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抗 生素对农杆 菌 的抑 制和杨树 

叶片分化 的影 响 

郑 进 康 薇 彭建新 洪华珠 
(华中师范大学昆虫学研究所) 

摘 要 ：中嘉8号杨为湖北省林业厅和中国林科院从美洲黑杨的实生后代中选育的杨树新品系。以中嘉8号杨 

为材料。探讨了几种抗生素对农杆茵的抑制和对杨树离体叶片分化的影响。结果表明，噻孢霉素的抑茵效果最好， 

选用 100 200 L的噻孢霉素来抑菌是比较舍适的，羧苄青霉素和链霉素对杨树叶片离体培养的毒性比噻孢霉 

素大，卡那霉素完全抑制芽的分化。 
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Effects of Antibiotics on Inhibition of Agrobacterium tumefaciens and Regeneration of Leaf of Poplar in Vitro 

／／ZHENG Jin，KANG Wei，PENG Jian-xin，HONG Hua-zhu 

Abstract：Effects offour kinds of antibiotics on the inhibition of 6伽细 “m mmefaciens and the response of只 以础de／toMs 

“63／69”in vitro culture were studied．The experiment showed that cefotaxime is the best for the removal of Agrobacterium ceils 

maintained in explants after co-culture，100—200 ms／L of cefotaxim is optimal for the removal of bacterial cells in poplar transfor— 

marion mediated by Agrobacterium mmefaciens．Higher toxicity of carbentcillin and streptomycin to poplar explants was 0b8enred 

than that of cefotaxime．However，kanamycin inhibited the shoots induction nearly completely． 
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杨树(Poptar)是重要的速生经济树种，也是林木 

转基因研究的模式植物⋯1。农杆菌介导的叶盘法是 

杨树遗传转化的主要方法_1．2 J。在农杆菌介导的转 

化过程中，抗生素是常用的选择剂和抑菌剂，用于杀 

灭农杆菌[ 。不同抗生素对不同植物组织培养的影 

响存在差异[4,5]。为了提高转化效率，应当使用对农 

杆菌抑制效果好同时又x~91,植体再生影响较小的抗 

生素。中嘉8号杨是湖北省林业厅与中国林科院合 

作，从美洲黑杨(Populus deltoids)I一63×I一69的实生 

后代中选育的速生、丰产、优质、抗性强的杨树新品 

系_6_6，目前未见中嘉8号杨基因转化的报道。本研究 

以中嘉8号杨为材料，探讨了几种抗生素对农杆菌的 

抑制效果和对杨树离体叶片分化的影响，为进一步的 

遗传转化打下基础。 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

供试无菌中嘉 8号杨组培苗由华中师范大学昆 

虫学研究所组培室提供。卡那霉素(kanamycin，Km)、 
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噻孢霉素(cefotaxime，Cef)、羧苄青霉素(carbentciUin， 

Crb)、链霉素(streptomycin，Str)由美国Duchefa公司生 

产。所用农杆菌菌株 LBA4404(Agrobacterium tumefa． 

ciens)，内含pFZY1质粒，该质粒携带坤tⅡ基因和CptI 

基因，由南京林业大学黄敏仁先生惠赠。 

1．2 试验 方法 

1．2．1 抗生素对农杆菌的抑制作用 

取农杆菌LBA4404单菌落，接种于5mLYEB液 

体培养基中振荡培养(27cc，220 r／min)过夜；再取0．5 

1 mL菌液转接至25 mLYEB液体培养基中，培养至 

指数生长期，收集菌体并稀释菌液至 OD600值为 

0．6。将预培养 1 d的外植体在菌液中浸染8 min，用 

无菌滤纸吸去多余的菌液，共培养4 d后接入含抑菌 

抗生素的培养基上。10 d后，以校正抑菌率(Rectific。 

tion Inhibiting Rate，RIR)测定抗生素对农杆菌的抑制 

作用。其公式为：校正抑菌率=(对照无农杆菌生长 

外植体一处理无农杆菌生长外植体)／对照无农杆菌 

生长外植体 ×100％。 

1．2．2 抗生素对杨树叶片分化的影响 

在继代25 d的试管苗上选取颜色正常、充分展 

开的第4或第5片叶为外植体，叶的大小、形状和色 

泽基本一致。剪去叶尖(深达主脉)和边缘，以叶尖剪 
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口处与培养基接触的方式接种。叶片分化培养基为 

