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三裂叶野葛毛状根的诱导及其固体培养和液体培养
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摘 要 发根农杆菌（31*(4+0/%*#)5 *"#6(1%$%&）N0UU!&2#4 感染三裂叶野葛（7)%*+*#+ 8"+&%(,(#9%&）叶片外植体 $% B 后

产生毛状根，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。感染 #&B 后，约 2&V的叶片

外植体产生毛状根。毛状根能在无外源生长调节剂的 ,C 固体和液体培养基上自主生长。KUW 扩增结果表明，发

根农杆菌 W: 质粒的 *(,. 和 *(,! 基因已在三裂叶野葛毛状根基因组中整合并得到表达。与固体培养的毛状根相

比，在液体培养基中培养的毛状根不仅生长迅速，也不会形成愈伤组织。在无外源生长调节剂的液体 ,C 培养基中

培养 !&B 的三裂叶野葛毛状根的鲜重、干重、可溶性总糖含量及细胞内活性氧（WXC）含量分别为固体培养毛状根的

!*&" 倍、!*!2 倍、&*$& 倍和 !*!3 倍。
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发根农杆菌（31*(4+0/%*#)5 *"#6(1%$%&）侵染植物

后，它所含的 W:（W((F :@BA?:@L）质粒的 0/M+N 片段在

植物细胞基因组中整合和表达，形成毛状根（<-:D.
D((F）［!，$］。利用能在无外源激素的培养基上自主生

长、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［# S &］。三裂

叶野葛（7)%*+*#+ 8"+&%(,(#9%&）是以根入药的豆科药

用植物之一，具有解毒退热、生津止渴、透疹和解酒

等功效［3］。但至今未见利用发根农杆菌 N0UU!&2#4
对三裂叶野葛进行遗传转化的正式报道。

目前，培养毛状根常用的培养方法有固体培养

和液体培养。C<:9(9AD- 等［5］发现紫草毛状根在 ,C
固体培养基中培养时，不能产生任何色素，而在专门

培养根的液体培养基中培养时，却能产生大量的色

素并释放到培养基中。因而已有的研究大都集中在

固体和液体培养方式对毛状根生长、形态及其次生

代谢产物合成的影响或培养基中培养基成分的代谢

变化 与 毛 状 根 生 长 及 其 次 生 物 质 产 生 的 相 关

性［4，2 S !%］。而对固体培养和液体培养方式对毛状根

本身生理生化特性的影响，尚缺乏报道。

本文报道发根农杆菌遗传转化三裂叶野葛叶片

外植体所产生的毛状根以及固体培养和液体培养对

毛状根生长及其本身生理特性影响的实验结果，以

期为今后选择合适的培养方式，大规模培养毛状根

来生产三裂叶野葛的次生物质奠定基础。

! 材料和方法

! "! 细菌菌株及培养

农杆碱型发根农杆菌（ 31*(4+0/%*#)5 *"#6(1%$%&）
N0UU!&2#4 由 德 国 ,-DF:@/HAF<1D P@:Q1D;:F-1F Z-))1[
\:FF1@I1DL的 K1F1D H:@B19-@@ 博士提供。农杆菌在

