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蔗糖对发根农杆菌 Ｃ５８Ｃ１ 诱导烟草毛状根生长的影响
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( 贵州大学 生命科学学院 / 农业生物工程研究院ꎬ 山地植物资源保护与保护种质创新教育部

重点实验室ꎬ 山地生态与农业生物工程协同创新中心ꎬ 贵阳 ５５００２５ )

摘　 要: 毛状根良好的生长状况是建立毛状根￣ＡＭ 真菌双重培养体系的关键ꎬ为优化毛状根培养基成分ꎬ
确定适宜毛状根生长的蔗糖浓度ꎬ改善烟草毛状根的生长状况ꎬ该研究以发根农杆菌菌株 Ｃ５８Ｃ１ 诱导 ２ 个

烟草品种 ＮＣ８２ 和 Ｖａ１１６ 叶片产生毛状根ꎬ经 ＰＣＲ 检测证实后ꎬ用含有不同蔗糖浓度的 １ / ２ＭＳ 培养基分别

进行固体和液体优化培养ꎬ通过测定毛状根的分枝数、鲜重(ＦＷ)与干重(ＤＷ)ꎬ研究蔗糖对 ２ 个品种烟草

毛状根生长的影响ꎮ 结果表明:( １) Ｃ５８Ｃ１ 均能诱导两种烟草叶片产生毛状根ꎬ但诱导率不同ꎬＮＣ８２
(８７.３％)的诱导率更高ꎬ是 Ｖａ１１６(３８.６％)的 ２.２６ 倍ꎮ (２)培养基蔗糖浓度显著影响毛状根生长ꎬ因烟草品

种和起始分枝数而异ꎮ (３)固体培养基优化培养 ＮＣ８２ 和 Ｖａ１１６ 的毛状根ꎬ分枝数增长的抑制蔗糖浓度分

别为 ２５ ｇ􀅰Ｌ￣１和 １５ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ液体培养基优化培养分别在 ２５ ｇ􀅰Ｌ￣１和 １５ ｇ􀅰Ｌ￣１时 Ｆ(Ｄ)Ｗ 达到最大ꎬ分别为

０.５４１ ｇ(０.０５５ ｇ)、０.４７４ ｇ(０.０５０ ｇ)ꎮ (４)综合分枝数、Ｆ(Ｄ)Ｗ、毛状根生长势考虑ꎬＣ５８Ｃ１ 诱导 ＮＣ８２ 毛状

根最适培养基蔗糖浓度为 ２５ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎬＶａ１１６ 毛状根为 １５ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ 该文优化了烟草毛状根培养基组成的适宜

蔗糖浓度及培养方法ꎬ为后续毛状根大量扩繁奠定基础ꎬ建立了毛状根￣ＡＭ 真菌双重培养体系ꎬ解决了关键

的寄主生长不良的问题ꎮ
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　 　 丛枝菌根( ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌꎬＡＭ)真菌能

与地球上 ８０％以上的陆生维管植物形成互惠共生

体(夏庭君等ꎬ２０１８)ꎬ可促进植物吸收土壤矿质营

养(江龙等ꎬ２０１０)ꎬ提高植物抗逆性、抗病性(Ａｕｇé
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５ꎻ王丹丹等ꎬ２０１９)ꎬ改善土壤结构(Ｒｉｌｌｉｇ ＆
Ｍｕｍｍｅｙꎬ２０１０ꎻＬｅｉｆｈｅｉｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４ꎻ)ꎬ修复土壤重

金属污染等(Ｍｅｉｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５)ꎬ既可作天然菌肥ꎬ
又可作生防制剂ꎬ在农(林)业生产中ꎬ具有广阔的

应用前景ꎮ 但 ＡＭ 真菌是专性共生体ꎬ需与寄主植

物共生ꎬ才能生长和完成生活史ꎬ所以 ＡＭ 真菌目

前还不能纯培养ꎬ 这使得 ＡＭ 真菌菌剂规模化生

产受 到 极 大 限 制 ( Ｂｅｒｒｕｔｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ )ꎮ 以 Ｒｉ
Ｔ￣ＤＮＡ转型根(以下简称毛状根)为寄主ꎬ接种 ＡＭ
真菌孢子ꎬ建立毛状根￣ＡＭ 真菌双重培养体系ꎬ是
解决 ＡＭ 真菌纯培养和菌剂规模化生产的有效途

径(Ｊｏｌｉｃｏｅｕｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９９)ꎮ 冉海燕(２０１６)研究表

明ꎬ毛状根的生长状况对 ＡＭ 真菌的侵染、生长发

育和产孢均有显著影响ꎬ是建立毛状根￣ＡＭ 真菌

双重培养体系的关键条件ꎮ
利用发根农杆菌(Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｒｈｉｚｏｇｅｎｅｓ)侵染

植物叶片等外植体ꎬ其自身携带的 Ｒｉ 质粒上的 Ｔ￣
ＤＮＡ 片段在进入植物细胞后随机整合ꎬ利用植物体

内的酶系统进行转录和表达ꎬ可产生大量毛状根

(Ｋｒｅｇｔｅｎｍｖ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎮ 毛状根是利用转基因技

术实现的ꎬ经遗传转化筛选得到的单克隆体ꎬ具有

很强的稳定性ꎮ 本项目前期研究表明ꎬ发根农杆菌

菌株 Ｃ５８Ｃ１ 可诱导烟草叶片产生毛状根ꎬ但毛状根

的生长状况受到培养基组成、植物生长物质、培养

条件的影响(卢锡锋ꎬ２０２０)ꎮ 在毛状根培养中ꎬ培
养基常用的碳源有蔗糖、果糖和葡萄糖ꎬ毛状根快

速生长需要较多的碳原子数和较高的能量(李凤华

等ꎬ２００４)ꎬ葡萄糖和果糖的碳原子数和能量都不如

蔗糖ꎬ蔗糖更易于被植物细胞感知ꎬ分解转化获得

较高能量ꎬ有利于毛状根生长(Ｇｉｂｓｏｎꎬ２００５)ꎮ 建立

烟草毛状根￣ＡＭ 真菌双重培养体系的首要条件是

要有良好的毛状根培养体系ꎬ因为培养基中蔗糖浓

度会直接影响烟草毛状根生长ꎮ
本研究以发根农杆菌菌株 Ｃ５８Ｃ１ 诱导 ２ 个烟

草品种 ＮＣ８２ 和 Ｖａ１１６ 叶片产生毛状根ꎬ经 ＰＣＲ 检

测证实后ꎬ将毛状根置于含有不同蔗糖浓度的 １ /
２ＭＳ 培养基中进行优化培养ꎬ通过测定毛状根的分

枝数、鲜重和干重ꎬ旨在研究蔗糖浓度对 ２ 个品种烟

草毛状根生长的影响ꎬ从而确定烟草毛状根优化培

养基组成的适宜蔗糖浓度及培养方法ꎬ以期为建立

烟草毛状根￣ＡＭ 真菌双重培养体系提供基础条件ꎬ
也为其他植物材料诱导毛状根提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 实验材料

发根农杆菌菌株:Ｃ５８Ｃ１ꎬ由贵州大学生命科

学学院生物化学实验室提供ꎮ 烟草品种:ＮＣ８２、
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Ｖａ１１６ꎬ由贵州大学生命科学学院植物生理实验室

