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农业生物技术                                                               

激素对转基因雪莲毛状根植株再生及类黄酮产生的影响 
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摘  要: 为了研究外源激素 GA3 和 IAA 对 3 个转基因新疆雪莲类黄酮高产毛状根系 C17、C27、C46 的植株再生及其

总黄酮含量的影响，在培养基中添加不同浓度的 GA3 和 IAA，结果发现，GA3 浓度高于 1.0 mg/L 时，可诱导毛状根系

产生不定芽，其中以 GA3 浓度为 2.0 mg/L 时，转基因毛状根系 C17 的不定芽再生率最高，可达 82％。高压液相色谱以

及紫外分光光度法测定结果表明，与未用激素处理的毛状根和它的再生植株相比，外源激素 GA3 和 IAA 能显著提高毛

状根培养物中芹菜素和总黄酮的含量。毛状根系的组织干重与类黄酮的含量没有相关性，但毛状根系的再生率与类黄

酮的含量几乎呈反相关性。 
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Effects of phytohormones on plant regeneration  
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Abstract:  We investigated the plant regeneration and production of flavonoids in three high-yield flavonods transgenic Saussurea 
involucrata hairy roots C17, C27 and C46 by quantification of two phytohormones GA3 and IAA. The results showed that GA3 
concentration at more than 1.0 mg/L could induce adventitious shoots in the hairy root lines. The highest shoot regeneration rate, 
about 82%, was obtained when the hairy roots C17 were cultured with 2.0 mg/L GA3. The results on HPLC and UV 
spectrophotometry showed that exogenous application of both GA3 and IAA increased the content of flavonoids in the hairy roots. 
The contents of flavonoids and apigenin in the hormone-treated hariy roots and regenerates were higher comparing with those in the 
untreated hairy roots and the regenerates. However, the content of flavonoids was not related to tissue weight, and was negatively 
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related to the regeneration efficiency. 

Keywords:  Saussurea involucrata, phytohormones, plant regeneration, hairy root, flavonoids 

新疆雪莲 Saussurea involucrate Kar. et Kir.为菊

科 (Compositae) 凤毛菊属多年生草本植物，是我国

著名的传统中药材，具有散寒除湿、活血通经、抗

炎、镇痛等功能，其主要活性成分为类黄酮物质[1]，

如芹菜素  (5,7,4'-trihydroxyflavone) 具有抑制肿瘤

形成和抗炎的功能[2-3]。雪莲生长在海拔 2 400 米至

4 000 米的石缝、砾石坡和湿润沙地上，属于生长期

较长的耐寒植物，通常需用５年时间才能生长成熟。

由于雪莲药用价值高、资源贫乏，已被列为国家三

级保护渐危植物 [4]。但掠夺式盗挖依然触目惊心，

已经威胁到了雪莲物种的生存。现在最紧迫的任务

是一方面应该更加有力地保护雪莲的自然资源，另

一方面应该积极探索扩大雪莲药源供应的新渠道。 

为保护我国频危物种资源、满足雪莲临床需求，

本实验室率先建立了雪莲毛状根培养体系 [5]。在适

宜条件下，毛状根可以再生成完整植株，这一特点

与 DNA 重组技术相结合，对植物基因工程的发展具

有重要价值，因此 Ri 质粒是理想的基因工程载体。

目前由 Ri质粒介导转化的转基因植物再生在很多种

属中获得了成功。由毛状根再生的植株通常表现出

一些特定的可遗传的表型变异，在植物育种和品种

改良等方面有巨大的参考应用价值[6-7]。 

外源植物激素对毛状根的形态、生长情况、次

生代谢物的产量以及再生成苗均具有很大影响[8-11]。

为提高雪莲毛状根再生能力、以及再生苗的生长速

率和有效成分的含量，本研究在前期工作 [5]的基础

上选择了 3 个 SmChi (水母雪莲查尔酮异构酶基因) 

转基因毛状根系。这些毛状根系的总黄酮含量明显

高于未转基因的毛状根系，转基因毛状根再生苗携

带提高类黄酮的关键基因，可提高再生苗中类黄酮

含量。本文以 SmChi 转基因毛状根系为材料，研究

了外源植物激素对转基因毛状根系诱导、植株再生

和类黄酮物质合成的影响。为建立转基因雪莲毛状

根再生植株体系，我们利用植物次生代谢工程技术

以及利用转基因技术进行分子育种，为解决雪莲资

源贫乏提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料  
新疆雪莲 Smchi 转基因类黄类酮高产毛状根体

