
云 南 植 物 研 究
A ct a B o ta n ie a y u n n a ni e a

19 96 : 18 (3): 33 6一 34 0

露水草毛状根的诱导和培养
*

周立 刚2 杨崇仁 1 + 王君健 2

(l 中国科学院昆明植物研究所
,

昆 明 6 5 0 2 0 4)

(2 华中理工大学药物研究所
,

武汉 4 3 0 0 7 4)

摘 要 发 根 农 杆 菌 ( A g r o b a e te r iu阴 r h松。郡n e s ) p R i 15 83 4 菌 株 感 染 露 水 草 ( C州
n o tis

a ra ch n o

ide
a ) 的茎和根的外植体及小苗

,

均诱导出毛状根
。

毛状根能在不含激素的 M S 培养基上

生长
。

用纸电泳和高效薄层层析法
,

在毛状根中检测到甘露碱
。

用 So ut her n 印迹杂交
,

在植物

D N A 中检测到 rol c 基因
。

表明 Ri 质粒的 T 一 D N A 部分已转移到毛状根细胞的 D N A 中
。

该毛

状根能产生 刀一蜕皮激素
。

露水草毛状根的诱导培养在单子叶植物中是一个成功的先例
。
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用发根农杆菌 (月g ro b a e te riu 阴 r h招。群n e s ) 诱导形成毛状根 (h a iry r o o t ) 或称转化根 (t
r a n sfo rm

ed

ro ot s)
,

并通过毛状根的大量培养
,

生产有用的植物次生代谢产物
,

在迅速发展的植物生物技术领域 中日

益引起重视
。

双子叶植物的毛状根诱导与培养方面已有不少报道
,

个别研究已进人中试或小规模的生产阶

.
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段 (Sai to 等
,

1 99 2)
。

而单子叶植物毛状根的诱导和培养
,

迄今尚未见成功的先例
。

露水草 (C夕a n o til’ a ra e hn o ide
a C

.

B
.

C la r k e ) 系鸭路草科 (e
o m m e zin a c e a e ) 多年生草本植物

,

主产

云南
,

富含 户
一

蜕皮激素 (刀一eed yso ne
,

或称 20 一 hyd ro x y eed yso ne )
,

是迄今为止工业化大量生产蜕皮激

素的最佳天然原料 (聂瑞麟等
,

198 3 )
。

我们曾报道用露水草的外植体诱导形成正常根及其培养
,

以及培

养根 中蜕皮激素的形成 (周立刚等
,

19 9 6)
。

本文报道用发根农杆菌诱导露水草毛状根的形成
,

以及培养

的毛状根中价蜕皮激素的分析测定
。

材料和方法

细菌菌株及培养

发根农杆菌 p R i 1 58 34 在 Y E B 培养基中
,

28 ℃暗培养 2 天后于 4 ℃保存
,

30 一 4 O d 继代培养 1 次
。

感染植物材料之前
,

将农杆菌置于 28 ℃活化培养 24 ho

无菌植株和愈伤组织的获得

露水草种子灭菌后
,

接种到不含激素的 M s 培养基上
,

光照 16 h / d
,

光强 57 群m ol
一 2 5 一 , ,

21 ℃发芽并

长成植株
。

将无菌植株的外植体 (即根
、

茎
、

叶切段 ) 置于含 2, 4 一D Zm g / L 和 K T 0
.

lm g / L 的 M S

培养基上
,

21 ℃暗培养
,

即可诱导出愈伤组织
。

毛状根的诱导

将上述培养的无菌苗外植体 (根
、

茎和叶切段) 和愈伤组织浸于含有发根农杆菌的 M S 培养液中 10

m in
,

取出
,

用无菌滤纸吸干放回原培养基上继续培养 Z d
,

然后转人 M S 加头抱唾肘钠 (ce fo tax im e) 的

培养基 (5 00 m g / L ) 上
,

于 21 ℃暗培养
。

亦可刺伤无菌苗的茎节后
,

小心涂上含有发根农杆菌的 M S

培养液
,

将幼苗植人原培养基上继续培养
。

冠瘦碱的检测

按 D a hl等 ( 198 3 ) 方法
,

进行纸电泳的分析条件是 4 5 v o lts / e m
,

5 0 m in
。

亦可用高效薄层层析

(H PT L e ) 法
,

H PT L e 板为 S ilie a g e l 6 0 F2 54 (M e r e k )
,

展层剂为正丁醇 一冰醋酸 一水 (2 : l : 1
, v :

