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摘　　要

以 Ti质粒为介导 ,将 pKT54 B7 C5质粒上的 B、 t、 k-δ内毒素蛋白基因导入

东北大豆“黑农 37”、“黑农 39”等品种。采用多种外植体和感染方法 ,从胚轴和子

叶节诱导出丛生芽与再生植株。经卡那霉素筛选和冠瘿碱检测 ,初步证明外源基

因导入大豆基因组中。共获得 81株再生植株 ,其中成活 30株 ,仅 3株结 7个荚 ,

得到 7粒种子。 PCR检测和 DN A分子杂交 ,鉴定这 7株再生植株呈阳性反应 ,

证明外源基因已导入并整合到大豆的基因组中。 7粒种子均已萌发 ,植株生长发

育正常。
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近年来由于植物分子生物学和组织培养技术的迅速发展 ,建立了多种向高等植物导

入外源基因的途径。其中最为常用 ,较普遍的是利用根癌农杆菌的 Ti质粒为载体的转基

因技术。 Ti质粒作为植物转基因载体 ,具有操作简便 ,转化率较高 ,使外源基因完整地导

入植物的细胞 ,并整合到基因组中等优点 ,所以 Ti质粒是目前植物基因工程中重要的转

移载体。

目前国内外用 Ti质粒作为转植物基因的载体 ,报导较多。 Vacek
[9 ]、 Fischhof f

[ 8]、 Bar-

ton
[6 ]
成功地利用 Ti质粒 ,将 5. 5kb或 4. 5kb毒素蛋白基因导入烟草和番茄 ,获得抗虫的

转基因植株。 Dela nna ry
[7 ]
对转抗虫基因的番茄进行了大田实验 ,证明能有效地抗御口科

鳞翅目害虫。 田颖川等人 [1 ]将 B、 t基因导入烟草 ,得到抗虫的转基因烟草 ,李太元等人 [2 ]

利用 Ti质粒为介导将苏云金杆菌 HD- 1杀虫蛋白基因导入烟草 ,获得了具高抗虫性的

转基因烟草的纯合株系 D8 - 14和 D19- 8等。

本文的目的 ,是利用 Ti质粒为介导将 B、 t、 k-δ内毒素蛋白基因导入大豆 ,以获得抗

大豆食心虫的大豆新类型。 目前研究大豆的转基因工作 ,多局限于转移“报道基因” ,用带

 本课题为黑龙江省科委资助重点攻关课题。
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有经济价值的基因转化大豆的研究甚少 ,所以进行有经济价值的基因转化大豆的研究 ,对

大豆育种工作将开辟一条新的途径。

材料和方法

1.　大豆品种

实验采用“东农 37”、“东农 837”、“东农 42”、“东农 593”、“ 86- 623”、“黑农 39”、“黑农

23”、“黑农 33”、“吉林 169”、“吉林 29”、“吉林 28”、“绥农 8号” 13个优良品种。种子由东北

农业大学大豆研究所 ,黑龙江省农科院 ,吉林农科院大豆研究所提供。

2.　菌种

根癌农杆菌 ( Ag robacterium tumefaciens) LB A4404中 pK T5 4B7C5质粒上具有卡那

霉素 ( km )抗性位点和 B、 t、 k- δ内毒素蛋白基因 (简称 Bt因素 )、黄瓜花叶病毒外壳蛋白

基因 ( CM V- cp)和 TMV- 54KD Replicase基因 ( TMV- 54KD)、由北京大学生物系基

因工程国家重点实验室提供。

3.　方法

1)　菌种的活化:取一环菌接种于具 Km的 YEB液体培养基 , 28℃培养过夜 ,用于转

化大豆的外植株。 用培养过夜的菌液与烟草组织提取物的混合液转化外植体。

2)　用培养过夜的菌液 ,按 kado
[3 ]
法提取质粒 DN A进行检测。

3)　无菌苗的培养:挑取无病虫害的大豆种子 , 0. 2% Hg Cl消毒 7- 8分 ,无菌水冲洗

3- 4次 ,再用无菌水浸 1- 15分 (可适当延长无菌水浸泡时间促进萌发 ) ,置于 2%蔗糖的

1 /2M SO( M S无机物和 B5有机物 )固体培养基。

4)　外植体的感染:直接诱导再生植株 ;