系 (C17、C27、C46) 由本实验室保存[5]，Smchi 基

因是本实验室从水母雪莲 Saussurea medusa Maxim 

cDNA 文 库 里 克 隆 的 查 尔 酮 异 构 酶  (Chalcone 

isomerase，CHI)，并命名为 Smchi 基因。在装有

1/2 MS 无激素液体培养基的三角瓶中，弱光培养，

18 d 继代 1 次。摇床转速为 110 r/min，培养温度为

25 ℃。 

1.2  不同浓度的 GA3 对 C17、C27、C46 不定芽

诱导率的影响 
选取生长旺盛 (约 18 d) 的 3 个转基因根系，分

别切取 5 cm 根尖接种于含 0、1.0、1.5、2.0 mg/L GA3

的 1/2 MS 液体培养基上，每瓶接种 15 条根尖，每

一种处理为 5 瓶，试验重复 3 次。 

1.3  不同浓度的 IAA、GA3 对 C46 毛状根系类黄

酮合成的影响 
将 IAA、GA3 分别以相同的浓度梯度 0、0.1、

0.2、0.5、1 mg/L 同时添加到含有新转接的 C46 毛

状根根尖的 1/2 MS 液体培养基里，每瓶接种 13 条，

每条长约 5 cm。新接种的毛状根取自于同一批生长

18 d 的 C46。同时做 3 个重复。  

1.4  Smchi 转基因雪莲毛状根系与再生苗生长及

类黄酮含量测定 
将 3 个转基因株系 (C17、C27、C46) 和再生苗

以及对照物分别在 MS 中添加 0.5 mg/L GA3 激素的

培养基上培养。记录接种时材料的重量，20 d 后，

将试管苗收获，并记录重量，然后将材料置于 50 ℃
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烘箱中烘至恒重。 

