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摘要  通过基因枪共转化方法将枯草杆菌果聚糖蔗糖酶基因(SacB)、透明颤菌血红蛋白基因(vgb)、双
价抗蛀干害虫基因(BtCry3A+OC-Ⅰ)、调节基因 JERF36 及报告基因 NPTⅡ等外源基因导入库安托杨, 
共获得 25 株抗性植株. PCR 及 Southern 杂交结果表明, 外源基因已整合到库安托杨基因组中, 其中 7
株含有上述全部 5个外源基因. BtCry3A ELISA实验表明, 上述 7株库安托杨 BtCry3A基因已得到表达. 
且上述转基因植株在滨海盐碱地中生长良好.  

关健词  库安托杨  基因枪  多基因  共转化  转基因 

由于世界上缺水状况的加剧及气候变暖的影响, 
各种生物逆境和非生物逆境每年都使林木生产遭受

巨大损失. 我国干旱、半干旱、盐碱荒地的面积占国
土面积的 1/2 以上, 而且还有加剧的趋势, 如何改造
利用干旱、盐碱荒地、恢复生态多年来一直是关注的

热点之一. 
环境的改善首先要恢复植被. 由于繁殖周期长、

遗传杂合性高、许多性状的遗传机理不明、性状分析

困难及种间地理隔离、生殖隔离等因素的限制, 利用
常规育种手段很难定向培育出林木新品种 . 转基因
手段能打破远缘物种间难以杂交的界限 , 实现传统
杂交育种技术所不能实现的目的. 有鉴于此, 人们也
寄希望于现代分子生物学技术手段 , 尤其是利用基
因工程手段解决一些用经典遗传育种方法很难解决

或根本解决不了的问题.  
多基因转化是指把 3 个以上外源基因导入同一

受体, 在水稻[1~9]和黑麦草[10]中已有多基因转化成功

的报道. 据统计, 2003 年商品化的转基因作物中 8%
含多个外源基因 [11]. 但以前林木遗传转化多以转移
单基因或二基因为主 , 至今未获得理想的转基因植
株, 其中重要的原因是重要的性状多由多基因控制, 
开展林木多基因转化研究势在必行.  

杨树是世界上重要的经济树种 , 同时也是林木
基因工程领域的模式树种 . 鉴于目前尚未有林木转
多基因的报道 , 选择杨树作为多基因转化的首选树
种, 不仅具有重要的借鉴意义, 还极具实用价值.  

1984 年引进的速生欧美杨库安托杨(P. xeura- 

mericana ‘Guariento’)目前在我国华北地区表现出良
好的前景, 但生产上面临蛀干害虫天牛的危害、干旱
胁迫及盐碱等主要问题 . 我们利用基因枪法将多个
外源基因转入库安托杨 , 探讨通过基因枪获得转多
基因林木的高效方法 , 同时尝试研究多个外源基因
的协调表达 . 一方面培育多基因转化杨树应用于生
产实践 , 另一方面可以为林木多基因转化研究提供
借鉴和理论指导.  

1  材料和方法 
(ⅰ) 植物材料.  库安托杨采自中国林业科学研

究院苗圃.  
(ⅱ) 植物表达载体的构建.  Vgb和 SacB基因由

中国科学院遗传与发育生物学研究所提供(图 1和 2); 
JERF36 基因的表达载体由中国农业科学院生物技术
研究所提供(图 3); BtCry3A+OC-Ⅰ基因由中国科学
院微生物研究所提供. 上述 4种基因均含 35S启动子
和 NPTⅡ基因标记基因(图 4). 

