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摘　要：为解决农杆菌介导的大豆子叶节转化试验中草铵膦筛选所得转基因后代假阳性高的问题，采用浸种法、根

吸法、叶片涂抹法、叶片喷洒法 ４种筛选方法和多种筛选浓度对大豆再生植株及其后代抗性进行筛选。结果采用

１∶２００草铵膦浓度的叶片喷洒法效果最佳。叶片喷洒法筛选 ６８０２株转化植株，获得了 ９株抗性植株，其后代的分

子检测表明均为阳性植株。因此，采用叶片喷洒法对大豆抗草铵膦植株进行筛选的方法简便可行。
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　　大豆作为食用油和植物蛋白的主要来源，是我
国最重要的农作物之一

［１２］
。但目前大豆育种中仍

面临着诸如病虫害多、品质劣、产量低等多方面挑

战。利用生物工程手段解决上述问题是改良大豆

的一种重要方法，目前大豆遗传转化多采用基因枪

法
［３］
和农杆菌介导法

［４］
，而不管用何种转化方法，

转基因后代的筛选都十分重要。当前一般采用抗

性培养基筛选
［５６］
，草铵膦是转化大豆常用的抗性

筛选剂
［７８］
，且在培养基中经过抗性筛选后获得的

再生植株仍有较大比率的假阳性植株。针对这种

情况，采用多种筛选方法和筛选浓度对再生植株及

其后代进行抗草铵膦筛选，以期获得合适的筛选方

法和筛选浓度。

１　材料与方法

１．１　供试材料

供试大豆品种垦农 １８；除草剂：以 ｇｌｕｆｏｓｉｎａｔｅ

Ａｍｍｏｎｉｕｍ（浓度为 １１３．３ｍｇ·ｍＬ－１，Ｔ．Ｓｐｅｃｉａｌｔｙ
ＰｒｏｄｓＩｎｃ）为母液，根据不同浓度按比例稀释。
１．２　试验方法

１．２．１　浸种法　浸种法分为２种即：浸泡未萌发的
种子和浸泡萌发的种子。试验中设 ６个一定比例

的选择浓度梯度分别是：清水对照、１∶２５００、１∶２０００、

１∶１５００、１∶１０００和 １∶５００稀释浓度的 Ｇｌｕｆｏｓｉｎａｔｅ

Ａｍｍｏｎｉｕｍ溶液。

浸泡未发芽大豆种子：利用上述 ６个不同草铵

膦浓度，浸泡未萌发 ４０粒大豆种子，２４ｈ后播种，７

ｄ后调查出苗情况。同时同一草铵膦稀释浓度不同

浸泡时间处理大豆种子：采用 １∶２０００草铵膦浓度，

将浸泡时间设为 ０、３６、３８、４０、４２、４４、４６、４８、５０、５２

和５４ｈ共１０个处理，每个处理 １００粒，每个处理设

清水对照１０粒。

浸泡已发芽大豆种子：先将大豆种子在清水里

泡涨，之后在直径 １８ｃｍ的培养皿中催芽。采用
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１∶２０００稀释草铵膦浓度浸泡已经发芽的种子，设 １０

