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　　［摘要］　利用发根农杆菌转化药用植物建立发根培养体系，以其独有的优势可以大规模生产次生代谢物，有效解决天然

植化产品资源短缺的问题。同时诱发植物产生毛状根的质粒（Ｒｉ质粒）还是植物基因工程理想的载体，可将抗虫、抗病基因或

植物次生代谢物合成关键酶基因，进一步整合到植物宿主基因组并得到表达，从而达到改良植物性状、提高次生代谢物含量的

目的。转基因发根培养体系的建立为进一步利用遗传代谢工程手段调控植物次生代谢物含量和进行药用活性成分的工业化

生产奠定了基础。本文综述了该领域的最新研究进展和相关应用。
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　　植物能够产生天然的有药用价值和其他用途的化合物，

但随之也带来野生资源大量消耗的局面。利用生物工程技

术规模化生产药用植物的有效成分，能有效保护自然资源，

对于现代社会可持续发展和构建低碳经济模式意义重大。

但是目前通过植物细胞培养还远没有达到商业化的进程（如

右旋紫草素和黄连素），主要制约瓶颈在于植物细胞培养的

遗传不稳定和次生代谢物的产量低下。植物转化天然的发

根农杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｒｈｉｚｏｇｅｎｅｓ）载体系统具有遗传和

生物合成的稳定性以及生长迅速等独特优势，为持续生产有

用植物次生代谢物提供了新的途径。

１　Ｒｉ质粒的结构和功能

　　农杆菌能够识别植物敏感伤口渗出的信号分子并附着

上去（趋化性响应）。用发根农杆菌感染植物可以从伤口处

长出发根。发根农杆菌菌体中存在着能够诱发植物产生毛

状根的质粒，称为Ｒｉ（ｒｏｏｔｉｎｄｕｃｅ）质粒。Ｒｉ质粒是发根农杆

菌染色体外的遗传物质，具有２个非常重要的功能区即 Ｔ

ＤＮＡ（转移区）和Ｖｉｒ区（致病区）。ＴＤＮＡ能够在 Ｖｉｒ区的

协助下转移到植物基因组中。诱导生根的菌株包含一个单

拷贝的巨大Ｒｉ质粒，其大小为２００～８００ｋｂ。农杆碱型 Ｒｉ
质粒 ＴＤＮＡ 分为左边 ＴＤＮＡ（ＴＬＤＮＡ）和右边 ＴＤＮＡ
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（ＴＲＤＮＡ）。致瘤质粒 ＴＤＮＡ 含有肿瘤诱发基因（ｔｕｍｏｒ