提供ꎮ
１.２ 实验方法

１.２.１ 毛状根诱导 　 烟草无菌苗的获得:参考卢锡

锋(２０２０)的方法ꎬ用 ７５％酒精和 １０％次氯酸钠消

毒获得烟草无菌苗ꎮ
发根农杆菌 Ｃ５８Ｃ１ 菌种侵染液制备:参考卢

锡锋(２０２０)方法进行菌液活化ꎬ用 ＭＳ 液体培养

基(含 １００ ｕｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ 乙酰丁香酮) 悬浮ꎬ即侵染

菌液ꎮ
诱导毛状根:参考卢锡锋(２０２０)的方法ꎬ将经

预培养 ２ ~ ３ ｄ 的烟草叶片(２ ｃｍ × ２ ｃｍ)放入悬浮

菌液ꎬ侵染约 ８ ~ １０ ｍｉｎꎬ置于 ＭＳ 培养基上(培养

基中蔗糖浓度为 ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１)ꎬ黑暗条件下共培养

２~ ３ ｄ 后ꎬ转入抑菌培养基(含 ５００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１头孢霉

素、１００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１特美汀)ꎬ诱导出毛状根ꎮ 挑选生

长快、长势旺盛且分枝多的毛状根ꎬ用 １ / ２ＭＳ 培养

基进行扩繁ꎬ２５ ℃暗培养ꎬ供毛状根优化培养阶段

选用ꎮ
１.２.２ 毛状根的优化培养及生长测定 　 ＰＣＲ 检测:
参考胡霄等(２０１５)的方法ꎬ使用 ＰＣＲ 对 ＮＣ８２ 和

Ｖａ１１６ 两种烟草叶片诱导产生的根进行检测ꎮ
固体优化培养:用 １ / ２ＭＳ 固体培养基培养诱

导得到的毛状根ꎬ其中设置不同烟草品种(ＮＣ８２
和 Ｖａ１１６)、起始分枝数(起始 ０ 分枝和 １ ~ ２ 分

枝)、蔗糖浓度(０、５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０ ｇ􀅰
Ｌ￣１)３ 个因素ꎬ共 ３６ 个处理ꎬ每个处理 ３ 组ꎬ每组 ３
皿(培养皿直径 ９０ ｍｍ)ꎮ 调节培养基 ｐＨ 至 ５.８ ~
６.０ꎬ培养时毛状根于 ２５ ℃暗培养ꎬ每 ２ 天统计不

同起始分枝量毛状根在不同处理的分枝数ꎬ累计

２０ ｄꎮ
液体优化培养:在固体优化培养的基础上ꎬ配

制 １ / ２ＭＳ 液体培养基ꎬ其中蔗糖浓度分别为 １５、
２０、２５、３０ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎬ４ 个处理ꎬ每个处理 ３ 个重复ꎬ调
节 ｐＨ 至 ５.８ ~ ６.０ꎬ每 １５０ ｍＬ 锥形瓶装入 ８０ ｍＬ 培

养基ꎬ灭菌冷却备用ꎮ 在超净台中取活力较好的

毛状根置于含有不同蔗糖浓度的培养基中ꎬ２５ ℃
避光悬浮培养ꎬ转速为 １１０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１ꎮ 悬浮培养 ３０
ｄ 后ꎬ迅速用滤纸擦干ꎬ测得鲜重 ( ｆｒｅｓｈ ｗｅｉｇｈｔꎬ
ＦＷ)ꎬ然后在 １０２ ~ １０５ ℃烘箱中杀青 １０ ｍｉｎꎬ把烘

箱温度降低至 ７０ ~ ８０ ℃烘至恒重ꎬ冷却至室温测

其质量为干重(ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔꎬＤＷ)ꎮ
毛状根诱导率(％) ＝ (产生毛状根的外植体

数量 /外植体总数量) ×１００ꎮ
实验数据采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 软件和

ＳＰＳＳ ２２.０ 软件进行分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 毛状根诱导状况及 ＰＣＲ 鉴定结果

