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大豆再生体系的研究进展 

剥、文丽 ，-，刘昱辉2 ，吴元华 (1．沈阳农业大学植物保护学院，辽宁沈阳llol6l；2．中国农业科学院生物技术研究所，北京l00081) 

摘要 大豆的再生体系一直是大豆遗传转化发展的主要障碍，近些年随着研究的深入，得到了很大的发展。文章对大豆遗传转化体系 
的各种再生体 系优缺点进行 了比较和综述，并对大豆再生体系的前景进行了展望。 
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Ab~ et 3he regeneration system of soybean had always been the main obstacle in the development of its genetic transformation．It got great develop— 

ment along with the rese呲 h going deeper in recent years．31ae advantages and disadvantages ofvarious regeneration systems in the genetic transfomkation 

system of soybean were comp~ and summarized and the foreground of the regeneration system of soybean was prospected in this article， 
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大豆是重要的经济作物，因此提高和优化大豆品质成 

为人们关注的热点。人们利用转基因技术提高大豆品质的 

同时，大豆的组织培养也得到了广泛的研究，20世纪60年代 

人们曾采用过各种不同的外植体，但植株再生一度十分困 

难，即使有再生植株发生，频率和重演性极低。进入 20世纪 

80年代以来，大豆的再生体系有了突破性的进展。1980年， 

Cheng等首先报道用无菌苗的子叶节为外植体，在含高浓度 

BA(10～50／m~ol／L)的改良B5培养基上诱导丛生芽获得高频 

率的再生植株_l J。此后，各种不同的再生体系逐渐为人们所 

发现。建立一个良好的组培再生系统，是大豆遗传转化成功 

的前提。因此，笔者对目前研究应用比较多的再生体系的优 

缺点进行 了综述。 

1 胚轴再生体系 

胚轴作为外植体，是目前研究应用较多的农杆菌转化受 

体。有许多成功的转化事例，早在 1983年陈云昭等就以大豆 

上胚轴和下胚轴为外植体培养出再生植株_2J。徐香玲等和 

苏彦等分别将 基因，SMV-CP基因、几丁质酶基因通过农 

杆菌介导法 以胚轴为受体转入吉林 29和中黄 4等品种 

中_3 J。至今，人们对影响胚轴再生的各种因素进行了研 

究，极大地提高了胚轴的再生频率。1983年Christianson等以 

幼胚轴为外植体，在以柠檬酸铵为氮源并含有 5 mg／L 2，4．D 

的改良MS培养基上诱导了体细胞胚胎发生，获得再生植 

株_6J。Kaneda等 1997年报道，当用发芽种子的下胚轴外植体 

时，2．0mg／L TDZ诱导不定芽的效率比1．5mg／L BA要高[ 。 

Zhou等 1998年认为TDZ具有很强的细胞分裂素活性，激素 

组合以 1．0mg／LTDZ+ 1．5mg／LBA+0．4mg／LNAA的诱导 

效率最高，是适合于多种大豆基因型的高效率诱导培养 

基_8J。2000年张晓娟等通过进一步改变 TDZ和 BA浓度配 

比，提高了在相同时间内获得完整再生植株的效率，在诱导 

培养基中适当增加NAA，有助于提高萌动种子胚轴作外植体 

的植株再生效率 9J。何恩铭等 2005年研究表明，激素种类及 

合适的浓度对愈伤组织的诱导是很重要的，过高或过低都不 

利于愈伤组织的诱导，对诱导大豆胚轴愈伤组织，2．0 mg／L 
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的2，4．D是比较合适的_l 。2005年余泽高等以鄂豆6号成 

