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核桃是我国重要的经济树种，在发展山区经济、

退耕还林和保障粮油安全等方面扮演重要的角色。

在植物学和树木分类学中核桃属植物通常被定义为

高达乔木，自然生长情况下，成年树树高可达２５
３０ｍ［１－２］。目前，核桃栽培较多采用大冠稀植或乔

化密植，致使树冠郁闭，果实品质差，栽培管理难度

增大，经济效益降低。矮化是高等作物育种的重要

农艺性状，因其可改善种植密度、充分利用空间和土

地、增强光合效率提高产量、降低管理难度、抗倒伏

而受到越来越多的重视［３］。矮化密植栽培也成为果
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树及其他经济树种集约化经营发展的趋势。

‘辽宁１号’和‘辽宁２号’是１９８０年由辽宁省
经济林研究所刘万生等通过人工杂交育成。母本分

别为河北昌黎大薄皮（晚实）优株１０１０３和１０１０４，
父本同为新疆纸皮核桃（早实）优株１１００１。二者属
于半同胞家系，亲缘关系十分相近，但在生长特性方

面却表现出明显的差异。‘辽宁２号’树冠紧凑、树
体矮化，５年生树高仅１．５ ２．０ｍ左右，而８年生
‘辽宁１号’树高可达８ｍ左右［１］。通常认为，植物

的矮化与下列因素有关：在表型上，矮化植株表现为

节间长度的缩短或节数的减少，或者二者同时发生。

节间的缩短又分为各节间均匀缩短或特定节间的缩

短［４］；在细胞水平上，茎秆节间部分细胞数目的减少

或单细胞平均长度的减少是造成植物矮化的主要原

因［５］；在生理方面，激素对植株高的调控作用十分重

要，各种激素的作用不同又相互联系，其中，赤霉素

和油菜素内酯类激素在植物的株高调控方面发挥主

要作用［６－９］，细胞分裂素的主要生理功能是促进细

胞分裂和芽的分化，对细胞的伸长具有抑制作用，乙

烯和脱落酸通过与赤霉素的互作抑制细胞的纵向伸

长，使节间缩短，阻碍植物高生长［１０－１３］。激素调控

株高最著名的例子是２０世纪，矮杆小麦、水稻在世
界范围内大面积推广引发的“绿色革命”［１４－１５］；在

遗传上，异交繁殖占优势的植物出现近交时，通常会

导致子代在适应性、生长势等方面发生不同程度的

衰退［１６－１８］，表现出生长缓慢、植株矮化等现象［１９］。

近交引起这种现象的原因是多方面的，广泛被人们

接受的假说认为，近交降低种内遗传变异，导致后代

群体的遗传组成趋于纯合从而使隐性基因得以

表现［１９－２１］。

‘辽宁２号’树体矮化、丰产性强，育成至今已在
全国多个省市进行栽植，但对于致矮机制的研究尚

未见报道。本研究通过与生长正常且亲缘关系十分

接近的‘辽宁１号’品种比较，从生物学特性、基因组
及生长密切相关的基因 ＪｒＧＡＩ的表达等方面对‘辽
宁２号’的致矮机制进行探讨，结果对深入认识核桃
矮化性状的形成机制和科学利用提供理论基础和

指导。

１　材料与方法
１．１　试验材料

试验地点位于河北省定州市德胜农林公司品种

评比园（３８°３３′４９．４２″Ｎ、１１４°５８′３２．８６″Ｅ）。试验材

料为９年生早实核桃品种：‘辽宁１号’（河北昌黎
大薄皮１０１０３×新疆纸皮１１００１）和 ‘辽宁２号’（河
北昌黎大薄皮１０１０４×新疆纸皮１１００１）。立地条件
和管理水平相同，并通过人工疏花疏果保持单位空

间内果实负载量基本一致。

１．２　试验方法
１．２．１　物候期及树体生长特性的比较研究　分别
选取‘辽宁１号’和‘辽宁２号’树势一致的树体各３
棵，进行物候期及树体生长特性的调查。调查方法

参照《植物新品种特异性、一致性、稳定性测试指南

－核桃属》进行［２２］。物候期观测于 ２０１４年进行。
使用测高器、米尺和围尺进行树高、冠幅和地径（地

面以上２０ｃｍ处的测量值）的测量，选取树冠外围东
至南侧正常生长的一年结果枝和发育枝各３０个，采
用米尺测量其长度，数出３０个枝条上的节数，总长
度除以总节数，得到结果枝和发育枝平均节间长度。

