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大豆遗传转化研究的进展
’

吕慧能 盖钧锰 马育华

(南京农业大学大豆研究所 )

本文综述近年来农杆 菌介导
、

电击
、

P E G / 电击
、

旅因枪
、

注射
、

花粉管通送 予

方法应 用于大豆遗传转化所取得的进展
;
并扼要地介 绍这些方法的基本原理以

及存在问题
。

植物的外源墓因转化研究近年来已发展成为一个重要领域
。

从应用上讲
,

希望通过这

条途径克服远缘杂交困难
、

缩短育种周期
,

改良农作物的农艺性状
、

满足人类的需要 ;而从

墓础研究来说
,

它使人们能对基因结构
、

调控进行深入一步的研究
。

近几年中
,

通过转化技

术
,

人们对启动子
、

增强子
、

终止子以及组织
、

器官表达特异性等方面有了更深入的了解
。

在大豆研究中
,

已分别建立了组织
、

细 U彭
5〕 、

和原生质体 lt[ `〕
,

水平的
一

浓株再生技术
,

为

大豆的外源 D N A 导入提供了有效的受体系统
。

关于大豆遗传转化方而的研究己有较多积

累
,

本文将综述通过农杆苗介导
、

电击
、

墓因枪
、

花粉管通道与注射等方法进行的大豆遗传

转化研究的全止展
。

一
、

农杆菌介导的大豆遗传转化

土壤农杆菌 ( .s4
:
沁。加

:

iul ; 勿。 。介价解 ) 和发恨农杆菌 (匆。 ba cet 八
: 。 : h众匆。 。 ) 介导转

化是通过感染将所带有的经过或未经过改造的 T一 D N A 导入植物细胞
,

引起相应的植物

细胞可遗传的变异氏
` 。〕 .

以往的研究多数在双子叶植物上进行
,

对单子叶植物的遗传转化

也逐渐增加 s1[
。

大豆的遗传转化研究从野生型菌株感染开始
,

这包括对转化大豆 T 一 D N A 的研

究 r川
、

转化细胞系建立 ) 1
、

大豆易感性
、

菌株感染转化能力等方顽帕勺研究及其在大豆基因

工程中的应用
。

(一 )大豆易感性研究

农杆菌感染转化与受体基因型有关
。

大豆也是这样
。

通过对 24 个栽培大豆品种和 3

个野生大豆 (Q
.

so aj ) 株系活体转化研究
,

o w o s 和 cr e ss 卿〕筛选出 3个栽培品种
,

( iB lox i
,

J u p又t e r
和 P o k l n g )及一个野生材料 ( lP 3 9 8

.

6 9 3 B )对土壤农杆菌 A 3遵8 ( PT 汰 6 )高度易感 (培

养 5周瘤鲜重大于 1 5m g )
,

而对发根农杆菌 R 1 0 o 0 (PR认 4 b) 则仅 4 个品种和 2 个野生材

料产生明显的发状根
。

大豆基因型对不同质粒的易感性有重叠也会有差足
。

易感性还和

`
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发芽天数
、

环境
、

培养条件
、

接种的时间 (伤口造成过 4 小时后接种会使频率下降 )
、

以及共

培养温度 (32 ~3 4℃共培养阻断稳定转化 )等因素有关卿〕 。

虽然人们对影响易感性的因素研究不少
,

但对它的遗传学方面作为一个性状进行研

究却未曾见到
。

(二 )农杆菌转化能力的研究

筛选出 eP k in g 品种是最易感的品种
, B y r n 。

等 1[ `〕以它为材料对 11 个菌株的转化能力

进行了研究
。

以致瘤频率和瘤的大小为指标
,

他们发现不同菌株的转化能力的差异主要是

iT 质粒的差异所致
,

胭脂碱型 iT 质粒转化能力强于章鱼碱型的 iT 质粒
。

通过野生型农杆菌 人 34 8( p T认 6) 和 去毒农杆菌 L B A 4 4 0 4 ( BP in6 ) 混合感染子 叶
,

o w en :

