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　　大豆作为重要的粮食和油料作物 ,其再生体系

的建立和遗传转化的研究受到了广泛的重视 。大豆

的再生体系主要包括:不定芽器官发生途径 、体细胞

胚胎发生途径 、原生质体途径 、花粉 、花药途径;大豆

的遗传转化方法主要有载体法和直接转化法两种 。

本文主要对这些方面的进展情况以及存在的问题进

行分析和综述。

1　大豆再生体系的建立

大豆再生体系的研究是大豆遗传转化研究的一

个重要组成部分 ,为提高转化效率 、缩短实验周期 、

解决大豆遗传转化中的嵌合体问题 ,国内外的研究

者对不同途径的大豆的再生体系进行了研究和优

化。

1.1　大豆不定芽器官发生途径再生体系

大豆不定芽器官发生体系所用的外植体分别是

无菌苗子叶节
[ 1 、2]
、未成熟种子的子叶和茎尖

[ 3、4]
、无

菌苗上胚轴
[ 5]
等。大豆子叶节不定芽器官发生体系

目前已经被公认为较成熟 、易行的大豆再生体系 。

不定芽器官发生系统中 ,外植体内已存在的分生组

织和有分化潜力的表皮 、亚表皮细胞都可作为遗传

转化的靶组织。

以子叶节再生系统为代表的大豆不定芽再生体

系的优点是:a.再生时间短 ,通常 1-3个月就可获

得生根的再生植株 。b.外植体容易获得 ,不受季节

限制 。 c.再生过程简单 ,只需丛生芽分化培养 、芽伸

长及生根培养 3个步骤。d.再生频率高 。同时子叶

节不定芽再生系统也存在外植体较大 ,再生芽之间

的保护作用以及外植体本身抗性对于转化后的筛选

工作不利 ,另外还存在由于不定芽多数为多细胞起

源 ,转化后 ,一般为嵌合体 ,纯化 、筛选难度较大等缺

点 。

1.2　大豆体细胞胚胎发生途径再生体系

大豆体细胞胚胎发生再生系统是目前大豆再生

系统研究的另一个重要部分 ,被认为是解决大豆遗

传转化中嵌合体问题的最有潜力的再生体系 。1983

年 Christionson等
[ 6]
首先观察到大豆细胞悬浮培养时

的体细胞胚胎发生。而后的研究中 , Parrott等
[ 7]
首

先采用这一体系进行农杆菌介导的遗传转化 ,但是

转化率很低 ,而且转化植株均为嵌合体 。Finer等
[ 8]

对体细胞胚胎发生体系进行了改进 ,用于遗传转化 ,
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采用胚性细胞团作为外植体 ,由于其位于表面 ,且能

在很多位置形成体细胞胚 ,因此转化筛选都很容易 。

采用液体悬浮培养法使胚性细胞团高速增殖 ,且在

筛选时与筛选剂接触充分 ,使得只有转化部位的细

胞可以增殖 ,因而能进行有效筛选 ,理论上可以解决

嵌合体问题 。曲桂芹等
[ 9]
对大豆体细胞胚诱导因素

的研究中发现 ,大豆的基因型 、生长素的浓度 、外植

体的大小 、光周期及培养基中的碳源都对大豆体细

胞胚的诱导有显著的影响 。通常诱导胚胎发生的植

物激素为 2.4-D ,在诱导出体细胞胚后 ,体细胞胚

可以被保持在一种持续扩增状态。当外源生长素降

低到一定水平时 ,初生胚和次生胚将开始组织分化

达到子叶型胚阶段 。再经过胚的成熟 、.萌发阶段 ,

而后芽和根开始生长 ,进而发育成完整的植株 。因

此 ,在体细胞胚胎发生再生系统中就需要有一系列

的不同的培养基 ,用以满足体细胞胚不同发育阶段

的需要
[ 10]
。体系胞胚胎发生系统存在后代不育 、传

代时间长(一般大于 6个月)、再生植株常出现变异

等问题 ,是影响其用于遗传转化的主要因素 ,需要进

一步研究解决。

1.3　大豆原生质体再生体系

1988年卫志明等
[ 11]
报道了大豆原生质体再生

系统 ,获得愈伤组织 ,诱导成苗 ,得到了再生植株 。

在而后的研究中
[ 12、13]

