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摘　要：以下胚轴为外植体，采用农杆菌介导方法成功将大豆的蓝光受体启动子 ｐＧｍＰＬＰ１导入大豆基因组中，并

且该基因在后代中得到稳定遗传表达。比较了栽培品种黑农 ４４用子叶节法和下胚轴法转化的区别，发现用子叶

节法不能获得高效转基因植株的品种可以顺利通过下胚轴法进行转化。
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　　大豆［Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ（Ｌ．）Ｍｅｒｒｉｌｌ］是世界重要的

经济和粮食作物
［１］
，通过遗传转化改变大豆的营养

成分、提高产量以及增加大豆的抗病和抗逆性，是

全世界大豆转基因工作的重点。但是，与其它植物

相比，大豆再生植株较困难，遗传转化进展缓慢，因

此急需寻找一种有效快速的大豆遗传转化方法，应

用于大豆基因工程
［２］
。大豆的遗传转化方法有农

杆菌介导法、基因枪轰击法和花粉管通道法等，其

中农杆菌介导法为目前应用最广泛的方法。科研

人员通过选用不同的外植体作为受体
［３４］
，改变转

化条件如改变激素浓度和在共培养阶段加入硝酸

银等抗氧化剂
［５］
等方法来提高大豆的转化效率。

但目前用于大豆转化的方法多集中在农杆菌介导

的子叶节再生系统上，通过农杆菌的 ＴＤＮＡ将外源

基因导入大豆的基因组
［６］
。子叶节介导的转化方

法受到基因型的限制严重，只有再生频率高的品种

对农杆菌侵染有较好反应，才可以获得较好的转化

效率
［７］
。尽管还有一些再生体系在大豆的遗传转

化中应用，但也都存在一定缺陷，如未成熟胚的再

生存在取材时间受季节性影响大的缺点等。

大豆的下胚轴再生体系是以幼苗的下胚轴和

生长点部位作为外植体的另一种不定芽器官发生

途径的再生体系。最先由 Ｈａｎｄｂｅｒｇ和 Ｓｔｏｕｇａａｒｄ通

过农杆菌侵染苜蓿的下胚轴，获得了高转化率的转

基因植株
［１０］
，之后 Ｄａｎ和 Ｒｅｉｃｈｅｒｔ建立了以下胚轴

为外植体经过器官发生途径的高效大豆再生体

系
［１１］
。２００６年 Ｊｉ等成功应用该体系获得了大豆转

基因植株
［１２］
，２００８年 Ｗａｎｇ和 Ｘｕ也通过下胚轴转

化方法获得了 ＧｍＦＡＤ２１基因干涉表达的高油酸

大豆
［１３］
。该研究对已有的大豆下胚轴转化体系进

行改良，以实验室克隆的 ＧｍＰＬＰＡ启动子基因为

例，成功利用该体系将目的基因导入大豆基因组中

并稳定遗传表达，并与大豆子叶节农杆菌转化体系

进行比较，建立了一种可以有效应用于大豆的功能

基因组研究和遗传改良的转基因方法。

１　材料与方法

１．１　供试材料

转基因所用的大豆材料为黑农 ４４，以大豆下胚

轴为 受 体 材 料。工 程 菌 为 含 ｐＢＩ１２１质 粒 的
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ＬＢＡ４４０４农杆菌菌株，内含大豆蓝光受体 ＧｍＰＬＰ１

