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摘 要0在已建立了 !"#杨叶片外植体再生系统的基础上&利用叶盘法首次开展了 !"#杨双
价耐盐基因 123456724的转化研究&经诱导不定芽及诱导生根阶段卡那霉素)选择性抗生素/
连续筛选&获得了 %8株卡那霉素抗性转化植株9抗性植株经:;<检测&有 "株呈阳性9耐盐实
验表明&(株阳性植株抗 =>;3能力比对照有不同程度提高9:;<及耐盐实验初步证明双价耐
盐基因转化获得成功9
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!"#杨以其较快的生长速度:较高的扦插成活
率及较好的木材材质倍受欢迎&在陕西及西北地区
栽培数量较多9为提高该品种抗盐性&充分利用西北
广大地区干旱盐碱地&’,,%年&我们采用叶盘法首
次开展了 !"#杨双价耐盐基因转化研究&并获得部
分卡那霉素)选择性抗生素/抗性植株9

% 材料与方法

;*; 抗盐碱基因:植物表达载体及农杆菌菌株

%*%*% 抗盐碱基因 本实验所用抗盐碱基因为

123456724双价基因<%=91234为 %A磷酸甘露醇脱氢

酶基因&6724为 8A磷酸山梨醇脱氢酶基因91234:
6724基因导入植物后可增加植物体内糖醇含量9糖
醇上含有多个羟基&亲水性强&其含量的增加&可提
高植物抗盐碱能力9双价 123456724基因作用效果
较单价 1234和 6724基因作用效果更好<%=9刘俊君
等人将单价 1234:6724基因分别导入烟草中&获得
了抗 =>;3浓度各为 %*+B>的转基因植株<’=9将

123456724双价基因导入烟草中&获得了抗 =>;3
浓度为 ’*,>的转基因植株<%=9
%*%*’ 植物双价双元表达载体 植物双价双元表
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达载体 !"#$% 是在双元表达载体 !"&’()*的基础
上由中科院微生物所构建并提供+!"#$%上含有双
价抗盐基因 ,-./012-/3双重增强的 )45启动子和

6%789:片段的翻译增强子及 ;<6=>卡那霉素抗
性标记基因?@A+;<6=>基因可使卡那霉素等氨基糖
苷类抗生素发生磷酸化而失活+含有 ;<6=>基因
的转化植株B可在含卡那霉素选择性抗生素的培养
基上正常生长+
@C@C) 农杆菌菌株 农杆菌菌株选用 D"E((F(B
将 !"#$% 双价双元表达载体采用直接转化法转入

D"E((F(后保存在 GH<培养基中B贮藏在 (I冰箱
备用+每 @月活化 @次+
JCK 转化受体系统的建立

@CLC@ 叶片再生系统的建立 设计 (组 DMN)(O正
交实验设计B共 )P个处理B用于筛选叶片外植体最
佳不定芽诱导培养基及激素配比+设计 L组实验B@L
个处理B用于筛选不定芽生根培养基及激素配比?)A+
@CLCL 卡那霉素敏感性试验 N@O叶片卡那霉素敏
感性试验将叶片外植体沿主脉横切后放入含有不同

卡那霉素浓度的不定芽诱导培养基 %5QP"E@C4
,10DQ;EEFC@,10D?)A中培养+每 @FR换 @次培
养基+L个月后根据叶片上不定芽分化及生长状况
筛选叶片外植体卡那霉素临界耐受浓度+NLO生根诱
导卡那霉素敏感性试验将长度约 @S,左右的不定
芽放入含有不同卡那霉素浓度的生根培养基 $%5
Q;EEFCF@,10DQ#"EFCL4,10D?)A中培养+L个
月时B根据各浓度生根状态B筛选适宜的不定芽生根
诱导卡那霉素临界耐受浓度+
@CLC) 农杆菌敏感性试验 农杆菌D"E((F(对杨
树有较好的侵染性?(TPAB故直接选用 D"E((F(菌
株作为基因载体菌侵染 *(U杨+
JCV 转化及筛选
采取 WXYZS[发明的叶盘法?\AB具体步骤如下+
取 *(U叶片若干片B用手术刀在叶脉处横切划

