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摘　要：近年来，随着植物基因工程的快速发展，利用转基因技术进行大豆分子育种和基因功能研究成为一种重要手
段。现阶段大豆转基因的研究重点主要集中在大豆遗传转化的方法和建立高效、稳定地遗传转化再生体系方面。本

文对大豆遗传转化相关方法、转化再生体系及转化效率相关的因素进行了阐述，为大豆遗传转化及转基因新品种培

育等相关研究提供参考。
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　　大豆［Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ（Ｌ．）Ｍｅｒｒｉｌｌ］是我国重要的
油料和经济作物，是食用油和植物蛋白的重要来源，

在食品工业和农业生产中有着重要地位［１３］。大豆

生长过程中易受病、虫害、干旱及盐碱等不良环境的

影响，造成其产量低而不稳。在常规杂交育种中，由

于较难突破物种间的杂交不亲和以及不良基因性状

间的连锁等，使得优良基因的利用受到一定限

制［４］。随着基因工程技术的发展，将外源基因通过

转基因技术整合到大豆基因组中，培育目标性状优

良的转基因大豆，成为大豆分子育种和基因功能研

究的重要手段，并获得了一定成效。目前，全球种植

面积最大的转基因作物是转基因大豆，相关资料显

示，２０１２年全球转基因大豆的种植面积占全部转基
因作物面积的近５０％，达到８０８６万ｈｍ２，是常规大
豆种植面积的３倍［５］。在我国，大豆转基因研究已

列为国家农作物重点资助课题，但商业化种植转基

因大豆仍是空白，因此加强我国转基因大豆的自主

研发能力是现阶段大豆育种研究的重要任务［６８］。

早在１９８８年，ＭｃＣａｂｅ等［９］利用基因枪轰击大

豆未成熟胚生长点，获得了大豆转基因植株，同一年

Ｈｉｎｃｈｅｅ等［１０］利用农杆菌侵染大豆子叶节的方法同

样获得转基因大豆植株。此后关于大豆遗传转化的

报道较多，但大批量规模化遗传转化突破性进展报

道很少，其主要原因是转化率没能得到显著提高。

本文通过对国内外大豆遗传转化方法的研究与探

讨，对大豆遗传转化的再生体系的构建和完善以及

影响大豆转化效率的一些关键因素等问题进行了综

述，为遗传转化技术的提高、转基因大豆新品种培育

等相关研究提供借鉴。

１　大豆遗传转化方法

目前大豆遗传转化的方法较多，主要有农杆菌

介导法、基因枪法、花粉管通道法、ＰＥＧ法、显微注
射法、电激法、超声波辅助农杆菌转化法［１１１２］等，其

中常用的方法有农杆菌介导法、基因枪法和花粉管

通道法。

１．１　农杆菌介导法
农杆菌是普遍存在于土壤中的一种革兰氏阴性
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细菌，该细菌能够在自然条件下有趋化性的感染大

多数双子叶植物的伤口部位，并能够诱导其产生冠

瘿瘤或发状根。农杆菌介导法（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｍｅ
ｄｉａｔｅｄ）中应用的主要有根癌农杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）和 发 根 农 杆 菌 （Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｒｈｉｚｏ
ｇｅｎｅｓ），这两种菌的细胞中分别含有Ｔｉ质粒和Ｒｉ质
粒，其上有一段转移ＤＮＡ（Ｔ ＤＮＡ），在病原菌致病
过程中，即农杆菌通过侵染植物伤口进入细胞后，植

物微伤口分泌的乙酞丁香酮（ＡＳ）作为信号因子诱
导农杆菌中的ｖｉｒ基因的表达，使农杆菌附着在植物
细胞上，但此时只留在细胞间隙中，而后启动 Ｔ
ＤＮＡ的进一步加工、剪切、复制，最终进入植物细胞
并整合到植物核基因组上，并稳定表达。农杆菌介

导的遗传转化具有以下优点：技术操作简单、经济成

本低、可靠性高，外源基因通常以单拷贝或者低拷贝

的形式插入到植物基因［１３１５］，其转化率相对较高，

可以转化的外源基因片段较大（≥５０ｋｂ），并且没有
明显的基因重排现象，但大豆转化的效率受到农杆

菌菌株感染转化能力、大豆基因型、组织培养条件和

转化后的筛选模式等因素影响，目前仍需要突破性

改进。

农杆菌转化的方法主要有整体植株接种共感染

法和叶盘转化法。其中，叶盘法于１９８５年由Ｈｏｒｓｃｈ
等发明的。该方法是用打孔器从消毒叶片上取得的

叶圆片为外植体［１６］。随后，研究人员在此基础上对

叶盘法进行了改良［１０，１７］。Ｐａｒｒｏｔ等［１７］在１９８８年采
用以子叶为外植体的改良叶盘法，经农杆菌侵染后

诱导不定芽再生植株，通过对１００个栽培大豆品种
进行试验，筛选出 ３个对农杆菌较敏感的基因型。
目前，大豆中农杆菌转化大多采用以子叶、下胚轴或

子叶节等器官为外植体的改良叶盘法。１９９９年
Ｚｈａｎｇ等［１８］利用农杆菌介导子叶节转化系统获得转

ｂａｒ基因大豆，转化率为３％。２００３年卜云萍等［１９］

同样利用子叶节转化体系成功将深黄被孢酶Δ６脂
肪酸脱氢酶基因导入大豆。２００３年 Ｏｌｈｏｆｔ等［２０］报

道了在共培养基中添加硫醇类化合物和 Ｌ半胱氨
酸可防止农杆菌侵染导致的组织坏死现象，从而提

高转化率。２００６年Ｐａｚ等［２１］以无菌水浸泡１６ｈ的
子叶节为外植体进行转化，转化率由１．４％提高到
７．８％。２０１０年 Ｙａｍａｄａ等［２２］采用微型金属毛刷对

