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发根农杆菌诱导大豆毛状根体系的建立

宗晓秋 张东升 黄文坤 彭 焕 彭德良
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摘要 选取中国大豆品种中黄13、黑豆44和黑豆51的子叶为外植体材料,用发根农杆菌(Agrobacterium
rhizogenes)K599菌株诱导3个大豆品种产生毛状根,通过β-葡聚糖苷酶(GUS)染色进行转化效率检测。结果

表明:在25℃、12h/d黑暗培养条件下,黑豆44上诱导的毛状根数量最多,显著多于中黄13和黑豆51;黑豆

44诱导的毛状根转化率最高,显著高于中黄13,但与黑豆51没有显著差异;光照或黑暗培养对中黄13产生毛

状根的效率没有显著影响,但黑豆44和黑豆51在黑暗培养条件下子叶产生的毛状根数明显高于光照培养条件

下产生的毛状根数;大豆孢囊线虫(HeteroderaglycinesIchinohe)能侵染3个大豆品种的毛状根,其中对黑豆

51的侵染效率显著高于黑豆44和中黄13,侵染位点主要位于根系的生长点。
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  发根农杆菌(Agrobacteriumrhizogenes)是根

瘤菌科农杆菌属的一种革兰氏阴性细菌,其细胞中

存在一种染色体外自主复制的环形双链DNA分子

(Ri质粒)。自然状态下,发根农杆菌通过伤口侵染

植物,Ri质粒上的T-DNA插入到植物基因组,其上

所携带的基因在宿主细胞中整合表达,诱导植物产

生毛状根[1]。毛状根在形态学上保持了植物根系统

的特征并具有遗传稳定性,是研究植物根部病虫害

的良好材料,现已在茄科、十字花科、旋花科、伞形

科、豆科等160多种植物上诱导出了毛状根[2]。发

根农杆菌诱导的毛状根系统现已广泛应用于植物抗

病性和植物与病原物互作的研究中。
大豆孢囊线虫(HeteroderaglycinesIchinohe)

病是大豆生产上的严重病害,在中国大豆产区发生

较普遍。目前,防治线虫主要采取化学农药、轮作或

种植抗性品种等措施,但都存在一定的局限性。研

究结果表明,抗病品种抗性基因的多样性远远小于

大豆孢囊线虫致病基因的多样性[3]。发根农杆菌诱

导的毛状根侧根丰富,可为线虫提供大量的侵染位

点,有利于线虫的侵染。线虫通过口针取食转基因

植物,将寄主体内表达的线虫致病基因双链 RNA
(double-strandedRNA,dsRNA)或小干扰 RNA

(small-interferenceRNA,siRNA)传送到线虫体

内,引发体内系统性的 RNA 干扰(RNAinterfer-
ence,RNAi)反应,出现寄生、发育、代谢等障碍甚

至死 亡,从 而 使 转 基 因 植 物 对 寄 生 线 虫 产 生 抗

性[4-8]。Huang等[9]以拟南芥(Arabidopsisthali-
ana)产生的毛状根为平台,研究了南方根结线虫

(Meloidogyneincognita)寄生基因16D10在拟南

芥体内的RNAi效应,Heba等[10]利用 William82
大豆的毛状根,也研究了南方根结线虫寄生基因的

RNAi效果,均发现寄主根系上的根结数量减少,且
根结的直径也缩小。Li等[11]利用大豆的毛状根明

确了大豆孢囊线虫Cpn-1、Y25、Prp-17三种生殖基

因dsRNA在大豆毛状根中的过量表达,降低了线

虫对寄主植物的侵染率。阮龙等[12]利用甘薯毛状

根成功接种甘薯茎线虫(Ditylenchusdestructor),
鉴定了不同甘薯品种的抗线虫特性。肖翔等[13]用

胡萝卜毛状根培养甘薯茎线虫,使其在培养物内完

成整个生活史。发根农杆菌不同菌株诱导同一寄主

毛状根效率不同[14]。Narayanan等[15]和Cao等[16]

