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大豆胚尖遗传转化体系优化及

抗逆基因 GmPK 转化研究
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摘要:采用 GUS 基因瞬时表达检测方法，通过正交试验以 AS 浓度、侵染菌液 OD 值、侵染时间、共培养时间和恢复培养时

间 5 个因素在 4 个水平上进行分析，优化了农杆菌介导的大豆胚尖遗传转化体系，并在此基础上进行了抗逆基因 GmPK 的遗

传转化。结果表明，采用共培养培养基中添加 100μmol /L AS、侵染菌液 OD600值 0. 9、侵染 15h、共培养 5d 和恢复培养 3d 的转

化条件最佳，GUS 阳性率达 74. 59% ，经 PCR 及 RT-PCR 进一步验证获得了转基因阳性植株。利用优化的最佳条件进行抗逆

基因 GmPK 的转化，炼苗移栽成活的再生植株经 PCR 及 PCR-Southern blotting 验证，初步证明外源基因已经整合至大豆基因

组，转化率为 0. 6%。
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Optimizing Genetic Transformation System of Soybean Embryonic
Tips and Transformation of Stress Resistance Gene GmPK
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Abstrcts: The Agrobacterium tumefaciens mediated genetic transformation system of soybean embryonic tips
was optimized． The experiment was carried out by orthogonal test involving four levels of five terms ( Acetosyringone
( AS) concentration，Agrobacterium OD value，infection time，co-culture time and recovery culture time) ，and the
transgenic events were ascertained by β-glucuronidase assay． The results indicated that the optimum transformation
conditions were: 100 μmol /L AS，Agrobacterium OD of 0. 9，infected for 15hours，co-cultured for 5days，recovery
cultured for 3days． In the above condition，GUS staining positive rate reached up to 74. 59% ． And then，transgenic
plants were obtained by PCR and RT-PCR． Using the optimized system，a stress-resistant gene GmPK was trans-
formed． PCR and PCR-Southern blotting results showed that the GmPK gene was integrated into the genome of soy-
bean． The transformation efficiency was 0. 6% ．
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大豆是世界上重要的粮食和油料作物，也是植

物蛋白的主要来源，而河北省地处华北平原，是全国

大豆的主产区之一，但受病虫害、干旱和盐害等不利

因素的影响，产量很不稳定。通过转基因技术改造

大豆基因型，对培育大豆优质高产新品种有积极作

用
［1］。其中，农杆菌转化法应用最为广泛。自 1988

年 Hinchee 等
［2］

首次利用农杆菌介导法获得大豆转

基因成熟植株后，不同的研究者对大豆基因型，农杆

菌菌株致瘤能力，酚类物质如乙酰丁香酮( AS) 对农

杆菌 vir 基因的活化，加入 L-Cys、DTT、AgNO3 等对
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减轻受体材料褐化等方面进行了详细研究
［3-10］。但

相对于水稻、烟草等作物而言，大豆的有效再生体系

及高效遗传转化系统的建立一直是植物基因工程领

域的重点和难点
［11］。2004 年，Liu 等

［12］
建立了根癌

农杆菌介导的大豆胚尖遗传转化体系，该体系利用

具有较强分生能力的胚尖组织为外植体，降低了转

化植株出现嵌合体的频率，并具有转化效率高、操作

简便，获 得 转 化 体 的 周 期 短 ( 约 3 个 月 ) 等 特

点
［13-14］。本试验在已成功建立河北省优良大豆品

种胚尖高效再生体系的基础上
［15］，利用 GUS 基因

的稳定性和特异性以及能够在植物体中进行瞬时表

达的特点，通过正交试验对农杆菌介导的大豆胚尖

转化体系进行了优化，探讨了 AS 浓度、农杆菌菌液

OD600值、侵染时间、共培养时间和恢复培养时间对

大豆胚尖遗传转化效率的影响，建立了一套高效、简
便的大豆遗传转化体系。利用优化条件进行了大豆

抗逆基因 GmPK 的遗传转化研究，GmPK 是一个属

于 SnRK2 亚家族的大豆蛋白激酶基因，在模式植物

拟南芥 中 验 证 该 基 因 能 够 提 高 转 化 植 株 的 抗 逆

性
［16］，利用该基因进行大豆胚尖遗传转化，有望获

得优质抗逆新品种。

1 材料与方法

1. 1 供试材料

选用河北省优质高蛋白大豆［Glycine max( L． )

