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摘  要 

种质创新是作物种质资源有效利用的前提和关键，是顺利开展作物遗传育种工作的基础和保

证。50多年来，我国作物种质创新在促进农业新品种更新换代、提高粮食产量、保障我国的粮食

安全等方面做出了巨大贡献。大豆是人类食用油和蛋白质的主要来源，而普通栽培大豆遗传基础

过于狭窄、传统种质创新周期过于漫长，难以满足大豆育种的需求。此外，国外对基因的专利保

护更是影响了我国大豆转基因育种的进程。因此，改善现有的大豆种质创新技术，不断提高大豆

种质创新效率，将是缓解作物种质资源相对贫乏与育种需求不断增大之间矛盾所需解决的首要问

题。 

本研究借助转基因技术的原理和方法，在获得了高质量水稻全长 cDNA的前提下，开展了高

通量转化表达载体的构建以及农杆菌介导大豆转化体系的优化等方面的研究，并最终构建了基于

水稻全长 cDNA的大豆种质创新技术体系。对转基因大豆植株的组织化学检测及分子生物学的检

测结果证明了该种质创新技术体系的可行性。大豆种质创新技术体系的建立为农作物种质创新突

破国外基因专利保护，充分发挥植物转基因技术在种质创新中的应用潜力以及实现优异农艺性状

的跨种、属间的基因交流提供了全新的思路。本研究取得的主要研究结果如下所述： 

1. 高质量水稻全长 cDNA的获得。本研究以抗逆性水稻品种靖粳 7号、合系 15号、珍珠 42、

辽盐 16、旱稻 277、及旱稻 502为材料，得到了不同时间点混合的水稻抗旱、耐盐、耐冷胁迫处

理下的总 RNA，利用 SMART技术合成水稻全长 cDNA，利用 pGEM-T easy载体试剂盒克隆所得

水稻 cDNA，单克隆菌液 PCR扩增结果表明所得水稻 ds cDNA片段平均长度为 900bp，插入片段

大小分布在 0.3～2kb。 

2. 携带不同大小水稻 cDNA高效表达载体的构建。经过片段分级的水稻 cDNA采用平末端

连接和 T-A连接两种方案分别与具有相应末端的双元表达载体质粒 DNA连接并转化农杆菌，制

备含有连接着水稻不同大小 cDNA表达载体的工程菌液，用于农杆菌介导的大豆遗传转化。对平

末端连接和 T-A连接两种连接效果的鉴定结果显示得到了连接有外源水稻 cDNA的质粒表达载

体，连接效率为 60%～75%，连接效率较低，有待改进。 

3. 农杆菌介导的大豆高效遗传转化体系的建立。选用了 3个大豆栽培品种中品 661、垦农 18

和绿 75，在已有研究基础上，本文首次探索了介于子叶节和胚尖之间的新的外植体类型，即带有

1片子叶的胚尖，该方法大大缩短了试验流程，而且此转化技术体系的再生率达 90％以上（中品

661为 95%；垦农 18为 93%；绿 75为 90%），高于子叶节的 50％和胚尖的 70％；分子检测结果

表明转化效率高达 10%（垦农 18）。因此，本研究建立的大豆农杆菌介导的转化技术体系较前人

的更加快速、高效，将是从事农杆菌介导的大豆转基因、突变体构建等基因组学研究强有力的技

术平台。 

4. 新型大豆种质创新体系的验证。将连接有水稻不同全长cDNA的载体转化农杆菌后，借助

于本研究初步建立的农杆菌介导的大豆新型外植体遗传转化技术体系，获得了500多株大豆转基
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因再生植株。经过对大豆再生植株的组织化学GUS检测、PCR及Southern杂交等分子生物学检测，

结果表明水稻cDNA已经转移到了大豆基因组中，证明了本研究所探索的基于水稻全长cDNA的大

豆种质创新技术体系是可行的。 

5. 与传统的种质创新技术相比，本研究构建的基于水稻全长 cDNA的大豆种质创新技术体

系具有如下的优点：（1）外源基因不受基因专利的限制：本技术体系所需的外源基因直接来自

水稻全长 cDNA，不必知道所转基因的序列，突破了国外基因专利的壁垒；（2）最大限度地突破

物种间的生殖隔离：利用转基因技术的原理和方法使得种质创新不仅可以在不同科、族间，甚至

可以打破动植物间的界限而进行，拓宽了优异基因应用领域；（3）提高了种质创新的效率：以

往的植物转基因过程中，一次转基因事件只能完成 1～2个基因的转移，该技术体系是直接转移

所得水稻全长 cDNA“基因池”，实现了植物转基因的高通量转化；同时，该技术体系省略了费

时、费力的基因克隆步骤。 

关键词：种质创新；全长cDNA；水稻[Oryza sativa (L.)]；转基因；大豆[Glycine max (L.) Merrill] 
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Abstract 

Crop germplasm enhancement is the key factor for effective utilization of germplasm resource and 

the basis for breeding project. During the past 50 years, crop germplasm enhancement had played 

important role on agricultural cultivars renewal, crop yield increasing and food security etc. Common 

soybean is the main source of vegetable oil and protein for human being, but its narrow genetic 

background and longer cycle for germplasm enhancement was difficult to meet the requirement of 

soybean breeding. In addition, gene patent protection affected the progress of soybean transgenic 

breeding in our country. So, developing a new type of technique on soybean germplasm enhancement is 

important to increase efficiency of soybean enhancement and meet the need of soybean breeding. 

In this study, based on transgenic technique, a new type of soybean germplasm enhancement 

technique was developed with synthesis of rice full-length cDNA, construction of effective expression 

vector and optimization of Agrobacterium-mediated transformation system. Examining results of 

his-chemical and molecular biology for transformed soybean plantlets showed that this technique 

system was feasible on soybean germplasm enhancement. So, this technique developed provided us a 

brand-new approach to break through gene patent protection and made excellent agronomic trait genes 

exchange among different species and generas. The main research results were showed as following: 

1. Obtaining high quality rice full-length cDNA. In this study, total RNA of rice varieties 

Jingjing7, Hexi15, Zhenzhu42, liaoyan16, Handao277 and Handao502 expressed in different period 

were isolated after treatment of drought, salt and cold stress, respectively. Rice full-length double strand 

cDNAs were reverse transcripted from mRNA by SMART technique and were cloned by pGEM-T easy 

vector. PCR results indicated that the size of insert cDNA fragments ranged from 0.3kb to 2kb with 

average size of 900bp. 

2. Construction of powerful expression vector with different size of rice full-length cDNA. Rice 

full-length cDNA were ligated to binary expression vectors through blunt-ended and T-A ligation 

methods respectively, and then were transformed into Agrobacterium tumeficiens which was ready for 

soybean gene transformation. Detect results showed that these two ligation strategies were feasible with 

60%～75% ligation ratio, although the ligation efficiency was low. 

3. Construction of Agrobacterium-mediated soybean transformation system. A new type of 

explant was explored for the first time, which was composed of one embryonic tip and one cotyledon of 

soybean using 3 cultivars of Zhongpin 661, Kennong 18 and Lv75. The regeneration efficiency was 

more than 90% with Zhongpin661 95%, Kennong18 93% and Lv75 90%, which was higher than that of 

cotyledonary-node (50%) and embryonic tip (70%). The results showed that the transformation 

efficiency of Kennong 18 was 10%, and indicated that this new transformation system was a powerful 

technical platform for soybean genomic study in Agrobacterium -mediated transformation and 

construction of mutants libraries. 

4. Examination of new type of germplasm enhancement: different rice genes ligated to vector 

were transferred into soybean by primarily constructed Agribacterium tumeficiens-mediated 
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transformation system and more than 500 transformed regenerated plantlets were obtained. The results 

of histochemical (GUS) and molecular biology (PCR, Southern, etc.) indicated that rice genes had been 

transferred into soybean genome and obtained rice gene integrated soybean plantlets. Thus the 

germplasm enhancement technical system based on rice full-length cDNA was feasible. 

5. Compared with traditional germplasm enhancement, this innovation technical system based on 

rice full-length cDNA had its advantages. （1）no gene patent restriction：genes used in this technique 

were came from rice full-length cDNA directly and no need to know their sequence;（2）breaking 

through reproductive interspecific segregation furthest： this technique made germplasm enhancement 

could not only happen between different familia and races but also between animal and plant, which 

would broaden application domain of excellent genes；（3）increasing efficiency of germplasm 

enhancement： compared with previous plant transgenic method with one gene transformation every 

transgenic event, this technical system transformed rice cDNA “gene pool”, and implemented high 

throughput gene transfer. At the same time, this system no needed to do time-consuming gene cloning.  

Key words: germplasm enhancement, full-length cDNA, rice [Oryza sativa (L.)], transgene, soybean 

[Glycine max (L.) Merrill]  



 

 v

目  录 

第一章 前 言 ........................................................................................................................................... 1 

1.1作物种质资源研究概况.................................................................................................................. 1 
1.2作物种质资源创新研究.................................................................................................................. 3 

1.2.1作物种质资源创新的必要性 ................................................................................................... 3 
1.2.2 传统作物种质资源创新的途径............................................................................................. 5 
1.2.3 基于转基因技术的作物种质资源创新................................................................................. 7 

1.3 我国大豆种质资源与遗传改良研究现状 ................................................................................... 20 
1.3.1我国大豆种质资源研究现状 ................................................................................................. 20 
1.3.2我国大豆遗传改良研究......................................................................................................... 21 
1.4 研究目的与意义........................................................................................................................... 24 
1.5 研究的技术路线........................................................................................................................... 26 

第二章 材料与方法 ................................................................................................................................ 27 

2.1 植物材料 ..................................................................................................................................... 27 
2.1.1大豆材料................................................................................................................................. 27 
2.1.2水稻材料................................................................................................................................. 27 
2.2 主要化学试剂、酶类及试剂盒.................................................................................................. 27 
2.3 培养基、溶液等试剂的配制....................................................................................................... 28 
2.3.1 大豆遗传转化主要组织培养基配方................................................................................... 28 
2.3.2 其它试剂及培养基配方....................................................................................................... 29 

2.4主要实验技术................................................................................................................................ 33 
2.4.1水稻材料胁迫处理................................................................................................................. 33 
2.4.2植物叶片总RNA的分离与检测 ............................................................................................ 33 
2.4.3 mRNA的分离 ......................................................................................................................... 34 
2.4.4工程菌液制备......................................................................................................................... 34 
2.4.5基因组DNA的提取 ................................................................................................................ 35 
2.4.6 PCR反应 ............................................................................................................................... 36 
2.4.7 Southern杂交 .......................................................................................................................... 37 

第三章 连接有水稻不同CDNA表达载体的构建.................................................................................... 39 

3.1 高质量水稻全长CDNA的获得及其末端的改造 .......................................................................... 39 
3.1.1总RNA的提取与检测 ............................................................................................................ 39 
3.1.2 mRNA的分离.......................................................................................................................... 39 
3.1.3 高质量水稻全长cDNA的合成与质量检测 ........................................................................... 40 
3.1.4 水稻ds cDNA片段大小检测................................................................................................ 41 
3.1.5水稻cDNA测序分析 .............................................................................................................. 43 
3.1.6 水稻ds cDNA末端的补平..................................................................................................... 43 

3.2 载体的筛选与改造 ....................................................................................................................... 44 
3.2.1质粒载体筛选的原则............................................................................................................. 44 
3.2.2 载体的改造........................................................................................................................... 45 

3.3含不同大小水稻基因表达载体的工程菌构建 ............................................................................ 46 
3.3.1含不同大小水稻基因表达载体的构建 ................................................................................. 46 
3.3.2 连接产物转化农杆菌........................................................................................................... 47 
3.3.3 农杆菌单克隆菌液PCR检测平末端连接效果 ..................................................................... 48 



 

 vi

3.3.4含不同大小水稻基因表达载体的工程菌液制备 ................................................................. 48 
3.4 结果与分析 ................................................................................................................................. 48 
3.4.1 水稻总RNA及mRNA浓度与质量检测结果............................................................................. 48 
3.4.2 水稻cDNA的获得................................................................................................................... 49 
3.4.3 插入水稻cDNA片段长度的鉴定........................................................................................... 49 
3.4.4部分水稻cDNA序列分析 ...................................................................................................... 50 
3.4.5 双元表达载体的酶切鉴定................................................................................................... 50 
3.4.6 平末端连接效果的检测结果............................................................................................... 50 
3.4.7 T-A连接效果的检测结果.................................................................................................... 51 
3.5 小结 ............................................................................................................................................. 51 

第四章 农杆菌介导大豆快速高效转化体系的构建 ............................................................................ 53 

4.1 传统农杆菌介导大豆转化体系的优化....................................................................................... 53 
4.1.1 工程菌液制备...................................................................................................................... 53 
4.1.2 大豆种子表面消毒.............................................................................................................. 53 
4.1.3 大豆种子萌发及不同外植体的获得.................................................................................. 54 
4.1.4 农杆菌侵染大豆外植体...................................................................................................... 54 
4.1.5 农杆菌与大豆外植体共培养.............................................................................................. 54 
4.1.6 大豆外植体的丛生芽诱导.................................................................................................. 54 
4.1.7 大豆外植体的芽伸长诱导.................................................................................................. 55 
4.1.8 大豆外植体的生根诱导...................................................................................................... 55 
4.1.9 大豆外植体的移栽.............................................................................................................. 55 
4.1.10 发芽培养基中 6-苄氨基嘌呤的优化............................................................................... 55 
4.1.11 诱导培养基中激素浓度的优化........................................................................................ 55 
4.1.12 其它因子的优化................................................................................................................ 55 

4.2 快速、高效农杆菌介导大豆转化体系的构建 ........................................................................... 56 
4.2.1工程菌液制备......................................................................................................................... 56 
4.2.2大豆种子表面消毒................................................................................................................. 56 
4.2.3大豆种子萌发及外植体的获得 ............................................................................................. 56 
4.2.4农杆菌侵染大豆外植体......................................................................................................... 56 
4.2.5农杆菌与大豆外植体共培养 ................................................................................................. 56 
4.2.6大豆外植体的移栽................................................................................................................. 56 
4.2.7 大豆不同基因型的比较....................................................................................................... 56 
4.3 结果与分析 ................................................................................................................................. 57 
4.3.1 农杆菌介导大豆子叶节和胚尖转化系统的优化 ............................................................... 57 
4.3.2快速、高效农杆菌介导大豆转化体系的建立 ..................................................................... 60 

第五章 携带水稻CDNA大豆转基因植株的检测................................................................................. 62 

5.1携带水稻CDNA大豆转基因植株的获得 ..................................................................................... 62 
5.2大豆转基因株系的表型鉴定........................................................................................................ 62 
5.3大豆转基因株系组织化学GUS基因表达鉴定 ............................................................................ 62 
5.4大豆转基因株系的分子鉴定........................................................................................................ 63 
5.4.1 转基因植株的PCR检测......................................................................................................... 63 
5.4.2 RT-PCR检测.......................................................................................................................... 63 
5.4.3 Southern检测 .......................................................................................................................... 63 

5.5结果与分析.................................................................................................................................... 63 
5.5.1大豆转化再生植株的表型鉴定 ............................................................................................. 63 



 

 vii

5.5.2大豆转化再生植株的组织化学和分子鉴定 ......................................................................... 63 

第六章 讨 论 ......................................................................................................................................... 67 

6.1 基于水稻全长CDNA的大豆种质创新技术体系的建立 ........................................................... 67 
6.1.1 高质量水稻全长cDNA的获得.............................................................................................. 67 
6.1.2 载体的筛选和改造 ................................................................................................................ 68 
6.1.3 快速、高效农杆菌介导大豆转基因技术体系的建立 ........................................................ 68 

6.2基于水稻全长CDNA的大豆种质创新技术体系的验证 ............................................................. 71 
6.3 本研究大豆种质创新技术体系存在的问题 ............................................................................... 71 

6.3.1 cDNA序列的完整性 .............................................................................................................. 71 
6.3.2 cDNA 片段分级准确性......................................................................................................... 72 
6.3.3 cDNA“基因池”的容量 ...................................................................................................... 72 

6.4今后研究计划................................................................................................................................ 72 
6.4.1 技术体系的完善 .................................................................................................................... 72 
6.4.2 技术体系的应用 .................................................................................................................... 73 

第七章 结 论 .......................................................................................................................................... 74 

参考文献 ................................................................................................................................................. 75 

附录 ......................................................................................................................................................... 89 

致谢 ....................................................................................................................................................... 105 

作者简介 ............................................................................................................................................... 106 

 



中国农业科学院博士学位论文                                                          第一章 前 言 

 1

第一章 前 言 

作物种质资源（Crop Germplasm Resources）是指具有特定种质或基因的作物类型的总称，

它是控制作物性状的基因载体，所以有时也称作物基因资源（Crop Gene Resources），是蕴藏在作

物各类品种、品系、类型、野生种、和近缘植物中的全部基因遗产，而任何一种作物种质资源一

旦从地球上消失，就难以用任何先进方法再创造出来（董玉琛,1999）。 

作物育种实际上是对作物种质资源中的基因进行选择与组合，没有作物种质资源就没有作

物育种。作物种质资源中一些优异基因的开发和利用可以使作物的产量取得突破性进展，如第一

次“绿色革命”就是由于小麦、水稻资源中少数几个矮秆基因的开发利用引发的。我国的杂交水稻

取得了巨大的成功，其中水稻资源“野败”的发现与应用起着关键的作用。因此，作物种质资源被

认为是一个国家拥有的最有价值和战略意义的物质财富之一，是生物多样性的重要组成部分，是

人类赖以生存、繁衍和发展所必需的物质基础，是农作物品种改良的物质基础，是农业可持续发

展的重要保证。 

1.1作物种质资源研究概况 

世界各国政府及科学家都十分重视作物种质资源的收集保存，世界各国收集保存的各类物种

质资源多达610万份（含重复）（林富荣等, 2004）。我国于1956和1957年两次收集各地农作物的地

方品种，全国共收集43种大田作物国内品种。此后又相继收集到一些濒于灭绝的作物品种，挖掘

出一批稀有珍贵品种。通过对野生大豆、野生稻、野生小麦、棉花（琼、黔、桂）等的考察，总

体上摸清了有关作物野生种的种类和分布，为种质资源的保护和利用奠定了基础。1979～1997我

国先后从100多个国家和地区引进各种作物种质资源88000余份次。经过这些努力，迄今为止，我

国已收集、保存种质资源38万份，仅次于美国(55万份)，跃居世界第二位。 

为了实现作物种质资源的安全保存，避免已收集资源的再度丢失，发达国家在种质资源保存

方面建立了原生境保护与非原生境保护（如种质库、种质圃、植物园等）相结合的标准化、规模

化、自动化和网络化的保存体系。另外，发达国家还加大力度寻求新的种质资源保存方法，完善

作物种质资源保存与利用平台。20世纪50年代，美国发现花费大量人力、财力从世界各地收集来

的种子大都失去了发芽力，决定采用机械降温的种子库，来保存这些收集的种子。经国会决议，

于1958年在科罗拉多州柯林斯堡建成国家种子贮藏研究室（National Seed Store Laboratory，

NSSL），这是世界上第一座现代化种质库。此后，世界各国及国际农业研究组织相继建立现代

化种质库，至今全世界作物种质库已达1300多座，保存种质610万 份（据Plucknett 等统计，为2500

万份）（董玉琛,2001）。现今种质库有3种：长期库，种子活力可维持50～100年；中期库，可维

持种子活力10～30年，为研究、鉴定、利用者提供种子，并负责种子的繁殖更新；短期库存放正

在使用的材料。1986年在洛克菲勒基金会和国际遗传资源委员会（International Board for Plant 
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Genetic Resources ，IBPGR），后更名为国际遗传资源研究所，（International Plant Genetic Resources 

