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美洲黑杨遗传转化系统优化的研究

王　玲１，２，段红平１，田　敏２

（１．云南农业大学 农学与生物技术学院，云南 昆明 ６５０２０１；
２．中国林业科学院 亚热带林业研究所，浙江 富阳 ３１１４００）

摘要：研究了影响根癌农杆菌 （ＡｇｒｏｂａｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓＣｏｎｎ）介导的美洲黑杨遗传转化的若干因素，建立了
美洲黑杨简单、高效的遗传转化系统，获得了大量转基因植株。结果表明：外植体预培养 ３ｄ，菌液浓度
ＯＤ６００值为０４～０６的农杆菌中侵染２０ｍｉｎ，共培养３ｄ为最佳遗传转化系统，转化率最高时可达１００％。同
时发现选择带叶柄的叶片作为转化受体，转化频率也有明显提高且不同分化培养基的配方对美洲黑杨的转化

效果也有一定影响。
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　　美洲黑杨具有较高的经济价值是世界中纬度
平原地区栽培面积最大的速生用材树种之一。杨

树的显著优点是生长快，成材早，适应性强，木

材颜色洁白易漂白，得浆率，强度和白度三者可

以兼顾，是一种较为适宜的制浆造纸原料［１］。但

由于其育种周期长、异化授粉等原因，通过常规

育种对其改良耗时长。因此，通过基因工程手段

对美洲黑杨进行遗传改良具有重要意义。自１９８７
年ＦＩＬＬＡＴＩ等［２］首次获得抗除草剂杨树植株以来，

杨树的遗传转化研究已取得了很大发展。王善

平［３］等将Ｔｉ质粒的基因导入毛白杨中并得到一些
芽。卜学贤等［４］用 Ｒｉ和 Ｔｉ质粒转化毛白杨获得
了正常的转化植株。将Ｂｔ毒蛋白基因导入杨树的
遗传转化已在７４１杨、杂交杨、欧洲黑杨、银白
杨×大齿杨等杨树抗虫育种中得到应用［５－８］。在

杨树上应用的遗传转化方法主要有ＤＮＡ直接转移
法和农杆菌介导法。农杆菌介导法是目前应用最

广泛且结果较为理想、技术较为成熟的一种基因



转化方法。但此法存在转化效率偏低的问题，故

建立高效稳定的基因转化受体系统，是转基因育

种的基础［９］。本试验借鉴前人的研究，主要探讨

了影响农杆菌介导遗传转化美洲黑杨的６个因素：
即培养基配方、预培养时间、共培养时间、菌液浓

度、侵染时间、转化受体等，旨在研究影响美洲黑

杨转化效果的因素，优化其转化系统，以便进一步

利用基因工程技术对美洲黑杨进行遗传改良。

１　材料与方法

１１　材料
试验采用美洲黑杨杂交种 ＮＬ８９５（Ｐｏｐｕｌｕｓ

ｄｅｌｔｏｉｄｅｓ）作为植物材料，由南京林业大学诸葛强
教授馈赠。试管苗以单芽茎段方式增值继代，继

代培养基为附加０５ｍｇ／Ｌ６ＢＡ和０１ｍｇ／ＬＮＡＡ
的ＭＳ培养基。表达载体 ｐＢＩ１２１质粒为中国亚热
带林业研究所实验室构建；农杆菌 ＥＨＡ１０５由本
实验室保存。

１２　叶盘法转化美洲黑杨
在无菌条件下，取苗龄４～６周的生长健壮的

无菌苗叶片，叶片在大小、形状和色泽上基本一

致，一般取靠近顶端的幼嫩的叶片。用刀在叶片

上划线，切口过中脉，放在预培养基上预培养。

然后在 ＯＤ６００值为 ０２～０８的菌液中侵染 １０～
４０ｍｉｎ，在这一过程中轻轻振荡。取出叶片，用
无菌滤纸吸干后，转入共培养基上于２５℃条件下
暗培养，共培养基上附加乙酰丁香酮 ２００μｍｏｌ／
Ｌ。然后移到筛选培养基上，包括共培养在内暗
培养１０ｄ左右移至光下进行选择培养。
１３　影响根癌农杆菌转化效果的因素

本次试验选用 （１）ＭＳ＋０５ｍｇ／Ｌ６ＢＡ＋０１
ｍｇ／ＬＮＡＡ；（２）ＭＳ＋０５ｍｇ／Ｌ６ＢＡ＋０１ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ＋０２５ｍｇ／ＬＺＴ；（３）ＭＳ＋０５ｍｇ／Ｌ６ＢＡ＋

０１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０００５ｍｇ／ＬＴＤＺ３种不同的培养
基；不同的预培养时间：健壮无菌苗叶片在预培

养基上分别预培养１，２，３，４ｄ；不同的共培养
时间：感染叶片分别共培养２，３，４，５，６ｄ；不
同的菌液浓度：在 ＯＤ６００＝０２，０３，０４，０５，
０６，０８的菌液中侵染 ２０ｍｉｎ；不同的侵染时
间：在ＯＤ６００＝０４～０６菌液中侵染１０，２０，３０，
４０ｍｉｎ；以及不同的转化受体：分别取生长健壮
的杨树无菌苗子叶，带叶柄的子叶，茎段作为转