1.5  毛状根干重的测定 
收集生长 18 d 的新疆雪莲毛状根，蒸馏水冲洗

干净，滤纸吸干后，称取鲜重 (FW)。置于 50 ℃烘

箱中烘干至衡重，称量其干重。 

1.6  总黄酮含量的测定 
采用 Beckman Coulter 的 DU640 可见-紫外分光

光度计进行比色法测定[12]。测定波长 510 nm，其芦

丁标准品与其吸光度的直线方程： c=0.08089A− 

0.0005324 (其中，c 表示总黄酮的浓度，单位是

mg/mL，A 为光的吸收变量)，相关系数 r=0.9991。以

标准品芦丁 (Rutinum，C27H30O18·3H2O) 的含量进行

换算。 

1.7  新疆雪莲再生苗及毛状根的芹菜素 (HPLC) 
和总黄酮含量的测定 

芹菜素的含量通过高效液相色谱  (HPLC) 法

测定，样品处理及检测方法参照文献[5]。芹菜素标

准品浓度与峰面积的直线方程：c=28.242A−24.079 

(其中 c 表示芹菜素的浓度，单位是 μg/mL；A 表示

峰面积)，r=0.9981，测定波长 337 nm。仪器型号：

Agilent 1100 系统  (Agilent，USA)，反相色谱柱

Zorbax 300SB-C18 (250 mm×4.5 mm，4 μm)。总黄

酮含量测定同上述 1.3。 

1.8  C17、C27、C46 根系再生苗的 PCR 检测 
毛状根再生植株 DNA 的提取：按照参照文献

[13]的方法进行。所使用的 CHI 基因 PCR 扩增的上

游引物为：5′-CCCACTATCCTTCG-3′；下游引物为

5′-GCATGAGAGCTCTGGGCACACAGATGATTT 
-3′，预期大小 403 bp，而 PCR 反应条件为：94 ℃预

变性 4 min；94 ℃变性 1 min，56 ℃退火 1min，

72 ℃延伸 1 min，30 个循环；72 ℃延伸 10 min。 

2  结果 

2.1  GA3 对转 Smchi 基因新疆雪莲毛状根植株再

生的影响 
在检测过的 10 多个毛状根系中，C46 毛状根系

的总类黄酮含量以及该根系中 CHI 基因的表达量和

酶活性最高[5]。表 1 为 GA3 不同浓度对新疆雪莲毛

状根系 C46 不定芽诱导和不定芽生长的影响。从表

1 可见，GA3 对新疆雪莲毛状根不定芽的诱导具有显

著作用，当 3 个毛状根系在不加激素的 1/2 MS 基本

培养基上培养至培养周期结束时 (35 d)，都没有不

定芽的产生；而当 3 个毛状根系在附加 1.5 mg/L 

GA3 的 1/2 MS 培养基上培养时，以毛状根系 C17 的

不定芽诱导率较高，可达 75％；继续增加 GA3 浓度

至 2.0 mg/L 时，不定芽再生率最高，其中 C17 可以

达到 82％。不同的毛状根根系对 GA3 的诱导反应

也不同，添加相同浓度的 GA3，根系 C17 和 C27 不

定芽的诱导率较高，根系 C46 诱导效率相对较低 

(表 1)。 

GA3 对转基因新疆雪莲毛状根系 C46 不定芽的

诱导在形态上具有显著变化，在 1/2 MS 培养基上培

养至培养周期结束时 (35 d)，附加 1.0 mg/L GA3 的

1/2 MS 培养基的毛状根有少量的不定芽形成 (图

1A)，其毛状根系不定芽的诱导率最低 (表 1)。而在

附加 1.5 mg/L GA3的 1/2 MS 培养上培养的毛状根不

定芽生长健壮 (图 1B)，此时毛状根系不定芽的诱导

最高 (表 1)。但当 GA3 浓度增至 2.0 mg/L 时，毛状

根的不定芽较细弱，玻璃化严重，继续培养褐化严

重，不易成活 (图 1C)，毛状根的不定芽的诱导率开

始下降 (表 1)。 

 

图 1  GA3浓度对新疆雪莲毛状根 C46根系不定芽诱导和

不定芽生长的影响 
Fig. 1  The effects of concentration of GA3 on the induction of 
adventitious shoot and shoot growth of hairy root line C46. (A) 
1.0 mg/L GA3. (B) 1.5 mg/L GA3. (C) 2.0 mg/L GA3.  

A B C 
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表 1  GA3 浓度对新疆雪莲毛状根不定芽诱导率的影响 
Table 1  Effects of concentration of GA3 on induction 
efficiency of adventitious shoot 

Induction efficiency (%) GA3 concentration 
(mg/L) C17 C27 C46 

0 0 0 0 

1.0 17±3.5 19±2.7 11±1.2 

1.5 75±2.2 72±2.5 50±3.1 

2.0 82±4.5 77±3.9 42±2.6 

 

2.2  IAA、GA3 不同浓度对毛状根系 C46 类黄酮

化合物合成的影响 
图 2 为 IAA 对 C46 根系类黄酮化合物合成的影

响。从图 2 可见，IAA (0.1~1 mg/L) 能够提高毛状

根中黄酮含量。当 IAA 浓度为 0.2 mg/L 时，每克毛

状根干重的类黄酮含量达到最大，为 29.7 mg/g 干

重。IAA 浓度继续增加，类黄酮含量逐渐减少，最

后当 IAA 浓度为 1 mg/L 时，类黄酮含量与不加任何

激素处理的毛状根处于同一水平。图 3 为 GA3 对

C46 根系类黄酮化合物合成的影响。由图 3 可以看

出，GA3 (0.1~1 mg/L) 能够显著促进 C46 毛状根中

类黄酮含量的增加。当 GA3 浓度为 0.5 mg/L 时，每

克毛状根干重的类黄酮含量达到最大，为 43 mg/g

干重，是无激素培养条件下的 1.6 倍。当 GA3 浓度

增加为 1 mg/L 时，类黄酮含量开始下降。 

 

图 2  不同 IAA 浓度对雪莲毛状根系 C46 干重和总黄酮

含量的影响 
Fig. 2  Effect of concentration of IAA on dry weight and 
flavonoid content. Each value is the x ± s from three independent 
experiments. 

 

图 3  不同 GA3 浓度对雪莲毛状根系 C46 干重和总黄酮

含量的影响 
Fig. 3  Effect of concentration of GA3 on dry weight and 
flavonoid content. Each value is the x ± s from three 
independent experiments. 
 
