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发根农杆菌介导的草莓遗传转化体系构建
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摘 要：【目的】建立草莓高效、经济、快速的发根农杆菌转化体系。【方法】以发根农杆菌（Agrobacterium rhizogenes）

Ar.1193、Ar.Qual、C58C1、K599为转化菌株，选取八倍体栽培草莓粉玉和二倍体森林草莓 rg40、Ruegen为试验材料，采

用匍匐茎子株划伤法、短缩茎穿刺法、下胚轴侵染法3种外植体处理方法，结合35S::RUBY视觉报告基因，系统评估不

同菌株的毛状根转化效率。【结果】在3种不同处理方法下，4种发根农杆菌均可诱导不同草莓外植体产生转基因阳性

毛状根，其中菌株Ar.1193在3种处理方式中均表现最佳。栽培草莓粉玉采用匍匐茎子株划伤法产生的阳性毛状根诱

导率高达79.41%，森林草莓 rg40采用短缩茎穿刺法产生的阳性毛状根诱导率达到73.33%，森林草莓Ruegen采用下胚

轴侵染法产生的阳性毛状根诱导率为14.38%。【结论】采用3种不同处理方法，筛选出最适宜诱导草莓毛状根的菌株为

Ar.1193。初步建立了草莓毛状根培养体系，为后续草莓的遗传转化体系提供了科学依据。
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Abstract:【Objective】The study aimed to establish an efficient, economical and rapid Agrobacterium

rhizogenes-mediated transformation system in strawberry.【Methods】This study used four strains of A.

rhizogenes, namely Ar.1193, Ar.Qual, C58C1, and K599, and selected octoploid cultivated strawberry

Fenyu and diploid woodland strawberry rg40 and Ruegen as experimental materials. The study adopted

scratching stolon method, puncturing shortened stem method and hypocotyl infection method and 35S::

RUBY visual reporter gene to systematically evaluate the hairy root transformation efficiency of differ-

ent strains and to screen the strain for optimal transformation. For scratching stolon method, Fenyu sto-

lon-derived plantlets were used as the experimental material. The A. rhizogenes carrying the 35S::RUBY

plasmid was streaked onto YEP solid medium and cultured at 28 ℃ for 2-3 days. The primary roots of

the stolon-derived plantlets were removed, and the base of the stolon was lightly wounded with a sterile

blade. The solid bacterial cells were then applied to the wounded area. The sterilized vermiculite was

placed into transparent plastic cups. The treated stolon- derived plantlets were inserted into the cups,

which were subsequently wrapped with aluminum foil to simulate a dark environment for root growth.

The remaining bacterial cells on YEP solid medium were resuspended in water to create a bacterial sus-

pension, which was used to irrigate the wounded area. The infected stolon-derived plantlets were cov-
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ered with a transparent cover to maintain high humidity and were wrapped with black cloth for over-

night dark treatment. The next day, the black cloth was removed, and the infected stolon-derived plant-

lets were kept in a high-humidity environment. After 20 days of insertion, the stolon-derived plantlets

were uniformly observed. For puncturing shortened stem method, one-month-old woodland strawberry

rg40 were used as the experimental material. The A. rhizogenes carrying the 35S::RUBY plasmid was

streaked onto YEP solid medium and cultured at 28 ℃ for 2-3 days. A single colony from the plate was

picked using a syringe needle and used to perform multiple piercings at the short stem region of the

seedling. Subsequently, the bacterial cells were scraped from the YEP solid medium and applied to the

short stem region. The seedlings were then planted in the substrate. Since the diploid seedlings were rel-

atively tender, it was not convenient to pull them up for observation at an early stage. Therefore, obser-

vation was conducted after 45 days. For hypocotyl infection method, the A. rhizogenes carrying the

35S::RUBY plasmid was streaked and cultured on YEP solid medium for 2-3 days to obtain single colo-

nies. A positive single colony was selected and inoculated into YEP liquid medium containing 75 mg·L-1

spectinomycin and 50 mg · L- 1 streptomycin, and cultured at 28 ℃ with shaking at 220 r · min- 1 for 16

hours. The next day, the culture was inoculated at a 1∶100 ratio into 50 mL of YEP liquid medium con-

taining 75 mg · L- 1 spectinomycin and 50 mg · L- 1 streptomycin, and cultured at 28 ℃ until the OD600

reached 0.6. The bacterial suspension was collected by centrifugation at 3220 g for 10 minutes and re-

suspended in 1/2MS liquid medium containing 100 µmol · L- 1 acetosyringone (AS) to achieve an OD600

of 0.8. The bacterial suspension was activated at 28 ℃ with shaking at 100 r·min-1 for 1 hour. When the

Ruegen seedlings had two cotyledons, the hypocotyl was cut off from the root, and the hypocotyl with

cotyledons was used as experimental material. The explant was immersed in the Agrobacterium suspen-

sion and cultured at 28 ℃ with shaking at 100 r ·min-1 for 15 minutes, followed by sonication for 5 sec-

onds (KQ-500DE digital ultrasonic cleaner, power 90%). The infected explant was then transferred to a

filter paper moistened with 1/2MS (containing 2% sucrose and 100 µmol·L-1 AS) and co-cultured in the

dark at 23 ℃ for 4 days. After co-cultivation, the infected explant was washed with sterile water and

transferred to 1/2MS medium containing 2% sucrose 250 mg·mL-1 cefotaxime sodium (CEF) for decon-

tamination and hairy root induction. The explants were observed uniformly 30 days after infection.【Re-

sults】The results showed that under the three different treatment methods, all four strains of A. rhizo-

genes could induce the strawberry explants to produce hairy roots. Among the four strains, the strain

Ar.1193 showed the best positive rooting rate. In the scratching stolon method, the induction rate of pos-

itive hairy roots for the octoploid cultivated strawberry Fenyu reached 79.41%. The induction rate of

positive hairy roots for the diploid woodland strawberry rg40 was 73.33% using the puncturing short-

ened stem method, while the induction rate of positive hairy roots for the diploid woodland strawberry

Ruegen was 14.38% via the hypocotyl infection method.【Conclusion】Through three methods, Ar.1193

was identified as the most suitable strain for inducing strawberry hairy roots. This study preliminarily

established a strawberry hairy root culture system using the 35S::RUBY reporter gene for screening.

