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摘 要

以栽培大豆 ( G l y c i n 。 m a x ( I
, .

) M e r r
.

)
,

考J农 7 3一 9 3 5
、

南农 8 7 C 一 3 9
、

南农

8 6一 2 1
、

卫 5 1 5 子叶 节组织为材料
,

接种农杆菌 C 5 8 C I ( p G V 2 2 6。
: : p G V 3 0 0 )

,

在

含 卡那霉素 k( m ) 2 0 o m g l/ 的 M S 培养基上仅 自卫 51 5 品种筛选得到 5 株杭性

小植株
,

对其中最绿的 一株进行新霉素磷酸转移酶 皿活性测定
。

关键词 大 豆 ;
遗传转化

; 农杆菌

近年来植物遗传转化技术发展非常迅速
。

在大豆方面
,

人们用农杆菌感染陈
’

·

’ `
·

’ 6〕大

豆组织
,

成功地将新霉素磷酸转移酶 l ( N P T 11) 等报道基因及玉米转座因子 ( A c ,

D c )导

入了大豆基因组
。

此外
,

电击川
、

P E G /电击 〔’ `〕、

基因枪 s[]
、

子房注射川和花粉管通道
〔` 〕等方

法也进行了遗传转化及外源基因表达的研究
。

和其它方法相比
,

农杆菌介导转化有方法简

单
、

效率高等优点
。

本文以新选 育的大豆品种 ( 系 )为材料
.

用植牛粕耳生能力较弧的子 叶节

为外植体研究这种方法的应用和改进
。

材 料 与 方 法

供试大豆 ( G I争
, c i ; : 。 , , : a 二 ( L

.

) M e r r
.

)材料南农 7 3一 ,̀ 3 5
、

弃琶农 8 6一 2 1
、

南农 8 6一 4
、

卫

5 1 5等品种 〔系 )由南京农业大学大豆研究所提供
。

,

本课题得到国家自然科学荃金和江苏省科学技太甚金的资助
,

主要买验工 沐在中国科学院上澎执物生理研究
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。

复旦大学遗传所汪训明教授为本 I
_

作提洪了所有菌株
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农杆菌介导的大豆子叶节基 因导人和再生植株

菌株 土壤 农 杆 菌 (A 召了o b c aze ri u ” : tu me

介
。ie o s) C5 6 Ci (p G2 2 V6o : :

p G v3 0 0)
、

5 C8 CI (p G v22 6 0) 〔日皆由复旦大学遣传所提供
。

p G v3) ( 0 r一区有卡那霉素抗性 (新霉素

磷酸转移酶 】
,

N P T 11)
、

潮霉素抗性等报道基因
。

烟草 ( Nt’ co lt’ a
an at b二 “ ln ) 革新一号由中国科学院上海植物生理研究所植物分子

遗传国家重点实验室提洪
。

农杆菌质粒活性检定 参考 H or sc h e t al
.

〔`。 ]方法
,

以烟草无菌苗仆卜片为材料检定农

杆菌的转化活性

大豆子叶节组织培养再生植株 参照 w ir g ht e t a l
,

1[ ’ 〕方法
。

大 豆 子 叶节 外植 体和农 杆 菌共 培养 农 杆菌 C 5 8C I ( p G V 2 2 6 o ) 和 C 5 8 C I

( p G V 2 2 6 o
: : p G V 3 0 0 )分别于含按节青霉素 ( C b

,

C a r b e n i e i l l i n ) 1 0 0陀 /mt 的 Y E B 培养基

和 同时含梭节青霉 素 ( C b
.

C a r b e n i e i l l i n ) 10 0拌g /m l 及链霉素 ( Sm
,

S t r e p t o m y e i n )

10 如 g / ml 的 Y E B 培养基
、

28 ℃ 15 orP m 液体摇床培养
,

取对数生长期菌液
,

接种大豆子

叶节
。

在兴S H 固体培养基上 1[’ ,共培养二夭后
,

移到加有卡那霉素 ( K m
,

K an
a m yc in e )
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2 0 o m g l/ 氨唾肘头饱菌素 ( C e
fo t a ix m e ) 5 00 m g l/ 的再生植株培养基上 (其成分为附加

B A 1
.

1 5m g l/ 及前述抗生素的要M S )培养
。

: 一 3个月后产生 : 厘米左右芽 (卫 5 1 5 )
。
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图 1 大豆子叶节外植体的转化

左
`

接种 c 58 C I ( pG v 2 2 6o )的对照 ( K m 20。叱厂1上 )
。

右
:

接种 〔: 5 8C I ( p C V 22 6 o :
`
p G V 3 0 o )的卫 51 5外植体 K m 2 0 0。 、 g / l上长绿芽

。
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.