2.3  新疆雪莲毛状根与再生植株芹菜素和总黄酮

含量的测定 
在植物生长发育过程中，植物体内的次生代谢

活动会受到影响，次生物质的含量和组成会发生很

大的变化[10-11]。由毛状根诱导出的新疆雪莲再生苗

经过 3 周的继代培养 (所用培养基中 GA3 浓度为

0.5 mg/L)，结果发现与各自来源的毛状根相比，毛

状根再生苗的芹菜素和总黄酮含量都下降了 20％~ 

30％，其中株系 C46 芹菜素含量下降了 26％，总黄酮

含量下降了 21％ (图 4)。但与对照组培苗 (Control-1) 

和农杆菌感染的毛状根再生植株 (Control-2) 相比，

35S-Smchi 转基因再生植株的芹菜素和总黄酮含量

都有显著提高，其中株系 C46 芹菜素和总黄酮含量

分别为 1.86 mg/g 干重和 37.3 mg/g 干重，分别为

Control-1 的 12 倍和 2.4 倍，Control-2 的 4 倍和 1.6

倍 (图 5)。HPLC 测定结果显示：芹菜素标准样品

与毛状根系 C46 再生苗芹菜素的保留时间是一致 

(图 6)。 

2.4  再生苗的 PCR 检测 
对再生株系 (C17、C27、C46) 的 Smchi 基因的

PCR 检测结果显示 (图 7)，所选的几个根系都检测

出了同阳性对照一样大小的条带，而在来源于野生

型毛状根转化的对照再生苗，则没有检测到相应的

条带。表明在新疆雪莲毛状根植株再生的过程中，

其携带的外源基因并没有丢失。 
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图 4  转 Smchi基因新疆雪莲毛状根和再生苗的芹菜素和

总黄酮含量 
Fig. 4  Content of apigenin and flavonoid in different S. 
involucrata plantlet and hairy root lines (20 d). (A) Apigenin 
content. (B) Flavonoid content. Control: induced by A. 
rhizogenes strain R1601; Cn: induced by A. rhizogenes strain 
R1601 with the binary vector pCHI (“n” indicates the line 
number). 

 
图 5  不同类型新疆雪莲毛状根系再生苗的芹菜素和总

黄酮含量 
Fig. 5  Content of apigenin and flavonoid in different types of 
S. involucrata plantlet (20 d). Control-1: normal plantlet; 
Control-2: plantlet induced by wild-type hairy root which 
was induced by A. rhizogenes strain R1601; Cn: plantlet 
induced by 35S-chi transgenic hairy root lines which is 
induced by A. rhizogenes strain R1601 with the binary vector 
pCAMBIA1301-chi (“n” indicates the line number). 

 

 

图 6  新疆雪莲毛状根系 C46 再生苗的 HPLC 图谱 
Fig. 6  Chromatograms recorded at 337 nm. (A) Standard sample 
of apigenin. (B) A regenerant from chi-transformed root line. 

 

图 7  转基因新疆雪莲再生苗的 PCR 检测 
Fig. 7  Analysis of PCR for chi of transformed S. involucrata 
regenerated plantlet. C: plantlet induced by wild-type hairy root 
which was induced by A. rhizogenes strain R1601; Cn: plantlet 
induced by 35S-chi transgenic hairy root lines which is induced 
by A. rhizogenes strain R1601 with the binary vector pCHI (“n” 
indicates the line number); A: A. rhizogenes strain R1601 containg 
pRiA4 and pCAMBIA1301-chi; M: DNA marker (DGL-2000). 

3  讨论 

本实验对新疆雪莲转 Smchi 基因的毛状根植株

再生进行了研究。结果显示 Smchi 转基因雪莲植株

和未经发根农杆菌转化的雪莲试管苗相比，转基因
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株系的芹菜素和总黄酮含量比对照植株有显著提