化受体。比较评价指标：不同处理均取６０片剪好
的叶片，培养３２～５６ｄ后调查抗性芽形成情况。
以在选择培养基上获得卡那霉素抗性芽的数量为

评价指标。经卡那霉素筛选形成的抗性不定芽，

在含有卡那霉素的生根培养基上诱导生根。

１４　转化植株的检测
对转化植株进行 ＰＣＲ检测：采用改良的

ＣＴＡＢ［１０］法提取转化植株的基因组 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ
扩增。检测基因所用的引物为：

上 游 引 物：５′－ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＣＡＣ
ＣＡＡＣＧＧＡＧＡＧ－３′；

下游引物：５′－ＧＧＴＣＡＴＧＡＴＣＡＣＴＧＣＡＴＣ
ＣＧＡＣＧＧＣＡ－３′。

扩增 ＣＣｏＡＯＭＴ基因片段大小约为 ７５０ｂｐ。
反应条件为：９４℃预变性 ４ｍｉｎ，９４℃延伸 ４５ｓ，
６５℃退火 ４５ｓ，７２℃延伸 ４５ｓ重复 ３０个循环，
７２℃延伸７ｍｉｎ。

２　结果与分析

２１　转化植株的分化、伸长和生根
侵染后的叶片放入分化培养基中２８ｄ后开始

逐渐分化，分化芽渐渐伸长，待芽长至２～３ｃｍ
时将芽切下放入生根培养基中，约２０ｄ后开始生
根 （见图１）。
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２２　不同培养基配方对转化芽频率的影响
试验结果表明 （图２）不同培养基配方之间

产生 Ｋａｎｒ芽的频率差别很大。配方 （２）配方
（３）获得 Ｋａｎｒ芽频率较高，分别为 ４５％和
５２％；配方 （１）很难获得转化芽，转化频率仅
为０５０％。６ＢＡ，ＴＤＺ，ＺＴ都为细胞分裂素，它
们的主要作用是促进细胞的分裂和器官的分化，

延缓组织的衰老，增强蛋白质的合成，抑制顶端

优势，促进侧芽的生长及显著改变其他的激素作

用。作用的强弱顺序为：ＴＤＺ＞ＺＴ＞６ＢＡ。

２３　不同预培养时间对转化芽频率的影响
试验结果表明 （图３），不同预培养时间产

生Ｋａｎｒ芽的频率有一定差别。预培养２ｄ和３ｄ
获得 Ｋａｎｒ芽频率最高，分别为 ３８％和 ５０％。
预培养１ｄ时获得的转化芽要少一些，可能是叶
片还未适应体外培养条件。预培养４ｄ时转化芽
出现较多，但随着筛选时间的延长，大量的芽出

现黄化并逐渐死亡，原因可能是随着预培养时间

的延长，叶片已处于萌发状态，叶片切口对农杆

菌不敏感，故转化频率降低。从卡那抗性芽获得

的频率 （图３）可以看出：３ｄ为最佳的预培养天
数。本次实验也设计了在预培养阶段分别设置光

照培养和暗培养作为对照，从结果上看，二者产

生的Ｋａｎｒ芽数量基本一致。可见在预培养阶段光

照培养和暗培养对Ｋａｎｒ芽的获得并无太大影响。
２４　共培养时间对遗传转化的影响

在共培养阶段，携带有目的基因的 ＴＤＮＡ在
根癌农杆菌内完成加工，向植物细胞转移，从而

整合到植物基因组。因此，共培养时间的长短，

直接影响到目的基因的整合及转移细胞的数量，

从而影响转化频率。本实验结果表明：３ｄ为最佳
的共培养时间 （图４）。

２５　菌液浓度和侵染时间对产生Ｋａｎｒ芽的影响
菌液浓度和侵染时间对转化频率的影响很大。

菌液浓度过高，或侵染时间过长，会使植物组织

褐化，并且农杆菌污染严重，在以后的培养中难

以控制；菌液浓度过低或侵染时间过短，不能让

足够的农杆菌附着于植物外植体切口处，会使转

化频率大大降低，有时甚至无抗性芽产生［１１］。故

实验中对这两个因素对转化效果的影响进行研究。

结果见图５，６。
结果表明，当菌液浓度为 ＯＤ６００ ＝０４时，

Ｋａｎｒ芽的产生频率明显提高为５０％。当 ＯＤ６００＝
０５和 ０６时产生的 Ｋａｎｒ芽频率最高，都为
６７％。当ＯＤ６００为０８时，基本上无Ｋａｎ

ｒ芽得产

生；当菌液浓度较低时，Ｋａｎｒ芽产生的频率也明
显降低。侵染时间２０ｍｉｎ，Ｋａｎｒ芽产生的频率较
高为１００％。侵染１０ｍｉｎ和３０ｍｉｎ也有一些Ｋａｎｒ

芽出现。但当侵染时间延长至４０ｍｉｎ时，几乎没
有Ｋａｎｒ芽出现。此时，叶片切块中只有少数产生
芽孢，余者褐化死亡。且叶片周围有较多农杆菌

生长，有的受体叶片被包埋于乳白色的菌液中。

将这些叶片先用无菌水冲洗 １遍，后用含
６００ｍｇ／Ｌ的头孢呋锌钠无菌水冲洗２次，再用无
菌水冲洗１次移至含有抗生素的新鲜培养基上，
仍不能将农杆菌抑制住，叶片周围长满农杆菌，

