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　　摘要：为构建高产巨大戟醇的铁海棠毛状根培养体系，研究比较了６个不同品种铁海棠茎叶部分的巨大戟醇含
量，以含量高的铁海棠原种的花梗及叶盘为外植体，考察不同菌株以及不同侵染条件对其诱导率的影响，筛选适宜铁

海棠毛状根生长的液体培养基，并比较了铁海棠毛状根和植株中的巨大戟醇含量差异。结果表明：（１）铁海棠６个品
种间巨大戟醇含量存在显著差异，含量最高的为铁海棠原种。（２）以铁海棠原种的花梗为外植体，预培养７ｄ，以
Ｄ６００ｎｍ＝０．６的ＡｒＡ４菌液侵染６ｍｉｎ，转入１／２ＭＳ固体培养基中共培养３ｄ可获得最佳转化效果，毛状根诱导率最高

达６８．３３％。（３）毛状根在１／２ＭＳ液体培养基中生长迅速，长势良好。（４）毛状根中巨大戟醇的含量显著高于铁海棠原
种植株中各部位的含量，达到５９３．１４ｍｇ／ｋｇ，鲜质量为０．５０ｇ的毛状根经悬浮培养１０ｄ后，可获得１３２．２７μｇ巨大戟醇。
铁海棠６个品种中以铁海棠原种巨大戟醇含量最高，利用发根农杆菌ＡｒＡ４侵染铁海棠原种花梗，成功建立了铁海棠毛
状根的高效诱导及悬浮培养体系，且获得的毛状根中巨大戟醇含量高于原植株，为高效获得巨大戟醇提供了新的途径。
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　　巨大戟醇是巨大戟烷型二萜类活性化合物，是
合成巨大戟醇甲基丁烯酸酯的主要原料［１－２］，该成

分制成的外用凝胶剂（药品名 Ｐｉｃａｔｏ）已在国外上
市，用于治疗日光性角化病和皮肤癌［３］。目前原料

巨大戟醇主要是从大戟属植物植株中分离得到，然

而植株中的巨大戟醇含量很低，全合成法获得巨大

戟醇又存在着工艺难度大、成本高等产业化生产难

题［４］，因此原料巨大戟醇来源匮乏的问题一直制约

着其衍生物的药用价值开发及工业化生产。笔者

所在实验室前期测定了大戟科６１种植物植株碱水
解后的巨大戟醇含量，发现铁海棠（Ｅｕｐｈｏｒｂｉａｍｉｌｉｉ
Ｃｈ．ｄｅｓＭｏｕｌｉｎｓ）中含有相对较多的巨大戟醇，其植
株地上部分巨大戟醇含量为 １３６．１７ｍｇ／ｋｇ（干质
量）［５］。因此，铁海棠可作为巨大戟醇生产研究的

理想植物材料。

铁海棠是大戟科 （Ｅｕｐｈｏｒｂｉａｃｅａｅ）大戟属

（Ｅｕｐｈｏｒｂｉａ）多年生蔓生灌木，别名虎刺梅、麒麟刺
等，原产非洲（马达加斯加），广泛栽培于热带和温

带地区［６］。铁海棠也是一种药用植物，以茎叶、根

及乳汁入药，性味苦涩凉，有小毒，入心经，具有解

毒活血、排脓逐水等功效［７］。研究表明铁海棠次生

代谢产物的化学成分主要为黄酮类、三萜类、二萜

类及酚类等［８－１０］，其中包括大戟科植物特有的巨大

戟醇酯类化合物。巨大戟醇酯类化合物是以巨大

戟醇为母核酯化衍生出的一类大戟大环二萜酯，具

有显著的抗癌、抗病毒及生物农药活性等［１１－１３］，其

经碱水解后得到巨大戟醇［５］。

大量研究表明，利用发根农杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｒｈｉｚｏｇｅｎｅｓ）对药用植物进行毛状根诱导，获得的毛
状根生长迅速，无需添加外源植物激素即可自主持

续生长，能够合成原植物所含的次生代谢产物，且

得到的次生代谢物产量可能高于原植物［１４－１５］。利

用毛状根培养技术生产活性次生代谢产物已经在

蒙古黄芪、甘草、钩藤、王不留行等很多药用植物中

成功应用［１６－１９］。目前，国内外学者对铁海棠的研究

主要集中于其化学成分及药理活性，尚未见关于铁

海棠毛状根培养的研究报道。因此，系统研究铁海

棠毛状根诱导体系的构建，筛选合适的培养条件从

而高效地获得巨大戟醇，为解决巨大戟醇来源匮乏
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问题提供了新途径。

