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杨树性别决定基因对杨树叶片叶绿素含量的影响及相关差异

表达基因分析 

陆静 1  尹佟明 1* 

（1. 南京林业大学  南京市 210037） 
 

摘  要：【目的】在植物界中，雌雄异株植物除了生殖器官表现出的二态性，在一些非生殖器官上也会观察到明显的次

生性别二态性。这种次生性别二态性在植物的生长发育、形态特征和代谢物质积累等方面都可能产生重要的影响，尤其在种

群水平上。本研究旨在通过在分子水平上调控杨树性别决定基因的表达，探究植物性别决定基因是否对植物非生殖器官的次

生性别二态性产生影响。【方法】通过在杨树雄株无性系“84K”（Populus. Alba × P. tremula var. glandulosa）中过

表达和在杨树雌株无性系“南林 895”（P. deltoides × P. euramericana）中敲除杨树性别决定基因, 对抗性植株进行

分子检测之后，分别获得杨树性别决定基因的过表达株系和基因敲除系。对获得的阳性转基因株系进行了表型观察和相关指

标测定，并对过表达植株开展了基因差异表达分析。【结果】本研究共获得了 91 个 “南林 895” 过表达株系和 139 个“84K”

基因敲除系。在过表达株系中，普遍观察到了植株叶片黄化的现象。对叶色差异显著株系的叶绿素 a、b、(a+b)的含量测定

显示，过表达株系叶绿素 a、叶绿素 b、总叶绿素（a+b）的含量显著低于野生型，其中叶绿素 b 含量下降最为显著。相比

之下，基因编辑植株没有出现黄化的现象，其叶色与野生型没有差异。对过表达株系开展的基因差异表达分析结果显示，过

表达系与野生型植株叶片共有 899 个差异表达基因。将这 899 个差异表达基因进行了 GO 分类与 KEGG 通路分析显示，类黄

酮生物合成途径显著富集，也是差异表达基因数量最多的通路。【结论】杨树性别决定基因过表达可能影响了类黄酮生物合

成途径基因的表达，从而影响了过表达株系叶片叶绿素含量，最终导致叶片黄化现象。这一发现对植物性别决定基因影响植

物非生殖器官的次生性别二态性提供了直接证据。同时，这项研究也为植物育种和遗传改良提供了新的思路和理论基础。 

关键词：雌雄异株植物；性别决定基因；次生性别二态性；叶绿素含量；差异表达基因 

 

Effects of poplar sex-determining gene on chlorophyll contents of poplar leaves 

and analysis of the relevant differentially expressed genes 

Abstract:【Objective】Except for the dimorphism in the reproduction organs, dioecious plants exhibited secondary sexual 

dimorphism in some non-reproductive characteristics. This secondary sexual dimorphism can have significant impacts on plant growth, 

development, morphological traits, and accumulation of metabolic substances, particularly at the population level. This study aims to 

investigate whether plant sex-determining gene affects the secondary sexual characteristics by manipulating the expression of poplar 

sex determining gene at molecular level. 【Method】To established the over-expression and knockout lines of the poplar sex determining 

gene, we over-expressed the poplar sex determining gene in a male poplar “84K” (Populus. Alba × P. tremula var. glandulosa) and 

edited the poplar sex determining gene in a female poplar "Nanlin 895"  (P. deltoides × P. euramericana). For the positive transgenic 

lines, we observed the phenotypic changes and measured the relevant physiological parameters. Subsequently, we analyzed the relevant 

differentially expressed genes (DEGs) in over-expression lines.【Result】In this study, a total of 139 over-expression and 91 knockout 

lines were obtained. For the over-expression lines, an obvious phenotypic change of leaf yellowing was observed. Measurement of the 

chlorophyll a, b, and (a+b) contents showed that all these parameter were significantly lower in the over-expression than in the knockout 

lines, with chlorophyll b decreased the most. By contrast, no leaf yellowing was observed with the knockout lines, which exhibited the 

similar leaves color as that of the wild type plants. Analyzing the DEGs in the over-expression lines against the wild type plants revealed 

a total of 899 DEGs, and the most abundant DEGs were found to involve in the flavonoid biosynthesis pathway base on GO clustering 

and KEGG mapping.【Conclusion】The poplar sex determining gene negatively affected chlorophyll contents, which might occur 
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through its effect on the expression of genes relevant to the flavonoid biosynthesis pathway, leading to leaf yellowing. The findings of 

this study provided direct evidence that plant sex determining gene affected the secondary sexual dimorphism of the non-reproductive 

characteristics. Moreover, this study provides new insights and theoretical foundations for plant breeding and genetic improvement. 

