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摘要　用大豆体细胞胚为外植体 ,以抗性体细胞胚筛选率为转化率的指标 ,研究了农杆菌介导的大

豆体细胞胚遗传转化系统的几种影响因子。结果表明 ,用球形期的体细胞胚受伤处理作为转基因

的受体 、预培养 1. 5天有利于转化;筛选不同的代数 ,转化率在 3个月以前明显下降 ,而在 3个月以

后则基本稳定在 8%左右。
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　　随着生物技术的发展 ,基因转移被视为大豆改

良和常规育种的有效补充途径 ,并取得了一定的进

展
[ 1-3]

,在各种遗传转化方法中 ,农杆菌是自然界存

在的天然基因工程载体 ,具有许多优点已经被许多

植物转基因研究应用 ,它是大豆遗传转化的首选方

法[ 4] 。长期以来 ,由于影响大豆转化频率的因子[ 5] ,

如受基因型限制 、某些大豆品种对农杆菌不敏感
[ 6]

等原因 ,使转化的最佳条件难以确定 ,使农杆菌介导

的大豆遗传转化频率低 ,实验结果重复性差。

体细胞胚多数来源于单细胞起源 ,转基因植株

嵌合体少 ,胚的结构完整 ,成苗快 ,数量多 ,重复性

好 ,转化功能细胞多 ,即处于转化感受态的细胞数量

多 ,因此是基因转化的良好受体[ 7-10] 。

本文用带有双价抗虫基因(Bt 基因和 CptI 基

因)的根癌农杆菌 ,以大豆的体细胞胚为受体进行遗

传转化。对影响农杆菌转化的因素如外植体年龄 、

预培养时间 、筛选代数[ 11] 及筛选方式等进行了研

究 ,优化农杆菌介导的大豆遗传转化体系 ,以期获得

抗虫转基因植株 ,为大豆的遗传转化提供实验依据

和理论指导。

1　材料与方法

1. 1　材料

受体材料:军需大学植物基因工程中心提供的

大豆体细胞胚东农 L13 、合丰 25 、东农 40 、黑农 35 、

CH21141 、PROGRESS 。

质 粒 和 菌 株:质 粒 为 双 元 载 体 pG-

BI121S4ABC ,由中国农业科学院生物技术研究中

心郭三堆实验室构建和提供 ,含有双价抗虫基因(Bt

基因和 CpTI基因)、NPT Ⅱ基因 、Gus基因 ,启动子

分别为 35S 、35S 、NOS 和 35S 。实验所用农杆菌菌

株为 LBA4404 ,带有卡那霉素抗性筛选标记。

植物组织培养基以及培养条件:

继代培养基　MS +2 ,4 - D(15mg /L - 20mg /

L) +0. 8%琼脂+3%蔗糖 pH=5. 8 自然光

重悬培养基　液体继代培养基+AS(100μmo l/

L) pH =5. 8 自然光

共培养培养基　继代培养基+AS(100μmo l/

L) pH =5. 6 黑暗

脱菌筛选培养基 继代培养基+(50 - 300mg /

L)头孢霉素+卡那霉素(25 - 50mg /L)

萌发培养基 1 MS+1%活性炭 +0. 8%琼脂+

10%蔗糖 光照 16h /d

萌发培养基 2 MS+0. 8%琼脂+10%蔗糖 光

照 16h /d
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壮苗培养基 MSB +0. 8%琼脂+3%葡萄糖

pH =7光照 16h /d

(上述后三种培养基同时加入卡那霉素(0 -

50mg /L)和头孢霉素(0 - 300mg /L)

预培养培养基 MS+0. 8%琼脂 +3%蔗糖 +

0. 3M甘露糖 pH =5. 8 自然光

工程菌培养基:工程菌 LBA4404 的培养基用

YEP 培养基 。

1. 2　方法

1. 2. 1　工程菌液制备

在超净工作台上 ,从 YEP 培养平板上挑取单菌

落接种于 YEP 培养液中(含 50mg /L 卡那霉素 ,

50mg /L 利福平 ,25mg /L 链霉素),于 28℃、180rpm

振荡培养过液(约 24 ～ 36h)。当菌液逐步浑浊时 ,

随时取样测定其 OD600值 ,然后在 4℃、3500 转 /分 ,

10分钟离心搜集菌体 ,重悬于重悬培养基备用 。

1. 2. 2　农杆菌侵染转化以及植株再生

分别取大豆球形期体细胞胚团块(直径 3mm

左右)40 块和子叶胚 90 个 ,预培养后进行侵染转

化 ,侵入预备好的农杆菌感染液中 OD600 =0. 5 ,侵

染 10分钟 ,然后倒掉菌液 ,用无菌滤纸吸干后接种

到共培养培养基上 ,三天以后再接种到含有卡那霉

素 50 mg /L 、头孢霉素浓度 300 mg /L(根据情况依

次降低 ,以不长菌为宜)的培养基上 ,重复 4次 ,然后

每隔 15 - 20天继代一次 ,四个月内(6次筛选)调查

各代产生的抗性体细胞胚团块(直径 3mm 左右)

