




138 热带亚热带植物学报           第 25卷 

 

 

DNA 并纯化。按照 Furner 等[12]的方法设计并合成

PCR 引物。正向引物为 frolB: 5′-TACTGCAGCAG- 

GCTTCATGAC-3′, 反向引物为 rrolB: 5′-GCTTTC- 

CCGACCAGAGACTG-3′。PCR 扩增程序为: 94℃

变性 3 min; 然后 94℃变性 1 min, 53.5℃退火 1 min, 

共 35 个循环; 72℃延伸 1 min。扩增产物采用 0.8%

琼脂糖凝胶电泳和 Gel Red 染色进行分析。 

 

1.5 数据统计分析 

使用 Excel 对数据进行处理和方差分析, 采用

Duncan 多重比较进行差异显著性分析。 

 

2 结果和分析  
 

2.1 毛状根的诱导和鉴定 

用培养 5 h 的农杆菌 A4 菌液侵染叶片外植体

培养 1 个月, 获得东南景天毛状根(图 1: A)。东南景

天叶片外植体明显发黄并出现褐色斑点, 从切口长

出的线状组织便是毛状根, 呈白色线状, 侧根多且

短, 根的分支多, 无向地性, 呈绒毛样, 能够在无

激素培养基上旺盛生长, 这些特点符合毛状根生长

的特性。未经农杆菌 A4 菌液侵染的叶片外植体培

养 1 个月后, 只有 1 块外植体长出 1 条长约 1 cm 左

右的根(箭头), 且没有分支, 没有侧根(图 1: B), 不

是毛状根。 

从图 2 可见, PCR 引物能从 3 株东南景天毛状

根中扩增到期望的 540 bp 的特异性 rolB 基因片段, 

该片段与野生型发根农杆菌 A4 的Ri 质粒中的特异

性片段大小相同, 而对照外植体未扩增出此片段。

这表明诱导的东南景天毛状根是转基因产物。 

 

2.2 影响毛状根诱导的时间因素  

    预培养时间    叶片外植体在侵染前需要进

行一定时间的预培养, 以使叶片适应新的培养环

 

 

图 1 东南景天毛状根的诱导。A: 农杆菌 A4诱导的毛状根; B: 对照。 

Fig. 1 Induction of hairy roots of Sedum alfredii. A: Hairy roots inducted by Agrobacterium rhizogenes A4; B: Control.  

 

境。结果表明, 未经过预培养的叶片受农杆菌 A4

侵染后迅速死亡, 而经过一定时间预培养后能诱导

出毛状根, 预培养 48 h 后毛状根的诱导率达 80%, 

预培养 24 h和 72 h的分别为 45%和 60%, 而预培养

96 h的仅为10%, 说明48 h是最佳的预培养时间(表

1)。 

侵染时间    适宜的侵染时间有助于农杆菌

对植物细胞的附着和转化, 侵染时间太短, 农杆菌

来不及侵入细胞内部; 侵染时间太长, 农杆菌易对

细胞造成伤害, 导致外植体的存活率下降。从表 2

可见, 农杆菌 A4 对东南景天叶片外植体的侵染时

间不宜过长, 侵染 6 min 毛状根的诱导率达到最高 

 

图 2 东南景天毛状根 rolB基因的 PCR扩增。M: DL 2000; 1: A4的 Ri

质粒; 2: 对照; 3 ~ 5: 毛状根。 

Fig. 2 PCR amplification of rolB gene from Sedum alfredii hairy roots. M: 

DL 2000; 1: Ri plasmid of A4; 2: Control; 3-5: Hairy root.  
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(85%)。随着侵染时间的延长毛状根的诱导率逐渐

下降, 侵染 12 min 时毛状根的诱导率仅 10%。 

 

表 1 预培养时间对东南景天毛状根诱导率的影响 

Table 1 Effect of pre-culture time on induction rate of hairy roots of Sedum 

alfredii  

预培养时间 

Pre-culture time  

(h) 

侵染外植体数 

Number of 

infected explants 

生根外植体数 

Number of 

rooting explants 

诱导率 

Induction rate 

(%) 

 0 20  0±0  0
aA

 

24 20  9±1 45
bB

 

48 20 16±2 80
cC

 

72 20 12±1 60
dB

 

96 20  2±0 10
eA

 

同列数据后不同大小字母分别表示差异显著 (P<0.05)和极显著(P< 

0.01)(Duncan 多重比较)。下表同。 

Data followed different capital and small letters within line indicate 

significant difference at 0.05 and 0.01 levels by Duncan multiple 

comparisons, respectively. The same is following Tables. 

