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摘　　要

黑生 101是利用花粉管通道技术育成的第一个大豆品种 ,利用 132个随机

引物对黑生 101及其供体、受体的 DNA进行 RAPD扩增 ,其中 3个单引物和 2

个双引物组合起来 ,均能在后代黑生 101中扩增出与供体相同而与受体不同的

DNA片段 ,证明黑生 101中确有供体 DNA片段的导入。
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黑生 101由黑龙江省农业科学院生物技术研究中心育成 ,是利用花粉管通道技术将

半野生大豆龙 79- 3433- 1的总 DNA直接导入受体 6296- 3,所获得的品系 D89-

9822, 1997年由黑龙江省品种审定委员会审定并命名为黑生 101,它集高产、优质、高蛋白

于一身 ,是我国应用生物技术育成的第一个大豆新品种
[1、 2 ]
。多年来花粉管通道技术已在

我国乃至世界的许多实验室和育种单位得到广泛的应用 [3、 4、 5 ] ,但外源 DNA片段是否能

够通过花粉管通道途径进入受体并得到整合 ,所获得的材料是不是供体 DNA片段整合

到受体基因组的转化后代等。由于所用的供体总 DNA而非目的基因 ,所以无法采用常规

PCR、 Southern杂交等分子生物学手段进行检测和验证 ,因而一直未能取得分子转化的

证据。 随着分子生物学的发展 , RAPD技术越来越受到基因工程工作者的青睐和广泛的

应用 ,该技术对于外源导入基因的追踪等具有简单、快捷的效果和高效的 DNA多态性检

出率等特点
[6、 7、 8、 9、 10、 11 ]

,所以采取该技术对黑生 101进行分析 ,以取得导入的 DN A分子水

平的转化证据。
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材料与方法

1　植物供试材料

1. 1　供试植物材料及特点

供体:龙 79- 3433- 1(半野生大豆 )抗逆性强、高蛋白 ,其蛋白质含量为 51. 01%。

受体: 6296- 3(栽培大豆稳定品系 ,已命名推广 )蛋白质含量 1989- 1995年平均为

43. 68% ;最高年份可达 45% ,是推广品种中蛋白质含量较高的品种。

后代:黑生 101蛋白质含量 1989- 1995年平均为 45. 44% (脂肪 17. 87% ) ,平均比受

体提高近 2个百分点 ,最高年份可达 47% ,蛋白质和脂肪含量的总和也比受体高近 2个

百分点。与大豆品质相关的球蛋白总量比受体高近 10个百分点 ,其中与大豆加工品质相

关的 11S球蛋所占比例高达 72. 9% ,是大豆属中罕见的 ,也是受体所不及的。 抗逆性强 ,

耐旱 ,耐轻碱 ,抗病性好 ,田间鉴定 ,抗灰斑病
[ 12]

;生产试验产量比标准品种提高 9. 8% 。

1. 2　 10- mer随机引物 ,购于北方同正公司 (按美国 Opo ron公司的引物序列合

成 ) ,这 132个引物分别是 OPA1- 20、 O PD1- 20、 OPE1- 20、 O PV1- 20、 OPX1- 20、 O PY1- 20、

O PB07、 O PB18、 O PC04、 OPC07、 O PC08、 O PC09、 OPC10、 OPC11、 O PC12、 O PC13、 OPC16、 O PC18 ,

使用双引物进行扩增的有四对: O PA11+ O PC12 , O PC04+ O PC15 , O PV01+ O PV 02 , O PV 02+

O PV 03。

2　 RAPD检测

2. 1　模板 DNA提取方法

采用苯酚 -氯仿 -异戊醇 -核糖核酸酶法 ,提取 DNA用 0. 8%的琼脂糖凝胶电泳检

测其片段大小 ,岛津 UV - 160A检测其浓度和纯度
[13、 14、 15 ]。

2. 2　 RAPD扩增方法

供体、后代和受体同时扩增 ,反应体系为 10μl。

10×缓冲液 1μl, M gCl2 ( 25mM ) 1μl, dN T Ps ( dAT P、 dT TP、 dCTP、 dGT P各

200μM) 1μl , Taq DN A聚合酶 ( 4uni ts /μl) 0. 25μl,随机引物 1μl ,模板 DNA ( 25ng /μl )

