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油菜素内酯合成酶(Steroid 5α-Reductase)基因的超量表达对毛白杨生长的
影响
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提要：将棉花 Steroid 5α-reductase基因(DET2)超量表达载体导入毛白杨中，观察其对毛白杨生长和芽休眠的影响。结果
表明，超量表达DET2基因的毛白杨茎高度、直径生长和不定根的生长增强，芽的休眠破除提前。
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Abstract: Plant expression vector containing cotton steroid 5α-reductase gene (DET2) was transferred to
Populus tomentosa and the growth of transgenic plants were measured. Overexpression of DET2 gene improve
the growth of stems and roots in Populus tomentosa. DET2 gene also promote the dormancy break of transgenic
plants.
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油菜素内酯(brassinosteroid，BR)在植物茎秆
伸长、花粉管生长、叶伸展、维管细胞的分化、

细胞伸长、细胞分裂以及逆境胁迫适应能力都具

有重要调节作用(Yamamoto等 1997)。近年来，人
们通过甲基磺酸乙酯(EMS)和 T-DNA插入以及转
座子插入等方法获得了一系列与油菜素内酯生物合

成有关的突变体，基本上弄清了植物体内油菜素

内酯的生物合成途径。同时依据这些人工突变体

鉴定了多个油菜素内酯生物合成酶基因，如

DET2 (Li等 1996；Noguchi等 1999)、DIM1 (Choe
等 1999)、CPD (Szekeres等 1996)、DWF4 (Choe
等 1998)、DWF5 (Choe等 2000)和DWF7 (Choe等
1999)。油菜素内酯生物合成途径研究的结果表
明，拟南芥DET2基因能催化(24R)-24-甲基 -胆
甾基 -4-烯 -3-酮到(24R)-24-甲基 -5α-胆甾烷 -3-
酮的 5α还原反应，是 BR生物合成途径的重要限
速酶(Li等 l996；Noguchi等 l999)。Chory和 Li

(1997)报道，将DET2基因在拟南芥中超量表达后
其转基因植株的生长量显著提高。

杨树生长迅速，适应性强，是严格的异交树

种和植物纤维的重要来源。杨树基因组小，仅为

拟南芥基因组的 4倍，比松属植物小 40倍，与
水稻类似。杨树再生能力强，易于无性繁殖和遗

传转化，已经构建了较饱和的遗传连锁图谱，并

获得了大量的与目标性状相关的分子标记(张勇等
2006)。目前，以毛果杨为材料的杨树基因组计
划已经完成。杨树因这些特性已成为研究多年生

植物生长和基因功能研究的模式植物(Brunner等
2004)。为了研究 DET2基因在杨树生长中的功
能，本文将棉花DET2基因超量表达载体导入毛
白杨，研究其转基因植株根和茎的生长以及休眠
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的破除。

材料与方法

杨树(Populus tomentosa Carr.)品种为‘741
毛白杨’。根癌农杆菌菌株 LBA4404 (SMr)由本
实验室保存。棉花DET2基因超量表达载体 pSH-
DET2由西南大学罗明先生提供(图 1)。

Pharmacia Biotech公司。
总 RNA提取用 TRIzol试剂(Promaga USA)按

说明操作进行。以反转录产物为模板进行 R T -
PCR，以杨树肌动蛋白 Actin基因为内标，扩增
D E T 2 基因。引物序列分别为 A c t i n：A1，5 '
GAACTACGAGCTTCCTGATG 3'；A2，5' AT-
AGTGGAACCACCACTGAG 3'。DET2：D1，5'
GGTTTTCCAGTGAGTGTAGC 3 '；D2，5 '
CAGTCCCACCAACACTTTAT 3'。

反应条件为 94 ℃，5 min，l个循环；94 ℃，

30 min，60 ℃，30 s，72 ℃，30 min，40个循环；
72 ℃，10 min。

将扦插苗移栽到温室土壤中，第70天时测量
杨树茎高度、节间数量和茎的直径，茎的直径以

1/2高度处的节间直径为依据进行测量。同时测定
转基因植株的生物量，先测定转基因植株的根、

茎(包括叶)的鲜重，然后将植物的根、茎(包括
叶)放置于 80 ℃干燥箱中干燥 48~72 h，当恒重
时，测定根和茎的干重。观察转基因植株休眠的

情况，先于 2005年 9月将生长在温室中的转基因
杨树植入大田(美国康涅狄格大学试验田)，每个
转基因株系均取 4~5个植株，过冬后于 2006年 4
月观察，照相。

