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摘要　以三个大豆品种的无菌苗子叶节为受体 ,以 PSY 为目的基因 ,应用根癌农杆菌介导法对大

豆进行了遗传转化 ,经子叶节丛生芽诱导 、茎伸长培养 、生根培养和潮霉素选择培养 ,获得了完整的

抗性再生苗 ,经 PCR和 PCR - Southern分析鉴定 ,初步证明外源基因 PSY已整合到大豆的基因

组中 ,并对影响遗传转化的因子进行了研究。
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　　八氢番茄红素合成酶(Phy toene synthase ,

PSY)是类胡萝卜素生物合成的限速酶 ,通过转化

PSY基因可以加速催化反应 ,促进相应类胡萝卜素

的合成[ 1 - 3] 。

大豆是重要的粮食 、油料和饲料作物 ,是植物蛋

白和植物油的主要来源 ,大豆油是当今人们最喜食

的食用油 ,在国内外市场上占有十分重要的地位。

类胡萝卜素是一类营养元素 ,有益于人类的健

康 ,增强人体免疫力 ,延缓机体衰老 ,预防癌症 ,减少

因缺乏维生素 A 而引起的夜盲症 、幼儿弱视等一系

列眼病[ 4] 。类胡萝卜素是脂溶性物质 ,而且它的存

在可有效地延缓植物油的氧化 。如果能将类胡萝卜

素合成酶基因导入大豆 ,用来提高大豆类胡萝卜素

的含量 ,对提高大豆品质 ,促进人类健康均具有十分

重要的意义。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　植物材料 、质粒和菌株

大豆品种吉林 30 、吉林 35由吉林省农业科学

院提供;合丰 25 、黑农 35由黑龙江省农业科学院提

供;九 9313由吉林市农业科学院提供;长农 9由长

春市农业科学院提供。

根癌农杆菌 EHA 101和来自枸杞的 PSY(1. 3

kb)基因由季静教授提供 ,质粒 pEbisPSYHyg 上构

建有目的基因 PSY和植物抗性筛选标记潮霉素磷

酸转移酶基因 Hpt。

1. 1. 2　培养基

基本培养基为 MSB(MS无机盐+B5 有机物),

农杆菌 EHA101培养用的是 YEB 培养基 ,遗传转

化培养基为 MSB 附加不同浓度的 6 - BA(1. 5 -

2. 0mg /L)、GA(0. 5 - 1. 0mg /L)和 IBA(0. 5 - 1. 0

mg /L),并在重悬液培养基和共培养培养基中加入

100μmo l/L AS 。

1. 2　方法

1. 2. 1　遗传转化方法及步骤

试验采用农杆菌介导法 ,以大豆子叶节为受体

进行遗传转化。首先 ,将切好的外植体浸入重悬后

的菌液(OD600 =0. 6 - 0. 9)中 ,浸泡 10 - 15min ,倒

掉菌液 ,将外植体移到无菌滤纸上吸干菌液 。然后

将子叶近轴面朝下接种在共培养培养基上 ,25±1℃

条件下暗培养 3d 。将共培养后的外植体转入脱菌

筛选培养基 ,待子叶节长出抗性芽后 ,将抗性芽切割
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分离 ,转入抽茎筛选培养基 , 15 - 20d后转入生根筛

选培养基 ,抗性芽生根后 ,转入 1 /2MSB 培养基中

培养 ,最后移栽直至成活 。

1. 2. 2　抗性选择标记适宜浓度的确定试验

以吉林 30 、九 9313 、长农 9的子叶节为外植体 ,

在诱导丛生芽的培养基中分别加入潮霉素(Hyg):

0 、5 、10 、15 、20 、25 、30mg /L ,进行潮霉素对大豆子叶

节诱导丛生芽影响的试验。每个处理 30 - 40 个外

植体 ,三次重复 , 15d 后记录产生抗性芽的外植体

数。

1. 2. 3　农杆菌介导的大豆子叶节遗传转化因子的

优化

以大豆品种吉林 30 、长农 9 、九 9313 的子叶节

为受体 ,以抗性芽率为指标 ,进行脱菌剂(头孢霉素 ,

Cef)浓度 、农杆菌菌液浓度 、侵染时间 、共培养时间

试验 ,以确立农杆菌介导的大豆子叶节遗传转化的

最佳条件 。各试验设计如下:

农杆菌菌液浓度(OD600):0. 3 、0. 6 、0. 9 、1. 2;

侵染时间(min):1 、5 、10 、15 、20;