Ms+BA0．2mg／L+NAA0．02 mg／L+抗生素。3次重 

复，每个处理l5瓶，每瓶接3个外植体(下同)。培养 

条件：温度 25oC、相对湿度 75％、光照 16 h／d、光强 

2000 ix(下同)。20 d后记录叶片分化频率。 

2 结果与分析 

2．1 抗生素对农杆菌的抑制作用 

由图 1可知，Cef的抑菌效果最好，对菌株 

LBA4404的校正抑菌率，在 30 mg／L时已经达到 

71．4％，用量从30 mg／L增加到 150 mg／L时校正抑菌 

率提高10．4％，在200 mg／L定时完全抑制菌株的生 

长，达100％；其次是 str，对菌株LBA4404的校正抑菌 

率，在 100 mg／L时为80％，在200 mg／L时为86．4％； 

Crb对菌株LBA4404的抑菌效果较差，在200mg／L时 

其校正抑菌率仅为54．6％。 
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图1 抗生素对农杆菌的抑制效果 

2．2 抗生素对叶片分化的影响 

2．2．1 噻孢霉素对叶片分化的影响 

由图2可知，Cef对叶片诱导愈伤组织和不定芽 

都有抑制作用，但作用程度不同。在所取浓度范围 

内，不同浓度间愈伤组织的诱导频率差别较小，幅度 

为55．6％～64．4％，这表明Cef对愈伤组织分化的敏 

感性较弱。不同浓度间芽的诱导频率差别较大，Cef 

为50～200 mg／L时诱导频率为75．6％ 73．34％，与 

对照差异不大；之后，随着 Cef浓度的增加，诱导频率 

逐渐降低，Cef为500 mg／L时诱导频率仅为 13．3％。 

+ 愈伤妇织 + 不定芽 
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图2 噻孢霉素对杨树叶片分化的影响 

2．2．2 羧苄青霉素对叶片分化的影响 

由图3可知，Crb对叶片诱导愈伤组织影响与 Cef 
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相似，反应不敏感；Crb对叶片诱导芽的抑制作用较为 

明显，随着浓度提高，芽的诱导频率迅速降低，Crb≥ 

200 mg／L时诱导频率降到l5．6％以下，Crb为500 mg／L 

时诱导频率仅为6．7％。 

羧苄青霉素／mg·L 

图3 撞苄青霉素对杨树叶片分化的影响 

2．2．3 链霉素对叶片分化的影响 

由图4可知，stT对叶片诱导愈伤组织和芽都有 

显著影响。高浓度的str不利于诱导愈伤组织和芽产 

生。str对芽诱导的抑制作用更为显著。当Str为 

50mg／L时愈伤组织的诱导频率为51．1％，芽的诱导 

频率仅为对照的20．1％；当Str 300 mg／L时虽有愈 

伤组织产生，但叶片不能分化出不定芽。 
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图4 链霉素对杨树叶片分化的影响 

3 结 语 

(1)实验结果表明，Cef、Crb和 s”对 菌株 

LBA4404都有抑制作用，抑菌效果 Cef最好，Crb次 

之，str最差，但 Crb和 str对杨树叶片分化芽的抑制 

作用比Cef要大。当Cef、Crb和sfr为200 mg／L时，芽 

的分化频率依次为 73．3％、15．6％和6．7％。综合 

考虑，在农杆菌介导的杨树遗传转化中，选用 Cef作 

为抑菌剂更为合适，浓度为 100～200 mg／L。此时，校 

正抑菌率可达 80％以上。 

(2)抗生素是植物基因转化中常用的杀菌剂和选 

择剂，但对不同植物的影响不 同[7,8 J，本实验 中，Km 

对杨树离体叶片分化具有较强的抑制作用，在所选浓 

度范围内(5，l0，20，30，50，60mg／L)，供试叶片都没能 

分化出不定芽。Km是植物遗传转化中常用的选择 

性抗生素『8_8。因此，在用叶盘法进行杨树基因转化时 

直接加入Km不利于转化体的筛选，与樊军锋等的报 
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道[9]不相一致。这可能与杨树不同株系的遗传差异 