痕后放入用 )F倍 %5稀释的 D"E((F(N使用前夜
活化O菌液中B浸泡 LT),&’后取出B放入不含任何
抗生素的芽诱导培养基 %5QP="E@C4,10DQ
;EEFC@,10D中+L4I]LI暗室中共培养 )T4
RB待叶片与培养基接触处出现肉眼可见菌落后B一
部分叶片转入含有 4FF,10D羧苄青霉素N用于杀
死过量农杆菌O及 4F,10D卡那霉素的芽诱导培养
基中培养+另一部分叶片待 LFT)FR左右切口出现
芽点后B转入以上培养基中培养+每 @FR换 @次培
养基+转化不定芽因体内含有 ;<6=>抗性标记基

因B能在含有卡那霉素的培养基上生长+未转化不定
芽因体内不含有 ;<6=>抗性标记基因B不能在含
有卡那霉素的培养基上生长存活+L个月后B待转化
芽长度达 @S,左右B转入加有 PF,10D卡那霉素
的生根培养基 $%5Q;EEFCF@,10DQ#"EFCL4
,10D中继续培养+@月后B选择生长健壮的生根卡
那霉素抗性植株作为初选转化植株B将其扩繁后用
于 <̂ _检测及耐盐性测定+
JC‘ 卡那霉素抗性植株的 <̂ _检测

/;E提取

N@O*(U杨 /;E提取 参考文献?*A采用以下
方法提取*(U杨/;E+取LF,1叶片B放入H!!a’=
RXYb管中B加入提取缓冲液 4FF,DB充分研磨后B
PFI恒温水浴 @[+加入 4FF,D氯仿0异戊醇混合
液NL(c@O充分振荡抽取后BPFFFT@FFFFY0,&’
离心4,&’+取上清液B放入另一H!!a’RXYb管中B加
入 FC@倍体积 ),X.醋酸钠及 L倍体积 @FFd冷乙
醇BeLFI冰箱沉淀 )F,&’后B@LFFFY0,&’离心

@F,&’+倒掉上清B在管壁底可见小米粒大小白色

/;E沉淀+用 4FFfD\Fd乙醇洗涤 L次B干燥后加

4FfD双蒸水溶剂B(I冰箱保存备用+
提取缓冲液配方如下g
Lh?@d 6̂E"B4F,%-Y&Z=Ŵ .N!W*CFOBFC\

,X.;î.B@F,,X.H/6EBFC4d<7<BFC@d新鲜
巯基乙醇N用前加入OA+

NLO阳性对照质粒 /;E提取 含有 !%6/N其
中含 ,-./基因O及 !$j/N其中含有 12-/基因O阳
性对照质粒的大肠杆菌 /W4k由中科院微生物所提
供B其 质 粒 /;E 的 提 取 采 用 l&miYR<.2Z57
%&’&!Ya!Z/;E<2Y&b&Si-&X’5nZ-a,试剂盒提取+

N)O<̂ _扩增及检测 引物由北京鼎国生物技
术发展中心合成B其序列见文献?MA+<̂ _反应体系
中 R;6<3-i1酶3反应缓冲液均购自北京鼎国生物
技术发展中心B操作程序如下+
取 *(U杨样品及阳性对照 /;E各 (fDB加入