ｍｉｎ和２、４、６、８、１０、１２、１４、１６ｈ共 ９个处理，每个

处理１００粒，同时每个处理设清水对照１０粒。

１．２．２　根吸法　设清水对照、１∶２５００、１∶２０００、

１∶１５００、１∶１０００和１∶５００共６个草铵膦浓度处理，２

次重复，将 ２０粒正常大豆种子和 １粒阳性转基因

大豆种子播于直径 ２０ｃｍ花盆中，因已知转基因种

子不足，１∶２５００处理未播种转基因种子，然后将盆

置于含不同浓度草铵膦的直径 ３０ｃｍ的盆中，每盆

中药液量为２Ｌ。７ｄ后调查出苗率。

１．２．３　叶片涂抹法　设清水对照、１∶２５００、１∶２０００、

１∶１５００、１∶１０００和 １∶５００共 ６个草铵膦浓度处理，

室内配制不同浓度草铵膦除草剂。在每株大豆上

挑选刚展开的幼嫩叶片及其下面的第 １片三出复

叶的中间叶片用记号笔从中间划一条线，将叶片分

成均等的两部分，用棉签蘸取草铵膦溶液，均匀涂

抹其中的一半叶片，３～５ｄ后观察，如果涂抹除草

剂的部分与未涂抹部分颜色相同，则证明此植株对

草铵膦具有抗性；如果涂抹除草剂的部分枯萎致

死，而另一部分仍然保持绿色，则证明此植株对草

铵膦没有抗性。

１．２．４　叶片喷洒法　设清水对照、１∶２０００、１∶１０００、

１∶５００和１∶２００共５个草铵膦稀释浓度的溶液。待

植株真叶完全展开时，使用 ５种浓度溶液对植株表

面进行喷洒，７ｄ后调查植株存活情况。

１．２．５　再生植株及其后代抗草铵膦筛选　将收获

的 Ｔ１种子按株行种植。待植株真叶完全展开后，喷

洒１∶２００倍的草铵膦，７ｄ后观察植株生长状况。

Ｔ２代筛选抗性的植株单株收获、播种，在真叶

展开时喷洒１∶２００倍的草铵膦，调查抗性植株和敏

感植株的数量。

２　结果与分析

２．１　浸种法

２．１．１　浸泡未发芽大豆种子　结果见图 １，清水对

照有３７株出土，其它处理大豆均延缓发芽出土，

１∶５００稀释浓度有 ４株出土，１∶１０００草铵膦浓度处

理后种子能正常萌发，但不能出土，１∶１５００也只有

１０株出土，１∶２０００有 １７株出土，１∶２５００有 １５株出

土，基于上述结果，１∶５００草铵膦仍有 １０％种子发

芽出土，筛选效果不理想。

Ａ：ＣＫ，Ｂ：１∶２５００，Ｃ：１∶２０００，

Ｄ：１∶１５００，Ｅ：１∶１０００，Ｆ：１∶５００

图 １　不同稀释浓度的草铵膦浸种试验

Ｆｉｇ．１　Ａｓｓａｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｇｌｕｆｏｓｉｎａｔｅｓｏａｋｉｎｇｓｅｅｄｓ

考虑将浸种时间延长，可能增加筛选效果。因

此做了同一草铵膦稀释浓度（１∶２０００），不同处理时

间试验。结果见表 １，不处理直接播种的试验，出苗

率为９５％（３８／４０），到处理时间为４２ｈ，出苗率仅为

６％，但种子在清水里３６ｈ发芽率降低到７０％，４２ｈ

就降低到 ５０％。该实验室转化大豆获得转基因植

株的效率只有 ０．３％，按处理 ４２ｈ计算筛选转化植

株，筛选出来的几率为０．１６５％，损失４５％。因此该

方法不适用于转基因植株的筛选，且该方法浸泡种

子时间长，种子易发臭，霉变。

表 １　草铵膦浸种时间对出苗率的影响

Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｇｌｕｆｏｓｉｎａｔｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｉｍｅｓｏｎ

ｅｍｅｒｇｅｎｃｅｒａｔｅ

处理时间

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｉｍｅ／ｈ

对照

Ｃｏｎｔｒｏｌ／％

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ／％

３６ ７０ １

３８ ４０ １０

４０ ４０ ５

４２ ５０ ６

４４ ５０ ６

４６ ６０ ０

４８ ３０ ０

５０ ６０ １

５２ ５４ ５０

２０ ０ １

２．１．２　浸泡已发芽大豆种子　为了减轻浸种时间

对种子发芽率的影响，拟处理已发芽的种子，缩短

处理时间。从结果（表 ２）看，处理 １４ｈ的效果好，

清水处理的种子发芽率为 ９０％，草铵膦处理的发芽

率为０。但该方法播种时容易导致胚根折断，并要

求土壤含水量高，否则发芽种子的胚根会干枯死亡。
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表 ２　草铵膦浸发芽种子不同时间对出苗率的影响

Ｔａｂｌｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｇｌｕｆｏｓｉｎａｔｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｉｍｅｓ

ｏｎｅｍｅｒｇｅｎｃｅｒａｔｅｏｆｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｓｅｅｄ

处理时间

Ｔｒｅａｔｅｄｔｉｍｅ

对照

Ｃｏｎｔｒｏｌ／％

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ／／％
１０ｍｉｎ ９０ ８１
２ｈ ９０ ５４
４ｈ ８０ ４７
６ｈ ８０ ４５
８ｈ ８０ １２
１０ｈ ５０ ３
１２ｈ ９０ ４
１４ｈ ９０ ０
１６ｈ ８０ １
ＣＫ ９０

