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商陆毛状根的诱导、培养及其皂甙的产生

施和平" 梁 朋 权 宏
（华南师范大学生命科学学院，7!$6%! 广州）

摘 要 发根农杆菌（31*(4+0/%*#)5 *"#6(1%$%&）D!6$! 感染商陆叶片外植体 ! 周后，在其切口处产生毛状根，#$C 后产

生毛状根的外植体比例达 2$E；毛状根可直接从叶片外植体叶脉处或从叶脉处产生的愈伤组织上产生。毛状根能

在无激素的 FG 培养基上自主生长，其呼吸速率比对照根提高 57)6E。冠瘿碱检测和 HID 扩增结果表明，发根农

杆菌 D=31J*K 的冠瘿碱合成酶基因及其 D= 质粒的 *(, 基因均已在商陆毛状根基因组中得到表达。毛状根中总皂

甙含量约为自然根的 !)78 倍，但其多糖含量则仅为非转化根的 2$E。
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发根农杆菌（31*(4+0/%*#)5 *"#6(1%$%&）侵染植物

后，它所含的 D= 质粒的 31J*K 片段在植物细胞基

因组中整合和表达，形成毛状根［!，#］。利用生长迅

速、次生代谢物产率高而稳定的毛状根培养物来生

产药用植物的次生物质，已有不少报道［% M 6］。但利

用 发 根 农 杆 菌 对 商 陆（ 7"2/(,+00+ %&0),%$/+ N,-
O’.PP4）的遗传转化，以毛状根来生产商陆的药用成

份，至今未见正式的报道。

商陆的根是我国长期应用的一种传统中药。用

于治疗水肿满胀、二便不通，也用于治疗慢性气管炎

和肿瘤等疾病［2 M "］。本文报道商陆毛状根的诱导、

离体培养及从毛状根产生商陆皂甙的部分实验结

果，以期为今后利用毛状根大规模生产商陆的次生

物质打下基础。

! 材料和方法

!" ! 细菌菌株及培养

发根农杆菌（ 31*(4+0/%*#)5 *"#6(1%$%&）D!6$! 菌

株，该菌含 D= 质粒 @D=K8Q，并且其中 8#$C RRR 片段

#! 上整合 *H3RR 基因，染色体背景与 I75 相同，同时

该菌还具有超致病根癌农杆菌（ 3 ) /)5%-+0#%$&）的

N=/ 区的粘性质粒 @3&S#"!［!$］。感染植物材料之前，

将农杆菌接于添加了 #$!<’(TU 乙酰丁香酮的 V;W
液体培养基中 #5X震荡（!6$ /T<=-）培养 %$ ?。

!"# 外植体制备

按我们已发表的方法［!!］，获得商陆无菌苗。取

无菌苗的幼叶切成具叶柄或叶脉的 $)7 B<# 叶块，

并置于无激素的 FG 培养基上预培养 #8 ? 后用于转

化。

!"$ 毛状根的诱导和培养

将上述预培养的叶柄和叶片外植体浸入用 FG
培养基稀释 7 倍的发根农杆菌菌悬液中 7 Y 5<=-，取

出、吸干多余菌液并放回原培养基上共培养 # C 后，

转入 FG Z 7$$ <[TU 头胞噻肟钠（B4\’P,:=<4）的无激

素 FG 培养基上，散射光下诱导毛状根。切取各外

植体产生的毛状根置于含 7$$ <[TU 头胞噻肟钠的

无激素的 FG 培养基上除菌培养。无菌的毛状根在

FG 培养基上保存和待用。

!"% 毛状根呼吸强度的测定

用 ],/Q./[ 氏检压法测定呼吸强度，呼吸计的

反应瓶内放 #$$ <[ 左右的毛状根，蒸馏水 # <U，小

井内加 #$E S^O，$)# <U，在 #6X恒温下测定耗氧

量。重复测定 % 次，取平均值。

!"& 毛状根冠瘿碱的检测

取商陆毛状根约 #$$ <[ 置于 !)7 <U ;@@4-C’/\
管中，加 $)! <’(TU OI( #$$!U，用玻璃棒捣成匀浆。