子叶节外植体造成机械损伤并在侵染液中加入

０．０２％的ＳｉｌｗｅｔＬ７７，可使遗传转化效率从１．０％提
高到４．４％。

近几年，农杆菌介导法在我国得到越来越广泛

的应用，刘圣君等［２３］通过优化子叶节转化体系，经

农杆菌侵染后获得了遗传稳定的 Ｔ１代转化植株。

赵晓雯等［２４］以大豆子叶节为外植体采用农杆菌介

导法建立了一套较稳定的大豆子叶节遗传转化体

系。刘翠等［２５］分别以茎尖、胚尖、子叶节和下胚轴

为外植体，比较农杆菌介导大豆不同外植体的遗传

转化技术并获得了３个供试大豆品种的转基因 Ｔ１
植株。蓝岚等［２６］通过根癌农杆菌介导法，以子叶节

为外植体将抗虫基因 ｃｒｙＩＡ转入大豆品种东农 ５０
中，经ＲＴ ＰＣＲ及 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交法检测 ｃｒｙＩＡ基因
已整合到受体大豆基因组中。王萍等［２７］、党尉

等［２８］、姜楠等［２９］也通过农杆菌介导法侵染大豆的

不同外植体获得了转基因植株。

１．２　基因枪法
基因枪转化法（Ｐａｒｔｉｃｌｅｂｏｍｂａｒｄｍｅｎｔ）主要是通

过物理介导的方法将外源的 ＤＮＡ分子导入植物细
胞、组织、器官或原生质体中，并实现在植物基因组

中的整合。该方法利用低压气体加速以包被着

ＤＮＡ的金粉颗粒或其他惰性金属颗粒轰击植物组
织细胞，广泛应用于对农杆菌侵染不敏感的植物的

遗传转化中［３０］。与农杆菌转化法相比，其优点在于

该方法对外植体的基因型没有依赖性，具有相对高

的转化率，而且可转移多拷贝的重组 ＤＮＡ或者
ＤＮＡ片段；而缺点则是该方法耗资较大，转移的外
源基因片段相对较小（≥１０ｋｂ），易发生基因重组，
转基因植株还容易出现嵌合体等。

目前基因枪转化法主要采用大豆未成熟子叶诱

导产生的体细胞团为外植体［３１］。在１９９１年，Ｆｉｎｅｒ
等［３１］便以大豆悬浮体细胞团为外植体利用基因枪

法获得了转基因大豆的植株。到 １９９６年，Ｓｔｅｗａｒｔ
等［３３］利用该方法获得了抗虫（抗虫基因 ＢｔＣｒｙＩＡ）
转基因大豆植株，Ｈａｄｉ等［３４］利用该方法将１２个具
有不同功能的基因同时导入大豆体细胞团中，并获

得了转基因植株。１９９９年，Ｓａｎｔａｒｅｍ等［３５］利用未成

熟大豆子叶诱导产生胚性悬浮培养物，并以此为外

植体利用基因枪法进行转化得到了有效可育的转基

因大豆植物。Ｍａｕｇｈａｎ等［３６］用基因枪轰击固体培

养的胚性细胞团，成功的将牛酪蛋白基因转入大

豆，并获得了可育的转基因植株。此外利用大豆其

他组织、器官作为外植体进行基因枪转化的研究也

有报道。１９８８年ＭｃＣａｂｅ等［９］以大豆芽分生组织为

外植体利用基因枪法进行转化，在其获得的再生植

株中有２％的ＧＵＳ基因嵌合表达并获得可育的转基
因植株。２０００年 Ａｒａｇ珓ａｏ等［３２］以大豆胚尖为外植

体，利用基因枪转化法获得了转基因植株，转化效率

可达２０．１％。同时，前人对影响该方法转化效率的
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主要因素进行了研究和优化［３７３９］。

