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大豆生物工程研究进展

周思君

(黑 龙江 省 农科院生物技米研究中心 )

近十年来
,

大豆生物工程研 究有了许 多新的突破
。

本文概述了大豆的细胞组织培 养
、

原生

质体培养以及基因转移等方面的研究进展
。

l 花药 (花粉 ) 培养

大豆花药培养一直进展 比较缓慢
。

虽然已经得到花粉植株
,

但频率极低
,

重复性很差
。

大

豆花粉植株的诱导频率受许多因素的影响
,

这些因素主要是基 因型
、

发育状况
、

培养基
、

培养条

件等
。

在大豆花药培养中
,

几乎所有基因型都能产生愈伤组织
,

但不同材料形成愈伤组织的能

力差异很大
。

起源于花丝
、

药隔
、

药壁的体细胞愈伤组织极易产生且增殖很快
,

常将产生较晚
、

增殖较慢的花粉愈伤组织橙盖
。

用 P FP (对氟苯丙氨酸 )或活性碳能够抑制这些体细胞愈伤组

织的产生
,

但也抑制了花粉愈伤组织的形成
。

这个问题至今尚未能很好解决
。

花粉的发育状况对花粉植株的诱导影 响很大
。

生长在大田的大豆植株 比生长在温室的有

较高的花粉愈伤组织诱导率
;
初花期和盛花期的花药对诱导更为有利

; 只有处于单粒早
、

中期

的花药
,

细胞逐渐分裂形成多细胞团
,

进而产生肉眼可见的花粉愈伤组织
。

大豆花药培养的基本培养基一般认为以 B 。

或改 良 B
,

较为适宜
,

但也有的研究者以 M S 为

基本培养基
。

激素种类以 2
,

4一 D 效果较好
。

蔗糖浓度以 6 ~ 12 %比较合适
。

关于培养条件
,

一般认为低温处理 (3 一 5℃ )5 天左右有助于启动花粉细胞分裂
,

但 K ad lec

等 ( 19 91 )的研究认为低温预处理无效
。

接种后置 23 一 28 ℃下培养比较有利
。

在诱导愈伤组织

期间
,

光照并不重要
,

当愈伤组织分化时
,

需要补充一定的光照
。

单花粉培养对于研究花粉脱分化
、

排除花药体细胞的干扰非常有利
。

刘德朴
、

赵桂兰等

( 1 9 8 6) 取单核期的花蕾
,

用盖玻片挤压法游离花粉
,

通过液体培养获得了大量愈伤组织
。

2 细胞培养
大豆单细胞培养再生植株的研究报道较少

。

其中 iL 等 ( 1 98 5 )
、

罗希明等 ( 19 8 9 )从幼胚子

叶的愈伤组织分离出单细胞
,

经培养再生成植株
。

在单细胞培养中
,

来源于不同基因型的大豆细胞的再生能力差别很大
;
来自下胚轴的悬浮

细胞的再生能力与来 自幼胚子叶的不同
;
单独应用玉米素诱导分化获得再生植株

,

而采用

6B A
、

N A A 和 I A A 三种激素的不同比例配合都没有分化成功
;
愈伤组织在分化培养基上

,

如果

一个月以上不转移
,

则不容易分化出芽
。

3 组织培养
大豆的组织培养经赶了长期的广泛研究

,

最近几年才有了突破性进展
。

中国科学院植物所和黑龙江省农科院合作 ( 1 9 7 4) 从大豆下胚轴诱导出再生幼苗
。

吉林省

农科院 ( 1 9 7 6) 从大豆下胚轴培养出再生植株
。

陈云昭等 ( 19 8 3) 从大豆上胚轴和小真叶离体培

养成再生植株
。

将兴村等 ( 1 9 8 3) 离体培养野生大豆 ( G
.

so 拟 )的下胚轴和子叶
,

经愈伤组织产生

再生植株
。

杨振棠等 ( 1 9 8 4) 培养大豆复叶
,

并分化成再生植株
。
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国外大豆组织培养获再生植株的最早记载是 9 1 73年 儿m b all 等人的报道
。

他们采用的外

植体是大豆的下胚轴切段
。

此后
,

D o va ld( l9 7 7) 用大豆的种子芽培养获再生植 株
。

E va ns 等人

( 19 8 1 )对 7 个种的大豆下胚轴进行培养
,

仅在 G
.

c o n c s c o n s 和 G
.

at m en et lla 两种多年生野生大

豆上获再生植株
。

K ar t ha 等人 ( 1` 8 1) 培养大豆的茎尖获得再生植株
。

G r an t 等人 ( 1 9 8 4) 用白毛

多年生野生大豆子叶培养出再生植株
。

w r i g ht 等 ( 1 9 8 6
,

1 9 8 7) 分别用大豆的子叶节
、

上胚轴和

初生叶为外植体
,

通过器官发生获再生植株
。

上述研究虽然再生频率不高
,

重复性较差
.

