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　　大豆食心虫［Ｌｅｇｕｍｉｎｉｖｏｒｏｇｌｙｃｉｎｉｖｏｒｅｌｌａ（Ｍａｔｓ．）
Ｏｂｒａｚｓｏｖ，ＳｏｙｂｅａｎＰｏｄＢｏｒｅｒ］属鳞翅目，小卷蛾科，
是中国东北大豆产区发生严重的一种害虫，在亚洲

东部地区国家均有不同程度的发生。在黑龙江省

大豆产区大豆食心虫普遍发生，危害大豆的豆荚和

籽粒，造成虫口、碎粒，增加自然脱粒，降低品质和

产量。虫害发生较轻时虫食率一般在 ５％ ～１０％，
严重的年份和地区可达到 ３０％以上，有的甚至达到
４０％ ～５０％。由于抗原匮乏，常规育种手段的育种
周期过长，远不能满足农业生产选育抗虫品种的需

求
［１２］
。苏云金芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｔｈｕｒｉｎｇｉｅｎｓｉｓ，简称

Ｂｔ）革兰氏阳性，是芽孢杆菌属的一个种。ＢｔｃｒｙＶ
同时抗鳞翅目和鞘翅目害虫的基因，对多种害虫有

广谱抗性，是理想的抗源基因。

花粉管通道法（ｐｏｌｌｅｎｔｕｂｅｐａｔｈｗａｙ）是利用花
粉管通道导入外源 ＤＮＡ的技术，它是由周光宇
等

［３］
建立并在长期科学研究中发展起来的。其主

要原理是授粉后使外源ＤＮＡ能沿着花粉管渗入，经
过珠心通道进入胚囊，转化尚不具备正常细胞壁的

卵、合子或早期胚胎细胞。到目前为止，利用该技

术中国已经成功培育了抗虫转基因棉花和水

稻
［４６］
、大豆

［７１５］
、小麦及玉米

［１５１６］
。国外也有相关

报道，如对玉米叶斑病抗性基因的转移、玉米胚乳

基因转移和获得了转基因黑麦植株
［１７１８］

。

该研究采用花粉管通道法将抗虫基因（ｃｒｙＶ）
导入受体大豆品种中，以期得到转基因植株，使其

在保持品种原有特性的基础上具有更强的抗虫性，

以解决大豆生产中的虫害问题。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　菌种和质粒　大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）所
用菌株为 ｐＳＰＵＤ５，携带有大豆抗虫相关基因ｃｒｙＶ
的质粒由实验室保存（图１）。
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图 １　质粒 ｐＳＰＵＤ５图谱

Ｆｉｇ．１　ＭａｐｏｆｐＳＰＵＤ５

１．１．２　植物材料　大豆品种为东农４２，东农４８，东
农４７，东农４６，东农４４。
１．２　试验方法
１．２．１　ＤＮＡ制备及导入　用碱裂解法提取大量质
粒 ＤＮＡ，ＤＮＡ浓度大约为 ３００ｎｇ·ｍＬ－１。大豆盛
花期选择开花前花冠比最高花萼高出 １～２ｍｍ的
花

［１０］
去掉花瓣，用刀片切去柱头，用１ｍＬ的注射器

将质粒 ＤＮＡ溶液１滴（约 １５μＬ）推入由花萼围成
的空腔内，使 ＤＮＡ溶液完全浸没子房并在其上方
形成１个液滴。
１．２．２　导入 ＤＮＡ花蕾的处理　用导入花附近的叶
子将花包住、固定，在标记牌上注明品种名称、转入

ＤＮＡ名称、操作花朵数及日期，标记牌挂在该节的
基部。处理第３天将包住的叶子去掉，调查导入的
花是否成活。然后每周检查 １次，摘去该节上长出
的新花蕾，若导入的花已死去，摘去标牌并记录。

秋后按组合收获导入一代（Ｄ１）的种子，在收获袋上
记录好标记牌上的记录，统计结荚率、每荚粒数和

收获总量。

１．２．３　Ｄ１代检测方法　将得到的种子（Ｄ１）当年
秋天播种在温室内，２５０～５００ｍｇ·Ｌ－１卡那霉素溶
液加 ０．０５％ Ｔｗｅｅｎ在第２片复叶展开后开始喷洒，
隔日喷１次，连喷５次后选择抗性植株；对卡那霉素
筛选后的抗性植株分别进行以ＮｐｔⅡ 基因和ｃｒｙＶ

