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丹参植株原位侵染 ＲＮＡｉ毛状根体系的
建立及其干扰效果
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摘要　目的：利用土培植物进行原位侵染获得ＲＮＡｉ型丹参毛状根，并对其干扰效果进行研究。方法：利用转化有目标基
因ＲＮＡｉ载体的发根农杆菌对土壤中生长的丹参幼苗根茎部分进行侵染产生毛状根，经荧光显微镜鉴定阳性毛状根，并利
用实时荧光定量ＰＣＲ检测目标基因的表达情况。结果：在土培丹参根茎部分成功侵染产生毛状根，利用荧光显微镜进行
检测显示目标基因ＲＮＡｉ型毛状根阳性转化率为７２７２％，ＲＮＡｉ空载毛状根阳性转化率为６６６７％。实时荧光定量 ＰＣＲ
结果表明ＲＮＡｉ型毛状根中目标基因表达受到抑制，表达量下降到空载型对照组的８６１％，证明对土培植物直接进行侵
染能够成功诱导ＲＮＡｉ毛状根。结论：采用原位侵染法诱导丹参根茎部位成功产生阳性ＲＮＡｉ型毛状根，侵染过程无需无
菌操作，简单快捷，对植株生长无影响，能够用于功能基因的体内功能研究。
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　　丹参为唇形科鼠尾草属植物丹参（Ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉ
ｏｒｒｈｉｚａＢｕｎｇｅ）的干燥根及根茎，丹参中脂溶性的丹
参酮类化合物（Ｔａｎｓｈｉｎｏｎｅｓ）具有抗血栓、抗肝纤维
化、抗炎、抗菌以及抗肿瘤等生物活性［１３］。解析丹

参酮生物合成途径，并利用代谢工程的手段来调节

丹参酮的含量对中药资源的可持续利用和发展具有

重大的意义。

药用植物活性成分生物合成途径解析成为近５

年中药研究的热点领域之一，对候选基因进行功能

研究是生物合成途径解析的关键。基因功能研究包

括体外功能研究和体内功能研究，体外酶促反应是

植物基因验证功能的重要手段之一，具有快捷、方便

的优点，但体外酶促反应会受到底物不明确，底物量

不足等因素限制。植物具有极其复杂的代谢网络导

致其次生代谢物的积累会受到众多因素的影响，如

催化合成产物的功能基因，代谢途径的转录因子，中
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间产物转运酶和植物自身受到来自外界化学和生物

刺激等，都会影响代谢产物的合成和积累。因此，为

了更加明确基因在植物代谢网络中发挥的功能和作

用，其催化功能在植物体外由原核、真核表达及体外

酶促等手段经过验证后还需要在植物体内对基因的

功能进行研究。

利用叶盘法产生 ＲＮＡｉ（ＲＮＡＩｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ）毛状
根是药用植物基因功能研究的重要方法之一，该方

法主要利用转化有目标基因 ＲＮＡｉ载体的发根农杆
菌侵染外植体，产生 ＲＮＡｉ型毛状根。该系统具有
生长速度快，周期短，稳定遗传，不需要外源植物激

素等优点，是基因体内验证研究的常用方法。Ｃｈｅｎｇ
等［４］利用该技术对丹参酮生物合成途径的萜类合酶

基因ＳｍＣＰＳ进行干扰后发现丹参酮ＩＩＡ等有效成分
的含量显著降低。Ｍａ等［５］构建了丹参 ＣＹＰ７６ＡＨ１
的ＲＮＡｉ毛状根体系，ＣＹＰ７６ＡＨ１ＲＮＡｉ型毛状根系
中底物次丹参酮二烯含量的显著上升和产物铁锈醇

含量的显著下降揭示了ＣＹＰ７６ＡＨ１在丹参植物体内
的催化功能，下游途径中４个主要丹参酮类化合物
含量的显著下降验证了ＣＹＰ７６ＡＨ１在丹参酮类化合
物生物合成途径中的关键作用。研究表明，利用叶

盘法进行ＲＮＡｉ毛状根诱导能够有效抑制目标基因
的表达，导致代谢产物发生变化，从而验证基因在植

物体内的功能。

然而叶盘法诱导需要经历预培养、共培养、选择

培养、愈伤形成等过程，诱导周期长并且毛状根的遗

传转化需要在无菌的环境中进行，具有一定的风险。

而对土培植物直接进行侵染诱导出毛状根相比之下

更为简便，通过在组织上划出伤口，将发根农杆菌直

接接种在伤口处，共培养一段时间后，在植株接种部

位能够诱导产生毛状根。该方法已经成功应用在乌

拉尔甘草和桑树等药用植物研究中［６７］。本研究拟

在重要药用植物丹参中建立原位毛状根侵染诱导体

系，以丹参酮生物合成途径重要修饰酶基因

ＣＹＰ７６ＡＨ１为目的基因［８］，构建 ＲＮＡｉ载体，转化发
根农杆菌，侵染土培丹参植株的根茎部位，得到既含

有丹参自身主根、须根，又含有目的基因 ＲＮＡｉ片段
转基因毛状根的复合型丹参植株，利用绿色荧光蛋

白筛选转化毛状根以用于基因表达和代谢物谱分

析。通过建立丹参毛状根的原位侵染诱导的方法，

为丹参酮下游基因功能研究提供新方法。

１　材料
１１　药物　植物材料唇形科鼠尾草属植物紫花丹
参（Ｓａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ）。实验材料为发根农杆菌

