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摘要　以大豆品种合丰２５的体细胞胚为受体，以Ｂｔ基因为目的基因，应用基因枪法进行了遗传转
化，经体细胞胚萌发、生根及壮苗培养和卡那霉素选择培养，获得了完整的抗性再生苗，经 ＰＣＲ、
ＰＣＲ－Ｓｏｕｔｈｅｒｎ和点杂交分析鉴定，初步证明外源基因Ｂｔ已整合到大豆的基因组中。
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　　长期以来，虫害一直是制约大豆高产、稳产、优
质的重要因素，尤其是食心虫每年给大豆生产造成

的损失在１０％～１５％。随着基因工程的发展，通过
转基因技术将抗虫基因转入大豆，可能成为提高大

豆产量和改善品质的有效途径之一。Ｂｔ毒蛋白基
因是苏云金芽孢杆菌（ＢａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎＧｉｎｅｓｉｓ，Ｂｔ）晶
体蛋白的简称，该晶体对鳞翅目、双翅目、鞘翅目的

昆虫都有毒杀作用，而对人、畜、哺乳动物和天敌无

害，是目前使用最广泛的生物杀虫剂［１，２］。自从

１９８７年康奈尔大学的 Ｓａｎｆｏｒｄ等人用基因枪转化洋
葱表皮细胞获得成功后，这一技术很快被用来转化

其他一系列对农杆菌不敏感的物种和基因型，１９８８
年，ＭｃＣａｂｅ等［３］用此法获得转基因大豆植株以来，

已经成为大豆转化的常规技术。大豆遗传转化所用

的材料多种多样，其中体细胞胚团是胚性细胞团，可

以长期继代增殖，具有两极性等优点，是基因枪和农

杆菌转化的理想的靶组织（Ｓａｔｏ，１９９３）［４］。Ｓｔｅｗａｒｔ
等（１９９６年）［５］用合成的 Ｂｔ（ＣｒｙＩＡＣ）基因，通过基
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因枪轰击悬浮培养的球形体细胞胚，经过潮霉素筛

选获得３个转基因株系；Ｐａｒｒｏｔｔ等（１９９２）用携带 Ｂｔ
和ＣｐＴＩ基因微弹轰击各种基因型的大豆品种的胚
性悬浮系，得到三个转基因大豆细胞系，已经得到再

生植株；Ｍａｕｇｈａｎ等（１９９９年）用基因枪法首次轰击
固体培养的大豆体细胞胚，将牛酪蛋白基因转入大

豆，获得可育转基因植株。本研究以固体培养的大

豆体细胞胚为受体，以 Ｂｔ基因为目的基因，应用基
因枪法对大豆进行了遗传转化，为大豆基因工程育

种提供理论依据和指导。

１ 材料与方法

１．１　材料
１．１．１　植物材料、质粒和菌株　萌发率和再生率较
高的大豆品种合丰２５［７］的体细胞胚块，由军需大学
植物基因工程实验室提供。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 Ｂｔ基因和 ＣｐＴＩ基
因、ＮＰＴⅡ基因、Ｇｕｓ基因，启动子分别为３５Ｓ、３５Ｓ、
ＮＯＳ和３５Ｓ。
１．１．２ 培养基　组织培养及基因枪转化用培养基
见表１。

表１组织培养及基因枪转化用培养基
Ｔａｂｌｅ１　Ｍｅｄｉｕｍｏｆｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｉｖｅａｎｄｐａｒｔｉｃｌｅｂｏｍｂａｎｄｍｅｎｔ

培养基Ｍｅｄｉｕｍ 组成成分Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ
ｐＨ值

（ｐＨｖａｌｕｅ）

继代培养基

Ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅ
ＭＳ＋１０－２０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ ５．８