２．２　根吸法
结果见图２，采用根吸法，１∶５００草铵膦稀释浓

度效果只是使发芽延后，植株仍能发芽出土（图

２Ａ），效果不好，同样浓度增加根吸次数，共吸 ３次，
结果见图 ２Ｂ，可见清水对照生长正常，其它处理垦
农１８豆苗均全部枯死，已知转基因植株仍能生长，
但１∶５００和１∶１０００叶片也有轻微皱缩且长势明显
弱于１∶１５００和 １∶２０００。因此建议取 １∶２０００作为
筛选浓度，３次重复。

根吸法受土壤条件影响较大，土壤中有机质含

量和土壤含水分均影响试验结果。因此，该方法重

复性较差，如试验中发现在 １∶２０００草铵膦稀释浓
度下，第１次野生型对照全部死亡，第２次重复试验
发现对照仍有存活植株。因此根吸法用该浓度草

铵膦筛选结果不稳定。利用该方法筛选到 ２株抗
性转化植株，能正常生长结实（图３），后代分子检测
为转基因植株。

图 ２　不同浓度草铵膦根吸法试验

Ｆｉｇ．２　Ａｓｓａｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｌｕｆｏｓｉｎａｔｅｏｎｒｏｏｔｓ

图 ３　抗草铵膦转化植株

Ｆｉｇ．３　Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｐｌａｎｔｓｔｈａｔｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｏｇｌｕｆｏｓｉｎａｔｅ
２．３　叶片涂抹法

不同叶龄对草铵膦的抗性不同，使用 １∶２０００
草铵膦稀释浓度涂抹嫩叶，涂抹草铵膦叶片有些干

枯死亡，有些只是部分干枯，嫩叶对 １∶２０００浓度较
敏感（图４Ａ）；但同样浓度涂抹老叶，叶片只表现轻
微受害，只叶边缘有坏死枯斑（图 ４Ｂ）；采用 １∶５００
草铵膦浓度稀释，涂抹叶片结果与１∶２０００的结果相
似，嫩叶极敏感（图 ４Ｃ），涂抹草铵膦部分全部枯
死，但老叶仍是部分枯死（图４Ｄ）。

用叶片涂抹法对获得的再生的部分植株的新

叶涂抹１∶２０００的草铵膦结果见表 ３。在 ５３１株大
豆叶片涂抹鉴定中，２片叶均抗的为 ５７株，占
１０．７％；１片叶抗的为 １６１株，占 ３０．３％；２片叶均
不抗的为 ３１３株，占 ５８．９％。将 ５３１株 Ｔ０再生植
株单株收种。Ｔ１代经喷洒 １∶２００稀释的草铵膦无
抗性植株。

图 ４　叶片涂抹草铵膦表型

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｇｌｕｆｏｓｉｎａｔｅｐａｉｎｔｅｄｏｎｌｅａｖｅｓ
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表 ３　叶片涂抹法对再生植株的筛选

Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＧｌｕｆｏｓｉｎａｔｅｐａｉｎｔｅｄｏｎｌｅａｖｅ

转化的质粒

Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｐｌａｓｍｉｄ

草铵膦涂抹２片均有抗性

Ｂｏｔｈｏｆｔｗｏｌｅａｖｅｓｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｏｇｌｕｆｏｓｉｎａｔｅ

草铵膦涂抹只有１片带抗性

Ｏｎｅｏｆｔｗｏｌｅａｖｅｓｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｏｇｌｕｆｏｓｉｎａｔｅ

草铵膦涂抹２片均不带抗性

Ｎｏｎｅｏｆｌｅａｆｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｏｇｌｕｆｏｓｉｎａｔｅ
ＦＫＦ ８ １３ ２４
ＴＦＬ ０ １ ３
ＭＡＦ ６ ２８ ２３
ＴＯＣ１ ５ ２３ ４３
ＦＴ １９ ３９ ７６
ＰＨＹＤ ６ １３ ４０
ＳＯＣ１２ ７ １５ ２０
ＲＧＡ１ １ １２ ４４
ＺＴＬ ４ １３ ２６
ＧＩ １ ３ ４
ＥＬＦ３ ０ １ １０