ｉｎｄｕｃｉｎｇｇｅｎｅｓ），参与农杆碱合成的基因也定位在 ＴＤＮＡ
区。ＴＤＮＡ转移进入植物受伤的细胞，进一步稳定整合到

宿主基因组上［１］。编码转移ＤＮＡ的基因具有真核生物的调

控序列，使其可以在受伤的植物细胞中表达。ＴＲＤＮＡ区含

有生长素合成基因ｔｍｓ１和ｔｍｓ２，可以合成生长激素吲哚乙

酸，因此转化产生的发根在培养时不需要添加外源生长激

素；ＴＬＤＮＡ上则存在与根的形态发生相关的基因。致病基

因形成Ｒｉ质粒的Ｖｉｒ区，具有很高的保守性。Ｖｉｒ基因虽不

发生转移，但是它对ＴＤＮＡ起着非常重要的作用［２］。通常

状态下Ｖｉｒ区的基因处于抑制状态，当发根农杆菌感染寄主

植物时，受伤的植物细胞可分泌多种酚类化合物，如乙酰丁

香酮（ａｃｅｔｏｓｙｒｉｎｇｏｎｅ，ＡＳ）和α羟基乙酰丁香酮，能够诱导致

病区的转录。难以转化的植物可以通过信号分子诱导细菌

的致病基因高表达或者在受伤组织和农杆菌的离体共培养

基中加入信号分子提高转化效率。

　　不同菌株的发根农杆菌因其含有不同类型的Ｒｉ质粒而

对感染植物具有不同的致根能力，所产生的发根亦具有不同

的形态。生长培养基对发根的诱导也有显著影响，高盐浓度

培养基，如ＬＳ或 ＭＳ对某些植物发根形成有利；低盐浓度培

养基，如Ｂ５则利于发根农杆菌的增生。因此外植体需要在

有抗生素的培养基上继代数次。发根农杆菌的浓度也是影

响发根产生的重要因子。较低浓度的菌液会导致转化植物

细胞的能力不够，高浓度又会产生竞争抑制降低转化率。

２　基于植物发根培养体系的研究热点

２．１　生产次生代谢物　一般植物根的培养生长缓慢，不能

或很少合成次生代谢物，需要添加外源生长激素。发根培养

具有独特的遗传和生物合成稳定性，生长迅速，激素自养，易

于保存，能够持续合成多种化合物［３］。非向地性的特征有利

于在液体培养时通气，提高生物量的积累。这些特点为通过

植物组织培养合成次生代谢物提供了新的途径。发根提取

物可以用作药、香料、化妆品、食品添加剂，具有达到商品化生

产的潜力［４］。转化发根系也可以成为持续标准生产次生代谢

物的可靠来源。独立转化获得的发根克隆起源于单个细胞，

对广泛的株系筛选非常有利，因此利用发根培养高产次生代

谢物是国内外研究的热点，其基本操作流程如图１所示。

　　转化发根中生物合成次生代谢物是由遗传控制的，同时

也受到营养和环境因素的影响［５］。培养基的成分会影响发

根的生长和次生代谢物的生产。其蔗糖浓度、外源生长激

素、氮源以及它们的相对量、光照、温度、添加化合物都将影

响发根生长和总生物产量［６］。蔗糖作为最好的碳源，通过植

物细胞的消化水解成葡萄糖和果糖，但在不同的植物细胞中

吸收利用的速率会有所不同。发根中新生细胞位于根尖顶

端，所以增殖只是发生在顶端分生组织，延长区域再向侧面

生长。这种生长方式导致了在根部稳定的积累生物量。为

了获得高密度的培养发根，培养条件应保持在最优状态。但

次生代谢物的产量不一定与生长速率相关。发根可以稳定

合成大量的植化产品，同时向培养基中释放少量的目标产

物，反馈抑制其在发根中的积累［７］。例如甜菜（Ｂｅｔａｖｕｌｇａｒ

ｉｓ）发根在缺氧处理下释放甜菜花青素。经吐温２０处理后可

渗透过介质促使毛曼陀罗（Ｄａｔｕｒｅｉｎｎｏｘｉａ）发根释放大量莨菪

碱而没有副作用［８］。添加ＸＡＤ２液体石蜡油能刺激紫草素

的产生［９］。Ｌｅｅ等［１０］报告了用５ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理转化发根

可以短暂释放莨菪烷生物碱而不影响它的生存发育能力。

图１　发根农杆菌转化植物生产药用成分流程图

Ｆｉｇ１　Ｆｌｏｗｄｉａｇｒａｍｏｆｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｍｅｄｉｃｉｎａｌ

ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｆｒｏｍｍｅｄｉｃａｌｐｌａｎｔｈａｉｒｙｒｏｏｔｓ

ｉｎｄｕｃｅｄｂｙＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｒｈｉｚｏｇｅｎｅｓ

　　生产某种特定的次生代谢物要求根和叶器官的共同作

用［１１］。可以设想在根部器官特异酶作用下合成的代谢前体

向上运输，在叶里面转化成另外的产物。如果酶的表达和活

力保持离体的器官特异性，终产物的合成就会很困难。一种

解决的途径是把发根和它们遗传转化生成的芽及芽瘤进行

共培养。

　　遗传转化的发根和芽瘤的属间共培养能有效提高组织

特异次生代谢物的生成。在整个植株各器官之间的化合物

代谢合成和生物转化也有类似的效应。植物转基因器官的

发展，使共培养可以采用共同的培养基，无需添加激素而变

得简单易行。从菊科（Ａｓｔｅｒａｃｅａｅ）、茄科（Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ）、葫芦

科（Ｃｕｃｕｒｂｉｔａｃｅａｅ）［１２］中的一些植物已经转化获得了绿色的

发根。绿色发根可以合成某些只能在植物绿色器官中产生

的化合物。叶绿体依赖反应是某些次生代谢途径中重要的

部分，这为用根生产化合物提供了新的模式。如用烟草１，５
二磷酸核酮糖羧化酶／加氧酶（ｒｉｂｕｌｏｓｅ１，５ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ／ｏｘｙｇｅｎａｓｅ，Ｒｕｂｉｓｃｏ）大亚基 ＡＮ甲基转移酶启

动子和光控调节诱导大豆发根［１３］。

２．２　发根生物反应器及其参数优化　在培养基上接种少量

快速生长的发根可以建立发根培养体系。制约发根培养商

业开发的主要瓶颈是扩大培养难以达到工业化规模。扩大

培养后发根生物催化过程变得复杂而成为一个难题。使用
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机械搅动力会造成发根受伤，导致愈伤形成。使用发酵罐可

