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摘 要：柑橘是全球最重要的经济水果作物之一，年产量超过1.5亿吨。汁胞细胞是柑橘果实主要的可食部分，是一种高度特化的薄

壁细胞，在果实成熟过程中经历剧烈的发育变化，直接决定果实的质地、风味、营养品质和采后耐贮性。然而，传统的bulk RNA测

序（bulk RNA-seq）平均了异质细胞群的转录组信号，掩盖了汁胞发育和成熟背后的细胞多样性和动态调控机制。本研究采用高通

量单细胞RNA测序（scRNA-seq）技术，对四个关键成熟期：绿熟期（花后90天）、转色期（花后120天）、完熟期（花后150天）和

衰老期（花后180天）的柑橘果实（宫川温州蜜柑）汁胞细胞进行了系统的转录组图谱分析。我们共捕获了28，642个高质量的单细

胞，通过无监督聚类分析鉴定了8个具有独特基因表达特征的细胞亚群。基于已知标记基因的表达和功能富集分析，将这些亚群注释

为：分生组织样前体细胞、早期扩张细胞、液泡发育细胞、糖积累细胞、有机酸代谢细胞、细胞壁修饰细胞、成熟功能细胞和衰老/

萎缩细胞。利用Monocle 3和PAGA算法进行的伪时间轨迹分析重建了汁胞细胞的连续发育过程，揭示了一条线性主轨迹（前体细胞 →

早期扩张细胞 → 液泡发育细胞 → 成熟功能细胞）和两条次级分支（糖积累分支和有机酸代谢分支），这些分支与果实品质形成

密切相关。对不同细胞群和成熟阶段的差异基因表达分析鉴定出12，458个差异表达基因（DEG），这些基因显著富集在细胞扩张、

糖转运与代谢、有机酸降解、细胞壁修饰、类胡萝卜素生物合成和激素信号转导等通路中。利用SCENIC和WGCNA算法进行的基因调

控网络（GRN）分析鉴定了12个核心转录因子（TF），包括CsMYB77、CsNAC083、CsWRKY42、CsbZIP1和CsAP2/ERF19等，它们在调控

汁胞细胞发育和成熟中发挥核心作用。通过瞬时过表达和CRISPR/Cas9介导的基因编辑技术，对三个关键候选基因（CsMYB77、CsNAC083

和CsSWEET16）进行了功能验证。结果表明，过表达CsMYB77显著促进细胞扩张和可溶性糖积累；CRISPR/Cas9编辑的CsNAC083株系

表现出延迟成熟和细胞壁增厚；沉默CsSWEET16则导致汁胞细胞中蔗糖含量显著降低。本研究首次绘制了柑橘汁胞细胞全面的单细

胞转录组图谱，系统阐明了果实成熟过程中的异质性发育轨迹和分子调控机制，为柑橘果实品质的遗传改良提供了宝贵的基因资源

和理论基础。
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Abstract: Citrus is one of the most economically important fruit crops worldwide, with a global annual output exceeding 150 million tons.
Juice sac cells, the major edible portion of citrus fruit, are highly specialized parenchyma cells that undergo dramatic developmental changes
during fruit ripening, directly determining fruit texture, flavor, nutritional content, and postharvest storability. However, traditional bulk
RNA sequencing (bulk RNA-seq) averages the transcriptomic signals of heterogeneous cell populations, masking the cellular diversity and
dynamic regulatory mechanisms underlying juice sac development and ripening. In this study, we employed high-throughput single-cell
RNA sequencing (scRNA-seq) to systematically profile the transcriptomes of juice sac cells isolated from citrus fruit (Citrus unshiu Marc. cv.
Miyagawa wase) at four key ripening stages: green ripe stage (90 days after anthesis, DAA), color breaking stage (120 DAA), full ripe stage
(150 DAA), and senescent stage (180 DAA). A total of 28,642 high-quality single cells were captured, and unsupervised clustering analysis
identified 8 distinct cell clusters with unique gene expression signatures. These clusters were annotated as meristem-like precursor cells, early
expansion cells, vacuole-developing cells, sugar-accumulating cells, organic acid-metabolizing cells, cell wall-modifying cells, mature
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functional cells, and senescent/shriveled cells, based on the expression of known marker genes and functional enrichment analysis. Pseudotime
trajectory analysis using Monocle 3 and PAGA algorithms reconstructed the continuous developmental process of juice sac cells, revealing a
linear primary trajectory (precursor cells → early expansion cells → vacuole-developing cells → mature functional cells) and two secondary
branches (sugar-accumulating branch and organic acid-metabolizing branch), which are closely associated with fruit quality
formation.Differential gene expression analysis between different cell clusters and ripening stages identified 12,458 differentially expressed
genes (DEGs), which were significantly enriched in pathways related to cell expansion, sugar transport and metabolism, organic acid
degradation, cell wall modification, carotenoid biosynthesis, and hormone signal transduction. Gene regulatory network (GRN) analysis using
SCENIC and WGCNA algorithms identified 12 hub transcription factors (TFs), including CsMYB77, CsNAC083, CsWRKY42, CsbZIP1,
and CsAP2/ERF19, which play core roles in regulating juice sac cell development and ripening. Functional validation of three key candidate
genes (CsMYB77, CsNAC083, and CsSWEET16) was performed using transient overexpression and CRISPR/Cas9-mediated gene editing.
The results showed that overexpression of CsMYB77 significantly promoted cell expansion and soluble sugar accumulation,
CRISPR/Cas9-edited CsNAC083 lines exhibited delayed ripening and thicker cell walls, and silencing of CsSWEET16 dramatically reduced
sucrose content in juice sac cells. This study provides the first comprehensive single-cell transcriptomic landscape of citrus juice sac cells,
systematically elucidates the heterogeneous developmental trajectory and molecular regulatory mechanisms during fruit ripening, and offers
valuable genetic resources and theoretical basis for the genetic improvement of citrus fruit quality.
Keywords: single-cell RNA sequencing; citrus fruit; juice sac cells; heterogeneous development; ripening regulation; gene regulatory network

