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大豆外源 D NA直接导入技术及育种应用
’

刘昭军

(黑龙江省农业科学院生物技术研究中心
,

哈尔滨 1 5 0 0 8 6)

摘要 外源 D N A 直接导入技术是创造 变异
、

改 良作物的有效方法
。

本文概述 了该技术在 大 豆育

种上的应用进展
,

并对该技术的使用方法
、

应用 效果
、

导入后代的选择 以及导入后代验证
、

导入机理

加以分析
。
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外源 D N A 直接导人技术 ( D i r e e t I n t r o d u e t i o n

E x o g e n o u s D N A
,

简称 D I E D ) 在本文中特指的是

利用授粉操作后形成的花粉管通道外源 D N A (包括

异源生 物 的总 D N A
,

带有 目的基 因的质粒 D N A

等 )导人尚未形成正常细胞壁的卵
、

合子或早期胚胎

细胞
,

使受体基 因组发生变化
,

而实现受体遗传性状

的目的性改变
,

选育新品种的技术
。

该技术的优点

就是对常规育种中不亲和的异源物种在受体中得到

新的组合
,

扩大了育种材料的性状变化范围
,

可以提

高育种效率
。

目前已有 40 多个研究单位分别对 16

种不 同作物进行了这方面的工作
,

目前已经在 5 种

作物上育成 14 个品种〔卜川
。

该技术的应用已经获

得很好的效果
。

本文就外源 D N A 在大豆育种上 的

应用进展
、

外源 D N A 导人
、

导人后代变异及处理方

法
、

后代验证和外源 D N A 作用原理等方面进行探

讨
。

1 外源 D N A 直接导人技术的提出及

其在大豆育种上的应用

我国学者周光宇先生于 20 世纪 70 年代对作物

远缘杂交产生染色体水平以下 的整合情况作了调

查
,

提出 D N A 片段杂交假说
,

于 1 9 7 4 年首先提 出

采用花粉管通道方法转移外源 D N A 进行作物遗传

改良的设 想 l1[
。

此 项 技术 最 先 应 用 于棉花 和 水

稻以
3〕 ,

中科院上海生化所
,

中国农科院和江苏农科

院在这方面都取得了一定的成就
。

随后扩大到多种

农作物
、

蔬菜和果树上
。

利用花粉管通道法
,

成功地

进行了棉花的抗虫 /抗病的基 因工程
,

获得 了多种实

用化的抗虫 /抗病转基因棉花新品种 (系 )
,

并进人 了

大面积生产
。

应用该技术在其它作物上也育成了一

些品种
,

如大豆
“

黑生 10 1
” [ ,〕 、

烟草
“
金烟 6 号心」 、

水稻
“

H K 7
” 、 “

H K l l 9
”
困等

。

这都表明采用花粉管

通道方法转移外源 D N A 进行作物遗传改 良的方法

切实有效
。

采用花粉管通道方法进行外源 D N A 在大豆上

的研究始于 80 年代
。

黑龙江省农科院由雷勃钧最

先利用花粉管通道技术进行大豆育种新途径
、

新方

法的研究
,

对外源 D N A 直接导人大豆的适宜时期
、

方法及分子育种 的应用进行了研究
。

通过导人具有

高蛋白性状的野生
、

半野生大豆 ( P C 含量 > 50 % )
、

早熟血缘供体大豆
、

高光效的玉米
、

耐盐碱 的海滩

豆
、

大粒的菜豆和高油的向 日葵
、

花生 (油分含量 >

5 0 % ) D N A
,

分别获得 T 高蛋白 [ ,
、

“
、

” 〕 、

早熟 [` ,〕 、

耐

盐碱 14[
、

旧
、

大粒和高油 的大豆 品系
,

其中半野 生大

豆 D N A 导人品系 D 89 一 9 8 22 的蛋白质含量 7 年平

均为 45
.

44 %
,

最高达 47
.

58 %
,

比受体提高近 2 个

百分点
,

且 1 15 球蛋白所占比例达 72
.

