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大豆悬浮细胞培养及作为外源基因转化受体的研究

方　星，胡倩倩，王建国，岳　娜，孟祥勋
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摘　要：以吉林小粒７号大豆品种为材料，切取无菌幼苗下胚轴诱导愈伤组织，初步建立了大豆悬浮细胞系，测定不
同硼酸浓度下悬浮细胞生长变化；采用农杆菌介导法对大豆悬浮细胞进行外源 ＧＵＳ基因的转化，先通过不同程度的
超声处理确定最佳超声时长，然后在最佳超声处理时长的基础上，探讨了硼酸浓度对转化效率的影响；最后采用ＰＣＲ
和Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ杂交对抗性愈伤做分子鉴定。结果表明：大豆悬浮细胞正常生长硼酸浓度在２．０～１０ｍｇ·Ｌ１，过高或
过低均会抑制大豆细胞正常的生长，高于 １００ｍｇ·Ｌ１时抑制作用最显著。但在转化过程中，适当增加硼酸浓度
（１０～３０ｍｇ·Ｌ１）则能够提高悬浮细胞的转化效率，并且有助于转化组织的筛选，借以 ３ｍｉｎ超声的辅助作用，
３０ｍｇ·Ｌ１硼酸浓度下转化效率达到１ｍｇ转化细胞团中含２８个转化体。
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　　随着现代生物技术的发展，采用基因工程技术
对大豆进行改良，提高产量、改善品质及抗逆性等已

成育种家的重要目标。植物悬浮细胞系具有个体小

且均一，细胞代谢旺盛，分裂活跃，可以克服转化效

率低和嵌合体［１］等问题。国内外许多学者利用悬

浮细胞作为转化受体取得了成功［２３］，但关于大豆悬

浮细胞的此类研究报道相对较少，Ｔｒｉｃｋ等［４］利用超

声波辅助的农杆菌介导转化大豆获得了抗性愈伤组

织，而Ｇａｎａｐａｔｈｉ等［５］直接使用农杆菌介导转化大

豆悬浮细胞，在抗性愈伤中检测到了外源性的乙肝

表面抗原的表达。

硼是植物生长发育必需微量元素之一，在维持

细胞壁和细胞间连接、糖类物质运输和信号传递等

方面具有重要的功能。Ｋｏｂａｙａｓｈ等［６］发现硼浓度

过高或过低将导致植物细胞壁结构紊乱、功能异常。

本试验定量分析硼酸浓度对大豆悬浮细胞生长的影

响，并进一步探讨了超声处理时间和硼酸浓度对农

杆菌介导的悬浮细胞遗传转化的影响，旨在找到一

种高效优良的大豆遗传转化方法。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　大豆品种　吉林小粒７号，由吉林农业科学
院大豆研究所提供。

１．１．２　菌种与质粒　根癌农杆菌 ＥＨＡ１０５，含质粒
ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１，质粒上有潮霉素（Ｈｙｇ）和卡那霉素
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（Ｋａｎ）抗性基因与 ＧＵＳ报告基因，由苏州大学基础
医学与生物科学学院遗传系实验室保存。

１．１．３　培养基　ＭＳＢ培养基为 ＭＳ培养基中无机
成分加 Ｂ５培养基中有机成分（其中硼酸浓度为
６．２ｍｇ·Ｌ１），ＭＳＢ０为不含硼元素的 ＭＳＢ培养基。
ＹＥＰ培养基配方：酵母提取物 １０ｇ·Ｌ１、蛋白胨
１０ｇ·Ｌ１、ＮａＣｌ５ｇ·Ｌ１，ｐＨ７．０。
１．２　方法
１．２．１　大豆无菌苗的培养　选取饱满、无破损、大
小均一的大豆种子，用自来水冲洗２～３次，７５％酒
精灭菌５０ｓ，０．１％升汞处理８ｍｉｎ，无菌水继续清洗
３～４次，用镊子接种到萌发培养基（１／２ＭＳＢ＋１．０
ｍｇ·Ｌ１６ ＢＡ，ｐＨ５．８０）［７］，（２５±１）℃下暗培养
２～３ｄ，后转移到光照下培养 ２ｄ，光照周期
１６ｈ／８ｈ，至大豆下胚轴和子叶变绿。
１．２．２　愈伤诱导及悬浮细胞系的建立　选取长势
优良的无菌苗，切除子叶，在近子叶节端的下胚轴上

切取厚约２ｍｍ的薄片，按切口处贴近培养基，轻轻
接种在诱导培养基（ＭＳＢ＋０．８ｍｇ·Ｌ１２，４ Ｄ＋
０．６ｍｇ·Ｌ１ＫＴｐＨ５．８０）上，每皿接种５块外植体，
置于（２５±１）℃、光照周期１６ｈ／８ｈ下培养，每１４ｄ
继代１次，培养约２８ｄ。