熟种子无菌苗下胚轴 1／2切段、1／3切段为外植体，在添加 

NAA 0．1 mg／L+KT 1．0mg／L培养基中下胚轴生根率较高，添 

力口NAA 0．1 mg／L+KT 1．0 mg／L、2，4．D 0．1 mg／L+6．BA 1．5 

mg／L、2，4-D 0．1 mg／L+KT 1．5 mg／L可诱导芽的发生；1／2切 

段生根和发芽比 1／3切段的好 ；反插根 的发生较多 ，顺插有 

利于芽的形成_l 。20O6年，汲逢源在共培养基中加入硫代 

硫酸钠、L广半胱氨酸以及二硫苏糖醇等抗氧化剂，可以有效 

地抑制大豆下胚轴在组培过程中褐化的发生，并大幅度提高 

农杆菌在下胚轴的瞬时表达率_l2_12。 

2 子叶节再生体系 

由于子叶节具有取材不受季节限制、诱导再生快、转化 

突变率低等优点，获得了多个成功的转化。Zhou等用子叶节 

为受体分别将几丁质酶基因、 基因，玉米转座子 AC基因， 

SMV-CP基因等转入 Peking等大豆品种中，另外李海燕等用 

农杆菌转化大豆子叶节获得同时整合 和 砌 基因的转基 

因大豆l ，”-1引。但其也存在再生频率低、受基因型限制， 

转化株的嵌合体等问题。Meurer等摸索了农杆菌转化大豆 

子叶节的影响因素，发现经超声处理过的子叶节较对照容易 

转化，而且由野生农杆菌 Chry5改造而得的农杆菌菌株 

KYRTI的 转化 效 果 明显 优 于过 去 常 用 的 EHA105和 
LBA4404L16J

。 王关林等和刘艳芝等研究表明大豆苗龄同时影 

响子叶节不定芽的再生能力和对农杆菌的感受能力，大豆子 

叶节以苗龄4 d的转化效率最高，随着苗龄的延长转化率降 

低_l7 引。不同的培养基对大豆子叶节的丛生芽率也有明显 

的影响，基本培养基 MSB诱导丛生芽的效果好于 B5，在基本 

培养基中附加 1．1或 1．7mg／L的 6一苄氨基嘌呤对诱导子叶 

节丛生芽有显著的促进作用，子叶节丛生芽诱导率在大豆不 

同基因型间存在差异_l 。李海燕等2006年研究表明，在大 

豆萌发时，加入 1．0mg／L6-BA和2．0 L2，4．D子叶节分化 

的芽数较高_加J。20O6年，潘川芝等为获得大豆子叶节高效 

离体再生体系的优化方案，选用5个大豆品种的子叶节作为 

外植体，研究了种子萌发天数、外植体大小、不同激素浓度对 

大豆子叶节再生的影响。结果显示，大豆苗龄以5～7 d最 

佳；外植体以保留全部子叶为宜；外植体的萌发和诱导均存 

在基因型差异，292黄豆的最佳萌发培养基为 1／2 MS +1 
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~．g／L 6-BA，而鄂8157、湘春豆 18号、湘春豆 l3号、湘春豆 15 