本研究选取铁海棠６个不同品种植株为试验对
象，测定并比较不同品种间巨大戟醇含量差异，筛

选出含量最高、最适于进行毛状根诱导的材料后，

对影响铁海棠毛状根诱导效率的因素进行优化，同

时筛选毛状根液体培养的最适培养基，建立优化铁

海棠毛状根培养体系，并比较铁海棠毛状根及原植

株中巨大戟醇的总含量，以期获得高产巨大戟醇的

毛状根培养体系，为高效获得巨大戟醇提供新的途

径，为铁海棠药用资源的开发利用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验于２０２１—２０２２年在江苏省中国科学院植

物研究所天然产物化学研究中心（３２°３′３２″Ｎ，
１１８°４９′５０″Ｅ）进行。样品采自中山植物园南园温
室，经田梅助理研究员鉴定为大戟科大戟属铁海棠

的６个不同品种，将其编号为品种 Ａ～Ｆ（图１），分
别为大基督虎刺梅（Ａ）、铁海棠原种（Ｂ）、凯西虎刺
梅（Ｃ）、小基督虎刺梅（Ｄ）、白花虎刺梅（Ｅ）、塔城虎
刺梅（Ｆ）。发根农杆菌 ＡｒＡ４、ＡＴＣＣ１５８３４、ＭＳＵ
４４０菌株均由笔者所在实验室保存。

试验所用的主要仪器设备有：Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０
ＨＰＬＣ－ＤＡＤ－６５３０ＥＳＩＱ－ＴＯＦＭＳ液质联用仪
（美国安捷伦公司）、超净工作台 ＳＷ－ＣＪ－１ＦＤ（苏
州安泰空气技术有限公司）、ＭＥＴＴＬＥＲＡＥ２４０电子
天平（梅特勒－托利多仪器公司）等；试验用的对照
品巨大戟醇购于南京春秋生物工程有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　不同品种的铁海棠植株巨大戟醇含量测定
　将以上６个品种的铁海棠上部茎叶用清水冲洗后
晾干，放入液氮速冻，然后置于冷冻干燥机中进行

冻干，冻干完成后用打粉机打成均匀粉末，室温避

光储存于干燥皿中备用。

称取上述样品各５０ｍｇ，按照Ｃｈｅｎ等的方法［５］

进行甲醇提取及碱水解处理，将其制成浓度为

１０ｍｇ／ｍＬ的样品，按照“１．２．７”节中的色谱和质谱
条件进行巨大戟醇含量测定。利用标准曲线计算

巨大戟醇含量。

１．２．２　毛状根的诱导
１．２．２．１　无菌外植体的制备　取铁海棠原种的花
梗和叶片，用加有适量洗衣粉的水浸泡１０～１５ｍｉｎ，
流动自来水冲洗３０ｍｉｎ。将其移至超净工作台中，
进行无菌操作。７５％乙醇消毒４５ｓ，无菌水冲洗２
次，０．１％氯化汞消毒５ｍｉｎ，无菌水冲洗４～５次，用
无菌滤纸吸干表面水分。将花梗切成长度为１ｃｍ
左右的小段，叶片切成０．５ｃｍ×０．５ｃｍ大小的叶

盘，接种于１／２ＭＳ固体培养基中，２５℃黑暗条件下
预培养７ｄ。
１．２．２．２　农杆菌的活化及菌液制备　从－８０℃超
低温冰箱中取出保存的菌株 ＡｒＡ４、ＡＴＣＣ１５８３４、
ＭＳＵ４４０各５０μＬ，分别加至５ｍＬＹＥＢ液体培养基
中，在含发根农杆菌ＡｒＡ４和ＡＴＣＣ１５８３４的培养基
中各加入５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素，含 ＭＳＵ４４０的培养基
中加入５０ｍｇ／Ｌ链霉素，２８℃、１８５ｒ／ｍｉｎ快速振荡
培养２４ｈ，复苏菌体。每种农杆菌各取５００μＬ复苏
菌液加入５０ｍＬＹＥＢ液体培养基中，培养基中的抗
生素浓度与复苏菌体时相同，在２８℃、１８５ｒ／ｍｉｎ条
件下振荡培养，待菌液 Ｄ６００ｎｍ至０．４～０．８时，停止
振荡培养。将菌液５０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，弃去上
清，随即加入等体积的 ＭＳ液体培养基，并加入
１００μｍｏｌ／Ｌ乙酰丁香酮（ＡＳ），重悬菌体后用于侵
染转化。

