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花生两种不同分化类型愈伤组织的差异表达基因分析
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摘要：组织培养是开展花生（Arachis hypogaea L.）遗传转化的重要环节，然而，花生胚性愈伤组织的分化受到基因型限

制。本研究在花生遗传转化体系的建立过程中，从 9份种质资源中筛选出愈伤分化能力强的品种漯花 22号，并对漯花 22号

分化过程中的 T1型愈伤（易分化成苗的胚性愈伤）、T2型愈伤（难分化成苗的非胚性愈伤）进行转录组测序分析（以分化

0 d的愈伤为对照，CK）。与 CK相比，T1、T2型愈伤中分别具有 1792和 868个差异表达基因（DEGs, Differentially expressed

genes）。GO功能富集分析表明，T1 型的 DEGs主要富集在分生组织和干细胞群维持等通路；T2型的 DEGs主要富集在苯丙

烷生物合成和代谢途径等通路。蛋白质家族分析显示，T1、T2型的 DEGs包含 2459个蛋白质编码基因，其中细胞色素 P450

家族显著富集。通过蛋白质-蛋白质互作网络（PPI, Protein-Protein Interaction）分析，挖掘到 5 个枢纽基因 AhAE3ZZG、

AhP17M1H、AhA6R79F、AhZFZ3ZQ和 AhHMN99B，这些基因可能在促进花生胚性愈伤组织分化过程中起重要作用。本研究

结果将为进一步探究影响花生胚性愈伤组织分化过程中的关键基因、解析花生愈伤分化形成再生植株的分子机理提供科学依

据。
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Abstract: Peanut (Arachis hypogaea L.) is the fourth largest oil crop in the world. Tissue culture is an important procedure in

genetic transformation of peanut. However, the differentiation of peanut callus is restricted by genotype. In this study, Luohua 22, a

cultivar with strong callus differentiation ability, was screened from 9 germplasm resources through establishing a peanut genetic

transformation system. Transcription sequencing analyses were carried out using T1 callus (embryogenic callus prone to differentiate

into seedlings), T2 callus (non-embryogenic callus difficult to differentiate into seedlings) during the differentiation process of Luohua

22, and callus at 0 day of differentiation was set as control (CK). Compared with CK, there were 1792 and 868 differentially expressed

genes (DEGs) in T1 and T2 types of callus, respectively. The GO functional enrichment analysis showed that the DEGs in T1 type of

callus were mainly enriched in the pathways of meristematic organization and stem cell population maintenance, while those in T2

type of callus were mainly enriched in the pathways of phenylpropane biosynthesis and metabolic pathway. Protein family analysis

showed that DEGs in T1 and T2 type callus contained 2459 TFs, among which the cytochrome P450 family was significantly enriched.
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By Protein-protein interaction network (PPI) analysis, five key genes, i.e., AhAE3ZZG, AhP17M1H, AhA6R79F, AhZFZ3ZQ and

AhHMN99B, were mined, which might play important roles in promoting peanut callus differentiation. The results of this study would

provide a scientific basis for furhter exploring the key genes affecting the differentiation process of peanut cotyledon node callus, and

the subsequent analysis of the molecular mechanism of peanut callus differentiation to form regenerated plants.
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花生（Arachis hypogaea L.）是重要的油料和蛋白质来源作物，广泛用于食油、饲料、工业等领域[1]。

