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发根农杆菌转化龙胆再生植株的研究

刘伟华 徐香玲 李集临
（哈尔滨师范大学生物系，150030)

本文利用具Ri质粒的发根农杆菌(Agrobacterium rhizogenes)通过叶盘法对药用植物龙胆 （Ge-

nriana manshurics Kitagaua）进行了转化实验，发根农杆菌15834感染龙胆，诱发产生毛状根，并得到

再生的龙胆植株。冠瘦碱检测实验表明，再生植株显示甘露碱 (mannopine)带，说明发根农杆菌Ri质

粒的T-DNA部分已整合到龙胆植物细胞中。再生的龙胆丛生苗可以在不含激素的简化培养基上快速

繁殖，转化的龙胆植株具有发达的根系，根部龙胆苦贰含量比对照高，从而为东北龙胆栽培事业的发展

以及龙胆有效成份的工业化生产提供了基础资料。
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东北龙胆是黑龙江省重要的资源植物，也

是著名的中药，具有“泻肝胆实火，除下焦湿热”

之功能。近年来由于掠夺性采挖，龙胆野生资

源大量减少，已出现供不应求的局面，尽管国内

曾有关于龙胆组织培养的报道，但繁殖系数低、

成本高，难以在生产上应用〔‘，，］，加之龙胆栽培

条件苛刻，因此，探讨龙胆的快速繁殖，有效成

份的生产是十分必要的。

近年来，人们对具Ri质粒的发根农杆菌转

化植物的研究逐渐增加［12,，一川。发根农杆菌转化

植物具有使其产生大量毛状根的特点，转化的

细胞不丧失器官的发生能力，双子叶植物中由
根部合成的次生代谢物都可以用发根培养物来

生产。因而利用发根农杆菌转化植物及建立发

根培养系，生产次生代谢产物（如药物，天然色

素，香料，天然调味品等）已日益受到重视。

本文对发根衣杆菌转化龙胆进行了研究，

在诱导毛状根的基础上，由毛状根再生出植株，

并建立了一种新的龙胆无性快速繁殖系。

材 料 和 方 法

试验用东北龙胆 （G. manshurica Kitag. )
由黑龙江省中医学院中药系提供，发根农杆菌

(A. rhizogenes) 15834, A4, 2659由日本筑波

大学基因工程实验中心提供。

（一）东北龙胆无菌苗的获得

龙胆种子经100ppm的赤霉素处理24小

时，流水冲洗24小时，0.1% HgCI：消毒8分

钟，无菌水洗 3-4次，接种于MS基本培养基，

25℃条件下培养。

（二）叶盘法转化实验

将龙胆无菌苗叶片切成5mm2的小块，在

MS液体培养基中250C摇床培养48小时，加人

活化瓶过夜培养8小时的菌株（注菌量为5-

10 X 106/ml)共培养48小时，然后转移到加有

梭辛青霉素0.5--lmg/ml的MS基本培养基

上，诱导毛状根的产生。获得毛状根后经离体

培养再生植株。

（三）龙胆植株及根系的增殖

龙胆植株及根系的增殖，分别采用 MS,
1 /2MS 1 / 4MS及简化的2多 蔗糖琼脂培养基

进行培养，根的扩大培养采用相应的固体及液

体培养基在光照、黑暗，离体和非离体等不同条

件下进行培养。

Liu Wethua et al.: Studies of Agrobacterium rhi.

zogenes Transformation Regeneration Plantlet
of Gentiana manshurica.

