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摘　要：以东农 ５０、东农 ４２和黑农 ４４的子叶节和下胚轴为外植体，对农杆菌介导的大豆子叶节和下胚轴 ２种转化

方法进行了比较和优化。结果表明：不同转化方法对大豆的品种要求不同，东农 ５０适合子叶节转化法，而黑农 ４４

适合下胚轴转化法。在子叶节转化体系中，卡那霉素的筛选浓度是 １００ｍｇ·Ｌ－１，在下胚轴转化体系中，卡那霉素

的筛选浓度是 ７５ｍｇ·Ｌ－１，可见下胚轴体系比子叶节体系在卡那霉素筛选过程中表现得更为敏感。在子叶节和下

胚轴转化体系中，最适乙酰丁香酮浓度均为 ２００ｍｏｌ·Ｌ－１，最适共培养时间均为 ３ｄ。在子叶节转化体系中，５ｄ苗

龄时转化率最高，而下胚轴转化体系中，４～６ｄ苗龄时转化率均较高，以 ６ｄ苗龄最高。
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　　大豆是重要的粮食和油料作物，也是植物蛋

白、脂类、维生素和矿物质等物质的天然资源。大

豆的高效遗传转化一直是大豆植物基因工程领域

的难点之一
［１］
。目前应用于大豆遗传转化的方法

主要有根癌农杆菌介导法、基因枪法、真空抽滤法

和花粉管导人法等，但其中获得较为广泛应用的只

有根癌农杆菌介导法和基因枪法。农杆菌介导的

大豆遗传转化虽然转化效率很低并有较强的基因

型依赖性，但与其它方法比起来具有经济、操作简

单、能够准确、完整地以单拷贝或低拷贝的形式插

入到受体基因组中等优点，因此仍然是大豆遗传转

化的首选方法。

子叶节是诸多农杆菌介导的大豆遗传转化报

告中最为成功的受体材料，Ｃｈｅｎｇ等［２］
用无菌苗子

叶节首次报告成功。但由此转化系统获得的转化

植株嵌合体较多，导致后期鉴定、筛选、传代和纯化

的工作量大。大豆下胚轴是一种很好的组织培养

材料，从２０世纪７０年代开始就已经陆续由其诱导

愈伤并再生植株成功
［３４］
，这种方法操作简单，并且

能够高效诱导出愈伤组织
［５］
，近年来 Ｗａｎｇ等［６］

以

大豆下胚轴为外植体进行遗传转化并获得成功，因

此可能会成为今后大豆转化的主要方法之一。
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自 Ｈｉｎｃｈｅｅ等和 ＭｃＣａｂｅ等分别用农杆菌介导