发根农杆菌 Ｃ５８Ｃ１ 可诱导 ＮＣ８２ 和 Ｖａ１１６ 两

种烟 草 叶 片 产 生 毛 状 根ꎮ 用 菌 液 将 ＮＣ８２ 和

Ｖａ１１６ 两种烟草叶片进行侵染ꎬ一周左右叶片伤口

处出现毛状根ꎬ１２ ｄ 后 Ｃ５８Ｃ１ 对 ＮＣ８２ 和 Ｖａ１１６
的毛状根诱导率分别为 ５４.４％和 ２０. ５％ꎬ一周后

(１９ ｄ)增加到 ８７.３％和 ３８.６％ꎮ 诱导出的毛状根

分枝多ꎬ生长速度快ꎬ可在无激素培养基上正常生

长(图 １)ꎮ
经 ＰＣＲ 检测ꎬＮＣ８２ 和 Ｖａ１１６ 两种烟草叶片诱

导产生的根均为毛状根ꎮ 两种烟草毛状根的 ＤＮＡ
经 ＰＣＲ 扩增后ꎬ均检测出特异性扩增产物ꎬ通过与

发根农杆菌 Ｃ５８Ｃ１ 阳性对照和 ＤＮＡ 分子量标记

(Ｍ)比较ꎬ可确定待测毛状根中均含有 ｒｏｌＢ 基因

的片段(约 ７４１ ｂｐ) (图 ２)ꎬ结果表明发根农杆菌

中 Ｒｉ 质粒的 ｒｏｌＢ 基因已整合入 ＮＣ８２ 与 Ｖａ１１６ 细

胞基因组中ꎬ ｒｏｌＢ 基因表达使两种烟草叶片长出

毛状根ꎮ
２.２ 蔗糖浓度对毛状根生长的影响

２.２.１ 固体培养基不同蔗糖浓度对毛状根分枝增

长的影响　 结果表明ꎬＮＣ８２ 和 Ｖａ１１６ 诱导的毛状

根分枝数量随培养时间而增加ꎬ增加量因蔗糖浓

度而异(图 ３ꎬ图 ４)ꎮ 蔗糖浓度为 ０ 和 ５ ｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ
ＮＣ８２ 和 Ｖａ１１６ 起始 ０ 分枝和 １ ~ ２ 分枝的毛状根

分枝增加量均为最低ꎬ在培养 ４ ｄ 后ꎬ分枝数增加

到 ８ 条趋于停止ꎻ蔗糖浓度为 １０ ｇ􀅰 Ｌ￣１ 时ꎬ除

ＮＣ８２ 起始 １ ~ ２ 分枝的毛状根在培养 １４ ｄ 后ꎬ分
枝数增加到 １８ 条趋于停止ꎬ其余处理随培养时间

而增加ꎮ 蔗糖浓度为 １５、２０、２５、３０、３５、４０ ｇ􀅰Ｌ￣１

时ꎬ各处理的毛状根分枝数均随培养时间而增加ꎬ
培养 ２０ ｄ 时ꎬ毛状根分枝数均为最大ꎬ其中 ＮＣ８２
起始 ０ 分枝ꎬ毛状根分枝数分别达到 １８、２７、２６、
２３、１３、１５ꎬ起始 １ ~ ２ 分枝ꎬ达到 ３２、２９、７１、５４、２４、
３１ꎮ Ｖａ１１６ 起始 ０ 分枝ꎬ毛状根分枝数达到 ２９、
１２、２５、８、８、１６ꎬ起始 １ ~ ２ 分枝ꎬ达到 ７５、３０、４０、
２５、２４、２５ꎮ

蔗糖浓度显著影响 ＮＣ８２ 和 Ｖａ１１６ 诱导的毛

４０８ 广　 西　 植　 物 ４２ 卷



Ａꎬ Ｃ. Ｃ５８Ｃ１ 侵染 ＮＣ８２ 诱导出的毛状根ꎻ Ｂꎬ Ｄ. Ｃ５８Ｃ１ 侵染 Ｖａ１１６ 诱导出的毛状根ꎮ
Ａꎬ Ｃ. Ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｃ５８Ｃ１ ｉｎｆｅｃｔｉｎｇ ＮＣ８２ꎻ Ｂꎬ Ｄ. Ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｃ５８Ｃ１ ｉｎｆｅｃｔｉｎｇ Ｖａ１１６.

图 １　 毛状根诱导情况
Ｆｉｇ. １　 Ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

Ｍ. 核酸相对分子质量标准 ＤＬ２０００ ｂｐꎻ１ 为发根农杆菌
Ｃ５８Ｃ１ꎬ作为阳性对照ꎻ２ꎬ４ 分别为 ＮＣ８２、Ｖａ１１６ 未转化根ꎬ
作为阴性对照ꎻ３ꎬ５ 分别为 Ｃ５８Ｃ１ 侵染 ＮＣ８２ 和 Ｖａ１１６ 诱
导出的毛状根ꎮ
Ｍ. Ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｓｔａｎｄａｒｄ ＤＬ２０００ ｂｐꎻ
１ ｉｓ Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｒｈｉｚｏｇｅｎｅｓ Ｃ５８Ｃ１ꎬ ａｓ ａ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ
２ꎬ４ ａｒｅ ＮＣ８２ꎬ Ｖａ１１６ ｕｎｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｒｏｏｔｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｓ ａ
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ３ꎬ ５ ａｒｅ Ｃ５８Ｃ１ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＮＣ８２ꎬ Ｖａ１１６
ｉｎｄｕｃｅｄ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ２　 毛状根 ｒｏｌＢ 基因 ＰＣＲ 检测
Ｆｉｇ. ２　 ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔ ｒｏｌＢ ｇｅｎｅ

