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大豆整个子叶节外植体再生体 系的建立及与子叶节、胚尖再生体 系的 

比较 

马晓红，姚陆铭，武天龙 

(上海交通大学农业与生物学院，上海 200240) 

摘 要：大豆再生较为困难 ，难以满足基因工程的需要。为建立一种快速高效的再生体系，大豆整个子叶节作为外 

植体进行再生。成熟大豆种子在 MSB 添加 BA 0．4 mg·L 的培养基中萌发 5～7 d后 ，切取子叶节外植体 ，含有 

BA或 CPPU添加一定浓度的IBA的培养基用于筛选芽诱导培养基 ，确定了芽诱导的最适培养基条件为 MSB 添加 

BA 3．0 mg·L 和 IBA 0．2 mg·L～，将再生芽放入 MSB 培养基中伸长至3 cm左右后，放入 MSB5添加 IBA 0．5 mg 

· L 的培养基中生根 ，生根的小苗炼苗后移栽。大豆整个子叶节再生体系芽再生频率可以达到94．7％，平均每个 

外植体可以得到28个芽。将此再生体系与传统的大豆子叶节再生体系、近几年应用较多的大豆胚尖再生体系在 

再生频率、出芽数 目、芽伸长情况以及再生周期等方面进行 比较，结果表明：大豆整个子叶节再生体系在外植体再 

生频率以及出芽数量上优于其它两种体系。 
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High Frequency Plant Regeneration from W h0le Cotyledonary Node Explants 

and Comparison with Coty ledonary Node and Embryonic Tip Regeneration Sys- 

tern in Soybean[Glycine max(L．)Merril1] 
MA Xiao—hong，YAO Lu—ming，WU Tian—long 

(School of Agriculture and Biology，Shanghai Jiao Tong University。Shanghai 200240，China) 

Abstract：Soybean[Glycine，№ (L．)Merril1]in vitro regeneration had been proved to be difficult，which limited the appll— 

cation of gene engineering on soybean．A more efficient and successful regeneration system for soybean was reported here U— 

sing whole cotyledonary node as the explant．Whole cotyledonary node explants were obtmned from aseptic seedlings cultured 

on MSB5medium supplemented with N。一benzyladenlne(BA)at the concentration of 0．4 mg·L～for 5—7 d．MSB5medium 

containing different concentration and combinations of BA or N一(2-chloro一4一pyridy1)一N'-phenylurea(CPPU)with indole一3一 

butyric acid(IBA)were selected for shoot regeneration in whole cotyledonary node regeneration system and MSB5 medium 

containing 3．0 mg·L BA and 0．2 mg·L～IBA Was proved to be optimum ．The regenerated shoots were elongated on the 

MSB5medium  to about 3 cm and rooted on MSB5medium  containing IBA 0．5 mg·L_。．Plantlets with well—developed roots 

were hardened and planted in greenhouse to maturity．Using of this system．shoot regeneration frequency could reach 94．7％ 

and one explant could regenerate 28 shoots on average．In comparison with traditional cotyledonary nod e and emb ryonic tip 

regeneration system，whole cotyledonary node regeneration system Was superior in shoot regeneration frequency and num ber 

of shoot． 

Key words：Soybean；Regeneration system；In vitro culture 

大豆是世界上重要的油料作物和植物蛋白来源 

之一，通过基因工程手段改良大豆具有重要的意义。 

但是，目前已经建立在其它双子叶植物上的转化体 

系，在大豆上的应用效果不是很理想。这主要是由 

于大豆外植体再生比较困难，影响了基于大豆再生 

体系的转化平台的建立。因此建立一个快速有效的 
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再生平台对于大豆转化十分重要。 