先后指出野生型发根农杆菌K599在诱导大豆子叶

生根方面非常有效,但诱导其他植物产生毛状根效

率较低。
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笔者以中国大豆品种中黄13、黑豆44和黑豆

51为供试材料,观察了不同光照条件对诱导毛状根

效率的影响,构建了大豆毛状根及其继代培养物体

系,旨在为进一步研究大豆孢囊线虫致病机制和大

豆品种对孢囊线虫的抗性提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

发根 农 杆 菌 K599 菌 株 NCPPB2659(简 称

K599)由中国农业科学院作物科学研究所韩天富研

究员惠赠。该菌株为农杆碱型,所含载体为pGFP-
GUSPlus,以β-葡聚糖苷酶(GUS)基因为选择标

记。大豆品种中黄13由中国农业科学院作物科学

研究所培育,黑豆44和黑豆51由黑龙江省农业科

学院大豆研究所于佰双研究员惠赠。试验所用主要

试剂购于Sigam公司。
1.2 毛状根的诱导与继代培养

将-80℃保藏的菌种在LB固体培养基+卡那

霉素(50mg/L)上划线,28℃下过夜培养后挑取单

菌落于LB+卡那霉素液体培养基中,220r/min、

28℃下过夜振荡培养,选取菌落生长旺盛的菌液用

于侵染试验。
用氯气将大豆种子消毒15h后直接接种于含

1.5%琼脂的水琼脂培养基上,置于25℃、12h/d
光照条件下使其发芽[17]。将培养7~10d的大豆

子叶切下,并在子叶节处深切数刀,在活化的发根农

杆菌菌液中浸泡15min,随后将子叶置于1/10MS
(0.44gMS粉,30%蔗糖)固体培养基上,25℃下

黑暗培养5d。用1/2 MS+羧苄青霉素钠(500
mg/L)液体培养基清洗子叶,滤纸吸干子叶表面的

液体,并将子叶置于1/2MS+羧苄青霉素钠固体培

养基上,25℃、12h/d光照条件下诱导产生毛状根。
以未经农杆菌处理自然生长的根作为对照。供试

3个品种中黄13、黑豆44和黑豆51均在同等条件

下各重复3次,每次处理60个样品,用以统计不同

大豆品种产生毛状根效率的差异。取3个大豆品种

子叶各60个,共培养时分别进行光照和黑暗处理,
同等条件下重复3次,用以比较光照条件对不同大

豆品种产生毛状根效率的影响。
新生毛状根长到3~5cm时,选择生长迅速、粗

壮的根,截取1~2cm 长的根尖,转移至1/2MS+
羧苄青霉素钠液体培养基中25℃下黑暗培养。根

系每4~5d转移至新的1/2MS+羧苄青霉素钠培

养基中,直到培养基中没有菌斑出现,再转入1/2
MS液体培养基中继续培养30~40d[18]。将作为对

照的自然生长根移至1/2MS液体培养基中,25℃
下黑暗培养30~40d。
1.3 转化毛状根的染色和检测

参照 Tirthartha等[19]的 GUS染 色 方 法,将

3个大豆品种各切取60个根尖浸泡在GUS染色液

中,37℃下染色3~4h后观察染色结果,统计毛状

根的转化效率。转化效率=(转化毛状根数/诱导毛

状根数)×100%。
1.4 线虫在毛状根上的侵染和发育

用线虫消毒液处理大豆孢囊线虫4号小种2龄

幼虫10min,再用无菌去离子水清洗,并将线虫悬

浮于其中,密度为100头/mL。吸取1mL线虫悬

浮液接种于生长旺盛的毛状根上并移至黑暗培养,
接种30d后,每个大豆品种随机选取10条接种根,
对根组织内部线虫用酸性品红法染色[20],观察线虫

是否侵染3个大豆品种的毛状根以及侵染位点的差

异,记录根组织中线虫数量,计算大豆孢囊线虫的侵

染率。侵染率=(根组织中染色的线虫数/接种线虫

数)×100%。
1.5 数据分析

试验数据使用SAS9.1.3软件的邓肯氏新复

极差法进行统计分析,比较各处理间在P<0.05水

平的差异显著性。

2 结果与分析

2.1 大豆产生毛状根的数量和转化效率

试验结果表明:大豆子叶愈伤组织生长的毛状

根主根不明显,侧根细长,分支很多(图1-A);自然

生长的根只有1条明显的主根,侧根较少(图1-B);
毛状根根尖在无激素的1/2MS液体培养基中生长

旺盛,分支较多(图1-C);自然根根尖培养一段时间

后生长减慢甚至停滞死亡(图1-D)。
经发根农杆菌K599诱导后,3个大豆品种毛状

根形成的数量及转化效率不同(表1)。中黄13和

黑豆51产生的毛状根平均条数分别为5.30、4.32;
黑豆44产生的毛状根平均条数为7.65,显著高于

中黄13和黑豆51产生的毛状根数量(P<0.05)。
经GUS 染 色,黑 豆 44 毛 状 根 转 化 率 最 高,为

