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遗传转化是分析基因功能的重要手段，也是获

得新材料的重要途径。根癌农杆菌介导的遗传转化

是植物中应用最为广泛的遗传转化方法[1-2]，根癌农

杆菌能够侵入植物细胞并将携带外源基因的 T-DNA

整合到植物基因组中遗传给后代，实现外源基因的

遗传转化。通常，根癌农杆菌介导的遗传转化需要

与植物组织培养结合，耗时较长，步骤多，基因型依

赖且影响转化效率的因素较多。植物内转化能减少

或避免外源植物激素的使用，减轻植物细胞的伤害

及变异，提高转化效率，扩大受体系统的应用范围，

并能确保引入的基因更好地适应环境，在植物中稳

定表达，因此该方法近年来已成为研究的热点。但

是对大部分植物而言，植物内转化仍存在转化效率

不高、受植物生理状态影响和可重复性差等问题。
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Wus2 和 IPT 转基因番茄类愈伤组织的转录组分析
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摘 要：以 AC（Ailsa Craig）番茄为材料，采用 Fast-TrACC（fast-treated agrobacterium co-culture）农杆菌转化体系，利

用 RNA-Seq 测序和荧光定量 PCR 技术，比较了转化 DRs（Wus2 和 IPT）形成的类愈伤组织与普通下胚轴之间的基

因表达差异。基因表达结果分析表明，有 60 个差异表达基因在激素信号转导通路中富集，其中上调表达基因 34

个，下调表达基因 26 个；体细胞胚形成关键基因 ECP63、AGL15、FUS3、ABI3、WUS 和 CUC2 上调表达超过 4 倍；

ENOD93 和 CKX2 基因在类愈伤组织中的表达量上升超过 1000 倍，前者编码早期结瘤素蛋白 ENOD93，后者编码

细胞分裂素氧化酶 2，用于催化细胞分裂素的降解，参与氮同化和光合作用的基因低表达。研究结果可为深入解析

番茄类愈伤组织发生的分子机制和发掘关键调控基因奠定基础，为番茄活体体内转化提供理论依据。
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Transcriptome analysis of transgenic tomato callus tissues from Wus2
and IPT
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Abstract: AC（Ailsa Craig）tomato（Solanum lycopersicum L.）was used as the experimental material and the Fast-TrACC

（fast created Agrobacterium co culture）Agrobacterium transformation system was used in this study. RNA-Seq sequenc-

ing and fluorescence quantitative PCR technology were used to compare the gene expression differences between the cal-

lus-like tissues formed after transforming DRs（Wus2 and IPT）and the common hypocotyls. The analysis of gene expres-

sion results showed that 60 differentially expressed genes were enriched in the hormone signal transduction pathway, in-

cluding 34 upregulated genes and 26 downregulated genes. The key genes for somatic embryo formation, ECP63, AGL15,

FUS3, ABI3, WUS, and CUC2, are upregulated by more than 4- fold expression; the expression levels of ENOD93 and

CKX2 genes in callus- like tissues increased by more than 1000 times. The former encodes the early nodulin protein

ENOD93, while the latter encodes cytokinin oxidase 2, which catalyzes the degradation of cytokinin. Low expression of

genes involved in nitrogen assimilation and photosynthesis. The research results can lay a foundation for a better under-

standing of the molecular mechanism of tomato callus-like tissues formation and the discovery of key regulatory genes,

providing a theoretical basis for tomato in plant transformation.
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研究发现，一些植物发育调节因子（develop-

