
第 35 卷 第 4 期

2016 年 7 月

大 豆 科 学

SOYBEAN SCIENCE
Vol. 35 No. 4

Jul. 2016

不同大豆基因型对大豆遗传转化效率的影响及外源 T-DNA 插入分析
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摘 要: 大豆通常被认为是较难转化的豆科作物之一，大豆基因型是影响大豆转化效率的重要因素。采用农杆菌介

导大豆子叶节遗传转化方法，对 2 个国外大豆品种和 9 个国内品种进行转化研究，对转化再生植株进行 BAＲ 试纸条

和 PCＲ 检测。结果表明: 不同大豆品种再生率及转化效率存在显著差异。国外品种 Jack 和 Bert，南方大豆品种华春

6 号和东北大豆品种沈农 9 号具有较高的再生率和转化效率，转化效率分别达到 6. 45%、3. 80%、3. 24% 和 2. 86%。
对来源于沈农 9 号的 PCＲ 阳性植株进行 Southern 杂交检测，结果表明: 外源基因已导入受体大豆品种，该受体品种实

际转化效率为 2. 14%。对外源 T-DNA 插入结构进一步分析表明: 低拷贝( 1 ～ 2 个) T-DNA 插入比例为 75%。本研究

筛选了 4 个转化效率较高的大豆品种，为开展高效大豆遗传转化研究提供依据; 同时，作为大豆主栽品种，利用华春 6
号和沈农 9 号作为受体品种开展转基因研究，对于加快转基因大豆新品种培育研究也具有重要的参考价值。
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Effects of Different Soybean Genotypes on the Transformation Efficiency of Soy-
bean and Analysis of the T-DNA Insertions in the Soybean Genome
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( 1. Agro-Biotechnology Institute，Jilin Academy of Agricultural Sciences /Jilin Provincial Key Laboratory of Agricultural Biotechnology，Changchun
130033，China; 2. Institute of Plant Protection，Jilin Academy of Agricultural Sciences，Gongzhuling 136100，China)

Abstract: Soybean is usually considered as a recalcitrant leguminous crop to Agrobacterium-mediated transformation. Soybean
genotypes exert significant effects on the transformation efficiency. In this study，two abroad soybean cultivars and 9 domestic
cultivated soybeans were employed for Agrobacterium-mediated transformation. PCＲ and LibertyLink strip analysis on the re-
generated plants showed that different soybean genotypes exhibited significant differences in both regeneration and transforma-
tion rates. Among them，Jack，Bert，Huachun 6 and Shennong 9 showed higher transformation efficiency than other 7 cultivars
with 6. 45% ，3. 80% ，3. 24% and 2. 86% of transformation rate. Southern blot analysis was also carried out for the PCＲ-pos-
itive plants derived from Shennong 9. The results showed the integration of T-DNA in the soybean genome with 2. 14% of
transformation rate obtained for the recipient cultivar. Further analysis showed that 75% of the transgenic plants tested con-
tained low copies( 1-2) T-DNA insertions. Taken together，in this study，four soybean cultivars with high transformation rates
were selected for Agrobacterium-mediated transformation，Huachun 6 and Shennong 9 could be further utilized for development
of transgenic soybean cultivars.
Keywords: Soybean ［Glycine max ( L. ) Merr. ］ genotypes; Agrobacterium-mediated transformation; Transformation
rate; T-DNA insertions