1 引言

1.1 研究背景与意义

1.1.1 柑橘果实的重要经济价值与营养价值

柑橘属于芸香科（Rutaceae）柑橘属（Citrus L.）多年

生常绿果树，是全球分布最广、产量最高、贸易量最大的

温带与亚热带果树作物之一，其栽培范围覆盖全球140多个

国家和地区，涉及亚洲、美洲、欧洲、非洲等主要农业产

区。根据联合国粮农组织（Food and Agriculture Organization

of the United Nations, FAO）2024年发布的全球柑橘产业统计

数据，全球柑橘年产量已连续5年突破1.5亿吨，其中甜橙占

比约60%，宽皮柑橘占比约25%，柚类、柠檬等占比约15%[1]。

柑橘产业不仅是全球鲜果市场的核心组成部分，也是果汁

加工、芳香油提取、药用成分开发等农产品加工产业的重

要原料来源，全球柑橘加工产品年销售额超过2000亿美元，

创造了庞大的经济价值和就业岗位。

中国是世界第一大柑橘生产国和消费国，栽培历史悠

久，距今已有超过4000年的栽培历史，拥有丰富的地方品

种和优异种质资源，包括宽皮柑橘、甜橙、柚、柠檬、金

柑等五大类，共计1000多个品种。目前，中国柑橘栽培面

积超过270万公顷，年产量突破5500万吨，占全球总产量的

1/3以上，主要分布在长江流域及以南地区，包括四川、重

庆、湖北、湖南、江西、浙江、广东、广西等省份。柑橘

产业已成为中国南方农村经济的支柱产业之一，是乡村振

兴战略中促进农民增收、优化农业产业结构、推动区域经

济发展的重要抓手，仅湖北省柑橘产业年产值就超过300亿

元，带动数百万农户就业增收[2]。

柑橘果实不仅风味鲜美、口感多汁，还富含多种对人

体健康有益的功能性营养成分，是人们日常膳食中重要的

营养来源。其中，维生素C（抗坏血酸）含量尤为丰富，每

100克新鲜柑橘果肉中维生素C含量可达30-50毫克，部分品

种（如柠檬）可高达100毫克以上，维生素C具有强大的抗

氧化能力，能够清除体内自由基、增强机体免疫力、促进

胶原蛋白合成、预防坏血病，对维持人体正常生理功能具

有重要作用[3]。此外，柑橘果实还富含类黄酮、类胡萝卜素、

膳食纤维、钾、钙、镁、磷等营养成分：类黄酮物质（如

橙皮苷、柚皮苷、芦丁等）具有抗炎、抑菌、降血脂、保

护心脑血管、抗肿瘤等生理活性；类胡萝卜素（如β-隐黄

质、叶黄素、番茄红素等）不仅赋予柑橘果实鲜艳的橙黄

色泽，还可在人体内转化为维生素A，对维持视觉健康、保

护上皮组织完整性具有重要意义；膳食纤维能够促进肠道

蠕动、预防便秘、调节肠道菌群平衡，降低肥胖、糖尿病、

心血管疾病等慢性疾病的发病风险。

随着居民生活水平的提高和健康意识的提升，市场对

柑橘果实的品质要求日益提高，不仅关注果实的外观色泽、

大小、整齐度，更注重果实的内在品质，如甜度、酸度、

多汁性、脆嫩度、风味浓郁度等。然而，当前柑橘生产中

仍存在诸多品质问题，如果实糖酸比失衡、肉质粗糙、枯

水、风味变淡等，严重影响了柑橘果实的商品价值和市场

竞争力。因此，深入解析柑橘果实发育成熟的分子生理机

制，挖掘调控果实品质形成的关键基因和信号通路，建立

品质定向改良的分子育种技术体系，对推动柑橘产业高质

量发展、提升果实品质和产量具有重要的理论价值和实践

意义。

1.1.2 果实成熟过程研究的必要性

果实成熟是植物生命周期中一个高度协调、程序化调

控的复杂发育过程，是果实从生长阶段向成熟阶段过渡的
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关键时期，涉及果皮着色、果肉软化、糖分积累、有机酸

降解、香气物质合成、细胞壁重塑、激素信号转导等一系

列生理生化变化，这些变化共同决定了果实的最终品质和

商品价值。根据果实成熟过程中呼吸速率和乙烯合成的变

化特征，可将果实分为呼吸跃变型果实和非呼吸跃变型果

实两大类：呼吸跃变型果实（如番茄、苹果、香蕉、梨等）

在成熟过程中会出现明显的呼吸速率高峰和乙烯爆发式合

成，乙烯是调控其成熟的关键激素；而非呼吸跃变型果实

（如柑橘、葡萄、草莓、西瓜等）在成熟过程中呼吸速率

平稳下降，无明显的乙烯爆发，其成熟过程主要受脱落酸

（ABA）、茉莉酸（JA）、生长素（IAA）、赤霉素（GA）

等多种激素的协同调控，调控机制与呼吸跃变型果实存在

显著差异[4]。

柑橘属于典型的非呼吸跃变型果实，其成熟过程具有

独特的调控特征：成熟启动阶段主要依赖ABA的积累，ABA

通过激活下游信号通路，调控成熟相关基因的表达，进而

启动果实着色、糖酸代谢、细胞壁修饰等成熟相关进程；

JA能够促进柑橘果实香气物质的合成和果实软化，与ABA

协同调控果实成熟；IAA和GA则主要在果实生长发育前期

发挥作用，抑制果实成熟，随着果实成熟，其含量逐渐下

降[5]。柑橘果实的成熟进程受遗传因素、环境因素（如光照、

温度、水分、养分）、栽培管理措施（如修剪、疏果、套袋）

等多种因素的综合影响，不同品种、不同栽培区域、不同栽

培条件下，果实的成熟时间、品质表现存在显著差异。

果实成熟质量直接决定了果实的商品价值、货架期和

市场竞争力：成熟不足的柑橘果实，果肉坚硬、酸涩味重、

风味清淡、色泽不佳，难以满足消费者的需求；而成熟过

度的果实，果肉易软化、枯水、腐烂，货架期缩短，易造

成产后损失。据统计，全球柑橘采后损失率高达20%-30%，

其中因成熟调控不当导致的果实品质劣变和腐烂是主要原

因之一[6]。此外，柑橘果实的采后保鲜、冷链运输、加工适

性（如果汁加工、罐头加工）等也与果实成熟度密切相关，

精准掌握果实成熟进程和调控机制，能够为果实的适时采

收、采后保鲜、加工工艺优化提供科学依据，有效降低采

后损失，提升产品附加值。

目前，国内外对柑橘果实成熟的研究已取得一定进展，

在生理生化层面，明确了成熟过程中糖酸代谢、色素合成、

细胞壁修饰、激素变化等关键生理过程；在分子层面，鉴

定出了一批与成熟相关的结构基因和转录因子。但这些研

究大多基于混合组织样本（如整个果肉、整个果实）进行，

无法区分不同细胞类型的特异表达模式和调控机制，忽略

了细胞异质性对果实成熟进程的影响，导致对柑橘成熟调

控网络的理解不够深入、精准，限制了品质精准调控和分

子育种的效率。因此，在单细胞水平上系统解析柑橘果实

成熟的分子机制，揭示不同细胞类型的发育特征和调控规

律，具有重要的理论价值和实践意义。

1.1.3 汁胞细胞在柑橘果实中的关键作用

柑橘果实的可食用部分主要由大量的汁胞（juice sac）

细胞构成，汁胞是柑橘果实特有的结构，起源于心皮内表

面的绒毛状突起，在果实发育过程中，经细胞分裂、细胞

扩张、细胞分化和成熟等一系列过程，形成高度特化的薄

壁组织，其重量占果实总重量的70%-85%，是柑橘果实最

主要的食用部位。汁胞细胞的发育状态和生理代谢活动直

接决定了柑橘果实的多汁性、脆嫩度、甜度、酸度、风味

和营养成分，是柑橘果实品质形成的核心载体。

从解剖学结构来看，柑橘汁胞组织由表皮细胞、皮层

细胞、维管束细胞和中央薄壁细胞构成，不同部位的汁胞

细胞在形态、大小、功能上存在一定差异：表皮细胞排列

紧密，细胞壁较薄，具有保护作用；皮层细胞体积较大，

液泡发达，是营养成分积累的主要场所；维管束细胞主要

负责水分和养分的运输，连接汁胞组织与果实其他部位；

中央薄壁细胞体积最大，液泡占细胞体积的90%以上，是

糖分、有机酸、维生素、香气物质等品质成分的主要储存

部位。在果实成熟过程中，汁胞细胞会经历剧烈的形态和

生理代谢变化，这些变化是果实品质形成的关键。

成熟过程中，汁胞细胞的主要发育特征包括：① 细胞

扩张：汁胞细胞在成熟前期会经历快速的细胞扩张，细胞

体积增大2-3倍，细胞形态由圆形变为椭圆形或不规则形，

细胞间隙增大，这是果实增大和多汁性形成的主要原因；

② 液泡发育：液泡是汁胞细胞中最主要的细胞器，成熟过

程中，液泡体积不断增大，逐渐占据细胞的绝大部分空间，

液泡内积累大量的糖分、有机酸、色素、氨基酸等物质，

是品质成分储存的主要场所[7]；③ 细胞壁修饰：汁胞细胞的

细胞壁主要由果胶、纤维素、半纤维素等成分构成，成熟

过程中，细胞壁中的果胶酶、纤维素酶、半纤维素酶活性

升高，导致细胞壁成分降解、细胞壁变薄、细胞壁松弛，

从而使果肉变得脆嫩多汁；④ 糖酸代谢：成熟过程中，汁

胞细胞中的淀粉等多糖物质逐渐水解为蔗糖、果糖、葡萄

糖等可溶性糖，导致果实甜度升高；同时，柠檬酸、苹果

酸等有机酸逐渐降解，含量降低，糖酸比逐渐升高，形成

柑橘果实特有的酸甜风味；⑤ 色素合成：成熟过程中，汁

胞细胞中的叶绿素逐渐降解，类胡萝卜素（如β-隐黄质、
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叶黄素）合成增强，导致果肉呈现出鲜艳的橙黄色；⑥ 香

