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摘要  利用根癌农杆菌、发根农杆菌介导药用植物的遗传转化。对转化过程中转化方法及转化后的鉴定、影响植物遗传转化的因素与
次生代谢产物以及转基因药用植物的获得等方面进行综述。
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Abstract  The gene-transformation of medical plant was mediated by agrobacteriumtumefaciems and agrobacteriumrhizogenes . Inthis report the trans-
formed method of agrobacterium, the appraisal after transformation , the element affecting the induction of transformation and acquirement of secondary
metabolites and plant regeneration were reviewed .
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1  农杆菌及其作用机理

农杆菌可分为根瘤农杆菌( Agrobacteriumtumefaciems) 和

发根农杆菌( Agrobacteriumrhizogenes) , 农杆菌是一种革兰氏

阴性菌, 能侵染大多数的双子叶植物、少数单子叶植物[ 1] 及

个别的裸子植物[ 2] , 它诱发被感染植物的受伤部位长出冠缨

瘤和毛状根。农杆菌的这种特性是基于它具有能诱导冠缨

瘤产生的Ti 质粒和毛状根产生的 Ri 质粒,Ti 质粒与 Ri 质粒

是农杆菌染色体外的巨大质粒, 在这两种质粒上, 存在与转

化有关的2 个主要功能区, 即T- DNA( 转移区) 和 Vir( 致病

区) 。Vir 区基因并不发生转移 ,但它对T- DNA 的转移非常重

要。当农杆菌感染植物时Ti 质粒和 Ri 质粒上的T- DNA 可

以转化并插入到植物细胞基因组中, 其整合和表达的结果导

致了大量冠缨瘤和毛状根的产生。

农杆菌侵染植物形成的冠缨瘤和毛状根经离体培养能

够再生植株,并且许多植物的毛状根在离体培养条件下表现

出次生代谢产物的合成能力, 产物产量较正常植物及悬浮培

养细胞的要高, 因此 Ri 质粒可应用于有价值的次生代谢产

物的生产[ 2] 。近十几年来的研究发现 ,Ri 质粒转化系统比Ti

质粒转化系统具有一定的优越性而被广泛重视, 但是由根癌

农杆菌转化植物后从冠缨瘤快速获得转基因再生植株也是

育种的有效途径。

2  Ri 、Ti 质粒转化药用植物诱导毛状根及植株再生

2 .1 转化方法  农杆菌感染植物的方法通常有3 种, 即外

植体共培养接种法、原生质体共培养转化法和活体接种

法[ 3] 。在药用植物转化方面,应用最多的是外植体共培养接

种法,此方法操作简便, 易于转化, 主要包括5 个主要过程 :

外植体预培养、外植体的农杆菌接种、农杆菌与外植体共培

养、外植体的脱菌培养、转化体的选择培养[ 4] 。

2 .2 转化与鉴定

2 .2 .1 转化。应用农杆菌Ti 、Ri 质粒转化植物时既可以将

T- DNA 上所携带的基因直接转入植物基因组中, 又可以先对

质粒进行遗传操作 ,通过中间载体或二元载体将外源基因导

入质粒中,再进行遗传转化。经农杆菌侵染后的外植体, 经
�
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过一定的诱导培养和连续的抑菌培养, 即可得到脱菌的毛状

