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摘要　以大豆球形期体细胞胚为外植体 ,以抗性体细胞胚筛选率为指标 ,对影响农杆菌介导的大豆

体细胞胚遗传转化频率的因子进行了优化 。结果表明 ,菌液浓度以 OD600 =0.5-0.7 、AS浓度为

50-100μmol/L 、侵染时间 10分钟 、共培养时间 2-3天 ,有利于提高转化率 。
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　　大豆是世界上重要的油料作物 ,也是植物蛋白

的主要来源 ,随着生物技术的发展 ,大豆的遗传转化

也取得了一定的进展 。在各种遗传转化方法中 ,农

杆菌是自然界存在的天然基因工程载体 ,具有操作

简单 、经济 、能够准确 、完整地将 T -DNA转入受体

基因组中 ,可插入外源基因 ,片段大 、不易发生重排 、

拷贝数低 、被转基因遗传较稳定等优点已经被许多

植物转基因研究应用 ,它是大豆遗传转化的首选方

法。长期以来 ,由于大豆对农杆菌不敏感 ,使农杆菌

介导的大豆遗传转化频率低 ,实验结果重复性差 ,致

使对影响转化频率的因子的系统优化难以进行。体

细胞胚多数来源于单细胞起源 ,转基因植株嵌合体

少 ,胚的结构完整 ,成苗快 ,数量多 ,重复性好 ,转化

功能细胞多 ,即处于转化感受态的细胞数量多 ,因此

是基因转化的良好受体。

本文用带有双价抗虫基因(Bt 基因和 CptI 基

因)的根癌农杆菌 ,以大豆的球形期体细胞胚为受体

进行遗传转化 ,对影响农杆菌转化的因素(侵染时

间 ,共培养时间 ,AS浓度 ,OD600值),等进行了研究 ,

优化农杆菌介导的大豆体细胞胚遗传转化体系 ,以

期获得抗虫转基因植株 ,为大豆的遗传转化提供实

验依据和理论指导。

1　材料与方法

1.1　材料

受体材料:军需大学植物基因工程中心提供的

大豆东农 L13球形期体细胞胚团块 。

质粒和菌株:质粒为双元载体 pGBI121S4ABC ,

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 Bt基因 、CpTI 基因 、NPT Ⅱ基因 、

Gus基因 ,启动子分别为 35S 、35S 、NOS 和 35S。实

验所用农杆菌菌株为 LBA4404带有卡那霉素筛选

标记 ,由郭三堆提供。

植物组织培养培养基以及培养条件:

继代培养基　MS +15mg/L)-20mg/L 2 ,4-

D+0.8%琼脂+3%蔗糖 pH =5.8自然光

重悬培养基 　继代培养基(液体)+AS(0-

100μmol/ L)pH=5.8自然光

共培养培养基 　感染培养基 +AS(0 -

100μmol/ L)pH=5.6

脱菌筛选培养基　继代培养基+(50-300mg/

L)头孢霉素+25-50mg/ L 卡那霉素

萌发培养基 1:MS+1%活性炭 +0.8%琼脂+

10%蔗糖 光照 16h/d

萌发培养基 2:MS+0.8%琼脂+10%蔗糖光

照 16h/d

壮苗培养基 MSB +0.8%琼脂 +3%葡萄糖

pH=7光照 16h/d

(最后三种培养基同时加入卡那霉素 0-50mg/
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L 和头孢霉素(0-300mg/L)

