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基因枪对大豆进行 PSY 基因的转化研究
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摘要　以 3个大豆品种的体细胞胚为受体 ,以 PSY 为目的基因 ,应用基因枪法对大豆进行了遗传

转化 ,实验结果表明:不同大豆基因型的体细胞胚对抗性选择标记(Hyg)的敏感性存在极显著差

异;高渗处理的培养基加入 0. 4mol /L 甘露醇有利于 PSY 基因的导入;对已获得 10 株抗性再生

苗 ,经 PCR和 PCR - Southern分析鉴定 ,有 4株为阳性 ,初步证明外源基因 PSY已整合到大豆的

基因组中。
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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过程中关键酶之一 ,它

催化 GG PP(牻儿基牻牛儿基焦磷酸)转变成类胡萝

卜素合成途径上第一个类胡萝卜素分子 -八氢番茄

红素 。许多研究表明该酶是类胡萝卜素合成的限速

酶 ,通过转化 PSY ,可以加速催化反应 ,促进相应类

胡萝卜素合成
[ 1 ～ 3]

。

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(品系)吉林 30 、九 9313 、长农 9 的种

子分别由吉林省农科院 、吉林市农科院 、长春市农科

院提供。

利用上述大豆品种未成熟胚子叶诱导的体细胞

胚作为遗传转化的外植体。三个大豆品种(品系)的

体细胞胚由原军需大学植物分子生物学实验室提供。

根癌农杆菌 EHA101 和来自枸杞的 PS Y

(1. 3kb)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　主要仪器与试剂

美国产 Bio - Rad PDS1000 /He 基因枪 、法国产

UNOII Biometra DNA 扩增仪 、日本产 KUBO TA

7930高速冷冻离心机 、上海产 THZ - 82A 恒温水

浴摇床 、江苏产 DY - 3A 型电泳仪 、美国产凝胶成

像系统。 Taq DNA 聚合酶 、SDS 、DNA 回收试剂

盒 、潮霉素(Hyg)、卡那霉素(Kan)、壮观霉素(Spec

)和头孢霉素(Cef)购自北京鼎国公司 ,蛋白胨 、酵母

提取物购自 Oxoid公司 ,乙酰丁香酮(AS)购自北京

五洲东方科技发展有限公司东北代表处 ,激素类及

其它化学试剂等均购自长春金鑫公司 ,为分析纯 。

1. 1. 3　培养基

大豆体细胞胚基因枪法遗传转化各时期所用培

养基见表 1。

1. 2　方法

1. 2. 1　基因枪轰击大豆体细胞胚的遗传转化
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表 1　大豆体细胞胚基因枪法遗传转化培养基

Table 1　Medium of tissue culture and t ransfo rmation fo r

somatic embryo o f so ybean by par ticle bombardment

培养基

Medium

组成成分

Composi tion

pH 值

pH - value

继代培养基 M S+10～ 20mg /L 2 , 4- D 5. 8

继代筛选培养基 继代培养基+ 20～ 25mg /L Hyg 5. 8

萌发培养基Ⅰ
MS+10%蔗糖+0. 5～ 1%
活性炭+15m g /L H yg

5. 8

萌发培养基Ⅱ
M S+0. 5～ 1. 0mg /L

GA 3+10mg /L Hyg
5. 8

壮苗培养基 MS+3%葡萄糖 7. 0

成苗培养基 1 /2 MS+2倍铁盐 7. 0

1. 2. 1. 1　受体材料的预处理

在超净工作台上将大豆体细胞胚摆放在高渗培

养基(MS+0. 4mol /L 甘露醇)平皿中央 ,成圆形 ,直

径 2cm 左右 ,培养 4 ～ 6h 。

1. 2. 1. 2　微弹的制备

质粒 DNA 的大量提取与纯化 、金粉包弹等都

是按照王关林《植物基因工程》
[ 5]
的方法进行。

1. 2. 1. 3　基因枪轰击

以吉林 30 、九 9313 、长农 9的大豆体细胞胚为

受体 ,以 pEbisPSYHyg 质粒为供体 ,进行基因枪轰

击遗传转化。轰击过程按Bio - Rad PDS000 /He 基

因枪使用说明书进行 ,真空度 26 ～ 30英寸汞柱 ,气

压为 1000 ～ 1100 Psi , 轰击距为 9cm , 每皿轰击

一次 。

1. 2. 1. 4　转化体的筛选及植株再生

轰击后的大豆体细胞胚于 25℃暗培养 2d ,转至

继代培养基上恢复培养一周 ,然后转到筛选培养基;

4周后再转移至萌发培养基 Ⅰ , 15 ～ 20d 后 ,转接到

萌发培养基Ⅱ继代 2次(30 - 40d);最后转入壮苗培

养基 ,直至获得转化苗。培养温度为 25±1℃,光照

16h ,光强 3000lx 。

基因枪轰击大豆体细胞胚遗传转化的步骤为:

体细胞胚继代→高渗培养→基因枪轰击→继代筛选

→萌发→芽诱导→生根培养→移栽→检测

1. 2. 2　大豆体细胞胚抗性选择标记(Hyg)适宜浓

度的确定

将经继代增殖的吉林 30 、九 9313 、长农 9 体细

胞胚 ,接种到含潮霉素(Hyg)分别为 0 、5 、10 、15 、

20 、25mg /L 的继代培养基上培养 ,每一处理接种体

细胞胚 30 - 40块 ,各处理重复 3次 。4 周后调查体

细胞胚的褐化情况 。大豆体细胞胚褐化率=(体细

胞胚的褐化数 /体细胞胚的接种数)×100%。

1. 2. 3　不同高渗培养基对基因枪轰击大豆体细胞

胚遗传转化的影响设三种不同高渗培养基 ,分别为

继代培养基+0. 4mol /L 甘露醇;继代培养基+0. 2

mol /L甘露醇 +0. 2mol /L 山梨醇;继代培养基+

0. 4mo l /L 山梨醇 。以吉林 30的体细胞胚为受体 ,

以 pEbisPSYHyg 质粒为供体 ,进行基因枪轰击遗

传转化。高渗培养时间 4 ～ 6h ,基因枪轰击参数参

见 1. 2. 1. 3 ,4周后调查体细胞胚的褐化情况。体细

胞抗性率(%)=(未褐化的体细胞胚数 /体细胞胚的

接种数)×100%。

2　结果与分析

2. 1　抗性选择标记(Hyg)适宜浓度的确定

以吉林 30 、九 9313 、长农 9 继代的体细胞胚为

材料 ,进行潮霉素敏感性试验。结果见图 1 ,方差分

析结果见表 2。大豆体细胞胚褐化率=(体细胞胚

的褐化数 /体细胞胚的接种数)×100%。

图 1　潮霉素对大豆体细胞胚褐化率的影响

Fig. 1　The effect of hyf romycin on frequency of browing

in somatic embyo of soybean

表 2　潮霉素对大豆体细胞胚褐化率的方差分析

Table 2　The va riance analy sis of hy fromycin on

f requency o f brow ning in soma tic embryo o f soybean

变异来源

Source

平方和

SS

自由度

DF

均方

MS

F 值

F - valu e
F0. 05 F0. 01

重复 0. 004 2 0. 002 <1 3. 21 5. 12

基因型 0. 241 2 0. 120 10. 88** 3. 21 5. 12

Hyg 浓度 16. 633 5 3. 327 300. 80** 2. 43 3. 46

误差 0. 487 44 0. 011

　　注:“ **”在 0. 01水平上显著(“ **”Signif icant at 0. 01 level)

由图 1及表 2 可知 ,不同大豆基因型间体细胞

胚对潮霉素的敏感性存在极显著差异 。潮霉素浓度

在 20mg /L 时 , 体细胞胚的褐化率吉林 30 为
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96. 7%,长农 9和九 9313低于 85%;潮霉素浓度在

25mg /L 时 ,体细胞胚的褐化率吉林 30为 100%,长

农 9和九 9313在 98. 9%以上 。因此 ,吉林 30的筛

选压力 ,选取潮霉素浓度为 20mg /L ,而九 9313 和

长农 9选取潮霉素浓度为 25mg /L 。

2. 2　不同高渗培养基对基因枪轰击大豆体细胞胚

遗传转化的影响

甘露醇和山梨醇可以调节植物细胞的渗透压 ,

在基因枪转化中这两种物质都在使用 ,但哪一种对

大豆体细胞胚性组织细胞的调节作用如何 ,还未见

报道 。本试验对这两种物质在基因枪遗传转化中的

作用做了比较 ,试验结果表明浓度为 0. 4mo l /L 甘

露醇的高渗处理效果最好 ,其体细胞胚抗性率为

50. 0%,0. 2mol /L 甘露醇+0. 2mol /L 山梨醇处理

使用效果次之 , 其体细胞胚抗性率为 45. 0%, 0. 4

mol /L 山梨醇高渗处理的效果最差 ,其体细胞胚抗

性率为 33. 3%。

2. 3　大豆抗性苗的 PCR与 PCR - Southern检测

以吉林 30 、九 9313 、长农 9三个大豆品种未成

熟子叶诱导的体细胞胚为受体 ,利用基因枪进行

PSY 基因的遗传转化 ,经芽诱导 、壮苗培养及潮霉

素筛选获得了 10 株抗性再生苗 。其中吉林 30 2

株 ,九 9313 5株 ,长农 9 3株(图 1)。

图 2　大豆转化抗性再生苗

Fig. 2　The resistcm t regenera ted plants

of transfo rmed soybeam

　　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。电泳结果表明

(图 2),抗性株和质粒都在 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

此初步说明 ,目的基因 PSY 已转入大豆细胞内 。

图 3　大豆体细胞胚遗传转化的 PC R检测

M:λDNA /EcoRI+HindⅢ

1:阳性质粒 pEbisPS YH yg 2:未转化株 3～ 6:转化株

Fig. 3　PCR detection o f transformed soybean

M :λDNA / EcoRI+HindⅢ 1:Positiv e control;