对不同的大豆品种进行了实

验 ,也获得了大豆原生质体再生植株。大豆原生质

体再生体系从理论上讲是克服大豆遗传转化嵌合体

现象的最有希望的系统 ,但由于此系统操作复杂 ,不

易掌握 ,工作量大 ,不同基因型差异很大 ,再生效率

低 ,以及相关的遗传转化方法(电击法 、脂质体法 、

PEG法)的转化效果不理想 ,所以应用并不广泛 。

1.4　大豆花粉 、花药再生体系

大豆的花粉 、花药培养同大豆其他外植体一样 ,

存在获得愈伤组织容易 、再生植株困难的问题 。以

前的研究大多数只获得愈伤组织。在近些年的研究

中 ,叶兴国等
[ 14]
由花粉愈伤组织诱导出胚状体 ,并

发育成根芽齐全的再生植株 。赵桂兰等
[ 15]
对大豆

花药培养中愈伤组织和胚状体的诱导及萌发成花粉

植株进行了大量试验 ,发现细胞分裂素 (TDZ)对胚

状体的诱导和萌发起到了主导作用 ,在诱导产生的

愈伤组织中只有 0.5-2.0%分化出植株 。可见大

豆的花药 、花粉培养难分化 、分化率低是其存在的主

要问题 ,而且未见将此系统用于遗传转化研究的报

道。

以遗传转化为目的的大豆再生体系的研究是一

项公认的难题 ,尤其是体细胞胚胎发生和原生质体

再生体系 ,但是由于其潜在的在遗传转化上的优势 ,

使其成为目前研究的热点。

2　大豆遗传转化的研究进展

目前大豆的遗传转化工作的研究不但在转化的

机理 、方法和转化条件的优化等方面取得了很大进

展 ,而且还获得了一些高品质 、抗病 、抗虫 、抗除草剂

等的大豆转基因材料和品种 。以下将按照其不同的

转化方法分别予以总结 。

2.1 载体法转化大豆研究进展

载体法是指利用细菌 、病毒等天然载体 ,将目的

基因转入植物基因组中 ,使其整合表达 ,从而获得带

有目的基因的转基因植株的方法 。目前应用较为广

泛的是农杆菌介导法。

2.1.1　农杆菌介导法的基本原理

用于遗传 转化 的农杆 菌有 根癌农 杆菌

(Agrobacterium tumefaciens) 和 发 根 农 杆 菌

(Agrobacterium rhizogenes)两种 ,分别带 Ti质粒和

Ri质粒 。Ti 质粒的 T -DNA 转入植物细胞是一个

复杂的农杆菌与植物细胞相互作用的过程 ,其中Vir

区基因群起很重要的作用。T -DNA在植物染色体

中插入是随机的 ,但插入位点通常具有转录活跃 、富

含AT 碱基 、与T-DNA边界序列有一定程度的同源

性等特点 。目前 Ti 质粒载体系统主要有共整合载

体和双元载体系统两类 。利用农杆菌进行转化的优

点在于 ,农杆菌在双子叶植物及裸子植物中有较广

的宿主范围;可以精确地把两个边界序列之间的

DNA导入植物细胞 ,并且导入的基因在大多数情况

下是单拷贝整合到植物细胞核的基因组中;允许插

入 T-DNA中的外源基因片段较大。缺点是用现有

的转化方法 ,在许多单子叶植物上还很难获得成功 ,

而且在双子叶植物及裸子植物中还受菌株特异性 、

宿主基因型特异性等因素所制约 。

发根农杆菌的 Ri质粒在结构上与 Ti质粒有许

多相似的地方 ,与根癌农杆菌不同的是发根农杆菌

侵染植株产生的发状根 ,这些发状根有的可以自发

地再生植株 ,有的很难分化形成植株 。前一种情况

对于遗传转化非常有利 ,因此 ,发根农杆菌也是一种

很有潜力的转化载体。

2.1.2　农杆菌介导的无标记遗传转化方法

目前的遗传转化载体大多以抗生素抗性基因为

选择标记 ,即在导入目的基因的同时也导入了选择
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标记基因。这样就产生了许多问题 ,如选择标记基

