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通过农杆菌介导法将 Bt(cryIA)基因导入大豆
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摘要　采用农杆菌介导的大豆子叶节转化系统成功地将 Bt 基因(cry IA)导入大豆 。从发芽 5-7
天的大豆无菌苗切取子叶节外植体 ,经农杆菌感染和共培养后 ,在选择培养基上 4周左右出现抗性

不定芽 。将不定芽转移到芽伸长培养基上 ,4-6周后再生苗长至 2.5-3cm 高 。再将再生苗切下
转入生根培养基 ,2周左右生根。生根后的再生植株经逐步锻炼移入盆中 ,所有植株均能正常开花
结荚 。在移栽成活的 8株 T 0植株中有 7株 PCR检测呈阳性反应;在 7个 T 1 株系中有 4个株系存

在 PCR阳性植株。取 4个稳定遗传的 T1 代株系内的阳性植株的叶片提取 DNA ,用地高辛标记的
Bt基因探针进行 Southern杂交分析 ,结果 4个株系均呈现阳性 ,证明 Bt基因已整合到受体大豆的
基因组内并能传递给后代 。
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　　大豆是公认的难转化(recalcitrant)作物 , 其主

要原因是从转化的细胞或组织分化再生植株困难 。

虽然已经有了再生频率相对较高的再生系统 ,包括

体细胞胚胎发生和器官发生再生系统 ,但这些再生

系统尚不能与现有的植物转化方法很好地结合
[ 1]
。

Hinchee 等[ 2] 和 McCabe 等[ 3]首先获得大豆转基因

植株 ,他们分别采用了农杆菌介导法和基因枪法 。

此后 ,又有一些成功的报道
[ 4-14]

,包括最成功的商

品化抗除草剂转基因大豆 。尽管许多研究者致力于

优化大豆的转化系统 ,但大豆转化的频率仍很低 ,重

复性很差 ,还远未模式化 。本文采用农杆菌介导法 ,

用Bt基因转化大豆获得成功 。并对农杆菌介导的

大豆转化系统进行了优化 ,结果将另文报道。

1　材料和方法

1.1　菌株及植物转化载体

农杆菌菌株 EHA105由北京大学林忠平教授

提供。双元载体 pGBI4A2B(由中国农业科学院生

物技术研究中心郭三堆实验室构建和提供)含有两

个(双向)人工合成的 GFM Cry IA (Bt)杀虫基因 、

nptⅡ基因和 gus 基因 ,启动子分别为 35S 、nos 和

35S ,终止子均为 nos(详见图 1)。

图 1　双价 Bt基因的植物表达载体图谱

Fig.1　Binary vectors utilized in the experiments

1.2　转化方法

菌液制备:从新鲜平板中挑取单菌落 ,接种到含

相应抗生素的 YEP 培养基中 ,27℃振荡培养至对数

生长期(OD600≈0.5)。菌液在 4000rpm 、4℃下离心

10分钟 ,然后将细菌重悬在 1/10 B5培养基(Gam-

borg等 ,1968)中(OD600≈0.5)。重悬培养基中附加

有 1.7mg l
-1
BA 、0.25mg l

-1
GA3 、100μM AS(乙酰

丁香酮)和 3%的蔗糖 ,AS 在高压灭菌后加入。培

养基的 pH 在高压灭菌前调至 5.4 ,并加入 20mM

MES作为 pH 缓冲剂。
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外植体制备:选用无病 、饱满的大豆种子进行消