以达到很高的生产能力。

　　另外一种就是将培养发根置于持续振动的摇床上液体

培养，将它们的产物过滤到培养基里，通过吸附剂回收，从流

动的液体中提取产物［１４］。培养基可以复原更新。将发根合

成的产物过滤后，营养吸收发生改变，所以沥出液要定期更

新。沥出液中的酚类化合物及其氧化物会抑制其他营养成

分的吸收，可以通过吸附剂或代谢闸门来控制。营养提供是

扩大培养的一个主要化学参数［１５］。在不同阶段对特殊营养

进行定期测定可以评估生物反应器的营养吸收、生物量和代

谢物的生产能力。Ｋｗｏｋ和Ｄｏｒａｎ［１６］在对颠茄（Ａｔｒｏｐａｂｅｌ

ｌａｄｏｎｎａ）研究中发现：培养基中碳、氮、氧、氢的损耗与生物

量的增加和生物碱的生产相关。在扩大培养阶段，同时给气、

液两相提供营养就变得很困难。由于分生组织在液体培养基

中形成球状，外围是新生的根，内部是老的组织，中心组织不

能及时得到充足的营养和氧气而加速老化。因为发根形态上

有分支的特点，形成基质互联，不易流动，导致供氧困难。

　　生物量的迁移［１７］，即生物反应器在不同阶段向发根网

络的各个部位提供水和氧气的能力也是影响发根培养营养

吸收的重要因素。持续培养将导致发根生物反应体系不同

区域变得复杂。氧气是需要持续提供的重要能源。适当的

搅拌将有利于氧气的运输。在反应的初始阶段，培养基中溶

解的氧气足以满足接种生长的需要。随后的搅拌将起到运

输氧气和释放二氧化碳的双重作用。氧气运输系数就是指

单位时间里单位生物量吸收氧气的速率。溶解的其他气体

代谢物如二氧化碳和乙烯会影响反应器的生产能力。反应

器不同部位发根生长活力和气体代谢物浓度的不均匀将会

对生物量的迁移造成阻力。在设计生物反应器的时候应该

考虑到发根的形态特征，分布的均一，对剪切力的敏感，支持

的基质和生物量的流动。为了达到持续生产的要求，产物应

该从发根中持续释放，并在不丧失生长活力的前提下保持高

密度发根的培养［１８］。对生物反应器的物理化学参数进行优

化，建立一个合适的反应体系是工业化生产的前提。

　　虽然发根生长不需要补充光照，某些发根却可以在光照

下合成更多的代谢物。生物反应器可以设计成外部和内部

照明。温度也是一个重要的参数。Ｙｕ等［１９］研究了温度对

澳洲茄（Ｓｏｌａｎｕｍａｖｉｃｕｌａｒｅ）发根培养的影响，发现２５℃是最

适宜的培养温度。发根的形态是扩大培养的重要参数。由

于无限增殖的特性，新生的细胞壁很薄，易于破裂，使得它们

对剪切压力非常敏感。系统保持无菌是反应器的另一个要

求。可以通过有效的系统设计，规范操作规程，定期检查来

实现。计算机辅助模型可以帮助反应器更有效的生产和再

生利用。Ｋｉｍ等［２０］基于分枝方式建立了培养模型可以对剪

切力和化学计量进行优化。Ａｌｂｉｏｌ等［２１］将植物细胞培养人

造神经网络模型应用于发根培养。Ｗｙｓｌｏｕｚｉｌ等［２２］发现实验

模型和理论预计吻合得很好。Ｐａｄｍａｎａｂｈａｎ等［２３］用计算机

分析细胞胚胎发育成植物的能力，这种模型同样适用于评估

发根的生长、遗传和生物合成的稳定性。复杂的发根培养模

型包含了流变学、氧消耗、产物释放等诸多因素。

２．３　植株再生　转化发根可以再生为完整的可存活的植

株［２４］。由发根再生的植株同样具有遗传稳定性，但是有时

发根再生的植株会表现出与对照不一样的表型，称为“发根

症状（ｈａｉｒｙｒｏｏｔｓｙｎｄｒｏｍｅ）”。ｒｏｌＡＢＣ基因的表达是其主要

原因，它们在Ｒｉ质粒中的座位都对应着一种典型的表型变

化。ｒｏｌＡ与茎节缩短、叶起皱有关；ｒｏｌＢ与斑点生成、雄蕊长

度缩短相关；ｒｏｌＣ则造成茎节变短，与去除顶端优势相关。

　　发根可以直接再生或转到含激素的培养基上再生为完

整植株。转化Ｒｉ质粒的优势在于无需经过愈伤阶段。同时

具有较高的转化效率和较快的再生频率。可以不需要选择

压筛选而获得转基因植株，避免了使用化学选择压对植株生

长的抑制。双价植物表达载体转化植物可以不经选择筛选

而获得较高的转化率。另外，根癌农杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）介导的植物转化会导致高频基因沉默，而发根