!8$$$ /T<=- 离心 7<=-，取上清液 !$$!U 进行高压纸

电 泳（8$&TB<），电 泳 "$<=- 取 出 滤 纸，按 F’/[,-



等［!"］的方法用碱性硝酸银染色。以商陆无菌苗幼

芽在 #$ % &’( )*+, -.. 上形成的不定根作为对照。

根据冠瘿碱的有无确定是否是转化毛状根。

!"# 毛状根的 /01 检测

取 (* 商陆毛状根，按 12*34 和 536789:（!;<(）［!=］

的 0>.5 法提取商陆基因组 ?-.，纯化后用作摸板。

根据 @A4634 等（!;<B）发表的序列［!C］，分别设计并合

成扩增 42D5，42D0 的 /01 引物。12D5 引物：/!：(EF
G0>0>>G0.G>G0>.G.>>>F=E； /"： (EFG..GG>GF
0..G0>.00>0>0F=E ’ !"#$ 引物：/!：(EF0>00>G.F
0.>0...0>0G>0F=E； /"： (EF>G0>>0G.G>>.>F
GGG>.0.F=E。/01 扩增参数如下：起始热变性 ;CH
= )86 后，接着进行 =( 个循环，每个循环包括 ;CH变

性 ! )86，(=’(H退火 ! )86 和 I"H延伸反应 ! )86。

扩增产物采用 &’<J琼脂糖凝胶电泳和 KL54 染色进

行分析。

!"$ 商陆毛状根皂甙和多糖含量的测定

取 "* 商陆毛状根和对照根（野外采集的自然

根）干样品研磨后，加入 <&J甲醇回流抽提，合并滤

液、减压浓缩至干后，在水和 6F5AMN 部分减压浓缩

至干，通过称重法确定总皂甙的含量。毛状根干样

品用 <&J乙醇和 (J三氯乙酸提取后，合并过滤液，

参照张惟杰［!(］（!;<I）的硫酸蒽酮试剂比色法测定

其多糖含量。

% 结果及分析

%"! 商陆毛状根的诱导和培养

未感染的商陆叶片外植体在无激素的 #$ %
(&&)*+, 头胞噻肟钠的培养基上连续培养一月后无

一生根，大部分叶片的形态学下端切口中脉处产生

紫红色疏松愈伤组织，叶背面变成紫红色。而感染

发根农杆菌 1!B&! 的叶片外植体培养一周后，从其

切口中脉处或附近产生少量愈伤组织，再从愈伤组

织上产生毛状根；也可直接从切口叶脉处产生毛状

根（图 !），!&7 后生根的外植体比例占 =<J，至 "& 7
时达 I&J；毛状根被白色短根毛。此外，还观察到

可直接从叶柄外植体的表面产生毛状根，且叶柄外

植体的生根效果更佳。将毛状根切下置于 #$ % (&&
)*+, 头胞噻肟钠中除菌培养后，毛状根可在无外源

激素的 #$ 培养基上自主生长，并且较多分枝和根

毛（图 "）。非转化根（自然根）不能在无外源激素的

#$ 培养基中自主生长，并随着培养时间延长逐渐褐

化，坏死；而商陆毛状根却能在无外源激素的 #$ 培

养基中快速自主生长，培养 = 周后其鲜重增加约 !<
倍。

% &% 毛状根中冠瘿碱的检测

通常用冠瘿碱作为 18 质粒转化整合的观察指

标之一。从图 " 可见，发根农杆菌 1!B&! 诱导商陆

叶片外植体产生的毛状根能合成农杆碱和甘露碱，

而对照根中没有检测到农杆碱和甘露碱。这表明发

根农杆菌 18 质粒 >1F?-.（>F?-. 右臂）区中编码冠

瘿碱合成酶的基因已在商陆细胞中得到表达。

图 ! 商陆毛状根的诱导和培养

@8*’! O67A9L826 P67 9ADLA43 2Q %&’("#)**) +,*-#+.() &)/0’ 422LR
.’ NP84S 422LR Q42) D3PQ 3TUDP6LR PQL34 8629ADPL826 V8L: 120"3)*(+0/-4
0&/5"2+.+, 1 !B&!；