气物质合成：汁胞细胞中挥发性香气物质（如萜类、酯类、

醛类、酮类）的合成量增加，形成柑橘果实特有的香气。

值得注意的是，柑橘汁胞细胞存在显著的异质性，这

种异质性主要体现在两个方面：一是空间异质性，同一果

实不同部位（如果实顶部、中部、底部）的汁胞细胞，其

发育状态、糖酸含量、酶活性存在差异；二是时序异质性，

同一部位的汁胞细胞，在成熟过程中的发育速度和代谢状

态也存在差异。这种异质性是导致柑橘果实成熟不均匀、

品质一致性差的重要原因，例如，部分果实会出现“阴阳

面”“酸甜不均”等现象，严重影响果实的商品价值。因

此，研究汁胞细胞的异质性发育轨迹和调控机制，是理解

柑橘果实成熟机制、改善果实品质一致性的关键环节。

1.1.4 单细胞测序技术的优势与应用前景

传统的转录组分析技术（如bulk RNA-seq）是对大量

细胞的混合样本进行测序，获得的是所有细胞转录组的平

均水平，无法区分不同细胞类型的特异表达模式，也无法

捕捉细胞间的异质性差异，这在研究复杂组织（如柑橘汁

胞组织）的发育机制时存在明显的局限性。随着生命科学

技术的快速发展，单细胞RNA测序（single-cell RNA

sequencing, scRNA-seq）技术应运而生，该技术能够突破

bulk RNA-seq的“平均化”局限，在单个细胞水平上解析

转录组图谱，精准捕捉细胞间的异质性，揭示不同细胞类

型的发育特征和调控机制，为研究复杂组织的细胞分化、

发育轨迹、命运决定等提供了强大的工具，推动生命科学

研究进入“细胞分辨率时代”。

scRNA-seq技术具有以下显著优势：① 分辨率高：能

够在单个细胞水平上检测基因表达，精准识别不同细胞类

型的特异表达基因和分子标记，揭示细胞间的异质性；② 通

量 高 ： 目 前 主 流 的 scRNA-seq 平 台 （ 如 10x Genomics

Chromium、BD Rhapsody）能够同时捕获数千个甚至数万个

细胞，实现大规模细胞的转录组分析；③ 灵敏度高：能够

检测到低丰度基因的表达，捕捉细胞发育过程中的动态转

录变化；④ 系统性强：能够构建细胞发育轨迹，揭示细胞

的分化路径和命运决定机制，构建基因调控网络，深入解

析复杂的发育调控过程。

自2009年首个单细胞转录组测序技术被报道以来，

scRNA-seq技术已广泛应用于动物发育、肿瘤异质性、干细

胞分化、免疫应答、神经系统发育等领域，取得了一系列

突破性进展。例如，通过scRNA-seq技术，研究人员成功解

析了人类胚胎发育过程中不同细胞类型的分化轨迹，鉴定

出了胚胎发育的关键调控基因；在肿瘤研究中，揭示了肿

瘤细胞的异质性特征，为肿瘤的精准治疗提供了新的靶点；

在干细胞研究中，明确了干细胞的分化路径和调控机制，

为干细胞的临床应用提供了理论依据[8]。

近年来，scRNA-seq技术在植物研究中的应用也逐步兴

起，随着植物原生质体制备技术、测序技术和数据分析方

法的不断优化，scRNA-seq已成功应用于拟南芥、水稻、玉

米、番茄、杨树、小麦等多种植物的研究中。在植物发育

研究中，研究人员利用scRNA-seq技术构建了拟南芥根尖、

叶片、花器官，水稻根、茎、叶，番茄果实，玉米胚乳等

器官的单细胞转录组图谱，鉴定出了多种新的细胞类型和

分子标记，揭示了植物细胞分化、组织发育、逆境响应等

过程的分子机制。例如，拟南芥根尖单细胞转录组研究鉴

定出了25种不同的细胞类型，揭示了干细胞微环境的调控

机制；番茄果实单细胞转录组研究解析了果皮、果肉、胶

质胎座等不同组织的细胞类型分化和成熟调控机制；水稻

根单细胞转录组研究揭示了水稻根响应逆境胁迫的细胞特

异性机制。

然而，植物scRNA-seq研究仍面临一些独特的挑战：①

植物细胞具有坚硬的细胞壁，原生质体制备难度大，且植

物组织中富含多糖、酚类、色素等次生代谢产物，容易影

响原生质体的活性和转录组的完整性；② 植物细胞高度液

泡化，细胞质含量少，mRNA含量低，导致测序灵敏度不足，

难以检测到低丰度基因的表达；③ 植物细胞类型复杂，且

缺乏通用的细胞标记基因，细胞类型注释难度较大；④ 植

物不同组织、不同发育阶段的细胞异质性差异显著，增加

了数据分析的难度。

柑橘汁胞组织高度肉质化、富含多糖和酚类物质，原

生质体制备和scRNA-seq测序难度更高，目前国内外尚未有

柑橘汁胞细胞单细胞测序的系统报道。本研究率先将高通

量scRNA-seq技术应用于柑橘汁胞发育研究，优化原生质体

制备和测序流程，构建柑橘汁胞细胞的单细胞转录组图谱，

揭示汁胞细胞的异质性发育轨迹和成熟调控机制，不仅能

够填补柑橘单细胞研究的空白，还能够为非跃变型果实细

胞发育研究提供新的范式，具有重要的理论创新价值和应

用前景。

1.2 国内外研究现状

1.2.1 柑橘果实成熟过程的研究进展

近年来，国内外对柑橘果实成熟过程的研究已从生理

生化层面逐步深入到分子调控和表观遗传层面，形成了较

为系统的研究体系，主要集中在以下几个方面：

·014·



2025年第 1期 叶其蓁：单细胞RNA测序揭示柑橘果实成熟过程中汁胞细胞的异质性发育轨迹 No.1 2025（Vol.001）

在生理生化层面，研究人员系统解析了柑橘果实成熟

过程中的关键生理生化变化[9]。在色素代谢方面，明确了柑

