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　　杨树( Pop ulus spp. )是“三北”防护林和四旁绿化的主要树种,在防风固沙、农田林网、四

旁绿化及水土保持方面起着重大作用
[ 1]
。目前, 我国林木抗虫抗病主要以化学防治和生物防治

两种防治方法为主,这两种方法在 80年代森林抗虫和抗菌方面起到过一定的作用, 但随着世

界范围内人们对于环境保护的日益重视,化学防治的方法已被逐渐淘汰,生物防治也存在很大

的局限性。1983年以来,随着一批批抗虫、抗病、抗除草剂等转基因植株的相继出现,植物基因

工程显示出巨大潜力[ 2～8]。但由于与其它植物相比,树木生长周期长, 从事这方面研究的人数

较少,在分子生物技术方面还存在诸如转化率低、检测困难等许多不成熟的地方。林木基因工

程进展一直比较缓慢。这些难点因转入基因和外植体的不同有很大的差别。如何把不同的抗

虫、抗病基因转入到林木基因工程的模式植株杨树中,具有很大的意义。中国林业科学研究院

林研所分子遗传室在 1993年第一次成功地获得了高表达抗虫的转 Bt 基因欧洲黑杨树以后,

进一步从事了防止转基因树木环境污染以及其它基因和树种的转化研究,都得到了较好的结

果[ 2, 8]。

本文所报道的内容是将一种抗菌肽基因转入杨树及其分子生物学初步测定的工作。该抗

菌肽基因是一种从芽孢杆菌( Baci llus spp. )中提取出的对水稻白枯病有很强拮抗作用的抗菌

基因。经北京大学生命科学中心虫试发现该基因编码的拮抗蛋白对蛀干害虫光肩星天牛的杀

虫率可达 75%以上[ 3]。这种致死原因可能是由于这种蛋白杀死了消化道中帮助天牛消化木材

纤维的细菌而引起。鉴于此,本实验室从 1993年与北京大学合作开展了抗菌肽 LcI 基因转化

杨树的研究, 力图由此培育出一批抗蛀干害虫天牛的转基因苗木, 为林业生产服务。

1　材料和方法

1. 1　材料

( 1)外植体　美洲黑杨( P. del toid es M ar sh. )、欧洲黑杨( P. nigr a L. )、欧美杨( P. ×eu-

ramericana Guinier. )试管苗由中国林业科学研究院林研所分子遗传室提供。

( 2)菌株来源及保存　实验所用抗菌肽LcI 基因由北京大学生命科学中心提供。通过对葡

萄芽杆菌中纯化的 47 a抗蛋白测序后,进行人工合成该基因,并在基因前后端分别加上 ATG

和 T AG, 因此该基因长约 150 bp。再将基因插入到双元载体 pBc7的 35S 启动子和 Nos序列

之间,从而构成 LcI基因的表达载体。
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将构建好的根癌土壤杆菌培养在含 50 m g/ L 卡那霉素的 LB培养基中,置于 4 ℃冰箱中

保存, 每半个月活化一次。在转化实验前,用接菌环取新鲜培养基上的菌落,接种到 10 m L LB

液体培养基中,振荡培养 12 h ( 200 rpm, 28℃)。然后在无菌条件下,取菌液 1 mL, 以30倍的

M S液体培养基稀释备用。

( 3)实验用酶　购自 Prom ega公司。

( 4)主要试剂　碱法提取液 1∶50 m mol/ L 葡萄糖, 25 mm ol/ L T is-HCl ( pH8. 0) , 10

mm ol/ L EDTA ( pH8. 0)。8磅灭菌 15 min,贮存在 4 ℃条件下。

碱法提取液Ⅱ: 0. 2 m ol/ L　NaOH (从 10 mol / L 母液中稀释) , 1% SDS,使用前配制。

碱法提取液Ⅲ: 3 mol / L 乙酸钾( pH4. 8)。

RNA 酶(不含 DNA 酶) : 将 RNase A 以 10 mg / mL 溶于 10 mmol / L T ris-HCl ( pH7. 5)