5’ NP84S 422LR 26 )378A) #$ V8L:2AL :24)263R

图 " 商陆毛状根中农杆碱和甘露碱的检测

@8*’" ?3L39L826 2Q P*42U863 P67 )P662U863 86 :P84S 422LR 2Q
%&’("#)**) +,*-#+.()

!’$LP67P47 P*42U863（.）P67 )P662U863（#）；"’@43R: :P84S 422L 3TF
L4P9LR；=’026L42D 422L 3TL4P9LR’ -’$’ -3AL4PD RA*P4R

%"’ 毛状根中 !"# 基因的 $%& 扩增

利用 42D5 ，42D0 /01 引物，能从冠瘿碱检测呈阳

性的商陆毛状根的总 ?-. 中分别扩增到期望的

(C&WU 和 II&WU 左右的特异性 ?-. 片段，该片段与

从野生型发根农杆菌 !(<=C 的 18 质粒 ?-. 中扩增

出的特异性片段大小相同（图 =）。而商陆非转化根

的总 ?-. 中扩增不到此片段。这说明，发根农杆菌

的 18>,F?-. 也已整合入商陆毛状根基因组中。
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图 ! 商陆毛状根的 "#$ 产物的电泳分析

%&’(! )’*+,-. ’./ ./.01+,23,+.-&- *4*/5-&- ,6 "#$ 2+,7801- ,6
!"#$%&’((’ )*(+&),$’ 3*&+5 +,,1-

9，:( %+*’;.41- 6+,; <*&+5 +,,1- =&13 -%& > 2+&;.+-；!(%+*’;.41- 6+,; $&
2/*-;&7 =&13 -%& > 2+&;.+-；?( @,4A1+*4-6,+;.7 +,,1- =&13 -%&> 2+&;.+-；
B，C(%+*’;.41- =&13 -%& # 2+&;.+- 6+,; 3*&+5 +,,1-；D( %+*’;.41- 6+,; $&
2/*-;&7 =&13 -%&# 2+&;.+-；E(@,4A1+*4-6,+;.7 +,,1- =&13 -%&# 2+&;.+-；
F(G*+H.+，9HI J@) /*77.+

!"# 毛状根呼吸强度的测定

为阐明毛状根快速自主生长的特性，我们测定

了毛状根的呼吸速率［每小时每克（%K）中 L: 的量

（!M）］。表 9 表明：毛状根的呼吸强度比正常根（非

转化根）增高 EB(CN。可以推测，毛状根的快速自

主生长特性可能与其本身具有较高的呼吸速率有

关。

表 $ %& 质粒转化产生的商陆毛状根的呼吸速率的变化

’()*+ $ ,-(./+0 &. 1+02&1(3&4. 1(3+ )+35++. 64.314* 14430
(.7 -(&18 14430 49 !"#$%&’((’ )*(+&),$’

$,,1 152. %+.-3 =.&’31O’
$.-2&+*1&,4 +*1.

O（!M( ’
P 9 ( 3 P 9）

".+0.41*’.ON

<*&+5 +,,1- Q(:CB :E(B?D 9EB(C
#,41+,/ +,,1- Q(:9B 9B(!EC 9QQ(QQ

!": 商陆毛状根中皂甙和多糖含量的分析

取商陆毛状根置于 GR 液体培养基中培养 : 周

后，取样，烘干后，分别测定毛状根中的皂甙和多糖

含量。结果如表 : 所示。商陆毛状根能合成皂甙和

多糖，并 且，毛 状 根 中 总 皂 甙 含 量 约 为 自 然 根 的

9(B? 倍，但其多糖含量则比非转化自然根低，约为

自然根的 DQN。

表 ! 商陆毛状根和自然根中多糖和总皂甙含量

’()*+ ! ;4*80(66-1&7+0 (.7 343(* 0(24.&. 64.3+.30 &. -(&18
14430 (.7 64.314* 14430 49 !"#$%&’((’ )*(+&),$’ <(." =4>33+

$,,1 152. #+87. -*2,4&4（N ,6 JK） ",/5-*003*+&7.-（N ,6 JK）

#,41+,/ +,,1- :(CE S Q(9: E(?: S Q(:?