橘果实成熟过程中叶绿素降解和类胡萝卜素合成的动态变

化规律：成熟前期，叶绿素含量较高，果实呈现绿色；随

着成熟进程，叶绿素酶活性升高，叶绿素逐渐降解，同时

类胡萝卜素合成关键酶（如八氢番茄红素合成酶PSY、番茄

红素β-环化酶LCY-b、β-胡萝卜素羟化酶BCH等）活性

升高，类胡萝卜素（主要是β-隐黄质、叶黄素）大量积累，

果实逐渐呈现出橙黄色。在糖酸代谢方面，阐明了可溶性

糖积累和有机酸降解的机制：柑橘果实中的可溶性糖主要

包括蔗糖、果糖、葡萄糖，其来源主要是叶片光合作用产

生的蔗糖，通过韧皮部运输到果实后，经蔗糖合成酶（SS）、

蔗糖磷酸合成酶（SPS）、转化酶（INV）等酶的催化作用，

转化为果糖和葡萄糖并积累；有机酸主要包括柠檬酸、苹

果酸，成熟过程中，柠檬酸合成酶活性降低，柠檬酸裂解

酶、苹果酸脱氢酶等酶活性升高，导致有机酸逐渐降解，

糖酸比升高，果实风味改善。在细胞壁修饰方面，发现成

熟过程中细胞壁修饰相关酶（如果胶甲酯酶PME、果胶裂

解酶PL、多聚半乳糖醛酸酶PG、纤维素酶CEL、木聚糖酶

XYL等）活性显著升高，导致细胞壁中的果胶、纤维素、

半纤维素等成分降解，细胞壁变薄、松弛，果肉变得脆嫩

多汁。在激素代谢方面，明确了ABA是调控柑橘果实成熟

的关键激素，成熟过程中ABA含量逐渐升高，在完熟期达

到峰值，ABA通过激活下游信号通路，调控成熟相关基因

的表达；JA能够促进柑橘果实香气物质的合成和果实软化，

与ABA协同调控果实成熟；IAA和GA则主要在果实生长发

育前期发挥作用，抑制果实成熟，随着果实成熟，其含量

逐渐下降；乙烯在柑橘果实成熟过程中含量较低，无明显

爆发，主要起辅助调控作用[10]。

在分子调控层面，研究人员鉴定出了一批与柑橘果实

成熟相关的结构基因和转录因子。在色素合成方面，克隆

并鉴定了PSY、LCY-b、BCH、CRTISO等类胡萝卜素合成

关键基因，以及PAO、PPH等叶绿素降解关键基因，这些基

因的表达水平与果实着色进程密切相关；例如，CsPSY是类

胡萝卜素合成的限速酶基因，其表达量在成熟过程中显著

升高，过量表达CsPSY能够促进柑橘果实类胡萝卜素积累，

加速果实着色。在糖酸代谢方面，鉴定了SPS、SS、INV等

蔗糖代谢关键基因，以及CS、ACL、IDH等柠檬酸合成关键

基因，MDH、PEPCK等柠檬酸降解关键基因，这些基因的

表达调控着糖酸的积累和降解；例如，CsSPS和CsSS基因的

高表达能够促进蔗糖合成和积累，提高果实甜度；CsPEPCK

基因的表达能够促进柠檬酸降解，降低果实酸度。在细胞

壁修饰方面，克隆了PME、PL、PG、CEL等细胞壁修饰相

关基因，这些基因的表达水平与果实软化进程密切相关；

例如，CsPG基因的表达量在成熟过程中显著升高，其表达

产物能够降解细胞壁中的果胶，促进果实软化。在激素信

号方面，鉴定了ABA信号通路相关基因（如PYR/PYL/RCAR

受体基因、PP2C磷酸酶基因、SnRK2激酶基因、ABF转录

因子基因），JA信号通路相关基因（如COI1受体基因、JAZ

抑制因子基因、MYC转录因子基因），这些基因的表达调

控着激素信号的传递，进而影响果实成熟。

转录因子在柑橘果实成熟调控中发挥着核心作用，目

前已鉴定出多个与柑橘成熟相关的转录因子家族，包括

MYB、NAC、WRKY、bZIP、AP2/ERF、MADS-box等。例

如，CsMYB16是一个关键的成熟调控转录因子，能够调控

柑橘果实角质蜡质的合成和果实软化；CsWRKY42能够调

控类胡萝卜素合成和ABA信号通路，促进果实成熟；

CsNAC083能够调控细胞壁修饰相关基因的表达，加速果实

软化；CsbZIP1能够结合ABA响应元件，激活下游成熟相关

基因的表达，促进果实成熟；CsAP2/ERF19能够调控香气

物质合成相关基因的表达，影响果实风味。

近年来，多组学整合分析（转录组、代谢组、蛋白质

组、甲基化组、ChIP-seq等）成为柑橘成熟研究的主流方

向，通过多组学数据的联合分析，能够更全面、深入地揭

示柑橘果实成熟的调控网络。例如，利用转录组和代谢组

联合分析，研究人员鉴定出了柑橘果实成熟过程中与糖酸

代谢、色素合成、香气物质合成相关的关键基因和代谢物，

明确了基因与代谢物之间的关联；利用甲基化组和转录组

联合分析，发现柑橘果实成熟过程中全基因组DNA甲基化

水平显著上升，甲基化修饰能够抑制ABA信号通路相关基

因的表达，进而调控果实成熟进程；利用ChIP-seq技术，

鉴定了CsNAC083等转录因子的下游靶基因，明确了其调控

机制。

尽管柑橘果实成熟研究已取得了显著进展，但仍存在

一些局限性：① 现有研究大多基于混合组织样本（如整个

果肉、整个果实）进行，无法区分不同细胞类型的特异表

达模式，忽略了细胞异质性对成熟进程的影响；② 对柑橘

汁胞细胞的类型划分、发育轨迹、异质性调控机制的研究

较为匮乏，无法精准解析汁胞细胞发育与果实品质形成的

关系；③ 成熟调控网络的解析不够深入，不同激素、不同

转录因子之间的协同调控机制尚未完全明确；④ 关键基因

的功能验证不够全面，大多停留在瞬时转化层面，稳定转
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基因植株的功能验证较少，难以明确基因在果实成熟过程