２．４　叶片喷洒法
不同草铵膦稀释浓度叶片喷洒法结果显示，

１∶５００浓度的结果，在几次试验中表现不稳定，有时
喷后野生型垦农 １８全部枯干死亡，有时有个别植
株叶片干枯死亡，但生长点未死，可再发新叶，不死

亡。而１∶２００浓度适合应用于转基因植株的筛选，
利用该方法该浓度筛选获得的抗性植株，经分子检

测均为转基因植株。利用该方法在温室小量试验

（图５Ａ、Ｂ）和在田间大量试验中（图 ５Ｃ、Ｄ）共筛选
６８０２株，获得了 ９株抗性植株，在后代的分子检测
中均为转化植株。该方法筛选结果可靠，操作简

单，省工省时。

Ａ、Ｂ温室内筛选 Ａ：喷草铵膦后植株状态，Ｂ：喷草铵膦后

植株状态；Ｃ、Ｄ图 大田筛选 Ｃ：为喷药前大豆正常生长，

Ｄ：为筛选后大部分植株死亡，绿色两株为抗性植株。

Ａ、Ｂ：Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｉｎｇｒｅｅｎｈｏｕｓｅ．Ａ：Ｓｏｙｂｅａｎ’ｓｓｔａｔｕｓａｆｔｅｒ

ｓｐｒａｙｉｎｇｇｌｕｆｏｓｉｎａｔｅ，Ｂ：Ｓｏｙｂｅａｎ’ｓｓｔａｔｕｓａｆｔｅｒｓｐｒａｙｉｎｇｇｌｕｆｏｓｉｎａｔｅ．

Ｃ、Ｄ：Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｉｎｆｉｅｌｄ．Ｃ：Ｓｏｙｂｅａｎｌｉｖｅｄｎｏｒｍａｌｌｙｂｅｆｏｒｅ

ｓｐｒａｙｉｎｇｏｆｇｌｕｆｏｓｉｎａｔｅ，Ｄ：Ｍｏｓｔｏｆｓｏｙｂｅａｎｄｉｅｄａｆｔｅｒｓｐｒａｙｉｎｇ

ｏｆｇｌｕｆｏｓｉｎａｔｅ，ｔｈｅｇｒｅｅｎｔｗｏａｒｅｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｏｇｌｕｆｏｓｉｎａｔｅ．

图 ５　叶片喷洒草铵膦筛选效果

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｇｌｕｆｏｓｉｎａｔｅｓｐｒａｙｉｎｇｏｎｌｅａｖｅｓ

３　讨论

通过对转基因大豆 ４种筛选方法结果的比较，
发现叶片喷洒法最为合适。研究表明浸种法会降

低种子发芽率，且操作复杂，因此不是转基因植株

筛选的最佳方法。根吸法重复性差，不稳定因素

多，不宜采用。叶片涂抹法结果不稳定可能由 ２个
原因导致，一为再生植株为嵌合体，而 Ｔ０代由于光

线不足，再生植株的结荚率受到很大影响
［９］
，一般

只结３个荚，结８粒种子，这样可能转化的嵌合体部
分没有收到种子；另一个原因是叶片涂抹法不准

确，不适合作为一种检测方法。叶片涂抹法效果受

叶龄影响较大
［１０］
，因为有些再生植株新生叶也呈深

绿色，对草铵膦抗性较浅绿的新叶强，因此只根据

叶龄，涂抹结果也难以准确筛选转化植株，且要经

常观察是否有嫩叶需要涂抹，涂抹速度慢，费工费

时，不适合筛选使用。４种筛选方法中以叶片喷洒
法效果最好，喷洒浓度为 １∶２００草铵膦，在之后的
Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ试验、ＲＴＰＣＲ检测试验、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
试验及 ＧＦＰ观察［１１，１２］

中均证实所筛选植株为阳性。

该方法只需喷洒一次，操作简单、方便，省工省时，

适合于大量筛选。如果只是个别植株的筛选可选

择根吸法，采用１∶２０００浓度吸 ３次，也可筛选到抗
性植株。
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