本文于 1991年 1月25日收到。
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（四）冠瘦碱检测rri

待测样品在 MS加精氨酸的液体培养基

中进行过夜预培养，然后用1沁 H CI水溶提取

7-10分钟，离心后取上清液点样进行高压纸

电泳，吹干后进行染色。

（五）龙胆苦贰含盘的测定

龙胆根烘干至衡重，通过常规的双波长薄

层扫描法进行检测 （检测工作由黑龙江省商学

院巾药系协助完成）。

结 果 及 讨 论

（一）发根农杆菌感染龙胆实验

利用叶盘法将具 Ri质粒的发根农杆菌

15834,A4及2659感染龙胆无菌苗叶片，并在

含装节青霉素 0.，一lmg/ ml的 ms基本培养

基上培养，经过18-23天，分别在叶片切口边

缘长出毛状根（图版1,1, 2)，而对照叶片（无农

杆菌感染）无毛状根产生，诱导毛状根的频率见

表 1。

表1 不同菌株感染龙胆诱导毛状根的颇率

从表1中可以看出，发根农杆菌15834, A4

比2659诱导龙胆毛状根产生的频率高。 这可

能是15834,A4菌株的 Ri质粒编码诱导毛状

根的DNA片段比2659菌株的这段DNA更容

易整合到龙胆细胞基因组中，或龙胆叶片细胞

对菌株有一定的选择性。

（二）龙胆植株的再生及冠痪碱检测

将叶盘法转化得到的毛状根取下，放在不

加任何激素的MS基本培养基上离体培养，每

隔7-10天继代一次，7周后经感染发根农杆

菌15834诱导产生的毛状根再生出龙胆的丛生

苗（图版i, 3)，频率为0.9外，再生频率低可能

与龙胆自身的遗传背景及培养条件有关。对再

生的龙胆植株进行冠廖碱(opine）检侧，纸电

泳结果显示甘露碱 (mannopine）带 （图版1,

，），表明测试样Gu能够合成甘露碱，从而说明

发根农杆菌15834 Ri质粒的 T-DNA部分已

整合到被感染的龙胆细胞中，获得转化的龙胆

再生植株。

（三）经转化再生的龙胆丛生苗的快速繁

殖

1．转化的龙胆苗在不同培养基上的生长情

况 转化的龙胆苗在2 %u蔗糖培养基中，根

的生长速度最快，但长期放在2%蔗糖培养基

上，龙胆单株可分性差，且叶片由绿变黄或变

红，将这样的植株转移到1/2MS或MS培养基

上，叶片重新变绿。在MS培养基上培养的植

株，单株可分性好，可达30-40株，有利于龙胆

苗的快速繁殖，但在MS培养基上培养的龙胆

根系生长速度慢，如表20

综合分析，利用 1/2MS和 1/4MS培养基培

养转化的龙胆苗比较适宜，即可以在较短的时

间内得到大量的龙胆苗（图版1, 4)，而且苗的

根系也比较发达（图版1,7,8)0
2．转化龙胆根系的扩大培养 经转化再

生的龙胆，根系在固体培养基上培养，离体根系

较非离体根系生长缓慢，同时离体根系在液体

悬浮培养基中的扩大培养结果表昵，第一个月

内根生长较快，增长率为185并（根鲜重增加

1.85倍），随着培养时间加长，根的生长速度转

慢。我们推测，这可能是由于液体培养过程中

缺少氧气造成的，如果改善供氧条件，很系的生

长速度可能加快。

3．转化龙胆苗的繁殖速度 转化的龙胆

丛生苗可以快速繁殖，每一叶片或每一根段经

离体培养均可以得到丛生苗（图版1,6)，以1/2

MS培养基培养的龙胆苗为例计算其繁殖速变，

一瓶龙胆苗一个月可繁殖10瓶，也就是说，我

们通过发根农杆菌转化得到的龙胆丛生苗以每

月10倍的速度繁殖，这比通过一般组织培养方

法进行繁殖要快得多，并且转化的龙胆苗具有

显著发达的根系（图版1,7,8)0

（四）转化的龙胆根部龙胆苦IK含盘的测

定

龙胆苦贰是龙胆主要的药用成份，将 1/2

发根农杆菌 感染龙胆
叶片数

产生毛状根
叶片数

诱导频率
（％）

15834 165 111 67.3

A斗 118 73 61.9

2659 72 35 48.6
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表2 转化的龙胆在不同培养基上的生长愉况

