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摘要 : 着重论述了林木抗虫、抗病、抗除草剂、生殖发育调控、抗逆境、材性改良等转基因林木的研究

进展 ,简述了转基因林木的应用现状 ,提出了林木基因工程现存的问题 ,并对该领域进行了展望。
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自从 Parson 等[1 ]证实杨树可以进行遗传转化和外源基因在林木细胞中表达以来 ,林木基

因工程研究已经取得很大进展。现已对杨树 ( Populus spp . ) 、火炬松 ( Pinus taeda Linn. ) 、桉树

( Eucalyptus spp . )等 20 多个树种进行了转化研究。许多树种已获得了转基因植株 ,其中杨树、

松树 ( Pinus spp . ) 、桉树、云杉 ( Picea spp . ) 等树种已经进入田间试验阶段 ,在抗虫、抗病、抗除

草剂、耐盐、耐旱、耐冻、耐高温等方面也进行了转化研究。

1 　林木转基因研究

1. 1 　抗虫基因工程

McNabb 等[2 ]已将马铃薯胰蛋白酶抑制剂基因 ( Pin II) 导入杂种杨 NC5339。利用电击法将

抗虫 Bt 基因导入银白杨 ×大齿杨 ( P. alba L. ×P. grandidentata Michx. ) 和欧洲黑杨 ×毛果

杨 ( P. nigra L. ×P. trichocarpa Torr) ,并获得了抗舞毒蛾 ( Lymantria dispar Linnaeus) 和天幕毛

虫 ( Malacosoma neustria Linnaeus) 的转基因植株[3 ] 。将 Bt 基因转入欧洲落叶松 ( Larix decidua

Mill . )并检测到该基因的表达[4 ] 。在核桃 ( Juglans regia L. )上也获得了转 CryIA 基因的抗虫植

株[5 ] 。

在国内 ,已将对鳞翅目 (Lepidopter)昆虫有毒性的 Bt 毒蛋白基因导入欧洲黑杨并获得转基

因植株[6 ] 。将 Bt 基因导入毛白杨 ( P. tomentosa Carr. ) 和美洲黑杨 ×小叶杨 ( P. deltoides

Marsh. ×P. simonii Carr. ) [7 ] 。用带有 35S2Ω2Bt2NOS 双元载体的农杆菌 LBA4404 转化欧洲黑

杨获得转基因植株 ,经抗虫生物测定证实 ,杨尺蠖 ( Apocheima cinerarins Erschoff) 和舞毒蛾的死

亡率可达 80 % 　100 % ,并有明显的抑制害虫生长和发育的作用 ,该转基因杨树已进入大田测

试阶段[8 ] 。用含有完全改造的 Bt 抗虫基因表达载体 PB48. 7 和部分改造 Bt 抗虫基因表达载

体 PB48. 7 转化白杨 741 ( P. alba L. ×( P. davidiana Dode + P. simonii Carr. ) ×P. tomentosa

Carr. )雄株 ,获得了转基因植株[9 ] 。转 Bt 基因的欧洲黑杨植株 ,经 2 　3 a 的抗虫测定和优良
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性状选择 ,目前已有 3 个无性系 (12、153、192) 在中国 6 个省种植进行评估[10 ] 。广谱抗虫基因

豇豆胰蛋白酶抑制剂 (CPTI) 基因也已导入毛白杨 ,获得转基因植株 ,现已进入大田测试[11 ] 。

特异毒杀鳞翅目昆虫的神经毒素 AalT 基因用农杆菌介导法导入南方杨树 N2106 中 ,获得 62

株再生植株 ,经 Southern 杂交检测到目的基因的整合 ,杀虫实验证实转基因杨树对 1 龄期舞毒

蛾生长有明显的抑制作用[12 ] 。

迄今为止 ,表达 Bt 基因的树种有杨树、核桃 ( J . spp . ) 、落叶松 ( L . spp . ) 、花旗松 ( Pseudot2
suga menziesii (Mirbel) Franco)和云杉等。此外 ,人们也开始将多个不同类型的基因导入林木的

