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摘要：［目的］本研究对转多基因库安托杨株系的溃疡病抗病性检测及抗病相关基因的表达分析，为通过基因工

程手段培育抗病林木新树种提供有价值的参考。［方法］以转 ＪＥＲＦ３６等多个外源基因的１年生库安托杨株系
Ｄ５９、Ｄ５２０、Ｄ５２１及非转基因受体Ｄ５０为材料，对主干人工接种溃疡病菌的各株系病情指数进行了测定，同时
对接种５ｄ后树皮组织中５个抗病基因的表达情况进行了实时定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）分析。［结果］在溃疡病菌胁迫
下，３个转基因株系对溃疡病菌的抗性显著优于非转基因受体株系，转基因株系间抗病性也具有一定差异，Ｄ５
２１的病情指数显著低于其它２个转基因株系；肉桂醇脱氢酶基因在３个转基因株系树皮中表达量均高于对照，
类甜蛋白基因仅在Ｄ５１９树皮中的表达量高于对照，其他３个基因在转基因株系中的表达量或与对照相当或低
于对照。［结论］转多基因库安托杨株系的溃疡病抗性与非转基因对照相比均有显著提高，且转基因株系间差

异显著；同时转基因株系中不同抗病基因的表达模式也有很大差异，说明溃疡病菌胁迫下转多基因库安托杨抗

病调控的复杂性，其分子调控机制还有待深入研究。

关键词：转基因杨；ＥＲＦ转录因子；杨树溃疡病；抗病性；基因表达
中图分类号：Ｓ７２２．３ 文献标识码：Ａ　　　文章编号：１００１１４９８（２０１９）０１００１５０６

　　杨树是我国短周期工业用材林的主栽树种之
一。近年来，随着人工林面积的增加及品种单一化，

杨树的抗病性显著下降。杨树溃疡病是危害杨树主

要枝干病害之一［１］，是由葡萄座腔菌属（Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａ
ｅｒｉａ）、腐皮壳菌属（Ｖａｌｓａ）和壳梭孢属（Ｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ）
等病原真菌侵染引起的。在我国，杨树溃疡病主要

是由葡萄座腔菌属引起的水泡型溃疡病［２］。水泡型

溃疡病在东北、华北、西北等地区大面积流行，给杨

树生产造成了极大的损失。化学手段防治杨树溃疡

病不仅收效甚微且费用高，还可能污染环境。因此，

培育抗病品种已成为当前防治杨树溃疡病的重要

途径［３］。

研究表明，将抗病基因转入杨树，能够显著提高

杨树的抗病性。例如，转无色花色素还原酶基因

（ＰｔｒＬＡＲ３）的毛白杨对杨盘二孢菌的抗性显著增
强［４］；过表达ＷＲＫＹ转录因子（ＰｔｏＷＲＫＹ６０）基因及
过表达拟南芥ＭＹＢ１１５基因的转基因毛白杨对溃疡

病的抗性明显增强［５－６］；转毛白杨 ＷＲＫＹ转录因子
基因（ＰｔｒＷＲＫＹ１８和ＰｔｒＷＲＫＹ３５）的毛白杨对病原菌
栅锈菌的抗性明显提高［７］。

库安托杨（Ｐｏｐｕｌｕｓ×ｅｕｒａｍｅｒｉｃａｎａ‘Ｇｕａｒｉｅｎ
ｔｏ’）是我国从意大利引进的优良品种，但其抗溃疡
病等枝干病害的能力较差。２００６年，王建革等［８］将

５个外源基因（ＪＥＲＦ３６、ＳａｃＢ、ｖｇｂ、ＢｔＣｒｙ３Ａ、ＯＣ１）转
入库安托杨，获得了对多种逆境胁迫均具有较强抗

性的转基因株系［９－１２］。在５个转入的外源基因中，
ＪＥＲＦ３６是从野生番茄中克隆的 ＥＲＦ（ｅｔｈｙｌｅｎｅｒｅ
ｓｐｏｎｓｉｖｅｆａｃｔｏｒ，乙烯应答因子）类转录因子基因［１３］，

在抗病信号传导过程中起重要的作用［１４］，但其在杨

树抗病性中的作用尚未见报道。

本研究对１年生转多基因库安托杨株系（Ｄ５
１９、Ｄ５２０、Ｄ５２１）及非转基因对照株系（Ｄ５０）进行
了杨树溃疡病菌接种试验，检测了树皮中５个抗病
性相关基因的表达，对转多基因库安托杨溃疡病抗
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性进行了综合评价，为其推广应用奠定了基础，也为