１．２．２　生长负调控基因 ＪｒＧＡＩ在新梢发育过程中
的表达分析　分别于萌芽前、展叶期、新梢速长期和
新梢停长期采集２个品种发育枝的顶端叶芽、新梢
顶端第１节位及茎尖组织，每个品种采集３棵。参
照何富强等［２３］的 方法进行 ＲＮＡ提取，Ｎａｎｏ
Ｄｒｏｐ２０００微量分光光度计测定浓度，将同一时期３
次重复的ＲＮＡ进行等量混合并反转录为ｃＤＮＡ。根
据前期研究得到的核桃ＤＥＬＬＡ蛋白编码基因 ＪｒＧＡＩ
（Ｇｅｎｅｂａｎｋ：ＪＦ７６６６０６）ｃＤＮＡ全长设计基因特异性
引物，以１８ＳｒＲＮＡ为内参基因设计引物（表１），实
时荧光定量ｑＲＴＰＣＲ检测ＪｒＧＡＩ基因在新梢发育过
程中的表达模式。实时荧光定量ｑＲＴＰＣＲ２０．０μＬ
反应体系为：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ（２Ｘ）１０．０μＬ，上游引物
（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）０．４μＬ，下游引物（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）
０．４μＬ，ｃＤＮＡ２．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ７．２μＬ，每样本３次技
术重复。采用两步法 ＰＣＲ标准扩增程序，以２－ΔΔＣＴ

法进行定量数据分析。

表１　引物列表

引物名称 引物序列（５′３′）
ｑＪｒＧＡＩＦ ＡＧＣＧＡＡＣＣＡＣＡＡＣＧＧＡＣＣＡＧＴ
ｑＪｒＧＡＩＲ ＡＣＣＴＴＧＴＣＣＴＧＡＴＴＧＣＴＣＡＣＧＧＡＴ
１８ＳｒＲＮＡＦ ＡＧＡＧＧＣＣＴＡＣＡＡＴＧＧＴＧＧＴＧ
１８ＳｒＲＮＡＲ ＣＴＣＣＡＡＴＧＧＡＴＣＣＴＣＧＴＴＡ

１．２．３　基因组位点的 ＳＳＲ分析　于展叶期采集２
个品种的叶片，改良 ＣＴＡＢ法［２４］分别提取２个品种
的基因组 ＤＮＡ。经琼脂糖凝胶电泳和分光光度法
检测基因组ＤＮＡ的浓度和质量后，稀释至２５ｎｇ·

１１９
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ｕＬ－１的工作浓度。利用２５对从核桃（前缀：ＷＪＲ）和
黑核桃（前缀：ＷＧＡ）中筛选得到的稳定性好、多态
性高ＳＳＲ引物［２５］，以‘辽宁１号’和‘辽宁２号’的
基因组ＤＮＡ为模板进行扩增，分析２个品种的基因
组纯合情况。ＰＣＲ反应体系（２０μＬ）为：Ｂｕｆｆｅｒ（１０
×）２．０μＬ，ｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）１．６μＬ，引物
（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）１．６μＬ，ＥｘＴａｑ（５Ｕ·μＬ－１）０．３
μＬ，ＤＮＡ（２５ｎｇ·μＬ－１）２．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足
２００μＬ。反应程序：９４℃，５ｍｉｎ；９４℃，４５ｓ，５２
５６℃，４５ｓ，７２℃，４５ｓ，４０个循环；７２℃，７ｍｉｎ。扩
增产物利用６％变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，高
压电泳７５Ｗ恒定功率，预电泳４５ｍｉｎ，上样７５Ｗ
电泳 １ｈ。电泳后参照 ＭｃＣｏｕｃｈ［２６］的方法银染显
色，数码相机拍照记录。根据扩增条带的相对迁移

位置绘制扩增结果示意图，同一引物在不同品种中

扩增条带在模式图中水平位置一致，则代表该引物

检测的ＳＳＲ位点在供试品种中具有相同等位基因，
判定其来源于同一亲本或不同亲本相同染色体的同

一区段。如果一对引物扩增出 ２条带则为杂合位
点，扩增出１条带则为纯合位点。
１．２．４　数据处理　试验数据采用ＳＰＳＳ１８．０统计软
件进行０．０５水平Ｄｕｎｃａｎ’ｓ差异显著性检验。

