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　　摘要：从转录组层面解析草莓组培苗不定根响应羧基化碳纳米管处理的分子机制，以红颜草莓脱毒组培苗不定根
为材料，浸入羧基化碳纳米管混悬液中超声处理，进行转录组测序，分析差异表达基因（ＤＥＧ）并进行ｑＲＴ－ＰＣＲ验证。
转录组测序结果分析发现，有１５３１个基因受羧基化碳纳米管处理影响上调，１９７９个表达基因下调。ＧＯ功能分析发
现，ＤＥＧ主要富集于细胞壁重塑、硫酸盐运输、氧化应激反应等生物过程及 ＤＮＡ合成、酶催化活性和跨膜蛋白活性等
分子功能。ＫＥＧＧ途径富集分析表明，差异表达基因分别主要参与类黄酮积累途径、苯基丙酸合成、ＡＢＣ转运蛋白、
ＭＡＰＫ信号通路及苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸合成等。ｑＲＴ－ＰＣＲ显示差异表达基因的表达谱与ＲＮＡ－Ｓｅｑ分析结果
一致。本研究结果可为进一步基于碳纳米管的草莓良种繁育新技术研发提供参考。
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　　草莓是蔷薇科（Ｒｏｓａｃｅａｅ）草莓属（Ｆｒａｇａｒｉａ）多
年生草本植物。栽培草莓不同于野生状态的草莓，

是八倍体凤梨草莓［１］。草莓是重要的浆果果树，果

实风味独特，形态颜色诱人，营养价值丰富［２］。草

莓种苗繁育方式单一，通常采用匍匐茎繁育，这也

是制约江苏省草莓产业发展的主要因素之一。草

莓种苗脱毒技术一般是指利用植物组培技术培育

可以保持草莓品种优良性状的种苗，并且克服草莓

长期无性繁殖导致的病虫害积累加重、品种退化、

质量品质和产量降低等问题。因此，健全的草莓种

苗良种繁育体系是促进我省草莓产业不断健康发

展的重要保障［３］。

碳纳米管是一种在高分辨率透射电镜下发现

的碳纳米材料，其长度与宽度的比例大于１０００。碳
纳米管的纳米级结构使其具有特殊的机械性能、导

热性能和电学性能，并且可以在试验中改变化学反

应或生物结构［４－６］。在农业、医学等生物技术应用

方面，碳纳米管能够作为分子材料的运载体，渗透

植物细胞、动物组织、细菌和肿瘤细胞等［７］。羧基

化碳纳米管是一种在碳纳米管表面引入亲水基团

的功能化碳纳米材料，该材料相较碳纳米管不但增

强了材料分散性、结构稳定性和生物相容性，而且

对生物的免疫系统的影响有效降低［８］。因此，羧基

化碳纳米管等碳纳米材料在植物种苗繁育尤其是

组培技术上有极大的应用前景，充分了解植物对羧

基化碳纳米管响应的分子机理具有重要意义。

本研究以红颜草莓脱毒组培苗为研究材料，通

过高通量转录测序筛选５００μｇ／ｍＬ羧基化碳纳米
管处理下组培苗不定根的差异表达基因并进行 ｑ－
ＰＣＲ验证，从转录组水平揭示草莓组培苗不定根响
应羧基化碳纳米管处理的关键基因，为研发基于碳

纳米管的草莓良种繁育新技术提供试验基础和理

论参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
２０２３年２—５月，选取红颜草莓材料于江苏省

南通市海门区春华家庭农场，并在江苏沿江地区农

业科学研究所科创中心组培实验室完成红颜草莓组

织培养试验。培养基配方：ＭＳ培养基＋０．１ｍｇ／Ｌ萘
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乙酸（ＮＡＡ）＋０．１ｍｇ／Ｌ吲哚丁酸（ＩＢＡ）。培养室
条件为温度２５～３０℃，光照１２ｈ／ｄ。选取生长良好、
长势相近的草莓组培苗备用。