v)
,

用 0. 5 %荀三酮 (丙酮配制 ) 显色
。

D N A 分析

植物材料 D N A 的提取 参照 R o g er s 和 B en di ch (198 5 ) 的 C T A B 法
,

提取露水草的正常根和毛状

根的 D N A
。

探针 rol c D N A 的提取
、

纯化和标记 鉴定毛状根所用的探针 D N A 来 自 pU C 19 C△ P 质粒 (由

M a x P la n e k In s titu te C lo g n e

提供)
,

克隆在大肠杆菌 (Es
eh e r ic h ia e o li) 中

。

该质粒用 E e o R I 和 H in d lll

酶切后
,

通过电泳即可获得纯化的探针 rol c D N A
,

然后进行探针的 b iot in yl at io n 。

S o u th e rn 印迹杂交 (S o u th e rn ,

19 75 ) 分离出的植物 D N A 经 E e o R I和 H in d 111酶切后
,

在 0
.

6%

的琼脂糖凝胶上电泳
,

采用 S o ut her n 印迹杂交的标准方法
,

将 D N A 从胶上转移到 im m o hi fo n 一S 膜上
,

即可进行 S o ut h em 印迹 杂交
,

滤 膜加 标记 的探针 D N A 在 65 ℃ 杂交 24 h ,

然后进 行化 学发光

(eh e m ilu m in e se e n e e ) 检测
。

刀一蜕皮激素的测定

用 H PL c 法测定 户蜕皮激素的含量
,

具体方法如前文所述 (周立刚等
,

199 6)
。
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结 果

露水草毛状根的诱导

露水草外植体在无激素的 M S 培养基上连续培养 1 个月
,

无一生根
,

随着培养时间的延长
,

外植体

逐渐死亡
。

用发根农杆菌感染的根
、

茎
、

叶外植体
,

几 日后从茎和根的切段部位长出少量的愈伤组织
,

10 d 后从愈伤组织上长出少量毛状根 (图版 L6, 7)
,

但未能从叶外植体获得毛状根
。

将无菌苗茎节处刺伤
,

并涂以发根农杆菌菌液
,

1 周后
,

从茎节处长出毛状根 (图版 L Z
,

3 )
,

所诱导

的毛状根转人无激素的 M S 固体培养基上继续培养
,

毛状根生长迅速
,

且分枝多
,

失去向地性生长
,

表

现出典型的毛状根性状特性 (图版 I:4)
。

如果将无菌苗的茎节处刺伤
,

涂以蒸馏水或新鲜培养基
,

从茎节

处均不发生毛状根
。

如果将正常植株的根切下
,

在无激素的 M S 培养基上培养
,

该根生长缓慢
,

随着时

间的延长而逐渐死亡
。

在开始诱导时
,

某些根长得很快
,

如果将其转移到新鲜培养基上
,

生长会逐渐减

慢
,

这可能是由于在开始时
,

细菌分泌一些化学物质
,

促进根的形成和生长
,

随着细菌的除去
,

这些未转

化的根也随之死亡
。

露水草毛状根的鉴定

诱导形成毛状根的关键是农杆菌 Ri 质粒的 T 一 D N A 部分转移到植物细胞内的 D N A 中
,

通过基因表

达诱导出毛状根
。

因此
,

培养物中冠瘦碱 (o Pi n 。 ) 及其衍生物的检测及 D N A 分析是鉴定毛状根的重要

依据
。

甘露碱的检测 分别用 1 % 热盐酸和热水从农杆菌诱导的培养根中提取冠瘦碱 (。p ine ) 及其类似

物
,

纸 电泳结果表明
,

培养物 中除含有甘露碱 (m an n o Pi ne ) 外
,

还含有其它冠瘦碱类成分
,

见 图版

L 4
,

由于标准品的限制
,

未作进一步鉴定
。

对照组即正常根培养物中没有发现冠瘦碱类成分
。

实验表

明
,

该材料用水提取冠瘦碱
,

效果更好
,

这与文献报道 (Pet it 等
,

19 83 ) 是有差别的
。

高效薄层层析分析表明
,

在毛状根培养物中亦有甘露碱的存在 (图版 L S)
。

用 0
.