根或冠缨瘤。绝大多数转化根具有典型毛状根特征:具大量白

色根毛,分支多,向上、贴壁向上或沿培养基水平生长, 失去向

地性。与一般毛状根不同的是墨旱莲毛状根为绿色[ 5] 。经转

化后获得的冠缨瘤在激素作用下再生出植株,使众多植物遗传

改造成为可能,也使植物改良方法更趋简单。

2 .2 .2 鉴定。为获得真正的转基因植株或毛状根 , 进行基

因转化后的第1 步工作是筛选转化细胞。在含有选择压力

的培养基上诱导转化细胞分化, 形成转化芽或毛状根。第2

步是对转化植株或毛状根进行分子生物学鉴定, 通过South-

ern 杂交证明外源基因在植物染色体的整合; 原位杂交确定

外源基因在染色体上整合的位点;Northern 杂交证明外源基

因在植物细胞内是否正常转录, 生成特异的mRNA。第3 步

是进行性状鉴定及外源基因的表达调控研究。

2 .3  影响转化的因素  

2 .3 .1 菌株的影响。不同菌株对转化频率有一定的影响。孙

敏等[ 6] 发现,在相同的转化条件下,A4 的转化频率高于R1000 ;

刘峻等[ 7] 在人参转化过程中, 使用菌株1601、LBA91-8、R1000、

A4、R15834 分别侵染,然而只有15834 菌株可转化人参毛状根,

这说明不同的菌株具有不同的致根能力。刘明志[ 8] 在根癌农

杆菌转化苜蓿中,菌株C58 比T37 具有强致癌作用。许多试验

证实,农杆碱型菌株( 如 A4、1601、LBA9402、15834 等) 比甘露碱

型菌株往往具有更广泛的寄主范围,农杆碱型菌株之所以具有

较强的生根能力,可能与T- DNA 存在生长素基因有关。

2 .3 .2 外植体材料来源及生理状态的影响。不同植物的同一

外植体、同一植物的不同外植体以及同一外植体的不同发育阶

段的转化效率都有明显的差异。从外植体选择来看,应选择幼

年型的外植体,同时,还应选择增殖能力强、遗传稳定性好的外

植体。刘传飞等[ 9] 用R1601 菌株感染3 种葛属植物,结果表明,

三裂叶葛叶片外植体产生毛状根的几率为28 % ,而野葛和山葛

叶片外植体分别 为15 %、17 %。王莉等[ 10] 用 发根农杆菌

LBA9402 对何首乌叶、叶柄和茎切段感染诱导,发现无菌苗小

植株叶的诱导率高达100 % , 而叶柄和茎的诱导率分别为

66 .7 %、46 .7 %。陈丙春等[ 11] 用根癌农杆菌介导蓝竹耳的转化

中,茎段作为外植体,其转化芽诱导率要高于叶盘的转化芽诱

导率,而且其转化比叶盘的转化芽健壮。这些都表明, 幼嫩的
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生长旺盛的组织对农杆菌更敏感,它们被感染后, 伤口附近的

细胞较易脱分化形成较多的感受态细胞,从而有利于农杆菌介

导植物转化。

2 .3 .3 预培养和共培养时间的影响。预培养和共培养时间对

转化效率也有较大的影响, 农杆菌感染外植体后, 伤口处的细

胞因为过敏反应而导致褐化,严重影响转化效率。通过一定时

间的预培养,能够较好地解决褐化问题, 并且外植体通过预培

养能适应试管离体培养的条件,保持活跃的生长代谢状态。同

时,预培养也减少外植体转化过程中的杂菌污染率。孙敏等[6]