W
e i 5 15 )

C 58 C I ( p G V 2 2 6 0 )每品种 (系 )接种 3 0 个子叶节
,

C 5 8 C 之( p G V 2 2 6o
: : p G V 3o () )对卫
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5 5 1接种 13 0个子叶节
,

其余品种 (系 )接种 80 个子叶节 (每个品种 )
。

将卡那霉素抗性的转化绿芽割下移到 B
S

+ K m Zo o m g / 1+ e e f o t a x im 。 20 0一 s o o m g / x

固体培养基上生根
。

同时观察含卡那霉素的培养基上长出的白化芽在 B 、十 C e fot
a ix me

2 00 一 s o o m g / l上的生长情况
。

N P T 11 (
n e o m y e i n e p h o s p h o t r a n s fe r as e 11 )检测 参照 M c D o n en l l e t a l

.

劣匆奢
。
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图 2 大豆转化再生植株 (卫 5 15 )和 N P T 11检批i

上
:
1

.

负对照 ( K m 200 mg 1/ 上 ) ; 2
.

正对照 (无 K m ) ; 3一 7
.

K m Z时。 只 傀上转化小植株
。

下
:
1

、

2 分别是转化的烟草和大豆 ; 3
.

大豆负对照
二

F ig
.

2 T
r a n , fo r m e

d p la n t l
e t s o f GI , 了

月 e

柑 x e v
.

w
e
i 5 1 5 a: : d l关 e t o c t ion o f N P T 11

·

U p eP
r :
1

·
n e

邵 t iv
e e o n t

olr ( o n m de i
u m w i th K m Z八

`

、
·
,
·

` /】)
.

2
.

P o
s it i ve co

n t o r l ( o n m记 i u m w it hc u t K : 、、
)

.

3一 7
.

t r a n , fo 二
e d lP

a n t l e t s o n
m

e d i u m w i t h K m 20众
。 g / l

·

eB l o w : d e t e e t i o n o f N P T 11
,

1
,

2
a n d 3 a r e t r a sn fo

r m e d t a b o e co
, t r a n s f o r m e

d

s o y be
a n a n d n e g a t ive

e o n t r o l o f so yb
e a n , r e s p e e t i

v o ly
·



吕愈能等
:

农杆菌介导的大豆子叶节基因导入和再生植株

夕害 基军
. 尸 卜」 护尹 .

, .

C 58C I ( p G V 2 2 6 0
: : p G V 3 0 o )经烟草转化活性检测后用于大豆的遗传转化

。

转化的烟

草 (卡那霉素抗性植株 ) 测得 N P T n 酶活性 ( 图 2)

接种 C 58 C I ( p G v 2 2 6 o
: : p G v 3 OO) 的大豆子叶节如方法中的所述经再生

,

生狠等选

择培养后
,

卫 5 1 5 的 130 个子叶节得到了 5 株卡那霉素抗性的绿色的植株
。

为确定它的

N P T
·

11 表达情况
,

选其中最绿的 1 株根茎叶各一小段
,

测得 N P T n 酶活性 (图 2)
。

其它

接种 C 58 C I ( p G v 22 60
: : p G v 30 0) 的品种 (系 )仅观察到卡那霉素抗性的绿色小芽

,

在生

根选择培养基上停止进一步发育
。

而接种 亡5 8C I ( p G v 2 2 60) 的各品种 (系 )子叶节仅产生

白化芽
,

即使移到无卡那霉素的 B : 固体培养基上也不再继续生长
。

未曾测得它们的 N P T

11 酶活性
。

讨 论

大豆不同基因型转化的成败
,

是各基因型对农杆菌的易感性差异所致 9j[
,

也可能由于

再生植株频率之问的差异
。

卫 5 15 品种的芽有时会成簇出现
,

而其它品种 (系 )却从未观察

到这种现象
。

得到转化植株的频率还受接砷时接种伤口深度与面积等因素影响
。

从形态上看
,

卡那霉素抗性的转化植株不如不加卡那霉素的培养基上的所得的植株

正常
,

这可能是组织水平转化嵌合性的缘故
。

为克服再生植株的嵌合性
,

提高转化效率
,

以

便育种中应用
,

需要在更广泛的基因型中筛选更易感农杆菌
,

更易再生植株的材料
,

并利

用原生质体再生植株受体系统〔`
、
3〕进行原生质体

、

细胞水平转化的研究
。

为精确地估计各品种 (系 )分化频率的差异
,

观察了几批试验的情况
,

发现批次之问计

种差异不太稳定
。

但平均地讲
,

卫 5 15 品种每 10 个子叶节约有 3一 4 个子 叶节分化产生

芽
,

而其它品种 (系 )只有 2个左右子叶节分化产生芽
。

由此粗略的结果也可看出
,

丛囚型

在作物离体遗传操作中的重要性
。
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