NO 培养基上暗培养和保存。挑取该农杆菌单菌落，

接种于添加了 $%!9()[H 乙酰丁香酮的 ]8O 液体培

养基中 $2^震荡（!3% D[9:@）培养 #% <，供感染用。

! "# 外植体的制备

按我们已发表的方法［ !!］，获得三裂叶野葛无菌

苗。取无菌苗的幼嫩叶片切成具或不具叶柄的叶外

植体，并置于无激素的 ,C［!$］培养基上预培养 $4 <
后，用于转化。

! "$ 毛状根的诱导和培养

将上述预培养的三裂叶野葛的具叶柄的叶片外

植体 浸 入 用 ,C 培 养 基 稀 释 & 倍 的 发 根 农 杆 菌

!&2#4 菌悬液中 $% 9:@，取出、吸干多余菌液并放回

原培养基上共培养 $ B 后，转入 ,C _ &%% 9L[H 头胞



噻肟钠（!"#$%&’()"）的无外源生长调节剂的 *+ 培养

基上，在 ,-./ 每天 01 2 散射光下诱导毛状根。切

取从外植体产生的毛状根置于含 -33 )456 头胞噻

肟钠的无外源生长调节剂的 *+ 培养基上除菌培

养，直到获得无菌的毛状根。取等量的无菌毛状根

分别置于 ,78的恒温培养箱中黑暗条件下固体培

养或恒温振荡器（033 95)(:）中液体培养。固体培养

和液体培养均用无外源生长调节剂的 *+ 培养基。

培养 0- ; 后，取出毛状根，用滤纸吸干水分，进行鲜

重和干重测量以及毛状根活性氧含量及可溶性总糖

含量的测定。

! "# 毛状根的 $%& 检测

取 , 4 无菌三裂叶野葛毛状根，按 <;=&9;> 等［0?］

的方法提取三裂叶野葛毛状根基因组 @AB，纯化后

用作 C/D 扩 增 的 模 板。根 据 EF9:"9 等 发 表 的 序

列［01］，分别设计并合成扩增 9$GH 和 9$G/ 的 C/D 引

物。 9$GH 引 物：C0：-IJK/L/LLK/BKLK/LBKBLLLJ
?I；C,：-IJKBBKKLKBBK/L//L/L/J?I。 9$G/ 引物：

C0：-IJ/L//LKB/BL/BBB/L/KL/J?I；C,：-IJLK/LJ
L/KBKLLBLKKKLB/BJ?I。在 3 M- )6 的硅化离心管

中加入模板 @AB -3 :4，!"# @AB 聚合酶 , 个单位，

C/D 反应总体积为 -3!6。C/D 扩增参数如下：起始

热变性 N1 ./ ? )(: 后，接着进行 ?- 个循环，每个循

环包括 N1./ 变性 0 )(:，-? M -./ 退火 0 )(: 和 O,./
延伸反应 0 )(:。扩增产物采用 3 MPQ琼脂糖凝胶电

泳和 <%H9 染色进行分析。

! "’ 毛状根细胞中活性氧的测定

毛状根细胞中活性氧的测定参考 /&%2&9% 等［0-］

的方法。毛状根分别置于液体和固体的 *+ 培养基

上培养 0- ; 后，分别取 ?33 )4，用滤纸吸干水分

后，加入 7 )6 CH+ 缓冲液，匀浆放置 ?3 )(: 后，加

入 ,I，OIJ二氯萤 光 黄 乙 二 脂（R,@/EJ@B，,I，OIJ;(J
!2G$9$#GF$9">!"(: ;(&!"%&%"），使其终浓度为 -!)$G56，室