Key words: dioecious plant; sex determining gene; secondary sexual dimorphism, chlorophyll content; differentially expressed 

gene.  

由于植物大部分是雌雄同株，与动物相比，性别二态性在植物中较为罕见（Barrett and Hough, 2012）。

性别二态性在植物的繁殖和进化中发挥着重要作用，导致同一物种的雄性和雌性个体在主要性征（生殖器

官）或次要性征（非生殖器官）方面存在差异（Sakai and Weller, 1999）。对雌雄异株植物性别二态性的研

究是植物研究的一个热点问题。植物通过性别二态性的进化，能够更好地适应环境变化，并增加繁殖的多

样性和适应性。植物的性别二态性在繁殖特征中比在营养特征更为常见。例如，宽叶慈姑（Sagittaria latifolia）

雌雄花朵大小、蒿柳（Salix viminalis）雌雄花型、黄化木百合（Leucadendron xanthoconus）和香脂杨（Populus. 

balsamifera）雌雄花色等存在差异（Barrett and Hough, 2012; Darolti et al., 2018; Hemborg and Bond, 2005）。

然而，对于营养特征是否存在性别二态性，目前尚无一致的观点。一些研究学者认为，雌雄异株植物的营

养特征存在性别二态性。例如，木百合（Leucodendron spp.）雌雄株在叶片和分枝结构上存在差异，白麦瓶

草（Silene latifolia）和康定柳（S. paraplesia）雌雄株在形态和生理特征也存在差异（Midgley, 2010; Welsford 

et al., 2016; Steven et al., 2007; Liao et al., 2019）。除了遗传因素外，生长、形态、生理、物候、生活史和资

源分配方面的性二型性可能还受到各种环境胁迫的影响（Barrett and Hough, 2012; Forrest, 2014; Juvany and 

Munné-Bosch, 2015; Tonnabel et al., 2017; Zemp et al., 2015; Hultine et al., 2018）。另一些研究学者认为，雌

雄异株植物的营养特征不存在性别二态性。例如，欧洲山杨（P. tremula）、毛果杨（P. trichocarpa）和香

脂杨雌雄株在形态或生理方面并未发现差异（Robinson et al., 2014; McKown et al., 2017）。不同研究中观

察到的差异可能归因于所研究植物的性质、不同的发育阶段或基因型的选择。此外，结果还受实验设计、

胁迫条件和样本量的影响（McKown et al., 2017）。因此，需要进一步的研究来探索其他植物种类在形态和

生理上的性别二态性，以更好地理解营养特征是否存在性别二态性的现象。这将有助于揭示植物繁殖和进

化中性别二态性的机制和意义。 

除了种群水平的研究，我们还可以从分子水平来探究植物在营养发育阶段的性别二态性的表现。植物

的性别是通过性别决定基因确定的。如果我们能够通过分子水平调控性别决定基因的表达，进一步研究杨

树性别决定基因对生理特征的影响，将有助于揭示植物次生性别二态性受性别调控的分子机制。这样的研

究有助于更好地理解营养特征是否存在性别二态性的现象，进而揭示植物繁殖和进化中性别二态性的机制

和意义。近年来，在多种雌雄异株植物中已经鉴定出了性别决定基因，例如柿子（Akagi et al., 2014）、芦

笋（Harkess et al., 2020）、猕猴桃（Akagi et al., 2018, 2019）和杨树（Xue et al., 2020; Müller et al., 2020; 

Yand et al., 2021）等。这为我们探索性别决定基因是否对雌雄株营养阶段的性状产生影响提供了前提基础。

在先前的研究中，美洲黑杨雄株具有一个 Y 特异基因 FERR-R，该基因产生 siRNA 来抑制雌性基因 FERR

的表达（Xue et al., 2020）。我们的研究通过在雄株杨树中过表达和在雌株杨树中敲除性别决定基因，观察

到性别决定基因过表达会导致植株叶片黄化现象，通过叶绿素含量测定，证实了杨树性别决定基因过表达

会对叶绿素含量这一次生性征产生影响。同时，通过基因差异表达分析，我们进一步探究了相关的代谢调

控途径。 

1 试验材料 

以雄株杨树 84K（P. alba×P. tremula var. glandulosa）和雌株杨树“南林 895”（P. deltoides × P. euramericana）