其它林木抗病分子育种提供参考。

１　材料与方法
１．１　实验材料

植物材料为３个转多基因库安托杨株系（Ｄ５
１９、Ｄ５２０和 Ｄ５２１）及未转基因的对照株系（Ｄ５
０）。于２０１６年３月，选择越冬后植株高度在２ｍ左
右、地径２．５ｃｍ左右的１年生植株，从植株基部往
上截取１．５ｍ的主干，将新截取的主干基部插入自
来水中进行水培，培养条件为全自动控温日光温室，

每天更换自来水，６０ｄ后进行溃疡病病原菌接种。
接种菌株为葡萄座腔菌（Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｄｏ

ｔｈｉｄｅａ）ＣＺＡ菌株（保存于中国林科院林业新技术研
究所）。菌株活化培养后，接种于 ＰＤＡ培养基进行
暗培养，在２８℃条件下培养１０ｄ，取直径０．９ｃｍ菌
饼用于杨树主干接种。

１．２　方法
距截取处３０ｃｍ高处开始，每隔约１０ｃｍ在枝

干上均匀打孔，深度至露出木质部，打孔直径为０．９
ｃｍ，每个枝条打孔１０ １２个。在打孔处接种杨树
溃疡病ＣＺＡ菌株菌饼，接种后用 Ｐａｒａｆｉｌｍ密封接种
处，同时在主干顶部封蜡以防止枝条失水。以打孔

但未接种菌株的枝条（ＣＫ）作为对照，接种菌株枝条
作为处理，对照和处理均设置５株作为生物学重复，
试验重复３次。在接种后５ｄ后取接种孔间的健康
树皮，液氮冷冻后置于超低温冰箱保存，用于提取总

ＲＮＡ。接种处理后第６０天观察打孔处愈伤组织形
成情况，并测量纵向溃疡斑大小。

１．３　病情指数计算
参考黄逢龙等对杨树溃疡病病情指数的计算方

法［２］，结合本研究中苗木的发病状况，依据形成病斑

的纵向长度，将病斑划分为５个不同的级别（表１）。
统计不同株系数据，计算杨树溃疡病病情指数。计

算公式为：病情指数 ＝［∑（各级病斑数 ×各级代表
值）／（总接种点数×５）］×１００。数据分析采用ＳＰＳＳ
１９．０软件。

表１　杨树溃疡病病级划分标准
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｔａｎｄａｒｄｏｆｐｏｐｌａｒ

ｃａｎｋｅｒｄｉｓｅａｓｅ

病级

Ｃａｎｋｅｒｒａｎｋ
代表值

Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｖａｌｕｅ
分类标准

Ｓｔａｎｄａｒｄｏｆｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｉ ０ 形成愈伤组织或不形成病斑

ＩＩ １ 病斑≤１．０ｃｍ
ＩＩＩ ２ １．０ｃｍ＜病斑≤２．０ｃｍ
ＩＶ ３ ２．０ｃｍ＜病斑≤３．０ｃｍ
Ｖ ４ ３．０ｃｍ＜病斑≤４．０ｃｍ
ＶＩ ５ ４．０ｃｍ＜病斑

１．４　树皮总ＲＮＡ的提取、ｃＤＮＡ合成及 ＲＴｑＰＣＲ
反应

　　采用ＱｉａｎｇｅｎＲＮｅａｓｙＰｌａｎｔＭｉｎｉＫｉｔ提取接种点
间健康树皮组织的总 ＲＮＡ。以 ＰｒｏｍｅｇａＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ
ＴＭⅢ第一链合成试剂盒反转录合成 ｃＤＮＡ，并稀释
１０倍后用于 ＲＴｑＰＣＲ分析。使用 ＴａｋａｒａＳＹＢＲ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ试剂盒配制 ＲＴｑＰＣＲ反应体系，其
中，ｃＤＮＡ模板体积为１．０μＬ，其他成分为试剂盒推
荐浓度。在ＲｏｃｈｅＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ４８０Ⅱ型荧光定量ＰＣＲ
仪上对目标基因进行扩增，每个样品设置４个反应
重复。选取杨树 ＵＢＱｌｉｋｅ作为内参基因，抗病基因
信息见表２。ＰＣＲ扩增程序为：预变性９５℃，５ｍｉｎ；
变性９５℃，１０ｓ，退火６０℃，１０ｓ，延伸７２℃，１０ｓ，４５
个循环。抗性基因的相对表达水平采用 ２－△△ＣＴ法
进行计算［１５］。