<*&+5 +,,1- ?(9! S Q(QD B(EF S Q(9E

? 讨 论

本研究表明，发根农杆菌感染商陆叶片外植体

和叶柄外植体后，都可以产生转化毛状根，但二者毛

状根形态发生的方式不同。其中被发根农杆菌感染

的叶柄外植体不经愈伤组织阶段，直接从其切口部

分产生根原基，发育成毛状根，而叶片外植体则可直

接从切口表面或从形成的愈伤组织上形成毛状根。

这与 $& 质粒转化胡萝卜（.’+(+* (’-%$’ M(）块根切

片和烟草（/0(%$0’,’ $’1’(+2 M(）茎切段时，形成愈伤

组织后再产生毛状根的方式不同［9C］；然而马铃薯叶

片外植体和块茎切块被发根农杆菌感染后则直接产

生毛状根，但其茎段外植体则从形成的愈伤组织上

长出毛状根［9D］。不过，发根农杆菌转化甘草（ 3&#4
(#--"05’ +-’&),*0*0 60*("）子叶和下胚轴时，毛状根既可

直接从切口处产生，也可从切口处形成的愈伤组织

上长出［9E］。可见，发根农杆菌侵染植物细胞后，毛

状根的形态发生方式可因植物种类和感染部位等不

同而有所差异。

许多的报道表明，毛状根都能在无激素的培养

基上快速自主地生长，并迅速增殖。据报道，有的植

物的毛状根在适宜的条件下，其生长速度可比非转

化根快 9QQ T 9QQQ 倍［9E］。但对其快速生长的机理则

不清楚。呼吸代谢是植物生理活动的基础，在我们

的实验中，商陆毛状根的呼吸强度比正常根（非转化

根）增高 EB(CN。因而推测，毛状根的快速自主生

长特性可能与其本身具有较高的呼吸代谢有关。

应用发根农杆菌 $& 质粒的 UAJ@) 在药用植物

的基因组中的整合，产生生长迅速并能合成与正常

亲本植物根中相似（同）次生物质的毛状根，已在不

少药用植物中获得成功［:AC，9F］。G*4, 等（9FEC）［:Q］用

含 $& 质粒的发根农杆菌转化药用植物莨菪（ 7(%8%4
&0’ 9’8%,0(’）获得了具无激素自主生长特性的毛状

根，并从中分离出莨菪碱和天仙子胺。用同样的方

法，获得了颠茄（:$-%8’ 1)&&’;%,’）的毛状根培养物，

而且毛状根中生物碱的含量与正常植株一样，甚至

高于后者［:9］。我们以商陆叶片外植体为材料，建立

了发根农杆菌对商陆的遗传转化系统，并从商陆毛

状根中分离得到了商陆皂甙和多糖，这与上述研究

者的结果基本一致。不同的是，在我们的实验中，商

陆毛状根不仅能和原植物一样产生皂甙和多糖，并

且皂甙的含量比自然根（非转化根）提高约 B?N，但

其多糖含量则仅为非转化根的 DQN。本实验所建

立的商陆毛状根系统，为今后进一步研究毛状根大

量培养生产商陆皂甙和多糖奠定了基础。至于毛状

根中是否能合成商陆抗病毒蛋白以及如何提高商陆

E? 生 物 工 程 学 报 9E 卷



毛状根中的多糖含量，尚待进一步研究。

致 谢 原中国科学院植物研究所林忠平先生和法

国国家科学研究中心 !"#$%&’ (&)*+ 先生分别馈赠

发根农杆菌菌种和冠瘿碱样品。
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