利用基因工程技术创制花生新型种质已经成为当下改良花生品种的重要手段。基因工程育种的关键在于高

效遗传转化体系的建立，采用组织培养为基础的农杆菌转化法是植物遗传转化的常用技术，但组织培养过

程常常受到植物基因型的影响。在大豆、木豆和鹰嘴豆等豆科作物基因编辑和遗传转化研究中发现，只有

部分特定品种再生能力和转化效率较高[2-3]。在籼稻组织培养过程中发现，不同基因型的愈伤组织褐变程度

不同[4]。玉米幼胚和陆地棉愈伤组织再生能力研究表明基因型是影响二者再生能力的关键因素[5-6]。因此，

在单子叶和双子叶植物的遗传转化研究中，大部分种质的基因型难以获得再生植株是一个普遍现象。在花

生基因工程改良过程中，也存在受基因型限制导致愈伤组织分化困难的问题[7]，这极大限制了遗传转化和基

因编辑手段开展花生分子遗传育种工作[8]。

愈伤组织可分为胚性愈伤组织和非胚性愈伤组织两大类，胚性愈伤组织是排列紧密，具备较强胚胎发

生潜能的细胞团，这些细胞可再生成完整的植株。非胚性愈伤组织是一类不具备胚胎发生潜能的愈伤组织[9]。

植物组织培养过程中，基因型、组培条件相同情况下生成了胚性愈伤组织与非胚性愈伤组织两种不同愈伤

组织[10]。植物分生组织的生长需要干细胞的参与。多功能干细胞是缓慢分裂的细胞，在组织培养中，可诱

导愈伤分化成新的植株，表观遗传调控、调节因子和植物激素信号等在植物分生组织和干细胞的发育、启

动、保持和分化方向中起着至关重要的作用[11]。研究表明，众多调节因子直接或间接调控植物愈伤组织分

化，植物生长因子 AP2/ERF家族具有调控植物胚胎发育、促进细胞增殖分化的功能，可加快愈伤组织生长[12]；

研究发现 BABY BOOM (BBM)和 WOX基因分别是影响棉花和玉米愈伤组织再生的关键基因[6,13]；在拟南芥

中发现，生长素响应因子 ARF3可以通过抑制 WUS基因的表达，进而调控茎尖分生组织干细胞的发育[14]；

LBD转录因子家族基因可能调控了玉米愈伤组织的形成[15]。一些功能基因在愈伤组织的再生过程中起着重

要的作用。WRKY和 bHLH等在棉花和小麦愈伤组织中显著富集，揭示这些转录因子可能与棉花和小麦愈

伤再生的调控有关[16-17]。植物激素相关的转录因子是影响愈伤分化的重要因素。yingKNOX的表达与细胞分

裂素相关，PeKNOXs参与了生长素的合成，最终影响了植物细胞的分裂和伸长[18]；细胞色素 P450（CYP450）

家族与植物生长激素相关，是最大的酶蛋白家族[19]，CYP76家族是 P450家族的一员，参与次生代谢物的生

物合成，含茉莉酸和光响应相关的元件[20]；生长素释放因子 GRF被证实对小麦愈伤再生效率有促进作用[21]。

综上所述，植物愈伤组织的分化过程受 AP2、P450和 HLH等多种相关通路中的转录因子家族调控。



目前，已有花生组织培养的相关报道，但其功能基因组学的研究还比较落后，关于花生愈伤组织分化

机理的的相关报道较少[1]。本研究在建立花生子叶节组织培养体系的过程中，筛选出了花生容易分化成苗的

基因型，并进一步对易分化花生种质的不同愈伤组织进行转录组测序分析，旨在揭示花生子叶节愈伤组织

分化的关键调控基因，为提升花生遗传转化效率提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

选取漯花 22号、花育 6313、花育 6808、皖花 18号、豫花 174、汾花 8号、晋花 10 号、鲁花 11、品

质 P17-12 等共 9 个黄淮花生产区育成品种（系）为实验材料，以常用的组培品种白沙 1016作为对照[22]，

从中筛选容易分化的种质，用于愈伤生长表型鉴定和转录组分析。

1.2 组培与种质筛选

花生组织培养配方参照卢春生[8]的报道。具体方法如下：挑选大小均匀、无病虫害、无污染、无破损的

种子，在超净工作台上用 75%酒精消毒 2 min，再加入 30%H2O2溶液进行消毒 30 min，无菌水清洗 5 次，

倒入无菌水浸泡 20~22 h，获得无菌花生种子。将获得的无菌种子剥去种皮，置于发芽培养基（MS+2 mg/L

6-BA+30 g/L蔗糖＋7.5 g/L琼脂）上，温度 28℃，黑暗条件下催芽 4 d获得无菌苗。取胚根与胚轴总长为 3

cm左右的无菌苗放于无菌培养皿，以子叶与胚轴的连接处为基准点进行切割，向下保留 3 mm 胚轴，向上

保留 5 mm子叶，垂直于连接点从两瓣子叶中间分割，去掉生长点获得子叶节。子叶节放置在愈伤诱导培养

基（MS+4 mg/L 6-BA+0.5mg/L NAA+1 mg/L 2,4-D+30 g/L蔗糖＋7 g/L琼脂）上诱导愈伤，每 14 d继代培养

一次，并适当分割愈伤组织，增加其接触培养基的面积，28 d 对具有不定芽的愈伤组织进行统计，42 d后

将愈伤组织转至分化培养基（MS+1 mg/L 6-BA+0.2 mg/L NAA+30 g/L蔗糖＋8 g/L琼脂）继续生长，56 d对

成苗的愈伤组织进行统计。将获得的再生苗放置在生根培养基（1/2 MS+0.2 mg/L NAA+30 g/L蔗糖＋7.5 g/L

琼脂）诱导生根 21 d，统计再生苗生根数。以上实验设置 3次重复，利用 Excel和 SPSS19.0软件进行数据

统计及分析，多重比较采用邓肯检验（Duncan’s test）进行显著性分析。各统计参数计算公式如下：

愈伤组织分化率 = 分化出不定芽的愈伤组织个数/接种愈伤组织个数 × 100%

愈伤组织成苗率 = 成苗愈伤组织个数/接种愈伤组织个数 × 100%

再生苗生根率 = 生根植株个数/接种再生苗个数 × 100%

1.3 花生愈伤材料制备

以组培体系筛选出的漯花 22号花生为实验材料，子叶节愈伤组织在分化培养基上培养 6~8周，根据愈

伤分化状态分为 2种类型，T1型愈伤为胚性愈伤，能分化成苗的愈伤，T2型愈伤为非胚性愈伤，难分化成



苗的愈伤。以分化 0 d的愈伤作为对照（CK），设置 2次生物学重复，对花生子叶节诱导的 T1 和 T2型愈