为试验材料。使用 70%酒精和 4%次氯酸钠依次对野生型杨树枝条进行消毒，通过组织培养诱导芽发生，

获得无菌杨树组培苗。组织培养条件为：16 h 光照/8 h 黑暗的光照周期，200 μmol m−2 s−1光照强度，80%
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湿度，23①/15①的昼夜温差。 

2 研究方法 

2.1 过表达和基因编辑载体的构建 

以本实验室保存的 Pro35S::FERR'-GFP 载体质粒为模板，使用 Primer Premier 5 设计的引物（表 1），

扩增 FERR 的 CDS（去除 FERR-R 产生 siRNA 抑制雌性特异基因 FERR 表达的部位），经过 BamH1 和 Kpn1

双酶切，将目的片段通过同源重组方法连接到植物表达载体 pCAMBIA2301-35Splus 中，测序验证，最终

获得过表达载体 p35S::FERR（图 1A），转入到 EHA105 农杆菌中，用于 84K 遗传转化。同时，以雌株美

洲黑杨（P. deltoides）和“南林 895”花蕾为模板，特异引物（表 1）分别扩增 FERR 基因组 DNA，并将其亚

克隆到 pEASY®-Blunt Zero 测序载体。挑选了 35 个阳性单克隆重组质粒测序、分析 SNP 变异和单倍型。

通过在线软件 CRISPR-P 2.0（http://cbi.hzau.edu.cn/CRISPR2/help.php）和 CRISPR-GE（http://skl.scau.edu.cn/）

筛选潜在的 Cas9 靶位点，最终挑选三个 sgRNA，通过 Golden Gate 技术将它们插入到 pKSE401 载体的 BsaI

位点之间，测序验证，最终获得基因编辑载体 pKSE401-3gR-ferr（图 1B），转入到 EHA105 农杆菌中，用

于“南林 895”遗传转化。 

 

图 1  载体构建示意图 

Fig.1 Schematic diagram of vector construction 
A.p35S::FERR 过表达载体图谱 Vector map of p35S::FERR overexpression construct；B.pKSE401-3gR-ferr 基因编辑载体图谱 Vector map of 

pKSE401-3gR-ferr gene editing construct.  

2.2 杨树遗传转化和转基因株系鉴定 

选择生长 20 d 的健康且完全无菌的野生型杨树组培苗作为试验材料，过表达载体转化雄株 84K，基因

编辑载体转化雌株“南林 895”。对于雄株，使用含有 15 mg L-1卡那霉素（kana）的 1/2 Murashige 和 Skoog

培养基进行筛选。而对于雌株，则使用含有 50 mg L-1的卡那霉素的相同培养基进行筛选。农杆菌侵染切好

的植物叶片和叶柄 10-15 min，然后在黑暗中共培养三天，无菌水冲洗多次，并用吸水纸吸除表面水分，将

其置于组织培养箱中培养。待新芽长到约 1 cm，将其转移到生根培养基上。在此阶段，提取叶片的 DNA/RNA，

使用特定引物（表 1）鉴定过表达株系，扩增的 PCR 产物经过 Sanger 测序，qRT-PCR 定量 FERR 的表达

水平；使用特定引物（表 1）扩增目标编辑位点，产物用于 Sanger 测序和 Illumina 测序。当植株高度达到

6 cm 时，将其单独移植到由营养土、黄土和有机物按 3:3:1 的比例混合而成的盆中，置于生长室中炼苗两

个月。最后，将植物转移到南京林业大学生物技术楼（118°82'13'' N，32°08'26'' E）的露天阳台上进行进一

http://skl.scau.edu.cn/)筛选潜在的Cas9
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步的培养。 

 
 
 

表 1 本研究使用的引物及序列 
Tab. 1 Primers used in this study 

用途 

Applicaiton 

前引物序列(5′-3′) 

Forward primer sequence (5'-3') 

后引物序列(5′-3′) 

Reverse primer sequence (5'-3') 