MS培养基培养2个月，经15834菌株转化的龙

胆苗的试管根和同样由1 / 2MS培养基培养2

个月，未经转化的对照龙胆苗的试管根取样，经

黑龙江省商学院中药系利用双波长薄层扫描法

3次重复分析提供的实验报告，结果表明，转

化龙胆苗根部龙胆苦贰含量为3.36务，而未经

转化的对照苗根部龙胆苦贰含量仅为2.59%

这可能是由于转化苗比未经转化的对照苗根系

粗壮、发达的原因。由此可见，转化的龙胆苗不

仅繁殖速度快，而且药用成份含量也很高。

通过组织培养的方法进行快速繁殖是组织

培养应用于生产极有前途的一个方面，目前，国

外已利用这种方法进行兰花，草薄，脱毒马铃薯

等植物的商品化生产，国内的一些研究单位也

相继开展了这方面的工作〔31。植物快速繁殖可

以通过不定芽，胚状体以及愈伤组织三种途径

进行。 利用具Ri质粒的发根农杆菌感染植物

诱导不定芽，胚状体再生植株，国外已进行了许

多工作，但在国内这方面的研究还很少。本文

利用发根农杆菌15834转化龙胆，经毛状根再

生植株得到的一种新的龙胆无性快速繁殖系进

一步说明这一方法是很有前途的。
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中国遗传学会第四届全国肤纹学学术交流会在郑召开

中国遗传学会第四届全国肤纹学学术交流会于1992年5月6- 8日在河南郑州举行。来自全国22个省、

市、自治区的90位专家、学者参加了这一空前的盛会。

大会共录选了113篇论文，邀请了吕学既、郭汉壁、张海国、邵紫苑等4位专家分别就肤纹遗传学研究进展、

肤纹与癌症、中国各民族肤纹学研究的现状和肤纹与运动员选材方面作了综述性专题发言，并以大会、小会形式

交流了涉及遗传学、医学、胚胎学、人才学、痕迹学、方法孚、动物学等各个领域的”篇论文。其中，体育界运动员
选材的肤纹应用研究；一批博士、硕士研究生等年青学者在肤纹研究的深度和方法学上的进展；结合优性优育进

行的肤纹应用于婚前检查；肤纹与智能的相关性研究；民族肤纹调查等方面的新研究成果引起了与会学者的关注

和重视。大会还播放了两部肤纹学基础知识的科普录相片。

代表们就肤纹学的研究方向展开了广泛的讨论，认为互通信息，加强与国内、外同行的交流；在注重肤纹应用

研究的同时，必须有重点的进行肤纹学基础研究；尽快开展对门巴族的肤纹研究，以完成我国完整的民族肤纹学

数据库的建立；开发肤纹研究的新指标；统一肤纹学名词标准和技术标准等任务均已迫在眉捷。会议还向中国遗

传学会提出了换届选举的候选人名单。 （邵紫苑）

一～彬卜一竺笠 MS 1/2 MS

I

1/4 MS 2％蔗塘

根系生长状况 ＋ ＋ 十 十 十 十 十 十 十 十

十 ＋ 十叶片生长及抽茎 十 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

单株可分性 十 ＋ 十 十 十 十 十 十 ＋ 十
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刘伟华等：发根农杆菌转化龙胆再生植株的研究

1. A. rhizogenes 15834转化龙I11?诱分出毛状根；2. A.rhizogenes A4转化龙IM诱仔出已状很；3.经转化再生的
龙胆丛生苗；4.再生的龙胆苗分株繁殖； 5·对再生苗进行 。pine检测显示甘露碱带（左为甘露碱标准样）； 6．山

很段上再生的龙胆苗； 7.8.经转化再生的龙胆植株具有发达的根系。

图版 I


