
3 4 0

中 国 药 科 大 学 学 报
J o u r n al o f C h in a

Ph
r am ae e u t ie al Un s v e r sj t y 1 9 9 2; 23 ( 6)

:3 4 0一 3 3 4

甘草毛状根中内源植物生长调节物质的分析

丁家宜 向德军
’

(植物组织培养研究室 )

摘 典 用酶联免疫检测方法对通过 R i质粒遗传转化药用植物甘草后所获得的毛状根中之

内源生长调节物质进行分析
,

结果在不添加任何植物生长调节物质的 l 2/ M S 培养基上生长迅速的

甘草毛状根中认 A
、

z R s 、

iP A s
的含量大大富于在同样培养条件下生长缓慢的甘草实生苗根中的含

量
,

说明内源生长素
、

细胞分裂素类物质的高含量是甘草毛状根生长迅速的原因
。

关扭词 甘草毛状根
;
植物生长调节物质 ;叫噪乙酸

;
玉米素核昔类

;
异戊烯基腺昔类

随着植物基因工程研究的深入和迅速应

用
,

必将对未来农业
、

林业
、

医药
、

环保等许多

领域产生巨大影响
。

R i ( r oo t i n d u e i n s )质粒是

除 iT 质粒 以外的 另一种植物基因工程的质

粒载体
,

它存在 于发 根农杆菌 栩尹的配勿勿明

,肪明脚哪 ) 中
,

也是一 个双链共价闭 合的环状

D N A 分子
,

大小在 180 ~ 2 5 0kb 之间
,

其上也

有一段 T
一

D N A
。

iR 质粒最突出的特点是具有

诱导毛状根的特性
,

它转化植物后获得器官

化的
“
毛状根系统

” ,

具有生长迅速
、

次生代谢

产物产量稳定及培养时不需外加生长调节物

质等优点
,

所以近年来 iR 质粒转化植物特别

是药用植物获得 了广泛的应用〔`一 `〕
。

按照 T
一

D N A 在转 化植物 中合成冠瘦碱

的种类
,

可将 iR 质粒分为农杆碱 ( A g r叩 in e )

型
、

甘露碱 ( M a n n o p in e ) 型 和 黄 瓜 碱 ( C u e u -

m oP in e )型三类闹
。

农杆碱 iR 质粒是最常用的

一种
,

其 T
一

D N A 被分 隔 为 T L
一

D N A 和 T R
-

D N A 两段
,

四个与根的形态建成有关的位点

or 1A
.

B
.

c
.

D 均位于 T L 片段上
,

T R
一

D N A 含

有合成生长素基 因 1 与基因 2 ;
甘露碱型 iR

质粒仅有一段 T
一

D N A
,

没有与生长素合成酶

基因同源的序列
。

所有 iR 质粒都没有细胞分

裂素合成酶的基因
。

已知六大类植物生长调节物质在植物组

织培养
、

生物技术中起调节生长
、

分化作用的

主要是生长素和细胞分裂素两大类物质
。

尽

管 R i 质粒的 T
一

D N A 上只含有生长素合成基

因
,

但毛状根 的培养不仅无需添加外源生长

素
,

且不必添加外源细 胞分 裂素
,

却生长迅

速
。

故本实验试图通过精确测定其内源生长

调节物质的含量而找出一定的规律性
。

植物生长调节物质的检测方法甚多压
’ 」

,

本 实验 采 用 固相 抗原 型酶 联 免 疫测 定 法

( E n z y m e
L i n k e d Im m u n o

oS
r be n t A ssa y

,

E u S A )川
,

所有免疫药盒均 由南京农业大学

提供
。

材料与方法

1
.

1 仪器与试剂

酶联免疫检测仪 ( D G 3 0 2 2 型
,

南京国营

华东电子管厂 )
。

I A A E IL s A 试 剂
:

①洗涤缓冲液 ( w B )
:

N a H ZP O ; ·

2 H 2 0 4 0 6 m g ; N a Z
H P O

。 ·

12 H 2
0

6
.

2 5 5 ; N a e l 17
.

5 4 9 ; 用蒸馏水溶解
,

定容至

2 0 0 m 一
,

临用前加 T w e e n 一

2 0 至 0
.

0 5%
,

4℃保

存 备用
。

② 稀释缓冲液 ( D B )
:
N a H Z

p o
; ·

2 H 2 0 8 1
.

2 m g ; N a Z
H P O ; .

12 H 2
0 1

.

2 4 6 9 ;

N a e l 3
.

5 1 9 加蒸馏水
,

加入明胶 0
.

