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　　自１９８８年Ｈｉｎｃｈｅｅ等［１］
和ＭｃＣａｂｅ等［２］

率先获

得转基因大豆植株以来，转基因技术逐步成为大豆

分子育种和基因功能研究的重要手段，转基因大豆

品种选育和产业化取得了突破性进展。目前，转基

因大豆是应用面积最大的转基因作物，２００９年种植
面积达到６．９２×１０７ｈｍ２，占全球转基因作物种植面
积的５２％，占大豆种植面积的７７％［３］

。

与其它转基因技术相比，农杆菌介导遗传转化

系统具有拷贝数低、遗传稳定、基因沉默现象少和

成本低等优点，但农杆菌介导大豆遗传转化的频率

却一直偏低
［４］
。近年来，随着农杆菌介导植物遗传

转化的原理日渐清晰，不少研究者对大豆农杆菌介

导遗传转化系统进行了改进，使其成为大豆遗传转

化的基本方法。现结合农杆菌遗传转化的原理，对

该领域的新进展做简要归纳，并对相关问题进行讨

论和展望。

１　农杆菌介导植物细胞转化的原理

根癌农杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）（以下

简称农杆菌）属于根瘤菌科、农杆菌属，在土壤中普

遍存在，其突出特点是可诱导大部分双子叶植物及

部分单子叶植物产生冠瘿瘤。农杆菌中决定冠瘿

瘤产生的质粒为 Ｔｉ质粒，天然的 Ｔｉ质粒由 ＴＤＮＡ
区、Ｖｉｒ区、Ｃｏｎ区和 Ｏｒｉ区 ４部分组成。ＴＤＮＡ两
端分别为左边界（ＬＢ）和右边界（ＲＢ），大小均为
２５ｂｐ。ＴＤＮＡ区内有生长素合成基因、细胞分裂素
合成基因和冠瘿碱合成基因，对冠瘿瘤形成起关键

作用，而在进行植物遗传转化时，这些基因将被去

除，并代之以转化目的基因。ＴＤＮＡ区在 Ｖｉｒ区蛋
白作用下分别在左、右边界产生切口，进而以单链

形式将整个 ＴＤＮＡ区（含目的基因）运送至植物组
织，并最终完成整合过程（图１）。Ｖｉｒ区基因表达产
物对整个转化过程起决定性作用。目前已发现有

１０余种 Ｖｉｒ区基因表达产物参与 ＴＤＮＡ的转移过
程

［５］
。

　　近年研究发现，植物创伤产生的酚类化合物，
特别是乙酰丁香酮（ＡＳ），是遗传转化过程中的主要
诱导物质。此外，低 ＰＯ３４ 浓度和低 ｐＨ值的侵染环
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图 １　农杆菌介导的植物细胞转化示意图
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境也有利于转化。通过诱导，ＶｉｒＡ蛋白可将 ＶｉｒＧ
蛋白进行磷酸化修饰，进而激活 Ｖｉｒ区基因的表达。
ＶｉｒＢ蛋白群和 ＶｉｒＤ４形成的 Ｔ４ＳＳ系统可形成跨膜
通道，为 ＶｉｒＤ２ＴＤＮＡ以及包括 ＶｉｒＥ２和 ＶｉｒＦ蛋白
在内的其它蛋白的细胞间运输提供通道。ＶｉｒＤ２可
识别 ＴＤＮＡ的左、右边界序列并在边界序列产生切
口，结合到单链 ＤＮＡ５′端，在运输和核定位等过程
中行使重要作用

［６］
。ＶｉｒＥ２是 ＴＤＮＡ单链结合蛋

白，起到稳定 ＴＤＮＡ单链结构的作用，并在核定位
中发挥一定功能。ＶｉｒＥ１对 ＶｉｒＥ２功能的发挥起辅
助作用

［７］
。

ＶｉｒＤ２在 ＴＤＮＡ复合体进入植物细胞后可发
挥核定位功能，ＴＤＮＡ复合体通过 ＶＩＰ１蛋白与核
定位蛋白复合体 Ｋａｒｙｏｐｈｅｒｉｎα／β互作完成核定位
过程。ＰＰ２Ｃ通过去磷酸作用，在此过程中起调节
作用

