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外源 D N A直接导入大豆的研究
’
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张开旺 周思君 王树林

(黑龙江省农业科学院大豆所 )

提 要

本文报道 了在大豆 自花授粉后
,

利用其形成的花粉 管通道
,

书外源 D N A 直

接导入栽培大豆的研 究结果
。

通过对 1 0 组大豆实验材料进行外源 D N A 导入的结果看 出
:

转化的 后代主

要表现在熟期
、

株型
、

花色
、

种皮 色
、

百拉重和蛋 白质含 量的变异
; 变异的 D Z

代

单株或株 系的过氧化物同功晦酶语和晦活性显 示 了明 显的差异
,

其中发生
“

疯狂

分离
”
的单珠

,

其晦带 显示 不规律
;
表型变异不 明 显 而

一

蛋 白质含量 高于受体 的

8 7 01 组合的 D :

代 各株系
,

其晦活性明 显增 强
,

并主要表现 在 A !

和 B 区
。

实验结果表 明
:

外源 D N A 片段 直接导入 受休 植物卵细胞
、

合子 或早期胚细

胞
,

部分 片段 可 以被受体细胞 D N A 整合和表达
。

还表明
:

利 用花粉 管通道途 径

来实现外源 D N A 直接导入大豆
,

进行大豆种质创 新和 沉
,

质改 良也是可 能 的
。

关键词 大工 ;
外源 D N A 导入 ;

花粉 管通道

利用开花植物授粉后形成的花粉管通道
,

直接导人外源 D N A 来转化尚不具备正常细

胞壁的卵
、

合子或早期胚胎细胞
、

进而实现某些 目的基因转移的技术
,

自 70 年代山我国学

者周光宇先生提出后川
,

相继在多种作物上进行 了实验研究
。

中国科学院上海生化所与江

苏农科院经济作物所
,

中国农科院作物育种栽培研究所合作
,

首先在棉花和水稻
.

上运用了

这一技术比
’ 〕

,

经过 11 年艰难探索
,

获得了可喜进展
,

使我国分子育种进入了应用 阶段 [`二
。

这一研究成果引起了国际科学界的瞩 自
,

并不断被国内外研究者进行了重复实验和 分子

验证 [ 5
、

6〕 ,

此项技术实用可行
,

不仅为研究外源 D N A 导入植物提供了一个良好的实验系

统
,

而且
.

为扩大植物变异范围
,

丰富遗传基础
,

提供了一项新技术
,

特别是为我国农业分子

本项研究得到国家自然科学基金的资助
,

并得到中国科学院上海生化所周光宇先生的指导谨致谢忱
。

本文于 1的 0 年 8月 9 日收到
。
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.
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育种
,

开辟了一条切实可行的途径
。

材 料 和 方 法

(一 )供试材料

受体
:

栽培大豆 (伪~ ~ )八份

供体
:

野生大豆 (`
.

功尹 、两份
,

半野生大豆 (`
.

夕
汉

诫幼 ) 两份
,

栽培大豆一份
。

均为高蛋

白材料
。

还有白小豆 ( A d泳 1 be an ) 一份
。

详见表 l

表 . 材料与组合

了h扭 e
I M石r盯 ia 油 an d co o 业公r l a t至o n

编编编 组 合 号号 夕
.

州。二二
供 体体

号号号号 受体体体体体体体体体体体体体体体体体体体体体体体体体体体 GGGGGGGGG
.

句卯卯 .o 俨仪瀚瀚 O ” k口口 A d uk i b 民 , nnn

11111 D 8 7 0 111 黑农 3 555 龙 7 9一 5 4 0 444 龙 7 9一 3 4 3 3一 111 国育育 白小豆豆

22222 D 8 7 0 222 黑农郊郊 龙 79 一 5 4 0 444 龙 7 9一 4 2 0 4一 44444 白小豆豆

33333 D 8 7 0 333 9 4 4 000 龙 79 一 3 3 1 111 龙 7 9一 4 2 0 4一 4444444

44444 D 8 7 0 444 黑农 3222 龙 四一 3 3 1 111111111

55555 D 8 7 0 555 虎林绿草豆豆豆豆豆豆

`̀̀ D 8 7 0 666 黑金元元元元元元

77777 D 8 8 0 111 黑农 344444444444

88888 D 8 8 0 333 黑农 322222222222

ggggg D 8 8 0 555 吉林 加加加加加加
...

! OOO D 8 8 0 666 吉林 200000000000

仁二 )试验方法

工
.

外源 D N A 的制备
:

采用氯仿一异戊醇一核糖核酸酶法
。

2
.

