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大豆胚芽尖再生体系的建立及转基因初步研究 

孙文丽 1．2,3，刘昱辉 一，吴元华 ，傅俊范 

(1．沈阳农业大学植物保护学院，沈阳 110161；2．中国农业科学院生物技术研究所，北京 100081； 

3．农作物基 因资源与基因改 良国家重大科学1_=程 ，北京 100081) 

摘 要：建立 了吉林小粒 1号的胚 芽尖再生体 系，对胚 芽尖、子叶 节、胚轴作 为外植体 的重生芽发 生频率及 

主要 影响因素进行 了比较 。结果表 明，胚 芽尖重生芽发 生频率 高，再 生时间短 ，对卡那霉素敏感 ，合 适的 

筛选浓度为 100 mg·L- 。以吉林小粒 1号胚 芽尖为外植体 ，将植物表达栽体 wlO通过农杆 菌(LBA4404) 

导入吉林小粒 1号，在农杆菌中孵育 6h，筛选培养基上重生芽发生频率高，成功获得了再生植株。 
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A Pilot Study of An Soybeans Embryonic Tip Regeneration System 

SUN Wen—li ， 一，LIU Yu—hui2,3 WU Yuan—hua ，FU Jun—fan 

(1,Plant Pathology Department，Shenyang A culture University，Shenyang 1 10161，China； 

2．Biotechnology Research Institute，Chinese Academy of A cultural Sciences，Beijing 100081，China； 
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Abstract：In order to improve the quality of Jilinxiao No．1，the embryonic tip regeneration system was set up according to 

the method of Wei—Zhi-ming．The differences of the multiple shoot~equency amang embryonic tip， cotyledonary node and 

hypocotyl segment was compared with statistic analytical method．The result indicatd that embryonic tip had the highest fre— 

quency multiple shoot and the sho~est time to get it．The embryonic tip was sensitive to kanamycin and the suitable con— 

centration was 1 00 mg·L～．The high frequency multiple shoot could be gained when the embryonic tip was incubated in 

LBA4404 for 6 h．The regeneration plants of JilinxiaoliI transformed the wl0 with the embryonic tip by LBA4404 were ob— 

tained． 
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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。目前研究再生频率比较高的再生体 

系有子叶节 、胚轴和胚芽尖 ， 。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，得到了广泛的应用。Zhou等 捌用子叶节为受体 

分别将几丁质酶基 因 、Bt基因 、玉米转座子 Ac基 

因，SMV—CP基因等转入 Peking等大豆品种 中。但 

也存在再生频率低 、受基因型限制、转化株的嵌合 

体等问题。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 ]。徐香玲等E4,5 3和苏彦等 分别 

将 Bt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号等 

品种中，但其仍然存在诱导再生植株频率低、重复 

性差、转化效率低等缺点。胚芽尖作为大豆组培外 

植体是由 Liu等【 ~]2004年首次研究报道的。Liu等㈣ 

用 大豆胚芽尖 、胚轴 、子 叶节分别作为外植体进行 

GUS基因的遗传转化。发现胚芽尖的重生芽发生效 

率 达到 87．7％，而 子 叶节和胚 轴分 别 为 40．3％和 

56．4％。并且胚芽尖利用农 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 
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生体系Elo]。目前还没有其他关于胚芽尖再生系统的 

报道 ，也没有关于大豆品种吉林小粒 1号组培体系 

的报道。 

为 了利用转基 因技术有效地提 高吉林 小粒 1 

号的品质性状 ．本研究选用大豆品种吉林小粒 1号 

为试验材料建立胚芽尖再生体系．并对以上 3种再 

生体系在各种影响因素下的重生芽发生频率进行 

了比较，期望为吉林小粒 1号品质性状的改良提供 

转化平台，并对大豆的遗传转化效率的提高提供新 

的依据。 

1 材料与方法 

1．1 试验材料 

大豆品种吉林小粒 1号(由国家种质资源中心 

提供) 