Merr］品种冀豆 16、五星 2 号等成熟种子为材料( 种

子由河北省农林科学院张孟臣研究员惠赠) 。农杆

菌菌株为 EHA105，质粒 pBI121 带有 β-葡萄糖苷酶

基因( GUS) 和卡那霉素抗性基因( NPTⅡ) 、pEGAD
( 该双元载体由中国农业科学院作物科学研究所邱

丽娟研究员提供) 带有 CaMV35S 启动的 Bar 基因和

CaMV35S 启动的抗逆基因 GmPK( 图 1) 。

图 1 质粒 pEGAD 的 T-DNA 区域

Fig． 1 Linear map of pEGAD's T-DNA

1. 2 试验方法

1. 2. 1 农杆菌侵染 参考刘海坤等
［17］

的方法进行

大豆成熟种子消毒处理，消毒后放入无菌水中浸泡

过夜，在超净台上去掉种皮，剥离下胚轴连同刚萌动

的胚尖，去掉原叶，接种于附加 6-BA 3. 5mg /L 的预

培养基中，培养 24h。

挑取农杆菌单菌落接种于含卡那霉素 50mg /L、
利福平 50mg /L 的 YEP 液体培养基中，28℃ 摇床

培养至菌液 OD600 值 1. 0 ～ 1. 3，于 4000 rpm 离心

10min 收集菌体，后重悬于侵染液中 ( 1 /2MS + BA
6. 0 mg /L + AS 100μmol /L + 蔗糖 20g /L) ，调菌液

OD600值。
经预培养后的胚尖接种在上述农杆菌侵染液

中侵染。按 L16 ( 45 ) 设计的处理方式进行转化，每

个 处 理 外 植 体 100 个，设 两 次 重 复，最 后 计 算 平

均值。
1. 2. 2 转基因植株的获得 经农杆菌侵染后的胚

尖外 植 体 首 先 转 入 附 加 抗 生 素 cef 400mg /L 和

cb100mg /L 的恢复培养基中，随后将外植体再转入

筛选培养基，每隔 20d 挑选抗性植株，进行生根培

养，最后炼苗移栽得到转化植株。
1. 2. 3 转化植株的 GUS 活性测定 按照 Jeffer-
son［18］

的方法，对冀豆 16 号转化植株进行 GUS 染

色，每次任取 30 个，每个处理重复染色两次，同时以

未经侵染的胚尖再生植株为对照。
1. 2. 4 转基因植株的 PCR 检测 转基因植株及

对照植株的基因组 DNA 提取采用 CTAB 法，分别

通过 PCR 扩增卡那霉素抗性基因片段和 Bar 基因

以及 CaMV35S 启动子部分序列来检测质粒的成

功转化。
第 一 对 引 物: Primer 1: CAGGATCTCCTGT-

CATCTCACC，Primer 2: CAAGCTCCTTCAGCAATAT-
CACG，扩增卡那霉素抗性基因，片段大小为 400bp。
反应 条 件 为: 94℃ 预 变 性 10min，94℃ 变 性 1min，

62℃退火 1min，72℃延伸 1min，35 次循环。
第 二 对 引 物: Primer 1: TACATCGAGACAAG-

CACGGT，Primer 2: TAACATAGATGACACCGCGC，扩

增 CaMV35S 启动子和 Bar 基因的部分序列，片段大

小为 743bp。反应条件为: 94℃预变性 5min，94℃变

性 30s，60. 6℃ 退 火 1min，72℃ 延 伸 1min，35 次

循环。
1. 2. 5 GUS 基因转化植株的 RT-PCR 检测 对于

GUS 染色检测及 PCR 检测均呈阳性的转基因植

株进行 RT-PCR 检 测，利 用 Invitrogen 公 司 的 Tr-
izol 试 剂 于 低 温 下 研 磨 提 取 大 豆 叶 片 基 因 组 总

RNA［19］。用去 RNase 水溶解 RNA，然后以 Taka-
ra 公司的 cDNA 试剂盒( DRR019A) 进行反转录，

得到双 链 cDNA，以 cDNA 为 模 板 进 行 RT-PCR，

扩增引物，PCR 反应体系按反转录试剂盒说明进

行设置。
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1. 2. 6 GmPK 基因转化植株的 PCR-Southern blo-
ting 检测 以转 GmPK 基因 PCR 阳性植株为试验