导人时期和方法
:

采用在大豆 自花授粉后 6一 32 小时
,

切柱头滴 D N A 于切 口 处的

方法
。

3
.

生化鉴定和化学分析
:

采用聚丙烯酸胺凝胶电泳法
,

取 D :
代萌动种子幼芽进行过

氧化物同功酶的酶谱分析
。

采用凯氏法
,

对 D :

代种子进行粗蛋白含量分析
。

.

试 验 结 果

根据三年 的实验观察
,

10 个组合平均导入成活率为 3 1 % ;
成株率为 58 写

;
转化率为

8环
。

D 。
代种子特征基本同受体

,

但瘪粒占 5 0 %
。

D ,

代形态变异大的单株有 D 8 7 0 5 二 2 一

9
,

D8 7 0 5一 2一 2 0和 D 8 7 0 5一 3一 5
。

D :
代全部种

’

下
,

其中 D 8 7 0 5 一 2一 , 和 D 8 7 0 5一 2一 10

共得到 1 92株
,

田间观察和室内考种发现性状
“

疯狂分离
”
现象

。

见表 2
。

D ,

代植株部分性

狱如熟期
、

单株荚数
、

百粒重等发 生变异的 D 8 7 0 2 ( D 8 7 2 1 )组合 有 3 株
,

D 8 7 0 3 ( D 8 7 9 1 )组
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合有 2株
,

D 87 0 d ( D 8 7 3 2) 组合有 1 株图
。

这些变异单株到 D :

代未发现 有明显的性状分离

现象
。

而 D 8 7 01 和 D 3 7 0 6 组勺
,

在 D
l

代表型变异不 明显
、

其中 D 8 7 。弓组合在 D
Z

代一株

系中出现种皮颜色的分离
。

表 2 变异株 D I
D

:

代与对照亲本的主要性状 比较

aT b le
2 M

a i n 吃七 a r a e t e r s e o m哪
r is o n o f v ar i a n t

’

D z ,
D 2 a n d C K 因

r e r一 t s

豪豪食碳碳
熟 期期 生

一

长长 结荚荚 株高高 单 株株 叶 形形 花 色色 茸毛色色 种皮色色 脐 色色 百袜重重

习习习习 性性 习 性性性 荚 数数数数数数数数

虎虎林绿草豆 (受体 ))) 9
、

3 000 直立立 有 限限 6 OOO 3 444 大 园园 白白 棕棕 淡 绿绿 褐褐 3 0
.

000

龙龙 7 9一 4 2 04一 4 (供体 ))) 9
、

2 888 爬 蔓蔓 无 限限 1 5 000 16 777 小 园园 紫紫 棕棕 褐褐 褐褐 7 555

DDD 87 0 5一 2一 9 D zzz 9
、

2 000 直 立立 无限限 1 3 000 2 4 000 中园园 紫紫 棕棕 花花 褐褐 9
.

000

DDD 8 7 0 5一 2一 9一 1 D ZZZ 9
、

2 000 直 立立 无 限限 6 555 3 666 长 园园 紫紫 棕棕 淡 绿绿 褐褐 6
.

000

DDD 8 7 0 5一 2一 9 一 2 D ZZZ 9
、

2 000 直 立立 有 限限 9 000 4 666 长 园园 白白 灰灰 棕棕 褐褐 8
.

000

DDD 8 7 0 5一 2一 9一 3 D ZZZ 9
、

2 000 直立立 有 限限 9 000 10 444 长 园园 白白 灰灰 花花 褐褐 1 0
.

000

DDD 87 0 5一 2一 9一 7 D ZZZ 9
、

2 000 半直立立 无 限限 1 3 000 10 777 长 尖尖 白白 灰灰 花花 黄黄 9 222

DDD 8 7 0 5一 2一 9一 9 D zzz 9
、

2 000 直立立 无 限限 11 444 15 666 长 园园 白白 灰灰 棕棕 褐褐 1 0
.

000

DDD 8 7 0 5一 2一 9一 10 D 之之 O
、

2 000 半直立立 无限限 10 000 14 777 长 园园 白白 灰灰 淡 绿绿 褐褐 8
.

888

DDD 8 7 0 5一 2一 9一 12 D 之之 P
、

2 000 半直立立 无 限限 8 555 3 999 长 园园 白白 灰灰 棕棕 褐褐 9
.

222

DDD 8 7 0 5一 2一 10 D III 9
、

2 000 直 立立 亚有限限 8 333 7 555 中 园园 紫紫 棕棕
上口 胜 奋气气

褐褐 12
.

