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摘 要

本丈报道 了利用大豆 自花受粉 后 形 成的花粉 管通道
,

书外源开生 大豆总

D N A 直接导入受体我培大豆品种 中
,

其中一组合 ( D 8 7 0 1 )获得的导入后代 D 89

一 9 8 2 ,

蛋 白质含贵比受体提 高了近 2 个百 分
.

点
,

球蛋 白总贵提 高近 10 个 百分

点
,

并使其与大豆加工品质 密切相 关的 1 15 球蛋白组分所 占比例超过 了 70 %
,

该品系经品比和异地鉴定
,

产蚤比标准品种提 高 n 纬
,

于 1 9 9 5 年进入省区城试

脸 ; 另一组合 ( D 8 7 0 5) 的导入后代 D 90 一 12 1 7 ,

平均 蛋白质含 t 比受体提 高 9 个

百分点
,

达 48
.

盯%
,

脂肪含 1 达 1 8
.

3 4 %
,

蛋 白质含贵 + 脂肪含全达 到 了 “
.

7 % 以上
。

关锐词 大豆 ; 外源 D N A 导入 ; 高蛋 白 ; 1 15 球蛋 白

利用开花植物受粉后形成的花粉管通道
,

直接导入外源总 D N A ,

进而实现某些 目的

基因转移
,

实现农作物的分子育种技术
,

已被世人所公认
,

并不断在扩大它的应用范围和

对其理论问题的深入探讨
。

我们利用外深 D N A 直接导入技术
,

进行了高蛋白野生大豆总 D N A 直接导入栽培大

豆的深入研究 l[, 幻
,

在提高大豆蛋白质含量及球蛋白组分含量方面取得较大进展的基础

上
,

近年来
,

在同时提高大豆品系的蛋白质和脂肪含量方面又获得了明显结果
。

一
本文于 19 9 5年 3月 3 1 日收到
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1
.

供试材料

受体
:

栽培大豆 黑龙江省推广品种黑农 35
,

虎林绿草豆

供体
:

半野生大豆 黑龙江省收集的高蛋白材料
:

龙 79 一 3刁3 3一 l (5 l % ) 和龙 79 一

4 2 0 4一 4 ( 4 8写)

2
.

试验方法

l) 外源 D N A 的制备
:

采用抓仿一异戊醉一核糖核酸酶法对供体进行总 D N A 的提

取
,

提取的 D N A 要经岛津 U v 一 26 5 紫外检测和琼脂搪凝胶电泳进行纯度
、

浓度和 片段

大小的鉴定
.

导入大豆的 D N 人 浓度应达 5 0 0; g / ml
.

2) 导入时期和方法
:

在大豆开花季节
,

选择适当的花曹
,

即当花冠高于最高花普 0
.

5

一 l m m 时
,

采用切柱头滴 D N A 于切口 处的方法
,

并用 D N A 稀释液 1 X s s c 作对照
, 3 天

后和结荚期内进行成活率调查
,

并随时去掉新长 出的花芽
。

3) 后代处理与观察
:

收获的 D 。
代种子第二年按组合全部单粒点播

,

D ,

代按单株调

查
、

收获和考种
,

下年按株系种植
, D :
代按株系进行调查

、

收获和考种
.

以后各世代均按选

择株系种植
,

观察变异和遗传
。

并于 D l
代调查成株率

, D ;
或 D :

代调查变异率
,

无变化的

组合可于 D :
或 D ;

代淘汰
。

上述 田间调查全部按常规育种项 目进行
,

稳定品系进行品比和

异地鉴定
。

4 )化学分析和生化鉴定
:

从 D ;

或 D :
代开始 (视种子量而定 ) 由黑龙江省农科院中心

化验室测定蛋白质和脂肪含量
。

用聚丙烯酞胺凝胶电泳法
,

对受体
、

供体及其导入后代进

行过氧化物酶
、

醋酶等同工酶分析
,

用等电点法 (重量法 )和盐析法对高蛋白组合亲本及后

代进行球蛋 白总量和 1 15 球蛋白含量的分析
。

3
.

结果

黑农 35 品种导入了半野生大豆龙 79 一 3 4 3 3一 1的总 D N A
,

D l
代获得 9 个单株

,

后代

表型变异不明显基本同受体
。

D :
代按株系收获后进行了化学分析

,

保留了 4 个蛋白质含

量较高的株系
,

经过 3年以上的观察和分析 (表 l)

其中 l 个株系 D 89 一 98 2 除蛋白质含量比受体高出近 2 个百分点外
,

产量性状优良
。

经品 比和异地鉴定
,

在克 山异地产量鉴定 比标准品种 (对照 )提高 11
.

