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传转化中，以 ３．０ｍｇ·Ｌ－１潮霉素作为吉林 ３５抗性筛选的适宜浓度。
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　　大豆是人类重要的油料作物和蛋白来源，利用
转基因技术提高大豆品质是当今育种的重要目标，

而建立一个高效、稳定的再生体系是实现这一目标

的基础。近些年发展起来的以大豆胚尖为外植体

的再生体系，因操作简便，再生周期短等优点受到

关注。邱承祥等
［１］
建立了以茎尖为外植体的大豆

组培高效再生植株体系，报道了不同品种对 ６ＢＡ
的耐受程度存在一定差异，合适的 ６ＢＡ浓度有使
差异减少的趋势。张东旭等

［２］
探讨了激素种类、浓

度、诱导时间等因素对胚尖生长过程的影响，表明

经０．５～１．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ诱导 ５ｄ大豆的胚尖出

芽率、植株再生率及胚尖丛生芽数等综合指标较

好，再生率最高达８４．１％。刘海坤等［３］
用农杆菌转

化大豆胚尖再生系统已成功将外源基因整合到大

豆基因组中，获得转基因大豆的频率达 ６．４％ ～
１２．１％。研究者还对大豆胚尖、子叶节和下胚轴再
生体系进行了比较研究，因所选用大豆品种、激素

浓度与配比不同，所得结果有差异
［４６］
。该试验以

吉林 ３５等 ５个基因型大豆为材料，研究不同浓度
６ＢＡ对诱导胚尖出芽的影响，在此基础上以吉林 ３５
为材料，探讨了大豆胚尖对不同浓度潮霉素的敏感

性，确定大豆在转基因过程中利用潮霉素作为筛选

剂的最适浓度，从而为农杆菌介导进行大豆的遗传

转化提供依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
吉林３５、吉林 ４７、东农 ４２、平安 ８和美国扁茎

大豆，由吉林农业大学植物科技学院提供。

１．２　外植体的获得
选取种皮完整无病斑、无虫害、无霉菌的成熟

大豆种子，用 ７５％的酒精处理 ３５ｓ，然后用 ０．１％
ＨｇＣｌ２消毒１０ｍｉｎ，无菌水洗 ３～５次，无菌水浸泡
种子６ｈ，取出萌动的种子，在无菌条件下去掉种
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皮、原叶及 ２片子叶，取下胚轴连同胚尖生长点接
种在丛生芽诱导培养基上。

１．３　基本培养基和培养条件
ＭＳ培养基的无机盐 ＋Ｂ５培养基的有机部分，

附加０．４ｇ·Ｌ－１ＭＥＳ、３０ｇ·Ｌ－１蔗糖、７ｇ·Ｌ－１琼
脂，ｐＨ５．８。培养温度 ２５～２８℃，光照周期为 １６ｈ
光照

!

８ｈ黑暗，光照强度２０００Ｌｘ。
１．４　６ＢＡ处理

以吉林３５、吉林 ４７、东农 ４２、平安 ８和美国扁
茎为材料，在诱导培养基上分别加入不同浓度 ６ＢＡ
（０、０．２、０．５、１．０、３．０和 ５．０ｍｇ·Ｌ－１），每个处理
３０个外植体，３次重复。１４ｄ调查统计各基因型产
生不定芽的外植体数、芽数，用 ＳＰＳＳ１６．０做不定芽
诱导率、芽数等性状的方差分析和 ＬＳＤ法显著性检
验。

不定芽诱导率 （％ ）＝出芽外植体数／接种外
植体数；

平均芽数 ＝总芽数 （芽高 ≥２ｃｍ）／出芽外植
体数。

１．５　潮霉素处理

以吉林３５为材料，接种到含３．５ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ
的芽诱导培养基上，诱导 ５ｄ后转入含潮霉素的芽
伸长培养基上，研究大豆胚尖对潮霉素的敏感性。

潮霉素设０、２．０、２．５、３．０、３．５和 ５．０ｍｇ·Ｌ－１共 ６
个处理，每个处理３０个外植体，３次重复。调查、分
析方法同１．４。

２　结果与分析

２．１　６ＢＡ浓度和基因型对诱芽率的影响
从６ＢＡ浓度来看，随着６ＢＡ浓度的增加诱芽

率先降低然后逐渐增加，达到最大值后，诱芽率又

降低。在０．５ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ浓度下吉林 ４７诱芽率
最高，达７２％；１．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ浓度下平安 ８诱
芽率最高，达６７％；１．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ浓度下美国
扁茎诱芽率最高，达 １０％；３．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ浓度
下吉林 ３５诱芽率最高，达 ８１．６７％。从基因型来
看，不同基因型胚尖诱芽率在同一激素浓度和不同