农杆菌介导的转化则可以在经过几轮根尖培养后获得稳定

表达外源基因的转化细胞。这些发根可以用作器官培养和

随后芽的再生而不会产生细胞变异。

２．４　遗传操作　转化发根为开发利用植物细胞提供了新的

可靠的途径。发根农杆菌介导的转基因系统与已经研究得

很深入的根癌农杆菌介导的转化系统相似。外源ＤＮＡ替代

去掉了边界序列的ＴＤＮＡ转入植物，诱导长出发根并能再

生成植株。通过外源基因的导入或内源基因表达的调控，改

变终产物的合成能力，可以研究该基因在代谢途径中的作

用［２５］。外源基因按照孟德尔遗传规律稳定遗传给子代。因

此，利用发根的遗传转化研究植物次生代谢途径的代谢流是

研究植物代谢的有效手段之一。在次生代谢途径比较清楚的

前提下，可以将编码某些关键酶（羟化、甲基化、糖基化）的基

因构建到双价载体上通过发根农杆菌转化植物获得发根，提

高酶的表达活力和次生代谢物含量。在发根农杆菌介导的转

基因研究领域，双价载体开始尝试采用可诱导启动子（ｉｎｄｕｃ

ｉｂｌｅｐｒｏｍｏｔｅｒ），可以提高发根合成能力。另外，通过转入花青

素反式作用因子，发根还可以合成新的次生代谢物。

３　植物转基因发根的应用

３．１　培育转基因植物新品系　发根在无激素的培养基上快

速生长的特点使它可以运用于珍稀植物的无性繁殖。离体

培养的发根生长迅速，侧芽和叶片的形成都很快，可以有效

地对不易繁殖的植物种类进行快繁。发根再生植株在形态

上有一些变异，如形成大量不定根，去除顶端优势，植株变

矮，叶片发皱等则可以增加植株的观赏价值。

　　发根再生植株变矮是洋桔梗（Ｅｕｓｔｏｍａｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ）

和石竹类属植物（Ｄｉａｎｔｈｕｓ）［２６］的典型特征。Ｐｅｌｌｅｇｒｉｎｅｓｃｈｉ
等［２７］通过转化天竺葵属（Ｐｅｌａｒｇｏｎｉｕｍ）植物获得了发根再生

植株。这种可以产生芳香味的植物长长的茎节变短了，外形

变得优美而具有观赏性。一些多年生豆科植物在转化后变

成了一年生［２８］。木本植物相对较长的生长周期限制了它的

利用。传统育种方法通过亲本杂交进行遗传改良，周期长，

过程烦琐。发根农杆菌介导的转化有其生长迅速、转化快

捷、表现特异性状的独特优势，在一些树种已经成功实现了

转化和再生。一些树木根的生长限制了植株的生长，诱导木

本植物发根已经有了报道。桃树、苹果树、樱桃树、橄榄树、
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红松和落叶松［２９３０］都成功诱导产生了发根。Ｒｉ质粒介导的

转化更可以将外源功能基因导入植物根系，使其获得抗病、

抗虫、抗重金属的多抗性。生物技术的采用为在细胞和分子

水平上进行遗传操作，研究发根的转化和植株再生提供了很

大的潜力。本实验室已陆续成功建立了多种药用植物的发根

培养体系（图２），为后续开展代谢调控研究提供了转化系统。

图２　本实验室建立的几种药用植物发根培养体系

Ｆｉｇ２　Ｏｕｒｌａｂｏｒａｔｏｒｙｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｓｅｖｅｒａｌｈａｉｒｙｒｏｏｔｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍｏｆｍｅｄｉｃｉｎａｌｐｌａｎｔｓ
Ａ：Ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ；Ｂ：Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓｒｏｓｅｕｓ；Ｃ：Ａｔｒｏｐａｂｅｌｌａｄｏｎｎａ；Ｄ：Ｈｙｏｓｃｙａｍｕｓｎｉｇｅｒ．Ｓｍａｌｌｐｉｃｔｕｒｅｓｈｏｗｓｔｈｅｏｒｉｇｉｎａｌｐｌａｎｔ