90 %
,

是大豆

栽培种中罕见的
。

1 9 9 7 年该品系作为我 国第一个

分子育种技术获得 的大豆 品种命名为
“
黑生 10 1” ,

累计推广面积达 20 万 h m
Z 。

另外 还获得百粒重达

30 9 高蛋白的大粒豆品系以及油分含量高达 2 3
.

5 %

的高油种质
。

该课题组还通过导人重组质粒 D N A
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。
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将抗除草剂
、

抗病虫基因导人受体大豆获得转基 因 作
。

另外
,

吉林省农科院生物 中
,

口 .l6 川
、

新获农科

品系
,

虽然基因表达较差但却为下一步的遗传转化 院〔明
、

东北农业大学 ls[ 〕 、

吉林农业大学 2S[ .〕等单位

工作打下基础
。

值得一提的是在 D 9 7 0 4 黑农 40 + 在此方面的研究也取得较好的成果
,

分别育成 了抗

B T 基因
、

D 9 7 0 8 绥农 14 + C H 基因的组合后代中出 食心虫
、

抗蚜虫
、

不育
、

高产
、

高油等大豆新品系
。

现了一些早熟
、

株高降低
、

白化致死等现象
。

目前课 表 1列出了我国科技工作者近些年在大豆育种

题组正对导人后代群体做分子标记及 基因筛选工 上应用外源 D N A 导人技术的情况以及效果
.

表 l 大豆外源 D N A 导人技术的应用研究及效果

T a b le 1 A p p l i
e a t io n o f i nt or d u e i呀 e xo g e on u s D N A t h or

u g h 卯 ll e n t u b e i n s o y be a n

报道人
R e
闪rt e r

报道时间
Y ea r

大豆受体
R ec e P t e r

外派 D N A 供体
公 , n o r

同受体相比导人后代的变异性状
V a r ia t io n o f p or g e n i e s in t r

司
u e

ed

, 勃钧 1 9 9 4

1 9 9 5

张军 1 9 9 7

黑农 26

黑农 35

虎林绿草豆

长农 5

长农 5

龙 7 9一 42 0 4一 1 0

龙 7 9一 34 3 3一 1

龙 7 9一 42 0 4一 4

小牛脚膝 D N A

花生

王王武 1 9 9 7 花生

刘德琪 19 9 7

2 0 0 2

1 9 9 8

1 9 9 8

2 0 0 1

2 0 0 2

长农 4

吉林 2 1

吉林 2 5

古林 2 0

吉林 25

吉林 27

黑农 35

荷 8 4一 5

黑农 35

黑农 35

绥农 14

合丰 25

周 8 6①一 1一 1

FD 5 1 14

皂角

鹰咀豆

皂角

国育

玉米 M o l 7

杨树

. “

oC下辐射的玉米 D N A

种皮翻色变为黄色+ 不同程度的揭纹 蛋白质含 t 增加
、

秆软

蛋白质含 t 增加
,

球蛋白高于受体 20 个百分点

表型喊狂分离
、

蛋白质十脂肪含 t > “ %

株高变婚
、

早熟

D l
代叶型变为团形

,
D Z一 4D 代 回叶

、

尖叶分离

D’ 代蛋白质含 t 平均 4 5
.

4 %均存在超亲现象
、

脂肪含 t 低于双

亲
、

百拉重增加

抗 S M V
、

多花多英
、

根启多

根系发达
、

耐早
、

黑种脐
、

英硬

叶片厚度增加
、

蜻质增弧
、

株型收放
、

耐蚜性强

英皮黑
、

硬
、

粗橄
,
杭食心虫

、

蚜虫

英无绒毛
、

抗蚜性

株离增加
、

秆粗百位重增加
、

叶色深绿
、

叶绿素增加

根系发达
、

根密度增加
、

杭逆性提高

晚熟
、

植株萦茂

王文 .

周延清

20 0 1

` “

oC y 辐射的龙 7 9一 34 3 3一 1

. “

oC 7 辐射的双高大豆

甘草

玉米
、

花生
、

草决明

田中艳
.