表２　抗病基因及内参基因引物实时定量ＰＣＲ引物
Ｔａｂｌｅ２　Ｌｉｓｔｏｆａｍｐｌｉｆｉｅｄｇｅｎｅｓａｎｄｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因名称Ｇｅｎｅｎａｍｅ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ 产物大小 Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ／ｂｐ
几丁质酶基因

Ｃｈｉｔｉｎａｓｅｇｅｎｅ
５’ＣＣＴＣＡＴＧＣＣＡＣＡＡＴＧＴＣＡＴＣ３’
５’ＣＧＡＴＣＣＴＣＣＡＣＣＴＧＴＧＡＴＴＴ３’

１４８

链蛋白Ａ基因
ＣｈａｉｎＡｇｅｎｅ

５’ＴＧＧＧＴＣＴＴＣＡＣＧＧＴＴＴＴＣＴＣ３’
５’ＡＣＡＴＡＧＡＣＣＴＣＣＣＧＧＡＣＡＣＡ３’

１０５

肉桂醇脱氢酶基因

Ｃｉｎｎａｍｙｌａｌｃｏｈｏｌｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｇｅｎｅ
５’ＣＧＴＣＡＡＧＧＴＧＡＣＧＧＴＧＡＴＴＡ３’
５’ＴＣＡＣＧＡＣＴＧＡＣＣＡＡＡＡＡＣＧＡ３’

９０

病程相关蛋白基因

Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｇｅｎｅ
５’ＧＣＧＡＴＴＧＣＡＡＣＣＴＴＡＴＣＣＡＴ３’
５’ＧＣＣＴＴＣＴＣＡＴＣＡＡＣＣＣＡＣＡＴ３’

１０９

类甜蛋白基因

Ｔｈａｕｍａｔｉｎｌｉｋｅｇｅｎｅ
５’ＧＴＡＴＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＣＴＣＣＴ３’
５’ＡＧＣＣＡＡＣＡＴＴＧＴＡＧＣＣＡＴＣＣ３’

１１１

内参基因

ＵＢＱＬｉｋｅ
５’ＴＧＡＧＧＣＴＴＡＧＧＧＧＡＧＧＡＡＣＴ３’
５’ＴＧＴＡＧＴＣＧＣＧＡＧＣＴＧＴＣＴＴＧ３’

１９５

６１
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２　结果与分析
２．１　转基因库安托杨病情指数分析

接种溃疡病菌株６０ｄ后，除去接种点的 Ｐａｒａ
ｆｉｌｍ，测量各株系枝条上的病斑纵向长度（图１），将
病斑数据换算为各病级和各病级代表值后，根据

１３中的病情指数公式计算各株系的病情指数，采
用ＳＰＳＳ１９．０软件进行显著性差异检测。

实验结果（图１）显示：非转基因对照株系 Ｄ５０
的病情指数为２７．５９±１．３６，转基因株系 Ｄ５１９、Ｄ５

２０和Ｄ５２１的病情指数分别为２２．７５±１．３７、２２．１９
±１．５３和２０．１２±０．２１。Ｆｉｓｈｅｒ’ｓＬＳＤ检验结果（表
３）表明：对照株系病情指数极显著高于３个转基因
株系，３个转基因株系中，Ｄ５１９与 Ｄ５２０的病情指
数间差异不显著，而Ｄ５２１的病情指数显著低于Ｄ５
１９。抗病性数据分析结果表明：３个转基因库安托
杨株系的溃疡病抗性较对照株系显著增强，同时，转

基因株系间抗病性并不相同，Ｄ５２１株系对溃疡病
具有更强的抗性。

图１　溃疡病菌接种６０ｄ后对照及转基因株系的病斑
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｃａｎｋｅｒｓｐｏｔｓｉｎｂａｒｋｏｆｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｃｌｏｎｅｓａｆｔｅｒＢ．ｄｏｔｈｉｄｅａｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｆｏｒ６０ｄａｙｓ