工程菌培养基:工程菌 LBA4404 的培养基用

YEP 培养基 , 大肠杆菌 DH5α, 含有质粒 pG-

BI121S4ABC ,用 LB培养基培养 。

1.2　方法

1.2.1　工程菌液制备

在超净工作台上 ,从 YEP培养平板上挑取单菌

落接种于 YEP 培养液中(含 50mg/L 卡那霉素 ,

50mg/L 利福平 ,25mg/L 链霉素),于 28℃、180rpm

振荡培养过液(约 24 ～ 36h)。当菌液逐步浑浊时 ,

随时取样测定其 OD600值 ,然后在 4℃、3500 转/分 ,

10分钟离心搜集菌体 ,重悬于重悬培养基备用 。

1.2.2　农杆菌侵染转化以及植株再生

大豆的体细胞胚团块直径 3mm 左右 ,侵入预备

好的农杆菌感染液中侵染 ,然后倒掉菌液 ,用无菌滤

纸吸干后接种到共培养培养基上 ,再接种到含有卡

那霉素 50 mg/L 、头孢霉素浓度 300 mg/L(根据情

况依次降低 ,以不长菌为宜)的脱菌筛选培养基上 。

因素与水平:4 个因素各设 5 个水平 , 侵染时间

(min):3 、5 、10 、15 、20;共培养时间(d):1 、2 、3 、4 、5;

AS 浓度(μmol/L):0 、50 、100 、200 、400;OD600值:

0.3 、0.5 、0.7 、0.9 、1.1 。上述每个处理取 40块进行

侵染转化 ,每隔 15-20天继代一次 , 3个月内调查

产生的抗性体细胞胚团块数 (直径 3mm 左右),计

算转化率(抗性体细胞胚块数/接种的体细胞胚块×

100),然后抗性体细胞胚块转入萌发培养基 1 中。

萌发 20天以后 ,再转入萌发培养基 2中。直到长成

再生抗性小植株 ,再转入壮苗培养基得到转化植株。

以上数据处理及分析均采用 SPSS软件。

2　结果与分析

2.1　质粒 DNA 的检测

从根癌农杆菌中提取质粒 pBGI121S4ABC

DNA琼脂糖电泳 ,可以看到 17.5Kb 左右的条带。

质粒用 Hind Ⅲ酶切 、电泳见图 1 、2。可以看出 ,

LBA4404(泳道 1)所含质粒被切成 12.8Kb和4.7

Kb的两个片段 ,与原来保存在大肠杆菌中的质粒

pGBI121S4ABC 被酶切的谱带(泳道 2)完全一样 ,

说明质粒存在于根癌农杆菌中 ,可用于转化。

2.2　影响农杆菌介导的大豆体细胞胚遗传转化频

率的因子的优化

以抗性体细胞胚的转化率作为指标 ,几个因素

(侵染时间;共培养时间;AS 浓度;OD600值;)对大

豆体细胞胚转化率的影响结果不同 。

2.2.1　感染时间和共培养时间对体细胞胚转化率

的影响

以大豆东农 L13的体细胞胚为外植体 ,(直径

3mm 左右),用含有质粒 pGBI121S4ABC 的农杆菌

LBA4404以不同的感染时间和共培养时间进行转

化 ,3个月以后 , 用产生抗性体细胞胚团块(直径

3mm 左右)占总接种块数的百分率代表转化频率 ,

结果见表 1。实验观察到 ,随着侵染时间的延长 ,共

培养时间越长 ,则抑菌很难。农杆菌感染时间和共

培养时间均对大豆的转化率有明显的影响 ,方差分

析(见表 2)达极显著水平。二者之间存在交互作

用 ,随着侵染时间的延长 ,共培养适宜时间有相对缩

短的趋势。多重比较(见表 3;表 4。结果表明侵染

时间以 10分钟 ,共培养时间以 2-3天最好 ,转化率

最高。

2.2.2　乙酰丁香酮和农杆菌浓度对转化率的影响

用农杆菌侵染基因型东农 L13的体细胞胚块 ,3
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表1　感染时间和共培养时间对体细胞胚转化率的影响