毒:70%酒精 1分钟※0.1-0.2%HgCl 15分钟※

无菌水冲洗 4-5次 ,每次至少 5分钟※无菌水浸泡

2小时以上。消毒后的种子接种在 B5培养基(含或

不含 BA)或 0.6%琼脂上发芽 。用发芽 5-7天的

无菌苗切取子叶节外植体:在离子叶节 3mm 左右处

切去下胚轴 ,再切去 1/3的子叶 ,然后在两个子叶中

间将胚轴纵向切开 ,去掉顶芽 ,用解剖刀在子叶与胚

轴交接处直径约 3mm的范围内划 5-7刀。经过此

番操作 ,每个无菌苗可产生 2 个用于转化的子叶节

外植体。

转化及筛选:将制备好的子叶节外植体放入重

悬后的菌液中浸泡 5-30分钟。倒掉菌液 ,将外植

体放入上下均铺有无菌滤纸的大培养皿内 ,吸掉多

余的菌液 。然后将外植体近轴面朝下接种在铺有一

层无菌滤纸的共培养培养基上 。共培养培养基与细

菌重悬培养基相同 ,加 0.5%琼脂固化 。培养物在

24-25℃、黑暗或弱光下共培养 3天 。共培养 3 天

后将外植体转入无菌三角瓶中 , 加入液体 B5 培养

基(含有 1.7 mgl-1 BA 、0.25 mg l-1 GA3 、3%蔗糖 、

500 mgl-1 羧苄青霉素和相应选择剂 ,pH 5.6)摇动

三角瓶洗两次 ,或在摇床上 150rpm 振荡培养 2-3

天 ,每天更换新鲜培养基 。然后转入固体培养 ,培养

基成分相同 ,子叶近轴面朝上 ,下胚轴插入培养基 。

每两周转接一次 ,转接时切去下胚轴基部的老化组

织。待芽可见时 ,将外植体转入芽伸长培养基。培

养基成分与不定芽诱导培养基大体相同:将 BA 浓

度降为 1.0 mgl-1 或改用 1.0 mgl-1 玉米素 , GA3

浓度增至 0.5 mgl
-1
,添加 0.2 mgl

-1
IBA ,加或不加

Gln和Asn各 50 mg l-1 。待再生苗长到 3cm 高时 ,

切下转入 1/2B5培养基(附加 0.5-2.0 mg l-1 IBA

或NAA , 2%蔗糖 , 0.8%琼脂)诱导生根。培养条

件均为 22-26℃,相对湿度 70-75%,光周期 16/8

小时 。

再生植株移栽:再生植株生根并长出两片以上

复叶后 ,将三角瓶打开盖 ,在气候箱中(相对湿度

85%、光照强度 3000Lux 、温度 22-26℃)锻炼 5-7

天。然后取出小植株 ,洗净根部的培养基 ,栽入盛有

灭菌的沙 、土(1∶1)混合物的小盆中 ,在气候箱中继

续培养 1-2周 。在前一周时间内逐渐降低相对湿

度至 75%,使小植株得到逐步驯化。然后栽入大盆

生长至成熟。

1.3　转基因植株的检测及鉴定

GUS 分析:参照 Jefferson等(1987)
[ 15]
的方法

进行。

PCR鉴定:Bt基因的特异引物由大连宝生物工

程公司合成 。引物序列为:

上链:5′-AGCATGCCATACAACTGC-3′

下链:5′-TCAAGATGTCCATCAAGTG-3′

PCR反应体系:反应体积为 20μl(2.0mM

dN TPs 1.6μl , 25mM MgCl2 2μl , 10X 反应缓冲液 2

(l ,引物 1μl ,模板 DNA 1μl , 4u/μl Taq 酶 0.4μl ,水

11μl)。反应程序为 95℃, 10 分钟 + 30 个循环

(94℃,1 分钟;48℃, 1分钟;72℃, 2分钟)+72℃,

10分钟 ,4℃保温。

Southern杂交:将质粒 pGBI4A2B 的扩增产物

回收并纯化用作探针标记 。PCR引物和反应体系

同 PCR鉴定 。应用柱式胶回收试剂盒(购于上海华

舜生物工程有限公司)回收扩增产物 。采用地高辛

标记试剂盒(购自博士德公司)以随机引物法标记探

针 。杂交程序参照 Sambrook等(1989)[ 16]的方法和

试剂盒说明书进行 。

2　结果与分析

2.1　大豆子叶节再生系统的优化

植物转化的受体系统的再生频率直接影响转化

的效率 。已报道的大豆子叶节再生的诱导培养基一

般为 B5或 MS 基本培养基附加 1-3mgl-1 的 BA ,

加或不加少量的 IBA 。对外植体制备前种子发芽阶

段(3-14天)的培养基很少有人研究。为了优化大

豆子叶节再生的诱导培养基 ,同时考虑到种子发芽

阶段的培养基可能对子叶节丛生芽的诱导有影响 ,

设计了三组试验:用三个大豆品种 ,在三种不同的发

芽培养基上发芽(5 天),然后切取子叶节外植体接

种在三种丛生芽诱导培养基上 ,诱导丛生芽 。试验

结果见表 1。

从表 1可以看出 ,基因型 、发芽培养基和诱导培

养基均对大豆子叶节不定芽的诱导频率有显著影

响 。大豆子叶节的不定芽诱导频率在三种诱导培养

基上表现不同。目前常用的大豆不定芽诱导培养基

MMS和 B5BA之间没有明显差异 。但附加 IBA却

使诱导频率明显下降 ,三个品种趋势一致 。虽然

MMS和 B5BA的诱导频率差不多 ,但 MMS 的成分

比 B5BA复杂的多 ,从这个意义上讲 , B5BA优于
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表 1　大豆子叶节再生系统的优化

Table 1　Optimization of regeneration system from co tyledonary node of soybean

基因型

Genotype

发芽培养基

Germinator

MMS B5BA B5BA/ IBA

TE RE % T E RE % TE RE %

黑农 35

合丰 35

合丰 39

B5BA 40 28 70.0 40 29 72.5 40 18 45.0

B5 38 25 65.8 40 25 62.5 38 16 42.1

Agar 40 21 52.5 40 22 55.0 40 12 30.0

B5BA 38 24 63.2 40 26 65.0 40 16 40.0

B5 40 21 52.5 40 22 55.34 0 38 13.2

Agar 40 18 45.0 40 17 42.5 40 11 27.5

B5BA 40 22 55.0 39 20 51.3 40 12 30.0

B5 40 18 45.0 40 17 42.27 5 40 11.5

Agar 40 15 37.5 40 16 40.0 40 8 20.0

　　三种丛生芽诱导培养基分别是 MMS 、B5BA 和 B5BA/ IBA。 MMS:MS 大量元素+4倍 MS 微量元素+B5 维生素+3mgl-1BA+0.04

mgl-1NAA+1.5mgl-1 维生素 B1+140mgl-1L-脯氨酸;B5BA:B5(Gamborg 等 , 1986)+1.7 mgl-1BA;B5BA/ IBA:B5+1.7 mgl-1BA+0.2

mgl-1IBA 。三种发芽培养基分别是 B5BA 、B5和 0.6%琼脂。 T E:外植体总数;RE:产生不定芽的外植体总数;%:RE/ TE×100。

The th ree media for induction of adventit ious buds are MMS(MS macro-elements + 4-fold MS micro-elements+B5 organic substances+

3mgl-1BA+0.04mgl-1NAA+1.5mgl-1VB1+140mgl-1L-proline), B5BA(B5+1.7mgl-1BA)and B5BA/ IBA(B5BA+0.2 mgl-1IBA).The

three germination media are B5BA , B5 and 0.6%Agar.TE:total explants;RE:regenerated explants;%:RE/ TE×100.

