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　　摘要：受体基因型依赖是限制根癌农杆菌介导的大豆遗传转化效率的重要因素，严重制约优良转基因材料创
制和品种选育效率。本实验以适宜我国不同地域种植的１３个大豆主栽品种为材料，系统比较了其丛生芽诱导率、
芽伸长率和遗传转化效率的差异。结果表明，在根癌农杆菌侵染和筛选剂存在的条件下，供试品种的丛生芽诱导

率差异较小，芽伸长率差异较大，最终的遗传转化效率差异更大。在供试的１４个大豆品种中，有７个获得转化植
株，其中４个转化效率在２％以上。高蛋白品种中黄４２的转化效率可达４．１％，是培育转基因大豆的良好受体材
料。
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　　自１９９６年孟山都推出第一个商业化的转基因
大豆品种“抗农达（ＲｏｕｎｄｕｐＲｅａｄｙ）转基因大豆”以
来，转基因大豆在世界上得到了迅速推广。２０１４
年，全球转基因大豆的种植面积已占大豆种植总面

积的８２％［１］。我国虽然尚未批准转基因大豆种植，

但在进口大豆（２０１４年进口量高达７１４０万吨［２］）

中，转基因大豆的比例接近 １００％［１］。２０１４年 １２
月，中国宣布批准进口杜邦先锋公司富含油酸的大

豆 Ｐｌｅｎｉｓｈ和拜耳作物科学公司的抗除草剂大豆
ＬＬ５５ＬｉｂｅｒｔｙＬｉｎｋ用作加工原料，使我国允许进口的
转基因大豆转化事件增加到１０个（其余为抗除草



剂大豆ＣＶ１２７、抗虫大豆 ＭＯＮ８７７０１、抗虫耐除草剂
大豆ＭＯＮ８７７０１×ＭＯＮ８９７８８、抗农达大豆 ＧＴＳ４０－
３－２、抗除草剂大豆 Ａ２７０４－１２、抗除草剂大豆
ＭＯＮ８９７８８、抗除草剂大豆 ３５６０４３、品质改良大豆
３０５４２３）［１，３］。作为大豆消费大国和全球最大的转
基因大豆进口国，我国急需加强自主研发，提升大豆

生物技术育种水平，为本国转基因大豆的产业化做

好技术和材料储备［４］。

根癌农杆菌（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）介导
法［５］和基因枪法［６］是目前最为常用的两种大豆转

基因手段。由于农杆菌介导的转基因技术体系具有

插入基因拷贝数低、遗传稳定、转化过程相对简单、

成本相对较低等优点，得到了更为广泛的应用［７，８］。

１９８８年Ｈｉｎｃｈｅｅ等［５］首次采用农杆菌介导法获得

转基因大豆植株以来，经过不断研究与探讨，该技术

体系正在逐渐优化与完善，但受体基因型依赖仍是

影响根癌农杆菌介导的大豆遗传转化成败和效率的

重要因素之一。目前，国外用于大豆遗传转化的常

用基因型有 Ｗｉｌｌｉａｍｓ７９、Ｗｉｌｌｉａｍｓ８２、Ｐｅｋｉｎｇ、Ｔｈｏｒｎｅ
等少数品种［５，９］。我国一些学者也对大豆转化受体

进行了筛选。Ｓｏｎｇ等［１０］通过不同品种之间的比较，

发现天隆一号的转化效率可达４．５９％，具有作为理
想转化受体材料的潜力；Ｌｉｕ等［１１］通过优化转化条

件，在合丰２５等中国大豆主栽品种中获得了转化植
株。但是，在上述研究中都较少采用我国各大主产

区当前大面积推广的品种，获得的转化植株整体性

状水平较低，需要经过多代回交才能获得综合性状

优良的转基因材料［１２，１３］。目前，需要利用各地当前

主推的品种进行遗传转化研究。本研究选取中国不

同地区代表性大豆主栽品种，系统比较了其丛生芽

诱导能力、再生能力和遗传转化效率的差异，以期筛

选出具有良好再生能力和较高转化效率的大豆主栽

品种，为创制具有优良农艺性状的转基因大豆材料

奠定基础。同时，明确造成不同品种遗传转化率差

异的原因，为提高大豆遗传转化效率提供新的依据。

１　材料与方法
１．１　材料

选用适宜在中国不同地区种植的１３个主要栽
培品种，其中，黑河 ３５、黑河 ４３、疆莫豆 １号、绥农
１４、吉育４７、晋豆１９、中黄１３、中黄３０和中黄３５为
北方春大豆品种；中黄 １３、中黄 ３５、中黄 ３９、中黄
４２、晋豆１９为黄淮海夏大豆品种；中黄１３、中黄３９、
桂夏１号和桂夏 ３号为南方多作区品种。除黑河
３５、中黄３９和中黄４２外，其它品种均为农业部推介