Institute，IPGRI）部分资助下，建成我国国家作物种质库（长期库）。该库周年维持温度-18°±2℃，

相对湿度50 ±7 %，容量40万份。经“七五”、“八五”、“九五”三个五年计划，长期库现存入160种

作物的种子31万余份。并在西宁建成复份库，长期库保存的材料全部另存一套。在中国农业科学

院的8个作物专业所和14个省、市、自治区农科院建设了中期库，保存有关作物的种质资源。对

于无性繁殖作物，在全国各地建立了30个国家种质圃，共保存果树、茶、桑及其他无性繁殖作物

种质3.7万份。此外还建立了甘薯、马铃薯两个试管苗库。初步建成了我国作物种质资源保存体系

（董玉琛，1999）。 

鉴定评价及信息化建设是作物种质资源开发与利用的前题。我国截止 1995 年底，共进行各

种作物田间农艺性状鉴定 35万余份，抗病虫鉴定 20万余份，抗逆鉴定 14万余份，品质鉴定 19

万余份。1988年建成中国作物种质资源信息系统（Crop Germplasm Resourcs Information System, 

CGRIS）并开始对外服务。建立了作物种质资源数据采集网，由一个信息中心，20个作物分中心，

50个一级数据源单位，近 400个二级数据源单位组成。已在因特网上向用户提供无偿共享信息（网

址: http : / / icgr.caas.net.cn/），总共向国内用户提供了 2400万个数据项值的种质信息，产生了明

显的社会经济效益（刘澍才,2001）。 

丰富的遗传资源为遗传研究及育种工作提供了大量的材料，然而如此众多的资源给保存、评

价、鉴定及利用带来了困难（FAO, 1996），人们开始寻求解决这一矛盾的方法。Harlan（1972）

曾提出为方便资源的保存、评价与利用而建立整个资源库的亚库，称为活动收集品（active 

collection）。澳大利亚 Frankel于 1984年提出了核心种质（core collection）的概念，并与 Brown 

（1989a）将其进一步发展。它是用一定的方法选择整个种质资源的一部分，以最小的资源数量

和遗传重复最大程度地代表整个遗传资源的多样性，未包含于核心种质中的种质材料并不被遗

弃，而是作为保留种质（reserve collection），从而方便于种质的保存、评价与利用。核心种质的

概念提出后，国际上一些农业研究中心和一些发达国家很重视对核心种质的研究。1992年在巴西

召开了关于核心种质的国际会议，会上就核心种质的概念，建立核心种质的步骤以及今后核心种

质研究的方向进行了讨论。中国于 1994 年在杭州召开了核心种质专题会议。至今，全世界在包

括野生大豆、花生、芝麻（Corley,1995;沈金雄,1995）等 30多种植物上已经或正在建立核心种质。

1998年，我国在水稻、小麦、大豆三种作物上正式立项进行研究。云南省、贵州省也已经开始建

立地方稻种资源的核心种质（Tanksley et al, 1997; 曾亚文等, 2000; Moore et al, 1995; 阮仁超等, 

1995）。魏兴华等以 480份浙江地方籼稻资源为材料，率先成功地构建了浙江地方籼稻的核心样

品（魏兴华等, 1999）。董玉琛等（2003）对中国普通小麦种质资源构建了初选核心种质。 

传统的种质资源评价是针对特定性状，从中筛选具有目标性状的材料。现在应用分子生物学

技术在分子水平上进行质量性状和数量性状基因的鉴定已取得重要进展，仅在小麦方面就已经找

到 30 多个基因的 RFLP 标记，涉及到抗三种锈病、白粉病、眼斑病、孢囊线虫、俄罗斯蚜虫、

麦蝇，以及抗霜冻、抗穗发芽、春化反应、控制 K+ / Na + 离子等多种抗病虫和其他性状。过去

对 10000 余份小麦种质资源进行了抗条锈病鉴定，其中 140 份表现抗条锈病性，1997 年董玉琛

以新的条锈菌混合小麦种重新对它们接种鉴定，其中 7份苗期和成株期均免疫。对其中来自湖南



中国农业科学院博士学位论文                                                          第一章 前 言 

 3

隆回县的“和尚麦”用微卫星标记（SSR）进行抗病基因染色体定位，查明其抗病基因位于小麦 1B

染色体长臂上，与 SSR标记WMS11的遗传距离为 2612cM，与标记 xpsp300为随机分离，该抗

病基因为隐性，与已知的抗条锈基因在染色体位点上和抗性遗传上不同，故为一新基因（马渐新, 

博士学位论文, 1999）。应用分子标记构建各种作物的遗传连锁图，对种质资源的深入评价、发

掘新基因以及分子标记辅助育种产生了巨大推动作用，例如 Bemacchi 等应用遗传连锁图在野生

番茄中发现了三种与产量有关的基因，并用数量性状位点（QTL）回交法把这三种基因转移到栽

培番茄中，育成了产量、可溶固体物含量和色素含量三种性状分别比原农艺亲本提高 48%、22%

和 33%的一批番茄新品系（Tanksley et al, 1997）。利用 RFLP连锁图揭示了禾本科植物基因组的

保守性，即已发现水稻、小麦、玉米、高粱、谷子、甘蔗等不同作物染色体间存在部分同源关系

（Pereira, 1994; Grivet,1994; Kurata, 1994;Ahn S et al,1993; Paterson et al, 1995），在种质资源评价、

分子标记辅助育种、基因克隆等方面具有重要作用。 

此外，我国科学家已经从重要农作物中分离获得了多个重要功能基因，如水稻的雄性不育基

因、抗白叶枯病基因、脆杆基因和分蘖基因，小麦的抗白粉病基因和“磷高效”基因等（Li et al, 2003; 

Song et al, 1995; Yi et al, 2005; Li et al, 2003）。所开发出的各种分子标记及 DNA指纹图谱对于农

作物和林木种质资源评价和利用具有广泛的应用价值。构建了主要农作物的 BAC 库和一系列

cDNA库、构建了多种作物的分子连锁图谱、定位了多个抗病虫害、抗逆、优质的基因。构建了

水稻、小麦、玉米、棉花、大白菜等多种作物的 DNA 芯片。现代育种由于选用亲本只集中在少

数综合性状好、配合力高的品种上，以及人为选择驯化的结果使得作物品种的遗传基础不断狭窄。

通过对我国丰富的地方品种和近缘野生种的初步鉴定，发现其中蕴藏着许多优良基因，那么，利

用分子标记技术与常规方法相结合从中发掘新的有益基因并实现有益基因向栽培品种中的转移，

培育新品种，无疑为种质资源高效利用另辟蹊径。 

1.2作物种质资源创新研究 

种质创新是指人们利用各种自然的和人工的变异，通过人工选择的方法，根据不同目的而创

造新作物、新品种、新类型、新材料。种质创新根据目标的不同可以分为两大类，一是以遗传学

工具材料为主要目标的种质创新，如非整倍体材料、近等基因系、加倍单倍体（DH）作图群体

和重组近交系（RIL）作图群体等；二是以育种亲本材料为主要目标的种质创新。这两大类都是

种质创新的内容，但目前国内学者比较重视的是后者，对于前者我国重视程度远不如国外。 

1.2.1作物种质资源创新的必要性 

过去的十几年间人们通过特异种质材料的挖掘和利用、新品种的选育、性状的改良，使许多

作物的产量得到持续稳定的提高（Evans,1983）。例如小麦矮秆基因——Rht1、Rht2:其原初载体

为Daruma（达摩小麦），后经杂交育成Norin 10（农林10），被引入美国又育成（Norin 10×Brevor 

14）品种，继而以此为亲本至70年代末北美已育成100余个品种，因此，这一矮源被誉为“绿色革
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命”基因；小麦矮秆基因——Rht8、Rht9:其原初载体为赤小麦，后经杂交育成VillaGlori（中农28）、

Ardito（矮立多）、Mentana（南大2419）、Funo（阿夫）、（Abbondanra 阿勃）及Orofen（欧

柔）等种质，1Bö1R代换/易位系也含有此矮秆基因，其血统遍及地中海沿岸、南美洲的北部和亚

洲的主要小麦品种中；小麦优异源: 1Bö1R代换ö易位系被引入50余个国家，育成400个品种，中

国80～90年代推广的品种有70%直接或间接地有此血统；小麦抗源：“阿夫×台湾小麦”育成的苏麦

3号成为世界上首屈一指的小麦抗赤霉病扩展的品种，表1-1列举了50～70年代在我国小麦育种上

起巨大作用的14个种质；水稻矮源：Sd1，其原初载体为中国台湾低脚乌尖，后经杂交育成台中1

号，被引入国际水稻所又培育成IR8等一系列品种，目前，带有Sd1基因改良品种占亚洲水稻种植

面积的40%；水稻不育基因: “野败型”不育系，目前我国的杂交水稻绝大多数采用此不育系。 

表 1-1 50～70年代我国小麦育种起巨大作用的种质简介(刘旭,1999) 

Table 1-1 Introduction of wheat important germplasms in breeding of 50～70’s (Liu X., 1999) 

名      称 

Name 

系     谱 

Pedigree 

推广面积（hm2） 

Spread area 

地方品种 蚂蚱麦（1942年利用） 
燕大 1817（1936年选出）
江东门（1925年选出） 
成都光头（1941年推广）
蛐子麦（1950年推广） 

陕西关中地方品种 
山西平遥小白麦系选 
南京东门外大田中选出 
四川历史悠久的地方品种

河南靖丰靖丰地方品种 

最大 33.3万 
1960年有 8700 
 
1950年有 4.67 
最大 73.3万 

育成品种 碧蚂 4号（1948年育成）
北京 8号（1962年育成）
西农 6028（1947年育成）
五一麦（1951年育成） 

蚂蚱麦×碧玉麦 
碧蚂 4号×早洋麦 
西北 60×中农 28 
（成都光头×矮立多）×

（川福麦×碧玉麦） 

最大 86.7万 
最大 166.7万 
最大 30.7万 
1960年 6.67万 

引进品种 南大 2419 
阿夫 
阿勃 
欧柔 
早洋麦 

（1932年从意大利引进）
（1956年从意大利引进）
（1956年从意大利引进）
（1958年从智利引进） 
（1946年从智利引进） 

1958～1961年400万
1977年 118.1万 
60年代末 206.7万 
1979年 32.7万 
1959年 13.3万 

建国 50多年来我国共培育出 40多种农作物的近 5,000个高产、优质、抗性强的新品种、新

组合，使主要农作物品种更新了四至五次，每更新一次的增产幅度可达 10%～30%，作物的抗性

与品质也有显著的提高。而这些优良品种大都是作物种质资源创新与遗传改良研究的结果。自 20

世纪 60 年代始，我国就开始了远缘杂交与染色体工程、植物组织培养与细胞工程育种、基因工

程育种、诱变育种、杂种优势利用方面的基础研究。近年来又开展了空间育种技术的研究和应用，

形成了一个涵盖育种基础理论研究、生物高技术研究、新品种选育及其推广的完整的科研体系。 

但是近年来，由于缺乏优质的育种材料，我国作物育种工作者都感到“巧妇难为无米之炊”，

造成育成品种遗传基础日趋狭窄，已经成为限制作物品种改良发展的重要因素。随着农业生产的

发展和新品种的推广应用，一些具有优良特性的地方品种、先前的改良品种又因无法满足生产的

需求而被相继淘汰，遗传多样性严重降低。现代育种工作又往往只注重少数农艺性状，选种上集

中于少数材料上，结果导致育种材料的遗传基础越来越窄。例如：我国水稻中占一半的杂交水稻，

其不育系大部分为“野败型”，恢复系大部分为 IR 系；建国以来，我国育成数百个小麦品种，其

亲本大多离不开 14个骨干亲本。80年代中期以来，生产上利用的小麦品种 70％具有 1B/1R代换

/易位系的血统（金善宝，1996）；我国 24个种植面积在 13.3万公顷玉米单交种中，其中 21个只
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有 9 个自交系组成，占种植面积 13.3 万公顷以上总面积的 80%左右；就大豆而言，1923～1992

年全国育成 564个品种，其中 208个有金元的血缘，占 36.9%，所以大豆也正面临遗传基础越来

越狭窄的现状。因此，进入 20世纪 80年代以来，我国及世界上许多国家的作物育种呈现徘徊不

前的状态，鲜有突破性的新品种问世，其根本原因在于缺乏创新种质。 

因此，作物种质创新是作物遗传资源研究的重要组成部分，是种质资源有效利用的前提和关

键，是作物遗传育种发展的基础和保证。只有加强种质资源的深入鉴定和利用，拓宽遗传基础，

丰富遗传多样性，才能解决种质资源的相对贫乏与育种需要之间的矛盾，使作物育种和农业生产

取得突破性进展。而种质资源的创新和利用研究是一项需要长期坚持的极为重要的一项基础性工

作。 

1.2.2 传统作物种质资源创新的途径 

传统的种质资源的创新途径多种多样，主要有以下几种（表1-2）：第一，充分利用自然的

基因突变和人工诱变来培育或改造现有作物品种来创制新种质。自然状态下发生的突变产生了一

些具有重大历史意义的珍贵的育种材料，例如：中国水稻的“矮脚南特”、小麦的“矮变一号”和最

初发现的非整倍体材料等，但是自发突变得频率极低，在高等生物中大约10万个至一亿个生殖细

胞才会有一个生殖细胞发生突变，突变率10-5～10-8，而且许多突变通过表型无法鉴定而丢失；人

工诱变是利用X-射线、热中子、快中子、DES、EMS等化学或物理诱变技术通过制造基因突变培

育新种质。上个世纪遗传学史上最重要的发现之一就是突变能够被诱发（Muller, 1930）。Muller

（1927）在柏林举行的第三届国际遗传学会议上论述了X-射线能够使果蝇发生变异并认为诱发突

变将在植物遗传改良上发挥重要作用。从1960年起由于对辐射诱变规律有了进一步认识，越来越

多的植物育种家注意辐射辐射诱变工作，发展中国家也开始把诱变育种工作放在重要位置，市场

上出现了水稻诱变新品种。70年代是辐射育种成为一种有效的育种手段走向成熟并得到迅速发展

的时期。80年代突变育种稳定深入发展，并逐步向植物育种的一些新兴领域渗透并取得了一些可

喜的成果。我国的突变育种工作开始于上个世纪50年代后期，多年来我国的辐射育种取得了显著

成果，获得了大量有利用价值得早熟、矮杆、抗逆、抗病优质及其它特异突变体，为育种者提供

了遗传资源及育种方法、技术等应用基础研究有了很大改进和提高（赵孔南等，1990; 王玉兰, 

1991）。纵观近几年来有关诱变育种的研究报道，几乎都是采用复合诱变处理。早期研究均以大

麦作试才（Favret 1963; Doll, 1969; Aastveit, 1968），并以叶绿素突变为指标，研究均表明复合处

理呈累加效应和协同效应。Kar（1982）复合处理小麦获得了多个矮杆抗锈突变体和7个早熟抗锈

丰产优质突变系。张秀阁等（2001）应用杂交、物理化学诱变相结合的小麦“三结合”突变育种方

法选育出小麦大穗种质；此种途径虽然能够产生大量的变异类型，但是，发生的机率极低，随机

性大，而且诱变技术难于掌控。 

第二，通过种内杂交、远缘杂交等方式创造新的变异类型。远缘杂交是指种以上分类单位的

生物类型之间的杂交，是20世纪以来在农作物育种及基础遗传研究中应用最广泛的技术之一，几

乎涉及到所有与栽培作物有关的科属内相对近缘的植物种类（Sharma, 1995; Riplevl et al,2003）。
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远缘杂交育种的理论依据在于，地球生命的共同由来决定了地球生物遗传上的同源性和异质性，

这是实现远缘杂交及获得远缘杂种优势的物质基础。在同源异质遗传基础上借助人为因素发生在

不同植物种、属、科间的杂交有别于经典的有性杂交，更多的是分子水平上的片段杂交，而往往

没有双亲染色体的配对过程。从整体分子而言亲缘关系越远的生物间的染色体和染色体外DNA的

结构越不亲和，很容易互相排斥；但从局部DNA分子来看，部分DNA间的结构却可能保持一定的

亲和性（周光宇，等1977; 1979）。小麦（Triticumcarthlicum）和冰草（Agropyron cristatum）的

属间杂交，在前苏联不但得到了杂种后代，而且应用于生产；中国利用远缘杂交合成了小黑麦新

物种并具有黑麦某些优良的性状；小麦与偃麦合成小偃麦（Agrotriticum）；小麦与簇毛麦合成小

簇麦（Hayanldtriticum）（Damania,1997）这些都说明远缘杂交在理论研究和生产实践上的重大

意义。任正隆等（1996）以小麦品种为受体，黑麦自交系作为外源基因供体，将黑麦染色体节段

引入小麦，选育出几个超重穗型小麦-黑麦特殊易位系，包括多小穗、集生大穗和小叶大穗等类型。

沈天民（2000）采用六倍体小黑麦与普通小麦杂交，结合染色体工程技术，培育出超高产黑麦-

普通小麦1BL/1RS易位系兰考906，该品系是典型的直立大穗、多小穗、多粒型品系，此外，通过

小麦种间杂交和聚合杂交先后培育出具有超亲性状的小麦新品系或品种（杨武云等, 1997; 刘镜明, 

1990; 任德良等, 1996; 李维平等, 2000）。1984年最早报道了六倍体普通小麦与玉米之间的远缘

杂交并获得了球形杂种肧的研究结果（Zenkteler et al, 1984）。在棉花育种方面，梁正兰（1995），

经过十几年的不懈努力，利用远缘杂交得到了14个野生种与陆地棉的杂交种，其中12个野生种中

已有高代杂种，选育出了一大批优异种质材料。 

综上所述，种内杂交、远缘杂交的种质创新手段虽然经过多年的努力也培育出了一些新种质，

但成功率非常低，尤其在配制杂交组合的过程中一般只有1%左右的组合有希望选出符合生产需求

的品种（Wang, 2005）。此外，远缘杂交的理论研究相对于应用研究仍然严重滞后，虽然国内外

有些学者在染色体行为（Wu et al,2001; Butruille et al, 2000; Soltis et al, 2000）、花粉管行为与胚

胎发育（王景林, 1995; 梁铁金等, 1995; 黄群策等, 2004）、分子标记鉴定（Brunnell et al, 1999; 

