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‘44号’抗虫黑杨基于根段组培再生和遗
传转化体系的建立
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摘要：[目的 ] 以美洲黑杨和转 BtCry1Ac 欧洲黑杨的杂交子代‘44号’抗虫黑杨作为试验材料，采用无菌苗根基

部为外植体，建立高效稳定的组培再生体系和黑杨遗传转化体系。[方法 ] 以‘44号’抗虫黑杨无菌苗 0.5～1.0 cm

的根基部为试验材料，研究不同激素配比对根系不定芽的诱导和生根的影响，探索根系对草铵膦的临界耐受浓

度，以农杆菌介导法进行遗传转化，并通过 β-葡萄糖苷酸酶（GUS）基因染色实时监控和鉴定阳性植株。

[结果 ] 筛选出 ‘44号 ’抗虫黑杨根系诱导不定芽最优培养基为：WPM + 20 g·L−1 蔗糖  + 7.8 g·L−1 琼脂  +

0.25 mg·L−1 6-BA + 0.05 mg·L−1 NAA，分化率为 86.67%；不定芽生根的最优培养基为：WPM + 0.075 mg·L−1

NAA + 7 g·L−1 琼脂 + 0.1 g·L−1 AC，生根率为 75.00%。通过根系草铵膦抗性筛选梯度试验，确定根系对草铵

膦筛选最适遗传转化筛选浓度为 0.8 mg·L−1。采用农杆菌介导法将外源基因转入到根中，经不定芽诱导和生根

两个阶段获得再生植株苗，经特异引物进行 PCR鉴定，31个外植体中阳性植株为 9株，转化效率为 29.0%。

[结论 ] 建立了‘44号’抗虫黑杨根系的再生和遗传转化体系，为黑杨派杨树的高效基因转化提供了途径的同

时，也为以‘44号’抗虫黑杨为基础，通过转基因技术聚合更多的优良性状，提供了重要的技术支撑。
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杨树（Populus）是中纬度平原地区木材产量

最高、种植面积最大的速生用材树种之一，具有生

长快、成材早和产量高等特点。人工林是我国木材

供应的主要来源，从 2007年开始，我国杨树人工

林总面已经达到 700万 hm2[1]，其中美洲黑杨

（Populus  deltoides Marsh.）占据主导地位 [2-4]。

随着杨树人工林规模的不断扩大和集中种植，以舞

毒蛾（Lymantria dispar）、杨尺蠖（Malacosoma
neustria）和天牛（Coleoptera）等为主的多种森

林病虫害开始蔓延肆虐，对林业经济和生态系统造

成重大损失 [5-6]。我国非常重视杨树病虫害研究，

1989年获得首例转 BtCry1Ac（Bt）基因欧洲黑杨

（P. nigra），田间试验证明其对杨尺蠖等具有很好

的抗性，同时也具有生长快速的特性[7-9]。由中国

林业科学研究院林业研究所培育的转 Bt 基因欧洲

黑杨目前已进入产业化应用阶段，能够有效抵抗食

叶害虫的危害[10]。此外，美洲黑杨速生良种丹红杨

（P. deltoides cl. ‘Danhong’）与转 Bt 欧洲黑杨的

杂交子代被报道能够显著抵抗舞毒蛾的虫害，同时

具有生长快速的特性 [11-12]。在这些杂交子代中，

‘44号 ’抗虫黑杨（P. deltoides cl.  ‘Danhong’ × P.
nigra L.）表现尤为突出，成为集速生、耐水湿和
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抗虫等多种优良性状的优良杨树品种[12]，在推广种