的大豆主导品种［１４～１８］。上述品种适应区域可覆盖

中国大陆最北端到最南端的广大区域（黑河３５可
在黑龙江省漠河县北极镇种植，中黄３９可在广东南
部春播）。对照品种为 Ｗｉｌｌｉａｍｓ８２，引自美国，为根
癌农杆菌介导大豆转化体系中常用的受体品种［３］。

转化载体为ｐＴＦ１０２（图１），含有报告基因ＧＵＳ和筛
选标记基因 ｂａｒ，用其获得的转基因植株抗草铵膦
（Ｇｌｕｆｏｓｉｎａｔｅ）。使 用 的 根 癌 农 杆 菌 菌 株 为
ＥＨＡ１０１［１９］。

图１　表达载体ｐＴＦ１０２的Ｔ－ＤＮＡ结构
Ｆｉｇ．１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＴ－ＤＮＡ

ｒｅｇｉｏｎｉｎｐｌａｓｍｉｄｖｅｃｔｏｒｐＴＦ１０２

１．２　方法
１．２．１　根癌农杆菌介导遗传转化的基本流程　大
豆遗传转化体系参考 Ｚｈａｎｇ等［２０］方法，并进行了一

些调整。基本转化程序为：（１）种子灭菌（氯气法），
１６～２０ｈ；（２）萌发５ｄ（Ｂ５盐３．１ｇ·Ｌ

－１，ＧＡＭＢＯＲＧ
ＢＡＳＡＬＳＡＬＴＭＩＸＴＵＲＥ，ＰｈｙｔｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＬａｂｏｒａｔｏ
ｒｉｅｓ，蔗糖２％，琼脂７ｇ·Ｌ－１，ｐＨ５．８，Ｂ５有机成分
１ｍＬ·Ｌ－１，ＧＡＭＢＯＲＧＢ５，ＰｈｙｔｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＬａｂｏｒａ
ｔｏｒｉｅｓ）；（３）共培养 ５ｄ（Ｂ５盐 ０．３１ｇ·Ｌ

－１，蔗糖

３％，琼脂８．３ｇ·Ｌ－１，ｐＨ５．４２，６－ＢＡ１．６ｍｇ·Ｌ－１，
ＧＡ３０．２５ｍｇ·Ｌ

－１，ＡＳ４０ｍｇ·Ｌ－１，ＤＴＴ１５０ｍｇ·
Ｌ－１，Ｌ－ｃｙｓ４００ｍｇ·Ｌ－１）；（４）芽诱导 １５ｄ（Ｂ５盐
３．１ｇ·Ｌ－１，蔗糖 ３％，ＭＥＳ０．６ｇ·Ｌ－１，琼脂 ７ｇ·
Ｌ－１，ｐＨ＝５．７，Ｂ５有机成分１ｍＬ·Ｌ