伤及 CK分别进行取样，用液氮速冻并于–80℃保存备用。

1.4 RNA提取和转录组数据分析

使用天根生化科技有限公司的 RNAprep Pure 试剂盒提取花生愈伤组织总 RNA，利用 1.2%琼脂糖凝胶

电泳 15 min检测提取 RNA的完整性，NanoDrop 2000c型分光光度计检测 RNA的质量和浓度。合格的 RNA

反转录后构建 cDNA文库，使用二代测序仪 Illumina NovaSeq6000进行双末端转录组测序，由北京诺禾致源

科技股份有限公司完成。从 Ensembl Plants数据库（https://plants.ensembl.org/）下载花生参考基因组序列。

编 写 Python 脚 本 筛 选 出 目 标 基 因 的 蛋 白 质 序 列 进 行 后 续 分 析 。 使 用 FastQC 软 件

（ http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/）对测序数据的碱基质量和 GC 含量等进行评估，使用

Trimmomatic（v0.36）软件对测序数据进行截断和过滤。用软件 STAR（v2.5.3.a）构建花生参考基因组的索

引文件，将过滤后的片段比对到花生参考基因组[23]，比对模式为 End To End，2-pass mapping。使用 R 包

FactoMineR对表达矩阵进行主成分分析（principal component analysis, PCA），并使用 R包 ggplot2 进行可

视化。使用 R包 DESeq2对数据进行差异表达基因（DEGs）分析，DEGs的设定阈值为 ADS（log2 Fold Change）

≥1.5，矫正过后的 FDR（false discovery rate）<0.05。使用 R包Mfuzz将 DEGs的 FPKM 值进行转录组的时

序分析。

1.5 GO和 KEGG分析

使用 eggNOG-mapper数据库（http://eggnog-mapper.embl.de/）对本研究所涉及的基因进行 GO和 KEGG

功能注释，使用 R语言进行统计和可视化。

1.6 蛋白质家族聚类与互作网络（PPI）分析

通过 eggNOG-mapper数据库（http://eggnog-mapper.embl.de/）对 DEGs进行蛋白家族聚类分析，基于数

据库 AraNet2（https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/），对 DEGs 的蛋白质-蛋白质互作网络（Protein-protein

interaction network, PPI）进行预测，使用 R包 ggraph对蛋白家族及其潜在枢纽基因的调控网络进行可视化。

1.7 qRT-PCR验证

在转录组测序分析的基础上，选取 7个 DEGs进行 qRT-PCR分析，验证转录组数据的可靠性。以β-Actin

为内源基因对照[24]，使用 Primer3.0设计引物（表 1）。反应体系中包含 2.0 μL cDNA、5 μL 2× SYBR qPCR

Master Mix、0.5 μL的正、反向引物，加 ddH2O至 10.0 μL混合。每个反应设 3个生物学重复，3次技术重

复。通过 Bio-Rad CFX Maestro进行实时荧光定量 PCR，使用 2-ΔΔCt法计算基因相对表达量，并用 GraphPad

Prism 8软件进行绘图分析，分析结果与测序结果进行对比检验转录组数据的可靠性。

表 1 本文所用引物

Table 1 Primers used for qRT-PCR



基因 正向引物序列 (5’→3’) 反向引物序列 (5’→3’) 退火温度℃

Genes Forward primers (5’→3’) Reverse primers (5’→3’) Tm

AhAE3ZZG AGAGAGCTGAGAGCCGCA AGCGAGTCCAAAAAGGCCA 59.5

AhP17M1H CACATTGGTCAGGCCGGT CGGTGTGGTCACTTGGCA 59.0

AhA6R79F GGCGATGTTGTGCCGAAA CGCAAGATCACCTCCCGG 59.5

AhHMN99B TTCATGCAGGGATGCGCA CCACGCCATCTGGGATCC 59.4

AhZFZ3ZQ AGCGTGCATTCGTCCACT TGGCCGCTTTCTTCGTCT 59.2

AhFN3HAQ TTCAGCGCATGGAGTCCC GGTCCTCTGCTTGCGGAT 58.2

AhXL9HTS CTGTGCTTTGTGATGCTGAGG AGGTGTCCTGGAGCTAGCA 58.5

β-Actin CAGGATTTGCCGGTGATGATG TCTGTTGGCCTTCGGGTTGAG 60.3

2 结果与分析

2.1 易分化种质筛选

通过组培筛选发现，在 9个供试品种中，有 5个品种的愈伤组织分化率高于对照品种白沙 1016，分别

是漯花 22号、花育 6313、汾花 8号、豫花 174和皖花 18号。其中，漯花 22号的愈伤组织分化率最高，其

与对照品种的愈伤分化率存在显著差异；愈伤组织分化率低于对照的 4个品种分别是鲁花 11号、花育 6808、

品质 P17-12和晋花 10，这些品种的愈伤组织再生较困难，不适宜作为花生组织培养的来源材料。此外，有

3个品种的外植体愈伤组织成苗率高于对照白沙 1016，其中，漯花 22号的成苗率显著高于对照品种。在 9

个供试品种中，再生苗的生根率与对照品种之间无显著差异。通过以上试验，发现在 9个供试花生品种中，

漯花 22号是最容易获得愈伤再生和成苗的种质材料（表 2），可用于花生组培遗传转化和功能基因研究。

表 2 不同花生品种愈伤分化表现

Table 2 Performance of different peanut varieties in healing differentiation.