数。计算转化率(抗性体细胞胚块数 /接种的体细胞

胚块×100)和抗性筛选率(相邻代之间保持抗性的

百分率),然后将剥离出来的单个 D6代抗性体细胞

胚团块转入萌发培养基 1(含有 100mg /L 卡那霉

素 、适宜的抑菌剂头孢霉素)中 。萌发 20天以后 ,再

转入萌发培养基2 (含有 50mg /L 卡那霉素 、适宜的

抑菌剂头孢霉素)中 。直到长成再生抗性小植株 ,再

转入壮苗培养基得到转化植株 。

因素与水平:预培养时间(d):0 、0. 5 、1. 5 、2. 5 、

3. 5 、4. 5 ;体细胞胚发育时期:球形期 、子叶胚时期;

筛选代数:1 、2 、3 、4 、5 、6(每 15天一代).

1. 2. 3　再生植株的筛选以及生长

再生植株转入壮苗培养基以后采取两种选择方

式。第一种卡那霉素降为 25mg /L 的培养基上;另

一种在壮苗培养基上不加卡那霉素 ,即不筛选 ,调查

生长情况及再生植株数。

以上数据处理及分析均采用 SPSS软件。

2　结果与分析

2. 1　质粒 DNA 的检测

从根癌农杆菌中提取质粒 pBGI121S4ABC DNA

琼脂糖电泳 ,可以看到17. 5Kb左右的条带。说明质粒

存在于根癌农杆菌中 ,完全可以用于转化(见图1)。

图 1　质粒 pBGI121S4ABC电泳图

Fig 1　Figure of plasmid include in LBA4404

2. 2　不同因子对体细胞胚转化率的影响

2. 2. 1　体细胞胚预培养对转化率的影响

农杆菌侵染外植体以前是否需要预培养 ,文献

报道情况不一 ,有人认为预培养可以促进细胞分裂 ,

而处于细胞分裂期的细胞是转化的感受态细胞 ,易

于转化 ,外植体在高渗培养基上培养可以使细胞发

生质壁分离 ,液泡变小 ,使农杆菌易于接触伤口处的

细胞 ,从而提高转化率 。鉴于这些报道 ,我们把体细

胞胚团块在高渗培养基上进行 0 - 5 天的预培养然

后用农杆菌侵染 , 1. 5个月以后 ,用产生的抗性体细

胞胚团块占接种块数的百分率表示转化频率 ,我们

跟踪调查了几种基因型中萌发率和再生率最高的基

图 2　大豆预培养对转化率的影响

Fig. 2　The cffect on pre - cultar e to tr ansfo rmation f requency

因型东农 L13(见王晓春
[ 12]
)的实验结果(以下 2. 2.

2和 2. 2. 3同)如图 2。可以看出 ,预培养 1. 5天以

内 ,转化率明显提高;1. 5天- 4. 5天 ,转化率明显下
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降;超过 2. 5天转化率甚至低于对照。最适宜的预

