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铃铛子发根诱导体系及培养条件的优化①
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摘要:铃铛子(Anisodusluridus)是西藏特有的托品烷生物碱药源植物.利用农杆菌C58C1(pRiA4)侵染铃铛子不

同器官考察发根诱导频率,并考察了7种培养基(1/2MS,MS,1/2B5,White,WPM,B5和 N6)对发根生物量和托

品烷生物碱质量分数的影响.真叶和茎段的发根诱导频率分别为53.33%和60.00%,子叶不能诱导出发根.PCR

表明rolB 和rolC 基因已整合到发根的基因组中.B5培养基最适于铃铛子发根生物量和托品烷生物碱积累,发根

鲜质量和干质量分别达到6.9±0.94g/瓶和0.44±0.06g/瓶;发根中莨菪碱质量分数为3.49±0.13mg/g.B5和

1/2B5培养基中发根的东莨菪碱质量分数高于其他的培养基,分别为1.37±0.06mg/g和1.43±0.22mg/g,二者

之间差异无统计学意义.在B5培养基中发根总生物碱产量也是最高的,为2.1±0.29mg/瓶.研究结果为利用发根

规模化生产莨菪碱和东莨菪碱奠定了基础.
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铃铛子(Anisodusluridus)为茄科多年生宿根草本植物,藏语名为“唐冲那薄”,主要分布在西藏等海

拔在2500~4000m的山坡草地、林缘及田地宅旁.铃铛子根和种子可供药用,有抗痉挛和止痛作用,医

药上常用其根提取莨菪碱类生物碱[1].
托品烷生物碱(tropanealkaloids,TAs)是一类来自茄科植物的生物碱,是副交感神经系统的有效抑制

剂,主要药用成分为莨菪碱和东莨菪碱[2].由于托品烷生物碱的化学合成成本较高,目前其供应仍然依赖

于从植物中提取.托品烷生物碱在野生茄科植物中质量分数很低,故而寻求新途径来提高托品烷生物碱的

产量尤为重要.铃铛子作为托品烷生物碱的药源植物之一,其野生资源正在逐渐枯竭.目前发根培养成为研

究药用植物次生代谢产物的有效手段,而关于铃铛子发根培养条件的优化尚未有报道.本研究建立了铃铛

子发根的转化体系,并对最适于铃铛子发根生长和生物碱积累的培养基进行优化筛选,为获得托品烷生物

碱提供了新的途径,具有重要的理论意义和应用价值.
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1 材 料

1.1 植 物

铃铛子种子由西藏农牧学院兰小中教授鉴定并提供.

1.2 菌 株

农杆菌C58C1(pRiA4)由西南大学天然产物与代谢工程实验室保存.

2 方 法

2.1 铃铛子发根的获得

分别剪取约1cm见方的叶片,1.5cm长的茎段,0.5cm长的子叶放入已活化好的菌液中,振荡浸泡

约10min后,用无菌滤纸吸干多余菌液.将叶片、茎段和子叶分别平铺在 MS(含100μmol/L的乙酰丁香

酮)固体培养基上,于25±1.0℃恒温暗培养48h后转入含抗生素400mg/L头孢噻肟钠的 MS固体培养

基上除菌培养,待发根生长到2cm左右时剪下,转移到新的含400mg/L头孢噻肟钠的MS固体培养基中

培养,每20d继代1次,直至除菌完全.

2.2 发根rolB 基因和rolC 基因的PCR检测

取200mg除菌彻底的发根应用CTAB法[3]提取基因组DNA,同时提取铃铛子无菌苗的根DNA作

为阴性对照.另取200μL活化的农杆菌 C58C1菌液,12000r/min离心2min,去上清,20μLddH2O
悬浮,沸水煮5min,12000r/min离心2min,上清作为阳性模板.所用rolB 基因和rolC 基因引物参照

Zhang等[4].

2.3 发根生长最优培养基的筛选

选取长势较好、分支较多的真叶上诱导出的发根T3株系,作为铃铛子发根生长研究的实验对象.为找

出铃铛子发根生长的最适培养基,本文选取了7种不同培养基作为测试培养基:N6,1/2B5,B5,WPM,

MS,1/2MS和 White,蔗糖作为碳源,质量浓度为30g/L.将各培养基pH调至5.8,分装于250mL的广

口三角瓶中,每瓶100mL,121℃灭菌20min.每瓶发根的接种量为10根2cm左右的发根,鲜质量大约为

100mg,每种培养基3瓶重复,于110r/min,25℃摇床暗培养.

2.4 托品烷生物碱的提取和高效液相色谱HPLC分析

托品烷生物碱的提取及HPLC分析参照 Wang等[2]的方法.