１．２．２．３　毛状根的诱导　待铁海棠原种的花梗和
叶盘预培养结束后，取出外植体放入上述已制备好

的侵染菌液中，侵染４～８ｍｉｎ，取出外植体，用无菌
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滤纸将表面的菌液吸干，置于 １／２ＭＳ固体培养基
上，２５℃黑暗共培养２～４ｄ。共培养结束后，转移
至含有４００ｍｇ／Ｌ头孢噻肟钠（Ｃｅｆ）的１／２ＭＳ固体
培养基中继续培养，每７ｄ换１次培养基，若无明显
菌斑长出，则逐步降低Ｃｅｆ浓度，直至不添加Ｃｅｆ。
１．２．３　铁海棠毛状根ＰＣＲ鉴定　分别取铁海棠的
毛状根和铁海棠原种植株根，用 ＴＩＡＮＧＥＮ试剂盒
（ＤＰ３０５）提取基因组 ＤＮＡ，以发根农杆菌 ＡｒＡ４质
粒作为阳性对照，铁海棠原种植株根为阴性对照，

ＰＣＲ扩增发根农杆菌Ｒｉ质粒 Ｔ－ＤＮＡ上的 ｒｏｌＢ和
ｒｏｌＣ基因序列，所用ｒｏｌＢ基因的上游引物为５′－ＣＧ
ＡＧＧＧＧＡＴＣＣＧＡＴＴＴＧＣＴＴＴ－３′，下游引物为５′－Ｇ
ＡＣＧＣＣＣＴＣＣＴＣＧＣＣＴＴＣＣＴ－３′；ｒｏｌＣ基因的上游引
物为５′－ＣＴＣＣＴＧＡＣＡＴＣＡＡＡＣＴＣＧＴＣ－３′，下游引
物为５′－ＴＧＣＴＴＣＧＡＧＴＴＡＴＧＧＧＴＡＣＡ－３′。ＰＣＲ反
应条件为９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５５℃
退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃终延伸
１０ｍｉｎ。扩增产物经１．０％琼脂糖凝胶电泳分析。
１．２．４　铁海棠毛状根液体培养　在无菌条件下，取
长势良好的铁海棠毛状根０．５０ｇ，分别转移至不含
激素的 ＭＳ、１／２ＭＳ和 Ｗｈｉｔｅ３种液体培养基中，每
组３瓶，蔗糖浓度为 ３０ｇ／Ｌ，ｐＨ值为 ５．８，２５℃、
１２０ｒ／ｍｉｎ进行振荡暗培养，考察不同液体培养基对
铁海棠毛状根生长的影响。培养１０ｄ后观察铁海
棠毛状根的生长情况及增殖倍数，筛选出最适液体

培养基。

１．２．５　铁海棠毛状根中巨大戟醇含量测定　为了
比较铁海棠毛状根及铁海棠原种植株中巨大戟醇

及其衍生物的含量，将铁海棠毛状根及铁海棠原种

植株的根、茎、叶、花苞及花放入液氮速冻，然后置

于冷冻干燥机中进行冻干，冻干完成后用打粉机打

成均匀粉末，室温避光储存于干燥皿中。分别称取

以上冻干粉末各５０ｍｇ，按照 Ｃｈｅｎ等的方法［５］进行

甲醇提取及碱水解处理，将铁海棠毛状根以及铁海

棠原种的根、茎制成浓度为２ｍｇ／ｍＬ的样品，叶、花
苞及花制成浓度为５０ｍｇ／ｍＬ的样品，按照“１．２．７”
节中的色谱和质谱条件进行含量测定。

１．２．６　标准品溶液的制备　精密称取巨大戟醇对
照品８．０ｍｇ，置于２５ｍＬ容量瓶中，加色谱甲醇超声
振荡溶解，定容至２５ｍＬ，配制成浓度为０．３２ｍｇ／ｍＬ
的对照品母液。取巨大戟醇对照品母液，采用梯度