状根分枝数量ꎬ因烟草品种和起始分枝数而异(图
５ꎬ图 ６)ꎮ 在蔗糖浓度为 ０ ~ ４０ ｇ􀅰Ｌ￣１范围内ꎬ各处

理毛状根分枝数量均呈现随蔗糖浓度先增加后减

少的变化规律ꎬ不同蔗糖处理存在其特有抑制浓

度ꎮ ＮＣ８２ 起始 ０ 分枝的毛状根分枝数量在蔗糖

浓度为 ０ ~ ２０ ｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ随浓度增加ꎬ毛状根分枝数

量增加ꎬ培养 ２０ ｄ 时ꎬ达到 ２７ 条分枝ꎬ２０ ｇ􀅰Ｌ￣１为

其抑制浓度ꎬ超过后ꎬ随浓度增加毛状根分枝数量

减少ꎻＮＣ８２ 起始 １ ~ ２ 分枝的抑制浓度为 ２５ ｇ􀅰
Ｌ￣１ꎮ Ｖａ１１６ 起始 ０ 分枝的抑制浓度为 １５ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎬ
１ ~ ２ 分枝为 １５ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ

所以ꎬ固体培养基优化培养中ꎬＮＣ８２ 诱导的

毛状根适宜的蔗糖浓度为 ２０ ~ ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎬＶａ１１６ 诱

导的毛状根为 １５ ~ ２５ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ
２.２.２ 液体培养基中不同蔗糖浓度对毛状根重量

的影响　 蔗糖浓度显著影响 ＮＣ８２ 和 Ｖａ１１６ 诱导

的毛状根生长量的积累和生长状况ꎬ因烟草品种

而异 (图 ７ꎬ表 １)ꎮ 在蔗糖浓度 １５ ~ ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１范围
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Ａ. 起始 ０ 分枝ꎻ Ｂ. 起始 １~ ２ 分枝ꎮ 下同ꎮ
Ａ. Ｓｔａｒｔ ｗｉｔｈ ０ ｂｒａｎｃｈｅｓꎻ Ｂ. Ｓｔａｒｔ ｗｉｔｈ １－２ ｂｒａｎｃｈｅｓ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ３　 Ｃ５８Ｃ１￣ＮＣ８２ 毛状根分枝增加趋势
Ｆｉｇ. ３　 Ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｒｅｎｄ ｏｆ Ｃ５８Ｃ１￣ＮＣ８２ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔ ｂｒａｎｃｈｅｓ

图 ４　 Ｃ５８Ｃ１￣Ｖａ１１６ 毛状根分枝增加趋势
Ｆｉｇ. ４　 Ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｔｒｅｎｄ ｏｆ Ｃ５８Ｃ１￣Ｖａ１１６ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔ ｂｒａｎｃｈｅｓ

表 １　 不同蔗糖浓度下两种毛状根 ＦＷ 与 ＤＷ (ｘ± ｓꎬ ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｗｏ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓ ＦＷ ａｎｄ ＤＷ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｃｒｏｓｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ( ｘ± ｓꎬ ｎ＝ ３)

蔗糖浓度
Ｓｕｃｒｏｓｅ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
( ｇ􀅰Ｌ ￣１)

ＮＣ８２

鲜重 ＦＷ (ｇ) 干重 ＤＷ (ｇ)

Ｖａ１１６

鲜重 ＦＷ (ｇ) 干重 ＤＷ (ｇ)

１５ ０.３７１±０.０２０ｂ ０.０３８±０.００５ＡＢ ０.４７４±０.０２６ａ ０.０５０±０.００４Ａ

２０ ０.３１７±０.０５９ｂｃ ０.０３４±０.００６Ｂ ０.３５７±０.０４６ｂ ０.０３７±０.００１Ｂ

２５ ０.５４１±０.１１８ａ ０.０５５±０.０１１Ａ ０.２０８±０.０４７ｃ ０.０２５±０.００７ＢＣ

３０ ０.１７２±０.０３０ｃ ０.０２４±０.００６Ｂ ０.１３９±０.０３８ｃ ０.０１６±０.００５Ｃ

　 注: 字母表示不同处理间的差异(Ｐ<０.０５)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (Ｐ<０.０５) .