3 %
,

比参考品种 (受

体 )提高 4 6
.

8 %
,

生育日数 1 20 天
,

具有抗灰斑病
,

杆强不倒等优点 (表 2)
。

虎林绿草豆导入了半野生大豆龙 79 一 4 2 0 ) 一 4 的总 D N 人 , D l
代获得 1 9个单株

,

其

中有两株在花色
、

叶型
、

株型及籽粒等方面表现中间类型
.

1 9 8 9 年
, D :
代这两个变异株均

发生了
“

疯狂分离
” ,

共得到 1 92 个单株
。

因分离群体过大
,

每株种子量有限
,

进行化学分析

时
,

只做了 1 46 株
。

其中蛋白质含量超过 45 %的有 20 株
,

占 13
.

7写
, 1 9 9 0 年

, D 3
代继续按

株系进行化学分析
,

发现另有 3 个株系 ( D g o一 12 17
、

D 9 0一 1 2 2 0
、

D母o一 1 2 3 6 )的蛋白质和

脂肪含量的总数超过了 “ 纬 (表 1 )
,

从 D .
代起性状开始稳定

。

D 90 一 1 2 17 的主要农艺性

状为
:

直立
、

无分枝
、

株高 7 0c m 左右
、

花种皮
、

百粒重 155 左右
。

可作为育种材料利用
。

对上述两个高蛋 白品系
,

利用等 电点法 (重量法 ) 和盐析法
,

进行了球蛋白总量和 1 15

球蛋白组分的分析 (表 3 )
。
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T口 bl el

组合号
N O

.

of

表 1峨个高蛋白品系化学分析结果

C加 ml Cal n al a ys isr esl ut sf of or uh址h Pr ot ein str j an s

蛋白质
,

脂肪含盆 (沁) C , ten t ot p ort
e in an d放

C O ll ,匕加川扔 n 19 8 9 1 9 9 0 19 9 1 19 9 2 19 9 3

平均

A铭 r明 e

16
.

78 42
.

7 8 1 9
.

09 4 4
.

别 18
.

1 4 41
.

朋 19
.

4 0 44
。

55 18
.

42 43
.

4 8 18
.

37

10
.

55

D 8 7 0 1

15
.

32

l乐 48

1 .5 55

16
.

27

4技 69

4 .5 64

4乐 日g

44
.

17

1 9
.

30

2在 00

2众 03

19
.

18

4乐 76

4 6
.

25

4 5
.

7 2

4 6
.

14

18
.

12

18
.

80

17
.

75

18
.

13

4 2
.

87

4 4
.

60

4 2
.

55

4 3
.

00

20
.

0 0

19
.

35

19 7 5

19
.

00

45
.

20 17
.

9 6

45
.

7 2

4 5
.

13

45
.

32

4 4
.

9 3

45
.

3 2

18
.

1 9

18
.

3 2

18
。

2 7

18
.

15

1 9
.

19

D 8 7 0 5

公
、 一

泛

县农 3阳 女体
H .

如岭 35 4 4
.

别
( R“ 句自 . t )

龙 79一翻幼一 1 (供体 )

Lo明 7 9一 3 43 3一 1 5 1
.

01

(公的。 r )

后代 (巧闷 e n了 )

0 89 一 977
’

4.8 18

D朋一 978 4 6
.

9 0

D 89 一 97 9 47
.

7 8

D 89 一 982 4.7 58

虎林绿草豆 (受体 )

H u il n加 a ` 闷 0 39
.

42

( R倪如玩 r )

龙 79一刁2 0月一 4 (供体 )

L o n g 7 9一 42 0 4一 4 48
.

96

(〔七 . o r )

后代 (六叩 e n y )

0 9 0一 12 17

D g O一 12 20

0 9 0一 12 36

4压 47

4.8 34

4 9
.

02

1压 34

1 .7 98

17
.

45

52
.

44 17
.

83 50
.

46 18
.

09

分离株系间幅度 45一 47 14一 1 6 4冬 49 1卜 18 4导 4 7 45一 5 2
一 17

表 2 D 89 一 9 82 株系产量鉴定试验结果

T a b le 2 Y je ld t es t r es u l t s of t h e s t r越 n D 8 9一 9 8 2

验
点

平均产 t
(公斤 /公顷 )

T目 t

p功 eC

年度

Y e . r
A说 r明 e

才 e匕

( k s /恤 )

较对照 ( % )

C o m伸 r e

W l t h C K

(片 )

较参考 ( % )

C o m例廿 e w it h
c o n.
叭 ( % )

对照品种
C K

参考品种
扰病性
鉴足

R。 臼 t a n份
t e 3 t

199 2 19 65 85
.