This system not only would provide a scientific basis for the subsequent genetic transformation of straw-

berries but also would lay the foundation for the rapid validation of strawberry root development and

CRISPR/Cas9 gene editing efficiency.
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草莓（Fragaria × ananassa Duch.）为蔷薇科

（Rosaceae）草莓属（Fragaria）多年生草本植物，是

重要的园艺作物。草莓色泽红艳，肉质多汁，风味酸

甜且芳香浓郁，营养价值高 [1]，素有“水果皇后”之
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称[2]。近年来，中国草莓栽培面积持续扩大，国内新

品种选育成效显著，产业规模快速增长，经济效益和

社会效益同步提升[3]。然而，草莓基因组高度杂合，

传统育种方法存在周期长、性状改良效率低等技术

瓶颈。转基因技术与基因编辑技术（如 CRISPR/

Cas9）因操作精准、育种周期短、遗传修饰效率高等

优势，为草莓种质创新和新品种选育提供了新的解

决方案[4]。因此，建立高效稳定的草莓遗传转化体

系，对推进草莓分子设计育种、加速优良品种选育进

程具有重要意义[5]。

植物的遗传转化主要利用根癌农杆菌（Agro-

bacterium tumefaciens）与发根农杆菌（Agrobacteri-

um rhizogenes）[6]。目前，基于根癌农杆菌的叶盘转

化法是草莓遗传转化的常规方法。该方法以叶片为

外植体，经农杆菌浸染、抗生素筛选及器官再生途径

获得转基因植株[7-8]。然而，该体系转化周期长、转化

效率低、影响因素较多[9]。相较而言，发根农杆菌介

导法（A. rhizogenes-mediated，ARM）具有成本低、效

能高、基因沉默率低及宿主适应性强等优势，是一种

高效的植物遗传转化方法。它能够快速将自身含有

的Ri质粒上T-DNA片段转移至植物细胞中，诱导植

物产生毛状根，从而实现遗传物质的交流[10-11]，其转

化周期通常比根癌农杆菌的叶盘转化法更短。发根

农杆菌介导法能够快速获得大量的转基因材料，为

后续的基因功能验证、次生代谢产物研究等提供充

足的试验样本，极大提高了研究效率。此外，发根农

杆菌具有较强的宿主适应性，不仅能够感染双子叶

植物，对部分单子叶植物、裸子植物以及非植物生物

如真菌等也具有一定的感染能力，突破了根癌农杆

菌宿主范围的限制，极大地拓宽了植物遗传转化的

研究范围，为不同种类植物的遗传改良提供了可

能。舒铫等[12]在甜瓜中利用发根农杆菌介导法建立

了甜瓜转化体系，并利用该系统实现了对CRISPR/

Cas9靶点有效性的快速检测。邬婷婷等[13]在蓝莓中

也建立了简单、快速的发根农杆菌介导的蓝美 1号

遗传转化体系，为蓝莓的基因功能研究和良种选育

提供了技术支持。在草莓中，Yan等[14]利用发根农

杆菌在林地草莓中探索出一种有效的侵染方法，该

方法可用于草莓根系特异性启动子的研究，并可作

为分析草莓根系基因功能的工具。此外，Hao等[15]