品种名称

Name of accession

愈伤组织分化率(%)

Callus differentiation rate

愈伤组织成苗率(%)

Callus seedling formation rate

再生苗生根率(%)

Rooting rate of regenerated seedlings

漯花 22号 36.07±7.17a 7.24±1.72a 69.03±2.36ab

花育 6313 27.56±11.01ab 1.91±1.5bc 67.41±13.46ab

汾花 8号 25.18±3.67abc 4.16±1.65b 70.00±4.71ab

豫花 174 20.49±4.64bc 1.60±0.69bc 81.27±0.88a

皖花 18号 19.45±1.99bc 3.51±1.99bc 71.04±3.24ab

鲁花 11号 13.41±3.79bc 3.14±1.71bc 65.80±3.50ab

花育 6808 12.37±14.58bc 0.46±0.65c 67.18±13.14ab

品质 P17-12 11.94±9.91bc 2.06±0.58bc 73.38±7.35ab

晋花 10号 11.88±8.68c 1.26±0.5bc 61.31±4.21b

白沙 1016（CK） 18.91±1.66bc 2.67±0.54bc 69.45±3.93ab

不同小写字母表示不同花生品种间分化、成苗和生根在 0.05水平的差异显著性

Different lowercase letters indicate significant differences in differentiation, seedling formation and rooting among different peanut varieties at 0.05 level

2.2 不同愈伤组织转录组测序



以本研究获得的易分化种质漯花 22号为试验材料，研究中发现，在相同组培条件下，子叶节愈伤组织

常常分化出形态差异明显的愈伤组织。从愈伤培养基转至分化培养基诱导分化（分化 0 d愈伤，设为 CK，

图 1A），生长 6~8周后生成 2种不同的愈伤形态，即 T1 型和 T2 型愈伤。T1 型愈伤组织生长状态较好，

有浅绿色凸起点，随着愈伤的发育，凸起点颜色逐渐变深，能够分化出不定芽，最终能形成完整的植株（图

1B）；T2型愈伤组织呈水渍化，愈伤颜色以白色为主，表层嵌合有淡褐色组织，最终变成分化能力差的水

渍化或褐化的愈伤组织，难以形成再生植株（图 1C）。

花生子叶节在 MS培养基中诱导愈伤分化；A:分化 0 d的愈伤（CK）；B：T1型愈伤；C：T2 型愈伤；

Peanut cotyledonary nodes in MS medium to induce callus differentiation; A: Callus at 0 day of differentiation (CK);

B: T1-type cllus; C: T2-type callus;

图 1 漯花 22号子叶节愈伤组织分化类型

Fig. 1 Types of cotyledonary node callus differentiation in Luohua 22

进一步取不同类型愈伤组织进行RNA测序并进行转录组数据分析。切除接头序列和低质量的测序片段，

每个样品平均测序碱基量为 6 GB，获得的待分析的片段数量为 22061840−29190445条，样品的总比对效率

范围是 96.34%−98.00%，GC含量>43%（表 3），表明转录组数据具有较高的质量。对 3组样品转录组数据

进行主成分分析（PCA, principal component analysis），结果显示 3组样品（“CK”，“T1”和“T2”）在 PC2方

向分别呈现逐渐聚拢的趋势，其中 T1聚拢趋势最为明显（图 2A）。对基因表达矩阵进行 Pearson相关性分

析，结果显示，2个生物学重复样本内存在显著的相关性（相关性系数>0.85），说明在本研究中不同取样

重复间转录组具有高度重现性（图 2B）。

表 3 转录组数据质量统计

Table 3 Transcriptome Data Quality Statistics

测序样品

Sample

原始读数

Raw reads

有效数据读数

Valid reads

GC 含量(%)

GC content

总比对率(%)

Total mapping

T1-1 29389577 29190445 44 97.29

T1-2 28017876 27827331 44 98.00

T2-1 29060897 28879882 43 96.34

T2-2 26587489 26414541 44 97.54

CK-1 26023778 25855092 44 96.80

CK-2 22216695 22061840 44 97.46

T1-1、T1-2代表 T1型愈伤的 2个生物学重复；T2-1、T2-2代表 T2型愈伤的 2个生物学重复；CK-1、CK-2 代表分化 0 d愈伤的 2个生物学重复



T1-1, T1-2 represent 2 biological replicates of T1-type callus; T2-1, T2-2 represent 2 biological replicates of T2-type callus; CK-1, CK-2 represent 2 biological

replicates of callus at 0 days of differentiation

A:主成分分析（PCA）; B:基因表达分布的分散热图

A: Principal Component Analysis (PCA) ; B: Dispersion heat map of gene expression distribution