等a0[ J得到了同时表现不依赖于激素生长
。

(属野生 T一 D N A 转化的现象 )和卡那霉

素抗性 (属去毒 T 一 D N A 转化的现象 )的愈伤组织
,

结合交叉保护试验的结果
,

他们认为

很可能不是由于 A 348 ( pT LA 6) 分泌扩散物质帮助了 BL A 4 4 O 4 (BP in6 )的转化
,

可能是由于

pB加 6 的 T 一 D
NA 插入基因组增加了大豆细胞活性和 /或 PT 汰 6 转移到 BL A 4 4 o 4 (BP in 6 )

后 P iB
n 6 T一 D N A 与 jPT A 6 T 一 D N A 一起插入大豆基因组

。

他们还发现酚类化合物 sA 和

S A 只对 A 34 8 (P T认 6) 菌株感染转化能力有显著的提高效应
.

同样
,

可用一系列大豆品种对一系列农杆菌的转化能力进行测试
。

s巨v a k a 等 s[’ 〕以 10

个栽培大豆品种为材料测试了 4个发根农杆菌的转化能力
。

它们感染转化能力大小依次

是
: ” K 5 9 9

1, 、 “
8 1 9 6

1, 、 ”
1 8 5 5

,,

和
II
A 4

即 。

不同农杆菌质粒之间的差异同时表现在 T 区和 iV : 区
,

到底哪一区的差异导致了它

们转化能力的差异还未见报导
。

(三 )大豆基因工程中农杆菌介导的遗传转化

融合基因转化大豆细胞的实验开始于 aF cc iot it 等 1S[ 〕。

他们构建了 R珊 P 小亚单位 5
’

区一 n tP n 一 o cs 3
’

区融合基因
,

用以转化栽培大豆品种 oF rr 既 t 子叶
、

子叶节和节间
。

测试

转化愈伤组织 K m
“

性状
、

P ol y A + RN A 增加情况及 N p T ll 酶活性
,

它们皆表现出光诱导

表达
。

首先通过农杆菌共培养获得转基因植株的是 iH cn h ee 等卿〕。

他们从 1 00 份栽培大豆

材料筛选出 3 个易感品种 ( M
a p l o rP o ot

,

eP k in g 和 D ol m at
.

)
,

通过子叶农杆菌共培养得到

nP os 一 n tP ll 和 355 一名us 共同转化
、

以及 nP os 一 nP llt 和强化 3 55 矮牵牛 E P S p a s e 基因共同

转化的转基因植株
,

并检测到这些基因表达
、

再生植株后代以 3
: 1分离 lz[ 〕 .

应用改良的 I王in比 e e e t a l
.

方法
,

z h o u
和 左h e r zy [ , ,〕得到玉米 A e

因子和 D e 因子转化的

转基因植株
、

并迫寻 A c 、

D 。 因子的转座情况
。

为用转座子钓出目的基因建立了基础
。

以未

成熟子叶为材料
,

aP rr ot 等 31[ 」对 14 个大豆品种的 9 8 0 0 个子叶进行感染转化研究
,

得到 日

一云扁豆蛋白启动子一 1 5K D 玉米醇溶蛋白的基因和 nP t n 转化的转基因植株
。

但由于组

织水平转化的嵌合性
,

3 株转基因植株的后代无一是转化的
。

为避免再生植株的困难
,

在萌发的胚芽及附近接种农杆菌
,

hC ee 等 D Z〕处理了 4 0 00 粒

发芽的种子
,

16 株的三出复奸有
n p : n 杂交带

,

其中 10 株的杂交带特别强
.