1．2 外植体的准备 

在超净 台中先用 75％的酒精处理 1～2 min．然 

后用次氯酸钠 (80％无菌水+20％次氯酸钠 )消毒 40 

min，无菌水冲洗 4～6次，再用无菌水浸泡 3 h后，把 

水倒掉 ，放在滤纸上吸干。 

胚芽尖 ：将消毒好的种子放在 MSB5(表 1)培养 

基 中暗培养 2 d，转 到 MSB5(0．2 mg·L。。6一BA。0．2 

mg·L IBA)培养基中培养 5～10 d。取上述无菌苗， 

切除子叶和第 1片叶子，得到暴露的胚芽尖分生组 

织，作为外植体备用。 

子叶节 ：将消毒好 的种子 ．放在 1／2MSB5(1 

表 1 MSB5培养基贮备 液配方 

mg·L。BAP和 100 Ixmol·L 乙酰丁香酮)培养基上 

培养 5 d后，沿水平方向将子叶下的胚轴切开(大约 

离子叶下 3～5 mm)备用。 

胚轴 ：种子灭 菌后 ，放 到 MSB5 (1．0 mg．L 

BAP)培养基上培养 1 d，将上胚轴(大约 1 cm长 )从 

种子上切离下来备用。 

1．3 3种外植体重生芽频率比较 

由于再生频率是大豆遗传转化体系重要因素。 

因此 ，我们对大豆吉林小粒 1号 ，分别利用胚芽尖 、 

子叶节 、胚轴 3种再生体 系进行再生 ．每种外植体 

取样 100，分装 15皿 。统计长有 3个或以上重生芽 

的愈伤数量，与总的愈伤数量比较，计算重生芽频 

率，取 3次重复平均值。 

1．4 3种外植体重生芽发生时间比较 

我们对大豆吉林小粒 1号胚芽尖 、子 叶节 、胚 

轴 3种转化体系进行了再生时间的比较．每种外植 

体取样 100，分装 15皿 ，分别于分化培养基上培养 

5、10、15、20、25 d时进行大于 3个重生芽的外植体 

数量进行统计 ．与总的外植体数量 比较 ．计算重生 

芽频率，取 3次重复平均值。 

1．5 吉林小粒 1号胚芽尖再生体系的建立 

参考 Wei等的方法 。将胚芽尖外植体放在 

MSB5培养基上 ．培养 24h后 ．将胚芽尖向上插入 

MSB5(6 mg·L BAP和 100 I~mol·L 乙酰丁香酮) 

培养基 中，25℃光照 18 h／黑暗 6 h，培养 10 d后转 

接到新鲜培养基 1次 ．待重生芽长到 2～3 cm时 ．转 

到生根培养基 1／2MSB5(0．2 mg·L～BAP．1．0 mg·L。 

IBA)上，16 h光照／8h黑暗，培养至长成植株，正常 

光照培养 。。]。 

1．6 3种外植体卡那霉素筛选浓度的确定 

卡那霉素(Kanamycin)是组培中常用的筛选指 

标．浓度过低引起假阳性增加后期检测的工作量， 

浪费成本。而浓度过高，则再生频率低。为此，我们 

将胚芽尖 、子 叶节 、胚轴 3种外 植体重生芽再生培 

养基 的 Kanamycin筛选浓度设 定为 10、20、30、40、 

50、70、80、100 mg·L～，3周后统计大于 3个重生芽 

的外植体数量 。与总的外植体数量 比较 ，计算重生 

芽频率。取 3次重复平均值。 

1_7 不 同侵染时间对胚芽尖重生芽频率的影响 

将 含有植 物表达载体 wl0的农杆菌 LBA4404 

在 YEB+K中培养过夜 。在 50 mLYEB培养基 中重 

培养至 0D600达 1．3～1．5。3 000 r·min 离心 10 min， 

菌 体用 1／2MSB5洗 1次 ．用 1／2MSB5 (3 mg·L 

BAP和 100 Ixmol·L 乙酰丁香酮 )，调整 0D60o至 

0．5。 

将胚芽 尖外植体放在 含有 3％蔗糖 、0．6％植物 
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