植方面具有优势。

随着我国杨树人工林不断向困难立地扩展，并

面临木材市场的多元化需求，杨树良种需要不断更

新，如选育抗逆性强、经营成本低、木材密度提高

或纤维含量增加等杨树新品种 [13]。常规育种效率

低、周期长，而通过基因工程手段实现林木优良性

状聚合育种已成为林木育种的重要技术途径[14]，也

是杨树新品种创制的新趋势。基因工程育种的关键

在于遗传转化体系的建立。如前所述，‘44号’抗虫

黑杨集合了速生、耐水湿和抗虫等多种优良特性，

选择‘44号’抗虫黑杨作为遗传转化受体，通过基因

工程手段，进一步聚合优质、抗逆等其它优良性

状，有望创制突破性杨树新品种。因此，‘44号’抗
虫黑杨遗传转化体系的建立对于优良性状聚合育

种具有重要意义。

目前比较成熟的杨树遗传转化体系多为以

84K杨等白杨派物种为遗传转化受体，采用的转化

方法多是叶盘法，转化效率可以达到 35.0%左

右[15]。此外，直接侵染愈伤组织的遗传转化方法也

有报道[16]。欧美杨 107具有与‘44号’抗虫黑杨相似

的黑杨派遗传背景，它的遗传转化方法主要是通过

叶盘法将组培苗的叶片、茎段和叶柄作为试验材料

进行侵染来实现[17-19]。然而其优化后的遗传转化体

系的转化效率仅有 10.0% [20]。基因编辑技术在林

木育种应用方面，需要获得等位基因都发生编辑的

“纯合体”，由于遗传转化效率低下的原因，所以需

要获得更多的转基因植株来进行筛选，确保筛选到

理想的“纯合体”。因此，‘44号’抗虫黑杨遗传转化

体系的建立需要尝试新的遗传转化方法，以大幅提

高转化效率。

前期利用叶盘法和愈伤组织转化的方法对

‘44号’抗虫黑杨进行遗传转化均未成功，诱导出不

定芽很困难，但在转化过程中发现利用‘44号’抗虫

黑杨根系进行不定芽和愈伤组织诱导效率较高。此

前有报道表明，对草本植物橡胶草（Ficus elastica
Roxb.）和小冠花（Passiflora foetida L.）、块茎植

物甘薯（ Ipomoea  batatas  L.）、木本植物臭椿

（Ailanthus altissima (Mill.) Swingle）等的外植体

根系进行侵染，可以获得阳性转基因植株 [21]。因

此，本研究试图通过根系再生途径，对‘44号’抗虫

黑杨进行转化，以建立高效的遗传转化技术体系。 

1　 材料与方法
 

1.1    试验材料与试剂

本研究以 1月龄的‘44号’抗虫黑杨组培苗的根

系和剪去根尖的根基部为材料，根系剪切成 1.0 cm
长的小段、根基部保留 0.5～1.0 cm进行试验。

试 验 所 需 农 杆 菌 菌 株 采 用 EHA105； 载 体 为

pCAMBIA3300-GUS，携带 GUS蛋白和潮霉素筛

选标记；WPM 固体培养基（L449）；AC（活性

炭）；KT、NAA用 1 mol·L−1 KOH溶解加无菌水分

别配制成 2  mg·mL−1 母液并 4 ℃ 保存；6-BA、
TDZ用 1  mol·L−1  KOH溶 解 加 无 菌 水 配 制 成

1 mg·mL−1 母液并 4 ℃ 保存；IBA、2,4-D用无水

乙醇分别配制成 1 mg·mL−1、2 mg·mL−1 母液并 4 ℃
保存；潮霉素（H370）为Phytotech的 50 mg·mL−1

浓度的溶液，并−20 ℃ 保存；卡那霉素用无菌水

配制 50 mg·mL−1 母液并−20 ℃ 保存，特美汀用无

菌水配制 200 mg·mL−1 母液并−20 ℃ 保存；乙酰

丁香酮和利福平直接用二甲基亚砜溶解分别配制

成 100  mmol·L−1、50  mg·mL−1 母液并−20 ℃ 保

存。所有培养基 pH调至 5.9～6.0，除 6-BA、2,4-
D、KT、NAA激素外，其余激素和抗生素均过滤

除菌。 

1.2    ‘44号’抗虫黑杨根系再生 

1.2.1    外源激素对‘44 号’抗虫黑杨生根的影响　将

1月龄 ‘44号 ’抗虫黑杨的幼苗取带顶芽的 1.5～
2.0  cm茎 段 接 种 到 含 有 不 同 NAA（ 0.025～
0.1 mg·L−1）、IBA（0，0.05 mg·L−1）配比的生根

培养基（WPM + 10 g·L−1 蔗糖  + 7 g·L−1 琼脂  +
0.1 g·L−1 AC，pH 5.9）上，在 2 100～2 300 lx光

照条件下培养 1个月，统计接种材料的生根情况，

每个组合 9个带顶芽茎段，共进行 3次实验重复。

生根率计算如下：生根率公式：RS=(R/N) × 100%，

式中：RS 为生根率，R 为生根的不定芽数，N 为

接种的不定芽数。 

1.2.2    外源激素对‘44 号’抗虫黑杨根系不定芽诱

导的影响　选取剪切成长度 2 cm左右无菌苗顶芽

或茎段，扦插在生根培养基上生长 1个月大小的

‘44号 ’抗虫黑杨的根系，剪切成 1.0 cm的小段，

放置到含有不同 6-BA（0.25～0.75 mg·L−1）、TDZ
（0，0.05 mg·L−1）配比的分化培养基（WPM +
20 g·L−1 蔗糖，pH 5.9）上，在 2 100～2 300 lx
光照条件下培养 1个月，统计芽的再生效率，共进
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行 3次实验重复。出芽率计算如下：γ=（n/M） ×
100%,式中：γ 为出芽率，n 为出芽的外植体数，