１．３　花粉管通道法
花粉管通道法（Ｐｏｌｌｅｎ ｔｕｂｅｐａｔｈｗａｙ）的原理主

要是当植物授粉后开花、受精过程中会形成花粉管

通道，此时将含有目的基因的ＤＮＡ溶液注射进该部
位，使得外源 ＤＮＡ可经过珠心通道进入胚囊，对尚
未发育完全的胚胎细胞进行转化，通过观察后代的

变异，最终筛选出转基因植株。该方法由周光宇

等［４０］１９８３年建立并研究发展起来，现已被许多育
种工作者采用，并培育出一批抗病、抗虫等农作物新

品系。１９９１年雷勃钧等［４１］利用花粉管通道法将外

源ＤＮＡ导入大豆中，其转化后代变异涉及到了包括
成熟期、株型、花色等多个产量或品种性状。１９９４
年，Ｌｅｉ等［４２］报道了利用花粉管通道法转化大豆植

株，获得了转基因大豆植株。２００９年，Ｌｉｕ等［４３］利

用花粉管法直接将一个无选择标记的 ｓｍＧＦＰ片段
转入大豆中，并获得转基因阳性植株，其转化效率为

３．２％。
花粉管通道法的优点是操作简单、不依赖于复

杂的组织培养过程，可将目的基因ＤＮＡ片段直接导
入，而不需要报告基因等，因此，不会带入多余的载

体骨架，环境安全性较好。但是该方法转化大豆效

率较低且可重复性不高［４４］，受到花期和环境影响较

大，后代筛选难度较大。因此在大豆转化的实际研

究中应用不广泛。

２　大豆遗传转化的受体再生系统

受体再生体系是大豆遗传转化系统中的重要组

成部分，该体系的优化和研究是解决转化效率、试验

周期及嵌合体等问题重要途径［４５］。目前大豆遗传

转化研究中应用的受体再生系统主要有以下３种：
不定芽器官发生途径的再生体系、原生质体再生体

系、体细胞胚胎发生途径的再生体系。

２．１　不定芽器官发生再生体系
不定芽器官发生方式所用的外植体包括子叶

节、半种子、茎尖、下胚轴、初生叶、花序等。目前大

豆再生体系中以子叶节不定芽器官发生体系的应用

最为成熟。早在１９８０年，Ｃｈｅｎｇ等［４６］以大豆子叶节

为外植体，在附加高浓度ＢＡ的Ｂ５培养基上诱导丛
生芽获得了高频率的再生植株。１９９４年，Ｌｕｏ等［４７］

分别利用含有野生型 ＴｉｐＴｉＢ０５４２基因和具有 ＵｉｄＡ
与ｎｐｔⅠ基因的农杆菌对大豆萌发的子叶进行转化，
被转化基因在转化大豆瘤中得到了表达。２００８年，
姬月梅等［４８］利用优化的农杆菌介导大豆子叶节遗

传转化体系成功获得 ＴａＮＨＸ２基因的转化植株。
２０１２年，王伟等［４９］利用优化的大豆子叶节再生体

系获得转 ＥＰＳＰＳ基因的抗性植株。以子叶节为外
植体进行遗传转化不受季节限制，外植体容易获得，

再生时间较短，过程简单，未经脱分化过程，再生频

率相对较高，易于培养。但此转化方法的效率仍然

偏低，不仅存在外植体较大、再生芽之间具有保护作

用以及外植体本身抗性等对转化后不利于筛选工作

的因素，而且子叶节经器官发生再生植株，未经过愈

伤组织的增殖，不定芽多数为多细胞起源，转化后得

到的多为嵌合体，致使后代纯化、筛选的难度加

大［５０］。

除了子叶节再生系统以外，还有胚尖［５１］、无菌

苗茎尖［５２］、未成熟胚子叶［５３］、上胚轴和初生

叶［５４５５］、幼胚轴［５６］、初生叶节［５７］等通过器官发生获

得再生植株的再生系统。

２．２　原生质体培养的植株再生体系
１９８８年，卫志明等［５８］从大豆成熟种子的子叶

分离原生质体，获得愈伤组织并诱导成苗，得到再生

植株。进而对不同的大豆品种进行了研究，获得了

大豆原生质体再生植株，这是大豆原生质体再生系

统的首次报道。随后的几年中，前人［５９６１］采用相似

的方法对不同的大豆品种进行了研究，并获得不同

品种的大豆原生质体再生植株。肖文言等［６２］采用

大豆幼胚子叶分离原生质体，培养并获得再生植株。

以上研究表明通过原生质体的分离培养可获得再生

植株，为大豆遗传转化受体系统的研究提供了依据。

与外植体培养再生途径相比较，原生质体再生

体系的优点在于易摄取外源遗传物质，理论上可克

服大豆遗传转化嵌合体现象。而缺点则有原生质体

培养较难、再生频率较低、受遗传背景影响较大、可

重复性差、再生植株易发生变异以及相关转化方法

效果不理想等，最终导致该体系在大豆遗传转化中

的应用并不广泛，近年来研究报道很少。

２．３　体细胞胚胎发生再生体系
体细胞胚胎发生再生体系一般采用液体悬浮培

养法，使胚性细胞团在２，４ Ｄ的诱导作用下不断增
殖，首先可为大豆转化提供丰富的外植体材料，另外

在筛选时能够与筛选剂充分接触，使得只有转化部

位的细胞可以增殖，这样就增加了筛选的有效性。

与不定芽器官发生方式相比，体细胞胚胎发生方式

的一个主要优势是体细胞胚体为单细胞起源，可有

效避免嵌合体的产生，因此有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。

该方法中常用到的外植体有未成熟子叶、未成

熟胚和未成熟下胚轴等。１９８３年，Ｃｈｒｉｓｔｉａｎｓｏｎ
等［６３］首次以未成熟胚的胚轴为外植体，用改良的

ＭＳ培养基附加２，４ Ｄ诱导体细胞胚胎发生，并获
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再生植株。在此基础上，前人分别用大豆未成熟胚