法和基因枪法转化大豆成功得到转基因植株以

来
［７８］
，虽然有许多这方面的报道，但由于遗传转化

体系还不完善等原因，并没有取得突破性的进展。

因此，只有建立优良的转基因受体系统，并结合适

宜的转基因方法，才能使转基因技术在大豆的性状

改良、新品种培育中发挥重要作用。笔者系统比较

了各种因素如大豆的基因型、筛选剂浓度、大豆的

苗龄和共培养时间、乙酰丁香酮浓度等对农杆菌介

导的大豆子叶节和下胚轴转化方法转化效率的影

响，以此来优化大豆转化条件。

１　材料与方法

１．１　供试材料

１．１．１　大豆品种　选用东农５０、东农４２和黑农４４

３个大豆品种；以大豆子叶节和下胚轴为受体材料。

１．１．２　质粒和菌株　ｐＧＥＭＴ载体购自 Ｐｒｏｍｅｇａ

公司，ｐＢＩ１２１ＧｍＲＡＶ为实验室保存的菌种，卡那霉

素 抗 性。 农 杆 菌 （Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｕｓ）

ＬＢＡ４４０４由实验室保存。

１．１．３　培养基　子叶节转化法采用 Ｐａｕｌａ等［９］
报

道的培养基配方；下胚轴转化法采用 Ｗａｎｇ等［６］
报

道的培养基配方。

１．２　试验方法

１．２．１　菌液制备　从新鲜的平板挑取单菌落，接

种到含有相应抗生素的培养基上，２８℃、２００ｒ·

ｍｉｎ－１振荡培养至 ＯＤ６００ ＝０．８，在 ４℃、５０００ｒ·

ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，去上清液，再用液体的 ＣＣＭ（共

培养基）重悬至 ＯＤ６００＝０．６，备用。

１．２．２　大豆子叶节的制备及转化　取表面光滑无

病斑的大豆成熟种子，放入 ＮａＣｌＯ／ＨＣｌ（２４∶１），ＨＣｌ

稍过量的滤器中灭菌后，接种萌发培养基中，在光

照２５℃、１６ｈ／８ｈ光周期下萌发，３～７ｄ后，取出无

菌苗，去掉种皮，切去大部分的下胚轴，只留靠近子

叶的３～５ｍｍ下胚轴，将２片子叶从下胚轴中线处

切开，除去顶芽和腋芽，用解剖刀在子叶与胚轴交

接处直径约３ｍｍ的范围内划 ５～７刀。将制备好

的子叶节放入重悬后的侵染液中 ２８℃，１２０ｒ·

ｍｉｎ－１摇晃３０ｍｉｎ。倒掉菌液，用无菌滤纸吸掉多余

的菌液。然后将外植体近轴面朝下接种在铺有一

层无菌滤纸的含不同浓度乙酰丁香酮（０、１００、２００、

３００、４００μｍｏｌ·Ｌ－１）的共培养培养基上。黑暗下

共培养１～５ｄ。共培养后将外植体转入无菌三角

瓶中，先加入无菌水中洗 ２～３次，再在液体芽诱导

培养基中洗２～３次，然后使子叶近轴面朝上，将下

胚轴插入固体芽诱导培养基中。恢复培养 ７ｄ，转

入含有不同卡那霉素浓度（０、５０、７５、１００、１２５、１５０

ｍｇ·Ｌ－１）的筛选培养基中，筛选 ７ｄ后，将外植体

转入固体芽伸长培养基中。待抗性苗长约 ２～３ｃｍ

时，转入生根培养基中。待抗性植株生根并长出 ２

片以上复叶后，将其转入盛有灭菌后的蛭石的小盆

中。

１．２．３　大豆下胚轴的制备及转化　大豆种子消毒及

培养方法同１．２．２，萌发３～７ｄ后，取出无菌苗，先切

去子叶，然后切去侧芽和部分根，最后得到 １～２ｃｍ

长的下胚轴。将切好的下胚轴浸泡在重悬备用液中，

侵染３０ｍｉｎ，然后用无菌滤纸吸干菌液。将其接种到

铺有一张无菌滤纸的含不同浓度乙酰丁香酮（０、１００、

２００、３００、４００μｍｏｌ·Ｌ－１）的固体共培养培养基上，２５

±１℃暗培养１～５ｄ。共培养后将下胚轴先用灭菌水

冲洗２～３次，再用液体 ＳＩＭ冲洗 ２～３次，再将下胚

轴接种于恢复培养基上。７ｄ后，将下胚轴接种于含

有不同卡那霉素浓度（０、５０、７５、１００、１２５、１５０ｍｇ·

Ｌ－１）的伸长培养基上培养，每隔 １４ｄ继代 １次。待

抗性苗长约２～３ｃｍ时，转入生根培养基中。待抗性

植株生根并长出２片以上复叶后，将其转入盛有灭菌

后的蛭石的小盆中。

１．３　数据分析

以出芽率、再生频率、抗性丛生芽获得率为指

标，进行分析比较。

出芽率 ＝丛生芽数量／外植体数量 ×１００％

再生率 ＝再生植株数量／外植体数量 ×１００％

抗性丛生芽获得率 ＝抗性丛生芽数量／侵染外

植体数量 ×１００％

２　结果与分析

２．１　不同品种对子叶节和下胚轴转化效率的影响

选择不同外植体时需要选择相应的再生频率

高的大豆品种来提高大豆转化效率。对 ３个大豆

品种子叶节和下胚轴外植体进行再生培养，培养