－１，Ｃｅｆ２５０ｍｇ·
Ｌ－１，Ｃｂ２５０ｍｇ·Ｌ－１，ＴＥ５０ｍｇ·Ｌ－１，６－ＢＡ１．６ｍｇ
·Ｌ－１）；（５）芽筛选 １５ｄ（Ｂ５盐 ３．１ｇ·Ｌ

－１，蔗糖

３％，ＭＥＳ０．６ｇ·Ｌ－１，琼脂７ｇ·Ｌ－１，ｐＨ５．７，Ｂ５有机
成分１ｍＬ·Ｌ－１，Ｃｅｆ２５０ｍｇ·Ｌ－１，Ｃｂ２５０ｍｇ·Ｌ－１，
ＴＥ５０ｍｇ·Ｌ－１，６－ＢＡ１．６ｍｇ·Ｌ－１，草铵膦８ｍｇ·
Ｌ－１，Ｇｌｕｆｏｓｉｎａｔｅ－ａｍｍｏｎｉｕｍ，Ｓｉｇｍａ）；（６）芽伸长阶
段，每１５ｄ继代一次，共继代 ３次（ＭＳ盐 ４．３３ｇ·
Ｌ－１，ＭＵＲＡＳＨＩＧＥ＆ ＳＫＯＯＧＢＡＳＡＬＳＡＬＴ，Ｐｈｙｔｏ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，蔗糖３％，ＭＥＳ０．６ｇ·Ｌ－１，植物凝胶３．３
ｇ·Ｌ－１，Ｓｉｇｍａ，ｐＨ５．７，Ｂ５有机成分１ｍＬ·Ｌ

－１，Ａｓｐ
５０ｍｇ·Ｌ－１，Ｇｌｕ５０ｍｇ·Ｌ－１，ＴＥ５０ｍｇ·Ｌ－１，Ｚｅａｔｉｎ
－Ｒ５０ｍｇ·Ｌ－１，Ｃｅｆ２５０ｍｇ·Ｌ－１，Ｃｂ２５０ｍｇ·Ｌ－１，
ＩＡＡ０．１ｍｇ·Ｌ－１，ＧＡ３０．５ｍｇ·Ｌ

－１，草铵膦４ｍｇ·
Ｌ－１）；（７）生根（ＭＳ盐４．３３ｇ·Ｌ－１，蔗糖３％，ＭＥＳ
０．６ｇ·Ｌ－１，琼脂 ７．５ｇ·Ｌ－１，ｐＨ５．７，Ｂ５有机成分
１ｍＬ·Ｌ－１，Ａｓｐ５０ｍｇ·Ｌ－１，Ｇｌｕ５０ｍｇ·Ｌ－１，ＩＢＡ
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１．５ｍｇ·Ｌ－１）；（８）移苗等步骤。培养条件做了如下
改变：共培养阶段的培养条件改为２２℃培养５ｄ，共
培养结束后直接转移到芽诱导培养基中，取消了外

植体的清洗步骤。共培养时使用的琼脂为 Ｓｉｇｍａ产
品，其余阶段的琼脂为上海生工产品。所有供试大

豆品种均在相同的实验条件下进行处理，其中，在进

行非侵染条件下的实验时，对外植体进行划伤处理

但不使用农杆菌进行侵染，不涉及共培养和再生芽

筛选两个阶段，伸长培养基中不添加筛选剂；进行农

杆菌侵染实验时，再生芽筛选阶段的草铵膦的浓度

为８ｍｇ·Ｌ－１，芽伸长阶段为４ｍｇ·Ｌ－１。制备共培
养所用菌种时，农杆菌在含有相应抗生素的ＹＥＰ培
养基中（２８℃，２２０ｒ／ｍｉｍ）培养到 ＯＤ６００＝１．０～１．２
时进行离心（５０００ｒ／ｍｉｍ，１０ｍｉｎ），重悬至 ＯＤ６００＝
０．６～０．８时用于侵染。外植体选用萌发５ｄ的大豆
子叶节。在芽诱导１５ｄ时统计产生丛生芽的外植体
数，在伸长阶段，每１５ｄ更换一次培养基，并统计高
度大于或等于２ｃｍ的再生苗数量。
１．２．２　外植体数量　每个品种、每个处理至少保证
３次有效重复。萌发阶段每批次用约１００粒种子，
共培养阶段和诱导阶段每批次用于数据统计的外植

体数为１２０～１４０个（每粒种子经切豆划伤后产生两
个子叶节外植体），芽筛选阶段外植体数为８０～１００
个，芽伸长阶段每批次外植体数为５０～７０个。在培
养的过程中，随时去除发生污染的外植体。

１．２．３　再生植株的ＰＣＲ鉴定　利用康为世纪生物
科技有限公司植物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒提取再
生苗ＤＮＡ，进行 ｂａｒ基因和 ｐＴｉＢｏ５４２质粒［２１］ｖｉｒ区
片段的ＰＣＲ检测，ｐＴｉＢｏ５４２质粒为ＥＨＡ１０１本身所
携带质粒，通过扩增其片段来验证材料中是否有农

