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新疆雪莲毛状根的诱导及其植株再生体系的建立

付春祥 金治平 杨 睿 吴风燕 赵德修"

（中国科学院植物研究所，北京 /"""1#）

摘 要 利用发根农杆菌 D/3"/、D/"""、EFG1$"!感染新疆雪莲的叶片、叶柄和根段外植体，诱导产生毛状根。毛
状根接种量为 !H2 IJE（8K）时，!">生长量可达 33H0 IJE，黄酮含量达到干重的 /"H!#L。冠瘿碱的检测和 *(, F基因
的 MND分析表明，D;质粒中的 4.O*G片段已经整合到毛状根细胞的基因组中。预培养时间、外植体类型以及发根
农杆菌的菌株属性对毛状根诱导有着重要的影响。其中预培养 ! >的新疆雪莲根段外植体，经过 D/3"/感染后，毛
状根的诱导率可达 /""L。诱导产生的毛状根在附加生长素的液体培养基中，有少量愈伤组织产生。由毛状根再
生的植株与雪莲外植体再生的植株在形态上无明显区别，但前者的黄酮含量仅为后者的 %#L。
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新疆雪莲（3+)&&)*%+ #$4(,)0*+/+ Q,R) 57 Q;R )）别名
雪荷花，为菊科（N’:S’A;7,5）凤毛菊属（T,UAAUR5,
ON)）多年生草本植物。民间常用来治疗风湿性关
节炎、妇女小腹冷痛、闭经、胎衣不下、麻疹不透、肺

寒咳嗽和高山不适应症等［/］。新疆雪莲的主要成分

为黄酮类化合物，其中 V;AS;>U(;@ 和 W,C5’A;>;@ 对腹
水型肝癌和 T/2"癌细胞的 O*G合成有明显抑制作
用［!］。然而新疆雪莲生长环境恶劣，人工栽培相对

困难，加上近几年来的过度采挖，野生资源正面临灭

绝的危险。

利用毛状根培养技术生产新疆雪莲中的黄酮类

物质，是一条经济有效的途径。毛状根培养系统不

但具有生长迅速、次生代谢物质合成能力强的优点，

而且生产能力稳定、不需外源激素，利于天然药物的

开发和利用［#］。因此利用发根农杆菌（51*(6+0/%*#)7
*"#8(1%$%&）侵染雪莲细胞产生毛状根，并对毛状根进
行离体培养，是雪莲药用资源可持续发展的有效途

径。到目前为止，关于新疆雪莲的研究仅局限于药

用价值、人工栽培与组培苗的快繁三个方面，而涉及

毛状根培养方面的研究未见报道。

本文在新疆雪莲组培苗研究的基础上，成功建

立起毛状根离体培养系统，初步筛选出三个高产的

毛状根系，为新疆雪莲毛状根的大规模培养和产业

化开发奠定了基础。通过适当比例的激素诱导，获

得再生植株。对其中的黄酮含量进行检测和比较，

提供了 4.O*G对植物次生代谢物质合成影响的证
据。

! 材料与方法

!"! 菌株及植物材料
农杆碱型发根农杆菌（ 51*(6+0/%*#)7 *"#8(1%$%&）

菌株 D/3"/ 由北京大学林忠平教授惠赠，D/""" 和
EFG1$"!由清华大学郭志刚教授惠赠。新疆雪莲
（3 ) #$4(,)0*+/+ ）全草采自新疆天山博格达峰，由中
科院植物研究所陈艺林教授鉴定。

!"# 方法
!"#"! 农杆菌的活化：从 X 0"Y取出保存菌种，划
线接种于 Z9F固体培养基上（D/3"/的培养基中添
加 /"":IJE卡那霉素），!2Y培养，活化 ! 次。挑取
单菌落，接种于附加 %"!:’(JE乙酰丁香酮、!"":IJE
脯氨酸的 Z9F液体培养基中，!2Y振荡（/2"RJ:;@）
培养过夜（9: [ "H2）。使用前用 +T液体培养基稀
释 2倍。
!"#"# 新疆雪莲无菌苗的获得：选取饱满种子流水
冲洗 2=，0"L乙醇浸泡 !"A，无菌水冲洗 !次，"H/L
VIN/!浸泡 !%:;@，无菌水洗涤 3 次，接种于无激素