Table 1　The effect on transformation frequency

about infection and cocultive time

感染时间

Infect time

共培养时间 Cocultive time

1天 2天 3天 4天 5天

3分钟 11.0 14.6 20.3 22.5 17.0

5分钟 13.2 20.5 22.7 16.8 10.0

10分钟 16.8 26.8 30.0 21.9 13.7

15分钟 17.1 23.2 27.0 17.0 10.0

20分钟 12.5 20.0 18.0 12.0 6.8

表 2　感染时间和共增减时间对体细胞胚转化率的影响

Table 2　The effect on transfomation frequency

frcquency cocultive time

变异来源

Variant source
SS df MS F F0.05

共培养时间 173.65 4 43.41 4.15 3.01

侵染时间 485.97 4 121.49 11.61 3.10

误差 167.46 16 10.47

总计 827.08 24

表 3 共培养时间转化率比较(Duncan法)

Table.3　The effect on transformation

frequency cocultive time

共培养时间

Cocultive t ime

平均转化率

Teansformat ion

frequence(%)

差异显著性

(0.05)

5天 11.50 a

1天 14.12 ab

4天 18.04 bc

2天 21.02 cd

3天 23.60 d

个月以后 ,用产生抗性体细胞胚块占接种块数的百

分率表示转化频率 ,实验结果见表 5 。方差异分析

(见表 5)。结果表明乙酰丁香酮和农杆菌浓度对转
表 4　感染时间转化率比较(Duncan 法)

Table 4　The effect on transformation frequency

inferction time

感染时间

Infected time

平均转化率

Teansformat ion

frequence(%)

差异显著性

(0.05)

20分钟 13.86 a

5分钟 16.64 ab

3分钟 17.08 ab

15分钟 18.86 bc

10分钟 21.84 c

表 5　乙酰丁香酮和农杆菌浓度对转化率的影响

Table 5　The effect on transformation frequency

about As and on Agrobactium centrition

AS 浓度

AS cent rition

(μmol/ L)

农杆菌浓度(OD600值)

Agrobact ium cenrtrit ion

0.3 0.5 0.7 0.9 1.1

0 16.8 22.9 20.2 16.4 11.8

50 22.2 28.7 27.0 18.9 14.9

100 24.7 25.0 30.2 22.0 16.7

200 22.0 24.8 23.5 20.2 15.2

400 11.8 20.0 14.3 14.3 8.3

表6　乙酰丁香酮和农杆菌浓度对转化率的影响方差分析

Table 6　The effect on transformation frequency about As

and Ag robactium centritio n(analysis of variance)

来源

Source
SS df MS F

Model 10408.87 9 1156.54 328.88

AS浓度 325.25 4 81.31 23.12

OD600值 369.55 4 92.39 26.27

误差 56.27 16 3.52

总计 10465 25

表 7　AS 浓度对转化率的影响(Duncan 法)

Table 7　The effect on transfo rmation frequence

AS浓度

AS cent rition

(μmol/ L)

平均转化率

Transformation

f requence(%)

差异显著性

(0.05)

400 13.74 a

0 17.62 b

200 21.25 c

50 22.34 c

100 23.72 c

表 8　农杆菌浓度对转化率的影响(Duncan 法)

Table 8　The effect on transformation frequency

of Agrobactium centrition

OD600

平均转化率
Teansformation

f requence(%)

差异显著性

(0.05)

1.1 13.38 a

0.9 18.36 b

0.3 19.50 b

0.7 23.04 c

0.5 24.28 c

化率有明显影响。差异达到显著水平 ,多重比较(见

表 6和 7),可以看出 ,农杆菌浓度以 OD600 =0.5-

0.7为宜。OD600小于 0.5 ,不易侵染菌 ,或 OD600大
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于 0.7 ,则抑菌困难 ,二者均使转化率下降。乙酰丁