49.4%,黑豆51毛状根的转化率为47.0%,中黄13
毛状根阳性率最低为31.7%,显著低于黑豆44和

黑豆51毛状根转化率(P<0.05)。
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  A.黑豆44产生的毛状根;B.黑豆44未经农杆菌处理自然生长的根;C.黑豆44毛状根继代培养根系;D.黑豆44正常生长根继

代培养根系。A.HairyrootsinducedbyHeidou44;B.NaturalrootsofHeidou44withouttreatmentbyAgrobacteriumrhizogenes;

C.SubculturehairyrootsofHeidou44;D.NaturalsubculturerootsofHeidou44.
图1 黑豆44产生的毛状根及继代培养根系

Fig.1 InducedhairyrootsandthecontinuoussubculturesofHeidou44

表1 不同大豆品种毛状根形成的数量及转化效率1)

Table1 Numberofhairyrootsandtransformation

efficiencyofdifferentsoybeancultivars

品种
Cultivars

毛状根条数
Numberof
hairyroot

转化毛状
根条数
Numberof
tansfered
hairyroot

转化率/%
Effciencyof
transformation

中黄13
Zhonghuang13

5.30±0.42a 1.81±0.21a 31.7b

黑豆44
Heidou44 7.65±0.42b 3.79±0.30b 49.4a

黑豆51
Heidou51 4.32±0.24a 1.93±0.15a 47.0a

1)数据后不同字母表示在5%水平上差异显著(表2同)。Data

withthedifferentlettersincolumnaresignificantdifference

at5%level(thesameasTable2).

2.2 光照条件对大豆产生毛状根的影响

试验结果表明,与发根农杆菌共培养时,光照培

养和黑暗培养条件对中黄13产生毛状根效率没有

显著影响(P>0.05),但黑豆44和黑豆51在光照

条件下产生的毛状根显著高于黑暗培养条件下产生

的毛状根数量(P<0.05)(表2)。
表2 不同光照条件下每株大豆毛状根形成的条数

Table2 Numberofhairyrootsperplant

underdifferentlightconditions

条件
Condition

中黄13
Zhonghuang13

黑豆44
Heidou44

黑豆51
Heidou51

光照(12h/d)
Light

5.10±0.46a 1.40±0.27b 1.60±0.22b

黑暗
Darkness 5.70±0.72a 7.00±0.58a 4.60±0.48a

2.3 转化毛状根的检测

试验结果表明,3个大豆品种转化毛状根的根

尖被GUS染色液染成深蓝色(阳性),而非转化或

是自然生长的根在GUS染色液中颜色不变(图2)。
经GUS染色,中黄13GUS染色呈阳性的根尖数为

19个、黑豆51为28个、黑豆44为29个,3个大豆

品种的转化率分别为31.7%、47.0%、49.4%。

  A.非转化的毛状根;B.自然生长的根;C,D,E.转化的

毛状根。A.Non-transformedhairyroots;B.Naturalroots;

C,D,E.Transformedhairyroots.
图2 黑豆44转化毛状根的GUS染色

Fig.2 GUSstaintransformedhairyrootofHeidou44

2.4 线虫在毛状根上的侵染和发育效率

观察结果表明,3个大豆品种的毛状根均可被

大豆孢囊线虫侵染。线虫对黑豆51的侵染率高达

82.9%,黑豆44的侵染率为60.8%,中黄13的侵

染率为41.4%,3个大豆品种的侵染率存在显著差

异(P<0.05)。线虫聚集在根中维管束周围(图3-
A),3个大豆品种的毛状根侵染位点没有差异,侵染

位点主要位于根系生长点部位(图3-B),在根系中

能观察到大豆孢囊线虫的3龄幼虫(图3-C)。

图3 大豆孢囊线虫侵染黑豆44毛状根

Fig.3 HairyrootofHeidou44infected
bysoybeancystnematode
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3 讨 论