 

 
图 1  表达载体上的 vgb基因结构图 

 
(ⅲ) 再生转化体系的建立.  选取未木质化和半

木质化当年生枝条, 摘除叶片, 选取腋芽饱满的枝条
作为接种材料. 按常规设计不同的 6-BA和NAA浓度
梯度筛选最佳不定芽诱导培养基和最佳不定芽生根

培养基.  
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图 2  表达载体上的 SacB基因结构图 

 

 

图 3  表达载体上的 JERF36基因结构图 

 
图 4  表达载体上的 BtCry3A+OC-Ⅰ基因结构图 

 
(ⅳ) 基因枪法遗传转化.  取无菌苗自上而下的

第 3, 4个片叶, 取叶时叶片连同叶柄一起取下. 对叶
片进行渗透处理以调节受体细胞渗透压 , 增加其分
化再生能力 . 渗透培养基为在分化培养基中加入终
浓度为 0.1 mol/L 的甘露醇和山梨醇, 可使其两者的
比例为 1:1. 叶片处理分为无渗透处理, 轰击前处理、
轰击前后都处理 3种形式.  

将无菌苗叶片沿主脉横切 3~4个伤口, 处理过的
叶柄切恢复培养 2 d后, 切成长约 1 cm左右的小段, 
并横切 3~4 个伤口. 置于含 0.1 mg/L 甘露醇和 0.1 
mg/L山梨醇的分化培养基中预培养 2~3 d, 然后转至
不含甘露醇、山梨醇以及抗生素的分化培养基中, 在
9 cm培养皿的中心摆成直径为 3 cm的圆形备用.  

轰击用的金粉直径为 1.0 μm; 轰击压力为
6.2×107, 7.6×107和 9.3×107 Pa; 轰击距离为 6, 9和 12 
cm, 每个培养皿轰击一次; 真空度调节为 6.77×104, 
8.46×104和 9.14×104 Pa.  

轰击后, 将叶片和叶柄避光培养 16 h后, 转到光
下恢复培养 2 d(光周期为 16 h/8 h, 光照强度为 2500 
lx), 然后再转移到含有卡那霉素的分化筛选培养基
上进行选择培养. 待抗性芽长至 1.5 cm长时, 将其切
下转移至含卡那霉素的生根培养基中 , 使其生根形
成完整植株.  

(ⅴ) 抗性植株的移栽.  移栽前先将生根苗锻炼
1 周, 然后, 用镊子轻轻夹出小苗, 用清水洗去培养
基, 然后将其栽种于移栽盘中. 在其上罩一塑料布保
湿. 一周后, 拿去塑料布.  

(ⅵ) 抗性植株的 PCR检测.  用 CTAB法提取抗
性库安托杨基因组 DNA. vgb 基因的引物为 V1 
(5′-ccgggatccggatgttagaccagcaaacca-3′)和 V2 (5′-gccgt- 
cgaccctttattcaaccgcttgag-3′), 扩增的 DNA片段的长度
为 440 bp. BtCry3A+OC-Ⅰ的引物为 CO1 (5′-gcatttgc- 
actggcatcgaca-3′)和 CO2 (5′-tcgagcgacggagggccggt-3′), 

扩增的片段长度为 302 bp. SacB 基因的引物为 S1 
(5′-atctctcagtataggttgtcg-3′)和 S2 (5′-ggttatgagccttgaaa- 
cttccact-3′), 扩增的片段长度为 1270 bp. JERF36调节
基因的引物为 J1 (5′-ccagactagacaggttcaacgttctc-3′)和
J2 (5′-gcagcgaattccacccaaaatgttcctc-3′), 扩增片段的长
度为 320 bp. PCR反应程序为: 94℃预变性 5 min; 94℃
变性 40 s, 退火 40 s, 72℃延伸 60 s, 共 35个循环; 72℃
延伸 10 min. 其中, 各基因的退火温度为: vgb 基因
55℃, BtCry3A+OC-Ⅰ基因 46℃, SacB 基因 56℃, 
JERF36基因 57℃. PCR扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电
泳, 检查结果, 并拍照. 

(ⅶ) Southern 杂交检测.  对获得的抗性植株首
先进行PCR检测, 有阳性结果的进一步进行Southern
杂交. 杂交方法按Sambrook等人[12]的方法进行, 根据
不同的基因 , 库安托杨基因组DNA分别用EcoRⅠ , 
BamHⅠ和HindⅢ单酶切, 电泳, Southern杂交. South-
ern杂交中对照和探针杂交采用同一张膜、两次杂交
的方法. 