内ꎬＮＣ８２ 诱导的毛状根 ＦＷ 和 ＤＷ 呈现先增加后

减少的规律ꎬ在蔗糖浓度为 ２５ ｇ􀅰Ｌ￣１时 ＦＷ 和 ＤＷ
最高ꎬ分别为 ０.５４１ ｇ 和 ０.０５５ ｇꎮ Ｖａ１１６ 诱导的毛

状根不同ꎬ在 １５ ｇ􀅰Ｌ￣１时 ＦＷ 和 ＤＷ 最高ꎬ分别为
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字母表示不同处理间的差异(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
Ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
(Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ５　 不同蔗糖浓度之间 Ｃ５８Ｃ１￣ＮＣ８２
毛状根分枝数(第 ２０ 天)

Ｆｉｇ. ５　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｏｆ Ｃ５８Ｃ１￣ＮＣ８２ ｈａｉｒｙ
ｒｏｏｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｃｒｏｓｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

( ｏｎ ｔｈｅ ２０ｔｈ ｄａｙ)

图 ６　 不同蔗糖浓度之间 Ｃ５８Ｃ１￣Ｖａ１１６
毛状根分枝数(第 ２０ 天)

Ｆｉｇ. ６　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｏｆ Ｃ５８Ｃ１￣Ｖａ１１６ ｈａｉｒｙ
ｒｏｏｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｃｒｏｓｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

( ｏｎ ｔｈｅ ２０ｔｈ ｄａｙ)

０.４７４ ｇ 和 ０. ０５０ ｇꎬ之后随蔗糖浓度增加逐渐减

少ꎮ 培养 ３０ ｄ 后ꎬ１５ ｇ􀅰Ｌ￣１处理 ＮＣ８２ 和 Ｖａ１１６ 诱

导的毛状根分枝较多ꎬ根体较细且褐化少ꎻ３０ ｇ􀅰
Ｌ￣１处理毛状根分枝变少ꎬ且褐化明显ꎬ褐化的毛状

根变粗、变硬ꎬ脆而易断(图 ７)ꎮ
综合固体优化培养毛状根分枝数的增加和液

体优化培养毛状根的 Ｆ(Ｄ)Ｗꎬ可得出结论:发根农

杆菌 Ｃ５８Ｃ１ 诱导烟草 ＮＣ８２ 和 Ｖａ１１６ 毛状根最适宜

的培养基蔗糖浓度分别为 ２５ ｇ􀅰Ｌ￣１和 １５ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ

３　 讨论与结论

ＡＭ 真菌专性共生的特性限制了其在农(林)
业生产中的应用ꎬ以毛状根为寄主ꎬ接种 ＡＭ 真菌

孢子ꎬ建立毛状根￣ＡＭ 真菌双重培养体系ꎬ是解决

ＡＭ 真菌纯培养和菌剂规模化生产的有效途径ꎮ
冉海 燕 ( ２０１６) 前 期 研 究 表 明ꎬ 盾 巨 孢 囊 霉 属

(Ｓｃｕｔｅｌｌｏｓｐｏｒａ)可与发根农杆菌 Ａ４ 诱导的烟草毛

状根建立了共生体系ꎬ并产生新孢子ꎻ幼套近明球

囊霉(Ｃｌａｒｏｉｄｅｏｇｌｏｍｕｓ ｅｔｕｎｉｃａｔｕｍ)可与发根农杆菌

Ｃ５８Ｃ１ 和 Ａ４ 诱导的烟草毛状根建立共生体系(卢
锡锋ꎬ２０２０)ꎬ实现了毛状根￣ＡＭ 真菌双重培养ꎮ
毛状根生长状况、培养基成分、外源物质、ｐＨ、温度

等都会影响双重培养体系中 ＡＭ 真菌孢子的生长

(冉海燕ꎬ２０１６ꎻ卢锡锋ꎬ２０２０)ꎮ
作为寄主的毛状根的生长状况ꎬ对 ＡＭ 真菌的

连续大规模生产具有重要意义ꎬ毛状根生长不良

会限制 ＡＭ 真菌生长发育ꎮ 影响毛状根生长的因

素(培养基、ｐＨ、光照、温度等)中ꎬ培养基中的蔗

糖为毛状根的生长提供适宜的能量和能源ꎬ是影

响毛状根生长的决定性因素(刘高等ꎬ２００７)ꎬ是双

重培 养 体 系 中 培 养 基 的 关 键 组 分 ( Ｂéｃａｒｄ ＆
Ｆｏｒｔｉｎꎬ１９８８)ꎬ蔗糖浓度对毛状根的生长和孢子的

发育均有显著影响(Ｍｏｈａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７)ꎮ
在离体组织培养过程中ꎬ碳源可作为底物为

