
中国农业科学  2006,39(12):2563-2569 
Scientia Agricultura Sinica 

 
收稿日期：2005-10-30；接受日期：2006-05-24 
基金项目：国家自然科学基金资助项目（30370987）和江苏省科技研究资助项目（BJ2003309） 
作者简介：丛郁（1978-），男，黑龙江哈尔滨人，博士，研究方向为果树基因工程。Tel: 025-81581961；E-mail: congyu780903@163.com。通讯作者

章镇（1947-），男，江苏镇江人，教授，研究方向为果树分子生物学。Tel: 025-84396792；E-mail: zhangzhen_nj@hotmail.com 
 
 
 

转 rolC 基因八棱海棠组培苗生物学特性的研究 

丛  郁，孙爱君，姚泉洪，章  镇 

（南京农业大学园艺学院，南京 210095） 

 

摘要：【目的】通过研究转 rolC 基因八棱海棠不同株系的转基因拷贝数，在转录水平上的表达丰度，以及转

基因组培苗的生物学特性，为进一步深入阐明 rolC 基因在八棱海棠中的表达机制和培育优良的苹果砧木奠定理论

基础。【方法】以通过 gus 染色和 PCR 检测的 3个转 rolC 基因八棱海棠株系组培苗为试材。Southern 杂交鉴定 rolC

基因整合拷贝数。Northern 杂交鉴定 rolC 基因在转录水平上的表达丰度。调查转基因植株组培苗在含有不同种

类和浓度的植物生长调节剂的培养基上茎段增殖、叶片再生、生根能力等生物学特性；将生根后的组培苗进行炼

苗，移入温室 4个月后，研究株高、节间数、节间长度、叶面积等生物学特性。【结果】Southern 杂交结果表明，

rolC 基因分别整合进入 3个八棱海棠株系基因组，其中株系 20a 和 33a 分别获得了 1 个 rolC 基因拷贝，株系 20b

获得了 2个 rolC 基因拷贝。Northern 杂交结果表明，3个转基因株系中的 rolC 基因均在转录水平上得到了表达，

且该基因在单拷贝株系的表达丰度高于双拷贝株系。转基因组培苗生物学特性研究结果表明：（1）3个转 rolC 基

因八棱海棠株系茎段增殖系数、叶片再生率、生根所需外源激素浓度均显著低于对照植株，单拷贝株系的以上指

标亦显著低于双拷贝株系。（2）3 个转基因八棱海棠株系组培苗平均生根数显著高于转基因株系，双拷贝株系显

著低于单拷贝株系；根长情况正好相反；对照植株根粗和转基因株系根粗之间均无显著差异。（3）3 个转基因八

棱海棠株系的株高、节间长度、节间数、叶面积均显著小于对照植株。其中单拷贝株系显著小于双拷贝株系。【结

论】rolC 基因整合进入 3 个八棱海棠转基因株系基因组，并分别在转录水平上得到表达。外源 rolC 基因的表达

导致转基因植株体内内源激素含量和植株形态学的改变，且 rolC 基因的整合拷贝数对它的表达有一定的影响。 

关键词：八棱海棠（Malus robusta Rehd.）；rolC 基因；拷贝数；组培苗；生物学特性 

 

Study on the Biology Characteristics of rolC-Transgenic Malus 
robusta Rehd. in vitro 

CONG Yu, SUN Ai-jun, YAO Quan-hong, ZHANG Zhen 

(College of Horticulture, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095) 

 
Abstract: 【Objective】The purpose of this research was to investigate the copy numbers, expression quantities at transcription 