杨庆帆

内波

周思军

刘绍军

2 0 0 1

周 50 3一 1
、

8 9。 一 6一 3

抗线 2号

东农 9 0 0 3 5
、

东农 8 5一 5 9 3

8 9一 0 5一 3

海滩豆

BT 荃因

8 9一 1 3

2 0 0 1

未报道

缓农 1 4
、

合丰 3 5

熟农 3 7
、

东农 4 2

熟农 35

含 B T
、

C H 基因质较

向日葵

玉米

花色由白变萦
、

拉变小
,

蛋白质增加

粒型增大
、

百较重> 30 9

株高分离
、

盆生
、

根摘减少
、

叶肥大
、

厚
、

近圈形

叶深绿
、

株高增加
、

扰病
、

节间缩短

抗侧伏
、

杭病力增强
、

脐色由揭变白

位大
、

抗 3号大豆班囊线虫小种
、

耐盐雄

分子脸证导人成功
,

部分植株具抗虫性

抗草甘腆能力增强

弱抗虫性
、

株高阵低
、

早熟
、

郁分株白化致死

熟期
、

株高筑狂分离
,

部分单株含油 t 达 2 3
,

5 %

株高增加
、

秆粗结英性改变
、

位小
、

高产

2 大豆外源 D N A 导人的技术

2
.

1 导入组合的配 t

针对育种 目标
,

恰当选择受体品种以及外源

D N A 的供体
.

如针对商蛋白育种 目标
,

受体品种应

选择蛋白质含 t 在 40 写以上的品种
,

而且该品种的

种植适应性要强
、

一般为生产上推广 的品种
。

导人

的外源 D N A 的供体应选择具有高蛋 白性状 ( P C 含

盘> 50 % )
,

如野生
、

半野生大豆
。

若以高油为育种

目标
,

则选择向日葵
、

花生和油菜等高油作物作为外

源 D N A 的供体
。

如提高大豆抗性 (抗病虫
、

抗除草

剂 )
,

可 以本物种中的抗源材料为供体
,

提取其总

D N A 或具抗性基因的重组 D N A 进行导人
。

近些年

在大豆上报道的外源 D N A 来源物种有
:

野生
、

半野

生大豆 (高蛋白性状 )
,

海南豆
、

碱蓬 ( 耐盐碱性状 )
,
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向日葵
、

花生 (高脂肪性状 )
,

玉 米 (高光合效率 )
,

菜

豆
、

芸豆 (大粒 )
,

鹰嘴豆
、

皂角 (抗食心虫
、

抗蚜虫 )
。

还可以导人重组的抗病虫
、

抗除草剂质粒 D N A
,

转

移目的性状
。

2
.

2 导入时间

一般报道在大豆 开 花 6 一 32 小时 内导人 最

佳 .l[ 川
。

不 同研究报道 的 具体导 人 时 间有所 不

同l[’ 一 .23 a0)
。

但笔者认为选择导人具体时间应考虑

导人的品种开花特性
、

当年导人时期的气象因素
,

如

空气湿度
、

土壤墒情 以及 阳光的照度及不 同的地 区

等选择不同的导人时间
。

笔者所在 的课题组选择导

人时间为早晨 6
,

00 至上午 n
,

00
。

2
.

3 具体操作

选择健壮植株主茎中上部的花朵
,

花冠高出花

粤 0
.

5一 1
.

o m m
、

花蓄颜色鲜艳
。

选择除去其它的

花
、

幼荚
,

然后 用镊子分开花瓣轻轻夹掉
,

用刀片切

除 1/ 3一 1/ 2 柱头
。

标签上注明供体名称及 导人 的

花数
、

节数和时间
,

将标签挂在导人花蓄的下一节位

上
。

最后将约 5 微升 D N A 提取液滴于柱头上
,

若空

气湿度小则待干后再重复一次滴人
。

2
.

4 去除伪杂种
、

适时收获

在导人后 3一 14 天内应不断检查导人花的结实

情况
,

及时除去未结实花处的标签及 已结实导人幼

英两侧的新生 花蕾及幼英
,

防止伪杂种的产生
。

观

察导人荚的成熟情况及时收获
。

收获时应以英为单

位防止混杂
。

2
.

5 导入大豆后代的选择

对导人获得的大豆后代的选择应有别于常规的

杂交育种
.