稀释法，由高到低用色谱甲醇分别稀释成５个浓度
梯度：２．０００、１．０００、０．５００、０．２５０、０．１２５μｇ／ｍＬ。按

照“１２．７”节中的色谱和质谱条件进行测定。
１．２．７　色谱和质谱条件　检测仪器：安捷伦ＨＰＬＣ－
Ｑ－ＴＯＦ－ＭＳ／ＭＳ（１２６０ＨＰＬＣ ＋６５３０Ｑ－ＴＯＦ）；
色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８ｃｏｌｕｍｎ（２．７μｍ，４．６ｍｍ×
１００ｍｍ）；流动相：水（０．１％甲酸，Ａ相），甲醇
（０１％甲酸，Ｂ相），检测程序：０～５ｍｉｎ，４０％ ～
７５％ Ｂ；５～１５ｍｉｎ，７５％ Ｂ；１５～３０ｍｉｎ，７５％ ～
１００％ Ｂ；３０～４０ｍｉｎ，１００％ Ｂ；４０～５０ｍｉｎ，４０％ Ｂ；
流速：０５ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：５μＬ；检测波长：２８０ｎｍ。

质谱离子源：电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离子模
式；气体流速：１０．０Ｌ／ｍｉｎ；离子源温度：３５０℃；毛
细管电压：３５００Ｖ；毛细管出口电压：１３０Ｖ；锥孔电
压：６５Ｖ；八极杆电压：７５０Ｖ；雾化器压力：５０ｐｓｉｇ；
采集范围：质荷比１００～１３００；碰撞能量：３０ｅＶ。
１．３　数据处理与分析

探究不同因素对毛状根诱导率的影响时，每组

试验均重复３次，每次统计２０个外植体的数据，３
次重复共计６０个外植体。采用 Ｅｘｃｅｌ２０１６和 ＳＰＳＳ
２６．０对数据进行统计整理和方差分析，采用 Ｏｒｉｇｉｎ
２０２２进行绘图。

２　结果与分析

２．１　标准曲线的绘制
按照“１．２．７”节中的色谱和质谱条件测定各个

浓度梯度的峰面积，以巨大戟醇浓度（μｇ／ｍＬ）为横
坐标（ｘ），提取巨大戟醇特征离子（质荷比３１３．００），
以峰面积积分值为纵坐标（ｙ），绘制标准曲线。如
图２所示，巨大戟醇标准曲线的线性回归方程为
ｙ＝７９５５９９ｘ＋７７９２９，ｒ２＝０．９９９３。线性范围为
０１２５～２．０００μｇ／ｍＬ。

２．２　不同品种的铁海棠植株中巨大戟醇含量
将不同品种的铁海棠上部茎叶充分碱水解后，

进行液质检测。根据巨大戟醇的标准曲线，分别计
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算出不同品种铁海棠上部茎叶中总巨大戟醇的含

量，结果如图３所示。不同品种的铁海棠上部茎叶
中巨大戟醇含量存在显著差异（Ｐ＜０．０５），其中，以
铁海棠原种上部茎叶中巨大戟醇的含量最高，为

１５７．０９ｍｇ／ｋｇ。因此，后续毛状根诱导试验用铁海
棠原种的花梗及叶片进行。

２．３　毛状根的诱导
２．３．１　不同发根农杆菌类型对毛状根诱导率的影
响　本试验选用 ３种发根农杆菌 ＡｒＡ４、ＡＴＣＣ
１５８３４、ＭＳＵ４４０分别侵染铁海棠原种花梗。如表１
所示，３种发根农杆菌菌株都可以有效诱导铁海棠
原种花梗产生毛状根，但不同类型发根农杆菌菌株

的毛状根诱导率显著不同，这可能是由于植物细胞

对不同菌株的敏感性不同。３种菌株的诱导率由大
到小依次为 ＡｒＡ４＞ＭＳＵ４４０＞ＡＴＣＣ１５８３４，其中
ＡｒＡ４对花梗毛状根的诱导率可达６６．６７％，为诱导
铁海棠原种花梗形成毛状根的最佳发根农杆菌菌

株。因此，后续试验用发根农杆菌ＡｒＡ４进行。

表１　不同发根农杆菌菌株的铁海棠毛状根诱导率

发根农杆菌

菌株

侵染外植体

总数（个）

发根外植体数

（个）

毛状根诱导率

（％）

ＭＳＵ４４０ ６０ ２５ ４１．６７±２．８９ｂ
ＡＴＣＣ
１５８３４ ６０ １６ ２６．６７±５．７７ｃ

ＡｒＡ４ ６０ ４０ ６６．６７±２．８９ａ

　　注：同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。

表３至表６同。

２．３．２　外植体类型对毛状根诱导率的影响　以发
根农杆菌 ＡｒＡ４分别侵染铁海棠原种的花梗和叶
盘。由表２可知，ＡｒＡ４对花梗和叶盘的诱导能力
不同，这说明外植体不同，对毛状根诱导的影响较

