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84K 杨基因转化受体系统的建立
Ξ

张　岗, 康振生, 孙燕飞, 韩青梅, 芦晓飞
(西北农林科技大学 植保学院, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　以 84K 杨为研究对象, 通过建立叶片再生系统及卡那霉素敏感性试验, 确立了稳定高效的基因转

化受体系统。结果表明, 以M S 培养基为基本培养基, 0. 5～ 1. 0 m göL 62BA + 0. 01～ 0. 1 m göL NAA 组合时, 叶片

出芽率不到 50% , 每叶平均生芽数 5～ 6 个; 1. 0～ 1. 5 m göL 62BA + 0. 02 m göL 2, 42D 组合时, 叶片出芽率达

90%～ 100% , 每叶平均生芽数约 20 个。用后者附加不同质量浓度梯度卡那霉素, 确定叶片外植体芽诱导卡那霉素

临界筛选质量浓度为 20 m göL。利用对 84K 杨芽生根效果较好的培养基 GM S+ 0. 01 m göL NAA + 0. 25 m göL

IBA , 附加不同质量浓度梯度卡那霉素, 筛选出芽生根卡那霉素临界质量浓度亦为 20 m göL。
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　　杨树 (P op u lus spp. ) 是重要的速生树种, 用途

极为广泛, 在造林、绿化、工业用材等方面起到了其

他树种无法替代的作用[1, 2 ]。作为林木分子生物学研

究的模式植物, 杨树基因工程发展迅速, 在生物抗性

和非生物抗性基因工程两个方面取得巨大成就[3, 4 ]。

但是由于植物转基因技术体系易受多种因素影响,

且各因素之间又可能相互作用, 所以存在转化频率

较低、重复性差等缺点。

1985 年 Ho rsch 等[5 ]发明叶盘法后, 基因工程

的下游工作相对简化。成功的基因转化系统首先依

赖于良好的植物受体系统的建立, 即用于转化的外

植体能高效、稳定地再生无性系, 并且能接受外源

DNA 整合, 同时对所选用的用于筛选转化的细胞或

植株的抗生素有一定敏感性[6 ]。目前, 较为普遍的选

择标记基因是新霉素磷酸转移酶基因, 简称 np tÊ ,

其编码蛋白可以抑制新霉素族的氨基糖苷类菌素

(抗生素) 的活性, 如卡那霉素 (kan, kanam ycin)、新

霉素 (neo , neom ycin)等。

根癌土壤杆菌 (A g robacterium tum ef aciens) 载

体转化是目前最成功的转化系统[6 ]。LBA 4404 菌株

对杨树侵染性较好, 已广泛应用于杨树遗传转化

中[1, 2, 7～ 10 ]。樊军锋等[9 ]于 2002 年采用根癌土壤杆

菌介导的叶盘法进行了 84K 杨耐盐基因的转化研

究, 获得了部分转基因植株。但是有关 84K 杨抗病

基因的遗传转化尚未见报道, 而本实验室在利用报

道的受体系统[9, 11 ]进行抗病基因遗传转化时, 发现

其并不适用。为此, 本试验进行了 84K 杨叶片外植

体高效受体系统的研究, 为进一步利用根癌土壤杆

菌介导的叶盘法进行抗病基因遗传转化奠定物质基

础。

1　材料与方法

1. 1　试验材料及准备

　　84K 杨无菌苗由西北农林科技大学林学院樊军