图 2 样本数据相关性分析

Fig. 2 Correlation analysis of sample data

2.3 花生愈伤形成相关 DEGs分析

利用 R包 DESeq2对 CK、T1和 T2型愈伤中转录本表达量进行分析，探究花生子叶节愈伤组织分化过

程中基因的表达情况。结果显示，愈伤组织中上调的差异表达基因多于下调的基因；其中，T1型愈伤组织

中上、下调差异表达基因分别有 1084和 708 个（图 3A），T2 型愈伤中上、下调差异表达基因分别有 478

和 390个（图 3B）。从韦恩图分析可知，T1、T2分别特有的上调基因为 968个和 362个，T1、T2特有的

下调基因分别有 623个和 305个；此外，有 6个 DEGs基因分别在 T1上调、T2下调，有 3个 DEGs基因分

别在 T1下调、T2上调（图 3C）。由此可知，T1型愈伤特有的 968个差异基因可能促进了花生子叶节愈伤

组织的发育正常，最终形成完整的植株；T2型愈伤特有的 362个差异表达基因可能与其愈伤组织的水渍化

和褐化过程有关。T1下调和 T2上调 DEGs间有 3个共有基因，这些基因在 T1型愈伤中下调可能具有缓解

其对分化成苗的抑制作用，而在 T2型愈伤中上调可能诱发花生子叶节愈伤发育为水渍化和褐化细胞组织，

最终不能分化成苗。T1上调和 T2下调 DEGs间有 6个共有基因，其在 T1型愈伤中上调表达可能起到促进

分化成苗的作用，而在 T2型愈伤中由于表达下调，不利于花生子叶节的分化成苗。



A、B：差异表达基因火山图; C 差异表达基因韦恩图

A, B: Differentially expressed genes detected by volcano plots; C: Differentially expressed genes detected by Wayne plots

图 3 不同愈伤分化差异表达基因数目统计

Fig. 3 Statistics on the number of differentially expressed genes for different callus differentiation

2.4 花生愈伤的 GO功能富集分析

通过 GO方法分析 DEGs，进一步筛选影响花生愈伤分化的候选基因。结果发现：T1 型愈伤上、下调

DEGs 富集的通路分别有 75个和 62个，T2 型愈伤上、下调 DEGs富集的通路分别有 57个和 35个。将排

在前 20位的通路绘制 GO通路图，综合两种类型愈伤通路发现，GO富集到的 DEGs，主要参与生理过程中

的生物调节和代谢过程，生物分子结合和信号激活，细胞组分和细胞发育等 3大类通路（图 4）。T1型愈

伤上调 DEGs 主要富集的前 2个通路分别是分生组织维持和干细胞群维持（图 4A），这些通路是 T1 型愈

伤形成的关键通路。T2型愈伤上调DEGs主要富集的前 2个通路分别是苯丙烷生物合成和代谢过程（图 4C），

表明苯丙烷代谢通路可能与花生子叶节愈伤组织水渍化或褐化有关。



A:T1-UP B:T1-DOWN C:T2-UP D:T2-DOWN

图 4 差异基因的 GO通路注释和富集

Fig. 4 GO pathway annotation and enrichment of differential genes

在 GO注释中分生组织维持通路富集的 DEGs最多，干细胞群维持通路位居第二，说明分生组织维持和

干细胞生长发育在花生愈伤组织分化过程中发挥重要作用。本研究通过对分生组织维持和干细胞群维持两

个通路富集的上调 DEGs 进行分析，发现植物生长发育因子 MADS-box 基因家族有 8个 DEGs上调表达，

AP2、KNOX和 ARF基因家族注释的 DEGs 有 1个 DEGs上调表达（表 4），表明有大量的MADS-box 基

因家族参与了花生愈伤分生组织和干细胞的分化过程，AP2、同源框蛋白、生长素响应因子等基因家族在这

一过程中也起了重要作用。

表 4 分生组织维持和干细胞全能性维持相关 DEGs

Table 4 DEGs related to meristem maintenance and stem cell totipotency

基因编号 上调/下调 基因名称 注释



Genes ID Up/down Genes name Annotation

Ah679QY2 Up SOC1 MADS-box protein

AhH2N64Y Up SOC1 MADS-box protein

AhXL9HTS Up SOC1 MADS-box protein

AhP3T58Z Up SOC1 MADS-box protein

Ah679QY2 Up SOC1 MADS-box protein

AhXL9HTS Up SOC1 MADS-box protein

AhP3T58Z Up SOC1 MADS-box protein

AhH2N64Y Up SOC1 MADS-box protein

AhN9UN2I Up AP2 Floral homeotic protein APETALA

AhFN3HAQ Up KNOX1,KNOX2 homeobox protein

AhA1HLZR Up ARF3 Auxin response factors (ARFs)