Bourdonce et al, 2003）及后代表型分离（Barre et al, 1998; 赵秀琴等, 2003）等方面开展了一些研

究工作，初步了解远缘杂交是部分遗传物质的导入，但其杂交过程却还不甚明了，有待于作深入

地研究，因此传统手段存在很大的盲目性和不可预测性。 

第三，组织培养诱发的突变。通过组织培养诱发的变异叫作体细胞变异（Larkin et al, 1981），

其变异频率随着培养时间的延长而提高，结合化学诱变和利用选择压力进行细胞突变体筛选可实

现一定程度的定向诱发（Jain et al, 2001; Lee et al, 2002）。Larkin和Scowcroft（1981）发现在体细

胞再生植株培养过程中会产生大量的变异植株，将其用于小麦近缘杂交中，得到了一些小麦－外

源染色体易位株和其它数量变异株（辛志勇,1990; 徐惠君,1996; 李洪杰, 2000）。由于组织培养

的特殊环境（如光照、化学试剂等因素）可能以某种方式诱导处于有丝分裂前期的异染色质推迟

复制，进而产生染色质后期桥和染色质断裂，再融合时就可能发生易位（Larkin et al, 1989）。胡

含等（1999）用单倍体花粉经组织培养诱导易位，这种方法具有产生变异类型丰富、稳定速度快

和易于选择等优点，但组织培养诱导易位主要发生在非同源群的染色体之间。因此同样易造成遗

传上的不平衡。 
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表 1-2 传统种质创新技术简表 

Table 1-2 Tradional techniques for germplasm enhancement 

类别 

Sort 

技术方法 

Technical Method 

特点 

Charateristic 

自然突变 突变频率极低 突变 

人工诱变（物理、化学） 变异类型丰富；但是发生机率极低，随机

性大 

种内杂交 杂种优势利用；成功率低，周期长 杂交育种 

远缘杂交 创造新物种；难以突破种间生殖隔离，具

有盲目性 

体细胞变异 组织培养 变异类型丰富；遗传不平衡 

1.2.3 基于转基因技术的作物种质资源创新 

基于转基因技术的作物种质资源创新是指通过基因工程技术将外源基因导入受体细胞的过

程。传统作物种质资源创新手段在很大程度上依赖于经验和机遇，而且难以将多个优良基因组合

到一个品种上，选择的效率低、周期长。而以基因改良为主要目标的新型作物种质资源创新技术，

不仅可以在不同科、族间，甚至可以打破动植物间的界限而进行基因转移，改良现有物种的生物

性状，最大限度的为人类服务，从而可实现作物育种的新突破。 

自1983年首例转基因植物问世以来，转基因研究主要在进一步提高转基因效率，外源基因定

点、定量、稳定地转移到植物基因组中及后代的遗传稳定性等方面进行了深入的探索。随着转基

因技术的不断改进，转基因植物种类越来越多，据不完全统计，至今已有至少35个科120种植物

成功获得了转基因植株（Das et al,2002; Maximova et al,2003; Hu et al, 2002; Park et al,2000; Charity 

et al, 2004; Maliga, 2003; Negrotto et al, 2000; Peng et al, 2000; Paola et al, 2001; Giovnna et al, 

2002）。近年来，全球转基因农作物的种植面积呈现逐年大幅度增长的趋势（图1-1）。1997年为

1100万公顷，1999年增加到3,990公顷，2000年发展到4,420公顷，2002年进一步增至5,870万公顷。

种植面积在100万公顷以上的作物包括大豆、玉米、棉花和油菜，涉及的性状包括对除草剂的抗

性、抗虫性、抗病性和品质性状等。根据“经济合作与发展组织”（Organisation for Economic 

Co-operation and Development, OECD）的数据，从1986到2000年的15年间，OECD国家共批准10,313

例转基因生物进入中间试验，其中农作物占98.4%，细菌占0. 1%，病毒占0.3%，真菌占0.2%，动

物占0.1%。据国际农业生物工程应用机构（International Service for the Acquisition of Agri-Biotech 

Applications, ISAAA）统计和预测，在全球范围内，2005年转基因农作物销售额达到80亿美元，

2010年将达到280亿美元。可见转基因植物所占的比例将呈直线上升趋势，抗性基因的转入技术

的应用将越来越广泛。 

 



中国农业科学院博士学位论文                                                          第一章 前 言 

 8

 
图 1-1 全球转基因植物种植趋势(James C., 2005) 

Fig.1-1 Global area of transgenic plants area (James C., 2005) 
 

1.2.3.1 植物基因遗传转化技术 

如何将目标基因高效地转移到受体，是对于转基因技术最为关键的一环。按其属性，植物基

因遗传转化技术可分为生物学方法（例如农杆菌介导法、病毒介导法）、化学方法（聚乙二醇介

导法）、物理方法（基因枪法、显微注射法、超声波导入法、低能粒子束介导法等）以及利用种

质系统介导的基因转移方法（花粉管通道法、生殖细胞浸泡法、胚囊子房注射法）。目前，用于

植物遗传转化的方法和技术很多，主要包括土壤农杆菌转化系统和人工方法（物理和化学法）。

前者主要以Ti和Ri质粒为载体，通过农杆菌将目的基因转入植物细胞；后者将目的基因直接导入

植物细胞，主要包括化学物质诱导法、电穿孔法、脂质体法、微注射法、基因枪法和花粉管通道

法。此外，不同的植物基因遗传转化技术各有其优缺点（表1-3）。可根据不同的转基因对象、技

术的熟练程度、设备条件等不同因素，选择合适的技术。 
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表1-3几种主要转基因技术 

Table 1-3 Several main transgenic techniques 

转基因技术 

Transgene technique 

技术原理 

Technical principle 

转化受体 

Acceptor 

技术优点 

Perfects 

技术缺陷 

Defects 

农杆菌转化 T－DNA介导的外源基因

的转移 

肧、器官、原生质

体等 

单低拷贝整合基

因组 

寄主限制，转化效率

较低 

基因枪法 将载有外源DNA的钨或

金颗粒加速后射入植物细

胞 

茎尖分生组织、原

生质体、配子体

肧、胚胎细胞 

适用范围广、转

化效率较高 

嵌合率高、成本过

高、遗传不稳定 

PEG/电击 电击或PEG/电击的处理

下，增加细胞膜透性，使

DNA转入 

原生质体 操作简单 转化率低 

花粉管通道法 利用花粉管通道，将外源

DNA导入受体肧囊 

受体肧囊 避免了植株再生

的障碍，简单易

行 

转化率低，不稳定 

超声波辅助农杆菌转化 利用低声强脉冲超声波的

物理作用，击穿细胞膜，

使外源DNA进入细胞 

原生质体、器官等 提高了农杆菌的

转化效率 

技术不成熟 

原位转化法 直接侵染或注射 种子、花、子房等 操作简单 转化率较低 

1.2.3.1.1 农杆菌介导法 

用于植物遗传转化的土壤农杆菌有两类：根癌农杆菌（Agrobacterium tumefaciens）和发根农

杆菌（Agrobacterium rhizogenes），均是寄主非常广泛的革兰氏阴性菌（Stanton, 2003）。在自然

状态下通过伤口感染植物细胞，分别导致冠瘿瘤和毛状根的发生。Zaenen et al（1974）在根癌农

杆菌的体内发现并分离了一种与肿瘤诱导有关的质粒（Tumor-inducing plasmid），即 Ti质粒。

Chilton et al（1977）在研究由农杆菌侵染所形成的肿瘤细胞时，用分子杂交的方法发现在肿瘤细

胞的 DNA中，有农杆菌 Ti质粒的一个片段。称其为转移 DNA（Transfer DNA），即 T-DNA。农

杆菌的病原性及与之相关的一些功能，如 Opine（冠瘿碱）的合成和降解，是由 Ti（或 Ri）质粒

上的基因编码的。所有具有毒力的菌系都带有这些质粒（Van et al, 1984; Watson et al, 1975）。 

野生型Ti质粒很大（>200K），单酶切位点很少，不能直接用于植物转化的载体，而且还会导

致植物产生冠瘿瘤，很难再生出正常的完整植株，所以必须对其进行改造，成为基因工程可用的

载体。研究表明，Ti质粒中大约50％的序列参与质粒的复制、冠瘿碱的代谢和接合功能，对致瘤

并不起作用。另外50％的序列包括T-DNA区和毒性区（Vir-region），所编码的毒蛋白及其种类参

见表1-4。在农杆菌的Ti和Ri质粒上只有两个区段是T-DNA转移所必须的，即Vir区和T-DNA的边界

序列。 

 

 



中国农业科学院博士学位论文                                                          第一章 前 言 

 10

表 1-4 农杆菌毒蛋白的功能（Gelvin, 2000） 

Table 1-4 Functions of virulence proteins in Agrobacterium（Gelvin, 2000） 

毒蛋白 

Virulence protein 

在农杆菌中的功能 

Function in Agrobacterium 

在植物中的功能 

Function in plant 

Vir A Phenolic signal sensor  

VirB1-11 Sythesis and assembly of T-pilus  

VirC1 Putative “overdrive” binding protein; enhancement 

of T-DNA transfer 

 

VirD1 Required forT－DNA processing in vivo, and for 

double strand T-DNA border nicking in vitro 

 

virD2 T-DNA border-specific endonuclease; putative 

“pilot” protein that leads the T-strand through the 

transfer into plant cells 

Nuclear targeting of the T-strand; 

Prorection of the T-strand from 

5’exonucleolytic degradation; T-strand 

integration into the plant genome 

VirE1 Required for VirE2 export from Agrobacterium; 

Chaperone for VirE2 

 

virE2 Formation of a putative “T-complex” Formation of a putative “T-complex” 

Protection of the T-strand from 

nucleolytic degradation 

Nuclear targeting of the T-strand 

Synthesis of the second T-strand 

VirF  Host range factor  

Possible interaction with Skp1nproteins 

to regulate plant cell division cycle 

VirG Phenolic signal response regulator to activate other 

vir genes 

 

VirH Putative cytochrome P450 enzyme  

VirJ Putative T-strand binding protein  

T-DNA的转移是在Vir-区基因群的作用下进行的（图1-2）（Zupan et al, 2000）。当植物的某些

部位受伤时会产生一些酚类化合物，附着在创伤部位的农杆菌Ti质粒的VirA基因被激活，活化的

VirA感应蛋白激活VirG基因产生DNA结合蛋白（转录激活因子），从而启动VirB、VirC、VirD、VirE、

VirH等基因的转录。VirD基因产物对T-DNA进行酶切，VirC基因产物对T-DNA剪切和加工成T链，

VirE蛋白包被T链形成T-复合体。VirD2及VirE2蛋白引导T-DNA整合。T-DNA的转移与端区边界序

列（LB和RB），转移的方向取决于右边界。T-DNA以线性方式进入植物细胞，通过DNA末端的生

成和DNA末端再连接完成整合过程。根据Ti质粒的这些性质，可构建适合于植物转化的Ti质粒载

体。目前，植物转化所利用的Ti质粒载体系统主要有两大类：第一类是共整合载体系统，是使

pBR322中带有一小段T-DNA区，组成中介质粒载体，并将外源基因插入到该质粒的pBR序列中，

该中介质粒及其插入的外源基因可通过结合转移进入农杆菌，同时再将野生型Ti质粒中T-DNA中

的致瘤基因缺失掉（卸甲载体），组成受体载体。当这两种质粒同时存在于农杆菌中时，由于中

介载体没有能在农杆菌中复制所需的复制子，只能通过T-DNA区的同源重组整合到受体载体中才

能存在。两种质粒通过T-DNA区发生同源重组，从而使中介载体和外源基因插入到受体Ti质粒中。
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当农杆菌感染植物细胞后，外源基因随同T-DNA插入到植物染色体中。另一类称为双元载体系统，

原理在于当T-DNA与Ti质粒其它部分在物理结构上分开时也可以从农杆菌转移到植物细胞中。在

这个系统中，先将T-DNA插入到一种质粒中，这种质粒较小，可提供单酶切位点进行基因操作，

再用去除T-DNA后余下的Ti质粒构成另一个辅助Ti质粒（helper Ti）。这两种质粒互相相容，分别

带有T-DNA区和Vir区。当两种质粒共同存在于农杆菌中时，由于它们的功能互补，T-DNA仍可转

到植物细胞中去。 

 Fig. 1-

发根农杆菌携带诱

具有T-DNA和Vir区。T

植物激素的基因，转化

转化后遗传稳定，不易

其应用。 

由于农杆菌的寄主

要菌株参见表1-5）。自

转化体系较原生质体操

农杆菌感染的植物种类

al, 2003; Miguel et al,20

科植物现在也可以通过

 

图1-2 T-DNA转化植物基因组示意图（Zupan et al, 2000） 

2 T-DNA transfer into the plant’s genome（Zupan et al, 2000） 
11

发毛根的质粒（Root-inducing plasmid），Ri质粒，与Ti质粒的结构相似，

-DNA的转移过程与Ti质粒相似。不同的是，Ri质粒的T-DNA区有编码合成

体在其激素的作用下容易分化再生植株。此外，一条毛根起源于一个细胞，

出现嵌和体现象；但Ri质粒转化后难以得到形态正常的植株，因而限制了

范围广泛，所以农杆菌Ti和Ri质粒转化系统是理想的转化系统（农杆菌主

Horsch et al（1985）建立叶盘法共培养转化体系以来，农杆菌介导的遗传

作更加简单易行，而得到普遍应用。随着基因工程技术的不断发展，能被

不断扩大（Wenck et al, 1999; 贺晨霞等, 1999; Schlappi et al, 1992; Paula et 

04; Yan et al, 2000; Margie et al, 2005），以前不能被农杆菌感染的一些禾本

农杆菌介导法进行转化。 
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表1-5 农杆菌菌株（Larry D, 2004） 

Table 1-5 Agrobacterium strains（Larry D, 2004） 

 

1.2.3.1.2 基因枪法 

基因枪法，也称粒子轰击（particle bombardment）法。它是以火药爆炸、高压放电和高压气

体为驱动力，直接将载有外源DNA的钨或金颗粒加速后射入植物细胞的一种转基因方法。转化过

程中，质粒DNA首先沉淀在微弹表面，结合有DNA分子的微弹经加速而获得足够的动力，进而穿

透植物细胞壁进入靶细胞，随后释放DNA分子并随机整合到寄主基因组内。根据动力来源不同，

基因枪可分为火药式、放电式和气动式。火药式（Gun powder）是原始的基因枪类型，是由美国

康奈尔大学Sanford et al（1988）设计制造的，1990年由美国杜邦公司推出PDS-1000系统。工作原

理是利用弹膛中火药爆炸产生的动力驱动载有微弹的微弹载体高速运动（328～656/s），当微弹载

体抵达弹膛末端时被带有穿孔的挡板所拦截，而微弹由于惯性作用继续高速运动并击中靶细胞。

气动式（gaspowder）基因枪中具有代表性的是Bio-RAD公司的PDS-100He型气动式基因枪，是由

美国康奈尔大学的Sanford et al（1991）在火药式基因枪的基础上设计的，动力来源是高度压缩的

氢气、氮气或其它气体的爆炸性释放，其中惰性气体具有爆炸性能好和安全性特点，因此作为首

选气体。气动式基因枪更加清洁、安全，通过调节气体的压力可以更有效地调节粒子的运行速度，

金属颗粒分布更加均匀，每枪之间差异更小，转化效率较高。放电式（Electric discharge）基因枪

的工作原理是通过高压放电引起水滴汽化产生的冲力驱动微弹载体连同微弹加速运动，行驶一定

距离后微弹载体被阻拦网挡住，而微弹则穿过阻挡继续向前运行轰击真空室中的靶细胞或组织。

这种类型的基因枪可有效地转化多种类型的器官组织，特别是茎尖分生组织、配子体及胚胎细胞

等。通过改变工作电压可精确地控制微弹速度和射入深度，使微弹特意地射入具有分生能力的细

胞层，以利于转化再生植株的获得。在十几年中基因枪已经发展成为继农杆菌介导法之后的第二

大植物遗传转化方法，尤其在大豆（Stewart et al, 1996; Françoise et al, 2003）、禾本科（Paul et al, 

1995; Shou et al, 2004）等难转化作物上得到广泛应用。但该方法尚存在成本过高，转化率不高，
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遗传不稳定，质粒DNA在操作过程中易断裂等缺陷。 

1.2.3.1.3 电击和 PEG/电击法 

电击和PEG/电击（Polyethlene/electropration）法遗传转化的基本原理是在电击或PEG/电击的

处理下，增加植物细胞膜的透性，从而使溶液中的大分子（如DNA）进入细胞，并改变细胞的遗

传物质构成。将植物细胞原生质体置于高压电脉冲下，质膜会出现穿孔，每个细胞可多达上百个；

PEG（聚乙二醇）能够促进原生质体直接吸收外源质粒DNA，PEG通过电荷之间的相互作用与DNA

形成紧密复合物，通过电击产生的穿孔植物细胞吸收这些复合物到细胞内。由于这种孔径较小（约

8.4nm）并且可在很短时间内（200ns）内恢复到0.5nm，所以细胞本身生理活动受到的影响不大。

PEG浓度较低时一般不会对原生质体造成伤害。除了植物原生质体系统本身之外，PEG法的影响

因素有PEG的浓度、PEG的分子量、缓冲液的浓度和pH值等。此方法主要用于原生质体再生较容

易的植物。Lin et al（1987）用PEG/电击法将外源基因NPT II和CAT转入大豆原生质体中，经原生

质体培养和G418筛选，获得抗性愈伤组织，经CAT活性检测证明CAT基因已经转入并整合到大豆

基因组中，表达外源基因产物。Dhir et al（1992）用电击法将构建有GUS和HPT基因的质粒导入

大豆原生质体，用40ug/L潮霉素B筛选，获得转化愈伤组织和芽，并用Southern blot 证明转化愈

伤组织中含有GUS基因和HPT基因。在国内，南向日等（1998）利用PEG法将苏云金芽孢杆菌杀

虫晶体蛋白基因（Bt基因）导入大豆的4个主栽品种的原生质体中，经过潮霉素筛选获得了3株抗

性植株，对抗性植株的PCR及Southern检测表明Bt基因已经整合到大豆基因组中。 

1.2.3.1.4 花粉管通道法 

花粉管通道（Pollen-tube pathway）法是利用植物授粉后花粉萌发，花粉管穿过花柱进入子房

所形成的通道，将外源DNA导入受体胚囊转化受体合子胚的方法。70年代末期，我国学者(周光

宇, 1978)在远缘杂交的基础上，通过授粉时混入异种作物花粉匀浆的方法，看到后代中出现与异

种作物对应性状的变异，推测异源DNA有可能参与了受精过程。Hess（1980）报道了应用花粉为

载体，通过花粉萌发吸收外源DNA，由伸长的花粉管携带进入受体胚囊，诱导矮牵牛和烟草花色

和叶形发生了变异。Ohta et al（1986）将外源DNA与花粉混合转化玉米得到高频率的胚乳基因转

移。此外，国外还有人于开始应用于玉米抗叶斑病育种。我国学者从一开始即以育种为目标，以

主要农作物为受体进行外源DNA的导入研究，取得了较好效果。 

自1978年开始先后以大豆等主要作物为受体进行外源DNA的导入研究。雷勃钧等（1991）将

蛋白含量高的野生大豆的DNA导入栽培品种获得了变异后代，并培育出早熟高蛋白大豆新品种。

此后其它作物上的研究也被相继报道。Luo et al（1988）首次利用花粉管通道法将质粒DNA导入

水稻，并经Southern杂交和酶学鉴定证实了被转基因的整合和表达。曾君祉等（1998）利用此方

法将GUS基因转入小麦，并证明该基因已经整合到小麦基因组上。崔岩等（2000）利用花粉管通

道法首次将几丁质酶基因转入大豆中。后来，亦有一些成功的报道，但由于缺乏分子水平的检测，

因而难以令人信服。Li et al（2002）利用花粉管通道技术将外源基因导入大豆，得到了大约5,000

粒种子，但是转化率很低，而且后代鉴定表明所导入的基因并不能稳定遗传。利用花粉管通道法
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进行植物遗传转化虽然避免了植株再生的障碍，简单易行，但是目前该转化途径尚未被优化，转