杆菌残留，统计 ｂａｒ基因检测呈阳性并且 ｐＴｉＢｏ５４２
质粒片段呈阴性的再生苗数。ｂａｒ基因 ＰＣＲ检测采
用１０μＬ的 ＰＣＲ反应体系，引物由华大基因公司合
成。Ｆ序列为５′－ＧＣＡＣＣＡＴＣＧＴＣＡＡＣＣＡＣＴＡＣＡＴＣ
－３′，Ｒ序列为 ５′－ＣＡＧＡＡＡＣＣＣＡＣＧＴＣＡＴＧＣ

ＣＡＧＴＴ－３′。ＰＣＲ程序为：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃
变性３０ｓ，５９℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３０个循环；
７２℃加固延伸５ｍｉｎ。ｐＴｉＢｏ５４２质粒检测引物 Ｆ序
列为５′－ＡＴＴＧＣＴＴＧＡＧＡＧＴＡＴＴＣＣＧＡ－３′，Ｒ序列
为５′－ＣＡＴＴＴＴＣＡＴＡＧＧＣＴＧＣＴＴＣＡ－３′。ＰＣＲ程序
为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５１℃退火３０ｓ，
７２℃延伸５０ｓ；３０个循环，７２℃加固延伸５ｍｉｎ。
１．２．４　数据分析　丛生芽诱导率（％）＝（产生丛
生芽的外植体数／芽诱导阶段外植体总数）×１００；
芽伸长率（％）＝（芽伸长总数／芽诱导阶段外植体
总数）×１００；转化效率（％）＝（ＰＣＲ阳性苗数／芽诱
导阶段外植体总数）×１００。采用 ＳＡＳ９．０对实验数
据进行方差分析和多重比较（Ｄｕｎｃａｎ法）［２２］。

２　结果与分析
２．１　不同大豆品种丛生芽诱导率的差异

统计芽诱导１５ｄ时产生丛生芽的外植体数发
现，在农杆菌侵染及非侵染条件下，不同品种之间丛

生芽诱导率存在一定差异，但多数品种在两种条件

下的丛生芽诱导率差异未达到显著水平（表１），图
２为部分品种芽诱导１５ｄ时产生的丛生芽。中黄３５
和Ｗｉｌｌｉａｍｓ８２在农杆菌侵染与非侵染条件下的差
异显著（Ｐ＜０．０５），其中，中黄３５在根癌农杆菌侵
染后，丛生芽诱导率上升，而 Ｗｉｌｌｉａｍｓ８２则下降，说
明农杆菌侵染只会对少数大豆基因型的丛生芽诱导

率产生影响，本实验采用的芽诱导培养条件适合供

试的大多数品种。

２．２　不同大豆品种芽伸长率的差异
在芽伸长阶段，分别统计农杆菌侵染和非侵染

两种处理条件下各大豆品种所产生的伸长芽总数，

并计算芽伸长率。

在农杆菌侵染条件下，供试的１４个品种有１２
个获得了伸长苗（图３为部分再生苗），但多数品种
的芽伸长率较低。疆莫豆１号和中黄４２获得的再
生苗数量相对较多，其芽伸长率与其余品种之间差

注：Ａ：Ｗｉｌｌｉａｍｓ８２；Ｂ：黑河３５；Ｃ：桂夏１号；Ｄ：中黄３５
Ｎｏｔｅ：Ａ：Ｗｉｌｌｉａｍｓ８２；Ｂ：Ｈｅｉｈｅ３５；Ｃ：Ｇｕｉｘｉａ１；Ｄ：Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ３５

图２　部分品种的丛生芽
Ｆｉｇ．２　Ｍｕｌｔｉｐｌｅｓｈｏｏｔｏｆｔｅｓｔｅｄｃｕｌｔｉｖａｒｓ

９２陈　普等：中国大豆主栽品种遗传转化效率相关性状的比较研究



表１　不同大豆主栽品种丛生芽诱导率
Ｔａｂｌｅ１　Ｓｈｏｏｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ１４ｗｉｄｅｌｙ－ｐｌａｎｔｅｄｓｏｙｂｅａｎｃｕｌｔｉｖａｒｓ

品种
Ｃｕｌｔｉｖａｒ

丛生芽诱导率 Ｓｈｏｏｔｉｎｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅ／％
农杆菌侵染 ＩｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡ．ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ 非侵染 ＷｉｔｈｏｕｔＡ．ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