温放 置 ?3 )(: 后，@/ERJ@B 水 解 生 成 非 荧 光 的

@/ER，在活性氧（DS+）氧化下生成发荧光的 @/E，

胞内活性氧的变化通过 @/ERJ@B 的荧光强度的变

化得到反映。所产生的发荧光的 @/E 经 1PP :) 波

长激发后，用 T&>!$ ECJN,3 荧光探测器（EGF$9">!":!"
;"%"!%$9）在 O?, :) 波长下进行测定。

! "( 毛状根中可溶性总糖含量测定

参照张宪政等［07］的蒽酮法。取经 *+ 固体和液

体培养基培养 0- ; 的三裂叶野葛烘干毛状根约 ,33
)4，加入适量的 P3Q乙醇匀浆抽提后，取 033!6 抽

提液，加入 -)6 蒽酮（B:%29$:"）试剂（0-3)4 B:J

%29$:" 溶于 033)6 O3Q的 R,+S1 中），摇匀，N38保

温 0-)(: 后，于 7,3:) 波长下测定 $% 值，并依葡萄

糖标准曲线计算出可溶性总糖含量。

) 结 果

) "! 三裂叶野葛毛状根的诱导和培养

未感染的三裂叶野葛叶片外植体在无外源生长

调节剂的 *+ U -33)456 头胞噻肟钠的培养基上连

续培养 , 个月后无一生根，仅从部分叶片的形态学

下端切口中脉处或叶柄切口处产生少量浅黄绿色致

密的愈伤组织。而感染发根农杆菌的叶片外植体培

养 03 ; 后，从其叶片切口中脉处或叶柄切口处附近

产生浅黄绿色愈伤组织，随后再从愈伤组织上产生

毛状根；或直接从叶柄切口处或附近表面产生毛状

根（图 0，B）。将所产生的毛状根切下并置于 *+ U
-33 )456 头胞噻肟钠中除菌培养，每隔 O ; 左右转

接 0 次，约 - V 7 次后即可完全除菌。无菌的毛状

根可在无外源生长调节剂的 *+ 培养基上快速自主

生长，并且较多分枝。取一部分无菌的毛状根用于

转化鉴定，一部分毛状根分别置于 *+ 液体和固体

培养基中培养 0- ; 后，供进行毛状根生长，活性氧

水平及可溶性糖含量的测定。

图 0 三裂叶野葛毛状根的诱导和培养

E(4M0 W:;F!%($: &:; !FG%F9" $#
&’()")*" +,"-(./.*0(- 2&(9X 9$$%>

BM R&(9X 9$$%> #9$) G"&# "’YG&:%> ,3 ;&X> &#%"9 (:$!FG&%($: =(%2 12).3"45(6

)*’7 ),*8.2(9(- BL//0-P?1；HM R&(9X 9$$%> !FG%F9"; $: >$G(; 49$=%2 9"4J

FG&%$9J#9"" *+ )";(F) #$9 0- ;&X>；/M R&(9X 9$$%> !FG%F9"; (:%$ G(ZF(;

49$=%2 9"4FG&%$9J#9"" *+ )";(F) #$9 0- ;&X>；@M R&(9X 9$$%> =(%2 >$)"

!&GGF> !FG%F9"; $: >$G(; 49$=%2 9"4FG&%$9J#9"" *+ )";(F) #$9 ?3 ;&X>

) ") 毛状根中 !"# 基因的 $%& 扩增

:./ H 和 )./ / 是发根农杆菌 D( 质粒 L6J@AB
（LJ@AB 左臂）上的 , 个生根基因。从图 , 可见，我

们利用 )./H 和 ).// 的 C/D 引物，能从三裂叶野葛
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毛状 根 的 总 !"# 中 分 别 扩 增 到 期 望 的 $%&’( 和

