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　　胡杨（ＰｏｐｕｌｕｓｅｕｐｈｒａｔｉｃａＯｌｉｖ．）对干旱和盐碱具
有极强的忍受能力，属于耐盐碱而非盐生植物，能在

极端干旱、盐碱的荒漠地带中正常生长，被视为研究、

发掘林木特异功能基因的模式生物［１］。Ｃｈｅｎ等发
现，大多数植物耐盐性等生物表型是由多个基因片段

共同调节控制［２］，但目前大多数研究仅局限于单基因
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克隆，对大片段基因簇的功能研究鲜有报道［３］。鉴于

此，张瑷等［４］、周婧等［５］等将胡杨基因组片段导入拟

南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ（Ｌ．）Ｈｅｙｎｈ）中挖掘潜在的
胡杨耐盐功能基因簇，朱晓静［６］发现了与叶绿体发育

有关的胡杨基因组大片段，王智［７］得到赤霉素高合成

转化型拟南芥植株，但有关胡杨基因组片段潜在功能

的挖掘仍需进一步深入研究。本研究将继续探索胡

杨基因组片段功能，为进一步开展林木基因工程育种

研究发掘优异的基因资源。

１　材料与方法

１．１　材料
拟南芥材料为拟南芥哥伦比亚野生型植株。

质粒 ｐＣＬＤ０４５４１携带有新霉素磷酸转移酶
（ＮＰＴＩＩ）基因及四环素（Ｔｅｔ）抗性基因，全长约为
２７．３ｋｂ。引物序列［５］如下：

ＮＰＴＲ：５’ＴＣＡＧＡＡＧＡＡＣＴＣＧＴＣＡＡＧＡＡＧ３’；
ＮＰＴＦ：５’ＡＴＣＴＣＣＴｇＴＣＡＴＣＴＣＡＣＣＴＴｇＣＴＣＣＴ３’；
ＴｅｔＲ３：５’ＴＣＡＡＣＧＴＴＣＣＴＧＡＣＡＡＣＧＡＧ３’；
ＴｅｔＦ３：５’ＧＴＣＴＧＡＣＧＡＣＡＣＧＣＡＡＡＣＴＧ３’；
ＰＣＲ引物由华大基因公司合成。ＮＰＴＩＩ扩增片

段大小约为４９０ｂｐ，Ｔｅｔ扩增片段大小约为５４０ｂｐ。
１．２　方法
１．２．１　农杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）活化及转
化　操作方法参考文献［８］。转化前，先活化菌液，
解冻摇菌、划平板，２８℃扩大培养，提取的质粒 ＤＮＡ
加入引物（Ｔｅｔ）进行 ＰＣＲ检测，确认农杆菌是否携
带目的基因片段。离心机浓缩活化好的菌液，弃去

上清液，得到的农杆菌体用质量体积比为５０％的蔗
糖溶液重悬，按０．５％体积加入 ｓｉｌｗｅｔ７７，浸染野生
型拟南芥花序。

１．２．２　转基因植株平板筛选　收获的拟南芥种子，
５％次氯酸钠溶液消毒后接种在含５０μｇ·ｍｌ－１的卡
那霉素１／２ＭＳ培养基上，并设对照。４℃条件下，春
化２ ３ｄ后，在温度２０ ２３℃、湿度６０％、光照１６
ｈ·ｄ－１条件的培养室中培养１０ｄ。种子萌发形成的
幼苗移于土壤中，在同样条件的培养室中继续培养。

１．２．３　转基因植株分子检测　摘取拟南芥幼苗２
３片嫩叶，ＣＴＡＢ法提取ＤＮＡ［９］。加入引物（ＮＰＴ

ＩＩ）进行ＰＣＲ扩增，扩增产物采用琼脂糖凝胶电泳检
测并拍照记录［９］。

１．２．４　植株形态观测　随机抽取４株转化型和野
生型拟南芥叶片，数码相机拍照，采用 Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ软

件计算叶片面积［１０］，重复３次。用ＳＰＳＳｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ１９
软件统计分析叶片面积。每周定期测量转化型和野