2:Untransfo rmed plant;3 ～ 6:T ransfo rmed plant

图 4　大豆体细胞胚转化体的 PCR - Southern 检测

M:λDNA /EcoRI+HindⅢ

1:阳性质粒 pEbisPS YH yg;2:未转化株;3～ 6:转化株

Fig. 4　PCR - Southe rn detection o f transformed soybean

M:λDNA /EcoRI+HindⅢ 1:Positive contro l;

2:Untransfo rmed plant;3 ～ 6:T ransformed plant

　　基因枪轰击大豆体细胞胚的遗传转化共获得 4

株 PCR阳性苗 ,其中吉林 30 1株 、九 9313 2株 、长

农 9 1株 , PCR阳性率吉林30为 50. 0%、九 9313为

40. 0%、长农 9为 33. 3%。

　　对大豆抗性苗进行的 PCR - Southern 杂交结

果见图 3。结果表明 PCR阳性株 DNA 扩增片段与

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再生植株基因组中。

3　讨论

3. 1　潮霉素筛选压力试验表明 ,大豆体细胞胚筛选
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剂潮霉素的适宜浓度吉林 30 为 20mg /L Hyg ,九

9313和长农 9为 25mg /L。基因枪轰击大豆体细胞

胚 ,经潮霉素筛选 ,获得了 10株抗性再生苗。其中

吉林 30 2株 ,九9313 5株 ,长农9 3株。经PCR、PCR -

Southern检测 ,获得了4株转 PSY 基因的大豆苗。

3. 2　大豆体细胞胚在进行基因枪轰击时 ,高渗处理

的培养基加入 0. 4mol /L 甘露醇有利于目的基因的

导入。在对受体材料进行基因枪轰击时 ,预培养 、轰

击前后的高渗处理 ,都可以提高基因枪的转化频率。

Vain等(1993)在玉米胚性细胞
[ 6]
、梁辉等(1989)

[ 7]

在小麦幼胚的基因枪转化研究结果表明 ,轰击前用

0. 4mol /L ～ 0. 5mol /L 甘露醇高渗处理 4 ～ 6h ,轰击

后高渗处理 16 ～ 18h ,可显著提高目的基因的表达。

陶利珍等(2000)在籼稻 、王萍等(2002)[ 8] 在大豆未

成熟子叶基因枪转化中得到与 V ain 等相同的结论 ,

而且 ,还证明了高渗透压的预处理和后处理有协同

增效的作用 ,只做预处理不做后处理 , GUS 基因瞬

时表达明显降低。本试验研究表明 ,高渗处理可以

提高大豆体细胞胚的转化效率 ,而且用 0. 4mo l /L

的甘露醇优于用 0. 4mol /L 的山梨醇 。

3. 3　目前 ,用于基因枪转化的受体材料十分广泛 ,

几乎包括所有具有分化能力的细胞或组织 ,如:幼

叶 、幼胚 、幼茎 、花粉粒 、愈伤组织 、胚性组织 、成熟

胚 、悬浮细胞 、原生质体等 ,在不同作物中 ,各种受体

都有转化成功的例子 。体细胞胚是由具有卵细胞特

征的胚性细胞发育而来的 ,这些胚性细胞具有很强

的接受外源基因的特性 ,而且由于胚状体多为单细

胞起源 ,遗传背景较一致 ,无性系变异小 ,转化后得

到的嵌合体较少 ,是基因转化理想的感受态细胞 ,更

是基因枪法很好的转化材料。本研究以大豆体细胞

胚为受体 ,通过基因枪轰击进行的遗传转化 ,获得了

转化苗。

3. 4通过体细胞胚胎发生得到的再生苗 ,在成苗培

养基上根易生长 ,但难的是保根 。这种根在继代时

易折断。因此 ,我们在继代时应特别小心 ,同时适当

延长继代时间 。如果初生根被折断 ,应尽快转到加

0. 5 ～ 1. 0mg /L IBA 的 1 /2M S 的生根培养基中 ,诱

导再生根 。
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GENETIC TRANSFORMATION OF PSY INTO SOYBEAN BY PARTICLE BOMBARDMENT

Gong Xuechen1 　Ji Jing2 　Wang Gang 3 　Wang Ping1

(1. Hebei North University , Zhangj iakou , 075131;2. T ianj in University , Tianj in , 300072;

3. Huaihai Insti tute of Technology ,Marine School , Lianyungang ,222005)

Abstract　Using somat ic embryogenesis of three varieties of soybean as acceptor , PSY gene w ere t rans-

fo rmed into soybean via particle bombardment . The re sults show ed:the sensitivi ty of somatic embryo of

soybean wi th dif ferent geno types to resistance select ive marker(Hyg) i s signif icantly dif ferent;high os-

motic pressure medium with 0. 4mol /L manni tol w as benef icial fo r the t ransformat ion of targ et g ene. 10

resistant regenerated plants w ere obtained from the three va rieties , 4 plants gave posi tive reaction in PCR

and PCR - Southern analy sis f rom the gene t ransfer red plants , indicating that PSY has been transferred into

genome of soybean.

Key words　Part icle bombardment;PSY gene;Soybean;Somat ic embryogenesis;Genetic Transfo rmation
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