在草莓中利用发根农杆菌体内注射（IVI）方法，得到

转基因毛状根，并用转基因毛状根系证实了

FaNRT1.1的硝酸盐转运功能。

在草莓遗传转化研究中，现有技术主要依赖组

织培养[14]和体内注射 [15]获取转基因毛状根。然而，

这些方法存在明显局限：IVI法虽规避了组织培养步

骤，但操作流程复杂、转化效率低且阳性根获取周期

长。此外，现有体系普遍采用GFP荧光标记筛选，

依赖荧光显微镜观察，增加了技术门槛和设备成

本。针对以上问题，笔者创新性地引入RUBY报告

系统，进行阳性毛状根筛选，无需使用特殊设备或化

学处理，肉眼即可清楚观察[16]。在模式植物拟南芥、

水稻[17]以及园艺植物辣椒[18]、矮牵牛[19]、柠檬[20]中均

已验证了 RUBY 报告系统能够有效发挥预期的功

能。因此，通过在草莓中建立以RUBY报告基因筛

选的发根农杆菌介导的遗传转化体系，可简化操作

并有望克服GFP荧光标签的弊端，为提高基因功能

研究的准确性和遗传转化过程中的筛选效率奠定基

础。

1 材料和方法

1.1 试验材料

发根农杆菌菌株 Ar.1193、Ar.Qual、C58C1、

K599（表 1），所用菌种由上海交通大学农业与生物

学院刘振华老师、温海帆老师、李彭丽老师提供；

35S::RUBY质粒购于广西唯创生物科技有限公司；

草莓试验材料来自本实验室。

表 1 发根农杆菌菌株抗性

Table 1 Resistance of Agrobacterium rhizogenes strains

菌株

Strains

Ar.1193

Ar.Qual

C58C1

K599

抗性

Resistance

羧苄青霉素、链霉素、利福平 Carb, Strep, Rif

链霉素、氯霉素 Strep, Cam

链霉素、利福平 Strep, Rif

链霉素Strep

1.2 外植体获取

匍匐茎子株划伤法：挑选八倍体栽培草莓粉玉

健康无病虫害的匍匐茎子株，因其子株部位生根能

力较强，故选取此部位作为试验材料。

短缩茎穿刺法：挑选 1月龄无病虫害的二倍体

森林草莓 rg40幼苗短缩茎，因其短缩茎部位生根能

力较强，并且 rg40叶柄呈绿色，无花青素积累，可避

免色素干扰，故选取此部位作为该方法的试验材料。

下胚轴侵染法：挑选二倍体森林草莓 Ruegen

（简称RG）成熟种子，经表面消毒处理。置于 2 mL
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离心管中，经 75%乙醇振荡消毒 1 min，吸出乙醇。

随后，用 10%的次氯酸钠溶液消毒 8 min至种皮脱

色，无菌水漂洗3~5次，播于MS＋2%蔗糖的固体培

养基中，置于光照培养箱（24 ℃，光照16 h/黑暗8 h）

中培养。待幼苗发育至 2片子叶期时，在无菌条件

下将其下胚轴与根部连接处切断。因其下胚轴生根

能力强[14]，故选用携带子叶的下胚轴作为该方法的

试验材料。

1.3 发根农杆菌转化

将-80 ℃冰箱中的发根农杆菌感受态置于冰

上，待其融化后置于冰盒。每100 µL感受态加入1 µg

35S::RUBY质粒，依次于冰上静置5 min，液氮5 min，

37 ℃水浴5 min，冰浴5 min，随后加入700 µL无抗生

素的YEP液体培养基，置于28 ℃摇床上220 r·min-1

振荡培养 2~3 h。离心后弃掉部分上清液，剩余

100 µL上清液重悬菌体沉淀后涂布在含有对应抗

生素的YEP平板上，28 ℃倒置培养2~3 d，以获得单

克隆。挑取单克隆置于含相应抗生素的YEP液体

培养基中振荡培养过夜，第 2天进行菌液PCR扩增

验证。根据载体序列合成RUBY检测引物：RUBY检

测-F（5'-3'）GACAGCCGAGACAGACCAAA和RU-

BY 检测 -R（5'-3'）TCCCAGGAGGAGTGGATCAG。

PCR 产物经琼脂糖凝胶电泳检测，目的条带为

441 bp，条带大小正确的为阳性克隆，用于后续试验。

1.4 转基因根的鉴定

采用CTAB方法提取DNA[21]。将获得的毛状根

置于 1.5 mL离心管中，向离心管中加入 2颗钢珠于

液氮中速冻，快速置于组织破碎仪中破碎；随后，加

入600 μL CTAB裂解液（含4%的β-巯基乙醇），涡旋

混匀，60 ℃烘箱中放置 30 min；加入 600 μL氯仿和

异戊醇的混合液（氯仿和异戊醇的体积比为24∶1），

振荡混匀，在13 400 g条件下离心10 min，吸出600 μL

上清液，转移到新的离心管中；随后，加入600 μL氯

仿和异戊醇的混合液，振荡混匀，在13 400 g条件下

离心10 min，吸出450 μL上清液，并加入在-20 ℃预

冷的无水乙醇900 μL，颠倒混匀，于-20 ℃冰箱放置

1 h；随后，在 13 400 g条件下离心 10 min，去除上清

液，置于通风橱下吹干；最后，加入30 μL TE缓冲液

（pH=8.0，每1.5 mL TE缓冲液含100 μL核糖核酸酶

A溶液），置于-20 ℃冰箱保存待用。

采用双重 PCR体系进行转基因毛状根的分子

鉴定。使用RUBY特异性引物RUBY检测-F和RU-

BY检测-R扩增载体35S::RUBY的序列，目的条带大

小为441 bp；同时，利用引物FvACTIN-F（5'-3'）GAG-

GCTCCATCTTAGCATCC和引物FvACTIN-R（5'-3'）

ACAATTGAAGGGCCTGATTC 扩增草莓内参基

因，目标条带大小为 184 bp，经琼脂糖凝胶电泳检

测，同时呈现 441 bp（RUBY）和 184 bp（ACTIN）特异

性条带的样本，可确认为转基因阳性毛状根。

1.5 数据统计与分析

使用Excel统计数据，计算公式如下：

再生根率/%=产生毛状根的外植体数/外植体总

数×100；

阳性根率/%=产生红色毛状根的外植体数/产生

毛状根的外植体数×100；

愈伤率/%=产生愈伤的外植体数/外植体总数×

100；

红色愈伤率/%=产生红色愈伤的外植体数/产生

愈伤的外植体数×100。

使用Adobe Illustrator 2020软件作图。

2 结果与分析

2.1 草莓发根遗传转化体系的构建

2.1.1 匍匐茎子株划伤法转化流程 将含有 35S::