研究。郑均宝等[13 ]用农杆菌 ( Agrobacterium)介导法 ,将部分改造的 CryAc 基因与慈姑蛋白酶抑

制剂 (API)基因构建的双抗虫基因表达载体转入白杨杂种 741 ,检测结果证明已得到转基因植

株。用农杆菌介导二次转化的方法 ,将蛋白酶抑制剂 ( PI) 基因导入含 Bt 基因的欧洲黑杨 ,杀

虫实验结果表明 ,含有双抗基因的植株的抗虫能力明显高于仅含 Bt 基因的植株[14 ] 。

1. 2 　抗病基因工程

在林木抗病毒基因工程方面 ,已将克隆的杨树花叶病毒 (PMV)外壳蛋白基因转化杨树 ,育

成抗病无性系 ;将杨李痘病毒 ( PPV) 外壳蛋白基因导入杏 ( Armeniaca vulgaris Lam. ) 中[15 ] 。在

林木抗菌基因工程方面 ,李玮等[16 ]已将抗菌肽基因导入杨树 ,使转基因杨树对蛀干害虫光肩

天牛 ( Anoplophora glabripennis Motsch. )的杀虫率达 70 %以上。利用次生代谢产物的抗病作用将

矮牵牛黄酮合成酶 CHSA 基因导入杨树 ,提高了杨树的抗病性。将兔 N P21 基因导入毛白杨 ,

转基因植株组织提取液对枯草芽孢杆菌 ( Bacillus subtilis ( Ehrenberg) Cohn) 等多种微生物的生

长均有不同程度的抑制作用[18 ] 。将过氧化物酶基因导入枫香 ( Liquidambar styraciflua L. ) ,获

得抗病的转基因植株。将 glu 和 chi 基因转入欧洲板栗 ( Castanea sative Mill . ) ,提高了对樟疫

霉 ( Phytophthora cinnamomi Sacc. )真菌病害的抗性[19 ] 。

1. 3 　抗除草剂基因工程

用基因工程手段创造的第一个转基因林木是 20 世纪 80 年代末获得的抗除草剂杨树[20 ] 。

在针叶树中 ,获得了抗草甘膦的转基因欧洲落叶松[4 ] ;抗膦丝菌素的抗性基因 ( bar 基因) 也已

被导入辐射松 ( P. radiata D. Don)和挪威云杉 ( P. abies Karst . ) 中 ,获得了抗实用剂量膦丝菌

素的无性系 ,目前已进入田间试验阶段 ,并且正在开展针对磺酰脲类和草甘膦类除草剂的转基

因实验[21 ] 。最近 , 又获得了抗膦丝菌素的黑挪威云杉 ( P. abies Karst . var. nigra Th.

Fries) [22 ] ;用基因枪法成功地将 bar 基因转入辐射松和挪威云杉 ,获得了抗实用除草剂 Buster

的转基因的针叶树[23 ] 。

已有抗膦丝菌素[24 ,25 ] 、草甘膦[26 ,27 ]和 chlorsulfuron[28 ]转基因杨树的报道。采用电激转化

法 ,将 N PT2II、als 突变基因和 Pat 基因转入杨树 ,再生植株经 Southern 杂交检测到抗磺酰脲类

除草剂的 als 基因已整合到亲本基因组中[29 ] 。最近 , Gullner[30 ]等人发现编码专一性抗除草剂

乙酰替氯苯胺 (chloroacetanilide)的谷氨酰丙氨酶 ( GST) 基因转入杨树杂交种内 ,得到的转基因

植株叶片富含γ2GST 和谷光甘肽 ( GSH) ,并提高杨树的除草剂抗性 ,研究者[31 ]也获得了高抗膦

丝菌素类除草剂 ———Basta 的转基因银白杨 ( P. alba L. ) 。Harcourt 等[32 ]用农杆菌介导法转化

赤桉 ( E. camaldolensia Dehnardt)获得了抗高剂量广谱除草剂Liberty 的转化系 ,其实验剂量 (6 L

·hm - 2)为田间实际用量的两倍。
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1. 4 　生殖发育调控基因工程