mental regulators，DRs），如 WUSCHEL（WUS）、ISO-

PENTYLTRANSFERS（IPT）、BABY BOOM（BBM）、

STM、WOUND INDUCED DEDIFFERENTIATION 1

（WIND1）的表达能够诱导特定的发育程序，从而决

定分生组织的分化方向。WUS 在分生组织干细胞

中心表达，能维持干细胞活性，保持干细胞处于未

分化状态。WUS 转录因子能通过胞间连丝移动到

干细胞中[3]，调节目标位点的组蛋白乙酰化，控制生

长素信号传导和反应途径，使生长素在局部积累并

启动细胞分化[4]。WUS 的同源基因 Wus2 编码一种

同源异型结构域蛋白，参与顶端分生组织的维

持 [5]。Wus2 能直接诱导高粱、玉米、烟草等植物体

细胞胚的形成和再生[6-8]。IPT 编码的 IPT 酶是一种

异戊烯基转移酶，能够催化异戊烯基焦磷酸和单磷

酸腺苷分解产生异戊烯基单磷酸腺苷。IPT 酶被认

为是高等植物细胞分裂素生物合成的限速酶[9]，在

植物芽形成中起关键作用。在苹果中过表达

MdIPT1 可使其愈伤组织在缺乏细胞分裂素的培养

基上保持活力[10]。拟南芥的 3 个 IPT 基因家族成员

（AtIPT7、AtIPT8 和 AtIPT9）均可促进胚性愈伤组织

形成和芽再生[11-12]。Maher 等[8]利用双生病毒载体，

高表达不同的 DRs 组合，通过分生组织从头诱导的

方式实现了烟草幼苗的植物内转化，并将外源基因

传递给了下一代。然而，DRs 促进类愈伤组织形成

以及芽分化的分子途径还不清楚。在本研究中，以

番茄为材料，通过转录组测序分析研究了类愈伤组

织中基因的差异表达，以探究在 DRs 表达的条件

下类愈伤组织形成的机制，为进一步提高植物

内转化效率和实现多种作物的植物内转化提供了

理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 植物材料 番茄材料是 Ailsa Craig（AC），

由海南大学陈银华老师赠予，本课题组（热带特色

果树团队）留种扩繁。

1.1.2 其他材料 载体 pMKV057 在 Daniel Voytas

实验室购买，其 T-DNA 区域携带菜豆矮缩病毒（bean

yellow dwarf virus）复制子，用于表达 FireKy Luc+、

Wus2 和 IPT。大肠杆菌 GV3101 在上海唯地生物技

术有限公司购买。FireKy Luc+的引物由北京擎科生

物科技股份有限公司合成，正向引物序列为 5'- GA-

GATACGCCCTGGTTC -3'，反向引物序列为 5'- GC-

GGTTGTTACTTGACTGG -3'，2 个引物间的片段长

度为 1434 bp。细菌质粒的 DNA 用 SanPre Column

PlASmid Mini-Preps Kit（生工生物工程股份有限公

司）提取，番茄 DNA 用 SteadyPure 通用型基因组

DNA 提取试剂盒（艾科瑞生物工程有限公司）提取。

1.2 方法

试验时间为 2021 年 9 月至 2024 年 6 月，地点

是海南大学农科楼东副南楼 311 实验室。

1.2.1 番茄转化方法 将 450 粒番茄种子在清水

中浸泡 20 min，50 ℃恒温水浴 30 min，4 ℃静置

5 h。然后用 70%酒精消毒 1 min，清水清洗 4 次，在

超净台上用 8%的次氯酸钠消毒 10 min，无菌水冲

洗 5 次，用无菌滤纸吸去种子表面多余的水分后，

接种于 1/2 MS 固体培养基（pH 5.7）上（图 1-A），

25 ℃暗培养 3 d，然后转移至光照培养箱（25 ℃，湿

度 70%，16 h/8 h 光暗周期），种子约 1 周萌发。

用含有目的基因的质粒转化根癌农杆菌

GV3101 并验证后，将根癌农杆菌涂布于含有 3 种

注：A. 1/2 MS 培养基上播种的番茄种子；B. 番茄幼苗与根癌农杆菌共培养；C. 下胚轴上长出类愈伤组织，箭头指向芽分化的位置；D. 类

愈伤组织分化的不定芽。

Note: A. tomato seeds sown on 1/2 MS medium; B. co-culture of seedlings with Agrobacterium tumefaciens; C. callus-like tissues growing on

the hypocotyl, arrows indicate the locations of bud differentiation; D. the adventitious buds differentiated from callus-like tissues.