因的安全性问题;由于可用的选择标记基因有限 ,无

法进行多基因多次转化等问题 。在关于无标记遗传

转化方法的研究中 ,Komari等
[ 16]
构建的双 T -DNA

的双元载体 ,将选择标记基因和目的基因分别构建

在两个 T-DNA上 ,进行共转化。在当代可以用选

择标记基因进行筛选 ,下一代将发生分离 ,得到无标

记的转化体 。这种方法简单方便 ,但存在的问题是

要经过有性繁殖 ,对于那些需要无性繁殖保持优良

性状的作物以及繁殖周期长的木本植物显然是不适

用的。在其他的研究中 ,研究者们利用有剪切作用

的因子 ,如玉米的Ac 转坐子等
[ 17]
,将选择标记基因

构建到这些因子中 ,在转化后的一段时间里 ,将选择

标记基因自动剪切掉 ,来得到无标记转化体。这样

即解决了多次重复转化的问题 ,又不需要有性杂交 ,

是一个很有潜力的无标记遗传转化方法 。农杆菌介

导的无标记遗传转化方法研究已经成为重要的发展

方向 。

2.1.3　农杆菌介导转化大豆

1984年王连铮等
[ 18]
报道了根癌农杆菌的 15个

菌系对大豆的致瘤作用 ,筛选出致瘤效果较好的 7

个菌系 ,从大豆的 1553个品种和品系中筛选出 94

个结瘤品种和品系 ,并获得了愈伤组织 ,经生化鉴定

证明了其中有一部分含有胭脂碱 ,证明了 Ti质粒可

以作为载体 ,把胭脂碱基因转移到大豆的基因组中

去 ,并能稳定地保存在基因组中。Hinchee 等
[ 19]
用农

杆菌介导的转化方法用含有质粒 pTiT37-SE(含

NPTⅡ基因)和 pMON9749(含GUS 基因)或 pMON894

(含Glyphosate耐性基因)的农杆菌感染栽培大豆品

种(Maple Presto 、Peking 、Dolmat)的子叶 ,经组织培养

获得的转基因植株中含有 NPT Ⅱ基因和 GUS 基因

或Glyphosate 耐性基因 ,经遗传分析发现该转基因

大豆植株后代呈孟德尔式遗传 。Parrot等
[ 7]
用农杆

菌介导的转化方法转化大豆的未成熟子叶 ,获得了

表达 β -云扁豆蛋白启动子-15KD玉米醇溶蛋白

基因和 NPT Ⅱ基因的转基因大豆植株 。王慧中

等
[ 20]
用根癌农杆菌感染大豆顶芽 ,在 75mg l卡那霉

素的选择培养基上选择出抗性愈伤 ,并分化出抗性

芽 ,经生化检测其中含有冠瘿碱 。傅桂荣等
[ 21]
用含

有GUS-ipt-NOS融合基因的根癌农杆菌 LBA4404

转化大豆的萌动种胚 ,获得转化大豆苗 ,并对转化苗

的根进行了过氧化物酶同工酶及酯酶同工酶进行了

分析 ,结果表明谱型有明显差异 。徐香玲等
[ 22]
用农

杆菌 Ti质粒介导法将 B.t.k.-δ-内毒素基因转入

东北大豆黑农 37 、39等品种 ,从其胚轴与子叶诱导

出芽并再生出植株 ,经卡那霉素筛选 、Opine检测和

DNA 分子杂交证明了外源基因转入并稳定整合到

大豆核基因组中 ,其种子萌发后植株生长发育正常。

在许多关于农杆菌的转化机理研究中发现大豆

的一些品种对农杆菌的敏感性远远高于其他品种 ,

存在寄主基因型的特异性
[ 23 、24]

。另外 ,研究发现农

杆菌介导效率低的问题可以通过添加乙酰丁香酮诱

导Vir基因表达或通过选用高毒力的农杆菌菌株来

部分解决
[ 25]
。最近的研究中发现 ,超声波辅助农杆

菌转化法(SAAT),可以显著提高农杆菌介导法对大

豆未成熟子叶 ,胚性细胞悬浮培养物 ,子叶节的遗传

转化效率
[ 26 、27、28]