M 为共放置培养的外植体数。 

1.3    ‘44号’抗虫黑杨除草剂浓度的选择

选取健康、生长状态一致的‘44号’抗虫黑杨无

菌组培苗根系剪切成 0.5～1.0 cm长度大小的根

段，分别接种到含有不同浓度草铵膦（0、0.4、
0.8、1.2和 1.6 mg·L−1）的分化培养基上，观察根

段的生长状态和诱导出不定芽的情况。每个处理接

种 18个根段，30 d后观察根段生长状况，统计不

同浓度草铵膦培养基上根段发芽数量和褐化情况，

确定草铵膦最适抑制浓度，共进行 3次实验重复。

褐化率计算如下：RB=(B/T) × 100%，式中：RB

表示褐化率，B 为褐化的外植体数，T 为共放置培

养的外植体数。 

1.4    农杆菌介导‘44号’抗虫黑杨的遗传转化 

1.4.1    农杆菌菌液的制备　将携带 GUS报告基因

的 pCAMBIA3300表 达 载 体 转 入 农 杆 菌 菌 株

EHA105中，涂板 2 d后挑单菌落于 1 mL液体 LB
培养基（卡那霉素 50 mg·L−1、利福平 50 mg·L−1）
中，28 ℃ 下 210 r·min−1 条件下震荡过夜培养，

取 200 μL接种到 50 mL液体 LB培养基（卡那霉

素 50  mg·L−1、利福平 50  mg·L−1）中继续培养

10～12 h，至菌液 OD600 为 0.6左右。4 000 r·min−1

离心 10 min，用重悬液（WPM + 20 g·L−1 蔗糖 +
1 mg·L−1 2,4-D + 0.1 mg·L−1 KT，pH 5.6）悬浮农

杆菌 OD600 至 0.3～0.5左右。 

1.4.2    侵染与共培养　选取生长 30 d 左右，状态

健康的‘44号’抗虫黑杨无菌组培苗，对无菌组培苗

进行剪切，保留根茎连接处向上茎部分 2.0 cm左

右即可，茎上如有小芽可保留，去除植株下部的根

系尖端，剪去根下部后剩余根基部 0.5～1.0 cm的

部分作为侵染的外植体，将外植体直接放到 LB菌

液或重悬液中，侵染 10～15 min，用无菌滤纸吸

去多余菌液，放到到共培养培养基（WPM + 20 g·L−1

蔗糖 + 7.8 g·L−1 琼脂 + 1 mg·L−1 2,4-D + 0.1 mg·L−1

KT  +  100  μmol·L−1  AS， pH  5.9） 中 ， 24～
27 ℃暗培养 48 h。 

1.4.3    抗性根系诱导　共培养结束后，用无菌滤

纸吸取根系上过多的菌液，随后将茎根基外植体移

至生根培养基（WPM + 10 g·L−1 蔗糖 + 7 g·L−1 琼
脂 + 1 mg·L−1 草铵膦 + 800 mg·L−1 特美汀，pH

5.9）中，2 100～2 300 lx光照条件下进行培养，

培养 10～20 d左右，直至新的抗性根系生长到

3.0～5.0 cm左右。 

1.4.4    抗性根系不定芽诱导　将由根基部和根系

剪切伤口处生长到 3.0～5.0 cm左右的抗性根系剪

切成约 1.0 cm左右的 3段，并将抗性根系小段移

至分化培养基（WPM + 20 g·L−1 蔗糖 + 7.8 g·L−1 琼
脂 + 0.6 mg·L−1 6-BA + 0.06 mg·L−1 NAA + 0.8 mg·L−1

草铵膦 + 800 mg·L−1 特美汀，pH 5.9）上进行不

定芽的诱导，2 100～2 300 lx光照条件下进行培

养，培养 1～2个月左右，直至新的抗性不定芽生

长到 0.5～1.0 cm左右。 

1.4.5    抗性不定芽的生根　切取 1个或相距较远

的 2个不定芽诱导生根，以保证每一个芽都来自一

个独立转化事件。抗性不定芽接种到生根培养基

（WPM + 10 g·L−1 蔗糖 + 7 g·L−1 琼脂 + 0.025 mg·L−1

NAA + 0.05 mg·L−1 IBA + 0.1 g·L−1 AC + 0.8 mg·L−1

草铵膦 + 800 mg·L−1 特美汀，pH 5.9）上，2 100～
2 300 lx光照条件下进行培养，根基部和根系剪切

伤口处产生的同一条根诱导产生的不定芽分别取

1和 2株进行接种生根。 

1.5    转基因植株的检测 

1.5.1      GUS 染色鉴定　GUS染液的配制：首

先，配制20 mmol·L−1 的Na3PO4（pH 7.2）：6.2 mL
的0.2 mol·L−1 的Na2HPO4 和3.8 mL的0.2 mol·L−1

的 NaH2PO4 混合，并加入 88 mL的纯水，混合

后，充分溶解；然后，1 mmol·L−1 的 5-溴-4-氯-3-
吲哚葡萄糖苷（X-Gluc）的配制为：100 mg的 X-
Gluc用 1.92 mL的 DMF进行溶解；最后，进行混

合 配 置 总 量 为 100.2  mL的 使 用 染 液 ： 取 20
mmol·L−1 的Na3PO4（pH 7.2） 97 mL；1 mmol·L−1

的 K3Fe(CN)6  1  mL； 1  mmol·L−1的 K4Fe(CN)6
1  mL； 曲 拉 通 X-100  (Triton  X-100)  0.2  mL；
1 mmol·L−1 X-Gluc 1 mL。