大豆是目前公认的几种再生困难的作物之一。 

自从 Cheng⋯第一次成功报道了利用大豆子叶节外 

植体在改良的 B 培养基上成功再生以后，很多研究 

人员利用大豆植株的各个部位为外植体进行再生体 

系的建立，其 中包括无菌苗芽尖 J，未成熟子叶 

胚 ，上胚轴和初生叶E I5]，幼胚轴E引，初生叶节E 

以及下胚轴 I9 等。几十年来的研究取得了很大的 

进展，但是目前仍然存在的关键问题是植株再生芽 

的数量少，再生周期较长，因而限制了基因工程技术 

在大豆上的有效应用。 

目前在大豆上应用较成功的是农杆菌介导的子 

叶节再生转化方法  ̈，但是此转化方法的效率仍然 

偏低，与基因转化受体系统的要求还有一定的差距。 

最近，研究人员对于这个平台进行了部分改进以提 

高 T—DNA的转移率以及筛选效率⋯ 。而子叶节 

再生体系方面的研究较少。高效的转移效率必须依 

靠于一个高效的再生平台，其主要表现在能够在较 

短的时间内得到较多的丛生芽。Liu等 采用大豆 

胚尖作为外植体进行遗传转化，获得转基因大豆的 

频率可以达到 15．8％。 

利用大豆整个子叶节为外植体，使用不同浓度 

及配比的激素对大豆整个子叶节外植体再生过程中 

芽诱导的影响进行考察，筛选最适培养基，并与子叶 

节、胚尖再生体系相比较，试图利用直接芽再生方式 

建立一种快速有效的再生体系。 

1 材料与方法 

1．1 植物材料 

采用3个大豆品种：合丰 46(黑龙江农科院佳 

木斯分院)，东农 42(东北农业大学)，合丰48(黑龙 

江农科院佳木斯分院)。 

1．2 基本培养基和培养条件 

使用的基本培养基为 MSB 培养基[MS_】钊无机 

盐和 B5̈ 维生素]添加不同浓度和组合的植物生 

长调节剂。培养基添加 2％蔗糖和 8％琼脂。用 

0．5 mol·L NaOH调节 pH至5．8，121—123℃灭菌 

20 min。组织培养室温度保持在(25±3)℃，13光灯 

每天光照 18 h，光照强度 60 m01．m～。 

1．3 外植体获得及不定芽再生 

整个子叶节：大豆种子用自来水冲洗3次，70％ 

的乙醇浸泡 30 s后，加入5％次氯酸钠溶液浸泡 30 

min(4~C)，用无菌蒸馏水冲洗 3次。消毒后的种子 

接种在添加BA 0．4 mg·L 的MSB 培养基中培养5 
— 7 d。将得到的无菌苗用无菌刀片切除初生叶和 

上胚轴，去掉胚根，留大约 3—5 em的下胚轴，将外 

植体转到芽诱导培养基中培养 14 d后转入不添加 

激素的 MSB 芽伸长培养基中。 

子叶节：大豆种子消毒方法如上，消毒后的大豆 

种子在添加 BA 0．4 mg·L 的MSB 培养基中培养5 
— 6 d。用无菌刀片切除部分下胚轴，留3—5 mm， 

去除 1／3的子叶，在两片子叶之间纵切，去除上胚 

轴，得到两个外植体。将外植体转到附加 BA 1．0 

mg·L 和IBA 0．2 mg·L 的MSB 培养基中诱导出 

芽，每隔 14 d更换相同培养基至丛生芽出现后转入 

不添加激素的 MSB 芽伸长培养基中。 

胚尖：消毒后的大豆种子(方法如上)在无菌蒸 

馏水中浸泡 24 h(25℃)，去掉种皮，解剖镜下去除 

子叶和原叶，分离得到胚尖外植体，在附加 BA 3．0 

mg·L 和 IBA 0．2 mg·L 的 MSB 培养基中培养 

24 h，然后转移到附加 BA 0．2 mg·L 和 IBA 0．2 

mg·L 的MSB 培养基中培养诱导出芽，每隔 14 d 

更换相同培养基至丛生芽长出。 

1．4 大豆不定根的诱导与再生植株的形成 

每隔 14 d更换新的芽伸长培养基至芽伸长到3 

em左右，转入附加 IBA 0．5 mg·L 的 MSB 生根培 

养基中培养至生出2—3条根，将瓶盖打开炼苗 2— 

3 d，小心用镊子取出小苗，温水洗净根部残留琼脂， 

然后栽于盛有灭菌的土：蛭石：沙子(1：1：1)均匀混 

合的塑料盆中，保持一定湿度，此时要适当降低培养 

温度，3周后移栽到温室中。 

2 结果和分析 

2．1 大豆整个子叶节再生体系的优化 

不同浓度及组合的细胞分裂素 CPPU和 BA以 

及生长素 IBA添加到芽诱导培养基中用于筛选大 

豆整个子叶节外植体最适出芽培养基成分。从表 1 

中可以看出，所试的 14种培养基中，在出芽率的表 

现上含 BA的培养基优于含 CPPU的培养基，平均 

值分别为76．5％和 54．0％。其中出芽率最高的为 

BA 3．0 mg·L +IBA 0．2 mg·L～，为94．7％；最低 