但却大大推动了大豆组织培养的研究
。

hC ir st ia sn on 等 ( 19 8 3) 从一个遗传型的未成熟胚培养获得再生植株
。

在一些其它的研究中

获得了体细胞胚
,

但进展到鱼雷期就终止发育
。

hc en g 和 aS ka 等 ( 1 9 8 0) 通过大豆种子苗子叶节

中的先存分生组织的增殖获得了再生植株
。

L i p p m a n n 、
T il t o n

等 ( 1 9 5 4 )
、

加
z z e r i 等 ( 1 9 5 5 )

、

G加 2 1

等 ( 19 8 6 )报道了大豆未成熟胚的体细胞胚胎发生
。

aB
r w a le 等 ( 1 9 8 6 )

、

R a n e h 等 ( 19 8 7 )
、

周思君

等 ( 19 89
,

1 9 9 0) 通过大豆幼胚培养
,

经体细胞胚胎发生或器官发生
,

获得了高频率的再生植株
,

所有被试基因型都能成功
。

至此
,

大豆体细胞再生系统比较完整地建立起来
,

离体培养技术作

为传统大豆品种改良技术的辅助手段
,

应用于体细胞无性系变异或基因转移等遗传操作中
。

4 原 生质体培养
植物原生质体培养

,

对于遗传工程研究和开拓植物育种新途径具有重要意义
。

大豆的原生

质体培养更加受到国 内外学者的关注
。

但实践证明
,

获得大豆原生质体再生植株十分困难
。

自

七十年代以来
,

人们对大豆原生质体培养进行了广泛研究
,

分别从子 叶
、

下胚轴
、

根
、

茎
、

叶肉
、

荚果等器官分离原生质体进行培养
,

但只能诱导分裂
、

产生愈伤组织或分化出根
。

直到最近几

年才有了突破性进展
,

结束了该项研究多年来停滞不前的局面
。

N e w
e
ll ( 1 9 8 5 )

、

H a m a t t ( 2 9 8 7 )首先在多年野生大豆 ( G
.

e a n e s e e n s ,

G
.

e l o n o l es t i n a )上获得成

功
。

继而卫志明等 ( 1 9 8 8) 从大豆未成熟种子的子叶分离原生质体经培养得到了再生植株
。

张

贤 泽等 ( 1 9 9 3 )培养大 豆幼胚原 生质体经体 细胞 胚再 生植株
。

H a m m a t t 等 ( 1 9 8 9 )
、
J o n e s

等

( 1 9 9 1 )又在野生大豆 ( G
.

a r g y r e a T i n d 和 G
.

e l a n d e s t i n a w e n d l )上获得成功
。

纵观大豆细胞
、

组织和原生质体培养的发展历程
,

可以看到
,

外植体的选择或细胞和原生

质体的来源对植株再生非常重要
。

在大豆组织培养方面
,

虽然进行了广泛研究
,

但只有当选择

了幼胚子叶作为外植体时
,

才在再生频率上获得真正突破
。

在此基础 上
,

人们从幼胚子叶分离

单细胞或原生质体也相继得到再生植株
。

5 基因转移
随着分子生物学的飞速发展

,

D N A 体外重组和基因克隆技术的建立 及植物细胞组织培养

方法的不断完善
,

大豆的基因转移研究进展很快
。

农杆菌介 导及直接 基因转移相继获得成功
。

eP de sr on 等 ( 1 9 8 3) 首次用农杆菌感染大豆植株产生瘤
.