［８］
。Ｃｙｃｌｏｐｈｉｎｌｉｎ作为一种与蛋白成熟过程相

关的蛋白，在核定位过程中可与 ＶｉｒＤ２蛋白互作，但
机制尚不清楚。核定位 ＴＤＮＡ复合体进入植物细
胞核后，在 ＶｉｒＦ的作用下通过形成 Ｃｕｌｌｉｎ／ＡＳＫ１／
ＶｉｒＦ复合体，完成对复合体的卸载［９］

。单链 ＤＮＡ
通过互补链的合成以双链形式进行整合，整合过程

主要通过非同源重组（ＮＨＥＪ）形式完成。整合过程
既具有随机性也具有偏好性，双链 ＤＮＡ在 Ｋｕ７０／
Ｋｕ８０和 ＤＮＡＰＫ的作用下，在植物基因组双链缺口
（ＤＳＢ）部分进行整合［１０］

。

２　农杆菌介导大豆遗传转化系统的改进

农杆菌介导大豆遗传转化系统受到多种因素

的影响。通过对这些影响因素的深入研究，有利于

提高转化系统的稳定性和转化效率，实现对转化体

系的优化和改良。

２．１　受体基因型筛选
农杆菌介导的植物遗传转化，是农杆菌和受体

植物相互作用的过程
［１１］
。受体材料不仅必须具有

农杆菌易感染性，还需有良好的再生能力。大量的

研究表明，不同大豆基因型不但在转化效率和再生

能力上存在很大差异，而且要求不同的转化条件，

如灭菌时间、发芽时间、共培养时间、筛选剂量等。

根据不同基因型的特点，在转化系统建立和优化的

过程中，需要考虑这些因素带来的影响并及时进行

调整。

在大豆遗传转化研究中，研究人员筛选出一些

适于转化的大面积推广品种，如 Ｊａｃｋ、Ｗｉｌｌｉａｍｓ８２、
Ｐｅｋｉｎｇ等。

２．２　外植体选择
大豆农杆菌介导遗传转化常用的外植体有子

叶节、体细胞胚、胚尖、器官愈伤组织以及幼嫩种

子、下胚轴、初生叶基等。

２．２．１　子叶节　在以器官再生途径为基础的大豆

转化体系中，子叶节是最常用的外植体
［１２］
。种子经

氯气灭菌、发芽后，在距子叶节 ３～５ｍｍ处将下胚
轴切去，去除胚芽并对子叶节部位实施创伤处理后

进行侵染。常用的方法有直接侵染、划伤后侵染及

超声波介导法等，外植体共培养 ３～５ｄ后转入筛
选、诱导阶段。经过筛选的外植体转入芽伸长阶段

并保持适当的低浓度筛选剂量，将伸长的芽转入生

根培养基诱导生根，筛选获得转基因再生植株。

子叶节转化体系具有操作简便、外植体获得不

受季节限制、操作周期较短等特点，是目前使用最

为广泛的转化方法，但该方法也具有一定的局限

性，如子叶节划伤技术不好把握、再生植株中嵌合

体比例偏高等。



６９８　　 大 豆 科 学 ４期

２．２．２　体细胞胚　体细胞胚再生体系的简要步骤
是，先用 ７０％酒精对未成熟豆荚浸泡灭菌，或用次
氯酸钠结合酒精短时浸泡灭菌，选取理想的未成熟

籽粒用灭菌水多次漂洗。处理后进行农杆菌侵染

或超声波辅助侵染，共培养后再经多次筛选继代，

可获得大量的体细胞胚，体细胞胚可进一步形成转

基因再生植株。

体细胞胚再生途径具有操作简便、转化嵌合体

比例低等优点。该方法既可利用农杆菌介导进行

遗传转化，也可利用基因枪进行转基因操作
［１３］
。其

缺点是受基因型和取材季节限制较大，且对外植体