（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｒｈｉｚｏｇｅｎｅｓ）诱导此丹参生成的毛状
根。菌株和载体发根农杆菌 Ｃ５８Ｃ１为本实验室保
存菌种，植物 ＲＮＡｉ表达载体 ｐＫ７ＷＩＷＧ２Ｄ为本实
验室保存载体，ｐＫ７ＧＷＩＷＧ２ＤＡＨ１为实验室前期构
建载体［５］。

１２　试剂与仪器　ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈ
ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ），ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＩＩ（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）（由大连宝生物工程有限公
司生产）；ＲＮＡｐｒｅｐＰｕｒｅ多糖多酚植物总 ＲＮＡ提取
试剂盒（北京天根生化科技有限公司生产）；所用引

物均由生工生物工程（上海）有限公司生产合成。

实验仪器ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ＩＩ高通量实时荧光定量
ＰＣＲ系统（ＲｏｃｈｅＡｐｐｌｉｅｄＳｃｉｅｎｃｅ）；６８０Ｘ凝胶成像
分析系统（基因有限公司）；ＡｘｉｏＳｃｏｐｅＡ１荧光显微
镜（Ｚｅｉｓｓ）。
１３　方法
１３１　土培丹参原位毛状根诱导　取播种后４０～
６０ｄ的丹参幼苗，利用注射器针头在主根上部和根
茎处轻划形成伤口，用注射器分别吸取含有野生型

发根农杆菌、转化有 ＲＮＡｉ空载体 ｐＫ７ＷＩＷＧ２Ｄ和
ｐＫ７ＧＷＩＷＧ２ＤＡＨ１表达载体的发根农杆菌菌液侵
染损伤部位后浸润１～２ｈ［９］，在损伤部位周围放置
１层大小足以覆盖至花盆边缘的锡箔纸，防止毛状
根与丹参自身主根、须根混杂，在锡箔纸上方盖好土

壤，进行毛状根诱导和培养。

１３２　毛状根荧光显微鉴定　将伤口处长出的毛
状根尖切下１ｃｍ左右大小制片后，于倒置荧光显微
镜蓝色激发光源下观察，按照公式计算转化率。

１３３　 测定干扰毛状根基因表达量 　 利用
ＲＮＡｐｒｅｐＰｕｒｅ多糖多酚植物总 ＲＮＡ提取试剂盒提
取丹参毛状根总 ＲＮＡ。ＮＡＮＯＤｒｏｐ核酸定量仪测
定ＲＮＡ浓度后，反转录成总ｃＤＮＡ。利用软件Ｐｒｉｍ
ｅｒ５０设计ｑＲＴＰＣＲ引物，以ｃＤＮＡ为模板，以野生
型、空载型为对照，利用实时荧光定量 ＰＣＲ检测
ＲＮＡｉ毛状根中 ＣＹＰ７６ＡＨ１基因的相对表达量。见
表１。

表１　ＰＣＲ扩增所用引物

引物名称 引物序列 作用

ｑＲＴＡＨ１Ｆ ＴＣＧＴＧＧＡＴＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡＴ ｑＲＴＰＣＲ扩增
ｑＲＴＡＨＩＲ ＴＧＡＧＴＡＴＣＴＧＡＧＴＴＣＣＣＴ

２　结果
２１　ＣＹＰ７６ＡＨ１ＲＮＡｉ型毛状根产生　前期研究表
明，ｐＫ７ＧＷＩＷＧ２ＤＡＨ１载体能够成功抑制 ＲＮＡｉ毛
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状根中ＣＹＰ７６ＡＨ１的表达，并对代谢产物的积累产
生影响［５］。本研究中利用转化有 ｐＫ７ＧＷＩＷＧ２Ｄ
ＡＨ１载体的发根农杆菌直接侵染土培丹参的根以及
根茎部位，经过诱导培养，约１５ｄ后在主根上部和
根茎伤口处生长出透明毛状根，植株被侵染过后其