RUBY的农杆菌在YEP固体培养基上划线，在28 ℃

恒温培养箱中培养 2~3 d（图 1-A）。选取八倍体栽

培草莓粉玉健康匍匐茎子株，去除子株上原有根系，

使用灭菌刀片在原生根部位轻划 5~6道 5~8 mm长

的伤口（图 1-B）。用灭菌枪头轻刮固体菌落，涂抹

在子株伤口表面（图 1-C~D，箭头标注为涂抹部

位）。采用一次性透明塑料杯作为培养容器，用镊子

将杯底部戳孔以吸水（图1-E），将灭菌蛭石（粒径1~

2 mm）装入杯中作为基质（图1-F）。随后，将涂抹菌

体的子株垂直扦插于透明塑料杯中，确保接种部位

与基质充分接触（图 1-G）。杯体外周包裹锡箔纸，

模拟根部的暗生长环境（图 1-H），将锡箔纸取下后

仍可通过透明杯壁观察毛状根生长动态。用无菌水

重悬平板上剩余菌体，吸取菌液补充浇灌接种部位

（图1-I），幼苗用透明保湿罩覆盖（图1-J），以确保高

湿度环境，并使用黑布进行过夜暗处理，黑暗处理

16 h后转入正常光周期（光照 16 h/黑暗 8 h）。扦插

20 d后进行统一观察。

2.1.2 短缩茎穿刺法转化流程 将含有35S::RUBY

的农杆菌在YEP固体培养基上划线、28 ℃恒温培养
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箱中培养 2~3 d（图 2-A）。选取 1月龄森林草莓苗

rg40作为试验材料（图 2-B），用注射器针头挑取平

板上的单克隆，对准幼苗短缩茎部位进行 4~6次垂

直穿刺（图2-C，箭头标注为短缩茎部位），用注射器

针管盖刮取平板上的菌体，均匀涂抹至短缩茎创伤

部位，随后将幼苗种植于基质中（图 2-D~F，箭头标

注为短缩茎部位）。鉴于二倍体幼苗幼嫩易损，为避

免早期取样损伤，定于45 d后进行统一观察。

2.1.3 下胚轴侵染法转化流程 将含有35S::RUBY

的农杆菌在YEP固体培养基上划线、28 ℃恒温培养

箱培养2~3 d，待其长出单克隆。选择阳性单克隆接

种于含有75 mg·L-1壮观霉素和50 mg·L-1链霉素的

YEP液体培养基中，在28 ℃、220 r·min-1摇床中培养

16 h。第2天按照1∶100的比例接种于50 mL含有壮

观霉素和链霉素的YEP液体培养基中，并在 28 ℃、

220 r · min- 1 摇床中培养直至 OD600 达到 0.6。接着

3220 g离心10 min，收集菌液沉淀，用含有100 µmol·L-1

乙酰丁香酮（AS）的1/2MS液体培养基进行重悬，使

其OD600达到 0.8。在 28 ℃、100 r ·min-1条件下活化

菌液 1 h。当RG出现 2片子叶时，切断下胚轴与根

部连接处，选用携带子叶的下胚轴作为外植体材料

（图 3- A）。将外植体浸没在农杆菌溶液中，在

28 ℃、100 r ·min-1条件下培养侵染 15 min（图 3-B），

随后超声 5 s（KQ-500DE型数控超声波清洗器，功

率的 90%）（图 3-C）。将侵染后的外植体转移到用

1/2MS+2%蔗糖（含有100 µmol·L-1 AS）润湿的滤纸

上，23 ℃黑暗共培养 4 d（图 3-D）。共培养后，将感

染的外植体用无菌水洗涤并转移到含 250 mg·mL-1

头孢噻肟钠（Cef）的1/2MS+2%蔗糖培养基上，脱菌

培养以诱导毛状根产生（图3-E）。侵染处理30 d后

进行统一观察。

2.2 毛状根表型观察及阳性鉴定

2.2.1 匍匐茎子株划伤法根系表型观察与鉴定 试

验组（RUBY-OE）采用携带35S::RUBY质粒的4种菌

株（Ar.1193、Ar.Qual、C58C1、K599），对照组（CK）采

用对应不携带任何质粒的 4种菌株。在接种后 9 d

时，观察到试验组根部出现红色表型。接种后 20 d

时，对透明杯壁观察的结果显示，对照组只产生白色

根系（图4-A），而试验组则出现明显的红色根系（图

4-B）。随后，将所有材料拔出清洗，进一步观察根部

A. 划线活化菌株；B. 去除子株原根并划伤；C-D. 涂抹菌体；E. 杯底部戳孔；F. 杯中装入灭菌蛭石；G. 扦插；H. 锡箔纸包裹杯身；I. 浇灌菌

液；J. 透明罩覆盖。

A. Streaking for strain activation; B. Removing the original root and wounding; C-D. Smearing the bacterial suspension; E. Piercing holes in the

bottom of the cup; F. Filling the cup with sterilized vermiculite; G. Inserting; H. Wrapping the cup with aluminum foil; I. Irrigating with bacterial sus-

pension; J. Covering with a transparent dome.

图 1 匍匐茎子株划伤法转化流程图

Fig. 1 Flowchart of transformation for the scratching stolon method

A B C D E

F G H I J
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表型。结果同样表明，对照组均产生白色根系，而试

验组均能诱导出具有显著甜菜红素积累的红色毛状

根（图5）。

对该方法获得的根系进行随机取样，根据经典

CTAB方法提取DNA。采用双重 PCR体系进行转

基因毛状根的分子鉴定，利用引物RUBY检测-F和

RUBY检测-R扩增载体 35S::RUBY的序列，目的条

带大小为441 bp；利用引物FvACTIN-F和FvACTIN-

R扩增草莓内参基因，目标条带大小为 184 bp。同

时呈现 441 bp（RUBY）和 184 bp（ACTIN）特异性条

带的样本，可在DNA水平上确认为转基因阳性毛状

根。PCR 结果显示，对照组白色根系均未扩增出

RUBY 条带，而所取红色根系均可扩增出 RUBY 条

带，RUBY条带大小与35S::RUBY质粒扩增的大小一

致（图 6-A），并且红色根中草莓内参基因ACTIN均

存在（图 6-B），证实这些红色毛状根为转基因阳性

根。

2.2.2 短缩茎穿刺法根系表型观察与鉴定 由于二

A. 划线活化菌株；B. 森林草莓苗 rg40；C. 挑菌穿刺短缩茎；D~F. 涂抹菌体后种植。

A. Streaking for strain activation; B. Woodland strawberry rg40; C. Picking colonies and puncturing the shortened stem; D-F. Planting after smear-

ing the bacterial suspension.