5 % 茹三酮的丙酮液

作显色剂显色效果优于 0
.

5 % A gN O 3o

D N A 分析 研究结果表明
,

农杆菌的
r of c 基因存在于毛状根的细胞核 中 (图版 L S)

,

这表明细菌

Ri 质粒的 T 一D N A 部分已介导人植物 D N A 中
。

毛状根中 刀一蜕皮激素含置的测定

高效液相色谱分析结果表明
,

毛状根培养物中含有 价蜕皮激素
,

刀一 蜕皮激素的含量为干重的 0. 0 05

m g / g
。

讨 论

在双子叶植物中
,

通过发根农杆菌的 Ri 质粒转化诱导形成毛状根的例子很多 (Sai to 等
,

199 2)
,

然

而在单子叶植物中
,

尚未见成功的报道 (W hi te 等
,

19 85 ; 陶余敏等
,

199 2)
。

用农杆菌对植物进行有效的

遗传转化主要取决于
:
(l) 农杆菌是否能将 T 一 D N A 送人寄主植物细胞 ; (2) 植物本身是否能够富集具

有再生能力与整合转化能力的感受态细胞
。

农杆菌对单子叶植物细胞的转化频率很低
,

可能是由于大多数

单子叶植物的感受态细胞不具备有创伤反应 (陶余敏等
, 19 9 2)

。

露水草为鸭踌草科单子叶植物
,

我们采

用一系列的发根农杆菌菌株进行诱导培养
,

仅 p Ri 15 8 34 菌株成功地在无菌苗的刺伤部位诱导出毛状

根
。

该毛状根培养系的建立
,

为单子叶植物进行诱导培养毛状根提供了一个先例
。

采用的 Ri 质粒属农杆碱型 (ag ro Pi ne ty pe )
,

其 T 一D N A 的一部分已导人植物细胞 D N A 中
,

该

T 一 D N A 的 T L (左侧) 部分具有诱导根形成的作用
,

其 T R (右侧) 部分含有形成生长素的基因
,

这样
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有利于根的形成和生长 (W hi te 等
,

19 8 5 )
。

T 一D N A 的另一个顺序是含有合成冠瘦碱的基因
,

这样可以通

过检测冠痪碱的有无来判断根是否被转化
,

当然毛状根的鉴定还包括形态学的依据
。

冠廖碱是农杆菌生长

所需的碳源
,

至今还未见到冠瘦碱是否对植物的生长及其次生代谢影响的报道
。

通过纸电泳
,

毛状根中除了甘露碱
,

还有其它与硝酸银显色的物质
,

由于没有标准品对照
,

未作进一

步 研究
,

据文 献报 道 ( Pe tit 等
,

198 3 )
,

这 些化 合物可 能是 甘露酸 (m a n n o p in ie a e id )
、

农 杆酸

(a g ro p in ie a e id )
、

和农杆碱 (a g r o p in e )
。

到目前为止
,

还未见到用 H p T L C 方法来鉴定毛状根中冠瘤碱

的报道
,

本文采用 H PT LC 方法检测毛状根 中冠瘦碱的存在
,

发现甘露碱很容易与茹三酮反应
,

由于

H PT L C 方法简单
、

经济
,

且耗时短
,

因此
,

可以认为是冠瘦碱定性测定的一种行之有效的方法
。

在实验过程中
,

也偶尔碰到这样的情形
,

即有些根培养物虽然表现出典型的毛状根生长特性
,

用纸电

泳和 H PT L C 方法却检测不到任何的冠瘦碱成分
,

如果采用 So ut her n 印迹杂交方法
,

可证 明农杆菌

D N A 已整人到植物细胞中
。

这可能是在毛状根诱导形成过程中合成冠瘦碱的基因未能同时导人植物细胞

中
。

因此
,

在毛状根的鉴定方面
,

尤其是在用其它方法难以鉴定的情况下
,

D N A 分子杂交不失为一种较

为理想的方法
。

露水草毛状根培养物
,

能和原植物一样产生 价蜕皮激素
,

这为进一步研究蜕皮激素类化合物的生物

转化和生物合成
、

以及毛状根大量培养生产 刀一 蜕皮激素创造了条件
。

毛状根培养物中
,

刀一蜕皮激素的含

量还比较低
,

有待于进一步提高
。
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,

19 8 5
.