化频率很低。 

1.2.3.1.5 超声波辅助农杆菌转化法 

超声波辅助农杆菌转化（Sonicstion-assissted Agrobacterium-mediated）法是近年来发展起来

的遗传转化方法。基本原理是利用低声强脉冲超声波的物理作用，击穿细胞膜，使外源DNA进入

细胞。在进行农杆菌转化时，用超声波处理外植体组织，使其产生小的通道，以利于农杆菌进入

植物细胞内。SAAT法集合了超声波法和农杆菌介导法的优点，近年来常被用于提高植物的转化

效率，并在一些植物上(玉米、黄瓜、苦豆子、花生、苹果和油棕榈等)取得成功。农杆菌转染时，

将转化材料浸在农杆菌悬液中，进行超声波处理，在目标材料的表层和深层可能产生超声波的空

化效应,即气泡闭合形成瞬间高压，连续不断的高压象发生一连串小“爆炸”不断地冲击材料表面,

造成许多微损伤，有利于农杆菌进入组织内部,同时从伤口处分泌出较多的酚类物质，有助于提高

农杆菌的转化活力，明显地提高农杆菌的感染效率。但高强度和长时间的超声波处理可能损伤外

植体和核基因组DNA，降低转化率,因此超声波处理强度不宜过大,时间不宜过长。Trick et al（1998）

用扫描电镜及光学显微镜观察发现，超声波处理后使外植体表面及近表面产生大量贯穿的细小通

道，农杆菌易于与植物细胞接触，从而促进转化过程。Santarem et al（1998）和Meurer et al（1998）

分别以未成熟子叶和子叶节为外植体进行了超声波辅助农杆菌转化法的研究，结果前者以未成熟

子叶为外植体，在农杆菌侵染共培养3d后，用超声波处理2s，获得了更高的GUS表达；而后者的

结果则表明超声波辅助农杆菌的转化没有增加稳定的转化。此外，其它转基因方法或某些物理因

素与农杆菌介导转化技术联用能有效地提高转化效率。Bidney et al（1992）报道用基因枪轰击烟

草和向日葵顶端分生组织，造成细小的伤口，再进行农杆菌侵染,取得了比刀切等方法大100倍的

转化效率。另外，Kohler et al（1989）和Benediksson分别报道先用电离射线（如10～15GY的X射

线）或非电离射线（20Jm2的紫外线)处理受体植物细胞(烟草、矮牵牛、黑芥等），而后再施以转

基因处理,可提高转化频率3～7倍。近几年，鲜见这方面的报道。 

直接转化方法中，除以上介绍的几种以外，还有脂质体法（Liposome），是根据细胞膜的结

构特性，用脂类化学物质合成人工膜，然后将外源DNA包裹于其中形成球体，此方法的受体也是

原生质体，通过原生质体的吞噬或融合作用将人工膜包裹的DNA转入受体细胞中；微注射法

（Microinjection），用专门的仪器制作毛细玻璃针（一般针尖的直径是0.5nm），在显微镜下将外

源DNA注入植物细胞或原生质体的一种最直接的DNA导入法，此种方法首先应用在了动物细胞转

基因中，固定的方法是以吸管吸住细胞，在植物应用中可以琼脂糖多聚赖氨酸固定植物细胞，该

方法操作难度大，所以绝对转化率低。 

1.2.3.1.6 原位转化法 

以上所述方法中，无论是基因枪法、农杆菌介导法以及其它的几种转基因的方法，都必须经

过组织培养。但是，外植体在组织培养过程中容易发生变异，而且大豆又较难再生，应尽量避免

组织培养或缩短组织培养的时间，这在其它植物遗传转化过程中也得到了证实。Chee et al（1989）
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用农杆菌感染大豆发芽种子的腋芽区所获得的植株中有0.07%产生了转化的种子。Bechtold et al 

（1993）创立了拟南芥侵花转化法，将种子在含0.5%蔗糖和0.05%表面活性剂的菌液中浸一下，

可获得0.5%的转化种子，目前已被用于大豆。刘博林等（1989）利用子房微注射技术将龙葵的抗

性基因Atrazine导入大豆叶绿体，并获得了表达。 

1.2.3.2 植物遗传转化受体 

在植物基因转化过程中，受体系统是指选择合适的器官、组织或细胞（称为外植体）进行转

基因后，能通过组织培养或其它途径再生出新生植株的无性繁殖体系。 

1.2.3.2.1 胚状体再生系统 

成功的遗传转化首先依赖于良好的植物受体系统。胚状体再生系统是最理想的基因转化受体

系统:体细胞胚是由具有卵细胞特性的胚性细胞发育而来，接受外源DNA的能力强，是理想的基

因转化感受态细胞；体胚发生多为单细胞起源,转基因植株嵌合体少；体胚具有两极性，在发育过

程中可同时分化出芽和根，形成完整植株；体细胞胚个体间遗传背景一致，无性系变异小；体胚

发生繁殖效率高、可通过生物反应器进行大规模生产。自从上世纪五十年代末Steward et al（1958）

在胡萝卜组织培养中发现胚状体发生以来，各国学者对植物细胞、组织和器官离体培养胚状体发

生及其机理进行了广泛研究。作为一种基因转移的受体系统、制造人工种子的核心部分以及实现

植物脱毒快繁的一个重要途径，如何提高胚状体的发生率、发生的一致性、再生数量和发生时期

的可调控性就显得十分必要。自1988年体细胞胚转化技术在美国西部核桃（Jugalansregia L.）转

NPTII基因获得成功以来（Dandekar et al, 1989; Mc Granahan et al, 1990），已经在苜蓿（黎茵等, 

2004）、小麦（伍碧华等, 2005; Xia et al,1999;徐慧君等, 2001;叶兴国等, 2001）、大豆（王晓春等, 

2004; Komatsuda et al, 1985; Parrott et al, 1989; Bailey et al, 1993; Deng et al, 2000; Hartweck et al, 

1998; Lee et al, 1990）、葡萄（Das, 2002）、可可（Maximova et al,2003）、非洲枸杞（Hu et al, 2002）、

罂粟（Park et al, 2000）等植物中相继获得成功。在农杆菌介导的非洲枸杞遗传转化研究中发现，

采用茎段直接分化系统或愈伤组织再生系统，分化的不定芽90%以上玻璃化，只有30%能再生完

整植株。而Mazur et al, 1999年采用胚状体再生系统，转基因植株形态和核型正常，转基因胚性愈

伤长时间保持高效体胚分化频率和植株再生频率，通过1次转化即可获得大量的转基因植株。此

外，体胚则可用于快速的转基因检测，有利与对转基因植株进行早期分子鉴定。 

目前采用胚状体再生系统进行转化主要是报告基因,如GUS和GFP。Charity et al（2004）通过

该系统将bar基因转入火炬松,转基因植株在4 kg/h的除草剂压力下生长正常，且外源基因表达稳

定，说明利用胚状体再生系统进行转基因是可行的。 

1.2.3.2.2 器官发生再生系统 

器官发生途径是指植物愈伤组织在适宜条件下形成单极性的不定芽或不定根，然后在芽下方

形成不定根，或在不定根上方形成不定芽，在二者之间形成维管组织，形成完整植株。本研究中
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的作物遗传转化技术平台采用的是农杆菌介导的大豆器官发生途径的遗传转化体系，所以下面着

重介绍大豆器官发生途径的研究进展。Cheng et al（1980）最早报道通过器官发生途径再生大豆

植株，他们以无菌苗的子叶节为外植体，在附加高浓度6-BA（10～50µM）的B5培养基上诱导出

不定芽，获得高频率再生的植株。Kartha et al（1981）以大豆无菌苗的茎尖，Barwale et al（1986）

以大豆未成熟胚子叶（培养基：MS大量元素＋4×MS微量元素＋B5维生素＋3mg/L BA＋0.04mg/L 

NAA＋1.5mg/L维生素B1＋140mg/L脯氨酸），Wright et al（1986; 1987）以大豆上胚轴和初生叶，

McCabe et al（1988）以大豆幼胚轴，Kim et al（1990）以大豆初生叶节为外植体，通过器官发生

途径都获得了再生植株。在这些器官发生过程中，所采用的BA的浓度一般为1.5～3mg/L，基本培

养基采用B5或MS。 

近年来,国内外成功的大豆转基因事例多以大豆无菌苗子叶节为外植体，通过施加外源细胞

分裂素（一般为6-BA）来诱导子叶节处潜在的分生组织增殖产生不定芽，不定芽经抽茎生根后再

生植株。Hinchee et al（1988）最早报导了以大豆子叶节为外植体进行农杆菌转化，他们从100余

个大豆品种中筛选出最适合农杆菌转化的大豆品种Pecking，此品种亦是经常被采用的一个品种。

此后又有一些关于大豆子叶节外植体转化的报导相继发表（Di et al, 1996; Zhang et al, 1999; 

Clemente et al, 2000; Olhoft et al, 2001），均是以Hinchee的工作为基础。Santarem et al（1998）对

于超声波辅助农杆菌转化对外植体再生的影响进行了研究，发现用超声波处理过的子叶节较对照

易于转化；Donldson et al（2000）用农杆菌转化12个短季大豆的子叶节，采取了几种不同的方案，

虽然感染率高达92％，但仅从其中一个品种中获得了遗传稳定的转基因植株，转化率较低，认为

大豆对于农杆菌的敏感性比较低，这是导致大豆外植体转化效率低的原因之一；而另一个原因则

是农杆菌介导的大豆外植体转化率的高低是依赖于不同大豆品种的基因型的，不同基因型之间农

杆菌的转化率存在很大差异。Olhoft et al（2003）通过在培养基中添加硫醇类化合物和L-半胱氨

酸来提高外植体的转化率。器官发生再生系统用于遗传转化的主要优点是：（1）组织培养所需

时间短，一般3个月即可得到再生植株，而体细胞胚胎发生途径则需4要个月或更长的时间；（2）

不育的再生植株少；（3）外植体来源范围广，未成熟胚或无菌苗均可。但因其一般不经过愈伤

组织的继代增殖，所以筛选较难，同时得到的转化植株嵌合率较高，后代的鉴定、筛选和纯化工

作量较大。 

1.2.3.2.3 原生质体再生系统 

原生质体是除去细胞壁后的裸露细胞，早在上个世纪60年代，Cocking et al（1963）用酶法分

离出了高等植株原生质体，后研究者试图用豆科植物进行原生质体的分离和培养。Kao et al（1970）

和Miller et al（1971）最早研究大豆原生质体培养，他们从悬浮细胞游离原生质体获得愈伤组织。

此后，许多学者相继开展了大豆原生质体培养的研究，从成熟子叶（Wei et al, 1988）、叶和根

（Schwenk et al, 1981; Xu et al, 1982）游离出原生质体,经培养获得愈伤组织，个别有根的分化，

但未分化出植株。Wei et al（1988）最早成功报道利用大豆原生质体培养获得再生植株，他们从

大豆的未成熟胚（3～5mm）子叶分离、纯化原生质体培养于相应培养基中，当愈伤组织长到2～

3mm时移入含有1～2mg/L 2,4-D和0.1～0.5mg/L BA的MSB培养基中，使愈伤组织形成紧密的瘤状
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结构，然后再转移到0.1～0.3mg/L NAA、BA、KT、ZT各为0.3～0.5mg/L及500mg/L CH的MSB分

化培养基中，15d后有34.6%的愈伤组织分化出了芽。当苗长到3～4cm时，切下转入1/2MS+0.2mg/L 

IBA培养基中诱导生根获得再生植株。后来，卫志明等（1990）用不同的栽培大豆和野生大豆所

作的进一步试验结果表明：1. 选用未成熟子叶分离原生质体的材料，由于未成熟子叶的细胞具有

活跃的分裂能力及代谢能力，易于分裂。由未成熟子叶获得了高产量的原生质体和再生细胞的高

频率分裂；2. 在原生质体的整个培养过程中，特别注意激素的前后影响，在原生质体再生细胞分

裂形成小愈伤后，调节激素配比，使之长成结构紧密的瘤状愈伤组织，从而使之分化成苗。在分

化培养中，附加不同细胞分裂素的合适配比及与CH（水解蛋白）的组合，均明显促进芽的形成

和其后的植株再生；3. 由栽培大豆建立的原生质体再生成株的实验体系同样适用于野生大豆。 

肖文言等（1994）以13个栽培大豆为试材，从未成熟子叶中游离出原生质体，用Gellan Cum

进行珠状包埋，悬浮在0.1～0.2mg/L的2,4-D，0.5～1mg/L的BA改良MS液体培养基中。原生质体

培养3d开始第一次分裂，以后持续分裂。然后将愈伤组织转移到含0.3mg/L 2,4-D和0.5mg/L BA

的MSB固体培养基中，促使其进一步生长。再转入附加5mg/L NAA、0.5mg/L BA、0.5mg/L KT

和3％蔗糖的MS分化培养基中，分化出的胚状体在含1.0mg/L NAA和0.5mg/L KT的MSB培养基

上可发育成再生植株。南向日等（1998; 2000）用Bt基因分别采用PEG和PLO方法介导转化大豆

原生质体获得转基因植株。近几年来从事这方面研究报道较少。 

1.2.3.2.4 花药再生系统 

植物花药培养研究起始于50年代初，60年代相继获得了烟草、水稻、小麦、玉米等重要农作

物的单倍体植株。经过近30年的努力，利用花药培养技术已经培育了小麦、水稻等大田作物新品

种和玉米自交系。印度德里大学的Guha 和Maheshwar（Guha et al, 1964;1966;1967）从茄科植物

毛叶曼佗罗（Datura innoxia）的离体花药中成功的诱导出单倍体植株后,这项研究很快被Bourgin 

和Nitsch（1967），Nakata和Tanaka（1968）等人扩展到烟草上，这两种植物单倍体植株诱导的

成功引起了全世界的关注，自此，日本、法国、英国、丹麦、德国、美国、加拿大、澳大利亚等

国家相继进行这方面的研究工作，使花药培养在国际上取得很大进步.近30 年来利用花药培养产

生单倍体植株的技术已被广泛应用到28个科68个属170多种植物上（Maheshwari et al, 1980），至

1996 年，已有10个科24个属34个种的250多种高等植物的花药培养获得成功（胡道芬, 1996），

其中，小麦、玉米、大豆、甘蔗、橡胶和杨树等近50种植物的花粉再生植株由我国科技人员在国

际上首先培育成功（Loo et al,1986）。自1972年以来人们陆续开展了观赏植物花药培养单倍体的

研究，由花粉或花药培养获得单倍体植株或单倍体愈伤组织的观赏植物有四季海棠、芍药、风信

子、天竺葵、百合、毛地黄、石龙芮、矮牵牛、花烟草等。 

相对于其它植物而言，大豆花药培养的研究远远落后，未取得突破性进展（叶兴国, 1997）。

大豆的花药培养与大豆的其它外植体培养同样存在获得愈伤组织容易、再生植株困难的问题。

Ivers et al（1974）最初开展花药培养，但只获得了愈伤组织及其类苗器官。此后，一些研究报道

中获得了少量的根分化。尹光初等（1982）通过对B5培养基的改进才使愈伤组织诱导率得到了提

高，并分化出芽，得到了再生植株，但是分化率很低。刘德璞等（1986）用改良的B5、KM8P、
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MB、MKM8P培养基获得了游离花粉愈伤组织，在分化培养基上有芽点和根形成，但是没有再生

出芽。Kadlec et al（1991）和Zhuang et al（1991）通过改变无机盐或添加有机物的方法，获得了

花粉培养的愈伤组织。叶兴国等（1997）报道了由花粉愈伤组织诱导出胚状体，并发育成根芽齐

全的再生植株。 

1.2.3.3 转基因植物的鉴定与检测方法 

经过筛选得到的转化外植体或转化植株，通常需要经过不同的方法进行检测，从而验证所转

化的外源目的基因是否已经转到外植体中，并且以及整合到受体基因组中。目前常用的检测方法

主要有以下几种： 

1.2.3.3.1 β-葡萄糖苷酶基因（GUS）显色法 

主要是利用载体上所携带的报告基因进行显色反应。Jefferson et al（1987）首次提出β－葡萄

糖苷酶基因（GUS）可以作为植物遗传转化时的报告基因，因其检测方法简便，灵敏度高，目前

该基因已经成为应用最广泛的报告基因。GUS基因最初是从大肠杆菌中克隆得到的，研究表明

GUS基因活性在微生物中十分普遍。近年的研究结果表明，动物和人体中也存在GUS活性。GUS

基因编码β-葡萄糖苷酶（β-Glucuronidase GUS）该酶为水解酶，能够催化β-葡萄糖苷脂类物质的

水解。常用的检测方法是组织化学染色定位。以5-溴-4氯-3吲哚-β-D葡萄糖苷酸脂（X-GluC）为

底物。GUS可将GluC水解为蓝色物质。检测时，如果转化细胞具有GUS活性部位，则呈现蓝色，

而非转化细胞由于没有此酶活性而不呈现蓝色。所以由此来区分转化与非转化细胞。对于含有叶

绿素的植物材料，需要利用乙醇来进行脱色处理，从而避免因检测材料出现绿色，而与阳性对照

结果对比不明显。到目前为止，GUS基因的应用仍然十分广泛，估计现今已有上千种以GUS为报

告基因的转基因植物。除了GUS基因以外，绿色荧光蛋白也是比较常用的报告基因之一，已经被

广泛应用，例如：Gfp用于水稻、玉米、烟草等（Davis et al, 1998; 王泽宙等, 2000; Vain et al, 1998）。 

1.2.3.3.2 PCR检测法 

PCR技术是一种体外块速扩增特异基因或DNA序列的方法，又称为基因的体外扩增法，其原

理与体内发生的DNA复制过程十分类似。一般在转基因植株检测过程中，经过GUS检测后便进行

初步的分子水平检测，即利用PCR技术以转基因植株的基因组DNA为模板扩增所转化的外源基

因。对于已转化的植株则可得到外源基因的PCR产物，而非转化植株理论上应该不出现相同的PCR

产物。但是有时难免会有细胞质DNA等非核DNA的影响，PCR结果会出现假阳性的扩增结果，同

样不能证明所转化的外源基因是否已经转化到外植体的基因组中，所以还需要进行分子杂交检

测。 

1.2.3.3.3 分子杂交法 

证明外源基因在植物染色体上整合的比较可靠的方法就是分子杂交。其原理就是在一定条件

下，两条不同来源的核酸链根据碱基互补配对原则，特异结合成稳定的双链分子的过程，从而达

到用已知的DNA或RNA片断为探针来检测同源基因是否存在的目的。比较常用的方法是Southern
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杂交。即将外源基因整合的植物基因组经酶切电泳后转移到膜上，用已知DNA序列为探针，通过