和未成熟子叶诱导胚状体并获得了再生植

株［６４６７、６９］。在１９８８年 Ｆｉｎｅｒ等［６７］报道了体细胞胚

胎悬浮培养技术，相关研究显示其为较好的再生体

系，之后他又对体细胞胚胎发生体系进行了改进，采

用胚性细胞团作为外植体，提高了转化和筛选的效

率［６８］。王晓春等［７０］利用球形期的体细胞胚受伤处

理作为转基因的受体进行转化，研究结果显示体细

胞胚团的转化率高达８．０％，而发育晚期的子叶胚
很难诱导出抗性体细胞胚，转化率为０％。通过前
人的研究改良，大豆体细胞胚再生体系虽取得了一

定进展，但此系统中体细胞胚胎组织培养过程较复

杂，培养周期较长，转化后再生频率低，另外该体系

还存在诱导出的体细胞易发生突变，较难发育成正

常植株，体细胞胚多次继代增殖后胚性丧失及再生

植株变异不结实等问题，所以该体系还需进一步研

究改良［７１］。

３　影响大豆转化效率的主要因素

目前大豆转基因工作中，遗传转化效率低是亟

待解决的问题。影响大豆转化效率的主要因素有基

因型、农杆菌菌株、激素浓度、抗氧化剂、筛选剂等。

不同的转化方法导致转化率差异较大，其中农杆菌

介导的大豆转化体系具有较高的基因型依赖性。不

同基因型对农杆菌的敏感程度和组织培养的再生情

况影响着大豆的遗传转化效率。Ｄｏｎａｌｄｓｏｎ等［７２］对

１２个大豆品种进行了遗传转化，只有品Ａｃｃｏｌｉｂｒｉ获
得了遗传稳定的转基因植株。李文霞等［７３］研究发

现大豆基因型对子叶节丛生芽诱导及对农杆菌的易

感性均有较大影响，筛选得出最易感的大豆品种为

黑农３５，其次为绥农１４和合丰３５。王凤敏等［７４］对

２４个大豆基因型的再生能力进行了比较，发现吉林
小豆和Ｍａｖｅｒｉｃｋ的再生能力最强。邱波等［７５］也采

用农杆菌介导的子叶节遗传转化方法对１６个大豆
基因型进行转化，比较不同大豆基因型再生性及对

农杆菌敏感性的差异。基因型对大豆转化效率的影

响主要表现在对农杆菌的敏感程度和对组织培养再

生的反应程度。不同基因型的外植体和农杆菌的互

作关系复杂，农杆菌侵染后的外植体再生的情况存

在差异。

选择适合的农杆菌菌株也是影响转化效率的重

要因素。已经报道的大豆遗传转化中常用到的农杆

菌 菌 株 主 要 有 ＥＨＡ１０１、ＥＨＡ１０５、ＬＢＡ４４０４、
ＧＶ３１０１、ＡＧＬ１等。王凤敏等［７４］选用 ＥＨＡ１０１、
ＬＢＡ４４０４和ＥＨＡ１０５进行了大豆转化发现 ＥＨＡ１０１
的侵染能力最强。Ｋｏ等［７６］分 别选用 ＹＲＴ１、

ＧＶ３１０１和ＥＨＡ１０５菌株转化大豆未成熟胚愈伤组
织，结果显示农杆菌菌株 ＹＲＴ１效果优于另两个菌
株，经ＰＣＲ分析发现转基因胚性愈伤组织达５５％。
刘海坤等［７７］采用ＥＨＡ１０５进行大豆胚尖的转化，其
转化频率可达６．４％～１２．１％。

农杆菌侵染大豆外植体后常会导致组织褐化和

坏死，而产生褐化和坏死的原因是大豆中含有较多

的多酚氧化酶和过氧化氢酶，遇到病原体侵染时该

类物质会氧化成醌，醌再通过非酶促反应产生有色

物质从而导致组织褐化，并逐渐扩散到培养基中，同

时还会抑制细胞内其他酶的活性，影响细胞的正常

代谢，甚至导致组织死亡［７８］。前人研究结果显示，

可在培养基中添加抗氧化剂和抑制剂，减轻外植体

在培养过程中的酶促反应，从而减轻褐化，提高转化

效率。常用的抗氧化剂主要有 Ｌ 半胱氨酸、Ａｇ
ＮＯ３、抗坏血酸（Ｖｃ）、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、聚乙烯吡
咯烷酮（ＰＶＰ）等。李海燕等［７９］在大豆转化过程添

