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摘　要：以山东省主栽大豆品种“荷豆 １２”成熟种子胚尖为材料，探讨了 ６ＢＡ和潮霉素浓度等因素对基因枪法遗

传转化的影响，并通过报道基因 ＧＵＳ检测了外源基因的表达和整合情况。结果表明：经５ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ诱导１６ｈ，

“荷豆１２”胚尖的再生丛生芽数目、丛生芽的伸长速率等综合指标最佳；５～１５ｍｇ·Ｌ－１的潮霉素多步梯度筛选可以

提高转化筛选效率。基因枪转化后的胚尖组织和转基因植株后代的叶片中均可以观察到 ＧＵＳ基因的表达；通过分

子鉴定证明外源 ＧＵＳ基因插入到转基因后代的基因组中。
关键词：大豆；成熟种子胚尖；基因枪法；遗传转化

中国分类号：Ｓ５６５．１　　　文献标识码：Ａ　　　文章编号：１０００９８４１（２０１１）０１００２００４

ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆＢｉｏｌｉｓｔｉｃｓＴｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＥｍｂｒｙｏｎｉｃＴｉｐｓｏｆＳｏｙｂｅａｎ［Ｇｌｙ
ｃｉｎｅｍａｘ（Ｌ．）Ｍｅｒｒｉｌｌ］ＭａｔｕｒｅＳｅｅｄｓ
ＹＥＭｅｉ１，ＺＨＡＮＧＭｉｎ１，ＹＡＮＧＳｕｘｉｎ１，ＳＨＡＯＱｕｎ１，ＡＮＨａｉｌｏｎｇ２，ＣＡＯＺｉｙｉ１，ＦＥＮＧＸｉａｎｚｈｏｎｇ１

（１．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＰｌａｎｔＳｔｒｅｓｓＲｅｓｅａｒｃｈｏｆＳｈａｎｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ，ＳｈａｎｄｏｎｇＮｏｒｍａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊｉｎａｎ２５００１４；２．ＳｔａｔｅＫｅｙ

ＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＣｒｏｐＢｉｏｌｏｇｙ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＳｈａｎｄｏｎｇＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｔａｉ’ａｎ２７１０１８，Ｓｈａｎｄｏｎｇ，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｎｅｆｆｉｃｉｅｎｔｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｏｆｅｍｂｒｙｏｎｉｃｔｉｐｓｏｆｓｏｙｂｅａｎｍａｔｕｒｅｓｅｅｄｓ，ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ６ＢＡａｎｄｈｙ

ｇｒｏｍｙｃｉｎＢ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗｅｒｅｓｔｕｄｉｅｄ ｄｕｒｉｎｇｂｉｏｌｉｓｔｉｃｓｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆｓｏｙｂｅａｎ ［Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ（Ｌ．） Ｍｅｒｒｉｌｌｃｖ

‘Ｈｅｄｏｕ１２’］．ＴｈｅＵｉｄＡ（ＧＵＳ）ｇｅｎｅｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄａｓａｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅｔｏｒｅｖｅａｌｔｈｅｆｏｒｅｉｇｎｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ．

Ｂｏｔｈｎｕｍｂｅｒａｎｄｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｌｅｎｇｔｈｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｓｈｏｏｔｒｅａｃｈｅｄｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｖａｌｕｅｓａｔ５ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡｆｏｒ１６ｈｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｅｍ

ｂｒｙｏｎｉｃｔｉｐｓｏｆｍａｔｕｒｅｓｅｅｄｓ．ＴｈｅｏｐｔｉｍａｌｓｅｌｅｃｔｉｏｎｓｃｈｅｍｅｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓｗａｓａｇｒａｄｉｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎＢｆｒｏｍ

５ｍｇ·Ｌ－１ｔｏ１５ｍｇ·Ｌ－１．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＵＳｇｅｎｅｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｂｏｔｈｅｍｂｒｙｏｎｉｃｔｉｐｓａｆｔｅｒｐａｒｔｉｃｌｅｂｏｍｂａｒｄｍｅｎｔａｎｄ

ｙｏｕｎｇｌｅａｖｅｓｏｆｐｒｏｇｅｎｙｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ．ＴｈｅｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎｏｆＧＵＳｇｅｎｅｉｎｔｏｔｈｅｓｏｙｂｅａｎｇｅｎｏｍｅｗａｓｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｂｙＰＣＲａｎｄｓｅ

ｑｕｅｎｃｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ；Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｔｉｐｓｏｆｍａｔｕｒｅｓｅｅｄｓ；Ｂｉｏｌｉｓｔｉｃｓ；Ｇｅｎｅｔｉｃｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

　　大豆作为一种重要的粮油作物，除了传统的育
种技术，转基因技术在其遗传改良上也取得了许多

重要的成果，推动了世界范围内大豆产量的持续增

加。自从Ｈｉｎｃｈｅｅ和ＭｃＣａｂｅ等［１２］
首次报道大豆转

化成功以来，很多研究者相继研发了不同的大豆遗

传转化方法，但是受转化体系和受体系统的影响，

大豆目前仍然是一种转化效率偏低的作物。目前

较为成功的大豆转化方法主要有农杆菌介导的转

化体系和基因枪转化体系。基因枪转化体系是利

用物理的方法，直接将目的基因导入受体细胞，其

操作简单，受体较为广泛，且不依赖于细菌菌种和

宿主基因型的限制，因而是一种广适用性的转化方

法
［３］
。随着基因枪转化体系对多拷贝数插入等缺

点的进一步完善
［４］
，将会有助于打破大豆基因型的

局限，对于农杆菌不易感染的优良栽培品种实现综

合农艺性状的遗传转化改良。

“荷豆 １２”属高产、高蛋白、抗病和抗倒伏的夏
大豆优良品种，为山东省的主栽夏大豆品种之一。

现以“荷豆１２”成熟种子胚尖为材料，对基因枪转化
体系中胚尖植株再生体系和筛选体系进行了优化

研究，并以 ＧＵＳ为报告基因，建立了一套简单高效、
重复性好的大豆遗传转化体系，为栽培大豆遗传转

化改良提供了一个有效的试验系统。

１　材料与方法

１．１　供试材料
大豆品种：“荷豆 １２”由济宁市农业科学院提

供。
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载体：ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１（购自 Ｃａｍｂｉａ公司），带有
ＧＵＳ基因和 ＨＰＴ基因。
１．２　试验方法
１．２．１　种子消毒　选取表面光滑、无破损、无病
斑、无裂痕的“荷豆 １２”成熟大豆种子，以氯气方法
灭菌１４ｈ［５］。将灭菌后的种子浸泡在无菌水中，黑
暗处理１６ｈ。
１．２．２　基因枪转化及组织培养　在超净台上去掉
大豆种皮、子叶和原叶，将下胚轴连同刚萌动的胚

尖垂直接种至转化培养基（ＭＳ＋３％蔗糖 ＋０．８％琼
脂，ｐＨ５．７）中进行基因枪转化。采用 ＰＤＳ１０００／Ｈｅ
型基因枪（ＢｉｏＲＡＤ公司），参照 Ｅｌｉｂｉｏ等的方法［６］

并稍有改进，金粉尺寸为０．６μｍ，轰击时氦压力值
为１１００ｐｓｉ，真空压力数为 ２７ｉｎＨｇ，轰击距离为
９ｃｍ。

基因枪轰击后，将材料转移至诱导培养基中

（ＭＳ＋５ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ＋３％蔗糖 ＋０．６％的琼脂，
ｐＨ５．７），２８℃，黑暗诱导 １６ｈ；将材料垂直接种至
筛选培养基（ＭＳ＋不同浓度的潮霉素 ＋０．６％的琼
脂，ｐＨ５．７）中筛选，在 ２８℃，１６ｈ光照／８ｈ黑暗的
光周期，５０μｍｏｌ·ｍ－２