图 1 不定芽的再生

Fig. 1 The regeneration of adventitious buds
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抗生素（50 mg · L- 1 kan、50 mg · L- 1 rif、40 mg · L- 1

gent）的 YEB 平板上，28 ℃暗培养 1 d。收集菌体，

重悬于 AB∶MES（3 g·L-1 K2HPO4，1 g·L-1 Na2HPO4，

1 g·L-1 NH4Cl，0.31 g·L-1 MgSO4 ·7 H2O，10.66 g·L-1

MES，20 g·L-1葡萄糖，0.1491 g·L-1 KCl，0.0111 g·L-1

CaCl2，0.0015 g · L- 1 FeSO4，pH 5.7）溶液中，加入

200 μmol · L-1 乙酰丁香酮（AS），使菌液 OD600=0.3，

28 ℃摇菌过夜。离心收集农杆菌，重悬于含 AB∶

MES 和 1/2 MS 的（1∶1，V/V）的混合液中，加入

200 μmol·L-1的 AS 和 0.01%的 Silwet L-77，使工作

菌液 OD600=0.10~0.18。

选择 400 株具有 2 片子叶的番茄无菌苗，浸

泡在含有工作菌液的 150 mL 锥形瓶中，轻轻摇晃

15 min，倒掉多余液体后，将番茄苗放置在 25 ℃

培养箱中暗培养 2 d（图 1-B）。用无菌水冲洗番

茄苗，无菌滤纸擦干，挑选子叶完整的 100 株番茄

苗，移至装有 1/2 MS 选择培养基（含有 300 mg·L-1

特美汀，150 mg · L-1 头孢霉素）的组培瓶中，3 次重

复，每个组培瓶中 5 株番茄苗，放置在光照培养箱

中（25 ℃，湿度 70%，16 h/8 h 光暗周期），每周更

换 1 次培养基。2 周后，番茄幼苗下胚轴膨大，形

成类愈伤组织（图 1-C），这时大部分类愈伤组织

保持不分化的状态，小部分类愈伤组织分化出

芽。将不定芽切下转移至新的 1/2 MS 培养基上，

放在光照培养箱中培养，每 2 d 继代 1 次。部分芽

能正常生长（图 1-D）。

1.2.2 转基因阳性植株的验证 随机选择 3 株转

化后的番茄，按照 DNA 提取试剂盒的说明步骤提

取其类愈伤组织的 DNA 进行 PCR 鉴定，阳性对照

为提取的含目的基因的根癌农杆菌质粒，阴性对照

为不含目的基因的根癌农杆菌侵染后的番茄下胚

轴。PCR 反应体系为 10 μL，包括 2 μL ddH2O、

5 μL 2×Rapid Taq Master Mix、1 μL 上游引物、1 μL

下游引物和 1 μL 提取的 DNA。PCR 的反应程序

如下：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 10 s、48 ℃退火

30 s、72 ℃延伸 90 s 为 1 个循环，进行 30 个循环；

最后 72 ℃延伸 10 min。

1.2.3 转录组学测序分析 对照组为不含目的基

因的根癌农杆菌侵染后的番茄下胚轴，处理组为含

目的基因的根癌农杆菌侵染后的番茄下胚轴长出

的类愈伤组织，每个处理 3 个样本，每个样本 0.8 g

（大约 20 株番茄可收集 0.8 g 类愈伤组织），共 6 个

样本。RNA-Seq 测序在北京诺禾致源技术股份有

限公司进行。用 hisat2 将 clean data 比对至番茄基

因组 Solanum lycopersicum ITAG 5.0，选择 FDR<

0.05 和|log2（fold change）|≥1 作为筛选差异表达基

因的（differentially expressed gene，DEG）条件。用

OmicShare 云平台工具（https://www.omicshare.com/

tools）对差异表达基因进行 GO（Gene Ontology）富

集分析和 KEGG（kyoto encyclopedia of genes and

genomes）富集分析。

1.2.4 荧光定量 PCR 选择 13 个差异表达基因进

行 RT-qPCR（quantitative real-time PCR）验证，以番

茄中的 SAND 基因作为内参基因，因为其在茎中的

表达比 TIP41、Actin、CAC 和 Expressed 稳定[13]。每

个基因的定量分析设置 3 次重复，采用相对定量

2-ΔΔCt法分析结果。将转录组测序用到的 RNA 通过

逆转录试剂盒 PrimeScriptTM 1st stand cDNA Synthe-

sis Kit（Takara）合 成 cDNA 第 一 链 ，然 后 在

MA- 6000 实时荧光定量仪上进行 qRT- PCR。

qRT-PCR 反应体系为 20 μL，包括 10 μL 2×SYBR

real-time PCR premixture、0.4 μL 10 μmol·L-1上游引

