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摘要 :用部分改造的 BtCry1Ac基因与慈菇蛋白酶抑制剂 ( API2A)基因构建的双抗虫基因表达载体 ,通过农杆菌介导法对三倍体

毛白杨进行了转化 ,对转化后植株体内残存农杆菌在继代培养和移栽过程中进行了跟踪检测。结果表明 :通过对转化再生植株

的分子生物学检测 ,42个株系中 ,33个株系为阳性 ,阳性率达到 80 % ;用 Bt毒蛋白抗血清进行 ELSA检测结果表明 ,7个转基因

株系都有 Bt杀虫蛋白表达 ;基因转化后 ,可采用附加 50 mgΠL卡那霉素 ,300 mgΠL羧　青霉素的筛选培养基消除细菌并进行抗

性芽筛选。对 28个转基因株系叶片、茎段和根段在含有卡那霉素 50 mgΠL YEB培养基上进行细菌培养 ,通过在 T2DNA区、质粒

Vir区和农杆菌基因组设计引物 ,进行 PCR检测 ,证明有 3个株系 (33、37、5号)检测到残存工程农杆菌 ,并在组培瓶中存活 24个

月。将带菌的 3个株系组培苗移栽到花盆中 ,室内培养 1个月后 ,在 33号株系根际土壤中检测到了目的农杆菌。
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Abstract :Two partly modified insect2resistant genes ( BtCry ⅠAc gene [Bt gene toxin against Lepidopterean insects ] and API

gene [ arrowhead proteinase inhibitor ]) were transferred to the triploid hybrid of Chinese white poplar ( ( Populus tomentosa Carr.

×Populus bolleana Louche) ×Populus tomentosa Carr. ) mediated by A . tumefaciens . An examination was made concerning the

survival of Agrobacterium in transgenic plants during the process of transplanting and subculturing on the nutrient medium. Results

suggested that 80 % of plants , which we got by repetitious selection on media added with 50 mgΠL kanamycin and 300 mgΠL

carbenicillin showed positive reactions after examination with molecular methods. The ELISA test indicated that the Bt toxoprotein

was expressed in 7 of the transgenic sub2clones. Leaves , stems and roots of all the 28 transgenic plants were cultured on the YEB

medium added with 50 mgΠL kanamycin and the survival of Agrobacterium was detected in 3 sub2clones (33 , 37 , 5) which could

have existed for 24 months in the bottle. Those 3 transgenic sub2clones were transplanted and cultivated for one month in the

room , and then the target Agrobacterium was found in rhizosphere of the sub2clone 33.

Key words :two partly modified insect2resistant genes ; triploid hybrid of Chinese white poplar ; Agrobacterium ; rhizosphere
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险性便也成为安全性评价的焦点[1～13 ]。目前 ,对转基因植物环境安全性方面的考虑主要集中在转基因漂流