放有LC4fD反应缓冲液3FC4fDR;6<3FCL4fD)o引
物和FCL4fD4o引物的微量离心管中+再加入@\fD
双蒸水及 FC4fD-i1酶NLj0fDOB使反应液总体积
达 L4fD+反应条件为M(I变性)FZB44I退火)FZB
\LI延升 (4ZB共 )4个循环+反应前可预变性 L
,&’B反应结束后延伸加时 4,&’+反应结束后取反
应混合液 4fDB放在 FC*d的琼脂糖凝胶上电泳+凝
胶经 H"染色后B用自动成像系统检查 <̂ _电泳结
果B并拍照+
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!"# 转基因植株抗盐性测定
取 $%&检测呈阳性的 ’()杨卡那霉素抗性植

株及 ’()杨未转基因植株各 *+株,放在加有 -种
不同./%0浓度的生根培养基中培养12个月时根据
各植株存活率,判别其抗盐能力1

2 结果与分析

3"! 转化系统的建立

2"*"* 再生系统的建立 通过系统正交等试验,筛
选出 ’()杨叶片外植体最佳不定芽诱导培养基及
激素配比为 456789:*"-;<=>6.::+"*;<=
>,最佳不定芽生根培养基及激素配比为 ?456
.::+"+*;<=>6@9:+"2-;<=>A(B1
2"*"2 卡那霉素敏感性试验

C*D叶片外植体不定芽诱导卡那霉素敏感性试

验根据参考文献A(E7B设计了 7种卡那霉素敏感性
试验浓度1实验结果由表 *知,对照 ’()C卡那霉素
浓度为 +D2+F时,叶切口出现芽点,G+F时,不定芽
长至 +"GE+"-H;,7+F时不定芽长度达 *"+E*"-
H;1加入卡那霉素后,不定芽诱导及生长受到一定
程度抑制1卡那霉素浓度在 (+;<=>以下,芽点出
现时间虽滞后 *+F左右,但生长基本正常,7+F时
长度约 +"’E*"2H;1卡那霉素浓度在 -+;<=>以
上,愈伤诱导及芽分化受到完全抑制,切口不出现或
出现极少量愈伤及芽点17+F后,叶片发褐,逐渐死
亡1故 ’()杨叶片不定芽诱导卡那霉素临界耐受浓
度为 -+;<=>1

C2D不定芽生根诱导卡那霉素敏感性试验 根
据参考文献A-EIB,设计了 (种卡那霉素敏感性试
验浓度,实验结果见表 21

表 * ’()杨叶片外植体卡那霉素浓度耐受性试验结果

J/K0L* JMLNLOP0QRST/U/;VHWUNLOWOQ/UHLQLOQSRN0L/SLXY0/UQ

卡那霉素浓度

=;<Z>[*
叶片数

叶片及不定芽状态

2+F G+F 7+F
+C对照D *+ 出现愈伤及芽点 不定芽长 +"GE+"-H; 叶色深绿,不定芽长 *"+E*"-H;1
2+ *+ 叶切口出现愈伤 出现芽点,芽长 +"GH;以下 叶色深绿,不定芽长 *"+E*"-H;1
G+ *+ 叶切口出现愈伤 出现芽点,芽长 +"GH;以下 叶色深绿,不定芽长 *"+E*"2H;1
(+ *+ 叶切口出现愈伤 出现芽点,芽长 +"GH;以下 叶色浅绿,不定芽长 +"’E*"2H;1
-+ *+ \ \ 叶片大部分发褐,接近死亡

7+ *+ \ \ 叶片发褐,死亡

表 2 不定芽生根诱导卡那霉素敏感性试验结果

J/K0L2 JMLNLOP0QRST/U/;VHWUNLOWOQ/UHLQLOQSRNNRRQLFOMRRQO

卡那霉素浓度

=;<Z>[*
芽苗数

生根率=]
*-F G+F 7+F

7+F时根长=H; 7+F时不定芽状态

+C对照D I I* *++ *++ *"-E2"+ 叶片深绿,生长健壮

2+ I ’7 *++ *++ *"+E*"- 叶片深绿,生长正常

(+ I I* I* I* +"-E*"+ 叶片浅绿,生长基本正常

7+ I 2̂ 2̂ 2̂ +"GE+"- 叶片发黄,芽苗死亡

从表 2知,卡那霉素对 ’()杨不定芽生根诱导
也有很大影响1对照 7+F时,生根率达 *++],根长
约 *"-E2"+H;1卡那霉素浓度为 (+;<=>时,第