取完整的抗性植株和野生型植株组培苗放入不

同的 50 mL离心管进行 GUS染色鉴定，加入配制

好的 GUS染液（完全覆盖材料），用铝箔纸覆盖

包住，37 ℃ 过夜染色。将染色好的材料转入

90%酒精中脱色 2次，再转入 75%酒精中脱色

1次，直至叶绿素完全溶解到酒精中。GUS染色

实时监控和追踪观察的染色方法也是此方法。 

1.5.2    PCR 鉴定　提取在抗性生根培养基上生长
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了 1个月左右的抗性幼苗，同时取野生型植株和抗

性植株 1.0～2.0 cm2 大小的叶片，用 CTAB法提

取 DNA，并设计抗除草剂基因的特异性引物进行

PCR鉴定，扩增片段长度为 242 bp（bar-F: AGT
CGACCGTGTACGTCTCC;  bar-R:  GAAGTCC
AGCTGCCAGAAAC）。转化效率的计算如下：

η=(W/Q) × 100%，式中，η 为转化效率，W 为获

得阳性植株数，Q 为接种外植体数。 

1.6    数据分析

使用 Excel 2013软件进行数据统计,使用 IBM
SPSS Statistics 27软件进行不同处理间的差异显

著性分析 (p<0.05)。 

2　 结果与分析
 

2.1    外源激素对‘44号’抗虫黑杨的组培再生体系

的影响 

2.1.1    外源激素对‘44 号’抗虫黑杨生根的影响　

将生长 1个月左右的‘44号’抗虫黑杨的幼苗取带顶

芽的 1.5～ 2.0  cm茎段接种到含有不同 NAA、
IBA配比的生根培养基上进行培养。结果显示，在

培养基中只添加 NAA的生根效率总体高于同时添

加 IBA和 NAA，并且当 NAA浓度大于或等于

0.05 mg·L−1 时，生根率随着 NAA 浓度的升高而提

高；当 NAA浓度小于或等于 0.05 mg·L−1 时，生

根率随着 NAA浓度的升高而下降（表 1）。但是

对于不同组合的生根率存在明显差异，其中在

NAA 0.025 mg·L−1 与  IBA 0.05 mg·L−1（组合  1）
浓度下，生根率和平均侧根数在 8 个组合中均是最

佳效率和数量，因此，处理 1（NAA 0.025 mg·L−1，
IBA 0.05 mg·L−1）是最适宜‘44 号’抗虫黑杨生根的生

长素浓度。同时，根据主根和侧根的生长情况，发现，

当 NAA浓度小于 0.075  mg·L−1时，侧根数量

随着 NAA浓度的升高而升高（表 1）。在处理 1条

件下，侧根数量达到最多，同时生根率也达到最高，

达到 75.00%（表 1）。在处理 7条件下，主根数

量达到最多，并且侧根数量也相对较高（表 1）。

以上结果表明，最优的生根培养基为 WPM + 10
g·L−1 蔗糖  +  0.025  mg·L−1  NAA  +  0.05  mg·L−1

IBA  +  0.1  g·L−1  AC和 WPM  +  10  g·L−1 蔗糖  +
0.075 mg·L−1 NAA + 0.1 g·L−1 AC，pH = 5.9（表1）。

 
 

表 1    生根培养基筛选

Table 1    Selection of optimal rooting induction media

处理

Treatments

外源激素

Exogenous hormone/(mg·L−1) 生根率/%
Rooting frequency

平均主根数量/支
Average quantity of
primary root/branches

平均侧根数量/支
Average quantity of
lateral root/branchesNAA IBA

1 0.025 0.05 75.00 ± 0.25  1.67 ± 0.47ab 22.67 ± 10.21a

2 0.050 0.05 50.00 ± 0.35  1.00 ± 0.00ab   1.33 ± 0.94b  

3 0.075 0.05 25.00 ± 0.25  0.67 ± 0.47ab   0.00 ± 0.00b  

4 0.100 0.05 37.50 ± 0.41  1.00 ± 0.82ab   3.00 ± 2.16b  

5 0.025 0      62.50 ± 0.22  1.67 ± 0.94ab   2.00 ± 1.41b  

6 0.050 0      37.50 ± 0.41  0.67 ± 0.47b     1.67 ± 1.25b  

7 0.075 0      62.50 ± 0.41  2.67 ± 0.94a   18.33 ± 9.57a  

8 0.100 0      75.00 ± 0.25  1.67 ± 0.47ab 16.67 ± 6.94a  

F 0.949 3.079 5.001

P 0.489 0.019 0.001

　　注：基于LSD显著性差异分析，数据为3组生物学重复的平均值 ± 标准误差；不同字母表示在p<0.05水平差异显著。下同

　　Note: Significant difference analysis based on LSD, Values represent means ± standard error of three replicates, Different letters indicate
statistically significant differences at the p<0.05 level. The same below
 