6 5
,

加热

完全溶解
,

冷至室温后定容至 4 00 ml
,

4 C 备

收稿 日期 19 9 2
一

0 9
一

20 ’ 现地址 为深圳 奋高投资发展有限公司
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用
。

③ 包被缓冲液 ( C B )
: N a Z C o

3 0
·

3 3 9 2 9
,

N识 e o : 0
.

5 7 1 2 9
,

用蒸馏水溶解
,

定容至 2 0 0

m l
,

于 4℃保存备用
。

④基质缓冲液 ( M B )
:

N a H P o ; 3
.

6 5 5 ; 柠檬 酸 1
.

0 2 9
,

用蒸馏 水溶

解
,

定容至 2 00 m l
,

于 峨℃保存备用
。

⑤ IA A

E IL s A 药盒
:

包括 IA A 包被液
,

IA A
一

M
e

标准

液
、

兔抗 IA A 抗体
、

阻断液
、

酶 标二抗
、

正常

兔血清 ( N R s )
、

邻 苯二 胺 ( o p D )
、

丁 羚 甲苯

( B H T )
、

亚硝基 甲基脉
。

溉 E L sI A 试剂 ①洗涤 缓冲液 (W B )
:

N a Z H P O ; .

12 H 2 0 5
.

8 9 ; N a H Z
P O

; .

2 H 2O 0
,

5

g 与 N a cl 17
.

53 9
,

用 蒸馏 水 溶 解
,

定容 至

2 0 0 m l
,

调 p H 至 7
.

4
,

临用前加 T w e e n 一 2 0 至

0
.

0 5%
,

4℃保存备用
。

② 稀释缓冲液 ( D B)
:

明胶 0
.

5 9
,

加入 Z o o m 一热水中
,

待完全溶解

后 冷却 至 室 温
,

加 N a H Z
p o ; ·

ZH Z
o 1 0 1

·

5

m g , N a : H P O ; ·

1 ZH Zo 1 5 5 8
.

2 5 m g 与 N a c l

4
.

3 8 5 9 ; 然 后 加 蒸 馏 水 定 容 至 5 0 0 m l
,

p H 7
.

4
,

使用前加 T w e e n 一

2 0 至 0
.

0 5%
,

4 oC 保

存备用
。

③包被缓冲液 ( C B )
: N a Z

C o 3 o
·

3 3 9 2

g ; N a H e o 3 0
.

5 7 1 2 5
,

用蒸馏水 溶解
,

定容至

Z o o m一
,

调 p H 9
.

5
,

4℃保存备用
。

④基质缓冲

液 (M B )
: N a ZH P o ; ·

1 2 H 2 0 1
.

8 4 9 ;
柠檬酸

0
.

5 1 9 ,
用蒸馏水定容至 1 0 0 m l

,

调 p H 5
.

0
,

于 4℃保存备用
。

⑤概 E IL S A 药盒
:

包括 z sR

(& i P ^ s )包被液
、

z R s (& i P A s )标准液
、

兔抗

z R s ( iPA
s )抗体

、

阻 断液
、

酶标 二抗
、

正常兔

血 清 ( N R S )
、

邻 苯 二 胺 ( o P D )
、

丁 羚 甲 苯

( B H T )
、

亚硝基 甲基脉
。

1
.

2 方 法

1
.

2
.

1 甘草毛状根的培养 用活化的发根

农杆菌 R 1 0 0 0 和 R 1 0 0 0 ( pT v K 8 5 )感 染甘草

外植体获得毛状根 (转化和鉴定另文发表 )
。

将甘草毛状根 9 0 1 0 4 株系与从甘草实生苗上

直接切下的甘草普通根
,

分别于超净工作台

上准确称量
,

然后置于 50 m l/ 1 50 ml 三角瓶

l / 2 M s 液体培养中
,

2 5 ℃
,

1 1 0 r / m in 条件下

悬浮培养
。

1
.

2
.

2 IA A 的提取与纯化 取 1 9 毛状根
`

样品置 研钵 中
,

分次加入 80 写甲
.

醇 ( 含 B H T

1 0 m g / L )共 3 m l
,

在冰浴中研磨
,

在 5 0 0 0 r /

m i n 条件下离心 1 5 m i n ;
取其上清液 峨0 0 0 1

,

N Z

吹干除 甲醇
,

用 p H 9
.

2 的 N a ZH p o
; 2 0 0 林l

溶解
,

使样 品液 p H 达 8
.

0 左右
; 用乙酸乙酷

2 0 0 以 l 萃取 3 次后
,

水相用 0
.

1 m o l / L H e x调

p H 为 2
.