一般采取 的种植方法
:

按导 人 的外源

D N A 种类先分类
,

同种 D N A 的组合种在同一区
,

便

于观察
。

同一组合内的 D O 代种子种植方法可以分

为两种
:

混合法
、

英系法
。

混合法即将收获的 D o 代

种子按组合单英收获
、

脱粒
,

D l 代混合种植
,

D Z
、

D 3

代按单株种植
,

根据变异情况 以及化学分析或分子

鉴定等结果人选有希望的品系进人育种程序
。

英系

法则是将收获的 0D 代种子按组合单英收获
,

按英种

植
,

以后世代形成遗传基础完全一致的英系
.

两种

方法各有利弊
,

混合法种植方便
,

但后代群体大
,

变

异不宜观察
,

但适宜于重组 D N A 的导人后代处理 ,

英系法则使后代系谱清晰
,

便于观察和遗传分析
,

更

适合导人外源总 D N A 选育大豆新品种 24[ 沥〕 。

导人大豆后代的选择应根据育种 目标
,

结合形

态学观察
、

生化分析结果和 田间生长
、

产量状 况
,

首

先确定人选组合
,

然后对单株进行选择
。

因为外源

D N A 导人后代中变异株相对较常规远缘杂交稳定

地快
,

在 D 3 或 D 4 代则可以决定组合的取舍
。

对于

转移重组 D N A 的导人后代
,

则针对其抗性 (抗病虫
、

抗除草剂 )进行抗性鉴 别决定后代的人选 l0[
、

26
、

川
。

值得注意的是人选的含有 目标性状的变异株系若同

时引进了供体的不利性状
,

就需要 自交或 回交来定

向选育
。

如果有可能
,

可以建立 近等基 因系的办法

来选育
,

同时辅以分子标记技术来提高选择效率
。

3 外源 D N A 导人大豆的证据

表 2 列举 了一些近年来对外源 D N A 导人大豆

后代的验证结果
。

对外源 D N A 整合的验证一般采

用形态学观察
、

生化分析 (包括蛋 白质
、

脂肪含量测

定
、

同工酶谱带活性分析等 )以及 R A P D (对总 D N A

导人 )和 P C R 检测等
。

但这 些方法 只能证 明外源

D N A 确实已经整合到受体基 因组
,

至于具体的表达

机理尚未了解
。

从表中可以得 出一定的结论
:

外源

D N A 导人大豆可以产生性状变异
、

远缘物种 的优异

性状可 以转移至大豆
、

远缘物种基 因组对大豆产生

较大影响
,

后代变异规律性差
.

尽管有很 多证 据表

明外源 D N A 导人技术切实可行
,

对其具体的基 因水

平如何发生变化以及该变化同性状之间的联系如何

现在不清楚
。

现在对于外源 D N A 导人的验证研究基本上对

变异株与供体
、

受体三个材料来进行
。

如果从 形态

学角度出发
,

受体出现该物种不应有的表型
、

且可以

多代遗传
,

则可以初步认定导人的外源 D N A 已经影

响受体基因组发生变化
.

进一步的验证可 以通过生

化分析
、

抗性鉴定和分子标记手段
。

如果能够在变

异株 (品系 )找到来自供体的特异性状
,

可 以用含供

体特异性状的变异品系建立分离群体
:

利用 R A P D
,

A F L P
,

S S R 等分子标记
,

用 B S A 方法筛选特异性状

多态性标记
,

利用分子标记对分离群体的单株及供
、

受体进行多态性标记鉴定
,

用计算机程序进行连锁

分析与基因定位等
.

这样做就不单是证明有供体特

异 D N A 片段整合到了受体变异株系中
,

而且能证明

是与什么性状相关的一段被整合了
,

以及被整合在

受体基因组的什么位置
。

这一步工作尚未开展
,

这

可能正是迄今尚未将某一供体特异性状与分子验证

挂上钩的原 因之一
。

但如果可能的话
,

通过此方法

结合外源 D N A 导人技术将为新基因的发现和利用

提供一个有价值的技术路线
。



30 4大 豆 科 学 4期

表 2外浑 D N A导人大豆后代的验证

Tal b e2 Vr ei fi a et o in o fso y b e
an Por g en is en it or d e u曰 wit heox g eno