图 2 短缩茎穿刺法转化流程图

Fig. 2 Flowchart of transformation for the puncturing shortened stem method

A. 切下胚轴部位；B. 侵染 15 min；C. 超声处理 5 s；D. 黑暗下共培养 4 d（1/2MS+AS）；E. 脱菌培养诱导毛状根（1/2MS+CEF）。

A. Cutting hypocotyl; B. Infecting for 15 minutes; C. Ultrasonication for 5 seconds; D. Co-cultivating in the dark for 4 days (1/2MS+AS); E. Hairy

root induction on disinfected medium (1/2MS+CEF).

图 3 下胚轴侵染法转化流程图

Fig. 3 Flowchart of transformation for the hypocotyl infection method

A

B C

D

E F

A B C D E

子叶 Cotyledon

下胚轴
Hypocotyl

根部
Root

15 min 5 s 4 d
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A.CK：不携带任何质粒的 4 种菌株处理；B. RUBY-OE：携带 35S::RUBY 质粒的 4 种菌株处理。标尺=1 cm。

A. CK: Treatment with four strains without any plasmids; B. RUBY-OE: Treatment with four strains carrying the 35S::RUBY plasmid. Bar=1 cm.

图 4 匍匐茎子株划伤法杯身表型观察

Fig. 4 Observation from the cup of the scratching stolon method

倍体小苗较为幼嫩，在较早时期不便于拔起观察，选

取在 45 d进行表型观察。试验组（RUBY-OE）采用

携带 35S::RUBY质粒的 4种菌株（Ar.1193、Ar.Qual、

C58C1、K599），对照组（CK）采用对应不携带任何质

粒的 4种菌株。观察结果表明，左侧对照组的新生

根为白色，右侧携带 35S::RUBY质粒的试验组产生

红色毛状根（图7）。

同样，对该方法获得的根系进行随机取样并提

20 d

20 d

A CK

B RUBY-OE

Ar.1193 Ar.Qual C58C1 K599

Ar.1193-RUBY Ar.Qual-RUBY C58C1-RUBY K599-RUBY
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A. Ar.1193 菌株处理的对照组（左）与试验组（右）；B. Ar.Qual 菌株处理的对照组（左）与试验组（右）；C. C58C1 菌株处理的对照组（左）与试

验组（右）；D. K599 菌株处理的对照组（左）与试验组（右）。标尺=1 cm。

A. CK (left) and RUBY-OE (right) treated with Ar.1193 strain; B. CK (left) and RUBY-OE (right) treated with Ar.Qual strain; C. CK (left) and RU-

BY-OE (right) treated with C58C1 strain; D. CK (left) and RUBY-OE (right) treated with K599 strain. Bar=1 cm.

图 5 匍匐茎子株划伤法根系表型观察

Fig. 5 Phenotype of hairy roots of the scratching stolon method

A

B

C

D

CK RUBY-OE

20 d

20 d

20 d

20 d

Ar.1193

Ar.Qual

C58C1

K599

Ar.1193-RUBY

Ar.Qual-RUBY

C58C1-RUBY

K599-RUBY

CK RUBY-OE

CK RUBY-OE

CK RUBY-OE
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取DNA。PCR结果显示，对照组白色根均未扩增出

RUBY条带，而所取红色根均可扩增出RUBY条带，

条带大小与 35S::RUBY质粒扩增的大小一致（图 8-

A），并且红色根中草莓内参基因ACTIN均存在（图

8-B），进一步在DNA水平确认红色根为转基因阳性

根。

2.2.3 下胚轴侵染法愈伤及根系表型观察与鉴定

以携带35S::RUBY质粒的4种菌株作为试验组（RU-

BY-OE），以不携带任何质粒的对应4种菌株分别作

为对照组（CK）。将带子叶的下胚轴脱菌培养（含

250 mg·mL-1 Cef的 1/2 MS+2%蔗糖培养基）7~12 d

时，可以观察到下胚轴伤口部位有毛状根出现。侵

染30 d后进行统计，观察到对照组产生白色根（图9-

A），试验组有紫红色根的产生，并且产生了红色愈

伤组织（图9-B）。对获得的根进行随机取样并提取

DNA，PCR结果表明，对照组的白色根均未扩增出

RUBY条带，而试验组所取紫红色根均可扩增出RU-

BY条带，并且条带大小正确（图9-C）。此外，紫红色

根中草莓内参基因ACTIN均存在（图 9-D），进一步

在DNA水平确认紫红色根为转基因阳性根。

2.3 4种发根农杆菌菌株在不同方法下的转化效率

对 4种发根农杆菌菌株在匍匐茎子株划伤法、

短缩茎穿刺法、下胚轴侵染法 3种方法下的转化情

况进行统计。

2.3.1 在匍匐茎子株划伤法中对毛状根转化的影

响 将未携带任何质粒的4种发根农杆菌菌株侵染

的划伤匍匐茎子株作为对照组，携带 35S::RUBY质

粒的 4种菌株侵染的划伤匍匐茎子株作为试验组。

在20 d时进行观察统计，在该方法下，4种携带35S::

