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发根农杆菌介导不同基因型大豆转化效率的筛选
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摘要：基因型是影响发根农杆菌转化大豆的主要因素之一，为筛选转化效率高的大豆基因型，利用
不同基因型大豆的下胚轴接种发根农杆菌Ｋ５９９（含ＧＵＳ基因），待长出毛状根后，根据不同基因型
大豆发根诱导率和发根数的差异，选择适宜大豆基因型进行ＧＵＳ基因的组织化学染色和ＲＴ－ＰＣＲ
分析。结果表明，３４个大豆基因型发根诱导率和发根数有很大差异，选择发根诱导率大于６０％以
及发根数大于１．６条的２０个大豆基因型毛状根进行ＧＵＳ基因组织化学染色，其中Ｙ０９１、Ｚ１８４、

Ｐ１０８、Ｌ０１０等４个大豆基因型的 ＧＵＳ 基因转化效率较高，分别为９６．２％、９１．７％、８７．５％、

８６．４％；进一步对以上４个大豆基因型毛状根进行ＲＴ－ＰＣＲ分析，结果表明，ＧＵＳ基因均得到了正
确转录。表明大豆基因型Ｙ０９１、Ｚ１８４、Ｐ１０８、Ｌ０１０是发根农杆菌转化大豆较为理想的受体材料。
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　　随着生物信息技术的飞速发展，功能基因组学
逐渐成为后基因组时代的的研究重心。对于植物来
说，建立高效、稳定的遗传转化体系是验证基因功能
的重要手段。尽管许多植物转基因方法得到了发
展，但对于一些难转化植物，如大豆，转化效率仍然
很低。自从第一个成功转基因大豆［１］报道后，大豆
遗传转化方法有所改进［２－３］，但是高效率的大豆遗传
转化及再生体系对于许多大豆研究仍然是个挑战。
近年来，一种利用发根农杆菌转化不同植物形成毛
状根的快速、简便方法得到了发展。这种转化方法
主要应用于产生次生代谢物［４－５］、表达特异性启动
子［６］、分析与根系发育相关的基因功能［７］、进行植株
的再生培养［８－９］等。采用发根农杆菌转化豆科植物
产生的“复合体”植株包含一个野生型的非转基因苗
和转基因的毛状根［１０］，目前，这种转化方法已经成
功地应用于大豆［１１－１２］，成为研究功能基因组学的一
种快速、有效工具。

与根癌农杆菌生物学特性相似，发根农杆菌通
过转化自身染色体外复制子上的一段内源Ｔ－ＤＮＡ
（Ｒｉ质粒）进入植物基因组ＤＮＡ，其上所携带的基
因在宿主细胞中整合表达，使植物产生毛状根。前
人对影响发根农杆菌 Ｔ－ＤＮＡ转化大豆的因素，如
基因型、菌液浓度、接种温度、幼苗年龄等均进行了
报道［１３－１４］，但研究筛选出来的大豆基因型相对有
限［１４］，不能满足国内尤其是黄淮地区试验材料所
需，因此，筛选转化效率高并能稳定表达的大豆基因
型显得尤为重要。鉴于此，选择３４个大豆基因型进
行了发根农杆菌转化，通过比较不同基因型大豆的
发根诱导率、发根数量及转化效率，筛选出适宜发根
农杆菌转化的大豆基因型，为利用大豆转基因毛状
根研究基因功能奠定基础。

１　材料和方法

１．１　发根农杆菌菌株及质粒
试验用菌株为野生型发根农杆菌Ｋ５９９和含有

ＧＵＳ基因的Ｋ５９９（中国科学院遗传与发育生物学
研究所陈受宜惠赠）。分别在固体ＬＢ培养基和附
加５０ｍｇ／Ｌ卡那霉素的固体 ＬＢ培养基上划线，

２８℃下暗培养２ｄ。然后挑取单菌落于５ｍＬ液体
ＬＢ培养基中，２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养过
夜。待菌液ＯＤ６００为０．８时用于接种。