E x tr a e tio n o f D N A fr o m m illig r a m a m o u n ts o f fr esh
,

h e rb a c iu m a n d m u m m ifi e d p la n t

tissu e s
.

P la n t M
o lB io l

,

5 : 6 9 一 7 6

S a ito K
,

Y a m a z a k i M
,

M u r a k o sh i l
,

1 9 9 2
.

T r a n sg en ie m e d ie in a lP la n ts : A g r o b a e te r iu 用一m ed ia ted fo r eig n g en e tr a n sfe r

a n d p r o d u e tio n o f se eo n d a ry m eta b o lite s
.

Jo
u r n a l oj

,

N a tu r a lP r o
du

ets
,

5 5(2 ): 1 4 9 一 16 2

So u the r n E
,

19 7 5
.

D ete etio n o f sPe c ifi e se q u e n e es a m o n g D N A fr a g m en ts se P a r a te d b y g e l e lee tr o Ph o re sis
.

J M
o l B io l

,

9 8 : 50 3一 5 17

W h ite F F
,

T a ylo r B H
,

H u ffi l la n n G A
.

e t a l
,

19 8 5
.

M o lee u la r a n d g e n e tie a n a lysis o f the tr an sfe r r ed D N A r eg io n o f th e

r o o t一in d u in 只 p la s m id o fA好
o b a e te r iu m rh松。叉e n es

.

J B a e t e r io l
,

1 6 4 : 3 3一 4 4
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图 版 说 明

图版 1 1
.

露水草毛状根水提取物的 纸电泳
,

A :
标准样品甘露碱

,
B :
毛状根提取物

,

C: 正常根提取物
。

2, 3
.

从无 菌苗茎节处诱导 出毛状根
。

4
.

毛状根在无激素的 M S 固体培养基上生长
。

5
.

毛状根水提取物的高效薄层层析
,

A:

毛状根提取物
,

B: 正常根提取物
,

C :
标准样品甘露碱

,
D :
谷氨酸

。

6
.

从根外植体诱导出毛状根
。

7 从茎外植体诱

导 出毛状根
。

8
.

S o ut her n
印迹杂交

,

A: 毛状根样品
,

B: 正常根样品
,

C: 非标记 ro lcj D: 标准 D N A 片段
。

E x pla n a tio n o f Pla te s

P late 1 1
.

P aP e r elee tr o Pho r esis o f w a ter ex tr a c ts o th a iry r o o ts o fCy
a n o ris a r a eh n 0 i￡Ie a

.

A : s ta n d a r d m a n n o P in e
,

B :

ha iryr o o t e x tr a e t
,

C : n o rm a l Pla n t r o试 ex tr a e t
.

2
,

3 T he r o o ts em e r g ed fr o m the in fe e te d a re a
.

4
.

h a iry r o o ts su b e u ltiv a t
-

e d o n
M S h o rm o n e fr ee a g a r m ed iu m

.

5
.

H PT LC o f w a te r ex tr a e ts o f th e r o o ts
.

A : tr a n sfo rm ed r o o ts
,

B : n o rm a l Plan t

r o o ts
,

C : m a n n o Pin e
,

D : g lu ta m in e
.

6
.

ha iry r o o ts in d u e ed fr o m ste m e x p la n ts
.

7
.

h a ir y r o o ts in d u ee d fr o m le a f ex p la n ts
.

8
.

S o u ther n blo ts o f r o o ts
.

A : h a iryr o o ts
,

B : n o rm a l Pla n t r o o ts ,

C : n o n la b elled P r o b e r o le
,

D : sta n d ar d fr a g m e n ts o f

D N A