质量要求较高，从而在一定程度上限制了这种转化

方法的应用。

２．２．３　胚尖分生组织　胚尖转化体系以大豆初生
胚尖分生组织作为转化受体

［１４］
，既可借助基因枪轰

击进行转化，也可通过农杆菌介导。在农杆菌介导

的转化过程中，籽粒采取氯气灭菌，经浸泡后直接

剥离出胚、去掉初生幼叶进行培养获取外植体。可

通过直接侵染、创伤侵染、超声波辅助侵染等方法

对获得的外植体进行农杆菌侵染，共培养后转入筛

选培养基进行筛选，继而进行再生芽的诱导、伸长、

生根，获得转基因再生植株。

胚尖转化系统具有取材便捷、筛选方便、转化

周期短等特点，适合大规模转化，但仍难避免转化

再生植株嵌合体的问题，理想外植体的获取也存在

较大技术难度。在实际操作中，转化系统受大豆基

因型和种子活力影响明显。

２．２．４　器官愈伤组织　目前在大豆中尚难通过愈
伤组织进行植株再生。最近，研究人员利用一类特

殊的愈伤组织进行大豆遗传转化和植株再生获得

成功，从而建立了器官愈伤组织转化体系
［１５］
。该体

系以去除腋芽的初生叶节或子叶节为外植体，诱导

器官愈伤组织，再利用菌液对愈伤组织进行侵染，

经共培养、恢复培养后，进行筛选和芽诱导，幼芽原

基形成时将外植体分成小块，转入伸长培养基中进

行进一步筛选，伸长、生根后获得转基因再生植株。

器官性愈伤组织转化系统通过对器官性愈伤

组织的诱导，可获得大量高效受体细胞，从而扩大

了外植体的选择范围，但器官性愈伤诱导的流程复

杂，转化系统对愈伤组织状态要求严格，给转化带

来了一定困难。

２．２．５　其它外植体　其它一些外植体系统也已在
农杆菌介导的大豆转化中应用成功，如半种子

法
［１６］
、下胚轴转化法

［１７］
、初生叶基转化法

［１８］
以及

其它基于未成熟种子
［１９］
或其它未成熟器官

［２０］
的转

化方法，但实际应用较少。

２．３　菌株筛选与载体改造
大豆 遗 传 转 化 中 常 用 的 菌 株 有 ＥＨＡ１０１、

ＥＨＡ１０５、ＬＢＡ４４０４、ＡＧＬ１、ＧＶ３１０１，近年开发的新菌
株 有 ＬＢＡ４４０４ （ｐＳＢ１）［２１］、 ＫＡＴ２３［２２］、 Ｋ５９９

（ＮＣＰＰＢ２６５９）［２３］和 ＫＹＲＴ１［２４］等。这些新菌株有的
是经过改造的高毒菌株，如在 ＬＢＡ４４０４（ｐＳＢ１）中导
入ｐＴｉＢｏ５４２的ＶｉｒＧ、ＶｉｒＣ和ＶｉｒＢ基因，以提高其侵染
能力；有的可适应特定的转化系统，如通过对 Ｃｈｒｙ５
改造而获得的 ＫＹＲＴ１，在体细胞胚再生转化体系中
具有特殊优势。需要指出的是，尽管通过菌株改造可

使菌株获得超强毒性，但这些菌株并不一定适用于所

有转化系统，应根据具体情况选用。

较之共整合载体，双元载体系统以其高效、便

捷等特点得到广泛应用。双元载体系统所使用的

载体种类很多，主要有 ｐＢＩ、ｐＰＺＰ、ｐＢＩＮ、ｐＣＡＭＢＩＡ、
ｐＴＦ和 ｐＧＰＴＶ等系列载体。这些载体经过诸如多
克隆位点修饰、植物筛选标记替换、报告基因选择