表３　转多基因杨树株系及对照溃疡病病情指数的
显著性检测结果

Ｔａｂｌｅ３　Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｃａｎｋｅｒｄｉｓｅａｓｅ
ｉｎｄｅｘｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｏｐｌａｒｃｌｏｎｅｓａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ

株系

Ｃｌｏｎｅ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ
Ｔ０１ Ｔ０２ Ｔ０３

平均病情指数

Ａｖｅｒａｇｅｄｉｓｅａｓｅ
ｉｎｄｅｘ

显著差异性

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
５％ １％

Ｄ５０ ２８．００ ２８．７０ ２６．０７ ２７．５９±１．３６ ａ Ａ

Ｄ５１９ ２２．４１ ２４．２６ ２１．５９ ２２．７５±１．３７ ｂ Ｂ

Ｄ５２０ ２０．６２ ２３．６９ ２２．２６ ２２．１９±１．５３ ｂｃ Ｂ

Ｄ５２１ ２０．３７ ２０．００ ２０．００ ２０．１２±０．２１ ｃ Ｂ

２．２　溃疡病胁迫下抗性相关基因表达量分析
本研究对溃疡病病原菌接种５ｄ后，对照及转

基因株系树皮中 ５个抗病相关基因的表达特征进行
了相对定量分析。ＲＴｑＰＣＲ结果显示：在溃疡病菌
的胁迫后，不同抗病相关基因对溃疡病菌的响应差

异较大（图２）。
接种溃疡病菌５ｄ后，转基因株系及对照中几

丁质酶基因（图２Ａ）、链蛋白 Ａ基因（图２Ｂ）及病

程相关蛋白基因（图２Ｄ）的表达情况相似，即 Ｄ５
１９树皮中这３个抗病基因的表达量与对照相当，
而在其他２个转基因株系树皮中这３个基因的表
达量均低于对照。肉桂醇脱氢酶基因（图２Ｃ）在３
个转基因株系树皮中表达量均高于对照，其中，Ｄ５
２０株系中的表达量为对照中的１．５倍左右，Ｄ５１９
中的表达量为对照的３倍左右，Ｄ５２１中表达量为
对照的６倍左右。类甜蛋白基因（图２Ｅ）在 Ｄ５１９
树皮中的表达量高于对照，但在其他２个转基因株
系中表达量均低于对照。综合分析接种溃疡病菌

５ｄ后对照及转基因各株系树皮中５个抗病相关基
因相对表达量发现，溃疡病侵染后，只有肉桂醇脱

氢酶基因在３个转基因株系树皮中表达量均比对
照有较大幅度的上升，并在 Ｄ５２１中表达量最高；
而类甜蛋白基因只在转基因株系 Ｄ５１９中表达量
高于对照。因此，转基因株系抗病性的提高与类甜

蛋白基因及肉桂醇脱氢酶基因在转基因株系中的

高表达密切相关。
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图２　溃疡病菌接种５ｄ后对照及转基因株系树皮中５个抗病相关基因的表达情况

Ｆｉｇ．２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆ５ｄｉｓｅａｓｅｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｅｎｅｓｉｎｂａｒｋｏｆｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｃｌｏｎｅｓａｆｔｅｒ

Ｂ．ｄｏｔｈｉｄｅａｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｆｏｒ５ｄａｙｓ

３　讨论

近年来，随着分子生物学、分子遗传学和植物病

理学研究的深入，发现植物抗病机制非常复

杂［１６－１７］。当病原物侵染植物时，植物抗病反应网络

开始响应，调节下游防卫基因表达。乙烯应答因子

（ＥＲＦ）是植物抗病信号响应的关键因子之一，ＥＲＦ
通过与下游基因启动子中顺式作用元件结合，调控

下游多个防御性基因的表达，从而使植物产生抗病

性［１８］。近年来，已从拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）、
水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ）、番茄（Ｓｏｌａｎｕｍｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｕｍ）、棉
花（Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍｓｐｐ．）、中间偃麦草（Ｔｈｉｎｏｐｙｒｕｍｉｎｔｅｒ
ｍｅｄｉｕｍ）等多种植物中分离得到 ＥＲＦ转录因子基
因，并证明ＥＲＦ在植物抗病防御反应中起着重要的
调控作用［１９－２１］。在拟南芥中，过表达ＥＲＦ１基因的
植株对灰霉病［２２］和枯萎病抗性明显提高［２３］。Ｚｕｏ
等将海岛棉受黄萎病菌诱导的 ＧｂＥＲＦ１／２导入烟
草后，发现ＥＲＦ下游抗病相关基因表达量增加，转
基因烟草对真菌病害的抵抗力明显增强［２４］。另外，