Ｆ值
Ｆ－ｖａｌｕｅ

中黄１３Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ１３ ７５．５±３．９Ａａ ８６．０±１０．８Ａａ ２．７
疆莫豆１号 Ｊｉａｎｇｍｏｄｏｕ１ ７３．０±１４．６Ａａ ６３．３±１．３ＡＢＣＤａｂｃｄ １．１
中黄３５Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ３５ ７２．７±１３．４Ａａ ３１．３±３．９Ｄｄｅ １８．５

桂夏１号 Ｇｕｉｘｉａ１ ６９．２±８．７Ａａｂ ７４．３±５．９ＡＢＣＤａｂ ０．３
中黄３９Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ３９ ６７．７±１１．５ＡＢａｂ ７９．０±６．６ＡＢＣａ ０．７
绥农１４Ｓｕｉｎｏｎｇ１４ ６３．４±４．３ＡＢＣａｂ ５３．１±１１．３ＡＢＣＤａｂｃｄｅ ０．３
黑河３５Ｈｅｉｈｅ３５ ６１．４±６．３ＡＢＣａｂ ６９．５±７．５ＡＢＣＤａｂｃ ０．９
Ｗｉｌｌｉａｍｓ８２ ５８．３±５．０ＡＢＣａｂｃ ８４．５±６．６ＡＢａ １０．９

吉育４７Ｊｉｙｕ４７ ５７．４±１３．７ＡＢＣａｂｃ ６２．３±１０．３ＡＢＣＤａｂｃｄ ０．１
中黄４２Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ４２ ５７．３±７．２ＡＢＣａｂｃ ３６．０±６．６ＣＤｃｄｅ ３．０
晋豆１９Ｊｉｎｄｏｕ１９ ５１．５±７．１ＡＢＣａｂｃｄ ６３．８±１０．６ＡＢＣＤａｂｃｄ ２．６
黑河４３Ｈｅｉｈｅ４３ ４４．６±８．７ＡＢＣｂｃｄ ２８．３±９．１Ｄｅ １．４
桂夏３号 Ｇｕｉｘｉａ３ ３５．９±１０．１ＢＣｃｄ ４０．３±７．２ＢＣＤｃｄｅ ０．２
中黄３０Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ３０ ３１．１±３．４Ｃｄ ４４．５±５．９ＡＢＣＤｂｃｄｅ ０．６

　　注：邓肯氏新复极差法测验在同一感染条件不同品种之间进行。无相同小写、大写字母的平均数间分别存在显著（Ｐ＜０．０５）和极显著（Ｐ
＜０．０１）差异；Ｆ测验在同一品种不同感染条件下进行，表示显著差异（Ｐ＜０．０５）。下同
　　Ｎｏｔｅ：Ｄｕｎｃａｎｔｅｓｔｓｗｅｒｅｃｏｎｄｕｃｔｅｄａｍｏｎｇｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｉｖａｒｓｕｎｄｅｒｔｈｅｓａｍｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎ．Ｔｈｅｍｅａｎｓｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅａｎｄ
ｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｈａｖｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ０．０５ａｎｄ０．０１ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｌｅｖｅｌｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅＦ－ｔｅｓｔｓｗｅｒｅｃｏｎｄｕｃｔｅｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｉｎｆｅｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉ
ｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｓａｍｅｃｕｌｔｉｖａｒ． ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ０．０５ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｌｅｖｅｌ．Ｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

异显著（Ｐ＜０．０５），疆莫豆１号获得的伸长苗最多，
与中黄４２之间的差异性也达到了极显著水平（Ｐ＜
０．０１）（表２）。

值得注意的是，即使在非侵染和非标记筛选的

条件下，不同品种的芽伸长率差异也很大，说明不同

品种对伸长阶段培养条件的要求差异较大，通过对

芽伸长阶段培养条件的优化，有可能降低培养条件

在芽伸长过程中产生的不利影响，进而提高在侵染

条件下获得转基因伸长苗的数量。

注：Ａ：晋豆１９；Ｂ：疆莫豆１号；Ｃ：桂夏１号；Ｄ：中黄４２
Ｎｏｔｅ：Ａ：Ｊｉｎｄｏｕ１９；Ｂ：Ｊｉａｎｇｍｏｄｏｕ１；Ｃ：Ｇｕｉｘｉａ１；Ｄ：Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ４２

