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摘  要 : 为了提高烟草的烟碱含量，采用发根农杆菌遗传转化和人工染色体加倍技术，进行了烟草毛状根及其

多倍体诱导、植株再生及其烟碱含量测定。结果表明，发根农杆菌 ATCC15834 感染烟草叶片外植体 8 d 后产

生白色毛状根，15 d 后所有叶片外植体产生毛状根。毛状根能在无外源激素的 MS 固体和液体培养基上自主

生长。PCR 扩增结果显示发根农杆菌 Ri 质粒的 rol B 和 rol C 基因以及冠瘿碱合成酶基因已在烟草毛状根基因

组中整合并得到表达。烟草毛状根多倍体诱导的最适条件为 0.1%的秋水仙素溶液处理 36 h，其多倍体诱导率

为 64.71%。经秋水仙素加倍的烟草毛状根多倍体植株再生的最适宜培养基为 MS+6-BA 2.0 mg/L+NAA      

0.2 mg/L。与对照 (二倍体非转化植株) 相比，烟草二倍体毛状根再生植株的顶端优势减弱，腋芽增多，叶片

变窄；而烟草毛状根多倍体再生植株茎更粗，节间变短，叶色更深，叶片的宽度和厚度均较对照明显增大。根

尖细胞染色体压片观察证实，所获得的烟草毛状根多倍体再生植株为四倍体，其根尖细胞染色体数约为 4n=96。

盆栽实验表明, 烟草二倍体毛状根植株和多倍体毛状根再生植株比对照植株延迟约 21 d 开花。GC-MS 检测表

明，烟草毛状根多倍体再生植株的烟碱含量比对照及二倍体毛状根再生植株显著提高，分别约为对照及二倍体

毛状根再生植株的 6.90 倍和 4.57 倍。 
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Induction of polyploid in hairy roots of Nicotiana tabacum 
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Abstract:  By genetic transformation with Agrobacterum rhizogenes and artificial chromosome doubling techniques, we 

studied the induction of hairy roots and their polyploidization, and subsequent plant regeneration and nicotine determination to 

enhance the content of nicotine in Nicotiana tabacum. The results show that hairy roots could be induced from the basal surface 

of leaf explants of N. tabacum 8 days after inoculation with Agrobacterium rhizogenes ATCC15834. The percentage of the 

rooting leaf explants was 100% 15 days after inoculation. The hairy roots could grow rapidly and autonomously on solid or liquid 

phytohormones-free MS medium.The transformation was confirmed by PCR amplification of rol gene of Ri plasmid and paper 

electrophoresis of opines from N. tabacum hairy roots. The highest rate of polyploidy induction, more than 64.71%, was obtained 

after treatment of hairy roots with 0.1% colchicine for 36 h. The optimum medium for plant regeneration from polyploid hairy 

roots was MS+2.0 mg/L 6-BA +0.2 mg/L NAA. Compared with the control diploid plants, the hairy roots-regenerated plants had 

weak apical dominance, more axillary buds and more narrow leaves; whereas the polyploid hairy root-regenerated plants had 

thicker stems, shorter internodes and the colour, width and thickness of leaves were significantly higher than that of the control. 

Observation of the number of chromosomes in their root tip cells reveals that the obtained polyploid regenerated plants 

were tetraploidy, with 96 (4n=96) chromosomes. Pot-grown experiments showed compared to the control, the flowering was 

delayed by 21 days in diploid hairy roots-regenerated plants and polyploid hairy root-regenerated plants. GC-MS detection shows 

that the content of nicotine in polyploid plants was about 6.90 and 4.57 times the control and the diploid hairy roots-regenerated 

plants, respectively. 

Keywords:  Nicotiana tabacum, hairy roots, polyploidy induction, plant regeneration, nicotine 

多倍体 (Polyploids) 在植物中广泛存在，

是植物进化的途径之一[1]。但由于自然界产生多

倍体的过程相当漫长，一直以来国内外育种学

家都采用秋水仙素人工诱导染色体加倍的方法

来获得植物多倍体[2]。已有的研究表明，由于染

色体加倍，多倍体植株不仅在根、茎、叶和花

等器官上具有“巨型性”，而产生出较大的营养器

官和繁殖器官[2-3]；而且大都能显著增强药用植

物的次生代谢，并能通过筛选获得次生物质含

量及产量更高的优良植物品系[4-5]。因而秋水仙

素诱导染色体加倍的技术一直以来都被用作植

物种质创新的重要手段之一。然而，在利用秋

水仙素人工诱导染色体加倍来培育多倍体植物

时，大都是采用秋水仙素处理植物的叶片[6]、愈

伤组织[7]、根段[8]、种子或幼苗生长点[9]等来进

行多倍体诱导。极少见利用单细胞起源、可自

主生长的毛状根 (Hairy roots) 用作多倍体诱变

育种起始材料的研究报道。 

发根农杆菌遗传转化植物细胞产生的毛状

根不仅能在无外源激素的培养基上快速自主生

长，而且具有次生代谢产率量高且稳定及易通

过组织培养途径获得其再生植株等优势[10-11]，
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因而应该非常适合用作秋水仙素诱导多倍体的