高，这一结果与木本曼陀罗毛状根再生植株中莨菪

烷类生物碱 (Tropane alkaloids，TA) 的含量较野生

植株有明显的提高的报道一致。新疆雪莲毛状根不

定芽的产生类型与山葵 Amoracia rusticana、百脉根 

Lotus corniculatus、红豆草 Onobrychis viciifolia、紫

云英 Astragalus sinicus 等植物不定芽产生类型相

似[14-17]，不定芽都是在毛状根表面、没有可见愈伤

的地方形成。而有些植物如苜蓿 Medicago sativa 毛

状根不定芽则是在毛状根来源的愈伤形成胚状体，

然后再产生不定芽[18]。 

雪莲毛状根分化出的再生苗与未经发根农杆菌

侵染的再生苗在形态上有明显差别，包括叶片边缘

皱缩、节间缩短、植株矮化、不定根多，这是由于受

来自发根农杆菌 T-DNA 中 rol 基因的影响，与有关

报道一致，是一种典型的毛状根转化植株形态[14-16]。 

植物激素是植物组织培养中的关键因子，不仅

影响细胞生长，还影响植物中次生代谢产物的合

成 [19]。在研究外源激素 GA3 和 IAA 对转基因新疆雪

莲毛状根系生长及类黄酮含量的结果发现，相同浓

度不同种类的激素对毛状根系 C46 的生长及类黄酮

含量有所不同，在外源激素 GA3 诱导下的 C46 毛状

根系类黄酮的含量明显高于在外源激素 IAA 诱导下

的类黄酮的含量，但对毛状根的生长没有明显的差

别。这一研究结果与外源激素对黄芩毛状根生长及

黄芩苷合成影响的研究结果[19]一致。实验结果还发

现，在 1/2 MS 附加 GA3 1.5 mg/L 的培养基上，不

同的雪莲毛状根根系对 GA3 的诱导反应也不同，添

加相同浓度的 GA3，根系 C17 和 C27 不定芽的诱导

频率较高，根系 C46 诱导效率相对较低。这可能是

毛状根是由单细胞起源，但单克隆与单克隆之间，

T-DNA 插入的片段呈现多样性[9]，导致受激素影响

的差异。外源激素 GA3 对植物次生代谢产物形成影

响的报道有所不同，在我们的研究中发现激素 GA3

对雪莲毛状根及再生苗中类黄酮的含量有明显提

高。这一结果与 Younghee K 报道激素 GA3 提高了

龙胆花冠中的类黄酮含量[20]一致。但 Ilan 等[22]在研

究激素 GA3 对胡萝卜细胞培养物中花青素形成的研

究中发现，外源激素 GA3 抑制花青素的合成。以上

研究结果的差异可能与花青素的合成途径与积累在

不同植物种群以及不同植物组织器官中表达不同的

模型[22]有关。从图 2 和 3 中可以观察到，当分别在

毛状根系 C46 中添加浓度为 0.1~0.5 mg/L 培养基

IAA 和 GA3 两种激素与未添加激素的毛状根 (空白

对照) 相比均不同程度地提高类黄酮的含量，当浓

度提高到 1 mg/L 时类黄酮含量及干重有所下降，此

结果证明了以上两种激素可提高雪莲毛状根系中类

黄酮含量。已有类似的报道，植物激素可提高毛状

根代谢产物的含量，较高浓度的激素可抑制毛状根

代谢产物的形成及毛状根组织的生长[6,19]。 

从图 5 中可以看到 3 种转基因雪莲毛状根再生

苗 (C17，C27，C46) 的总黄酮含量明显高于未转入

Smchi 转基因雪莲毛状根再生苗  (Control-2) 的含

量。CHI 基因是黄酮代谢途径中的一个关键酶，上

调 CHI 基因会导致总黄酮生物合成能力提高。在雪

莲毛状根中 CHI 基因的表达量和 CHI 酶的活性与黄

酮的含量相关[5]。携带 CHI 基因雪莲毛状根再生植

株 (C17，C27，C46) 的 PCR 结果显示 (图 7)：转

基因雪莲毛状根系再生植株 CHI 基因没有丢失。表

明 CHI 基因在转基因雪莲毛状根系再生植株的芹菜

素和总黄酮合成中起着重要的作用。从图 5 中还可以

看到，与转基因雪莲毛状根系再生苗和未转入 Smchi

转基因雪莲毛状根再生苗相比，野生雪莲试管苗 

(Control-1，normal plantlet) 的总黄酮含量最低，从

这一结果中可以推测，雪莲毛状根系中的 rol 基因对

提高雪莲毛状根的黄酮含量起到一定的作用，这与

前面的讨论也是一致的。因此，以毛状根为受体，

将类黄酮代谢途径中的有效基因导入到新疆雪莲毛

状根中，然后再生成高产类黄酮转基因苗，进行人

工栽培，将是解决雪莲野生资源短缺的有效途径。 
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