2.1.2    外源激素对‘44 号’黑杨根段诱导不定芽分

化的影响　选取剪切成长度 2 cm左右无菌苗顶芽

或茎段，扦插在生根培养基上生长 1个月大小的

‘44号’抗虫黑杨的根系，剪切成 1.0 cm大小的小

段，放置到含有不同 6-BA、NAA、TDZ配比的分

化培养基上进行培养。试验显示：在不同激素配比

的培养基上，不定芽出芽效率最高的是 4号配比

（ 6-BA为 0.25  mg·L−1,TDZ为 0  mg·L−1,NAA为

0.05 mg·L−1），其出芽率达到了 86.67%；其次是

5号，其出芽率为 73.33%（表 2）。同时通过实
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验发现不添加 TDZ更有利于‘44号’抗虫黑杨根系

的不定芽诱导，TDZ的添加并没有出现出芽率提

升的结果，并且出芽率降低，并且随着 6-BA的升

高出芽率不断降低，可能是由于根系细胞已经具有

很强的生长和分裂活性，不需要外源添加细胞分裂

素来促进根系的不定芽的诱导。综合以上结果，

‘44号’抗虫黑杨最佳不定芽诱导培养基为 WPM +
20 g·L−1 蔗糖 + 7.8 g·L−1 琼脂 + 0.25 mg·L−1 6-BA +
0.05 mg·L−1 NAA，pH=5.9。
 

 
 

表 2    激素配比对‘44号’黑杨根段芽诱导率的影响

Table 2    Effects of different culture media on shoot induction

处理

Treatment

外源激素/(mg·L−1)
Exogenous hormone

出芽率/%
Shoot regeneration

frequency6-BA NAA TDZ

1 0.25 0.05 0.05 60.00 ± 0.16abc

2 0.50 0.05 0.05 46.67 ± 0.09bc

3 0.75 0.05 0.05 26.67 ± 0.09c

4 0.25 0.05 0.00 86.67 ± 0.19a

5 0.50 0.05 0.00 73.33 ± 0.09ab

6 0.75 0.05 0.00 46.67 ± 0.25bc

　　注：基于出芽率进行显著性差异分析；出芽率为3组生物学重复的平均值 ± 标准误差

　　Notes: Significant difference analysis based Shoot regeneration frequency, Values represent means ± standard error of three replicates
 

2.2    除草剂草铵膦浓度的选择

在含有 0.4、0.8、1.2和 1.6 mg·L−1 草铵膦的

分化培养基上培养 30 d以筛选不定芽诱导的最适

草铵膦浓度。结果显示：在不定芽诱导阶段，当草

铵膦浓度在 0.8  mg·L−1 以下时，根段会发生膨

大，可以正常诱导出不定芽（图 1a、f）；当草铵

膦为 0.8 mg·L−1 时，根段膨大被明显抑制（图 1c、
g），同时不定芽诱导也受到明显抑制，不能诱导出

芽（图 1b～e）；而当草铵膦浓度大于 0.8 mg·L−1

时，外植体根段几乎不膨大，无法正常诱导出不定
 

a

f g

b c d e

注：a:未添加草铵膦培养基培养 30 d； b～e：在草铵膦浓度分别为 0.4, 0.8, 1.2 和 1.6 mg·L−1 的培养基培养 30 d；f：图 a的局部放大；g：图 c的

局部放大。比例尺表示 1 cm

Notes: a: Induction of adventitious shoots in medium without glufosinate-ammonium supplementation for 30 days; b-e: Roots was cultured for 30
days with  concentrations of  0.4,  0.8,  1.2  and 1.6  mg·L−1 glufosinate-ammonium;  f:  Magnified portion of  image a;  g:  Magnified portion of  image
c.Bar = 1 cm

图 1    不同草铵膦浓度条件下不定芽的诱导情况

Fig. 1    Induction of adventitious shoots at different glufosinate-ammonium concentrations
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芽，并开始出现褐化的情况（图 1c～e）。以上研

究结果表明，不定芽诱导过程中草铵膦最适筛选浓

度为 0.8 mg·L−1 左右（表 3）。

 
 
 

表 3    草铵膦浓度对根段出芽的影响

Table 3    Effect of phosphine oxalammonium on sprout growth in root segment
草铵膦浓度/(mg·L−1)

Phosphine oxalammonium concentration
不定芽产生效率/%

Adventitious bud production efficiency
根段褐化率/%

Browning root segments frequency

0.0 27.8 ± 0.08 0.00 ± 0.00 d

0.4 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 d

0.8 0.00 ± 0.00 61.1 ± 0.08 c

1.2 0.00 ± 0.00 88.9 ± 0.08 b

1.6 0.00 ± 0.00 100.00 ± 0.00 a

　　注：基于出芽率进行显著性差异分析；出芽率为3组实验重复的平均值 ± 标准误差；不同字母表示在p<0.05水平差异显著

　　Notes: Significant difference analysis based on shoot regeneration frequency. Values represent means ± standard error of three replicates,
Different letters indicate statistically significant differences at the p<0.05 level
 