1μl ,超纯水 4. 75μl。

2. 3　 RAPD扩增程序:

反应仪器美国 PE公司生产的 DNA Thermal Cycler 480

95℃预变性 2. 5分钟 ;

94℃ 1分钟 , 35℃ 1分钟 , 72℃ 2分钟 ,进行 40个循环 ;

72℃保温 5分钟 ; 4℃保温 [ 16、 17 ]。

2. 4　电泳检测

反应完成后 ,向反应管中加入 2. 0μl 6×的溴酚蓝 , 1. 4%的琼脂糖凝胶进行电泳 ,在

紫外检测仪上观察 ,照相
[ 15]
。
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结果与讨论

1　模板 DNA的检测

模板 DNA经检测 ,符合 RAPD实验要求 (图 1)。

M: DN A分子量标准λ- DNA

DN A mo lecula r w eigh t markerλ- DN A( 50kb)

A: 供体龙 79- 3433- 1

Donor Long 79- 3433- 1

B:后代黑生 101

Progeny Heisheng 101

C: 受体 6296- 3

Recipient 6296- 3

图 1　植物 DNA片段

Fig. 1　 Fragm ents o f plant DN A

2　 RAPD扩增结果

共用随机引物 132个 ,其中扩增产物完全相同的引物有 129个 ,扩增产物存在稳定差

异的引物有 3个 ,占所用引物的 2. 27% ,它们分别是 O PB07、O PB18、 OPC08。引物 O PB07的

扩增产物在 700bp处黑生 101扩增出一条与供体相同 ,而受体没有的特异性带 ,在 920bp

处黑生 101出现一条供体和受体都没有的带 ,另外 O PB07的扩增产物中在 650bp处供体

和受体的亮度一致 ,而黑生 101明显弱于供体和受体 (图 3- 1) ,这与我们对另一组野生

大豆导入栽培大豆的分子验证结果极其相似 [5 ] ;引物 OPB18在 480bp处黑生 101出现一

条供体具有而受体没有的带 (图 3- 2) ;引物 OPC08的扩增产物中 ,黑生 101在 1300bp、

1200bp出现两条与供体相同 ,而受体没有的特异性带 ;该引物的扩增产物中供体与黑生

101基本相同 ,而受体扩增谱带均处于两者之间 ,受体的 1420bp、 920bp、 800bp这三条带

　　　 M: DNA分子量标准

　　　 DN A molecular weight ma rker

　　　 pBR328. Bgl I+ pBR328. Hinf I　　　

　　　 A:供体龙 79- 3433- 1

　　　 Dono r Long 79- 3433- 1

　　　 B: 后代黑生 101

　　　 Progeny Heisheng 101

　　　 C:受体 6296- 3

　　　 Recipient 6296- 3

　　　 图 2　引物 OPA11+ OPC12扩增结果

Fig. 2　 RAPD products amplified by prim er OPA11+ OPC12
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Marker片段长度 Marker fr agments leng th:

2176, 1766, 1230, 1033, 653, 517, 453, 394, 298, 234, 220, 154bp

引物序列 Primer sequence:

OPA11 5′- C AATCGCCGT- 3′, O PC12 5′- TGTCATCCCC- 3′

分处于供体与后代的 1440bp和 1400bp、 950bp和 910bp、 910bp和 700bp之间 (图 3- 3) ;