加Ｌ半胱氨酸和 ＡｇＮＯ３能够明显抑制大豆外植体
的褐化。

王昌陵等［８０］在共培养或诱导丛生芽阶段的培

养基中加入一定浓度的Ｌ半胱氨酸，结果抗性丛生
芽的诱导率均显著高于对照，表明抗氧化剂的使用

可以促进大豆的转化和再生效果。Ｏｌｈｏｆｔ等［８１］将二

硫苏糖醇等３种抗氧化剂混合添加在共培养培养基
中，结果大豆基因 Ｂｅｒｔ的转化效率平均可以达到
１６．４％。汲逢源等［８２］将硫代硫酸钠、Ｌ半胱氨酸和
二硫苏糖醇３种药品配合使用，结果明显地抑制多
酚氧化酶和过氧化氢酶的活性，达到了抑制大豆褐

化的作用。Ｗａｎｇ等［８３］以大豆下胚轴作为转化外植

体，诱导培养基中加入适量的ＡｇＮＯ３可以有效提高
不定芽的诱导率。

适合的植物生长调节剂能够诱导和促进外植体

分化形成丛生芽。大豆转化不同阶段常用到的激素

包括６ ＢＡ、ＩＡＡ、ＺＴ、ＧＡ３、ＮＡＡ等。龚学臣等
［８４］以

４个栽培大豆品种的子叶节为外植体，进行了苗龄
与６ ＢＡ浓度对大豆子叶节丛生芽诱导影响的研
究，发现大豆子叶节丛生芽率在不同大豆品种、无菌

苗苗龄和６ ＢＡ浓度间都存在着极显著的差异。武
小霞等［８５］进行了大豆子叶节再生中植物生长调节

剂的浓度及基因型的筛选，确定在大豆子叶再生过

程中所用到的激素及浓度并筛选出适合的基因型，

其中 ６ ＢＡ浓度为 １．７０ｍｇ·Ｌ１、ＧＡ３ 浓度为
０．５ｍｇ·Ｌ１时，分化率最高达７８．１％；生根培养基中
添加０．３７ｍｇ·Ｌ１ＮＡＡ更适合根的生长。陈李淼
等［８６］通过研究农杆菌介导法转化大豆子叶节的影

响因素，优化了农杆菌侵染浓度与侵染时间的最佳
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配比组合、乙酰丁香酮浓度并采用超声波辅助处理

提高大豆转化效率。邱承祥等［８７］认为不同浓度的

６ ＢＡ影响丛生芽的诱导率、不定芽的数量和芽的
伸长。低浓度的６ ＢＡ有利于芽的伸长，但芽的数
量少，丛生芽诱导率低；高浓度的６ ＢＡ可提高丛生
芽诱导率，但诱导的芽数量过多，芽生长的慢，一段

时间即黄化脱落。

据报道大豆遗传转化的筛选剂包括卡那霉素、

潮霉素、草丁膦、草甘膦、甘露糖等，而随着转基因生

物的安全性越来越受到人们的关注，除草剂类筛选

剂已成为大豆转化中常用的筛选剂［８８］。

４　展　望

经过多年研究，大豆遗传转化技术获得了一定

成果，国外已大面积商业化种植，但大豆的遗传转化

仍存在一些问题，如遗传转化方法较少，遗传再生体

系不完善，转化的外源目的基因单一等。因此尚不

能满足大豆育种和功能基因研究的需要。

虽然大豆的遗传转化技术研究面临种种问题，

但随着相关研究不断深入。相信在不久的将来，通

过大豆遗传转化体系的优化完善和转化方法的不断

创新，遗传转化效率低、重复性差的问题会得到解

决。同时大豆基因组测序的完成会有大批重要农艺

性状的基因被克隆，这将促进大豆基因工程的全面

展开，培育出优质、抗病虫、抗逆的转基因大豆新品

种。
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Ｃｈａｎｇｓｈａ：ＨｕｎａｎＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２００６．）

［５］　ＪａｍｅｓＣ．Ｇｌｏｂａｌｓｔａｔｕｓｏｆｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｉｚｅｄｂｉｏｔｅｃｈ／ＧＭｃｒｏｐｓ：２０１２．

ＩＳＡＡＡＢｒｉｅｆＮｏ．４４［Ｍ］．ＮＹ，Ｉｔｈａｃａ：２０１２．

［６］　杨加银．转基因大豆生产的现状与趋势 ［Ｊ］．世界农业，２００２

（６）：４０４２．（ＹａｎｇＪＹ．Ｐｒｅｓｅｎｔｓｉｔｕａｔｉｏｎａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇｔｒｅｎｄｓ

ｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓｏｙｂｅａｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，２００２

（６）：４０４２．）

［７］　钱迎倩，魏伟，桑卫国，等．转基因作物对生物多样性的影响

［Ｊ］．生态学报，２００１，２１（３）：３３７３４３．（ＱｉａｎＹＱ，ＷｅｉＷ，

ＳａｎｇＷＧ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｃｒｏｐｓｏｎｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ［Ｊ］．

２００１，２１（３）：３３７３４３．）

［８］　陈继承，周瑞宝．转基因大豆及其安全性 ［Ｊ］．粮食与油脂，

２００４（９）：３６３９．（ＣｈｅｎＪＣ，ＺｈｏｕＲＢ．Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓｏｙｂｅａｎｓ

ａｎｄｓａｆｅｔｙ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｅｒｅａｌｓ＆Ｏｉｌｓ，２００４（９）：３６３９．）

［９］　ＭｃｃａｂｅＤＥ，ＳｗａｉｎＷＦ，ＭａｒｔｉｎｅｌｌＢＪ，ｅｔａｌ．Ｓｔａｂｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａ

ｔｉｏｎｏｆｓｏｙｂｅａｎ（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ）ｂｙｐａｒｔｉｃｌｅａｃｃｅｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｉｏＴｅ

ｃｈｏｎｌｏｇｙ，１９８８，６：９２３９２６．

［１０］ＨｉｎｃｈｅｅＭＡＷ，ＣｏｎｎｏｒＷａｒｄＡＶ，ＮｅｗｅｌｌＣＡ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｄｕｃ

ｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓｏｙｂｅａｎｐｌａｎｔｓｕｓｉｎｇＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｍｅｄｉａｔｅｄ

ＤＮＡｔｒａｎｓｆｅｒ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１９８８，６：９１５９２２．

［１１］ＭｅｕｒｅｒＣＡ，ＤｉｎｋｉｎｓＲＤ，ＣｏｌｌｉｎｓＧＢ．Ｆａｃｔｏｒｓａｆｆｅｃｔｉｎｇｓｏｙｂｅａｎ

ｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌＲｅｐｏｒｔｓ，１９９８，

１８（３４）：１８０１８６．

［１２］ＴｒｉｃｋＨＮ，ＦｉｎｅｒＪＪ．ＳｏｎｉｃａｔｉｏｎａｓｓｉｓｔｅｄＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｍｅｄｉａ

ｔｅｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｓｏｙｂｅａｎ［Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ（Ｌ．）Ｍｅｒｒｉｌｌ］ｅｍｂｒｙｏ

ｇｅｎｉｃｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｃｕｌｔｕｒｅｔｉｓｓｕｅ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌＲｅｐｏｒｔｓ，１９９８，１７

（６７）：４８２４８８．

［１３］ＺｈａｏＺＹ，ＧｕＷ，ＣａｉＴ，ｅｔａｌ．ＭｏｌｅｃｕｌａｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆＴ０ｐｌａｎｔｓ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｂｙＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍａｎｄｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ｍｅｄｉａｔｅｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｗｉｔｈｂｏｍｂａｒｄｍｅｎｔｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｍａｉｚｅ

［Ｊ］．ＭａｉｚｅＧｅｎｅｔｉｃｓＣｏｏｐｅｒａｔｉｏｎＮｅｗｓｌｅｔｔｅｒ，１９９８，７２：３４３７．

［１４］ＤａｉＳＨ，ＺｈｅｎｇＰ，ＭａｒｍｅｙＰ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｒｉｃｅｐｌａｎｔｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｍｅｄｉａｔｅｄｔｒａｎｓ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｐａｒｔｉｃｌｅｂｏｍｂａｒｄｍｅｎｔ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｒｅｅｄｉｎｇ，

２００１，７：２５３３．

［１５］ＳｈｏｕＨＸ，ＦｒａｍｅＢＲ，ＷｈｉｔｈａｍＳＡ，ｅｔａｌ．Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｔｒａｎｓ

ｇｅｎｉｃｍａｉｚｅｅｖｅｎｔｓｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙｐａｒｔｉｃｌｅｂｏｍｂａｒｄｍｅｎｔｏｒＡｇｒｏｂａｃ

ｔｅｒｉｕｍ ｍｅｄｉａｔｅｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｒｅｅｄｉｎｇ，２００４，

１３（２）：２０１２０８．

［１６］ＨｏｒｓｃｈＲＢ，ＦｒｙＪＥ，ＨｏｆｆｍａｎＮＬ，ｅｔａｌ．Ａｓｉｍｐｌｅａｎｄｇｅｎｅｒａｌ

ｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｇｇｅｎｅｓｉｎｔｏｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９８５，２２７

（４６９１）：１２２９１２３１．

［１７］ＰａｒｒｏｔｔＷＡ，ＨｏｆｆｍａｎＬＭ，ＨｉｌｄｅｂｒａｎｄＤＦ，ｅｔａｌ．Ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆ

ｐｒｉｍａｒｙｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓｏｆｓｏｙｂｅａｎ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌＲｅｐｏｒｔｓ，１９８９，

７（８）：６１５６１７．

［１８］ＺｈａｎｇＺＹ，ＸｉｎｇＡＱ，ＳｔａｓｗｉｃｋＰ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｕｓｅｏｆｇｌｕｆｏｓｉｎａｔｅ

ａｓａｓｅｌｅｃｔｉｖｅａｇｅｎｔｉｎＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｍｅｄｉａｔｅｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ

ｓｏｙｂｅａｎ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌ，ＴｉｓｓｕｅａｎｄＯｒｇａｎＣｕｌｔｕｒｅ，１９９９，５６：