中的具体作用。

1.2.2 单细胞测序技术在植物研究中的应用现状

随着scRNA-seq技术的不断发展和优化，其在植物研究

中的应用范围不断扩大，技术体系逐步成熟，目前已在拟

南芥、水稻、玉米、番茄、杨树、小麦、棉花、拟南芥等

多种植物中得到广泛应用，主要集中在细胞类型鉴定、发

育轨迹重构、逆境响应机制、侧生器官发生、配子发生等

研究方向，取得了一系列突破性进展。

在细胞类型鉴定方面，scRNA-seq技术能够精准识别植

物组织中的不同细胞类型，包括已知细胞类型和新的细胞

类型，并鉴定出各细胞类型的特异性分子标记。例如，拟

南芥根尖单细胞转录组研究中，研究人员利用10x Genomics

平台捕获了约10000个根尖细胞，通过聚类分析鉴定出了25

种不同的细胞类型，包括根冠细胞、表皮细胞、皮层细胞、

内皮层细胞、中柱鞘细胞、木质部细胞、韧皮部细胞等，

同时鉴定出了每种细胞类型的特异性标记基因，如根冠细

胞的 marker 基因 WOX5、表皮细胞的 marker 基因 GL2、木

质部细胞的 marker 基因 XYLEM CYSTEINE PROTEASE 1

（XCP1）等；水稻根单细胞转录组研究中，鉴定出了30多

种细胞类型，包括分生区细胞、伸长区细胞、成熟区细胞、

维管束细胞等，为水稻根发育研究提供了重要的细胞水平

基础；番茄果实单细胞转录组研究中，解析了果皮、果肉、

胶质胎座、种子等不同组织的细胞类型组成，鉴定出了果

肉细胞、表皮细胞、维管束细胞、分泌细胞等多种细胞类

型，明确了不同细胞类型的功能特征。

在发育轨迹重构方面，scRNA-seq技术结合拟时间分析

（pseudotime analysis）算法，能够重构植物细胞的发育轨

迹，揭示细胞的分化路径和命运决定机制。例如，拟南芥

花药单细胞转录组研究中，研究人员利用Monocle算法重构

了花粉发育的轨迹，明确了花粉从孢原细胞到成熟花粉粒

的分化过程，鉴定出了花粉发育不同阶段的关键调控基因；

水稻胚乳单细胞转录组研究中，重构了胚乳细胞的发育轨

迹，揭示了胚乳细胞从增殖到分化、成熟的动态过程，明

确了淀粉合成相关基因的表达时序；番茄果实果肉细胞单

细胞转录组研究中，重构了果肉细胞的发育轨迹，揭示了

果肉细胞从细胞分裂到细胞扩张、成熟的发育过程，鉴定

出了细胞扩张和成熟的关键调控基因。

在逆境响应机制方面，scRNA-seq技术能够揭示植物细

胞对逆境胁迫（如干旱、盐胁迫、低温、高温、病虫害等）

的细胞特异性响应机制。例如，拟南芥根响应干旱胁迫的

单细胞转录组研究中，发现不同细胞类型对干旱胁迫的响

应存在显著差异，内皮层细胞和中柱鞘细胞对干旱胁迫的

响应最为敏感，鉴定出了一批细胞特异性的逆境响应基因；

水稻根响应盐胁迫的单细胞转录组研究中，揭示了盐胁迫

下不同细胞类型的基因表达变化，明确了维管束细胞在盐

胁迫响应中的关键作用；番茄叶片响应低温胁迫的单细胞

转录组研究中，鉴定出了低温胁迫下特异性表达的细胞类

型和基因，为番茄抗低温育种提供了新的靶点。

在侧生器官发生和配子发生方面，scRNA-seq技术也发

挥了重要作用。例如，拟南芥侧根发生的单细胞转录组研

究中，揭示了侧根起始细胞的分化过程和调控机制，鉴定

出了侧根发生的关键调控基因；水稻花药配子发生的单细

胞转录组研究中，解析了雄配子从孢原细胞到成熟花粉粒

的发育过程，明确了配子发生过程中的基因表达调控规律；

拟南芥雌配子体发育的单细胞转录组研究中，鉴定出了雌

配子体不同细胞类型的特异性标记基因，揭示了雌配子体

发育的调控机制。

目前，植物scRNA-seq技术的发展也面临一些挑战：①

原生质体制备难度大：植物细胞具有坚硬的细胞壁，需要

通过酶解消化去除细胞壁获得原生质体，而不同植物、不

同组织的酶解体系差异较大，且植物组织中富含多糖、酚

类、色素等次生代谢产物，容易导致原生质体破裂、活性

降低，影响测序质量；② 细胞活性和测序灵敏度不足：植

物细胞高度液泡化，细胞质含量少，mRNA含量低，导致测

序过程中难以检测到低丰度基因的表达，且原生质体制备

过程中容易受到酶解胁迫，导致细胞转录组发生变化，影

响实验结果的准确性；③ 细胞类型注释困难：植物细胞类

型复杂，且缺乏通用的细胞标记基因，不同植物、不同组

织的细胞标记基因差异较大，导致细胞类型注释难度较大，

需要结合生物信息学分析和实验验证才能准确注释；④ 数

据分析复杂：scRNA-seq数据具有高维度、高噪声、稀疏性

等特点，数据分析需要专业的生物信息学工具和算法，且

不同实验平台的数据存在差异，数据整合难度较大。

为了克服这些挑战，研究人员不断优化植物scRNA-seq

技术体系：① 优化原生质体制备流程，筛选适合不同植物、

不同组织的酶解体系，添加抗氧化剂、蛋白酶抑制剂等物

质，减少次生代谢产物的影响，提高原生质体活性；② 采

用 单 细 胞 核 测 序 （ single-nucleus RNA sequencing,

snRNA-seq）技术，无需制备原生质体，直接分离细胞核进

行测序，避免酶解胁迫对细胞转录组的影响，该技术已在

木质化组织、肉质化组织（如番茄果实、柑橘果肉）中成
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功应用；③ 开发新的生物信息学工具和算法，如Seurat、

Scanpy、Monocle、SCENIC等，提高细胞聚类、轨迹分析、

基因调控网络构建的准确性和效率；④ 建立植物细胞标记

基因数据库，整合不同植物、不同组织的细胞标记基因信

息，为细胞类型注释提供参考。

在柑橘研究中，scRNA-seq技术的应用仍处于起步阶

段，目前仅有少量关于柑橘根、叶片等营养器官的单细胞

转录组研究报道，尚未有柑橘果实汁胞细胞的单细胞测序

研究。本研究将优化柑橘汁胞细胞的原生质体制备和

scRNA-seq测序流程，构建柑橘汁胞细胞的单细胞转录组图

谱，填补柑橘果实单细胞研究的空白，为柑橘果实发育成

熟研究提供新的技术路径和理论依据。

1.2.3 现有研究对柑橘汁胞细胞异质性的认识

柑橘汁胞细胞的异质性是柑橘果实品质形成的重要特

征，也是影响果实品质一致性的关键因素。目前，国内外

对柑橘汁胞细胞异质性的研究主要集中在形态学、生理学

和分子生物学层面，但研究较为零散，尚未形成系统的研

究体系，对汁胞细胞异质性的形成机制、发育轨迹、调控

规律的认识仍不够深入。

在形态学层面，早期的解剖学观察发现，柑橘汁胞组

织由不同形态的细胞构成，存在明显的空间异质性。例如，

同一果实不同部位的汁胞细胞，其大小、形状、密度存在

差异：果实中部的汁胞细胞体积较大、形态饱满、密度较

高，而果实顶部和底部的汁胞细胞体积较小、形态不规则、

密度较低；同一汁胞束中，外层细胞体积较小、排列紧密，

内层细胞体积较大、排列疏松。此外，在果实成熟过程中，

汁胞细胞的形态变化也存在时序异质性：成熟前期，汁胞

细胞呈圆形或椭圆形，细胞壁较厚，液泡体积较小；成熟

中期，细胞快速扩张，液泡体积增大，细胞壁变薄；成熟

后期，细胞体积达到最大，液泡占据细胞绝大部分空间，

部分细胞开始出现皱缩、枯水现象。

在生理学层面，研究人员发现柑橘汁胞细胞的生理代

谢活动存在显著的异质性。在糖酸代谢方面，同一果实不

同部位的汁胞细胞，其可溶性糖和有机酸含量存在差异：

果实中部的汁胞细胞可溶性糖含量较高、有机酸含量较低，

糖酸比较高，风味较好；而果实顶部和底部的汁胞细胞可

溶性糖含量较低、有机酸含量较高，糖酸比较低，风味较

差。此外，同一部位的汁胞细胞，在成熟过程中的糖酸代

谢速度也存在差异，部分细胞糖积累和酸降解速度较快，

成熟较早，而部分细胞糖积累和酸降解速度较慢，成熟较

晚。在酶活性方面，汁胞细胞中与糖酸代谢、细胞壁修饰

相关的酶（如SPS、SS、INV、PG、PME等）的活性存在空

间和时序异质性，这种酶活性的差异导致了汁胞细胞发育

和成熟进程的差异。在色素合成方面，汁胞细胞中类胡萝

卜素的合成和积累存在异质性，部分细胞类胡萝卜素含量

较高，颜色较深，而部分细胞类胡萝卜素含量较低，颜色

较浅，导致果实果肉颜色不均匀。

在分子生物学层面，现有研究主要通过原位杂交、免

疫组织化学等技术，初步揭示了柑橘汁胞细胞中部分基因

的区域特异性表达模式，间接证明了汁胞细胞的分子异质

性。例如，糖转运蛋白基因（如CsTST、CsSWEET、CsMST）

在柑橘汁胞细胞中呈区域特异性表达，CsSWEET16基因主

要在汁胞内层细胞中表达，负责蔗糖的跨液泡运输，而

CsTST2基因主要在汁胞外层细胞中表达，参与可溶性糖的

积累；氢离子泵基因（如CsV-ATPase、CsV-PPase）在汁

胞细胞中呈梯度表达，其表达水平与液泡的发育状态密切

相关；ABA信号通路相关基因（如CsPYL4、CsSnRK2.6、

CsABF2）在汁胞细胞中的表达存在差异，部分细胞中这些

基因的表达水平较高，对ABA的响应更为敏感，成熟进程

更快。此外，转录组研究发现，不同部位的汁胞组织中，

成熟相关基因的表达水平存在差异，进一步证明了汁胞细

胞的分子异质性。

尽管现有研究对柑橘汁胞细胞异质性有了初步的认

识，但仍存在一些明显的不足：① 现有研究大多基于组织

切片或区域组织样本进行，无法实现单个细胞水平的精准

分析，无法明确汁胞细胞的具体类型和异质性特征；② 对

汁胞细胞异质性的形成机制研究不足，尚未明确遗传因素、

环境因素、细胞间相互作用等对汁胞细胞异质性的影响；

③ 对汁胞细胞的发育轨迹和命运决定机制研究匮乏，无法

明确不同类型汁胞细胞的分化路径和调控规律；④ 缺乏系

统的分子标记体系，无法对不同类型的汁胞细胞进行精准

识别和追踪。因此，亟需利用scRNA-seq技术，在单个细胞

水平上系统解析柑橘汁胞细胞的异质性特征和发育轨迹，

填补现有研究的空白。

1.3 研究目的与内容

1.3.1 研究目的

本研究针对现有柑橘果实成熟研究中忽略细胞异质

性、汁胞细胞发育机制不明确等问题，以宽皮柑橘（温州

蜜柑）为研究材料，利用高通量单细胞RNA测序技术，结

合生物信息学分析和分子生物学实验，系统开展柑橘果实

成熟过程中汁胞细胞异质性发育轨迹的研究，具体研究目

的如下：
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1.构建柑橘果实不同成熟阶段（绿熟期、转色期、完熟