激素浓度下均有差异。在供试品种中吉林 ３５整体
诱芽率最高，而美国扁茎整体诱芽率最低。

从表１可以看出，６个６ＢＡ浓度间的诱芽率和
５个基因型间的诱芽率差异均达极显著水平，说明
不同６ＢＡ浓度和大豆不同基因型诱导胚尖不定芽
的能力存在差别。

ＬＳＤ法显著性检验，０．２ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ与 ０．５、
１．０和 ３．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ浓度间存在显著差异，

图 １　６ＢＡ浓度对大豆不同基因型胚尖丛生芽

诱芽率的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ６ＢＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓｏｆｅｍｂｒｙｏｎｉｃｔｉｐｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｙｂｅａｎｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

０．５、１．０、３．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ与 ５．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ
间存在显著差异，其余浓度间诱芽率相似，无显著

差异；吉林３５诱芽率显著高于其它大豆基因型，吉
林４７、平安８和东农４２的不定芽诱导率相似，美国
扁茎诱芽率显著低于其它 ４个基因型。综合考虑，
吉林 ３５是适于大豆胚尖不定芽系统的受体基因
型，并且在３．０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ浓度下诱芽率最高。
表 １　６ＢＡ浓度和基因型对诱芽率的双因素方差分析

Ｔａｂｌｅ１　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ６ＢＡａｎｄ

ｇｅｎｏｔｙｐｅｏｎｓｈｏｏｔｓｉｎｄｕｃｅｄｒａｔｅ

项目 Ｉｔｅｍ ＳＳ ＤＦ ＭＳ Ｆ Ｓｉｇ．

６ＢＡ １２８５．１８１ ５ ２５７．０３６ ５．２１５ ０．００３

基因型

Ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ
１３８０７．０２２ ４ ３４５１．７５５ ７０．０３３ ０．０００

２．２　６ＢＡ浓度和基因型对平均芽数的影响

从 ６ＢＡ浓度看，在６ＢＡ浓度为０ｍｇ·Ｌ－１时，
５个基因型之间基本没有差异，之后随着 ６ＢＡ浓度
的增加，平均芽数增多，达到最大值后，开始减少，

但６ＢＡ浓度对美国扁茎平均芽数几乎无影响。从
基因型来看，不同基因型平均芽数有差异，吉林 ３５
平均芽数表现出较大差异，变化幅度在 １．００～２．０１
个，美国扁茎平均芽数几乎没有变化，变化幅度在

１．００～１．１０个。
方差分析结果表明，６个６ＢＡ浓度间的平均芽

数和 ５个基因型间的平均芽数差异均达极显著水
平，说明不同 ６ＢＡ浓度和大豆不同基因型诱导胚
尖不定芽的能力存在差别。

ＬＳＤ法显著性检验，０ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ与其它浓
度的６ＢＡ间都呈显著差异，说明 ６ＢＡ对胚尖诱导
丛生芽有作用，０．２与 ０．５ｍｇ·Ｌ－１６ＢＡ对胚尖平
均芽数影响有显著差异；美国扁茎与其它 ４个基因
型之间有显著差异，各个激素浓度下平均芽数基本
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没有变化，吉林３５与吉林 ４７和东农 ４２、吉林 ４７与
平安８平均芽数间存在显著差异。

图 ２　６ＢＡ浓度对大豆不同基因型胚尖

丛生芽平均芽数的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ６ＢＡｏｎ

ａｖｅｒａｇｅａｍｏｕｎｔｏｆｂｕｄｓｏｆｅｍｂｒｙｏｎｉｃｔｉｐｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｙｂｅａｎｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

表 ２　６ＢＡ浓度和基因型对平均芽数的双因素方差分析

Ｔａｂｌｅ２　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ６ＢＡａｎｄ

ｇｅｎｏｔｙｐｅｏｎｔｈｅａｖｅｒａｇｅａｍｏｕｎｔｏｆｂｕｄｓ

ＳＳ ＤＦ ＭＳ Ｆ Ｓｉｇ．

６ＢＡ ０．９４３ ５ ０．１８９ ６．７９６ ０．００１

基因型 Ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ １．１３５ ４ ０．２８４ １０．２２９ ０．０００