us D N A

报道人

R e
P Ort r e

报道时间

Ye扭 r

供体

1为 n o r

受体

R c e ePt r e

脸证方法

M et ho ds

结果

Rs e ul t

雷勃钧 9 9 14龙 79一 4 20 4一 10黑农 2 6R A PD
供体特异带出现在后代

、

后代出现供
、

受休

未有的带
、

供
、

受体共有带在后代消失

王王武 19 9 7花生 长农 4

蛋白质
、

脂肪分析
、

P OD
、

AM Y

S OD同工醉鉴定

蛋白质含里增加
、

脂肪含 t 降低活性及酶谱

带类同于受体

刘德琪 19 9 7 F〔巧 n 4
、

株食豆

皂角

吉林 2 1

吉林 5 2
、

吉林 2 7

吉林 0 2

S M V接种 受体杭 S M V能力增强
,

多数抗 皿号小种

2 0 0 2 鹰咀豆

皂角

虎林绿草豆
、

海豆

龙 7 9一 3 4 3 3一 l

芸豆
、

玉米

食心虫
、

蚜虫鉴定 虫食率降低
、

蚜虫危害指数减少 50 %

刘昭军

李希臣

卢攀华

吉林 2 7

合丰 5z

黑农 35

黑农 35

过氧化物醉

2 0 0 0 过氧化物醉

多酚饭化酶

产t 下降小

后代同时具有供休和受体的特征带

后代扩附出与供体相同而与受体不 同的片

段

后代存在供体特征带
,

供体和受体同时具

有的带则颇色加深
、

活性增加

王文静 2 0 0 1 甘草 合丰 25 形态学
、

细胞学
演狂分离

、

花粉母细胞出现空 壳
、

皱缩或残

块
,

不能进行正常的减数分裂
,

有单价体
、

多

价体及落后染色体产生

周思军

周延清

杨庆帆 20 0 2

B T
、
C H 基因质较

玉米
、

花生周

草决明

B T 基因

绥农 1 4
、

合丰 3 5 CP R
、

oS
u t h e r n

86 ① 一 1一 1 so D 同工醉

周 50 3一 l
、

89 ② 一 6一 3 不同年份重复导人

东农 9 0 0 3 5
、

8 5一 59 3 P C R

B T 7 株阳性
、
C H 4 株阳性

变异株均多一 条供体的谱带或谱带强弱有

变化

变异结果可 以重复

检侧到阳性株

一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 菱马
4 外源 D N A 导人的机理 能脚加

t

alj
。

这在所观察后 代变异 现象可 以得 到解

释
。

导人后代的变化基础是外源 D N A 片段
。

它的

4
.

1 外派 D N A 进入胚澳的可能性 基本特点是
:

总 D N A 含有多套供体细胞基 因组
、

主

根据 申家恒 lz[ 〕 、

崔 岩卿〕 、

周思 军卿〕 、

赵 炳 要含有核遗传信息
,

由于提取时的外力以及基 因组

然 2s[ 〕 、

翁坚卿〕等对大豆开花时不同时间花粉管生长 自身结构特点
,

片段不一定是单个基因
,

因而理论上

情况的观察以及通过 P 32 标记导人 D N A
,

证实外
“

分子育种
”

变异的类型就不只是供体性状 的表达
,

源 D N A 可以通过花粉管通道或者花粉管外壁组织 实践也正是如此
。

例如供体所具有的高蛋白
、

抗逆
、

间隙进人胚囊
,

然后进人无壁或壁不完整的
”

种胚细 抗虫等性状在导人后代中有所体现
,

这就是供体基

胞
11 ,

从而外源 D N A 有机会与受体基因组整合
,

产生 因转移的结果
。

另外导人重组 D N A 后代产生的结

性状变异
。

植物细胞为了适应其各种生理功能
,

营 英习性
、

株高
、

熟期及 花 色 改 变 的现象就 可能 是

养生长与生殖生长过程中确实存在壁不完整或不积 D N A 诱变所产生
。

总 D N A 的特性决定了
“

分子育

累拼肌质的状态与时期
。 “

花粉管通道法
”
原理上利 种

”

特点
,

变异产生 的基 础是外源 总 D N A
,

不 同总

用的就是花粉管的通道与卵细胞合点端膜裸露的特 D N A 将引起受体产生不同变异
.