RUBY 质粒的发根农杆菌菌株的阳性根率均超过

58%。其中Ar.1193的阳性根率最高，可达 79.41%；

Ar.Qual 与 K599 的阳性率分别为 67.65%与 65.71%

（表2）。因此在该方法下，最佳菌株为Ar.1193。

2.3.2 在短缩茎穿刺法中对毛状根转化的影响 将

未携带任何质粒的4种菌株穿刺的短缩茎作为对照

组，携带 35S::RUBY质粒的 4种菌株穿刺的短缩茎

作为试验组。在45 d时进行观察统计，在该方法下，

有 3 种携带 35S::RUBY 质粒的菌株阳性根率超过

A. PCR 鉴定 RUBY 基因；B. PCR 鉴定 ACTIN 内参基因。M. DL2000 DNA Maker；泳道 1. 未做任何处理所产生的根；泳道 2. 只划伤处理

所产生的根；泳道 3、7、11、15. 分别为 Ar.1193、Ar.Qual、C58C1、K599 均无质粒处理的毛状根；泳道 4~6、8~10、12~14、16~18. 分别为 Ar.1193、

Ar.Qual、C58C1、K599 均携带 35S::RUBY 质粒处理的阳性毛状根；泳道 19. 35S::RUBY 质粒。

A. PCR identification of RUBY gene; B. PCR identification of ACTIN reference gene. M. DL2000 DNA Maker; Line 1. Roots grown without any

treatment; Line 2. Roots grown after only scratching treatment; Lines 3, 7, 11 and 15. Hairy roots grown after treatment with Ar.1193, Ar.Qual,

C58C1 and K599, respectively, all without any plasmids. Lines 4-6, 8-10, 12-14 and 16-18. Positive hairy roots grown after treatment with Ar.1193,

Ar.Qual, C58C1 and K599, respectively, all carrying the 35S::RUBY plasmid; Line 19. 35S::RUBY plasmid.

图 6 匍匐茎子株划伤法阳性根鉴定

Fig. 6 Identification of positive hairy roots of the scratching stolon method

CK Ar.1193 Ar.Qual C58C1 K599A

B

质粒 Plasmid
35S::RUBY

CK Ar.1193 Ar.Qual C58C1 K599 质粒 Plasmid
35S::RUBY

2000 bp

1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

2000 bp

1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

RUBY

ACTIN
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A. Ar.1193 菌株处理的对照组（左）与试验组（右）；B. Ar.Qual 菌株处理的对照组（左）与试验组（右）；C. C58C1 菌株处理的对照组（左）与试

验组（右）；D. K599 菌株处理的对照组（左）与试验组（右）。标尺=1 cm。

A. CK (left) and RUBY-OE (right) treated with Ar.1193 strain; B. CK (left) and RUBY-OE (right) treated with Ar.Qual strain; C. CK (left) and RU-

BY-OE (right) treated with C58C1 strain; D. CK (left) and RUBY-OE (right) treated with K599 strain. Bar=1 cm.

图 7 短缩茎穿刺法根系表型观察

Fig. 7 Phenotype of hairy roots of the puncturing shortened stem method

A

B

C

D

CK RUBY-OE

20 d

20 d

20 d

20 d

Ar.1193

Ar.Qual

C58C1
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Ar.Qual-RUBY

C58C1-RUBY
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CK RUBY-OE

CK RUBY-OE
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A. PCR 鉴定 RUBY 基因；B. PCR 鉴定 ACTIN 内参基因。M. DL2000 DNA Maker；泳道 1. 未做任何处理所产生的根；泳道 2. 只划伤处理

所产生的根；泳道 3、7、11、15. 分别为 Ar.1193、Ar.Qual、C58C1、K599 均无质粒处理的毛状根；泳道 4~6、8~10、12~14、16~18. 分别为 Ar.1193、

Ar.Qual、C58C1、K599 均携带 35S::RUBY 质粒处理的阳性毛状根；泳道 19. 35S::RUBY 质粒。

A. PCR identification of RUBY gene; B. PCR identification of ACTIN reference gene. M. DL2000 DNA Maker; Line 1. Roots grown without any

treatment; Line 2. Roots grown after only scratching treatment; Lines 3, 7, 11 and 15. Hairy roots grown after treatment with Ar.1193, Ar.Qual,

C58C1 and K599, respectively, all without any plasmids. Lines 4-6, 8-10, 12-14 and 16-18. Positive hairy roots grown after treatment with Ar.1193,

Ar.Qual, C58C1 and K599, respectively, all carrying the 35S::RUBY plasmid; Line 19. 35S::RUBY plasmid.

图 8 短缩茎穿刺法阳性根鉴定

Fig. 8 Identification of positive hairy roots of the puncturing shortened stem method

50%。其中，Ar.1193处理效果最好，阳性根率可达

73.33%；其次是 K599，阳性根率达到 58.06%；Ar.

Qual 的阳性根率为 50.00%（表 3）。因此在该方法

下，最佳菌株为Ar.1193。

2.3.3 在下胚轴侵染法中对毛状根转化的影响 在

30 d时，统计各项数值。由表 4可知，Ar.1193与Ar.