 

2.3    农杆菌介导的‘44号’抗虫黑杨遗传转化及转

基因植株分子检测

如图 2所示选取生长至 1个月左右的‘44号’抗
虫黑杨，剪掉根系尖端，留 0.5～1.0 cm的根基部

进行农杆菌侵染；侵染 10～15 min后，无菌滤纸

吸干净材料上残留的菌液；共培养基上暗培养 48 h
后，外植体边缘长出农杆菌，用无菌滤纸吸除多余

的农杆菌后放到到 0.8 mg·L−1 的草铵膦生根培养

基中再生抗性根；培养 10～20 d后，抗性根系长

度达到 3.0～5.0 cm；GUS染色实时监控和追踪观

察能够快速的判断转化情况，如在完成侵染后的染

色或共培养结束后的染色或侵染完成后进行再生根

后新生根系的染色等，新生的根系为阳性时，整个

根系表现为阳性，快速确定侵染条件优劣（图 3）；
抗性根系剪切成 1.0 cm左右大小的根段，转移到

0.8 mg·L−1 的草铵膦分化培养基中，1～2个月后

产生不定芽；0.5～1.0 cm左右大小的不定芽转移

至 0.8 mg·L−1 的草铵膦生根培养基，1周左右生

根。从农杆菌侵染根基部至产生抗性不定芽需要

约 2～3个月时间。

采用 GUS染色检测了阳性转化植株，如

图 4所示，GUS染色后，转基因植株可以观测到

明显的 GUS信号，与之相反，未转基因植株没有

检测到 GUS信号（图 4a、b）。随后，利用特异

性引物通过 PCR扩增草铵膦抗性基因的片段，进

一步鉴定转基因阳性植株。共检测了 31个外植体
 

a b c d e

f g h i j

注：a:‘44号’抗虫黑杨组培苗的根部；b:作为外植体的茎根连接处；c:农杆菌悬液侵染根系；d:侵染完成后用滤纸吸干水分；e:放置到诱导生根培养

上进行培养；f：抗性根产生；g：抗性根段诱导不定芽；h：不定芽产生；i：抗性不定芽上生根；j：再生植株。比例尺表示 1 cm

Notes: a: Root of P. deltoides cl. ‘Danhong’ × P. nigra ‘44’; b: The adjacent segment of stem and root tips were cut while the 0.5～1.0 cm root was
left; c: The root was infected with Agrobacteria cells; d: After infection, the water was blotted with filter paper; e: The root was placed onto rooting
induction media; f: Resistance root generation; g: Resistant root placed onto differentiation culture media; h: Adventitious bud production; i: Root
regeneration; j: Positive adventitious buds. Bar = 1 cm

图 2    农杆菌介导的‘44号’抗虫黑杨遗传转化流程

Fig. 2    Agrobacterium mediated genetic transformation process of P. deltoides cl. ‘Danhong’ × P. nigra ‘44’
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获得的再生植株，其中，能够 GUS染色和扩增出

草铵膦抗性基因片段的植株为 9株，可确认为转化

成功植株。每次接种的根段数为 16个，根据所获

得的阳性植株的株数来计算转化效率[22]，转化效率

为 29.0%（图 4c）。

 
 
 

a

c

M

250 bp
100 bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

b

注：a:阳性植株 GUS 染色；b：野生型植株作为阴性对照的 GUS染色；c：PCR 检测结果; M：2 000 bp Marker；1：pCAMBIA3300质粒为模板

作为阳性对照；2～10：抗性植株叶片 DNA为模板；11：野生型的叶片 DNA为模板作为阴性对照；12：ddH2O为模板的阴性对照。比例尺表示 1 cm

Notes: a: The transformed plants; b: Non-transgenic plant; c: PCR detection results; M: 2000 bp marker; 1: Sample using pCAMBIA3300 as PCR
template; 2～10: Sample using leaf DNA from bialaphos-resistant plants as PCR template; 11: Sample using leaf DNA from non-transgenic plant
as PCR template; 12: Sample using ddH2O as PCR template. Bar=1 cm

图 4    GUS染色结果与 DNA PCR检测

Fig. 4    GUS staining and PCR detection
 
 

3　 讨论
 

3.1    高效稳定的‘44号’抗虫黑杨组培再生体系

分子育种经过多年的发展，已经在品种改良和

优良性状聚合方面展现出良好的发展势头，如水稻

淀粉品质的改良[23-25]，林木抗病、抗虫、耐干旱和

木材性质改良[26-27]，抗食叶害虫转基因杨树品种进

入环境释放及商业化应用阶段[5] 等等。黑杨作为我

国杨树人工林主要造林树种[2-4]，具有多种优良性

状。但是黑杨的遗传转化困难、效率低下、周期

长[28-30]，限制了黑杨基因工程育种的发展。本研究

以‘44号’抗虫黑杨根为外植体，先诱导不定根再诱

导不定芽，建立了高效的遗传转化体系，为后期通

过基因工程技术将外源基因整合到已经具有多种优

 

a b

注：a:根茎连接处长出的新根；b：根切口处长出的新根。比例尺表示 1.98 mm

Notes: a: new roots grown from the connection of root and stem; b: New roots from the cut roots. Bar = 1.98 mm