实验体系。如利用秋水仙素诱导可获得青蒿素

含量比原二倍体毛状根高 6 倍的同源四倍体青

蒿毛状根系[12]。但未见有关利用人工诱导产生

的多倍体毛状根及其再生植株来生产植物次生

物质及进行植物种质创新的更多研究报道。 

为此，本文以烟草 Nicotiana tabacum K326

为材料，通过发根农杆菌遗传转化获得可自主

生长的烟草毛状根后，用化学诱变剂秋水仙素

对烟草毛状根进行多倍体诱导及其植株再生以

及其次生物质烟碱含量的分析，旨在利用毛状

根多倍体化来进行烟草种质创新和提高其次生

物质烟碱含量，并为今后开展利用毛状根多态性

来进行植物多倍体育种奠定实验和技术基础。 

1  材料与方法 

1.1  细菌菌株及培养 

野生农杆碱型发根农杆菌 Agrobacterium 

rhizogenes ATCC15834 由德国 Martin-Lüther 

Universitaet Halle/Wittenberg的 Peter Lindemann

博士提供。农杆菌在 YEB固体培养基上暗培养

和保存。挑取该农杆菌单菌落接种于 YEB液体

培养基中 28 ℃振荡 (160 r/min) 培养 30 h供感

染用。 

1.2  烟草无菌苗的获得及其外植体制备 

按施和平等 [13]的方法获得烟草 Nicotiana 

tabacum烤烟品种 K326的无菌苗。取无菌苗的

幼嫩叶片切成 1–1.5 cm2左右的外植体，置于无

外源激素的 MS培养基[14]上预培养 24 h后，用

于转化。 

1.3  烟草毛状根的诱导与培养 

将上述预培养 24 h的烟草叶片外植体浸入

用 MS 培养基稀释 2 倍的发根农杆菌

ATCC15834菌悬液中 20 min，取出、吸干多余

菌液并放回原培养基上共培养 2 d 后，转入

MS+500 mg/L头胞噻肟钠(Cefotaxime)的无外源

激素的 MS培养基上，在 25 ℃每天 14 h散射光

下诱导毛状根。切取从叶片外植体切口中脉处

产生的毛状根置于含 500 mg/L头胞噻肟钠的无

外源激素的 MS 培养基上除菌培养，约 5–6 次

继代培养后，所获得的无菌毛状根系供进行遗

传转化鉴定、植株再生以及毛状根多倍体诱导用。 

1.4  毛状根的遗传转化鉴定 

采用 Ri质粒 TL-DNA (T-DNA左臂) 的 rol

基因的 PCR 扩增和 TR-DNA (T-DNA 右臂) 的

冠瘿碱合成酶基因的表达产物冠瘿碱的纸电泳

检测来对烟草毛状根进行遗传转化鉴定。 

1.4.1  毛状根 rol基因的 PCR扩增 

取适量无菌的毛状根，按 Edward等[15]的方

法提取其基因组 DNA，纯化后用作 PCR扩增的

模板。以烟草非转化植株根的基因组 DNA作对

照。根据 Furner 等[16]发表的序列，分别设计并

合成扩增 rolB 和 rolC 的 PCR 引物，其序列如

表 1 所示，均由上海生工生物工程有限公司合

成。在 0.2 mL 的硅化离心管中加入模板 DNA  

50 ng，Taq DNA聚合酶 2个单位，PCR反应总

体积为 50 μL。rolB、rolC基因 PCR扩增参数如

下：94  5 min℃ ；94 ℃变性 1 min，53.5 ℃退火     

1 min，72 ℃延伸反应 1 min，37个循环；最后

72 ℃延伸 10 min。扩增产物采用 0.8%琼脂糖凝

胶电泳和 EtBr替代染料 Goldview染色进行分析。 

1.4.2  冠瘿碱的检测 

毛状根冠瘿碱的检测参照 Ellis 等[17]的方

法。取除菌后自主生长的毛状根系 200 mg, 加 
 
 
 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  April 25, 2014  Vol.30  No.4 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

584 

 