共培养时间(d):1 、2 、3 、4 、5。

1. 2. 4　分子检测

按照王关林的 SDS 方法提取植物基因组

DNA ,并进行 PCR 、PCR - Southern检测[ 5] 。

2　结果与分析

2. 1　抗性选择标记(Hyg)适宜浓度的确定

以三个大豆品种的子叶节为外植体 ,进行的潮

霉素对大豆子叶节诱导丛生芽影响试验结果见图 1。

图 1　潮霉素对大豆子叶节出芽率的影响

Fig. 1　The effect hyg romycin on frequency o f

shoo ts f rom co ty ledonary node o f soybean

　　由图 1和方差分析结果可知 ,不同基因型间对

潮霉素的耐受性存在极显著的差异(F =39. 84>

F 0. 01 =5. 05),即不同的基因型对潮霉素的反应不

同 ,对潮霉素耐受性最强的是吉林 30 、九 9313 次

之 、长农 9最弱。当潮霉素浓度大于 20mg /L 时 ,长

农 9 的出芽率低于 6. 7%;当潮霉素的浓度大于

25mg /L 时 , 长农 9 的出芽率为零 ,吉林 30 和九

9313的出芽率低于 10%;当潮霉素浓度达到 30mg /

L时 ,三个品种的出芽率都为零。因此 ,确定遗传转

化时潮霉素的适宜筛选浓度长农 9为 20 - 25mg /L

吉林 30和九 9313为 25 - 30mg /L。

2. 2　菌液浓度的确定

以吉林 30 、长农 9 、九 9313 大豆种子萌发 10d

的子叶节为受体 ,以抗性芽率为指标 ,进行了菌液浓

度试验 ,结果见图 2 。

图 2　菌液浓度对大豆子叶节抗性芽率的影响

Fig. 2　The effect of concentrations o f A. tume f aciens on

frequemcy o f resistant shoots in soybean coty ledon node

由图 2可以看出 ,菌液浓度 OD600值在 0. 3 - 1. 2范

围内 ,供试的三个大豆品种的子叶节抗性芽率都存

在差异 ,但菌液浓度在 0. 6 - 0. 9 范围内 ,三个品种

都表现出较高的抗性芽率。因此 ,确定农杆菌介导

转化的适宜菌液浓度 OD600为 0. 6 - 0. 9。

2. 3　侵染时间的确定

以吉林 30 、长农 9和九 9313大豆种子萌发 10d

的子叶节为受体 ,以抗性芽率为指标 ,进行了农杆菌

侵染时间的试验 ,结果见图 3。

　　由图 3可知 ,农杆菌对子叶节的侵染时间不同 ,

子叶节抗性芽率存在差异 ,三个品种子叶节的侵染

时间以 10min 的抗性芽率最高 ,且显著地高于 1

min 和 20min 两个处理。因此 ,确定农杆菌侵染子

叶节的适宜时间为 5 - 15min 。
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图 3　侵染时间对大豆子叶节抗性芽率的影响