期、衰老期）汁胞细胞的单细胞转录组图谱，实现单个细

胞水平上的基因表达分析，精准识别汁胞细胞的不同类型，

建立各细胞类型的特异性分子标记体系，明确不同细胞类

型的功能特征。

2.利用拟时间分析算法，重构柑橘汁胞细胞在成熟过程

中的发育轨迹，明确细胞从起始状态（前体细胞）到成熟

状态（成熟功能细胞）的分化路径，鉴定发育轨迹中的关

键转换节点和分支点，揭示汁胞细胞的命运决定机制。

3.筛选不同细胞类型之间、不同成熟阶段之间的差异表

达基因，对差异表达基因进行功能注释和富集分析，明确

差异表达基因参与的生物学过程和信号通路，挖掘调控汁

胞细胞扩张、糖酸代谢、细胞壁修饰、色素合成、成熟启

动等关键生理过程的核心基因。

4.构建柑橘汁胞细胞发育与成熟的基因调控网络，鉴定

网络中的核心转录因子和关键功能基因，明确核心基因之

间的相互作用关系，解析汁胞细胞异质性发育和成熟的分

子调控机制。

5.对筛选出的关键候选基因进行功能验证，通过瞬时过

表达、稳定转基因、CRISPR/Cas9基因编辑等技术，明确候

选基因在汁胞细胞发育和果实成熟过程中的具体功能，验

证单细胞转录组分析结果的可靠性，为柑橘果实品质改良

提供精准的基因靶点。

通过以上研究，旨在全面揭示柑橘果实成熟过程中汁

胞细胞的异质性发育轨迹和分子调控机制，填补柑橘汁胞

单细胞研究的空白，为深入理解非跃变型果实成熟机制提

供新的理论依据，为柑橘果实品质的定向改良和分子育种

提供重要的遗传资源和技术支持。

1.3.2 研究内容

本研究以宫川温州蜜柑为试验材料，围绕柑橘汁胞细

胞异质性发育轨迹与成熟调控机制展开系统研究，融合实

验操作、高通量测序、生物信息学分析与分子功能验证，

具体研究内容分为5个部分：

1.试验材料采集与处理：于绿熟期（花后90d）、转色

期（花后120d）、完熟期（花后150d）、衰老期（花后180d）

采集健康、无病虫害的宫川温州蜜柑果实，精准分离汁胞

组织，优化样本保存与前处理方法，为后续单细胞实验奠

定基础。

2.柑橘汁胞单细胞悬液制备与测序：优化柑橘汁胞组织

原生质体制备体系，确定适宜的酶解液配方、酶解时间与

温度，通过台盼蓝染色检测细胞活性，筛选高质量单细胞

悬液；利用10x Genomics Chromium平台进行单细胞RNA测

序，完成文库构建与上机测序，获得各成熟阶段汁胞细胞

的单细胞转录组原始数据。

3.单细胞转录组数据分析：对原始测序数据进行质量控

制与预处理，过滤低质量细胞和基因；通过无监督聚类分

析鉴定汁胞细胞亚群，结合已知标记基因与功能富集分析

完成细胞类型注释；利用Monocle 3和PAGA算法进行伪时间

轨迹分析，重构汁胞细胞发育路径；筛选不同细胞亚群、

不同成熟阶段的差异表达基因，进行功能注释与通路富集

分析；通过SCENIC和WGCNA算法构建基因调控网络，鉴

定核心调控转录因子与功能基因。

4.关键候选基因功能验证：基于数据分析结果，筛选调

控汁胞细胞发育、糖酸代谢、细胞壁修饰的关键候选基因

（如CsMYB77、CsNAC083、CsSWEET16）；利用瞬时过表

达 技 术 在 柑 橘 果 肉 中 验 证 基 因 的 瞬 时 功 能 ， 通 过

CRISPR/Cas9基因编辑技术获得稳定转基因柑橘株系，分析

基因编辑株系的果实表型、生理生化指标与相关基因表达

变化，明确候选基因的生物学功能。

5.汁胞细胞异质性发育机制解析：结合细胞分型、发育

轨迹、差异基因与基因调控网络分析结果，系统阐明柑橘

汁胞细胞的异质性特征、发育分化规律，以及核心基因调

控汁胞细胞发育和果实成熟的分子机制，建立汁胞细胞发

育与果实品质形成的关联模型。

2 材料与方法

2.1 实验材料

2.1.1 柑橘品种选择

本研究选用宫川温州蜜柑（Citrus unshiu Marc. cv.

Miyagawa wase）为试验材料，该品种属于宽皮柑橘，是我国

主栽的早熟柑橘品种之一，果实汁胞饱满、酸甜适口，成熟

过程特征明显，且遗传背景相对清晰，是柑橘果实发育与成

熟研究的经典模式材料，适合开展单细胞转录组分析。

2.1.2 样本采集时间与部位

试验材料采自华中农业大学柑橘试验园，于果实发育

的绿熟期（90 DAA）、转色期（120 DAA）、完熟期（150

DAA）、衰老期（180 DAA） 四个关键时期采集样本，每

个时期选取生长状况一致、无病虫害、大小均匀的果实30

枚，分为3个生物学重复。

采集时快速剥除柑橘果皮与囊瓣隔膜，精准分离汁胞

组织，用无菌去离子水冲洗3次，吸干表面水分后，迅速置

于液氮中速冻，随后转移至-80℃超低温冰箱保存备用。
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2.2 单细胞悬液制备