))&’( 左右的特异性 !"# 片段，而从三裂叶野葛非

转化根的总 !"# 中扩增不到任何片段（图 *）。这说

明，发根农杆菌的含 !"# 基因的 +,-.!"# 部分已在

三裂叶野葛基因组中整合并得到表达。

图 * 三裂叶野葛毛状根 /0+
扩增产物的凝胶电泳分析

1,23* #245678 289 898:;56(<6587,7 6= /0+ (56>?:;7
4@49A7,7 6= $%&!’!(’ )*’+&"#"(,&+ <4,5A 566;7

B C % 3 1542D8@;7 =56D <4,5A 566;7 E,;< !"#0 (5,D857；$3 1542D8@;7 =56D

:6@;569 566;7 E,;< !"#0 (5,D857；F C G3 1542D8@;7 =56D <4,5A 566;7 E,;<

!"#H (5,D857；B&3 1542D8@;7 =56D :6@;569 566;7 E,;< !"#H (5,D857；BB3

"6 ;8D(94;8 !"# :6@;569；B* 3 I45J85，BJ’ !"# 94>>85

! "# 固体培养和液体培养对毛状根生长及其细胞

中可溶性糖含量的影响

如图 B 所示，无菌的三裂叶野葛毛状根能在无

外源生长调节剂的 IK 固体或液体培养基中快速自

主生长（图 B，H、0），但毛状根在液体培养基中的生

长速度比固体培养的毛状根快。培养至 *% > 后，液

体培养的毛状根的老的根段（起始根段）开始褐化，

培养基变混浊；而固体培养的三裂叶野葛毛状根培

养至 L&> 后老的根段才开始变褐，或产生少量呈念

珠状的愈伤组织（图 B，!）。培养 B$ > 后，取固体培

养和液体培养的毛状根进行生长和可溶性总糖测定

的结果表明（表 B），固体培养的三裂叶野葛毛状根

的可溶性总糖含量仅为液体培养的三裂叶野葛毛状

根可溶性总糖的 BG M。培养 B$ > 后，液体培养的

毛状根的鲜重和干重分别为固体培养的 B 3 $G 倍 和

B 3BN 倍。

! "$ 固体培养和液体培养对毛状根细胞中活性氧

水平的影响

为了研究固体培养和液体培养方式对三裂叶野

葛毛状根生长的影响，我们将等量的毛状根置于无

外源生长调节剂的 IK 液体培养基和固体培养基上

培养，B$ > 后取样进行毛状根细胞内活性氧水平的

测定。测定结果如图 L 所示，液体培养的三裂叶野

葛毛状根细胞内的 !01 的荧光强度明显比固体培

养的毛状根强，即液体培养的三裂叶野葛毛状根细

胞内产生的活性氧（+OK）比固体培养的三裂叶野葛

毛状根多，约为固体培养的毛状根细胞产生的活性

氧的 B 3BF 倍（图 L）。

表 % 固体培养和液体培养对三裂叶野葛毛状根

生长及其可溶性总糖含量的影响

&’()* % +,,*-./ 0, )12314 -3).35* ’64 /0)14 -3).35*
06 .7* 8509.7 ’64 .7* .0.’) -06.*6. 0, /0)3()* /38’5

0, !"#$%$&% ’(%)#*+*&,#) 7’15: 500./

0?9;?58 D4@@85 1587< E8,2<;P2 !5A E8,2<;P2
-6;49 769?’98 7?245

P（D2P2!）

Q4,5A 566;7
,@ 769,> D8>,?D %3GL$ B 3*LF N 3FN*

Q4,5A 566;7
,@ 9,R?,> D8>,?D )3N%) B 3%$N %$ 3F*&

!：!5A E8,2<;

图 L 液体培养和固体培养对三裂叶

野葛毛状根细胞内活性氧水平的影响

1,23 L S==8:;7 6= 9,R?,> :?9;?58 4@> 769,> :?9;?58 6@ ;<8 98T897 6=
584:;,T8 6UA28@ 7(8:,87 ,@ <4,5A 566;7 6= $%&!’!(’ )*’+&"#"(,&+