表 1  PCR 扩增所用的引物及其序列 

Table 1  Primer sequences used for the PCR 
amplification 

Target gene Primer sequence (5'–3') 

rol B P1: GCT CTT GCA GTG CTA GAT TT 

 P2: GAA GGT GCA AGC TAC CTC TC

rol C P1: CTC CTG ACA TCA AAC TCG TC

 P2: TGC TTCGAG TTA TGG GTA CA 

 
0.1 mol/L HCl 200 μL, 用玻璃棒捣成匀浆 ,     

4 000×g 离心 15 min，上清液用毛细管点样于  

3 mm 厚的Watman滤纸上, 置于高压电泳槽中

电泳。电泳条件: 40 V/cm, 1.5 h。滤纸取出风干

后置于 0.2%硝酸银丙酮溶液中 30 s, 风干后转

移到 1% NaOH 甲醇溶液中 2 min, 最后用 3% 

Na2S2O3溶液固定。 

1.5  烟草毛状根的植株再生 

将上述遗传转化鉴定呈阳性的毛状根，切成

2–3 cm的根段，分别接入添加 1.0、2.0、3.0 mg/L 

6-BA和 0、0.1、0.2、0.3 mg/L NAA组合的 MS

培养基中进行植株再生。所有 MS培养基均添加

3%的蔗糖 (W/V)，1%的琼脂，pH 6.0。 

1.6  烟草毛状根多倍体诱导及其植株再生 

采用秋水仙素根尖浸泡法来进行烟草毛状

根多倍体诱导。选取经遗传转化鉴定呈阳性、

且在 MS 液体培养基中生长旺盛、长势粗壮的

毛状根，切取其 2–3 cm长的根尖段，分别置于

盛有含 0、0.05%、0.1%和 0.2% (W/V) 秋水仙素

的 MS 液 体 培 养 基 中 进 行 振 荡 培 养        

(200 r/min)，并分别在处理 12、24、36和 48 h

后挑选根尖明显膨大的根尖段，用 MS 液体培

养基洗去根尖表面残留的秋水仙素溶液和用无

菌吸水纸吸干后，切取其根尖膨大部分接入添

加 1.0、2.0、3.0 mg/L 6-BA和 0、0.1、0.2、0.3 mg/L 

NAA 组合的 MS 培养基中，进行毛状根多倍体

的愈伤组织诱导和植株再生。待毛状根多倍体

愈伤组织再生产生的丛生芽长至 2–3 cm高时，

切取丛生芽并置于无外源激素的 MS 培养基中

进行壮苗及生根诱导，获得再生植株。 

1.7  毛状根多倍体再生植株的倍性鉴定 

1.7.1  根尖染色体压片法 

基本按 Martinez-Gomez等[18]的方法进行根

尖细胞染色体数目观察。取待鉴定的毛状根多

倍体再生植株根尖段放入 0.1%秋水仙素溶液中

预处理 2 h，用蒸馏水冲洗 3次，放入卡诺氏固

定液中固定 20 h，1 mol/L盐酸 60 ℃软化处理  

8 min，蒸馏水冲洗并浸泡 20 min，改良石碳酸

品红染液染色 15 min后，进行压片和镜检；并

按以下公式计算多倍体诱导率：多倍体诱导率=

多倍体植株数/再生植株总数。 

1.7.2  毛状根多倍体再生植株保卫细胞的观察 

按陈佰鸿等[19]的透明胶带撕取法进行。分

别取同期培养的秋水仙素处理获得的毛状根多

倍体再生植株、对照毛状根再生植株 (二倍体) 

和二倍体野生型植株的成熟叶片，用剪刀剪取

叶脉一侧的叶片，把下表皮部分放入透明胶带

上，用大拇指用力下压，使下表皮粘于透明胶

带上之后，用小镊子轻轻刮去上层的叶肉组织，

薄薄的下表皮则平整地粘于透明胶带上。用剪

刀将下表皮剪成 0.5 cm2 左右的小块，用 1%  

I-KI溶液染色 1 min后，制成临时装片，并在显

微镜 (40×物镜) 下统计每个视野中保卫细胞的

个数后，再在 100×油镜下测量统计每个保卫细

胞的大小及每个保卫细胞中叶绿体的数目。每

棵植株统计两片叶片及随机测量统计 10 个视
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野，100×油镜下统计 10个保卫细胞的大小以及