7+F生根率降至 I*],根长约 +"-E*"+H;,但生长
基本正常1卡那霉素浓度达 7+;<=>时,生根率_根
系及不定芽生长均受到严重抑制,7+F时,生根率
仅 2̂],长度约 +"GE+"-H;,大部分不定芽因不能
生根而逐渐发黄死亡1故 ’()杨不定芽生根诱导卡
那霉素临界耐受浓度为 7+;<=>1
3"3 转化及筛选
共设计了 G个处理,转化叶片 I+片,其转化结

果从表 G知,对照 ’()杨叶片放在不含卡那霉素的
不定芽诱导及生根培养基上,叶片分化率及不定芽

生根率分别达 ’+]和 2̂],平均每片叶产生生根不
定芽 7"-个,说明 ’()杨叶片再生系统比较成熟完
善,再生效率较高1接菌叶片在含卡那霉素的培养基
上培养筛选,叶片分化率及不定芽生根率分别为

-’]和 -2],平均每片叶仅产生生根抗性植株 +"G
个,说明选择抗生素卡那霉素对 ’()转化选择作用
效果非常显著,抑制或杀死了大量非转化不定芽,避
免了大量非转化植株的产生,减少了后继 $%&检测
工作量1从表 G还知,卡那霉素加入时间对转化作用
影响很大1共培养后,若马上加入卡那霉素,因转化
细胞内 .$J8‘基因表达量有限,细胞很难在含有
高浓度的卡那霉素培养基上存活并诱导成芽,导致
转化失败1共培养2+EG+F,叶切口出现愈伤及芽点
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后!加入卡那霉素!虽增加了部分假转化植株出现频
率!但却获得了一定数量的卡那霉素抗性不定芽!为

后继进一步筛选提供了可能"

表 # $%&杨转化实验结果

’()*+# ’,+-+./*0120-(3.21-4(0513+67+-54+3021-717*(-$%&

处理 叶片数
卡那霉素加

入时间89
分化叶

片数

叶片分

化率
不定芽数

每片叶平均

产生不定芽数

生根不

定芽数

生根率

8:
平均每叶片产

生生根不定芽数

;<对照= ;> ? $ $> @> @ AB CD AEB

D<转化= D>
共培养后

马上加入 > > > > > > >

#<转化= B>
共培养 D>F#>9
后加入 DC B$ #; >EA ;A BD >E#

同时!在转化实验中发现!适宜的共培养时间也
非常重要"共培养时间过短!农杆菌不能充分浸染切
口细胞!转化率低G共培养时间过长!农杆菌生长过
多!会导致转化叶片死亡"在实际操作中!最佳共培
养时间应以培养皿中转化叶片与培养基接触处出现

肉眼可见菌落时为宜"
HEI JKL产物的琼脂糖凝胶电泳检测
对所得 ;A株卡那霉素抗性植株均作了 JKL检

测!其中 %株呈阳性"部分植株<含 %株阳性植株=
JKL结果见图 ;"

图 ; A株卡那霉素抗性植株 JKL扩增产物电泳结果

M5NE; JKL(3(*O.5.12P(3(4O.53Q-+.5.0(30-110+9.,110.