。超声波辅助法主要是通过对外植

体进行适当时间的超声波处理 ,使外植体上制造大

量的微小伤口 ,一方面增加外植体分泌酚类化合物

的数量 ,另一方面增加农杆菌菌液与外植体的接触

面积 , 使菌液能够渗入到组织内 ,提高转化效率。

Donaldson等
[ 29]
用农杆菌法对几个早熟大豆品种的

子叶节和胚性愈伤组织转化研究 ,再次证实了农杆

菌介导的遗传转化存在菌株和寄主基因型的特异

性 。

在发根农杆菌转化大豆的研究上 ,徐香玲等
[ 30]

用发根农杆菌 pRiA4b 转化大豆子叶节 、胚轴 、幼胚

和整株 ,均获得毛状根 ,并再生出植株 ,经生化检测

发现其中含有冠瘿碱 ,用 PCR和 Southern检测大豆

花叶病毒外壳蛋白基因已整合到大豆基因组中 。

农杆菌介导大豆遗传转化的影响因素很多 ,主

要受菌株类型 、寄主植物对农杆菌的敏感程度 、酚类

化合物的添加 、共培养时间等因素的影响 ,是一项复

杂的系统工作。

2.2　直接转化法转化大豆研究进展

直接转化法即通过物理 、化学的方法 ,直接将外

源 DNA导入植物细胞内 ,并使其在植物基因组上整

合 、表达的遗传转化方法 。主要包括:基因枪法 、花

粉管通道法 、微注射法 、电击和聚乙二醇 电击法 、多

聚鸟氨酸转化法。其中以基因枪法和花粉管通道法

应用范围较广。

2.2.1　基因枪法

基因枪法是利用火药爆炸 、高压放电或高压气

体为驱动力加速金属粒子 ,并使其进入带壁细胞的

一种方法。根据动力来源的不同大体可以分为火药

式 、放电式和气动式三种类型。

Christou等
[ 31]
用基因枪法将 pCMC1021(含 NPT

Ⅱ基因)转移到大豆子叶原生质体内 ,经过原生质体
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培养和卡那霉素筛选获得抗卡那霉素的愈伤组织 ,

并在其中检测到 NPT Ⅱ酶活性 。Mc CABE 等
[ 32]
用

Christou的方法获得了转(NPTⅡ)基因大豆植株 ,并

开花结实。经Southern Blot分析证明转基因大豆植

株细胞基因组中含有 5个以上的 NPTⅡ基因拷贝 。

Sato 等
[ 4]
用基因枪法将 GUS基因转入大豆品种 Fay-

ette的细胞悬浮系中 ,经胚胎发生途径获得转基因

大豆再生植株 ,并用组织化学法染色检测到转基因

再生植株中有GUS基因表达。Hazel等
[ 33]
用基因枪

法将GUS 基因导入大豆胚性愈伤组织中 ,得到了转

化植株 。苏彦辉等
[ 34]
用基因枪法和农杆菌介导法 ,

将苏云金芽孢杆菌杀虫晶体蛋白基因(Bt基因)导

入大豆的未成熟子叶中 ,获得了 3株经 Southern 检

测为阳性的转基因植株 。Ponappa 等
[ 35]
用基因枪法

将水母绿色荧光蛋白基因(GFP)导入大豆的胚性愈

伤组织 ,建立了稳定的转化体系 ,获得了转化愈伤组

织和转基因植株 ,经过 PCR 和 Southern 检测证实

GFP 基因已经整合到大豆基因组中。Simmonds

等
[ 36]
用基因枪法将 GUS基因导入 18个大豆早熟品

种中 ,获得了多株转基因植株。Reena Philip等
[ 37]
用

基因枪法将牛酪蛋白基因与在种子中特异表达的植

物种子血凝素的启动子
[ 38]
构建在一起 ,转化大豆胚

性组织 ,获得了在种子中特异表达牛酪蛋白的转基

因大豆。

2.2.2　花粉管通道法

70年代末期 ,周光宇等提出用作物总 DNA作外

源基因 ,通过花粉管对作物进行了基因转移 ,并用放

射自显影的方法 ,在棉花的花粉管通道和胚囊中看

到带有同位素标记的 DNA ,证明转化时注入的 DNA

进入了胚囊 。随后 ,这一方法在国内的一些育种单

位中开始应用 ,并观察到相应的变异 ,但是这些结果

都得不到分子水平上的验证和明确的基因表达产

物。至今 ,花粉管通道法已在多种作物中获得成功 ,

并通过Southern blot和Northern blot鉴定以及对表达

产物的检测 ,证实了目的基因的整合与表达 ,确定了

其在直接转化法中的地位 。

雷勃钧等
[ 39、40 、41]