3 结果与分析

3.1 不同类型外植体对诱导频率的影响

本实验用农杆菌C58C1侵染铃铛子不同的外植体,在25d后统计生根外植体的个数,真叶中出

根外植体的个数是16个,诱导率达到了53.33%,茎段中出根外植体的个数是18个,诱导率达到了

60.00%(表1).
外植体的类型不同,农杆菌侵染后的反应也不同(图1).真叶上生出的发根较粗壮,分支较多,

根毛更发达,长势较快,而且单片真叶上诱导出发根数量比茎段多,但诱导率与茎段相比要略低.茎

段的诱导率最高.茎段上长出的发根与真叶上诱导出的发根相比不够粗壮,分支较少.子叶不能诱导

出发根,原因是子叶分化程度比真叶低,维管束发育不完善.综上所述,铃铛子真叶是农杆菌诱导发

根的最佳外植体.
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图1 铃铛子发根诱导与培养

表1 不同外植体对发根诱导率的影响

外植体类型 农杆菌浸染外植体/个 出根外植体/个 诱导率/%

真叶 30 16 53.33

茎 30 18 60.00

子叶 30 0 0

3.2 PCR进行铃铛子发根阳性株系的鉴定

植物细胞产生发根是由于Ri质粒上携带有致发根相关的rol基因,Ri质粒通过转化进入植物细胞并

将rol基因整合进入植物核基因组,从而使得植物细胞获得发根这种新的遗传属性,rolB 和rolC 基因是最

为常用的鉴定发根真实性的基因[5].PCR结果证明培养的铃铛子发根是真正的转化发根.

M:DNA分子量;+:阳性对照pRiA4;–:野生型铃铛子根;T1~T4:真叶上诱导出的部分发根单克隆;T5~T7:茎段上诱导出的部分

发根单克隆.

图2 铃铛子发根rolB,rolC 基因的PCR检测

3.3 发根生长最优培养基的筛选

对不同培养基之间的生物量进行分析(表2),结果显示:发根在B5培养基中生长最快,鲜质量和干质

量都达到最大值,1/2B5培养基中发根鲜质量和干质量也较大.B5和1/2B5培养基与 WPM,MS,1/2MS
培养基相比,含有较低浓度的NH4+,低浓度的NH4+有利于铃铛子发根的生长.N6,White培养基中发根

几乎不生长,N6,White成分简单,微量元素不仅种类少而且质量分数也很低,抑制了发根的生长.综上所

述B5培养基是最适合铃铛子发根生长的培养基.
表2 不同培养基发根生物量测定(x±s,n=3)

培养基 发根鲜质量/g 发根干质量/g 培养基 发根鲜质量/g 发根干质量/g

White 0.10±0.01 0.02±0.00 1/2MS 1.26±0.63 0.05±0.03

WPM 3.12±1.02 0.18±0.05 MS 2.24±0.23 0.12±0.01

1/2B5 5.82±0.83 0.40±0.04 N6 0.26±0.05 0.02±0.01

B5 6.90±0.94 0.44±0.06
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3.4 铃铛子发根中东莨菪碱和莨菪碱的HPLC质量分数测定

发根T3株系在7个培养基中培养后,用 HPLC测定莨菪碱和东莨菪碱的质量分数(表3).在N6和

White培养基中发根的生物量较少,全部研磨后混合称质量和测定,仍然检测不到莨菪碱和东莨菪碱的

存在.在B5液体培养基中铃铛子发根的莨菪碱质量分数最高,达到了3.49±0.13mg/g,其次是1/2B5,

1/2MS,MS和 WPM.而对于东莨菪碱,1/2B5液体培养基中培养的发根中质量分数最高,达到了

1.43±0.22mg/g,其次是B5,MS,1/2MS和 WPM.从表3中可见在B5液体培养基中培养的发根的东

莨菪碱质量分数与1/2B5液体培养基的相比差异无统计学意义.
表3 不同培养基中铃铛子发根莨菪碱和东莨菪碱质量分数测定

培养基 莨菪碱/(mg·g-1) α=0.05 东莨菪碱/(mg·g-1) α=0.05

B5 3.49±0.13 a 1.37±0.06 a

1/2B5 2.52±0.17 b 1.43±0.22 a

1/2MS 2.34±0.06 c 1.13±0.19 b

MS 2.26±0.01 c 1.20±0.01 b

WPM 1.78±0.01 d 1.00±0.10 b

  注:α=0.05时,相同字母表示样品间差异无统计学意义,不同字母表示样品间差异有统计学意义.

仅根据生物碱质量分数并不能确定最终收获的生物碱的总量,根据东莨菪碱(莨菪碱)产量为发根的

干质量总量与发根中东莨菪碱(莨菪碱)质量分数的乘积,可计算出每种培养基发根中东莨菪碱(莨菪

碱)的产量(图3).