３．２　合成药用成分　通过毛状根培养可以生产的次生代谢

产物包括生物碱类（如吲哚生物碱、喹啉生物碱、莨菪烷生物

碱、喹嗪烷生物碱等）、苷类（如人参皂苷、甜菜苷等）、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β甲基戊二酰辅酶 Ａ还原酶）。近年

来对许多植物材料次生代谢的研究证明β甲基戊二酰辅酶

Ａ还原酶（ＨＭＧＲ）是植物甲羟二戊酸途径调控的第一个关

键酶，其调控机制在烟草、棉花等植物上已进行研究。Ｃｈａｐ

ｐｅｌｌ和Ｎａｂｌｅ［３１３２］的研究结果表明，向正在生长的烟草悬浮

细胞中加入真菌细胞壁碎片会导致培养液中倍半萜产物的

积累，同时也检测到 ＨＭＧＲ活性瞬时峰值的出现。严春燕

等［３３］从何首乌毛状根６０％乙醇提取物中分离得到了１２个

化合物。发根农杆菌Ａ４转化短叶红豆杉芽产生的发根中紫

杉醇的含量为愈伤组织的１．３～８．０倍［３４］。利用发根农杆菌

诱导栝楼叶片产生发根，通过培养从液体培养的发根中测出

其天花粉蛋白的含量可达８．１６ｍｇ／ｇ（鲜重），这一含量约为

栝楼块根中天花粉蛋白含量的１／８，占发根中总蛋白含量的

３．６６％［３５］。这些实验表明，亲本植株能合成的次生代谢产

物可用发根培养物来生产。

３．３　代谢工程　近年来，植物次生代谢产物的遗传学途径

和相关基因的研究成果为通过遗传工程的方法提高其产量

打开了新的局面。本课题组将来源于烟草的１，４丁二胺
氮甲基转移酶（ｐｕｔｒｅｓｃｉｎｅＮｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＰＭＴ）基因

和来源于莨菪（Ｈｙｏｓｃｙａｍｕｓｎｉｇｅｒ）的莨菪碱６β羟化酶（ｈｙ

ｏｓｃｙａｍｉｎｅ６βｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，Ｈ６Ｈ）基因共转化莨菪，使转基

因莨菪发根中东莨菪碱（ｓｃｏｐｏｌａｍｉｎｅ）含量提高了９倍［３６］。

在莨菪中过量表达ｐｍｔ，虽然能有效促进ＰＭＴ的直接产物

１，４丁二胺（ｐｕｔｒｅｓｃｉｎｅ）的合成，却不能提高终产物莨菪碱

（ｈｙｏｓｃｙａｍｉｎｅ）和东莨菪碱的含量［３７］。将从酵母中克隆的编

码鸟氨酸脱羧酶的基因和从长春花中克隆的色氨酸脱羧酶

基因分别转入罗斯奇卡烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｒｕｓｔｉｃａ）和骆驼蓬

（Ｐｅｇａｎｕｍｈａｒｍａｌａ），分别提高了次生代谢物尼古丁和长春

新碱的含量。利用诱导子干预次生代谢途径中关建酶编码

基因的表达，也可以达到同样的目的。用 Ａｇ＋ ［３８３９］和茉莉

酸甲酯［４０］处理丹参（Ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ）毛状根，可明显改

变丹参水溶性有效成分合成途径中关键酶基因的表达，并显

著提高相应次生代谢产物的含量，显示了基因表达水平和终

产物生物合成的相关性。

４　展　望

　　目前对于植物次生代谢途径的相关基础研究还相当有

限，发根农杆菌的转化效率和放大培养后的稳定性尚不能令

人满意，是制约成功开展药用植物次生代谢工程的主要瓶

颈。未来该领域的研究应着眼于以下两个方面：（１）植物转

基因发根合成次生代谢产物的内部生源机制（产生部位、存

储方式、转运途径、辅助因子等）和受调控因素；（２）简便技

术，降低对设备的要求，提高产业化开发的成本优势。

　　随着对植物次生代谢物及其途径的了解，外源基因转化

及表达效率的提高和可转化受体植物范围的不断扩大，生物

技术将为传统生药加入新遗传特性的研究带来新的动力。

同时随着新型生物反应器的开发及高效细胞培养技术的建

立与完善，天然药物生物技术产品的商品化和产业化进程将

大大加快，基于发根农杆菌介导的植物次生代谢工程将在分

子农业、健康食品、功能食品和植物抗性领域大有作为。
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