level and biology of rolC gene in transgenic Malus robusta Rehd. The study also aimed to provide basic information for investigating 
the expression of rolC gene in genome of Malus robusta Rehd and breeding excellent apple rootstocks. 【Method】Three clones of 
rolC-transgenic Malus robusta Rehd., which have been firstly screened through the gus and PCR tests, were selected for further 
investigation. Molecular hybridizations were made to identify rolC gene integrated copy numbers and expression quantities at the 
transcription level in Malus robusta Rehd. The biology of transgenic Malus robusta Rehd, such as shoots proliferation, leaf 
differentiation and rooting abilities, were surveyed. Other characteristics of transgenic Malus robusta Rehd, such as plantlet height, 
nodes number, the length of internodes and leaf area, were researched after they grew in a greenhouse for 4 months. 【Result】 
Southern hybridization demonstrated that rolC gene had been integrated in the genome of three clones of rolC-transgenic Malus 
robusta Rehd. Two of these transformants had a single copy and one had double copies of the integrated rolC gene. Northern 
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hybridization showed that the expressions of rolC gene in transgenic clones were influenced via different integrated copy numbers. 
At the transcription level, its expression quantity in the clone with double rolC copies was less than that of other two clones with a 
single rolC copy number. Studies revealed that: (1) The rates of shoots propagation, rooting and leaves regeneration of all three 
rolC-transgenic Malus robusta Rehd. clones were lower than that of the non-transgenic plantlet at significant level. And these indexes 
of clones with one rolC gene copy were significantly lower than that of the clone with two rolC gene copies. (2) The root numbers of 
these three rolC-transgenic Malus robusta Rehd clones were more than that of the non-transgenic plantlet at significant level. Among 
transformants, the data showed that clones with one rolC gene copy were significant larger than that of the clone with two rolC gene 
copies. The root length of the non-transgenic is significant longer than that of three transformants. This length of one rolC gene copy 
clones is significant shorter than that of two rolC gene copies clone. The root diameter had no difference between the non-transgenic 
plantlet and the transgenic clones. (3) All three rolC-transgenic Malus robusta Rehd clones display the obvious characteristic of rolC 
phenotype, such as dwarf shoot, shorter internodes, smaller leave area, plantlet shorter than non-transgenic clones. And the clones 
carrying one rolC gene copy were significant shorter than the clone with two rolC gene copies. 【Conclusion】The rolC gene has been 
integrated into the genome of Malus robusta Rehd. It was expressed at the level of transcription. The expression of exogenous rolC 
gene changes endogenous hormone contents and morphology of transgenic Malus robusta Rehd. The integrated copy number of rolC 
gene played an important role at the expression of rolC gene in transgenic clones. 

Key words: Malus robusta Rehd; rolC gene; Integrated copy number; Transgenic plant in vitro; Biologic characteristic 
 