外源 D N A 片断作

性
。

这可能是
“

分子育种
”

的基础
。

也有人认为细胞 为一种新型诱变因素
,

由于本身就是遗传物质
,

它能

核原生质穿壁运动现象的存在
,

即 比细胞核小的外 参与基因突变
,

成为突变基 因的组成部分
。

它不会

源 D N A 片段很可能穿壁进人受体细胞
,

借助受体细 像物理诱变和化学诱变那样发生大的有害性
。

这种

胞中 D N A 连接酶整合 (插人 ) 到受体细胞中
.

这也 生物诱变具有一种
“

引发作用
”

或
“

再启动
”

作用
,

把

不失为一种外源 D N A 进人受体的一种理论解释
。

在系统发育中曾经
“

潜在
”
下来的性状 又引发出来

,

4
.

2 外源 D N A 的作用 表现出来
。

这用传统的育种及遗传学观点是很难解

外源 D N A 进人胚囊后可能产生两种作用
:

一是 释的
。
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当然
,

目前对导人后的外源 D N A 的行为认识只

是来 自于形态学
、

细胞学和遗传学方面
,

对 于外 源

D N A 的作用
,

包括实际的整合片段
、

整合位置
、

外源

片段擂人对受体基 因组 表 达结构的 影响 和外 源

D N A 对受体基 因组 的诱变等机理研究仍需要更 加

详尽
、

确凿的分子生物学方面的证据
。

4
.

3 导入后代性状变异的必然性和偶然性

经过多年的育种实践
,

笔者与很多的从事外源

D N A 导人的科研工作者都观察到外源 D N A 导入的

后代会出现两种变异现象
:

一是变异是导人后代出

现供体性状而 自身变异较小
,

很容易选育新 品系 (品

种 )
;
另一种 变异则是 导人后代性 状变异无规律可

寻
,

出现疯狂分离现象
,

育种实践中较难应用
。

笔者

课题组在将向日葵 D N A 导人大豆品种黑农 37 的组

合中同时发现了这两种现象
,

同一组合内不 同英系

后代变异结果差异较大
。

部分导人后代在 D :
代则

出现叶大
、

叶圆近似向日葵的叶型
、

脂肪含量提高
,

而另一部分导人后代在 D l 代起则出现极早熟至不

能成熟
、

有限结英习性与无限结荚习性
、

尖叶与圆

D’I’
、

株高从 0
.

s m 至 2
.

4 m 及百粒重从 1 0
.

2 9 至 2 3
.

6

g 等不同性状的差异较大的分离
,

并且在高世代 ( D 7

代 )仍未稳定
。

笔者认为这就反映了外源 D N A 导人

的必然性与偶然性的问题
。

对 于必然性
,

可 以认为

是外源 D N A 片段同受体基因组局部 片段分子杂交

的结果
,

完整整合了供体片段的受体基 因组表达 了

供体性状
。

对于偶然性
,

认为外源 D N A 片段插人可

能造成受体基因组产生可移动的作用单元或启动现

在仍未可知的某种分子机制
,

这在遗传机制类似于

转座子效应
。

另外王玉元 sl[ 〕认为外源 D N A 插人或

诱导作用可能对受体 B 染色体 (决定细胞质性状 )的

稳定性及结构产生影响
,

从而影响后代基 因表达
。

但这也可以认为是供体 D N A 与受体 D N A 分子 同

源的亲和性而产生片段杂交的必然结果
。
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欢迎订阅 20 0 5 年《种子世界》

《种子世界 》杂志是由中国种子协会
、

中国种子贸易协会
、

黑龙江省种子协会主办
,

我国种业界多家具有

强大实力的种子集团 (公司 )协办的集政策
、

学术
、

技术
、

信息为一体的种子专业指导 (综合 )类月刊
。

《种子世界 》杂志大 16 开本
,

内文 80 页
,

每月 5 日出版
,

每期定价 10 元
,

全年 12 0 元
。
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