锋副研究员惠赠, 并以 84K 杨叶片作为受体。植物

激素、卡那霉素均购自北京鼎国生物技术有限责任

公司。 62BA (62苄氨基嘌呤, Sigm a 分装) 用 1. 0

mo löL HC l 助溶, 配成质量浓度为 1. 0 m gömL 的母

液; 2, 42D (2, 42二氯苯氧乙酸, 上海) 和NAA (Α2萘
乙酸, 国产) 用 1. 0 mo löL N aOH 助溶, 母液质量浓

度分别为 0. 02 m gömL 及 0. 01 m gömL , 均置 4 ℃

冷藏备用。卡那霉素 (kanam ycin su lfa te, Japan 分

装) 用无菌双蒸水配成质量浓度为 10 m gömL 的母

液, - 20 ℃冷冻保存备用。

1. 2　叶片的再生

1. 2. 1　叶片外植体不定芽诱导培养基的筛选　以

M S 培养基为基本培养基, 附加质量浓度为 0. 5, 1. 0

m göL 62BA , 分别与 0. 01, 0. 10 m göL NAA 和
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0. 02, 0. 10 m göL 2, 42D 配比, 组合成 8 种处理的初

筛不定芽诱导培养基; 附加质量浓度为 0. 5, 1. 0,

1. 2, 1. 5, 1. 8 m göL 62BA , 和 0. 02 m göL 2, 42D 配

比组合成 5 种处理的优化培养基。所有培养基蔗糖

均为30 göL , 琼脂 6. 0 göL , pH 5. 8。将培养 30 d 左

右的无菌苗叶片去叶柄, 沿主脉均匀划伤数道后放

入不同培养基中。每个培养皿放入 4 片叶作为 1 个

处理, 重复 4 次。叶片背景 (大小、颜色)尽量保持一

致。置 (25±2) ℃, 光照强度 1 500～ 2 000 lx, 16 hö
8 h 光暗周期条件下培养。每 2 周换一次新鲜培养

基, 50 d后统计各处理叶片切口产生的不定芽数量

(芽长度≥0. 5 cm ) , 计算出芽率、每叶平均生芽数。

根据出芽率、每叶平均生芽数及不定芽生长状况筛

选最佳不定芽诱导培养基。出芽率= 分化不定芽的

叶片数ö接种叶片数×100%。出愈率= 产生愈伤组

织叶片数ö接种叶片数×100%。生根率= 分化不定

根的小芽数ö接种小芽数×100%。

1. 2. 2　再生植株的获得　当再生芽生长至 1～ 2

cm , 形成 2～ 4 个叶片时, 将其顺茎基部切下, 接种

到 GM S+ 0. 01 m göL NAA + 0. 25 m göL IBA [11 ]上

诱导生根。培养条件同 1. 2. 1。

1. 3　卡那霉素敏感性试验

1. 3. 1　芽诱导卡那霉素敏感性试验　将背景基本

一致的 84K 杨叶片去叶柄, 并沿主脉均匀划伤数道

后, 分别接种到含有质量浓度为 0, 5, 10, 15, 20, 30,

40, 50, 60 m göL 卡那霉素的最佳不定芽诱导培养基

上。每个质量浓度设置 1 个培养皿, 每个培养皿接种

4 片叶, 重复 4 次。培养条件同 1. 2. 1。不定期观察

芽诱导及叶片生长状况, 确定合适的芽诱导选择压

力。

1. 3. 2　芽生根卡那霉素敏感性试验　将背景基本

一致的 84K 杨小芽 (3～ 5 片叶, 主茎 1. 5 cm 左右)