杂交检测目的基因。常用的转移方法有毛细管转移和电转移。此外在此基础上发展了一种

PCR-Southern杂交，该方法先对被检测材料进行外源基因PCR扩增，然后以目的基因同源探针与

扩增的特异带进行杂交，对于检测显示的阳性植株进一步进行斑点杂交，PCR-Southern杂交来证

明外源基因是否整合到植物染色体上。斑点杂交可以快速粗略的检测植物基因组是否含有外源基

因，植物基因组总DNA无需限制性酶切，直接点在固相膜上，这一点是与Souhtern杂交不同的。 

1.2.3.3.4 实时定量PCR法 

在植物遗传转化中，一般外源基因随机插入染色体1～2个拷贝时基因的表达效率最高，多个

拷贝时基因表达效率降低甚至沉默。因此越早对转基因植株进行分子检测，验证外源基因插入的

拷贝数，对下一步的实验越有利。目前，检测基因的拷贝数一般采用经典的Southern杂交技术，

但是该方法费时、费力、试剂昂贵，需要大量的植物材料,同时还可能因为基因重排（Rearrange）

丢失酶切位点，导致实验结果误差。而近年来发展起来的Quantitative Real-time PCR技术可快速、

准确、高效地检测到转基因的拷贝数。 

Quantitative Real-time PCR主要通过荧光报告物对PCR反应进行实时检测。荧光报告物可以

是特异性的（如Taqman p robes, molecularbeacons, FRET probes）和非特异性的（如SYBR GreenⅠ）。

PCR产物量与起始模板量成正比。因此，选取基因组中的某个单拷贝基因为对照，精确定量待测

样品起始模板量，进行Quantitative Real-time PCR，最终对反应结果进行客观、快速的统计分析，

即可准确、方便地检测出每一转基因植株中所含的拷贝数，即使发生基因重排，也不会产生误差。

Giovanna et al（2002）采用Real-time PCR技术对转基因番茄的1个内源单拷贝基因Apx和两个外源

基因TSWV 2N和NPTⅡ进行了Quantitative Real-time PCR检测。结果表明，虽然两个外源基因TSWV 

2N和NptⅡ插入于同一个T-DNA中，紧密连锁，但所检测到的拷贝数在同一转基因植株中却不尽

相同，这可能是由于转化基因盒（transformation cassette）在插入植物基因组中时发生了某种修饰，

导致基因重排，而采用一般的分子检测，如Southren杂交是无法检测到的。 

1.2.3.3.5 免疫学检测法 

免疫技术即是一种蛋白质水平上的检测技术，目前用于转基因研究中的主要有酶联免疫法和

免疫荧光技术。 

(1) 酶联免疫法 

酶联免疫法Enzyme-linked immunosorbent assy（ELISA），是指特殊的抗体被结合固定在固体

表面，如微孔板上，加入样品，未被结合的成分被洗掉，然后通过加入酶的抗体来检测抗原，未

被结合的成分再次被洗掉，酶与底物反应的颜色与样品中抗原的含量成正比。在转基因植株中，

含有抗体的均可采用此方法进行。 

(2) 免疫荧光技术 

免疫荧光（Immunofluorescence），也是以抗体为基础，一抗与结合有荧光色素的二抗结合，

所发出的荧光可由免疫荧光显微镜进行检测。此外，还可采用统计的方法，尤其是对其基因产物，
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看是否符合孟德尔规律或其它遗传规律。还可利用形态学、细胞学、差异显示毛细管电泳、蛋白

质毛细管电泳分析等进行转基因植株的鉴定。 

1.3 我国大豆种质资源与遗传改良研究现状 

大豆【Glycine max（L.）Merrill】是我国重要的经济类作物，它是食用油和蛋白质的主要来

源（Gary et al, 2004; Nadim et al, 2004）。从1949到1999年的半个世纪时间里,世界上没有哪一种作

物像大豆这样获得快速发展。1949年全世界大豆面积1,277.8万hm2 ，总产1400.6万t；1999年面积

增加到7,205.2万hm2，总产达15,774.4万t ，面积增长5.6倍，产量增长11.3倍（常汝镇等, 2004）。

中国是大豆的源产地，直至上世纪中叶一直是世界上最大的大豆生产国和出口国。20世纪50年代，

美国大豆产业飞速发展，播种面积和总产量均超过我国而跃居世界第一的位置。此后，南美洲的

巴西和阿根廷的大豆产量也相继超过我国。目前，我国大豆种植面积和总产量暂居世界第四的位

置（常汝镇, 2003），并由原来的大豆出口国变为大豆进口国。 

1.3.1我国大豆种质资源研究现状 

我国在长期的种植过程中，经过自然选择和人工选择，形成了丰富多彩、类型各异的大豆种

质资源，其丰富程度在世界上是独一无二的经过收集、整理，大豆种质资源研究得到了很大发展。

我国1956年进行全国农作物品种资源征集，1979年～1981年对全国农作物品种资源进行补充征

集，经过整理、鉴定，编入《中国大豆品种资源目录》及其续编一、续编二的大豆品种共2,2637

份。还编入国外引进大豆品种3000份，主要是美国、加拿大、日本及俄罗斯等国家的品种，2156

份种质资源通过鉴定和评价已编入《中国大豆品种资源目录》，其中美国的育成品种、遗传材料

和近等基因系比较珍贵，因为它们是发掘新基因和新等位变异的物质基础（杨守萍等, 1998; 

Lightfoot et al, 2005; 密士军等, 2004）。早期大豆种质主要是由地方研究单位分别保存，更新过程

中往往由于自然灾害和人为原因而有损失。“七五”期间，国家建设了农作物种质资源库，由中

国农业科学院作物品种资源研究所主持，将全部大豆资源经繁种送入国家种质库长期保存。国家

种质库温度为-18℃，相对湿度小于57％，每年对入库种子进行生活力监测，确保种子的安全保存，

预期大豆种子在这种保存条件下可以保存50年（常汝镇等, 1998）。1927年，美国开始从中国、朝

鲜、日本和前苏联引进种质资源，到1949年已由专人负责保存和鉴定评价。在20世纪80年代初，

美国已从种质资源中筛选出了一些特性基因或特性种质，其中包括抗病（疫霉根腐病、菌核病、

细菌性斑疹病等17种）、抗虫（食叶性害虫、红蜘蛛等7种）、抗逆性（倒伏、抗寒、缺铁等）等，

并研究其遗传规律和在育种中的利用。80年代以后，私人种子公司选育的品种逐渐成为主要大豆

品种资源。目前，美国保存的栽培品种和野生大豆10,000份左右，仅次于中国；日本保存的大豆

品种资源约4,000多份。设在中国台湾省的亚洲蔬菜研究中心，从1973年到1995年底AVRDC共收

集大豆种质资源13,618份，目前已全部保存在中期库和长期库中。1986年建立了一套完整的中心

化种质引进系统,新引进种质主要信息供所有科学家利用。大豆育种家、病理学家、昆虫学家及种

子研究室的研究人员对AVRDC收集的大部分种质,对高产、早熟、光周期不敏感、抗病、虫等性

状进行了评价，筛选出一些供育种利用的有益的基因源.利用筛选出的优异种质。AVRDC的科学
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家配制了大量不同育种目标的杂交组合，培育出了一大批结合高产、抗病、早熟、光温不敏感,

适合热带、亚热带地区种植的高代选系（常汝镇等, 2000）。 

凡是编入目录的大豆品种，均对其农艺性状、品质性状、抗性以及所具有的基因资源进行了

鉴定和深入评价，从中筛选出了一批优异的资源。我国大豆种质资源蛋白质含量主要分布在40

％～45％，约为其它植物蛋白含量的1～6倍，除蛋氨酸和胱氨酸含量较低外，其它人体所必须氨

基酸含量均较高，尤其以赖氨酸含量为最高；大部分大豆品种含油量为20％左右；研究表明，蛋

白质和油份含量呈负相关，但我国丰富的大豆种质资源中仍然具有高蛋白高油类型；在抗性鉴定

方面，筛选出一些对大豆花叶病毒、大豆包囊线虫、大豆蚜虫以及大豆食心虫表现高抗的大豆品

种；对大豆品种资源的抗逆旱性评价表明，山西、山东、陕西的大豆材料多表现较强的抗旱性，

山西为大豆抗旱基因中心。现代分子生物学的发展为大豆品种资源的鉴定创造了有利条件。通过

对大豆的耐盐性遗传及耐盐基因的分子标记研究表明，大豆耐盐性受一对基因控制，显性，获得

了与耐盐/盐敏感等位基因紧密连锁的RAPD分子标记（邱丽娟等, 2000），并应用于大豆品种资源

耐盐鉴定和分子标记辅助选择。除大豆耐盐分子标记外，其它重要基因分子标记也取得了进展，

先后获得了与抗大豆花叶病毒（Soybean mosaic virus, SMV）、抗大豆包囊线虫（Heterodera glyci 

nes , SCN）、抗大豆灰斑病等的分子标记（刘丽君, 2002; Hayes et al, 2000; 邹继军等, 1999）。此外，

大豆遗传多样性的分子标记可应用于系统进化研究、亲缘关系研究等，利用RAPD标记发现中国

和美国大豆祖先品种在聚类时截然分开，且两国的南方和北方大豆祖先品种也存在明显差异，表

明美国的绝大多数祖先亲本与中国大豆品种祖先亲本各具有其特殊性，分属于不同的基因源（邱

丽娟等, 1998）；利用SSR标记对日本大豆和中国大豆种质资源进行分子鉴定，结果表明两国大豆

也属于不同的基因源（关荣霞, 2003），这些研究结果为我们引进国外大豆品种从而拓宽中国大豆

遗传基础从分子水平上提供了证据。 

美国每年都有新的大豆种质材料在Crop Science 上注册，如2005 年注册了几个新品种

（Shannon et al, 2005; Mebrahtu et al, 2005; Helms et al, 2005;Graef et al; Edme et al, 2005）；巴西选

育的品种已超过100个（刘丽君等, 2003）；阿根廷在1996-1997年间生产上释放了第一个转基因大

豆品种，之前培育的是非转基因大豆，目前又非常重视菜用大豆种质资源的挖掘与利用（邱丽娟

等, 2006）。通过引进和应用国外大豆种质在一定程度上拓宽了中国大豆育成品种的遗传基础。

盖钧镒等用南方品种1138-2和南农493-1与美国品种Wayne 、SRF400 、Clark63 、Williams 的F1

和F3进行杂种优势和配合力分析（邱丽娟等, 2006）。结果表明，美国品种在长江下游杂种优势

利用及品种改良中具有引用价值。张淑珍和杨庆凯（2000）对东北春大豆与美国半矮秆品种杂交

后代分析中，发现许多农艺性状有超亲优势、遗传变异大，相对预期遗传进度大且与目标产量性

状高度相关，为育种后代选择创造了条件。育种实践证明，美国和日本大豆种质资源在中国大豆

品种选育中发挥了重要作用。新育成品种和品系的引进和利用是迅速缩小国内外育种差距的重要

途径。 

1.3.2 我国大豆遗传改良研究 

我国从1923年王绶教授选育“金大332”起到1995年共育成大豆品种651个，品种产量的遗传改
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进为每年2％左右，育成品种在抗倒伏、适应性、抗病性等方面都有较大改进。但是与玉米、水

稻、油菜等作物相比，大豆品种选育进展较慢。此外，中国虽然是大豆的起源国，但不是种质资

源研究的强国，主要表现在育种和生产水平上与国际大豆主要生产国存在明显的差距。从表1-6

中可以看出美国、巴西、阿根廷三个大豆主产国的大豆单产水平在发展初期就已经超过中国，到

2004年，大豆单产均增加了1～2倍，但中国大豆单产水平不仅低于3个大豆主产国，而且低于世

界平均水平。美国大豆产量的不断提高，其中品种改良的贡献占35％～40％。大豆产量进展缓慢

棏主要原因是遗传基础过于狭窄。近年来大豆品种选育往往趋于优良性状集中于少数品种上，大

豆品种改良主要局限在当地品种或品系间的杂交，造成大豆遗传基础狭窄性普遍存在。所以拓宽

大豆遗传基础，利用和创造新种质是使大豆产量突破的根本途径。 

表1-6 1961-2004年世界大豆主产国单产水平比较（kg/hm
2
） 

Table1-6 Comparasion of soybean yield among major producing countries during 1961-2004（kg/hm
2
） 

国家 

Country 

年份Year 

1961         1971          1981        1991        2001          2004 

中国China 626 1108 1164 1738 1720 1840 

巴西Brazil 1127 1210 1765 2375 2710 2230 

阿根廷Argentina 977 1624 2005 2388 2600 2710 

美国United States 1690 1852 2033 2452 2560 2860 

世界平均Average 1129 1437 1753 2170 2290  

多年来各国科学家一直致力于利用遗传转化的途径来丰富大豆的基因多样性，拓宽其遗传

基础。大豆的遗传转化研究1984年首次报道（Deblock et al, 1984），过去的十几年中，大豆的转化

研究工作主要集中在通过利用GUS基因等报告基因优化转化方法建立不同的转化体系（Chee & 

Hu, 2000）（表1-7）。与此同时，一些公司已经获得了不同性状的转基因大豆（Clemente, 2000; Falco 

et al, 1995; Mazur et al, 1999; Cahoon et al, 1999; Cahoon et al, 2000）。但是，大豆始终是一种难以

转化（Recalcitrant）的作物之一（Trick et al, 1998），主要原因在于组织培养再生系统与转化系统

尚不能有效地结合。Hinchee et al（1988）和Mccabe et al（1988）首次获得了大豆转基因植株，

虽然此后又有一些成功报道（Komatsuda et al, 1992; Tae-Seok Ko et al, 2004; Donldson et al, 2000; 

Clemente et al, 2000; Olhoft et al, 2001; Li et al, 2002; Olhoft et al, 2003; Françoise et al, 2003），但大

豆转化频率较玉米和水稻（Hiei et al, 1994; Ishida et al, 1996; Zhao et al, 2001; Frame et al, 2002）等

其它作物仍然很低，试验方法重复性差，远未模式化。根据大豆品种改良的目标不同，选择不同

外源基因进行转化。在早期的研究中，大豆遗传转化所用的基因主要是报告基因，如GUS基因、

NPTⅡ基因、HptⅡ基因以及NOS基因等（Christous et al, 1988; Danaldson et al, 2000）。迄今，大豆

遗传转化所转移的目的基因包括一些抗病虫基因如Bt基因（Stewart et al, 1996）、抗包囊线虫病的

基因（Narayanan et al, 1999）、几丁质酶基因、BPMV-CP基因（Di et al, 1996）、Ipt基因（刘丽君

等, 1999）及Barnase基因（赵桂兰等, 2001）等；转座子基因如玉米转座子Ac基因；抗除草剂基

因，如CP4基因、Atrazine基因、Imazapyr及Bar基因等（Padgette et al, 1995; Clemente et al, 2000；

Aragao et al, 2000; Margie et al, 2004）；其它基因，如Zein（Yan et al, 2000）基因、Pep基因（郎春



中国农业科学院博士学位论文                                                          第一章 前 言 

 23

秀等, 1999）、牛酪蛋白基因（Maughan et al, 1999）及一些基因的启动子等。 
表 1-7 大豆遗传转化的主要成果 

Table 1-7 The main achievements of soybean transformation 

供试品种 

varieties 

外植体 

explants 

外源基因 

Foreign genes 

转化方法 

Methods 

转化结果 

Results 

文献 

References 

野生，半野生，栽培

品种 
上胚轴 T-DNA 根癌农杆菌介导 转化愈伤 王连铮, 1984 

Ferrest 
子叶，子叶节，节

间 
SSU 

根癌农杆菌 

介导 
转化愈伤 Facciotti, 1985 

Soybean cv. Wye 原生质体 nptII和CAT PEG/电击 抗性愈伤 Lin N, 1987 

MaplePresto 

Peking Dolnat 
子叶 

nptII, GUS,Glyphosate

基因 

根癌农杆菌 

介导 
转化植株 Hinchee, 1988 

Glycine max 未成熟胚 nptII 基因枪 抗性愈伤 Christou, 1988 

Glycine max 未成熟胚 nptII 基因枪 转化植株 Mccabe, 1988 

Glycine max 胚芽，子叶节 nptII 根癌农杆菌介导 转化植株 Chee, 1989 

8311T 大豆合子期子房 龙葵Atrazine抗性基因 微注射 转化植株 刘博林, 1989 

Williams 82 胚轴，子叶 T-DNA 发根农杆菌 发状根 Savaka, 1990 

黑农26, 32, 34, 35等 
卵，合子，早期胚

细胞 
外源总DNA 花粉管通道 转化植株 雷勃钧, 1991 

中豆5号 原生质体 GUS PEG 转化愈伤 黄键秋, 1992 

Fayetle 胚性愈伤 GUS 基因枪 转化植株 Sato, 1993 

小黑豆 大豆顶芽 nptII 
根癌农杆菌 

介导 
抗性愈伤 王慧中, 1995 

黑农36 萌动种胚 GUS-ipt-NOS 
根癌农杆菌 

介导 
转化植株 付桂荣, 1996 

合丰25等 
子叶节，胚轴，幼

胚，整株 
nptII 发根农杆菌介导 转化植株 徐香玲, 1996 

Chapman 胚性愈伤 GUS SAAT 转化愈伤 Trick, 1998 

Jack 未成熟子叶 GUS SAAT 转化愈伤 Santarem, 1998

Glyxhine max (L) 胚性悬浮细胞 GFP 基因枪 转化愈伤 Ponappa, 1999 

中黄4号等 未成熟子叶 Bt. GUS 
基因枪 

根癌农杆菌介导 
转化植株 苏宏辉, 1999 

黑农35, 37 原生质体 Bt. GUS; nptII 多聚氨酸介导 转化植株 南向日, 2000 

Cmatarty group 子叶节 GUS; nptII 根癌农杆菌介导 转化植株 Donalilson, 2000

Cmatarty group 未成熟子叶 GUS 基因枪 转化愈伤 Simononds, 2000

AC Colibri 子叶节 gf-2.8 根癌农杆菌介导 抗性愈伤 Donalilson, 2001

Williams 82, Macon, 

Clark 63 and Iroquois 
花 bar 花粉管通道技术 转化植株 Li, 2002 

Bert 子叶节 nptII,hpt 根癌农杆菌介导 抗性愈伤 Olhoft,2003 

Hefeng 35等 大豆胚尖 nptII,GUS 根癌农杆菌介导 抗性愈伤 Liu, 2004 

虽然大豆遗传转化研究困难重重，但是转基因大豆是转基因作物中发展最快的，1999年全

球转基因作物种植面积3,992万hm2 ，大豆为2,160 万hm2，占54.12 %。美国转基因植物的商业化

速度进展很快，2001年主导的转基因大豆占据全球转基因作物的63％；同时有数据显示，2001年

全球种植总面积7,200hm2的大豆中，46％是转基因品种（杨加银,2002）。随着大豆转基因研究的
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不断深入，转基因大豆将会被更大面积的生产种植，而且提高抗性和改善营养成分将是转基因大

