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摘　要：大豆的真菌性病害已经成为了限制大豆产量增长及品质提高的主要原因，利用基因工程技术培育出具有广
谱性抗病能力的大豆新品种，已成为目前提高大豆抗性的有效途径之一。本研究构建了含２种广谱抗病基因 ｃｈｉ和
ｈｒｐＺｐｓｔａ的双价植物表达载体，利用农杆菌介导技术导入大豆中，获得了能够在转录水平上表达２种外源抗病性基因
的转基因大豆。对经抗性筛选得到的阳性苗及后代植株进行ＰＣＲ检测、Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交、荧光定量ＰＣＲ检测，共得到Ｔ０
代阳性植株７株，Ｔ１代阳性植株２７株。转化植株的基因组在整合外源基因时出现不同情况，ｃｈｉｈｒｐＺｐｓｔａ双价载体
分别以单价和双价两种形式随机整合到受体大豆基因组中并且能稳定遗传，同时在转录水平上亦有不同。
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　　大豆所包含的营养成分种类比较完全，含量也
很丰富，其籽粒蛋白质含量一般为３５％ ～４０％，脂
肪含量为１５％～２５％。但在生产过程中，诸多真菌
性病害限制了大豆产量与品质的提升［１］。以大豆

灰斑病为例，一般可减产５％ ～１０％，严重时可减产
３０％～５０％，蛋白质和油分含量均有不同程度的降
低，该病害尤其对东北三省危害最为严重［２３］。此

外，如大豆锈病、大豆霜霉病等都是限制大豆产量的

主要因素，以上各病害在大豆各生育时期均有发生，

且都由真菌性病原菌所致。因此，培育具有广谱抗

真菌病害能力的品种是目前大豆育种工作的重要

目标。　　　
在生物育种的研究过程中，对于单个基因在植

物中的遗传转化取得了一定成果，但由于单基因表

达的抗性单一，真菌种类繁多以及真菌生理小种变

异等原因，要想选育广谱真菌病害抗性抗性或对某

病害有较完整抗性的植物新品种，就必须尝试导入

多个广谱抗性基因。

目前，在植株分子育种中重要的抗病基因有几

丁质酶基因、ｈｒｐＺｐｓｔａ基因、β１，３葡聚糖酶基因等，
其中，几丁质酶（Ｃｈｉｔｉｎａｓｅ，ｃｈｉ）是植物在受到外界
胁迫条件下产生的一种防御蛋白，能降解真菌细胞

壁的主要成分几丁质。当植物受到病原真菌侵染

后，植物体内几丁质酶活性会迅速升高，降解病原菌

的细胞壁，从而导致真菌病原菌死亡。因此，学术界

普遍认为几丁质酶与植物对真菌病原微生物的抗性

有关［４５］。ｈｒｐＺｐｓｔａ基因能够编码出 ｈａｒｐｉｎ蛋白，
ｈａｒｐｉｎ蛋白通过引起植物本身过敏反应而使受感染
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组织细胞坏死，从而封锁致病菌，以避免植物其他组

织遭到破坏，也是一种保护植物免受病原菌侵害的

有效途径［６７］。

本试验选择这两种在提高植物对抗病原菌侵害

方面功能不同的广谱抗性基因构建了双价表达载体

ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１ ｃｈｉｈｒｐＺｐｓｔａ，以期利用生物工程技
术培育出具有广谱抗真菌病害能力更强的大豆

品种。　　　　　

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　植物材料　受体大豆品种吉农２８，由吉林
农业大学植物生物技术中心提供。

１．１．２　载体及工程菌　植物表达载体 ｐＣＡＭ
ＢＩＡ３３０１、大肠杆菌 ＤＨ５α菌株、根癌农杆菌
ＥＨＡ１０５菌株，均由吉林农业大学植物生物技术中
心试验室保存。

１．１．３　引物　寡聚核苷酸引物由北京三博远志公
司合成，为了便于定向克隆和载体构建，在 Ｐ１，Ｐ２
上游引物和下游引物的５′端分别引入相应的酶切
位点：ＸｂａⅠ，ＳａｃⅠ。