２　结果与分析
２．１　物候期及生长特性的比较

物候期的观测结果（表 ２）显示：‘辽宁２号’和
‘辽宁１号’的萌芽期在 ４月上旬，‘辽宁 ２号’比
‘辽宁１号’早５ｄ；５月中旬进入新梢停长期，‘辽宁
２号’比‘辽宁１号’早４ｄ；落叶期一般在１１月中下
旬，‘辽宁２号’比‘辽宁１号’早７ｄ；在物候期方面
‘辽宁２号’比‘辽宁１号’整体提前２ ７ｄ，没有明
显差异。树体生长情况调查及方差分析结果（表 ３）
表明：９年生‘辽宁２号’的树高平均为３．８３ｍ，为
‘辽宁１号’树高的６０．５％，冠幅和地径等也显著低
于‘辽宁１号’；‘辽宁２号’的当年生发育枝节间数
与‘辽宁１号’的差异不显著，但其平均节间长度明
显较短，为３．２８ｃｍ，仅为‘辽宁１号’的６３．１％。

表２　不同核桃品种物候期的对比

核桃品种
萌芽期

雄花

盛花期

雌花

盛花期

新梢

停长期

果实

成熟期

落叶

期

时间（月－日）
‘辽宁１号’０４－０９ ０４－２２ ０４－３０ ０５－１７ ０９－１９ １１－２２
‘辽宁２号’０４－０４ ０４－２０ ０５－０３ ０５－１３ ０９－１５ １１－１５

表３　不同核桃品种‘辽宁１号’和‘辽宁２号’树体生长特性对比

品种 树高／ｍ 地径／ｃｍ
冠幅／ｍ

东西／ｍ 南北／ｍ
小叶数／片

结果枝平均

节间长／ｃｍ
发育枝平均

节间长／ｃｍ
发育枝

结间数／个
‘辽宁１号’ ６．３３ａ １４．８７ａ ４．９３ａ ４．７７ａ ５ ７ １．１７ａ ５．２０ａ ９．７１ａ
‘辽宁２号’ ３．８３ｂ １２．４７ｂ ３．９７ｂ ３．９５ｂ ５ ７ １．１２ａ ３．２８ｂ ９．３８ａ
　　注：同列不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），下同。

２．２　生长负调控基因 ＪｒＧＡＩ在枝条发育过程中的
表达模式

　　实时荧光定量ＰＣＲ结果显示：在‘辽宁２号’和
‘辽宁１号’的新梢生长发育过程中，ＪｒＧＡＩ基因在２
个品种中的表达水平呈相同的变化模式（图１）：Ｊｒ
ＧＡＩ基因在未萌发的芽中具有较高的表达水平，随
着芽的萌发和新梢的迅速伸长而降低，至新梢停长

后恢复较高的表达水平。在展叶期和新梢速长期，

ＪｒＧＡＩ基因在‘辽宁１号’中的表达量下降，与叶芽期
的差异均显著，分别为叶芽期的７９．５％和５６８％，
而在‘辽宁２号’中的表达量则相对稳定，分别为叶
芽期的８０．５％和７９．５％。
２．３　基因组纯合度的ＳＳＲ鉴定

２５对ＳＳＲ引物在‘辽宁１号’和‘辽宁２号’中
扩增的条带数量及位置示意图见图２。１对引物扩

图１　ＪｒＧＡＩ基因在不同核桃品种新梢发育过程中的表达分析

增出２条带为杂合位点，扩增出１条带则为纯合位
点。同一引物扩增产物的条带水平位置相同，代表

该引物在供试品种中具有相同等位基因。以引物

ＷＪＲ０２２在‘辽宁１号’和‘辽宁２号’扩增条带模式
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为例，在２个品种中，该引物检测的位点均为杂合，
“”标注的等位基因为二者共有等位基因，推测其
来自二者共同的父本新疆纸皮核桃单株１１００１。在
检测的２５个 ＳＳＲ位点中，１９个位点在‘辽宁１号’
和‘辽宁２号’至少有１个共有等位基因，来自于相
同父本新疆纸皮核桃单株 １１００１；引物 ＷＪＲ０８７、
ＷＪＲ２９４、ＷＪＲ３０９、ＷＧＡ０７０、ＷＧＡ０８９和 ＷＧＡ３３１所