RS;&)R(99+-GK&T;S40*U阳性对照<;;B>)=GK&TDSN/0U阳性对照<$$>)=GK&QS$%&阴性对照GL;FLAS卡那霉素抗性植株

从图;知!L;VLDVL%VLB均出现;条与阳性对
照 K&T;<40*U基因!大小约 ;;B>)=大小一致的条
带!初步说明 40*U基因转入到 L;VLDVL%VLB植株
中"在双价基因构建中!N/0U与 40*U基因连在一
起!40*U的转化成功!说明 N/0U840*U双价基因转
化成功"%条阳性带中!L%VLB条带很亮!L;VLD条
带很暗"其条带明暗不同可能是由于样品 UWX提
取浓度不同或 JKL扩增时反应体系中各组份加样
不匀造成"
由于植物基因组很复杂!其上可能含有拟转化

目的基因的同源序列或相近序列!同源序列或相近
序列的存在可导致 JKL扩增出现假阳性!故 JKL
结果呈阳性并不能完全证明耐盐基因转化已获成

功"为进一步证明耐盐基因已转化成功!需继续作耐

盐等测定"
HEY 阳性卡那霉素抗性植株抗盐性测定
从表 %知!对照 $%& 抗 W(K*最高浓度为

>ZD:"在 >ED:W(K*浓度下!D月时存活率为

$>:!W(K*浓度高于 >ED:!存活率为 >"%株 JKL
阳性植株中 L%抗 W(K*能力最强!在 >EA:W(K*浓
度下!D月时存活率为 @>:"LDVLB抗W(K*能力中
等!在 >E%:W(K*浓度下!D个月时存活率分别为

@>:和 $>:"L;抗 W(K*能力最差!与对照 $%&接
近"在 >ED:W(K*浓度下!D月时存活率为 C>:!
W(K*浓度高于 >ED:!存活率为 >"LDVL%VLBJKL
阳性植株抗 W(K*能力高于对照的事实初步说明!
耐盐碱基因转化获得成功"LDVL%VLB之间抗 W(K*
能力的差别可能是由于 40*UVN/0U基因插入 $%&

A# 西北林学院学报 ;@卷
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染色体位点不同及插入拷贝数多少不一造成!"#抗

$%&’能力与对照一致初步说明该植株 (&"阳性为
假阳性!
表 ) 阳性卡那霉素抗性植株抗盐性测定结果

*%+’,) *-,.,/0’123/%’14.,/5/1%611,/132.(&"

72/5158,.221,9/-221/

$%&’
存活率:;

对照 <=>; <=); <=?; <=@;
@)AB对照C #<< @< < < <
"#B(&"阳性C #<< D< < < <
">B(&"阳性C #<< #<< E< < <
")B(&"阳性C #<< #<< D< E< <
"FB(&"阳性C #<< #<< @< < <
注G表中数据为 >个月时统计结果

H 结论与讨论

在已建立了 @)A杨叶片外值体再生系统的基
础上IHJK确定了 @)A杨叶片外植体不定芽诱导卡那
霉素耐受浓度为 F<LM:NK不定芽生根诱导卡那霉
素耐受浓度为 ?<LM:NK完善了 @)A杨遗传转化受
体系统的建立!
通过叶盘法K开展了 @)A杨双价耐盐基因

L1’O:M01O的转化研究K获得卡那霉素生根抗性植
株 #?株K其中 )株经(&"检测呈阳性!耐盐实验证
明KH株阳性植株抗 $%&’能力高于对照!经过 (&"
检测和耐 $%&’试验测定初步证明双价耐盐基因转
化成功!
阳性植株耐盐性虽比对照有不同程度提高K但

提高幅度不大!一方面说明该基因表达不甚理想K今
后应加强对该双价耐盐基因高效表达构建研究P另

一方面也说明植物耐盐机理很复杂K并非一个外来
耐盐基因的导入就可大大提高其耐盐性K今后应加
大植物耐盐机理研究!
经过 (&"检测及实际抗盐测定虽已初步证明

耐盐基因转化成功K但并非完全确证!要完全确证转
化成功K需进一步做 Q201-,.6杂交及 R,/1,.6杂交
检测!

致谢G本实验在中国林科院林业研究所分子遗传室完成K国家林

业局黄土高原林木培育实验室提拱了部分资助K在此表示衷心感谢!
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