MMS 。发芽阶段的培养基成分对大豆子叶节的不

定芽诱导频率具有明显影响 。三种培养基以 B5BA

最佳 , 6%琼脂发芽的子叶节诱导率最低 ,说明离体

培养条件和 BA在发芽阶段即对大豆子叶节不定芽

的产生具有诱导作用 。三个大豆品种的不定芽诱导

频率具有极显著的差异 ,再一次证明了大豆体细胞

再生的基因型差异和农杆菌介导法转化的基因型依

赖性。

2.2　大豆子叶节转化的效果和转基因植株的获得

大豆子叶节经农杆菌感染和共培养后 ,在选择
表 2　农杆菌介导的大豆子叶节转化结果

Table 2　Agrobacterium-mediated transformation of soybean co ty ledonary node

试验批号

No.of exp.
外植体总数

Total explant

再生苗数

Reg.shoots

生根苗数

Rooted

shoots

移栽成活株数

Survived

plants

T0 PCR

阳性株数

PCR-positive
plants(T0)

T 1 S outhern

阳性株数

S ou.-pos.
plants(T 1)

实际转化频率

Real f re-
quency

选择模式 A Selection mode A

1 100 0 0 0 0 0

2 200 4 3 2 1 1 0.5%

3 200 0 0 0 0 0

4 200 3 2 1 1 0

总数 Total 700 7 5 3 2 1

频率 Frequency 1.0% 71.4% 60.0% 66.7% 50.0%

选择模式 B Selection mode B

5 200 6 2 1 1 0

6 200 8 3 2 2 1 0.5%

7 100 2 0 0 0 0

8 200 10 4 2 2 2 1.0%

9 200 5 0 0 0 0

总数 Total 900 31 9 5 5 3

频率 Frequency 3.4% 29.0% 55.6% 100% 60.0%

　　选择模式 A:卡那霉素在不定芽诱导培养基 、芽伸长培养基和生根培养基中的浓度分别为 200 、100和 0 mgl-1;选择模式 B:卡那霉素在上

述三种培养基中的浓度分别为 150 、80和 50 mgl-1。

S election mode A:the concentrat ions of kanamycin in reduct ion medium , shoot-elongating medium and rooting medium w ere 200 , 100 and 0 mgl-1

respectively;Selection mode B:the concen trat ions of kanamycin in the three media w ere 150 , 80 and 50 mgl-1 respectively.
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培养基上一般需经 4 周左右出现抗性不定芽(见图

