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毛白杨转 rolB基因植株生根能力的研究
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（1北京林业大学生物科学与技术学院�林木、花卉遗传育种教育部重点实验室　2广西大学林学院）

摘要：为了提高毛白杨的生根能力�把 rolB 基因转入毛白杨中�获得7个转化植株．在无激素培养基上�转化植株的
生根率达到80％～100％�而未转化植株的生根率只有13％～20％．转化植株对生长素表现出高度的敏感性�当 IBA
浓度达1∙0mg/L时�转化植株的生根受到抑制．移栽后�1个转化株系的高生长明显低于对照�2个转化株系的茎节
数比对照增加�3个转化株系的节间长比对照降低�其他转化植株与对照无明显差异．硬枝扦插试验结果进一步证
实了转化植株扦插生根能力显著提高�扦插生根率达到74∙4％～92∙3％�根的数量也明显增加．
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To improve the rooting ability of Populus tomentosa�the rolB gene was transformed into the plant and7
transgenic clones were obtained．The in vitro rooting results showed that the rooting rate of transgenic clones
ranged from 80％ to 100％ without auxin�while only 13％--20％ for the control plants．Transgenic plants
showed a high sensitivity to the auxin．When the concentration of IBA reached1∙0mg/L�the rooting of the
transgenic clones was restrained．Growth analysis showed that the stem length of one transgenic clone was
reduced and the node number of two clones was increased and the internode length of three clones was
obviously reduced compared with the control plants．The hardwood cutting experiment further confirmed that
the increased rooting ability of the transgenic clones ranged from74∙4％ to92∙3％�and the root number was
also greatly increased．
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　　毛白杨（Populus tomentosa）是我国北方地区重要
的工业用材和绿化树种�具有生长快、寿命长、树干
通直、材质好和树姿优美等特点．但毛白杨的插穗生
根困难�扦插成活率低�影响了该树种的繁殖和推
广．为提高毛白杨的扦插成活率�前人多数采用药剂
处理插穗、温床催根、流水浸条、马粪窑藏等方法［1］ ．
但是这些方法依然存在各自的缺点�没有彻底解决
生根难的问题．

近几十年来�基因工程的发展为林木改良提供
了一条新的途径．发根农杆菌 （ Agrobacterium

rhizogenes）含有能诱导双子叶植物产生不定根的诱
根质粒（Root inducing plasmid�Ri）．许多研究表明�Ri
质粒转化植物可以诱导毛状根产生�促进根的生长
发育�改变根的特性�且易从毛根获得再生植株．卜
学贤和郑均宝等人对扦插生根难的毛白杨进行 Ri
质粒转化�并对其再生植株进行硬枝扦插生根研究�
结果发现转 Ri 质粒植株其插穗生根成活率显著高
于对照［2］ ．

发根农杆菌是根瘤菌科农杆菌属的一种革兰氏

阴性土壤细菌．发根农杆菌 Ri 质粒上的 T--DNA 在
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植物细胞基因组的整合和表达导致毛状根的发生和

再生转基因植株发育异常．在农杆碱型的T--DNA 区
鉴定出了4个与发根有关的位点（root locus） rolA、
rolB、rolC、rolD．研究表明�在 rol 基因中�rolB 基因
是最主要的诱根因子．rolB 基因的表达引起转基因
植株形成大量毛根�根表现出生长快速、高度分叉、
无向地性的特点［3］ ．目前�利用单个 rolB 基因对模
式植物和果树 木等进行转化�提高植株的生根能
力的研究已有报道［4�5］ �但将 rolB 基因转入杨树的
研究少见报道．为提高毛白杨的扦插生根能力�本实
验将 rolB基因导入毛白杨�并获得转化植株�本文着
重对转化植株的生根能力和生长情况进行初步研究．
1　材料与方法
1∙1　植物材料

本试验以经过 Southern blotting检测并证实 rolB
基因已经整合到基因组中的转基因毛白植株为材

料［6］ ．转化苗在MS＋6--BA0∙3mg/L＋NAA0∙1mg/L
的培养基上进行增殖培养．培养温度为（25±2）℃�
光周期16h/d�光强度2500lx�每月继代1次．
1∙2　转化植株组培苗的生根试验