豆的主要发展趋势。 

1.4 研究目的与意义 

种质创新是作物种质资源有效利用的前提和关键，是遗传育种良性发展的基础和保证。50

多年来，我国农作物种质资源创新在促进农业新品种更新换代、提高粮食产量、保障我国的粮食

安全等方面做出了巨大贡献。 

转基因技术是提高作物种质创新效率的最有效手段之一。它不仅可以在不同科、属间，甚至

可以打破动植物间的界限而进行基因转移。自 1983年首例转基因植物问世以来，已有至少 35个

科 120种植物成功获得了转基因植株。然而，拥有基因是利用转基因技术进行种质创新的前提，

目前大部分的基因专利被国外所拥有，我国拥有专利的基因为数很少，严重阻碍了我国转基因研

究的进程。因此，如何打破国外基因专利壁垒，是利用转基因技术开展作物种质创新急待解决的

关键问题之一。 

水稻是重要的粮食作物之一，其基因组（430Mb）是禾谷类作物中最小的。水稻与其它作

物（如玉米、大麦和小麦等）在染色体上存在明显的共线性，而且重复序列少，易于开展遗传操

作，能为今后的研究提供有效的基因功能模型。伴随着植物功能基因组学的迅速发展，一些模式

植物先后完成了全基因组测序。水稻是继拟南芥之后又一种基因组全测序的模式植物，测序结果

显示，水稻基因组包含 5万～6万个基因，其中，已被报道的基因占 20％，包括各类参与细胞新

陈代谢、转录、信号转导、运输和植物防御等功能基因。为我们充分利用基因资源进行植物遗传

转化，并为最终实现种质创新奠定了坚实的基础。 

大豆是重要的粮食作物，是食用植物油和蛋白质的主要来源，同时也是非常受欢迎的营养保

健食品，在国内外市场上占有重要地位。实践证明，常规育种手段由于栽培大豆遗传基础相对狭

窄，育种周期过长等原因，远不能满足国内和国际市场的需求。随着转基因技术的日渐成熟，转

基因大豆越来越受到人们的青睐。利用转基因技术，将野生大豆或其它作物的一些优良农艺性状

或高价值的营养品质性状转入栽培大豆品种中，获得综合性状优良的转基因大豆，以丰富栽培大

豆的基因资源，拓宽栽培大豆相对狭窄的种质资源基础，提高大豆产量，进一步改善大豆的蛋白、

油等品质性状，通过遗传工程的手段为传统的大豆育种提供新思路新方法。 

本研究利用转基因技术的原理和方法，通过对水稻全长 cDNA的分离、水稻全长 cDNA与载

体的连接、农杆菌介导的水稻全长 cDNA转化大豆、大豆转化植株的筛选等实验步骤的完善，构

建基于水稻全长 cDNA的大豆种质创新技术体系；通过形态鉴定、Southern杂交、PCR、基因表

达等技术对大豆转基因植株的目标基因和标记基因进行检测，从而验证该技术体系的可行性。本

研究将要构建的基于水稻全长 cDNA 的大豆种质创新技术体系，是在无需进行基因克隆的前提

下，通过构建含水稻全长 cDNA的栽体，在农杆菌的介导下将水稻基因导入大豆。因此，该技术

体系将开辟一条打破物种间生殖隔离和国外基因专利壁垒、提高大豆等作物种质创新效率的新途

径。 
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1.5 研究的技术路线 

提取RNA，构建
水稻全长cDNA
“基因池”

补平 dscDNA

的末端 

农杆菌介导大豆转基因体系的构建 

水稻材料胁迫处理 

（盐、旱、冷等） 

重组pGEM-T 
vector 转化E.coli 

水稻cDNA大小 
的检测 

平端连接 

T-A 连接 

构建含有水稻不同大

小基因载体的工程菌

（host of .tumeficiens）

农杆菌介导大豆遗传转

化技术平台 

农杆菌介导水稻全长

cDNA高效、高通量转化
大豆

对携带有水稻基因的大豆转

化株系的性状筛选和鉴定

获得含水稻基因大豆再

生植株 

高质量水稻全长 cDNA 的获得

5’-末端脱
磷酸化载

高效转化载体的构建 

验证新型大豆种质创新技术体系可行性

3’-端加 T 

SmaⅠ单酶切载体 
DNA获得平末端 
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第二章 材料与方法 

2.1 植物材料 

2.1.1大豆材料 

本试验中用于大豆遗传转化的材料包括3个大豆栽培品种：中品661、垦农18和绿75，均由中

国农科院作物科学研究所大豆课题组提供。3个大豆品种对干旱、盐碱等逆境较为敏感（表2-1）。 

表2-1大豆材料 

Table 2-1 Soybean cultivars 

品种名称 

Name 
来源 

Source 
特性 

Character 
垦农18 黑龙江八一农垦大学于2001年育成

(绥87-5603X宝丰7号)  
百粒重18-20g，抗大豆灰斑病，蛋白质35.23%，脂肪23.17%，

属高油优质大豆  
中品661 中国农科院品资所于1992年育成。 百粒重18-20g，蛋白质41.25%，脂肪21.93%，是耐肥、抗病、

枝型紧凑、高光效 
绿75 日本菜用大豆品种，90年代中期经

台湾引进，故又称"台75"。 
干豆百粒重35克左右，受蚜虫危害，花叶病重。  

2.1.2 水稻材料 

本试验所选用的6个抗逆性水稻品种由中国农业科学院作物科学研究所作物种质资源研究中

心水稻种质资源课题组提供。名称、抗逆性及来源见表2-2。 

表2-2 水稻抗逆材料 

Table 2-1 Rice with stress tolerance 

代号 
Code 

材料名称 
Name 

起源地 
Origin 

抗逆性及其它性状 
Stress tolerance and other characters 

04-203 靖粳7号 云南农科院 耐冷 

04-198 合系15号 云南农科院 耐冷，穗实粒数94粒，千粒重24.8克，生长整齐，分蘖力强

04-865 珍珠42 中国农科院 耐盐 

04-033 辽盐16 辽宁农科院 耐盐，株型披散，穗实数95.9粒，千粒重26.3克 

04-110 旱稻277 中国农大 抗旱，生育期短，穗实数100粒，千粒重27克，高抗稻瘟病

04-112 旱稻502 中国农大 抗旱，分蘖力强，高抗稻瘟病，穗实数150粒，千粒重30克

2.2 主要化学试剂、酶类及试剂盒 

本试验中所用到的酶类、化学试剂及试剂盒见表2-3。 
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表2-3 试验所用的试剂、酶和试剂盒 

Table 2-3 Reagents, enzymes and Kits 

试剂名称 

Reagent Name 

公司名称 

Company Name 

试剂名称 

Reagent Name 

公司名称 

Company Name 

Pyrobest DNA Polymerase Takara Bam HⅠ New England Lab 

Taq 酶 Promega Not Ⅰ New England Lab 

dATP Promega Sma Ⅰ New England Lab 

dCTP Promega Alkaline Phosphatase, Calf 

Intestinal(CIP) 

New Englad Lab 

dGTP Promega T4 DNA Polymerase New England Lab 

dTTP Promega 1 Kb DNA Ladder New England Lab 

T4 DNA ligase New England Lab Sac Ⅰ New England Lab 

EcoRⅠ New England Lab Klenow Fragment New England Lab 

Hind Ⅲ New England Lab EcoR Ⅴ New England Lab 

BD SMART™ PCR 

cDNA Synthesis Kit 

BD Clontech Trizol Invitrogen 

PolyATract mRNA 

Isolation kit 

Promega pGEM-T Easy Vector Promega 

RNase Ⅰ Promega Agrose Amresco 

Bacto tryptone OXOID Bacto yeast extraction OXOID 

IPTG Promega X-Gal Promega 

a-[32P] dCTP Amersham Biosciences Proteinase K Sigma 

gelatin Sigma FicoU-400 Sigma 

PVP-360 Sigma PIPES Sigma 

Kanamycin Sigma MOPS Sigma 

Cefotaxime Sigma Formamide Sigma 

Glycerol Sigma Gel extraction kit Omega 

Plasmid mini kit Omega Ampicillin Sigma 

2.3 培养基、溶液等试剂的配制 

2.3.1 大豆遗传转化主要组织培养基配方 

本试验组织培养过程中子叶节外植体所用基本培养基均为B5基本培养基，胚尖以及带有1片

子叶的胚尖外植体所用基本培养基是MSB5培养基培养。 

2.3.1.1 子叶节外植体系统 

1. 发芽培养基 

B5＋2％sucrose＋0.6％agar＋1％B5vitamin＋1mg/L BA，pH5.8 

2. 共培养培养基 
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B5+3% sucrose＋0.8％agar＋1％B5vitamin＋1mg/L BA＋200µM acetosyringone，pH5.4 

3. 恢复培养基 

B5+2% sucrose＋1％B5vitamin＋0.75% agar＋1.5mg/L BA＋500mg/L cefotaxime＋500mg/L 

carbenicillin, pH5.8 

4. 筛选培养基 

B5+2%sucrose＋1％B5vitamin＋0.75% agar＋1.5mg/L BA＋500mg/L cefotaxime＋500mg/L 

carbenicillin＋50mg/L kanamycin, pH5.8 

5. 芽伸长培养基 

B5 +2% sucrose＋1％B5vitamin＋0.2mg/L BA＋500µg/L gibberellin＋50mg/LAsp＋50mg/L Glu＋

300µg/L IAA＋500mg/L cefotaxime＋500mg/L carbenicillin, pH5.8 

6. 生根培养基 

B5+2%sucrose＋1％B5vitamin＋1.5mg/L IBA＋10mg/L Asp＋10mg/L Glu＋300mg/L IAA, pH5.8 

2.3.1.1.2 胚尖外植体系统 

1. 发芽培养基 

MS＋3％sucrose＋0.6％Agar＋1％B 5vitamin＋3.5mg/L BA，pH5.8 

2. 共培养培养基 

2/3 MS+3% sucrose＋0.8％agar＋1％B5＋6mg/L BA＋200µM acetosyringone，pH5.4 

3. 恢复培养基 

2/3 MS+3% sucrose＋1％B5vitamin＋0.75%agar＋2mg/L BA＋500mg/L cefotaxime＋500mg/L 

carbenicillin，pH5.8 

4. 筛选培养基 

2/3 MS+3%蔗糖＋1％B5＋0.75%琼脂＋2mg/L BA＋500mg/L cefotaxime＋500mg/L carbenicillin＋

50mg/Lkanamycin，pH5.8 

5. 芽伸长培养基 

2/3 MS+3%蔗糖＋1％ B5vitamin＋0.2mg/L BA＋500µg/L gibberellin＋50mg/L Asp＋50mg/L Glu

＋300mg/L IAA＋500mg/L cefotaxime＋500mg/L carbenicillin, pH5.8 

6. 生根培养基 

2/3 MS+3%sucrose＋1％B5 vitamin＋1.5mg/L IBA＋10mg/L Asp＋10mg/L Glu＋300mg/L IAA, 

pH5.8 

2.3.2 其它试剂及培养基配方 

1. YEP Medium (A.tumeficience): 1 liter 

成分  
Ingredient 

用量 
Amount 

终浓度 
Final Concentration 

Bacto tryptone 10g 1% 

Bacto yeast extraction 5g 0.5% 

NaCl 5g 0.5% 

H2O to 1 liter  
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Agar(for plate) 15g 1.5% 

Adjustment: Adjust pH to 7.0 and autoclave. 

2. LB Medium (E. coli): 1 liter 

成分 
Ingredient 

用量 
Amount 

终浓度 
Final Concentration 

Bacto tryptone 10g 1% 

Bacto yeast extraction 5g 0.5% 

NaCl 10g 1% 

H2O to 1 liter  

Agar(for plate) 15g 1.5% 

Adjustment: Adjust pH to 7.0 and autoclave. 

3. Lysozy me solution (SolutionⅠ): 100ml 

成分 
Ingredient 

用量 
Amount 

终浓度 
Final Concentration 

Glucose 0.9g 50mM 

EDTA(pH8.0) 2 ml of 0.5M stock 10mM 

Tris-HCl(pH8.0) 25ml of 1M stock 25mM 

H2O to 100ml  

Adjustment : Adjust volume to 100ml with pure water and autoclave. Store at 4℃. 

4. NaOH-SDS stock (SolutionⅡ)   

成分 
Ingredient 

用量 
Amount 

终浓度 
Final Concentration 

NaOH 1/2 volume of 0.4N stock 0.2N 

SDS 1/2 volume of 2% stock 1% 

Adjustment : Mix NaOH and SDS stocks just prior to use. 

 

5. Potassium acetate stock (Solution ): 100mlⅢ  
成分 
Ingredient  

用量 
Amount 

终浓度 
Final concentration 

Potassium acetate 60ml of 5M KOAc 3M 

Glacial Acetic Acid 28.5ml  

H2O 11.5ml  
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6. 50×TAE (Elactrophoresis buffer):1 liter 
成分 
Ingredient 

用量 
Amount 

终浓度 
Final Concentration 

Trisma Base 242g 2M 

Glacial Acetic Acid 57.1ml  

EDTA 100ml of 0.5M EDTA(pH8.0) 50mM 

Dilute 50 fold with pure autoclaved water. 

7. 10×FA gel Buffer 

成分 
Ingredient 

终浓度 
Final concentration 

MOPS(free acid) 200mM 

Sodium acetate 50mM 

EDTA 10mM 

Adjustment : pH to 7 with NaOH. 

8. 1×FA gel Buffer : 1 liter 

成分 
Ingredient  

终浓度 
Final Concentration 

10×FA buffer 100ml 

37%(12.3M) formaldehyde 20ml 

Rnase-free water to 1 liter 

9. 5×RNA Loading Buffer : 10ml 
成分 
Ingredient 

用量 
Amount 

Saturated aqueous bromophenol blue solution 1 16µl 

500mM EDTA,pH8.0 80µl 

37%(12.3M) formaldehyde 720µl 

100% glycerol 2ml 

formamide 3.084ml 

10× FA buffer 4ml 

Rnase-free water to 10ml 
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10. 1.2% FA Agrose Gel：100ml 

成分 
Ingredient  

用量 
Amount 

agrose 1.2g 

10×FA gel buffer 10ml 

Rnase-free water To 100ml 

11. EDTA (0.5M, pH8.0) : 1 liter 
成分 
Ingredient  

用量 
Amount 

终浓度 
Final Concentration 

EDTA-disodium salt 186.1g 0.5M 

NaOH  40g  

H2O to 1 liter  

Adjustment : pH to 8.0 with NaOH. Autoclave. 

12. Tris-HCl (pH8.0) : 1 liter 
成分 
Ingredient 

用量 
Amount 

终浓度 
Final concentration 

Trisma Base 121.1g 1M 

HCl 42ml  

H2O  t 1 liter  

Adjustment : pH to 8.0 with HCl and adjust volume to 1 liter.Autoclave. 

13. 20×SSC 

成分 
Ingredient 

用量 
Amount 

NaCl 877g 

Na3.citrate 441 

H2O to 5 liter 

14. Denhardt's III: 100ml 

成分 
Ingredient 

用量 
Amount 

gelatin 2 g 

FicoU-400 2 g 

PVP-360 2 g 

SDS 10 g 

sodium pyrophospate 5 g 

H2O to 100ml 

Dissolve at 65 , and store℃  on warm plate. 
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15. 5×HSB: 1 liter 

成分 
Ingredient 

用量 
Amount 

NaCl 175.3 g 

PIPES 30.3 g 

Na2.EDTA.2H2O 7.45 g 

H2O To 1 liter 

Adjustment: Adjust to pH 6.8 with 4 M NaOH, make up to 1L with H2O. Autoclave.  

2.4主要实验技术 

2.4.1水稻材料胁迫处理 

（1）将种子放入50℃恒温箱高温处理48h，以打破种子休眠，使种子成熟度保持一致； 

（2）每份材料挑选50粒饱满的种子，放置于垫有滤纸的口径为9cm的培养皿中； 

（3）先用3%的次氯酸钠溶液消毒20 min，然后用自来水冲洗3次； 

（4）在每个培养皿里加10 ml 水，放入30 ℃恒温箱催芽2d～3d ； 

（5）待芽长5mm左右时，将材料放到有光照且温度为20 ℃～30 ℃的室内条件,使幼芽继续生长； 

（6）待苗长到两叶一心时，分 3组进行胁迫处理。a 耐盐处理：施加适量 1.5%NaCl溶液，分别

在处理后 2h、4h、6h、8h、12h、16h、20h、24h剪取叶片并等量混合；b 耐冷处理：将水

稻幼苗材料置于 6℃恒温培养箱中，分别在处理后 2h、4h、6h、8h、12h、16h、20h、24h

剪取叶片并等量混合；c 抗旱处理：施加适量 16％PEG8000溶液，分别在处理后 2h、4h、

6h、8h、12h、16h、20h、24h剪取叶片并等量混合； 

2.4.2植物叶片总 RNA的分离与检测 

（1）一次性使用的进口枪头、离心管基本无 RNA酶，可不经预处理灭菌即可用于制备和储存 RNA；

反复使用的试验用品如研钵、玻璃器皿和药匙等，会有 RNA酶污染，使用前需用 0.1% DEPC

水溶液浸泡过夜处理 ,然后高压灭菌，烘干备用；新开封的试剂基本无 RNA酶污染，可直接使

用；其他试剂一律用灭菌的 0.1% DEPC水配制； 

（2）先将研钵及药勺用液氮充分预冷，取幼嫩叶片约 100mg，于液氮中迅速充分研磨成粉末； 

（3）转入预冷的加有 1.0ml Trizol的 1.5ml离心管中，涡旋 15s充分混匀，置于 20～30℃静置 10m； 

（4）加入 0.2ml氯仿，涡旋 15s，室温静置 2min，4℃离心 12000rpm，15min； 

（5）小心转上清于另一新 1.5ml离心管中，加入 0.5ml异丙醇，混匀，室温静置 10min，4℃12000rp

离心 10min； 

（6）弃去上清，加入 1ml 75％乙醇清洗沉淀一次，空气干燥 10min，加入适量 DEPC水溶解沉淀； 

（7）总 RNA定量：利用紫外分光光度计，测定 A260nm和 A280nm处的吸光值，根据 A260/A2的
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值来估算 RNA的纯度； 