高渗培养基

Ｈｙｐｎｏｔｏｘｉｎ
继代培养基＋０．４ｍｏｌ／Ｌ甘露醇 ５．８

筛选培养基

Ｒｉｄｄｉｎｇ
继代培养基＋卡那霉素（５０ｍｇ／Ｌ） ５．８

萌发培养基１

Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ１
ＭＳ＋１％活性炭＋１０％蔗糖 ５．８

萌发培养基２

Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ２
ＭＳ＋１０％蔗糖 ５．８

壮苗培养基

Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｒｏｏｔ
ＭＳ＋３％葡萄糖 ７

１．１．３　主要仪器设备与生化试剂　美国产 Ｂｉｏ－
ＲａｄＰＤＳ１０００／Ｈｅ基因枪、宁波 ＲＸＺ型智能人工气
候箱、日本超低温冰柜、日本 ＫＵＢＯＴＡ－７９３０高速
离心机、德国 ＵＮＯⅡ型 ＰＣＲ仪，Ｇｌｕｃ、溶菌酶购自
ＴａＫａＲａ宝生物工程公司，蛋白胨、酵母购自 Ｏｘｏｉｄ

公司，亚精胺购自 Ｓｉｇｍａ公司，Ｔａｑ聚合酶和引物、
ＤＮＡ聚合酶、ＳＤＳ、ＤＮＡ回收试剂盒及植物基因组
ＤＮＡ提取试剂盒购自北京鼎国公司，ＨｉｎｄⅢ购自
ＴＡＫＡＲＡ宝生物工程（大连）有限公司，激素类和其
他化学试剂均购自长春金鑫公司，Ｎ＋尼龙膜购自
Ａｍｅｒｓｈａｍｐｈａｒｍａｃｉａ公司。
１．２　方法
１．２．１ 筛选剂卡那霉素浓度的确定　选用五个基
因型大豆的体细胞胚团块，确定选择剂卡那霉素适

宜的筛选浓度。卡那霉素浓度设７个浓度水平：分
别为０、１２．５、２５、５０、１００、２００、４００ｍｇ／Ｌ。大豆的体
细胞胚团块不经过农杆菌侵染，直接接种到含有不

同浓度的选择剂的继代培养基上，每１５～２０Ｄ转接
一次，１～２个月以后，调查结果。
１．２．２ 用基因枪法转化大豆体细胞胚

１．２．２．１ 微弹的制备　质粒 ＤＮＡ的大量提取与
纯化、金粉包弹等按照王关林［６］《植物基因工程》的

方法进行。

１．２．２．２　基因枪轰击　在超净工作台上将大豆体
细胞胚团块摆放在高渗培养基平皿中央，每皿约５０
块，摆放成直径２ｃｍ圆形，轰击前暗处理４ｈ。轰击
过程按照Ｂｉｏ－ＲａｄＰＤＳ０００／Ｈｅ基因枪使用说明书
进行。真空度２６

!

３０英寸汞柱，轰击距离６ｃｍ，
ＣａＣｌ２浓度２．５ｍｏｌ／Ｌ，氦气压力 ９００Ｐｓｉ－１１００Ｐｓｉ。
每皿轰击一次。

１．２．２．３ 抗性体细胞胚筛选及植株再生　轰击材
料于２５℃暗培养２ｄ，转至继代培养基上恢复培养
１周，然后转到筛选培养基上连续筛选４次，每次１５
～２０ｄ，筛选压力为本实验１．２．１所确定卡那霉素
的适宜浓度，每次将抗性体细胞胚团分割为３ｍｍ
左右的小块，培养条件均为２５℃，自然光；两个月
后，统计抗性体细胞胚块数，然后转移至萌发培养

基，３～４周后长成小植株。再转入生根培养基，获
得转化植株，再统计再生植株数。培养条件均为２５
℃光照１６ｈ，光强３０００ｌｘ。

以上数据处理及分析均采用 ＳＰＳＳ１０．０统计软
件。

１．２．３　分子检测　按照王关林［６］的 ＳＤＳ方法提取
植物基因组 ＤＮＡ，并进行 ＰＣＲ、ＰＣＲ－Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂
交、点杂交分子检测。

２ 结果与分析
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２．１　选择压力卡那霉素浓度的确定
见刘尚前论文［８］，实验确定选择剂卡那霉素浓