培养天数为 1. 5天。

2. 2. 2　大豆体细胞胚的发育时期对转化率的影响

实验用体细胞胚团(球形期)和子叶期胚为材

料 ,在相同农杆菌浓度侵染以及培养条件下进行比

较实验。筛选一个月以后成为 D0 代 ,以后每隔 15

- 20天继代一次 ,连续筛选 6 代统计结果见表 1。

结果表明体细胞胚团有很高的转化率为 8. 0%,而

发育晚期的子叶胚很难诱导出抗性体细胞胚 ,转化

率为 0 ,这可能与其分裂能力有关 。实验可以看出 ,

植物细胞对农杆菌侵染确实存在感受态问题 。即植

物细胞进行转化时易于接受外来遗传物质的一种状

态。当以体细胞胚团做为受体进行侵染时 ,农杆菌

侵染能力强。体细胞胚团经过切割破碎以后 , T -

DNA 随着菌液进入伤口 ,使细胞分泌一些酚类物

质 ,增强农杆菌侵染能力。创伤反应是植物细胞感

受态存在的前提条件 。而子叶期胚已经在萌发培养

基中继代 20 - 30天 ,已经发育成独立完整的个体

胚 ,没有创伤区域 ,子叶期胚为受体 ,侵染时农杆菌

能力侵染能力弱 ,因此转化率低 。再次证明体细胞

胚团为大豆转化的良好受体。
表 1　大豆体细胞胚的不同发育时期对转化率的影响

Table 1　The effect on soybean embryo to tr ansfo rmation

fr equency in differ ent g row th period

外植体

Ex plant

接种外植体数

In oculation

ex plan t

D0诱导率(%)
Inducing

frequercy

D6诱导率(%)
Inducing

frequercy

D0 - D6筛选率

(%) Election

f requercy

球形胚

Globular

em bryo

50(块) 38. 9 8. 0 25. 5

子叶胚

Cotyled-
onary

em bryo

90(个) 30. 2 0 0

　　注:诱导率(%)=抗性体细胞胚数 /接种数×100

2. 2. 3　筛选代数对体细胞胚转化率的影响以及抗

性植株再生

大豆体细胞胚团块切割成直径 3mm 左右 ,通

过农杆菌侵染(OD600 =0. 5 ,侵染时间为 10 分钟 、

AS 浓度为 100μmol /L)共培养 3天以后 ,转入含有

卡那霉素 50mg /L 和头孢霉素 300mg /L 的培养基

上 ,经过 1 周的恢复培养 ,然后转入含有卡那霉素

50mg /L 头孢霉素浓度根据情况逐渐降低(以不长

菌的最低浓度为准)的培养基上 ,筛选培养 1个月以

后 ,可以看出大部分体细胞胚变褐 、死亡 ,有的表现

出对卡那霉素的抗性 ,生长出新的绿色体细胞胚 ,将

这些抗性体细胞胚称为 D0 代 , D0代抗性体细胞胚

再转入上述筛选培养基中培养 ,又有一些逐渐死亡 ,

部分 D0代抗性体细胞胚仍然能够继续生长 ,进而

形成 D1代抗性体细胞胚。本实验通过连续四个月

6次筛选 ,得到 D6代抗性体细胞胚 。将 D6代抗性

体细胞胚团块切割成直径 3mm 左右进行继代增殖

培养 ,形成抗性体细胞胚团块。将剥离出的单个 D6

代抗性体细胞胚转入有卡那霉素 50mg /L ,头孢霉

素浓度根据情况逐渐降低(以不长菌的最低浓度为

准)的萌发培养 1中萌发 20天 ,再转入萌发培养基

2中培养。两个月以后 ,抗性体细胞胚一端形成芽 ,

另一端形成根 ,形成完整小植株。再转入壮苗培养

基(含有卡那霉素 25mg /L)中 ,得到抗性植株。

从表 2可以看出 D0 - D4代 ,继代诱导率明显

下降 ,D0为 41. 73%,D4为 8. 6%,经过四次筛选以

后 ,诱导率基本稳定在 8%左右(D4 、D5与 D6基本

8%左右),继代筛选率随着代数的增加 ,D0 - D1为

52. 5%,从 D3 到 D4 明显提高到 90%。此结果表

明 ,筛选 6代以后卡那霉素抗性的体细胞胚基本上

没有嵌合体存在。

表 2　连续 6 次筛选各代抗性体细胞胚的块数与抗性诱导率以及抗性筛选率

Table 2　T ransfo rmation f requency of re sistance and soybean soma tic embryo after 6 selections

项目

Item

一个月 One manth 二个月 Tw o months 三个月 T hree m an th s 四个月 Four months

D0 D1 D2 D3 D4 D5 D6

17(块) 9. 1 5. 4 3. 8 3. 4 3. 4 3. 1

抗性诱导率(%)
T he f requency of

resistant indu cing

41. 7 22. 7 13 9. 5 8. 6 8. 4 7. 8

抗性筛选率(%)
T he f requency of

resis tant elect ion

- 52. 5 60 70 90 91 92

　　注:抗性诱导率(%)=抗性体细胞胚块÷接种体细胞胚块×100;抗性筛选率(%)=相邻两代间保持抗性的体细胞胚块百分率
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2. 2. 4　再生小植株的筛选 、生长及移栽

