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发根农杆菌诱导玉米毛状根发生及再生植株* 
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摘要    发根农杆菌(Agrobacterium rhizogenes)侵染玉米愈伤组织 15天左右获得毛状根. 转化根
在不含激素的培养基上快速生长, 并表现出典型的毛状根性状. 在含 ZT 1.6 mg/L 和 NAA 0.4 
mg/L的MS培养基上, 毛状根再生成完整转化植株. PCR-Southern杂交证实 T-DNA已整合入转
化株的染色体组.  
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单子叶植物是人类粮食的主要来源. 因此, 单子
叶植物的基因转化研究引起人们广泛重视. 农杆菌
介导的基因转化系统是一种天然有效的遗传转化工

程系统. 但是由于单子叶植物不是农杆菌的天然寄
主, 阻碍了其在单子叶植物上的应用.  

上世纪 80 年代初期, 根瘤农杆菌侵染单子叶植
物开始获得成功, 利用根瘤农杆菌转化玉米的报道
很多[1,2], 但是发根农杆菌能侵染的寄主植物还仅限
于双子叶植物[3,4]. 然而, cross-inoculation实验大大地
扩大了发根农杆菌的宿主侵染范围. 从上世纪 90 年
代初期以来有关发根农杆菌诱导极少数单子叶植物[5]

和多数双子叶植物[6]产生毛状根的报道开始出现. 发
根农杆菌感染寄主时, 被损伤的植物细胞合成特殊
的小分子酚类化合物如乙酰丁香酮等, 并与virA基因
产物结合, 诱导其他基因活化, 从而发生感染过程. 
Ri质粒不能侵染的单子叶植物可能缺少这种小分子

酚类化合物. 但最近有人报道小麦的种子和胚、玉米
幼苗也存在这种小分子酚类化合物. 然而, 迄今为止, 
发根农杆菌遗传转化单子叶植物还未见报道[7~9].  

Ri质粒转化具有很多优点: (ⅰ) Ri质粒可以不经
“解除武装(disarm)”进行转化, 并且转化产生的毛状
根能够再生植株; (ⅱ) 毛状根是一个单细胞克隆, 可
以避免嵌合体, 并且毛状根每一个细胞都是通过转化
而来的有利于遗传操作; (ⅲ) 可直接作为中间载体; 
(ⅳ) Ri 质粒和 Ti 质粒可以配合使用, 建立双元载体, 
拓展了两类质粒在植物基因工程中的应用范围; (ⅴ) 
毛状根适于进行离体培养, 而且很多植物的毛状根在
离体培养条件下都表现出原植株的所有特征. 

由于发根农杆菌Ri质粒的TL-DNA 上有rolA-D
基因群, TR-DNA有tms基因, 被感染的寄主植物伤口
可产生大量的不定根, 从而改善生根状况, 有益于对
干旱的抵抗[12], 因此为培育成抗旱型玉米具有重要
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意义.  

本文利用发根农杆菌侵染玉米愈伤组织, 通过
对农杆菌侵染条件的优化以及毛状根生长条件的优

化, 诱导了玉米的毛状根发生, 建立了玉米发根农杆
菌遗传转化体系, 为培育抗旱型玉米提供可能性. 

1  材料与方法 

1.1  植物材料 

选用玉米自交系 H99 的幼苗叶片和胚性愈伤组
织. 愈伤组织呈黄色, 质地松散, 表面有颗粒状的小
突起, 生长期限为 6~8月, 15天继代一次.  

1.2  细菌菌株 

R1601, ATCC15834 菌株和 A4 菌株由法国国家
科学院生物技术与园艺研究中心 Tepter博士惠赠.  

1.3  发根农杆菌培养 

将发根农杆菌 R1601, ATCC15834和 A4接种在
YEB固体培养基上培养, 27℃下活化3次, 挑取平板上
的单菌落, 接种在 25 mL LB液体培养基上. 在 27℃, 
4000 r/min黑暗下摇床震荡培养, 继代 3次后的农杆
菌当 A600值达到 1.0时用于感染外植体.  