基因序列设计的引物扩增，基因 ｃｒｙＶ引物序列如

下：

ＰｃｒｙＶ：５′ＧＣＴＧＡＡＧＡＡＣＣＡＡＧＡＣＡＡＧＣ３′

ＲｃｒｙＶ：５′ＣＡＴＧＴＴＧＣＧＣＴＣＧＡＴＧＴＧＣＡ３′

基因ＮｐｔⅡ引物序列如下：
ＰｎｐＴⅡ：５′ＧＧＴＧＣＣＣＴＧＡＡＴＧＡＡＣＴＧ３′
ＲｎｐＴⅡ：５′ＴＡＧＣＣＡＡＣＧＣＴＡＴＧＴＣＣＴ３′
然后对抗性植株分别进行以 ＮｐｔⅡ 基因和ｃｒｙＶ

基因序列设计的引物扩增阳性的植株进行 ＰＣＲ

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ和 ＲＴＰＣＲ鉴定，确定目的基因的整合及

转化率。

２　结果与分析

２．１　外源 ＤＮＡ制备

因所需ＤＮＡ量比较大，所以采用碱裂解法提取

大量质粒 ＤＮＡ，将提取后的质粒 ＤＮＡ与 λＤＮＡ浓

度进行对比（图２）。由 ＤＮＡ亮度可推断质粒 ＤＮＡ

浓度大约为３００ｎｇ·ｍＬ－１。分装保存于２０℃冰箱

备用。

１为 λＤＮＡ１００ｎｇ·ｍＬ１；２１０为质粒 ＤＮＡ

１：λＤＮＡ１００ｎｇ·ｍＬ１；２１０：ｐｌａｓｍｉｄＤＮＡ

图 ２　质粒 ＤＮＡ与 λＤＮＡ对比图

Ｆｉｇ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｌａｓｍｉｄＤＮＡａｎｄλＤＮＡ

２．２　ｃｒｙＶ基因导入大豆植株

用花粉管通道法将含有 ｃｒｙＶ基因的质粒 ｐＳ

ＰＵＤ５导入东农 ４８、东农 ４７、东农 ４６、东农 ４４和东

农４２中，共导入２７６０朵花，获得 ９２６个荚和 ２１５９

粒种子（表１）。
表 １　花粉管通道法转化大豆植株的成荚统计

Ｔａｂｌｅ１　Ｐｏｄｄｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｏｙｂｅａｎｐｌａｎｔｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｂｙｐｏｌｌｅｎｔｕｂｅｐａｔｈｗａｙ

品种

Ｖａｒｉｅｔｙ

转化株数

ＰｌａｎｔＮｏ．

荚数

ＰｏｄＮｏ．

粒数

ＳｅｅｄｓＮｏ．

成荚率

ＰｏｄｄｉｎｇＲａｔｅ／％

东农４２Ｄｏｎｇｎｏｎｇ４２ ２３０ １３１ ２６１ ５６．９６
东农４８Ｄｏｎｇｎｏｎｇ４８ ２５３ １１７ ２３０ ４６．２
东农４６Ｄｏｎｇｎｏｎｇ４６ ５３０ ２２７ ５４７ ４２．８
东农４７Ｄｏｎｇｎｏｎｇ４７ ５４０ １１４ ２６８ ２１．１１
东农４４Ｄｏｎｇｎｏｎｇ４４ １２０７ ３３７ ８５３ ２７．９

２．３　转基因植株的 ＰＣＲ扩增检测
导入含有 ｃｒｙＶ基因的质粒 ｐＳＰＵＤ５后，收获的

Ｄ１代大豆种子全部种在温室中，通过卡那霉素筛选

鉴定转基因植株，共获得 １７株卡那抗性植株（表
２），其中东农４２为９株，东农４６为５株，东农４７为
３株。对所获得的 １７株 Ｄ１代转基因植株，取其嫩
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叶提取总 ＤＮＡ，分别用 ＮｐｔＩＩ基因和 ｃｒｙＶ基因的特
异性引物进行 ＰＣＲ扩增，以未曾转化材料为阴性对
照，以质粒 ｐＳＰＵＤ５为阳性对照。在１７株卡那霉素
抗性材料中，利用 ＮｐｔＩＩ基因的特异性引物扩增，有
７株扩增出了 ５００ｂｐ的条带，其中东农 ４２为 ５株，
东农４６为２株（图４）。利用ｃｒｙＶ特异性引物扩增，