１．２　供试大豆材料及培养
试验材料为河南省农业科学院的３４个大豆

栽培品种，编号依次为Ｚ００１、Ｚ００５、Ｚ００６、Ｚ００７、

Ｚ０１３、Ｚ０１４、Ｚ０２２、Ｚ０３３、Ｚ０３５、Ｚ０４０、Ｚ０４３、

Ｚ０５０、Ｚ０５６、Ｚ０５９、Ｚ０６１、Ｚ０６３、Ｚ０８１、Ｚ０９８、

Ｚ１０２、Ｚ１１１、Ｚ１５２、Ｚ１８４、Ｚ２１６、Ｚ４０６、Ｚ５３２、

Ｙ０９１、Ｌ０１０、Ｐ１０８、Ｆ１２７、Ｆ１２８、Ｆ１３１、Ｆ１３２、

Ｆ１４２、Ｆ１４７。大豆种子使用 Ｈ２Ｏ２／乙醇溶液（１０
ｍＬ　３０％的 Ｈ２Ｏ２ 加入７５ｍＬ　９６％的乙醇，用无
菌水定容至１００ｍＬ）消毒２ｍｉｎ，然后用无菌水
冲洗５～６次，将消毒后的种子种入蛭石，在２３
℃恒温、１６ｈ／ｄ光照条件下进行发芽。

１．３　大豆毛状根的诱导
为了避免种子质量和播种深度的影响，选择长

势一致、５ｄ苗龄的大豆幼苗（图１Ａ），每个大豆基
因型５０株，用注射器针头将发根农杆菌菌液注射大
豆下胚轴１次（图１Ｂ）。接种完毕后，用含有通风孔
的透明塑料盖子覆盖保湿，２３℃恒温、１６ｈ／ｄ光照
条件下进行毛状根的诱导。２～３周后，接种部位长
出毛状根（图１Ｃ）。去掉初生根，将形成的大豆“复
合体”植株（图１Ｄ）泡入水中。

图１　大豆毛状根诱导过程

１．４　大豆毛状根的组织化学染色
接种后３～４周，大豆毛状根长到５～１０ｃｍ时，

使用Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ等［１５］改进的方法进行组织化学染
色，鉴定毛状根ＧＵＳ基因的表达。分别将野生型
Ｋ５９９（阴性对照）和含ＧＵＳ基因的大豆毛状根放入
Ｘ－Ｇｌｕｃ溶液，置于３７℃下暗培养１２ｈ，进行染色。
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Ｘ－Ｇｌｕｃ溶液包含５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｎａ３ＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ（ｐＨ
＝７．０）、１０ ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｎａ２ＥＤＴＡ、０．１％ （Ｖ／Ｖ）

Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、５０ ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｋ３ 〔Ｆｅ （ＣＮ）６ 〕、

５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｋ４〔Ｆｅ（ＣＮ）６〕·３Ｈ２Ｏ、０．５ｍｇ／ｍＬ
Ｘ－Ｇｌｕｃ。将染色后的根放入７０％乙醇中脱色３０
ｍｉｎ，观察显色反应，呈现蓝色的根为ＧＵＳ阳性克
隆。计算大豆毛状根ＧＵＳ基因转化效率。

１．５　大豆毛状根ＧＵＳ基因的ＲＴ－ＰＣＲ分析
每个大豆基因型分别取１株对照（野生型Ｋ５９９

转化）和５株转入ＧＵＳ基因的转基因毛状根，采用
Ｔｒｉｚｏｌ法提取大豆总 ＲＮＡ，用 Ｔｒａｎｓｓｃｒｉｐｔ　Ｆｉｒｓｔ－
ｓｔｒａｎｄ　ｃＤＮＡ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ＳｕｐｅｒＭｉｘ（北京全式金生物
技术有限公司试剂盒）合成ｃＤＮＡ第一链，反应依
据产品说明书进行。ｃＤＮＡ 稀释 ５ 倍后用 于
ＧｍＴｕｂｕｌｉｎ基因和转ＧＵＳ 基因的ＰＣＲ扩增反应。
以ＧｍＴｕｂｕｌｉｎ基因为内参调整ｃＤＮＡ模板用量，当
扩增产物的亮度基本一致时，用此ｃＤＮＡ模板扩增
ＧＵＳ基因。