１．２　试验处理
２０２３年７月，试验设置处理组（ＣＮＴｓ）和对照

组（ＣＫ），选取上述的红颜草莓组培苗不定根，处理
组浸入含有５００μｇ／ｍＬ羧基化碳纳米管的纯水混
悬液中，对照组直接浸入纯水。处理组和对照组采

用超声细胞破碎仪（南京先欧仪器制造有限公司产

品）进行振荡，功率８００Ｗ，超声１０ｓ，间隙 １０ｓ，处
理２０ｍｉｎ，使处理组羧基化碳纳米管吸附于根系组
织上。试验样品处理后立即放置于液氮中待高通

量转录组测序。

１．３　转录组测序
样品采用标准提取方法，从植物组织中提取

ＲＮＡ，随后采用 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ对 ＲＮＡ样
品完整性和总量进行严格质控。文库构建与质检

后，进行上机测序。上机测序采用 ＩｌｌｕｍｉｎａＮｏｖａＳｅｑ
６０００（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，ＵＳＡ），获得待测片段的序列信息。
数据质控软件采用 Ｆａｓｔｐ（ｖｅｒｓｉｏｎ０．１９．７），对测序
原始数据过滤和数据质量汇总。

１．４　差异基因筛选及富集分析
根据红颜草莓参考基因组及其模型的注释文

件［９］，采用ＨＩＳＡＴ２ｖ２．０．５软件进行参考基因组的
索引与比对，采用ＳｔｒｉｎｇＴｉｅ软件（１．３．３ｂ）进行新基
因预测，采用ｆｅａｔｕｒｅＣｏｕｎｔｓ软件（１．５．０－ｐ３）计算映
射到各个基因的读数，采用 ＤＥＳｅｑ２软件（１．２００）
确定差异表达基因（调整后 Ｐ值≤００５）［１０］。通过
ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ（３．８．１）软件实现差异表达基因的 ＧＯ
富集分析和ＫＥＧＧ通路中差异表达统计富集。
１．５　ｑＲＴ－ＲＣＲ验证

为了验证转录组测序结果的可靠性，选取８个
差异表达基因进行 ｑＲＴ－ＲＣＲ。以来源于草莓
ＹＡＢＢＹ基因家族的 ＦｖＡｃｔｉｎ基因为内参基因［１１］，根

据各基因序列设计引物（表 １），在实时荧光定量
ＰＣＲ仪上检测差异基因表达水平。具体步骤如下：
首先使用ｇＤＮＡｄｉｇｅｓｔｅｒＭｉｘ去除基因组ＤＮＡ，采用
试剂盒（４×ＨｉｆａｉｒⅢ ＳｕｐｅｒＭｉｘｐｌｕｓ）进行逆转录
反应。之后使用 Ｈｉｅｆｆ ｑＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ制备 ｑＲＴ－ＰＣＲ反应体系，然后在荧光定量
ＰＣＲ仪上进行试验：９５℃预变性３ｍｉｎ；９５℃变性
１０ｓ，６０℃退火，延伸３０ｓ，总共 ４０个循环。采用
２－ΔΔＣＴ方法计算基因相对表达量［１１］。

１．６　数据处理
使用Ｅｘｃｅｌ进行数据统计，使用ＳＰＳＳ２６．０进行

显著性分析，使用Ｏｒｉｇｉｎ２０１８软件制图。
表１　引物序列信息

引物名称 引物序列（５′→３′）

ＦｖＡｃｔｉｎ Ｆ：ＧＡＧＧＣＡＡＴＴＴＡＧＡＣＧＣＧＣＡＡ；Ｒ：ＧＣＴＣＡＡＧＡＡＴＧＴＣＡＧＴＧＧＣＧ
ｓｎａｐ－Ｆｖｂ１＿４＿Ｆ－ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ－ｇｅｎｅ－３８．１７ Ｆ：ＧＣＴＣＧＴＧＣＴＴＧＡＡＧＴＣＴＧＣＴＣ；Ｒ：ＡＣＡＣＴＣＧＣＴＴＴＧＧＧＴＧＣＴＡＴＧ
ａｕｇｕｓｔｕｓ－Ｆｖｂ２＿４＿Ｆ－ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ－ｇｅｎｅ－１４１．２０ Ｆ：ＴＣＴＣＴＴＧＡＧＴＧＴＴＴＧＣＣＴＴＴＧＧ；Ｒ：ＴＧＣＴＣＴＧＧＴＣＡＴＴＣＣＧＴＣＴＴＴ