挑选松散、颜色浅绿、颗粒状的愈伤组织块，约

０．５ｇ用解剖刀稍做切碎，分散到２５ｍＬ液体 ＭＳＢ
培养基（同诱导培养基）中，１２０ｒ·ｍｉｎ１，（２５±１）℃
振荡培养，初代培养 １０ｄ后，滤去大的团块，静置
１０～１５ｍｉｎ，尽量倾去上清，按１∶５的体积比接种到
新的液体培养基中，每７ｄ继代１次，继代４～５次，
即可得到稳定均一的大豆悬浮细胞系。

１．２．３　不同硼酸浓度下悬浮细胞生长测定　配制
液体ＭＳＢ０培养基（ＭＳＢ＋０．８ｍｇ·Ｌ

１２，４ Ｄ＋
０．６ｍｇ·Ｌ１ＫＴ），分别加入硼酸浓度为 ２．０，６．２，
１０，３０，１００ｍｇ·Ｌ１，调 ｐＨ至５．８０。取上述稳定的
大豆悬浮细胞，倾上清，按１∶５的体积比分别接种至
不同硼酸浓度的 ＭＳＢ０培养基中，１２０ｒ·ｍｉｎ

１，

（２５±１）℃振荡培养，隔３ｄ取样，多层纱布过滤，称
鲜重，每个浓度重复３次。
１．２．４　超声时间的确定　从 ８０℃取出甘油菌，平
板划线活化。挑取单菌落接种到液体 ＹＥＰ培养基
（含Ｋａｎ５０ｍｇ·Ｌ１）中，２００ｒ·ｍｉｎ１，２８℃振荡培养
过夜，按 １∶１００的比例接种到新鲜的 ＹＥＰ培养基
中，培养至ＯＤ６００＝０．５～０．６。５０００ｒ·ｍｉｎ

１离心收

集菌体，用等体积重悬液（ＭＳＢ＋０．８ｍｇ·Ｌ１

２，４Ｄ＋０．６ｍｇ·Ｌ１ＫＴ＋１００μｍｏｌ·Ｌ１ＡＳ，ｐＨ５．５０）
重悬菌体，室温放置１～２ｈ。

将正常硼酸浓度下培养的悬浮细胞植板于固体

ＭＳＢ培养基上（加隔滤纸一层），置于（２５±１）℃、光
照周期１６ｈ／８ｈ下，预培养７ｄ后，转入制备好的农
杆菌悬浮液，摇动混匀，再放入超声波发生仪中进行

超声处理，样品分别处理时长为０，１，２，３，５ｍｉｎ，取
出后室温静置１５ｍｉｎ。小心地吸尽多余菌液，转接
到固体共培养基（ＭＳＢ＋０．８ｍｇ·Ｌ１２，４ Ｄ＋
０．６ｍｇ·Ｌ１ＫＴ＋１００μｍｏｌ·Ｌ１ＡＳ，ｐＨ５．５０），置于
２８℃下黑暗培养２ｄ。每个超声时长重复３次。
１．２．５　不同硼酸浓度下悬浮细胞的遗传转化　将
预培养、重悬液以及共培养等操作中的ＭＳＢ培养基
替换成不同硼酸浓度的 ＭＳＢ０培养基，硼酸浓度分
别为０，６．２，１０，３０，５０，１００ｍｇ·Ｌ１，超声处理为转
化效果最佳时的超声时长，其余操作均不做改变，进

行悬浮细胞的侵染转化。每个硼酸浓度重复３次。
取出共培养后的细胞，无菌水漂洗３～４次，液

体除菌培养基（ＭＳＢ＋０．８ｍｇ·Ｌ１２，４ Ｄ＋
０．６ｍｇ·Ｌ１ＫＴ＋２００ｍｇ·Ｌ１ｃｅｆ＋１５０ｍｇ·Ｌ１

ｃａｒｂ，ｐＨ５．８０）振荡洗涤４５ｍｉｎ，转移到延迟筛选培
养基（成分同除菌培养基，加入０．７０％琼脂）中培养
７ｄ，然后，转移至梯度筛选培养基（延迟筛选培养基
加入ｈｙｇ），ｈｙｇ浓度依次为５０，７５，１００ｍｇ·Ｌ１，每个
抗生素浓度培养１０ｄ，培养４代，可得到直径１ｃｍ
左右抗性愈伤组织块。培养条件均为（２５±１）℃、
光 照 周 期 １６ ｈ／８ ｈ、光 照 强 度 １ ５００ ～
２０００ｌｘ。　　　
１．２．６　ＧＵＳ组织化学染色　取适量的延迟培养的
细胞，洗去表面的培养基，按照 Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ［８］方法进行
ＧＵＳ组织化学染色，统计 ＧＵＳ显色个数，称量细胞
总质量，计算染色率。