为了进一步明确影响花生愈伤分化的候选基因，深入分析了 T1 和 T2 型愈伤的 DEGs。结果发现，在

T1 型愈伤中，生长调节因子（GRF, Growth Regulating Factor）和半胱氨酸的肽类激素（EPF, EPIDERMAL

PATTERNING FACTOR）只有 1个基因表达上调，侧生器官转录因子（LBD, Lateral organ boundaries domain）

有 2个基因表达上调；转录因子MYB家族中注释的 DEGs有 3个上调表达、1个下调表达；WRKY家族注

释的 DEGs有 5个上调表达、3个下调表达；赤霉素调控的 GASA基因家族注释的 DEGs有 4个上调表达。

苯丙类的生物合成会加速愈伤褐化，在 T2型愈伤中，与苯丙类物质合成相关的 4-香豆酸辅酶 A连接酶（4CL,

4-coumarate：coenzyme A ligase）中有 2个 DEGs上调表达、1个 DEGs下调表达（表 5）。通过上述分析，

说明了 GRF、EPF、MYB、WRKY和 GASA等多个转录因子均参与了调控花生愈伤组织分化这一复杂的生

物学过程。

表 5 愈伤形成相关 DEGs

Table 5 DEGs associated with callus formation

基因编号 上调/下调 基因名称 注释

Genes ID Up/down Genes name Annotation

AhHK1F5C Up GRF1 GRF1-interacting factor

Ah79G9YV Up EPF EPIDERMAL PATTERNING FACTOR-like protein

AhB5LLG6 Up SMP_LBD Synaptotagmin-like mitochondrial-lipid-binding domain

AhW7YV9U Up SMP_LBD Synaptotagmin-like mitochondrial-lipid-binding domain

AhSI8X9Q Up GLK2 transcription

Ah4F3XVH Down PTL Trihelix transcription factor

AhGDT5AY Up MYB108 Transcription factor

AhA9PKKK Up GLK2 transcription

AhJ0NZC0 Up WRKY54 WRKY transcription factor

AhTET6YL Down WRKY13 WRKY transcription factor

Ah550C4N Up WRKY72 WRKY transcription factor

Ah77CZVH Up WRKY WRKY transcription factor

AhK37UFQ Down WRKY20 WRKY transcription factor

Ah2G4BRW Up WRKY54 WRKY transcription factor



2.5 愈伤形成相关 DEGs蛋白质家族分析

蛋白酶和转录因子等在细胞分化和发育过程中扮演着重要调控角色，本研究从两种类型的愈伤共筛选

出 2660个 DEGs进行蛋白质家族聚类分析，结果表明：2660个 DEGs中共有 2459个蛋白质基因，其中 1446

个蛋白质基因上调表达，1013个蛋白质基因下调表达（图 5）。上下调基因家族中共有的蛋白质家族主要

包含了细胞色素 P450、螺旋—环—螺旋蛋白质（HLH）和MYB-DNA结合域等，三个家族中上调蛋白质基

因多于下调蛋白质基因，这表明 T1、T2 型愈伤形成过程中 P450、HLH和MYB 等蛋白质家族起到了重要

的影响作用。

A:上调表达的前 15 个蛋白质家族；B:下调表达的前 15个蛋白质家族

A: Up-regulated expression of the first 15 protein families; B: Down-regulated expression of the first 15 protein families

图 5 差异表达蛋白质家族分析

Fig. 5 Differentially expressed protein family analysis

2.6 DEGs蛋白质互作网络（PPI）分析

本研究利用拟南芥 Aranet2数据库对不同花生子叶节愈伤组织分化过程中 DEGs进行 PPI分析，以网络

中连接度排名前 5的基因进行绘图，结果发现，PPI筛选出的 5个枢纽基因分别为 AhAE3ZZG、AhP17M1H、

AhA6R79F、AhZFZ3ZQ和 AhHMN99B，5个枢纽基因互作的蛋白质数量依次是 117、24、14、13和 13，表

AhMYRR9C Up WRKY WRKY transcription factor

AhKL0M69 Down WRKY13 WRKY transcription factor

AhYB2114 Up GASA Gibberellin regulated protein

AhHQ8G2J Up GASA Gibberellin-regulated protein

AhVES4LD Up GASA Gibberellin regulated protein

AhRUJ0QA Up GASA Gibberellin regulated protein

Ah35X8AA Down 4CL1 4-coumarate-coa ligase

AhST1ALI Up 4CL1 4-coumarate-coa ligase

AhNC09XL Up 4CL1 4-coumarate-coa ligase



明上述 5 个基因可能是花生子叶节愈伤的分化过程中的关键节点调控基因。AhAE3ZZG 是核糖体蛋白的

Ribosomal protein L30（RPL30）家族的成员，RPL30 家族通过影响蛋白质合成，间接调控植物的生长和发

育过程。AhP17M1H、AhA6R79F和 AhZFZ3ZQ是编码微管蛋白的 Tubulin 蛋白家族成员，参与细胞分裂、

运动和形态维持等生物过程。AhHMN99B是液泡 ATP酶的 V_ATPase_I蛋白家族成员，V-ATPase家族是植

物细胞中主要的质子泵，与生长、发育和形态建成等生理过程密切相关（图 6）。

红点代表发生互作的蛋白质，红点大小代表与其发生蛋白互作的蛋白质数量

线条颜色代表蛋白之间互作的权重的大小，权重越大，互作的程度越高。

The red dots represent the proteins that interact, and the size of red dots represent the number of proteins that interact with them.