(transgen flowΠdispersal)所造成的转基因作物与其野生亲缘种间的基因流动以及转基因产物进入土壤后对土

壤生物多样性的影响等问题上。转基因植物中外源基因流动的途径大致有两个 :一是通过转基因植物的种子

或组织扩散到新的生境中 ,并生存下来 ;二是通过花粉向同种或近缘种非转基因植物转移。不断有研究证实

这些不同来源的转基因 ,通过花粉向相关植物野生种或近缘种转移的事实。可能存在的第三条漂流途径是非

同种生物间 ,如植物与微生物 (细菌、真菌、病毒等)间在自然界中发生基因转移 ,但这条途径至今还未得到充

分的理论证明[6 ]。在这条途径中 ,农杆菌可能扮演着重要角色。

农杆菌介导的遗传转化已成为植物基因转化的首选方法。在众多的转基因植物中 ,80 %是由农杆菌介导

转化获得的[14～18 ]。在树木基因转化中 ,应用农杆菌介导法已先后在欧洲黑杨、毛白杨、杨树、松树、香枫、云

杉、刺槐、苹果、李、桃、杏、猕猴桃、柑橘等多种树种上得到转化再生植株[18 ,19 ]。通过农杆菌介导进行植物基因

转化中 ,如果遗传修饰的工程农杆菌在植物体内存活 ,可将携带外源基因的工程农杆菌释放到土壤中 ,并为质

粒在土壤微生物间穿梭提供可能性。本文报道了通过农杆菌介导法 ,将构建在一个载体上的双抗虫基因

( BtCry1Ac基因和慈菇蛋白酶抑制剂基因 A PI2A 基因)转化三倍体毛白杨 ,并对转化植株体内工程农杆菌存活

动态进行了检测 ,为外源基因在非同种生物间转移提供了理论依据。

1　材料和方法

111　菌种和质粒

将部分改造后的 BtCry1Ac杀虫蛋白基因 (简称 Bt基因)和慈菇蛋白酶抑制剂 ( A PI2A)基因构建在一个植

物表达载体 pBtiA 上 ,所含的抗性筛选标记基因为卡那霉素抗性基因 Npt Ⅱ(新霉素磷酸转移酶基因) 。土壤

农杆菌 LBA4404及以上载体由中国科学院微生物研究所田颖川构建并提供[20 ]。含有双抗虫基因的表达载体

如图 1所示。

图 1　含有双抗虫基因的表达载体

Fig. 1　Expression vector carrying two insect2resistant genes

112　植物材料

采用北京林业大学培育的三倍体毛白杨 ( (毛白杨×新疆杨) ×毛白杨)无性系 73作为试验植物材料。

113　转化方法

采用农杆菌介导法进行基因转化。将叶片在活化的农杆菌中浸菌 20min ,共培养 3d ,将叶片洗净并在附

加 50 mgΠL卡那霉素 ,300 mgΠL羧　青霉素的筛选培养基上培养。诱导叶片不定芽分化和诱导芽增殖培养基

为MS + 62BA016mgΠL + NAA011mgΠL ,诱导嫩茎生根培养基为 1Π2MS + IBA014mgΠL。在生根及连续 12个月继代

增殖培养中 ,培养基附加 50 mgΠL 卡那霉素和羧　青霉素 200mgΠL。培养条件为 :每天照光 14h ,光照强度

2000lx ,温度 (25±2) ℃。

114　转化植株的分子生物学检测

采用地高辛试剂盒进行 Southern blot检测 ,试剂盒购自美国 Roche Diagnostics 公司。用 BamHⅠ对所提取

DNA进行酶切 ,杂交检测方法参照田颖川等[20 ]。Bt毒蛋白检测中 ,蛋白质的提取按照 Perlak等[21 ]所述的方法

进行。用 BioRad550型酶标仪测定结果。ELISA试剂盒购自美国 Agdia公司。

115　转化植株细菌培养方法

11511　组培苗细菌培养　分别取继代培养不同时期各转基因株系组培苗根段、茎段、叶片于含卡那霉素 50

mgΠL、利福平 20 mgΠL、链霉素 50mgΠL的 YEB固体培养基平板上 ,培养箱中 (28±1) ℃培养过夜 ,每天观察并记
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录菌生长情况。将各系号所长的菌挑出置于同样的平板上 ,待其长出菌后 ,挑入 YEB液体培养基中 (含卡那

霉素 50 mgΠL、利福平 20 mgΠL、链霉素 50mgΠL) ,振荡培养 ,提取细菌总 DNA和质粒 DNA进行 PCR检测。

11512　土壤和植物组织中农杆菌的分离 :将组培苗移栽到经过灭菌的盆土壤中 ,室内培养 1个月后 ,分别取

转基因各株系根段、茎段、叶片表面消毒后 ,于无菌研钵中研成浆状 ,倒入 YEB培养液 (20 ml)中震荡培养过

夜。将根部携带的大块土粒除去 ,并在无菌水中洗过后 ,置于 YEB培养液震荡 20 min得根际土悬液。菌针挑

取震荡后培养液于含卡那霉素 50 mgΠL、利福平 20 mgΠL、链霉素 50 mgΠL的 YEB固体培养基上划板 , (28±1) ℃

培养箱中培养 ,待长菌后挑选与目的农杆菌相似的菌落并纯化。检测方法同上。

116　工程农杆菌检测引物设计

为检测工程农杆菌在植物内存活 ,在农杆菌和 Ti质粒特异 DNA序列设计引物 ,通过 PCR检测 ,证明工程

农杆菌的存活。引物序列及扩增片段长度见表 1。

表 1　工程农杆菌鉴定的引物序列和扩增长度

Table 1　The primers to detect A. tumefaciens used for transformation

检测基因
Tested genes

引物序列
Primer sequence

退火温度
Anneal temperature (℃)