植物生长提供能量(Ｓｔａｉｋｉｄｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００５)ꎬ并调节

培养基溶液渗透压(Ｎｅｔｏ ＆ Ｏｔｏｎｉꎬ２００３)ꎮ 蔗糖是

最常用的碳源ꎬ是培养基组成成分中的关键因子

(田翠婷等ꎬ２００７)ꎬ在植物体细胞组织培养中ꎬ蔗
糖一直作为标准碳源(丁世萍等ꎬ１９９８)ꎬ大多数合

成培养基均以蔗糖作为唯一的碳源(刘冬云等ꎬ
２００５)ꎬ但要注意使用浓度ꎮ 吕芝香(１９８１)的观点

是ꎬ在植物组织培养中最适宜的蔗糖浓度为 ２０ ~
４０ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ 也有研究证明ꎬ培养基中蔗糖为 ３０ ｇ􀅰
Ｌ￣１时石斛毛状根(李凤华等ꎬ２００４)、三裂叶野葛毛

状根(何含杰等ꎬ２００５)和金铁锁毛状根(刘兴斌

等ꎬ２０１８)生长最快ꎻ使用组合碳源(２０ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗糖

和 ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１葡萄糖)最有利于水母雪莲毛状根生

长(杨睿等ꎬ２００５)ꎮ 在毕银丽等( １９９９ꎬ２０００)的

研究中ꎬ用发根农杆菌 Ａ４ 诱导胡萝卜产生毛状根

与球状巨孢囊霉(Ｇｉｇａｓｐｏｒａ ｍａｒｇａｒｉｔａ)和根内根孢

囊霉 (Ｒｈｉｚｏｐｈａｇｕｓ ｉｎｔｒａｒａｄｉｃｅｓ) 建立双重培养体系

７０８５ 期 向润等: 蔗糖对发根农杆菌 Ｃ５８Ｃ１ 诱导烟草毛状根生长的影响



Ａ. ＮＣ８２￣１５ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ Ｂ. ＮＣ８２￣２０ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ Ｃ. ＮＣ８２￣２５ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ Ｄ. ＮＣ８２￣３０ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ Ｅ. Ｖａ１１６￣１５ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ Ｆ. Ｖａ１１６￣２０ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ
Ｇ. Ｖａ１１６￣２５ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ Ｈ. Ｖａ１１６￣３０ ｇ􀅰Ｌ￣１ .

图 ７　 ４ 种蔗糖浓度处理毛状根悬浮培养生长情况(第 ３０ 天)
Ｆｉｇ. ７　 Ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｈａｉｒｙ ｒｏｏｔｓ ｉｎ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｆｏｕｒ ｓｕｃｒｏｓｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ (ｏｎ ｔｈｅ ３０ｔｈ ｄａｙ)

采用含蔗糖 １０ ｇ􀅰 Ｌ￣１ 的 Ｍ 培养基ꎻ在赵长竹

(２００５)的研究中ꎬ发根农杆菌 Ａ４ 诱导的柠檬毛状

根与 Ｇｉｇａｓｐｏｒａ ｍａｒｇａｒｉｔａ 和摩西球囊霉 ( Ｇｌｏｍｕｓ
ｍｏｓｓｅａｅ)建立双重培养ꎬ１ ∕１０ＭＳ 培养基含 １０ ｇ􀅰
Ｌ￣１蔗糖毛状根生长最好ꎮ 邢晓科等(２００３)建立地

斗管囊霉(Ｆｕｎｎｅｌｉｆｏｒｍｉｓ ｇｅｏｓｐｏｒｕｍ)与胡萝卜毛状

根双重培养体系和曹玲 ( ２００９) 用发根农杆菌

Ｋ５９９ 诱导紫云英毛状根与 Ｇｉｇａｓｐｏｒａ ｍａｒｇａｒｉｔａ 和

玫瑰红巨孢囊霉(Ｇｉ. ｒｏｓｅａ)建立双重培养体系ꎬ
ＭＳＲ 培养基中蔗糖都是 １０ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ Ｓｒｉｎｉｖａｓａｎ 等