１４ｄ后对其再生频率进行统计，结果见表 １。在子

叶节再生体系中，东农 ５０的再生率最高；在下胚轴

再生体系中，黑农 ４４的再生率最高。因此在后续

试验中分别选用东农５０和黑农４４为子叶节和下胚

轴转化法的相应试验品种。
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表 １　大豆基因型的筛选

Ｔａｂｌｅ１　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｓｏｙｂｅａｎｇｅｎｏｔｙｐｅ

外植体

Ｅｘｐｌａｎｔ

品种

Ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

外植体数

Ｅｘｐｌａｎｔｓ

丛生芽数

Ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｈｏｏｔ

出芽率

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／％

再生植株数

Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｈｏｏｔ

再生率

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／％

子叶节 东农５０Ｄｏｎｇｎｏｎｇ５０ １３５ １１９ ８８．１ ８６ ６３．７

Ｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙ 东农４２Ｄｏｎｇｎｏｎ４２ １３２ ７８ ５９．１ ３４ ２５．８

Ｎｏｄｅ 黑农４４Ｈｅｉｎｏｎｇ４４ １３４ ８１ ６０．４ ３７ ２７．６

下胚轴 东农５０Ｄｏｎｇｎｏｎｇ５０ １３２ ７２ ５４．５ ３２ ２４．２

Ｈｙｐｏｃｏｔｙｌ 东农４２Ｄｏｎｇｎｏｎｇ４２ １３２ ９０ ６８．２ ４１ ３１．１

黑农４４Ｈｅｉｎｏｎｇ４４ １３１ １１５ ８７．８ ６９ ５２．７

２．２　大豆最佳卡那霉素筛选浓度的确定
选择延迟７ｄ筛选法比较了子叶节和下胚轴 ２

种外植体对卡那霉素的敏感性（表 ２）。子叶节在
Ｋａｎ浓度为 １００ｍｇ·Ｌ－１时全部褐化死亡，下胚轴

在 Ｋａｎ浓度为７５ｍｇ·Ｌ－１时全部褐化死亡，可见下
胚轴体系比子叶节体系在卡那霉素筛选过程中表

现得更为敏感，在一定的抗性筛选条件下，下胚轴

体系能够更有效的获得抗性植株。

表 ２　大豆子叶节和下胚轴对卡那霉素敏感性的比较

Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅａｎｄｈｙｐｏｃｏｔｙｌｆｏｒｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏｋａｎａｍｙｃｉｎ

品种 Ｖａｒｉｅｔｉｅｓ
卡那霉素浓度　Ｋａｎａｍｙｃｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／ｍｇ·Ｌ－１

０ ５０ ７５ １００ １２５ １５０

东农５０Ｄｏｎｇｎｏｎｇ５０ 子叶节褐化率 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｅｔｉｏｌａｔｉｏｎ ０ ３１ ５９ １００ １００ １００

黑农４４Ｈｅｉｎｏｎｇ４４ 下胚轴褐化率 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｅｔｉｏｌａｔｉｏｎ ０ ４７ １００ １００ １００ １００

２．３　乙酰丁香酮对大豆子叶节和下胚轴转化效率
的影响

乙酰丁香酮（ＡＳ）已经在多种农杆菌介导的植
物转化系统中被证明可以提高转化效率

［１０］
，通过在

共培养培养基中添加不同浓度 ＡＳ（０、１００、２００、３００、
４００μｍｏｌ·Ｌ－１），用抗性丛生芽获得率来计算其对
大豆子叶节和下胚轴转化频率的影响。大豆子叶

节和下胚轴转化率均随着 ＡＳ浓度的升高呈先增后
减趋势，最适 ＡＳ浓度均为２００μｍｏｌ·Ｌ－１（图１）。

图１　乙酰丁香酮对大豆子叶节和下胚轴转化效率的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｃｅｔｏｓｙｒｉｎｇｏｎｅｏｎｔｈｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅｓａｎｄｈｙｐｏｃｏｔｙｌ