取转化植株和非转化植株各30株�在无激素培
养基1/2MS 上培养�4周后观察结果并记录生根情
况．试验重复2次�取结果的平均值进行统计．

在不同激素浓度即 IBA为0、0∙5、1∙0、2∙0mg/L
的1/2MS 培养基上培养转化植株和非转化植株�4
周后观察生根情况．试验重复2次．

把转化植株和非转化植株的茎切成0∙2cm 厚
度的茎片�在 IBA为5∙0mg/L 的1/2MS 培养基中分
别培养1、2、3、4、5、6h�然后转到无激素的1/2MS 培
养基上培养�4周后观察结果．试验在培养皿中进
行�每个培养皿中放置10个茎片�试验重复2次．
1∙3　转化植株的移栽及生长量的观测

挑选在生根培养基上具有根长0∙1～0∙5cm、叶
3～5片的再生植株�用于移栽试验．基质用0∙1％的
高锰酸钾溶液消毒．将再生植株由培养基中取出�放
到20℃的温水中把根部残留的培养基洗净�移栽到
盛有基质的10cm×10cm 塑料盆中�于温室中培
养．前4周用透明的塑料杯扣盖保湿�1周后每隔2
d浇灌1次营养液．盆栽基质3种：珍珠岩、蛭石、珍
珠岩与蛭石混合（1∶1）．炼苗方式3种：不炼苗直接
移栽、开盖炼苗和不开盖炼苗．采用析因试验设计．4
周后统计成活率�12周后观察转化植株的生长和生
根情况．
1∙4　硬枝扦插试验

取1年生转化植株与对照植株的枝条�作为扦

插材料．每个株系取30个插条�每个插条长12～15
cm�且具有3个饱满的芽．插条不做任何处理�采回
后直接在珍珠岩∶蛭石∶草炭土为1∶1∶1的沙床里扦
插�株行距为8cm×10cm．试验在温室里进行�温度
为18～25℃�自然光照．定期浇水�保证湿度在80％
左右．实验采用完全随机区组设计�5周后统计生根
率、生根的数量及根的长度．
2　结果与分析
2∙1　转化植株组培苗的生根

在无激素培养基上�转化植株生根率达到了
80％～100％�而未转化植株的生根率却只有13％～
20％�转化植株生根的数量也明显比未转化的多（表
1）．转化植株还表现出生根快的特点�一般在转接6
～8d后就长根�而未转化植株需要10d左右．转化
植株与对照植株在无激素培养基上生根差异十分显

著（图1）．
表1　转化植株和未转化植株的生根效果

TABLE1　 In vitro rooting result of the transgenic
clones and the control plants

植株 株数 生根株数 生根率/％ 每株根数

CK 30 4 13 1∙7
CT5--1 30 28 93 6∙5
CT5--2 30 30 100 7∙6
CT5--3 30 24 80 4∙5
CT5--4 30 28 93 4∙8
CT5--5 30 30 100 6∙8
LT1--1 30 26 86 5∙6
LT1--2 30 30 100 5∙4

图1　转化植株（左）与未转化植株（右）
在无激素培养基上的生根情况

FIGURE1　A transgenic clone （left） and an
untransformed control plant（right） in the hormone-free medium
转化植株在 IBA 浓度为0mg/L 时�能长出根；

在浓度为0∙5mg/L时仍能长大量的根；当 IBA浓度
增加到1∙0mg/L时�产生大量愈伤�生根受到抑制�
只在培养基表面长出少量毛状根；当浓度为2∙0mg/
L时�有大量愈伤�不能生根．作为对照的未转化苗�
随着激素浓度的增加�根的数量和长度都增加．激素
浓度达到2∙0mg/L时�未转化植株仍能长出大量的
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根�并无愈伤组织的形成（图2）．由此说明�与对照
相比�转化植株对外源激素反应更敏感．

图2　转化植株（下排）与未转化植株（上排）在不同激素浓度
（从左到右�IBA为0、0∙5、1∙0、2∙0mg/L）培养基上的生根情况

FIGURE2　Rooting ability of transgenic clones（lower） and
untransformed control plants（top） on medium with different IBA
concentrations （IBA＝0�0∙5�1∙0�2∙0mg/L from left to right）
转化植株的茎片经过1h激素处理后�能长出2

～2∙2条根�随着激素处理的时间增加生根的条数
和长度也增加�2h处理后是2∙4～3∙5条根�3h是3
～4条根�4h 是4∙5～5条根�5h 就增加到5～5∙3
条�6h 生根的数量最多�达到5∙5～6条．转化植株
的茎片长出根的数量和长度随着激素处理时间的增

加而增加．而未转化植株的茎片在激素处理1h 后
平均只有0∙8条�随着激素处理时间的增加�生根的
数量变化不大�只有少量的增加�6h激素处理后�根
的数量只达到2∙2条（图3）．离体生根试验证明了
转化植株的离体对外源激素表现出很高的敏感性．