目前 ,用于林木不育基因工程的基因主要有 BARNASE(芽孢杆菌 RNA 酶) 基因和 DT2A 基

因 ,一般将其置于花特异性启动子 TA229 下进行表达。研究者[33 ]将 DT2A 基因转入银灰杨 ×

大齿杨 ( P. canescens (Ait . ) Smith ×P. grandidentata Michx. ) 中 ,获得转基因植株 ,经检测表现

为雄性不育 ;将 TA2292BARNASE 嵌和基因导入抗虫的转基因欧洲黑杨幼嫩叶片中 ,经 PCR、

Southern Blot、Dot Blot 分析证实了外源基因已经整合到再生植株的基因组中[34 ] 。

用基因工程手段培育提早开花的林木可大大加速遗传改良的进程。有报道认为 ,发根农

杆菌的 rolC致癌基因也可使转基因的植物花期提前 ,如用 35S2rolC 基因转化的颠茄 ( Atropa

L. ) ,其花期显著提前[35 ] 。虽然在林木中有转该基因的报道 ,但转基因林木并未表现出花期的

变化。组成性表达了拟南芥 LEAFY基因的转基因欧洲山杨 ×美洲山杨 ( P. tremula L. ×P.

tremuloides Michx. )的花期明显提前[36 ] 。另外 ,用染色体步行法已在挪威云杉中分离出了与拟

南芥 ( Arabidopsis spp . ) 的 LEAFY花序特异基因同源的 PAFLL 基因 ,同时对挪威云杉和蓝色花

旗松 ( P. menziesii var. glauca (Boiss. ) Franco)进行了基因枪转化法研究 ,所用基因包括拟南芥

的LEAFY、CAULIFLOWER、APETALA1、CONSTANS 基因 ,金鱼草 ( Antirrhinum majus L. ) 的 CEN2
TRORADIALIS 基因 ,辐射松的 PRFLL 基因以及发根农杆菌 ( Agrobacterium rhizogenes (Riker et al . )