但只有一株的

后代兼有
n tP ll 杂交带和酶活性

,

且 36 个后代中只有 3个是转化的
。

由此可见为得到转

基因后代付出的巨大工作量
。
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要克服组织转化的嵌合性
,

在原生质体再生细胞水平上进行共培养转化是一条途径
。

aB ld es 等阂以丢失了三条染色体的细胞悬浮系游离原生质体
,

培养再生的细胞和农杆菌

C 5 8 ( pT IC 5 8 )
、
C 5 8 ( p T IC 5 8 , : pM o N ZOO一 p f d B Z )共培养

,

将 pT i c 5 8 的 T一 D N A 以 5%的

频率使大豆细胞建立稳定转化
。

他们进一步发现 nP t ll 基因转化频率和选择顺序有关
。

通

过悬浮系的研究发现
,

快速生长细胞同其它研究表明的那祥
, n os 启动子的碱基甲基化使

该基因的表达受阻
。

(四 )发根农杆菌 的感染转化

除 o w en 、 和 cr 馏
〔2幻的 26 个大豆基因型对野生 形 质粒易感性研究和 s va ak a

等脚丁不

同菌株感染转化能力研究外
,

取hc 等扭〕使带有嵌合 nP t ll 基因的 PR认 4b 租提供
“

超毒
”
表

型的 叮v K 2 91 共处于 R 1 601 菌株
,

用它针刺感染转化野生大豆 ` 勿̀ 。 ca : e占。 细 。
的下胚

轴
。

产生根克隆后分化获得完整植株
。

它们的根系多分枝
、

发达
。

S ou 廿出 t n
印迹结果表明

T一 D N A 插入了 3个不同的位点
,

同时测到 N P T ll 酶活性
.

总之
,

可将影响农杆菌共培养转化大豆的转化效率的因素归纳如下
:

1) 大豆基因型 ;

2) 农杆菌的签因型
; 3) 大豆组织的来源器官和发育状态

; 4) 酚类化合物
; 5) 接种农杆菌的

时间
、

方式
; 6) 共培养和培养的条件

, 7 )选择的时间
、

方式等
。

二
、

大豆的电击和 PGE /电击方法遗传转化

电击和 EP O /电击方法遗传转化的基本原理是在电击或 EP G /电击处理下细胞膜透

性的可逆变化使得溶液中的大分子物质 (如 D N )A 进入细胞
,

并改变细胞的遗传物质构
产

成
。

由不同材料研究表明
,

影响转化的因素很多
。

可逆击穿的临界电压
、

脉冲时间长度
、

温

度 (包括热激
、

冷淬 )
、

PE G 的浓度和处理的时间
、

各成份的添加顺序
、

溶液性质以及细胞

类型等因素都影响转化的频率
。

不同研究者所得的最佳条件并不一样
。

hC ir sot
u
等〔 , 3〕采用 lF om m 等〔明的方法得到了转化的大豆愈伤组织

.

他们由存活细胞

率和
n tP ll 瞬间表达活性的平衡

,

摸索出最佳电击条件
,

然后用于稳定转化
。

即取 4~ s m m

大小的胚
,

酶解游离原生质体
,

用 K s p + N a cl 4 0m M 调节密度 2一绪 x 10
`
/创

,

加及不加

CP M cl 02 l( 上有 nP 。 一。 tP 11) 1 0鸿 / iln 后进行冰浴冷淬一 电击一冰浴冷淬处理后进行稀

释 10 倍培养
。

2 ~ 3 周后形成微克隆
。

电击后第 14 天将培养液移到卡那霉素 25林彭m冲勺固体培养基上筛选出一些抗性愈

伤组织
.