!"培养基，#$%、连续光照条件培养。&’ 后，种子
陆续萌发。分别切取 # ( )’苗的子叶、胚根、胚轴，
接种于附加 #*+,-./ 01和 +*2,-./ 311的 !"培养
基上，诱导丛生芽。切取丛生芽接种于附加 #*+
,-./ 411的 !"培养基上，诱导生根。
!"# 毛状根的诱导
切取 2+ ( 2$’再生苗叶片、叶柄及根段为外植

体，置于 35 无激素固体培养基上进行预培养。将
预培养好的上述外植体在制备好的发根农杆菌菌液

中侵染 $,67，取出并吸干多余菌液，放回原培养基。
连续光照下共培养 # ( )’，直到外植体周围出现明
显菌斑，转接于附加 $++ ,-./头孢噻肟钠的 35 固
体培养基上，于 #$%暗培养除菌并诱导发根。待毛
状根长至 # ( )8,时，切下转接于附加 $++ ,-./头
孢噻肟钠的 35液体培养基中，)9%振荡（2++:.,67）
除菌 ;<=［;］。切取除菌完全的 ) ( ;8,长的根尖，转
接于无激素 35 液体培养基中，#$%、22+:.,67 暗培
养。

!"$ 毛状根再生苗的获得
切取长 # ( )8, 的毛状根根尖，接种于附加

+*$,-./ 401的 35液体培养基，诱导产生愈伤组织。
切取部分愈伤组织，转接于附加 2,-./ 01 > +*2,-./
311的 !"固体培养基上，诱导产生丛生芽。切取
丛生芽接种于附加 #*+,-./ 411的 !"培养基上，诱
导生根，获得再生苗。

!"% 毛状根的冠瘿碱检测
分别称取 +*;-鲜重的毛状根、毛状根再生苗叶

片于研钵中，加入 +*;,/ +*2,?@./ AB@，充分研磨后，
转入 2*$,/ 离心管，浸提 #;=。2#+++:.,67，离心
$,67，取上清液 2+!/点样于C=DE,D7 )号滤纸上，参
照 FD7DGD［$］等的方法进行高压纸电泳分析，以未经
感染的再生苗的根与叶片作为阴性对照，甘露碱

（,D77?H67I）标准品（2,-.,/）为阳性对照。
!"& 毛状根的 ’()检测
质粒提取参照文献［5］，植物 J31提取参照文

献［&］。KBL检测引物参照 !"# 0基因序列［<］设计，
上游引物：$MF1B FNB 1NB 1NN BFF B1F N1B )M；下
游引物：$MNBF FFB BBN 1BB 1N1 N1B FN)M。预期
产物大小为 <5#OH。反应条件：9;%预变性 ),67；
9;%变性 2,67，$#%退火 2,67，&#%延伸 2,67，)$个
循环；&#%延伸 2+,67。
!"* 毛状根的培养和黄酮含量的测定
收集 35液体培养基上生长 #+’的毛状根，蒸馏

水冲洗干净，滤纸吸干，称取鲜重。于 $+%烘箱中

烘干至恒重，备用。黄酮含量的测定采用比色法［9］，

以芦丁的含量进行换算。芦丁标准品浓度与其吸光

度的直线方程：$ P +*+5&+)% > +*+++)&)（其中，%
表示光的吸收变量，$ 表示总黄酮浓度，,-.,/），相
关系数 : P +*9992，测定波长 $2+7,，仪器型号：0I8GQ
,D7 B?R@EI: 的 JS 5;+ 可见Q紫外分光光度计。