在研究长春花毛状根的转化时,发现预培养0～7 d 后转化的外

植体有不同的转化频率, 预培养2 d 转化频率最高为44 .44 %。

转化后的外植体共培养0～5 d 具有不同的转化频率,共培养2

d 转化频率最高为50 .70 %。郑秀芳等[ 12] 在研究根癌农杆菌介

导的马铃薯遗传转化研究结果表明: 随着预培养时间的延长,

得到抗性愈伤比率随之增高,以4 d 最高。

2 .3 .4 活化因子的影响。植物受伤害后产生的酚类物质能够

激活Vir 基因,促使农杆菌质粒向植物细胞转移。在实际应用

中,可以人为地在转化系统中加入某种酚类物质, 起到促进基

因转化的作用[ 13] 。目前已经发现有9 种这样的信号分子,其

中乙酰丁香酮( AS) 和羟基乙酰丁香酮( OH- AS) 作用最强。在

转化药用作物中,大多使用AS。如刘峻等[ 14] 在人参带叶幼茎

转化过程中,利用100μmol/ L 的 AS 处理明显提高转化率并缩

短时间。但是,AS 浓度过高反而会降低转化频率,这是因为过

量的AS 会对外植体产生毒害作用。

2 .3 .5 外源激素及抗生素的影响。在共培养阶段加入适

量的外源激素对转化有一定的影响。王冲之等[ 15] 用添加

2 ,4- D 1 mg/ L、KT 0 .1 mg/ L 的 MS 琼脂培养基, 未能诱导出

毛状根, 而使用添加 NAA 6 mg/ L 的 MS 琼脂培养基进行农

杆菌与外植体共培养, 成功地获得了毛状根。另外 , 选用不

同的抗生素对植物转化效率也有一定的影响, 一般在分化

阶段使用羧苄青霉素抑制农杆菌的生长, 而发根阶段则使

用头孢霉素。毛状根可在不加外源激素的培养基上生长,

采用抗生素除菌培养能使其更好地生长[ 16] 。

2 .3 .6 温度的影响。温度是组织培养中的一个关键因素。

对于农杆菌接到的植物遗传转化, 早期实验研究表明 , 高温

对根癌农杆菌的发育是有害的[ 17] 。一般而言 , 农杆菌介导

的植物转化培养温度为±25 ℃。

3  次生代谢产物的产生和植物再生

3 .1  次生代谢产物的产生  快速高效获得药用植物有效

成分的有效途径是用发根农杆菌转化药用植物获得毛状

根,再通过 HPLC 等方法提取毛状根中的药用成分。近年

来, 利用毛状根转化技术获得次生代谢产物的研究, 主要集

中在提高一些价格高、产量低、需求量大的药物成分上。据

不完全统计, 国内外目前已对26 科92 种药用植物进行了

毛状根诱导的研究 , 建立了长期的毛状根培养系统和获得

了次生代谢产物。通过毛状根培养可生产的次生代谢产物

有生物碱类( 如吲哚生物碱、莨菪烷生物碱等) 、甙类( 如人

参皂甙、甜菜甙等) 、黄酮类、醌类( 如紫草宁等) 、多糖类、蛋

白质( 如天花粉蛋白等) 和一些重要的生物酶( 如超氧化物

歧化酶) 等。孙敏等[ 18] 用发根农杆菌 ATCC15834 感染萝芙

木的节间部分, 叶片、叶柄等部位诱导产生毛状根, 并对转

化毛状根的4 个无性系测定生物碱- 利血平和阿马碱,4 个

毛状根无性系的利血平和阿马碱的含量均比原植物要高。

张磊等[ 19] 将克隆到的东莨菪碱生物合成途径中的2 个限速

酶基因( 上游 :PMT 基因, 下游:H6H 基因) 以单转PMT、双转

PMT 和 H6H、单转 H6H 方式转化药用植物天仙子 , 结果显

示, 转入的PMT 和 H6H 基因能在毛状根中快速表达并获得

比野生型和单转入PMT 或 H6H 基因的毛状根中多的生物

碱, 其中最好的一组双基因转化毛状根的次生代谢产物东

莨菪碱是野生型的9 倍、单基因转化毛状根中的2 倍。2000

年, 常振战等[ 20] 用容量5 L 的生物反应器培养决明发根合

成游离蒽醌进行了研究, 结果发现在36 d 培养期内收获决

明发根761 g , 发根鲜重增殖42 倍。从而证明采用生物反应

器培养植物发根比锥形瓶悬浮培养优越 , 可以在较短的培