①　子叶诱导丛生芽 ;取萌发 5- 7天的大豆无菌苗 ,切去胚轴和子叶的一半 ,将子叶

分开 ,若出芽须切去 ,在子叶节部位一次或多次注菌 ,接种于 M SO的固体培养基上 , 24-

48小时后转入含有 1m g /LKT, 0. 2mg /LN A A, 500mg /L羧苄青霉素 ( Cb) ,各 60mg /L的

天门冬酰氨 ,谷氨酰胺 ,尿囊酸和尿囊素的 M SO固体基上 ,每周继代一次 ,诱导的丛生芽

长到 1cm左右 ,切下转入含有 Cb, 50mg /L Km, 0. 1m g /L N AA的 1 /2M S固体基 ,出根

后移入土中。

②　胚轴诱导再生植株 ;取萌发 7天无菌苗的胚轴段 ,注菌后接种 M SO固体基上 ,

24小时后转入上述培养基中 ,长出丛生芽后转入上述生根培养基中。

③　幼胚直接诱导再生株: 从大田或温室植株上 ,取 4mm左右幼胚 ,子叶背部向上

注菌 ,接种于 M SO固体基上 ,出芽后转入 M S固体基上 (其中 V B1甘氨酸的量有变化 ) , 2

周后转入生根培养基。 每天光照 14- 16小时 ,光照 2500lux ,温室 18- 26℃。

5)　冠瘿碱的检测:从转化再生植株中 ,取叶片按日本筑波大学遗传子研究中心的实

验方法
[10 ]

,进行纸电泳检测转化植株是否有冠瘿碱。

6)　 PCR检测:从转化植株提取总 DN A[3 ] ,人工合成特异引物 (由美国博特公司合

成 ) , 5′端特异引物序列: GGATCCATGGATA ACAA TCC, 3′端为 GG ATCC TAATC-

CGTCACATCTG T,扩增条件同施树良 [3 ]。
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7)　 DN A斑点分子杂交: 从转化再生植株和根癌农杆菌中提取 pKT54 B7 C5 质粒

DN A
[3 ] ,用生物素标记质粒 DN A作探针 ,进行 DN A斑点分子杂交

[3 ]。试剂盒购于北京华

美生物工程公司。

结　　果

1.　质粒 DN A的检测

从根癌农杆菌提取质粒 pKT54 B7 C5 , DN A,琼脂糖电泳 ,紫外灯下看到有约 20kb的

带 ( pK T5 4B7C5质粒为 20kb)。说明质粒存在于根癌农杆菌中。
表 1　不同品种的胚轴对诱导丛生芽的影响

Table 1 Th e a ffec tion o f a dv entito us bud o n co tyledo n of differ ent cultiv ar s

品种

Cult ivars

感染用菌液

Infectious

bacteriu m

接种数

Infectiv e

nu mber

形成芽数

Num ber of

abventi ti ous bud

平均每个外植体形成芽

Av erage formation

abventi ti ou s buds

of on single explan t

吉林 169

Ji lin 169

菌液 1　 bacterium solu tion 1 66 218 3. 10

菌液 2　 bacterium solu tion 2 58 192 3. 70

黑农 37

Heinong 37

菌液 1　 bacterium solu tion 1 44 128 2. 91

菌液 2　 bacterium solu tion 2 41 115 2. 82

黑农 39

Heinong 39

菌液 1　 bacterium solu tion 1 46 75 1. 63

菌液 2　 bacterium solu tion 2 50 71 1. 42

吉林 29

Ji lin 29

菌液 1　 bacterium solu tion 1 72 96 1. 33

菌液 2　 bacterium solu tion 2 45 68 1. 52

东农 37

Dongnong 37

菌液 1　 bacterium solu tion 1 68 112 1. 81

菌液 2　 bacterium solu tion 2 59 79 1. 34

东农 837

Dongnong 837

菌液 1　 bacterium solu tion 1 45 93 1. 72

菌液 2　 bacterium solu tion 2 49 77 1. 85

菌液 1　 bacterium solution 1 烟草提取物+ 菌液　 the abs tract of tobacco+ bacterium solu tion

菌液 2　 bacterium solution 2 YEB培养菌液　 YEB culture s olut ion

　　 2.　直接诱导丛生芽

1)　胚轴诱导从生芽: 在胚轴上注射菌液 ,不同处理方法形成丛生芽的数目不同 ,表

1看到具有烟草组织提取物的菌液 ,感染的“吉林 169”产生的丛生芽数目最多 ,有的成丛

分布 ,但芽细小且生根极难。用 YEB液活化菌 ,产生丛生芽数较少 ,说明烟草组织提取物

能促进菌液的感染与丛生芽的产生。 感染菌液后的胚轴段接种 M SO固体基 1- 2天 ,加

入 1mg /L K T+ 0. 2mg /L N A A有利于胚轴产生丛生芽再生植株。当 KT浓度增加一倍 ,

N A A浓度增加到 1mg /L时则不利于胚轴产生丛生芽再生植株 ,因此适当的使用植物激

素可提高丛生芽再生植株的频率。丛生芽再生植株培养一个月左右 ,取小叶片进行冠瘿碱

检测。经 Km抗性筛选 ,看到具有烟草组织提取物的菌液比 YEB液培养的菌液转化率高 ,

8 　　　　　　　　　　　　　大　豆　科　学　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 16卷



不同品种转化率有差异 (表 2)。 “黑农 37”最高、“吉林 29”最低 ,基因型间差异明显。
表 2　不同品种产生冠瘿碱和 Km抗性影响

T able 2 The situation of a lkaloid and kanamy cine resistance fo rmed o n different cultiv a rs