水稻稻瘟病菌（Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅｇｒｉｓｅａ）能诱导水稻 Ｏｓ
ＢＩＥＲＦ１、ＯｓＢＩＥＲＦ３和ＯｓＢＩＥＲＦ４等ＥＲＦ基因的表
达［２５］；将 ＯｓＢＩＥＲＦ３基因导入烟草后，发现过表达
ＯｓＢＩＥＲＦ３基因的烟草植株对番茄花叶病毒和由烟
草野火病菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｙｒｉｎｇａｅ）引起的野火病抗
性明显增强［２６］。将小麦近缘种中间偃麦草的

ＴｉＥＲＦ１基因导入小麦品种‘扬麦 １２’中，发现
ＴｉＥＲＦ１基因能够通过激活病程相关基因几丁质酶
和β１，３葡聚糖酶基因表达，进而提高转基因小麦
对纹枯病抗性［２７］。

本研究对人工接种溃疡病菌的转野生番茄ＥＲＦ

基因的库安托杨３个株系及对照进行了观测。通过
病情指数的分析，发现转基因库安托杨株系抗病性

均显著强于非转基因受体株系，说明转基因株系由

于转入了与抗病性相关的 ＪＥＲＦｓ基因，提高了库安
托杨对杨树溃疡病的抗性。然而，转基因株系间抗

病性并不相同，Ｄ５２１株系较其它２个株系对溃疡
病具有更强的抗性。转相同基因的不同转基因植株

在目标性状上的差异是在转基因研究中普遍存在的

现象，其原因尚不明确［２８－３０］。

本研究对溃疡病菌胁迫下转基因库安托杨及对

照中５个抗病基因表达情况进行了实时定量检测，
结果发现，５个基因在溃疡病胁迫下，表现出复杂的
表达模式。转基因株系中，只有２个抗病基因（肉桂
醇脱氢酶基因和类甜蛋白基因）在全部或部分转基

因株系表达量显著高于对照，而其他 ３个基因，在
Ｄ５１９中与对照相当，而在另外２个转基因株系中，
表达量都显著低于对照；另外，表达量升高的基因在

各转基因株系间的表达量也有较大差异，在抗病性

最强的Ｄ５２１中，肉桂醇脱氢酶基因表达量均较对
照大幅上升。笔者认为，造成这种情况的原因可能

是由于杨树对溃疡病胁迫的响应是一个涉及到多个

基因、多种蛋白、多类转录因子的复杂调控过程［３１］，

仅通过定量实验中选取的５个基因不足以发现在胁
迫响应过程中的规律性变化。因此，后续研究应尝

试通过转录组等高通量测序手段来揭示转基因杨树

抗病性增强的分子调控网络。

作为植物抗病信号响应的转录因子，ＥＲＦ基因
的转入能够启动下游抗病相关基因的表达，因此，可

能赋予转基因植物对多种病害的抗性，如过表达

ＭｔＥＲＦ１１基因的苜蓿植株，不仅提高了对立枯病
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（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）的抗性，而且也提高了由苜蓿疫
霉（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｍｅｄｉｃａｇｉｎｉｓ）引起的倒伏病抗性［３２］。

本研究仅检测了转多基因库安托杨株系对溃疡病菌

的抗，转多基因库安托杨对其它杨树病害的抗性还

有待于进一步研究。

４　结论

通过对３个转多基因库安托杨株系的溃疡病抗
病性检测及抗病相关基因的表达分析，发现在溃疡

病菌胁迫下，转多基因库安托杨株系的溃疡病抗性

与非转基因对照相比均有显著提高，且转基因株系

间差异显著；同时，转基因株系树皮组织中不同抗病

基因的表达模式也有很大差异，说明溃疡病菌胁迫

下转多基因库安托杨抗病调控的复杂性，其分子调

控机制还有待深入研究。本研究为通过基因工程手

段培育抗病林木新树种提供有价值的参考。
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