0  引言 

【本研究的重要意义】八棱海棠（Malus robusta 
Rehd.）原产于中国华北地区，为小乔木，树势强健，

具有一定的抗逆性，是中国苹果的主要砧木之一[1]。

但是乔化砧木不能满足现代化果树矮化密植生产的要

求。南京农业大学果树生物技术组用农杆菌介导法将

rolC 基因导入八棱海棠基因组并通过 gus 染色检测和

PCR 检测，初步证明 rolC 基因已成功导入八棱海棠基

因组[2]。【前人研究进展】rolC 基因来源于发根农杆

菌 Ri 质粒，具有导致植株矮化、节的数量减少、节间

长度缩短、侧枝增多、生根能力增强、花变小、花粉

量减少，雄性不育等作用，是对某些植物性状进行改

良的重要基因，在分别以马铃薯[3]、烟草[4]、梨[5]、玫

瑰砧木[6]为受体进行 rolC 基因的研究中已有成功转化

报道。【本研究的切入点】虽然已经初步证明 rolC 基

因整合进入八棱海棠基因组，但是关于 rolC 基因在八

棱海棠植株内的表达情况以及 rolC 基因对八棱海棠

生物学特性的影响情况尚未清楚。【拟解决的关键问

题】本文选取 3个转 rolC基因的八棱海棠株系，从 rolC
基因整合拷贝数、转录后的表达情况以及转基因株系

组培苗的生物学特性等几个方面进行研究，从而为选

育优良的苹果矮化砧木提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  植物材料 

选取 gus 染色和 PCR 检测呈阳性的 3 个转 rolC

基因八棱海棠株系：20 a、20 b、33 a 和未转基因的八

棱海棠为试验材料，在MS＋0.5 mg·L-1 BA＋0.1 mg·L-1 

NAA（转 rolC 基因株系附加 50 mg·L-1 Km）培养基上，

1 500 lx，14 h 光照培养条件下保存试材。 
1.2  试剂  

Southern 杂交和 Northern 杂交所用 Dig DNA 
Labeling and Detection KitⅠ试剂盒以及探针回收试剂

盒均购于 Roche 公司；内切酶 EcoRⅠ和 HindⅢ购于

南京博飞生物试剂公司。 

1.3  转 rolC 基因八棱海棠的分子杂交检测 

1.3.1  八棱海棠基因组 DNA 和总 RNA 的提取  参
考张智俊[7]的方法，稍加修改，从 1 份八棱海棠叶片

材料中同时提取基因组 DNA 和总 RNA。 
1.3.2  探针的标记  用内切酶EcoRⅠ和HindⅢ对质

粒 prolC1DNA 进行双酶切，用回收试剂盒（Roche）
回收 1 600 bp 左右的酶切产物。以回收产物为模板，

按 Dig DNA Labeling and Detection KitⅠ说明书用随

机引物扩增法标记探针。 
1.3.3  Southern 杂交  取 3 个转基因株系的总 DNA
和未转化植株的总 DNA 各 10 μg 分别用 EcoRⅠ和

HindⅢ进行单酶切后，在 35 V 电压下电泳 12 h，用毛

细管法转移到尼龙膜上，按 Dig DNA Labeling and 
Detection 说明书进行 Southern 杂交。 
1.3.4  Northern 杂交  取 3 个转基因株系的总 RNA
和未转化植株的总 RNA 各 15 μg，电泳，转膜后按

Dig DNA Labeling and Detection KitⅠ说明书进行

Northern 杂交。
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1.4  转 rolC 基因八棱海棠生物学特性研究 

1.4.1  增殖能力  取各个株系八棱海棠试管苗长 1.5 
cm 的茎段接入 BA 浓度分别为 3.0、2.0、1.0、0.5、
0.1 mg·L-1，NAA 浓度为 0.1 mg·L-1的 MS 培养基中。

培养 30 d 后，观察其生长情况，统计株高＞0.5 cm 的

增殖苗总数，计算增殖率（增值率=增殖苗总数/初始

接入茎段数）。每个处理 3 个重复，每个重复 15 个茎

段。 
1.4.2  叶片再生能力  取各个株系八棱海棠继代 30 
d 后试管苗的中部叶片，剪成 30 mm×30 mm 大小，

接入 BA 浓度分别为 8.0、4.0、2.0、0 mg·L-1，NAA
浓度为 0.2 mg·L-1的 MS 培养基中。30 d 后（起初 20 d
暗培养）观察叶片再生情况，统计形成愈伤组织叶片

数和每个愈伤组织形成的株高＞0.5 cm 的再生苗数。

每个处理 3 个重复，每个重复 30 个外植体。 
1.4.3 生根能力  取各个株系八棱海棠继代30 d后长

1.5 cm 的茎段接入含不同浓度 IBA 对 1/2MS（大量元

素减半）培养基中，20 d 后（起初 3 d 暗培养），观

察生根情况，统计生根率（生根率＝生根株数/初始接

入茎段数）。每个处理 3 个重复，每个重复 15 个茎段。

40 d 后，统计在 IBA 浓度 0.2 mg·L-1处理条件下，各

个株系的生根数、根长和根粗。 
1.4.4  植株生长特性  取株高 2 cm 左右，带 3～5
片叶子的各个株系八棱海棠试管苗，将其基部浸入   
1 000 mg·L-1的 IBA 中数秒，移栽入消毒后的混合基

质中（沙﹕珍珠岩＝1﹕1）。起初 7 d，用透明的塑料

杯罩住保持湿度。4 个月后，统计株高，节间数，叶

片大小。 

2  结果与分析 

2.1  rolC 基因的 Southern 杂交检测 

3 个转 rolC 基因八棱海棠株系的基因组分别经两

种内切酶 EcoRⅠ和 HindⅢ酶切后，与含有 rolC 基因

的探针杂交后均显示出特异的杂交条带，而对照植株

没有出现杂交条带，证明 rolC 基因已经转化进入八棱

海棠基因组（图 1，图 2）。在用 EcoRⅠ和 HindⅢ两

种内切酶单酶切的 Southern 杂交中，株系 20a 和 33a
均出现 1 条杂交带，初步证明这 2 个株系的基因组中

整合了至少 1 个拷贝的 rolC 基因；而株系 20b 出现 2
条杂交带，证明其基因组中整合了至少 2 个拷贝的

rolC 基因。 
2.2  rolC 基因的 Northern 杂交检测 

3个转 rolC基因八棱海棠株系的总RNA与用DIG

标记的含 rolC 基因的 DNA 探针杂交后均显现出特异

的杂交条带，而对照植株则没有出现杂交条带，证明

rolC 基因已在转录水平上正常表达（图 3）。另外，

杂交结果显示（图 3）：含有 1 个 rolC 基因拷贝的株

系 20a 和 33a，Northern 杂交信号强于含有 2 个 rolC
基因拷贝的 20b 株系。 
 

 

 
prolC. 质粒（阳性对照）；CK. 非转基因植株（阴性对照）；20a、20b、
33a 分别为转基因株系 20a、20b、33a。下同 
prolC. Plasmid (positive control); CK. Non-transformed control (negative 
control); 20a, 20b, 33a. Transgenic lines 20a, 20b and 33a, respectively. The 
same as below 
 