随后又得到冠缨瘤
。

在通过农植菌

介导将外源 D N A 导入大豆组织的尝试中
,

人们很快意识到寄主范围的限制
。

王连铮等 ( 1 9 8 4)

研究了 15 个农杆菌菌系与 2 7 5 9 个野生
、

半野生和栽培大豆基因型之间的相互作用
,

筛选出 7

个致瘤能力较强的菌系和 8 58 个结瘤基因型
,

并获得 了含 T 一 D N A 的稳定大豆细胞系
。

aF
c -

ic ot it 等 ( 1 9 8 5) 用农杆菌感染大 豆幼 苗获得转化的组 织并表达 了对卡 那霉素的抗性
。

iM 等

( 198 6 )
、

aB ld es 等 ( 19 8 7) 获得转化的原生质体
。

上述研究证明了可 以用农杆菌来转化大豆细

胞
,

但未能从转化的细胞再生成植株
。

R e e h 等 ( 19 8 8
,

2 9 5 9 ) 用 A g r o b a e t e r i u n r h loz
g e n es 在野生大豆 G

.

ca en sc e n s
上诱导产生转化
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的根进一步诱导再生成完整植株
,

并对转入基因进行了分子验证
。

Jon es 等 ( 1 99 1) 用相似的方

法在野生大豆 G
.

ar gy
r ea iT dn 上也获得成功

。

不幸的是将这个可有效地转化野生大豆的程序

用在栽培大豆上并未获得成功
。

H in c b e e
等 ( 1 9 8 8) 选择对农杆菌敏感的大豆基因型

,

用含有重组质粒的农杆菌感染子叶外

植体
,

并在含有卡那霉素的诱导不定芽的培养基上培养
,

大约获得 6%的转化了的芽
。

有两个

植株后代表现卡那霉素
、

G US 基因表达和耐草甘磷
,

并按孟德尔 3
: 1 的遗传规律分离

。

aP rr ott

等 ( 1 9 8匆用体细胞胚胎发生系统通过农杆菌感染
,

获得大豆的嵌合转化体
。

同年
,

hc ee 等用农

样菌感染发芽的大豆种子
,

获得转化的植株
.

农杆菌介导的基因转移虽然已在大豆上获得成功
,

但它有很强的基因型依赖性
。

这表现在

两个方面
:

一是基因型对农杆菌感染的敏感性
; 二是基因型的再生能力

。

换言之
,

一个基因型必

须同时具备两个方面的
“

适宜性
’ ,

才有可能获得成功
。

为了克服这种局限性
,

研究者们对微注

射
、

电激
、

粒子轰击 (基因枪 )等直接基因转移技术进行了广泛探索并取得了可喜进展
。

·

L in 等 ( 19 8 7) 通过 电激将外源基 因导入培养的大 豆原生 质体并 获得表 达
。

c h isr t ou 等

(华 8 7) 通过电激 已使许多主栽大豆品种的原生质体得到稳定转化
,

并从转化的愈伤组织形成

根
。

D hi r
等 ( 1 9 9 2) 电激大豆的原生质体获得 了转基因植株

。

应 当指出
,

应用电激法
,

受体常用

原生质体
,

而原生质体的再生尚较困难
,

所以该法 目前仍有较强 的基因型依赖性
。

,

“ 一

u u
等 ( 19 9 0) 用子房注射法将龙葵的抗阿特拉津 (除草剂 )基因转入大豆叶绿体基因组中

。

遗…憾的是他们没有分子杂交 ( s
“ ut he m bl ot )的结果

·

所 以未能确切证明外源 D N A 已经稳定地整

合在大豆基因组中
。

点杂交 ( d吐 bl ot )和 P c R 分析 易受背景和假阳性的影响
,

所以只能作为初

级证据闭
。

sa fn o dr ( 19 8 8) 首次提出的基因枪技术 ( b iol ist ies ) 为植物的遗传转化提供 了更有效的方法
。

硫ca 比 等 ( 1 9 5 5 )
、 C h r is t o u

等 ( 1 9 9 0 )
、

F i n e r
等 ( 1 9 9 1 )相继报道在大豆上应用基因枪法获得稳定

转化
。

取大豆幼胚的胚轴
,

用基因枪轰击其生长点
,

可以从任意一个基因型获得转基因植株
。

迄

今为止
,

已经从 30 多个品种 (包括所有熟期组 )上得到几百株转基因植株
,

其中抗除草剂 aB
s at

和 R o u n
du p 的转基因大豆已经进入大规模的 田间鉴定

。

·

以上是大豆生物工程近年来的研究进展
,

有的 尚处探索阶段
,

有的获得了突破性进展
,

有

的已经进入大田试验
。

无容置疑
,

生物工程技术即将在大豆品种改 良中大显身手
。
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