·ｓ－１的光照强度条件下培
养。每周更换 １次筛选培养基直至抗性苗伸长至
３～５ｃｍ后，移栽到温室中生长。
１．２．３　转基因植株的 ＰＣＲ检测　用 ＣＴＡＢ法提取
植株叶片 ＤＮＡ［７］，用 ＧＵＳ基因上的引物对移栽成
活植株的 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ检测。ＧＵＳ引物序列为：
引物 １：５’ＧＣＧＡＡＧＴＣＴＴＴＡＴＡＣＣＧＡＡＡＧＧＴＴＧ３’；
引物 ２：５’ＴＣＡＧＣＴＣＴＴＴＡＡＴＣＧＣＣＴＧＴＡＡＧＴＧ３’。
ＰＣＲ反应体系的体积为２５μＬ，扩增条件为：９４℃预
变性３ｍｉｎ；９４℃，３０ｓ，５８℃，３０ｓ，７２℃，１ｍｉｎ，３０次
循环。ＰＣＲ产物经 １．０％的琼脂糖电泳检测，ＤＮＡ
分子量标准物 Ｄ购自加拿大 ＢＩＯＢＡＳＩＣＩＮＣ．。
１．２．４　ＧＵＳ表达活性检测　ＧＵＳ染色参照 Ｊｅｆｆｅｒ
ｓｏｎ等的方法［８］

，外植体加入 Ｘｇｌｕｃ染色液，抽真空，
３７℃染色过夜。染色液内含 １０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ、
５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐（ｐＨ７．０）、０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１铁
氰酸钾、０．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１亚铁氰酸钾和 ２ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｘｇｌｕｃ。染色后于 ７０％乙醇中脱色，普通显微镜下
观察。

２　结果与分析

２．１　不同６ＢＡ浓度对大豆胚尖丛生芽诱导的影响
将“荷豆１２”胚尖分别放置于含有 ０、３、４、５、６、

７ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ的诱导培养基中，黑暗诱导 １６ｈ
后，移到 ＭＳ培养基上，在 ２８℃，１６ｈ光照／８ｈ黑暗
的光周期，５０μｍｏｌ·ｍ－２

·ｓ－１的光照强度条件下培
养，观察不同浓度６ＢＡ对大豆胚尖丛生芽数目、芽
伸长长度的影响。３０ｄ后，测量丛生芽数目、芽伸

长长度，每个浓度处理 １５个样品，丛生芽数目、芽
伸长长度值取１５个样品的平均值。

从图１可知，随着 ６ＢＡ浓度的增加，丛生芽的
数目也随之增加，在５ｍｇ·Ｌ－１时达到最大值，之后
随着６ＢＡ浓度进一步增加，丛生芽数目反而降低；
茎伸长长度也表现出同样的趋势，在 ５ｍｇ·Ｌ－１处
达到最高值，因此确定 ６ＢＡ对丛生芽的最适诱导
浓度为５ｍｇ·Ｌ－１。

图 １　６ＢＡ浓度对丛生芽数和茎伸长长度的影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ６ＢＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｂｏｔｈｎｕｍｂｅｒ

ａｎｄｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｌｅｎｇｔｈｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｓｈｏｏｔ

２．２　潮霉素筛选浓度选择
将“荷豆１２”胚尖放置于含５ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ的

诱导培养基中，进行黑暗诱导 １６ｈ后，分别垂直放
置于含有０、５、１０、１５、２０、２５、３０和 ３５ｍｇ·Ｌ－１的潮
霉素的筛选培养基中，观察不同浓度的潮霉素筛选

对茎伸长长度的影响，以此来确定合适的筛选浓

度，３０ｄ后统计结果，每个筛选浓度样品数目为 １０
个，各设３次重复。

由图２可见，随着潮霉素浓度的增加，对丛生
芽伸长的抑制作用增强。没有外加潮霉素时，３０ｄ
时芽长度为 ３６．６８±６．２７ｍｍ；在潮霉素浓度为
５ｍｇ·Ｌ－１时，芽长度为２７．６６±２．６５ｍｍ；在１０ｍｇ·Ｌ－１

时，芽长度为６．５３±０．３７ｍｍ；１５ｍｇ·Ｌ－１时，芽长
度为４．６７±０．８８ｍｍ，表明丛生芽的茎基本不会伸
长。因此，１５ｍｇ·Ｌ－１的潮霉素作为筛选浓度可以
有效地抑制非转化外植体的生长。

２．３　转基因植株筛选条件的优化
将 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１载体利用上述基因枪方法转