大。其中，花梗 的 诱 导 率 较 高，诱 导 率 可 达

６６６７％。因此，用花梗作为铁海棠毛状根的诱导材

表２　外植体类型对诱导率的影响

外植体类型
侵染外植体

总数（个）

发根外植体数

（个）

毛状根诱导率

（％）

花梗 ６０ ４０ ６６．６７±２．８９

叶盘 ６０ ２５ ４１．６７±２．８９

料更合适。

２．３．３　发根农杆菌 ＡｒＡ４菌液浓度对毛状根诱导
率的影响　发根农杆菌菌液的浓度对毛状根的诱
导率也有一定的影响。由表３可知，当菌液浓度为
Ｄ６００ｎｍ＝０．６时，诱导率最高，可达６６．６７％。当菌液
浓度过低时，农杆菌数量少，诱导率低，当农杆菌浓

度升高后，诱导率随之提高，但当菌液浓度过高时，

外植体易褐化且除菌困难，诱导率降低。因此，在

本试验中，菌液浓度为 Ｄ６００ｎｍ＝０．６左右时，是适合
诱导铁海棠花梗产生毛状根的菌液浓度。

表３　菌液浓度对诱导率的影响

菌液浓度
侵染外植体

总数（个）

发根外植体数

（个）

毛状根诱导率

（％）

Ｄ６００ｎｍ＝０．４ ６０ １３ ２１．６７±２．８９ｃ

Ｄ６００ｎｍ＝０．６ ６０ ４０ ６６．６７±２．８９ａ

Ｄ６００ｎｍ＝０．８ ６０ ２４ ４０．００±５．００ｂ

２．３．４　侵染时间对毛状根诱导率的影响　试验设
置４组不同的侵染时间，分别为４、６、８、１０ｍｉｎ，２０ｄ
后分别统计各组的毛状根发根数量。由表４可知，
侵染６ｍｉｎ时诱导率最高，为６８．３３％。侵染时间过
长和过短都不利于毛状根的诱导，侵染时间短，质

粒的转化效率低，毛状根诱导率低；随着侵染时间

进一步延长，对外植体伤害较大，诱导后出现花梗

两端边缘变黑且菌体过度繁殖等情况，毛状根的诱

导率下降。结果表明，侵染６ｍｉｎ时诱导率最高，是
诱导铁海棠毛状根适合的侵染时间。

表４　侵染时间对诱导率的影响

侵染时间

（ｍｉｎ）
侵染外植体

总数（个）

发根外植体数

（个）

毛状根诱导率

（％）

４ ６０ ２７ ４５．００±５．００ｂ

６ ６０ ４１ ６８．３３±２．８９ａ

８ ６０ １７ ２８．３３±７．６４ｃ

１０ ６０ ５ ８．３３±２．８９ｄ

２．３．５　共培养时间对毛状根诱导率的影响　共培
养时间是发根农杆菌将Ｔ－ＤＮＡ转移并整合到植物
细胞基因组的时间，共培养时间对毛状根的诱导率

—７３１—江苏农业科学　２０２４年第５２卷第１期



有重要影响。本试验设置共培养时间分别为２、３、
４ｄ，并统计其诱导率。从表５可以看出，３个共培
养时间均能诱导铁海棠原种花梗产生毛状根，随着

共培养时间的延长，铁海棠毛状根的诱导率先上升

后下降，其中共培养３ｄ时毛状根的诱导率最高，可
达６６．６７％，共培养４ｄ时诱导率降到３６．６７％，与
３ｄ相比，降低了４５．００％。因此，选用３ｄ作为诱
导铁海棠毛状根的共培养时间最合适。

表５　共培养时间对诱导率的影响

共培养时间

（ｄ）
侵染外植体

总数（个）

发根外植体数

（个）

毛状根诱导率

（％）

２ ６０ ３１ ５１．６７±２．８９ｂ

３ ６０ ４０ ６６．６７±２．８９ａ

４ ６０ ２２ ３６．６７±７．６４ｃ

２．４　铁海棠毛状根液体培养基的筛选
共培养结束后将外植体转到添加４００ｍｇ／ＬＣｅｆ

的１／２ＭＳ除菌培养基培养，约１０ｄ后可观察到花梗
两端长出白色毛状根（图４－Ａ），截取生长良好的
毛状根在除菌培养基上单独培养（图４－Ｂ），待其
生长２周后转入液体培养基进行悬浮培养（图４－
Ｃ）。毛状根液体培养基筛选试验结果（图４－Ｄ至