高效、稳定的大豆遗传转化技术是开展转基因

大豆研究的核心问题之一［1］。尽管目前已发展了

多种大豆转化及再生技术体系，但农杆菌介导转化

方法仍然是大豆遗传转化的主流。与其它大豆转

化方法相比，农杆菌介导转化法具有多方面的优

势，一是可选用的外植体类型广泛，转化效率相对

较高［1］，二是外源 T-DNA 插入拷贝数较低，结构简

单，外源基因发生沉默的比例较低［2］。不过，与水

稻、百脉根等作物相比较，大豆转化率仍然较低，仍

被认为是较难转化的豆科作物之一［3］。
影响大豆遗传转化效率的因素包括大豆基因

型、农杆菌菌株类型、抗氧化剂、筛选剂、激素类型

和浓度等［1，4-5］。大豆基因型可能是影响大豆转化

效率最重要的因素之一［6］。已有研究表明，农杆菌

介导转化法具有一定的基因型特异性，不同大豆基

因型转化效率存在明显差异，有些大豆品种甚至无

法转化［7］。Simmonds 等［8］对 12 个大豆品种进行了

遗传转化，不同基因型之间 GUS 基因瞬时转化率的
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变化范围为 27% ～92%，且只有 Accolibri 品种获得

了稳定遗传的转基因植株。马晓丽等［9］利用农杆

菌介导的大豆子叶节转化法对 4 种不同的大豆基因

型品种转化 GUS 基因，达到了不同的瞬时表达效

率。Owens 和 Cress［10］通过对 24 个栽培大豆品种和

3 个野生大豆株系进行转化研究，筛选出 3 个对农

杆菌 A348 高度易感的栽培品种 ( Biloxi、Jupiter 和

Peking) 和 1 个 野 生 品 种 ( PI3931693B ) 。贾 光 蕾

等［11］从 10 个大豆品种中筛选出 1 个转化效率较高

的大豆品种东农 50，PCＲ 阳性率达 7. 1%。综合已

有的研究报道，不同大豆基因型对农杆菌的敏感程

度和转化率存在明显的差异。已有的大豆遗传转

化研究主要是根据 GUS 染色或 PCＲ 检测结果确定

转化效率，但转化植株中存在嵌合体和农杆菌污染

等问题导致假阳性的比例较高，难以确定实际大豆

遗传转化效率。
本研究选取 11 种不同的大豆品种，研究不同大

豆基因型对农杆菌介导大豆遗传转化效率的影响，

并利用 Southern 杂交确定大豆品种的实际转化效率

和外源 T-DNA 插入拷贝数，以期筛选适合于遗传转

化的大豆主栽品种，为加快转基因大豆新品种培育

提供依据。

1 材料与方法

1. 1 材料

农杆菌 EHA105; 植物表达载体 pTF101-ubi3-
HrpZm( 携 带 目 的 基 因 hrpZm，植 物 筛 选 标 记 为

bar) ; 11 个供试品种中，Jack 和 Bert 为国外大豆品

种，沈农 9 号、沈农 12、合丰 25、合丰 39、绥农 14、吉
育 89 和吉育 47 为东北大豆品种，中黄 46 为黄淮海

大豆品种，华春 6 号为南方大豆品种。试验中所用

的培养基基础成分、植物激素、抗生素、草丁膦等购

自美国 Phyto Technology Laboratories 和 Sigma 公司。
试验中使用的培养基成分见表 1，萌发培养基为 GM
培养基，诱导培养基为 SIM 培养基，伸长培养基为

SEM 培养基，生根培养基为 ＲM 培养基。BAＲ 试纸

条( LibertyLink strips，Envirologix，USA) ; Hybood TM-
N + 尼龙膜( Amersham，USA) ; DIG High Prime DNA
Labeling and Detection Starter KitⅡ试剂盒( Ｒoche) ;

DIG 随机引物标记试剂盒( Ｒoche) ; BCIP /NBT 碱性

磷酸酯酶显色试剂盒( Ｒoche) 。
1. 2 农杆菌介导大豆子叶节遗传转化

采用农杆菌介导的大豆子叶节转化方法［12］，转

化流程见图 1。
1. 2. 1 外植体制备与共培养 挑选颗粒饱满的成

熟大豆种子，经次氯酸钠和浓盐酸混合液( 100∶3. 5)