图 1  EcoRⅠ酶切的 Southern 杂交结果 

Fig. 1  The result of Southern hybridization after digestion 

with EcoRⅠ 
 

 

 
 
图 2  Hind Ⅲ 酶切的 Southern 杂交结果 

Fig. 2  The result of Southern hybridization after digestion 

with HindⅢ 

 
2.3  rolC 基因对八棱海棠组培苗生物学特性的影响 

2.3.1  rolC 基因对八棱海棠增殖能力的影响  由表

1 可以看出， 3 个转 rolC 基因八棱海棠株系和对照植

prolC   CK    20a   20b    33a 

prolC    CK    20a   20b   33a 
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株的增殖系数均随着培养基中 BA 浓度的增加，呈先

上升，后下降的趋势。当 BA 浓度≤1.0 mg·L-1时，3
个转 rolC 株系的增殖系数均显著高于对照植株；当

BA 浓度＞1.0 mg·L-1时，对照植株的增殖系数则显著

高于 3 个转 rolC 基因株系，并且在 BA 为 2.0 mg·L-1

时增殖系数达到峰值。2 个单一 rolC 基因拷贝株系在

BA 浓度≤1.0 mg·L-1时，增殖系数显著高于双 rolC 基

因拷贝株系；当 BA 浓度＞1.0 mg·L-1时，双 rolC 基

因拷贝株系增殖系数则显著高于 2个单 rolC基因拷贝

株系。单 rolC 基因拷贝株系 20a，在 BA 浓度≤1.0 
mg·L-1时增殖系数显著高于另一个单 rolC基因拷贝株

系 33a；当 BA 浓度＞1.0 mg·L-1时，这 2 个株系的增

殖系数无显著差异。从增殖苗的生长情况来看，在相

同的 BA 浓度处理中，对照植株的增殖苗直立性较强，

节间较长；而 3 个转 rolC 基因株系的增殖苗均呈丛生

状，且节间较短。当 BA 浓度达到 2.0 mg·L-1时，3 个

转 rolC 基因株系的增殖苗均出现玻璃化现象，而对照

植株在 BA 浓度达到 3.0 mg·L-1也出现玻璃化现象。 

2.3.2  rolC 基因对八棱海棠叶片再生能力的影响  由
表 2 可以看出，当再生培养基中 BA 浓度≤4 mg·L-1

时，3 个转 rolC 基因八棱海棠株系叶片的再生率均显

著高于对照植株，且每叶片的平均再生芽数量也显著

高于对照植株。当 BA 浓度＞4 mg·L-1时，对照植株叶

片的再生率和每叶片的平均再生芽数显著高于 3 个转

rolC 基因八棱海棠株系。2 个单 rolC 基因拷贝株系在

BA 浓度≤2 mg·L-1时，叶片再生率和每叶片平均再生

芽数量均显著高于双 rolC 基因拷贝株系；当 BA 浓度

＞2 mg·L-1时，双 rolC 基因拷贝株系的叶片再生率和

每叶片平均再生芽数量显著高于 2个单 rolC基因拷贝

株系。单 rolC 基因拷贝株系 33a 在 BA 浓度≤2 mg·L-1

时，叶片再生率和每叶片平均再生芽数量显著高于另

一个单 rolC 基因拷贝株系 20b；当 BA 浓度为 4 mg·L-1  
 

 

 

 

 

图 3  Northern 杂交结果 

Fig. 3  The result of northern hybridization 

 
表 1  转 rolC 基因八棱海棠株系和对照植株在不同 BA 浓度 MS 培养基上的增值率 

Table 1  The propagation rate of the rolC-transgenic and non-transformed plants on MS media containing different BA 
concentration 