Ｐ１：５′ＡＴＧＣＡＧＡＧＴＣＴＣＡＧＴＣＴＴＡＡＣ ３′
Ｐ２：５′ＴＣＡＣＣＡＴＴＧＧＡＡＴＴＧＣＴＧＴＴＧ ３′
Ｐ３：５′ＡＴＧＣＡＧＡＧＴＣＴＣＡＧＴＣＴＴＡＡＣ ３′
Ｐ４：５′ＴＣＡＣＣＡＴＴＧＧＡＡＴＴＧＣＴＧＴＴＧ ３′

１．２　方法
１．２．１　目的基因 ｃｈｉ的克隆与序列分析　本试验
中ｃｈｉ基因为吉林省农业科学院大豆中心提供的菜
豆几丁质酶基因，利用 Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件合成该目
的基因的上下游引物，用ＰＣＲ方法获得特异扩增片
段，ｃｈｉ基因的扩增条件：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变
性４５ｓ，５１℃退火４５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，７２℃后延伸
１０ｍｉｎ，３０个循环，对扩增后的目的条带进行回收并
测序。

１．２．２　重组植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１ ｈｒｐＺｐ
ｓｔａｃｈｉ的构建及鉴定　选用本实验室已构建好的
ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１ ｈｒｐＺｐｓｔａ作为基础植物表达载体，其
中ｈｒｐＺｐｓｔａ基因由吉林农业大学农学院病理教研室
高洁提供［８］，利用双酶切法对ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１ ｈｒｐＺ
ｐｓｔａ基础载体和目的基因ｃｈｉ的ＰＣＲ产物进行重组
构建。再利用限制性内切酶对重组后的 ｐＣＡＭ
ＢＩＡ３３０１ ｈｒｐＺｐｓｔａｃｈｉ表达载体进行验证。
１．２．３　双价表达载体 ｃｈｉ＋ｈｒｐＺｐｓｔａ在大豆中的遗
传转化　采用农杆菌介导法进行双价载体的遗传转
化，具体步骤参考张云月等［９］的方法。

１．２．４　转化植株的分子生物学检测
（１）转化植株的 ＰＣＲ检测：提取农杆菌介导法

所得到的转化植株基因组并以此为模板，分别利用

１．１．３中引物对２种外源基因进行 ＰＣＲ检测，未经
转化的受体植株为阴性对照，以表达载体 ｐＣＡＭ
ＢＩＡ３３０１ ｈｒｐＺｐｓｔａｃｈｉ质粒ＤＮＡ作为阳性对照，以
检测外源基因在植物基因组中的有无。

（２）Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测：大量提取经 ＰＣＲ检测
呈阳性的转化植株基因组ＤＮＡ，按照 Ｒｏｃｈｅ公司的
ＤＩＧＤＮＡＬａｂｅｌｉｎｇａｎｄＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔ操作步骤对基
因组进行操作，验证２种基因在转化植物全基因组
中的整合情况［１０］。

（３）荧光定量 ＰＣＲ检测：分别选取 Ｔ１代 ｃｈｉ，
ｈｒｐＺｐｓｔａ基因单价及双价阳性植株进行外源基因表
达的实时荧光定量 ＰＣＲ检测。选择大豆内源的 β
ａｃｔｉｎ基因为内参基因，设定其表达量为１，试验结果
由２ΔＣｔ法分析［１１１２］，检测外源基因在转录水平上的

表达量，数据２次重复取平均值。

２　结果与分析

２．１　目的基因的克隆与序列分析
以含有ｃｈｉ基因的克隆载体 ＰＭＤ １８Ｔ ｃｈｉ为

模板，利用所设计的 ｃｈｉ基因特异引物 Ｐ１，Ｐ２对目
的基因 ｃｈｉ进行 ＰＣＲ扩增，用０．８％的琼脂糖凝胶
对扩增结果进行电泳检测，所得结果如图１所示。

　　Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１，２，３：ｃｈｉ基因。
Ｍ：ＤＮＡＭａｋｅｒＤＬ２０００；１，２，３：ｃｈｉｇｅｎｅ．

图１　克隆载体中ｃｈｉ基因 ＰＣＲ检测
Ｆｉｇ．１　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃｈｉｇｅｎｅｉｎ

ｃｌｏｎｉｎｇｖｅｃｔｏｒ

从图１中可以看出，目的基因 ｃｈｉ克隆产物的
泳道在８１６ｂｐ处产生了明显的条带，将目的条带回
收并测序，测序结果显示，与吉林省农业科学院大豆

中心提供的菜豆几丁质酶基因同源性为１００％，说
明目的基因ｃｈｉ已成功获得克隆。
２．２　重组植物表达载体的构建及验证
２．２．１　重组表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１ ｈｒｐＺｐｓｔａ ｃｈｉ
的构建　在植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１ ｈｒｐＺｐｓｔａ
为基础载体（ｈｒｐＺｐｓｔａ基因 ＰＣＲ扩增见图２），利用
双酶切法将ＰＣＲ扩增出的ｃｈｉ基因片段插入到启动
子ＣａＭＶ３５Ｓ下游，构建成以除草剂草丁膦抗性基因
为筛选标记的重组植物表达载体，经改造后的表达