图４－Ｆ，表６）显示：１／２ＭＳ和 ＭＳ液体培养基中的
毛状根生长状态良好，呈黄白色，具有很多细小分

枝，增殖倍数分别为４．６６和４．５０；Ｗｈｉｔｅ液体培养
基中铁海棠毛状根呈黄色，生长状态不佳且缓慢，

增殖倍数只有２．１８。说明培养基不同，对铁海棠毛
状根的生长有较大的影响。结果表明，与 Ｗｈｉｔｅ培
养基相比，１／２ＭＳ和 ＭＳ液体培养基更适于铁海棠
毛状根的生长。比较这３种培养基的配方发现，其
无机盐的种类和浓度不同，说明１／２ＭＳ和 ＭＳ培养
基中所含的无机盐可能更适于铁海棠毛状根的生

长。铁海棠毛状根在１／２ＭＳ液体培养基中增殖倍
数高于 ＭＳ液体培养基，推测可能是无机盐浓度稍
低更适于铁海棠毛状根的生长。因此，筛选出

１／２ＭＳ液体培养基为适宜铁海棠毛状根悬浮培养
的最适培养基。

表６　培养基种类对铁海棠毛状根的影响

培养

基

接种量

（ｇ）
鲜质量

（ｇ） 增殖倍数 生长情况

１／２ＭＳ ０．５０ ２．３３±０．０２ａ ４．６６±０．０３ａ 黄白色，生长旺盛

ＭＳ ０．５０ ２．２５±０．０３ｂ ４．５０±０．０７ｂ 黄白色，生长旺盛

Ｗｈｉｔｅ ０．５０ １．０９±０．０３ｃ ２．１８±０．０７ｃ 黄色，生长缓慢

２．５　铁海棠毛状根ＰＣＲ鉴定
以铁海棠原种植株根作为阴性对照，以发根农

杆菌ＡｒＡ４质粒作为阳性对照，ＰＣＲ扩增发根农杆
菌ｒｏｌＢ和ｒｏｌＣ基因。如图５所示，２个铁海棠毛状
根株系ＤＮＡ均扩增出了 ｒｏｌＢ和 ｒｏｌＣ基因片段，和
发根农杆菌 ＡｒＡ４质粒 ＤＮＡ扩增出的 ｒｏｌＢ和 ｒｏｌＣ
基因片段大小一致（ｒｏｌＢ：６２２ｂｐ；ｒｏｌＣ：５８６ｂｐ），正

常植株根ＤＮＡ未扩增出 ｒｏｌＢ和 ｒｏｌＣ的基因片段。
表明发根农杆菌 ＡｒＡ４中 Ｒｉ质粒的 Ｔ－ＤＮＡ已被
成功整合到铁海棠毛状根基因中。

２．６　铁海棠植株及毛状根中巨大戟醇含量测定
将铁海棠原种的根、茎、叶、花苞、花以及发根

农杆菌ＡｒＡ４诱导的毛状根进行充分碱水解，巨大
戟醇酯全部水解为巨大戟醇后，进行液质检测。根
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据巨大戟醇的标准曲线，分别计算出铁海棠毛状根

和铁海棠原种根、茎、叶、花苞及花中总巨大戟醇的

含量，结果如图６所示。铁海棠毛状根的巨大戟醇
含量显著高于铁海棠原种植株各组织部位中的巨

大戟醇含量，达到５９３．１４ｍｇ／ｋｇ，分别是根、茎、叶、
花苞及花中的１．７２、３．７３、４２．６１、３９４９倍。鲜质量
为０．５０ｇ的铁海棠毛状根在 １／２ＭＳ液体培养基中
悬浮培养１０ｄ后，生长状态良好，由原来的 ０．５０ｇ
增殖到２．３３ｇ，铁海棠毛状根含水量约为９０％。因
此，通过计算可以得出，０．５０ｇ铁海棠毛状根经悬浮
培养１０ｄ后，即可获得 １３２．２７μｇ巨大戟醇。由此
可见，通过建立优化铁海棠毛状根诱导培养体系，