号的最佳萌发培养基为 1／2 Ms+2 mg／L 6-BA，292黄豆、鄂 

8157、湘春豆 l8号、湘春豆 l3号、湘春豆 l5号的最佳诱导培 

养基组合分别为 MS+2 mg／L 6-BA、MS+2 mg／L 6-BA、MS+1 

n _／L 6-BA、1／2 MS+2 mg／I 6-BA+0．05 mg／L IBA、MS+2 

mg／L 6-BA，丛生芽诱导率分别为 60．00％、62．50％、81．25％、 

77．27％和 47．5％。子叶节丛生芽生根时 IBA浓度以 2 mg／L 

为宜 。2007年李文霞等试验结果表明，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，她们筛 

选出了 l1个丛生芽分化率在 70％以上的大豆基因型，筛选 

出最易感 的大 豆品种为黑农 35，其次 为绥农 l4和 合 

丰 35[ 。 

3 子叶再生体系 

以子叶作为外植体，主要用于基因枪法的转化，叶片面 

积小，较为经济，同时它还可以克服以子叶节诱导丛生芽转 

化所产生的嵌合体。Cheng等首先报道用无菌苗的子叶节为 

外植体，在含高浓度BA(10～50／maol／L)的改良B5培养基上 

诱导丛生芽获得高频率的再生植株 。1988年 Hinchee首 

先以农杆菌和子叶共培养，将 nptlI基 因和草甘瞵抗性基因 

导入了大豆获得大豆转基因植株_24J。Iazzeri等 1985年 用 l0 

~．g／L NAA诱导了大豆幼胚子叶的体细胞胚胎发生 j。1987 

年 Lazzzeri等从一对未成熟子叶外植体，用 MSN10培养基能 

产生多至 25个体细胞胚 ，并可用于多种基因型。Hildebland、 

Iazzeri、Lee和苏彦辉等以未成熟子叶为材料对大豆基因型、 

激素、子叶切割方法进行了研究，并证明了未成熟子叶组织 

培养时芽增殖数和植株再生率 因基因型 、激素 、切割位点等 

不同而有明显差异 一29]。王萍等2002年研究表明大豆未成 

熟子叶诱导体细胞胚胎发生主要与未成熟子叶长度有关，取 

材最佳时间与大豆品种的生育期有关 J。同年他们又进行 

低温处理对子叶节外植体的影响试验，选用 3个栽培大豆品 

种的未成熟子叶在接种前用 4℃低温预处理幼荚 0、2、3、4、 

5、6 d，研究低温预处理对大豆体细胞胚胎发生的影响。结果 

表明，4℃低温预处理幼荚3～4 d，可刺激大豆体细胞胚胎发 

生，提高胚胎发生频率。不同品种对低温预处理的反应基本 

一 致l3 。LI Hai．Yan等，2002年也对大豆子叶进行了4℃低 

温预处理，发现基因型与低温预处理 的时问存在相互作用 ， 

不同基因型低温预处理的最适时间为 1～3 dl32]。李海燕等 

2O02年选用黑龙江省 5个大豆品种的幼胚子叶，建立了胚性 

悬浮培养体系，并由悬浮体系增殖产生次生胚。结果表明， 

高效体细胞胚诱导培养基为MSB+40 mg／L 2，4_D+6％蔗糖。 

高效球型胚增殖培养基为 10 mg／L 2，4．D+1／2 Ms氮源 +5 

mmol／L谷氨酰胺 +5 mmol／L天门冬酰胺。培养 8周后的次 

生胚成熟率和再生率显著提高，到第 12周分别达 63％和 

35％，之后提高幅度减小l33j。王萍等2003年研究表明大豆 

不同基因型的未成熟子叶对卡那霉素浓度的反应在出愈率 

上表现相似，而在卡那霉素浓度间存在显著差异，在 25 L 

卡那霉素浓度时出愈率明显降低，在 50 mg／L卡那霉素时出 

愈率仅 10％左右。当培养基中加入不同浓度的头孢霉素时， 

大豆不同基因型对其反应是不同的。其中，辽豆 11反应较 

敏感，而黑农 40反应不敏感 J。王萍等 2004年将抗虫基因 

转化 5个大豆品种的未成熟子叶，经卡那霉素筛选得到抗性 

植株，进一步用 PCR检测，获得 l0株 PCR阳性植株 。子 

叶是目前为止研究比较成熟的再生体系，可以作为大豆遗传 

转化的受体材料，实现基因转化。 

4 胚芽尖再生体 系 

胚芽尖作为大豆组培的外植体是由卫志明2004年首先 

研究报道的。卫志明等用大豆的胚芽尖、胚轴、子叶节分别 

作为外植体进行 GUS基因的遗传转化。发现胚芽尖的再生 

效率达到 87．7％，而子叶节和胚轴分别为40．3％和56．4％。 

并且胚芽尖利用浓杆菌转化系统可以得到 15％的转化效率， 

是一个新的具有高转化效率的再生体系 J。目前还没有其 

他关于胚芽尖再生系统的报道。 

5 原生质体再生体系 

原生质体系统是克服转化植株嵌合性的最有效途径之 

一

。 2(】世纪 踟年代以来，有许多试验研究已经利用原生质 

获得了再生植株。1985年Newell等，报道了经子Ⅱ十‘分离出原 

生质体培养获得再生植株_37 J。1988年卫志明等报道，大豆 6 

个栽培种未成熟种子的子叶分离原生质体经培养得到了再 

生植株l3s]。黄健秋等用大豆幼胚原生质体经体胚途径也获 

得了再生植株l3 。Wei和xI】用大豆幼嫩子叶分离原生质体 

培养获得再生植株后；罗希明等和 Dhir以相似的方法获得 