直至叶片死亡。因此，转化时侵染时间切不可过
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长，以２０ｍｉｎ左右为宜。

２６　转化受体对产生Ｋａｎｒ芽的影响
转化受体也是一个重要的影响因素，建立一

个好的受体系统是基因转化的先决条件。大量的

杨树转基因研究表明，杨树叶片是最好的受体材

料［１２－１４］。但也有一些研究发现，茎段的诱导率高

于叶片［１５－１７］。可见，植物转化中最适的受体材料

随着植物种类的不同而不同［１８］。故本试验对这个

因素对转化效果的影响进行研究。

试验结果表明 （表１）不同转化受体之间产
生Ｋａｎｒ芽的频率也有明显区别。其中带叶柄的子
叶产生的 Ｋａｎｒ芽最多为 ８３％，其次是茎段为
６７％，子叶产生的Ｋａｎｒ芽也为６７％。虽然茎段
刚开始产生的Ｋａｎｒ芽较多，但随着筛选时间的延
长，能够继续伸长成独立植株的抗性芽相对比带

叶柄的子叶要少一些。本次试验表明在对美洲黑

杨进行遗传转化时，带叶柄的子叶为最佳的转化

受体。

２７　转基因植株的检测
随机取转化后植株提取基因组 ＤＮＡ，以

ｐＢＩ１２１质粒为阳性对照，以未转化植株为阴性对
照进行ＰＣＲ扩增，从图７可以看出，抗性植株与
阳性质粒在７５０ｂｐ处扩增出相同的条带 （图中非

特异性条带比抗性植株的目的条带亮），初步说

明外源基因已整合到美洲黑杨中。

表１　不同转化受体对产生Ｋａｎｒ芽的影响
Ｔａｂ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｃｅｐｔｉｏｎｏｎ

ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆＫａｎｒｓｈｏｏｔｓ

转化受

ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ

外植体数量

Ｎｏ．ｏｆ

ｅｘｐｌａｎｔｓ

再生芽数量

（百分比／％）

Ｎｏ．ｏｆｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

（ｐｅｒｃｅｎｔ）

Ｋａｎｒ芽数量

（百分比／％）

Ｎｏ．ｏｆＫａｎｒ

ｓｈｏｏｔｓ（ｐｅｒｃｅｎｔ）

带叶柄的子叶

ｃｏｔｙｌｅｄｏｎｗｉｔｈｐｅｔｉｏｌｅ
６０ ６（１０） ５（８３）

子叶ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ ６０ ５（８３） ４（６７）

茎段 ｓｔｅｍ ６０ ８（１１９） ４（６７）

３　讨论

影响农杆菌转化美洲黑杨的因素很多，本试

验以美洲黑杨组培苗为材料，采用叶盘法，对杨

树遗传转化体系中６个因素 （培养基配方、预培

养时间、共培养时间、菌液浓度、侵染时间、转

化受体）进行优化。结果表明：在进行基因转化

前将外植体预培养一段时间，不仅可以减少杂菌

污染，而且可以调整外植体的生理状态，使它们

更适应体外培养条件，以提高卡那霉素抗性芽分

化频率。这与前人的研究结果相一致，预培养有

利于杨树的转化［１２，１９］且最佳的预培养时间为３ｄ。
在共培养阶段，共培养２ｄ时由于农杆菌生长量
不足而影响转化频率。相反，随共培养时间延长

产生的芽，大多在筛选过程中变黄，变白，最后

死亡。这可能是由于培养时间过长引起农杆菌过

度生长，导致植物细胞溺死或者阻断细胞对营养

成分的吸收，从而抑制了植物细胞正常生长而导
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致死亡［２０］。因此，最佳的共培养时间为３ｄ。将
植株材料放在 ＯＤ６００值 ０４～０６的菌液中侵染
２０ｍｉｎ为最佳的侵染条件。这与郝贵霞［１１］等的研

究结果稍有差异，这可能与杨树的不同株系有关。

在遗传转化美洲黑杨时，最佳的转化受体是带叶

柄的叶片。这可能是由于尽管细胞全能性是所有

植物细胞具有的特性，但全能性的表达常局限于

某些特殊的细胞 －即拟分生组织细胞，致使不同
组织或器官的植株再生能力差异很大。具有拟分

生组织的外植体是最佳的植物快繁外植体，因其

形态已基本建成，生长速度快，遗传性稳定

强［２１］。本研究为基因工程手段培育杨树奠定了一

定的基础，但影响农杆菌转化杨树的因素还很多。

克服影响转化效率的障碍因子，建立稳定、高效

的杨树转化再生体系，仍是研究的重点。
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