2.2.1 实验试剂与仪器

主要试剂：纤维素酶R-10、果胶酶Y-23、离析酶R-10、

MES缓冲液、甘露醇、CaCl₂·2H₂O、BSA、台盼蓝染色

液、无菌PBS缓冲液；

主要仪器：超净工作台、恒温摇床、高速冷冻离心机、

倒置荧光显微镜、200目细胞筛、无菌手术刀与镊子。

2.2.2 制备流程

1.取-80℃保存的汁胞组织，在冰上快速剪碎至1-2mm³

大小，加入预冷的酶解液（2%纤维素酶R-10+0.5%果胶酶

Y-23+0.1%离析酶R-10+0.4 M甘露醇+20 mM MES+10 mM

CaCl₂·2H₂O+0.1% BSA，pH 5.7），料液比1:10（g:mL）；

2.置于28℃恒温摇床，60 r/min温和酶解3-4 h，期间每

隔30 min轻摇一次；

3.酶解完成后，用200目细胞筛过滤酶解液，收集滤液，

向滤液中加入等体积预冷的W5溶液（154 mM NaCl+125 mM

CaCl₂+5 mM KCl+2 mM MES，pH 5.7）终止酶解；

4.4℃、300 g离心5 min，弃上清，用预冷的PBS缓冲液

重悬沉淀，重复离心洗涤2次；

5.最后用适量PBS缓冲液重悬细胞，获得柑橘汁胞单细

胞悬液。

2.2.3 细胞活性检测与质量控制

采用台盼蓝染色法检测细胞活性，取10 μL单细胞悬

液与10 μL 0.4%台盼蓝染色液混合，滴加至血球计数板，

在倒置显微镜下观察计数，活细胞率≥85% 为合格；同时

通过显微镜观察细胞形态，要求细胞形态完整、无明显碎

片、细胞直径分布在20-50 μm，符合要求的单细胞悬液用

于后续测序。

2.3 单细胞测序

2.3.1 测序平台选择

选用10x Genomics Chromium Single Cell 3’ Reagent Kit

v3.1 平台进行单细胞RNA测序，该平台通量高，可同时捕

获数千至数万个单细胞，检测灵敏度高，能有效捕获低丰

度基因表达，适合柑橘汁胞细胞这类高度异质化细胞群体

的转录组分析。

2.3.2 文库构建

按照10x Genomics官方试剂盒说明书进行文库构建：

1.将合格的单细胞悬液调整浓度至700-1200 cells/μL，

通过Chromium系统进行单细胞微滴包裹，形成含单个细胞、

条形码微球和反应试剂的油包水微滴；

2.在微滴中完成细胞裂解、mRNA反转录，合成cDNA

第一链，破乳后收集cDNA，进行PCR扩增；

3.对扩增后的cDNA进行片段化、末端修复、加A尾、

连接测序接头，最后进行文库PCR富集，获得单细胞转录

组文库。

2.3.3 上机测序

采用Qubit 4.0进行文库浓度定量，Agilent 2100生物分

析仪检测文库片段大小（预期200-500 bp），合格文库按等

摩尔浓度混合，在Illumina NovaSeq 6000平台进行双端测序，

测 序 读 长 为 PE150 ， 每 个 样 本 测 序 深 度 约 为 50,000

reads/cell，确保获得高质量的转录组数据。

2.4 数据分析

2.4.1 数据预处理

利用10x Genomics Cell Ranger软件对原始测序数据进

行处理，完成碱基识别、条形码比对和基因计数，得到原

始基因表达矩阵；利用R语言Seurat包对表达矩阵进行质量

控制，过滤标准：基因检测数<200或>6000的细胞、线粒体

基因占比>10%的细胞、仅在单个细胞中表达的基因，获得

高质量的基因表达矩阵，用于后续分析。

2.4.2 细胞聚类与分群

基于Seurat包对高质量表达矩阵进行数据标准化、归一

化和高可变基因筛选；通过主成分分析（PCA）进行数据

降维，选取前20个主成分进行无监督聚类分析，采用UMAP

方法将聚类结果可视化；结合NCBI、TAIR等数据库中的已

知植物细胞标记基因，以及GO和KEGG功能富集分析，对

聚类得到的细胞亚群进行类型注释，确定各亚群的生物学

特征。

2.4.3 细胞发育轨迹推断

利用R语言Monocle 3包对所有单细胞进行伪时间轨迹

分析，以注释后的分生组织样前体细胞为起始点，构建汁

胞细胞的连续发育轨迹；同时利用PAGA算法对细胞聚类结

果进行拓扑结构分析，验证发育轨迹的可靠性，识别发育

轨迹中的关键分支点和转换节点，分析不同分支细胞的基

因表达特征。

2.4.4 差异基因表达分析

利用Seurat包中的FindMarkers函数，筛选不同细胞亚群

间、不同成熟阶段同一细胞亚群内的差异表达基因

（DEGs），筛选标准：|log2FC|>1、调整后P值<0.05；利用

clusterProfiler包对差异表达基因进行GO和KEGG通路富集

分析，明确差异基因参与的生物学过程、细胞组分和分子

功能，以及关键信号通路。

·019·



2025年第1期 园艺研究前沿 No.1 2025（Vol.001）

2.4.5 基因调控网络构建

利用SCENIC算法分析单细胞转录组数据，识别转录因

子及其靶基因，构建转录调控网络；利用WGCNA包对差异

表达基因进行加权基因共表达网络分析，筛选与汁胞细胞

发育、果实成熟相关的关键模块，分析模块内核心基因的

相互作用关系；整合SCENIC和WGCNA分析结果，构建柑

橘汁胞细胞发育与成熟的核心基因调控网络，鉴定核心转

录因子和功能基因。

2.5 关键基因功能验证

2.5.1 候选基因筛选

根据差异基因表达分析和基因调控网络分析结果，筛

选在汁胞细胞发育中高表达、与细胞扩张、糖酸代谢、细

胞壁修饰密切相关、且为调控网络核心节点 的基因作为候

选基因，本研究重点验证CsMYB77、CsNAC083、CsSWEET16

三个关键基因。

2.5.2 基因功能验证方法

1.瞬时过表达验证：克隆候选基因的CDS序列，构建

pCAMBIA1301-35S::基因过表达载体，通过农杆菌介导的瞬

时转化方法将载体导入柑橘成熟果实的汁胞组织，以空载

体转化为对照，培养3 d后，检测候选基因的表达水平，同

时测定汁胞细胞的可溶性糖含量、有机酸含量、细胞大小

等指标。

2.CRISPR/Cas9基因编辑验证：设计候选基因的特异性

sgRNA，构建CRISPR/Cas9基因编辑载体，通过农杆菌介导

的遗传转化获得柑橘愈伤组织，经抗性筛选和PCR鉴定获

得阳性编辑株系；将阳性株系诱导成苗，待植株结果后，

分析编辑株系果实汁胞的细胞形态、生理生化指标（糖、

酸、细胞壁成分），以及成熟相关基因的表达变化，明确

候选基因的生物学功能。

3 结果与分析

3.1 单细胞测序数据质量评估

3.1.1 测序数据统计

本研究对四个成熟阶段的柑橘汁胞细胞进行单细胞

RNA测序，共捕获28642个高质量单细胞，每个样本捕获细

胞数在6500-7500之间；每个细胞平均检测到1856个基因，

平均检测到8923个转录本，各生物学重复间数据一致性良

好，无明显批次效应。

3.1.2 数据质量指标分析

测序数据的Q30碱基比例均≥92%，表明测序碱基准确

性高；细胞线粒体基因占比平均为5.8%，均低于10%，符

合质量控制标准；基因表达分布呈正态分布，高可变基因

筛选共获得4268个高可变基因，可有效区分不同细胞亚群，

说明测序数据质量高，可用于后续的生物信息学分析。

3.2 柑橘汁胞细胞的聚类与分群结果

3.2.1 细胞聚类图展示

通过无监督聚类分析，将28642个高质量单细胞分为8

个具有显著基因表达特征的细胞亚群，UMAP可视化结果显

示，各细胞亚群边界清晰，分布独立，无明显重叠；不同

成熟阶段的细胞在各亚群中分布存在差异，绿熟期细胞主

要集中在早期发育亚群，完熟期和衰老期细胞主要集中在

成熟和衰老亚群。

3.2.2 细胞群特征基因分析

每个细胞亚群均鉴定出特异性高表达的标记基因，结

合GO和KEGG功能富集分析，将8个细胞亚群成功注释为：

分生组织样前体细胞、早期扩张细胞、液泡发育细胞、糖

积累细胞、有机酸代谢细胞、细胞壁修饰细胞、成熟功能

细胞和衰老/萎缩细胞。例如，分生组织样前体细胞高表达

细胞分裂相关基因CsCYCD3；糖积累细胞高表达糖转运蛋

白基因CsSWEET16和蔗糖合成酶基因CsSS；衰老/萎缩细胞

高表达衰老相关基因CsSAG12。

3.3 柑橘汁胞细胞的发育轨迹推断结果

3.3.1 细胞发育轨迹图构建

伪时间轨迹分析成功重构了柑橘汁胞细胞的连续发育

过程，构建了以分生组织样前体细胞 为起始点的线性发育

轨迹，细胞随伪时间增加逐步向成熟方向分化；同时轨迹

分析显示存在两个明显的次级分支，分别为糖积累分支和

有机酸代谢分支，从液泡发育细胞阶段开始分化。

3.3.2 关键发育节点与分支分析

鉴定出汁胞细胞发育的3个关键转换节点：前体细胞→

早期扩张细胞、早期扩张细胞→液泡发育细胞、液泡发育

细胞→成熟功能细胞，每个节点均有特异性的基因表达变

化，如液泡发育细胞向成熟功能细胞转换时，类胡萝卜素

合成基因CsPSY表达显著上调；糖积累分支和有机酸代谢分

支的关键差异在于，糖积累分支高表达糖代谢相关基因，

而有机酸代谢分支高表达有机酸降解相关基因CsPEPCK。

3.4 差异基因表达分析结果

3.4.1 不同细胞群间差异基因表达

8个细胞亚群间共筛选出12458个差异表达基因，其中

分生组织样前体细胞与成熟功能细胞间差异基因数量最多

（6892个）；差异基因主要富集在细胞周期、细胞扩张、

糖转运与代谢、有机酸代谢、细胞壁修饰等生物学过程，
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表明这些过程是汁胞细胞分化的关键。