图3　不同时间 IBA处理后转化植株与对照（CK）
的茎片生根数

FIGURE3　Rooting ability of stem discs from transgenic clones and
untransformed plants treated with different IBA exposure time

2∙2　转化植株的移栽
转化植株的移栽是获得大量转化植株的重要环

节�其成活率的高低非常重要．统计分析结果表明�
基质和炼苗方式及二者的交互效应对移栽成活率都

有显著影响．经多重比较�基质以混合的效果最好�
其次是蛭石．炼苗以不开盖效果最好�不炼苗效果最
差．由于转基因的组培苗比较弱嫩�所以移栽中的炼
苗方法、基质种类、湿度和水分的保持都很重要．蛭
石不利于透气和透水�所以用其移栽的植株容易烂

根�珍珠岩保水能力差�易导致植株干死�而蛭石和
珍珠岩（1∶1）的混合正好弥补双方的弱点�可以为移
栽苗提供比较好的水分环境和透气性．组培苗从组
培室拿到温室移栽�需要适应新的环境�必须先炼
苗．开盖炼苗容易使培养基表面发霉�因此不开盖炼
苗的效果为最好．
2∙3　生长的观测

移栽中 CT5--5丢失�生长统计在其他6个系号
与对照中进行．移栽12周后�未转化的对照植株
（CK）高度为8∙4cm�转基因植株 LT1--1为6∙89cm�
LT1--2为9∙59cm�CT5--1为9cm�CT5--2为8∙3cm�
CT5--3为5∙83cm�CT5--4为7∙88cm．经统计分析�转
化植株 CT5--3的高生长比对照显著降低�其他转化
植株与对照均无明显差异．另外�未转化植株的茎节
数为3∙85�转化植株 LT1--1、CT5--1、CT5--3、CT5--4的
茎节数分别为4∙4、4∙57、4∙33和4�与对照无明显
差异；只有 LT1--2�CT5--2的茎节数比对照有明显增
加�分别为5∙18和5∙6（图4）．在节间长度上�CT5--2
为1∙38cm�CT5--3为1∙5cm�CT5--4为1∙5cm�均比
对照2cm有所降低�但其余转化植株都与对照无显
著差异（图5）．转化植株的根数量较未转化植株有
所增加�在形态上并无明显差别．

图4　转化植株与对照（CK）的高、节数
FIGURE4　Stem length and node unmber of the

transgenic clones and control plants （CK）
注：小写字母表示 P＝0∙05显著水平�相同字母之间表示
差异不显著�不同字母之间表示差异显著（图5同）．

图5　转化植株与对照（CK）的节间长
FIGURE5　Internode length of the transgenic clones

and the control plants （CK）2∙4　扦插生根
转化植株与对照硬枝扦插的生根情况如表2所

示�转化植株的扦插生根率比对照显著提高�为
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74∙4％～92∙3％�而对照只有42∙6％．转化植株插条
的生根数量比对照有显著增加（图6）�每株达到12
～18条�根密布在插条切口的周围．而未转化植株
每株只有5条�一般分布在切口的一侧．转化植株插
条的生根长度比对照也有增加．另外�观测到部分转
化植株的插条基部有愈伤组织形成�而对照植株插
条上并未发现长愈伤的现象．

表2　转化植株与对照（CK）扦插生根结果
TABLE2　Result of ex vitro rooting by cuttings

from transgenic clones and controls
植株 生根率/％ 每株根的数量/条 根的长度/mm
CK 46∙2a 5a 28a

LT1--1 88∙7bc 12b 105b
LT1--1 74∙4b 13b 89b
CT5--4 89∙7bc 14b 96b
CT5--1 92∙3c 18b 113b

图6　转化植株（左）与未转化植株（右）的扦插生根情况
FIGURE6　Rooted plant from cuttings of the transgenic

plant （left） and the untransformed control （right）

3　讨　　论
未转化植株需要在添加外源激素的培养基上才

能生根�而转化植株在无激素条件下就能生根�且生
根率能达到80％～100％�生根的数量也有明显增
加．扦插试验中�未经处理的转化植株插条生根率达
到74∙4％～92∙3％�进一步说明转入 rolB 基因的毛
白杨生根能力比未转化植株明显提高．