品种

Cult ivarsd

菌液

Bacterium

solution

芽数

Number of

abventi ti ous

bud

冠瘿碱

Alkaloids

数

Num ber
%

Km抗性

Km

resistance

双转化率

Rate of

double

t rans fo r-

mation %

吉林 169

Ji lin 169

菌液 1　 bacterium solution 1　　 218 　　 33 　　 15. 1 　　 11 　　 5

菌液 2　 bacterium solution 2 492 15 3 6 1. 2

黑农 37

Heinong 37

菌液 1　 bacterium solution 1　　 128 　　 19 　　 14. 9 　　 12 　　 9. 3

菌液 2　 bacterium solution 2 115 12 12. 4 7 6. 1

黑农 39

Heinong 39

菌液 1　 bacterium solution 1　　 75 　　 5 　　 6. 7 　　 3 　　 4

菌液 2　 bacterium solution 2 71 3 4. 2 2 2. 8

吉林 29

Ji lin 29

菌液 1　 bacterium solution 1　　 96 　　 3 　　 3. 1 　　 1 　　 1. 4

菌液 2　 bacterium solution 2 68 2 2. 9 0 0

东农 37

Dongnong 37

菌液 1　 bacterium solution 1　　 112 　　 18 　　 16 　　 7 　　 6. 2

菌液 2　 bacterium solution 2 79 11 14 4 5

东农 839

Dongnong 837

菌液 1　 bacterium solution 1　　 93 　　 13 　　 13. 9 　 4 　　 4. 3

菌液 2　 bacterium solution 2 77 8 10. 4 2 2. 6

　　 2)　子叶节诱导丛生芽: 子叶节处多次注射具有烟草组织提取物的菌液 , 10- 20天

后在注射位点出现芽 ,芽长大后移入生根培养基生根 ,转入土中长成植株。子叶节诱导的

丛生芽数少于胚轴诱导的丛生芽数目。丛生芽出现的时间两者大致相似 ,不同品种之间诱

导丛生芽数目差异明显 ,含冠瘿碱数和具 Km抗性数也有差异 (表 3)。

3)　幼胚诱导再生植株:取“黑农 32”、“黑农 33”、“东农 37”和“吉林 29”的幼胚子叶

注菌 ,经 20天左右在注射点形成不定芽 ,“黑农 32”和“黑农 33”形成不定芽数目多于“吉

林 29” ,芽长到 0. 5cm左右 ,取下转入生根培养基 ,结果生长缓慢 ,未形成根和再生植株。

3.　再生植株的培养与分子检测

　　从子叶节和胚轴诱导的丛生芽 ,经冠瘿碱和 Km抗性检测为阳性 ,转入 1 /2M S+

0. 1mg /L N AA培养基生根 ,光照 2500lux ,光照时间为 14- 16小时 ,白天温度 25℃ ,夜间

温度为 18℃。 主根长出侧根时 ,转入蛭石中 ,同 1 /10M S液体培养基或无菌水浇苗 , 3- 7

天转入土中或一直培养在蛭石中 ,适当补充 1 /10M S营养物质。转至灭菌的土中应接种大

豆根瘤菌。大豆再生植株移入土中 ,要保证强度 ,湿度和适宜温度。本实验共移苗 81株 ,

20天内存活 30株 , 2个月成活 11株 ,其中 3株结 7个荚 , 7粒种子 ,粒比正常的籽粒小 , 7

粒种子播种在土中 ,全部萌发。

共检测 23株 ,均为子叶节和胚轴的丛生芽再生植株 ,有 8株经 PCR与 DN A斑点分

子杂交检测表现阳性 ,其中有一株 PCR检测为阴性的 ,而分子杂交表现阳性 ,证明有 8株

再生植株 , Bt基因已导入大豆植株中 ,并整合到大豆基因组中。
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表 3　不同品种的子叶节诱导丛生芽的情况

Table 3 Th e situa tio n o f adv enti tious bud induced on coty lendon node of differ ent cultiv ars