扩增

FERRcDNA 

Amplificati

on of FERR 

cDNA 

TTATGCATGTTCGTCTTCTCCTG ATGGCCAGCTCTTCTTCTTC 

p35S::FER

R 载体构建 

Constructio

n of 

p35S::FERR 

vector 

GACTCTAGAGGATCCATGGCCAGCTCTTCTTC

TTCC 

GGAAATTCGAGCTCGGTACCTTATGCATGTTCGTCTTCTCC

TGCAA 

扩增

FERRgDNA 

Amplificati

on of FERR 

genomic DNA 

GTGTTTTGTTGAGGAGATTAGAC CCCTTCTTGTCTCTCTTTCTG 

扩增卡纳

基因 

Amplificati

on of the 

kanamycin gene 

CTGAAGCGGGAAGGGACT ATACCGTAAAGCACGAGGAAG 

qRT-PCR

内参定量 

Reference 

gene qRT-PCR 

GTTGATTTTTGCTGGGAAGC GATCTTGGCCTTCACGTTGT 

qRT-

PCRFERR 定量 

FERR gene 

qRT-PCR 

AAACGGAAAGAGAGCATTGGA TCATAACCTGTCATTCCTGGCA 

扩增靶位

点 1 和 2 

Amplificati

on of target sites 

1 and 2 

ACCACAGCAGAAAACGG AAGGACTCCCAAAAAAT  

扩增靶位

点 3 

Amplificati

on of target sites 

GAATGTCCAGTAATTAAGAGAGCATCG GAATGTCCAGTAATTAAGAGAGCATCG 
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2.3 叶绿素含量测定 

将新鲜植物的第五片叶洗净、擦干并剪碎，取 0.2 g 样品，用液氮研磨成粉末，加入 2 mL 的 95%乙

醇，研磨成匀浆，再加入 5 mL 的 95%乙醇，继续研磨直到组织变白为止。过滤到 25 mL 棕色容量瓶中，

用少量乙醇清洗研钵、研棒及残渣，并将所有清洗液连同残渣一起过滤到容量瓶中。用滴管吸取乙醇，将

滤纸上的叶绿体色素全部冲入容量瓶中，直至滤纸和残渣中无绿色为止。最后用 95%的乙醇定容至 25 mL，

充分摇匀。每个样品重复 3 次。将叶绿体色素提取液倒入光径 1 cm 的比色皿中。以 95%乙醇为空白，利

用酶标仪测得溶液在波长 665 nm、649 nm 和 470 nm 下的吸光度。根据 Arnon（1949）描述的方法计算叶

绿素含量。 

2.4 转录组测序及分析 

选取 FERR 表达量高的三个过表达株系的叶片进行转录组测序，野生型作为对照，每个样品三个生物

学重复。根据植物组织 RNA 快速提取试剂盒（中国北京天根生物技术有限公司）说明书提取叶片总 RNA，

使用 1%琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 质量，使用 Nanodrop 紫外分光光度计测量 RNA 浓度，使用 Agilent 2100

精确检测 RNA 的完整性。检测合格后建库并进行双端测序。对原始数据进行过滤，去除接头序列及低质

量 reads，获得 clean reads。同时，从 https://figshare.com/articles/dataset/84K_genome_zip/12369209 网站下载

84K 参考基因组和注释文件。利用 HISAT2（v2.1.0）软件（Kim et al., 2015）将 clean reads 比对到参考基因

组。使用 FPKM（Fragments Per Kilobase of transcript per Million fragments mapped）（Pachter et al., 2010）定

量 RNA-seq 的基因表达值。使用 DESeq R Bioconductor 软件包（FC≥1 且 FDR<0.05）（Anders and Huber, 

2010）进行 DEGs 分析。使用六大数据库 NR（http://ncbi.nlm.nih.gov/），GO（http://www.geeontology.org），

KEGG （ http://www.kegg.jp ） ， COG/KOG （ https://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/ ） ， Uniprot 

（http://www.uniprot.org/）和 Pfam （http://pfam.xfam.org/）进行基因功能注释。使用 GOseq R 软件包（Young 