载体Ｔ ＤＮＡ区域如图３所示。
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　　Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１～３：ｈｒｐＺｐｓｔａ基因。

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１３：ｈｒｐＺｐｓｔａｇｅｎｅ．

图２　基础载体中ｈｒｐＺｐｓｔａ基因ＰＣＲ检测
Ｆｉｇ．２　ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｈｒｐＺｐｓｔａｇｅｎｅｉｎ

ｆｕｎｄａｒｍｅｎｔａｌｖｅｃｔｏｒ

图３　重组植物表达载体
ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１ＣｈｉｈｒｐＺｐｓｔａ结构图

Ｆｉｇ．３　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｄｉａｇｒａｍｏｆＴ ＤＮＡｒｅｇｉｏｎｉｎｔｈｅ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒｐＣＡＭＢＩＡ３３０１ＣｈｉｈｒｐＺｐｓｔａ

２．２．２　重组表达载体ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１ｈｒｐＺｐｓｔａｃｈｉ
的验证　对所构建的植物表达载体进行酶切鉴定
（图４），以 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１ ｃｈｉｈｒｐＺｐｓｔａ质粒为模
板，利用ＸｂａＩ，ＳａｃＩ，ＢｇｌⅡ，ＢｓｔＥⅡ４种限制性内切
酶进行酶切后，２条目的基因条带分别位于８１６和
１０２６ｂｐ，与图１，图２所示２种目的基因的 ＰＣＲ条
带完全一致，因而可以充分说明 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１
ｈｒｐＺｐｓｔａｃｈｉ双价表达载体构建成功。

　　Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１～３：ｃｈｉｈｒｐＺｐｓｔａ酶切产物。

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１３：Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅａｎｌｙｓｉｓｏｆ

ｃｈｉｈｒｐＺｐｓｔａｇｅｎｅ．

图４　双价基因ｃｈｉｈｒｐＺｐｓｔａ酶切产物

Ｆｉｇ．４　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅａｎｌｙｓｉｓｏｆ

ｃｈｉｈｒｐＺｐｓｔａｇｅｎｅ
２．３　双价植物表达载体 ｃｈｉ＋ｈｒｐＺｐｓｔａ在大豆中的

遗传转化

　　以大豆品种吉农２８的子叶节为受体，利用农杆
菌介导法进行重组植物表达载体的遗传转化，获得

一批抗性植株。转化的外植体在含有草丁膦除草剂

浓度为１００ｍｍｏｌ·Ｌ１的筛选培养基中培养３０ｄ左
右，就可观察到有丛生芽长出。最终通过农杆菌介

导的大豆子叶节转化法，获得经ＰＣＲ检测为阳性的
Ｔ０代植株７株，Ｔ１代植株２７株。
２．４　转化植株的分子生物学检测
２．４．１　转化植株的 ＰＣＲ检测　提取 Ｔ０代转化植

株基因组ＤＮＡ作为模板，利用１．１．３中 Ｐ１，Ｐ２和
Ｐ３，Ｐ４两对引物进行 ＰＣＲ验证，结果表明，Ｔ０代
ＰＣＲ共检测出７株阳性植株，其中包括 ４株为 ｃｈｉ
基因阳性，另外３株为 ｃｈｉ和 ｈｒｐＺｐｓｔａ基因共阳性
（图５和图６），初步判定外源基因已转化至受体品
种中，且分为单价和双价两种整合形式。

　　Ｍ：标注 ＤＮＡＤＬ２０００；１：阳性对照；２：阴性受体对照；

３～６：转基因植株。

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２：Ｎｏｎ ｔｒａｎｓ

ｆｏｒｍｅｄｐｌａｎｔ；３６：Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ．

图５　Ｔ０代阳性植株ｃｈｉ基因ＰＣＲ检测结果

Ｆｉｇ．５　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＴ０ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ

ｗｉｔｈｃｈｉｇｅｎｅ

　　Ｍ：标注 ＤＮＡＤＬ２０００；１：阳性对照；２：阴性受体对照；

３～５：转基因植株。

Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２：Ｎｏｎ ｔｒａｎｓ

ｆｏｒｍｅｄｐｌａｎｔ；３５：Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ．

图６　Ｔ０代ｈｒｐＺｐｓｔａ基因ＰＣＲ检测结果

Ｆｉｇ．６　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＴ０ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ

ｗｉｔｈｈｒｐＺｐｓｔａｇｅｎｅ

Ｔ１代 ＰＣＲ共检测出２７株阳性植株，其中 １５
株ｃｈｉ基因阳性，１２株为ｃｈｉ基因和ｈｒｐＺｐｓｔａ双价基
因共阳性（图６，图７）。外源双价抗病基因已成功
转化至受体品种基因组中，并在世代间遗传稳定。
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　　Ｍ：标注 ＤＮＡＤＬ２０００；１：阳性对照；２：阴性受体对照；

３～６：转基因植株。

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２：Ｎｏｎ ｔｒａｎｓ

ｆｏｒｍｅｄｐｌａｎｔ；３６：Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ．

图７　Ｔ１代阳性植株ｃｈｉ基因ＰＣＲ检测结果

Ｆｉｇ．７　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＴ１ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ

ｗｉｔｈｃｈｉｇｅｎｅ

　　Ｍ：标注 ＤＮＡＤＬ２０００；１：阳性对照；２：阴性受体对照；

３～６：转基因植株。

Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２：Ｎｏｎ ｔｒａｎｓ

ｆｏｒｍｅｄｐｌａｎｔ；３６：Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ．

图８　Ｔ１代阳性植株ｈｒｐＺｐｓｔａ基因ＰＣＲ检测结果

Ｆｉｇ．８　ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＴ１ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ

ｗｉｔｈｈｒｐＺｐｓｔａｇｅｎｅ

２．４．２　转化植株的 Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｏｌｔ检测　选择经
ＰＣＲ初步检测呈阳性的部分 Ｔ１代转基因植株并大
量提取其高纯度基因组 ＤＮＡ，同时以重组双价表达
载体ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１ｃｈｉｈｒｐＺｐｓｔａ质粒作阳性对照，
以未转化的受体大豆品种吉农２８植株基因组作为
阴性对照，利用限制性内切酶 ＨｉｎｄⅢ对 ＤＮＡ进行
单酶切，通过 Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测双价抗病基因在受
体植株基因组中的整合情况，图９表明，第１，３，４，６
号泳道均有明显的杂交信号产生，是整合水平上检

测呈阳性的植株，其中第１号泳道为阳性重组质粒
对照，第２号泳道为阴性受体植株基因组对照，第
３，４，６号泳道为外源基因整合水平检测出杂交信号
的阳性转基因植株，其中第３，４号泳道为在 ＰＣＲ初
步检测中ｃｈｉ单基因阳性的转基因植株，在进一步
整合水平的检测Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｏｌｔ中出现明显的杂交信
号，而第６号泳道为在 ＰＣＲ初步检测中 ｃｈｉｈｒｐＺｐ
ｓｔａ双价基因共阳型的转基因植株，在进一步整合水
平的检测 Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｏｌｔ中出现了杂交信号。图 １０

表明，第１，３，４，５，６号泳道均有杂交信号产生，其中
第１号泳道以双价表达载体作为阳性对照，第２号
泳道为阴性受体植株基因组对照，第３，４，５，６号泳
道为ＰＣＲ初步检测中ｃｈｉｈｒｐＺｐｓｔａ双价基因共阳性
的转基因植株以 ｈｒｐＺｐｓｔａ基因 ＰＣＲ回收产物作为
探针，进行Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交所得结果，双价基因杂交结
果条带亮度明显，并且无杂带产生，并且均为单拷贝

形式进行整合。

　　１：阳性质粒；２：阴性受体对照；３～６：转化植株。

１：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２：Ｎｏｎｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｐｌａｎｔ；３６：Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｐｌａｎｔｓ．

图９　ｃｈｉ基因Ｔ１代植株Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交检测结果

Ｆｉｇ．９　Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ

ｗｉｔｈｈｒｐＺｐｓｔａｇｅｎｅ

　　１：阳性质粒；２：阴性受体对照；３～６：转化植株。

１：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２；Ｎｏｎｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｐｌａｎｔ；３６：Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｐｌａｎｔｓ．