生型拟南芥的株高，并拍照、记录。

２　结果与分析
２．１　ＤＮＡ分子检测

培养的菌落及拟南芥 ｔ２代幼苗叶片 ＤＮＡ的

ＰＣＲ扩增结果见图１。由图１Ａ可知：菌落于５４０ｂｐ
处有条带，ＰＣＲ扩增出的 Ｔｅｔ基因和 ＮＰＴＩＩ基因的
特异片段表明菌液携带有大片段基因７８Ａ２Ｄ１０，可
进行花序浸染。由图１Ｂ可知，ｔ２代幼苗叶片 ＤＮＡ
于４９０ｂｐ处有条带，表明ｔ２代抗性植株基因组中携
带有外源大片段７８Ａ２Ｄ１０。

注：Ｍ为２０００ｂｐＤＮＡＭａｒｋ，“＋”为质粒阳性对照，“－”为水作
阴性对照，ａ、ｂ为 ７８Ａ２Ｄ１０质粒样品，１～１２为转化型拟南芥，
“Ｗ”为野生型对照；Ａ：７８Ａ２Ｄ１０号农杆菌ＰＣＲ检测电泳图像，Ｂ：
转化型拟南芥ＰＣＲ检测电泳图像。
Ｎｏｔｅ：ＴｈｅｌｅｔｔｅｒＭｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅ２０００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒｕｓｅｄａｓＤＮＡｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ，“＋”ｉｓｐｌａｓｍｉｄａｓａｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，“－”ｉｓｆｏｒ
ｗａｔｅｒａｓａｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ａａｎｄｂａｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅＰｌａｓｍｉｄｓｓａｍｐｌｅ
ｏｆ７８Ａ２Ｄ１０，１－１２ａｒｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔ２ＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓＤＮＡ，Ｗｉｓｆｏｒｔｈｅｗｉｄｅ

ｔｙｐｅＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｗｉｔｈｏｕｔｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓａｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．Ａ：Ｇｅｌｅｌｅｃ
ｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｉｍａｇｅｏｆ７８Ａ２Ｄ１０Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ，Ｂ：ＴｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＡｒａｂｉ
ｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｉｍａｇｅｓ．

图１　ＰＣＲ检测图像
Ｆｉｇ．１　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｍａｇｅ

２．２　转基因植株的表型观察
２．２．１　ｔ１代转基因植株　ｔ１代转化型植株（Ｔ）与野

生型植株（ＷＴ）生长表现见图２Ａ～Ｃ。由图２Ａ可
知：与野生型植株相比，转化型植株莲座叶的叶片数

量明显偏多，多些细小的叶片。抽薹后（图２Ｂ），转
化型植株同时抽出２根几乎等高等粗的主茎，而野
生型植株先抽出１根主茎再萌发侧茎。转化型植株
的莲座叶数量多于野生型。３次重复试验，转化型
与野生型植株的生长表型差异一致（图２Ｃ）。但是，
植株停止生长后，转化型与野生型植株的株高差异

在统计学上不显著。

２．２．２　ｔ２代转基因植株株高观测　转化型 ｔ２代与
野生型植株在不同生长时期的株高差异见图２Ｄ～
Ｇ。野生型植株播种４周后开始抽薹，播种５周后型
差异一致（图２Ｄ）主茎达到２２．０ｃｍ，播种１０周后型
差异一致主茎达到 ３６．０ｃｍ（图 ２Ｅ），随后停止生
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长。转化型ｔ２代植株营养期较长，播种１７周后型差
异一致 （图２Ｆ）才开始抽薹，播种２７周后型差异一
致株高达到６３．０ｃｍ（图２Ｇ）。与野生型相比，转化
型植株的株高明显增高。从图２Ｆ可看出，播种１７
周后型差异一致，野生型植株开始枯萎，而转化型植

株仍能正常生长。

２．２．３　ｔ２代转基因植株莲座叶及侧茎形态特征　ｔ２
代转化型和野生型植株的叶片形态、数量以及侧茎

形态特征见图２Ｈ～Ｊ。由图２Ｈ可知：与野生型植株
相比，ｔ２代转化型植株的莲座叶边缘向下内卷，严重
皱缩，具有明显的远轴化叶片特征［１１］。播种１２周
后型差异一致，野生型的莲座叶已经逐渐枯萎（图