Conn)的 rolC基因[37 ] 。

目前 ,已从林木中分离出了 MADS2box 基因家族的基因。例如 ,从由巨桉 ( E. grandis Hill

ex Maiden)的幼花建立的 cDNA 文库中鉴定出了 3 个 MADS2box 基因 ( egm123) [38 ] 。从美洲山杨

( P. tremuloides Michx. )中分离出了 2 个 MADS2box 基因 ———PtMAGL4 和 PtFAGL4 (私人通讯) 。

这为利用 MADS2box 基因工程调控林木的生殖发育打下了良好基础。然而 ,尚未见有将 MADS

- box 基因成功地转移到林木中的报道。

1. 5 　抗逆境基因工程

在利用基因工程创造耐重金属的林木中 ,转基因北美鹅掌楸 ( Liriodendron tulipifera L. ) 能

够将高毒性的汞离子转化为低毒的汞离子 ,表明在汞污染地区用转基因林木进行植物治理的

可能性[39 ] 。

林木上的抗旱耐盐基因工程的研究也取得了一定进展。在基因克隆方面 ,利用北美短叶

松 ( P. banksiana Lamb. )幼苗筛选出干旱诱导基因 J PD16 和 J PD18。从火炬松中克隆出干旱

诱导基因 lp3。培育抗旱耐盐的转基因林木的研究也正在进行 ,例如 ,利用 mtlD2gutD 基因转

化美洲山杨 ,筛选到 4. 5 g·kg - 1NaCl 转基因植株 ,获得了转 BspA 基因 (一种水分诱导蛋白基

因) 的欧洲山杨 ( P. tremula L. ) ,并对转基因欧洲山杨和非转化欧洲山杨在失水 20 %以及

81766 g·kg - 1NaCl 盐分胁迫下的渗透势和电解质渗漏进行了检测。结果表明 ,在干旱和盐胁

迫下 ,转基因植株的渗透势较对照明显降低 ,但落叶率稍高 ,总体上说转基因杨树在逆境胁迫

下营养运输和渗透势调节力仍进行良好 ,因而其生长较快。另外 ,通过转化菠菜碱脱氢酸

(BADH) 、磷酸山梨醇脱氢酶基因 ( gutD)获得耐盐杨树的研究目前也在进行之中。

在植物抗寒、冻基因工程方面 ,黄永芬等[40 ]对鱼类抗冻蛋白基因 ( afp) 做了深入研究 ,并

将其整合在 Ti 质粒上 ,用叶盘法转化郁金香 ( Tulipa gesneriana L. ) 、烟草 ( Nicotiana rustica L. )

和油菜 ( Bassica campestris L. ) ,使之获得了一定的抗冻能力。用真空透析法将 afp 基因导入马

铃薯 ( Soloanum tuberosum L. ) ,拟南芥和欧洲油菜 ( B . napus L. ) ,使植物自然结冰平均温度降
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低 1. 8 ℃[41 ] ;将鱼类 afp 基因导入烟草和番茄中 ,发现产生的融合蛋白具有抑制冰晶形成的作

用[42 ] 。将人工合成的比目鱼 afp 基因及 afp 与编码植物凝集素的 Pha 基因的融合基因分别导

入马铃薯 ,均能减少马铃薯在低温下电解质的渗漏 ,提高了马铃薯的抗冻能力[43 ] 。采用花粉

管导入法及子房注射法 ,将整合在 Ti 质粒上的 afp 基因导入番茄并获得表达[40 ] 。由此可见 ,

导入鱼类抗冻蛋白基因 ( afp)提高植物抗冻性具有巨大的潜力 ,通过基因工程手段可提高林木

的抗冻性。

研究表明 ,抗氧化物如超氧化物歧化酶 (SOD) 和谷胱甘肽 ( GSH) 具有清除超氧化自由基、

保护植物体的作用[44 ,45 ] 。因此 ,提高林木体内 SOD 活性及 GSH 含量是提高林木抗逆性的重

要途径之一。目前已鉴定出了 3 种类型的 SOD :Cu/ Zn2SOD、Fe2SOD 和 Mn2SOD。在许多植物

已获得了相应的 cDNA 的克隆 ,并在少数植物中获得了这 3 种类型 SOD 的基因组克隆[46 　49 ] 。

在杨树中 ,克隆了美洲山杨叶绿体中 Cu/ Zn2SOD 的 cDNA[50 ] ,获得了细胞质 Cu/ Zn2SOD 的 cD2
NA 克隆和基因组克隆。Bowler 等[51 ]首次将烟草Mn2SOD 的 cDNA 导入到苜蓿 ( Medicago f alcata