ＧＵＳ基因瞬时表达率（个·ｍｇ１）＝ＧＵＳ着色细
胞团个数／细胞总质量
１．２．７　ＰＣＲ及 Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ分子鉴定　采用 ＳＤＳ
法［９］提取愈伤组织基因组，筛选得到抗性愈伤组织

为试验组，使用未转化的细胞作为阴性对照，质粒

ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１作为阳性对照。应用软件 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｉｍｉｅｒ５．０针对ＧＵＳ基因设计特异性引物，上游引
物：５′ＴＡＡＴＧＴＴＣＴＧＣＧＡＣＧＣＴＣＡ ３′；下游引物：５′
ＡＣＡＧＧＴＡＴＧＧＡＡＴＴＴＣＧＣＣＧ ３′，片段长度 ３２１
ｂｐ。ＰＣＲ反应程序：９５℃预变性５ｍｉｎ，９５℃变性４５
ｓ，５６℃退火４５ｓ，７０℃延伸４５ｓ，循环３４次，７０℃延
伸１０ｍｉｎ，４℃保温停止反应。０．８％琼脂糖凝胶电
泳检测ＰＣＲ反应产物，拍照。

Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ杂交试验中，质粒为正对照、未转化
基因为负对照、将二者和转化组织基因分别用ＥｃｏＲⅠ
酶切１０～１２ｈ，２０～３０Ｖ电泳８～１０ｈ，碱性毛细管转移
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法转移约２４ｈ至带正电尼龙膜上，按照Ｒｏｃｈｅ试剂盒
说明书（ＤＩＧＨｉｇｈＰｒｉｍｅｒＤＮＡＬａｂｅｌｉｎｇａｎｄＤｅｔｅｃｔｉｏｎ
ＳｔａｒｔｅｒＫｉｔⅡ，Ｒｏｃｈｅ，Ｇｅｒｍａｎｙ），预杂交、杂交、洗膜、
ＣＳＰＤ荧光检测，Ｘ光片显影观察杂交结果。
１．３　数据分析

采用Ｅｘｃｅｌ２０１０对数据进行处理、统计分析和
作图。

２　结果与分析

２．１　大豆悬浮细胞培养及遗传转化过程
大豆下胚轴光照条件下经过２５ｄ左右的诱导

培养，得到浅黄色的松散愈伤细胞（图１Ａ），接种到
液体ＭＳＢ培养基中，１４ｄ产生均匀小颗粒的细胞悬
液（图１Ｂ），继代培养，细胞进入快速生长阶段并且
出现在均一细胞团（图１Ｃ）。将悬浮细胞转移到固
体ＭＳＢ培养基上，细胞短暂调整后可以继续正常生
长（图１Ｄ），用农杆菌介导外源基因的转化，得到了
抗性的大豆愈伤组织（图１Ｅ和１Ｆ）。延迟培养７ｄ
后，转化细胞团 ＧＵＳ染色出现呈现蓝色斑点（图
１Ｈ），未转化个体无显色反应（图１Ｇ）。

　　Ａ：下胚轴愈伤组织诱导；Ｂ～Ｃ：悬浮细胞系的建立；Ｄ：转到固体培养基上的悬浮细胞；Ｅ～Ｆ：抗性愈伤组织的筛选；

Ｇ：非转化细胞团的ＧＵＳ染色；Ｈ：转化细胞团ＧＵＳ染色。

Ａ：Ｈｙｐｏｃｏｔｙｌｃａｌｌｕｓｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；Ｂ Ｃ：Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆｓｏｙｂｅａｎｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｃｅｌｌ；Ｄ：Ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄｏｎｓｏｌｉｄｍｅｄｉｕｍ；

Ｅ Ｆ：Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｔｃａｌｌｕｓ；Ｇ：ＧＵＳｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｎｏｎｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｃｌｕｍｐｓ；Ｈ：ＧＵＳｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｃｌｕｍｐｓ．

图１　大豆悬浮细胞系建立及遗传转化
Ｆｉｇ．１　Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆｓｏｙｂｅａｎｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｃｅｌｌａｎｄｉｔｓｇｅｎｅｔｉｃｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