(ⅷ) BtCry3A ELISA实验.  取点杂交、PCR验
证过的抗性植株叶片, 进行 BtCry3A ELISA实验. 具
体方法按照 BtCry3A ELISA (PSA 05900)程序进行.  

(ⅸ) 经过验证的转基因植株在天津大港滨海盐
碱地进行中试, 实验地盐碱度 9‰左右.  

2  结果与分析 

2.1  优化再生体系的建立 

(ⅰ) 库安托杨组培环境条件的优化. 在参照相
关文献的基础上筛选出了库安托杨的最佳生根培养

基为 1/2MS附加 0.02 mg/L IBA和 0.02 mg/L NAA, 
最佳生长培养基的 pH为 7.0. 在此培养基上 7 d后生
根率可达 95%, 而且幼苗生长健壮(表 1). 

(ⅱ) 库安托杨优化再生体系的建立.  从表 1中可
以看出, 库安托杨叶片不定芽诱导, 第 8组处理效果最 
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表 1  不同的激素浓度和配比对库安托杨树不定芽诱导培养基筛选的影响 
激素浓度及比例 

分组 
BA NAA BA:NAA 

外植体/个 开始分化时间/d 分化外植体/d 不定芽总数/d 分化率(%) 

1 0.1 0.02 5:1 20 12 9 9 45 

2 0.3 0.02 15:1 20 12 10 12 50 

3 0.5 0.02 25:1 20 11 16 36 80 

4 1.0 0.02 50:1 20 13 7 9 35 

5 0.1 0.05 2:1 20 16 10 9 50 

6 0.3 0.05 6:1 20 13 6 8 30 

7 0.5 0.05 10:1 20 14 14 22 70 

8 1.0 0.05 20:1 20 11 19 52 95 

9 0.1 0.10 1:1 20 12 12 8 60 

10 0.3 0.10 3:1 20 17 10 8 50 

11 0.5 0.10 5:1 20 14 8 17 40 

12 1.0 0.10 10:1 20 12 10 25 50 

 
好, 分化效率最高, 为 95%, 分化时间最短, 获得的
不定芽数量最多, 平均每片分化不定芽 2.7 个, 且玻
璃化苗数量最少. 处理 1和 11, 虽然激素浓度比例相
同, 但分化结果有差异, 说明分化效果主要决定激素
浓度含量关系, 而比值关系却不是很大. 库安托杨最
佳再生培养基为 MS + 1.0 mg/L BA + 0.05 mg/L 
NAA.  
2.2  杨树基因枪遗传转化体系的建立 

(ⅰ) 杨树基因枪遗传转化参数的确立. 以库安
托杨叶片为受体, 确定了基因枪转化的最佳转化参数. 
最佳基因枪转化参数为 : 轰击距离 9 cm; 氦气压
7.6×107 Pa; 真空度 8.46×104 Pa. 而叶片是否经过渗透
处理对转化效果没有影响(表 2~5). 

表 2  不同氦气压对转化效率的影响 

氦气压力/Pa 轰击叶片数/个 抗性芽个数/个 抗性芽的转化效率
(%) 

7.6×107 126 55 40 
9.3×107 126 33 26 

 
表 3  不同轰击距离对转化频率的影响 

轰击距离/cm 轰击叶片数/个 抗性芽个数/个 抗性芽的转化效率
(%) 

3 63 2 3 
6 63 25 40 
9 63 33 52 

12 63 21 30 

 
表 4  不同真空度对转化效率的影响 

真空度/Pa 轰击叶片数/个 抗性芽个数/个 
抗性芽的转化效

率(%) 
6.77×104 126 19 15 
8.46×104 126 25 20 

表 5  叶片在轰击前后不同的处理对转化效率的影响 

处理方法 轰击叶片数/个 抗性芽个数/个 
抗性芽的转化效

率(%) 
没有处理 49 11 22 
只有前处理 49 10 20 
前后处理 49 11 22 

 
(ⅱ) 卡那霉素筛选.  正常的对照外植体接种在

不含卡那霉素的培养基中, 20 d 左右分化产生不定芽. 
库安托杨接种在附加卡那霉素 30 mg/L时, 产生不定
芽呈黄白色, 继续培养则完全白化, 死亡. 