扩增片段长度
Segment size (bp)

备注
Note

BtCry1Ac
5′CTGACGTAAGGATGACGCAC 3′
5′ACTATTGATAGTCGCGGCATC 3′

55 750
35 SΠBt基因组和引物
检测外源抗虫基因 BtCry1Ac

API2A
5′CTGACGTAAGGATGACGCAC 3′
5′CGATGCCCAGCAAGGTTTT 3′

50 700
35SΠAPI基因组和引物
检测外源抗虫基因 API2A

NptⅡ
5′GCATTCCGTTCTTGCTGTA 3′
5′GATGTTTCGCTTGGTGGTC 3′

55 600
检测抗性标记基因新霉素磷酸转移酶
基因

Vir2G
5′GCCGACAGCACCCAGTTCAG 3′
5′CCACTCCACTTTGAATGCCG 3′

53 380 检测 Ti质粒毒区 Vir2G基因

ChvE
5′GATGGCAAGGGTCCGTTCAA 3′
5′CGCATGTGTCTTCAGCTTATTTCA 3′

58 630
检测农杆菌染色体基因组上毒性基因
( ChvE基因)

2　试验结果

211　农杆菌介导的基因转化、检测及表达

用部分改造 BtCry1Ac基因与慈菇蛋白酶抑制剂 ( A PI2A)基因构建的双抗虫基因表达载体 ,以试管内无菌

叶片为外植体 ,通过农杆菌介导法转化三倍体毛白杨无性系 ,获得了一批转化再生植株。基因转化后 ,在含卡

那霉素 50mgΠL的分化培养基上诱导产生不定芽 ,在生根培养基上对转基因植株作进一步筛选 ,最终诱导再生

率为 18 %左右。经过含卡那霉素培养基的生根及叶片再生多次筛选后得到的转化三倍体毛白杨株系 ,移植

到苗圃中生长 1a后 ,进行 PCR检测。在检测的 42个株系中 ,33个株系为阳性 ,阳性率达到 80 %。为了进一

步证实 PCR检测结果的准确性 ,对转基因三倍体毛白杨 4个高抗系号进行了 Southern杂交。选用地高辛试剂

盒进行 Southern杂交 ,证明测试的 4个株系外源基因均以单拷贝的形式整合到三倍体毛白杨基因组中。

用Bt毒蛋白抗血清进行 ELSA检测结果表明 ,7个转基因株系都有Bt杀虫蛋白表达。用经分子生物学检

测的 28个转基因株系叶片进行杨扇舟蛾 ( C. anachoreta Fabricius) 幼虫饲虫试验 ,在参加测试的 28个株系中 ,

有 11个株系对三倍体毛白杨具有较强的抗虫性 ,杨扇舟蛾幼虫死亡率在 80 %～100 %之间 ;有 7个株系抗性

中等 ,幼虫死亡率在 60 %～80 %之间 ;有 10个系号抗虫性低 ,幼虫死亡率在 0～60 %之间。未转基因三倍体毛

白杨叶片喂养的昆虫幼虫死亡率为 714 %。

212　农杆菌介导转化中抗生素对工程农杆菌的抑菌效果

将浸菌后三倍体毛白杨叶片分别接入到含有不同羧卞青霉素浓度的分化培养基中 ,放置于 (25±2) ℃,光

强为 2000 lx组培室里培养。2周内统计菌发生情况和植物生长状况。表 2结果表明 ,培养初期 ,不同浓度的

羧卞青霉素都具有杀菌作用 ,约 3d左右可看到叶边缘及切口处的菌落消失 ,但经一段时间的培养后 ,抗生素

药效逐渐丧失 ,又会有白色的农杆菌从叶边缘及切口处长出。而且随添加的羧卞青霉素浓度的增加 ,其抑菌

作用越好 ,抑菌持续时间越长。当羧苄青霉素浓度达到 300 mgΠL 以上时 ,可完全抑制细菌生长。因此在基因
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转化后 , 采用附加 50 mgΠL卡那霉素 ,300 mgΠL羧　青霉素的筛选培养基消除细菌并进行抗性芽筛选。为完