若电击后过 5 周再进行筛选
,

则使抗性愈伤组织数增加 10 倍
。

早期选择 ( 14 天 )

的 4 7个抗性愈伤组织仅 4 个测到 N p T u 酶活性
,

而 5 周后选择的 1 00 个抗性愈伤组织全

部测得酶活性
。

这可能是早期的选择会将含有游离的 N p T I 基因的愈伤组织挑出了的结

果
。

iL
n
等嘟〕用矩形电脉冲电击大豆原生质体

,

并进行 P E G 处理
,

将 nP os 一 nP t ll 和 3 55 一

ca t 共建于同一个质粒
,

其中前者作为选择标记
,

然后进行热激一加小牛胸腺 D N A 及质粒
D N A一加 P E G 一电击处理后培养一个月

,

再用 G 通18 1 0略 /ml 筛选
,

二个月后产生的抗性

愈伤组织都可测到 C A T 酶活性
。

应用 Ch r招 t o u et al
.

印〕的方法
, c hr ist 。 和 s w刊的〔川通过对连锁和非连锁基因电击共转

化频率的研究以探讨多基因的转化
。

各次试验都以 N p T ll 作为选择标记
。

非连锁非选择

基因间的共转化频率在 10 % ~ 25 %
,

选择基因 (
n tP n )和非选择非连锁基因的共转化频率
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一般 0 2 %~ 5 2 %
.

它们都受质粒克分子比例的影响
,

同时还存在不同基因间共转化频率

的差异
。

选择基因和非选择连锁基因的共转化频率在 30 肠~ 100 %
,

明显高于前二种情

况
。

他们对 p nt l 表达或卡那霉素抗性的材料
,

同时都铡得了 S ou t h o n 印迹杂交带
。

D or
n
等 ls[ 〕用电击处理后的瞬间表达来研究在细菌侵害下大豆墓因表达的特异性启

动子及其前导序列
。

三
、

大豆的基因枪方法遗传转化

基因枪方法是将表面吸附了 D N A 的金或钨微粒加速 后轰击植物组织块
,

将外源
D N A 带人植物细胞 [` ,

、

2`
·

, ,〕
。

hc isr ot u
等 le[ 〕用基因枪射击大豆未成熟胚后

,

在显微镜下观察可见金粒深入到 5~ 7

层细胞
。

游离原生质体后可见含金粒的原生质体比例达 1 0一
: 。

培养 3 周后在含卡那霉素

培养基上筛选 6~ 8 周
,

得到卡那霉索抗性的克隆皆有解
il 酶活性

.