图１０　ｈｒｐＺｐｓｔａ基因Ｔ１代植株Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交检测结果

Ｆｉｇ．１０　Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

　　ｐｌａｎｔｓｗｉｔｈｈｒｐＺｐｓｔａｇｅｎｅ

２．４．３　转化植株的荧光定量 ＰＣＲ检测　图１１是
以ｃｈｉ基因特异引物进行的荧光定量 ＰＣＲ，对照组
ｃｈｉ基因的表达量数值几乎为０，表示在受体大豆植
株中无ｃｈｉ基因表达，其中１，２号为单价阳性的植
株ｃｈｉ基因转录水平的表达量，３，４号为双价阳性的
植株ｃｈｉ基因转录水平的表达量。图１２以 ｈｒｐＺｐｓｔａ
基因为模板所设计的特异引物进行荧光定量 ＰＣＲ
的相对表达量的结果，对照组 ｈｒｐＺｐｓｔａ基因的数值
几乎为 ０，表示在受体大豆植株中基本无 ｈｒｐＺｐｓｔａ
基因表达，而１～４号样品是在ｈｒｐＺｐｓｔａ基因在整合
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水平上检测均呈阳性的转基因植株，结果表明：ｈｒ
ｐＺｐｓｔａ基因在转录水平上的表达量约为 β ａｃｔｉｎ
基因表达量的０．３～１．２倍，均高于对照受体大豆
植株。　　　　

　　ＣＫ：阴性对照；１～４：转基因植株。

ＣＫ：Ｎｏｎｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｐｌａｎｔ；１４：Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ．

图１１　ｃｈｉ基因Ｔ１代植株Ｑ ＰＣＲ检测结果

Ｆｉｇ．１１　Ｑ ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＴ１ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｐｌａｎｔｓｗｉｔｈｃｈｉｇｅｎｅ

　　ＣＫ：阴性对照；１～４：转基因植株。

ＣＫ：Ｎｏｎｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｐｌａｎｔ；１４：Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｌａｎｔｓ．

图１２　ｈｒｐＺｐｓｔａ基因Ｔ１代植株Ｑ ＰＣＲ检测结果

Ｆｉｇ．１２　Ｑ ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＴ１ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ

ｐｌａｎｔｓｗｉｔｈｈｒｐＺｐｓｔａｇｅｎｅ

３　结论与讨论

本试验构建了同时包含 ｃｈｉ和 ｈｒｐＺｐｓｔａ两种广

谱抗病基因的双价植物表达载体 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１
ｃｈｉｈｒｐＺｐｓｔａ，并利用农杆菌介导法技术将两种目的
基因成功转入到大豆品种吉农２８的全基因组 ＤＮＡ
当中，分别得到单价和双价插入ＰＣＲ检测呈阳性的
Ｔ０代转基因材料７株，ＰＣＲ，Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｌｏｔ和荧光定
量ＰＣＲ均呈阳性的Ｔ１代转基因材料２７株，初步得
到了抗病基因稳定遗传的转化株系。通过对所获得

的转化植株进行 ＰＣＲ检测，发现 ｐＣＡＭＢＩＡ３３０１
ｃｈｉｈｒｐＺｐｓｔａ载体分别以单价、双价两种方式随机
整合到受体植株基因组中。对 Ｔ１代转基因大豆植
株进行以两种目的基因为探针的 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交检
测，均出现了杂交信号，并且外源基因以单拷贝的形

式整合到大豆基因组中，插入位点不尽相同，这是因

为进行外源基因的遗传转化时，表达载体中的 Ｔ
ＤＮＡ区是随机插入到基因组中的。对 Ｔ１代植株进
行荧光定量ＰＣＲ检测，表明外源基因能在遗传背景
复杂的大豆基因组中转录水平上进行表达。同时检

测出外源基因表达量不尽相同，这是因为外源基因

的插入位点是随机的，插入位点的微环境不同，可能

对载体中３５Ｓ启动子活性产生了不同的影响，以及
转基因植株生长环境不完全一致都会导致表达量不

同，而目的基因的单双价插入对表达量测定无明显

差异。　　　　
长久以来，由真菌引起的大豆病害一直是限制

大豆产量与品质有效提升的主要因素。自从人们培

育出第一例转基因大豆植株以来，通过多种遗传转

化手段获得了丰富的种质新资源，如抗病害、抗除草

剂、抗虫害等，但多数只是把单个基因转入至受体植

株中，并由于单个基因选择性抑菌以及抗病谱窄等

原因，很难获得效果理想的转基因植株，尤其是在抗

真菌性病害方面，单个基因的导入对于提高受体大

豆品种的抗性贡献十分有限，因此开发多基因的导

入模式对大豆的抗病害分子育种是十分有意义的。

随着转基因育种技术的不断发展，培育大豆抗病新

品种的主要手段已经由转化单一基因过渡到转化两

种甚至多种抗病性功能基因，由此得到抗病能力更

强，抗病种类更多的大豆新种质资源。
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