（8）总 RNA完整性检测：用 1.2%甲醛变性琼脂糖凝胶电泳鉴定 RNA的质量，若条带清晰，无拖

尾，说明 RNA完整，可用于文库构建。 

注：电泳槽、胶板和梳子清洗干净后，用 0.4M NaOH浸泡过夜，然后用 DEPC水冲洗干净。 

2.4.3 mRNA的分离 

(1) 配制 SSC溶液： 

1.2ml 0.5×SSC：在无菌、无RNA酶的 1.5ml离心管中混合 30µl 20×SSC和 1.17 ml无RNase水。 

1.4ml 0.5×SSC：在无菌、无RNA酶的 1.5ml离心管中混合 7µl 20×SSC和 1.393ml无Rnase水。 

(2) 探针退火【生物素化的 oligo（dT）与 mRNA的 poly（A）尾结合】 

在 DEPC 处理过的灭菌 1.5ml 离心管中加入水稻总 RNA，用无 RNase 灭菌水加至终体积

500µl，65℃水浴 10min，打破二级结构。取出立即向管中加入 3µl生物素标记的 oligo（dT）

探针及 13µl 20×SSC，轻轻混匀，室温放置至完全冷却，同时进行步骤 3。 

(3) 洗磁珠 SA-PMPS （streptavidin-paramegnetic particles） 

轻弹离心管底直至磁珠彻底悬浮起来，置于磁架上吸集。小心移弃上清（不要离心），用 0.5

×SSC洗磁珠 3次，每次用 300µl，并用磁架吸集。小心的移去上清，洗好的磁珠用 100µl 0.5

×SSC重悬。 

(4) 吸集和洗涤（生物素与 streptavidin结合，洗去非结合物） 

将步骤 2 冷却的反应混合物全部加入到洗过的 SA-PMPS 管中，室温静置 10min，并不时的

轻轻混匀。用磁架吸 SA-PMPS，小心的移去上清（注意不要碰触磁珠沉淀）。用 0.1×SSC

洗磁珠 3 次，每次用量为 300µl，且保证磁珠全部悬浮起来。最后一次洗完后，要确保吸净

上清。 

(5)  mRNA洗脱 

加入 100µl 无 Rnase 灭菌水，轻弹使磁珠充分悬起，用磁架吸附 SA-PMPS，将洗脱下来的

mRNA移至一灭菌无 Rnase新离心管中，磁珠不用扔掉。加入 150µl无 Rnase灭菌水重复洗

脱步骤，洗脱下来的 mRNA与第一次的混合，共 250µl。 

(6) mRNA沉淀 

加入 1/10体积（25µl）3M乙酸钠（pH5.2）和 1倍体积异丙醇（250µl），轻轻混匀-20℃沉淀

过夜，然后 12000rpm离心 10min，弃上清，加入 1ml 75％乙醇洗涤沉淀，重新离心，自然

晾干。加入适量无 Rnase灭菌水溶解沉淀，-70℃保存备用。 

(7) mRNA的定量和电泳检测同总 RNA。 

2.4.4 工程菌液制备 

2.4.4.1质粒 pBI121 DNA提取 

用无菌牙签从保存有质粒pBI121的LB（Kan+）（peptone 10g/L, yeast extraction 5g/L, NaCl 5g/L, 
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pH7.0, Agar 15g/L）平板上挑取单克隆，接种于加有 50mg/L kanamycin的 20ml YEP液体培养基

（peptone, 10g/L, yeast extraction 5g/L, NaCl 5g/L, pH7.0）中，37℃振荡培养过夜。 

（1）收集振荡培养过夜的菌液，每管 2ml； 

（2）12000 rpm离心 60s，弃上清； 

（3）加入 200µl溶液Ⅰ，用涡旋仪完全混匀； 

（4）加入 400µl溶液Ⅱ，混匀，冰上放置 5 min； 

（5）加入 300µl溶液Ⅲ，混匀，冰上放置 10 min； 

（6）12000 rpm离心 10 min，取上清，加入等体积的氯仿抽提一次； 

（7）12000 rpm离心 10 min，取上清，加入等体积的异丙醇，室温静置 20 min，离心 10 min； 

（8）弃上清，用 75％乙醇洗涤沉淀，干燥 DNA； 

（9）加入含有 RNase的 1×TE中溶解质粒 DNA备用。 

2.4.4.2 农杆菌转化 

采用冻融法转化农杆菌。 

（1）于 200µl感受态细胞中加入 1µl pBI121质粒 DNA，轻轻混匀，冰浴 30min； 

（2）置于液氮中冷冻 2min，迅速转入 37℃水浴中热击 5min，然后再冰浴 2min； 

（3）加入 800µl LB液体培养基，28℃振荡培养 3～4h； 

（4）5000 rpm 5min离心，弃上清； 

（5）涂于含有 25mg/ml Rifampicin和 50mg/ml Kanamycin的平板上，28℃培养 2～3 d。 

2.4.4.3 工程菌液制备 

（1）从YEP培养平板（Rif+，Kan+）（peptone,10g/L, yeast extraction 5g/L, NaCL5g/L, pH7.0, Agar 

15g/L）上用无菌的牙签挑取含有质粒pBI121的农杆菌GV3101单菌落接种于加有 50mg/L 

Rifampicin和 50mg/L Kanamycin的 20ml YEP液体培养基 (peptone, 10g/L, yeast extraction 

5g/L, NaCL5g/L, pH7.0) 中； 

（2）于 28℃，200 rpm振荡培养过夜，然后以 1/100～1/20的比例进行二次活化后于 3500 rpm，

4℃离心 10min，收集菌体，重悬于液体共培养培养基中备用。 

2.4.5 基因组 DNA的提取 

采用常规 CTAB法，略加改进。具体操作如下： 

（1）取 1～2片幼苗新鲜叶片于研钵中，加入适量液氮冷冻处理，迅速将其研成细微粉末。然后将

粉末转至经液氮冷冻处理过的一个（或几个）1.5ml离心管中，加入 700µl 65℃预热的 DNA 提

取缓冲液【2%CTAB, 0.1mol/L Tris-HCl, 0.1mol/L EDTA, 81.8g/L NaCl, 0.2%（V/V） 

β-mercaptoethanol】，混合均匀后置于 65℃的恒温水浴锅中水浴 1～1.5h，并定时进行混匀，防

止内容物沉积，影响 DNA的产量。 

（2）水浴完成后，取出离心管，冷却到 10℃以下，配平后，12000 rpm，16℃离心 10min。 
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（3）取出离心管，吸出上清液于另一 1.5ml 离心管中，并分别加入等体积的 Tris 饱和酚-氯仿

（V/V=1:1），轻轻的颠倒，直至管内液体混合均匀。配平后，12000 rpm离心 10min。 

（4）将上清液转至另一 1.5ml 离心管中，加入等体积的氯仿，轻轻地混匀后，在 12000rpm 离心

10min，并转移上清液至另一 1.5ml离心管中。 

（5）加入等体积的冷 0.6×异丙醇，反复颠倒，直至成团的 DNA出现，于 4℃放置 30min以上，

10000rpm离心 10min。 

（6）弃掉上清，将 DNA沉淀置于通风橱中，自然风干，加入 0.7ml 1×TE（pH8.0）和 10µl RNase A，

轻弹管壁至 DNA全部溶解，37℃恒温箱中 1h。 

（7）加 Tris 饱和酚-氯仿（V/V =1:1），轻轻混匀，于 4000rpm，4℃下离心 10min，取上清液并转

至另一 1.5ml离心管中。 

（8）加入等体积的氯仿，轻轻混匀，于 4000rpm，4℃下离心 10min，取上清液并转至另一 1.5ml

离心管中。 

（9）加入 0.1倍体积的 3M NaAC（pH5.2）和 2倍体积的冷无水乙醇，充分混合均匀，于-20℃静

置片刻（约 15min），勾出 DNA，风干并加入适量 1×TE（pH8.0），使充分溶解，并于 4℃备

用。 

（10）用紫外分光光度仪BECKMAN DU 640测量DNA的浓度和相对纯度，用OD260/OD280比值（在

1.8～2.0范围内为较好）；并用 0.8％的琼脂糖凝胶电泳检测DNA的质量。 

（11）调整所有样品 DNA 的量至约 300ng/µl，备用。 

2.4.6 PCR 反应 

PCR反应体系（25µl）： 

成分 
Components 

用量 
Volume 

Buffer 2.5µl 
Primer F（10µM） 1.25µl 
Primer R（10µM） 1.25µl 
dNTP（2.5mM） 2µl 
DNA模板 1µg 
Taq DNA聚合酶 2U 
ddH2O to 25µl 

PCR反应程序： 
Step 1  95℃ 5min 
Step 2  94℃ 1min 
Step 3  58℃ 1min 
Step 4  72℃ 1min 30sec 
go to step 2 29times 
Step 5   72℃ 10 min 
Step 6   10℃ Keeping 

PCR产物检测： 
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PCR结束后，取 10µl加有 8 µl loading buffer 【98％ formamide, 10 mM EDTA（pH 8.0）, 0.5

％(w/v）bromophenol blue,和 0.5％（w/v）xylene cyanol】的 PCR产物于 1 %的琼脂糖凝胶电泳,

凝胶成像系统照相，检测 PCR结果。 

2.4.7 Southern杂交 

（1）点膜 

1）按照一定的尺寸裁好带正电的尼龙膜， 

2）将3µl（1 µg/µl）高分子量大豆基因组DNA均匀点到尼龙膜上， 

3）风干，将膜浸泡在0.6 M的NaOH（溶液必须是新鲜配制的）溶液中处理5min， 

4）转入0.5M的Tris-HCl（PH7.5）中处理3min， 

5）最后用ddH2O漂洗3min，自然晾干， 

6）于紫外交联仪中交联1min，用保鲜膜包好，于-20℃保存。 

（2）转膜 

1）取10µg大豆转化植株基因组DNA分别用EcoRⅠ、Hind Ⅲ和EcoRⅤ充分酶切，琼脂糖凝

胶电泳后将凝胶转入0.25M HCl中，轻轻振荡15min，直到变色； 

2）倒掉HCl，用水冲洗凝胶，然后将胶块浸泡在0.4M NaOH中； 

3）裁一块适当尺寸的尼龙膜，在一个大的方皿中加入600ml 0.4M NaOH并在方皿上方放置

一块玻璃板作为支持物； 

4）在玻璃板上放置3张适当大小用0.4M NaOH浸润的滤纸，并使滤纸两端浸在0.4M NaOH

溶液中，然后用玻璃棒将滤纸之间的气泡赶出； 

5）将胶块正面朝下放置到滤纸上，赶尽气泡，将裁好的浸有0.4M NaOH的尼龙膜放置到凝

胶表面，赶尽气泡； 

6）将三张适当尺寸浸有0.4M NaOH的滤纸置于尼龙膜上，再在上面放一沓吸水纸巾； 

7）在吸水纸上方压上一500g重物，然后过夜转膜； 

8）16～24h后，将已经结合有DNA的尼龙膜浸泡在2×SSC中3min以中和NaOH，然后将膜

自然晾干后置于紫外交联仪中交联1min，于-20℃保存备用。 

（3） 探针的标记 

1）提前20min将32P从冰箱中取出融化； 

2）吸取25ng(水稻cDNA)探针于一0.5ml离心管中，加水补足至15µl，沸水浴7min，然后立

即冰浴10min； 

3）在上述离心管中依次加入5µl OLB、2µl BSA和2µl Klenow酶，混匀，加入2µl 32P后37℃ 

育2h，标记。 

4）标记完成后，加1×TE至50µl。 

5）探针加5µl（1/10）NaOH（3M），变性7min。 

（4） 预杂交 

1）预杂交液的配制：于50ml大离心管中分别加入ddH2O、5×HSB、Denhart’sⅢ，混匀后 置
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于65℃温育，直到液体澄清。成分和用量如下表： 

成分 
Components 

膜1～2张 膜3～6张 膜7～10张 

ddH2O 6ml 12ml 18ml 
5×HSB 2ml 4ml 6ml 
Denhart’sIII 1ml 2ml 3ml 

2）鲑精DNA变性：将盛有鲑精DNA的离心管沸水浴7min，迅速冷却，然后加入到已经预热

的预杂交液中，100µl （10ml）、200µl （20ml）、300µl （30ml），混匀后加入杂交

盒中。 

3）预杂交：将尼龙膜在2×SSC中润湿后，将膜转移到加有杂交液的杂交盒中，必须保证每

一张膜都浸过，用保鲜膜将盒口封住，以减少蒸发，再盖上盖子，65℃恒温箱中杂交5～

6h。 

4）杂交：向杂交盒中加入变性后的探针，注意勿加到膜上，而是加到溶液中，吸取一定要

缓慢，封好杂交盒，65℃杂交过夜。 

5）洗膜：把膜从杂交盒中取出，放入另一个盒中，用少量冷的washⅠ漂洗，以除去多余的

杂交液；加65℃ 的WashⅠ于杂交盒中，在65℃恒温摇床中温育15min，检测放射性强

度，视放射性高低再冲洗一次。若信号太强，用洗液II冲洗（65℃），冲洗过程中翻动膜，

以使各张膜洗得均匀；用滤纸将膜吸干，用保鲜膜包好，排除气泡。 

6）定影：将磷屏曝光15min，将膜DNA面朝上放于夹板上，将磷屏面朝下，将夹板夹好，

胶布封口，标好日期。 

7）检测：大约2～3天后用磷屏仪（BIO-RAD）公司检测杂交结果。 
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第三章 连接有水稻不同 cDNA 表达载体的构建 

利用转基因技术的原理和方法，围饶高质量水稻全长 cDNA 的获得、载体的筛选与改造、

不同大小水稻基因与载体的连接、农杆菌介导的高效转化等关键技术，建立基于水稻全长 cDNA

的作物种质资源创新技术体系。 

3.1 高质量水稻全长 cDNA 的获得及其末端的改造 

3.1.1总 RNA的提取与检测 

首先对水稻材料进行胁迫处理，试验方法详见 2.4.1；然后进行水稻叶片 RNA的分离与检测，

试验方法详见 2.4.2。 

3.1.2 mRNA 的分离 

该方法采用生物素标记的 Oligo（dT）引物与成熟的真核 mRNA 3’polyA区域高效结合，通

过 Promega公司的 polyAtract mRNA isolation system IV试剂盒中的链霉素亲和标记的磁珠及磁性

分离柱捕捉和洗脱杂种分子，利用无 RNA酶水从固相洗脱 mRNA。具体步骤详见 2.4.3。 

  

 

图3-1 SMART技术流程图 

Fig.3-1 Flow chart of BD SMART technology 
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3.1.3 高质量水稻全长 cDNA 的合成与质量检测 

按照Clontech公司SMARTTM PCR cDNA Synthesis Kit 方法，原理如图3-1所示。 

（1） cDNA第一链的合成 

1）提前预热恒温箱到72℃，经DEPC处理的反应体系为： 

成分 
Components 

用量 
Volume 

mRNA 0.025～1µg 
3' BD SMART CDS Primer II A （12 µM） 1 µl 
BD SMART II A Oligonucleotide （12 µM） 1 µl 
Deionized H2O x µl 
Total volume 5 µl 

2）混匀，72℃温育2min； 

3）冰浴2min后，快速离心收集于管底； 

4）于管中依次加入下列成分： 

成分 
Components 

用量 
Volume 

5×First-Strand Buffer 2 µl 
DTT（20 mM） 1 µl 
dNTP Mix（10 mM of each dNTP） 1 µl 
BD PowerScript Reverse Transcriptase 1 µl 

5）轻轻混匀，并快速离心收集于管底； 

6）42℃温育1h； 

7）将离心管置于冰上，终止第一链的合成。 

（2）cDNA第二链的合成 

1）将PCR仪预热到95℃； 

2）无菌0.5ml离心管中依次加入下列成分 

3）轻弹离心管混匀反应混合物，快速离心收集于管底； 

4）然后放到预热到95℃的PCR仪上； 

5）按照如下程序进行热循环：95℃ 1min，继而95℃ 15 sec，65℃ 30 sec，68℃ 6min，21cycles。 

 

 

 

 

 



中国农业科学院博士学位论文                             第三章 连接有水稻不同 cDNA表达载体的构建 

 41

 

成分 
Components 

用量 
Volume 

first strand cDNA 2 µl 

Deionized H2O 80 µl 

10×BD Advantage 2 PCR Buffer 10 µl 

50×dNTP Mix （10 mM of each dNTP） 

PCR Primer II A （12 µM） 

50×BD Advantage 2 Polymerase mix 

2 µl 

4 µl 

2 µl 

Total volume 100 µl 

（3）cDNA的片段分级及纯化 

1）将所得双链cDNA通过琼脂糖凝胶电泳展开； 

2）通过紫外凝胶成像，从胶上切取一定片段大小范围内的cDNA条带； 

3）利用琼脂糖凝胶回收试剂盒回收纯化所切下的凝胶中的cDNA； 

4）琼脂糖凝胶电泳检测回收的cDNA。 

3.1.4 水稻 ds cDNA片段大小检测 

为了检测所得水稻ds cDNA片段的大小，将经过上述纯化的ds cDNA连接克隆载体pGEM-T 

easy vector（图 3-2）并转化大肠杆菌 DH10β感受态细胞，蓝白斑筛选后，挑单克隆进行菌液 PCR，

检测插入 cDNA片段大小。菌液 PCR所用引物及其序列如下： 

T7 primer: 5′-TAATACGACTCACTATAGGG-3′ 

SP6primer: 5′-GATTTAGGTGACACTATAG-3′ 

 
 

 
图3-2 pGEM-T easy 载体结构图 

Fig 3-2 Structure of pGEM-T easy vector 

 

（1）大肠杆菌感受态细胞的制备 
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1）接种活化的单菌落至10ml LB培养基中，37℃振荡培养过夜； 

将过夜培养物转入100ml LB培养基中，37℃振荡培养4～6h，至OD0.3； 

2）将培养菌液转入两个预冷的50ml离心管中，冰浴30min，4℃ 4000rpm 离心10min； 

弃净上清，将菌体重悬于预冷的0.1M CaCl2溶液，冰浴20min，4℃ 4000rpm 离心10min； 

3）弃上清，将菌体重悬于预冷的5ml 0.1M CaCl2溶液，4℃ 4000rpm 离心10min； 

4）弃上清，将菌体重悬于2ml预冷的0.1M CaCl2溶液中，混匀后，200µl /管分装于1.5ml灭          

菌离心管中，4℃保存备用。 

（2）dscDNA与pGEM-T Easy vector 连接 

标记好3个0.5ml的离心管，依次加入如下成分 

成分 
Components 

用量 
Standard 
Reaction 

阳性对照 
Positive 
Control 

空白对照 
Background 
Control 

2×Rapid Ligation Buffer, T4 DNA 
Ligase 

5µl 5µl 5µl 

pGEM-T Easy 1µl 1µl 1µl 
PCR product X µl － － 
Control Insert DNA － 2µl － 
T4 DNA Ligase 1µl 1µl 1µl 
Deionized water to a final volume of 10µl 10µl 10µl 