333午午午午午午午午午午午几 l
`

小小小小

DDD 8 7 0 5一 2一 1 0一 J D ZZZ 9
、

2 000 直立立 亚有限限 9 222 5 666 长 园园 白白 棕棕 褐 十绿绿 褐褐 8
.

888

DDD 3 7 0 5
一

2一 1 0一 之 D ZZZ 吕
、

2 000 直 立立 有 限限 4 777 r一二一
---

长 园园园 标标 }
绿

一、 ’吕吕 褐褐 6
.

888

}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}
犷犷)只7 05一 2一 10一 3 D ZZZ 2

、

2 000 直 立立 有 限限
}

。。。

{
一 ~

石
一 ---

长 园园园 } 棕棕 褐 卜绿绿 褐褐 7 888

rrr 、 只7 n三一 2 ! O 一世D 之之 3
、

2 000 直 立立
r -

.

—— 7 555 犷
一

—
一一一一

}
卜 翻翻翻 日京京 褐 十黄黄

,

一一 } 一一
亚亚亚亚亚有狱狱狱

.
,
、 户户户户户户 ! 、 nnnnn

IIIIIIIIIIIII
L , ””””””

`

卜习习习

月月月月月月月月月月月月月月

DDD R7 0 5一 3一 5 1) zzz g
、

2 222 直 立
...

有 限限 5 lll ! 少999 人
一 ,川川

上
一

皇
--- 权呀呀 绿 急垮垮 祸祸

}
2仓 。。

全全全全全全全全全全全全全全

nnn 只7 八气 一 久一 s n 之之 9
.

? 夕夕 庄 立立
l直

一

里里
d777 5滩滩 礴

`

仁洲洲

l
念廿廿 ;丈卜卜

绿揭揭 {
。。 卜

2。 。
`̀

............... / 、 址巴留留留 { 奋, 、、、、、

................... L _________

D Z

代种 子的同功酶鉴定和化学分析
,

后代与受体之间差异 明显
。

见表 3 和表 4
。

表 中

只列 出表型变异大 的 D S 了0 5一 2一 9
,

D 8 7 0 5一 2 一 1 。 的 D :

代部分 单株和 D 8 7 O I 的 D :

代

部分株系 (因种子量不够 )
。

其中表型变异大的单株 D 8 7 0 5一 2 一 , 和 。 8 7 0 5 一 2一 川。 :

代

各单株
,

其酶谱差异很大
,

酶带显示不规律
。

有的鱼株其酶谱增加了供体所具有而受休没

有的一条酶带 B , ,

有的单株却减少了受体所具有的一条酶带 A :

或 A :

或 B : ,

表 型变异 不

明显而蛋 白质含量明显高于受体的 D 8 7 i0 组合的 D :
代株系

。

其酶活性明显增强
,

并主要

表现在 A l

和 B 区
。

D 8 7 0 5 组合的两
·

i
、

变异株的后代
,

其表型性状分离很大
,

其蛋 日质含童差异也很大
。

1 9 2个单株分析了 刊 6 株
,

其中含量在 盯% 以上 的占 1
.

4 %
,

含量在 4 5 %以上的 占 12
,

3 % 飞超过受体虎林绿草豆蛋白质含量的单株总计为 78
.

1 %
。
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表 3 D
:

代单株 (系 )过氧化物同功酶的表达

T a b l
e

3 D Z 幼雌拓一 P la nt ( il n。 ) 四
。 劝 d a粱 `优 ,论y r。 。 e x p r。 、

咖
,、

矛矛补黔场场
人 区区 B 区区

AAAAA 111 A 222 B 111 B ::: B ,,

虎虎林绿草豆 受体体 抖抖 份份
·

十十 升升 +++

龙龙 7 9一 4 2 0咨一 ` 供体体 +++ +++ 份份 +++ 料料

DDD87 0 5一艺一 g一 1 D ZZZ +++ 十十 杆杆 柑柑 升升
DDD 87 0 5一 2一匀一 2 公 忿忿 +++ 什什 份份 +++ 升升
DDD 87 0 5一 2一 9一 3 D