et al., 2010）对 DEGs 进行 GO 富集分析。使用 KOBAS 软件（Bu et al., 2021）分析 KEGG 富集通路。使用

Bardou 等（Bardou et al., 2014）描述的方法绘制了 Venn 图。 

2.5  数据处理 

利用 SPSS 26 （IBM Corp., United States）和 Excel 2016 软件进行数据处理及分析。叶绿素含量进行

了 t 检验。 

3 结果与分析 

3.1  转基因杨树的建立 

通过一系列分子检测，最终获得了 139 个过表达系和 91 个敲除系。以 Ubiquitin 基因为内参，qRT-PCR

结果显示 FERR 表达大于 2 的有三个过表达株系，分别为 OE16、OE22 和 OE28 系（图 2A）。以野生型为

对照，二代结合一代测序对 3 个靶点进行检测，结果显示，存在大片段缺失的敲除系（图 2B）。以 DR3、

DR18 和 DR21 系为例，DR3 系在第 3 个 sgRNA 靶位点存在 4 个 Indel，为纯合突变，DR18 系在第 1 个

sgRNA 靶位点存在 4 个 Indel，也为纯合突变，而 DR21 系在每个 sgRNA 靶位点均存在缺失，共计 33 个

Indel，此外，在第 1 个 sgRNA 靶位点多出了 1 个“T”碱基，而另一个等位基因与野生型相似，为杂合突变

（图 2B）。 

3 

扩增靶位

点 1、2 和 3 

Amplificati

on of target sites 

1, 2, and 3 

GTGGCAGAAGGTTAGACT TGAAATTGCTGAGCAGGT 

https://figshare.com/articles/dataset/84K_genome_zip/12369209
http://ncbi.nlm.nih.gov/），GO（http:/www.geeontology.org），KEGG（http:/www.kegg.jp），COG/KOG
http://ncbi.nlm.nih.gov/），GO（http:/www.geeontology.org），KEGG（http:/www.kegg.jp），COG/KOG
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/），Uniprot
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图 2 转基因植株检测 

Fig.2 Detection of transgenic plants 
A. 野生型和过表达系中 FERR 的相对表达量 The relative expression levels of FERR in the wild-type and overexpressing lines＊＊．过表达系中的 FERR

表达量与野生型相比存在极显著差异（P＜0. 01）。＊＊refered a extremely significant difference in relative expression levels of FERR between wild-type 

and overexpressing lines；B.野生型和敲除系中等位基因编辑情况 Gene editing of alleles in the wild-type and knockout lines.“-”表示碱基缺失。
“-”represent deletion. 

 

3.2 杨树性别决定基因降低叶片叶绿素含量 

通过观察杨树苗期外形生长情况，我们发现相比较于野生型而言，过表达 FERR 植株叶色均发黄严重

（图 3A），而基因编辑 ferr 叶片始终保持和野生型一样的绿色（图 3B）。叶片黄化常与叶绿素含量密切相

关。此外，叶绿素是光合作用的关键组分，它们能够吸收光能并将其转化为化学能，为植物的生长和发育

提供能量和有机物质。为此，测量了 27 个过表达系和 9 个野生型叶片的叶绿素含量，结果显示，过表达系

叶片中叶绿素 a 含量均值为 0.85，是野生型均值 1.22 的 0.70 倍，差异极显著（p<0.01）（表 2），过表达系

叶片中叶绿素 b 含量均值为 0.27，是野生型均值 0.4 的 0.68 倍，差异极显著（p<0.01）（表 2），过表达系

叶片中总叶绿素（a+b）含量均值为 1.12，是野生型均值 1.63 的 0.69 倍，差异极显著（p<0.01）（表 2），其

中叶绿素 b 含量差异最显著。表明杨树性别决定基因 FERR 的过表达显著降低了植株叶绿素的含量，也再

次证实了叶绿素含量与叶片黄化成负相关。 
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图 3 转基因植株和野生型叶色比较 

Fig.3 Comparison of leaf color between transgenic plants and wild-type 
A. 野生型和过表达系叶色比较 Comparison of leaf color between wild-type and overexpressing lines. OE 代表过表达系。OE represents the overexpressing 

lines；B.野生型和敲除系叶色比较 Comparison of leaf color between wild-type and knockout lines. DR 代表敲除系。DR represents the knockout lines. 