Linn. )中 ,发现转基因植物 SOD 活性增强。Gupta 等[52 ]将 Cu/ Zn2SOD 导入烟草 ,发现转基因烟

草抗氧化能力得到提高 ,与非转化植株相比转化植株在中度氧化胁迫下仍保持较高的光合活

性。Arisi 等 [53 ]把拟南芥的 Fe2SOD 基因导入杨树 ,发现转基因杨树叶绿体中 Fe2SOD 活性高于

对照 5 　8 倍 ,杨树的抗冻性也明显提高。Gallardo 等[54 ]将松树胞质谷胱苷肽合成酶基因用农

杆菌介导法导入杂种杨 ( P. tremula L. ×P. alba L. )株系 INRA71712B4 获得表达。

1. 6 　材性改良基因工程

卢善发等[55 ]已相继从多种植物中克隆出与木质素生物合成有关的基因 ,如苯丙氨酸裂解

酶 (PAL) 、咖啡酰辅酶 A 甲基转移酶 (CCoAOMT) 、肉桂酰辅酶还原酶 (CCR) 、香豆酸 CoA 连接

酶 (4CL)和肉桂酰乙醇脱氢酶 (CAD) 等基因。这些基因的克隆为通过基因工程方法降低木质

素含量 ,改变木质素组成创造了条件。

至今 ,已将 4CL、CAD 和豆科植物的阳离子过氧化物酶基因 ( Shpx6a) 反义导入美洲山

杨[56 ] 、欧洲山杨[57 ]和欧洲山杨 ×银白杨 ( P. tremula L. ×P. alba L. ) [58 ] 。4CL 表达被抑制的

转基因美洲山杨木质素含量也明显下降 ,木质素下降最高达 45 % ,同时纤维素含量增加 15 %。

Zeliha 等[58 ]将 Shpx6 a 转入欧洲山杨 ,使转基因植株木质素的含量降低 10 % 　20 %。Mackay

等[59 ]研究表明 ,抑制针叶林木 CAD 的表达 ,虽然不能使木质素含量明显降低 ,却能改变其组

成 ,使其非常适合于林木加工中的温和制浆的工艺条件。Jouanin[60 ]发现由于基因沉默使得再

生杨树苗中 35S 启动子作用的 COMT活性降低为零 ,木质素含量降低 17 % ,而 CAD 启动子作

用下的 COMT转基因杨树苗的纤维素含量增加 ,木质素缩合程度也提高 ,更加不利于纸浆加

工。

提高林木的生长速率 ,改良林木的木材性状是林木育种的重要目标。Mawnders 等[61 ]对胶

皮枫香树 (Liquidambar styraciflua L. )进行了转基因改良纤维。Tzfira 等[62 ]采用农杆菌介导法 ,

将 rol 基因导入欧洲山杨的嫩茎 ,研究了茎干生长、腋芽萌发和分枝习性。研究表明 :转 rol 基

因植株表现为顶端优势被打破 ,每个外植体产生多达 4 个腋芽 ,累积茎干长度较大和生长速率

较快 ,茎干生长指数增加。Hu 等[56 ] 通过对美洲山杨转 Pt4 CL1 基因的研究表明 :由于对

Pt4 CL1 基因进行反义抑制 ,生长 10 个月的转基因植株木质素减少 45 % ,纤维素增加 15 % ,

叶、根和茎生长加快 ,木质素和纤维素的沉积为一种补偿性调控模式。Gallardo[63 ]将针叶树的
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GS 基因导入杨树 ,由于 GS 在转基因植物体内过量表达 ,引起谷氨酰胺合成大量增加 ,植物的