香酮 50-100μmol/L 均能够显著提高转化率 。但

是乙酰丁香酮浓度过高反而降低转化率 。最佳乙酰

丁香酮浓度为 100μmol/ L。

3　讨论

在农杆菌介导转化过程中 ,影响转化的因子许

多 ,如基因型 、培养条件 、农杆菌菌株类型 、感受态 、

再生率等等 。为了提高转化效率 ,本实验对大豆体

细胞胚转化条件进行了比较系统的研究 ,确定了影

响大豆体细胞胚转化率的几种因素。结果表明 ,以

抗性体细胞胚做转化频率的指标可能偏高。原因是

得到的抗性体细胞胚形态不一 ,正常的体细胞胚能

够萌发 ,成为抗性植株 ,而不正常的体细胞胚不能够

萌发或萌发率低 ,不能或很少形成抗性植株;另外 ,

实验中还由于污染等原因 ,致使形成的抗性植株数

目减少 ,致使转化率降低;此外 ,细胞的损伤也是转

化率降低的一个重要因素 。本实验以筛选 2个月的

抗性体细胞胚的诱导率作为衡量转化率的标准 ,而

进行目的基因转化时 ,则以得到转基因植株为目的 。

所以 ,以抗性体细胞胚作为转化频率的指标会带来

一定的误差。上述这些影响农杆菌转化的因素是分

别考察的 ,但是几种因素最优化条件的组合是否是

转化的最好条件 ,有待于进一步研究。

以抗性体细胞胚做为转化频率的指标 ,尽管本

实验对各个因子进行了优化 ,但是大豆的转化率仍

然很低 ,原因可能是本实验所用的材料是继代 5-8

次的 , 可能与体细胞胚的感受状态及其分化能力下

降有关。而采用新诱导出的体细胞胚作为转基因的

受体 ,可能有利于提高转化率 。继代次数越多 ,细胞

是否会发生变异 ,以及是否影响再生率和转化率和

有待于进一步研究。

本实验中大豆的转化率低 ,也可能是本实验一

直采用由高到低的方式进行筛选 ,而抗生素对大豆

细胞的生长有抑制作用 ,抗生素的筛选方式是采用

由低到高的方式还是由高到低的方式或者萌发以后

去掉有利于转化 ,有待于进一步研究。在转化中我

们发现 ,大豆体细胞胚受到农杆菌浸染之后 ,褐化现

象严重 ,而且抑菌困难 ,转化率低 ,可能是由于大豆

体细胞胚采用农杆菌法转化本身转化率低。用大豆

体细胞胚作为转基因的受体 ,采用基因枪法或其他

转化方法可能有利于提高转化率 。

本实验只选用了一种基因型 ,而不同基因型大

豆对农杆菌的敏感性不同 ,致使不同基因型大豆的

转化率也应该不同 。在大豆遗传转化中基因型也是

值得注意的因子。

在实验中发现转化植株的获得至少需要 6个月

以上的时间 ,而组织培养获得的再生植株只需要 3

个月的时间;转化植株生长速度远远落后于组织培

养再生植株。要提高稳定转化频率 ,一方面要改进

组织培养系统;另一方面可考虑增加一些处理因素。
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OPTIMIZATION OF GENETIC TRANSFOMATION SYSTEM IN SOMATIC EMBRYOSOF

SOYBEAN MEDIATED BY AGROBACTER IUM TUMEFACIENS

Wang Xiaochun1 , 2 , 3　Liu Shangqian3　Ji Jing1 ,2　Wang Gang1 ,2　Wang Ping2

(1.Tianjin Universi ty of Agricultural and Biological Engineering , Tian jin ;

2.Changchun University of Agricultural and Animal Sciences , Changchun 130062;

3.Department of Agronomy , HeBei North University , Xuanhua 075131)

Abstract　The factors influencing genetic transformation about somatic embryos of soybean had been studied.

Mediated by Agrobacterium tumefaciens.The sui table condi tion w as determined as followed:injured treatment

of somatic embryos of soybean , the bacterial concentration reached 0.5-0.7(OD600), 10 minutes infect ion

time , 50-100μmol/L AS.The transformation f requency increased in those condi tion.

Key words　Soybean;Somatic embryos;Genetic transformation
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