检测的ＳＳＲ位点，‘辽宁１号’和‘辽宁２号’无共有
等位基因。‘辽宁１号’扩增出２５个位点的３７个等
位基因，其中，１３个位点为纯合。‘辽宁２号’扩增
出２５个位点的３２个等位基因，其中，１８个位点为纯
合。‘辽宁１号’和‘辽宁２号’纯合等位基因的比
例分别为５２％和７２％，‘辽宁２号’的ＳＳＲ位点纯合
度明显高于‘辽宁１号’。

图２　２５对ＳＳＲ引物在核桃品种‘辽宁１号’和‘辽宁２号’中扩增的条带数量及位置

３　结论与讨论
物候期及树体生长特性的比较研究发现，‘辽宁

２号’株高降低主要由节间长度的缩短引起，这与在
桃和梨的矮化机制研究中得到的结论一致，即矮化

类型资源主要是由于节间长度的缩短造成［２７－２８］。

在柑橘的矮生和矮化效应预选指标的研究也发现，

实生植株的节间长度与株高呈极显著正相关［２９］，而

在陆地棉矮化突变体的研究中发现，突变体的株高、

节间数和节间长度都显著低于野生型，突变体的矮

化表型是由节间数和节间长度共同作用的结果［３０］。

在矮化管理措施的研究中发现，通过施用植物生长

调节抑制剂获得的矮化绿竹植株则主要由节间数目

的减少造成［３１］。

实时荧光定量ＰＣＲ结果发现，在新梢发育过程
中，ＪｒＧＡＩ基因在２个品种中均表现出展叶期和新梢
速长期表达量下降的特点，且在‘辽宁１号’中２个
时期表达量的下降均达显著水平，而在‘辽宁２号’
中的表达量则相对稳定。因此，ＪｒＧＡＩ基因在２个品
种新梢发育过程中表达水平的差异可能是造成‘辽

宁２号’矮化性状的原因之一。ＪｒＧＡＩ基因编码的
ＤＥＬＬＡ蛋白家族成员［３２－３３］是赤霉素的信号转导通

路中一个重要的负调控基因，其超量表达或 ＤＥＬＬＡ
功能结构域的突变均会导致植株赤霉素不敏感的矮

化表型［１４，３４］。在柱形苹果短枝、矮化特性的研究

中，ＭｄＧＡＩ基因在柱型和普通型苹果春、夏和秋季的
新梢茎尖均能表达，且同一时期，普通型苹果新梢茎

尖的表达量明显较低，说明柱型苹果的生长分枝特

性可能与 ＭｄＧＡＩ基因的表达差异有关［３５］。在 ＧＡＩ
基因功能验证方面，拟南芥 ＧＡＩ基因转化苹果、杨
树［３６］，苹果ＭｄＲＧＬａ基因转化烟草均获得具有矮化
表型的植株，且转基因植株的矮化程度与基因表达

量显著相关［３７］。

ＳＳＲ扩增结果显示：２个品种的 ＳＳＲ位点存在
较大差异，较为突出的特征是，‘辽宁２号’的 ＳＳＲ
位点纯合度增加。这种现象可能是由于育种亲本

的亲缘关系较近引起的近交所致。异交在核桃属

植物交配系统中占绝对优势，近交通常会因为有害

等位基因的结合导致子代抗逆性下降、生长缓慢等

衰退表现［３８］。在其他木本植物的研究中，梨［３９］近

交后代同样表现出了树体矮化、生活力下降等近交

衰退现象。在 ＳＳＲ技术对不同交配组合鹅掌楸子
代的研究中也得到一致的结论，即近交（自交）组

合子代的纯合子比例显著增加，且这部分子代在生

长量和存活率方面表现出显著的降低［４０］；所以，在

生产中，利用‘辽宁２号’时要注意加强土肥水管
理，合理控制果实负载量并选择生长势强的砧木来

避免树势过早衰退，甚至死亡。另外，本研究仅从

生物学特性、基因组 ＳＳＲ位点纯合度及赤霉素负
调控基因 ＪｒＧＡＩ表达方面对‘辽宁２号’矮化机制
进行了初步的探索，更深层次的致矮机理还需要从

其他生长相关激素及全基因组水平进行更广泛和

深入的研究。
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