上游引物ＧｍＴｕｂｕｌｉｎ－Ｆ：５′－ＡＡＣＴＣＣＡＴＴＴ
ＣＧＴＣＣＡＴＴＣＣＴＴＣ－３′与下游引物ＧｍＴｕｂｕｌｉｎ－Ｒ：

５′－ＴＴＧＡＧＴＧＧＡＴＴＣＣＣＡＡＣＡＡＣＧ－３′用来扩增
ＧｍＴｕｂｕｌｉｎ基因。ＰＣＲ扩增进行２８个循环。预变
性９５℃，１０ｍｉｎ；每个循环变性９５℃，３０ｓ；退火５７
℃，３０ｓ；延伸７２℃，３０ｓ。ＰＣＲ体系包括ｃＤＮＡ　２０
ｎｇ、２×Ｔａｇ　ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（购自ＣＷＢｉｏ康为世纪）１０

μＬ、ＧｍＴｕｂｕｌｉｎ基因引物ｍｉｘ（１０ｐｍｏｌ）１μＬ，总体系
２０μＬ。

上 游 引 物 ＧＵＳ－Ｆ：５′－ＡＴＧＴＴＡＣＧＴＣＣＴＧ－
ＴＡＧＡＡＡＣＣＣＣ－３′与下游引物 ＧＵＳ－Ｒ：５′－ＴＣＡＴ－
ＴＧＴＴＴＧＣＣＴＣＣＣＴＧＣＴ－３′用来扩增ＧＵＳ 基因。

ＰＣＲ扩增进行４０个循环。预变性９５℃，１０ｍｉｎ；
每个循环变性９５℃，３０ｓ；退火６５℃，３０ｓ；延伸７２
℃，２ｍｉｎ　３０ｓ。ＰＣＲ体系包括ｃＤＮＡ　２０ｎｇ、２×
Ｔａｇ　ＭａｓｔｅｒＭｉｘ　１０ μＬ、ＧＵＳ 基 因 引 物 ｍｉｘ
（１０ｐｍｏｌ）１μＬ，总体系２０μＬ。

１．６　数据处理方法
发根诱导率＝发根株数／接种株数×１００％；

ＧＵＳ基因转化效率＝ＧＵＳ基因阳性根数／染色总
根数×１００％。采用Ｅｘｃｅｌ　２００３软件进行数据处理
和分析。

２　结果与分析

２．１　不同基因型大豆发根的诱导率，发根数和转化
效率

从表１可以看出，不同基因型大豆发根诱导率、
单株发根数有很大差异。其发根诱导率低于６０％、

６０％～８０％的大豆基因型各有１３个，均占参试大豆
基因型总数的３８．２％；发根诱导率在８０％以上的大
豆基 因型 有 ８ 个，占 参试 大豆 基因 型 总 数 的
２３．５％，其中Ｚ２１６、Ｙ０９１、Ｌ０１０基因型的发根诱导
率分别为９５．８％、９２．９％、９０．６％。单株发根数少
于１．６条的大豆基因型有１２个，占参试大豆基因型
总数的３５．３％；单株发根数在１．６条以上的大豆基
因型有２２个，占参试大豆基因型总数的６４．７％，其
中１７个基因型大豆单株发根数在１．６～２．４条；