Qual两种菌株在携带或不携带35S::RUBY质粒时诱

导的生根率较高，均超过 60%。在阳性根率方面，

Ar.1193 菌 株 达 到 14.38% ，Ar.Qual 菌 株 达 到

12.50%。此外，笔者发现，在诱导毛状根的同时也

伴随着愈伤组织的产生。菌株Ar.1193与Ar.Qual在

诱导愈伤组织方面表现突出，不携带质粒的 2种菌

株侵染胚轴后愈伤率分别为90.74%和82.69%，携带

35S::RUBY质粒的2种菌株的愈伤率分别为94.55%

和 80.54%，2种菌株诱导产生的愈伤组织均较大且

较为明显。K599菌株诱导产生的愈伤组织较小且

较少；Ar.Qual 菌株诱导所产生的红色愈伤组织较

多，红色愈伤率高达 88.59%；Ar.1193菌株的红色愈

伤率达到73.82%。

3 讨 论

在非组织培养方法层面，针对现有草莓毛状根

诱导技术存在的问题，采取了系统化解决对策。与

已报道的草莓体内注射诱导毛状根方法[15]相比，传

统方法在匍匐茎茎部注射后 40 d，毛状根在注射部

位附近开始发育，在注射后 60 d毛状根大量增殖。

此方法耗时较长，操作繁琐，茎段易折断，且只获得

了50%的表皮隆起率，发根效率较低。此外，仅测试

了K599菌株，菌株单一。为此，笔者创新性地开发

了基于匍匐茎子株划伤法的快速转化体系，在划伤

部位涂抹菌体，进行扦插培养。该方法将培养周期

缩短至 20 d，效率提升了 2~3倍。此外，结合RUBY

视觉报告基因，无需使用特殊设备即可肉眼观察，简

化操作环节、节省成本。并且，经对4种发根农杆菌

（Ar.1193、Ar.Qual、C58C1、K599）进行系统比较，确

定Ar.1193为最优菌株，其转化效率高达79.41%，显

CK Ar.1193 Ar.Qual C58C1 K599 质粒 Plasmid
35S::RUBY

CK Ar.1193 Ar.Qual C58C1 K599 质粒 Plasmid
35S::RUBY

A
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1000 bp
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500 bp
250 bp
100 bp
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A. CK：不携带任何质粒的 4 种菌株侵染所产生的毛状根；B. RUBY-OE：携带 35S::RUBY 质粒的 4 种菌株侵染所产生的紫红色根与红色愈

伤组织；C. PCR 鉴定 RUBY 基因；D. PCR 鉴定 ACTIN 内参基因；M. DL2000 DNA Maker；泳道 1. 未做任何处理所产生的根；泳道 2. 只切断

处理所产生的根；泳道 3、7、11、15. 分别为 Ar.1193、Ar.Qual、C58C1、K599 均无质粒处理的毛状根；泳道 4~6、8~10、12~14、16~18. 分别为

Ar.1193、Ar.Qual、C58C1、K599 均携带 35S::RUBY 处理的阳性毛状根；泳道 19. 35S::RUBY 质粒。

A. CK, Infection without any plasmids inducing white hairy roots; B. RUBY-OE：Infection with 35S::RUBY plasmid inducing red roots and red cal-

lus; C. PCR identification of RUBY gene; D. PCR identification of ACTIN reference gene; M. DL2000 DNA Maker; Line 1. Roots grown without any

treatment; Line 2. Roots grown after only cutting treatment; Lines 3, 7, 11 and 15. Hairy roots grown after treatment with Ar.1193, Ar.Qual, C58C1

and K599, respectively, all without any plasmids. Lines 4-6, 8-10, 12-14 and 16-18. Positive hairy roots grown after treatment with Ar.1193, Ar.Qual,

C58C1 and K599, respectively, all carrying the 35S::RUBY plasmid; Line 19. 35S::RUBY plasmid.

图 9 下胚轴侵染法根系及愈伤组织表型观察与阳性根鉴定

Fig. 9 Phenotype of hairy roots and callus and identification of positive hairy roots of the hypocotyl infection method

A B

CK Ar.1193 Ar.Qual C58C1 K599 质粒 Plasmid
35S::RUBY

CK Ar.1193 Ar.Qual C58C1 K599
质粒 Plasmid
35S::RUBY

C

D

CK RUBY-OE

著优于传统方法。

在组织培养方法层面，笔者利用发根农杆菌侵

染下胚轴，相较于传统根癌农杆菌介导的叶盘法，该

方法展现出显著优势：下胚轴再生根率最高可达

75.74%，30 d即可获得转基因材料，相比于传统叶盘

法周期缩短 50%以上，转化效率提升 4~5倍 [22]。此

外，研究发现下胚轴侵染法可同时诱导产生转基因

愈伤组织，这些呈现红色表型的愈伤组织证实了

35S::RUBY报告基因的成功整合与表达。值得注意

的是，与根癌农杆菌介导的叶盘法相比，发根农杆菌

2000 bp

1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

RUBY

ACTIN

2000 bp

1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp
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表 2 4 种发根农杆菌菌株在匍匐茎子株划伤法中对毛状根转化的影响

Table 2 Effects of four A. rhizogenes strains on hairy root transformation in the scratching stolon method

菌株

Strains

Ar.11931

Ar.Qual1

C58C11

K5991

Ar.1193-RUBY2

Ar.Qual-RUBY2

C58C1-RUBY2

K599-RUBY2

外植体数

Number of
explants

12

12

12

12

36

36

37

38

毛状根的外植体数

Number of explants
with hairy roots

11

12

10

11

34

34

34

35

阳性根的外植体数

Number of explants
with positive roots

0

0

0

0

27

23

20

23

再生根率

Regeneration rate
of roots/%

91.67

100.00

83.33

91.67

94.44

94.44

91.89

92.11

阳性根率

Frequency of
positive roots/%

0.00

0.00

0.00

0.00

79.41

67.65

58.82

65.71

注：1 对照组 . 不携带任何质粒的 4 种菌株划伤的匍匐茎子株；2 试验组 . 携带 35S::RUBY 质粒的 4 种菌株划伤的匍匐茎子株。

Note: 1 Control groups. Stolon-derived plantlets were scratched by four strains that did not carry any plasmids. 2 Experimental groups. Stolon-de-

rived plantlets were scratched by four strains that carry 35S::RUBY plasmid.