图３　４个代表性品种的转化再生苗
Ｆｉｇ．３　Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

ｏｆ４ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｃｕｌｔｉｖａｒｓ

２．３　不同品种遗传转化效率的比较
采用ＰＣＲ方法对再生苗进行外源基因检测，将

扩增出筛选标记基因 ｂａｒ目标条带且农杆菌 ｐＴｉ
Ｂｏ５４２质粒片段扩增呈阴性的植株，确定为 ＰＣＲ阳
性转基因植株，以排除再生苗中农杆菌残留造成的

假阳性现象（图４为部分材料的验证结果）。
实验结果显示，在供试的１４个品种中，有７个

品种均获得了阳性转化植株。其中，４个主栽品种
转化效率在２％以上，且优于受体对照品种Ｗｉｌｌｉａｍｓ
８２，是具有较大应用价值的受体品种，可用于农艺性
状优良的转基因材料创制工作，其中，中黄４２的转
化效率达到了４．１％（表３）。实验中还发现，疆莫
豆１号形成伸长苗的比例较高，但ＰＣＲ阳性伸长苗
的比例较低，说明该品种可能对实验所采用的筛选

剂的耐受性较高，造成非转基因再生苗逃逸率较高，

通过改变筛选策略，有望降低其再生苗中的非阳性

率，提高后期检测的工作效率。

３　讨论
大豆是公认的难以进行遗传转化的作物之一，

不同基因型之间遗传转化效率也存在很大区别。目

前，在大豆转化中常用的品种主要为 Ｊａｃｋ、Ｗｉｌ
ｌｉａｍｓ７９、Ｗｉｌｌｉａｍｓ８２、Ｐｅｋｉｎｇ、Ｔｈｏｒｎｅ等［５，９，２３］，然而由

于这些品种的农艺性状与当前大豆生产需求差距较

大，获得的转化体需要多代回交、自交，才能获得生

产需要的品种。以现有大豆主栽品种作为转基因受

体，更易提高转基因大豆的综合农艺性状水平，培育

出新的大面积种植品种，加快品种选育步伐［２４］。研

究发现，在根癌农杆菌介导的遗传转化中，影响不同

大豆品种转化效率的因素存在于不同阶段，如不同

品种对不同菌种侵染的敏感性不同［２５］，不同品种表

现出不同的丛生芽诱导率和芽伸长率［２６］，对筛选剂

耐受程度不同而导致的非阳性植株的逃逸率不同

等［２７］。
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表２　不同大豆基因型的芽伸长率
Ｔａｂｌｅ２　Ｓｈｏｏｔｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ１４ｓｏｙｂｅａｎｃｕｌｔｉｖａｒｓ

品种
Ｃｕｌｔｉｖａｒ

芽伸长率 Ｓｈｏｏｔｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｒａｔｅ／％
农杆菌侵染和草铵膦筛选

ＩｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡ．ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓａｎｄｓｃｒｅｅｎｅｄｗｉｔｈｇｌｕｆｏｓｉｎａｔｅ
非侵染和非筛选条件

Ｗｉｔｈｏｕｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｎｄｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

Ｆ值
Ｆ－ｖａｌｕｅ

疆莫豆１号 Ｊｉａｎｇｍｏｄｏｕ１ ２２．６±３．７Ａａ ６４．２±１０．５Ａａ ９．２

中黄４２Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ４２ ９．６±２．７Ｂｂ ３１．２±４．０ＢＣｂｃ ６５．０

桂夏３号 Ｇｕｉｘｉａ３ ７．６±１．９Ｂｂｃ ３．３±１．６Ｄｄｅｆ ７．２
晋豆１９Ｊｉｎｄｏｕ１９ ５．３±１．６Ｂｂｃ ６．２±６．２Ｄｄｅｆ ０．１
Ｗｉｌｌｉａｍｓ８２ ５．３±４．６Ｂｂｃ １５．３±１．５ＣＤｃｄｅｆ １５．０

中黄３９Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ３９ ４．５±４．３Ｂｂｃ ２０．５±４．７ＣＤｃｄｅ ４．２
中黄３５Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ３５ ４．２±１．１Ｂｂｃ ０．０±０．０Ｄｆ ４８．０