结果与讨论

1  转基因杨树的获得
用含有 pSH-DET2质粒的农杆菌菌液浸染毛

白杨叶盘，通过卡那霉素筛选获得卡那抗性植株

49株，移栽到温室土壤中，经过 30 d的生长，
一些抗卡那霉素的植株表现出了比非转基因对照更

良好的生长趋势，选取有代表性的 4株植物，进
行分子表达分析，以确定是否为转基因株系。我

们进行了基因组 Southern杂交，结果表明 4株转
化植株都有杂交条带，而非转化植株没有杂交条

带，表明DET2基因已经整合到杨树基因组上(图
2-a)。转基因植株 D-4和D-15有 1条杂交条带，
D-5和D-10株系有 3条杂交带，因为DET2基因
序列没有HindIII酶切位点，所以初步证明植株D-
4和D-15为单拷贝，D-5和D-10株系为 3个拷贝。
为了进一步验证外源基因DET2的表达情况，我
们又进行了RT-PCR，结果DET2基因在转基因植
物中都有不同程度的表达，而非转基因植物则否

(图 2-b)。这些表明外源基因DET2已整合到植物

将-80 ℃下保存的含 pSH-DET2质粒的农杆
菌菌株 LBA4404接种到附加 50 mg·L-1卡那霉素

( k a n a m y c i n，K m )和 1 2 5  m g · L - 1 链霉素

(streptomycin，SM)的YEB培养基平板上，于 28
℃条件下培养 2 d后挑取农杆菌单菌落，接种于
含相应浓度抗生素的5 mL YEB液体培养基中，28
℃下振荡培养过夜。次日取培养过夜的农杆菌菌

液按1:50的比例转接到50 mL不含抗生素但添加乙
酰丁香酮(acetosyringone，AS)的液体YEB培养基
中，继续培养 3~5 h，OD600值达到 0.8时取出备
用。

取温室中生长的毛白杨枝条顶端叶片，先用

去离子水冲洗干净，放入 2%次氯酸钠溶液浸泡
消毒 10 min，无菌水清洗 3次。转化按照Dai等
(2003)方法进行。选取根系生长良好，长约 6 cm
的小苗，幼苗根部培养基清洗干净后，移栽到温

室土壤中培养。所有植物培养均在 24~26 ℃，16 h
光照 / 8  h 黑暗光周期，光照强度为 2 0 0 ~ 3 0 0
µmol·m-2·s-1中进行。

转基因植物基因组DNA提取根据改良CTAB
法进行(Stewart和Via 1993)。Southern杂交分析
按照 Sambrook等(1989)方法进行。将提取的基因
组DNA用HindIII酶切，酶切产物经 1%琼脂糖
电泳分离后转移至尼龙膜上，用探针制备试剂盒

标记DET2基因 cDNA为探针，进行杂交。杂交
用尼龙膜和探针制备试剂盒购自 A m e r s h a m

图 1  植物表达载体 pSH-DET2
Fig.1  Construct for plant transformation of pSH-DET2
超量表达载体 pSH-D ET 2 的 T-D NA区域。35 S：来源于

花椰菜花叶病毒的植物组成性启动子；N O S：冠瘿碱合成酶
基因终止子；G US: :N PTI I：新霉素磷酸转移酶基因和葡萄糖
酸苷酶基因的融合基因。
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基因组中并能表达，显示筛选的 4株植物是过量
表达 DET2的转基因株系。

从图 2-a可以看出，4个转基因株系DET2表
达水平有明显的差别。前人的研究表明，外源基

因在受体植物的基因组内的插入位点不同会造成转

录活性的差异(Gelvin 1998)。此外，外源基因在
受体植物基因组中的拷贝数也会对基因表达水平产

生影响。如图 2-b所示，D-10和D-5有 3个拷贝
数，D-15和D-4有 1个拷贝数。株系D-10和D-
5外源基因的表达水平比D-15和D-4高。

2  表达DET2基因对杨树生长的影响
从表达 35S::DET2的转基因植株中选取株系

D-4、D-5、D-10和 D-15，扦插扩繁，扦插苗
生根以后，移入温室土壤中培养，70 d后测定转
基因植株茎高度、节间数量和直径的结果表明，

转基因株系的高度和直径生长明显优于非转基因植

株(图 3、表 1)。转基因植物节间数量明显增多(表
1)，表明植株高度的增长主要是由于节间数量增
加造成。此外，转基因植株的不定根系也表现出

较强的生长能力，根系发达，数量多，说明表

表 1  转基因和非转基因毛白杨生长和干鲜重的比较

Table 1  Comparisons on growth and fresh and dry weights of transgenic and nontransgenic P. tomentosa

   
株系            茎高度 /cm        茎直径 /mm       节间数量

                　   鲜重 /g                                        干重 /g

                                                                                                            茎　　　                根                  茎　　　            根

WT 64±3.2 4.6±0.1 23±3 23.5±2.3 20.7±1.4 4.1±0.3 3.5±0.4
D-4 68±2.3 4.8±0.3 26±3 28.1±3.2 24.2±2.0 4.4±0.2 3.9±0.3
D-5 75±3.5** 5.5±0.2** 35±4** 33.7±3.6** 31.6±0.5** 5.7±0.6* 5.2±0.5**