株系 Clone BA3.0+NAA0.1 BA2.0+NAA0.1 BA1.0+NAA0.1 BA0.5+NAA0.1 BA0.1+NAA0.1

CK 
20a 
33a 
20b 

5.67 A 
4.14 C 
4.15 C 
5.23 B 

7.33 A 
6.22 C 
6.22 C 
6.80 B 

5.40 D 
6.80 B 
7.80 A 
6.53 C 

3.20 D 
5.86 B 
6.40 A 
5.13 C 

1.85 D 
2.56 B        
2.93 A      
2.12 C       

基本培养基为 MS，激素浓度单位均为 mg·L-1，不同大写字母表示 1%显著性差异。下同 
The basic medium is MS. All measurement units of hormone concentration are mg·L-1. The different capital letters show significant difference at P<0.01 level. 
The same as below 
 

表 2  转 rolC 基因八棱海棠株系和对照植株在含有不同 BA 浓度的 MS 培养基上的叶片再生率（%） 

Table 2  The regeneration rate of the transgenic and non-transformed leaves on media containing different concentration proportion 
of hormones 

BA8.0+NAA0.2 BA4.0+NAA0.2 BA2.0+NAA0.2 BA0+NAA0.2 株系 
Clone 再生率 

Rediffere- 
ntiation 
rate 

平均再生苗数 
Average the 
number of  
regenerated shoot 

再生率 
Rediffere- 
ntiation 
rate 

平均再生苗数 
Average the  
number of  
regenerated shoot 

再生率 
Rediffere- 
ntiation 
rate 

平均再生苗数 
Average the  
number of 
regenerated shoot 

再生率 
Rediffere- 
ntiation 
rate 

平均再生苗数 
Average the 
number of 
regenerated shoot

CK 100.00 A 3.12 A 66.67 D 2.10 D 40.00 D 1.25 D 6.67 D 0.00 D 

20a 50.00 C 1.32 C 80.00 B 2.42 B 90.00 B 2.67 B 26.67 B 1.88 B 
33a 30.00 D 1.26 D 78.52 B 2.55 B 100.00 A 3.56 A 36.67 A 2.12 A 
20b 73.30 B 2.23 B 93.33 A 3.32 A 73.33 C 2.23 C 13.33 C 1.67 C 

CK       20a       20b       33a 
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时，两者无显著差异；当 BA 浓度为 8 mg·L-1时，株

系 20a 的这两项指标则均显著高于株系 33a。 
从再生苗的生长情况来看，3 个转 rolC 基因株系

在 BA 浓度达到 4 mg·L-1时，叶片再生苗有一定的玻

璃化现象，而对照植株叶片的再生苗生长正常；当 BA
浓度达到 8 mg·L-1时，对照植株也出现了玻璃化现象，

而 3个转 rolC基因株系的叶片再生苗的玻璃化程度更

为严重。 
2.3.3  rolC 基因对八棱海棠植株生长特性影响  由
表 3 可以看出，对照植株的株高、节间数和叶面积均

显著高于 3 个转 rolC 基因八棱海棠株系；而其节间长

度显著高于单 rolC 基因拷贝株系 20 a 和 33 a，但和双

rolC 基因拷贝株系 20 b 相比则无显著差异。2 个单

rolC 基因拷贝株系的株高、叶面积以及节间数均显著

低于双 rolC 基因拷贝株系 20 b，而节间长度则和 20 b
无显著差异。单 rolC 基因拷贝株系 20 a 的叶面积和株

高均显著高于另外 1 个单 rolC 基因拷贝株系 33 a，而

节间数和节间长度则无显著差异（图 4）。以上结果

表明 rolC 基因的转入，导致八棱海棠植株矮化，节间

数和叶面积变小。但是转基因植株节间长度的变化不

一致，对照植株的节间长度和单 rolC 基因拷贝株系相

比有显著差异，而与双 rolC 基因拷贝株系的节间长度

之间无显著差异。 

2.3.4  rolC 基因对八棱海棠生根率和根系形态影

响  由表 4 可以看出，无论是 3 个转 rolC 基因八棱海

棠株系还是对照植株，随着生根培养基中 IBA 浓度的 

增高，生根率都呈逐渐上升的趋势。当 IBA 浓度≤0.1 
mg·L-1时，3 个转 rolC 基因八棱海棠株系的生根率均

显著高于对照植株。在不含 IBA 的 1/2MS 培养上，对

照植株不能生根，3 个转 rolC 基因八棱海棠株系却表

现出一定的生根能力。当 IBA 浓度＞0.1 mg·L-1时，3
个转 rolC 基因八棱海棠株系和对照植株的生根率都

达到 100%。2 个单 rolC 基因拷贝株系在 IBA＝0.05 
mg·L-1时，生根率达到 100%，显著高于双 rolC 基因 
 

 
 