实验表明 ,再生小植株转入壮苗培养基以后 ,继

续用卡那霉素按照第一种方式筛选 ,则再生小植株

许多不会出现根 ,逐渐变白死亡 ,抗性植株少 。而用

第二种方式筛选 ,即在壮苗培养基上不再筛选 ,则发

现有一部分无根的小植株会恢复生长 ,从而增加抗

性苗的数目。所以我们分析 ,壮苗时不筛选 ,可能仍

然有非转化植株大量存在 。说明 ,壮苗筛选可能会

有效地筛选掉非转化植株 ,提高阳性植株率。待转

化植株根系良好 ,苗高 7 - 10cm ,而且生长比较旺盛

时练苗后进行移栽。原因是再生小植株是在高温 、恒

温的异养条件下生活 ,其生理代谢以异养为主 ,其组

织器官的发育与正常条件下的植株均有差异 ,因此在

再生小植株移栽前必需经过短时期的驯化或锻炼后

才能适应外界环境的温度和湿度以及强烈光照。

3　结论与讨论

本实验对大豆体细胞胚转化条件进行了初步的

研究 ,确定了影响大豆体细胞胚转化率的几种因素 。

3. 1　受体不同发育时期

实验中观察到不同发育时期的体细胞胚 ,基因

转化率有明显差异 ,球形期转化率高于子叶期胚。

这说明 ,植物细胞对农杆菌的侵染确实存在感受态 ,

植物细胞与农杆菌都要处于旺盛分裂期 ,是农杆菌

转化的前提条件。感受态与转化频率直接相关 ,球

形期体细胞胚处于旺盛分裂期 ,是农杆菌转化的感

受态 ,易于接受外源 DNA并使其表达 。

3. 2　植物受体材料的受伤处理

切割体细胞胚团块造成损伤是农杆菌转化的重

要条件 ,原因可能是转化材料受伤时 ,对农杆菌更敏

感 ,这可能是易诱导伤口处的体细胞胚细胞 ,而成为

活跃的分生细胞 。Binns等在 1992年用基因枪轰击

植物组织 ,受伤处理可以提高农杆菌转化的效率。

这种方法是作为一种伤害机制 ,而促进农杆菌转化 ,

它在被轰击的组织细胞表面造成或大或小的伤口 ,

是农杆菌转化的有利位点 。

3. 3　预培养对转化率以及对转化植株再生的影响

Vijag achandra等 1995 年认为 ,预培养对转化

有一定的作用。实验表明 ,农杆菌侵染以前 ,让体细

胞胚在高渗培养基上预培养 1. 5 天左右 ,会提高转

化率 ,这可能是预培养可以促进细胞分裂 ,使它处于

感受态;另外 ,高渗培养基增加细胞质壁分离 ,液泡

变小 ,使农杆菌易于接触伤口处的细胞 ,从而提高转

化率 。

3. 4　筛选时间对转化率以及对转化植株再生的影

响

筛选不同的代数 ,抗性体细胞胚的诱导率在 D0

- D3代(3个月以前)明显下降 ,而在 D3 代以后则

抗性诱导率基本稳定 ,但是抗性筛选率提高。说明

此时抗性体细胞胚已经没有嵌合体 。但是在壮苗培

养基中 ,如果继续筛选 ,则仍然有大量的非转化植株

大量死亡 。如果壮苗培养基中不筛选 ,一些非转化

植株又存活 ,抗性植株数就会增加。所以以抗性体

细胞胚作为转化频率的指标可能偏高。原因是得到

的抗性体细胞胚形态不一 ,正常的体细胞胚能够萌

发 ,成为抗性植株 ,而不正常的体细胞胚不能够萌发

或萌发率低 ,不能或很少形成抗性植株;另外 ,实验

中还由于污染等原因 ,致使形成的抗性植株数目减

少 ,致使转化率降低;此外 ,细胞的损伤也是转化率

降低的一个重要因素 。本实验以筛选 3个月的抗性

体细胞胚的诱导率作为衡量转化率的标准 ,而进行

目的基因转化时 ,则以得到转基因植株为目的。所

以 ,以抗性体细胞胚作为转化频率的指标会带来一

定的误差 。

另外 ,本实验供试材料用了几种基因型 ,由于实

验周期比较长 、工作量大和农杆菌抑菌困难等问题 ,

此部分只跟踪调查了几种基因型中萌发率和再生率

最高的 、非常有代表性的基因型东农 L13的实验结

果 ,这是本文的局限性。而其他基因型的最终抗性

植株数及分子检测的结果以及分子检测的结果与抗

性筛选结果间的差异我们将继续另文报道。

要提高稳定转化频率 ,一方面要改进组织培养系

统;另一方面可以增加一些处理因素。如基因型的筛

选 、培养条件的改善 、菌株类型 、转化条件的优化 、体

细胞胚的处理等 ,促进大豆转基因研究的发展。
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THE FACTORS INFLUENCING GENETIC TRANSFORMATION SYSTEM IN

SOMATIC EMBRYOSOF SOYBEAN MEDIATED BY AGROB ACTER IUM
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Abstract　The factors inf luencing genetic t ransfo rmation about somatic embryos of soybean M ediated by

Agrobacterium tume faciens had been studied. It show ed that the suitable condi tion w as determined as fo l-

lowed:injured t reatment of somatic embryos of soybean , pre - culture one day and a half . The t ransfo rma-

tion f requency decreased w ith the date of selection delayed in three months , The transfo rmation f requency

kept 8% af ter three months.

Key words　Soybean;Somatic embryos of soybean;Mediated by Agrobacterium ;Genetic t ransfo rmation
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