有关[ 。 

(3)有些抗生素表现出植物激素类似物的效 

应 8。本实验中，在含有Str的培养基中，有些叶片的 

叶柄和叶缘同时分化出不定芽，而对照和其他处理不 

定芽只在叶缘处发生，其作用机理有待进一步研究。 
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扶 芳藤快 速扩繁试验 

敖 妍 ， 鲁韧强 潘青华 

(1北京市农林科学院林果所 2内蒙古农业大学林学院) 

摘 要 ：分别采用扦插、播种和嫁接等扩繁方法，对红脉扶芳藤、宽瓣扶芳藤、紫红扶芳藤和金边扶芳藤等品种进 

行了快速扩繁试验，研究不同扶芳藤品种最适宜的繁殖方式和取材方法及各品种在不同繁殖方式中所需要的适宜 

条件和处理方法。试验结果得出：7月最适宜扦插，生根最快；红脉扶芳藤的生根能力强于宽瓣扶芳藤和紫红扶芳 

藤。1 a,2 a生枝条强于当年枝，扦插30 d后可以进行移栽；种子经浓度为20mg／kg的GA3处理最利于生长，根系数 

和株高均达到最大值。红脉扶芳藤嫁接在丝棉木上，成活率最高，迭100％。 

关 键词 ：扶芳藤；扦插；嫁接；播种 

T1le Rapid Propagation Techniques of Euonymus Fortunei／／AO Yan，LU Ren-q吨，PAN Qing-hua 

Abstract：The rapid propagation techniques of Euonymusfortunei wel~．reported in this paper．Three propagation methods(cutting， 

grafting and seed)applying to 4 varieties of E．fortunei，E．fortunel‘nongmai’，E．fort~ i‘Kuanban’，E．fortur~i‘I - 

pie’and E．forumei CV．‘Emeraldn Gold’，Wel'e compared，and the propagation material，season and condition were also tested 

to seek the suitable pmpagation ways for E．fortunei．The results showed that the best season for cutting of E．fortunei would be 

July when the rooting of cuttings could be the quickest．Among the four tested varieties of E．fort~ i。E．fortur~i‘Hong~J’ 

performed the highest rooting ability of cuttings．The rooting ability of cuttings from 1—2a old branches would be better than that 

from young shoots．Cuttings could be transplanted 30 days after cuttage．By seed pmpagation，the suitable treatment of hormone 

WaS disposed in 20rag／ks GA3 where roots and grow'&of seedlings could perform the best，For grafting propagation，E．fort~i 

‘Hongnml’also performed the highest survival percentage as 100％among the four tested varieties of E．fort~ when grafting on 

E．bunaeanns． 

Key words：Euonyr~ fon~ i；Cutting；Grafting；Seeding 
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扶芳藤(Euonymusfort~nei(Turcz．)Hand．一Mazz) 

属卫矛科(Celastraceae)卫矛属(Euonymus)常绿藤本 
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或匍匐状灌木，俗称蔓卫矛、爬行卫矛、万年青、换骨 

筋等，原产于我国 ，在长江中下游及广西、云南、 

贵州等地野生资源丰富[3,4]。扶芳藤具抗病虫、抗干 

旱、抗盐碱和耐寒等生态学特性，同时具有生长快、耐 

践踏、攀缘附着能力强等特点，是城市高层建筑墙体 

及屋顶、立交桥、公路铁路护坡的重要立体绿化植物 
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