消毒灭菌 10 ～ 12 h 后，放入萌发培养基 GM 中，

23℃黑暗培养 8 ～ 12 h。用解剖刀沿中轴线将大豆

种子分成两瓣完整的子叶，并将胚芽去掉，放入用

CCM 液体培养基重悬的农杆菌菌液中，60 r·min －1

震荡 30 min，去种皮，放于 CCM 固体培养基中( 琼脂

粉浓度为 5 g·L －1 ) ，于 23℃条件下暗培养 5 d。
1. 2. 2 丛生芽的诱导 将外植体胚轴前端切去，留

1 ～ 2 cm，近轴面朝上转移至含有 5 mg·L －1 草丁膦

的诱导培养基 SIM 中，25℃，16 h /8 h 光暗条件下培

养。14 d 继代 1 次，28 d 后统计丛生芽诱导率。丛

生芽诱导率( % ) = ( 产生丛生芽的外植体数 /接种

外植体数) × 100。
1. 2. 3 丛生芽的伸长及再生 将诱导产生丛生芽

的外植体接种到含有 5 mg·L －1 草丁膦的 SEM 伸长

培养基中培养，培养条件为 25℃，16 h /8 h 光暗周

期。待丛生芽伸长 2 cm 以上时切下，放入 ＲM 生根

培养基中继续培养。待主根及侧根长出后，取上部

叶片( 1 × 1) cm2进行 BAＲ 试纸条检测，计算再生率

及转化效率。再生率( % ) = 生根苗数 /接种外植体

数 × 100，转化效率( % ) = BAＲ 试纸条阳性数 /接种

外植体数 × 100。每个品种 3 次重复，每次重复大约

50 块外植体。
1. 3 PCＲ、BAＲ 试纸条及草丁膦涂抹检测

对移栽至温室的 T0 代转化苗采用 PCＲ 和 BAＲ

试纸条检测。采用 DNA 快速提取法提取转化植株

叶片 DNA［13］，进行 PCＲ 扩增。根据植物表达载体

pTF101-ubi3-HrpZm 中目的基因 hrpZm 及上游启动

子 Gmubi3 序列设计特异性检测引物。上游引物 5'-
CGCATTATCAGCAGACGCTCC-3'; 下游 引 物 5'-AT-
TACCCGTGTCATAGGCACCAAG-3'。大豆内源基因

Gmactin 检测的上游引物 5'-TTGACTGAGCGTGGT-
TATTCC-3'，下 游 引 物 5'-GATCTTCATGCTGCTGG
GTG-3'。PCＲ 程序为: 95℃ 5 min; 94℃ 45 s，58℃
45 s，72℃ 2 min，共 35 个循环; 72℃ 延伸 10 min。
BAＲ 试纸条检测方法参照产品说明书，对检测结果

呈阳性的植株使用 500 mg·L －1的草丁膦涂抹叶片。
1. 4 转基因大豆植株 Southern blot 检测

选取 T1 代 PCＲ 和试纸条检测阳性大豆植株进

行 Southern 杂交检测。采用高盐 CTAB 法提取转基

因大豆和非转化大豆叶片总 DNA［14］。利用 HindⅢ
酶切总 DNA( 50 μg) 。采用高盐转移法纯化酶切片

段，将酶切片段转移至带正电荷的 Hybood TM-N +

尼龙膜上。根据载体质粒 HrpZm 基因序列设计引

物， 上 游 引 物 5'-GCACCATCGTCAACCACTA-
CATCGAG-3'，下 游 引 物 5'-TGAAGTCCAGCTGC-
CAGAAACCCAC-3'，并扩增探针模板。利用 DIG 随
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机引物标记试剂盒标记 hrpZm 基因探针进行检测。
探针制备及杂交程序根据 DIG High Prime DNA La-
beling and Detection StarterKitⅡ试剂盒说明书进行。
杂交 温 度 为 42℃，洗 膜 条 件 为 2 × SSC ( 0. 1%