材料，进行 PCR-Southern 杂交鉴定。PCR 产物经琼

脂糖电泳后，电转移至尼龙膜上，然后按照罗氏公司

的 DIG High Prime DNA Labeling and Dectection Star-
ter Kit I 试剂盒的详细说明进行操作，以 DIG 标记

的 pEGAD 质粒为阳性对照，以扩增产物为探针进

行 Southern blotting 检测。

2 结果与分析

2. 1 遗传转化体系正交试验设计分析

以冀豆 16 号 为 试 验 材 料，按 照 表 1 设 计 的

16 个处理进行大豆胚尖的遗传转化试验，筛选培

养 2 周后 对 胚 尖 进 行 GUS 染 色，检 测 GUS 基 因

瞬时表达 ( 表 1，图 6 ) 。采用正交分析软件对表

1 数据进行正交分析。

表 1 遗传转化体系正交分析结果

Table 1 Orthogonal design for genetic transformation system and the results

序号

No．

AS 浓度( μmol /L)

Concentration of AS
OD600

侵染时间( h)

Infection time
共培养时间( d)

Co-culture time
恢复培养时间( d)

Restore culture time
染色率( % )

Dyeing rate
1 0 0. 3 5 1 3 44. 80
2 0 0. 5 10 3 5 55. 00
3 0 0. 7 15 5 7 67. 96
4 0 0. 9 20 7 9 73. 30
5 100 0. 3 10 5 9 61. 36
6 100 0. 5 5 7 7 42. 12
7 100 0. 7 20 1 5 66. 35
8 100 0. 9 15 3 3 74. 59
9 200 0. 3 15 7 5 72. 65

10 200 0. 5 20 5 3 72. 50

11 200 0. 7 5 3 9 34. 47

12 200 0. 9 10 1 7 48. 40

13 300 0. 3 20 3 7 53. 50

14 300 0. 5 15 1 9 47. 68

15 300 0. 7 10 7 3 54. 60

16 300 0. 9 5 5 5 49. 49

2. 2 各因素对转化效率的影响

通过软件进行正交分析，结果表明采用共培养

培养基 中 添 加 100μmol /L AS、侵 染 菌 液 OD600 值

0. 9、侵染 15h、共培养 5d 和恢复培养 3d 的转化条

件最佳，GUS 阳性率达 74. 59% ( 表 2 ) 。由 F 值可

知，5 个主要影响因素中侵染时间、共培养时间、AS
浓度、恢复培养时间以及菌液 OD600值对遗传转化的

影响程度依次递减，侵染时间对遗传转化效率的影

响程度达显著水平。
2. 2. 1 侵染时间对转化的影响 农杆菌对外植体

侵染时间的长短直接影响着大豆的转化效率，侵染

时间过短，农杆菌与外植体的吸附不够充分，从而降

低转化效率; 时间过长，会导致外植体坏死。方差分

析可知，侵染时间的 F 值为 13. 545，达显著水平，说

明侵染时间是影响胚尖遗传转化的重要因素。从图

2 中可以看出，侵染效率随着侵染时间的增加而增

加，并且在 15h 达到最高，20h 后有下降的趋势，所

以 15h 为 胚 尖 遗 传 转 化 反 应 体 系 中 最 佳 的 侵 染

时间。
表 2 差异显著性分析

Table 2 The analysis significance of difference

因素

Factor

偏差平方和

Deviation sum
of square

自由度

df
F 比

F ratio
F 临界值

Critical value

AS 浓度( μmol /L)
Concentration of AS

0. 024 3 2. 182 9. 280

OD600 0. 011 3 1. 000 9. 280

侵染时间( h)
Infection time

0. 149 3 13. 545 9. 280*

共培养时间( d)
Co-culture time

0. 032 3 2. 909 9. 280

恢复培养时间( d)
Restore culture time

0. 024 3 2. 182 9. 280

误差

Relative accuracy
0. 010 3

* 表示差异显著 * means different is significant
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图 2 侵染时间的效应曲线图