Ｙ０９１、Ｌ０１０、Ｚ０４０、Ｐ１０８等４个大豆基因型的单株
发根数分别为２．９、２．６、２．５、２．５条；Ｚ２１６单株发根
数最多，平均为４．０条。

表１　３４个大豆基因型发根诱导率、发根数

基因型
发根诱
导率／％

单株发
根数／条

基因型
发根诱
导率／％

单株发
根数／条

Ｚ２１６　 ９５．８　 ４．０ Ｚ０６１　 ６６．７　 ２．１

Ｙ０９１　 ９２．９　 ２．９ Ｚ０２２　 ６６．７　 １．６

Ｌ０１０　 ９０．６　 ２．６ Ｚ０５６　 ６２．５　 １．７

Ｚ１５２　 ８８．２　 ２．２ Ｚ００６　 ６２．５　 １．６

Ｚ０４０　 ８８．０　 ２．５ Ｆ１２７　 ５８．８　 １．５

Ｚ０５９　 ８５．７　 ２．２ Ｆ１４７　 ５５．６　 １．６

Ｚ５３２　 ８２．８　 １．９ Ｚ０５０　 ５５．６　 １．４

Ｚ００１　 ８１．０　 １．９ Ｆ１２８　 ５２．９　 １．４

Ｚ０３３　 ８０．０　 ２．０ Ｆ１３２　 ５０．０　 １．０

Ｚ００５　 ７９．２　 ２．１ Ｚ００７　 ４５．５　 １．２

Ｐ１０８　 ７８．６　 ２．５ Ｚ０８１　 ４０．９　 １．０

Ｚ０１３　 ７８．３　 １．６ Ｆ１４２　 ３７．５　 ０．８

Ｚ１８４　 ７３．３　 ２．０ Ｚ１０２　 ３４．４　 ０．７

Ｚ０１４　 ７１．４　 １．６ Ｚ０９８　 ２６．７　 １．０

Ｚ０６３　 ７０．４　 １．６ Ｆ１３１　 ２２．２　 ０．３

Ｚ１１１　 ６６．７　 ２．４ Ｚ０３５　 １５．４　 ０．３

Ｚ４０６　 ６６．７　 １．７ Ｚ０４３　 １４．０　 ０．１

　　根据以上大豆基因型发根诱导率、单株发根数
的差异，从发根诱导率大于６０％、单株发根数１．６
条以上的大豆基因型中选择２０个进行ＧＵＳ基因组
织化学染色，鉴定毛状根的ＧＵＳ基因转化效率。转
入ＧＵＳ基因的毛状根经过组织化学染色后呈蓝色
反应（图２），说明ＧＵＳ基因在毛状根中得到了整合
和表达，未转基因毛状根均没有蓝色反应。由表２
可知，ＧＵＳ基因转化效率低于６０％的大豆基因型有

９个，占所选大豆基因型的４５．０％；ＧＵＳ基因转化
效率６０％～８０％的大豆基因型有７个，占所选大豆
基因型的３５．０％；ＧＵＳ基因转化效率在８０％以上
的大 豆 基因型 有 ４ 个，占 所选大 豆 基 因 型 的

２０．０％，Ｙ０９１、Ｚ１８４、Ｐ１０８、Ｌ０１０等４个大豆基因
型的转化效率分别为９６．２％、９１．７％、８７．５％、

８６．４％。而发根诱导率９５．８％、单株发根数量４．０
条的Ｚ２１６的ＧＵＳ基因转化效率只有５６．４％。
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１．转ＧＵＳ基因毛状根；２．未转基因毛状根

图２　大豆毛状根ＧＵＳ基因组织化学染色

表２　２０个大豆基因型ＧＵＳ基因转化效率

基因型
染色总根
数／条

ＧＵＳ阳性
根数／条

ＧＵＳ基因
转化效率／％

Ｚ２１６　 ７８　 ４４　 ５６．４
Ｙ０９１　 ２６　 ２５　 ９６．２
Ｌ０１０　 ４４　 ３８　 ８６．４
Ｚ１５２　 ３０　 １１　 ３６．７
Ｚ０４０　 ５８　 ２７　 ４６．６
Ｚ０５９　 ５４　 １８　 ３３．３
Ｚ５３２　 ５９　 ４２　 ７１．２
Ｚ００１　 ５４　 ２４　 ４４．４
Ｚ０３３　 ４５　 ２６　 ５７．８
Ｚ００５　 ４１　 ２６　 ６３．４
Ｐ１０８　 ３２　 ２８　 ８７．５
Ｚ１８４　 ４８　 ４４　 ９１．７
Ｚ０１４　 ２５　 １７　 ６８．０
Ｚ０６３　 ３９　 ２０　 ５１．３
Ｚ１１１　 ５１　 ３２　 ６２．７
Ｚ４０６　 ２８　 １７　 ６０．７
Ｚ０６１　 ４０　 ２４　 ６０．０
Ｚ０２２　 ４０　 ２６　 ６５．０
Ｚ０５６　 ５４　 ３２　 ５９．３
Ｚ００６　 ２７　 １３　 ４８．１