1.4  发根农杆菌玉米转化 

将玉米愈伤组织和叶片浸入 A600值为 0.2~1.5的
农杆菌 R1601, ATCC15834和 A4菌液中侵染 30 min, 
取出用无菌滤纸吸干多余的菌液, 置于 MS+ZT 0.3 
mg/L+NAA 0.3 mg/L 培养基上, 黑暗中共培养 3 天, 
直至外质体出现菌斑后移至分别含有 20~100 µmol/L
乙酰丁香酮和 0.5~3 mL/L烟草浸出液的 1/2MS+头孢
霉素 300~50 mg/L 的培养基于 25℃散射弱光照除菌
培养诱导发根. 每 5 天转一次培养基; 把感染后外植
体上长出的毛状根剪下移到新的含抗生素的培养基

上, 每周转接 1 次, 直至除菌完成后, 移到不含抗生
素和任何激素的 MS培养基上培养.  

1.5  植株再生 

将毛状根段接种于含不同激素配比的 1~8号MS
培养基 : 1. MS+ZT 0.2 mg/L+NAA 1.0 mg/L; 2. 
MS+ZT 0.8 mg/L+NAA 0.5mg/L; 3. MS+ZT 1.6 mg/L + 

NAA 0.3 mg/L; 4. MS+ZT 2.0 mg/L+NAA 0.1 mg/L; 5. 
MS+ZT 2.4 mg/L+NAA 0.08 mg/L; 6. MS+ZT 3.0 
mg/L+NAA 0.02 mg/L; 7. MS+ZT 0.2 mg/L+NAA 0.08 
mg/L; 8. MS+ZT 3.0 mg/L+NAA 0.08 mg/L. 在 25℃
连续光照条件下培养. 再生植株在含 ZT 1.0 mg/L和
NAA 0.2~0.4 mg/L的 MS培养基保存和繁殖.  

1.6  基因组 DNA微量提取 

参照德国马普国家科学院植物生长发育与表达

调控实验室的方法: (ⅰ) 取 2 g左右新鲜嫩叶片, 放
于研钵中, 用液氮研磨. 少量提取时, 取一片叶子放
入 EP 管中, 倒入液氮研磨; (ⅱ) 将研磨后的粉末放
入预冷的 50 mL的离心管中; (ⅲ) 用 15 mL(小量时
700 µL)的 2×CTAB溶解粉末, 然后于水浴锅中 65℃ 

30 min; (ⅳ) 加入 15 mL(小量时 500 µL)氯仿:异戊醇

(24:1), 涡旋振荡至形成乳浊液, 静止分层; (ⅴ) 5000 
×g室温离心 15 min(小量时 5 min); (ⅵ) 将上清液转
入新的离心管中, 加入 2 µL(小量时 1 µL)的 RNA酶

(10 mg/mL), 37℃放置 1 h; (ⅶ) 重复氯仿:异戊醇抽
提一次, 离心, 将上清液转入无菌离心管; (ⅷ) 加入
0.8倍体积的异丙醇, 颠倒离心管数次, 离心, 将沉淀
(基因组 DNA)挑到 1.5 mL的管中; (ⅸ) 用 70%的乙
醇洗涤沉淀两次, 空气中干燥, 然后向每管中加入
200 µL(根据所提取的 DNA量和所需的 DNA浓度酌
情决定)ddH2O溶解沉淀.  

1.7  聚合酶链式反应(PCR) 

取待测材料的基因组DNA 100 ng为模板, 未浸
染材料(正常玉米苗)作为阴性对照, Ri 质粒为阳性
对照. rolC基因的引物序列(宝生物合成): 引物Ⅰ序
列 5′-GATATATGCCAAATTTACACTAG-3′; 引物Ⅱ
序列 5′-GTTAACAAAGTAGGAAACAGG-3′. 

PCR反应总体系为         50 µL 
Taq Mix(购自宝生物)        25 µL 
引物Ⅰ                    2 µL(20 pmol) 
引物Ⅱ                    2 µL(20 pmol) 
模板                      5 µL(100 ng) 
去离子无菌水             16 µL 
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在 PCR仪(UNOII, Biometra)中进行反应, 反应程序为
94℃, 45 s; 45℃, 30 s; 72℃, 45 s共 30个循环, 72℃延
长 10 min.  