２．３　潮霉素对胚尖丛生芽诱芽率与再生率的影响
以吉林３５为材料，研究潮霉素对胚尖丛生芽

的影响，培养２５ｄ的丛生芽诱芽率和再生率见表３，
从表 ３可以看出，随着潮霉素浓度增加，胚尖丛生
芽诱芽率和再生率较对照急剧下降。在潮霉素浓

度为３．５ｍｇ·Ｌ－１时，胚尖未形成丛生芽；在潮霉素
浓度为３．０ｍｇ·Ｌ－１时，胚尖形成的丛生芽均未抽
茎。

表 ３　潮霉素浓度对大豆胚尖丛生芽诱芽率与

再生率的影响

Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎＢｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄ

ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆｅｍｂｒｙｏｎｉｃｔｉｐ

潮霉素浓度 ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＨｙｇｒｏｍｙｃｉｎＢ／ｍｇ·Ｌ－１

０ ２．０ ２．５ ３．０ ３．５ ５．０

诱芽率

Ｓｈｏｏｔｉｎｇ／％
７０．３３ ４６．６７ ３３．３３ １０ ０ ０

再生率

Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ／％
５６．６７ １０．００ ６．６７ ０ ０ ０

　　方差分析结果表明，大豆胚尖丛生芽诱芽率和
再生率在不同浓度潮霉素间均表现出显著差异，表

明潮霉素对大豆胚尖丛生芽的形成和再生均有明

显的抑制作用。ＬＳＤ法显著性检验，潮霉素浓度为
３．５和５．０ｍｇ·Ｌ－１时诱芽率无差异，其它浓度下诱
芽率间均存在极显著差异；潮霉素浓度为 ２．０和
２．５ｍｇ·Ｌ－１时再生率有显著差异，为 ３．０、３．５和

５．０ｍｇ·Ｌ－１时再生率无差异，其它浓度下再生率
间均有极显著差异。

表 ４　潮霉素浓度对胚尖丛生芽诱芽率与

再生率的方差分析

Ｔａｂｌｅ４　ＶａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎＢ

ｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

ＳＳ ＤＦ ＭＳ Ｆ Ｓｉｇ．

诱芽率

Ｓｈｏｏｔｉｎｇ／％
１２１５３．６１１ ５ ２４３０．７２２ ７６７．５９６ ０．０００

再生率

Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ／％
７３７７．７７８ ５ １４７５．５５６ ７５８．８５７ ０．０００

３　讨论

该试验结果表明不同基因型大豆诱芽率、形成

丛生芽平均芽数在相同 ６ＢＡ浓度和不同 ６ＢＡ浓
度诱导下均存在差异，与以往的研究结果

［１２，４，７８］
相

一致。丛生芽的诱导是再生体系的基础环节，其数

量及质量直接影响着整个再生系统的优劣。该试

验选用５个基因型大豆品种，对于不同基因型其丛
生芽形成的最适 ６ＢＡ浓度均不相同，其中吉林 ３５
在整个胚尖再生系统中表现突出，３．０ｍｇ·Ｌ－１

６ＢＡ浓度下其诱芽率最高，达 ８１．６７％，每个外植
体平均为２．０１个芽，显著高于其它基因型品种；吉
林４７、平安８和东农４２表现中等；美国扁茎丛生芽
诱芽率极显著低于其它 ４个基因型，这可能是由于
美国扁茎中存在某种抑制物质，影响其丛生芽形

成，导致其不适合为胚尖再生系统的外植体。吉林

３５是大豆遗传转化中胚尖再生系统较理想的受体
基因型。

以大豆吉林３５胚尖为外植体，探讨潮霉素对其
诱芽率和再生率的影响，潮霉素浓度为３．５ｍｇ·Ｌ－１

时，未形成丛生芽；潮霉素浓度为 ３．０ｍｇ·Ｌ－１时，
丛生芽不能抽茎，再生率为 ０与对照有极显著差
异。邹莉等

［９］
研究表明，不同基因型大豆对潮霉素

的敏感性不同，潮霉素对大豆子叶节适宜筛选浓度

黑农 ３５为 ６ｍｇ· Ｌ－１、合丰 ３５和合丰 ２５为

４ｍｇ·Ｌ－１。可见，同一作物不同基因型对潮霉素抗
性不同，因此选择潮霉素进行筛选要针对不同基因

型。理论上潮霉素的浓度越高，筛选效率越高，但

浓度过高，会导致组织细胞生长受阻，影响作物正

常生长，综合考虑，以３．０ｍｇ·Ｌ－１潮霉素为吉林３５
胚尖筛选最适浓度。
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