的是 CPPU 0．5 mg．L + IBA 0．2 mg．L～，为 

37．1％。含 BA的培养基中添加 IBA对出芽率的影 

响不大，而含 CPPU的培养基中添加 IBA反而降低 

了出芽率。 

培养 3周后，统计出芽数目，在含 BA的培养基 
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培养基 Medium／mg·L 

再生频率 

Frequency of shoot regeneration／％ 

每个外植体上的芽数 

Number of shoots／explant 

合丰46 合丰48 东农42 合丰46 合丰48 东农 42 

Hefeng 46 Hefeng 48 Dongnong 42 Hefcng 46 Hefeng 48 Dongnong 42 

再生率(％)=带有3个以上芽的外植体数／总的外植体数 ×100 

Frequency of shoot regeneration(％)=(No．of explants with above 3 shoots／No．of total explants)×100 

(a)从萌发5—7 d的大豆无菌苗得到的外植体放人芽诱导培养基中培养 ；(b)在芽诱导培养基中培养6 d后，腋芽 

分生组织区出现大量的不定芽丛 ；(C)在芽诱导培养基中培养 10 d后，大量的不定芽形成；(d)将两片子叶去除后， 

外植体转入芽伸长培养基中培养；(e)转入芽伸长培养基中7 d后 ，不定芽开始伸长；(f)芽伸长培养基中培养 15 d 

后，部分芽伸长至3 em左右；(g)生根后待移栽的小苗；(h)再生的小苗结荚成熟。 

(a)Explants obtained from soybean seedlings aged 5-7 d were inoculated on shoot induction medium；(b)After culturing for 

6 d on shoot induction medium，the seedlings sprouted shoot buds；(c)10 d later，the shoot buds formed；(d)Explants with 

shoot buds were cultured on shoot elongation medium；(e)Shoots elongated after culturing for 7 d on shoot elongation medi— 

um；(f)After culturing for 15 d on shoot elongation medium，some shoots elongated to 3 em；(g)Plantlets with well—devel— 

oped roots；(h)Mature plantlets in greenhouse． 

图 1 大豆整个子叶节再生体系 

Fig．1 Whole cotyledonary node regeneration system of soybean[Glycine max(L．)Merril1] 

中，随着 BA浓度的增大，出芽数 目增多，在 BA 3．0 

mg．L +IBA 0．2 mg·L 的培养基中，平均可以得 

到28个不定芽。在含 CPPU的培养基中，当CPPU浓 

度为 1．0 mg·L 且添加 IBA 0．2 mg·L一时，出芽数 

目最高，为 10个，随着 CPPU浓度的增加，出芽数目 

下降。3个大豆品种表现趋势一致。 

因此，将大豆种子在添加 BA 0．4 mg·L 的 

MSB 萌发培养基 中培养得到无菌苗，切取整个子 

叶节外植体后放人添加 BA 3．0 mg·L 和 IBA 

0．2 mg．L 的芽诱导培养基中培养至出现大量不 

定芽后，转入不添加植物激素的 MSB 伸长培养基 

中培养，待芽伸长至3 cm左右，转人添加 IBA 0．5 
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mg·L 的培养基中诱导生根后移栽(图 1)。 

2．2 三种不同外植体不同培养时间出芽以及芽伸 

长情况的比较 

以合丰46为材料，采用大豆器官发生途径中较 

常用的大豆子叶节外植体，最近几年应用较为成功 

的大豆胚尖外植体以及试验中发展的大豆整个子叶 

节外植体进行大豆再生体系的比较。其中3种外植 

体各自采用最适的培养条件，试验分别对 3种外植 

体出芽数目、芽伸长情况进行统计。 

皿  

窖 

丑 

礤长度>／0 5cm的芽 ShooLg length~0 5cm 

厂] 