和 15 mm ol/ L NaCl中。在 100 ℃的沸水中煮 15 min,慢慢冷却到室温。贮存在- 20℃条件下。

TE 缓冲液: 10 mmo l/ L T ris-HCl ( 8. 0) , 1 m mol/ L EDT A。15磅灭菌 15 m in。

氯仿-异戊醇( 24∶1)取 240 m L 氯仿,加入 10 mL 异戊醇充分混匀。

50×TA E 缓冲液: 2 m ol/ L T ris-acetate, 0. 05 mo l/ L EDTA ( pH 8. 0)。加蒸馏水到

1 000 mL,使用时稀释 50倍。

DNA 提取液:Ⅰ. 研磨缓冲液:蔗糖150 g/ L, NaCl 250 mm ol/ L , EDTA 50 mmo l/ L , T ris

50 mm ol/ L ( pH7. 5)。

DNA 提取液:Ⅱ.悬浮缓冲液: EDT A 25 mm ol/ L , NaCl 250 mmo l/ L , SDS 5 g / L , Tr is.

HCl ( pH 8. 0) 250 m mol / L。

1. 2　方法

1. 2. 1　培养基筛选及制备　实验基本培养基为 M S ( M urashige 和 Shoog )培养基,加入 0. 2

mg / L BA和 0. 02 mg / L NAA。培养基用母液配制,高压灭菌前用1 m ol/ L 的N aOH 将pH 调

为 5. 8,然后在 121℃下灭菌 15 min。采用过滤灭菌方法在培养基中加入抗生素。

1. 2. 2　外植体的转化方法　转化采用 Horsch
[ 10]发明的叶盘法。具体作法是在无菌条件下,以

在生根培养基中培养 8周的杨树试管苗上部的叶片为外植体, 上面划痕浸入稀释的菌液中 5

min,随后用无菌滤纸吸去外植体上残余的菌液, 置于不含卡那霉素的诱导培养基上, 在 25 ℃

条件下暗培养 2 d后,转入含卡那霉素 40 mg / L 和羧苄霉素 500 m g/ L 的相应培养基中培养。

每半月继代一次, 对照为不接种菌液的叶片外植体。培养条件为 25 ℃, 光照 12 h/ d。

1. 2. 3　转化再生植株的生根　生根培养基采用M S 基本培养基并加入 0. 02 mg / L NAA。当

不定芽长至 1 cm 时便可切下, 转入含 500 m g/ L 羧苄霉素和 40 mg / L 卡那霉素的生根培养

基。生根后的植株在只含 500 mg / L 羧苄霉素的相同生根培养基中快繁后移入温室驯化。

1. 2. 4　提取质粒　采用普通碱法从根癌土壤杆菌中提取质粒。

1. 2. 5　植物 DNA 提取方法　取适量组培苗叶片到 Enppendor f管中,加 600 L 缓冲液, 快

速研磨成浆, 5 000 rpm 离心 2 m in, 弃上清液, 加入 400 L 悬浮缓冲液, 混匀, 70 ℃水浴 20

min, 8 000 rpm 离心 2 min,取上清液,加入等体积的酚仿溶液,轻轻摇匀,用 8 000 rpm 离心,

吸出水相,加入 2/ 3体积的异丙醇,沉淀出 DNA , 14 000 rpm 离心 5 m in, 用 70%乙醇洗两次,

抽干,溶于 50 LT E备用。

1. 2. 6　PCR反应条件　从提取的 156个 DNA 样品及阳性对照中各取少量 DNA ,置于 0. 5
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mL Eppendor f管中,并分别加入 10×PCR buf fer、10×dNT P、LcI基因特异引物各 2 L, T aq

酶 0. 2 U ,双蒸水 17 L,使离心管内反应体积达 25 L,然后向各离心管中分别滴入一滴石蜡

油,在PCR 仪器中反应。反应条件为每循环94 ℃变性1 min, 55℃退火1 min, 72℃反应30 s,

共 30个循环。反应后取反应混合液 10 L 在 2. 0%的琼脂糖凝胶上电泳,检测反应产物。电泳

后凝胶在溴化乙锭溶液中染色 10 min,在紫外灯下检查 PCR产物并照相。

2　结果与分析

2. 1　杨树转基因植株的再生

图 1　转化植株 PCR 产物电泳照片

　样 1:质粒 pBc7PCR 产物(阳性对照) ;样 2～ 7:转化植株

DNA的 PCR 产物。分别为: cc-271-206、204、192、173, cc-b-

169, cc-3n-30;样 8:非转基因植株(阴性对照)