 

表 2  过表达 FERR 植株和野生型叶片叶绿素含量比较 
Tab. 2 Comparison of chlorophyll content between FERR overexpressing and wild-type leaves 

 

 

3.3 杨树性别决定基因主要参与类黄酮生物合成途径影响叶片叶绿素含量 

过表达 FERR 导致雄株杨树叶片黄化。为了进一步了解野生型和过表达系之间差异基因所参与的调控

通路，我们进行了转录组分析。结果显示，与野生型相比，在 OE16、OE22 和 OE28 系中分别发现了 1,461

个 DEGs、3,064 个 DEGs 和 3,103 个 DEGs （图 4A）。此外，野生型与这三个过表达系之间共有 899 个相

同的 DEGs（图 4A）。其中，617 个 DEGs 显著上调，占共同的总 DEGs 的 69%；282 个 DEGs 显著下调,占

共同的总 DEGs 的 31%，上调 DEGs 多于下调 DEGs 的数量（图 4B）。 

 

图 4 过表达系和野生型中的 DEGs 分析 

Fig.4 DEGs between overexpression lines and the wildtype 
A.差异表达基因韦恩图 Venn diagram of differential gene expression (DEGs)；B.899 个共同的 DEGs 的火山图 Volcano plot of common 899 DEGs 

随后，对 899 个共同的 DEGs 进行了 GO 和 KEGG 富集分析。在鉴定的前 20 个 GO 术语中，有 8 个

被归类为细胞组分（CC），6 个为分子功能（MF），6 个为生物过程（BP）（图 5A）。DEGs 主要富集在细

胞核（GO:0005634）、膜的完整组分（GO:0016021）和转录、DNA 模板的过程（GO:0006351）（图 5A）。

KEGG 分析显示，主要在黄酮类生物合成途径（ko00941）中显著富集，有 25 个 DEGs，数量最多，其次

叶绿素含量 

Chlorophyll content 

(mg·g-1 FW) 

过表达系 Over-expression lines 野生型 Wild type plants t-test 

数量 

n 

平均值 

Mean 

标准差 

SD. 

范围 

Range 

变异系数 

CV 

数量 

n 

平均值 

Mean 

标准差 

SD. 

范围 

Range 

变异系数 

CV 
p 

叶绿素-a 

Chlorophyll-a 
27 0.85  0.22  0.79-0.88 0.26  9 1.22  0.33  1.17-1.26 0.27  3.555E-12  

叶绿素-b 

Chlorophyll-b 
27 0.27  0.01  0.27-0.29 0.02  9 0.41  0.03  0.37-0.46 0.06  2.622E-07  

叶绿素-(a+b) 

Chlorophyll-(a+b) 
27 1.12  0.23  1.05-1.17 0.21  9 1.63  0.05  1.62-1.71 0.03  3.019E-10  
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富集在有 9 个 DEGs 的类胡萝卜素生物合成途径（ko00906）、有 7 个 DEGs 的 RNA 聚合酶（ko03020）、

有 9 个 DEGs 的氰基氨基酸代谢途径（ko00460）、有 7 个 DEGs 的半乳糖代谢途径（ko00052）、有 7 个

DEGs 的昼夜节律-植物（ko04712）、有 5 个 DEGs 的泛醌和其他萜类-醌的生物合成途径（ko00130）等通

路上（图 5B）。表明杨树性别决定基因 FERR 的过表达主要影响了植株类黄酮生物合成途径上基因的表达，

进而调控植物叶色。 

 
图 5GO 和 KEGG 通路富集分析 

Fig. 5 GO and KEGG pathway enrichment analysis 

A.899 个共同的 DEGs 的 GO 分析。GO analysis of 899 common DEGs.黄色、绿色和蓝色分别代表细胞组分（CC）、分子功能（MF）和生物过程

（BP）。外圈、中圈和内圈分别表示前 20 个 GO 术语、基因背景中的基因数量和 GO 术语的基因富集 P 值，以及 DEGs 的数量。中央梯形列表显示

每个 GO 术语的富集因子。GO analysis of 899 common DEGs. Yellow, green, and blue represent cellular component (CC), molecular function (MF) and 

biological process (BP), respectively. The outer circle, middle circle, and inner circle represented the top 20 GO terms, the gene numbers in the genome background 
and the gene enrichment P-value for the GO term, as well as the number of DEGs, respectively. The central ladder-shaped list indicates the enrichment factor for 

each GO term.；B.899 个共同的 DEGs 的 KEGG 分析。富集因子表示映射到某一通路的 DEGs 数量与映射到该通路的基因总数之比。基因计数表示映

射到某一通路的 DEGs 数量。KEGG analysis of 899 common DEGs. The enrichment factor represents the ratio of the number of DEGs mapped to a pathway 

to the total number of genes mapped to that pathway. Gene count denotes the number of DEGs mapped to a pathway.  