图 3    侵染后长出新根的 GUS染色图

Fig. 3    GUS staining of new roots after infection
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良性状的‘44号’抗虫黑杨中，实现多种优良性状聚

合奠定了基础。

在植物组织培养中，植物激素发挥重要作用，

如 NAA能够有效诱导生根，KT、ZT、IBA、IAA
等对不定芽的诱导有一定作用，6-BA，NAA和

GA则对珠心、胚珠培养物的生根有良好的作用，

相反，2,4-D对芽和根的诱导有抑制作用 [31]。同

时，还有一些不常用的激素，如乙烯和脱落酸

（ABA）可以控制生根过程，乙烯和 ABA可以抑制

植物细胞的伸长[32-35]。在本研究中，通过设置不同

激素配比的培养基来探索适合‘44号’抗虫黑杨根系

不定芽诱导和转基因苗生根的培养基。TDZ是一

种人工合成的多功能植物激素，被广泛应用于木本

植物，认为能够促进不定芽的增殖和愈伤组织的形

成[36-37]。在不定芽的诱导过程中，保持 0.05 mg·L−1

NAA的比例不变，通过是否添加 0.05 mg·L−1 TDZ
搭配 0.25、0.5、0.75 mg·L−1 6-BA的浓度梯度筛

选最佳的不定芽诱导培养基。本研究发现添加

0.05 mg·L−1 TDZ不仅不能促进不定芽的诱导反而

有抑制作用，推测原因可能是培养基中添加的 6-
BA和 NAA，或者根中内源激素水平，已经可以满

足根段不定芽诱导的需求，再添加 TDZ后致使激

素浓度过高，打破不定芽诱导的激素需求平衡，过

多的细胞分裂素导致细胞增值反而不利于芽的分

化。在不添加 TDZ的情况下，出芽率随着 6-BA
浓度的提高而降低，且 0.25 mg·L−1 的 6-BA可以

有效促进不定芽的产生，效率可高达 86.7%。不定

芽生根是完整植株的最后一步，该过程中细胞分裂

素与生长素具有相反的作用，前者抑制而后者促

进，两者之间比例关系的变化会产生不同的作

用[38-40]。如在矾根扦插生根过程中，单一的 IBA就

能够很好的促进生根 [41]，而半夏组培苗的生根则

是 IBA和 NAA按照一定比例才能够达到最理想的

生根效果 [42]。本研究通过是否添加 0.05 mg·L−1

IBA配合 0.025、0.05、0.075、0.1  mg·L−1  NAA
的浓度梯度来筛选最佳的诱导不定芽生根培养

基。发现不管是否添加 IBA，不定芽生根均随 NAA
含量的增加先降低后升高。但在 IBA存在时，

0.025 mg·L−1 NAA就能有效促进生根，而当 IBA
不存在时，0.1 mg·L−1 NAA才能促进不定芽高效

生根，反映出 IBA的存在能够促进‘44号’抗虫黑杨

根系 NAA诱导的不定芽生根。值得一提的是，优

化后‘44号’抗虫黑杨根系不定芽的生根率可提高到

75.0%。 

3.2    ‘44号’抗虫黑杨遗传转化体系的建立

植物的遗传转化要高效获得转基因阳性植株，

抗性筛选压的确定至关重要，抗性筛选试剂浓度过

高不利于不定芽的诱导及芽的正常生长，过低不能

有效筛选出抗性植株。草铵膦是一种在世界范围内

广泛使用的内吸型除草剂，具有广谱、高效和低毒

的特点，利用草铵膦进行抗性筛选已经在油菜、蓖

麻和杨树等多种植物上进行，不同植物对草铵膦的

抗性存在较大差异[43-45]，如在 84k杨中筛选压浓度

范围在 2～8 mg·L−1[44]，相较于黑杨浓度 0.8 mg·L−1

偏高。本研究中所用载体携带的 BAR基因是一种

抗草铵膦的基因，来自于土壤细菌吸水链霉菌

（Streptomyces hygroscopicus），可以使植物体

内的草铵膦自由氨基乙酰化从而降低草铵膦毒

性[46]。本研究发现草铵膦对根段不定芽的诱导具有

显著的抑制作用，在浓度 0.8 mg·L−1 时，添加了

草铵膦的根段均未出芽。表明草铵膦对根段不定芽

的诱导具有很强的抑制作用，这与已报道的草铵膦

对 84K杨叶片不定芽诱导的影响具有相似性，但

不像对根段抑制的这么强烈，当浓度升到 2 mg·L−1

时才会出现完全抑制的情况[44]。

本研究成功建立了抗虫‘44号’黑杨根段侵染的

遗传转化方法。杨树中常用的叶盘法和愈伤组织转

化方法，在叶和愈伤组织获取阶段就需要 1～2个

月时间，而根段侵染遗传转化方法所用的根系材料

丰富，仅需茎诱导 7～10 d。根段还具有较强的补

充损伤或干细胞再生的潜力[47]，细胞全能性的特性

突出，可以作为较好的受体材料。另外，在侵染完

成后，根段不定芽产生较快，在分化培养基上仅

需 1～2个月就可产生不定芽，整个遗传转化周期

可控制在 3个月左右，且较之前报道的黑杨遗传转

化方法[19] 平均阳性率提升接近 30.0%。黑杨通常

被认为难以进行遗传转化、转化效率低下[20]，本研

究建立的遗传转化方法克服了这一难题，可以为后

续其他黑杨品种以及难转化的木本植物遗传转化体

系的建立和优化提供思路。值得一提的是，根系侵

染具有不受外植体材料生长环境限制、转化后生长

快、鉴定和检测方便以及不定芽产生快等优势。

本研究中使用 GUS基因作为转化材料的指

示，能够稳定高效表达，且不需要借助特定的设

备[48-49]。表达蛋白的表达载体以方便在遗传转化的
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前期和后期对转基因材料进行鉴定，快速获取转化

的根用于芽的诱导，即在遗传转化的早期，就可采

用 GUS染色对侵染后的根系进行鉴定，不仅可以

对转化效率进行随时判断，而且可以取一部分侵染

根段 GUS染色进行初筛，选择阳性的根开展后续

的不定芽诱导及植株再生，有效减少了转基因植株

的假阳性。因此，在‘44号’黑杨遗传转化体系建立

中 GUS报告基因的应用不仅保证了转化的效率，

而且为阳性鉴定提供了快速、方便的方法。 

4　 结论

本研究建立了‘44号’抗虫黑杨基于根段的组培

再生体系，诱导茎段生根率达到 75.00%，根段出

芽率达到 86.67%，为黑杨和其他难以进行组织培