的启动子全长基因（ｐＧｍＰＬＰ１）（该实验室克隆的启

动子）、ＮＰＴⅡ基因和 ＧＵＳ基因（见图１）。

图 １　用于大豆遗传转化的 ｐＢＩ１２１ｐＧｍＰＬＰ１载体图谱

Ｆｉｇ．１　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｐＢＩ１２１ｐＧｍＰＬＰ１ｖｅｃｔｏｒ

ｕｓｅｄｆｏｒｓｏｙｂｅａｎｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

１．２　试验方法

１．２．１　外植体制备　挑选饱满大豆黑农４４成熟种

子，进行氯气灭菌 １６ｈ，种植于 ＧＭ培养基上（ＭＳ

大量盐 ＋ＭＳ铁盐 ＋３％蔗糖 ＋１．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ

＋０．８％琼脂，ｐＨ５．８），培养室（温度 ２５℃，光照强

度 ０．３～０．４ｍｍｏｌ·ｍ－２
·ｓ－１，生长光／暗周期为

１６ｈ／８ｈ，相对湿度 ８０％）培养 ５～７ｄ，切取下胚轴

部分，用于浸染。下胚轴保留长度为 １～２ｃｍ，顶端

保留生长点部位，去除大豆本身的幼芽，并在生长

点部位造成划伤，便于农杆菌的侵染（图２Ａ）。

１．２．２　菌液的准备　含有目的载体的农杆菌

ＬＢＡ４４０４单菌落接种于 ５ｍＬ含有 ５０ｍｇ·Ｌ－１Ｓｔｒ、

２５ｍｇ·Ｌ－１Ｒｉｆ和５０ｍｇ·Ｌ－１Ｋａｎ的 ＹＥＰ液体培养

基中（５ｇ·Ｌ－１ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，１０ｇ·Ｌ－１ｐｅｐｔｏｎｅ，

５ｇ·Ｌ－１ＮａＣｌ，ｐＨ７．０），２８℃ ２２０ｒ·ｍｉｎ－１振荡培

养过夜，取２ｍＬ培养物，加入到５０ｍＬＹＥＰ液体培

养基中，２８℃培养至 ＯＤ６００为０．６～０．８，将 ５０ｍＬ培

养物于 ５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０ｍｉｎ，弃上清，收集菌

体，用等体积５０ｍＬＣＣＭ液体培养基（１／２ＭＳ大量

盐 ＋ＭＳ铁盐 ＋１．６７ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ＋４０μｍｏｌ·Ｌ－１

Ａｓ＋１．０ｍｇ·Ｌ－１ Ｎａ２Ｓ２Ｏ３ ＋１．０ｇ·Ｌ
－１ Ｃｙｓ＋

１．０ｍｇ·Ｌ－１ＤＴＴ＋３％蔗糖，ｐＨ５．６）重悬菌体，将

ＯＤ６００调整至０．６～０．８。

１．２．３　浸染与共培养　将已切取好的下胚轴浸入

制备好的重悬菌液中，２５℃震荡浸泡 ３０ｍｉｎ，用无

菌滤纸吸干多余菌液，将下胚轴平放在加盖一层滤

纸的 ＣＣＭ固体培养基上（含有０．６％琼脂），２５℃暗

培养３ｄ（图２Ｂ）。

１．２．４　除菌及不定芽的诱导　暗下共培养 ３ｄ后

的下胚轴，依次用无菌水洗３次，每次１５ｍｉｎ，洗掉