3 15 4
.

8
黑农 33

H e坛。
呀 3S

照农 5S
H e场。 。月 5S

199 3 2 4 00 10 2
.

1 14 1

哈尔滨
H a t b加

黑农 35
H e协训名 35

19 94

平均
A钧 n堪 e

2 4 00 106
.

7 185
.

3

黑农 ss
H。切。

呵 3S

黑农 33

水肠。
嗯 3S

黑农 35
H e切团习 5S

22 54
.

5 9 8
.

0 143
.

1

19 93 25 6.3 5 1此
.

2 136
.

2
丰收 22

凡叱 s h ou 2 2

黑农 肠
H e讯 o n 8 35

.

抗灰斑病
、

擂母病

克山
K es h a n

19 94

平均
A帕 r明 e

2 62 6
.

5 116
.

4 157
.

3 丰收 22

F。。招 , b ou 2 2
黑农 35

H e匕。叩 35

, ,

抗箱祥病
、

细菌性斑
点病

25 95 1 11
.

3 146
.

8

N o r es
: . F r吃好 . k . f s op t an d 〔知 w n y m Ud e w r es 匕协 n ce

·

二
幻七 w n y m她 e w a n d 日即 t e r 目 s

OP
t d七. . ,。 er ,七忆a l℃ .

·
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D8 9一2 8 9球蛋 白总量为 8 7
.

31 %
,

比受体黑农 35 提高了近 10 个百分点
,

1 15 球蛋白

所占 比例达 72
.

90 %
,

而 1 15 球蛋白比例超过 70 %
,

已属罕见图
。

表 3 8D 9一 9 82
、

D 90 一 1 2 17 蛋白及蛋白组分的测定结果

T a b加 3 T es t r es ul t s Of p ort
e加 an d p or t e in e o m p o n e n t s o f D 8 9一 9 8 2

,
D 9 0一 1 2 1 7

组合号
N .O 吐

OO m b七旧 t沁n

材料名称 总蛋白 ( % ) 球蛋白总t ( % )

M at e r加 l

~
。 T ot ` 沐 ot 咖 (沁)

T o t目

8 10比 ( % )

1 15 球蛋白占球蛋白总 t 的比例 ( 纬 )

P or , , t io n o f 1 15 9 1曲加 加 t ot at s叻加 (纬 )

4 4
。

55 6 8
.

5 6

0 87 0 1

黑农 3 5( 受体 )

H e如 o n g 3 5

( R。比沙
n t )

8D 9一 9 8 2 (后代 )

(少 as
e n y )

虎林绿草豆 (受体 )

4 5
.

72 7 8
.

3 1 7 2
.

9 0

0 87 05

H以加 I UO鱿心 O U

( R浏 P加 n t )

0 9 0一 1 2 1 7 ( P r
og

e n y )

3 9
.

4 2

5 2
.

4 4

6 3
.

3 2

6 9
。

2 6 6 4
.

8 1

注
:

为 1 9 9 4年分析的数据 N o t。 : ^ u 吐 d at as w eer an 狱归场目 仇 1 9 9 4
·

对上述高蛋白品系的过氧化物酶同工酶分析结果 (表 月)
。

从过氧化物酶谱上可以明显看到凡蛋白质含量高的材料
,

其酶谱带在数量上基本没

有变化
,

但颜色加深十分显著
,

且主要在 B 区
.

表 4 认 代单株 (系 )过氧化物同功醉的表达

T a b le 4 D
: S i n g le 一 P】an t (U

n e ) P e r o x ld哪 ls oe n Zy n l e e x P r创姻 lon

+ + +

+抖柑料杆十十什十杆+
·

十什什+

柑+++
黑农 35 (受体 )

H e如 o n g 3 5 ( R 。沉 P贻 n t )

龙 7 9一 3 4 3 3一 l (供体 )
L on g 7 9一 3 4 3 3一 l ( 。以 、。 r )

十柑份柑

+柑柑+升+
虎林绿草豆 (受体 )

H ul 加 l u a K K] o u
( R e d P InC t )

龙 79 一 4 2 0 4一 0 (供体 )
L加 8 7 9一 4 2 0 4一 4 ( 【、

, n o r
)

十拼柑洲柑

抖柑份

料+份份柑柑拼柑十升杆十份

料++

氏
, o-一一`

O e , o-一 -一

D . l o l一一 1 ,

D . 7o l一 1 0一 z

D . ? 0 1一 1 0一 s

注
:

表中材料 D 8 7 o l一 8为 P 8 9一 98 2
,

D 8 7 0 5一 1 0一 2 为 D 9 0一 12 17
, “

+
”

多少表示醉活性的大小

N ot e : M at e r

油 加 t曲 le n a 7 o一 s 肠 o a。二 9 5 2
,

0 8 7 0 5一 10一 2 . 0 0 0一 x Z 1 7
.