图 4  转 rolC 基因八棱海棠株系和对照植株移栽 4 个月后

地上部生长情况 

Fig. 4  The overground part growth of rolC-transgenic and 

non-transgenic control of Malus robusta Rehd. after 

transplant 4 months 

 
表 3  移栽 4个月后转基因植株和对照植株地上部分的生长情况 

Table 3  Average height, number of nodes, internode length and leaf area of three transformed clones and non-transformed control 
plantlets  

株系 

Clone 

株数 

Plant (No.) 

株高 

Plant hight (cm) 

节间数 

Nodes (No.) 

节间长度 

Internode length (cm) 

叶面积 

Leaf area (cm2)

CK 7 43.12 A 16.26 A 2.65 A 36.23 A 

20a 10 20.24 C 11.16 C 1.81 B 22.76 C 

33a 8 18.63 D 10.87 C 1.71 B 18.56 D 

20b 8 26.66 B 12.28 B  2.17 AB 28.43 B 

 
表 4  转 rolC 基因八棱海棠株系和对照植株在含有不同 IBA 浓度的 1/2MS 培养基上的生根率（%） 

Table 4  The rooting percentage of the rolC-transgenic and non-transformed plants on 1/2MS media containing different IBA 
concentration  

株系 Clone IBA 0 IBA 0.05 IBA 0.10 IBA 0.20

CK  0.00 D  60.00 C  80.00 B 100.00 A

20a 53.33 B 100.00 A 100.00 A 100.00 A

33a 62.22 A 100.00 A 100.00 A 100.00 A

20b 35.36 C  90.00 B 100.00 A 100.00 A

CK          20b         20a         33a 
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拷贝株系 90%的生根率。IBA 提高到 0.1 mg·L-1时，

双 rolC 基因拷贝株系 20b 才能达到 100%的生根率。

从根系的生长情况来看，在相同的 IBA 浓度处理中：

对照植株比 3个转 rolC基因株系生根数量少，根长长；

2个单 rolC基因拷贝株系比双 rolC基因拷贝株系生根

数量多，根长较短。 
由表 5 可以看出，在含有 IBA 0.2 mg·L-1的 1/2MS

培养基上生根培养 40 d 后，对照植株的平均根数和平

均根长与 3个转 rolC基因八棱海棠株系相比均有显著

差异，而平均根粗则无显著差异。2 个单 rolC 基因拷

贝株系平均根数显著高于双 rolC 基因拷贝株系，但它

们的平均根粗无显著差异；而单 rolC 基因拷贝株系

33a 的根长显著低于双 rolC 基因拷贝株系 20b，另一

个单 rolC 基因拷贝株系 20a 的根长与双 rolC 基因拷

贝株系 20b 的根长相比则无显著差异。单 rolC 基因拷

贝株系 20a的平均根数和平均根长与另一个单 rolC 基

因拷贝株系 33a 相比均有显著差异，而它们之间的根

粗无显著差异（图 5）。 

 

 

 

图5  转rolC基因八棱海棠株系和对照植株在IBA浓度0.2 

mg·L-1
的 1/2MS 培养基上生根 40 d 后的生长情况 

Fig. 5  The root growth of rolC-transgenic and non-transgenic 

control of Malus robusta Rehd. on the 1/2MS medium 

with 0.2 mg·L-1 IBA after 40 days 

 
表 5  转基因植株和对照植株在含有 0.2 mg·L-1

IBA 的 1/2M S 培养基上 40 d 后的生根情况 

Table 5  The root growth characteristics of the transgenic and non-transformed plants on media containing 0.2 mg·L-1 IBA after 
culturing 40 days 

株系 
Clone 

平均根数 
Average root number (No.) 