全消除细菌 ,获得抗性芽后 ,在连续 12个月继代增殖培养及生根培养中 ,培养基均附加 50 mgΠL 卡那霉素和

200 mgΠL羧　青霉素。在实验中也发现 ,当羧　青霉素浓度高于 300 mgΠL ,严重抑制苗木的分化和生长。

图 3　组培苗茎段 (a)和叶片 (b)在 YEB培养基上菌落生长情况

Fig. 3　Growth of colonies in stems (a) and leaves (b) of transgenic plants

on YEB medium

图 2　33号叶片内残存农杆菌生长速率

Fig. 2　Growth rate of surviving Agrobacteria in leaves of sub2clone 33

注 : 0 :刚刚接种或将叶子置于 YEB 培养基上 Just putting leaves on

YEB medium ;1 :开始出现菌落 Beginning to grow colony ;2 :出现少量菌

落 Small quantity of colony appeared ; 3 :出现大量菌落 Large quantity of

colony appeared ;～1 :标志值 ,无实际意义Markable value , no real sense

表 2　羧　青霉素浓度对菌的抑制能力

Table 2 　Inhibiting capacity to bacterium of different concentration of

carbenicillin

羧　青霉素浓度
Carbenicillin

concentration(mgΠL)

农杆菌侵染面积
Infection area ( %)

5d 10d 20d 30d

叶片生长状况
Growth status

of leaves

0 40 100 100 100 死亡

100 0 0 1013 4813 部分叶片死亡

200 0 0 310 1517 部分叶片褐化

300 0 0 0 0 健康无菌

500 0 0 0 0 健康无菌

213　转基因植株体内工程农杆菌的培养

通过农杆菌介导法获得抗性芽后 ,在含卡那霉素

50 mgΠL和羧　青霉素 200 mgΠL的培养基上进行连续

12个月继代培养。12个月后转入不含卡那霉素和羧

青霉素的培养基上继续继代增殖培养。对 28个转

基因株系叶片、茎段和根段在含有卡那霉素 50 mgΠL

YEB培养基上进行细菌培养 ,有 3个株系获得类似农

杆菌的菌落。对这 3 个株系不同继代培养时期检验

结果表明 , 菌落在培养基上的形态与阳性菌

PBtiA4404相似 ,但生长速度有差异 ,见图 2和图 3。

由图 2可见 ,农杆菌 pBtiA2LBA4404 在 YEB 培养

基上生长极其迅速 ,6h即有菌落开始出现 ,24h便可

长出大量菌落 ;而继代 12个月后 ,置于 YEB培养基上

的叶片 72h后才有菌落出现 ,5d才可出现大量菌落 ,

明显比纯的农杆菌 pBtiA2LBA4404 的生长速率慢 ;在

继代 24个月后 ,7d左右大量菌落才出现 ,速率进一步

减缓 ;继代 36个月后 (获得抗性芽约 30 个月) ,培养

10d未见菌落长出。结果说明 ,随着继代时间的延长 ,

农杆菌在叶片组织中的数量减少 ,活性降低 ,从而导

致培养时间延长。

214　植物体内工程农杆菌检测

对 3个株系 ,取培养不同时期的芽进行生根培

养 ,分别提取生根培养 15d组培苗根、茎、叶 ,在含有

卡那霉素 50 mgΠL 的 YEB 培养基上培养 ,获得菌落 ,

提取基因组和质粒 DNA ,进行分子生物学检测。检测

了位于农杆菌质粒 T2DNA区目的基因 BtCry1Ac基因

和A PI2A 基因 ,抗性标记基因 Npt Ⅱ基因 ,位于 Ti质粒

毒区基因 Vir2G基因及位于农杆菌基因组上的 ChvE

基因。检测结果见图 4。

由检测结果可知 ,从获得转基因株系后 ,连续继

代培养 24个月中 ,不同时期从组培无菌苗根、茎、叶

中分离得到的细菌 ,在质粒 DNA中均检测到外源抗

虫基因 BtCry1Ac 和 A PI2A 基因、卡那霉素标记基因
Npt Ⅱ基因及载体质粒特征基因 Vir2G基因 ,同时在农

杆菌染色体组 DNA中检测到 ChvE基因 ,均与阳性对

照农杆菌 pBtiA2LBA4404一致。说明工程农杆菌可在这 3 个株系组培苗中存活。在转基因后 12至 24个月

中 ,多次进行检测 ,均能够检测到工程农杆菌在组培苗中存在。

215　移栽到土壤后工程农杆菌的检测
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图 4 　转基因植株 ( 33 , 37 , 5 号株系) 培养的菌落工程农杆菌