每个保卫细胞中叶绿体的数目。 

1.8  毛状根多倍体再生植株次生物质烟碱含

量的测定 

取非转化 (野生型) 植株、毛状根再生植株 

(二倍体) 及毛状根多倍体再生植株的叶片，经

60 ℃烘干、粉碎、研磨、过 100目筛后，精确

称取其干燥粉末 1.5 g，加入 NaOH 0.3 g，甲醇

30 mL浸泡 1 h，超声波破碎 20 min及滤纸过滤

后，滤液经 0.45 µm滤膜过滤后进行GC-MS测定。 

烟碱含量的 GC-MS 测定基本参照肖遂等的

方法[20]。其测定条件为：电离方式为电子轰击

(EI)，电子能量 70 eV，离子源温度 230 ℃，连接

管温度 280 ℃，溶剂延迟 3 min，采用全扫描方式

(Scan)；升温程序：初温 90 ℃，以 15 /min℃ 升至

140 ℃，保持 20 min，再以 15 /min℃ 升至 260 ℃，

保持 5 min。GC 条件：DB-5MS 色谱柱(30 m×  

0.25 mm×0.25 µm)；进样口温度 250 ℃；氢火焰

离子检测器温度 280 ℃。载气为 He，流速      

1.0 mL/min；不分流进样。以烟碱标准品 (Sigma) 

制作标准曲线，y = 1 388.29x – 7 351 260.48，r2 = 

0.999 6；并依据标准曲线计算样品的烟碱含量。 

2  结果与分析 

2.1  烟草毛状根诱导与离体培养 

未感染的烟草叶片外植体在无外源激素的

MS+500 mg/L头胞噻肟钠的固体培养基上连续

培养 25 d 后均不生根, 仅可见大部分的叶片外

植体变黄或变褐；或从少部分叶片外植体的形

态学下端切口中脉处产生少量浅黄色致密的愈

伤组织。经发根农杆菌 ATCC15834侵染处理共

培养 2 d后，烟草叶片外植体边缘略增厚、翘起，

并向上卷曲；5 d后从叶片外植体叶脉切口处开

始产生白色根原基，并逐渐发育成白色毛状根。

15 d后统计，叶片外植体的生根率为 100%；平

均每个叶片外植体产生 3–5条毛状根 (图 1A)。 

感染 20 d后，将 3–5 cm长的毛状根切下并

分别接种至 MS+500 mg/L头胞噻肟钠中进行单

根除菌培养。经 4–5 次单根除菌培养后，将除

菌彻底的毛状根分别接入 MS 固体及液体培养

基中进行培养。发现毛状根能在无外源激素的

MS固体和液体培养基中自主生长，其中固体培

养的烟草毛状根缺乏向地性、贴壁生长、侧根

多而纤细；而液体培养的毛状根生长速度较固

体培养更快，且主根和侧根更粗壮 (图 1B和 C)。

所获得的可自主快速生长的毛状根置于无外源

激素的 MS 培养基中继代保存，供进行遗传转

化鉴定和秋水仙素人工多倍体诱导所使用。 

2.2  烟草毛状根遗传转化鉴定 

rolB和 rolC是发根农杆菌 Ri质粒 TL-DNA

上的两个生根基因。以 rolB和 rolC的引物分别

从烟草毛状根、非转化根基因组 DNA及发根农

杆菌单菌落扩增产物的电泳结果见图 2。从图 2

可见，利用 rolB 和 rolC 的 PCR 引物能从烟草

毛状根的总DNA 及发根农杆菌ATCC15834 单

菌落克隆中分别扩增到期望的 540 bp 和 770 bp 

左右的特异性 DNA 片段，而从烟草非转化根的

总 DNA 中扩增不到任何片段 (图 2)。而图 3

为烟草毛状根冠瘿碱的纸电泳检测结果。从图 3

可见, 上述经 rol基因 PCR扩增呈阳性的发根农

杆菌ATCC15834菌株诱导烟草叶片外植体产生

的毛状根能合成甘露碱和农杆碱，而对照根没

有检测到农杆碱和甘露碱。这表明发根农杆菌

Ri质粒的含 rol 基因的TL-T-DNA (T-DNA左臂)  
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图 1  烟草毛状根诱导、培养及其多倍体诱导和植株再生 

Fig. 1  Induction and in vitro culture of hairy roots and its polyploidy induction and plant regenerations of Nicotiana 
tabacum. (A) Hairy roots formation from leaf explants 15 days after infection. (B) Solid culture of hairy roots for  
10 days. (C) Liquid culture of hairy roots for 10 days. (D) The swollen root tips after colchicine treatment. (E) Callus 
induction from hairy root after cultured for 10 days. (F) Adventitious shoot formation from callus after cultured for 
30 days. (G) The chromosomes in root tip cell of control plants. (H) The chromosomes in root tip cells of diploid 
hairy root-derived plants. (I) The chromosomes in root tip cells of polyploid regeneration plant 1. (J) The 
chromosomes in root tip cells of polyploid regeneration plant 2. (K;N) The guard cells of control plants. (L;O) The 
guard cells of diploid hairy roots-regenerated plants. (M;P) The guard cells of polyploid-hairy roots regenerated 
plants. (Q) Control plants. (R) Diploid hairy roots-regenerated plant. (S) Polyploid hairy roots-regenerated plants. (T) 
Untransformed plants after pot-grown for 30 days. (U) Hairy root-regenerated plants after pot-grown for 30 days. (V) 
Polyploid hairy root-regenerated plants after pot-grown for 30 days. (W) Untransformed plants after pot-grown for 60 
days. (X) Hairy root-regenerated plants after pot-grown for 60 days. (Y) Polyploid hairy root-regenerated plants after 
pot-grown for 60 days. 
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图 2  烟草毛状根 rol B 和 rol C 基因的 PCR 扩增产