1.8  探针 DNA的标记 

将 Ri质粒 PCR反应产物进行电泳, 用 UNIQ-10
柱式 DNA 回收试剂盒(购于上海生工)回收并纯化扩
增出的 rolC基因片段. 然后, 按照 Alkphos DIRECT
试剂盒中的操作说明制备探针. 

1.9  PCR-Southern印迹杂交  

将琼脂糖凝胶电泳后的 PCR产物转到尼龙膜上, 
放于杂交缓冲液中, 55℃下在杂交炉中进行 10 min的
预杂交, 然后向以上杂交缓冲液中加入制备好的探
针(一般 1 mL杂交缓冲液加 5~10 ng探针), 55℃杂交
过夜. 取出杂交后的膜, 分别用初次洗液和二次洗液
洗去膜上与 DNA 非特异性结合的探针. 将洗好的尼
龙膜用保鲜膜包好, 上压一张 X光胶片, 置于黑暗处
曝光 2 h. 用显影液和定影液冲洗 X 光胶片, 以得到
清晰的 X光显影胶片. 

2  结果与分析 

2.1  毛状根的诱导和培养  

发根农杆菌不同 A600值菌液(A600值为 0.2~1.5)感 
染玉米愈伤组织 1~2 周后, 有的愈伤组织开始生根, 
当 A600值为 1.0时玉米毛状根诱导率最高(图 1). 诱导
产生的毛状根具有典型的毛状根特征, 生长迅速. 侵
染的玉米幼苗叶片和未被侵染的对照玉米愈伤组织

则没有毛状根发生. 将毛状根移到不含激素的 MS培
养基上毛状根生长迅速, 分枝多, 根毛多, 根水平生
长或向上生长(图 2). 种子苗来源的根继代 1~2 次即
停止生长呈水浸状很快死亡(图 3). 经挑选的玉米毛
状根株系反复继代生长迅速. 在不含激素的摇瓶 MS
培养液中亦能快速生长(图 4). 研究发现 ATCC15834
对愈伤组织诱导效果最好 , A4 偶有毛状根发生 , 
R1601没有毛状根发生. 

2.2  植株再生 

将玉米毛状根和玉米的种子苗根移到 MS0 培养

基上均不能自发再生出芽. 将玉米毛状根和种子苗

根移到含一定激素(ZT 0.2~3.0 mg/L和 NAA 0.02~1.0 
mg/L)配比的 1~8 号培养基上, 毛状根在 3 号培养基
(ZT 1.6 mg/L和 NAA 0.2~0.4 mg/L)上形成愈伤组织
并一次成苗(图 5~7). 正常非转化根则没有变化. 从
图 5 和 6 可以看出 Ri质粒诱导产生毛状根的再生植
株根系发达生长迅速、根较长、侧根发达, 根的节根
分节较多. 

2.3  毛状根和再生植株的检测 

提取毛状根和再生植株的基因组DNA进行 PCR
检测和 PCR-Southern 分子杂交检测, 以试管苗和试
管苗正常根做阴性对照, Ri质粒为阳性对照. 所获得
的转化毛状根和再生植株 PCR检测结果表明, 在 500 
bp处有与 rolC基因相同大小条带存在. PCR-Southern
分子杂交检测进一步证明了该条带是 rolC 基因, Ri
质粒的 T-DNA整合进玉米基因组中(图 8). 