表 3 4 种发根农杆菌菌株在短缩茎穿刺法中对毛状根转化的影响

Table 3 Effects of four A. rhizogenes strains on hairy root transformation in the puncturing shortened stem method

菌株

Strains

Ar.11931

Ar.Qual1

C58C11

K5991

Ar.1193-RUBY2

Ar.Qual-RUBY2

C58C1-RUBY2

K599-RUBY2

外植体数

Number of
explants

12

12

12

12

35

36

37

37

毛状根的外植体数

Number of explants
with hairy roots

10

11

9

10

30

30

30

31

阳性根的外植体数

Number of explants
with positive roots

0

0

0

0

22

15

9

18

再生根率

Regeneration rate
of roots/%

83.33

91.67

75.00

83.33

85.71

83.33

81.08

83.78

阳性根率

Frequency of
positive roots/%

0.00

0.00

0.00

0.00

73.33

50.00

30.00

58.06

注：1 对照组 . 不携带任何质粒的 4 种菌株穿刺的短缩茎；2 试验组 . 携带 35S::RUBY 质粒的 4 种菌株穿刺的短缩茎。

Note: 1 Control groups. Shortened stem punctured by four strains that did not carry any plasmids. 2 Experimental groups. Shortened stem punc-

tured by four strains that carry 35S::RUBY plasmid.

表 4 4 种发根农杆菌菌株在下胚轴侵染法中对毛状根转化的影响

Table 4 Effects of four A. rhizogenes strains on hairy root transformation in hypocotyl infection method

菌株

Strains

Ar.11931

Ar.Qual1

C58C11

K5991

Ar.1193-RUBY2

Ar.Qual-RUBY2

C58C1-RUBY2

K599-RUBY2

外植体数

Number of
explants

54

52

51

50

202

185

166

168

长愈伤的

外植体数

Number of
explants with
callus

49

43

22

4

191

149

84

21

红色愈伤的

外植体数

Number of
explants with
red callus

0

0

0

0

141

132

18

10

长毛状根的

外植体数

Number of
explants with
hairy roots

44

39

21

20

153

112

70

66

有阳性根的

外植体数

Number of
explants with
positive roots

0

0

0

0

22

14

4

8

愈伤率

Induction
rate of
callus/%

90.74

82.69

43.14

8.00

94.55

80.54

50.60

12.50

红色愈伤率

Induction
rate of red

callus/%

0.00

0.00

0.00

0.00

73.82

88.59

21.43

47.62

再生根率

Regeneration
rate of
roots/%

81.48

75.00

41.18

40.00

75.74

60.54

42.17

39.29

阳性根率

Frequency
of positive
roots/%

0.00

0.00

0.00

0.00

14.38

12.50

5.71

12.12

注：1 对照组 . 不携带任何质粒的 4 种菌株侵染的下胚轴；2 试验组 . 携带 35S::RUBY 质粒的 4 种菌株侵染的下胚轴。

Note：1 Control groups. Hypocotyl infected by four strains that did not carry any plasmids. 2 Experimental groups. Hypocotyl infected by four

strains that carry 35S::RUBY plasmid.
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诱导的愈伤组织形成周期显著缩短[7]，表现出更高

的转化效率，红色愈伤率最高可达 88.59%，为草莓

及其他蔷薇科作物的遗传转化和功能基因组研究提

供了高效、普适的新技术体系。这不仅解决了传统

叶盘法转化率低、周期长的问题，更为难转化植物的

基因编辑和分子育种奠定了基础。

此外，众多研究表明，当植物受到创伤与植物生

长调节剂刺激时，发育调节因子（developmental reg-

ulators，DRs）可以改变植物细胞发育进程，重新诱导

分生组织形成，以此得到转基因幼芽进而获得转基

因植株[23]。利用WUS、IPT、BBM、PLT、GRF、GIF和

STM等DRs可极大地改善植物体细胞胚胎的发生

速度和再生能力，显著提高遗传转化效率[24]。目前，

已有利用发根农杆菌携带发育调节因子侵染植物成

功获得转基因植株的研究 [25]。Wang等 [26]在白菜中

已实现利用发根农杆菌共表达发育调节因子 Zm-

WUS2-IPT-AtPLT5复合体，获得了转基因植株，在白

菜物种中打破了基因型的限制条件，建立了高效便

捷的遗传转化系统。Yi等[27]在萝卜中通过发根农杆

菌介导法，利用发育调节因子与RUBY视觉报告基

因，在不添加任何外源激素的情况下成功获得了转

基因植株。对于发根农杆菌介导的草莓转基因体系

的建立，可参考利用发育调节因子的方式。

4 结 论

通过匍匐茎子株划伤法、短缩茎穿刺法和下胚轴

侵染法3种方法，结合35S::RUBY视觉报告基因，成功

诱导二倍体森林草莓以及八倍体栽培草莓产生转基

因阳性毛状根。研究结果表明，4种发根农杆菌（Ar.

Qual、Ar.1193、C58C1、K599）在不同处理方法下均能

诱导草莓外植体形成毛状根。其中Ar.1193菌株的诱

导效果最为显著，毛状根阳性率最高可达 79.41%。

笔者筛选出最适宜的菌株，并建立了草莓高效、经

济、快速的发根农杆菌转化体系，为草莓遗传转化研

究提供了有力的技术支持，也为草莓的根系发育、

CRISPR/Cas9基因编辑效率的快速验证奠定了基础。
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