 

表 2 侵染时间对东南景天毛状根诱导率的影响 

Table 2 Effect of infection time on induction rate of hairy roots of Sedum 

alfredii  

侵染时间 

Infection time 

(min) 

侵染外植体数 

Number of 

infected explants 

生根外植体数 

Number of 

rooting explants 

诱导率 

Induction rate 

(%) 

 0 20  0±0  0
aA

 

 4 20 10±1 50
bB

 

 6 20 17±2 85
cB

 

 8 20 13±2 65
dB

 

10 20  6±1 30
eB

 

12 20  2±0 10
fA

 

 

表 3 共培养时间对东南景天毛状根诱导率的影响 

Table 3 Effect of co-culture time on induction rate of hairy roots of Sedum 

alfredii  

共培养时间 

Co-cultivation 
time (h) 

侵染外植体数 

Number of 
infected explants 

生根外植体数 

Number of rooting 
explants 

诱导率 

Induction rate  
(%) 

24 20 0 ±0  0
aA

 

48 20 17±1 85
bB

 

72 20 9 ±1 45
Cb

 

96 20 2 ±1 10
dA

 

 

共培养时间    由表 3 可见, 侵染后的东南景 

天叶片外植体经过不同时间的共培养后, 诱导率明

显不同。共培养 48 h 东南景天毛状根的诱导率可达

到 85%, 共培养超过 72 h 的诱导率明显降低。因此

48 h 是最适宜的共培养时间。 

3 结论和讨论 
 

关于重金属超富集植物东南景天毛状根的遗

传转化目前还未见相关报道。本研究利用发根农杆

菌 A4 转化东南景天叶片外植体, 获得了激素自主、

快速生长、多分支、多根毛的毛状根株系, 并经 PCR

鉴定为转基因株系。 

对影响毛状根诱导率的重要时间因素进行分

析。结果表明, 东南景天诱导毛状根的适宜预培养

时间为 48 h、侵染时间为 6 min、共培养时间为 48 h。

有关影响植物毛状根诱导的时间因素的研究已有

不少报道, 张悦等[13]的研究表明, 48~72 h 是黄秋

葵(Abelmoschus esculentu)毛状根诱导的最佳预培

养时间, 以 48 h 的诱导率最高。本研究中预培养时

间对东南景天毛状根诱导的影响与黄秋葵基本一

致, 表明这两种植物外植体适应后续侵染环境的时

间要求相似。农杆菌侵染植物外植体的时间十分

关键, 侵染时间过短或过长都会对毛状根诱导产

生显著的影响。刘静轶等[11]的研究表明, 农杆菌

ATCC15834 侵染油菜(Brassica campestris) 4 h 的毛

状根诱导率最高(28.9%); 杨世海等报道农杆菌 A4

侵染紫锥菊(Echinacean purpurea)外植体 12 min 的

毛状根诱导率较高(55.5%)
[14]。农杆菌 A4 对东南景

天外植体侵染 6 min 的毛状根诱导率较高(85%), 比

油菜和紫锥菊的侵染时间更短且诱导率更高, 这可

能是农杆菌菌种不同和不同植物对农杆菌侵染敏

感性不同造成的[15]
, 也表明东南景天对农杆菌 A4

的侵染敏感性较高。侵染后农杆菌和外植体的共培

养时间也是影响毛状根诱导率的重要因素, 一般不

应短于 16 h; 但也不应过长, 否则会造成农杆菌过

度生长[16]。杨世海等[14]报道共培养 2 d 紫锥菊毛状

根的诱导率较高(50%)。本研究中农杆菌和外植体

的共培养时间以 48 h较适宜, 超过 48 h毛状根的诱

导率明显下降, 这与杨世海等的结果一致。 

重金属超富集植物毛状根体系已经在植物修

复研究中显示出很好的应用潜力。Nedelkoska 等[17]

的研究结果表明, 吸附在天蓝遏蓝菜毛状根中的

Cd含量大于其他非重金属超富集植物; 同时对毛

状根细胞壁的研究揭示了天蓝遏蓝菜和烟草

(Nicotiana tabacum)毛状根在富集 Cd 过程中的代谢

途径不同。因此, 东南景天毛状根体系的成功建立

可为实验室开展重金属修复机制研究提供简便的

实验体系, 并且为进一步开展重金属超富集植物东
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南景天的转基因改造奠定理论基础。 
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