用花粉管通道法将外源 DNA

导入大豆 ,转化后代变异主要表现在成熟期 ,花色 、

蛋白质含量 、SOD酶谱和酶活性等方面 ,证明外源总

DNA导入获得的后代分离不符合孟德尔分离定律 。

在以后的研究中用大豆自花授粉后形成的花粉管通

道将外源高蛋白野生大豆总 DNA 直接导入栽培大

豆获得蛋白质含量比受体高 12.5%的变异后代 ,并

经 RAPD分析检测出DNA多态性 ,证明外源DNA导

入受体后引起后代基因组的显著变化 。进而获得优

质高蛋白和双高大豆新品系。许守民等
[ 42]
用花粉

管通道法把花生 DNA 导入栽培大豆 ,获得变异后

代 。子代的蛋白质含量明显高于双亲 ,表现出杂种

优势。崔岩等
[ 43]
用花粉管通道法将 Bt基因导入大

豆 ,得到经 PCR检测成阳性的转基因植株 。

在大豆的其他直接遗传转化方法的研究方面 ,

大豆微注射法遗传转化是将目的基因或载体注入大

豆的合子期子房
[ 44]
或幼荚

[ 45]
,经过分子检测证实目

的基因可以整合到大豆的基因组中 ,并且可以观察

到一些农艺性状出现变异。黄健秋等
[ 46]
用 PEG法

分别将外源GUS 基因和 Bt基因转入大豆原生质体

中 ,检测到外源基因的稳定表达 ,并获得了转化植

株 。南相日等
[ 47]
用多聚鸟氨酸介导外源基因直接

转化法转化大豆 ,是在大豆遗传转化方法上的有益

探索。

大豆再生体系的建立与遗传转化目前还很不完

善 ,前面所述的大豆再生体系都存在各自的局限性 ,

体细胞胚胎发生途径和原生质体再生系统是最有潜

力的适合于遗传转化的再生体系 。但还需进一步完

善 。大豆不定芽发生再生体系 ,尤其是子叶节不定

芽再生体系 ,以其简便易行 、高效及实验周期短等优

点 ,成为目前普遍应用的较为成熟的大豆遗传转化

再生体系 。在遗传转化方法上 ,虽然近年来进行了

许多新尝试 ,发展了农杆菌介导无标记转化法 、超声

波辅助农杆菌介导法 、农杆菌与微激光束结合法 、微

激光束法 、花粉介导法 、植物病毒介导法…等。目前

最为常用的仍是农杆菌介导法和基因枪法 。相信随

着人们在大豆体细胞胚胎发生及原生质体途径等再

生系统方面的努力和遗传转化方面的探索 ,将来一

定会克服目前大豆遗传转化中存在的转化效率低 、

转化后代大多是嵌合体等诸多问题 ,使大豆遗传转

化成为一种便捷高效的遗传育种方法 。
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免费供种　保价回收　预付回收资金

只需来封信 VCD影碟机 、V8088话机 、照相机和种源免费送给你。

我单位是专业从事中药材种植研究 、良种繁育 、推广 、加工 、回收为一体的科研机构 ,近年来研究开发出
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月 ,秋 8-11月。人参头 ,生长期50-60天 ,667m
2
产成药 1.5-2kg 。回收价 50 000元 kg。泊夫兰从种到收

60天 ,667m
2
成药 2-3kg ,回收价 38 500元 kg 。另向种植户提供草红花 、冬虫夏草 、仙人伞 、柴胡 、药枣等 80

余种药材 。为解决药农后顾之忧 ,完成上交和创汇任务 ,由我单位免费供种 ,负责种植技术 ,上门现金回收产

品 ,产品由我单位回收后(我)一(你)九按利润分成 ,签订五年产品法律公证回收合同 。

为确保种植成功 ,凡合作者我单位将一律赠送VCD影碟机 、V8088话机及全套《中药材高产栽培新技术》

光碟一套。另外 ,本单位面向全国招收驻外业务员授权总代理 ,月工资 1800元 。愿合作者速来信联系领取

种子 ,来信时夹寄你地区土样 2g于信内 ,供化验分析后即寄你地适宜种植品种 ,本广告长期有效 ,欢迎实地

考察 。
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