有５株扩增出 ２２００ｂｐ条带，全部为东农 ４２（图
３）。利用 ＮｐｔＩＩ和 ｃｒｙＶ基因的特异性引物进行的
ＰＣＲ扩增，转化植株分别与阳性对照中扩增出的特
异性条带一致，而负对照和阴性对照材料的 ＰＣＲ扩
增电泳结果中均未出现相应的电泳带谱。

表 ２　花粉管通道法所得到的种子检测结果
Ｔａｂｌｅ２　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｅｅｄｓｖｉａｐｏｌｌｅｎｔｕｂｅｐａｔｈｗｙ

基因型

Ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ
得到种子

Ｎｏ．ｏｆｅｘｐｌａｎｔｓ

抗性植株

Ｎｏ．ｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ｐｌａｎｔｓ

ＰＣＲ阳性植株
Ｎｏ．ｏｆＰＣＲ＋
ｐｌａｎｔｓ

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ阳性植株
Ｎｏ．ｏｆＳｏｕｔｈｅｒｎ＋

ｐｌａｎｔｓ

ＲＴＰＣＲ阳性植株
Ｎｏ．ｏｆＲＴＰＣＲ
＋ｐｌａｎｔｓ

转化频率

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ／％

东农４２Ｄｏｎｇｎｏｎｇ４２ ２６１ ９ ５ ５ ５ １．８
东农４８Ｄｏｎｇｎｏｎｇ４８ ２３０ ０    
东农４６Ｄｏｎｇｎｏｎｇ４６ ５４７ ５ ２ ０  
东农４７Ｄｏｎｇｎｏｎｇ４７ ２６８ ３    
东农４４Ｄｏｎｇｎｏｎｇ４４ ８５３ ０    

１：阳性质粒；２：阴性对照；３７：转化植株。
Ｍ：ＤＬ２０００；１：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；

２：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；３７：Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ．

图 ３　利用 ｃｒｙＶ特异引物 ＰＣＲ扩增结果
Ｆｉｇ．３　ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｒｙＶｗｉｔｈｓｐｅｃｉａｌｐｒｉｍｅｒ

１：阳性对照；２－８：转化植株。
Ｍ：ＤＬ２０００；１：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２－８：Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ．

图 ４　ＮｐｔＩＩ的特异性引物 ＰＣＲ扩增结果
Ｆｉｇ．４　ＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｏｆＮｐｔＩＩｗｉｔｈｓｐｅｃｉａｌｐｒｉｍｅｒ

２．４　转基因植株的 ＰＣＲＳｏｕｔｈｅｒｎ杂交检测
以 ｐＳＰＵＤ５质粒为探针，对 ＰＣＲ扩增呈现为阳

性的植株进行 ＰＣＲＳｏｕｔｈｅｒｎ杂交，检测中出现一条
２２００ｂｐ的条带（图 ５），初步证明 ｃｒｙＶ基因已整合
到大豆植株。

２．５　转基因植株的 ＲＴＰＣＲ鉴定
将新鲜大豆叶片在液氮中研磨后按照 ＴＲＩｚｏｌ

试剂盒生产商提供的操作指南提取总 ＲＮＡ（图 ６）。
以提取的总 ＲＮＡ为模板，利用反转录酶将其反转
录成 ｃＤＮＡ，然后进行 ＰＣＲ扩增，再以 ＲＮＡ为模板
ＰＣＲ检测 ＲＮＡ中是否混有 ＤＮＡ。ＰＣＲＳｏｕｔｈｅｒｎ杂
交为阳性的５株植株进行 ＲＴＰＣＲ检测时，扩增出
与阳性对照一致的特异条带（２．２ｋｂ），而未转基因
对照植株未能扩增出相应条带。ＲＴＰＣＲ结果表明
（图 ７），整合到大豆基因组中的 ｃｒｙＶ基因已被

１：阳性质粒，２：阴性对照，３７：转化植株。
１：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，２：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，３７：Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ．

图 ５　花粉管通道法转基因植株 ＰＣＲＳｏｕｔｈｅｒｎ结果
Ｆｉｇ．５　ＰＣＲＳｏｕｔｈｅｒｎｒｅｓｕｌｔｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｓｏｙｂｅａｎｖｉａｐｏｌｌｅｎｔｕｂｅｐａｔｈｗａｙ