图3 不同培养基中铃铛子发根总的生物碱质量分数测定

从图3可见,在B5液体培养基中培养的发根中莨菪碱和东莨菪碱的产量要高于其他种类的培养基.综

合发根生物量和生物碱产量两个方面分析,B5液体培养基中培养得到的铃铛子发根,莨菪碱和东莨菪碱总
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量都是最高的,分别达到了1.5±0.21mg/瓶和0.6±0.08mg/瓶.根据总生物碱产量为总的莨菪碱产量

与总的东莨菪碱产量之和,可统计出铃铛子发根在不同培养基中的总生物碱产量,在B5培养基中总的生

物碱产量达到了最高,为2.1±0.29mg/瓶,其次是1/2B5,WPM,MS和1/2MS.

4 讨 论

农杆菌种类、被感染部位细胞类型以及生理状况等因素的不同,使T-DNA插入植物基因组的位置、

长度和拷贝数千差万别[5].本实验分别选取了真叶、茎段和子叶作为外植体,其受到农杆菌 C58C1

(pRiA4)侵染后的反应有很大的差异,子叶对于侵染完全没有反应,茎段上诱导出的发根生长状态较弱,

从而选取无菌苗的真叶作为最佳的外植体.

各种培养基由于所含的成分和比例不同,因此对发根的生物量、生长状态和次生代谢产物的形成

有不同的影响[6-10].将真叶上诱导的发根转接到 N6,1/2B5,B5,WPM,MS,1/2MS和 White7种

不同的液体培养基中,以B5液体培养基中培养的发根生物量积累速度最快,莨菪碱碱质量分数最

高,总生物碱产量最高,最适宜培养铃铛子发根.这是由于B5液体培养基中含有较低浓度的铵态氮

和较高浓度的硝态氮,而培养基中铵态氮和硝态氮之间的比例会影响发根生长和次生代谢产物的合

成[11],硝态氮比例高,铵态氮的浓度低,有利于铃铛子发根生物量的积累和生物碱的合成,具体的原

因还需要进一步研究.

本实验成功建立了铃铛子发根诱导和培养体系,同时对铃铛子发根的培养条件及其次生代谢产

物累积进行了初步研究.结果表明铃铛子无菌苗的真叶为农杆菌诱导发根的最佳外植体,铃铛子发根

在B5液体培养基培养时生物量积累最多,托品烷生物碱合成最多,对进一步规模化生产莨菪碱和东

莨菪碱奠定了基础.
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OptimizationofInductionandCultureConditions
forHairyRootsofAnisodusluridus

ZHAOKai-hui1,2, FANYu-fang1, XUYuan-jiang2,

CAO Fang1, LANXiao-zhong2, LIAOZhi-hua1

1.KeyLaboratoryofEco-EnvironmentsinThreeGorgesReservoirRegion,MinistryofEducation,

 SchoolofLifeScience,SouthwestUniversity,Chongqing400715,China;

2.TAAHC-SWUMedicinalPlantJointR&DCenter,TibetanCollaborativeInnovationCenterofAgriculturaland

 AnimalHusbandryResources,AgricultureandAnimalHusbandryCollege,Linzhi,Tibet860000,China

Abstract:Anisodusluridus,belongingtotheSolanaceaefamily,isaTibetanendemicplantspeciesproducing

pharmaceuticaltropanealkaloids.Inordertoprovideatheoreticalbasisforthescaleproductionoftropanealka-

loidswithA.luridushairyrootsastherawmaterial,astudywasconductedinwhichAgrobacteriumC58C1

(pRiA4)wasusedtoinfectthecotyledon,leaforstemofA.luridus,anditshairyrootinductionwasrecor-

ded.Highfrequenciesofhairyrootinductionwereobtainedfromstem (60.00%)andleaf(53.33%);

whilecotyledonproducednohairyroots.Then,thetypicalhairyrootlinewasusedtoscreentheoptimal

mediumforrootculturegrowthandalkaloidproduction.Oftheseventypesofliquidmediausedinthis

study(1/2MS,MS,1/2B5,White,WPM,B5andN6),B5wasthebestoneforbothbiomassaccumula-

tionandTAproduction.ThefreshweightofhairyrootculturesinB5was6.9±0.94g/flask(or0.44±

0.06g/flaskdryweight).Further,HPLCanalysisresultsshowedthathairyrootculturesinB5produced

hyoscyamine(3.49±0.13mg/g)atahigherlevelthanthatinothermedia.Thehighestscopolaminecon-

tentsweredetectedinhairyrootculturesinB5and1/2B5,whichwererespectively1.37±0.06mg/gand

1.43±0.22mg/g.However,therewasnosignificantdifferenceinscopolaminecontentsbetweenhairy

rootculturesinB5andthatin1/2B5.Finally,itwasfoundthathairyrootculturesinB5producedtotal

TAsatthehighestlevel(2.1±0.29mg/flask).

Keywords:Anisodusluridus;hairyroot;hyoscyamine;scopolamine;culture
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