物、0.4 μL 10 μmol · L- 1 下游引物、1 μL cDNA 和

8.2 μL RNase free ddH2O。qRT-PCR 的反应程序如

下：95 ℃预变性 5 min，95 ℃变性 15 s，60 ℃退火和

延伸 30 s，进行 40 个循环。

1.2.5 数据分析 每 100 株转化后的番茄为 1 个

重复，共 3 个重复，采用完全随机试验设计。试验

数据用单因素方差分析，用邓肯新复极差法进行处

理间的显著性分析，数据处理软件选用 DPS

6.5.5.8，图片制作采用 Excel 2021、GraphPad Prism 8

和 Microsoft PowerPoint 2021。

类愈伤组织诱导率/%=产生类愈伤组织的株

数/总株数×100；

平均每株类愈伤组织数量=类愈伤组织数量/产

生类愈伤组织的株数；

不定芽分化率/%=分化出的不定芽数量/类愈

伤组织数量×100。

2 结果与分析

2.1 番茄类愈伤组织的诱导率及不定芽分化率

由图 2 可知，番茄与根癌农杆菌共培后，前

35 d 的类愈伤组织诱导率、平均每株类愈伤组织数

量和不定芽分化率，都随时间的延长而增高。番茄

的类愈伤组织诱导率在 14~21 d 期间升高最快，第

21 天的类愈伤组织诱导率为 77.98%，第 28 天和第

35 天的类愈伤组织诱导率虽然有略微增长，但总体

趋于平稳（图 2-A）。平均每株番茄的类愈伤组织数

何鑫鑫，等：Wus2和 IPT转基因番茄类愈伤组织的转录组分析
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中 国 瓜 菜 第37卷试验研究类愈伤组织诱导率/% S1 S2 S3 均值 std 类愈伤组织数量

14 33.68 55 55 47.89 12.31 14

21 78.95 75 80 77.98 2.64 21

28 87.37 78 80 81.79 4.93 28

35 88.42 85 81.67 85.03 3.38 35
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量也逐渐增加（图 2-B）。虽然类愈伤组织诱导率较

高，但不定芽分化率较低，第 14 天、第 21 天、第 28

天和第 35 天的分化率分别为 0.29%，1.94%，7.30%

和 10.74%（图 2-C）。

2.2 转化组织的检测

为了检测这些类愈伤组织是否含外源基因，提

取了 3 个类愈伤组织的 DNA 和 1 个不含目的基因

的根癌农杆菌侵染后的下胚轴 DNA，以其为模板对

FireKy Luc+基因进行 PCR 检测。结果显示，3 个类

愈伤组织都有 1434 bp 目的条带，而阴性对照中没

有对应的目标条带（图 3）。这表明类愈伤组织可能

是基因转化后的产物。

2.3 基因差异表达分析

为了探究外源基因 Wus2 和 IPT 对番茄类愈伤

组织形成的影响，对处理组（类愈伤组织）和对照组

（下胚轴）进行了转录组测序分析。在得到的 4928

个差异表达基因中，2676（54.30%）个基因表达上

调，2252（45.70%）个基因表达下调（图 4）。

图 2 类愈伤组织诱导率（A）、类愈伤组织数量（B）及不定

芽分化率（C）随时间的变化

Fig. 2 The induction rate of callus-like tissues（A）,

number of callus-like tissues（B）and the differentiation

rate（C）of adventitious buds

注：FC 表示差异倍数（T/CK），红色点代表处理后显著上调基

因，绿色点代表处理后显著下调基因。

Note：FC represents fold change（T/CK）. Red dots represent sig-

nificantly upregulated genes, and green dots represent significantly

downregulated genes in callus-like tissues.

图 4 基因差异表达火山图

Fig. 4 Volcano map of differential gene expression
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注：泳道 1 是 DM5000 marker，泳道 2 是阳性对照，泳道 3~5

是类愈伤组织，泳道 6 是阴性对照。

Note: Lane 1 is the DM5000 marker, lane 2 is the positive con-

trol, lane 3-5 are callus-like tissues, and lane 6 is the blank control.