分别接种到含有质量浓度为 0, 5, 10, 15, 20, 30, 40,

50, 60 m göL 卡那霉素的生根培养基上。每个质量浓

度设置 1 个三角瓶, 每个三角瓶接种 4 株芽, 重复 4

次。培养条件同 1. 2. 1。不定期观察小芽生长及生根

状况, 确定合适的芽生根选择压力。

2　结果与分析

2. 1　叶片再生系统的建立

　　以M S 培养基为基本培养基, 附加 62BA , NAA

及 2, 42D 组成 8 种培养基, 不同组合的培养基对

84K 杨叶片再生过程不定芽诱导效果见表 1。由表 1

可知,M 1～M 4 组合的诱导效果相似, 出愈天数相

近, 愈伤组织较小, 除少数不定芽不经愈伤阶段直接

分化产生外, 大部分不定芽从愈伤组织上分化, 各组

合出芽率及每叶平均生芽数差异不显著。M 5～M 8

组合的诱导效果存在明显差异, 当 2, 42D 质量浓度

为 0. 1 m göL 时, 叶片切口愈伤化比较严重, 愈伤组

织块大而疏松, 随培养时间延长, 愈伤组织体积增

大, 没有不定芽分化, 说明 2, 42D 启动细胞脱分化、

诱导细胞分裂的活性较强。当 2, 42D 质量浓度降至

0. 02 m göL 时, 叶片切口愈伤组织小而致密, 18 d

时开始有芽从愈伤组织上分化, 分化时间可延长至

50 dö以上。同时, 较高质量浓度的 62BA 与 0. 02

m göL 2, 42D 搭配, 对于出芽天数的提前, 出芽率的

提升以及每叶平均生芽数的增加都是有利的。因此,

M 8 对 84K 杨叶片的诱导分化, 在出芽率及每叶平

均生芽数上均优于M 1～M 7, 是较为合适的不定芽

诱导培养基。
表 1　不同培养基对 84K 杨叶片外植体不定芽诱导的影响

T able 1　Effect of differen t m edia on adven tit ious bud induction fo r pop lar 84K leaf exp lan ts

培养基
M edia

激素ö(m g·L - 1) Ho rmone

62BA NAA 2, 42D

叶片数
N o. of
leaves

出愈天数öd
D ays of

inducing calli

出芽天数öd
D ays of
budding

出芽率ö%
Percen tage
of budding

每叶平均生芽数
A verage

adven tit ious
buds per leaf

M 1 0. 5 0. 01 0 4 15 25 37. 5 6. 5

M 2 1. 0 0. 1 0 4 14 27 43. 8 4. 4

M 3 0. 5 0. 1 0 4 14 31 18. 8 4. 6

M 4 1. 0 0. 01 0 4 16 29 31. 2 5. 2

M 5 0. 5 0 0. 1 4 7 0 0 0

M 6 1. 0 0 0. 1 4 8 0 0 0

M 7 0. 5 0 0. 02 4 11 19 75. 0 2. 6

M 8 1. 0 0 0. 02 4 10 18 93. 8 14. 0

　　注: 表中数据为 50 d 时统计 4 次重复的平均值 (下表同)。

N o te: Each statist ic value in the tab le w as the average of four rep lications after 50 d ( the sam e as below ).

　　对 62BA 和 2, 42D 组合优化的试验结果见表 2。 由表 2 可知, 随 62BA 质量浓度的增加, 出芽率和每
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叶平均生芽数均显著提高。当 62BA 质量浓度为

1. 2 m göL 时, 所有叶片都可分化, 出芽率达到阈值,

每叶平均生芽数高达 20 个。62BA 质量浓度继续增

加, 出芽率均为 100% , 每叶平均生芽数虽有所增

加, 但增幅不大, 且不定芽出现叶片畸形, 茎扭曲等

不良症状。这可能是由于添加过高质量浓度的外源

激素导致不定芽畸形生长。因此, 在保证诱导正常不

定芽的前提下, 具备高的诱导率, 比较理想的不定芽

诱导培养基组成为M S+ 1. 0～ 1. 5 m göL 62BA +

0. 02 m göL 2, 42D。

表 2　62BA 与 2, 42D 组合对 84K 杨叶片外植体不定芽诱导的影响

T able 2　Effect of com bination of 62BA and 2, 42D on adven tit ious bud induction fo r pop lar 84K leaf exp lan ts