ＣａＭｖ３５Ｓ启动子启动，转录为完整的 ｍＲＮＡ，在
ＲＮＡ水平上得到了表达。转化频率以 ＲＴ－ＰＣＲ阳
性为指标计算，转化频率在０～１．８％。

图 ６　大豆叶片总 ＲＮＡ的分离
Ｆｉｇ．６　ＩｓｏｌａｔｉｏｎｏｆｔｏｔａｌＲＮＡｆｒｏｍｓｏｙｂｅａｎｌｅａｖｅｓ

Ｍ：ＤＬ２０００；１：阳性质粒；２：阴性对照；３７：转化植株
Ｍ：ＤＬ２０００；１：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；３７：Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ
ｐｌａｎｔｓ

图 ７　转基因植株的 ＲＴＰＣＲ检测
Ｆｉｇ．７　ＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ
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３　讨论

３．１　卡那霉素抗性筛选存在的问题
通过卡那霉素抗性筛选和目的基因的 ＰＣＲ检

测，发现卡那霉素抗性筛选率要高于目的基因 ＰＣＲ
检测的阳性率，这表明利用卡那霉素鉴定法进行转

化体筛选时只能起到指示性作用，而不能明确其真

实性。在转化过程中个别植株始终具有较强的卡

那霉素抗性，然而却不能检测到目的基因，这表明

在基因转化过程中选择标记基因和目的基因可能

出现断裂，不能真正转化成功。这也是一直以来通

过选择标记基因筛选阳性转基因植株存在的问题。

这种筛选方法可能致使某些转 ＮｐｔＩＩ基因的阳性植
株由于 ｃｒｙＶ基因未整合或整合后基因保持沉默，而
未能被筛选出来。

３．２　影响花粉管通道法转化效率的因素
ＤＮＡ浓度、ＤＮＡ片段、质粒 ＤＮＡ的纯度均影响

转化效率，前２种影响因素逐渐被研究者接受，ＤＮＡ
浓度过大则外源基因很难通过花粉管通道到达胚

囊，无法与受体基因组接触实现转化；ＤＮＡ片段过
大也会影响其导入的运输过程使其无法实现转化；

而关于质粒 ＤＮＡ纯度对转化的影响往往被忽视，
有人误认为花粉管通道法简单粗放，对质粒 ＤＮＡ
纯度的要求可以放宽。与农杆菌介导的专一性很

强的 ＴＤＮＡ不同，通过花粉管通道导入植物胚囊的
ＤＮＡ片段插入和整合到的机会是均等的，而不经纯
化的质粒 ＤＮＡ溶液中含有大量细菌染色体 ＤＮＡ的
片段，这就相当于降低了目的基因的浓度，减少目

的基因插入和整合到受体基因组的机会。为了保

持 ＤＮＡ片段的完整性，在操作过程中装有 ＤＮＡ的
ＥＰ管要一直放在冰盒中，防止 ＤＮＡ片段降解。花
粉管通道法是利用植物授粉后所形成的天然的花

粉管通道（又叫花粉管引导组织），经珠心通道将外

源 ＤＮＡ携带入胚囊，以达到遗传转化目的的方法。
只有进入到胚囊的 ＤＮＡ才有机会整合至受体植物
基因组中。而碱基数量多、结构复杂的 ＤＮＡ在通
过花粉管通道进入到植物细胞的过程中受到的阻

力较大，不容易转化。

花粉管通道法转化大豆，操作的经验性强、难

度较大。微注射操作过程既要保证子房获得足够

纯度的 ＤＮＡ又要求对子房的机械损伤最小，就需
要熟练的操作技巧，否则即使 ＤＮＡ导入到胚囊中
也会因结实率低而影响转化效率。

３．３　花粉管通道法的优缺点
花粉管通道法属于种质转化系统，转化过程依

赖植物自身的种质系统。在整体植物上转化，转移

的 ＤＮＡ可为质粒 ＤＮＡ或裸露 ＤＮＡ。与农杆菌介
导法转化大豆相比较，这一技术的最大优点是省略

了组织培养的过程。此外，花粉管通道法还具有简

单、方便、育种时间短、任何基因源都可用来基因转

化等优点。然而花粉管通道法只能在大豆的盛花

期进行转化操作，受季节影响严重。花粉管通道法

整合的ＤＮＡ片段随机性很强，被整合基因片段的完
整性不同，因此共转化频率较低。
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