N u m掀
o r ”

+
,’ : h ow

s t r
on s o r w叨 k

Of e ` 卿m e a c t lvi t .y

4
.

讨论

据国内外多年来常规育种的研究表明
,

大豆蛋白质含量遗传一般以基因加性效应为



3期 雷勃钧等
:

导入外裸总 D N A获得优质高蛋白和双高大豆新品系

主
,

孟庆喜 [’1 认为杂交后代蛋白质含量主要受高蛋白亲本影响
。

即与双亲蛋白质含量的平

均值呈显著或极显著的正相关
,

亲本蛋白质含量越高则杂交后代的蛋 白质均值也越高
,

且

超亲个体普迫存在
。

正是基于这种理论
,

我们在进行外像 D N A 导入研究时
,

注意选择了

高蛋白的半野生大豆为供体
,

研究结果表明与有性杂文具有基本相同的结论
,

所不同的是

超亲个体的出现有时在 D :
代发生 :l[

,

并能迅速稳定
.

黑龙江省栽培大豆品种蛋白质和脂肪总含量平均为 62
.

14 %
,

幅度为 58
.

39 一

6 5
.

61 线s3[
,

大多数品种在 60 %左右
,

总含量最高品种为嫩丰 10 号 ( 43 % + 22
.

61 % )为

“
.

61 %
。

达到或突破 “ %是很困难的 61[
,

即使在半野生或野生大豆中也没有达到此指标

的品系
。

野生大豆一般以高蛋白著称
,

但脂肪含量均较低 (巧%左右 )
。

本项研究在 D 8 7 0 5

组合中获得了 3 个株系其总量均达到 “ %以上
。

这表明可能是基因转移的一个独特效

果
,

经导入高蛋白半野生大豆 D N A 后
,

既提高了受体的蛋 白质含量
,

又保留了原脂肪含

量
,

因而使其总量超过了 66 %
。

大豆蛋 白质的品质间题
,

除必藉氮基酸组成和氨基酸构成的平衡性及抗营养因素等
,

还包括大豆蛋白质加工过程中可利用的那一部分蛋白质的数量与质量图
。

大豆种子主要

是贮存蛋白
,

而贮存蛋 白中球蛋白含量最高
,

约占全蛋白的 65 %左右
,

而球蛋 白中所占比

例最高的是 1 15 球蛋白
,

一般为 50 一 60 %
,

极少有超过 70 %的
。

19 8 d年雷勃钧等 9j[ 在进

行大豆属球蛋白及组分的分析筛选中
,

曾在半栽培大豆中发现一个 1 15 球蛋白达 80 %的

材料
。

而据西安油脂化工研究所研究表明
: 1 15 球蛋 白含量的高低极大影响着豆腐加工的

产量和品质
。

武天龙等 l0[ 〕人研究也发现
,

可溶性蛋白含量较粗蛋白含量与豆腐数量和质

量的关系更密切
。

因此
,

在提高大豆蛋 白质含量的同时
,

必须注意提高 1 15 球蛋 白含

量 l[ `〕
。

本项研究所获的一个高蛋白品系
,

球蛋白总量及 1 15 球蛋白组分均高于一般品种
,

且产量又高于标准品种
,

因此这个品系可确定为优质高蛋 白品系
。

本项研究所获结果表

明
,

利用外探 D N A 直接导入技术可以迅速将高蛋白半野生大豆 D N A 转移到栽培大豆
,

并能产生优良的高蛋白品系
。

这是有性杂交育种技术不易实现的
。
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欢迎订阅 9] 96 年 《中国油料》

《中国油料 》是中国农科院油料作物研究所主办的油料作物专业科技刊物
。

公开发行
,

季刊
。

主要刊登油菜
、

大豆
、

花生
、

芝麻
、

向日葵
、

胡麻
、

红花及其它油料作物有关品种资源
、

遗传育种
、

耕作栽培
、

生理生化
、

综合加工利用以及品质测试技术方面的论文
、

研究报告
、

应用技术
、

综述
、

动态等文稿
。

可供农业科研
、

教学和生产部门的技术人员参考
。

每期定价 2
.

50 元
,

全年 10
.

00 元
。

国内代号
;

38 一 1 3
,

全国各地邮局均可订阅
,

漏订者

可直接寄款本刊编辑部订购
。

地址
:

湖北 武汉市 武昌保集安 油料所 邮编
: 」3 0 0 6 2