培养基
M edia

激素ö(m g·L - 1) Ho rmone

62BA 2, 42D

叶片数
N o. of
leaves

出芽率ö%
Percen tage
of budding

每叶平均生芽数
A verage

adven tit ious
buds per leaf disc

M 7 0. 5 0. 02 4 72. 7 2. 4

M 8 1. 0 0. 02 4 95. 2 15

M 9 1. 2 0. 02 4 100 20

M 10 1. 5 0. 02 4 100 17

M 11 1. 8 0. 02 4 100 23

　　将再生芽接种到 GM S + 0. 01 m göL NAA +

0. 25 m göL IBA 上, 约 7 d 即可全部诱导生根, 根系

发育良好, 小苗生长健壮, 说明此生根培养基比较适

合, 后续试验继续使用。

2. 2　卡那霉素敏感性试验结果

2. 2. 1　芽诱导卡那霉素敏感性试验　84K 杨叶片

芽诱导卡那霉素敏感性试验结果见表 3。表 3 结果

表明, 较低质量浓度的卡那霉素即抑制芽的诱导分

化。在不添加卡那霉素的对照培养基上, 所有叶片从

伤口产生大量的丛生芽, 单位叶片产芽量几乎没有

变化。在含卡那霉素 5 m göL 的培养基上, 出愈时间

比对照推迟 2 d, 出芽时间比对照推迟 1 d, 43. 8% 的

叶片分化产生较少量的丛生芽, 单位叶片产生的芽

量仅有 3～ 5 个。在含卡那霉素 10 和 15 m göL 培养

基上, 愈伤组织产生很少, 个别叶片产生极少量的不

定芽, 50 d 左右, 叶片变黄。当卡那霉素质量浓度≥

20 m göL 时, 叶片不产生愈伤组织, 也不出芽, 随卡

那霉素质量浓度的增加, 叶片褪绿、黄化逐渐加重,

卡那霉素质量浓度为 50 m göL 时, 叶片已大面积坏

死。故卡那霉素 20 m göL 即可作为后续遗传转化时

不定芽诱导阶段的临界筛选质量浓度。

表 3　84K 杨叶片芽诱导卡那霉素敏感性试验结果

T able 3　T he resu lts of kanam ycin sensit ivity test fo r adven tit ious bud induction of pop lar 84K leaf exp lan ts

卡那霉素ö
(m g·L - 1)

kan

叶片数
N o. of
leaves

出愈率ö%
Percen tage of
calli induction

出芽率ö%
Percen tage
of budding

叶片生长情况
Grow th status of leaves

0 4 100 100 叶片正常, 分化出大量从芽N o rm al, m any adven tit ious buds

5 4 81. 3 43. 8 叶片基本正常, 分化出少量芽N early no rm al, a few buds

10 4 18. 8 6. 25 叶片淡绿色, 分化出个别芽L igh t green, very few buds

15 4 18. 8 6. 25 叶片黄绿色, 分化出个别芽 Yellow green, very few buds

20 4 0 0 叶片淡黄色L igh t yellow

30 4 0 0 叶片局部黄化 Partially etio lation

40 4 0 0 叶片部分黄化 Partially etio lations

50 4 0 0 叶片部分坏死 Partially necro sis

60 4 0 0 叶片大部分坏死 Greater part necro sis

2. 2. 2　芽生根卡那霉素敏感性试验　84K 杨小芽

生根卡那霉素敏感性试验结果见表 4。表 4 结果表

明, 较低质量浓度的卡那霉素即抑制小芽的生根。在

不添加卡那霉素的对照培养基上, 所有芽均在 7 d

左右生根, 根系发达, 生长健壮。当卡那霉素为 5～

15 m göL 时, 生根天数均有不同程度推迟, 根的状况

随卡那霉素质量浓度增加表现愈差, 芽的生长受到

抑制, 生长不正常。当卡那霉素质量浓度≥20 m göL
时, 芽均未生根, 生长受到严重抑制, 甚至死亡, 故卡

那霉素 20 m göL 即可作为后续遗传转化时再生芽

生根阶段的临界筛选质量浓度。
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表 4　84K 杨芽生根卡那霉素敏感性试验结果

T able 4　T he resu lts of kanam ycin sensit ivity test of roo t induction fo r pop lar 84K shoo ts