养的木本植物提供新的外植体选取思路和有效的技

术支撑。同时，建立了农杆菌介导的‘44号’抗虫黑

杨遗传转化体系，确定了最适的草铵膦筛选浓度，

转化效率达到 29.0%，为黑杨的基因功能研究、基

因聚合育种提供了关键技术体系，也为其他木本植

物在克服遗传转化瓶颈的关键环节提供了参考。
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Establishment of Regeneration Tissue Culture and Genetic
Transformation System by Roots of P. deltoides cl.

‘Danhong’ × P. nigra cl. ‘44’

YANG Song1, SONG Xue-qin2, ZHAO Shu-tang2, HU Jian-jun2, LU Meng-zhu1

(1. Zhejiang A & F University, Hangzhou　311300, Zhejiang, China; 2. Research Institute of Forestry, Chinese Academy of
Forestry, Beijing　100091, China)

Abstract: [Objective] P. deltoides cl.  ‘Danhong’ × P. nigra cl.  ‘44’ was used to establish an efficient  and
stable regeneration tissue culture system and genetic transformation system for black poplars (P. deltoids ×
P. nigra), based on the roots as explants. [Method] The 0.5～1.0 cm root segments from clone ‘44’ seed-
lings were used to induce adventitious buds. The effects of different hormone ratios on the induction and
rooting of adventitious buds were investigated and the critical screening concentration of phosphine oxal-
ate  for  genetic  transformation  of  the  root  segments  was  explored. Agrobacterium-mediated  method  was
employed  to  introduce  foreign  genes  into  the  clone  ‘44’  root  cells,  and  the  transformed  seedlings  were
identified  by  β-glucuronidase  staining. [Result]  The  optimal  medium  for  bud  differentiation  of  clone  ‘44’
was WPM + 20 g·L−1 sucrose + 7.8 g·L−1 agar + 0.25 mg·L−1 6-BA + 0.05 mg·L−1 NAA, and the differenti-
ation rate was 86.67%. The optimal medium for seedling rooting was WPM + 0.075 mg·L−1 NAA + 7 g·L−1

agar + 0.1 g·L−1 AC, and the rooting rate was 75.00%. The optimal genetic transformation screening con-
centration for glyphosate resistance in roots was determined to be 0.8 mg·L−1 through a gradient test. Exo-
genous  genes  were  introduced  into  roots  by  Agrobacterium-mediated  method,  and  the  specific  PCR
primers were designed for identification of the transgenic lines. Nine transgenic plants were obtained from
31 explants, with a transformation efficiency of 29.0%. [Conclusion] The efficient regeneration and genetic
transformation  system for  clone  ‘44’ has been established,  which  provides  a  technical  support  for   trans-
formation of black poplar species and adding excellent traits through genetic transformation to clone ‘44’ in
particular.
Keywords: insect-resistant  P. deltoides  cl. ‘Danhong ’ × P. nigra  cl.  ‘44’; P. deltoides ; P. nigra ; root
infection; genetic transformation; regeneration tissue culture; GUS staining
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