版 2)。将不定芽转移到芽伸长培养基上 , 4-6周后

再生苗可长至 2.5-3cm 高(见图版 3)。再将再生

苗切下转入生根培养基 , 2 周左右可生根(见图版

4)。生根后的再生植株经逐步锻炼移入盆中(见图

版 5),所有植株均能正常开花结荚(见图版 6)。

　　转化试验按批进行 ,每批 200 或 100 个外植体。

采用两种选择模式。选择模式 A 的选择强度较大

(卡那霉素在诱导 、伸长和生根培养基中的浓度分别

为 200 、100和 0 mgl-1),但生根时无选择压力;选择

模式 B选择强度较温和(卡那霉素在三种培养基中

的浓度分别为 150 、80 和 50 mgl-1),但生根时也进

行选择。两种选择模式 、9批试验的结果见表 2。

从表 2中可见选择模式是至关重要的 。选择模

式 A 由于选择强度大 ,再生苗频率低 , 平均只有

1%;但因生根时不筛选 ,仍有非转化植株逃逸 ,在移

栽成活的植株中 ,阳性植株占 66.7%,也就是说还有

33.3%的非转化植株;T1 代的 Southern阳性株系占

T 0代阳性植株的 50.0%,说明 T0 代阳性植株中有

较多的嵌合体。选择模式 B由于选择强度较温和 ,

再生苗率大幅度提高(3.4%);由于生根时继续筛

选 ,生根率由模式 A的 71.4%下降到 29.0%,但移

栽成活植株中的阳性植株率提高到 100%,说明生根

筛选可有效地筛选掉非转化植株;T1 代 Southern阳

性株系占 T0 代阳性植株的 60.0%,说明 T0 代阳性

植株中仍有嵌合体。粗略地看 ,选择模式 B的转化

效率比选择模式 A提高了 1倍左右 。

总的来看 ,该系统的转化频率是低的 ,最高实际

转化频率只有 1.0% 。农杆菌介导的大豆遗传转化

具有很强的基因型依赖性 , 本研究所选用的大豆基

因型(黑农 35)在对农杆菌的敏感性和再生反应两

方面均属中等水平 ,具有一定代表性。

2.3　T 0代转基因植株的检测

对移栽成活的 8株 T 0 代植株取叶片提取模板

DNA ,用质粒 DNA作阳性对照 ,用非转化的受体大

豆的 DNA 作阴性对照 ,用 Bt基因的特异引物进行

了 PCR扩增反应。8株中有 7株呈现阳性反应 ,扩

增出与质粒 DNA 的扩增带相同的 DNA带 ,而阴性

对照无带(见图 2),初步证明了被转的 Bt 基因已整

合到受体大豆的基因组中 。

图 2　大豆 T0 植株的 PCR检测 。泳道 1:Marker(PUC mix);

泳道 2:阳性对照(质粒);泳道 3-9:大豆 T 0转基因植株;泳道 10:阴性对照(未转化植株)。

F ig.2　PCR analy sis of soybean T 0 plants.Lane 1:Molecular marker(pUC Mix);Lane 2:positive ck (plasmid);

Lanes 3-9:soybean plants car rying T-DNA of pGBI4A2B;Lane 10:negative ck(untransfo rmed soybean plant).

2.4　T 1代转基因株系的鉴定及被转基因的遗传

从 T 0植株上收获 T1 种子 ,按株系种植在试验

地小区中。每个株系分单株取叶片提取 DNA 进行

PCR扩增以检测被转基因的遗传和分离情况。7个

株系中的 4个株系有阳性植株 ,其分离比例(阳性植

株/阴性植株)分别为 5/2 、1/1 、6/1和 3/1(见表 3)。

而另外 3个株系没有阳性植株 ,说明它们的 T 0植株

是嵌合体 ,被转基因未能传递给后代。

取 4个稳定遗传的 T1 代株系内的阳性植株的

叶片提取 DNA ,以未转化的受体植株的 DNA 为阴

性对照 ,以质粒 DNA 为阳性对照 ,用限制性内切酶

HindⅢ进行消化 ,切下 T -DNA 内部 3.2kb 的含有

Bt基因的片段 。然后用地高辛标记的 Bt 基因探针

进行 Southern杂交(具体程序见材料和方法)。结果

4个 PCR阳性株系均呈现与质粒 DNA相同的杂交

带 ,而阴性对照无杂交带(见图 3),证明 Bt基因已整

合到受体大豆的基因组内并能传递给后代。
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表 3　转基因大豆植株 T 1 代的遗传和分离情况

Table 3　Inheritance and separation of the transgenic soybean plants in T 1 generation

株系编号

No.of plant

总株数

Total plants

PCR阳性株数

PCR-posit ive plan t
PCR阴性株数 PCR-negative plant

分离比例

Separation

1 6 0 6

2 7 5 2 5/2

3 4 2 2 1/1

4 11 0 11

5 17 0 17

6 7 6 1 6/1

7 12 9 3 3/1

　　分离比例为株系内的阳性植株总数比阴性植株总数。

Separat ion refers the rat io of the number of PCR-positi ve plants to the number of PCR-negative plants in the plant line.

图 3　大豆 T 1 植株的 Southern 杂交鉴定。泳道 1-4:

大豆转基因植株;泳道 5:阴性对照;泳道 6:阳性对照。

F ig.3 　Southern analy sis of soybean T1 plants.Lanes 1-4:

soybean T1 plants;Lane 5:negative ck;Lane 6:positive ck.