桂夏１号 Ｇｕｉｘｉａ１ ３．６±４．１Ｂｂｃ １７．３±３．９ＣＤｃｄｅｆ １．６
绥农１４Ｓｕｉｎｏｎｇ１４ ２．３±３．９Ｂｂｃ １．０±０．９Ｄｆ ０．３
黑河３５Ｈｅｉｈｅ３５ １．２±１．１Ｂｂｃ ４４．８±５．１ＡＢｂ ３０．７

中黄１３Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ１３ ０．７±１．２Ｂｃ ４４．１±９．０ＡＢｂ ７０．１

黑河４３Ｈｅｉｈｅ４３ ０．６±１．０Ｂｃ ２１．４±４．５ＣＤｃｄ ８．２

吉育４７Ｊｉｙｕ４７ ０．０±０．０Ｂｃ ７．８±１．８ＣＤｄｅｆ ４０．７

中黄３０Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ３０ ０．０±０．０Ｂｃ ２．０±０．６Ｄｅｆ ２５．０

　　注：表示显著差异（Ｐ＜０．０５），表示极显著差异（Ｐ＜０．０１）
　　Ｎｏｔｅ： ａｎｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ０．０５ａｎｄ０．０１ｌｅｖｅｌｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

注：Ａ：ｐＴｉＢｏ５４２质粒ｖｉｒ区片段检测；Ｂ：ｂａｒ基因片段检测。Ｍ：ｍａｒｋｅｒ，＋：阳性对照，－：阴性对照，
１－８：中黄４２、中黄４２、Ｗｉｌｌｉａｍｓ８２、桂夏１号、桂夏１号、中黄３５、桂夏３号、桂夏３号

Ｎｏｔｅ：Ａ：ｐｌａｓｍｉｄｖｉｒｒｅｇｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｐＴｉＢｏ５４２；Ｂ：ｂａｒｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎ．Ｍ：ｍａｒｋｅｒ，＋：ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，
－：ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，１－８：Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ４２，Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ４２，Ｗｉｌｌｉａｍｓ８２，Ｇｕｉｘｉａ１，Ｇｕｉｘｉａ１，Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ３５，Ｇｕｉｘｉａ３，Ｇｕｉｘｉａ３

图４　再生植株的ＰＣＲ验证
Ｆｉｇ．４　ＰＣＲｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄｐｌａｎｔｓ

＇ 表３　不同大豆品种的遗传转化效率的比较
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙａｍｏｎｇ１４ｓｏｙｂｅａｎｃｕｌｔｉｖａｒｓｕｎｄｅｒｍｅｄｉａｔｉｏｎｏｆＡ．ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ

品种
Ｃｕｌｔｉｖａｒ

侵染外植体数
Ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｉｎｆｅｃｔｅｄｅｘｐｌａｎｔｓ

伸长苗数
Ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｅｌｏｎｇａｔｅｄｓｅｅｄｌｉｎｇｓ

ＰＣＲ阳性苗数
ＮｕｍｂｅｒｏｆＰＣＲ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ

转化率
Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ／％

中黄４２Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ４２ ２４６ １１ １０ ４．１

桂夏３号 Ｇｕｉｘｉａ３ ２４４ １６ ７ ２．９

疆莫豆１号 Ｊｉａｎｇｍｏｄｏｕ１ ３９３ ５３ ９ ２．３

中黄３９Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ３９ ３２５ １１ ７ ２．２

Ｗｉｌｌｉａｍｓ８２ ４２０ １４ ７ １．７

桂夏１号 Ｇｕｉｘｉａ１ ４２７ ７ ７ １．６

中黄３５Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ３５ ３５３ ８ ２ ０．６

晋豆１９Ｊｉｎｄｏｎｇ１９ ３４１ １２ ０ ０．０

黑河３５Ｈｅｉｈｅ３５ ４２７ ２ ０ ０．０

黑河４３Ｈｅｉｈｅ４３ ２８０ １ ０ ０．０

绥农１４Ｓｕｉｎｏｎｇ１４ ３６６ ４ ０ ０．０

中黄３０Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ３０ ２７４ ０ ０ ０．０

吉育４７Ｊｉｙｕ４７ ３２１ ０ ０ ０．０

中黄１３Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ１３ ２４２ ２ ０ ０．０
　　注：将扩增出筛选标记基因ｂａｒ目标条带且农杆菌ｐＴｉＢｏ５４２质粒片段扩增呈阴性的植株，确定为ＰＣＲ阳性转基因植株
　　Ｎｏｔｅ：ＴｈｅｐｌａｎｔｓｗｈｉｃｈａｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｂａｒｇｅｎｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｉｎＡｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｐＴｉＢｏ５４２ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ
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　　本研究发现，经根癌农杆菌侵染后，多数品种的
丛生芽诱导率与未侵染处理相比未发生显著变化，