物的凝胶电泳分析 

Fig. 2  Gel electrophoresis analysis of PCR fragments 
of rolB and rolC genes amplified from the genome 
DNA tobacco hairy roots. 1: 2 kb DNA marker; 2–6: 
fragments with rolB primers; 7–11: fragments with 
rolC primers; 2, 10: fragments amplified from the 
strains of A. rhizozgenes ATCC15834; 3, 8: fragments 
amplified from untransformed roots; 4–6, 9–11: 
fragments amplified from hairy roots. 

 

 
 

图 3  烟草毛状根冠瘿碱的纸电泳检测 

Fig. 3  Detection of opines in tobacco hairy roots by 
paper electrophoresis. 1, 2: hairy roots extract; 3, 4: 
normal root extract; 5: standard opines. A: agropine; M: 
mannopine; N.S: neutral sugars. 
 

以及含编码冠瘿碱合成酶基因的 TR-DNA 

(T-DNA 右臂)均已在烟草毛状根基因组中整合

和表达。 

2.3  烟草毛状根多倍体的诱导及其植株再生 

将上述遗传转化鉴定呈阳性且生长迅速的

毛状根根尖段置于不同浓度秋水仙素的 MS 培

养基中处理 12 h后发现，无论秋水仙素浓度高

低，烟草毛状根根尖均开始膨大(图 1D)，并且

随着处理时间的延长，根尖也越来越膨大。而

未经秋水仙素处理的毛状根根尖段 (对照) 则

随着培养时间的延长，其根尖逐渐伸长，但始

终无膨大现象出现。 

将毛状根根尖的膨大部分切下并接入添加

1.0、2.0、3.0 mg/L 6-BA和 0.1、0.2、0.3 mg/L NAA

组合的MS培养基及不含任何激素的MS培养基

中进行培养后发现，在不含任何激素的 MS 固

体培养基中毛状根逐渐伸长，并陆续产出侧根，

但始终无愈伤组织形成。培养 30 d后从起始根

段处直接再生出幼芽，40 d后幼芽可长成 4–5 cm

高的小植株；但再生频率低，约 1–2 株/瓶。与

之相比，当秋水仙素处理膨大的毛状根根尖段

在含不同浓度 6-BA和NAA的培养基中培养 5 d

后，根尖开始变得膨大而疏松，逐渐形成浅黄

色颗粒状的疏松愈伤组织；20 d 后，浅黄色的

愈伤组织逐渐变绿并开始形成少量的绿色芽

点；随着培养时间的延长，浅黄色愈伤组织块

的体积变得越来越大，并产生出更多的绿色芽

点 (图 1E和 F)。然而，在毛状根多倍体植株再

生过程中发现，当膨大的毛状根根尖段在仅含

6-BA 的 MS 培养基中培养时，随着 6-BA 浓度

的增高，其愈伤组织出现时间越来越早，但所

产生的愈伤组织质地较致密，且其随后分化所

形成的绿色芽点也较少；而在 6-BA和 NAA组

合的培养基中培养时，不仅膨大的毛状根根尖

段产生的愈伤组织长势较好，颜色多呈浅绿色，

而且其愈伤组织分化出的绿色芽点也较多。其

中，最适合加倍后膨大的毛状根根段愈伤组织

诱导及其植株再生的培养基为MS+6-BA2.0 mg/L 

+NAA0.2 mg/L，在该培养基中不仅诱导产生的
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愈伤组织体积最大，颜色更绿，而且再分化产