２Ｈ），但ｔ２代转化型植株仍继续生长并不断从中心
生出小叶，叶片数量增多。播种 ２２周后型差异一
致，野生型植株完全枯萎死亡；而ｔ２代转化型植株仍
能继续正常生长（图２Ｉ），直到播种２９周后型差异
一致，才枯萎。由此，笔者初步推测，胡杨基因组大

片段７８Ａ２Ｄ１０可能具有延长营养生长期及延长植株
寿命的功能。同时，与野生型对比，ｔ２代转化型植株
侧茎分化成次生莲座（图２Ｉ、２Ｊ），具有典型的莲座叶
特征。前期实验，从卡那霉素培养基中随机挑选１２
株抗性植株幼苗，移植于土壤后，４株出现特异表
型。重复筛选，随机从卡那霉素培养基中挑选３６株
抗性植株幼苗中，获得特异表型植株１１株。

注：Ｔ表示转化型，ＷＴ表示野生型；Ａ：ｔ１代播种３周，Ｂ：ｔ１代播种５周，Ｃ：ｔ１代重复筛选，Ｄ：ｔ２代播种５周，Ｅ：ｔ２代播种１０周，Ｆ：ｔ２代播种
１７周，Ｇ：ｔ２代播种２７周，Ｈ：ｔ２代播种１２周，Ｉ：ｔ２代播种２２周，Ｊ：次生莲座。
Ｎｏｔｅ：Ｔｉｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ，ＷＴｉｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｗｉｌｄｔｙｐｅｐｌａｎｔｓ；Ａ：ｔ１ｓｅｅｄｓａｒｅｐｌａｎｔｅｄｔｈｒｅｅｗｅｅｋｓ，Ｂ：ｔ１ｓｅｅｄｓａｒｅｐｌａｎｔｅｄｆｉｖｅｗｅｅｋｓ，
Ｃ：ｔ１ｓｅｅｄｓｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｌｙｓｃｒｅｅｎｉｎｇ，Ｄ：ｔ１ｓｅｅｄｓａｒｅｐｌａｎｔｅｄｆｉｖｅｗｅｅｋｓ，Ｅ：ｔ１ｓｅｅｄｓａｒｅｐｌａｎｔｅｄｔｅｎｗｅｅｋｓ，Ｆ：ｔ１ｓｅｅｄｓａｒｅｐｌａｎｔｅｄｓｅｖｅｎｔｅｅｎｗｅｅｋｓ，Ｇ：
ｔ１ｓｅｅｄｓａｒｅｐｌａｎｔｅｄｔｗｅｎｔｙｓｅｖｅｎｗｅｅｋｓ，Ｈ：ｔ１ｓｅｅｄｓａｒｅｐｌａｎｔｅｄｔｗｅｌｖｅｗｅｅｋｓ，Ｉ：ｔ２ｓｅｅｄｓａｒｅｐｌａｎｔｅｄｔｗｅｎｔｙｔｗｏｗｅｅｋｓ，Ｊ：ｓｅｃｏｎｄａｒｙｒｏｓｅｔｔｅｌｅａｆ．

图２　转化型与野生型植株对比
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃａｎｄｗｉｌｄｐｌａｎｔｓ
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２．２．４　ｔ２代转基因植株莲座叶片面积、株高及花期
统计　ｔ２代转化型和野生型植株莲座叶的叶面积、
株高及花期统计分析结果见图３。由图３Ａ可知：转
化型植株ｔ２代莲座叶面积明显大于野生型莲座叶面
积（Ｐ＜０．０５），在统计学上有显著意义。ｔ２代转化
型植株莲座叶叶面积比野生型莲座叶增长近３倍。

由图３Ｂ可知：ｔ２代转化型植株株高明显高于野生
型，株高平均增长近３２．０ｃｍ。由图３Ｃ可知：ｔ２代转
化型植株花期与野生型花期差异极明显（Ｐ＜
０．０１），野生型植株在４周即开始抽薹，而转化型植
株在１７周才陆续抽薹，比野生型晚抽薹１３周。

图３　２种拟南芥植株莲座叶面积（Ａ）、株高（Ｂ）和花期（Ｃ）性状统计

Ｆｉｇ．３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｌｅａｆａｒｅａ（Ａ），ｆｌｏｗｅｒｉｎｇｔｉｍｅ（Ｂ）ａｎｄｐｌａｎｔｈｅｉｇｈｔ（Ｃ）ｏｆＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｒａｎｓｇｅｎｉｃａｎｄｗｉｌｄｐｌａｎｔｓ