表面的农杆菌，其间不时摇动。捞出下胚轴，放在

滤纸上，吸干多余水分。将下胚轴生长点朝上，插

入 ＳＩＭ培养基上（１／２ＭＳ大量盐 ＋ＭＳ铁盐 ＋

３．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ＋０．２ｍｇ·Ｌ－１ＩＢＡ＋３％蔗糖 ＋

２００ｍｇ·Ｌ－１Ｃｅｆ＋７５ｍｇ·Ｌ－１卡那霉素 ＋０．８％琼

脂，ｐＨ５．８）。２５℃，生长光／暗周期为 １６ｈ／８ｈ，培

养７ｄ。

１．２．５　不定芽的伸长、生根及移栽　将诱导后的

下胚轴切掉下端膨大的愈伤组织，转移至 ＳＥＭ中

（１／２ＭＳ大量盐 ＋ＭＳ铁盐 ＋１．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ＋

０．２ｍｇ·Ｌ－１ＩＢＡ＋７５ｍｇ·Ｌ－１卡那霉素 ＋２００ｍｇ

·Ｌ－１Ｃｅｆ＋３％蔗糖 ＋０．８％琼脂，ｐＨ５．８）培养 １～

２个月，每隔 １０ｄ继代 １次，诱导伸长芽（图 ２Ｃ）。

当不定芽伸长到３～５ｃｍ时，转移至 ＲＭ中（１／２ＭＳ

大量盐 ＋ＭＳ铁盐 ＋１ｍｇ·Ｌ－１ＩＢＡ＋７５ｍｇ·Ｌ－１卡

那霉素 ＋２００ｍｇ·Ｌ－１Ｃｅｆ＋３％蔗糖 ＋０．８％琼脂，

ｐＨ５．８），诱导生根（图 ２Ｄ）。待根生长健壮后（图

２Ｅ），开瓶炼苗 ３～４ｄ，移栽入蛭石∶土 ＝１∶１的土

中，移栽后前２ｄ用保鲜膜覆盖保湿，在光照培养箱

中生长。

Ａ：切取的下胚轴；Ｂ：共培养中的下胚轴；Ｃ：下胚轴上的丛

生芽；Ｅ：再生的大豆植株；Ｆ：大豆再生植株的根；

Ａ：Ｔｈｅｃｕｔｈｙｐｏｃｏｔｙｌｓ；Ｂ：ｈｙｐｏｃｏｔｙｌｓｉｎｃｏｃｕｌｔｕｒｅ；

Ｃ：ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｈｏｏｔｓｏｎｈｙｐｏｃｏｔｙｌｓ；Ｄ：ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｐｌａｎｔｏｆｓｏｙｂｅａｎ；Ｅ：ｔｈｅｒｏｏｔｓｏｆｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｏｙｂｅａｎ；

图 ２　下胚轴法转化大豆

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｈｙｐｏｃｏｔｙｌｓｂａｓｅｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｆｏｒｓｏｙｂｅａｎ

１．２．６　抗性植株的分子检测　采用 ＳＤＳ小量法提

取卡那霉素筛选的抗性大豆植株的幼嫩叶片基因

组 ＤＮＡ，进行 ＰＣＲ和 ＲＴＰＣＲ检测。利用 ＧＵＳ组

织化学染色检测外源基因的表达情况。
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１．２．７　下胚轴法与子叶节法转化的比较　取部分