２．４　苗龄对大豆子叶节和下胚轴转化效率的影响
３～７日龄无菌苗来源的子叶节和下胚轴均可

产生较多不定芽，因此，设置 ３、４、５、６、７ｄ５个外植
体苗龄水平，用抗性丛生芽获得率来计算其对大豆

子叶节和下胚轴转化频率的影响。大豆子叶节和

下胚轴转化率均随着苗龄的增加呈先增后减趋势，

对于子叶节转化法，东农５０在５ｄ苗龄时转化率最
高，对于下胚轴转化法，黑农４４在４～６ｄ苗龄时转
化率均较高，以６ｄ苗龄最高（图２）。

图 ２　苗龄对大豆子叶节和下胚轴转化效率的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅａｇｅｏｆｓｈｏｏｔｓｏｎｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅｓ

ａｎｄｈｙｐｏｃｏｔｙｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

２．５　共培养时间对大豆子叶节和下胚轴转化效率
的影响

共培养时间是影响大豆转化效率的重要因素。

研究了共培养时间对大豆子叶节和下胚轴转化效

率的影响，进而确定合适的共培养时间。大豆子叶

节和下胚轴转化率均随着共培养时间的增加呈先

增后减趋势，最适共培养时间均为３ｄ（图３）。

３　讨论

农杆菌介导的大豆转化系统有较高的基因型

依赖性，转化频率既受菌株的影响，也与受体基因

型有关，只有较高再生频率的再生系统与适宜的转
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图 ３　共培养时间对子叶节和下胚轴转化效率的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅｏｎｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅｓ

ａｎｄｈｙｐｏｃｏｔｙｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

化方法相结合，才有可能获得转化的成功和转化频

率的提高。对栽培大豆东农 ５０、东农 ４２和黑农 ４４
的子叶节和下胚轴为外植体的 ２种转化方法进行
了比较和优化。发现在子叶节再生体系中，东农 ５０
的再生率最高；在下胚轴再生体系中，黑农 ４４的再
生率最高。结果表明，不同品种在同一外植体间的

再生能力相差很大，而且相同品种在不同的外植体

间的再生能力也有差异。

根据 Ｐａｕｌａ等［９］
、刘海坤

［１１］
的研究结果，共培

养后先采用恢复培养，待外植体恢复正常的生长活

力后再进行筛选。这样可以避免因感染和共培养

期间植物生长能力减弱不能承受筛选压力而致死，

易于获得转基因植株，同时提高转化效率。他们还

认为在无选择压力的丛生芽诱导培养基上培养 ７ｄ
时丛生芽刚好萌动，此时进行选择，丛生芽既能承

受选择压力又不至于因压力过大而受到伤害，选择

模式比较温和，产生的嵌合体较少。因此，研究选

用卡那霉素的延迟筛选法，结果发现子叶节在 Ｋａｎ
浓度为 １００ｍｇ·Ｌ－１时全部褐化死亡，下胚轴在
Ｋａｎ浓度为７５ｍｇ·Ｌ－１时全部褐化死亡，可见下胚
轴体系比子叶节体系在卡那霉素筛选过程中表现

得更为敏感，在一定的抗性筛选条件下，下胚轴体

系能够更有效的获得抗性植株。

根癌农杆菌侵染植物细胞，首先要求 ｖｉｒ基因
的活化。农杆菌 ｖｉｒ区的活化是通过 ｖｉｒＡ／ｖｉｒＧ双组
分系统调节的

［１２］
。酚类物质如乙酰丁香酮可以诱

导农杆菌 ｖｉｒ基因的活化，首先是 ｖｉｒＡ受到酚类诱
导物的诱导后激活ｖｉｒＧ，然后进一步激活ｖｉｒ区基因
的表达。ｖｉｒ基因的表达控制着 ＴＤＮＡ的转移。在
大豆转化的共培养培养基中添加乙酰丁香酮可以