和外源基因插入等改造后，形成一系列能够更好地

满足转化需要的衍生载体。

一些特殊序列会影响转化效果，如 ＯＤ序列、
ＴＳＳ序列等。将这些序列应用于载体改良，可在一
定程度上提高 ＴＤＮＡ的转移效率［２５］

。还有研究者

利用特殊设计的载体，通过事先建立转基因修饰的

受体株系、共转化一些特殊外源基因，如：ＩＰＴ、ＲＥＰ、
ＷＵＳ、ＢＢＭ、ＬＥＣ、ＭＹＢ１１５和 ＨＴＡ１等来提高转化效
率

［２６－２７］
。

２．４　标记基因选用
转基因组织或细胞的筛选，是获得转基因植株

的关键环节之一，良好的筛选策略可使转基因组织

获得更强的竞争优势，减少嵌合体的形成，提高再

生植株的比率。

大豆遗传转化过程中的筛选剂有抗生素、除草

剂、代谢类似物、选择性碳源等，利用其对应的抗性

（或敏感）基因作为筛选标记。目前在大豆遗传转

化中常用的筛选剂有卡那霉素、潮霉素、草丁膦和

草甘膦等。卡那霉素抗性基因（ｎｐｔＩＩ）编码新霉素
磷酸转移酶，因其成本低廉、适用范围较广，在大豆

遗传转化中应用较早，但对不同受体基因型的筛选

效果差别较大。潮霉素抗性基因（ｈｔｐ）编码潮霉素
磷酸转移酶。潮霉素在大豆遗传转化中的筛选效

果较好
［２８］
，但也有研究显示潮霉素会对一些植物和

组织的生长产生抑制作用
［２９］
。

草丁膦抗性基因（ｐａｔ／ｂａｒ）和草甘膦抗性基因
（ｅｐｓｐｓ）均属于除草剂类筛选基因，前者编码草丁膦
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乙酰转移酶，后者编码５烯醇式丙酮酸３磷酸莽草
酸合酶。草丁膦因筛选效果明显，在大豆遗传转化

中应用广泛
［３０］
。作为目前种植面积最大的转基因

大豆品种的外源目的基因，ｅｐｓｐｓ也可作为筛选标记
基因加以应用。

确定筛选剂类型后，需根据转化系统和实验要

求采取不同的筛选剂量和筛选程序。

２．５　筛选标记基因的去除
在植物遗传转化过程中，只有通过有效的筛选

才能抑制非转化细胞和组织的生长，从而获得转化

细胞和组织的增殖。有效的筛选标记和筛选策略

也是减少再生嵌合体的基本条件。然而，在以育种

应用为目的的转基因研究中，往往希望获得不含筛

选标记基因的转基因植株，因而需要通过特殊手段

去除标记基因。目前，获得不含筛选标记基因后代

的方法主要有以下几种：

２．５．１　共转化　共转化是指分别将标记基因和目
的基因导入外植体，再对后代进行分离筛选获得不

含标记基因的转基因后代。农杆菌介导的共转化

主要包括２种情况：（１）分别用含有目的基因和标
记基因的２个菌株对同一目标外植体进行共转化；
（２）将目的基因和筛选标记置于同一质粒的两段 Ｔ
ＤＮＡ中，以含有这种质粒的菌株进行共转化［３１］

。

在大豆中，可利用双 ＴＤＮＡ双元载体获得去除筛选
标记基因的转基因后代

［３２］
。

２．５．２　转座子　利用转座子的转座活性可将转化
后的标记基因进行移位，进而在分离后代中筛选不

含筛选标记基因的材料。植物源转座子的种类很

多，如玉米Ⅰ类自主型转座子 Ａｃ，金鱼草Ⅰ类自主
型转座子 Ｔａｍ，拟南芥Ⅰ类自主型转座子 ｄＴｐｈｌ，玉
米Ⅰ类非自主型转座子 Ｄｓ，水稻反转录转座子
Ｔｏｓ１７等。通过构建转座子筛选标记基因进行植物
转化，可通过诱导转座子转座，达到分离筛选标记