F ig. 3　The effect o f infection time on fr equency

resistant shoo ts in so ybean co ty ledon node

2. 4　共培养时间的确定

以吉林 30 、长农 9和九 9313大豆种子萌发 10d

的子叶节为受体 ,农杆菌侵染子叶节后共培养时间

试验结果见图 4。

图 4表明 ,共培养时间对子叶节抗性芽率存在

显著差异 ,共培养时间 3d的较 1d的抗性芽率吉林

30提高了 11. 0%、长农 9提高了 7. 8%、九 9313提

高了 7. 6%, 3d 的较 5d 的抗性芽率吉林 30 高

11. 5%、长农 9高 11. 0%、九 9313高 9. 3%,且 5个

处理以共培养时间 3d的抗性芽率最高 。因此 ,确定

大豆子叶节农杆菌侵染后适宜的共培养时间为 3d。

2. 5　大豆抗性苗的获得及其分子检测

　　以吉林 30 、长农 9 、九 9313萌发 8 - 10d的无菌

苗子叶节为受体 ,利用农杆菌介导法进行 PSY 基因

的遗传转化 ,经丛生芽诱导 、茎伸长培养 、生根培养

和潮霉素筛选 ,共获得大豆转基因抗性苗 6 株 ,经

PCR检测有 2株呈阳性 ,其中吉林 301 株 ,九 9313

1株。

图 4　共培养时间对大豆子叶节抗性芽率的影响

F ig. 4　The effect o f co - culture time on fr equency

of resistant shoo ts in soybean coty ledon node

　　从大豆抗性苗和未转化对照苗叶片提取总

DNA 作为模板进行 PCR扩增 ,未转化株为阴性对

照 ,含目的基因的质粒为阳性对照 ,电泳结果见图

5。结果表明转基因株和质粒都在 1. 3kb 附近扩增

出特异条带 ,而阴性对照株却未扩增出相应的特异

条带 ,由此初步证实 ,目的基因 PSY已转入大豆细

胞内。

图 5　大豆子叶节遗传转化的 PCR检测

Fig. 5　PCR detection o f transformed soybean

M :λDNA / EcoRI+HindIII 1:阳性质粒 pEbisPSYHyg

2:未转化株:3 、4:转化株

　　对大豆苗进一步进行 PCR - Southern 杂交检

测 ,结果见图 6。结果表明 PCR 阳性株 DNA 扩增

图 6　大豆子叶节遗传转化的 PCR - Southern 检测

Fig. 6　PCR - Southe rn detection o f transformed soybean

M:λDNA /EcoRI+H indII I 1:阳性质粒 pEbisPS YH yg

2:未转化株:3、4:转化株

片段和质粒 DNA 扩增特异片段有杂交信号 ,且处

于同一位置 ,而阴性对照植株则没有杂交信号 ,说明
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被检测阳性株扩增出的 PCR条带确实为特异性的

目标带 ,证明 PSY基因确实已整合进大豆抗性再生

植株基因组中。

3　讨论

3. 1　共培养时间与侵染时间对农杆菌转化的影响

大豆子叶节作为农杆菌转化的受体 ,由于子叶

节是器官组织 ,且表面积小 ,只有 1mm 左右 , 农杆

菌侵染时不易接触到伤口细胞。因此 ,所需的侵染

时间比其它组织 ,如愈伤 、体细胞胚组织等要长。本

试验确定 10 - 15min为农杆菌侵染子叶节的适宜

时间 。

农杆菌对植物进行转化时 ,必须在伤口部位存

活 16h 以上 ,才能进行 T - DNA的转移 。此期间涉

及农杆菌向受伤部位的附着 , Vir 区基因的诱导活

化及 T - DNA 的转移整合 。因此 ,需要较长的共培

养时间 ,但在实际操作中 ,共培养时间也不宜太长 ,

如果共培养时间太长 ,农杆菌过度生长 ,不仅造成脱

菌困难 ,还会使子叶节受到毒害 ,不定芽形成困难或

褐化死亡 。本试验确定大豆子叶节农杆菌侵染的共

培养时间为 3d。

3. 2　重悬液对农杆菌转化的影响

Vir区的诱导活化不仅受乙酰丁香酮(AS)浓度

的影响 ,而且还与 pH 值有关。Vir 区的诱导活化

的 pH 值在 5. 0 - 5. 6之间 ,不宜超过 5. 8 。VirD

基因和 VirG 基因的活化温度也必须低于 28℃,且

培养基中不应有酵母提取物[ 6] 。因此 ,在 pH 值为

7. 0的 YEB中加 AS , 28℃摇菌来活化农杆菌是不

合适的 。所以 ,本试验在菌液重悬时 ,不用 YEB ,而

用不加琼脂粉的共培养培养基 ,并添加 100μmo l/L

AS 。

4　小结

4. 1　大豆子叶节抗性筛选标记潮霉素的适宜浓度

长农 9为 20 - 25mg /L ,吉林 30 和九 9313为 25 -

30mg /L。

4. 2　农杆菌介导的大豆子叶节遗传转化体系 ,适宜

的菌液浓度 OD600为 0. 6 - 0. 9mg /L 、侵染时间为 5

- 15min 、共培养时间为 3d。

4. 3　利用农杆菌介导法对大豆子叶节进行 PSY基

因的遗传转化 ,经潮霉素选择获得了大豆转基因抗

性苗 6株 ,经 PCR 、PCR - Southern 检测有 2株呈

阳性 ,其中吉林 301株 ,九 9313 1株 。
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GENETIC TRANSFORMATION OF PHYTOENE SYNTHASE GENE(PSY )INTO SOYBEAN

Gong Xuechen1 , 2 　Ji Jing1 　Kang Yanhong2 　Wang Gang1 　Wu Ying3 　Wang Ping3

(1. T ianj inUniversity , Tianj in , 300072;2. Hebei North Universi ty , Zhang j iakou , 075131;

3. Huaihai I nst itute o f Technology ,Marine School , Lianyungang 222005)

Abstract　T aking cotyledonary nodes o f three varieties o f so ybean as accepto r , PSY gene w ere t ransformed

into soybean via ag robacterium - mediated. Hyg romycin resistant regeneration plants of soybean we re ob-

tained by co tyledonary nodes induct ing , st riking ro ot cultivation and stem elongation cul tivation and hy-

g romycin screening in select ive condition. PCR and PCR - Southern analy sis f rom the t ransfer red gene

plants proved that PSY has been transferred into genome of soybean. The facto rs af fecting genet ic t rans-

fo rmation w ere also investigated.

Key words　PSY gene ,S oybean;Co ty ledonary node;The Gene tic t ransfo rmation
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