+ 结果

+"! 新疆雪莲毛状根的诱导和培养
外植体的预培养时间与毛状根的诱导率有密切

关系。叶柄外植体经 L25+2感染后 #2’的出根情况
统计表明：在 35无激素固体培养基上预培养 #’的
外植体，毛状根的诱导频率最高（FDO@I 2）。预培养
能够诱导外植体切口处产生细胞分裂活跃的愈伤细

胞，而这些愈伤细胞对发根农杆菌的感染比较敏

感［2+］。

表 ! 预培养时间对 )!&,!转化叶柄外植体
产生发状根的影响
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图 2 新疆雪莲毛状根培养体系的建立
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外植体的类型影响发根农杆菌的感染效率。在

叶片、叶柄、根段三种的外植体中，根段的诱导效率
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最高，可达 !""#（$%&’( )）；其次是叶柄；叶片的诱导
效率最低，且容易褐化死亡。

共培养后的外植体接种于 *+ 无激素培养基
上，, - ./后，大多数外植体的切口边缘有疏松的愈
伤组织产生。)周后，愈伤组织逐渐长出长 ) - 012，
直径约 !22的毛状根。出根部位因外植体类型的
不同呈现明显差异。对于叶片外植体，出根部位在

外植体的形态学下端，这可能与生长素的极性分布

有关［!!］。少数叶片外植体，能够在两端产生毛状

根；叶柄外植体，出根部位位于外植体的形态学下端

或两端；而根段外植体的出根部位，在中间膨大的愈

伤组织处。有部分叶片、叶柄外植体产生的愈伤组

织比较致密，不能产生毛状根。经继代培养后，有疏

松愈伤组织产生的外植体，仍可见到毛状根的出现；

有致密愈伤组织产生的外植体，则逐渐褐化死亡。

获得的毛状根形态不一，有的呈光滑无根毛状，有的

则生有细密的根毛（3456!7%）。未经发根农杆菌侵染
的外植体，不能产生毛状根。将毛状根切下接种于

*+无激素液体培养基，! 周后部分毛状根产生分
枝，增长速度加快，0 周后可以布满培养瓶的底部
（3456!7&），还有一部分毛状根不出现分枝，生长缓
慢。来自再生苗的根在 *+无激素液体培养基中不
能生长，必须添加 !2589 :;<，才能维持生长，但它的
形态与毛状根有着明显的区别：侧根细嫩，主根膨

胀。

发根农杆菌的种类与毛状根的感染效率有着重

要的联系。在 0种农杆菌感染新疆雪莲外植体的研
究结果中，=!+"!感染效率最高，且率先出现毛状根
（$%&’( )），而 =!""" 和 9;<>,") 则直到 )"/ 后才有
毛状根出现。

表 ! "种发根农杆菌对叶片、叶柄和根段外植体感染的结果
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!6! 毛状根再生苗的获得
经过继代培养的毛状根在附加 "6.2589 :;<的

*+液体培养基中有少量愈伤组织产生。这些愈伤
组织在附加激素的 QR 固体培养基上能够分化出
芽，并生根成苗。由于雪莲生长环境要求较为特殊，

再生苗的移栽具有一定的难度，有关该方面的研究

尚在进行中。但在组培条件下，该再生苗在形态上

与未经感染的再生苗无明显区别，而前者黄酮类物

质的含量仅为后者的 .0#（$%&’( 0）。
!6" 毛状根及其再生植株中 #$1 7基因的 89:扩
增

!"# ;是发根农杆菌 =4质粒 $97O*<上与发根

形密切相关的基因［!0］，利用 $"# ;基因序列设计的
引物，能够从 =!+"!菌株质粒和毛状根及其再生植
株的总 O*<中，扩增出 M+)&F的特异性片段（3456)7
)、,、.），而未经转化的叶片总 O*<中无特异性条带
出现（3456) - 0），进一步证明 $97O*<上的 $"# ;基
因整合到了毛状根及毛状根再生植株的基因组中。