The color of the line represents the weight of the interaction between proteins, and the greater the weight, the higher the degree of interaction.

图 6 差异表达基因的蛋白质-蛋白质互作分析

Fig. 6 Protein-protein interaction analysis of differentially expressed genes

选取 5 个枢纽基因和 2个 GO富集通路中筛选出的与花生子叶节愈伤组织形成相关的差异表达基因，

进行 qRT-PCR验证（β-Actin为内参基因）。结果表明，部分差异基因 qRT-PCR验证的基因相对表达水平与

转录组测序的 FPKM值变化趋势高度吻合（图 7A）。对转录组测序（RNA-Seq）结果与实时荧光定量 qRT-PCR

结果进行相关性分析，相关系数为 0.72（图 7B），说明转录组数据分析的结果准确反映了基因的表达水平。



CK: 分化 0 d的愈伤，T1: T1型愈伤，T2: T2型愈伤

CK: Callus at 0 days of differentiation, T1: T1 type callus, T2: T2 type callus

A: 部分差异基因的 qRT-PCR 验证 B: RNA-Seq）与 qRT-PCR 结果的相关性分析

A: Validation of qRT-PCR of selected differential genes B: Correlation analysis of expression values based on RNA-Seq and qRT-PCR

图 7 差异基因 qRT-PCR验证分析

Fig.7 Validation analysis of differential genes

3 讨论

3.1 基因型对花生愈伤分化的影响

基因型不同会导致花生愈伤组织分化率、成苗率存在一定差异[7-8]。通过对 6种肯尼亚花生的子叶节进

行农杆菌转化，转化率为 0~24%[7]。本研究以 9个花生品种为实验材料建立组培体系，结果发现，不同品种

愈伤分化、成苗和生根的能力不同，筛选出了易分化种质漯花 22号，其分化率、成苗率显著高于对照品种

白沙 1016。本研究证实了基因型对花生组织培养及遗传转化具有重要的影响作用。

3.2 分生组织维持、干细胞群维持通路对愈伤分化的影响

表观遗传变异、基因表达的随机性和转录因子浓度等是同一基因型在相同条件下产生不同形态愈伤的

重要因素[25-26]，本研究在相同组织培养条件下，漯花 22号生成了 T1和 T2两种不同形态的愈伤组织，揭示



了在花生组织培养中也存在基因序列没有发生改变，但可能发生了表观遗传、基因表达或转录因子调控等

基因功能变化，这是两种类型愈伤形成的主要原因。本研究中，T1型愈伤 DEGs富集最多的两个通路分别

是分生组织、干细胞群维持。植物干细胞位于分生组织中。有研究表明，细胞分化及植株形成以分生组织

为基础，分生组织的发育主要依赖于干细胞群体。愈伤组织是一种特殊的干细胞群体，可促进体细胞胚的

形成，在体细胞胚的发生和发育过程中，分生组织与干细胞的形成起关键作用[11]。因此，在花生中分生组

织、干细胞群维持等生理过程和调控基因，是促进胚性愈伤分化的有利途径。

分生组织发育和干细胞形成，直接或间接受生长调节因子和植物激素等相关基因共同调控[11]。本研究

中，GO注释中分生组织维持通路富集的 DEGs最多，干细胞群维持通路位居第二，说明分生组织维持和干

细胞生长发育在花生愈伤组织分化过程中发挥重要作用。大豆MADS-box转录因子直系同源物（Gm）AGL15

通过负向调节大豆中的生长素信号传导，影响下游调控基因来促进体细胞胚胎的发生[27]。本研究通过对分

生组织维持和干细胞群维持两个通路富集的 DEGs进行分析发现，MADS-box基因家族有 8个 DEGs上调表

达，也证明了MADS-box转录因子能够通过促进花生分生组织和干细胞群的维持来促进愈伤组织的形成。

生长素 IAA可诱导 AP2 转录因子发挥作用。在玉米研究中 AP2转录因子家族显著富集，可能在玉米愈伤发

育中发挥关键作用[13]。本研究中 1个 AP2 转录因子上调表达，表明 AP2转录因子参与了花生愈伤组织的形

成。KNOX家族是分生组织维持未分化状态和器官起始的重要家族[28]，通过调节植物分生组织来影响各种

器官的发育[29-30]。本研究中 KNOX基因家族 DEGs上调表达可能具有促进了花生愈伤组织分化的作用。本