SDS) ，37℃洗膜 2 次，每次 5 min; 0. 5 × SSC( 0. 1%
SDS) ，66℃洗膜 2 次，每次 15 min。然后利用 BCIP /
NBT 碱性 磷 酸 酯 酶 显 色 试 剂 盒 在 杂 交 膜 上 化 学

显色。
表 1 大豆子叶节遗传转化培养基

Table 1 Culture mediums used in Agrobacterium-mediated transformation of soybean

GM CCM SIM SEM ＲM

MS 合成盐 MS salt mixture － － － 1 × 1 /2 ×

B5 合成盐 B5 salt mixture 1 × 1 /10 × 1 × － －

2 － ( 4 － 吗啉) 乙磺酸 MES /g·L －1 － 3. 90 0. 59 0. 59 0. 59

6 － 苄基腺嘌呤 6 － BAP /mg·L －1 － 1. 67 1. 67 － －

赤霉素 GA3 /mg·L －1 － 0. 25 － 0. 50 －

乙酰丁香酮 AS /mg·L －1 － 39. 24 － － －

L 半胱氨酸 L － Cys /mg·L －1 400. 00

二硫苏糖醇 DTT /mg·L －1 154. 20

替卡西林 Tic /mg·L －1 250. 00 250. 00 250. 00

头孢霉素 Cef /mg·L －1 － － 100. 00 100. 00 100. 00

L － 天冬酰胺 L － Asp /mg·L －1 － － － 50. 00 50. 00

谷氨酰胺 Glu /mg·L －1 － － － 50. 00 50. 00

草丁膦 Glufosinate /mg·L －1 － － 5. 00 5. 00 －

吲哚乙酸 IAA /mg·L －1 － － － 0. 10 －

玉米素 ZＲ /mg·L －1 － － － 1 －

吲哚丁酸 IBA /mg·L －1 － － － － 1

蔗糖 Sucrose( w /v) 2. 00 3. 00 3. 00 3. 00 2. 00

琼脂 Agar /g·L －1 4. 50 8 . 00 8. 00

植物凝胶 Phytagar /g·L －1 3. 00 3. 00

pH 5. 80 5. 40 5. 70 5. 70 5. 60

A: 种子萌发; B: 农杆菌侵染; C: 共培养; D: 共培养 5 d 后; E: 丛生芽诱导; F: 丛生芽伸长;

G: 转化苗再生; H: 移栽。

A: Germinated soybean seeds; B: Infection with A. tumeficiens; C: Co-cultivation; D: Co-cultiva-

tion after 5 days; E: Induced green shoots; F: Elongated shoots; G: Ｒegenerated plantlets; H: The

plants transported in greenhouse.

图 1 农杆菌介导大豆遗传转化流程

Fig. 1 Agrobacterium-mediated transformation process of soybean
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2 结果与分析