： 
．

闩． ．； 目
． 闰 圈 

CN10 CN20 CN30 WCNl0WCN20WCN30 ET10 ET20 ET30 

不同外植体在培养基中培养的天数 
Time of culture of different explantF／d 

CN10，CN20，CN30：子叶节外植体，得到外植体后培养 10 d，20 d， 

30 d；WCN10，WCN20，WCN30：整个子叶节外植体，得到外植体后 

培养 10 d，20 d，30 d；ETIO，ET20，ET30：胚尖外植体，得到外植体 

后培养 10 d，20 d，30 d。 

CN10，CN20，CN30：cotyledonary node explants were cultured for 10 

d，20 d，30 d，respectively；WCN10，WCN20，WCN30：whole cotyle— 

donary node explants were cultured for 10 d，20 d，30 d，respectively； 

ETIO，ET20，ET30：embryonic tip explants were cultured for 10 d，20 

d，30 d，respectively． 

图2 3种外植体分别培养 10 d、20 d、3O d时出芽以 

及芽伸长的情况 

Fig．2 Comparison of shoot number and shoot elongation of 

the soybean C．1ycine ITI,0．X(L．)Merrill eotyiedonary node 

(CN)，whole co~ledonary node(WCN 1 and embryonic tip 

(ET)systems after culturing for 10，20，3O d 

从图2中可以看出．3种外植体均可以在较短 

的时间内(10 d)在各自的最适培养条件下诱导出 

芽，但出芽的数目有所不同，其中整个子叶节外植体 

出芽数 目最多，平均可以达到 15个芽，但是芽均未 

开始伸长；子叶节外植体其次，平均可以得到 7个 

芽，其中2个芽开始伸长；最少的为胚尖外植体，平 

均为3个芽，其中2个芽长度大于等于0．5 am。继 

续培养至20 d时，出芽数 目均较之前有大幅度增 

加，其中整个子叶节外植体出芽数目最多，平均可以 

达到28个芽，其中50％的芽开始伸长；子叶节外植 

体其次，平均可以得到 9个芽，其中4个芽开始伸 

长；最少的为胚尖外植体，平均为5个芽，其中60％ 

的芽已经开始伸长生长。培养至30 d时，出芽数 目 

均较培养20 d时稍有增加，其中整个子叶节外植体 

出芽数目最多，平均可以达到 33个芽，其中21个芽 

长度大于等于0．5 am；子叶节外植体其次，平均可 

以得到 12个芽，其中5个芽开始伸长；最少的为胚 

尖外植体，平均为6个芽，其中5个芽已经伸长。 

由此可以看出，出芽数目最多的为整个子叶节 

外植体，平均可得到 33个芽，最少的为胚尖外植体， 

平均可以得到6个芽。芽伸长情况最好的为胚尖外 

植体．至培养 30 d时，大部分的芽(83．33％)均较易 

伸长，生长较为整齐；其次为整个子叶节外植体，为 

63．64％；芽伸长情况最差的为子叶节外植体，只有 

41．67％的芽可以伸长。 

2．3 三种外植体培养30 d后再生频率的比较 

再生频率的高低是衡量大豆再生体系是否成功 

的一个主要因素，也是衡量能否应用到大豆转化中 

的一个先决条件。以合丰46为材料，对大豆子叶节 

外植体、整-5、子叶节外植体、胚尖外植体进行再生培 

养，3种外植体培养30 d后对其再生频率进行统计， 

结果表明3种再生体系中整个子叶节再生体系再生 

率最 高，为 95．7％，其 次 为胚 尖再 生 体 系，为 

89．0％，子叶节再生体系再生率为59．4％。 

同时对培养 30 d后，3种外植体上出芽的数目 

进行了统计(图3)，其中整个子叶节再生体系，诱导 

出芽的外植体中有 94．0％的外植体均可以产生 4 

个及以上的芽；子叶节再生体系中，已经出芽的外植 

体中有 64．1％的外植体可以产生4个及以上的芽； 

口带有4个及以上芽的外精体 

Explants with 4 or more shoots 

口带宵3个及以下芽的外植体 
120 r c、一l一 ⋯ ，：．1．， r̂⋯⋯ k一  

三 100 

碍 80 

6o 
：  

墨 40 

2O 

0 
CN W CN ET 

不 同外植体 类型 
Different explant 

图3 大豆子叶节外植体(CN)、整个子叶节外植体 

(WCN)和胚尖外植体(ET)培养30 d后再生频率 

Fig．3 Shoot regeneration frequencies of the soybean eotyle． 

donary node(CN)，whole cotyledonary node(WCN)and em． 

bryonie tip(ET)systems after culturing for 30 d 

∞ ∞ m ，O 

苎8 矗 霉jZ 
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胚尖再生体系中，诱导出芽的外植体中有57．6％的 