图 3 类愈伤组织中双荧光素酶报告基因 FireKy Luc+的

PCR 检测

Fig. 3 PCR detection of dual luciferase reporter FireKy

Luc+ in callus-like tissues
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2.3.1 差异表达基因 GO 分析 对差异表达的基因

进行 GO 分类以及富集分析，发现在生物学过程中，

DEGs 在代谢过程、细胞过程和单有机体过程富集

最多；在细胞组分中，DEGs 在细胞膜、细胞和细胞

区域富集最多；在分子功能中，DEGs 在结合和催化

活性过程富集最多（图 5）。

图 5 差异表达基因 GO 功能分类图

Fig. 5 GO functional classification map of DEGs

2.3.2 植物激素信号转导 植物激素信号转导路

径的分析结果表明，植物内源激素广泛参与类愈伤

组织的形成过程（图 6）。富集到激素信号转导通路

的差异基因共有 60 个，其中上调表达基因 34 个，

下调表达基因 26 个。

2.3.3 差异表达基因 KEGG pathway 分析 对

DEGs 进行 KEGG 通路富集分析的结果表明，差

异表达基因在代谢途径、次生代谢产物的生物

合成、光合作用、光合作用 -天线蛋白、光合生物

的固碳作用、半胱氨酸和蛋氨酸代谢、碳代谢、

氮代谢、DNA 复制、植物病原体相互作用，以及

萜、哌啶和吡啶生物碱的生物合成通路上显著

富集（图 7）。还发现 SlCAB、SlLHCA、SlLHCB、

SlNPF、SlGS2 和 SlCYCB 在类愈伤组织中的表达

量都低于对照组，暗示了绿色组织细胞的不正

常发育，这也许是不定芽分化率较低的原因之一

（图 8）。

2.3.4 体细胞胚形成相关基因的表达 在转化

Wus2 和 IPT 形成的类愈伤组织中，与体细胞胚形成

有关的基因如 ECP63、AGL15、GA2OX6、FUS3、

ABI3、WUS 和 CUC2，其中 WUS 表达量上升超过

32 倍，ECP63、AGL15、FUS3、ABI3、WUS 和 CUC2

表达量上升超过 4 倍，这表明它们可能在类愈伤组

织形成过程中发挥着重要作用（图 9），并且它们的

表达可能是芽形成的先决条件。

2.3.5 类愈伤组织中的高度上调基因 在类愈伤

组织中高度上调的基因中，除了通过农杆菌转移的

靶基因 IPT 和 Wus2 外，还有 5 个基因经历了超过

1000 倍的上调，即 HIGD、ACS2、ENOD93、CKX2 和

AAT（图 10），虽然它们之间没有直接的功能关系，

但具有被非生物胁迫诱导的共同特征。

2.4 差异表达基因的qRT-PCR分析

为了验证 RNA-seq 数据的准确性，选择了 13

个具有显著表达波动的基因进行 qRT-PCR，这些基
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注：红色表示差异基因表达上调，绿色表示下调，既有红色又有绿色代表该信号通路上既有上调基因又有下调基因。

Note：Red indicates upregulated gene, while green indicates down-regulated genes. Both red and green represent both upregulated and downreg-

ulated genes in the signaling pathway.

图 6 植物激素信号转导路径

Fig. 6 Plant hormone signaling pathway
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图 8 特定生物过程中的基因富集