2. 1 不同大豆基因型丛生芽诱导率和再生率的

比较

转化细胞能否再生及再生频率是影响大豆转

化效率提高的关键因素［1］。在农杆菌侵染条件下，

转化细胞的再生率更是直接影响转化效率的高低。
在农杆菌侵染及 5 mg·L －1草丁膦的筛选条件下，研

究 11 种不同大豆基因型诱导率和再生率，结果表

明: 11 种大豆基因型均可以被诱导，但只有 6 种基

因型可以再生为完整的小植株( 图 2) 。合丰 25 和

中黄 46 诱导率较低，分别为 30. 16% 和 45. 99%，诱

导率较高的品种有 Jack、Bert 和沈农 9 号，分别达到

92. 93%、82. 68%和 84. 28%，其余 6 个大豆品种的

诱导率均在 70% 左右。从再生率上看，沈农 9 号、
沈农 12、吉育 47、华春 6 号、Jack 和 Bert 6 个品种可

以获得再生苗，再生率分别达到 7. 08%、2. 86%、
5. 45%、8. 59%、18. 87% 和 21. 11%。其中 Jack 和

bert 两个品种的再生率相对较高，其次是华春 6 号

和沈农 9 号。诱导率相对较高的大豆品种其再生率

也相对较高。

图 2 不同基因型的诱导率及再生率

Fig. 2 Induction and regeneration rates of 11 soybeans

2. 2 不同大豆基因型对农杆菌介导大豆转化效率

影响

农杆菌对大豆子叶节的侵染及其组织再生性

都存在很大的品种依赖性［15］，因而基因型成为大豆

遗传转化技术中的关键因素，并直接影响转化效

率。在转化的 11 个品种中，沈农 9 号、沈农 12、吉

育 47、华春 6 号、Jack 和 Bert 可以再生。对可以再

生的转化苗，采用简单快捷的 BAＲ 试纸条检测方法

进行检测并计算其转化效率，Jack 和 Bert 的转化效

率相对较高，分别为 6. 45% 和 3. 80%，其次是北方

品种沈农 9 号和南方品种华春 6 号，分别为 2. 86%
和 3. 24%，沈农 12 和吉育 47 没有获得 BAＲ 试纸条

检测阳性转化植株( 图 3) 。对检测结果呈阳性的植

株使用草丁膦涂抹叶片，叶片涂抹结果与 BAＲ 试纸

条检测结果均呈阳性的植株 13 份 ( 图 4A 和 B ) 。
对其中 BAＲ 试纸条检测比较明显的 12 份材料进行

hrpZm 基因的 PCＲ 检测，获得 PCＲ 阳性材料 10 份

( 图 4C) 。从检测结果可以看出 BAＲ 试纸条的检测

结果与 PCＲ 检测结果并不完全一致。
通过对转化效率的比较，本试验从 11 种不同大

豆基因型中初步筛选了沈农 9 号、华春 6 号、Jack、
Bert 4 种转化效率较高的大豆基因型。Jack 和 Bert
为大豆遗传转化的常用品种，也有筛选出华春 6 号

基因型的报道［15］，沈农 9 号为东北地区的优良主栽

品种，作为大豆受体基因型进行遗传转化还未有过

报道，因此进一步以沈农 9 号为基因型扩大外植体

数量进行转化，最终确定其稳定的转化效率。

图 3 不同基因型的再生率及转化率

Fig. 3 Ｒegeneration and transformation rates
of 6 soybean genotypes

2. 3 Sourthen 杂交检测转化效率和拷贝数

为进一步明确 PCＲ 和 BAＲ 试纸条检测 T0代阳

性植株是否为转基因植株以及大豆实际转化效率，

采用 Southern 杂交进一步确定鉴定结果。共转化沈

农 9 号外植体 561 块，获得 BAＲ 试纸条与 PCＲ 阳性

植株 15 株，转化率为 2. 67%，与除草剂涂抹筛选试

验中沈农 9 号 2. 86% 的转化率十分接近。在检测
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的 T0代 15 株阳性植株中，有 12 个为 T1 代 Southern
杂交阳性株系，Southern 杂交阳性率为 80% ( 图 5) 。
表明在本试验条件下，并不是所有的 T0 代 PCＲ 和

BAＲ 试纸条检测阳性的植株，都能获得 Southern 杂

交阳性的 T1 代株系。在 5 g·L －1 草丁膦筛选条件

下，部分再生植株出现逃逸和假阳性现象，其原因

可能是由于再生植株中存在嵌合体现象，或是由于

农杆菌污染造成的。结合 Southern 杂交检测结果，

本研究确定沈农 9 号实际转化频率为 2. 14%，另

外，本试验结果也表明，外源 T-DNA 插入拷贝数均

较低，其 中 1 ～ 2 拷 贝 的 转 基 因 植 株 为 9 个，占

Southern 杂交阳性植株的 75%，与 Olhoft 等［16］报道

的结果一致。

A: 除草剂( 500 mg·L －1 BASTA) 涂抹筛选; B: BAＲ 试纸条检测; C: PCＲ 检测; M: DNA 标准分子量; Ctl + : 阳