Fig． 2 The effect of infection time

2. 2. 2 共培养时间对转化的影响 共培养时间的

长短直接影响农杆菌的生长量，共培养时间过短，农

杆菌生长量不足，影响转化效率; 共培养时间过长，

农杆菌过度繁殖，外植体易褐化，影响其对营养物质

的吸收，从而导致外植体的死亡。因此，适宜的共培

养时间是建立一个高效转化系统所必需的。从本试

验结果看，共培养 5d 为最佳培养时间，培养时间过

长或过短均会影响遗传转化的效率( 图 3) 。

图 3 共培养时间的效应曲线图

Fig． 3 The effect of co-culture time

2. 2. 3 AS 浓度对转化的影响 在农杆菌侵染过程

中，外植体不能积累足够量的酚类物质，从而导致难

以激活农杆菌的侵染活力，一直被认为是由农杆菌

介导的植物遗传转化效率低的原因之一，因此在转

化过程中常添加酚类物质以提高转化率。乙酰丁香

酮( AS) 已经在多种农杆菌介导的植物转化系统中

被证明可以提高转化效率
［20-21］。本试验通过方差

分析确定 AS 浓度在 100μmol /L 时，GUS 基因的瞬

时表达频率较高，随着 AS 浓度的进一步提高，GUS
基因的瞬时表达频率呈下降趋势( 图 4) 。
2. 2. 4 其他因素对转化的影响 在遗传转化中，共

培养后采用恢复培养的方法，可以避免外植体因感

染农杆菌生长能力减弱，不能承受筛选压力而导致

外植体的死亡。从本试验结果看，恢复培养 3d，GUS
基因的瞬时表达频率较高。而菌液浓度在 5 个影响

因子中对转化效率影响最小，说明在特定菌株达到

一定活力的条件下，其浓度对转化效率的影响较小。

图 4 AS 浓度的效应曲线图

Fig． 4 The effect of concentration of AS

2. 3 GUS 基因转化植株的检测

本试验获得了大量冀豆 16 号胚尖的转化植株，

转化材料在不同阶段的生长情况见图 5。通过对再

生植株叶片进行 GUS 染色检测结果表明，农杆菌侵

染 48h，在胚尖的伤口处有明显的蓝色; 经卡那霉素

筛选两周后，转化植株的新生叶片显蓝色而阴性对照

的叶片没有显色; 另外，通过对转化植株根系的 GUS
染色还发现在转化植株的根尖部分显蓝色而对照未

见蓝色( 图 6) 。上述结果表明筛选两周后 T-DNA 已

被转移到外植体组织中，并且 GUS 基因得到了表达。
用 CTAB 法 提 取 再 生 转 化 植 株 叶 片 中 的 总

DNA，以非转化大豆作为阴性对照，质粒作为阳性对

照通过 PCR 扩增检测 nptⅡ基因的表达情况。经

1%琼脂糖凝胶电泳，结果如图 7 所示，阳性对照及

转基因植株均扩增出了长度为 400bp 的目的条带

( nptⅡ基因部分序列长度) ，而非转化的阴性对照则

无此条带，说明外源基因已经整合到大豆基因组中。
在此基础上，以部分再生转化植株为试验材料进行

转录水平的分子检测，RT-PCR 结果显示，转化再生

植株中检测到 GUS 基因 ( 片段大小为 900bp) 的特

异性条带，同时也证明外源基因已经稳定整合到大

豆基因组中，并已在转录水平表达( 图 8) 。
2. 4 GmPK 基因转化植株的 PCR 及 PCR-South-

ern 验证

以 2. 2 中优化的转化方法，对冀豆 16 号、五星

2 号、五星 3 号 3 个大豆品种进行了抗逆基因 GmPK
的转化，其中五星 2 号获得了转化成活的植株。将

五星 2 号阳性植株进行移栽炼苗后在温室培养 4
周，对移栽成活的 120 个再生植株取样 ( 以新长出

的 3 片叶为取材对象) ，利用 CTAB 法提取大豆基因

组 DNA，进行 PCR 及 PCR-Southern 验证 ( 图 9、图

10) ，有 3 棵再生植株检测到目的片段，转化率为

0. 6% ( 起始侵染胚尖数为 500) ，初步证明外源基因

已经整合至大豆基因组中。
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图 9 T0转基因植株中 GmPK 的 PCR 验证

Fig． 9 PCR analysis for detecting the GmPK gene in transgenic T0 plants
1: Marker; 2: 阳性对照; 3: 阴性对照; 4 ～ 16: 五星 2 号的转化植株