３７４６．

［１９］卜云萍，王广科，胡国武．深黄被孢酶△６脂肪酸脱氢酶基因

导入大豆 ［Ｊ］．生物技术，２００３，１３（３）：６８．（ＢｕＹＰ，Ｗａｎｇ

ＧＫ，ＨｕＧＷ．Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆ△６ ｆａｔｔｙａｃｉｄｄｅｓａｔｕｒａｓｅｇｅｎｅ

ｆｒｏｍｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａｉｓａｂｅｌｌｉｎａｉｎｔｏｓｏｙｂｅａｎｓｂｙＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００３，１３（３）：６８．）

［２０］ＯｌｔｈｏｆｔＰＭ，ＳｏｍｅｒｓＤＡ．Ｌ ｃｙｓｔｅｉｎｅｉｎｃｒｅａｓｅｓＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ｍｅｄｉａｔｅｄＴ ＤＮＡｄｅｌｉｖｅｒｙｉｎｔｏｓｏｙｂｅａｎｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙ ｎｏｄｅｃｅｌｌｓ

［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌＲｅｐｏｒｔｓ，２００１，２０（８）：７０６７１１．

［２１］ＰａｚＭＭ，ＭａｒｔｉｎｅｚＪＣ，ＫａｌｖｉｇＡＢ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐｒｏｖｅｄｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙ

ｎｏｄｅｍｅｔｈｏｄｕｓｉｎｇａｎａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｅｘｐｌａｎｔｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｍａｔｕｒｅ

ｓｅｅｄｆｏｒｅｆｆｉｃｉｅｎｔＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｍｅｄｉａｔｅｄｓｏｙｂｅａｎｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌＲｅｐｏｒｔｓ，２００６，２５（３）：２０６２１３．

［２２］ＹａｍａｄａＴ，ＷａｔａｎａｂｅＳ，ＡｒａｉＭ，ｅｔａｌ．Ｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅｐｒｅ
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ｗｏｕｎｄｉｎｇｗｉｔｈａｍｉｃｒｏｂｒｕｓｈｉｎｃｒｅａｓｅｄｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉ

ｕｍ ｍｅｄｉａｔｅｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｓｏｙｂｅａｎ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ

ｇｙ，２０１０，２７（２）：２１７２２０．

［２３］ＬｉｕＳＪ，ＷｅｉＺＭ，ＨｕａｎｇＪＱ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄ

ｓｅｌｅｃｔｉｏｎｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｎＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｍｅｄｉａｔｅｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ

Ｃｈｉｎｅｓｅｓｏｙｂｅａｎｖａｒｉｅｔｉｅｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌＲｅｐｏｒｔｓ，２００８，２７

（３）：４８９４９８．

［２４］赵晓雯，吴芳芳，狄少康，等．农杆菌介导的大豆子叶节遗传

转化技术流程及操作要点 ［Ｊ］．大豆科学，２０１１，３０（３）：

３６２３６８．（ＺｈａｏＸＷ，ＷｕＦＦ，ＤｉＳＧ，ｅｔａｌ．Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｆｌｏｗ

ａｎｄｋｅｙｏｐｅｒａｔｉｏｎｐｏｉｎｔｓｏｆＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｍｅｄｉａｔｅｄｇｅｎｅｔｉｃｔｒａｎｓ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｓｏｙｂｅａｎｃｏｔｙｌｅｄｏｎａｒｙｎｏｄｅ［Ｊ］．ＳｏｙｂｅａｎＳｃｉｅｎｃｅ，

２０１１，３０（３）：３６２３６８．）

［２５］刘翠，李喜焕，常文锁，等．农杆菌介导大豆不同外植体遗传

转化研究 ［Ｊ］．华北农学报，２０１２，２７（３）：３５４０．（ＬｉｕＣ，Ｌｉ

ＸＨ，ＣｈａｎｇＷＳ，ｅｔａｌ．ＳｔｕｄｉｅｓｏｆＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｍｅｄｉａｔｅｄｇｅ

ｎｅｔｉｃｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｌａｎｔｓｉｎｓｏｙｂｅａｎ（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ．

Ｌ）［Ｊ］．ＡｃｔａＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｅＢｏｒｅａｌｉＳｉｎｉｃａ，２０１２，２７（３）：３５

４０．）

［２６］蓝岚，吴帅，申丽威，等．根癌农杆菌介导大豆转ＢｔｃｒｙＩＡ抗

虫基因 ［Ｊ］．中国油料作物学报，２０１３，３５（１）：２９３５．（Ｌａｎ

Ｌ，ＷｕＳ，ＳｈｅｎＬＷ，ｅｔａｌ．ＴｒａｎｓｇｅｎｉｃｏｆｓｏｙｂｅａｎｗｉｔｈＢｔｃｒｙＩＡ

ｇｅｎｅｍｅｄｉａｔｅｄｂｙＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｍ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＯｉｌ

ＣｒｏｐＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１３，３５（１）：２９３５．）

［２７］ＷａｎｇＰ，ＷａｎｇＧ，ＪｉＪ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｉｍｍａｔｕｒｅ

ｃｏｔｙｌｅｄｏｎｖｉａＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓｉｎｓｏｙｂｅａｎ［Ｊ］．Ｓｏｙｂｅａｎ

Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００４，２３（２）：８６８９．

［２８］ＤａｎｇＷ，ＷｅｉＺＭ．ＥｆｆｉｃｉｅｎｔＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｍｅｄｉａｔｅｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａ

ｔｉｏｎｏｆｓｏｙｂｅａｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＣｅｌｌＢｉｏｌｏｇｙ，２００７（３）：

８５９６．

［２９］姜楠，王东，崔征，等．异黄酮合成酶基因高表达的大豆转基

因愈伤组织的研究 ［Ｊ］．沈阳药科大学学报，２００９，２６（１）：
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［７７］刘海坤，卫志明．利用根癌农杆菌介导转化大豆成熟种胚尖

获得转基因植株 ［Ｊ］．植物生理与分子生物学学报，２００４，３０
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ｉｏｌｏｇｙａｎｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２００４，３０（６）：６３１６３６．）

［７８］王栋，买合木提·克衣木，王永雄，等．植物组织培养中的褐

化现象及其防止措施 ［Ｊ］．黑龙江农业科学，２００８（１）：７

１０．（ＷａｎｇＤ，Ｋｅｙｉｍｕ·Ｍ，ＷａｎｇＹＸ，ｅｔａｌ．Ｂｒｏｗｎｉｎｇｐｈｅｎｏｍ
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ｌｏｎｇｊｉａｎｇＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２００８（１）：７１０．）

［７９］李海燕，刘淼，吴小霞，等．大豆转化过程中的褐化现象研究

［Ｊ］．作物杂志，２０１０（１）：３３３６．（ＬｉＨＹ，ＬｉｕＭ，ＷｕＸＸ，

ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅｂｒｏｗｎｉｎｇｄｕｒｉｎｇｓｏｙｂｅａｎｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．

Ｃｒｏｐｓ，２０１０（１）：３３３６．）

［８０］王昌陵，赵军，李英慧，等．转录因子ＡＢＰ９转化大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅ

ｍａｘＬ．）及遗传转化条件优化 ［Ｊ］．中国农业科学，２００８，４１
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［８２］汲逢源，王戈亮，许亦农．抗氧化剂对农杆菌介导的大豆下

胚轴ＧＵＳ基因瞬时表达的影响［Ｊ］．植物生态学报，２００６，３０
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［８４］龚学臣，季静，王萍，等．苗龄与６ＢＡ浓度对大豆子叶节丛

生芽诱导的影响 ［Ｊ］．吉林农业大学学报，２００５，２７（２）：
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［８５］武小霞，李静，姜成涛，等．大豆子叶节再生中植物生长调节

剂浓度及基因型筛选 ［Ｊ］．中国油料作物学报，２０１１，３３（２）：
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［８６］陈李淼，田星星，单志慧，等．利用农杆菌介导法转化大豆子
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２０１２，３１（１）：１７２３．）

［８７］邱承祥，武天龙．６ ＢＡ对大豆茎尖诱导再生植株的研究

［Ｊ］．大豆科学，２００３，２２（１）：３２ ３５．（ＱｉｕＣＸ，ＷｕＴＬ．
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ｍａｘ（Ｌ．）Ｍｅｒｒｉｌｌ］［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌＲｅｐｏｒｔｓ，２００４，２２（７）：４７８

４８２．

［８９］刘京，刘建巍，韩天富，等．潮霉素作为筛选剂对大豆发状根

诱导的影响 ［Ｊ］．大豆科学，２０１３，３２（４）：４４９４５４．（ＬｉｕＪ，
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ｅｎｃｅ，２０１３，３２（４）：４４９４５４．）

［９０］宋张悦．以草甘膦为筛选剂的大豆转基因研究 ［Ｄ］．杭州：

浙江大学，２０１３．（ＳｏｎｇＺＹ．Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｓｏｙｂｅａｎｕｓｉｎｇ
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（上接第１５４页）
［４８］范冬梅，孙殿君，马占洲，等多种环境下大豆单株粒重 ＱＴＬ

的定位与互作分析［Ｊ］作物学报，２０１３，３９（６）：１０２１ １０２９
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１０２９）

［４９］孙梦阳，王艳，武林，等黑龙江省主栽大豆品种脂肪含量分
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Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１３，３２（２）：１４３１４８）

［５０］王涛，杨春燕，赵青松，等两个大豆开花期 ＱＴＬ定位及对农

艺性状的影响分析［Ｊ］华北农学报，２０１３，２８（２）：６３ ６９
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［５１］邢光南，刘泽稀楠，谭连美，等大豆叶面茸毛密度和长度的

ＱＴＬ定位［Ｊ］作物学报，２０１３，３９（１）：１２２０（ＸｉｎｇＧＮ，Ｌｉｕ
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［５２］王吴彬，何庆元，杨红燕，等大豆结荚习性、荚色和种皮色相
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［５３］徐艳平分枝数和种皮色相关ＱＴＬ的定位及抗旱野生大豆种
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