3  讨论  
发根农杆菌是一种寄主非常广泛的土壤细菌, 能

够侵染几乎所有双子叶植物和少数单子叶植物. 它的
致病特征结构包括染色体毒性基因(chromosomal viru- 
lence, chv)和Ri质粒两部分. chv是农杆菌的染色体基
因, 它的活化表达关系着发根农杆菌与植物细胞壁
的附着, 是致病早期阶段的必要步骤. 发根农杆菌感
染寄主时, 被损伤的植物细胞合成特殊的小分子酚
类化合物乙酰丁香酮等, 并与virA基因产物结合, 诱
导其他基因活化, 从而发生感染过程[10]. 但是, 单子
叶植物不含有小分子酚类化合物, 被转化的报道极
少. 我们利用玉米愈伤组织为外植体在添加乙酰丁
香酮情况下诱导产生毛状根. 选用表面具有瘤状突
起、松散、胚性、色泽淡黄的玉米愈伤组织为外植体. 
由于利用玉米愈伤组织, 可能是细胞在感受态状态
下, 有利于发根农杆菌的附着[11], 又由于乙酰丁香酮
的添加并与virA基因产物结合, 诱导其他基因活化, 
启动与调节virD基因将T-DNA 25 bp重复序列切断, 
使T-DNA转移, 诱导玉米愈伤组织产生毛状根. 研究
发现, 单子叶植物玉米在诱导的过程中愈伤组织的感
受态、菌液的A600值和乙酰丁香酮浓度(50 µmol/L)具
有重要的作用. 双子叶植物毛状根诱导时农杆菌的
A6 0 0 值一般为 0.2~0.5 之间 ,  高A6 0 0 值的菌液和 
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图 1  愈伤组织侵染产生的毛状根 
从图中看出毛状根在菌液侵染程度高的水浸状的愈伤组织上发生毛状

根的效率高, 侵染程度低的淡黄色愈伤组织几乎不产生毛状根 

 

图 2  毛状根在 MS0培养基上快速生长 
毛状根在 MS0培养基上快速生长、分枝多 

 
 

 

图 3  种子苗根在 MS0培养基停止生长 
种子苗根停止生长, 有的部位出现水浸状, 经过几天就褐化死亡 

 

图 4  毛状根在摇瓶中快速生长 
经挑选的生长速度快的毛状根株系在摇瓶中快速生长 

 
 

         

图 5  毛状根形成愈伤组织并                 图 6  毛状根诱导的再生苗形成的     图 7  毛状根再生植株 
一次分化成苗                                 发达的根系                   的保存和繁殖 
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图 8  玉米毛状根和再生植株的 PCR检测和 PCR-Southern分子杂交检测结果 
(a) M示Marker(DL2000), 1~3示 Ri质粒转化的毛状根样品, 4示 Ri 质粒阳性对照, 5和 6示种子苗根阴性对照; (b) 1~3示 Ri质粒转化的毛状根样
品, 4示 Ri 质粒阳性对照, 5和 6示种子苗根阴性对照; (c) M示 Marker(DL2000), 1~4示毛状根再生植株叶片样品, 5示 Ri质粒阳性对照, 6示种子 

苗叶阴性对照; (d) 1~4示毛状根再生植株叶片样品, 5示 Ri 质粒阳性对照, 6示种子苗叶阴性对照 
 

长时间的共培养对 Ri 质粒的转化有利. 可是, 农杆
菌浓度太高以及共培养时间过长影响外植体的生活

力难以诱导成功, 但在诱导玉米愈伤组织时 A600值低

的菌液对诱导无效. 致密、胚性不强、泛白色的愈伤
组织没有毛状根的发生. 最近有人报道小麦的种子
和胚、玉米幼苗也存在有这种小分子酚类化合物, 但
没有发根农杆菌转化成功的报道, 因此, 乙酰丁香酮
和发根农杆菌的附着均是诱导毛状根产生的必须条

件. 添加 0.5~3 mL/L 的烟草浸出液的培养基对玉米
毛状根的诱导作用不大. 一定的农杆菌浓度(A600 值

为 1.0)和较长的共培养时间(3 天)对玉米愈伤组织的
毛状根诱导有利. 

由于Ri质粒侵染产生毛状根是单细胞克隆[9], 因
此, 由毛状根产生的植株是单细胞来源因而不存在
嵌合现象, 其转化的植株具有原生质体转化系统的
特点, 易于在相对稳定和均匀的同等控制条件下进
行准确的转化和鉴定.  

根系是作物直接吸收土壤水分的器官, 因此, 作
物根系发育、根群分布、不同生育期根系活力与植物

抗旱性具有密切的关系, 根系大、深、密是抗旱的基
本特征[13,14]. 由毛状根诱导产生的植株根系发达, 分
枝多, 植株节间缩短矮壮, 叶片和茎的夹角变小, 结
实正常, 为培育抗旱型玉米提供可能.  

致谢  感谢法国国家科学院生物技术与园艺研究中
心 Tepter博士提供发根农杆菌菌株. 
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