生的不定芽数量也最多，长势也最好，其不定

芽分化频率达 25–30。将产生的绿色丛生不定芽

切下、并置于无外源激素的 MS 培养基中进行

壮苗生根诱导培养 10 d后，从其基部产生出较

多白色的根，发育成完整植株。 

2.4  毛状根多倍体再生植株的倍性鉴定 

图 1 的 G、H、I 和 J 为烟草毛状根再生植

株及其毛状根多倍体再生植株的根尖染色体倍

性鉴定的结果。 从图 1G-J可见，对照 (烟草二

倍体野生型植株) 与二倍体毛状根再生植株根

尖细胞的染色体数均为 2n=48；而毛状根多倍体

再生植株根尖细胞的染色体条数明显增多，其

染色体数为 4n=96，表明所获得的烟草毛状根多

倍体再生植株为同源四倍体。 

表 2和图 1K、L、M、N、O和 P为对照植

株、二倍体毛状根再生植株与毛状根多倍体再

生植株叶片的保卫细胞大小形态、密度及其叶

绿体数目的观察统计结果。由表 2 可以看出，

未加倍 (二倍体) 毛状根再生植株叶片保卫细

胞的大小及其叶绿体数目与对照相比无显著差

别，但其保卫细胞密度较大，且叶片颜色更深；

而毛状根多倍体再生植株叶片的保卫细胞大小

则明显比二倍体大，其长度分别约为对照和二

倍体毛状根再生植株保卫细胞的 1.64 倍和 1.71

倍，而其宽度则分别约为 1.33倍和 1.36倍；同

时，其保卫细胞的叶绿体数目分别约为对照和

二倍体毛状根再生植株的 2.02倍和 1.86倍；但

其叶片保卫细胞的密度则较对照有所降低。这

可能是由于与其体积变大，导致在相对的单位

面积上保卫细胞密度变小有关。 

2.5  毛状根多倍体植株的形态特征及其烟碱

含量分析 

表 3 为烟草毛状根多倍体诱导率的统计结

果。从表 3 可见，烟草毛状根多倍体诱导的最

适条件是 0.1%的秋水仙素处理 36 h，其毛状根

多倍体诱导率约为 64.71%。而从图 1 的 Q、R

和 S 可见，烟草毛状根多倍体再生植株不仅具

有明显的毛状根再生植株表型，即叶片略皱缩、

节间缩短、根系发达；而且与 (二倍体) 毛状根

再生植株相比，毛状根多倍体再生植株的叶色

更深绿，叶肉更肥厚，茎杆更粗壮，呈现出常

见多倍体的形态特征。图 1 的 T、U、V、W、

X 和 Y 为烟草多倍体毛状根再生植株及二倍体

毛状根再生植株和非转化野生烟草植株室外栽

培 30 d和 60 d的生长形态。从图 1 可见，与对

照植株相比，二倍体毛状根再生植株的叶片长

度比对照短，而叶片宽度也较对照略变窄；但

叶片形态仍正常，植株顶端优势减弱，每个茎

节叶腋处的侧芽均发育成侧枝 (图 1T和 U)；而

与对照相比，同源四倍体的叶片更宽而厚，但

叶片表面呈现部分皱缩 (图 1V)；此外，对照烟

草植株盆栽 60 d 后顶芽已明显分化出花芽 (图

1W)，而与对照相比，无论是二倍体的毛状根再

生烟草植株还是毛状根多倍体再生植株的开花

期明显延迟，盆栽 60 d时，其植株仍处于旺盛

的营养生长期 (图 1X 和 Y)；直至盆栽约 81 d

后才逐渐产生花芽，而且，所产生的花芽开花

后，能形成其种子可正常萌发的烟草果实。 

2.6  毛状根多倍体再生植株烟碱含量的测定 

表 4为盆栽 60 d的烟草毛状根多倍体再生

植株及其二倍体毛状根再生植株叶片的次生物

质烟碱含量的 GC-MS测定结果。从表 4可见，
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与对照 (二倍体野生型植株) 相比，经发根农

杆菌 ATCC15834 诱导产生的烟草毛状根再生

植株以及其毛状根多倍体再生植株不仅能合成

烟碱，而且其烟碱含量均比对照高；其中以毛

状根多倍体再生植株的烟碱含量最高，达到

432.52 mg/g (干重)，且分别约为对照和二倍体

烟草毛状根再生植株的 6.90倍和 4.57倍。这表

明采用毛状根多倍体化可大大提高烟草植株的

烟碱含量，从而获得次生物质含量更高的新  

种质。 
 
 
 

表 2  多倍体与二倍体植株保卫细胞大小、密度及其保卫细胞叶绿体数目的比较 

Table 2  Comparison of the size, density and number of chloroplasts of guard cells between polyploid and 
diploid plants 

Plant type 
The size of guard cells Density 

(10×40) 
Chloroplasts 

number Length (μm) width (μm) 

Control 37.5±1.65 32.2±1.40 20.2±1.75 20.8±1.69 

Hairy root-regenerated plants 35.9±0.88 31.4±1.17 30.1±2.77 22.7±1.49 

Polyploid plants 61.4±4.03 42.7±1.89 14.6±1.96 42.1±3.48 

 
 