平均根长 
Average root length (mm) 

平均根粗 
Average root diameter (mm)

CK 4.56 D 120.2 A 2.5 A 
20a 11.23 B 78.8 B 2.5 A 
33a 13.67 A 64.2 C 2.6 A 
20b 7.33 C 77.3 B 2.7 A 

 

3  讨论 

研究结果普遍认为转 rolC 基因受体植物有着矮

化、发侧枝能力增强、花叶等器官变小、生根能力增

强、早花、雄性不育等形态特征。在果树生产上，使

用矮化和根系发达的砧木能使果树树型矮化，吸收功

能增强，不仅便于经营管理，也大大提高果树的生产

率。为了改良梨树砧木高生长的特性，Bell 等[5]将 rolC
基因导入了西洋梨（Pyrus communis L.）中，并成功

地获得了生长高度下降、茎节数减少、叶片变小的转

基因植株。Kaneyoshi 等[8]将 rolC 基因转入柑橘砧木

枳中，获得了比对照植株矮化 40%且生根能力显著增

强的转基因植株。本试验对转 rolC 基因的苹果砧木八

棱海棠进行形态学鉴定，3 个转 rolC 基因的株系均出

现了株高变矮、节间数变少、叶面积变小、根长变短、

生根数增多等形态学变化。而且 2 个获得单拷贝 rolC

基因八棱海棠的节间长度比对照植株显著变短，而双

rolC 基因八棱海棠株系的节间长度和对照植株相比无

显著差异。3 个转 rolC 基因株系的根粗和对照植株相

比无显著差异。由此可以证明：3 个转 rolC 基因的八

棱海棠株系在形态学上发生的变化和前人在其它转

rolC 基因植物上得到的结论基本相符。 
Ove 等[9]将 rolC基因转入多年生木本植物杂交白

杨，并对转 rolC 基因杂交白杨的多种内源细胞分裂素

（包括 iPA、ZR、Z、DHZ、ZOG、ZROG）进行了测

定。结果表明，无论是在顶端组织还是在叶片中，转

基因植株的内源细胞分裂素含量与对照植株相比均有

显著的提高；Mitiouchkina 等[10]在转 rolC 基因菊花中

发现转基因植株体内的细胞分裂素比对照植株提高了

50 倍。本试验虽然没有对 3 个转 rolC 基因八棱海棠

的内源细胞分裂素进行测定，但是通过调查在不同BA
浓度条件下转 rolC 八棱海棠株系的增殖能力和叶片

CK        20a        20b        33a 
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再生能力，发现转 rolC 基因八棱海棠在显著低于对照

植株所需 BA 浓度的条件即可获得较大的增殖系数和

叶片再生率。此结论间接证明上述观点：转 rolC 基因

可在一定程度上提高八棱海棠的内源细胞分裂素水

平。转 rolC 基因康乃馨叶片再生试验[11]的结果与本试

验相似。 
关于 rolC 基因整合拷贝数与其表达水平之间的

关系，文献报道结果不一致。Bell 等[5]将 rolC 基因转

入梨品种 Beurre Bosc 获得的转基因植株，经鉴定包括

3 个拷贝数不同的株系：F24（3 个拷贝数）、F23（1
个拷贝数）和 F22（2 个拷贝数）。但 3 个株系在植

株高度、节间距离上均无显著差异；转 rolC 基因苹果

砧木 Marubakaidou 植株的表现型与拷贝数无关[12]；

Fladung 等[3]在转 rolC 基因马铃薯中发现，随着拷贝

数的增加，该基因表达效果越强，但这种现象只在试

管中表现明显。转 rolC 基因的牵牛花品种 Mitchell 植
株高度、花叶大小、发侧枝能力，随着拷贝数的增加，

而显著变化[13]。 

4  结论 

本试验通过Southern杂交鉴定出转 rolC基因八棱

海棠株系 20a 和 33a 分别获得了 1 个 rolC 基因拷贝，

株系 20b 获得了 2 个 rolC 基因拷贝。Northern 杂交结

果表明，单 rolC 基因拷贝株系 20a 和 33a 的 rolC 基

因表达丰度高于双 rolC 基因拷贝株系 20b。外源 rolC
基因的转入导致八棱海棠产生形态学上的变化，单

rolC 基因拷贝株系 20a 和 33a 的株高、节间数、叶面

积、根长、生根数等指标和双 rolC 基因拷贝株系 20b
相比均有显著差异；并且显著降低了八棱海棠组培苗

增殖和叶片再生对 BA 浓度、八棱海棠组培苗生根对

IBA 浓度的要求。 
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