部分克服农杆菌介导的大豆转化的种和组织的特

异性
［１３］
，是农杆菌介导的大豆转化成功的重要因

素
［１４］
。乙酰丁香酮（ＡＳ）已经在多种农杆菌介导的

植物转化系统中被证明可以提高转化效率
［１０］
，通过

该试验的研究发现，不论是大豆子叶节还是下胚轴

转化体系，ＡＳ的浓度在 ２００μｍｏｌ·Ｌ－１时二者的转
化效率都达到最高。

大豆子叶节不定芽的再生能力和对农杆菌的

感受能力受大豆苗龄的影响很大。Ｍｅｙｅｒ等［１５］
研

究农杆菌转化机理时指出，转化细胞只发生在细胞

分裂的一个较短的时期内，因为核基因组ＤＮＡ只有
在复制时才能使外源ＤＮＡ整合，所以可能只处于细
胞分裂周期的 Ｓ期（ＤＮＡ合成期）才具有外源基因
的转化能力。因此，不同发育时期的组织细胞的转

化能力有着很大的差别，发育晚期的组织细胞转化

能力较差，发育早期的组织细胞转化能力较强。结

果发现 ５ｄ苗龄的大豆子叶节转化效率最高，苗龄
的缩短或延长转化率都会降低，而在下胚轴转化体

系中，萌发４～６ｄ内取材时对转化率的影响不大。
农杆菌对植物进行侵染时，必须在创伤部位生

存１６ｈ以上，才能将 ＴＤＮＡ转移到植物细胞中，因
此，共培养时间必须大于 １６ｈ。但是，共培养时间
也不宜太长，如果共培养时间过长，农杆菌会过度

生长，不仅造成除菌困难，还会导致植物细胞受毒

害而死亡
［１６］
。因此，研究发现大豆子叶节和下胚轴

转化体系中的最适共培养时间都是３ｄ。
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于 ＳＹＢＲｇｒｅｅｎⅠ能与所有的双链 ＤＮＡ模板结合，
因而引物二聚体或其它非特异性扩增产物均能对

定量结果产生干扰，所以能否设计到合适引物是荧

光定量 ＰＣＲ能否正常进行和准确定量的关键［７］
。

该文中目的基因 ＣＯ和内参基因 ＡＣＴＩＮ的引物特异
性用融解曲线分析，均为单一峰型，无非特异性扩

增，可用来进行荧光定量 ＰＣＲ检测［８］
。同时，选择

适合的内参基因对获得的数据进行归一化处理，对

获得精确可靠的结果也是必需的。ＡＣＴＩＮ基因在
生物发育的不同阶段、各种逆境以及激素处理下均

能持续稳定表达，选其作为荧光定量 ＰＣＲ的内参基
因，可较好的排除总 ＲＮＡ提取过程造成的差异及
ＰＣＲ效率的影响，能在较广的范围内定量研究基因
的表达水平。

目前对于光周期调控植物开花分子机理的研

究主要集中在拟南芥和水稻中。由于拟南芥属于

长日植物而水稻是单子叶植物，二者机制的差别不

能揭示长日与短日机制的真正差别。而大豆是严

格的短日植物，同时又是双子叶植物，大豆光周期

机制的研究将印证长日与短日、单子叶与双子叶的

真正异同之处，进一步完善植物光周期反应机制的

理论体系。

植物 ＣＯ基因是一个古老的基因家族，其家族
成员的异化早于单子叶和双子叶植物进化上的分

离。在拟南芥中的研究显示，ＣＯ基因在控制植物
开花中的途径与功能是保守的，只是由于其它因子

的调控作用，导致产生不同的开花习性
［９］
。

东农４９和东农４２中 ＣＯ基因在２４ｈ的表达峰
值均在光暗交界处，证实了其表达受光周期调控，

而东农４２在４８ｈ的长日和短日照重复试验，又进
一步证实了 ＣＯ基因其强烈的昼夜节律性；ＣＯ基因
在早熟品种东农 ４９比晚熟品种东农 ４２中 ｍＲＮＡ
表达水平较高，作为植物开花的关键基因，大豆的

ＣＯ基因是开花促进因子，其表达丰度与品种的熟
期直接相关，不同品种的熟期不同，推测是由于 ＣＯ

基因受品种自身其它基因调控调节开花，进而产生

不同光敏感类型的品种；无论是东农 ４９还是东农
４２，短日照下均比长日照下表达上调，并且东农 ４２
在完全暗下比完全光下表达量剧增，推测 ＣＯ基因
以此为基础调节大豆适应不同的光暗条件，在短日

照下促进开花，长日照下抑制开花。
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