养期内获得较大的生物量。药用植物转化毛状根生产药用

成分 ,为工业化生产某些药用植物、经济植物的有效成分开

辟了新途径。

3 .2  植株再生 自1984 年首次获得转基因烟草以来, 随着

农杆菌介导植物遗传转化技术的发展 , 科学家们已成功地

创造了耐除草剂、抗病虫害、延迟果实成熟、雄性不育及作

为生物反应器等具有新性状的转基因植物。例如, 张磊

等[ 21] 构建了以 CaMV35S 为启 动子 , 新霉素磷 酸转移酶

( Npt- ) 为选择标记 , 带有半夏凝集素基因 PTA 的 pCAMB

A2200 植物双元表达载体 ,应用根癌农杆菌 EHA105 遗传转

化四倍体菘蓝以获得鳞翅目昆虫抗性。菘蓝外植体植株再

生率达到95 % 以上 ,转化率为10 % , 建立了以6- BA 和 NAA

为主要激素组合的四倍体菘蓝离体分化再生系统和农杆菌

介导的转化系统。

利用发根农杆菌转化药用植物也可获得转基因药用植

物。例如,刘伟华[ 22] 等用发根农杆菌的不同菌株通过叶盘法

对药用植物桔梗进行转化获得毛状根,再进一步分化获得了转

基因再生植株。利用Ri 质粒转化还获得了龙胆、丹参、菘蓝等

转基因植株,这些在育种上有进一步利用与开发的价值。

4  展望

近年来, 农杆菌介导的药用植物遗传转化的研究取得

了长足的进展, 尤其在生产次生代谢产物方面得到广泛应

用。但从总体来看 , 转化成功的药用植物主要集中在大多

数双子叶植物上, 转化效率不高、再生频率低、基因型依赖

性强、对农杆菌侵染不敏感等问题阻碍了研究进展。今后

研究的重点集中在进一步完善转化技术, 例如 :培养条件的

优化 ,建立高效的遗传转化体系 ,毛状根和冠瘿组织的共培

养, 抗生素除菌和温度法相结合等。相信通过农杆菌介导

药用植物的遗传转化工作能为全球的医疗事业提供强大的

后背保障。
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2 .4 .2 抗倒性。由表2 可知 ,H4-1-1 和 H4-5-1 的抗倒性最

强,H04-21 和 H4-2- 2 的抗倒性较强,H04-28 和CK 的抗倒性

中等 ; 而 H04-22 的抗倒性最弱。

  表2 参试油菜新品种( 系) 主要性状的比较

品种 

( H组合)  

主要经济性状

角果数 角粒数 千粒重∥g

生育期

成熟期 较CK±∥d

菌核病

发病率∥% 病指∥%
抗倒性 抗寒性

生长一致性

苗期 薹期 成熟期

不育株

%
H04-21 494 .67 20 .13 3 .253 05-16～18  - 2 .0 28 .92  19 .12 强  54 .2 较齐 较齐 齐  1 .22

H04-22 388 .63 18 .40 3 .317 05-13～16 - 3 .0 33 .22 18 .95 较强 51 .5 中 中  齐  2 .01

H04-28 448 .20 16 .03 3 .293 05-12～15 - 4 .0 30 .56 15 .96 中  52 .5 齐 齐  较齐 1 .68

H4-1-1 488 .23 22 .90 3 .904 05-14～17 - 2 .33 18 .11 9 .75 强  54 .9 齐 较齐 齐  1 .78

H4-2-2 404 .07 22 .10 3 .255 05-12～17 - 3 .0 19 .56 10 .08 较强 53 .6 较齐 较齐 较齐 2 .88

H4-5-1 443 .50 18 .60 3 .443 05-15～18 - 1 .67 14 .78 6 .86 强  55 .2 齐 齐  齐  2 .01

皖油14( CK) 473 .23 17 .93 3 .199 05-16～20   - 20 .89 10 .66 中  46 .6 齐 齐  齐  2 .68