２．２　硼酸浓度对大豆悬浮细胞生长的影响
图２为大豆悬浮细胞的生长曲线，在不同硼酸

浓度下，细胞的生长总体上均呈现过渡期、增长期和

稳定期的趋势。按照 ＭＳ培养基的标准配方，正常
硼酸浓度为６．２ｍｇ·Ｌ１，细胞３ｄ即进入快速增长

期，１２ｄ达到了生长最大值（１０．３倍）；而硼酸浓度
（２．０ｍｇ·Ｌ１）较低时，过渡期延长到５ｄ，生长最大
值也略有下降（９．６倍）；当硼酸浓度略高于正常浓
度上升为 １０ｍｇ·Ｌ１时，过渡期延长至 ４ｄ，生
长最大值为１０．９倍，高于正常硼酸浓度下 ０．６倍
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（Ｐ＞０．０５）；然而，当硼酸浓度远远高于正常浓度
时，无论是过渡期还是生长最大值均极显著低于正

常浓度（Ｐ＜０．０１）。
２．３　超声时长对转化效率的影响

在正常硼酸浓度下，只改变转染过程中超声处

理时间的长短，统计最终 ＧＵＳ基因瞬时表达情况，
所得结果如图３。在超声处理３ｍｉｎ时，ＧＵＳ染色大
豆悬浮细胞团块的个数最多，重复操作的误差小，稳

定性好；而超声时间不足和时间过长，ＧＵＳ染色效率
呈现明显的下降，重复稳定性差。由此，在本实验中

得出农杆菌ＥＨＡ１０５介导的大豆悬浮细胞时超声处
理３ｍｉｎ时，ＧＵＳ染色个体数最多，转化效果最好。

图２　不同硼酸深度下大豆悬浮细胞生长变化
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｇｒｏｗｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｓｏｙｂｅａｎｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ
ｃｕｌｔｕｒｅｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｏｒｉｃａｃｉｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

图３　超声时间对大豆细胞团中ＧＵＳ
基因瞬时表达率的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｎｉｃａｔｉｏｎｄｕｒａｔｉｏｎｏｎｔｒａｎｓｉｅｎｔ
ＧＵＳｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｓｏｙｂｅａｎｃｅｌｌｃｌｕｍｐｓ

２．４　硼酸浓度对转化效率的影响
对不同硼酸浓度培养的大豆悬浮细胞进行转

化，超声处理３ｍｉｎ，延迟培养７ｄ，统计ＧＵＳ染色效
率。结果显示：硼酸浓度分别为０，６．２，１０，３０，５０，
１００ｍｇ·Ｌ１时，对应ＧＵＳ染色个数分别是２７±３，２４
±１，２５±１，２８±２，２３±４，１８±７。以 ＭＳ培养基中
硼酸浓度６．２ｍｇ·Ｌ１为参考标准，不添加硼酸和硼
酸浓度过高（大于３０ｍｇ·Ｌ１）时，转化细胞团 ＧＵＳ
染色个数均会减少，尤其是当硼酸的浓度高于

５０ｍｇ·Ｌ１时，减少个数更加明显，细胞易褐化死
亡，但相对于正常硼酸浓度，小幅度增加硼酸浓度可

以在一定程度上提高 ＧＵＳ染色个数，３０ｍｇ·Ｌ１硼
酸浓度时ＧＵＳ染色个数平均达到２８个。研究中还

发现，硼酸浓度略高于正常值，转化细胞较不添加硼

酸时能更快恢复生长，且对抗生素更加敏感，利于

筛选。　　　　
２．５　ＰＣＲ与Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ分子鉴定

筛选培养２８～３５ｄ后，随机挑取颜色鲜绿、活
力较强的愈伤团块，提取基因组，以 ＧＵＳ基因为目
的基因进行ＰＣＲ扩增，结果如图４，抗性愈伤同质粒
均扩增出了３２１ｂｐ的目标条带，而未转化的愈伤细
胞没有出现此条带，初步证明外源ＧＵＳ基因已导入
到大豆基因组中。

分别取５ｎｇ质粒、１５μｇ抗性愈伤基因组与１５
μｇ未转化基因组，ＥｃｏＲⅠ酶切过夜，以质粒 ＧＵＳ基
因ＰＣＲ扩增产物为探针模板进行Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ杂交
分析。所得结果如图５，质粒和抗性组织都出现了
阳性条带，且条带大小不一，而未转化组织未出现任

何条带，这些结果更进一步证实外源 ＧＵＳ基因已整
合到大豆基因组，整合具有随机性。

　　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１～２：未转化组织；３～６：转化的组织；７：质粒。

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１ ２：Ｎｏｎ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｔｉｓｓｕｅ；３ ６：Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ

ｔｉｓｓｕｅ；７：Ｐｌａｓｍｉｄ．

图４　转基因组织ＰＣＲ鉴定
Ｆｉｇ．４　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｔｉｓｓｕｅ

　　１：质粒；２：未转化组织；３～５：转化组织。

１：Ｐｌａｓｍｉｄ；２：Ｎｏｎｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｔｉｓｓｕｅ；３５：Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｔｉｓｓｕｅ．

图５　转基因组织的Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测
Ｆｉｇ．５　 ＳｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＤＮＡｆｒｏｍ

ｆｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｔｉｓｓｕｅ

３　结论与讨论

大豆是公认的难转化植物之一，而以往的研究

大多数集中在大豆器官发生和转化上，如子叶
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节［１０］、胚轴［１１］、未成熟胚［１２］等，这些转化受体有些

虽然能够得到转基因植株，但还存在着效率较低、嵌

合体等弊端。本研究中所采用的大豆悬浮细胞系，

ＭＳＢ培养基成分简单，无需添加诸如二硫苏糖醇
（ＤＴＴ）和半胱氨酸（ｌｙｓｔｅｉｎｅ）等［１３］防止褐化，导入外

源的ＧＵＳ基因，能够快速的获得表达，只需要很少
量细胞，就能够得到大量的转化细胞团，被证明是一

种理想的转化受体。

硼可以与植物细胞壁中的半乳糖醛鼠李聚糖

（ＲＧⅡ）组成Ｂ ＲＧⅡ复合物，此复合物又与果胶
多糖交联，构成了完整的细胞壁结构［１４］。刘鹏

等［１５］和胡倩倩等［１６］研究均认为硼酸浓度过低或过

高会影响大豆的生长代谢。本研究中，硼酸浓度为

２．０ｍｇ·Ｌ１时，过渡期延长，说明细胞的正常生长
受到低硼的抑制，而生长最大值为９．６倍，较正常硼
酸浓度下只略有下降，这与ＴｏｒｕＭａｔｏｈ在１９９６年的
研究［１７］相符合，大豆是一种对硼低敏感的植物，只

需很少量的硼营养就能够维持细胞的正常生理需

求，而悬浮细胞生长快，大多为薄壁细胞，这也减少

了对硼的需求；当硼酸浓度远远高于正常浓度时，无

论是过渡期还是生长最大值均极显著低于正常浓

度，这则如 ＴｏｒｕＭａｔｏｈ［１８］研究得出的结论，大部分
的硼元素仍以游离的硼酸盐形式聚集在植物细胞壁

中，当环境中硼酸浓度过高时，硼酸就会流溢到细胞

质中，干扰细胞质的生理代谢，引起中毒。此外，本

试验采用的方法为定量分析，进一步得到大豆悬浮

细胞正常生长的硼酸浓度应在２．０～１０．０ｍｇ·Ｌ１。
农杆菌介导的大豆转基因受到很多转化条件的

影响，其中包括农杆菌的类型、乙酰丁香酮、外植体

的预培养［１９］等，本研究在进行侵染操作前将悬浮细

胞转移到固体培养基上培养７ｄ，并在侵染过程中，
加入了１００μｍｏｌ·Ｌ１乙酰丁香酮，这些综合的改进
措施都极大地改善了遗传转化的结果。

超声波的生物学效应主要是空化作用，使细胞

膜发生可逆的透性变化［２０］。Ｔｒｉｃｋ等［４］研究认为，

超声可以破坏组织的表层结构，而细菌则能够大量

聚积在这些受损的部位，进而吸附到相邻完整细胞

的细胞壁上，转移 Ｔ片段基因，整合到细胞核基因
组，完成侵染过程。在此基础之上，本研究对比多个

超声时长的转化效率，得到了悬浮细胞最佳的超声

时长为３ｍｉｎ，此时的转化个数远远高于未超声处理
的情况，而在进一步的硼酸对转化效率影响研究当

中，发现硼酸浓度为３０ｍｇ·Ｌ１时要比正常浓度下
转化效率高，这在某种程度上更加说明改变受体细

胞壁的结构可以提高转化效率，因为硼酸具有维持

细胞壁的结构和功能的作用，而异常的硼酸浓度会

破坏这种稳定结果，当辅以超声波处理，这种本就不

稳定的细胞壁就会更容易紊乱，并且硼酸浓度异常

造成的紊乱只是暂时的，可以通过转移到正常硼酸

浓度下继续培养得以恢复［２１］，这些都为农杆菌的附

着侵染提供了良好的条件，从而更加容易实现遗传

转化的进行。本研究针对的是愈伤组织悬浮细胞的

转化，但转化后的诱导再生仍然是一大技术障碍，有

必要进一步研究探讨。

参考文献

［１］　ＲｏｄｅｒｉｃｋＪＳ，ＪｏｈｎＤ．Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｃａｒｒｏｔｔｉｓｓｕｅｓｄｅｒｉｖｅｄ

ｆｒｏｍｐｒｏｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｃｅｌｌｓ：Ａｕｓｅｆｕｌｍｏｄｅｌｓｙｓｔｅｍｆｏｒ

ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｔｕｄｉｅｓｉｎｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，

１９８７，８：２６５２７４．

［２］　翟红，刘庆昌．甘薯胚性悬浮细胞遗传转化的研究［Ｊ］．中国

农业科学，２００３，３６（５）：４８７ ４９１．（Ｓｔｕｄｉｅｓｏｎｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｃｕｌｔｕｒｅｓｉｎｓｗｅｅｔｐｏｔａｔｏ

［Ｊ］．２００３，３６（５）：４８７４９１．）

［３］　ＧａｎａｐａｔｈｉＴＲ，ＨｉｇｇｓＮＳ，ＢａｌｉｎｔＫｕｒｔｉＰ，ｅｔａｌ．Ａｇｒｏｂａｃｔｅ

ｒｉｕｍ ｍｅｄｉａｔｅｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃｃｅｌｌｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓｏｆ

ｔｈｅｂａｎａｎａｃｕｌｔｉｖａｒＲａｓｔｈａｌｉ（ＡＡＢ）［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌＲｅｐｏｒｔｓ，

２００１，２０：１５７
!

１６２．

［４］　ＴｒｉｃｋＨＮ，ＦｉｎｅｒＪＪ．ＳｏｎｉｃａｔｉｏｎａｓｓｉｓｔｅｄＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｍｅｄｉａ

ｔｅｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｓｏｙｂｅａｎ［Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ（Ｌ．）Ｍｅｒｒｉｌｌ］ｅｍｂｒｙ

ｏｇｅｎｉｃｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｃｕｌｔｕｒｅｔｉｓｓｕｅ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌＲｅｐｏｒｔｓ，１９９８，

１７：４８２４８８

［５］　ＧａｎａｐａｔｈｉＴＲ，ＳｕｎｉｌＫｕｍａｒＧＢ，ＳｒｉｎｉｖａｓＬ．ｅｔａｌ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｔｈｅｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓｏｆｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｓｕｒｆａｃｅａｎｔｉｇｅｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｓｏｙｂｅａｎ

ｃｅｌｌｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｃｕｌｔｕｒｅｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌＲｅｐｏｒｔｓ，２００７，２６：１５７５

１５８４．

［６］　ＫｏｂａｙａｓｈｉＭ，ＭａｔｏｈＴ，ＡｚｕｍａＪ．Ｔｗｏｃｈａｉｎｓｏｆｒｈａｍｎｏｇａｌａｃｔｕｒｏ

ｎａｎⅡ ａｒｅｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｄｂｙｂｏｒａｔｅｄｉｏｌｅｓｔｅｒｂｏｎｄｓｉｎｈｉｇｈｅｒｐｌａｎｔ

ｃｅｌｌｗａｌｌｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９９６，１１０：１０１７１０２０．

［７］　刘海坤，卫志明．一种大豆成熟种子的消毒方法［Ｊ］．植物生

理学通讯，２００２，３８（３）：２６０ ２６１．（ＬｉｕＨＫ，ＷｅｉＺＭ．Ａ

ｍｅｔｈｏｄｆｅｒｔｉｌｉｚｉｎｇｍａｔｕｒｅｓｅｅｄｓｏｆｓｏｙｂｅａｎ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ

Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ，２００２，３８（３）：２６０２６１．）

［８］　ＪｅｆｆｅｒｓｏｎＲＡ．ＧＵＳｆｕｓｉｏｎｓ：Ｂｅｔａ ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｓｅａｓａｓｅｎｓｉｔｉｖｅ

ａｎｄｖｅｒｓａｔｉｌｅｇｅｎｅｆｕｓｉｏｎｍａｒｋｅｒｉｎｈｉｇｈｅｒｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．ＥＭＢＯＪｏｕｒ

ｎａｌ，１９８７，６：３９０１３９０７．

［９］　王振东，孙仓，王惠．不同方法从大豆不同组织中提取基因组

ＤＮＡ效果的比较［Ｊ］．２００８，２７（１）：４２４３．（ＷａｎｇＺＤ，Ｓｕｎ

Ｃ，ＷａｎｇＨ．ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓ

ｆｒｏｍｓｏｙｂｅａｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ［Ｊ］．ＳｏｙｂｅａｎＳｃｉｅｎｃｅ，２００８，２７