基因的目的。然而，由于转座子系统在不同植物受

体中的转座频率具有明显差异、系统构建复杂、转

化效率偏低，这种方法的实际应用还不多
［３３］
。

２．５．３　特异位点重组　该系统的基本原理是：利
用重组酶切除携带特异重组序列的筛选标记基因，

使筛选标记和目的基因分离。常用的重组系统有

Ｃｒｅ／ｌｏｘＰ［３４］、ＦＬＰ／ＦＲＴ［３５］和 Ｒ／ＲＳ系统［３６］
。特异

重组系统便捷、高效，具有较好的应用前景。

２．６　添加剂应用
２．６．１　抑菌剂　在农杆菌介导的植物转化中，为
防止农杆菌过度生长，需要使用农杆菌抑菌剂。大

豆转化中常用的抑菌抗生素有卡那霉素、头孢噻

肟、羧苄青霉素、羟氨苄青霉素、万古霉素、替卡西

林、克拉维酸、替卡西林钠／克拉维酸钾和阿莫西
林／克拉维酸钾等。

合适的抑菌剂既要对农杆菌具有良好的抑制

作用，又不能对外植体生长产生较大影响。然而，

抗生素类抑菌剂对外植体生长和分化的负面影响

往往难以避免。为保证抑菌效果、减轻对外植体的

影响，一般采用几种抑菌剂联合使用的方式，常见

的联用组合有：头孢噻肟和羧苄青霉素，头孢噻肟

和特美汀，头孢噻肟和替卡西林，头孢噻肟、特美汀

和万古霉素等。普遍使用的头孢噻肟和羧苄青霉

素组合对外植体生长仍有一定抑制作用
［３７］
，可通过

替换或配合使用替卡西林、特美汀和万古霉素等减

轻其影响
［３８］
。

２．６．２　侵染相关添加剂　为提高转化效率，在农
杆菌介导的大豆转化中广泛使用表面活化剂、酚类

化合物和还原剂等，以提高侵染效果和外植体生长

状态。

表面活性剂 ＳｉｌｗｅｔＬ７７可以增强农杆菌与受
体间的接触和相互作用，在拟南芥蘸花转化法中应

用较多，在农杆菌介导的豆科植物转化中也有成功

案例
［３９］
。

酚类化合物是农杆菌毒性基因表达的重要诱

因，乙酰丁香酮因其对毒性基因有较强诱导作用，

已成为农杆菌介导植物遗传转化中活化菌液的重

要添加剂。通过酚类化合物诱导毒性基因表达时，

需要注意 ｐＨ值、菌株和受体材料的特性等问题，以
保证诱导效果

［４０］
。

在植物遗传转化过程中，为防止因外植体伤面

防卫性褐化导致的细胞死亡，可添加使用生理还原

剂类试剂，如硝酸银、抗坏血酸、Ｌ半胱氨酸［４１］
、硫

代硫酸钠、二硫苏糖醇及其它硫醇类化合物
［４２］
。在

大豆中，这些化合物的添加可显著改善外植体的生

长状态、提高转化效率。

温度、湿度、光照和透气性等因素也会对菌液

侵染效率、外植体生长状态、转基因组织再生等产

生不同程度的影响，只有综合协调好这些因素，才

能获得较高和稳定的转化效率。

３　存在问题与发展趋势

３．１　存在问题
尽管农杆菌介导的大豆遗传转化技术日趋成

熟，但转化周期长、转化效率低、嵌合体比率高等瓶

颈问题仍未彻底解决
［４］
。因此，优化转化系统，提

高转化效率，降低嵌合体比例仍将是农杆菌介导大
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豆遗传转化技术改进的重要任务。

此外，农杆菌介导的植物转基因系统还存在其

它一些问题，如载体骨架的整合、农杆菌基因组片

段向植物基因组的平移、整合基因的不稳定性等。

３．２　发展趋势
近年来，随着转基因技术的发展，转基因的目

标性和安全性日益受到重视，去除筛选标记、减少

载体骨架整合、定点整合基因等技术已成为转基因

技术研究的新热点，必对大豆遗传转化研究的发展

产生重要影响。

３．２．１　减少载体骨架整合率　在某些情况下，Ｔ
ＤＮＡ的转移和整合带有部分载体骨架序列。虽然
可以通过侧翼序列分析的办法筛选出不含载体骨

架的转化事件，但这会导致后期工作量大幅度增

加。近几年，研究人员建立了骨架整合标签法
［４３］
、

骨架整合型抑制法
［４４］
、Ｒ／Ｒｓ重组整合系统［４５］

以及

农杆菌基因组 ＴＤＮＡ整合技术［４６］
等方法，可以降

低载体骨架整合率，减少转基因后代筛选工作量。

３．２．２　外源基因的定点整合　在农杆菌介导的植
物转化中，外源基因通过非同源重组形式整合，具

有相对随机性，难以预测基因位置效应对转基因植

株目的基因表达和非目标性状的影响。当外源基

因的插入位点导致自身基因沉默或破坏其它基因

功能时，这一问题尤为突出。近年开发出重组位点

介导定点整合技术和定点酶切介导定点整合技术，

有助于提高转基因的目的性和可控性。在重组位

点介导的定点整合中，最常用的是 Ｃｒｅ／ｌｏｘ重组整
合系统

［４７］
；在定点酶切系统中既有通过 ＤＳＢｓ直接

导入的方法
［４８］
，也有通过锌指核酸酶介导的定点整

合技术
［４９］
。

在未来一段时间内，随着转化效率的提高，无

标记、无载体骨架、定点整合等技术及具有诱导性、

发育期特异性和组织表达特异性的启动子
［５０］
将广

泛应用于农杆菌介导的大豆遗传转化，使大豆转基

因育种进入一个全新的时代。
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