1: Marker; 2: Plastid pEGAD GmPK; 3: Control; 4-16: Transgenic plants derived from wuxing 2

图 10 转基因植株的 PCR-Southern 验证

Fig． 10 PCR-Southern blotting of transgenic plants
1: Marker; 2: 阳性对照; 3: 阴性对照; 4 ～ 6: 五星 2 号的转化植株

1: Marker; 2: Plastid pEGAD GmPK; 3 : Control;

4-6: transgenic plants derived from wuxing 2

3 讨论

与其他双子叶植物相比，大豆是公认的难转化

植物，分析其原因主要有以下两个方面: 一是缺少适

于农杆菌介导的遗传转化高效再生体系，本试验在

成功建立河北省优良大豆品种胚尖高效再生体系的

基础上进行转化，为获得高效转化系统提供了必要

前提; 二是有关遗传转化体系还未得到系统的优化，

其转化效率的提高依赖于对各种因素的优化和转化

条件的改善。本试验在单因素分析研究的基础上，

利用正交试验设计法进一步研究了影响农杆菌介导

的大豆胚尖遗传转化的主要影响因素，结果表明侵

染时间最为关键，其次是共培养时间以及 AS 浓度，

为进一步利用该体系进行大豆品质的遗传改良提供

了技术支持。
农杆菌介导法的转化效率受农杆菌接种强度的

影响，接种强度主要取决于农杆菌细胞的密度、侵染

时间和共培养时间。在一定范围内，增加接种强度

可以提高转化瞬时表达率。本试验发现侵染时间是

农杆菌介导大豆胚尖遗传转化的关键因素，侵染 15
～ 20h GUS 瞬时表达率相对较高，这与 Liu 等

［12］、党
尉等

［14］
的结果相对一致。在子叶节为外植体的转

化系统中，农杆菌的侵染时间为 30min 左右
［22］，

与之相比胚尖外植体耐受农杆菌侵染的时间更长。
农杆菌与外植体共培养时间的长短直接影响转化的

频率，感染时间过短，农杆菌生长量不够，时间过长

时容易导致外植体坏死。Liu 等
［12］

以胚尖为外植体

与农杆菌共培养时间达到 5 ～ 6d，本试验的正交分

析结果进一步证明胚尖转化过程中共培养 5d 效率

最高。说明胚尖外植体能够更好的耐受农杆菌侵

染，有利于提高转化效率，是一种良好的遗传转化

受体。
乙酰丁香酮 ( AS) 可以诱导农杆菌 Vir 基因的

活化，促进外源 DNA 与植物基因组的整合
［23］，是农

杆菌介导的大豆转化成功的重要因素
［24］。在大豆

子叶节
［22-24］、大豆愈伤组织

［25］
为转化受体的试验

中，均发现加入一定浓度的 AS ( 100 ～ 200μmol /L)

明显提高农杆菌介导的遗传转化效率。Liu 等
［12］

在

大豆胚尖遗传转化过程中添加 100 ～ 200μmol /L 的

AS 可以明显提高转化效率，本研究的正交分析结果

表明 100μmol /L 的 AS，GUS 基因的瞬时表达频率

最高，随着 AS 浓度的提高，GUS 基因的瞬时表达

频率呈下降趋势，进一步证明在农杆菌介导的大

豆 胚 尖 遗 传 转 化 中 添 加 100μmol /L 的 AS 更 为

适宜。
在转基因研究中，筛选培养基再生一定比例的

假阳性植株较为常见，其原因可能是外植体对筛选

剂不太敏感，从而逃脱了选择压力。虽然 PCR 扩增

方法十分灵敏，但有时也会出现假阳性现象，因此许

多研究对抗性筛选成功的植株进一步采取 PCR-
Southern blotting 验证，初步证实外源基因整合至植

物基因组中
［26-28］。本试验利用 PCR-Southern blot-

ting 对所获得的 3 棵 PCR 阳性再生植株进行验证，

结果均呈阳性，初步证明外源基因整合到了大豆基

因组中。但要确证目的基因的遗传稳定性，还需要

对其后代进行 Southern blotting 等分子水平上的验

证，通过田间试验分析转基因植株对盐碱等逆境环

境的耐受性，同时进行相关农艺性状的分析，以确保

所获得 的 阳 性 植 株 为 转 GmPK 基 因 的 抗 逆 大 豆

新品系。
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