实验采用的是库安托杨带有叶柄无菌苗叶片 , 
结果发现在同样的条件下 , 叶柄产生抗性芽的数量
明显多于叶片部位 , 但抗性芽转化率稍低于叶片部
位, 这可能是由于在同样的选择压下, 叶柄抗卡那能
力要高于叶片(表 6). 

表 6  不同浓度卡那霉素对库安托杨不定芽分化的影响 
卡那霉素浓

度/mg·L−1 总叶片数/个 总叶柄数/个 
分化叶片数 

/个 
分化叶柄数

/个 
0 

10 
20 
20 

20 
20 

15 
16 

17 
14 

20 20 20 10 10 
30 20 20 9 7 
40 20 20 5 3 
50 20 20 2 1 
60 20 20 0 0 
70 20 20 1 0 

 
一般情况下试管苗对卡那霉素不如愈伤组织那

样敏感, 非转化试管苗也可能在选择培养基上生长. 
但根对抗菌素生素的敏感性很强 , 因此在含高浓度
卡那霉素选择压力的选择培养基上非转化苗很难生

根, 只有转化苗才可能生根, 所以苗生根能力是实现



 
 
 
 
 
 
 

  第 51 卷 第 23 期  2006 年 12 月  论 文 

转化的一个有力证据. 当卡那霉素浓度为 0时, 5 d左
右就能产生不定根; 当卡那浓度为 10 mg/L时, 就会
对生根产生影响, 而且根数目也少, 不利于产生不定
根; 而卡那浓度为 20 mg/L 时, 生根受到明显抑制, 
因此可以认为供试杨树在卡那浓度为 20 mg/L 时是
最佳筛选浓度(表 7). 

表 7  不同浓度卡那霉素对库安托杨生根的影响 
卡那霉素浓度/mg·L−1 组培苗总株数/株 生根株数/株 

0 10 9 

10 10 5 

20 10 2 

30 10 0 
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库安托杨产生的抗性芽呈丛状 , 要在减少细胞

分裂素的情况下促使其高生长, 获得真正的植株. 目
前, 我们采用在 BA 减半的情况下, 加入 0.02 mg/L 
GA, 促使其高生长, 待植株长到 1 cm 时, 将其转入
含有 30 mg/L 卡那霉素的选择生根培养基上进行生
根培养, 待植株长大后进行扩繁.  

2.2  抗性植株的 PCR和 Southen杂交分析 

对获得的 25 个库安托杨抗性株系首先进行了
PCR 检测 . 部分基因的抗性植株检测结果见图 5. 
PCR 检测结果显示, 阳性植株与质粒均可扩出一致
的特征带, 而未转化的对照库安托杨呈阴性 PCR带. 

PCR检测结果表明, 有 8株库安托杨均可扩增出
vgb, BtCry3A+OC-Ⅰ, SacB, JERF36基因的特征带, 3
株可扩出 4基因带, 4株可扩出 3基因带, 3株可扩出
2基因带, 7株可扩出单基因带. 对这 8株可扩出全部
外源基因特征带的植株进一步进行 Southern 杂交验
证表明, 其中 7 株含有全部的外源基因, 许多基因呈
现多拷贝, 对照无杂交信号, 说明外源基因已经整合
进库安托杨中(图 6~9). 由于对同一株系基因组进行
单酶切, 许多杂交信号处于同一位置. 