双引物 O PA11+ O PC12在 530bp左右 ,黑生 101具有一条与供体相同 ,而受体没有的带 (图

2)。在双引物 O PC04+ PO C15和扩增产物中 , 1500bp处黑生 101具有一条与供体相同 ,而

受体没有的片段 ,在 1300bp左右黑生 101具有一条与受体相同 ,而供体没有的带 (图 4)。

图 3　引物 OPB07、 OPB18、 O PC08的 RAPD扩增结果

Fig. 3　 RAPD products amplified by primer OPB07、 OPB18 and OPC08

M: DN A分子量标准　 DN A molecular weight ma rker: pBR322. Hinf I+ pBR322. BstN I

片段长度 Fragments leng th: 1857, 1633, 1058, 929, 517, 506, 396, 344, 298bp…

A:供体龙 79- 3433- 1Dono r Long 79- 3433- 1

B:后代黑生 101 Progeng Heisheng 101

C:受体 6296- 3 Recipient 6296- 3

3- 1　引物 O PB07扩增结果 ,引物序列 5′- GGTGACGCAG- 3′

RAPD products amplified by primer OPB07 , Primer sequence: 5′- GGTGACGCAG- 3′

3- 2　引物 O PB18扩增结果 ,引物序列 5′- CCACAGCAGT- 3′

RAPD products amplified by primero PB18 , Primer sequence: 5′- CCACAGCAGT- 3′

3- 3引物 OPC18扩增结果 ,引物序列 5′- TGGACCGGTG- 3′

RAPD products amplified by primer OPC08 , Primer sequence: 5′- TGGACCGGTG- 3′
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M: DNA分子量标准 /λ- DN A

λ- DNA / Hind lll+ EcoRI

A: 供体龙 79- 3433- 1

Dono r Long 79- 3433- 1

B: 后代黑生 101

Progeny Heish eng 101

C: 受体 6296- 3

Recipient 6296- 3

图 4　引物 OPC04+ OPC15扩增结果

Fig . 4　 RAPD products amplified by primer OPC04+ OPC15

引物序列 Primer Sequence : OPC04 5′- CCGCATCT AC- 3′, O PC15 5′- GACGGATCAG- 3′

3　分析与讨论

3. 1　半野生大豆和栽培大豆是大豆属的两个不同种 ,但在遗传进化上具有很大的同

源性 ,我们 RAPD扩增产物绝大多数相同 ,恰好说明了这一点。但它们毕竟是两个不同的

种 ,基因组必然存在一定的差异 ,所以 RAPD扩增产物中 ,半野生大豆和栽培大豆各有其

特异性的 DNA多态性片段。

3. 2　我们采用 RAPD技术进行大豆新品种黑生 101的分子验证 ,目的是为了证明

供体 DNA片段可以通过花粉管通道进入受体基因组。 从对黑生 101RAPD分析产生的

DNA多态性情况看 ,无论是使用单一的引物或两个随机引物组合起来 ,均可扩增出 DNA

多态性片段 ,有的在后代中出现供体特异性带 ;有的出现供体和受体都没有的带 ;有的后

代和供体带型基本相同 ,而受体带处于其谱带之间 ;双引物扩增产物中 ,在两个不同片段

大小位置 ,后代分别具有一条与供体和受体相同的带等等。综合这些多态性出现的概率 ,

后代中出现供体具有而受体没有的特异带的频率最高。这可以说明供体 DNA片段能够

通过花粉管通道进入受体 ,并通过各种方式对受体基因组产生影响
[18 ]
。

供体 DNA片段进入受体后 ,可能发生遗传重组 ,破坏某些引物的结合位点 ,或者插

入某两个引物结合位点之间 ,或发生 DNA片段的置换 ,或由于 DNA片段的重组产生了

新的引物结合位点 ,亦或是由于供体 DNA片段的进入 ,影响了受体基因组中某个或某几

个基因的结构及表达 ,以致使后代发生变化 ,在 RAPD扩增产物中出现多态性。

由此 ,我们认为黑生 101的确是半野生大豆龙 79- 3433- 1导入栽培大豆 6296- 3

所获的转化后代 ,同时也从分子水平上探讨陈述了花粉管通道技术是植物基因转移的一

种方法。
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RAPD VERIFICATION OF THE SOYBEAN CULTIVAR "HEISHENG 101"

Li Xichen　 Lei Bo jun　 Lu Cuihua　 Qian Hua

　 Zhou Si jun　 Han Yuqin　 Liu Zhao jun

(B io. Res. Center , Heilongjiang Academy of Agri. Sci . , Harbin , 150086)

Abst ract

Heisheng 101 w as the fi rst soybean cul tiva r obtained from po llen tube channel. We

used RAPD to ampli fy the to tal DN A of Heisheng 101 and its dono r and recipient by 132

random primers. The DN A polymo rphism resul ts of RAPD molecula r verification indi-

cated : Ei ther 3 sing le random primer or 2 double primers combina tions can be amplified

polymo rphic DN A fragments f rom Heisheng 101. The results proved that Heisheng 101

w as t ruly obtained from the t ransforma tion progeny of it s dono r DN A fragments int ro-

duced into recipient.

Key words　 Soybean; Heisheng 101; RAPD; Mo lecula r v eri fication; Pollen tube

channel
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