ｍａｋｅｒ－Ｆｖｂ５＿１＿Ｆ－ａｕｇｕｓｔｕｓ－ｇｅｎｅ－２３．３６ Ｆ：ＣＴＧＣＣＣＡＡＣＴＣＡＧＴＴＣＣＴＣＧ；Ｒ：ＣＡＣＣＡＧＴＧＡＣＴＴＣＴＧＣＴＣＣＣＡ
ｍａｋｅｒ－Ｆｖｂ３＿４＿Ｆ－ｓｎａｐ－ｇｅｎｅ－４３．３０ Ｆ：ＡＧＡＴＧＧＡＴＴＡＴＧＧＧＡＴＡＡＧＧＴＴＡＧＣ；Ｒ：ＴＧＧＧＡＧＣＣＴＣＧＴＧＡＴＡＣＡＧＡＣ
ｍａｋｅｒ－Ｆｖｂ２＿１＿Ｆ－ａｕｇｕｓｔｕｓ－ｇｅｎｅ－１２１．３４ Ｆ：ＣＣＧＡＴＴＣＡＧＧＡＡＧＣＡＴＡＧＣＣ；Ｒ：ＣＡＡＣＡＡＴＣＴＧＡＧＧＡＧＣＣＧＡＡＣ

ｍａｋｅｒ－Ｆｖｂ４＿２＿Ｆ－ａｕｇｕｓｔｕｓ－ｇｅｎｅ－１６１．４３ Ｆ：ＣＣＡＧＣＡＧＣＣＴＣＡＴＣＴＴＣＣＡＣ；Ｒ：ＴＧＡＣＧＡＣＡＣＴＧＡＧＡＣＧＡＣＣＡＡ
ａｕｇｕｓｔｕｓ－Ｆｖｂ６＿４＿Ｆ－ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ－ｇｅｎｅ－２２６．１２ Ｆ：ＧＴＴＣＡＡＣＡＣＴＧＣＣＴＣＣＡＡＴＣＣＴ；Ｒ：ＣＣＧＴＧＣＴＡＣＡＧＴＴＴＡＧＡＣＣＴＴＣＣ

ｍａｋｅｒ－Ｆｖｂ６＿３＿Ｆ－ｓｎａｐ－ｇｅｎｅ－８．４０ Ｆ：ＣＴＴＧＧＴＣＴＴＴＡＣＡＴＡＧＴＧＧＴＧＣＣＴ；Ｒ：ＴＴＣＴＡＣＣＧＴＡＣＣＣＴＴＧＴＣＴＡＧＴＧＣ

２　结果与分析

２．１　转录组测序质量分析
利用ＩｌｌｕｍｉｎａＮｏｖａＳｅｑ６０００进行高通量转录组

测序，羧基化碳纳米管处理草莓组培苗不定根均得

到多条高质量碱基序列（碱基长度 ３８８４１１３２～
４２７４４９７８ｂｐ），Ｑ２０、Ｑ３０分别达到 ９７％以上和
９２％以上，且Ｇ＋Ｃ含量达到４５％以上（表２），表明
草莓组培苗不定根样品的转录组测序质量符合进

一步研究的要求。

２．２　差异基因数量分析
以｜ｌｏｇ２（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ）｜≥１且 Ｐａｄｊ≤０．０５作为

差异基因筛选标准，分别对羧基化碳纳米管处理草

莓组培苗不定根的试验组与对照组进行比较。发

现共有３５１０个基因表达发生了改变，有１５３１个基
因受羧基化碳纳米管处理影响上调，１９７９个表达基
因下调。

２．３　差异表达基因ＧＯ富集分析
为了进一步研究差异表达基因在羧基化碳纳

米管处理下的生物学功能，进行了ＧＯ富集分析。
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表２　碱基信息统计结果