外植体可以产生4个及以上的芽。 

2．4 三种不同外植体再生周期的比较 
一 个理想的再生体系需要在较短的时间内得到 

较多的不定芽，因此实验过程中对大豆子叶节、整个 

子叶节、胚尖三种再生体系的周期进行了统计(图 

4)。其中由于胚尖再生体系不需要经过种子萌发 

的过程以及芽再生相对较快的原因，再生周期最短， 

为50 d；其次为整个子叶节再生体系，整个再生周 

期，从种子萌发到炼苗之前周期为58 d；子叶节再生 

体系再生周期平均为 76 d。 

亳 
躁 ＆ 

瓣 
萤 

CN W CN ET 

不同外植体类型 
Different explant 

图4 大豆子 叶节外植 体(CN)、整个子 叶节外植体 

(WCN)和胚尖外植体(ET)再生周期的比较 

Fig．4 Comparison of the regeneration periods of the soy— 

bean[Glycine (L．)Merril1]eotyledonary node(CN)， 

whole eotyledonary node(WCN)and embryonic邱(ET)sys— 

tems 

3 讨论 

植物生长调节剂在植物再生体系中对细胞分 

裂、分化过程中起着重要的作用。在以往的大豆再 

生以及转化体系中，嘌呤型细胞分裂素中的 BA使 

用较多 。而苯基脲型细胞分裂素中的 CPPU 

应用很少。CPPU又称 KT一30，是 N．(2．氯．4．吡啶 

基)一N’一苯基脲[N一(2一chloro一4一pyridy1)一N’一pheny— 

lurea]的简称，具有细胞分裂素活性，可以促进细胞 

分裂和器官发生。很多研究表明，CPPU有更强的 

促进细胞分裂的活性，如 Bruce和 Zwa~(1966) 用 

烟草茎髓细胞为材料对500多种脲衍生物进行活性 

鉴定，CPPU活性是玉米素的千倍 以上；BA促进细 

胞分裂 的活性仅为 CPPU的十分之一。Takahashi 

等 到以烟草愈伤组织为材料对 4一吡啶脲(4PU)衍 

生物的活性与结构的关系进行了研究，结果发现 

CPPU的活性比供试的任何一种嘌呤型细胞分裂素 

活性更高。这说明 CPPU诱导细胞分裂和促进器官 

发生的活性远远高于一般嘌呤类细胞分裂素的活 

性。目前在很多植物的离体培养中有所应用，如 

梨 川，桑树 引，薰衣草 矧，菠萝 等，但在大豆上 

未见相关报道。 

从结果可以看出，与添加 BA的培养基相比较， 

添加 CPPU的培养基中的外植体无论出芽率还是出 

芽数目都较前者低。试验中观察发现，添加 CPPU 

的培养基中的外植体的两片子叶在较短的时间内迅 

速膨大，且颜色深绿，而添加 BA的培养基中的外植 

体的子叶在培养过程中大小及颜色并无明显的变 

化，且随着时间的增长，有萎缩的倾向。因此认为， 

在添加 CPPU的培养基中，两片子叶可能在营养的 

竞争能力方面超过分生组织，影响了腋芽部位分生 

细胞的积极分化，从而影响了出芽率以及出芽的数 

目。到后期时，外植体去掉两片子叶转入伸长培养 

基，在含 CPPU的培养基中诱导出芽的外植体得到 

的不定芽更易伸长。因此认为，利用 CPPU作为诱 

导芽再生的植物生长调节剂时，应尽量选择仅包括 

分生组织的外植体。 

大豆子叶节外植体是目前大豆组织培养器官发 

生途径中使用较多的一种外植体，以其取材方便，操 

作相对 简单，较 易 出芽 等优 点得 到广 泛 的应 

用 '“ ；大豆胚尖外植体在近几年的大豆再生 

及农杆菌介导的大豆遗传转化中有所应用 5̈．驯，其 