获得的毛状根能够生产出高于铁海棠正常植株中

的巨大戟醇积累量，且与植株相比，毛状根具有生

长迅速、生长周期短等优点。因此，该体系的建立

为高效获得巨大戟醇提供了新的途径。

３　讨论

毛状根是生产次生代谢产物较理想的原材料，

具有生长迅速、无需外源激素等特点，且能合成与

原植物相同甚至更高含量的次生代谢产物［１９］。本

研究成功获得了高产巨大戟醇的铁海棠毛状根诱

导及培养体系，为利用铁海棠毛状根工业化生产巨

大戟醇等次生代谢产物奠定了基础。毛状根的诱

导及培养受到许多因素的影响，如外植体类型、发

根农杆菌类型、菌液浓度、侵染时间、共培养时间、

培养基种类等。

３．１　外植体的选择
铁海棠品种较多，本研究测定了铁海棠６个不

同品种茎叶部分的巨大戟醇含量，结果表明，不同

品种的铁海棠之间巨大戟醇含量存在显著性差异。

为获得高产巨大戟醇的铁海棠毛状根培养体系，本

研究以巨大戟醇含量最高的铁海棠原种为植物材

料，进行毛状根诱导试验。

利用发根农杆菌进行遗传转化时，根、茎、叶、

果实等均可作为外植体，对于同一植物，外植体不

同，其诱导率也有一定差异。如何凤发等以绞股蓝

组培苗的叶片、叶柄、茎段作为转化材料时发现叶

片的诱导率最高［２０］。贾春秋等以苦参根、茎和幼芽

切段为外植体，发现幼芽的诱导率较高［２１］。本研究

发现，以铁海棠原种的花梗和叶盘作为外植体均能

诱导出毛状根，但以花梗为外植体诱导产生毛状根

的诱导率可达６６．６７％。
３．２　发根农杆菌类型、菌液浓度、侵染时间、共培养
时间对诱导率的影响

对于同一植物细胞，不同发根农杆菌菌株具有

不同的毛状根诱导能力。薛雯心等使用发根农杆

菌ＡｒＡ４、Ｃ５８Ｃ１和Ａ１４７６对党参进行毛状根诱导，
结果表明 ＡｒＡ４诱导效果最好［２２］。向倩倩等利用

发根农杆菌 Ｃ５８Ｃ１和 ＡＴＣＣ１５８３４诱导三叶青叶
片，发现 ＡＴＣＣ１５８３４在试验条件下不能诱导三叶
青产生毛状根，而 Ｃ５８Ｃ１则可以［２３］。本研究选用

的３种发根农杆菌（ＡｒＡ４、ＡＴＣＣ１５８３４、ＭＳＵ４４０）
均为农杆碱型菌株，致根能力强，结果表明这３种菌
株均能诱导铁海棠原种产生毛状根，但诱导能力不

同，其中ＡｒＡ４的诱导率最高。
研究表明，菌液浓度、侵染时间、共培养时间等

都会对毛状根诱导率有一定的影响。王丽等诱导

龙葵毛状根时发现菌液浓度为 Ｄ６００ｎｍ＝０．６时诱导
率最高［２４］。刘连旺等对地黄的研究结果表明侵染

时间为１０ｍｉｎ时，诱导效果最佳［２５］。林志豪等研

究发现，黄瓜中国龙毛状根诱导适宜的共培养时间

为２ｄ，此时诱导率较高且受到农杆菌的污染较
少［２６］。本试验发现发根农杆菌 ＡｒＡ４在菌液浓度
为Ｄ６００ｎｍ＝０．６，侵染时间为 ６ｍｉｎ，共培养时间为
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３ｄ时，对铁海棠原种花梗的诱导率最高。菌液浓
度低，侵染时间和共培养时间短时，毛状根诱导率

低；但当菌液浓度过高，侵染时间和共培养时间过

长时，则会导致菌体大量繁殖，外植体褐化死亡。

因此，合适的菌液浓度、侵染时间以及共培养时间

能够提高毛状根的诱导率。

３．３　培养基种类对毛状根生长的影响
当培养基成分不同时，毛状根的生长表现出一

定的差异性［２７］。李云芳研究发现，在 ＭＳ、１／２ＭＳ、
Ｂ５、Ｎ６液体培养基中，１／２ＭＳ液体培养基最利于三
七毛状根的生长［２８］。高帅等分别用 ＭＳ、１／２ＭＳ、
Ｂ５、６－７－Ｖ和 Ｗｈｉｔｅ等５种培养基培养金铁锁毛
状根，发现其在 Ｂ５培养基中生长最快，而对于毛状
根总皂苷的积累而言，则是在１／２ＭＳ培养基中的积
累量最高，在 Ｂ５培养基中总皂苷的积累最少［２９］。