度为１００ｍｇ／Ｌ，此时大豆体细胞胚褐化率为８０％～
１００％。
２．２　抗性植株再生以及ＰＣＲ阳性植株

基因枪轰击后的大豆体细胞胚，经过连续两个

月的筛选，得到抗性体细胞胚。然后，转入萌发培养

基得到抗性子叶期胚，有正常和不正常的；长成小苗

后再转入壮苗培养基继续筛选，一些抗性体细胞胚

能够萌发，形成抗性植株；而另一些抗性体细胞胚不

能够萌发、生根，随着时间的延长逐渐变白死亡；还

有一些植株无根，逐渐变白死亡；一部分抗性植株移

栽后成活。结果见表２、图１。

表２抗性植株再生以及ＰＣＲ阳性植株
Ｔａｂｌｅ２　ＰＣＲｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｐｏｓｉｔｉｖｅｐｌａｎｔ

轰击体细

胞胚总数

Ｓｏｍａｔｉｃｅｍｂｒｙｏｓ

ｎｕｍｂｅｒｓ

抗性体细胞

块数（２个月）

Ｆａｓｔｎｅｓｓｓｏｍａｔｉｃ

ｅｍｂｒｙｏｓｎｕｍｂｅｒｓ

抗性筛

选率（％）

Ｆａｓｔｎｅｓｓｒｉｄｄｉｎｇ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

抗性植株数

Ｆａｓｔｎｅｓｓ

ｐｌａｎｅｔｓ

ＰＣＲ阳性

植株数

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｐｌａｎｅｔｓ

相对转

化率（％）

Ｒｅｌａｔｉｖｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａ

ｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

转化率

（％）

Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

４００ ５０ １２．５ ６５ ２ ３．０ ０．５

　　抗性筛选率（％）＝抗性胚体细胞胚块数 ÷轰
击体细胞胚块总数×１００

相对转化率（％）＝ＰＣＲ阳性植株数 ÷再生植
株数×１００

转化率（％）＝ＰＣＲ阳性植株数 ÷轰击体细胞
胚块总数×１００
２．２ 分子检测

２．２．１　ＰＣＲ检测　取抗性植株叶片，提取基因组
总ＤＮＡ，以其为模板，分别用Ｂｔ基因５′端和３′端引
物进行ＰＣＲ扩增。以未转化大豆植株作阴性对照，
以质粒为阳性对照，共得到２株阳性植株，阳性植株
ＤＮＡ扩增出与质粒扩增产物相同的分子量为９００ｂｐ
的特异条带，而对照植株则没有扩增到上述片段。

实验结果见电泳图１。初步确定已将 Ｂｔ基因转化
到大豆中。平均相对转化率为３％，明显低于抗性
体细胞胚４次筛选转化率１２．５％。而转化率为０．
５％。
２．２．２ 转基因植株的斑点杂交　取ＰＣＲ扩增阳性
植株ＤＮＡ进行点杂交，如图２所示，结果表明：ＰＣＲ
阳性植株ＤＮＡ能够与探针发生特异性结合，染色后
均出现紫蓝色杂交信号，而非转化植株ＤＮＡ则杂交
后没有杂交信号，初步确定目的基因已整合到大豆

染色体基因组中。

２．２．３ 转基因植株的 ＰＣＲ－Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交　为进
一步确定外源基因的整合，提取 ＰＣＲ阳性植株总
ＤＮＡ，对ＰＣＲ阳性植株进行 ＰＣＲ扩增，同时质粒 Ｂｔ
作为阳性对照，非转基因植株为阴性对照。扩增产

物进行１％琼脂糖凝胶电泳，用电转移法将 ＤＮＡ转
移至尼龙膜上，４℃备用。用Ｂｔ引物Ｐ１、Ｐ２从质粒

１．分子量标记为λＤＮＡ／ＥｃｏＲＩ＋ＨｉｎｄⅢ Ｍａｒｋｅｒ
２．为阳性对照　３．为未转化植株　４、５．为阳性植株

１．λＤＮＡ／ＥｃｏＲＩ＋ＨｉｎｄⅢ Ｍａｒｋｅｒ
２．Ｍａｓｃｕｌｉｎｅｃｈｅｃｋ　３．Ｎｏｎｔｒａｎｓｔｏｒｍｅｄｐｌａｎｔ

４．Ｍａｓｃｕｌｉｎｅｐｌａｎｔ
图１　在卡那霉素抗性大豆植株中Ｂｔ基因的ＰＣＲ
Ｆｉｇ．１　ＰＣＲｉｎｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｐｌａｎｔ

１．为阳性对照　２．４为阳性植株
３．为未转化植株（阴性对照）

１．Ｍａｓｃｕｌｉｎｅｃｈｅｃｋ　２、４．Ｍａｓｃｕｌｉｎｅｐｌａｎｔ
３．Ｎｏｎｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｐｌａｎｔ

图２　转基因植株的斑点杂交
Ｆｉｇ．２　Ｄｏｔｂｌｏｔｉｎｇｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｐｌａｎｔ

中扩增出９００ｂｐ长的片段，１％琼脂糖凝胶电泳，进
行回收与纯化，采用随机引物法按 ＤＩＧ试剂盒进行
探针标记。预杂交、杂交、冼膜、显色等均按照参考
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文献。结果显示质粒与探针杂交后在９００ｂｐ处出现
一条明显的紫蓝色杂交带，转基因大豆基因组 ＤＮＡ
杂交后在与质粒位置相似处也出现杂交带，而非转

化植株则没有杂交带，进一步证明外源基因Ｂｔ已经
整合大豆的染色体基因组中（图３）。

１．为λＤＮＡ／ＥｃｏＲＩ＋ＨｉｎｄⅢ Ｍａｒｋｅｒ
２．为阳性对照（Ｂｔ）　３．为未转化植株（阴性对照）

４、５为阳性植株
１．λＤＮＡ／ＥｃｏＲＩ＋ＨｉｎｄⅢ Ｍａｒｋｅｒ

２．Ｍａｓｃｕｌｉｎｅｃｈｅｃｋ　３．Ｎｏｎｔｒａｎｓｔｏｒｍｅｄ
４、５Ｍａｓｃｕｌｉｎｅｐｌａｎｔ

图３　转基因植株的ＰＣＲ－Ｓｏｕｔｈｅｒｎ
Ｆｉｇ．３　ＰＣＲ－Ｓｏｕｔｈｅｒｎｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｐｌａｎｔ

３ 讨论

在植物遗传转化中抗生素的使用浓度受植物材

料等因素的限制，由于抗生素对外植体的生长有负

作用，因此确定其使用的最低浓度，在大豆转化中是

十分重要的。实验表明，大豆体细胞胚对卡那霉素

的敏感性在基因型间存在显著差异，而且大豆体细

胞胚对卡那霉素反应迟钝，可能是由于大豆本身对

卡那霉素有内源抗性。王萍等［９，１０］的研究也表明：

同一基因型大豆而所选用的外植体部位不同，比如

子叶、子叶节、胚轴、成熟胚，甚至植株对卡那霉素的

敏感性也不同，因此，在以卡那霉素作为选择标记

时，不同的基因型、不同的外植体应使用不同的筛选

浓度。

　　本实验用基因枪法得到２株阳性植株，这说明
大豆的转化率低，分析原因可能有以下几点：（１）外
植体细胞表达外源选择抗性基因，从而为其他非转

化细胞提供了一道屏障，逃避了选择压力的影响而

继续分裂分化；（２）选择压力加的太迟或太少，致使
非转化细胞分裂分化。（３）由于 Ｂｔ基因片段较大，
在转化过程中发生断裂致使转化率低。（４）转化细
胞的存活率可能较低。（５）在长时间的转化和筛选
培养过程中，大豆对卡那霉素产生抗性以及实验的

污染等问题使转化率下降。（６）本实验所用的材料
是继代５～８次的，体细胞胚的感受状态及其分化能
力可能下降致使转化率较低。

大豆的转化频率太低，仍然需要对转化的受体

体系及转化体系进行研究。
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