２．２　不同基因型大豆ＧＵＳ基因ＲＴ－ＰＣＲ分析
根据ＧＵＳ基因组织化学染色结果，选择转化效

率８０％以上的４个大豆基因型 Ｙ０９１、Ｌ０１０、Ｐ１０８、

Ｚ１８４进行ＲＴ－ＰＣＲ分析，检测ＧＵＳ基因在不同基
因型大豆毛状根中转录水平的表达情况。扩增结果
如图３所示，４个大豆基因型对照（野生型 Ｋ５９９转
化）植株没有扩增出目标条带，而４个大豆基因型中
每个基因型的５株转基因大豆根系均扩增出１　８１２
ｂｐ的目标条带，不同基因型大豆之间和同一种基因
型不同转基因株系之间ＧＵＳ基因的表达量存在差
异。内参ＧｍＴｕｂｕｌｉｎ基因的表达在对照和转基因
大豆植株间没有差别，该结果表明ＧＵＳ基因分别在

Ｙ０９１、Ｌ０１０、Ｐ１０８、Ｚ１８４等４个大豆基因型毛状根
基因组中得到了正确转录。

３　结论与讨论

Ｋｅｒｅｓｚｔ　Ａ等［１３］对发根农杆菌介导转化大豆方
法进行了系统描述，指出采用发根农杆菌侵染大豆
能够得到７０％～１００％的发根诱导率，单株发根数

６～７条（至少１条根携带目标载体），转化效率为

２５％～８０％。Ｃａｏ等［１４］采用发根农杆菌介导转化
大豆的方法对发根农杆菌菌液浓度、接种温度、幼苗
年龄等影响Ｔ－ＤＮＡ转化大豆的因素进行优化，并
筛选出自贡冬豆和粤春０４－５是发根农杆菌Ｋ５９９介
导转化比较优秀的大豆基因型，然而该研究认为，采
用发根农杆菌介导形成的一个“复合体”大豆植株，

只要含有ＧＵＳ基因表达的转基因毛状根 （尽管

Ｎ．用Ｋ５９９转化根系（阴性对照）；Ｙ１－Ｙ５．Ｙ０９１转基因根系；Ｚ１－Ｚ５．Ｚ１８４转基因根系；Ｐ１－Ｐ５．Ｐ１０８转基因根系；
Ｌ１－Ｌ５．Ｌ０１０转基因根系；ＧＵＳ．目标基因；ＧｍＴｕｂｕｌｉｎ．大豆内参基因

图３　４个大豆基因型毛状根ＧＵＳ基因的ＲＴ－ＰＣＲ检测

不是所有的根都是转基因的），这个植株就被认为是
转基因的。很显然，这样界定出来的大豆转化效率

缺乏准确性。

参照前人研究方法，本研究选择生长５ｄ的大

豆幼苗、菌液接种量ＯＤ６００值０．８、２３℃恒温、１６ｈ／ｄ
光照保湿条件下，对３４个大豆基因型进行了筛选。

研究发现，不同大豆基因型的发根诱导率、发根数、

转化效率之间有很大差异。选择发根诱导率大于

６０％、发根数１．６条以上的２０个大豆基因型进行

ＧＵＳ基因组织化学染色，结果表明，Ｙ０９１、Ｚ１８４、

Ｐ１０８、Ｌ０１０等４个大豆基因型的ＧＵＳ基因转化效
率较高，分别为９６．２％、９１．７％、８７．５％、８６．４％。

进一步对４个大豆基因型进行ＲＴ－ＰＣＲ分析，ＧＵＳ
基因在４个大豆基因型毛状根中均得到了正确转

录。由此可见，Ｙ０９１、Ｚ１８４、Ｐ１０８、Ｌ０１０等４个大豆

基因型是发根农杆菌转化的理想受体材料，适宜用

０４ 河南农业科学 第４１卷　



于后续试验。
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