!6; 毛状根及其再生植株中甘露碱的纸电泳分析
农杆碱型发根农杆菌 $=7O*<中存在甘露碱合

成酶基因。当 $7O*< 整合到植物细胞基因组中并
表达后，能够利用植物细胞提供的物质和能源合成

甘露碱。利用高压纸电泳技术检测转化根系中甘露

碱的存在，能够判断毛状根基因的转入［!)］。在毛状

M+0 生 物 工 程 学 报 )"卷



根和毛状根再生植株的提取物中，利用高压纸电泳

检测到甘露碱（!"# $ %&’，(）的存在，而未经转化的叶
片、根段，未出现阳性斑点（!"# $ %&)，*），从而说明
+,&-./上的甘露碱基因已导入毛状根。

图 ’ 新疆雪莲毛状根中 !"# 0基因的 12,检测
!"#$’ 12, 345465"78 79 5:4 !"# $ #484 9;<#=485
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图 % 新疆雪莲毛状根中冠瘿碱的高压纸电泳分析
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表 ! 野生新疆雪莲和新疆雪莲培养物中总黄酮的含量
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567 毛状根中黄酮含量的测定
将发根农菌 ,)FG)感染叶片、叶柄和根段外植

体产生的毛状根系，进行离体扩大培养，并对其生长

动态和黄酮含量进行测定，获得 % 个高产的根系。
其中两个根系来源于根段外植体，一个根系来源于

叶片外植体。选择来源于根段外植体的毛状根系进

行研究，发现该根系 ’G3的生长速率可达到鲜重接
种量（’OR#SL）的 ’(倍，其中黄酮含量是野生雪莲根
的 ROF倍，是野生雪莲叶片的 ’OP倍（+<D@4 %）。

! 讨论
发根农杆菌种类、被感染部位细胞类型以及生

理状况等方面的不同，使 +&-./插入植物基因组的
位置、长度和拷贝数千差万别［)(］。因此植物感染部

分就会产生在形态、生长和有效成分含量等方面各

异的毛状根系。将这些毛状根系分别进行离体培

养，并对它们的生物量和产量进行动态分析，就可以

筛选出高产根系。本实验对新疆雪莲毛状根系进行

筛选，得到三个生长迅速、黄酮含量高的优良根系。

这些根系在无激素培养基中均能旺盛生长，表现出

典型的发根特征，而未经感染的根系在无生长素附

加的培养基中不能正常生长。这与 ,"质粒 +&-./
上携带的 !"# 基因和生长素合成酶基因（5=>)，5=>’）
有关［)*］。

发根农杆菌致根性与所含 ,"质粒的类型有密
切关系，本实验利用农杆碱型发根农杆菌（,)FG)、
,)GGG、L0/P(G’）侵染新疆雪莲的不同外植体，发现
不同菌株对新疆雪莲侵染能力不同，其中 ,)FG)效
率最高，这与其 ,"质粒上整合有超致病根癌农杆菌
（- $ ,)415+*&1*1）E+"07*(’的 T";区粘性质粒 E+TC’P)
有关［)F］。即使同一种发根农杆菌对不同植物或同

一植物不同器官的敏感性也不同。到目前为止，已

经在 %)个科 )GG多种植物中实现了毛状根的转化，
但多数集中在双子叶植物和裸子植物范围内，单子

叶植物诱导成功的例子不多。在已获得的药用植物

的毛状根中，大多采用无菌苗的叶片作外植体进行

诱导，其中相当一部分植物毛状根的诱导率低于

FGN。我们首次利用根段外植体进行诱导，其诱导
率可达到 )GGN，说明根中含有某些利于发根农杆
菌侵染的信号物质。对这些物质深入研究，能够在
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其他一些难于诱导的植物组织、器官和种属里实现

!"质粒的成功转化。
!"质粒 #$%&’的 !"# 基因与植物激素间的相互

作用，影响植物细胞分化和植株再生，从而间接影响

某些次生代谢产物的合成。张荫麟等利用丹参毛状

根，在无激素培养基上分化得到丹参酮含量高于原

植株的再生植株［()］。我们得到来自新疆雪莲根段

外植体的一个高产毛状根系，其愈伤组织在附加

(*+,-./ 0’和 +*(,-./ &’’的 12固体培养基上，
再生率可以达到 3+4，而其他毛状根系的分化能力
则远远低于该根系（数据未列出）。通过高压纸电泳

