固碳调
控途径( 图 5) ，发现除上述 LHC，还存在与电子传递
速率、光化学荧光猝灭显著相关基因———LHCB、
PSAN，均显著上调。LHCB 除了捕获和传递能量
外，还具有消耗过剩光能，调节光系统Ⅱ状态转换速
率和结构的功能，使 LHC 不易受到强光破坏( 张亚
杰，2006; Damkjaer et al．，2009; Adamiec et al．，
2015) 。PSAN基因缺失的拟南芥突变体叶片明显
褪绿，其叶片光合速率、PSⅡ光化学量子产率及光
化学荧光猝灭均显著降低 ( Haldrup et al．，2010;
Ihalainen et al．，2002) 。由此可知，pp授粉后上述基
因表达的变化，很可能与其果皮光合能力提高有关。

LHCⅡ磷酸激酶 ( STN7) 参与植物对光的短期
响应与长期适应( Pesaresi et al．，2009) ，在强光下能
加速 LHCⅡ蛋白的磷酸化和状态转换过程，耗散过
剩光能，避免 PSⅡ被破坏 ( Depège et al．，2003;
Bonardi et al．，2005) 。当热耗散等保护机制不能有
效地保护光合机构时，反应中心蛋白尤其是 D1 蛋
白的修复可被看作是防御光破坏的最后一道防线。
研究表明，PSB蛋白参与 PSⅡ修复( Nowaczyk et al．，
2006) ，能有效提高 PSⅡ活性的恢复速率。本研究
结果显示，pp授粉的山核桃果皮中 STN7、PSB27 及
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UVＲ8表达显著上调 ( 图 3 ) 。当拟南芥植株处于
UV-B水平较高时，细胞核内积累的 UVＲ8( UV-B 特
异光受体) 能促进其叶片的光合作用效率( Brown et
al．，2005) 。另外，热休克蛋白( HSP ) 是植物产生耐
热性所必需的，起着“伸展酶”的作用 ( Waters，
1995) ，在高温胁迫下起维持和保护细胞环境稳态
的作用。研究表明，大豆( Glycine max) 叶绿体中的
HSPs可保护 PSⅡ的反应中心在热激时免受损伤
( Schuster et al．，1988) 。本研究结果显示，pp 授粉
的山核桃果实中有 38 个 HSP 基因 ( 包括 HSP17－
30、HSP70、HSP80) 均显著上调。在果实发育后期
( 授粉后 103 ～ 120 天) ，hp 授粉的山核桃果实的 Y
( NO) ( PSⅡ中荧光和不依赖光的基础热耗散量子
效率，是光损伤的重要指标) 显著增加，pp 授粉的果
实 Y( NO) 无明显变化，表明 hp 授粉的果实较易受
到光损伤，pp授粉的果实可能具有较强的抗光抑制
能力( 徐沁怡等，2017) 。因此，pp 授粉下山核桃果
实中与光保护机制相关的基因———STN7、PSB27、
UVＲ8及 HSP等的显著高表达可能使其具有更强的
光耐受性及应对不可逆破坏的修复能力。

核酮糖－1，5－二磷酸羧化酶 /加氧酶( Ｒibulose-
1，5-bisphosphate carboxylase /oxygenase，Ｒubisco) 是
卡尔文循环的关键限速酶，约占植物可溶性蛋白的
50%左右( Makino et al．，1983) ，但必须通过 Ｒubisco
活化酶 ( Ｒubisco activase，ＲCA) 活化 ( Portis，1995;
Salvucci et al．，1996 ) 。尹吴等 ( 2017 ) 在毛果杨
( Populus trichocarpa) 的研究中发现转 ＲCA 基因的
植株能够充分利用强光进行光合作用，其光饱和点
较对照组提高了12. 5%～37. 5%，并表现出更高的耐
光氧化能力。与 hp 授粉相比，pp 授粉的山核桃具
有明显较高的光饱和点( 徐沁怡等，2017) 。本研究
结果显示，不同花粉授粉的山核桃果皮之间的
Ｒubisco表达量、可溶性蛋白含量无明显差异 ( 表
2) ，但 pp 授粉下其 ＲCA 显著上调 ( 图 5) ，Ｒubisco
酶活性亦显著增强，表明 pp授粉后的山核桃果皮光
合固碳能力、光饱和点的提高很可能与其 ＲCA 高表
达有关。碳酸酐酶( CA) 在加速植物光合碳同化过
程中起着十分重要的作用，负责 HCO－

3 与 CO2 之间
的可逆转换。研究表明，CA 能促进叶片 Ｒubisco 的
羧化作用，由于 CA加速了 HCO－

3 向 CO2 的转换，为
Ｒubisco的羧化作用提供底物( 王玮蔚，2014) 。此
外，果实重新固定其呼吸释放的 CO2 与其较强的磷
酸烯 醇 式 丙 酮 酸 羧 化 酶 ( PEPC ) 活 性 有 关
( Hiratsuka et al．，2012 ) 。小麦 ( Triticum aestivum
‘Xiaoyan54’) 非叶光合器官穗具有较高的 CA 活

性，为 PEPC提供更多的 HCO－
3，促进其 PEPC 活性

的提高，是其较高光合速率的原因( Li et al．，2004) 。
综上所述，pp授粉的山核桃果实 ＲCA、CA 的高表达
和较强的 PEPC活性为其较高碳同化能力提供了有
力保障。

4 结论

转录组分析表明，异源花粉授粉后，与山核桃果
皮光合相关的差异基因多达 66个，主要集中在叶绿
素合成、PSⅡ捕光蛋白、PSⅡ光修复相关蛋白和碳
固定关键酶上。薄壳山核桃花粉授粉的山核桃果皮
显绿、光合速率增强可能与其叶绿素合成相关基因、
光系统Ⅰ反应中心 N 亚基 ( PSAN) 、碳酸酐酶编码
基因( CA) 及 Ｒubisco活化酶编码基因( ＲCA) 表达量
的上调有关; 而其抗光抑制能力的增强则与较高表
达量的光系统Ⅱ修复蛋白 ( PSB27) 、LHCⅡ磷酸激
酶( STN7) /紫外线 B受体( UVＲ8) 及其余 38个热激
蛋白编码基因( HSP) 有关。
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