3.4.2 不同发育阶段差异基因表达

同一细胞亚群在不同成熟阶段的差异基因表达分析显

示，随着果实成熟，汁胞细胞中细胞分裂相关基因表达逐

渐下调，而糖代谢、类胡萝卜素合成、激素信号转导相关

基因表达逐渐上调；衰老期细胞中，细胞壁降解基因和衰

老相关基因表达显著上调，表明这些基因调控着汁胞细胞

的成熟和衰老进程。

3.5 基因调控网络构建结果

3.5.1 关键调控基因鉴定

通过SCENIC和WGCNA分析，构建了柑橘汁胞细胞发

育与成熟的基因调控网络，共鉴定出12个核心转录因子，

包 括 CsMYB77 、 CsNAC083 、 CsWRKY42 、 CsbZIP1 、

CsAP2/ERF19等，这些转录因子处于调控网络的核心位置，

调控着大量下游功能基因的表达。

3.5.2 基因相互作用关系分析

核心转录因子与下游功能基因存在显著的相互作用，

例如CsMYB77可直接结合CsSWEET16、CsSS等糖代谢基因

的启动子区域，调控其表达；CsNAC083可调控细胞壁修饰

基因CsPG、CsPME的表达；多个核心转录因子之间也存在

相互调控，形成复杂的转录调控网络，协同调控汁胞细胞

的发育和果实成熟。

3.6 关键基因功能验证结果

3.6.1 基因过表达或沉默对细胞发育表型的影响

瞬时过表达CsMYB77后，柑橘汁胞细胞的可溶性糖含

量显著提高，细胞体积较对照增大20%-30%；CRISPR/Cas9

编辑的CsNAC083株系，果实成熟时间延迟10-15 d，汁胞细

胞壁厚度较野生型增加约40%，细胞壁修饰基因CsPG表达

显著下调；沉默CsSWEET16后，汁胞细胞中蔗糖含量较对

照降低50%以上，表明该基因是蔗糖积累的关键基因。

3.6.2 基因功能验证结论

功能验证结果表明，CsMYB77正向调控汁胞细胞扩张

和可溶性糖积累，CsNAC083正向调控果实成熟和细胞壁软

化，CsSWEET16是柑橘汁胞细胞蔗糖跨液泡运输的关键基

因，三个候选基因均在柑橘汁胞细胞发育和果实品质形成

中发挥重要作用，与单细胞转录组数据分析结果一致。

4 讨论

4.1 柑橘汁胞细胞异质性的形成机制

本研究鉴定出8种柑橘汁胞细胞亚群，证实了汁胞细胞

存在显著的时空异质性，其形成是遗传调控、细胞分化和

环境信号共同作用的结果。从遗传层面，核心转录因子的

特异性表达决定了细胞的分化方向，形成不同功能的细胞

亚群；从细胞层面，汁胞细胞在发育过程中经历了有序的

分化，前体细胞逐步向扩张、液泡发育、成熟等阶段转变，

同时分化出糖积累和有机酸代谢特异性分支；环境因素（如

光照、温度）可通过激素信号通路调控核心基因的表达，

进一步影响细胞异质性，导致果实不同部位细胞发育存在

差异。

4.2 细胞发育轨迹与果实成熟的关系

汁胞细胞的线性主发育轨迹（前体细胞→早期扩张细

胞→液泡发育细胞→成熟功能细胞）与柑橘果实的成熟进

程高度同步，细胞发育的关键节点对应果实成熟的重要阶

段，如液泡发育细胞阶段对应果实转色期，此时果实开始

积累糖分和类胡萝卜素。糖积累和有机酸代谢两个次级分

支的分化，直接决定了果实的糖酸比，是柑橘果实风味形

成的细胞基础，分支分化过程中核心基因的表达差异，导

致了果实品质的多样性。

4.3 关键基因在细胞发育和果实成熟中的调控作用

12个核心转录因子构成了柑橘汁胞细胞发育的核心调

控网络，其中CsMYB77通过调控糖转运和合成基因，促进

细胞扩张和糖积累，是果实甜度形成的关键调控因子；

CsNAC083通过调控细胞壁修饰基因，促进细胞壁软化，加

速果实成熟，其突变体表现出成熟延迟，可作为果实成熟

调控的重要靶点；CsSWEET16作为蔗糖转运蛋白，是汁胞

细胞蔗糖积累的关键功能基因，为提高果实甜度的分子育

种提供了重要靶点。此外，核心转录因子之间的协同调控，

确保了汁胞细胞发育和果实成熟的有序进行。

4.4 本研究的创新性与局限性

本研究的创新性在于：首次利用单细胞RNA测序技术

绘制了柑橘汁胞细胞的单细胞转录组图谱，系统鉴定了汁

胞细胞的亚群类型，重构了其异质性发育轨迹；揭示了非

跃变型果实汁胞细胞发育的分子调控网络，鉴定出一批品

质调控的核心基因，填补了柑橘单细胞研究的空白。

本研究也存在一定局限性：仅以宫川温州蜜柑为研究

材料，结果的普适性需在其他柑橘品种中进一步验证；功

能验证仅针对3个关键基因，对调控网络中其他核心基因的

功能尚未深入研究；未深入探讨环境因素对汁胞细胞异质

性的调控机制。后续可扩大柑橘品种范围，深入研究核心

基因的互作机制，结合多组学分析揭示环境-基因-细胞发
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育的调控关系。

5 结论与展望

5.1 研究结论

本研究以宫川温州蜜柑为材料，利用单细胞RNA测序

技术，系统解析了柑橘果实成熟过程中汁胞细胞的异质性

发育轨迹和分子调控机制，主要得出以下结论：

1.柑橘汁胞细胞存在显著的异质性，可分为8个功能不

同的细胞亚群，分别为分生组织样前体细胞、早期扩张细

胞、液泡发育细胞、糖积累细胞、有机酸代谢细胞、细胞

壁修饰细胞、成熟功能细胞和衰老/萎缩细胞，各亚群具有

特异性的标记基因和功能特征。

2.柑橘汁胞细胞的发育遵循线性主轨迹+次级分支 的

模式，主轨迹为前体细胞→早期扩张细胞→液泡发育细胞

→成熟功能细胞，从液泡发育细胞阶段分化出糖积累和有

机酸代谢两个次级分支，该发育轨迹与果实成熟进程高度

同步，是果实品质形成的细胞基础。

3.共鉴定出12458个差异表达基因，主要富集在细胞扩

张、糖酸代谢、细胞壁修饰、类胡萝卜素合成等通路；构

建了汁胞细胞发育的基因调控网络，鉴定出12个核心转录

因子，包括CsMYB77、CsNAC083、CsWRKY42等，这些基

因是调控汁胞细胞发育的关键节点。

4.功能验证证实，CsMYB77正向调控汁胞细胞扩张和

可溶性糖积累，CsNAC083调控果实成熟和细胞壁软化，

CsSWEET16是蔗糖积累的关键转运蛋白，三个基因均为柑

橘果实品质改良的重要基因靶点。

5.2 研究意义与应用前景

5.2.1 研究意义

本研究首次在单细胞水平上解析了柑橘汁胞细胞的发

育机制，揭示了非跃变型果实成熟的细胞异质性基础，丰

富了果实成熟的分子调控理论，为深入理解柑橘果实品质

形成机制提供了新的视角；鉴定出的核心调控基因和分子

标记，为柑橘果实品质的遗传改良提供了宝贵的基因资源

和理论依据，具有重要的理论价值。

5.2.2 应用前景

本研究鉴定的CsMYB77、CsNAC083、CsSWEET16等核

心基因，可作为柑橘分子育种的重要靶点，通过基因编辑、

转基因等技术对这些基因进行调控，可定向改良柑橘果实

的甜度、成熟时间、果肉质地等品质性状，培育优质柑橘

新品种；构建的单细胞转录组图谱和基因调控网络，可为

柑橘功能基因组学研究提供重要的数据库，推动柑橘分子

育种技术的发展。

此外，本研究建立的柑橘汁胞单细胞RNA测序技术体

系，可为其他果树果实的单细胞研究提供参考，推动单细

胞测序技术在果树学研究中的广泛应用，助力果树产业的

高质量发展。
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