4 讨论   

雌雄异株植物不仅在生长、形态、生理、生活史和资源分配等营养特征上存在性别二态性，还会受到

生物和非生物胁迫的影响。例如，康定柳（S. paraplesia）雌性个体的株高、生物量积累、叶绿素总含量和

净光合速率都高于雄性个体（Liao et al., 2019）；两周大的大麻（Cannabis sativa）雄性个体的下胚轴要比雌

性个体长（Campbell et al., 2021）；红皮柳（S. purpurea）雌性个体株高和分枝角度大于雄株，而叶重小于

雄株（Gouker et al., 2021）；刺柏（Juniperus communis）雌株叶片中的碳水化合物、碳氮比和酚类化合物的

浓度高于雄株（Rabska et al., 2020）；相对于雄株，甜樟属的 Ocotea tenera 雌株叶片较大（Wheelwright et 

al., 2012）；干旱胁迫会导致美洲黑杨（P.deltoides）雌雄株的转录和代谢谱发生性别特异性的变化，从而导

致对草食动物的抗性不同（He et al., 2022）；水分胁迫和氮含量下降的双重压力下，坡柳（S. myrtillacea）

雌性个体表现出比雄性个体更好的生长和耐旱能力（Cai et al., 2022）；盐胁迫下，一年生山靛（Mercurialis 

annua）雌性个体比雄性个体产生更多的新的生殖节点（Cossard et al., 2019; Zluvova et al., 2015），盐胁迫还

会导致青杨（P. cathayana）雌性个体相比于雄性个体在生长方面（茎长、地径、SPAD、平均叶面积、生物

量积累）以及养分（碳、氮、磷、钾、钙和镁）积累方面的限制更为显著，而雄性个体对水分亏缺有更强

的适应性，并从 AMF 形成中获得更多的优势（Wu et al., 2015; Li, et al., 2020）；调控光竞争环境下，一年

生山靛雄性个体都比雌性个体更小（Labouche and Pannell, 2016）；升高温度和紫外辐射，欧洲山杨雌性个

体的酚类物质水平高于雄性个体（Sobuj et al., 2021）；夜间升温，青杨雄性个体通过扩展根系、积累更多的

碳水化合物和调节渗透物质，表现出比雌性个体对夜间温度具有更强的适应能力（Liao et al., 220）；在锰
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胁迫下，青杨雄性个体比雌性个体更具耐受性，以适应锰胁迫（Zhao et al., 2018）；在镉胁迫下，青杨的雌

性个体对镉积累更为敏感，遭受更严重的超微结构损伤，并且在生理活性方面表现出比雄性个体更大程度

的下降（Chen et al., 2016）。 

本研究初步揭示了性别决定基因对叶绿素含量的影响和参与的调控通路，从分子水平证实了植物在营

养发育阶段存在性别二态性。然而，本文仅对叶绿素含量这一生理性状进行了探究，存在一定的局限性。

未来需要进一步研究性别决定基因对其他营养特征是否也存在性别二态性，如株高、地径、地上部分和地

下部分生物量及光合产物分配、净光合速率、分枝数、茎节间数和节间距、叶片形态和大小、碳水化合物

浓度等生理指标。同时选择已经鉴定了性别决定基因的其他物种对生长和非生物胁迫响应的能力，进一步

研究植物性别二态性在不同性状和不同层次上的表现，有助于深入了解植物次生二态性的多效性和复杂性。 

5 结论 

本研究共获得了 91 个 “南林 895” 过表达株系和 139 个“84K”基因敲除系。在过表达株系中，普遍观

察到了植株叶片黄化现象。对叶色差异显著株系的叶绿素 a、b、（a+b）的含量测定显示，过表达株系叶绿

素 a、b、（a+b）的含量显著低于野生型，其中叶绿素 b 含量下降最为显著。而基因编辑植株没有出现黄化

现象，其叶色与野生型没有差异。对过表达株系开展的基因差异表达分析结果显示，过表达与野生型植株

叶片有 899 个差异表达基因。差异表达基因 GO 分类与 KEGG 通路分析显示，类黄酮生物合成途径是差异

表达基因数量最多的通路。杨树性别决定基因过表达可能影响了类黄酮生物合成途径基因的表达，从而影

响了过表达株系叶片叶绿素含量，最终导致叶片黄化现象。这一发现对植物性别决定基因影响植物非生殖

器官的次生性别二态性提供了直接证据。同时，这项研究也为植物育种和遗传改良提供了新的思路和理论

基础。 
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