卡那霉素ö
(m g·L - 1)

kan

小芽数
N o. of
shoo ts

生根率ö%
Roo ting

percen tage

根生长情况
Grow th status of roo ts

芽生长情况
Grow th status of shoo ts

0 4 100

主根 3～ 5 个, 长 3～ 6 cm 不等, 粗壮, 着生较
多≤1 cm 的侧根
3- 5 tap roo ts, length varied 3 - 6 cm o r so,
th ick and strong, several side roo ts ≤1 cm

抽茎 2. 0～ 4. 0 cm , 生新叶 4～ 5 片, 生长健壮
Stem s developed 2. 0- 4. 0 cm , 4- 5 p ieces of
new leaves, strong

5 4 37. 5
主根 2～ 3 个, 长 0. 3～ 3 cm 不等, 根细, 少量
侧根 2- 3 tap roo ts, length varied 0. 3- 3 cm
o r so, fine, a few side roo ts

个别抽茎≤1. 5 cm , 生新叶 1～ 2 片, 底部叶片
发黄枯死, 生长基本正常 Few stem s developed
≤1. 5 cm , 1- 2 p ieces of new leaves, the base
leaves yellow , basically no rm al

10 4 18. 8
主根 1～ 2 个, 长≤0. 5 cm , 根细, 无侧根
1- 2 tap roo ts, length ≤0. 5 cm o r so, fine, no
side roo t

不抽茎, 无新叶, 叶部分失绿, 生长不正常
Stem undeveloped, no new leaves, part leaves
yellow , abno rm al grow th

15 4 6. 25 仅 1 个根, ≤0. 5 cm , 极细
O nly 1 roo t, ≤0. 5 cm , ex trem ely fine

不抽茎, 无新叶, 叶部分黄化, 生长不正常
Stem undeveloped, no new leaves, partial
leaves yellow , abno rm al grow th

20 4 0 不生根N o roo t
停止生长, 芽黄化
Grow th ceased, bud etio lation

30 4 0 不生根N o roo t
停止生长, 芽黄化
Grow th ceased, bud etio lation

40 4 0 不生根N o roo t
停止生长, 芽黄化
Grow th ceased, bud etio lation

50 4 0 不生根N o roo t 枯死W ithered
60 4 0 不生根N o roo t 枯死W ithered

3　结论与讨论

2, 42D 主要用于杨树组织培养中愈伤组织的诱

导[12, 13 ] , 并有对器官分化不利的报道[14 ]。本研究首

次将 2, 42D 同时用于杨树组织培养中的愈伤组织

诱导和芽分化, 证明微量 2, 42D 可诱导杨树叶片产

生愈伤组织, 但未对芽的分化产生抑制作用。本研究

结果表明, M S + 0. 02 m göL 2, 42D + 1. 0～ 1. 5

m göL 62BA 能高效诱导 84K 杨叶片外植体产生大

量不定芽, 与前人的报道[11 ] 相比, 诱导率高达

90%～ 100% , 单位叶片诱导不定芽数量也明显增

多, 从而为高频率转化提供了良好条件。

本试验筛选的 84K 杨叶片外植体芽诱导及芽

生根卡那霉素临界质量浓度均为 20 m göL , 与前人

报道[9 ] (分别为 50 m göL 和 60 m göL 卡那霉素) 差

别较大。这可能是由于植物组织培养过程中受多种

因素影响。同时本研究结果还表明, 卡那霉素对 84K

杨小苗的生根存在“极性效应”, 即随着卡那霉素质

量浓度的逐渐上升, 根的生长位置沿主茎缓慢向上

移动, 有的甚至脱离培养基, 但这种现象并未影响卡

那霉素敏感性试验效果。至于“极性效应”产生的内

在机理还有待于进一步深入研究。
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Study on the effect of crop land evapo ra t ion on so il w ater environm en t

and the p reven t ive m easu res in the L oess P la teau h illy

and gu llied area of N o rth Shaanx i

YANG Ka i-bao1,L IU Guo-bin 1,L I J ing- l in1, GAO L i2

(1 Colleg e of S ou rce and E nv ironm en t,N orthw est A & F U niversity , S haanx i, Y ang ling 712100, Ch ina;