研究中生长素调节因子 ARF基因家族有 1个 DEGs上调表达，而在拟南芥中 ARF是愈伤组织表观遗传调控

的关键基因家族[31]，由此表明 ARF家族可能具有促进花生愈伤组织分化的作用。因此，MADS-box、AP2、

KNOX和 ARF等转录因子可能通过分生组织维持通路和干细胞群维持通路，直接或间接参与了花生胚性愈

伤组织分化的网络调控。

3.3 其他调节机制对愈伤分化的影响

MYB、WRKY和GASA等转录因子与愈伤的发生相关，侧生器官转录因子LBD家族基因中的PheLBD12

通过参与赤霉素（GA）代谢来调节水稻和花生的生长[32-33]。在本研究中 LBD家族有 2个基因上调表达，推

测其可能通过类似的途径促进花生愈伤组织的分化。在玉米中发现WRKY 是影响玉米愈伤组织分化及体胚

发生的关键基因[15]，本研究中发现愈伤组织全能性建立的关键因子WRKY分别有 5个基因上调表达，从而

表明了WRKY转录因子可能参与了花生胚性愈伤组织的形成。GASA基因通过调节激素合成来促进烟草和

棉花纤维的伸长[34-35]。本研究中有 4个 GASA转录因子基因上调表达，说明在花生中 GASA转录因子与植

物激素调控相关。综上所述，WRKY和 GASA等转录因子可能通过影响 GA等植物激素的合成和代谢，从

而直接或间接地调控花生胚性愈伤组织的分化，最终影响愈伤组织形成完整植株。



本研究中MYB转录因子既有上调表达、又有下调表达（表 5）。已有研究表明，过表达 GbMYBR1导

致转基因拟南芥中与苯丙烷生物合成相关的多个基因转录水平下调，发现 GbMYBR1直接与 bHLH辅因子

GL3 相互作用抑制关键途径基因介导，对玉米愈伤的生长发育具有重要的调控作用[15,36]。细胞色素 P450家

族参与苯丙烷类、赤霉素和细胞分裂素等物质的合成[37,38]。已有研究证实了苯丙烷类物质是致使愈伤组织褐

化的主要因素[15]。本研究中花生 T2型愈伤 DEGs主要富集的通路是苯丙烷生物合成和代谢途径，苯丙类物

质合成相关的 4-香豆酸辅酶 A连接酶发生了表达变化。由此推测，在花生组织培养过程中苯丙烷代谢是细

胞发生褐化的主要原因，最终导致 T2型愈伤的凋亡。本研究通过 PPI筛选出 5个枢纽基因，分别属于核糖

体蛋白_L30 家族、Tubulin 蛋白家族和 V_ATPase_I蛋白家族等。核糖体蛋白 L30（RPL30）可调控植物细

胞的有丝分裂[39]。L30家族的基因 AhAE3ZZG互作的转录因子最多，表明核糖体蛋白 L30家族对花生愈伤

组织的形成具有重要调控作用。研究表明，在棉花中微管蛋白β-tubulin基因家族成员参与了纤维细胞的分裂，

转运和生长[40]。本研究筛选出的枢纽基因有 3个属于β-tubulin基因家族，分别是 AhP17M1H、AhA6R79F和

AhZFZ3ZQ，推测 Tubulin家族基因可能通过参与花生愈伤的蛋白网络调控，促进其愈伤细胞形态向 T1型胚

性愈伤组织生长。前人研究证明 V-ATPase是植物细胞中主要的质子泵，可维持细胞膜酸碱平衡，为跨膜运

输提供能量，参与生长、发育和形态发生等生理过程 [41]。本研究筛选出的枢纽基因 AhHMN99B 属于

V_ATPase_I家族，表明 V_ATPase_I家族的 AhHMN99B基因能够为花生愈伤组织生长、发育和形态发生提

供能量，维持生长过程中所需的酸碱度，最终促进胚性愈伤的生长。综上所述，MYB和 P450等家族，Tubulin

和 V_ATPase_I等蛋白家族可能通过调控花生细胞的褐化、能量供应、调节细胞膜酸碱度等途径来影响愈伤

组织的分化。

4 结论

本研究通过组织培养方式，以分化率和成苗率等为筛选指标，从 9 个花生品种中筛选出易分化种质漯

花 22号等 5份种质资源。对最易分化成苗的漯花 22号胚性愈伤和非胚性愈伤进行 RNA-Seq分析，共筛选

出 2660个差异表达基因，差异基因主要参与分生组织维持、干细胞群维持和苯丙烷类物质生物合成、代谢

等通路，其中直接或间接影响花生胚性愈伤组织分化的基因家族有 LBD、WRKY和 AP2等。通过蛋白家族

注释和蛋白质-蛋白质互作网络分析，发现 5个枢纽基因，这些基因分别属于 Ribosomal protein_L30蛋白家

族、Tubulin和 V_ATPase_I等蛋白家族，可能在花生胚性愈伤组织形成过程中发挥关键调控作用。本研究

筛选出组培易分化种质，并初步揭示了花生子叶节愈伤组织分化过程的关键调控基因，可为提高花生胚性

愈伤分化率及遗传转化研究提供科学依据。
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