和 56!的方法证明了毛状根中 #$%&’的转化，但在
新疆雪莲毛状根的植株再生过程中，仍存在 #$%&’
丢失的可能。为此利用高压纸电泳和 56!对再生
苗进行检测，发现其中仍含有甘露碱和 !"# 0基因，
证明获得的是转化苗。在获得的毛状根根系中，有

些在无激素添加的培养基上也会分化出芽，但分化

率低，需要时间长，加入适当比例的激素后，能够提

高分化率。

野生雪莲叶片中黄酮类物质的含量大约是来源

于种子萌发所得到的再生苗叶片的 7倍，这与野生
环境与组织培养条件的差异有关［(3］。毛状根愈伤

组织分化出的再生苗与未经发根农杆菌侵染的再生

苗在形态上没有明显差别，但前者黄酮含量仅为后

者的 894，这与张荫麟、#:;<:=等［(>］报道的关于毛状
根再生植株叶片边缘皱缩、节间缩短、植株矮化、不

定根多、目的物含量提高等现象并不一致。其中原

因尚待进一步研究。

致 谢 发根农杆菌 !(?+(由北京大学林忠平教授
惠赠，!(+++、/0’>@+7由清华大学郭志刚教授惠赠。
甘露碱标准品由中国医学科学院药用植物研究所宋

经元博士惠赠，特此致谢！
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M;;L年中国微生物学会学术年会征文通知
由中国微生物学会主办、广西微生物学会承办的“M;;L年中国微生物学会学术年会”定于 M;;L年 ::月中下旬在广西南宁

召开。中国微生物学会、广西微生物学会热忱欢迎全国从事微生物学研究、开发的专家学者参会，也真诚欢迎与微生物学有

关的生产厂家、公司赞助会议并前往会场展示自己的产品。

学术年会的主题为：微生物对人类的贡献———M:世纪微生物学和微生物技术的发展方向。
分会场的主题为：微生物资源与社会可持续发展；微生物与人类健康；微生物与社会经济发展。

为进一步提高会议的学术交流水平，此次年会的大会报告采用公开申请方式，凡中国微生物学会会员在微生物学科相关

方向进行的前沿性研究、取得的最新研究进展、具有代表性的学术观点、在国际上处于先进地位的科研成果皆可提出参加大

会报告的申请，所有申请的大会报告（约 =;;;字）均需在 I月 :V日前报送中国微生物学会办公室，统一经专家评定后，由常务
理事会讨论确定。中国微生物学会 :\个专业委员会和分会同时均可推荐大会报告人选。
征文要求：内容以年会主题和分会场主题为准，涉及基础、工、农、医、兽医微生物学等多方面研究进展。

:Q与会者应提交未公开发表的论文摘要（限 L;;字），格式要求如下：题目：三号宋体；作者和作者地址（包括 ‘’F*)C 地址）：
五号楷体；正文：小四号宋体。

MQ论文摘要邮寄（附参加第几分会场学术交流）并通过中国微生物学会 ‘’F*)C：BDFbD%&Q )FQ *BQ B& 提交，个别无条件者亦
可直接邮寄论文摘要。

=Q会议将进行论文摘要统一审稿。
大会报告文章要求提供全文，格式及要求同前。

联系地址：北京市海淀区中关村北一条 :=号 中国微生物学会办公室收
邮编：:;;;_; 电话X传真：;:;’IMVVLI\\ ‘’F*)C：BDFbD%&Q )FQ *BQ B&
敬请附上你的详细联系地址、邮政编码、电话（单位及住宅）、传真以及 ‘’F*)C地址，以便发放会议通知。

（ 中国微生物学会办公室 供稿）
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