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外源 DNA直接导入 ( DIED)法的大豆分子育种成效
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摘要　本文以高产优质高蛋白大豆黑生 101品种的育成为例 ,介绍了我国创立的花粉管通道转移

总 DNA的技术 ,并就该技术与现有体外重组 DNA技术进行对比 ,拟提出我国目前转基因技术路

线和产业化发展策略。
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　　目前在日本、美国均有育成蛋白质含量超过

47%的品种 ,如 Sioux、白荚 1号等。我国大豆蛋白

质含量平均只有 40%左右 ,分布呈现南高北低趋

势。南方地区大豆品种蛋白质含量平均达 44. 6% ,

有的可达 47%以上。 但在北方主产区东北三省 ,近

20年推广的品种平均蛋白质含量只有 41. 14% ,而

黑龙江省平均含量为最低
[1, 2 ]
。

一般认为:大豆蛋白质和油份含量均与地理分

布有关:高纬度大豆含油量高 ,蛋白质含量低 [ 3]。在

高纬度地区育成高蛋白 ( 45%左右 )品种较困难 ;高

蛋白常规育种的难度还在于蛋白含量与产量呈负相

关 , 特别是与主要产量性状呈显著负相关 [4, 5 ]。 因

此 ,虽然近年也不断育成一些蛋白质含量较高的品

种 ,但在某些农艺性状特别是产量性状上仍不够理

想。

生物技术给作物品种改良辟出一条新路 ,它通

过 Genetically Modi fied Crops(简称 GMC)的方式

突破了常规育种的难度并缩短了育成一个品种的时

间 ,因此 ,再和常规育种相结合 ,即可快速实现农作

物分子育种的品种改良。其中黑龙江省农业科学院

利用由周光宇先生创立的花粉管通道法进行遗传转

化技术即外源 DNA直接导入 ( Direct Int roduction

Exogenous DN A简称 DIED)技术 ,将高蛋白野生

大豆总 DNA直接导入栽培大豆育成了第一个大豆

新品种 - -高产优质高蛋白大豆黑生 101
[6 ]
。

国际国内发文
[7 ]
所称基因工程 (简称 GE)所指

导入受体的是体外重组 DNA, 所获转化体叫遗传

工程 体 ( Genetically Modified Organisms 简 称

GMO) ,植物就叫遗传工程体植物 ,或称转基因作物

( GMC)。而利用 DIED技术所导入的是总 DNA,因

此 ,所获转化体不被国外及国内一些专家认为是

GMC.在我国《农业生物基因工程安全管理实施办

法》中就没列在适用部分中 ,但也未列在不适用部分

中。大豆黑生 101品种 (品系号 D89- 9822以下称

D9822)育成意义在于不仅为大豆品质育种特别是

高蛋白育种建立了一条有效的技术途径 ,而且可作

为我国 GMC研制方式之一。因此 ,十分有必要通过

DIED技术的具体实例与 GE技术的对比 ,来进一

步阐明 DIED技术实质和效果及对发展我国基因工

程研究与应用的重要现实和长远意义。

1　 DIED技术原理及技术流程

1. 1　 DIED技术原理

利用开花植物授粉后形成的花粉管通道 ,直接

导入外源 DNA( DIED)转化尚不具备正常细胞壁的

卵、合子或早期胚胎细胞 ,达到某些目的基因的转

移 [8 ]。

1. 2　 DIED技术流程 (以黑生 101的育成过程为

例 ):
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　　　　　　　　　　　　提取供体高蛋白野生大豆 DNA

DNA提取和导入　　　　　　 ↓

　　　　　　　　　　　　导入受体栽培大豆 (开花时期 )当年获 D1代种子

　　　　　　　　　　　　　　 ↓

选择鉴定分析　　　　　　　　 D1　　　　田间观察 ,考种　　化学分析

　　　　　　　　　　　　　　 ↓

　　　　　　　　　　　　　　 D2　　　　田间观察 ,考种　　化学分析　决选品系

　　　　　　　　　　　　　　 ↓

　　　　　　　　　　　　　　 D3- 9822　　品比、异鉴　　化学分析

　　　　　　　　　　　　　　 ↓

　　　　　　　　　　　　　　 D4- 9822　　品比、异鉴　　化学分析

　　　　　　　　　　　　　　 ↓

　　　　　　　　　　　　　　 D5- 9822　　区试　　　　化学分析

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 RAPD分析

　　　　　　　　　　　　　　 ↓

审定推广　　　　　　　　　　 D6- 9822

区试、生试　　化学分析

审定、命名　　 RAPD分析
　　　　　　　　　　　　　　 ↓

　　　　　　　　　　　　　　黑生 101

2　 DIED转化效果

综合 10年大豆 DIED转化的研究 ,可以明显看

出如下效果:

2. 1　高蛋白 DNA转化效果

通过直接导入高蛋白野生大豆总 DNA在 D2

代就获得许多高蛋白株系 ,蛋白质含量 ( PC)明显高

于受体 ,其中 D9822株系达到 47. 58% ,连续 7年分

析平均达到 45. 44% ,比受体平均高 1. 76个百分

点 ,球蛋白总量比受体高近 10个百分点 , 11S球蛋

白比例超过 70% [6 ]。

根据我们的经验 ,一般转移高蛋白供体 DNA

的受体后代 , PC均有不同程度的提高 ( 1- 6个百分

点不等 ) ,当然 ,其它农艺性状也有不同程度的改

变 [9 ] ,而 D9822品系与受体相同 ,但产量性状、抗病

特性等均优于受体。 DIED转化效果为其它作物野

生资源快速利用带来新的启示。

2. 2　产量效果

D9822品系 5年 4种产量比较结果 ,除品种比

较试验 (在育成区 )产量稍低于对照外 ,其余 3个试

验 (在适宜区 )比对照增产 9. 2- 11. 3% ,比受体增

产 40%以上 [6 ]。产量提高幅度已达到高产育种指

标 ,大大超过省品种审定委员会规定的蛋白质含量

达到 45% ,产量只需提高 3%的标准。这在常规育种

中是难以达到的。产量比较结果说明 DIED技术可

打破某些基因连锁。

2. 3　对黑生 101( D9822品系 )的 RAPD分析结果

RAPD分析是目前追踪外源 DNA片段的较好

方法 ,已对 DIED转化的典型组合材料做过分析报

道 [10 ]。在对黑生 101及其供体、受体同时进行了

RAPD技术分析中发现: 扩增出多态性的单引物有

O PB07、 O PB18、 OPC08和双引物 O PA1 1+ O PC1 2 ,均

使黑生 101表现出与供体相同的特异带 ,而该带在

受体扩增产物中不存在。 说明在外部性状相同情况

下 ,在分子水平上找到了与受体不同的 DNA片段 ,

而该片段只在供体中存在 [11 ] ,证明黑生 101与受体

在遗传组成上存在差异。

2. 4　转化品种黑生 101审定推广及育成意义

D9822品系在 D6代审定命名为黑生 101正式

推广 ,比常规育种缩短近一半时间。据不完全统计五

年累计推广面积已达 260余万亩。 该品种的推广列

为“九五”国家重点科技攻关 ( 96- C01- 01- 04)和

黑龙江省省长创新工程项目中主要农作物生物技术

育种专题唯一一个大豆品种。 在我省东部地区建三

江垦区示范结果表现良好 [12 ]。

DIED技术在大豆上的应用已申请国家发明专

利 ,专利号为: 98121507. 6。
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大豆黑生 101品种的育成是首次利用 DIED生

物技术实现了大豆分子育种 ,育成了我国第一个高

产、优质、高蛋白大豆新品种 ;并在我国高纬度地区

实现了大豆高蛋白育种 ;是对常规高蛋白育种中蛋

白与产量负相关矛盾的一个突破 ;是常规育种周期

缩短的先例 ;也是我国创新的 GMC成果。当前国际

上在不停地对 GMC及其食品进行争议和抵制的形

势下 ,而被带有国外意识的专家们不承认为 GMC

的黑生 101大豆却可以其独具的天然性、安全性在

顺利推广。

3　我国 GMC研制应采取何种技术路

线

通过 DIED技术的研究应用和对其产生效果的

分析 ,针对国际上 GMC的发展形势 ,如何认识由我

国创立的这项 DIED技术的实质和现实意义 ;如何

理解 DIED技术和 GE技术之间的区别 ,从而确立

我国 GMC研制的切实可行的技术路线。这对 GMO

产品的推广和产业化及实现“十五”乃至更长远目标

是十分必要的。

3. 1　 DIED技术的实质及优越性

从技术实质看 , DIED技术有别于传统常规有

性杂交技术而属生物技术领域是毫无疑问的。而生

物技术领域核心技术是 DNA分子水平的遗传操作

和遗传转化 ,因此 ,体外重组 DNA即目的基因的转

化过程为转基因 ,其获得的产品为 GMC。而含有目

的性状的总 DNA通过遗传操作转入受体实现转化

并获得目的性状的表达的过程也属转基因 ,它完全

符合本文所引 [13, 14 ]英文缩写 GMC的概念。因此 ,通

过 DIED技术的操作 ,使外源 DNA片段稳定整合

到受体基因组 ,使受体的遗传组成发生了部分改变 ,

而成为另一种新个体 ,这个新个体带有供体某个性

状并能稳定遗传表达这就是 GMC或叫 GMO。为与

前者相区别暂称为 D- GMC。 所以 , DIED技术与

GE技术的实质应是相同的 ,均属于 DNA分子水平

的遗传转化生物技术。只是所采取的技术路线不同

(主要是 DNA来源不同和导入方式不同 ) ,并使转

化效果和所获 GMC在本质上有所不同。 而这种不

同正是我国科学家在基因工程上的创新点。 现将两

者技术主要环节对比如表 1:

表 1　 DN A分子水平遗传转化技术对比

Table 1　 Compa re o f DNA genetic tr ansfo rma tion techniques in mo lecula r lev el

对比内容
体外重组 DN A转移

( GE技术 )

总 DNA转移

( DIED技术 )
对比内容

体外重组 DN A转移

( GE技术 )

总 DN A转移

( DIED技术 )

1. DN A来源 人工重组、限制 自然、广泛 8.安全性鉴定 需要 不需要

2.体外重组 需要 不需要
9.人们接受其产品难

易
难 易

3.抗性标记 需要或有 不需要、无 10.条件设备 要求高、昂贵 简易

4.导入技术 基因枪、农杆菌介导等 花粉管通道 (天然 ) 11.知识产权 大部分不自主 自主

5.受体培养再生 需要 不需要
12.无抗源等目标性的

选择难易
较易 较难

6.表达 环节多、易丢失 直接 13. GMC主要效果
目标基因转化

效果为 GM C

蛋白特性、百粒
重、熟期、种皮
色、株叶型等其
中 1项或 2项

或多项转化为

D- GM C。

7.分子验证 Sou thern、 PCR等 RAPD( PCR)等
14.解决某些相关性如

高蛋白与产量等
未知 可以

　　通过 GE和 DIED技术的对比 ,我们可以明确

看出 DIED技术过程及所获 D- GMC与 GE技术

过程及所获 GMC存在许多区别 ( 1- 14) ,正是这种

区别使 DIED技术具有了更多的优越性 ,并且这种

优越性将会对 GMC的产业化发展带来不可估量的

影响。

3. 2　确立以 DIED为主的 GMC研制发展的技术

路线

目前 ,在进行我国 GMC研制时 ,无非有两条技

术路线 ,一是跟踪。 GE技术体系主要是由美国建立

的 ,跟踪的初期国内落后约 10年 ,跟踪的利是:可与

国际水平保持同步 ,可节省时间 ,少走弯路 ,因此 ,跟
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踪是必要的。但更有其不利的方面 ,并随着研究的深

入而逐渐显现出来:因国情不同 ,其高投入的深入研

究受到一定限制 ;特别是无法被大多数应用研究单

位所接受 ;当出现不安全因素时 ,我们也要重蹈覆辙

浪费了财力和时间 ;过多的跟踪引入还要受到专利

的制约等等。二是创新。这是科技发展的永恒课题。

DIED技术是周光宇先生不盲目跟踪而是根据国情

创立的一项遗传转化技术。 该技术发展近 20年中 ,

已广泛用于多种作物 ,它以其安全、简便、快捷、高效

的特点深受广大从事生物技术应用和育种者的欢

迎 [15 ]。 实践证明 ,在应用中它具有 GE所不能具备

的许多优越性 ,因此在 GMC研制中 ,我们一定要立

足于创新 ,在跟踪中去创新的同时 ,大力发展我国这

项已有的成熟的创新技术优势。

3. 3　“十五”计划建议

在 21世纪初的 5- 10年内 ,重点搞好: A、加速

DIED技术的应用及产业化 ,扩大分子育种的作物 ,

如我们已有充分研究基础并已获得可利用的后代材

料的玉米、亚麻、高粱等。继续完成又获大豆新品系

如高蛋白、高产及抗孢囊线虫病品质优良高产等的

大豆品系鉴定和推广。 B、加大投入深入研究探讨其

机理 ,寻找更准确的验证技术 ,搞好基础研究使

DIED技术更加完善。 C、在已有大量工作的基础上

开展目标基因的识别和分离 ,建立起我国自己的植

物基因工程技术体系 ,生产出人类放心的安全的

GMC产品以解决 21世纪我国的粮食产量和品质问

题。
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SOYBEAN BREEDING EFFECTIVEMETHOD- DIED

Lei Bojun

( Biotechnolog y Research Center , Heilong jiang Academy

of Agricultural Sciences , Harbin 150086)

Abstract　 Based on the breeding o f Heisheng 101 a new soybean va riety wi th high yield, g ood quility and

high protein. The paper describes the technique of Int roduing Exgenous Total DN A ( IETD) by pollen

Tube path that w as set up in China. It a lso compares this method wi th gene engineering and conventional

breeding methods. Developmental st rategies of g ene t ransforma tion techniques in China are discussed.

Key words　 Soybean; High pro tein; DIED ( Divect Introduction Exogenous DN A); DN A recombination in

vi t ro; GMC ( genetically modified crops)
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