在本研究中，与 ＭＳ、Ｗｈｉｔｅ培养基相比，１／２ＭＳ液体
培养基更有利于铁海棠毛状根的生长。

３．４　铁海棠毛状根体系的价值
许多研究表明，利用发根农杆菌诱导得到的毛

状根可以用于生产原植物所含的次生代谢产物，其

含量甚至高于原植株。如张弘弛等对恒山黄芪毛

状根的总黄酮和总皂苷含量进行测定表明，其含量

分别是自然根中的１．７２倍和２．３１倍［３０］。吴顺等

对钩藤带钩枝条、幼根和毛状根的钩藤碱进行含量

测定，发现其毛状根中钩藤碱含量最高可达带钩枝

条的２．０６倍［１８］。本研究通过测定比较铁海棠毛状

根及铁海棠原种植株根、茎、叶、花苞及花中巨大戟

醇的总含量发现，铁海棠毛状根的巨大戟醇含量高

于铁海棠原种植株各组织部位中的巨大戟醇含量，

分别是根、茎、叶、花苞及花中的１．７２、３．７３、４２６１、
３９．４９倍，达到５９３．１４ｍｇ／ｋｇ。０．５０ｇ铁海棠毛状
根经悬浮培养１０ｄ即可获得１３２．２７μｇ巨大戟醇，
利用铁海棠毛状根体系生产巨大戟醇，具有生长速

度快、巨大戟醇含量高、不受环境因素影响等优点，

这为利用铁海棠毛状根工业化生产巨大戟醇等次

生代谢物奠定了重要基础。

４　结论

本研究首次对大戟科植物铁海棠进行毛状根

诱导，对外植体、发根农杆菌菌株、菌液浓度等条件

进行筛选，成功构建了铁海棠毛状根的高效诱导及

悬浮培养体系。该体系具有生产巨大戟醇等大戟

二萜类次生代谢物的应用潜力，为高效获得巨大戟

醇提供了新的途径。后期还可对铁海棠毛状根进

行目的产物的诱导子筛选、毛状根植株再生体系及

转基因植物培育等研究，充分利用毛状根技术的优

势，为进一步开展该类活性物质生物合成研究和铁

海棠药用资源的开发利用奠定基础。
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　　摘要：为探究新疆大田哈密瓜科学水肥管理方式，以金华蜜２５号为试验材料，设置２个灌水时长（低水、高水，分
别记作Ｗ１、Ｗ２）、３个追肥水平（低肥、中肥、高肥，分别记作Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３），研究不同水肥条件对哈密瓜生长表型（茎粗、

株长、叶绿素含量）与果实品质（瓜质量、长径、短径、可溶性固形物含量、果肉硬度）的影响，分析生长表型与果实品质

之间的相关性，并运用多指标综合评价模型确定最优水肥方案。研究表明，相较于增加施肥量，增加灌水量更能促进

哈密瓜生长表型与果实品质的增长。各生长表型与果实品质的相关性存在差异，茎粗与株长分别对果实外观品质与

风味品质的影响较大。利用熵权系数法对各品质指标赋权，其中果肉硬度（３．２３％）权重最小，可溶性固形物
（４５５９％）权重较大，提供的信息最丰富。基于熵权 －ＴＯＰＳＩＳ模型对哈密瓜田间水肥耦合评价可知，高水中肥

（Ｗ２Ｎ２）得分最高（０．２７１０８２），即灌水时长为１２８ｈ、总追肥量为２８０ｋｇ／ｈｍ
２的水肥耦合方案最佳，该研究可为大田哈

密瓜的田间水肥管理提供参考。
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　　新疆哈密瓜别称厚皮甜瓜，是新疆瓜果产业重
要的经济支撑之一［１］。目前，新疆大多地区还以单

一的果实外观品质作为哈密瓜质量的评价标准，许

多瓜农为了经济利益，片面追求大而好看的瓜形，

在栽培过程不断增大施肥量，再加上田间灌水不

当，使得果实长势不齐，品质下降，极大地影响了哈

密瓜的种植效益［２－３］。因此，科学的多指标评价方

法，对哈密瓜产业的可持续发展尤为重要。

优劣解距离法（ＴＯＰＳＩＳ）模型是多指标决策分
析中的常用方法，可以根据评价对象与最优解和最

差解的距离进行排序［４］。熵是热力学中系统内在

混乱度的一个度量，指标混乱度越大，提供的信息
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