黑农４４大豆种子在不含有 ６ＢＡ的培养基上萌发，

切取子叶节外植体，用同样 ＣＣＭ共培养后，放置于

ＣＳＩＭ中诱导丛生芽７ｄ（ＭＳ大量盐 ＋ＭＳ铁盐 ＋Ｂ５

有机 ＋１ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ＋３％蔗糖 ＋２００ｍｇ·Ｌ－１

Ｃｅｆ＋７５ｍｇ·Ｌ－１卡那霉素 ＋０．８％琼脂，ｐＨ５．８）。

转移到 ＣＳＥＭ培养基中（ＭＳ大量盐 ＋ＭＳ铁盐 ＋Ｂ５

有机 ＋１ｍｇ·Ｌ－１ＧＡ３＋１ｍｇ·Ｌ－１ＺＲ＋１ｍｇ·Ｌ－１

Ａｓｐ＋０．２ｍｇ·Ｌ－１ＩＡＡ＋３％蔗糖 ＋２００ｍｇ·Ｌ－１

Ｃｅｆ＋７５ｍｇ·Ｌ－１卡那霉素 ＋０．８％琼脂，ｐＨ５．８）诱

导芽伸长，生根和移栽与下胚轴法相同。

２　结果与分析

２．１　转基因植株的 ＰＣＲ鉴定

取卡那霉素筛选的大豆抗性植株幼嫩叶片，经

ＳＤＳ法提取叶片总基因组 ＤＮＡ。由于在大豆中本

身存在 ｐＧｍＰＬＰ１基因，为了确定外源基因是否真正

在大豆中过量表达，根据 ｐＢＩ１２１ｐＧｍＰＬＰ１载体上

的 ＧＵＳ基因序列设计引物（Ｆ：ＡＡＣＴＧＣＴＧＣＴＧＴＣＧ

ＧＣＴＴＴＡ；Ｒ：ＧＡＴＴＣＡＴＴＧＴＴＴＧＣＣＴＣＣＣＴ），以抗性

植株总 ＤＮＡ为模板，进行 ＰＣＲ扩增，反应条件为

（２５μＬ体系）：９４℃ ５ｍｉｎ；３５个循环：９４℃ ３０ｓ，

６２℃ ３０ｓ，７２℃ ２．５ｍｉｎ；７２℃ 延伸 ５ｍｉｎ。取 ８μＬ

ＰＣＲ产物经０．８％ ～１．０％琼脂糖电泳（图 ３），确定

阳性植株，进行下一步的鉴定。

Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡ分子量标准；１：阳性质粒；

２：未转化大豆；３～１２：转化植株

Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：ｐｏｓｉｔｉｖｅｐｌａｓｍｉｄ；２：ｐｌａｎｔｓ

ｗｉｔｈｏｕｔａｎｙｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ；３～１２：ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｓｏｙｂｅａｎｐｌａｎｔｓ

图 ３　ｐＢＩ１２１ｐＧｍＰＬＰ１转基因大豆的 ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ．３　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐＢＩｐＧｍＰＬＰ１

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓｏｙｂｅａｎ

２．２　转基因植株的 ＲＴＰＣＲ鉴定

为了确定转化入大豆植株中的基因片段是否

能够正常转录和翻译，进行了 ＲＴＰＣＲ鉴定。采用

Ｔｒｉｚｏｌ法提取 ＰＣＲ阳性植株的总 ＲＮＡ。ＰＣＲ引物

选择的是报告基因 ＧＵＳ基因引物，电泳结果显示

ＰＣＲ阳性植株转化后的外源都能正常反转录成

ｍＲＮＡ（图４）。

Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡ分子量标准；１～３：ＰＣＲ阳性植株

Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１～３：ＰＣＲ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｓｏｙｂｅａｎｐｌａｎｔｓ

图 ４　ｐＢＩ１２１ｐＧｍＰＬＰ１转基因大豆的 ＲＴＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ．４　ＲＴＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐＢＩｐＧｍＰＬＰ１

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓｏｙｂｅａｎ

２．３　转基因植株的组织化学染色鉴定

参照 Ｆｅｆｆｅｒｓｏｎ等［１４］
的方法，取 ＰＣＲ阳性植株

的 Ｔ１代后代各个时期的组织器官进行 ＧＵＳ组织化

学染色。结果（图５）显示 Ｔ１代转基因大豆经历过

减数分裂后，仍然包含转化进入的外源基因 ＧＵＳ和

ｐＧｍＰＬＰ１，表明外源基因已经插入基因组中并通过

有性繁殖传递到后代中，同时外源基因 ｐＧｍＰＬＰ１在

转基因后代可以正常发挥启动效应，启动外源基因

ＧＵＳ的表达并翻译成蛋白质，为研究ｐＧｍＰＬＰ１在大

豆中的启动规律创造了重要的材料。

图 ５　Ｔ１代转基因后代的 ＧＵＳ组织化学染色

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅＧＵＳｓｔａｉｎｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴ１

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓｏｙｂｅａｎ

２．４　子叶节法获得的丛生芽

黑农４４品种通过子叶节不定芽器官发生再生

途径转化后，发现由于受到基因型的限制，在诱导

培养基中外植体膨大严重，诱导出的大部分为叶片

器官，少量诱导的芽在伸长阶段也难以拔高，最终

黄化死亡，无法得到转基因植株（图６）。
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图 ６　子叶节法转化的黑农 ４４大豆外植体

Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｅｘｐｌａｎｔｓｏｆＨｅｉｎｏｎｇ４４ｓｏｙｂｅａｎｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ

ｂｙｃｏｔｙｌｅｄｏｎｎｏｄｅｂａｓｅｄＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｍｅｄｉａｔｅｄｍｅｔｈｏｄ