正常的对照外植体接种在不含卡那霉素的培养基中, 10 d后便开始分化, 继续培养有大

量健壮不定芽产生;而转化的外植体在卡那霉素培养基中分化需 3周左右。通过对欧洲黑杨、

美洲黑杨和欧美杨 3种杨树进行转化, 发现:美洲黑杨的转化效率高, 产生的不定芽多且生长

速度快,平均每个外植体在选择培养基中可形成不定芽 3个左右; 而欧美杨大约产生 2个不定

芽。3种外植体共获不定芽 218个。

正常不定芽进入无卡那霉素的生根培养基后, 10 d 左右即可生根, 生根率高达 100%。美

洲黑杨转化植株进入卡那霉素的生根培养基则需约 15 d生根, 欧美杨和欧洲黑杨约需要 22 d

生根,生根率分别为 94%、66%、小于 1%(欧洲黑杨不定芽的生根率很低,只有一棵生根)。共

176株不定芽生根, 并转入正常生长。美洲黑杨生根后, 1个月的时间可长到 5～6 cm, 而欧美

杨只能长 2～3 cm。待株长至 5 cm 时,将每个植株编号,切成数段进行快繁并转入温室。

从以上分析以及以往的实验结果可以看出:美洲黑杨是一种比较成熟的外植体材料,适于

作一些探索性转基因研究。而欧洲黑杨和欧美杨则需要进一步研究其转化条件。

2. 2　PCR反应结果分析

通过PCR(聚合酶链式反应) ,在 40 mL/ L 卡那霉素生根培养基上诱导生根的 176株植株

中筛选。共选出阳性植株 11株,其中以美洲黑杨为外植体的有8株,以欧美杨为外植体的有 2

株,以欧洲黑杨为外植体的有 1株。图 1为 6

株 PCR 反应结果。从图 1可以看出被检测的

6个杨树 DNA 样品,均产生约 150 bp 的预

期产物, 在琼脂糖凝胶电泳图中与阳性对照

处于同一位置, 这说明外源 DNA 序列 LcI

基因已插入杨树基因组中这些植株已被转

化。在分子生物学检测过程中,有时会出现一

些比预期片段大或者小的片段, 这可能是:

( 1)引物的错误配对引起。( 2) DNA 变性不彻

底,开始几个循环没有扩增出全长特异序列

致使后面的循环扩增出大多数的片段变小。

而特异全长片段量很少,在凝胶中带不清晰。

( 3)外源 DNA 插入过程中发生基因重组。前

两种情况可以通过提纯 DNA、严格设计引物

以及改变反应条件来克服。上述 3种情况可
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以通过提纯该片段进行测序分析来断定。如果出现第一种情况,则可能通过片段序列得到一些

T -DNA 异入外源基因的规律。

另外,杨树基因组结构存在某些特殊的地方(例如:重复序列多、不易提纯等) ,使杨树转基

因株的分子生物学检测相对比较困难。这就需要在设计引物的时候要特别注意引物的特异性。

在提取 DNA 的时候在每一步都十分仔细,宁可少提取一些也一定要在质量上保重。

本文报道的内容是阶段性进展, 目前已检测出外源基因已经转入杨树基因组中。要知道转

入的基因表达状况以及抗天牛的程度,有待进一步研究。
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Transformation of Antibacterial Gene LcI into

Poplar Species

L i Y i　Chen Ying　L i L ing　H an Yif an

　　Abstract　L eaves of in vit ro Populus deltoides, P . nigra and P. euramericana w ere

used as explant to be t ransformed w ith ant ibacterial g ene LcI w hich w as synthesized acco rd-

ing to the sequence of ant ibacterial protein of Bacillus spp. It w as demonstr ated that the in-

sect mortality of this antibacterial protein to A nop lop hora glabrip ennis was m ore than 75%.

Tr ansfor mants w ere selected by 40 mg / L kanamycin, and the root ing percentag e w as about

80. 7% in the root ing media supplem ented w ith 40 m g/ L kanamycin. PCR analysis show ed

that ant ibacterial g ene has been successfully t ransfo rmed into these popalr chr omosom es.

　　Key words　ant ibacterial gene LcI, t ransform at ion, poplar

　　Li Yi , Ass istan t Engineer, C hen Ying, Li Ling, Han Yifan ( T he Research Inst itute of Forest ry, CAF　Beijing　

100091) .
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