２．２．５　ｔ３代转基因植株　利用收获到的 ｔ２代无特
异表型植株的种子进行卡那霉素平板筛选，种子萌

发形成的１５０株ｔ３代幼苗中，绿色抗性植株１１８株，
黄化植株３２株，比例接近３∶１。随机从绿色抗性植
株中挑取３６株移植土壤中，结果发现，１１株表现为
抽薹晚、植株叶量多、叶面积大等特异表型，无特异

表型与特异表型比例接近２∶１。利用 ｔ２代特异表型
植株的种子进行卡那霉素平板筛选，种子萌发形成

的ｔ３代幼苗均为绿色抗性植株，无黄化苗。从中随
机挑取１２株，移植于土壤中，结果发现，所有植株表
现为特异表型。

３　讨论
植物抽薹、开花是经过一连串的信号转导与一

系列基因家族协同调控的［１２－１４］。有研究认为，植物

内源激素［１５－１６］与小分子 ＲＮＡ（ｍｉＲ１５６）及其靶基
因［１７－１８］影响植物营养生长和花发育。胡杨大片段

基因长度远远大于单个基因序列长度，随机插入拟

南芥植物体内，可能会发生中断调控、破坏正常基因

阅读框或高效表达等［１９］情况。本研究中，胡杨基因

组大片段７８Ａ２Ｄ１０转化型拟南芥表现为营养生长
期长、抽薹晚等现象是否与上述机理有关，有待进一

步研究。有报道指出，ＧＲＦ转录因子能参与调控植
物细胞体积大小［２０］，油菜素甾醇（ＢＲ）、生长素
（ＩＡＡ）、赤霉素（ＧＡ）均能促进植物细胞伸长［２１－２２］，

胡杨基因组大片段 ７８Ａ２Ｄ１０转化型拟南芥株高明

显高于野生型、主茎变粗，是由上述机理决定的，还

是由于转化型植株的前期营养生长积累了大量营养

物质［２３］造成的，目前还不清楚。

对胡杨基因组大片段 ７８Ａ２Ｄ１０转化型拟南芥
植株的后代（ｔ２至 ｔ３）进行反复筛选，发现转化型植
株后代群体中，无特异表型植株与特异表型植株比

例接近２∶１，性状分离比例与孟德尔遗传定律中分离
比基本吻合。这表明，胡杨基因组大片段７８Ａ２Ｄ１０
遗传方式符合孟德尔定律［２４］，胡杨基因组大片段

７８Ａ２Ｄ１０为隐性遗传方式［２５］，无特异表型植株为杂

合体，特异表型植株为纯合体。本研究中，ｔ１代转化
型植株出现的抽双薹性状未在 ｔ２代杂合体中出现，
尚不清楚其原因。

为了进一步探讨胡杨基因组大片段 ７８Ａ２Ｄ１０
的功能，下一步计划将携带胡杨基因组大片段

７８Ａ２Ｄ１０的农杆菌原始菌液转入其他模式植物如烟
草（ＮｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍＬ．）中，观察烟草转化型植株
是否会出现延长营养生长的现象。基于基因测序方

法，获取其碱基序列，通过生物信息学分析，在分子

水平上进一步探讨该大片段基因的时空表达模式。

４　结论
本研究中，导入胡杨基因组大片段７８Ａ２Ｄ１０的

拟南芥转化型植株在莲座基叶数量、基叶面积、营养

生长期、莲座叶的叶片伸展程度、株高、茎粗、茎生

叶、抽薹时间、侧茎发育方式以及植株寿命等方面与
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野生型存在明显差异，转化型植株的营养期明显延

长、株高明显增高，这表明胡杨基因组大片段

７８Ａ２Ｄ１０可能与植物营养生长有关。如果将胡杨基
因组大片段７８Ａ２Ｄ１０转化到重要用材林树种，如杨
树（ＰｏｐｕｌｕｓＬ．）中，可望提高树木的高生长量和胸径
生长量，增加单位面积蓄积量，为林业新品种创制提

供新的基因资源。
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