2 .4 .3  抗寒性。由表2 可见, 各参试新品种( H 组合) 平均

受冻率都较CK 严重, 其中 H4-5- 1 冻害最为严重, 受冻率为

55 .2 %。

2 .5 生长一致性  由表2 可见, H04- 28、H4- 5-1 和 CK 植株

的生长一致性都较好, 其余较好或中等。

2 .6  不育株  由表2 可见, 除H4-2-2 外, 其他5 个品种的平

均不育株率均低于 CK 的2 .68 % 。

3  品系简介

3 .1 H4-1-1  3 个试验点平均产量2 961 .7 kg/ hm2 , 比皖油

14( CK) 增产12 .13 % , 达极显著水平 , 居参试品种( H 组合)

首位。该品系品种主效最大,3 个点都增产, 是个丰产性好、

适应性强的品种。成熟期平均比对照早2 .33 d ;单株有效果

平均 488 .23 个 , 角粒较多, 为 22 .10 粒, 千粒重较重 , 为

3 .904 g ; 不育株率1 .78 % , 菌核病发病率18 .11 % , 平均病指

9 .75 % ; 抗倒性强。建议推广种植。

3 .2  H4-2-2 3 个试验点平均产量2 909 .40 kg/ hm2 , 比皖油

14( CK) 增产10 .21 % , 达极显著水平 , 居参试品种( H 组合)

第2 位。该品系品种主效第2 ,2 个点增产, 丰产性好, 但对

地区适应性有一定的要求。成熟期平均比对照早3 d ; 单株

有效果平均 404 .07 个 , 角粒较多, 为 22 .90 粒 , 千粒重为

3 .255 g ; 不育株率平均为2 .88 % , 菌核病发病率19 .56 % , 平

均病指10 .08 % ; 抗倒性较强。建议推广种植。

3 .3 H4-5-1  3 个试验点平均产量2 859 .4 kg/ hm2 , 比皖油

14( CK) 增产7 .97 % , 达极显著水平 ,居参试品种( H 组合) 第

3 位。该品系品种主效第3 ,3 个点都增产 , 表现较好的丰产

性, 对地区的适应性较好。成熟期平均比对照早1 .67 d ; 单

株有效果平均443 .50 个, 角粒数18 .60 粒, 千粒重3 .443 g ;

不育株率平均为2 .01 % , 菌核病发病率14 .78 % , 平均病指

6 .86 % ; 抗倒性强。建议推广种植或参加生产性试验。

3 .4 H04-21  3 个试验点平均产量2 785 .0 kg/ hm2 , 比皖油

14( CK) 增产5 .45 % , 达极显著水平 ,居参试品种( H 组合) 第

4 位。表现较好的丰产性 , 地区适应性强。但该品系品种主

效为负值。成熟期比对照早2 d ; 单株有效果平均494 .67个,

角粒数20 .13 粒, 千粒重3 .255 g ; 不育株率平均1 .22 % , 菌

核病发病率28 .92 % , 平均病指19 .12 % ; 抗倒性一般。建议

继续进行试验。

3 .5 H04-28  3 个试验点平均产量2 490 .0 kg/ hm2 , 比皖油

14( CK) 减产5 .69 % , 达极显著水平 ,居参试品种( H 组合) 第

6 位。表现较好的丰产性 , 对地区的适应性差。成熟期比对

照早4 d ;单株有效果平均448 .20 个 , 角粒数16 .03 粒 , 千粒

重3 .293 g ;不育株率平均1 .68 % ,菌核病发病率30 .56 % ,平

均病指15 .96 % ; 抗倒性差。建议继续参加试验1 年。

3 .6 H04-22  3 个试验点平均产量2 453 .3 kg/ hm2 , 比皖油

14( CK) 减产7 .09 % , 达极显著水平 ,居参试品种( H 组合) 最

后1 位。丰产性较差, 对地区的适应性差。成熟期比对照

早3 d ; 单株有效果平均388 .68 个 , 角粒数18 .4 粒 , 千粒重

3 .317 g ; 不育株率平均2 .01 % , 菌核病发病率33 .22 % , 平均

病指18 .95 % ;抗倒性差。建议不再试验。
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