说明本研究采用的芽诱导条件可以满足大部分品种

产生丛生芽的要求。然而，在伸长培养阶段，经过农

杆菌侵染和筛选剂筛选后，多数品种的芽伸长率与

非侵染条件下相比，都有较大降幅，且不同品种间的

差异性有所缩小。可能原因是多数丛生芽对筛选剂

无抗性，即未被转化。可见，影响不同品种之间转化

效率的关键因素主要存在于农杆菌侵染和芽伸长阶

段，而通过对上述阶段培养条件的适当调整，有可能

提高大豆的转化效率。

在本研究中，通过分析各品种在农杆菌侵染后

的丛生芽诱导率和伸长率发现，桂夏１号、中黄３９、
绥农１４、黑河 ３５和吉育 ４７的丛生芽诱导率都在
５０％以上，然而其芽伸长率不到５％，甚至不伸长，
即使在无选择压力的条件下，部分品种的芽伸长率

也很低，因此，通过芽伸长阶段培养条件的优化可能

会提高转基因再生苗的数量。中黄４２和晋豆１９虽
然丛生芽诱导率并不高，但却表现出相对较高的伸

长率，所以，通过对其丛生芽诱导阶段培养条件的调

整，将提高总体的转化效率；而对于中黄３０和黑河
４３这些丛生芽诱导率和芽伸长率均较低的品种，则
需要整体改变转化条件。此外，在实验中也发现，无

论是在丛生芽诱导阶段还是在芽伸长阶段，经过根

癌农杆菌侵染后，中黄３５的丛生芽诱导率和芽伸长
率均表现出显著上升的现象，这与其它品种显著下

降的现象相反，该品种转化效率还高于其它一些丛

生芽率和芽伸长率较高的品种，可能原因是外源基

因的整合改变了其原有再生相关基因的表达所引起

的［２８］。所以，在进行农杆菌介导的转化实验时，并

不能通过某一培养阶段的单一指标来判断该品种是

否是良好的转基因受体。

有研究认为绥农１４适合作为大豆转基因的受
体［２９］，但是在本研究所采用的转化及培养条件下，

该品种伸长率偏低，说明组培条件的选择以及不同

人员的操作对大豆转化效率也具有很大影响。疆莫

豆１号在经过农杆菌侵染和筛选剂筛选后仍可产生
较多的再生苗，但其转化效率却不高，这可能是本实

验中所使用的筛选策略并不适合该品种，从而导致

非转基因苗“逃逸”［３０］。不同大豆品种对不同筛选

剂的敏感度不同，从而影响再生率和转化效率。由

此可见，建立统一的不依赖基因型的大豆转基因平

台面临较大困难。然而，另一方面，虽然不同品种之

间的转化效率存在较大差异，但是在本研究所采用

的转化及培养条件中，１４个供试品种中有７个获得

了阳性苗，其中４个转化效率达２％以上，说明本研
究所采用的大豆转基因平台可以推广使用。

在先前的研究中，利用本实验所用的方法在南

方晚熟大豆品种自贡冬豆［３１～３３］和东北中早熟品种

吉林小粒１号［３３］中获得了转基因植株。可见，通过

本研究所用转化平台获得的转基因大豆包括了北方

春大豆、黄淮夏大豆、南方春大豆、南方夏大豆和南

方秋大豆主栽品种，可为不同地区提供较为理想的

受体基因型。黄淮海夏大豆品种中黄４２转化效率
达到４．１％，该品种蛋白质含量高，食味、口感俱佳，
是开展大豆优质转基因育种的良好受体材料。
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３３陈　普等：中国大豆主栽品种遗传转化效率相关性状的比较研究