３　讨论

３．１　下胚轴法对大豆的转化

在切取大豆下胚轴为外植体时，需要十分谨

慎，要将生长点原来残留的幼芽全部切除干净，否

则诱导出来的不是丛生芽，而是膨大的大豆自身的

芽，还要尽量造成生长点部位的划伤以利于农杆菌

侵染，但也不能使造成的伤害过大，以免将生长点

处细胞全部破坏，无法进行芽的再生。

下胚轴转化法中只应用到６ＢＡ和 ＩＢＡ，这２种

激素的质量直接影响到试验结果。６ＢＡ是一种植

物的细胞分裂素，直接参与下胚轴法中丛生芽的诱

导。在萌发培养基中就加入６ＢＡ可以获得具有 ６

ＢＡ适应性膨大的下胚轴组织，更利于转化的进行。

ＩＢＡ在芽诱导和生根培养中都有应用，可能与下胚

轴形成吸收营养物质的维管系统有关，因为在培养

基中不加入 ＩＢＡ时，下胚轴很快就膨大成愈伤组

织，不可能形成丛生芽。

每次继代时需要将下胚轴接触培养基部位膨

大的愈伤组织切除，以免过大的愈伤组织影响营养

物质的运输，使上端丛生芽无法吸收到营养，黄化

死亡。

３．２　胚轴法和子叶节法的比较

子叶节再生系统之所以应用广泛是因为它具

有如下优点：再生时间短；外植体容易获得；不受季

节限制；再生过程简单，只需丛生芽分化培养、芽伸

长及生根培养３个步骤，再生频率高。但子叶节不

定芽再生系统又存在外植体较大，对基因型依赖型

性强，由于再生芽之间的保护作用以及外植体本身

抗性对于转化后的筛选工作不利等缺点
［１５］
。

下胚轴法从种子萌发到生根植株整个过程只

需要２个多月，与子叶节再生一样具有生长周期短

的特点，并且外植体很易获得。子叶节再生系统中

所用的激素种类繁多，并且各种激素配比严重影响

了丛生芽的诱导，当激素浓度改变时诱导产生的不

是不定芽而是不定叶或不定根器官，适用的品种一

般都需要具有高再生能力，但下胚轴法却没有这些

限制。黑农 ４４由于再生能力低，用子叶节进行转

化时，不能有效诱导出丛生芽，诱导出的芽也存在

无法伸长的问题，但是用下胚轴法进行转化，就能

轻松诱导出丛生芽，并且容易伸长。可能的原因是

在子叶节再生系统中生长点部位直接接触培养基，

在吸收营养物质的同时也易受到培养基中有害物

质的毒害，但是下胚轴法能利用下胚轴部位吸收营

养物质，并通过植物自身的运输系统，将它们运输

到分生部位，避免了生长点遭受毒害作用。另外从

芽诱导到芽伸长阶段培养基的改变很小，只是降低

了６ＢＡ的浓度，丛生芽无需经过一个培养基适应

阶段，即可开始伸长生长。
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内容简介

我国农业历经了从高产到无公害，再到绿色有机的发展阶段。

但是，安全仅仅是对食品要求的一个方面，在中国科学院农业领域

战略研究组编撰的《中国至 ２０５０年农业科技发展路线图》中，食品
的营养化和功能化已被提上日程，代表了我国未来农业发展的新方

向。

该书从生物营养强化的概念出发，寻求目前世界上普遍存在的

营养失衡的解决之道。该书的撰稿人均是活跃在农产品生物营养

强化领域有经验的科学家。他们从缺乏现象最为普遍的硒、铁、锌、

碘出发，着力于通过品种选育、肥料施用、农艺管理以及现代基因工程等技术手段来改善或解决这个问题，对

改善我国民众的微量营养水平和提高我国有关研究、实践均有着非常重要的启发意义。

该书适合生命科学、农学等相关方向的研究人员参考使用。
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