品种

Cult ivars

菌液

Bacterium

接种数

Infective

number

形成芽数

Number of

abvent-

i tious bud

平均每个外

植体形成芽

Av erage

formation of

abventi tious

bud of on

single explan t

Km抗性

Km

resis t-

ance

冠瘿碱

Alkaloids

数

Number
%

双转化率

Rate of

double

t rans for-

mation %

黑农 37

Heinong 37

菌液 1

bacterium solu tion 1
　 47 　 44 　　 0. 93 　 5 　 8 　 17 　 10. 6

黑农 39

Heinong 39

菌液 1

bacterium solu tion 1
59 59 1 16 13 22 22

吉林 169

Ji lin 169

菌液 1

bacterium solu tion 1
88 104 1. 18 9 21 23. 38 10. 2

东农 593

Dongnong 593

菌液 1

bacterium solu tion 1
28 27 0. 96 4 7 25 14. 2

吉林 28

Ji lin 28

菌液 1

bacterium solu tion 1
30 32 1. 07 6 9 30 20

86- 613
菌液 1

bacterium solu tion 1
42 33 0. 78 1 5 11. 9 3

东农 42

Dongnong 42

菌液 1

bacterium solu tion 1
32 24 0. 75 2 7 21. 8 2

讨　　论

1.　移栽条件和方法对大豆再生植株成活的影响

大豆再生植株移栽成活率低 ,一直是急待解决的问题 ,我们从无菌环境中移出 50几

株大豆再生植株 ,仅成活 10株 ,成活至花期植株的根系大小和从培养基中移出时大小相

差无几。根上无根瘤 ,根系不发达 ,结的种子不能萌发。 本实验对再生植株的移栽条件和

方法做了若干的改变 ,见到一定的效果。

1)　由于大豆花期 ,需要从根部共生的根瘤菌中供应氮 ,移栽时用的土壤常是灭菌

的 ,因此人工接种根瘤菌是必要的。

2)　发达根系对于大豆植株的生长发育至关重要 ,在组织培养中 ,根系发育不良 ,造

成移栽不容易成活 ,因此必须在生根培养中 ,促使侧根发育 ,有一个发达根系 ,才能移栽成

活。

3)　适当的湿度也是大豆植株移栽成活的必要条件 ,根瘤菌形成根瘤与固氮 ,土壤中

的最大持水量应为 60- 80% 。大豆植株在花期需要大量的水分 ,因此土壤与大气中的湿

度对移栽的再生植株正常生长发育是非常重要的 ,我们对移栽的再生植株用乙烯膜覆盖 ,

湿度保持在 70- 80%之间 ,获得较好的效果。

4)　光照强度对大豆生长与发育和根瘤形成亦成重要作用、适当加强光照强度和保

持 25- 28℃的温度也是必要的。
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由于改进了移栽条件与方法 ,大大提高了再生植株的成活率 ,结的种子具有正常的萌

发能力。

2.　用烟草提取物处理菌液可提高大豆的感染率与转化率

菌液感染是从植物的伤口处 ,植株受伤部位的细胞合成一种特殊低分子的酚类化合 ,

使农杆菌的 Vir区基因活化 , T- DN A进入植物细胞 ,并整合于基因组中。许跃 [4 ]和李宝

健 [5 ]实验证明 ,用多酚化合物或用对农杆菌敏感的植物提取物处理农杆菌 ,诱导 Vir区基

因活化 ,能增加农杆菌对外植体培养细胞的附着 ,本实验在感染外植体时 ,采用烟草提取

物处理菌液 ,由于烟草提取物含有较多的酚类化合物 ,对大豆的感染与转化是有促进作用

的。
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STUDIES ON TRANSFERRING B. t. k- DELTA ENDOTOXIN

GENE INTO SOYBEAN WITH Ti- PLASMID PRIMARIL

Xu Xiang ling　 Gao Jing　 Liu Weihua　 Li Ji lin

( Harbin Normal Universi ty　 150080)

Abst ract

The pKT54 B7 C5 plasmid wi th B. t. k. - del ta endoxin gene w ere t rnsferred into

Heino ng 37 and Heino ng 39 et. al soy bean cultiva rs by inducting wi th v arious ex plant

m ethods. Adv enti tio us buds a nd regenera tion plant w ere obtained from hy pocotyl ,

cotylendo n node. They were detected by kanam ycine selectio n and alkaoids and primari-

ly prov ed that fo reig n gene were t ransferred into so ybean genome. Only 30 o f 81 regen-

erated pla nt surviv ed. Only 3 plants wi th 7 pods w ere obtained fro m the surviv ed regen-

erated plants. It prov ed that 7 plants of the reg enerated plants w ere t ra nsferred w ith

fo rg ein g ene by PCR technique a nd dot hybrizatio n. The 7 seeds spro uted, plant g row th

is normal.

Key words　 So ybean; Ti - plasmid; B. t. k- del ta endo toxin g ene; Reg enerated

plant
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