2.3  BtCry3A ELISA实验 

BtCry3A ELISA实验检测的Bt蛋白最低浓度为 1 
ng/mL. 实验结果显示, 在 PCR鉴定挑选出的 8株库
安托杨中 ,  其中 7 株检测到了 Bt 蛋白 ,  这表明 

 

 
图 5  转 vgb基因的库安托杨 PCR检测图 

M, Marker; CK+, 含 vgb基因质粒; CK−, 未转基因株; 14~28, 转基因株 

 

 
图 6  SacB基因 BamHⅠ单酶切杂交图 

CK+, 阳性对照; CK−, 未转基因株; 9~26, 转基因株 

 

 
图 7  BtCry3A+OC-Ⅰ基因 BamHⅠ单酶切杂交图 

CK+, 阳性对照; CK−, 未转基因株; 9~26, 转基因株 

 
图 8  vgb基因 BamHⅠ单酶切杂交图 

CK+, 阳性对照; CK−, 未转基因株; 9~26, 转基因株 

 

 
图 9  JERF36基因 BamHⅠ单酶切杂交图 
CK+, 阳性对照; CK−, 未转基因株; 9~26, 转基因株 
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图 10  BtCry3A ELISA实验 

CK+, 阳性对照; CK−, 未转基因株; 9~26, 转基因株 

 
BtCry3A 基因在这 7 株中得到了较好的表达 , 与
Southern杂交的结果相符(图 10). 

2.4  中试实验 

实验地盐碱度在 9‰左右. 实验显示, 与未转基
因植株相比, 多数转基因植株生长表现良好(图 11). 表
明在这些转基因植株中 vgb, SacB, JERF36外源基因
得到了表达, 与 Southern杂交的结果相符. 

 

 
图 11  转基因库安托杨植株在天津大港中试实验中的 

生长状况 
CK, 未转基因株; 9~26, 转基因株 

3  讨论 

3.1  多基因共转化中多基因的联合转移 

把多个基因构建在同一载体上 , 可避免或减少
非载体DNA转化法的不确定性和共转化频率低、整
合模式复杂以及多个外源基因在后代中分离与重组

等间题. 但目前多基因载体的构建和组装面临着一系
列的技术难题, 如载体容量、大片段DNA的定点切割
与连接等. 因而, 许多实验室采用把多基因构建到不
同载体上共转化并取得了较好的效果. Chen等人 [13]

用基因枪法将 14个带有不同基因的质粒共转化水稻, 
有 17%的转化子带有 9~13 个外源基因. Nicholson等
人[8]通过基因枪法把参与免疫球蛋白抗体形成的 4个
基因及一个选择标记基因同时转化了水稻. 对 64 种
转基因水稻代表性群体深入研究表明 , 除了选择标

记外, 12个株系(19%)表达所有 4种免疫球蛋白组分. 
Wu等人[6]检验了利用基因枪对水稻法进行了 9 个外
源基因的共转化, 他们发现, 56%的植株带有 7 个或
更多基因. 我们的实验结果表明, 25个株系中有 7株
(28%)带有全部外源基因. 这些实验表明, 共转化的
整合比率比假定的独立整合比率要高得多 , 支持多
基因共转化时多基因联合转移的结论.  

3.2  高拷贝数与转基因沉默 

传统的观点认为, 基因枪方法易产生多拷贝、导致
基因组重排、不稳定和转基因沉默等现象. 不过, 许多
实验并不支持上述说法. 研究发现, 在水稻和马铃薯
中, 单一拷贝插入和多拷贝插入可以产生等同的效果
[7,14~17]. 用金色水稻所做的实验表明[7], 高拷贝转基因
与高表达水平相伴, 导致胚乳中产生更多的 β 胡萝卜
素. 超过一个拷贝的Bt水稻在大田中也表现了很好的
抗虫特性, 表明外源基因得到有效表达[18,19]. 在有多拷
贝报告基因的转基因小麦得到了外源基因高水平表达

的类似观察[20]. 在本研究中, 5 个外源基因构建在 4 个
表达载体上, 每个表达载体上都带有NPTⅡ基因. 卡那
霉素筛选的结果表明, 转基因沉默现象并未发生.  

致谢  感谢胡军博士在 Southern杂交中的帮助. 
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