样品
过滤前原始数据

（ｂｐ）
过滤后有效数据

（ｂｐ）
Ｑ２０以上水平的碱基占比

（％）
Ｑ３０以上水平的碱基占比

（％）
过滤后的序列碱基Ｇ＋Ｃ占比

（％）

ＣＫ１ ４４５７４８２２ ４２６６７１５８ ９７．３７ ９２．７３ ４５．８８

ＣＫ２ ４３４６４０３０ ４１７０６２０４ ９７．３７ ９２．６５ ４５．８６

ＣＫ３ ４４９６４４１２ ４２５９３４９８ ９７．１３ ９２．１５ ４６．５０

ＣＮＴｓ１ ４１７１７７４６ ３８８４１１３２ ９７．２４ ９２．３７ ４５．７４

ＣＮＴｓ２ ４３１１１０７０ ４１７０４７８８ ９７．２０ ９２．２７ ４５．９７

ＣＮＴｓ３ ４４３１１５１６ ４２７４４９７８ ９７．２６ ９２．４４ ４６．１３

差异表达基因 ＧＯ功能注释了１８８３个差异显著表
达基因，分布在１０９个基因富集ＧＯ条目。富集ＧＯ
条目分为３类，分别为差异表达基因在羧基化碳纳
米管处理下的生物过程、细胞成分和分子功能，各

类选取富集程度最高的１０个ＧＯ条目分析（图１）。

在生物过程类别，差异表达基因主要集中于细胞壁

组成和修饰、蛋白质修饰、硫酸盐和硫化物运输、氧

化应激反应等；在细胞成分分类信息中，细胞外成分

和细胞合成等显著富集；在分子功能分类中，富集程

度最高的是ＤＮＡ合成、酶催化活性和跨膜蛋白活性。

２．４　差异表达基因ＫＥＧＧ信号通路
ＫＥＥＧ富集分析发现，在羧基化碳纳米管处理

下试验组与对照组通路上共有 ７３６个差异表达基
因。由图２可知，共有５１２个差异表达基因被注释
到了２０个通路中。其中，富集显著性较高的前５条
代谢途径分别为类黄酮合成、苯基丙酸合成、ＡＢＣ

转运蛋白、ＭＡＰＫ信号通路及苯丙氨酸、酪氨酸和色
氨酸合成。苯基丙酸合成代谢途径差异基因数量

最多，共７９个。
２．５　ｑＲＴ－ＰＣＲ验证

为了验证转录组测序结果的可靠性，挑选了８
个差异基因进行ｑＲＴ－ＰＣＲ验证。上调的表达基因
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选择 ｓｎａｐ－Ｆｖｂ１＿４＿Ｆ－ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ－ｇｅｎｅ－３８．１７、
ａｕｇｕｓｔｕｓ－Ｆｖｂ２＿４＿Ｆ－ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ－ｇｅｎｅ－１４１．２０、
ｍａｋｅｒ－Ｆｖｂ５＿１＿Ｆ－ａｕｇｕｓｔｕｓ－ｇｅｎｅ－２３．３６、ｍａｋｅｒ－
Ｆｖｂ３＿４＿Ｆ－ｓｎａｐ－ｇｅｎｅ－４３．３０，下调的差异表达基
因选择ｍａｋｅｒ－Ｆｖｂ２＿１＿Ｆ－ａｕｇｕｓｔｕｓ－ｇｅｎｅ－１２１．３４、
ｍａｋｅｒ－Ｆｖｂ４＿２＿Ｆ－ａｕｇｕｓｔｕｓ－ｇｅｎｅ－１６１．４３、
ａｕｇｕｓｔｕｓ－Ｆｖｂ６＿４＿Ｆ－ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ－ｇｅｎｅ－２２６．１２、
ｍａｋｅｒ－Ｆｖｂ６＿３＿Ｆ－ｓｎａｐ－ｇｅｎｅ－８．４０，内参基因选
用ＦｖＡｃｔｉｎ。ｑＲＴ－ＰＣＲ验证结果（图３）与转录组测
序结果、定量分析结果一致，只是差异倍数上与转

录组的数据有所区别，进一步说明 ＲＮＡ－Ｓｅｑ的结
果可靠。

３　讨论

碳纳米管能够进入植物体内调控植物 ＤＮＡ和
蛋白质的相关代谢途径，影响植物生长发育的许多

重要过程［１２］。在实际应用中，根据碳纳米管不同的

类型、粒径、浓度和溶解度等，对不同种类植物造成

的影响各不相同［１３－１５］。研究发现，低浓度的碳纳米

管有利于促进种子萌发、根和茎生长以及植物总生

物量增长［１６］，而高浓度的碳纳米管不但能够抑制植

物生长，还会对植物生长环境造成破坏［１７］。

关于碳纳米管对植物作用的机理研究，李佳慧

在ＣＮＴｓ处理对文心兰组培苗影响的研究中，发现
添加了ＣＮＴｓ的培养基中文心兰的内部或表面产生
了ＣＮＴｓ团聚状结构，并且影响相关酶活性，表明
ＣＮＴｓ进入植物后会改变组织结构，影响植物生理生
化特性［１８］。在分子机理方面，ＣＮＴｓ处理植物后能
够影响水通道蛋白相关基因表达。Ｋｈｏｄａｋｏｖｓｋａｙａ
等发现，使用多壁碳纳米管处理番茄根系，能够诱