2 W ater B usiness B u reau of Y u lin C ity S haanx i P rov ince, S haanx i, Y u lin 719000, Ch ina)

Abstract: In o rder to exp lo re the evapo ra t ion and tran sp ira t ion law of so il mo istu re in crop land in

L oess P la teau of N o rth Shaanx i, and to imp rove the eff iciency of so il mo istu re u se, by u sing TDR sen so r to

m easu re w ater con ten t, the so ilmo istu re of bare land, crop land and covered crop land in the drough t terrace

w ere w atched system at ica lly, then in tegra t ing the data of f ield au tom at ic w eather sta t ion, w e analyzed the

w ater evapo ra t ion law of farm land of the L oess P la teau h illy and gu llied area: there are tw o in ten se evapo2
ra t ion periods in one year, vapo rized vo lum e in one year is 74. 4% of annual p recip ita t ion. T he period w hen

there is no crop con tribu tes mo re to w ater sto rage. Part ia lly covered so il (f ilm cover, covering ra t io is 60% )

is in favo r of the con servat ion of so il w ater, and fu lly covered so il (com b ined cover and straw cover, cover2
ing ra t io is 100% ) is in favo r of h igh ly eff icien t u se of so il w ater. Based on these studies, an eff icien t tech2
no logica l w ay of increasing so il w ater u se is pu t fo rw ard: the u t ility of so il w ater can be enchanced by the

cover techno logy of ditch and ridge covered w ith tw o m ateria ls, ro ta t ing crop s betw een grass and gra in

avo id ing the deso la t ion of t illab le f ield.

Key words: L oess P la teau of no rth Shaanx i; h illy and gu lly area; evapo ra t ion and tran sp ira t ion of crop2
land; so il w ater environm en t; con tro l m easu re
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E stab lishm en t of gene t ran sfo rm at ion recep to r system fo r pop la r 84K

ZHANG Gang, KANG Zhen - sheng, SUN Yan -fe i, HAN Qing-m e i,L U X iao-fe i
(Colleg e of P lan t P rotection,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T h rough the estab lishm en t of h igh frequency regenera t ion system fo r leaf and kanam ycin

sen sit ivity tests, a stab le and eff icien t gene tran sfo rm at ion recep to r system fo r pop lar 84K w as set up ,

w h ich la id a sound foundat ion fo r A g robacterium 2m ediated tran sfo rm at ion of d isease resistance gene by

m ean s of leaf d isc m ethod. T he resu lts ind ica ted that budding percen tage w as less than 50% and average

adven t it iou s buds per leaf w as 5- 6 w hen basal M S m edium supp lem en ted w ith 0. 5- 1. 0 m göL 62BA +

0. 01- 0. 1 m göL NAA. W h ile 1. 0 - 1. 5 m göL 62BA + 0. 02 m göL 2, 42D w ere added to M S m edium ,

90% - 100% budding percen tage and 20 average adven t it iou s buds per leaf w ere ob ta ined. U tilizing the la t2
ter m edium , adding differen t concen tra t ion s of kanam ycin, the op t im al select ing p ressu re 20 m göL of

kanam ycin fo r adven t it iou s bud w as confirm ed. GM S+ 0. 01 m göL NAA + 0. 25 m göL IBA w as bet ter to in2
duce roo t, by w h ich the op t im al select ing p ressu re fo r roo t induct ion w as also 20 m göL of kanam ycin fo r

pop lar 84K w hen adding kanam ycin differen t concen tra t ion s.

Key words: pop lar 84K; gene tran sfo rm at ion; recep to r system ; adven t it iou s bud induct ion; exp lan t
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