222
升升 +++ 姗姗 升升 +++

DDD 87 0 5一 2一 9一 4 D ZZZ
杆杆 升升升 +++ +++

DDD 87 0 5一 2一 9一 S D 之之

杆杆 +++++ 什什 +++

DDD 87 D5一 2一仑一 6 D 222 +++ 十十十 十十 份份
DDD 87 0 5一 2一 9一 7 口 之之 +++ 杆杆杆 什什 +++

DDD 87 0 5一 2一 9一 S D 之之 +++ 杆杆杆 讲讲 十十

8DDD 7 0 5一 2一 g一 g D 之之 +++ 拼拼拼 柑柑 +++

DDD87 0 5一 2一 9一 I O D ::: 十十 什什什 十十 升升

DDD 87 0 5一 2一 9一 1 1 D 之之 十十 什什什 柑柑 什什
DDD87 0 5一 2一 9一 12 D ZZZ +++ 什什什 什什 +++

DDD87 0 5一 2一 10气】 D 之之
十十 杆杆杆 十十 +++

DDD87 0 5一 2一 10一 Z D 之之 +++ 什什什 +++++

DDD87 05一 2一 10一 3 0 之之之
开开开 抖抖抖

DDD87 0 5一 2一 1 0一 4 D .............

黑黑农 s5 受体体 十十 拼拼 +++ 十十 科科

龙龙7 9一 3 4 3 3一 i 供体体 +++ +++
、

+++ +++
.

十十

DDD 87 01一 2 D ZZZ 杆杆 棍
一一

干
---

拼
...

衬衬

DDD 8 7 0 1一 6 p ZZZ
料料 姗姗 杆杆 什什 褂褂

DDD 8 7 01一 S D 之之
升升

一

份份
,

杆杆 扭扭 杆杆

DDD 8 7 0 1一g D 念念 升升 份份 +++ 杆杆 什什

注
;

酶活性 份> 杆> 十 减

aT ble 4

少带
-

表 滩 D
Z

代变异株 (系)籽粒粗蛋白分析结果

C 刊d。 少。怡 In 即田沙幼n g r es 过 . of D 招v树 a 幼卿 灿阴 t 脚目s

项项 目目 } 组 合合 1 粗 , “ 含童童 组 合合 粗蛋白含皿
··

单 株 数数

··

受体体 ! 黑农 3555 4今 3落落 虎林绿草豆豆 拍
.

4 22222

彩彩琳琳 龙 7 9一 3 4招一 lll 5.1 5 000 龙
一

” 一 4
测一 444 ! .s4 沙 !!!}}}

ppppp 8 7 0 1一 111 4 5
,

5 444 D吕7 璐一 2一 999 4 5 +++ l 222

DDDDD 8 7 0 1
`

一 222 4乐 8 44444 4 4 十十 1 666

00000 8 7 0 1一 333 4 8
。

】888
、

` 3 气气气 2 999

DDDDDDDDDDD 8 7 0 1一 444444444444444444444444444444444444444444444444444444444 4444444长 9 00000 4 2 +++ 4 555

DDDDD 8 7 0 1一 SSS 4 5
.

8 33333 4 1 一一 3 222

OOOOO只70 1一 666 4 7 2 999 D名7 0 3一之一 工000 「 ` 7 十
_ ___

222

00000 8 7 0 ]一 777 4 6
.

7 11111 4 5 +++ 666

00000 8 7 0 1一 888 4 7
。

5 88888 4 4 +++ lll

DDDDD 8 7 O I一公公 4 4
.

2 22222 4 3 +++ 333

}}}}}}}}}}} 未分析单株株 4 666

注
:

南 ,肠 蟹合办袱 。 株突异徐第二牟惫都种卞获碍姚膝
,

我舞资雄攀木枷~ 一列出
,

本表中脉计相同含

量的怠松戴
.

+ 东以上
.

沉 ,田组合欢各株系分析
。

,

尔
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讨 论

实验结果表明
:

栽培大豆导入外源 D N A 以后不但在 D ,
代可 以表现出明显的变异

,

而且在 D :
代出现了

“

疯狂分离
”
的现象

,

同功酶酶谱比较和蛋 白质含量分析
,

均显示 了与

受体的明显差异
。

这与常规育种的有性杂交 F 、

代及 F Z
代的分离完全不同

,

这是由于外源

p N A 片段转化的结果
,

这种转化是随机的
,

也可能是种间异源可动元件转移作用的结果
,

因此
,

产生了这种非孟德尔遗
一

传的分离现象
。

确切地解释这一现象
,

需进一步从细胞学和

分子生物学的角度进行研究
。

从本实验中还发现
,

没有 明显表型性状变异的 D 8 7 01 组合株系
,

对 D Z
代种子粗蛋 白

分析和同功酶鉴定
,

蛋 白质含量也明显高于受体
,

过氧化物酶活性增强
。

因此
,

利用此项技术进行大豆种质的创新和遗传基础的拓宽
,

特别是迅速提高现有推

广品种的蛋白质含量提供了一条可能的途径
,

有关导入后代蛋白质含量变化和同功酶鉴定分析的详细结果
,

将另文报道
。
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