显著的特点是再生周期短，操作更为简便；大豆整个 

子叶节外植体是试验在传统的子叶节方法上进行改 

良的一种外植体，在实验室大豆再生及转化体系中 

实际应用。对这三种再生体系进行比较，结果表明 

三种再生体系在不同方面各有其优点。其中再生周 

期最短的是胚尖外植体，其次是整个子叶节外植体， 

最后是传统的子叶节外植体。出芽数 目最多的是整 

个子叶节外植体，平均可以达到33个芽；其次是传 

统子叶节外植体；出芽数目最少的是胚尖外植体，一 

般为3～6个芽。 

根据观察，子叶节外植体培养过程中芽生长缓 

慢，大部分的芽较易成为封顶芽，因此子叶节外植体 

芽伸长的步骤较难控制，伸长需要的过程较长。相 

对于子叶节和胚尖外植体，整个子叶节外植体具有 

出芽数目多，伸长相对容易的特点，虽然培养 30 d 

时芽伸长率为 63．64％，不及胚尖外植体芽伸长率 

高，但由于芽总数多，因此仍然可以得到较多可以转 

入生根培养基中的芽，将其它未伸长的继续继代培 

∞ 加 ∞ ∞ ∞ 如 加 m O 
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养，可以在适当的条件下继续伸长生长，封顶芽现象 

很少发生。 

根据结果可以看出，操作最为便捷的是胚尖外 

植体，除了前期剥取胚尖工作量稍大以外，后期的处 

理较为方便，而且生长周期较短，出芽较快，伸长容 

易，生长较整齐，不存在封顶芽的情况。但是此外植 

体存在的明显缺点是出芽数目较少，一般一个外植 

体最多可以得到6个不定芽。整个子叶节外植体相 

对于胚尖外植体来说，在不定芽的再生数量上大大 

的提高，弥补了胚尖外植体出芽数量太少的缺点；而 

与子叶节系统相比，大大缩短了再生周期，且生长较 

为整齐。 

总的说来，使用大豆整个子叶节再生体系可以 

将离体培养时间缩短至 2个月，并得到较多的不定 

芽。与目前较常用的两种再生体系相比，大豆整个 

子叶节再生体系是简便有效的新的大豆再生体系， 

大豆整个子叶节外植体可以作为一种较为理想的大 

豆再生的途径并有望应用于大豆再生以及农杆菌介 

导的大豆转化研究。 
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那么即使检测到特异性条带和杂交条带，也无法判 

断外源基因已经整合阳性植株基因组中。此研究在 

阳性植株 PCR检测时引物是用 SPS基因的一段序 

列(20bp)及 35S内部的一段序列(20bp)设计的。 

Southern杂交探针选择的是阳性对照的 PCR产物 

(约500bp)纯化后，用限制性内切酶 Xba I处理后， 

进行 1．0％琼脂糖凝胶电泳。有两条带，其中一条 

带是 SPS基因3 侧领域约320 bp，一条带是35S领 

域约 180bp，从胶上回收 180bp条带。这一改进，解 

决了上述无法判断外源基因是否已经整合到植株基 

因组中的问题。 

4 结论 

[4] 

[5] 

[6] 

[7] 

[8] 

研究建立了大豆胚尖的再生体系，和子叶节系 

统及基因枪系统相比较，这个系统具有高效和快速 

的再生特点。利用根癌农杆菌对大豆成熟种子的胚 

尖外植体进行遗传转化，获得了整合 SPS基因的转 J 

基因大豆植株。农杆菌介导胚尖 800个外植体，获 

得6株 PCR阳性植株和3株 Southern杂交检测的 

阳性植株。转化频率以Southern杂交阳性为指标计 

算，转化频率为0．375％。 
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