 

表 3  烟草毛状根多倍体诱导率 

Table 3  Induction rate of polyploid through polyploidization with hairy roots of N. tabacum 
Colchicine 

concentration (%) 
Treatment time (h) Polyploidy plants Regeneration plants Polyploidy rate (%) 

0 12 0 28 0 

 24 0 25 0 

 36 0 35 0 

 48 0 25 0 

0.05 12 4 25 16 

 24 5 25 20 

 36 8 35 22.86 

 48 3 19 15.79 

0.10 12 5 25 20 

 24 8 20 40 

 36 22 34 64.71 

 48 8 25 32 

0.20 12 1 25 4 

 24 2 20 10 

 36 7 25 28 

 48 5 28 17.86 
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表 4  烟草毛状根多倍体再生植株烟碱含量的测定  

Table 4  Detection of nicotine content in polyploid hairy roots regenerated plants 

Plant materials Nicotine content (µg/g dry weight) 

Untransformed plants 62.69±1.67 

Hairy roots regenerated plants 94.72±4.62 

Regenerated plants from polyploidy hairy roots 432.52±2.11 

 

3  讨论 

至今为止，应用秋水仙素人工诱导染色体

加倍来获得植物多倍体新种质已在莨菪

Hyoscyamus niger[4]、丹参 Salvia miltiorrhiza 

Bge.[21]和可乐豆木 Colophospermum mopane[22]

等多种药用植物以及百合 Hemerocallis flava L.[2]

和仙客来 Cyclamen persicum[23]等花卉植物中获

得成功。然而，在人工诱导植物多倍体时，大

都用化学诱变剂秋水仙素处理植物的叶片 [6]或

愈伤组织[7]、根段[8]或生长点[9]来进行多倍体诱

导；极少见利用可自主生长、单细胞起源的毛

状根作为倍性诱导起始材料的研究报道；也未

见利用毛状根多倍体化来获得经济植物烟草毛

状根多倍体及其再生植株的研究报道。在本实

验中，用秋水仙素处理烟草毛状根不仅可获得

其毛状根多倍体及其再生植株，而且所产生的

多倍体易筛选，且多倍体诱导率也较高；这表

明可自主生长的毛状根完全可用作人工多倍体

诱变的良好起始材料。已有的研究表明，与原

植物 (二倍体植株) 相比，由于染色体加倍，多

倍体植株的农艺性状通常都有明显的变化，突

出表现在根、茎、叶和花等器官上具有“巨型性”，

而产生出较大的营养器官和繁殖器官[2-3,24]。同

时还发现，虽然不同植物多倍体的生理功能不

一致，但通过物种的染色体数目加倍，大都能

增强植物的次生代谢；导致多倍体植株通常都

具有较高的次生物质含量 [4-5]；如怀牛膝

Achyranthes bidentata同源四倍体药用部位根干

重显著高于二倍体植株，而其主要次生物质蜕

皮激素的含量则较原植物高 10倍之多[25]。而在

本实验中，烟草毛状根多倍体植株不仅在外形

上具有巨型性，叶片叶色浓绿，叶片大而肥厚，

茎杆粗壮，而且其多倍体再生植株中主要次生

物质烟碱含量也显著提高，分别为毛状根再生

植株 (二倍体) 和对照 (野生植株) 的 4.57 倍

和 6.90倍。此外，De Jesus-Gonzalez & Weathers

等用秋水仙素诱导染色体加倍技术也获得了青

蒿素含量比其二倍体毛状根高 6 倍的同源四倍

体青蒿 Artemisia annua L.毛状根[12]；而这与本

实验的结果类似。这表明，用单细胞起源、可

自主生长的毛状根不仅可作为多倍体诱导的良

好起始材料，而且通过其人工多倍体化还可以

改变其生长形态，大幅提高其次生物质含量，

达到创新其种质和改良其植物性状和品质的育

种目的。 

以往的研究表明，在秋水仙素人工诱导多

倍体时，其多倍体的诱导率高低与植物类型、 

组织或器官特性以及秋水仙素的作用浓度和处

理时间长短等有关[24,26]。如张海凤等[27]发现，

以 0.1％秋水仙素处理杜仲 Eucommia ulmoides 

Oliv.籽苗生长点时，处理 12 h后达到最佳诱变
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效果，其多倍体诱导率 36.7％；但同样浓度的