低浓度生长素可以诱导转化植株根的发生�而
当生长素浓度超过1∙0mg/L 就抑制了其根的生成．
而未转化植株在生长素浓度达到2∙0mg/L 时�还能
生成大量的根．高浓度的生长素使转化植株形成愈
伤的频率增加�且生根的数量减少�证明转化植株对
外源生长素表现出高度的敏感性．在用茎片作为材
料的试验中�随着激素处理时间的增加�转化植株的
茎片生根的数量有明显增加．而未转化植株在同样
处理后�生根的数量变化不明显．同样说明转化植株
比未转化植株对外源生长素表现更为敏感．

rolB基因的导入提高了植株对生长素的敏感
性�这可能是导致转化植株生根能力提高的重要原

因［7］ ．有试验证明转入 Ri质粒植株的根对外源生长
素的敏感性要比普通植株的根高100～1000倍．转
化植株相对非转化植株对外源激素敏感性的区别在

于它的根细胞生理受外源激素的影响更早［8］ ．rolB
基因的表达可能导致植株受伤部位生长素的积累�
从而导致根的产生［9�10］ ．

转化植株的生根能力比未转化植株有很大提

高�但转化植株不同无性系之间又存在着差异�这说
明 rolB基因在不同转化植株中的表达存在差异．有
的转化植株生根能力没有明显增强�可能是由基因
沉默或基因失活导致．有学者认为�转基因在多拷贝
时�转移基因的失活频率最高�这种失活与 T--DNA
的甲基化有关［11］ ．

转化植株生长形态上的变化可能由于 rolB 蛋
白参与了生长素感受－转导过程�改变了激素的平
衡．现已证实�rolB基因编码蛋白定位于质膜上�具
有蛋白质酪氨酸磷酸酯酶（PTP）活性．在植物生长
素作用机理中�也可能有一个激酶/PTP 级联放大系
统在起重要作用［12］ ．另外�转化植株表型的变化与
转移基因插入植物基因组的位置有关．

许多难生根木本植物的插穗都需要外源激素的

处理�导致不定根的形成�而转 rolB 基因植株免除
了繁殖中对外源激素的需要．通过转入 rolB 基因来
提高难生根木本植物的生根能力�是一条有效途径．
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关于召开“森林文化学术研讨会”的正式通知
2005年3月北京林业大学提出召开首届“全国森林文化学术研讨会”的倡议�得到了全国各有关单位和个人的积极响应．

根据征文和报名情况�会议定于2005年9月24－25日在北京召开．现将研讨会的有关事项通知如下：
1　研讨会的主题

1）森林文化的概念、内涵、外延及研究意义；
2）森林文化研究与生态文明建设的关系；
3）森林文化在社会主义先进文化建设中的地位和作用；
4）森林文化研究的范畴与理论框架；
5）不同树种、林种、森林动植物、森林生态系统和森林景观的文化研究；
6）国内不同历史阶段、区域、民族、宗教的森林文化研究；
7）国外森林文化及中外森林文化比较研究；
8）如何研究和弘扬我国古代优秀的森林文化传统；
9）森林经营、自然保护、森林旅游与森林文化及森林美学的关系；
10）林业高等学校、研究院所、林业企事业单位、新闻媒体、森林公园和国家风景名胜区等有关机构如何开展森林文化教育；
11）如何传播森林文化（包括学术传播和大众传播等）；
12）如何开展森林文化学术研究和宣传教育的国际交流与合作；
13）其他与森林文化有关的问题．

2　会议地点和时间
会议地点：北京（详细地址将于9月5日前后直接通知与会者）
报到时间：2005年9月24日上午8：30－9：30
报到地点：北京林业大学办公楼118室
撤离时间：2005年9月25日晚餐后

3　其他重要事项
1）所有征文将根据审稿意见�分期在《北京林业大学学报（社会科学版）》上发表．
2）会议代表需要交纳500元会议费．
3）接此通知的同志�请于2005年8月31日前通过信函、Email、传真或电话与会议筹备组联系�告知您是否与会、发言及论

文的题目等．会议筹备组也会及时向您通报会议的准备情况．如您知道其他同志有参加会议的愿望�请代为转达此通知内容�
并请他们与会议筹备组联系．

4）京外代表如需联系9月23日或25日在北京林业大学或其周边的住宿�请提前与会议筹备组联系．
5）此通知可以复印�可以从 http：//journal．bjfu．edu．cn/下载．

4　会议筹备组联系方式
联系电话：010--62337919　　传真：010--82373371　　Email：sheke＠bjfu．edu．cn
回执寄：100083《北京林业大学学报（社会科学版）》编辑部 　　何晓琦　 孔艳
特此通知！

北京林业大学
2005年7月11日
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