2.5　被转基因的表达

取转基因植株和阴性对照植株的叶片经表面消

毒 、切割后 , 接种于含卡那霉素 100 mg l
-1
的

MSNAA/K培养基上 ,转基因植株的叶片颜色保持

绿色并形成愈伤组织 ,而阴性对照植株的叶片颜色

变褐 ,不能形成愈伤组织(见图版 8-9)。

转化的愈伤组织及转基因植株的叶片和茎切片

能被 X-Gluc不同程度地染色 ,而阴性对照不被染

色(见图版 7)。

苜蓿夜蛾幼龄幼虫的接种鉴定结果 ,有两个转

基因株系表现出明显的抗虫性(见图版 10-11),另

两个株系的抗虫性不十分明显 。

上述结果表明被转的 npt Ⅱ、gus和 Bt基因均在

转基因植株中得到表达。

3　结语

本试验的结果表明农杆菌介导的大豆子叶节转

化系统是可行的 ,但转化频率仍较低 ,并具有很强的

基因型依赖性;在 T0 代转基因植株中存在较高比例

的嵌合体 。采用适当的选择模式可提高系统的转化

效率 。生根筛选可有效地筛选掉非转化植株 。
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图版说明

1子叶节丛生不定芽;2-3 在筛选培养基上的抗性小苗;4 抗性小苗在生根培养基上被诱导生根;5 移

栽前的转化植株;6 结荚的转化植株;7 GUS 基因在叶片和茎中表达;8 转化植株的叶片在含卡那霉素的培

养基上保持绿色并能形成愈伤组织;9 非转化植株的叶片在含卡那霉素的培养基上褐化不能形成愈伤组织;

10 接种苜蓿夜蛾后的非转化株系;11 接种苜蓿夜蛾后的转化株系 。

Explanation of Plates

1 Adventitious buds f rom co tyledon node;2-3 Resistant shoo ts on selection medium ;4 Root ing of the re-

sistant shoot on roo ting medium;5 Transfo rmed plants before transplant;6 Podded transformed plant;7 Ex-

pression of gus gene in the leaf and stem;8 The leaves of t ransformed plants keep green and form callous on

medium containing kanamycin;9 The leaves of untransformed plants get brow n and can not form callus;10 Un-

transformed plant line inoculated wi th f lax budwo rms;11 Transformed plant line inoculated w ith flax bud-

worms.

INTRODUCTION OF Bt GENE(cryIA)INTO SOYBEAN

BY Agrobacterium -MEDIATED TRANSFORMTION

Zhou Sijun1　Li Xichen1　Liu Zhaojun1　Liu Liyan1　Yang Qingkai2

(1.Biotechnology Research Center , Heilongjiang Academy of Agricultural Sciences , Harbin 150086;

2.Insti tute of Soybean , Northeast Agricultural University , Harbin 150030)

Abstract　Baci llus thuringiensis cry IA gene w as int roduced into soybean successfully w ith Agrobacterium -

cotyledonary node t ransformation system.Cotyledonary node explants were prepared f rom 5 -7 day old

seedlings , infected and co-cultivated with Agrobacterium tumefaciens.Resistant adventitious buds emerged af-

ter 4 weeks on selective medium.The buds w ere t ransferred onto elongation medium and regenerated shoots

g rew to 2.5-3 cm high af ter 4-6 w eeks.The shoo ts were cut off and transferred onto root ing medium .After

about 3 weeks , the rooted plantlets w ere hardened of f and transferred into pots.All the plants could f low er and

set seeds normally .Among the 8 transplanted survival T 0 plants , seven gave posi tive PCR reaction;and 4 of the

7 T 1 plant lines had PCR posi tive plants.DNA was ex tracted f rom the leaves of positive plants in the 4 T 1 plant

lines , and southern blo t w as conducted with probe of Bt gene.All the 4 lines are positive , indicating that the Bt

gene has integrated into the receiver' s genome and can be passed to progenies.

Key words　Soybean;Transgenic plant;Bt gene;Transformation
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