化２２６个大豆胚尖，转化的胚尖外植体经５ｍｇ·Ｌ－１

６ＢＡ的黑暗诱导 １６ｈ后，放置于 １５ｍｇ·Ｌ－１的潮
霉素筛选培养基上筛选 ２８ｄ。发现丛生芽产生后，
几乎所有的芽都不能有效伸长，逐渐变黄、脱落死

亡，２８ｄ后只筛选到 １株抗性苗，并且伸长的芽发
黄，苗子较弱，移栽后死亡。推测直接将外植体置

于高浓度的潮霉素浓度对丛生芽生长的抑制过强，

从而导致筛选效率低下。

重新利用相同的方法将 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１载体转
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图 ２　潮霉素浓度对丛生芽伸长的影响
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎＢｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

ｓｈｏｏｔｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｌｅｎｇｔｈ

化２６２个大豆胚尖，尝试采用潮霉素梯度筛选方
法。首先在３ｍｇ·Ｌ－１的潮霉素筛选培养基上筛选
７ｄ，之后依次移到 ６、９、１２、１５ｍｇ·Ｌ－１的潮霉素筛
选培养基上各筛选 ７ｄ。在 ３和 ６ｍｇ·Ｌ－１的潮霉
素筛选浓度的培养基上，所有的外植体均产生绿色

的小芽，到９ｍｇ·Ｌ－１的潮霉素筛选浓度的培养基
上时，丛生芽伸长长度发生差异，约有 ８２个外植体
的丛生芽伸长明显快于其它丛生芽，将这些丛生芽

移到１２和１５ｍｇ·Ｌ－１的潮霉素筛选浓度的培养基
上后都可以正常生长，最终筛选出 ８２株抗性苗。
通过 ＧＵＳ基因上的 ＰＣＲ引物检测 Ｔ０代转基因植
株，１４株有 ＧＵＳ基因的扩增条带，其余６６株均无此
扩增条带。这表明以３ｍｇ·Ｌ－１的潮霉素作为初始
筛选浓度筛选压力过低，会造成高达８５％的假阳性
植株出现。

再将 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１载体转化 １９６个大豆胚
尖，以５ｍｇ·Ｌ－１的潮霉素作为初始筛选浓度，继续
尝试采用潮霉素梯度筛选方法。首先在 ５ｍｇ·Ｌ－１

的潮霉素筛选培养基上筛选 ７ｄ，之后转移至
１０ｍｇ·Ｌ－１的潮霉素筛选培养基上筛选 ７ｄ，然后
移到１５ｍｇ·Ｌ－１的潮霉素筛选培养基上继续筛选
１４ｄ，最终筛选得到了９个抗性植株，ＰＣＲ检测发现
这９株 Ｔ０代转基因植株均有 ＧＵＳ基因的目的扩增
条带。在筛选过程中，抗性丛生芽生长较正常，移

栽后容易存活，因此这一梯度筛选浓度是一个比较

合理的筛选方案。

２．４　ＧＵＳ活性的检测
为了追踪转基因的情况，检测了 ＧＵＳ基因在转

基因过程中的表达，如图 ３所示。经转化的胚尖外
植体在筛选培养基上筛选 １ｄ后，可以检测到 ＧＵＳ
基因的瞬时表达呈现蓝色（图３ｂ），而未转化的胚尖
外植体 ＧＵＳ检测没有蓝色（图３ａ）。

对于利用５～１５ｍｇ·Ｌ－１的潮霉素浓度梯度筛
选所获得的９株转基因植株，收获 Ｔ０代种子，每个
株系种植５粒种子。在种植 １４ｄ后收获各植株的
幼嫩叶片尖端，利用 ＧＵＳ染色检测，检测到其中 ３５

株有不同程度的 ＧＵＳ染色（图３ｄ），而未转化的“荷
豆１２”则无染色（图 ３ｃ）。这说明 ＧＵＳ基因既可以
在转化后的胚尖外植体中瞬时表达，又可以在潮霉

素抗性植株的后代中稳定表达。

ａ．未经转化的胚尖；ｂ．转化后的胚尖；ｃ．野生型幼叶尖；ｄ．抗性植

株幼叶尖

ａ．Ｎｏｎｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｅｍｂｒｙｏｎｉｃｔｉｐ；ｂ．Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｅｍｂｒｙｏｎｉｃｔｉｐ；ｃ．

Ｙｏｕｎｇｌｅａｆｔｉｐｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅｐｌａｎｔ；ｄ．Ｙｏｕｎｇｌｅａｆｔｉｐｏｆｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎｒｅ

ｓｉｓｔａｎｔｐｌａｎｔ

图 ３　转化后的胚尖外植体和幼叶尖 ＧＵＳ染色
Ｆｉｇ．３　ＡｓｓａｙｓｆｏｒＧＵＳａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｔｉｐ

ａｎｄｙｏｕｎｇｌｅａｆｔｉｐ

２．５　转基因植株后代的分子鉴定
从９个 Ｔ１代株系中，挑选 ＧＵＳ染色呈阳性的

植株各１株，提取幼嫩叶片的 ＤＮＡ，利用 ＰＣＲ检测
ＧＵＳ基因是否插入到大豆基因组中。结果显示：９
个转基因株系的代表植株都可以扩增到大小约为

１０００ｂｐ的目的条带，而作为阴性对照的“荷豆 １２”
野生型植株及水则没有该条带（图 ４），进一步通过
序列测定证实该 ＰＣＲ产物为 ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１上的
ＧＵＳ基因片段。

泳道 Ｍ：ＤＮＡ分子量标准物 Ｄ；泳道 １：水阴性对照；泳道 ２：野生

型阴性对照；泳道３１１：转基因植株

ＬａｎｅＭ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤ；Ｌａｎｅ１：Ｗａｔｅｒｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｌａｎｅ２：

Ｗｉｌｄｔｙｐｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｌａｎｅ３～１１：Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ

图 ４　ＰＣＲ检测转基因株系中的 ＧＵＳ基因片段
Ｆｉｇ．４　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｓｏｆＧＵＳ

ｇｅｎｅｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ
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３　讨论

大豆遗传转化目前仍是植物基因工程公认的

难点之一，影响大豆转化效率的因素主要是转化体

系和受体系统两方面。随着转化手段的发展，目前

已经可以利用大豆植株的多个部分作为外植体进

行再生和转化，譬如子叶节、未成熟胚子叶、胚尖、

下胚轴、初生叶等。其中，利用胚尖外植体再生系

统的方法由于技术相对简单，培养周期短，被广泛

地应用于大豆遗传转化中。袁鹰等
［９１０］
认为高浓度

的６ＢＡ（３．０ｍｇ·Ｌ－１）有利于诱导丛生芽，低浓度
（１．０ｍｇ·Ｌ－１）有利于植株再生；该研究显示用高
浓度短时间的６ＢＡ诱导有较好的效果，５ｍｇ·Ｌ－１

６ＢＡ诱导１６ｈ，能显著提高丛生芽的数量和再生效
率。抗性植株的筛选是转基因成功的关键步骤之

一，该研究结果表明，采用５～１５ｍｇ·Ｌ－１的潮霉素
梯度筛选浓度，有利于抗性丛生芽正常生长，同时

又较好地防止了假阳性抗性苗的出现，是一种比较

有效的筛选方案。

现在已经研发出很多大豆遗传转化方法，主要

包括农杆菌介导法、花粉管通道法、子房注射法、电

击法、基因枪法、农杆菌介导和基因枪结合转化法、

超声波辅助农杆菌介导法等
［１１］
。目前应用最为广

泛的是农杆菌介导外源基因转化，其中根癌农杆菌

介导大豆子叶节的遗传转化系统最为常见；但农杆

菌介导大豆遗传转化的频率一直偏低的问题仍然

没有解决，同时大量的试验证实不同基因型大豆的

转化效率和再生能力存在很大的差异
［１２］
，这在很大

程度上限制了其在主栽优良品种上的大规模使用。

基因枪法由于其不受基因型的限制，对于农杆菌不

能感染的品种，采用该方法可打破基因型的限制；

同时由于它具有应用面广、方法简单、转化时间短、

转化频率高等优点，因而是大豆遗传转化的一种十

分重要的手段
［４，１３］

。但是由于基因枪轰击的随机

性，外源基因进入宿主基因组的拷贝数往往较多，

这样转基因后代容易丢失外源基因，引起基因沉默

等现象的发生，不利于外源基因在宿主植物中的稳

定表达
［１４１５］

。目前越来越多的试验证实，通过改进

试验条件，可以增加单拷贝基因插入的数量
［４］
，同

时基因枪法在多基因转化和新安全型转基因作物

培育方面具有不可替代的作用，因此建立高效重复

性好的大豆基因枪遗传转化体系对大豆遗传改良

的深入研究具有重要的意义。
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