研究大豆孢囊线虫抗性基因在寄主植物中的表

达和寄主抵抗线虫侵入时的基因调节都需要大量独

立的转化根系[15],发根农杆菌诱导3个大豆品种中

黄13、黑豆51和黑豆44在短时间内能产生大量的

毛状根,由此推断诱导产生的毛状根是单一独立的

转化事件。毛状根培养过程中不易变异且性状稳

定[21],可为研究植物寄生线虫致病基因功能提供良

好的材料。
大豆孢囊线虫能够有效地侵染3个大豆品种的

毛状根,但侵染效率不同,这可能是由于大豆孢囊线

虫对 不 同 大 豆 品 种 侵 染 能 力 不 同 造 成 的[22]。

Dessaux等[23]曾报道,农杆菌对单子叶植物不能或

很难侵染,可能是不同基因型对农杆菌的敏感程度

不同造成的。植株器官的分化能力也会影响毛状根

的转化率。王傲雪等[24]的研究结果表明,外植体自

身的品质影响产生毛状根的效率,自身品质好的外

植体产生毛状根效率高。外植体的品质好,外来细

菌的入侵对其伤害不大,植株在短时间内恢复正常

的生理代谢,大大提高了产生毛状根的几率。本试

验结果中黑豆44诱导出的毛状根数和毛状根转化

率最高,这可能是由于黑龙江土地肥沃、雨水充沛、
种植的大豆自身品质好,故产生毛状根效率高[25]。
中黄13与黑豆51产生的毛状根数没有显著差异,
但黑豆51的转化率显著高于中黄13,推测3个品

种毛状根的转化率与毛状根数不成比例关系。
发根农杆菌菌液与大豆子叶共培养的目的在于

促进农杆菌侵入植物组织,从而将其自身携带的T-
DNA整合到植物基因组中诱导产生毛状根。光照

可加速子叶自身的生长,提高对发根农杆菌的防御,
抑制发根农杆菌侵入到子叶中,降低农杆菌进入植

物细胞的几率,从而降低大豆产生毛状根的效率。
黑豆44和黑豆51是种植于黑龙江的品种。黑龙江

位于我国东北部,属于长日照区域[23],光照处理更

加速了子叶的修复能力,提高了对发根农杆菌的防

御,抑制发根农杆菌侵入到子叶中,降低了大豆产生

毛状根的效率,因此,黑暗共培养更有利于诱导大豆

子叶产生毛状根。
黑豆44是建立大豆发根体系的良好材料,但大

豆毛状根的转化率有待于进一步提高。将表达线虫

致病基因的dsRNA导入到农杆菌中,继而整合到

植物基因组,完成线虫致病基因dsRNA向线虫体

内输送的过程,通过RNAi效应抑制致病基因的表

达,可为大豆孢囊线虫的防治提供新的途径。
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Establishmentofsoybeanhairyrootsysteminduced
byAgrobacteriumrhizogenes

ZONGXiao-qiu ZHANGDong-sheng HUANGWen-kun PENGHuan PENGDe-liang

InstituteofPlantProtection,ChineseAcademyofAgriculturalSciences/StateKeyLaboratory
forBiologyofPlantDiseasesandInsectPests,Beijing100193,China

Abstract Seedlingcotyledonsofthesoybeancystnematode(HeteroderaglycinesIchinohe)-sus-
ceptiblecultivarsofZhonghuang13,Heidou44andHeidou51wereco-culturedwithAgrobacterium
rhizogenesstrainK599underdarkconditions.TransformationefficiencywastestedthroughGUSstai-
ning.Theresultsshowedthatthereweresignificantdifferencesamongsoybeangenotypesintheirsus-
ceptibilitytoA.rhizogenes.Theconditionsof25℃and12h/dlightwerefoundtobeoptimalforhairy
rootinductionofHeidou44.ThetransformationefficiencyofHeidou44hadnosignificantdifference
withthatofHeidou51,whileitwassignificantlyhigherthanthatofZhonghuang13.Lightordarkness
hadnoeffectonZhonghuang13,buttheinducingefficiencyofHeidou44andHeidou51inthedarkcon-
ditionsweresignificantlyhigherthanthatinlightcondition.TheinfectiveefficiencyofHeidou44was
significantlyhigherthanthatofHeidou51andZhonghuang13.

Keywords soybean;hairyroot;soybeancystnematode;Agrobacteriumrhizogenes
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