D-10 72±4.0* 5.1±0.3 33±2** 31.1±4.1* 29.1±1.9** 5.2±0.9* 4.8±0.4**

D-15 67±1.9 4.9±0.2 27±3 27.4±2.6 25.0±1.7 4.6±0.5 4.0±0.4

　　数据为 3 个转基因植株的平均值 ±SD。*代表转基因与非转基因杨树之间的 t检验差异显著(P<0.05) ；**代表差异极显著(P<
0 . 0 1 )。

图 2  转基因植株的分子验证
Fig.2  Molecular analysis of transgenic plants

a：转基因植株的 Sou ther n  b l o t t i ng 检测。D-4、D-5、
D-10和 D-15 分别表示转基因株系 D-4、D-5、D-10 和 D-15；
阳性对照为 pSH-DET2质粒；WT 表示非转基因植株。b：RT-
PCR 检测 DET2 基因表达情况。杨树肌动蛋白 Act in 基因作为
RT -P CR 反应的内标。

图 3  转基因和非转基因毛白杨生长的比较
Fig.3  Comparison on growth of transgenic

and nontransgenic P. tomentosa
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达DET2基因可促进不定根的生长。RT-PCR检测
发现 4株转基因植株中D-10和D-5外源DET2基
因的表达水平较高，D-4和D-15较低。如表 1所
示，株系 D-10和 D-5在茎高度、直径以及根系
生长上都优于株系D-4和D-15，表明外源DET2
基因表达水平与转基因植株生长具有一定正相关

性。在以后的实验中需要分析更多转基因株系表

型变化和DET2基因表达水平，以验证这一结论。
前人的研究表明，外施 BR可以促进幼苗的

茎、豌豆和绿豆的上胚轴、黄瓜下胚轴、单子叶

植物的胚芽鞘和中胚轴等的伸长(Mandava1988)。
在拟南芥中超量表达 BR生物合成的一个关键酶
D W AR F 4 基因，促进了植株的生长( C h oe 等
2001)。Chory和 Li (1997)在拟南芥中超量表达
DET2基因，显著提高了转基因植株茎生长。BR
不仅可以促进植株节间的伸长，也可以促进茎节

间的分裂，提高节间数量(Grove等 1979)。我们
的结果也表明内源表达DET2基因促进了转基因植
株的节间数量的增加。

B R 对植株根系的影响与剂量有关。0 . 1
µmol·L-1 表油菜素内酯(eBL)抑制了拟南芥和番茄幼
苗根系的生长(Clouse等 1993)。更低浓度 eBL的
应用却促进了根系的生长(Müssig等 2003)。在植
物根系的起始和生长中，生长素发挥了重要的作

用(Laskowski等 1995)。IAA通过极性运输从植物
的茎转移到根部，促进了根原基的发生和侧根的

形成(Bhalerao等 2002)。BR可以调控负责生长素

极性运输相关基因的表达(Li等 2005)。Bao等
(2004)研究发现，在根中BR促进了生长素向根尖
运输，BR和生长素协同促进了拟南芥侧根的形
成。我们的研究发现表达DET2基因促进毛白杨
不定根的生长。表明内源表达DET2基因可能提
高了植物体内 BR的浓度，BR和生长素协同作用
促进了根系的生长。

进一步测定转基因植株根和茎干鲜重的结果

(表 1)表明，超量表达DET2基因的转基因植株茎
和根的干鲜重均比非转基因植株的有明显提高。

这些说明DET2基因表达可以促进转基因杨树茎和
不定根系的生长。

3  DET2基因表达对破除芽休眠的影响
转基因毛白杨植株上的芽在大田中经过 1个

冬天的休眠后，于 2006年 4月 3日开始萌发第 1
个腋芽。而非转基因植株在 4月 9日才开始萌发
第 1个腋芽。非转基因植株茎基部萌发出 5~6个
腋芽，每个芽大约形成 2~4片刚展开的幼叶时，
转基因植株的全株的芽均已萌发，且芽的叶片已

经充分展开，比非转基因植株明显增大(图 4)。
植物在冷、热、干、湿季节变化很大的气

候条件下，种子或芽会进入休眠状态。脱落酸

(ABA)普遍认为是主要的植物休眠促进物和发芽
抑制物(Piola等 1998)。Steber和McCourt (2001)
报道外源施加 BR可以解除拟南芥种子休眠，促
进种子萌发，BR还可以缓解脱落酸对种子萌发
的抑制作用。我们的研究表明，超量表达 BR合
成基因 DET2可促进毛白杨芽休眠的打破，其原

图 4  转基因与非转基因植株上腋芽萌发的比较
Fig.4  Comparison on germination of axillary buds in transgenic and nontransgenic plants
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因可能与超量表达 DET2基因可缓解脱落酸对芽
萌发的抑制作用有关。对此，今后尚须进一步

对转基因植株芽中脱落酸和 BR的含量进行测定
和研究。
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