5
,

再用乙酸乙醋 2 0 0 0 1抽提 3 次
;
醋

相用 N :

吹干除 乙酸乙酷后
,

用 甲醇 3 0 0川 溶

解
,

甲醋化
; 用 N Z

吹干
,

用 D B 3 0 0 0 1溶解
,

即

为 E u S A 测试样品
。

样液的甲醋化
:

重氮甲烷的制备 在通风橱中取三支带

盖试管 A
、

B
、

e
,

于 A 中加入 4 0% (W / v ) K o H

Z ml 和乙醚 s ml
,

并置于冰浴
,

然后加入亚硝

基 甲基脉 5 0 0 m g
,

磁力搅拌 10 m in
,

待上层

乙醚相呈黄 色后
,

将含重氮 甲烷的乙醚液转

移到试管 B 中
,

并在 B 管中加数粒 K O H 颗粒

吸水 2 0 m in
,

去除水分后的重氮 甲烷乙醚液

倒入 C 管
,

即可使用
,

加盖于 一 20 C 下保存
。

植物样品的甲醋化 取上述甲醇溶的样

品 3 0 0 川放入冰浴预冷
,

再加过量的重氮 甲

烷乙醚液 ( 1 00 ~ 20 0 以 )
,

直至样品呈黄色
,

反

应 10 m in 后
,

以半滴 0
.

2 m of / L 乙酸乙醋液

破坏过量的重氮甲烷 (黄色消失 )
,

用 N Z

吹干

样液
,

加 D B 30 0 川液溶解后即可进行免疫检

测
。

1
.

2
.

3 IA A E IL s A 标准溶液的配制 取 6

支试管
,

每管加 入 o B 15 0 林一
,

第 1 号管中加

入 3 2 0 0 p m o l / 5 0 协 l 标准液 5 0 0 1
,

充分 涡旋

后
,

取 50 川 至 2 号管 中
; 同样涡旋后

,

取 50

时 到第 3 号管中
;
依次稀释到第 6 号管

,

这样

稀释后 的标 准液浓 度 依次 为 80 0
,

2 0 0
,

5 0
,

1 2
.

5
,

3
.

1 3
,

0
.

7 8 p m o l / 5 0 件 l
。

样品测试 依昊颂如等图方法进行 IA A

样品 E IL s A
。

加样时在微量滴定板 内第 1~ 6

号管中的 IA A 标准 品溶液 50 口
,

第 7 ~ 8 列

A
、

B 孔中加入 n B 5 0 0 1
,

在其余孔 中每 两孔

平行加入样品液
; 然后在第 8 列 A

、

B 孔中加

入 N R s 5 0 胖 l
,

其余各加入抗体 5 0 衅l
。

终止反
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应后
,

在 4 9 0 n m 波长下
,

酶免仪上读数
,

以第

8 列 A
、

B 孔为空白调零
,

测定其余各孔的 O D

值
。

1
.

2
.

4

纯化

植抽材朴 中 z R s (& iP A s ) 的提取 与

提取 准确 称取植物材料 约 1 0 0 0 m g
,

分别加入预冷的 8 0 %甲醇 (含 B H T 10 m g / L )

共 3 ml
,

在弱光冰浴下匀浆
,

将匀浆倒入离心

管中
, 4℃放置 Z d

,

r o o o g
】

离心 3 0 m i n
,

倒 出

上清液
,

残渣加 80 % 甲醇 1 m l
,

于
’

4℃放置 1

d
,

然后于 4℃
,

1 0 0 0 0 5 离心 3 0 m in
,

合并上

清液
,

上清液经 PT
一

lC
。
色谱预处理柱初纯化

。

植物样液中 z R s ( & iP A s )的纯化
`

准确

吸取初纯化液 6 00 川
,

在减压条 件下除去甲

醉
,

用 N a H Z

OP
。
( p H 9

.

2 ) 动0 0 0 1溶解 (用 l

m o 一/ L H e l 调 p H 至 5
.

0 )
,

然后用等体积的饱

和正丁醇 (每次 1 0 0 rn l 中含 8 5 m l 正丁醇和

15 ml 去离子水
,

混匀 ) 提取三次
,

合并提取

液在碱性条件下除去正丁醇
,

用 D B 6 00 川溶

解
,

即可直接用于测定
。

1
·

2
.

5 z R s (& i p A s )的 E L I s A 依吴颂如等

的 方 法图 对 样 品 中 的 z R s 和 iP A s
进 行

E L IS A
。

1
.

2
.