BtCry1Ac (a)、NptⅡ (b)、Vir2G (c)、ChvE (d)、API2A (e)基因检测结

果

Fig. 4　Genes of the Agrobacterium coming from the transgenic plants ( sub2

clones 33 , 37 , 5)

M: Marker (DL2000 ; 2000bp , 1000bp , 750bp , 500bp) ; 1 ,2 ,3 :根 root ,

茎 stem ,叶 leaf ;A ,B ,C : sub2clone 33 , sub2clone 37 , sub2clone 5 ;P :阳性

对照 positive plasmid

将带菌的 3 个株系组培苗移栽到盆中 ,在室内培

养 1个月后 ,从不同株系幼苗取根段、茎段、叶片及根际

土 ,在含卡那霉素 50 mgΠL、利福平 20 mgΠL、链霉素 50

mgΠL的 YEB培养基上培养细菌。结果发现所有植物材

料及根际土均能获得菌落 ,颜色和形状与目的农杆菌相

似。但是只有 33号株系根际土中分离的细菌 ,能够扩

增出目的基因、Npt Ⅱ基因、Vir2G基因、和 ChvE基因的

片段 ,证明是工程农杆菌 PBtiA4404。但在植物组织中

均未检测到目的菌的存在 (见图 5和表 3) 。

3　讨论

转基因漂流研究主要集中在通过花粉向同种或近

缘种非转基因植物转移及转基因植物的种子或组织向

新的生境中扩散方面。非同种生物间 ,如植物与微生物

(细菌、真菌、病毒等)间在自然界中发生基因转移的可

能性 ,虽然有一些现象 ,但这条途径至今还未得到充分

的理论证明[6 ]。Hoffmann等[13 ]证实了转基因植物中的

外源基因会水平转移到其它微生物中。他们发现 ,转基

因油菜、黑芥菜、蒺藜和甜豌豆中抗生素基因可通过转

基因植株的根系分泌物转移到一种能与植物共生的黑

曲霉微生物中。

Saxena等[22 ]在《自然》杂志上发表文章 ,首次发现

基因工程 Bt 杀虫作物产生的 Bt 杀虫毒素可由根部渗

人周围土壤 ,移栽 Bt转基因玉米 25d后发现 ,Bt 毒素通

过根部渗出物进入了周围的土壤 ,且保持了很强的活

性 ,仍能杀虫 ;而他们进行的对照实验却发现 ,在温室环

境下培植的野生型玉米 ,其根系周围土壤中没有 Bt 毒

图 5　移栽后 1个月 33号株系根际土中农杆菌基因检测结果

Fig. 5　Genes from an Agrobacterium strain in rhizosphere of sub2clone 33

after being transplanted for 1 month

注 :M:Marker (DL2000) ;1 ,2 ,3 ,4 ,5 : ChvE , BtCry1Ac , Npt Ⅱ,API2A , Vir2

G ;P :阳性质粒 positive plasmid

素存在。还有许多研究表明 ,Bt 毒蛋白还可通过叶子

进入土壤 ,其毒性可在土壤中长时间保留 ,对土壤和水

体中的微生物产生一定影响[23～26 ]。在转化植物的过程

中可能仍有农杆菌残留在植物体内 ,从而成为其内生

菌 ,本实验对转基因杨树组培苗培养和移栽过程中 ,携

带外源基因转化载体的农杆菌检测发现 ,农杆菌能够在

植物体内有活 ,从而说明农杆菌中介可能是非同种生物

间转基因传递的一条重要途径。

农杆菌介导法进行基因转化后 ,一般通过青霉素等

抗菌素消除附着在转基因植物表面的包括工程农杆菌

在内的细菌 ,但不能将农杆菌完全消除。本研究表明 ,采用常规的、植物能忍受的抗菌素浓度 (本项研究中为

羧苄青霉素 300 mgΠL) ,虽然能够抑制农杆菌的生长 ,在连续苗木分化和生根培养中 ,也看不到农杆菌的存在 ,

但不能完全消除工程农杆菌。转基因后 ,在植物中仍然有工程农杆菌存活 ,当农杆菌存在于植物叶片和茎表

面及组织内部 ,特别是在内细胞间隙 ,抗菌素将不能发挥作用。在获得抗性芽后连续 24个月的继代培养中 ,

有 3个株系的组培苗中均能够检测到工程农杆菌的存在。
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表 3　不同时期菌落生长指标

Table 3　Growth index of the colonies in different phase

材料来源
Material
source

取材部位
Part

菌落特性 Character of colony 基因检测 Genes test

颜色
Colour

形状
Shape

培养天数 (d)

Culture days

Kan抗性
Resistance
aag. kan.