秋水仙素处理非洲菊 Gerbera jamesonii 丛生芽

时，则以秋水仙素处理 48 h的诱导效果最佳[26]。

然而，在比较秋水仙素浓度和作用时间对 3 种

紫薇幼苗染色体加倍的效果时，0.5％和 0.8％的

秋水仙素处理紫薇 Lagerstroemia indica和银薇

L. indica Linn. f. alba 48–96 h后，其植株多倍体

诱导率均较高，其中以 0.5％秋水仙素处理紫薇

72 h的多倍体最高，达 54.17%[28]。而这与本实

验利用秋水仙素处理烟草毛状根来进行毛状根

多倍体诱导的结果不一致。在本实验中，当采

用不同浓度秋水仙素溶液进行烟草毛状根多倍

体诱变处理时，其多倍体诱导的最适条件是

0.1%的秋水仙素处理 36 h，其毛状根多倍体诱

导率最高，约为 64.71%。然而，用秋水仙素人

工加倍处理获得四倍体青蒿毛状根时，则以

0.25%或者 0.5%的秋水仙素处理 7 d的诱变效果

最好，多倍体诱导率可达 1%[12]。而这与本实验

的结果不一致。这种差异的产生可能表明，秋

水仙素人工诱导多倍体的效率高低或秋水仙素

使用浓度高低可能与植物种类、外植体类型及

其毛状根的生长特性等有关。 

目前对植物多倍体的倍性鉴定最常用的方

法是根尖细胞染色体倍性观察和气孔大小和形

态等方法进行鉴定[12,28]；但一些研究表明，以

保卫细胞叶绿体数为基础的倍性鉴定也可作为

一种快速、简便的倍性鉴定方法[29]。而在本实

验中，通过毛状根根尖压片观察，发现烟草二

倍体植株的细胞染色体数为 2n=48，而所产生的

毛状根多倍体再生植株为四倍体，其细胞染色

体数为 4n=96；同时发现，烟草二倍体和四倍体

植株叶片的保卫细胞叶绿体数目比值与其染色

体数比一致，均为 1∶2；这也表明，以保卫细

胞叶绿体数目多少也可作为鉴定烟草多倍体植

株染色体倍性鉴定的快速而可靠的辅助方法。 

已有的研究表明，发根农杆菌 Ri 质粒的

T-DNA(含有 4 个生根基因 rolABCD 的 T-DNA

区)片段在植物细胞核基因组中插入、整合及稳

定表达后所产生的可自主快速生长毛状根，不

仅可用来生产植物的次生物质[10-11]；同时，由

于所产生的毛状根能够或很容易通过组织培养

技术再生出转化植株[30-31]，因而也可用来生产

转基因植株，用作植物种质创新、新品种培育 

及性状改良的有效工具；如能从毛状根再生植

株中筛选到表型正常 (即不出现通常的叶片皱

缩转化表型) 但花瓣颜色构成发生变化的长春

花 Catharanthus roseus L.[32]；或筛选到生长习性

和观赏性状发生变异的植株，如矮化、开花习

性发生改变 (如两年生开花植物变为一年生开

花或每年开花的植物) 的比利时菊苣 Cichorium 

intybus 和胡萝卜转化植株[33-34]；或利用含发根

农杆菌 rol C 基因的遗传转化，获得花期提早 

(前) 的碧冬茄 Petunia hybrida植株[35]；或从毛

状根再生植株中获得无需春化诱导即可成花的

菊苣 Cichorium intybus L.新品种[36]；或获得其

花冠形状和株型改变的花卉植物高原龙胆

Eustoma grandiflorum新株系[37]；或培育出更具

优 良 观 赏 性 状 的 花 卉 植 物 紫 高 杯 花

Nierembergia scoparia毛状根转化植株[38]，达到

改良和培育植物新品种或创新其种质的目的。

然而在本实验中，与对照相比，无论是二倍体

烟草毛状根再生植株，还是多倍体毛状根再生

植株也都能正常开花和结果；但其植株开花期

均约比对照推迟 21 d；这与 Winefield等[35]仅用
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发根农杆菌 rol C基因对碧冬茄遗传转化获得花

期提早 (前) 的碧冬茄植株的结果不一致。而这

种差异的产生可能与植株种类、毛状根类型以

及 rol基因种类等有关。而对于以收获营养器官

为种植目的的烟草而言，本实验所获得的开花

期较对照 (非转化植株) 大幅推迟，也即营养生

长期明显延长的烟草二倍体毛状根再生植株和

毛状根多倍体再生植株，将可能具有提高烟草

产量的潜力。 

本文结果表明，可自主生长的烟草毛状根

不仅可作为多倍体诱导的良好起始材料，而且

能够达到创新种质和改良植物性状和品质的育

种目的。为今后开展利用烟草毛状根多倍体再

生植株来提高烟草的产量和品质以及利用毛状

根多倍体化来进行植物种质创新和性状改良奠

定了实验和技术基础。 
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