# 讨 论

利用发根农杆菌 +, 质粒的 -.!"# 片段在药用

植物基因组中的整合和表达所产生的生长迅速的毛

状根培养物来生产药用植物的次生物质，已在不少

药用植物中获得成功［%，$，G，B&，B)］。本实验中我们通过

含农杆碱型 +, 质粒的发根农杆菌 #-00B$NL% 对三

裂叶野葛具叶柄的叶片外植体的遗传转化，获得了

具备无激素自主生长特性的三裂叶野葛毛状根；并

能利用该毛状根来生产葛根素等异黄酮类次生物质

（该部分结果将另文发表）。

糖是毛状根离体生长必需的重要碳源，已有的

研究表明，它在培养基中的代谢变化与毛状根的生

长、形态及其次生物质的累积密切相关［B&］。在培养

青蒿（-!.&/(+(’ ’00%’）毛状根时发现在一定的浓度

G&LL 期 施和平等：三裂叶野葛毛状根的诱导及其固体培养和液体培养



范围内提高蔗糖浓度能刺激毛状根的生长，但 !"
的蔗糖有利于青蒿素的产生，大于 !"时，青蒿素含

量下降；但当浓度达到 #" 时，根的形态即发生变

化，分枝减少，根变粗，极易断裂，颜色由淡黄色变成

浅黄色，生长速度也开始下降［#］。胡之璧等（$%%&）

在培养丹参（ !"#$%" &%#’%())*%+"）毛状根时，发现培养

基中的蔗糖在 $’ ( 内消耗完毕，因此在培养第 $)
天时补加糖至 &"，则次生物质二萜化合物的最终

积累即大大增加［)］。在培养天仙子（,-(./-"&0. "#1
20.）毛状根时，培养基中的蔗糖浓度并不明显影响

毛状根的生长，但 &"的蔗糖浓度最适合生物碱的

产生［$#］。在培养何首乌毛状根时也证实，培养基中

蔗糖 的 消 耗 速 率 与 毛 状 根 生 物 量 的 积 累 密 切 相

关［$*］。然而，这些研究都集中在研究培养基中蔗糖

浓度的变化及其对次生物质形成的影响，而至于糖

类在毛状根细胞内的代谢方式则缺乏研究。在我们

的实验中，固体培养基培养的三裂叶野葛毛状根中

的可溶性总糖含量仅为液体培养基培养的三裂叶野

葛毛状根可溶性总糖的 $% "。此外，我们在取毛状

根进行研磨制备可溶性总糖测量样品时，发现固体

培养基培养的三裂叶野葛毛状根含有较多纤维。因

而我们推测，培养在固体培养基中的毛状根利用或

代谢糖的能力比液体培养基培养的毛状根强得多。

固体培养和液体培养是利用毛状根生产植物次

生物质的两种主要培养方法。但以往的研究大都集

中在固体培养和液体培养对提高毛状根中次生物质

的含量以及对毛状根形态发生的影响。有报道证

实，当绞股蓝毛状根在固体培养基中生长太多时，老

的毛状根就开始肿大，产生愈伤组织；但液体悬浮培

养的毛状根则不会产生愈伤组织，且液体培养可比

固体培养产生更多的皂甙等次生代谢产物［ % ］。这

与本实验的结果基本一致。我们发现，三裂叶野葛

毛状根在固体培养基上培养 $ 个多月后，会产生少

量呈串珠状的愈伤组织（图 $，+），同时我们观察到，

三裂叶野葛毛状根在液体培养基中培养 !)( 后老的

毛状根就开始褐化，而在固体培养基上则 &* , &- (
后老的毛状根（起始根段）才开始褐化肿胀。但至于

固体培养和液体培养方式对毛状根本身生理生化特

性有何影响，则尚未见报道。

活性氧（./01234/ 5678/9 :;/13/:）可看成是植物的

一种警报信号，在正常的生理条件下，植物代谢过程

中产生的活性氧是电子传递系统不可避免的结果，

植物的线粒体在正常的呼吸过程中，内膜呼吸链上

能产生基态分子氧的单电子还原而生成超氧物阴离

子自由基［$%，!*］。有不少研究证实，所产生的过量活

性氧能同许多细胞组分发生反应，从而引起酶失活，

色素脱色，蛋白降解和脂质过氧化，膜透性改变和离

子的漏失等，并最终导致植物细胞的死亡［!$，!!］。在

本实验中，我们首次发现，液体培养的三裂叶野葛毛

状根所产生的活性氧水平比固体培养的毛状根高，

同时我们观察到，液体培养的毛状根在培养过程中

开始褐化的时间明显比固体培养的毛状根提早。这

种现象是否与液体培养中所产生的较高的活性氧含

量有关，尚需进一步研究。
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