了不同大豆品种原生质体的再生植株_加一 。卫志明等试验 

表明，由原生质体起源的再生植株，其当代生长早熟，茎杆较 

矮细，叶片小，结荚数小，其中有部分是空荚，因而从再生植 

株中获得的成熟子粒较少，子粒重量和大小也仅为原采本种 

子实生株的 1／4～3／4不等l43J。但将再生株当代所产生的种 

子，按株系收获并再行种植，其子代植株的长势生育期及其 

所结的种子与各 自原种相比趋于正常，因此这是一个需要进 

一 步研究的问题，并且种子二代的遗传变异情况也需进一步 

研究。 

卫志明等用PEG法，将外源基因导入到大豆的原生质体 

中获得了27棵转基因植株，其转化效率达到了 0．6％I 。 

这是通过原生质体途径转化大豆外源基因的首例报导。随 

后，南相日等通过 PEG法将 BT毒蛋白基因导人到大豆主栽 

品种黑农 35、黑农 37、合丰25和合丰 35的原生质体中，经潮 

霉素筛选，选择有抗性的愈伤组织进行分化，获得了3棵再 

生植株，移栽后全部成活，对移栽后植株的总DNA进行PeR 

分析 ，均显阳性l45j。对 PCR阳性植株进行 Southern 杂交分 

析，证明 BT毒蛋白基因已整合到大豆细胞基因组中。但由 

于原生质再生频率较低、操作较为复杂、转化方法受到限制， 

可重复性较差等缺点，近几年从事这方面的研究报道较少。 

但是大豆原生质体获得再生植株的途径是可行的，为利用大 

豆原生质体培养进行遗传操作的研究提供了试验系统和一 

套较为成熟的技术。 

6 花粉再生体 系 

最早将花粉用于大豆组培的是 Ivers等获得了体细胞愈 

伤组织 。刘德璞等首次用改良B5、KM 8P、MB、M KM 8P培 

养基获得了游离花粉愈伤组织，但在分化培养上仅看到芽点 

和根的形成，没有再生出绿芽[47]。直到近些年，叶兴国等由 

花粉愈伤组织诱导出胚状体，并发育成根芽齐全的再生植 
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株[删。赵桂兰等对大豆花药培养中愈伤组织和胚状体的诱 

导及萌发成花粉植株进行了大量试验，发现细胞分裂素 

( Ⅱ)Z)对胚状体的诱导和萌发起到了主导作用，在诱导产生 

的愈伤组织中只有0．5％～2．0％分化出植株 J。大豆花粉 

培养分化难、分化率低是其存在的主要问题，而且尚未见将 

此系统用于遗传转化研究的报道。 

7 不同再生体系的比较 

大豆的各种再生体系胚轴、子叶节、子叶、胚芽尖、原生 

质、花粉等，均有各自的优缺点。胚轴、子叶节、子叶、胚芽尖 

再生系统用时短，再生频率高，操作简单，不过易形成嵌合 

体，后期的检测、鉴定、筛选工作量大。原生质、花粉再生体 

系，用时长，再生频率低，转化困难。目前有些研究，针对不 

同的外植体进行了比较。1986年 wIi 等分别用大豆的子 

叶节、上胚轴和初生叶为外植体，通过器官发生均获得了再 

生植株 50。1998年程林梅等以大豆上胚轴、下胚轴、幼胚和 

小真叶为外植体 高频率地诱导出再生植株。但不同基因型 

由于遗传和生理差异，诱导植株再生效果不同。汾豆 33号 

不论是上胚轴、下胚轴、小真叶和幼胚诱导植株再生率都很 

高_5 。薛仁镐等 1994年利用大豆成熟子叶节、未成熟子叶 

节、幼胚、成熟子叶作为外植体，4种外植体中以成熟子叶节 

的再生频率最高，达 96％。其次为幼胚 >未成熟子叶节 >成 

熟子叶L52J。1999年，王升吉等利用不同大豆品种的顶芽、胚 

轴、子叶节、子叶、叶片等作为外植体，进行组织培养再生研 

究，结果表明，不同大豆品种诱导分化芽的能力差别较大，供 

试品种中，辽豆 l1号和辽豆 l0号的再生能力最强，对诱芽率 

的影响，经 L1 (45)正交试验可知外植体 >品种 >培养基。外 

植体对诱芽率影响依次为子叶节 >顶芽 >子叶 >下胚 

轴 J。程林梅等采用不同大豆品种的下胚轴、上胚轴、小真 

叶和幼胚作外植体进行植株再生的研究。结果表明，汾豆33 

号诱导植株再生率最高i诱导频率依次为下胚轴>上胚轴 > 

小真叶>幼胚；下胚轴在 B5+NAA 0．3 mg／L+KT1 me／I,培 

养基上可诱导出愈伤组织并直接分化成苗，植株再生频率为 

34％，最高达50％。获得大豆高频率再生植株，收到较饱满 

的种子 J。虽然前人的研究结果并非完全一致，这是由于 

不同的再生体系均有很多不同的影响因素造成的，每个再生 

体系都还有很大的提高空间。不过前人的研究可以说明子 

叶节、胚轴、胚芽尖是目前研究应用比较成功的再生体系，当 

然这3种再生体系的优化均还需要大量深入的研究，进而进 
一 步提高它们的再生频率。 

8 大豆再生体系的发展前景 

大豆再生体系的优化是大豆遗传转化研究的重点和前 

提。迄今为止，人们对各种不同的外植体进行了比较深入的 

研究，也得到了很多成功转化的大豆植株，但诱导再生植株 

频率低，重复性差，依然是大豆再生体系面临的主要问题， 

需要进一步深入的研究。 
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