可溶性总蛋白及叶绿素含量也相应增加。与对照植物相比 ,转基因幼苗的株高在 2 个月内增

加了 76. 0 % ,6 个月增加了 21. 3 %。Eriksson 等[64 ]通过转基因使欧洲山杨 ×美洲山杨中的 GA

过量表达 ,提高了生长速率和生物产量。

Franke 等[65 ]认为林木中过量表达 F5H 是对木质素生物合成进行修饰的有效代谢基因工

程策略。Jouanin 等[60 ]通过转 COMT基因 ,6 月龄的转基因欧洲山杨 ×银白杨的木质素含量下

降 17 % ,木质素的结构得到显著改变 ,几乎没有紫丁香基型木质素 ,纤维素含量提高 ,使木质

素更容易被工业降解。

Claudia 等[66 ]研究了 3 年生的转 rolC 基因欧洲山杨 ×美洲山杨的木材形成及结构特点。

该转基因植株具有明显的茎生长减少和芽的萌发提前等特点 ,芽的萌发和叶片形成后并不立

即开始形成木材 ,而对照却开始形成木材 ;转基因杨树和对照的木材结构没有明显的区别 ,转

基因植株的矮化可能是细胞数的减少所导致的。转 rolC 基因的杨树可以作为研究木材形成

机制的一种有用的模式。

我国已利用 PCR 快速分离了我国林木品种的相应基因 ,如从杨树 ( P. spp . ) 品种中分离了

PAL、COMT、CCR 的基因序列 ,从落叶松 ( L . spp . ) 中分离了 4CL 的编码基因等。另外 ,正在对

杨树进行与降低木质素有关基因的遗传转化研究。

2 　转基因林木应用情况

国外转基因林木除了抗病毒的番木瓜 ( Carica papaya L. ) 已商品化外[67 ] ,其它转基因林木

均处于小规模的田间试验阶段 (表 1) 。我国的转 Bt 基因抗虫欧洲黑杨经农业部生物基因工

程安全委员会批准后 ,已在北京、吉林、河南、山东、新疆、陕西、江苏 7 省 8 个基点大田释放 ,是

世界上释放面积最大的转基因林木。目前扩繁的转基因苗木可供造林 347 hm2。河北农业大

学的双抗转基因 ( Btryl Ac + A PI基因)毛白杨 741 已于 2001 年 9 月 4 日经林业生物基因工程安

全委员会批准在 14 个环境释放点进行环境释放。
表 1 　已进入田间试验的转基因林木[ 68]

树种 品系数 　　　　　　基因

杨树 51 uidA ; npt II; bar; gox ; cry IIA ; sterility ; lignin ; cellulose ; aphIV

胶皮枫香树 6 npt II ; herbcide 　resistance

松树 5 uidA ; npt II

桉树 3 uidA ; npt II ; lignin ; pat

云杉 3 Marker genes

3 　存在问题及展望

目前 ,多数林木的外植体再生频率低 ,严重影响了林木的遗传转化研究。另外 ,林木自身

存在的许多优良基因尚未得到有效的利用。今后 ,应加强林木中有益基因资源的鉴定和分离 ,

并对其功能进行深入的研究 ,为用基因工程手段改良林木奠定基础。

林木基因工程研究中对抗除草剂、抗病、抗食叶虫等方面的研究较多 ,但对抗非生物逆境

的研究相对薄弱。而随着生态环境的恶化 ,对林木的抗逆境能力的要求不断增加。用基因工
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程手段培育高抗型 (抗干旱、耐盐碱等)林木必将成为今后的研究热点。

由于林木生长周期长 ,其产生的有毒基因产物的累积会对周围的生物如土壤中的有益细

菌/ 真菌造成毒害 ,影响林木的生长发育甚至造成其死亡 ,因此 ,转基因林木的稳定性和生态安

全性问题就更加突出。为此 ,应加强对转基因特异表达的研究 ,同时要发掘林木内的基因资源

来进行转化。对由于病虫抗性的增加而丧失的转基因抗性 ,可采用各种方法加以克服 ,如构建

伤害诱导型启动子、在转基因林分中引入异质性、采取多基因转化等。另外 ,James 等[69 ]通过

对已获得的转 Cry ⅢA、Cry ⅢB 和 Cry ⅧB 基因的转基因杨树对鞘翅目 (Coleoptera) 害虫抗性的

研究表明 ,来自于美国 3 个州的该鞘翅目害虫对 Cry ⅢA 的敏感性不同 ,说明该鞘翅目害虫中

某些群体对 Bt 的抗性在其进化过程中就已经存在。因此 ,应该寻找新的抗性基因 ,创造新品

系。

总之 ,应用基因工程进行林木育种不仅可以缩短育种周期 ,又可在基因水平上改造林木抗

性遗传物质 ,提高了育种的目的性和可操作性。所以 ,只要加大研究投入 ,并有效地与常规的

林业技术措施相配合 ,必将培育出更多更有价值的林木基因工程新品种。
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Genetic Engineering of Forest Trees

SU Xiao2hua , ZHANG Bing2yu , HUANG Lie2jian , HUANG Qin2jun , ZHANG Xiang2hua
(Research Institute of Forestry , CAF , Beijing 　100091 , China)

Abstract : This review summarizes the research advance in genetic transformation of forest trees , includ2
ing the following aspects : insect2resistance , disease2resistance , herbicide2resistance , modification of re2
productive development , abiotic2stresses , wood2property improvement and the status of release and appli2
cation of transgenic trees. Meanwhile , the general situation of basic research in transgenic forest trees are

also reviewed. The problems and future prospects in genetic transformation of forest trees are discussed.
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