但表达水平的差异

可达 5 倍
。

由 D N A 分析结果知 N P T u 随机地插入大豆基因组
,

且插入的NP T ll 拷贝数和

它的表达活性无关
。

表达活性最高的是单拷贝插入的转化愈伤组织
。

这说明插入位置的

边缘 D N A 可能对表达起作用 〔l)’
气

M c

ca be 等 〔“ s1 用基因枪射击胚轴后培养得到 389 株苗
,

然后嫁接到 10 夫苗龄的大豆

茎上
。

其中一株叶片测得 N p T ll 酶活性并成熟结实得到 10 个 R
,

个体
,

3 个 R 、
苗测到

N p T ll 酶活性
。

由大豆基因组大小和 N p T I工标准拷贝数的 oS ut h o n
印迹弧度

,

估计有多

于 5 个拷贝的插入
,

对这些再生植株后代进行分离分析得知
:
插入的拷贝作为一个整体遗

传
。

w an g 等饰〕用墓因枪方法也获得了大豆悬浮系 C ,\T 签因的瞬 bIJ表达
。

四
、

花粉管通道和注射方法外源 D N A导人

作物授粉后
,

花粉萌发产生花粉管
,

柱头
、

胚囊则产生花粉管通道
。

柱头上滴加外源
D N A 通过花粉管通道可导入作物生殖细胞或早期胚细胞

,

使处理后代发生性状变异
,

其

频率可高达 1 0一名甚至 1 0一 ` .e[
,
, 」。

雷勃钧等闰对大豆进行了 10 组处理
,

通过花粉管通道

的方法
,

处理后代变异包括熟期
、

株型
、

花色
、

种皮色
、

百粒重
、

蛋白质含量
、

过氧化物同工

酶谱
、

酶活性等方面
。

从目前试验观察总 D N A 导入获得的转化后代分离不遵循孟德尔分离定律因此还没

有发现清楚遗传分离比例
。

刘博林等阁利用早期胚细胞转化易感性
,

用子房注射法将龙葵劳去净抗性燕因转移

到大豆叶绿体并得以表达
。

小 结

农杆菌介导的大豆遗传转化在各方面进行了较深入的研究
。

应用它或墓因枪方法都

获得了转化的再生植株并结实产生后代
。

由于大豆原生质体再生植株的困难
,

电击和

P EG /电击方法并未得到转化的再生植株
,

但获得了转化的愈伤组织
。

转化的基 因主要是

野生 T i
、

R i 质 粒 的 T 一 D N A
。

报道 基 因 [ N p T 11 ca t g u o bar ( hP
o s hP i n o t址 i“ i n ` c e t y ]
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art ns ef r
as
。
)基因等〕

。
A 。
因子

、
E p s p合成酶基因和 1 5K D 玉米醇溶蛋白基因也曾用于农杆

介导的转化
。

转移基因所用的启动子多为花椰菜花叶病毒 3 55 RN A 启动子 ( 3 5 5
)或它的强

化启动子脚〕、 n os 启动子
、

光诱导启动子. tl 1
、

细菌侵害下诱导表达的启动子 . l[ 〕
、

日一云扁豆

蛋 白启动子伪 〕等
.

上述转化方法中
,

农杆菌共培养方法技术较简单
,

但有宿主范围
、

菌株特异性等问题
。

基因枪方法一次可射中许多细胞
,

且细胞被射后仍存活
,

是瞬间表达研究的好系统
,

但整

合频率低
,

不易得到稳定转化
.

所幸的是由于少数大豆基因型有很强的器官发生潜势
,

由

这种方法已获得转化的植株
。

电击或 PE G /电击一次便能处理很多原生质体
,

但由于原生

质体再生植株困难
,

不易获得转化的植株
。

在大豆遗传转化研究中
,

利用花粉管通道方法

是较有希望首先进入应用阶段的技术
。

除上述方法外
,

还有脂质体一细胞
、

原生质体
、

组织融合方法
、

圆球体方法
、

脂质体注

射方法
、

病毒载体系统
、

微注射方法
、

种子浸泡吸收 D N A 方法
、

花粉转化
、

激光穿孔
、

细胞

与组织电击方法
、

超声波方法及细胞器转化等方法应用于其它作物中
,

但在大豆上还未见

报道
。
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隆重庆祝王金陵教授从事教学科研五十周年

19 92 年 5 月 27 日东北农学院隆重庆祝王金陵教授从事教学科研 50 周年
。

来 自全国

教学
、

科研
、

生产等 40 多个单位 20 0 余人出席了庆祝大会
。

首先由东北农学院院长史伯鸿

教授介绍王先生从事教学
、

科研 50 年所创建的业绩和献身精神
。

接着黑龙江省戴漠安副

省长致贺词
,

贺词 中高度评价了王先生 50 年的丰硕成果和高尚品德
。

黑龙江省农科院院

长许忠仁研 究员
、

吉林农科院及中国作物学会大豆专业委员会等单位的代表向王先生致

贺词
。

哈尔滨动植物检疫局向王先生敬赠纪念徽章
。

东北农学院学生敬献了花蓝
。

黑龙

江省孙魁文副省长和 中国农科院王连铮院长发来贺信
。

在热烈的掌声中王金陵教授致答词
,

他简要 回顾了 50 年教学
、

科研的历程之后
,

谦虚

地说
,

我所做的工作是微不足道的
,

而党和人民却给了我很高的荣誉
。

王先生对大会表示

深切地感谢
,

他心情激动地表示
,

我虽年愈古稀
,

仍愿为我国的教育和科研事业再多做贡

献
。

崔文馥
《大豆科学 》编辑部