性质粒对照; Wt: 未转化植株; 1 ～ 2: 沈农 9 号转化植株; 3 ～ 7: Jack 转化植株; 8 ～ 10: Bert 转化植株; 11 ～ 13: 华春 6

号转化植株。

A: Herbicide spraying with 500 mg·L －1 BASTA; B: Detected by LibertyLink strips; C: Detected by PCＲ; M:

DNA marker; Ctrl + : Positive control; Wt: Untransformed plants; 1-2: Plants derived from the soybean cultivar

Shengnong 9; 3-7: Plants derived from Jack; 8-10: Plants derived from Bert; 11-13: Plants derived from Huachun 6.

图 4 T0代转化再生植株 BAＲ 试纸条和 PCＲ 检测

Fig. 4 T0 regenerated plants detected by LibertyLink strips and PCＲ

M: DNA 标准分子量; Ctrl + : 阳性对照质粒; Wt: 非转化植株; 1 ～ 15: T1代转基因株系。

M: DNA marker; Ctrl + : Positive control; Wt: Wild type; 1-15: The T1 transgenic plants.

图 5 T1代转基因大豆 Southern 杂交检测

Fig. 5 Southern blot analysis of the T1 transgenic plants

3 结论与讨论

转基因育种技术已经成为培育大豆新品种的
一种重要方式，近年来商业化的转基因大豆品种主
要是由农杆菌介导法转化而来。而农杆菌介导的

大豆转化体系具有较高的基因型依赖性。本研究
选用 2 个国外大豆品种和 9 个国内品种进行农杆菌
介导转化研究，在转化过程中，诱导率较高的基因
型，其再生率也相对较高，但再生率较高的，其转化
效率不一定高。共筛选出了 Jack、Bert、华春 6 号和
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沈农 9 号 4 种适宜转化的大豆基因型，其中沈农 9
号为东北地区的大豆品种，其再生率达到 7. 08%，

转化率达到 2. 86%，均为相对较高的水平。沈农 9
号作为我国东北地区主栽大豆品种，利用其作为受
体品种进行遗传转化，可以不经过杂交或回交转
育，直接选育目标性状突出、综合性状优良的转基
因大豆事件，从而大大加快转基因大豆新品种选育
进程。

本研究采用了 BAＲ 试纸条、PCＲ 和 Southern 杂
交 3 种检测方式，对转化沈农 9 号的再生植株进行
检测，BAＲ 试纸条检测快速方便，但是其只能确定
bar 基因的表达却不能代表目的基因的导入情况，

通过 PCＲ 初步检测了目的基因的导入，但在 T0代的
检测中，可能会由于农杆菌菌液的污染而导致假阳
性，因而进一步对 T1 代转基因株系的单株进行了
Southern 杂 交 检 测，确 定 了 其 实 际 的 转 化 效 率
2. 14%，并不是所有的 T0代转基因阳性植株在 T1代
都能获得阳性转基因株系。本研究检测的 Southern
杂交阳性率为 80%，同时确定了外源 T-DNA 的整合
情况和拷贝数。

Olhoft 等［16］对 270 个 T0 代大豆独立转化事件
中 T-DNA 插入结构进行了研究。发现利用农杆菌
介导法获得的转基因大豆植株中，T-DNA 插入拷贝
数为 1 ～ 2 个 的 比 例 约 为 79. 1%。本 研 究 利 用
Southern 杂交鉴定确定外源 T-DNA 插入拷贝数均
较低，其中 T-DNA 插入拷贝数为 1 ～ 2 个的比例为
75%，与 Olhoft 等报道一致。结合已有的研究结果，

可见农杆菌介导大豆遗传转化外源 T-DNA 插入拷
贝数较低，结构简单。另一方面，低拷贝 T-DNA 插
入可以大大加快优异转化事件的纯合，降低外源基
因或片段在转基因植株中易出现目的基因发生丢
失或沉默，并导致转基因后代遗传不稳定现象的
发生［17］。
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