Fig. 8 gene enrichment in specific biological process

图 7 差异基因 KEGG pathway 富集图

Fig. 7 KEGG pathway enrichment map of DEGs

图 9 体细胞胚形成相关基因

Fig. 9 Genes related to embryogenesis

图 10 高度上调基因
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3 讨论与结论

通过根癌农杆菌介导的遗传转化法，将 Wus2

和 IPT 基因转入番茄幼苗后，番茄下胚轴细胞的生

理过程发生了转变，从营养状态转变到类似生殖或

逆境状态，从而导致了类愈伤组织的形成。在此过

程中，ECP63、WUS 和 CUC2 均上调表达，这表明了

番茄下胚轴向胚性愈伤组织的转变。ECP63 是从

胡萝卜胚性培养物中分离得到的典型的 LEA 基

因[14]，参与了种子成熟与耐旱过程，在胚性细胞和不

同发育时期的胚状体中高度表达，但在幼苗和非胚

性细胞中不表达[15]。在 ecp63 缺失的突变体中，外

植体胚胎发生的潜能显著降低 [16]。WUS 蛋白是

AGAMOUS 基因的激活因子，参与调节茎部分生组

织中干细胞的维持，保持干细胞处于未分化状

态[17]。CUC 基因在中间区域的表达有 2 个主要功

能，一是抑制细胞的增殖和分化，分隔出 2 个发育

中的子叶边界，二是启动 STM 在中间的表达[18]，且

CUC 基因在胚胎发生过程中对生长素生物合成基因

的表达起着重要的调控作用，这可能有助于子叶边

界的发育[19]。

许多与内源激素合成和调控有关基因的表达

也发生了改变，这说明植物激素在类愈伤组织形成

过程中起着关键作用。在细胞分裂素、乙烯和赤霉

素的信号转导途径中，各富集了 3 个、4 个和 3 个差

异表达基因。CKX2、ACS2 和 GA2OX6 分别编码了

细胞分裂素、乙烯和赤霉素合成过程中的关键酶，

它们在类愈伤组织形成过程中均上调表达。在前

人的研究中，细胞分裂素可以促进细胞分裂和诱导

芽的分化，甚至可以直接诱导猪血木叶片和叶柄的

体细胞胚发生[20]，而过表达 CKX2 则降低了内源细

胞分裂素含量，使叶片缓慢变小[21] 。GA2OX6 编码

的赤霉素 2-氧化酶可以使赤霉素失活，而赤霉素被

认为不利于细胞分化[22]，在添加赤霉素情况下体细

胞胚胎的存活率不足 3%[23]，但也有研究认为相对较

低的细胞分裂素和赤霉素含量有助于胚性愈伤组

织的形成[24]。乙烯诱导体细胞胚形成的作用存在一

些争议。比如胚性愈伤组织中乙烯产量的增加会

破坏对拟南芥体细胞胚的诱导[25]，但是乙烯生物合

成和响应基因的上调却是紫花苜蓿叶片外植体诱

导体细胞胚胎发生所必需的 [26]。AGL15、FUS3 和

ABI3 则通过复杂的调控网络影响赤霉素积累、生长

素反应和乙烯积累，将有生物活性的赤霉素转化成

无生物活性的赤霉素，进而影响体细胞胚的形成。

ABI3 是脱落酸信号传导途径的中心调节因子 [27]，

FUS3 通过调节脱落酸和赤霉素 2 种激素的合成来

参与控制叶片器官的形成[28]，ABI3 和 FUS3 相互正

向调控并调控自身的表达 [29]。AGL15 可以正向调

控 ABI3、GA2OX6、AtIAA30、miR167A、SERF1 的表

达，负向调控 TIR1、ARF6、ARF8 的表达和赤霉素的

生物合成，FUS3 与 AGL15 之间相互正向调控[30]。

根癌农杆菌介导的植物内转化虽然可能不受

图 11 RNA-Seq 与 qRT-PCR 结果比较

Fig. 11 Comparison of results between RNA-Seq and qRT-PCR

因与绿色组织细胞的发育和芽的形成有关。

qRT-PCR 数据显示出与 RNA-seq 结果相似的趋势

（图 11），表明 RNA-seq 可以准确地反映基因的相

对表达水平。
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基因型的限制，但同时也存在一些问题，如芽不能

正常伸长，这可能是 CKX2 的高表达和绿色组织

细胞发育不完全导致的。在前人的研究中，番茄

茎尖叶片的起始只有在光照下才能发生，暗处理

会抑制叶片发育 [31]；绿色组织细胞通过光合作用

产生蔗糖，蔗糖被转运到芽原基并转化为葡萄糖，

以激活葡萄糖-TOR 信号通路，从而用于芽原基或

分生组织的发育 [32]。所以或许可以通过延长光照

时间、提高光照度或者添加外源细胞分裂素来促

进芽的生长发育，但还需要进一步的试验来验证。
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