生长并没有受到影响。毛状根在主根上部和根茎伤

口部位发出，主要在锡箔纸的上层贴近生长，约３０ｄ
后即获得大量的 ＣＹＰ７６ＡＨ１ＲＮＡｉ型毛状根。见图
１。

图１　既含有自身主根、须根又含有ＣＹＰ７６ＡＨ１ＲＮＡｉ型
毛状根的复合丹参植株

　　 注：Ａ和 Ｂ分别为转入 ｐＫ７ＧＷＩＷＧ２ＤＡＨ１载体和转入

ｐＫ７ＧＷＩＷＧ２Ｄ空载体发根农杆菌侵染产生的复合丹参植株

２２　毛状根诱导率检测　取被侵染丹参的锡箔纸
以上部分的毛状根于倒置荧光显微镜下检测，可以

观察到转化 ＲＮＡｉ空载体（图 ２Ａ，２Ｂ）与目的基因
ＣＹＰ７６ＡＨ１干扰载体（图２Ｃ，２Ｄ）的丹参毛状根在蓝
色（４５０～４９０ｎｍ）激发光下会发射出稳定的绿色荧
光（５２０ｎｍ），而利用野生型发根农杆菌 Ｃ５８Ｃ１侵染
产生的毛状根（图２Ｅ，２Ｆ）仅在自然光下可见，在蓝
色激发光下无荧光。通过 ＧＦＰ检测对其阳性转化
率进行统计以及计算，显示 ＣＹＰ７６ＡＨ１ＲＮＡｉ型毛
状根阳性转化率为 ７２７２％，空载型毛状根阳性转
化率为６６６７％。

图２　倒置荧光显微镜下鉴定阳性毛状根
　　注：Ａ、Ｂ：野生型毛状根；Ｃ、Ｄ：ＣＹＰ７６ＡＨ１ＲＮＡｉ型毛状根；Ｅ、Ｆ：

空载型转基因毛状根。Ａ、Ｃ、Ｅ：蓝色激发光下视野；Ｂ、Ｄ、Ｆ：自然光

下视野图

２３　ＣＹＰ７６ＡＨ１ＲＮＡｉ型毛状根基因表达量检测　
选择生长状况大致相同的丹参野生型、空载型和

ＣＹＰ７６ＡＨ１ＲＮＡｉ型毛状根提取总 ＲＮＡ，反转录成
ｃＤＮＡ后进行实时荧光定量ＰＣＲ分析。见图３。

图３　丹参毛状根总ＲＮＡ提取电泳图

　　对实时荧光定量 ＰＣＲ结果进行归一化处理后
进行差异显著性分析，分析结果显示野生型和空载

型毛状根之间没有显著性差异，ＣＹＰ７６ＡＨ１ＲＮＡｉ型
毛状根中目标基因ＣＹＰ７６ＡＨ１表达量显著下降至空
载型毛状根的８６１％，证明原位侵染法诱导丹参毛
状根体系构建成功，其干扰效果明显。见图４。

图４　野生型、空载型及ＲＮＡｉ型毛状根目的
基因表达量差异性分析

３　讨论
ＲＮＡｉ技术通过抑制目的基因的表达，导致代谢

物积累发生改变，从而验证目的基因在植物复杂代

谢网络中的作用。在本研究中利用原位侵染法以发

根农杆菌侵染土培丹参植株产生毛状根，以丹参酮

生物合成途径中第一个 Ｐ４５０基因 ＣＹＰ７６ＡＨ１为目
的基因进行方法研究。实时荧光定量 ＰＣＲ分析结
果显 示，ＣＹＰ７６ＡＨ１ＲＮＡｉ型 丹 参 毛 状 根 中
ＣＹＰ７６ＡＨ１基因表达量显著低于野生型、空载型毛
状根，说明该体系对目标基因具有较好的干扰效果，

可以用于丹参酮生物合成途径其他基因的功能研

究。

目前发根农杆菌介导的转化方法有３种。外植
体接种法严格要求无菌环境且耗时较长，原生质体

共培养法则要求原生质体具有较高的再生率，植物

体原位侵染法最为省时简便［１０］。在土培植物上采

用原位侵染法诱导产生毛状根，在植株自身生长的

自然环境下即可利用发根农杆菌进行侵染操作，不

要求严格的无菌环境下，侵染过后植株生长情况正

常，１个月左右便能产生足够的毛状根用于基因表
达和代谢物分析，诱导产生的毛状根具有较高的阳

性转化率并且能有效地对目标基因进行干扰。整个

体系建立的过程省时、简单且便于操作、侵染过程无

需无菌操作，极大地提高了实验效率。基于以上优

点，直接侵染法作为一种构建 ＲＮＡｉ型毛状根体系
的有效方法，可应用到根系药用植物例如人参、三七

（下接第２６３页）
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等植物次生代谢产物生物合成途径功能基因的挖掘

和功能研究中。
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