(２０１４)建立了胡萝卜毛状根与异形根孢囊霉

(Ｒｈｉｚｏｐｈａｇｕｓ ｉｒｒｅｇｕｌａｒｉｓ)双重培养体系ꎬ发现在培

养 ７０ ｄ 后ꎬ产孢率更高ꎬ分析其原因可能与培养基

中蔗糖含量降低有关ꎬ认为产孢率取决于培养基

中的蔗糖浓度ꎬ不添加蔗糖的培养基产孢量更多ꎻ
Ｄ′Ｓｏｕｚａ 等(２０１３)在研究根孢囊霉孢子体外萌发

时也发现了类似的趋势ꎬ无蔗糖更利于孢子萌发ꎮ
Ｍｏｈａｎ 等(２０１７)建立了胡萝卜毛状根与根孢囊霉

双重培养体系ꎬ发现 １０ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗糖浓度最利于根

系定殖ꎬ定殖率随蔗糖浓度的增加而显著降低ꎬ但
是蔗糖浓度为 ２０ ｇ􀅰Ｌ￣１和 ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１时新生孢子数

大于 １０ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ 目前ꎬ在 ＡＭ 真菌纯培养的研究

中ꎬ诱导毛状根的材料大多数选用胡萝卜ꎬ也有选

用柠檬(赵长竹ꎬ２００５)、紫云英(曹玲ꎬ２００９)、土
豆(Ｐｕｒｉ ＆ Ａｄｈｏｌｅｙａꎬ２０１３)等ꎬ而选用烟草的少见

报道ꎬ且未有研究者探讨过使用烟草诱导毛状根

与 ＡＭ 真菌孢子建立双重培养体系时ꎬ培养基中适

宜毛状根生长的蔗糖浓度ꎬ我们后续将进一步完

善烟草毛状根￣ＡＭ 真菌双重培养体系ꎬ这就必须

先建立生长状况良好的毛状根培养体系ꎮ
本研究结果表明ꎬ在 ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗糖浓度下使

用发根农杆菌 Ｃ５８Ｃ１ 诱导叶片均可长出毛状根ꎬ
只是对两种烟草的诱导率有所不同:对 ＮＣ８２
(８７.３％)的诱导率更高ꎬ是对 Ｖａ１１６ ( ３８. ６％) 的

２.２６ 倍ꎬ这表明不同基因型材料会影响毛状根的

诱导ꎬ此结果与李锦锦等(２０１２)的研究相符ꎮ 李

润田等(２０２０)的研究表明 ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１蔗糖浓度下西

洋参不定根诱导率高于 １５ ｇ􀅰Ｌ￣１和 ４０ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎬ本
研究结果表明 ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１的蔗糖浓度对于诱导烟草

毛状根同样适用ꎮ ＮＣ８２ 和 Ｖａ１１６ 的毛状根分枝

数量随培养时间而增加ꎬ增加量因蔗糖浓度而异ꎻ
蔗糖浓度显著影响 ＮＣ８２ 和 Ｖａ１１６ 的毛状根分枝
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数量ꎬ因烟草品种和起始分枝数而异ꎬ毛状根分枝

增长的抑制蔗糖浓度分别为 ２５ ｇ􀅰Ｌ￣１和 １５ ｇ􀅰
Ｌ￣１ꎮ 蔗糖浓度对毛状根 Ｆ(Ｄ)Ｗ 的影响因烟草品

种而异ꎬＮＣ８２ 的毛状根在 ２５ ｇ􀅰Ｌ￣１时 Ｆ(Ｄ)Ｗ 最

高 ０.５４１ ｇ(０.０５５ ｇ)ꎻ而 Ｖａ１１６ 的毛状根在 １５ ｇ􀅰
Ｌ￣１时最高ꎬ分别为 ０.４７４ ｇ(０.０５０ ｇ)ꎮ 因此ꎬ综合

分枝数、Ｆ(Ｄ)Ｗ、毛状根生长势考虑ꎬ进一步确定

了 ＮＣ８２ 的毛状根最优生长蔗糖浓度为 ２５ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎬ
Ｖａ１１６ 的毛状根最优生长蔗糖浓度为 １５ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎮ

良好的毛状根培养体系是成功建立双重培养

体系的关键ꎮ 本研究优化了 ＮＣ８２ 和 Ｖａ１１６ 两种

烟草毛状根培养基组分配比ꎬ为毛状根大量扩繁

奠定基础ꎬ为后期烟草毛状根￣ＡＭ 真菌双重培养

体系的建立奠定了良好的基础ꎬ也为其他植物材

料诱导毛状根提供参考ꎮ
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