导水通道蛋白ＬｅＡｑｐ２基因表达水平上调［１９］。在低

浓度碳纳米管处理烟草研究中，Ｋｈｏｄａｋｏｖｓｋａｙａ等发
现，ＣＮＴｓ能够提高烟草的水通道蛋白 Ｎｔ－ＰＩＰＩ基
因和烟草细胞分化相关基因 ＮｔＬＲＸ１表达水平［２０］。

ＣＮＴｓ作用植物除了影响水通道蛋白相关基因表达
之外，还能激活一些抗逆性相关基因，提高植物整

体应对逆境胁迫的能力［２１－２３］。

但是，在农业生产中使用碳纳米管会不可避免

地使其释放到环境中，改性的功能化碳纳米管在进

入环境后会引发毒性效应［１７］。目前，关于碳纳米管

负面效应的研究主要在动物和微生物方面［２４－２７］。

此外，碳纳米管具有一定的消毒杀菌作用，采用碳纳

米管微波辐射处理能够抑制薄壳山核桃砧木内的

木质部难养菌，从而减少细菌性叶枯病发生［２８－２９］。

对植物而言，ＣＮＴｓ虽然可以促进种子萌发和植物生
长发育，但是也会抑制植物生长、降低植物组织生
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物量［３０－３１］。关于碳纳米管处理复合镉（Ｃｄ）对蚕豆
幼苗的毒性效应研究，刘玲等发现羧基化多壁碳纳

米管高浓度处理会加剧 Ｃｄ对蚕豆幼苗的氧化胁
迫［３２］。但是，在多壁碳纳米管对水稻幼苗缓解

１，２，４－三氯苯（ＴＣＢ）毒性的研究中，发现多壁碳纳
米管可以显著缓解 ＴＣＢ对水稻幼苗的生理胁
迫［３３］。因此，如何有效利用碳纳米材料处理植株，

使其产生正面效应将是未来研究的重点方向。

本研究通过转录组水平揭示草莓组培苗不定

根响应羧基化碳纳米管处理的关键基因，对探索碳

纳米材料对植物影响的分子机理研究具有重要意

义。本试验中发现，草莓组培苗不定根响应羧基化

碳纳米管的差异表达基因参与类黄酮积累途径、

ＡＢＣ转运蛋白合成和细胞壁重塑过程等，有研究表
明这些生物过程也在草莓抵御逆境胁迫中发挥重

要作用［３４］。例如，ＡＢＣ转运蛋白，其广泛存在于植
物中，可将各种脂质、植物激素、重金属、羧酸盐、叶

绿素分解代谢物和异种生物偶联物等底物进行生

物膜上的运输，被认为参与许多植物生理过程，使植

物适应生物和非生物胁迫环境［３５］。笔者推测在样品

处理阶段，为了使羧基化碳纳米管更好地吸附进入草

莓根系，采用了超声细胞破碎处理，也导致了草莓根

部细胞受损，而羧基化碳纳米管影响了一些抗逆性相

关基因表达，该推论有待试验进一步论证。

４　结论

本研究对红颜草莓脱毒组培苗不定根进行了

转录组测序，获得了其响应羧基化碳纳米管的差异

表达基因，并对基因进行了功能注释。羧基化碳纳

米管处理草莓根系后，引起了细胞壁重塑、蛋白质

修饰、硫酸盐运输、氧化应激反应等生物过程及

ＤＮＡ合成、酶催化活性、跨膜蛋白活性等分子功能
变化，代谢通路方面差异表达基因主要参与类黄酮

合成、苯基丙酸合成、ＡＢＣ转运蛋白、ＭＡＰＫ信号通
路及苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸合成等。本研究从

转录组水平揭示草莓组培苗不定根响应羧基化碳

纳米管处理的关键基因，为研发基于碳纳米管的草

莓良种繁育新技术提供参考。
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