6 甘草毛状根中 IA A 含蚤的 .Nl 定

I A A 标 准曲线 的绘 制 以第 7 列 A
、

B

孔的 o D 值为最大 ( B
。
)

,

l 至 6 yIJ ^
、

B 孔 的

o D 值为 B
,

以 I n
B / B

。

1一 B / B
。为纵 坐标

,

以标 准

I A A 浓度的常用对数 ( 109 [ I A A ]为横 坐标绘

制标准曲线
。

样品中 I A A 含量的计算 样品孔 o D 值
l
、

、 、

二 、
,

B / B
。

, , 一
, 、 : . , ` 一 , ` 二

, _

(B )通过 in ;
二等粉换算

,

可以从标准曲线上“
一

’

~ ~ “
’

1一 B / B
。
仄分

’ 一 J
劫 夕

、

l,J’
’
匹 四叭一

查出样品 I A A 浓度的对数值
,

取反对数即得

每孔 IA A 的含量
。

试样 IA A 含量
( Pmo

l / 9 FW )

样品孔 I A A 含量 ( pm o l / p l ) x 提取液体积扣 l ) x ( 3 0 0 / 4 0 0 ) x l / 5 0

试样鲜重 ( s
·

F w )

l0

。闰、国|工:
l

助黝科
.

三

2 结果与讨论

2
.

1 甘草毛状根与普通根培养的生 长速度

比较

甘草毛状根和从甘草实生苗切下的普通

根在相同条件下培养 43 d
,

结果毛状根 生长

迅速
,

而普通根生长极缓慢
,

且大多数 易发黄

变黑
。

T a b 1
.

C u l t u r in g e o m aP r
助

n o f h ar i y 一 r o o t s w i t h roo st o f `珍

c护, 翻公刁 价叻洲痴

H a 廿 y 一 r o o st 9 0 1 0 4 R o o t s

In co u场山g w亡,

m g 7 8 90 1 93 19 峨

O u t四 t w t ,

m g 1 42 0 1 2 45 2 2 7 2 17

In e r

aes i n g m u l t i P le 1 8
.

2 1 3
.

8 1
.

18 1
.

1 2

A v e r a g 。 加份侧 ” 」n g m u l t应醉
e 】6

.

0 1
.

15

2
.

2 IA A E LI S A 的标准 曲线

2
.

3 z sR
、

iP A s 的标准 曲线之料率 通过作

标准 曲线
,

分别求得 k zR - 一 .0 8 3 1 5
,

肠
、
-

一 1
.

1 5 0
.

2
.

4 不 同材料 中内源 IA A
、

Z R s 、

iP A s 含童

F巨9 1
.

T 口b Z

lg llA A ]

S扭 n d a r d e u r v e o f I A A w i t h E L IS人

E n d介 h o r m o n es i n 恤 i r y
一
roo 怡 a n d se ed l i n罗 o f

G
.

岭目扮” 幼

E n d --O h o r m o n eS H a i r y
一
roo st 9 0 1 0 3 5心 e d l讯 ,

IA A
,

pm o l / g
一

F w 2 6 2 2
.

9 76 1
.

5 4

Z R s , pm o l / g
·

r w 6 3 02 9
.

4 10 8 0
.

2 8

iP A s
,

Pm o l / g
·

FW 7 4 05
.

9 3 if l g
.

0

比较 由表 2 的结果可以看出
,

甘草毛状根

中的 IA A
、

z R s 和 iP A s 含量均大大高于甘草

实生苗根中的含量
。

表 1 说明甘草毛状根的
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生长速度远超过甘草普通根的生长速度
。

这

表 明在植物体或其器官 中生长素 ( IA A )
、

细

胞分裂素类 (z Rs
、

PiA s )的含量与其生长速度

成正 比例关系
。

可以认定 内源植物生长调节

物质的含量高是甘草 毛状根 生长迅速 的原

因
。

3讨 论

3
.

1 ELIS A检 测结果显示甘草 毛状 根中既

含有较高的生长素量
,

同时细胞分裂素含量

又大大高于实生苗的根
。

前者含量高恰恰是

甘草外植体导入并转化 了 iR 质粒上基因的

佐证之一
,

因为 iR 质粒具有 生长素合成基

因
,

所以毛状根的培养无需添加外源 IA A ;细

胞分裂素含量高是 由于 iR 质粒的作用产生

了大量的毛状根
,

众所周知
,

根尖具有合成细

胞分裂素的能力
。

因此细胞分裂素的含量显

著提高
。

上述结果从内源生长激素的角度很

好地解释了毛状根较实生苗根 生长迅速的原

因
。

3
.

2 在植物生物技术中
,

植物生长调节物质

起着十分重要的作用
,

但真正通过植物 内源

生长调节物质的分析
,

并从该角度来解释和

证实它们与植物生物技术中细胞或组织的生

长
、

分化关 系的研究却不
.

多 〔’ “ 〕 ,

这是一 个有

生理学意义的研究方 向
,

值得深入研究
。
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