（１）：４２４３．）

［１０］李桂兰，乔亚科，杨少辉，等．农杆菌介导大豆子叶节遗传转化

的研究［Ｊ］．作物学报，２００５，３１（２）：１７０ １７６．（ＬｉＧＬ，Ｑｉａｏ

ＹＫ，ＹａｎｇＳＨ，ｅｔａｌ．ＳｔｕｄｙｏｆｔｈｅＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｍｅｄｉａｔｅｄ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｓｏｆｓｏｙｂｅａｎｃｙｔｏｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅ［Ｊ］．ＡｃｔａＡｇ

ｒｏｎｏｍｉｃａＳｉｎｉｃａ，２００５，３１（２）：１７０１７６．）



１期 方　星等：大豆悬浮细胞培养及作为外源基因转化受体的研究 ４１　　　

［１１］汲逢源，王戈亮，许亦农．抗氧化剂对农杆菌介导的大豆下胚

轴ＧＵＳ基因瞬时表达的影响［Ｊ］．植物生态学报，２００６，３０

（２）：３３０３３３．（ＪｉＦＹ，ＷａｎｇＧＬ，ＸｕＹＮ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｎ

ｔｉｏｘｉｄａｎｔｓｏｎｔｈｅｔｒａｎｓｉｅｎｔｅｘｐｒｓｓｓｉｏｎｏｆＧＵＳｇｅｎｅｉｎｓｏｙｂｅａｎｈｙ

ｐｏｃｏｔｙｌｓｍｅｄｉａｔｅｄｂｙＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＰｌａｎｔＥｃｏｌｏｇｙ，２００６，３０（２）：３３０３３３．）

［１２］钱雪艳，郭东全，杨向东，等．超声波辅助农杆菌介导转化大豆

未成熟胚的研究［Ｊ］．安徽农业科学，２０１２，４０（２）：６５８ ６６１．

（ＱｉａｎＸＹ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｙｏｎｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ａｓｓｉｓｔｅｄＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ｍｅｄｉａｔｅｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｓｏｙｂｅａｎｉｍｍａｔｕｒｅｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒ

ｎａｌｏｆＡｎｈｕｉＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１２，４０（２）：６５８６６１．）

［１３］ＯｋｐｕｚｏｒＪ，ＯｍｉｄｉｊｉＯ．Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ

ｉｎｄｉｏｓｃｏｒｅａｅｓｃｕｌｅｎｔａ［Ｊ］．ＺｅｉｔｓｃｈｒｉｆｔｆｕｒＮａｔｕｒｆｏｒｓｃｈｕｎｇＣ，

１９９８，５３（１１１２）：９５７９６０．

［１４］黄益宗．植物对硼元素不足的反应及其成因探讨［Ｊ］．土壤与

环境，２００２，１１（４）：４３４４３８．（ＨｕａｎｇＹＺ．Ｐｌａｎｔｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏ

ｂｏｒｏｎｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙａｎｄｏｒｉｇｉｎｏｆｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＳｏｉｌａｎｄＥｎｖｉｒｏｎ

ｍｅｎｔａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２００２，１１（４）：４３４４３８．）

［１５］刘鹏，徐根娣，赵娅儿．锰、硼对大豆几种生理效应的影响

［Ｊ］．中国油料作物学报，２００３，２５（４）：７３７６．（ＬｉｕＰ，Ｘｕ

ＧＤ，ＺｈａｏＹＥ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｂｏｒｏｎａｎｄｍａｎｇａｎｅｓｅｏｎｓｏｍｅｐｈｙｓｉｏ

ｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｏｙｂｅａｎ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＯｉｌＣｒｏｐ

Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２００３，２５（４）：７３７６．

［１６］胡倩倩，方星，王建国，等．硼营养对大豆组织再生其及农杆菌

介导的遗传转化效率的影响［Ｊ］．大豆科学，２０１３，３２（４）：

４４５４４８．（ＨｕＱＱ，ＦａｎｇＸ，ＷａｎｇＪＧ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｂｏｒｏｎｏｎ

ｔｈｅｅｘｐｌａｎｔｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｎＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｍｅ

ｄｉａｔｅｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｓｏｙｂｅａｎ［Ｊ］．ＳｏｙｂｅａｎＳｃｉｅｎｃｅ，２０１３，３２

（４）：４４５４４８．）

［１７］ＭａｔｏｈＴ，ＫａｗａｇｕｃｈｉＳ，ＫｏｂａｙａｓｈｉＭ．Ｕｂｉｑｕｉｔｙｏｆａｂｏｒａｔｅｒｈａｍｎｏ

ｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｎＩＩｃｏｍｐｌｅｘｉｎｔｈｅｃｅｌｌｗａｌｌｓｏｆｈｉｇｈｅｒｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．

ＰｌａｎｔＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９９６，３７：６３６６４０．

［１８］ＭａｔｏｈＴ．Ｂｏｒｏｎｉｎｐｌａｎｔｃｅｌｌｗａｌｌｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔａｎｄＳｏｉｌ，１９９７，

１９３：５９７０．

［１９］ＬｉｎＹＪ，ＺｈａｎｇＱＦ．Ｏｐｔｉｍｉｓｉｎｇｔｈｅｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒ

ｈｉｇｈｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｉｎｄｉｃａｒｉｃｅ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌＲｅ

ｐｏｒｔｓ，２００５，２３：５４０５４７．

［２０］ＣａｒｓｔｅｎｓｅｎＥＬ．Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｃｏｕｓｔｉｃｃａｖｉｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｕｌｔｒａ

ｓｏｕｎｄｉｎＭｅｄｉｃｉｎｅ＆Ｂｉｏｌｏｇｙ，１９８６，１２（９）：７０３７０４．

［２１］葛正珍，杨光宇，仲艳，等．硼对大豆愈伤组织的细胞结构及形

态的影响［Ｊ］．大豆科学，２００９，２８（２）：２２５ ２２８．（ＧｅＺＺ，

ＹａｎｇＧＹ，ＺｈｏｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｂｏｒｏｎｏｎｃｅｌｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄ

ｓｈａｐｅｉｎｓｏｙｂｅａｎ（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ）ｃａｌｌｕｓ］［Ｊ］．ＳｏｙｂｅａｎＳｃｉｅｎｃｅ，

２００９，２８（２）：２２５２２８．）

（上接第３５页）
［６］　才华，朱延明，柏锡，等．野生大豆ＧｓｂＺＩＰ３３基因的分离及胁

迫耐性分析［Ｊ］．分子植物育种，２０１１，９（４）：３９７ ４０１．（Ｃａｉ

Ｈ，ＺｈｕＹＭ，ＢａｉＸ，ｅｔａｌ．ＩｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｔｏｌｅｒａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＧｓ

ｂＺＩＰ３３ｇｅｎｅｌｉｎｋｅｄｔｏｒｅｓｐｏｎｓｅｏｎｓｔｒｅｓｓｉｎＧｌｙｃｉｎｅｓｏｊａ［Ｊ］．Ｍｏ

ｌｅｃｕｌａｒＰｌａｎｔＢｒｅｅｄｉｎｇ，２０１１，９（４）：３９７４０１）

［７］　ＸｕＬ，ＸｕＺ，ＬｉｕＸ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄｅｃｔｏｐｉｃ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｉｎＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｏｆｓｏｙｂｅａｎＧｍｂＺＩＰ６０ｇｅｎｅ［Ｊ］．

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｌａｎｔＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１３：１０．１００７／

ｓ１３５６２０１３０２２８４．

［８］　ＦｏｓｔｅｒＲ，ＩｚａｗａＴ，ＣｈｕａＮＨ．ＰｌａｎｔｂＺＩＰｐｒｏｔｅｉｎｓｇａｔｈｅｒａｔＡＣＧＴ

ｅｌｅｍｅｎｔｓ［Ｊ］．ＴｈｅＦＡＳＥＢＪｏｕｒｎａｌ，１９９４，８（２）：１９２２００．

［９］　ＩｚａｗａＴ，ＦｏｓｔｅｒＲ，ＣｈｕａＮＨ．ＰｌａｎｔｂＺＩＰｐｒｏｔｅｉｎＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇ

ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，１９９３，２３０（４）：

１１３１１１４４．

［１０］ＭａｒｔｉｎｅｚＧａｒｃｉａＪＦ，ＭｏｙａｎｏＥ，ＡｌｃｏｃｅｒＭＪＣ，ｅｔａｌ．ＴｗｏｂＺＩＰ

ｐｒｏｔｅｉｎｓｆｒｏｍＡｎｔｉｒｒｈｉｎｕｍｆｌｏｗｅｒｓｐｒｅｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｂｉｎｄａｈｙｂｒｉｄＣ

ｂｏｘ／Ｇ ｂｏｘｍｏｔｉｆａｎｄｈｅｌｐｔｏｄｅｆｉｎｅａｎｅｗｓｕｂｆａｍｉｌｙｏｆｂＺＩＰｔｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ［Ｊ］．ＴｈｅＰｌａｎｔＪｏｕｒｎａｌ，１９９８，１３（４）：４８９５０５．

［１１］ＸｉａｎｇＣ，ＭｉａｏＺ，ＬａｍＥ．ＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ，ｇｅｎｏｍｉｃｏｒ

ｇａｎｉｚａｔｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆＴＧＡ６，ａｎｅｗｍｅｍｂｅｒｏｆｔｈｅ
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