NptⅡ
BtCry1Ac和

API2A
Vir2G和

ChvE

组培继代 12～24个月
Cultivation for 12～24 months

移栽后 25d
25 days after transplanting

根 Root + Π+ Π+ + Π+ Π+ 1～2 + Π+ Π+ + Π+ Π+ + Π+ Π+ + Π+ Π+

茎 Stem + Π+ Π+ + Π+ Π+ 2～3 + Π+ Π+ + Π+ Π+ + Π+ Π+ + Π+ Π+

叶Leaf + Π+ Π+ + Π+ Π+ 3～5 + Π+ Π+ + Π+ Π+ + Π+ Π+ + Π+ Π+

根际土
Rhizosphere

+ Π+ Π+ + Π+ Π+ 2～3 + Π+ Π+ + Π- Π- + Π- Π- + Π- Π-

根 Root + Π+ Π+ + Π+ Π+ 2～4 + Π+ Π+ - Π- Π- - Π- Π- - Π- Π-

茎叶
Stem and leaf

+ Π+ Π+ + Π+ Π+ 2～3 + Π+ Π+ - Π- Π- - Π- Π- - Π- Π-

　　表中 +表示与农杆菌 pBtiA2LBA4404指标相符 , - 表示不相符 ,或为阴性 ;排列顺序为 33Π37Π5号　+ : accordance with the positive Agrobacterium

strain used for transformation ; - : no accordance with the positive Agrobacterium strain ; sequence : 33Π37Π5

　　当带有工程菌的组培苗移栽到土壤后 ,工程农杆菌有可能会直接随植物进入土壤 ,并在土壤中存活。携

带农杆菌的转基因植株释放到环境中所带来的可能后果包括 : (1)假阳性转化现象 ,即外源基因在农杆菌中表

达而不是在植物中 ; (2)工程农杆菌从植物直接释放到土壤中 ; (3)通过同种细菌或非同种微生物间的质粒交

换将外源基因转入到其他微生物中 ; (4)通过昆虫等将附着在植株表面的工程农杆菌转递到其他植物上。如

果上述情况出现 ,可能会对环境造成潜在危险 ,特别是对多年生 ,通过无性繁殖的杨树危险可能更大。从我们

的试验结果可知 ,这种可能性是存在的。

将带菌的 3个株系组培苗移栽到盆中 ,室内培养 1个月后 ,发现只在 1个株系根际土中分离的细菌是工

程农杆菌 pBtiA2LBA4404 ,在 3个株系植物组织中均未检测到目的菌的存在。分析其原因可能是 ,在组培瓶

中 ,培养条件稳定 ,适宜农杆菌在植物表面或细胞间隙生存 ,移栽后 ,农杆菌的生存环境发生改变 ,不利于其生

存 ,菌落含量急剧减少 ;农杆菌进入土壤后 ,菌落含量很低 ,由于取样误差 ,难以培养出细菌 ;此外 ,本研究发现

转基因株系是经过近两年继代培养的茎尖生根后移栽 ,工程农杆菌的含量和活性已经很低。因此即使进入了

土壤 ,其在土壤中的存活能力以及与其他菌的竞争能力也可能有限 ,所以在土壤和植物中不能完全培养出菌

落。但上述结果至少可以证明 ,携带工程农杆菌的转基因植物材料 ,移栽到土壤中 ,是可以将工程菌扩散到土

壤环境中。

本文研究结果是否具有普遍性尚须在其他植物中进一步验证 ,但这种可能性在理论上是存在的。因此 ,

建议通过农杆菌介导方法进行遗传转化中 ,转基因植株在释放到环境之前应进行严格的农杆菌检测 ,淘汰带

菌的株系。
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