混匀，快速离心将反应混合物收集于管底，于 25℃连接 1h。 

（3）连接产物热击转化大肠杆菌 

1）冰箱取出连接产物置于冰上，-70℃冰箱中取出大肠杆菌感受态细胞置于冰上直至融化。      

轻弹离心管底部，使感受态细胞悬浮于培养基中，小心的将 20µl 感受态细胞加入含连

接产物的离心管中； 

2）轻弹离心管底部混匀溶液，冰浴 30min； 

3）42℃热击 90～100sec（不要振荡），立即放于冰中 2min； 

4）每管加入 800µl LB液体培养基，37℃振荡培养 1.5h； 

5）1000rpm离心 10min，弃上清，剩余 200µl培养基重悬菌体，涂板； 

6）37℃过夜培养，筛选阳性克隆，提取质粒并通过 PCR扩增鉴定； 

（4） 单克隆菌液 PCR 

1）挑取寄主菌DH10β单菌落于 10ml LB培养基中，37℃振荡培养过夜，至OD600=1.5； 

2）模板的制备：对于每个单克隆，95µl ddH2O中加入 5µl菌液，95℃变性 10min，然后短      

暂离心，菌液PCR检测的反应体系如下： 
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成分 
Components 

用量 
Volume 

Deionized water 16.2µl 
10×buffer 2.0µl 
dNTP （25mM each） 0.2µl 
T7 primer（10µM） 0.2µl 
SP6primer（10µM） 0.2µl 
Taq （5U/µl） 0.2µl 
Template DNA 1µl 
Total volume 20µl 

菌液 PCR检测的反应程序：94℃变性 3min，继而 94℃ 1min，52℃ 1min，72℃2min，32 

cycles，72℃延伸 3min，10℃保温。 

3.1.5 水稻 cDNA测序分析 

用无菌牙签于培养平板上随机挑取 50个单克隆，在加有 1ml液体 LB培养基的 1.5ml离心

管中，过夜培养，将培养物送交测序公司测序，根据测序结果，进行生物信息学相关分析。 

利用 DNAStar软件的 Seqman程序对所得序列进行质量检测，对于峰图比较好的序列递交

Genebank数据库，利用 Blastn和 Blastp程序分别进行核酸水平和蛋白质水平基因的同源性比较。 

3.1.6 水稻 ds cDNA 末端的补平     

成分 
Components 

用量 
Volume 

cDNA 40µl 

T4 polymerase buffer 5µl 

dNTP（2.5mM） 1.2µl 

T4 polymerase 1µl 

BSA 0.8µl 

Deionized water to 50µl 

通过 LD PCR得到的 ds cDNA多是 3’末端带有一个腺嘌呤 A的尾巴，在进行平末端连接时

需要进行 ds cDNA末端补平处理，本试验利用 T4 Polymerase（NEB公司）对水稻 ds cDNA进行

了末端补平处理。将 ds cDNA补平处理后，进行琼脂糖凝胶电泳，并利用凝胶回收试剂盒进行回

收纯化，步骤同上。 
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3.2 载体的筛选与改造 

3.2.1质粒载体筛选的原则 

本试验所用的质粒载体是双元表达载体pBI121，含有NPTⅡ基因，GUS报告基因，启动子35S

和NOS等元件（图3-3）；此外还有双元表达质粒载体pGreen35S包含有Kanamycin抗性选择标记

基因和GUS报告基因，全长约6kb，由付永福研究员（私人通讯）惠赠；双元质粒表达载体p3301

包含有膦丝菌素转移酶基因和Kanamycin抗性基因，全长约11kb，由黎裕研究员（私人通讯）惠

赠；实验室所用工程菌株为农杆菌GV3101由本实验室保存。 

 

图 3-3 质粒 DNA pBI121 的单酶切位点示意图 

Fig. 3-3 The single restrictive site map of pBI121 

在以载体作为转化系统的植物遗传转化研究中，质粒表达载体的选择是转基因事件能否达到

预期目的关键之一，应该根据不同的作物不同的遗传转化体系选择适合的载体。在农杆菌介导的

植物转基因体系中，多采用带有 Ti质粒转移所必需的左右边界序列，并经过改造的双元表达质

粒载体。一般表达载体具备几个必需元件，即报告基因、选择标记基因以及外源基因表达所必需

的启动子和终止子等能够保证外源基因的高效表达，遗传稳定性，载体的大小要适中以便于载体

构建的操作。在本研究中，基因转化的工程菌液包含的载体与以往不同，是携带有水稻不同大小

的 cDNA的载体。本研究采用平末端连接载体和水稻 cDNA，所以载体需要具备以上条件以外，

还必须具有平末端限制性内切酶位点，并且位于多克隆位点处。 
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3.2.2 载体的改造 

本实验所选用的几种表达载体均为 Ti质粒双元表达载体，含有 NPT II基因，GUS基因。对

质粒 DNA 进行酶切，鉴定其限制性酶切位点的准确性，然后 SmaⅠ酶切，获得平末端质粒，经

过末端加 T、去磷酸化处理后得到平末端质粒和末端加 T质粒。 

（1） 质粒 DNA的中量提取 

1）挑取培养平板上的单克隆于 200ml LB液体培养基中，37℃，200 rpm振荡过夜培养； 

2）收集菌液并离心，收集菌体，弃净培养基，加入溶液Ⅰ（每 5ml菌液加 250µl），并充 

分混匀； 

3）向混合液中加入溶液Ⅱ（每 5ml菌液加 250µl），迅速轻轻混匀； 

4）向混合液中加入溶液Ⅲ（每 5ml菌液加 350µl），迅速轻轻混匀，冰浴片刻，10000 rpm

离心 10min； 

5）转上清液于干净的 HiBind柱中，室温 10000 rpm离心 1min，弃掉液相，用 500µl buffer 

HB洗柱，室温 10000 rpm离心 1min； 

6）弃掉液相，加入 700µl Wash buffer，10000 rpm离心 1min，弃掉液相，并重复此步骤 1

次； 

7）将 HiBind柱于 50℃恒温箱中干燥 10 min，除去残余酒精； 

8）从恒温箱中取出 HiBind柱，向柱中央加入 50～100µl 70℃预热的 Elution buffer室温静    

置 2min，10000 rpm离心 1 min； 

9）于 0.8%琼脂糖凝胶电泳检测所提质粒 DNA的质量。 

（2） 质粒的酶切鉴定 

为了验证质粒的酶切位点的准确性，本试验对质粒进行了酶切鉴定。根据质粒 pBI121的物

理图谱，选择 SmaI和 SacI进行双酶切。由于 SmaI与 SacI两种内切酶的最适温度不同（SmaI, 25

℃; SacI, 37℃），本试验采用两步酶切，首先进行 SmaI单酶切，酶切体系 25µl，反应条件如下： 

成分 
Components 

用量

Volume 
10×NEB buffer4 2.5µl 
DNA ≤2µg 
100×BSA 0.5µl 
SmaI 1µl 
Deionized water 至 25µl 

充分混匀后，于 25℃下温育 3h，然后向反应体系中添加 0.5µl 10×NEB buffer4，和 1µl SacI，

补充灭菌双蒸水至 30µl充分，混匀后于 37℃条件下温育 3h琼脂糖凝胶电泳检测酶切结果。 

（3） 质粒 SmaⅠ酶切 

由于外源基因与载体之间不具备相互匹配的酶切位点，所以本试验拟采用平末端连接和在载

体末端加 T两种方法来构建重组子。利用质粒载体具有的平端限制酶切位点 SmaⅠ对质粒进行单
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酶切，得到具有平末端的开环质粒载体，将所得酶切产物进行脉冲场电泳，同时一部分酶切质粒

进行末端加 T处理后通过凝胶回收纯化酶切产物，步骤如下： 

1）在紫外凝胶成像系统下，切胶回收目的质粒 DNA大片断； 

2）加入适量融胶液 Binding buffer，于 65℃水浴中温育溶解胶块； 

3）将 DNA/融胶液转入 HiBind柱中，室温，10000 rpm离心 1min； 

4）弃掉液体，加入 300µl Binding buffer，室温，10000 rpm离心 1min； 

5）加入 700µl SPW buffer（乙醇稀释过的），静置 2～3min，室温，10000 rpm离心 1min； 

6）琼脂糖凝胶电泳检测回收 DNA质量。 

（4）质粒末端加 T处理 

将前面得到的一部分开环质粒 DNA进行末端加 T处理，准备与末端具有 A的 dscDNA连

接，具体步骤如下： 

（5）质粒 5’端脱磷酸化处理 

在连接过程中，为了避免载体发生自连，需要对载体进行 5’端脱磷酸化处理，本试验采用

NEB公司的小牛碱性磷酸酶 Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal（CIP），反应体系如下： 

成分 
Components 

用量 
Volume 

1×NEB buffer 3 5µl 

vector 40µl 

CIP 2µl 

Deionized water to 50µl 

用枪头轻轻混匀，快速离心收集于管底，37℃温育 60min。反应结束后进行琼脂糖凝胶电泳，

并利用凝胶回收试剂盒回收纯化质粒 DNA。 

3.3含不同大小水稻基因表达载体的工程菌构建 

3.3.1含不同大小水稻基因表达载体的构建 

在分子生物学中，将目的片段克隆于特定的载体有多种策略，目前主要包括粘末端连接、平

末端连接以及粘末端与平末端之间连接等。其中以粘性末端的连接效率为最高，而以平末端的连

接效率为最低。粘末端连接是建立在外源片段与载体之间具备匹配的限制酶切位点的基础之上

的。在本试验中由于外源片段 ds cDNA与双元表达载体之间不存在相同的限制性酶切位点，所以

拟采取平末端和 T-A连接方法（图 3-4），连接体系如下： 
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成分 
Components 

处理 1 
T1 

处理 2 
T2 

处理 3 
T3 

dscDNA o.5µl 1.0µl 2.0µl 
载体 DNA 1.0µl 1.0µl 1.0µl 
10×ligation buffer 1.0µl 1.0µl 1.0µl 
T4 DNA ligase 0.5µl 0.5µl 0.5µl 
Deionized H2O 7.0µl 6.5µl 5.5µl 
Final Volum（µl） 10µl 10µl 10µl 

16℃温育连接过夜。 

 

图3-4 表达载体构建流程图 

Fig. 3-4 Flowchart of expression vector construction 

3.3.2 连接产物转化农杆菌 

（1）从-70℃低温冰箱中取出感受态细胞置于冰上直至融化，轻弹离心管底部，使感受态细胞    

悬浮于培养基中； 

（2）将三个连接体系产物混匀，吸取 10µl小心地加入到 200µl感受态细胞中，轻轻混匀冰浴  

至少 30min； 

（3）置于液氮中冷冻 2 min，迅速转入 37℃水浴中热击 5min，再冰浴 2min； 

（4）加入 800µl YEP液体培养基，28℃振荡培养 3～4h； 

（5）取出，5000rpm离心 5min，弃掉 800µl上清后重新悬浮菌体； 

剩余的菌液均匀涂布于涂于含有相应抗生素（25µg/ml利福平和50µg/ml卡那霉素）的LB培

养基平板上，28℃倒置培养2～3d。 
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3.3.3 农杆菌单克隆菌液 PCR 检测平末端连接效果 

菌液 PCR所用引物序列如下，试验方法详见试验方法 2.4.4。 

Forward primer: 5’-CGTTATTTATGAGATGGGTT-3’ 

Reverse rimer: 5’-CGAGAAAGGAAGGGAAGA-3’ 

3.3.4含不同大小水稻基因表达载体的工程菌液制备 

将连接成功的连接产物再次转化农杆菌，经过 3～4h的复苏培养后，转入 20ml LB液体培

养基中振荡培养至液体开始混浊，加入适量卡那霉素抗生素后继续培养 6～8h，然后将培养物以

适当比例转入 100ml加有适量卡那霉素抗生素的 LB液体培养基中适当 OD值，收集菌体制备转

化用工程菌液，相关步骤的试验方法详见 2.4.4.3。 

3.4 结果与分析 

3.4.1 水稻总 RNA 及 mRNA 浓度与质量检测结果 

从植物中分离得到的总 RNA的纯度及完整性对于 cDNA文库的构建至关重要，尤其对于低

丰度表达的基因更加重要。本试验对抗逆性水稻材料分别进行了相关的盐胁迫、干旱胁迫和冷胁

迫处理。取适量经过胁迫处理的水稻幼嫩叶片组织，利用 Invitrogen公司的Trizol试剂提取总RNA，

并用 DnaseⅠ进行了消化，保证无痕量 DNA的污染。取 5µl总 RNA稀释 100倍后，测定其含量

及纯度 A260/A280为 1.86，表明 RNA纯度很好。吸取 3µl RNA溶液到 1.5ml无 RNase的灭菌离

心管中，加入 1µl RNA Loading buffer，补足体积到 5µl，65℃变性 15min，于 1×FA胶电泳检测

RNA 的完整性。电泳检测结果如图 3-5 所示，1.2％甲醛变性琼脂糖凝胶电泳检测 rRNA 的 18S

和 28S条带清晰可见，表明 RNA的完整性较好，可以进行 mRNA的分离纯化。 

本试验按照 Promega公司的 PolyAtract mRNA Isolation System IV试剂盒提取 mRNA。取 2µl

稀释 25倍测定其含量，A260/A280为 2.0，1.2% FA胶检测在 28S和 18S上下呈现弥散状，表明

mRNA质量良好，满足反转录 cDNA以及文库构建的要求。 

 

 

1       2        3          4 

18S 

28S 

18S 

28S 

图 3-5 水稻总 RNA 和 mRNA 的变性琼脂糖凝胶电泳 

泳道 1、2、3 是总 RNA; 泳道 4 是 mRNA 

Fig 3-5 Testing of rice total RNA and mRNA after electrophoresis in denatured agrose gel 

Lane 1, lane 2 and lane 3 indicating total RNA; Lane 4 indicating mRNA 
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3.4.2 水稻 cDNA 的获得 

经过 LD PCR反转录得到了水稻 ds cDNA，从图 3-6中可以看出所得 cDNA片段大小分布在

8kb～0.5kb之间，扩增效果较好。 

8kb 

0.5kb 
 

图 3-6 水稻 cDNA 电泳检测 

Fig. 3-6 Electroporesis check of rice cDNA 

3.4.3 插入水稻 cDNA 片段长度的鉴定 

将所得水稻 cDNA经过片段分级（＜3kb）后连接 pGEM-Teasy载体并转化大肠杆菌 DH10β，

蓝白斑筛选（图 3-7）后随机挑取 40个单克隆进行菌液 PCR检测。结果表明插入片段大小在 0.3～

2kb，平均插入片段大小为 900bp（图 3-8）。 

 

图 3-7 蓝白斑筛选 

Fig. 3-7 blue and white （Lac Z） selection 
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图 3-8 菌液 PCR 结果（箭头所指是 1kb） 

Fig. 3-8 Single clone PCR result（Arrow indicating the fragment with 1kb length） 

3.4.4 部分水稻 cDNA序列分析 

本试验一共随机挑取了 50个单克隆，过夜培养后测序。利用 DNAStar的 Seqman程序对所

得序列进行质量评估，从中筛选出峰图比较好的 12条 cDNA序列进行下一步生物信息学分析。 登

陆 NCBI网站，利用 Blastn程序对上述筛选出的 12条 cDNA序列与 Genebank的 nr数据库进行

同源性对比分析，结果表明所得 cDNA与水稻 cDNA及 SET序列具有很高的同源性。其中一条

编号 C05_0706079-28-T7序列与水稻肌动蛋白结合蛋白基因 NM_001064798cDNA具有 100％同

源性。当然，这些数据只是对得到的水稻 cDNA的序列结构进行了初步的分析，随着本研究的不

断深入，相关系统的分析研究工作将陆续展开。 

3.4.5 双元表达载体的酶切鉴定 

本试验所采用的表达载体均是长度在10kb左右的比较大的质粒载体，为了保证后续连接试验

的准确性，对这些质粒载体进行了双酶切和单酶切鉴定。对于pBI121质粒采用的是SmaⅠ+SacⅠ

双酶切，这两个酶切位点处于长度约为1.8kb的GUS基因的两侧。酶切产物电泳结果显示得到了一

条约1.8kb的DNA条带（图3-9），表明所切载体为pBI121，酶切位点正确。 

2kb 1.8kb

 
图 3-9 质粒pBI121双酶切鉴定结果(1.8kb为目的片段) 

Fig. 3-9 The result of plasmid pBI121 by double diges (The 1.8kb length is the target fragment) 

3.4.6 平末端连接效果的检测结果 

经过片段分级的 ds cDNA 由于末端已经进行了补平，所以具备了平滑末端，可以与同样是
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平末端的 pBI121载体 DNA进行平端连接。连接产物转化农杆菌后，随机挑取单克隆振荡过夜培

养后提取质粒 DNA，下图为质粒 pBI121重组子的菌液 PCR电泳检测结果。从图 3-10中可知质

粒 pBI121中已经连接有外源 DNA片段，片段长度大约分布在 1kb-0.3kb之间。其中有一些单克

隆质粒 DNA未得到扩增产物，可能为空载体，总体而言连接效率较低，有待于进一步提高。 

 

图 3-10 重组质粒 pBI121 菌液 PCR 结果(箭头所指是 1kb) 

Fig. 3-10 The result of single clone PCR of recombinated plasmid DNA pBI121 (Arrow indicating the fragment 

with 1kb length) 

 

3.4.7 T-A 连接效果的检测结果 

LD PCR得到的水稻 cDNA的 3’末端均带有腺嘌呤 A，所以可以利用这一特性与同样具备 T

末端的质粒DNA连接，转化农杆菌后挑单克隆振荡过夜培养后提取质粒DNA，下图为质粒pBI121

重组子的 EcoRⅤ酶切电泳检测结果，根据质粒酶切图谱可知，图 3-11中 2736bp、2421bp、1800bp

几条带是质粒本身酶切应该产生的谱带，根据限制性内切酶 SmaⅠ的单酶切位点与 EcoRⅤ之间

的位置关系可以确定，分布在 2736bp与 2421bp两条带上下位置的条带就是插入的外源片段，即

水稻 cDNA。 
3k 
2.5k 
2k 
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图 3-11 重组质粒 pBI121 酶切结果 

Fig.3-11 The result of recombinated plasmid DNA pBI121 digested 

3.5 小结 

本试验对水稻材料进行抗旱、耐盐、耐冷处理后，将每个时间点处理材料等量混合并提取总

RNA，纯化后反转录得到水稻胁迫条件下表达的 ds cDNA。关于载体的构建，由于 ds cDNA与

质粒 DNA之间没有匹配的酶切位点，此外出于不希望由于引入其它酶切位点而有可能切断 ds 

cDNA的考虑，本试验采用了 T-A连接和平末端连接两种方案。将连接产物转化农杆菌。进一步
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鉴定农杆菌转化克隆的方法有菌落原位杂交、酶切质粒，前者准确性高但费用昂贵，所以本试验

采用菌液 PCR和酶切质粒的方法进行鉴定。结果表明两种连接方案都得到了插入有 ds cDNA的

重组质粒，虽然连接效率低，但是这两种方案是可行的。
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第四章 农杆菌介导大豆快速高效转化体系的构建 

植物基因转化是获得优异材料和鉴定新基因功能的重要途径。在上一章中，我们已经初步构

建了含有不同大小的水稻基因的表达质粒载体，那么下一步需要利用转基因技术，实现水稻cDNA

向大豆的转移。本试验采用的是农杆菌介导的大豆转基因技术体系。随着植物分子生物学技术的

迅猛发展，转基因技术在大豆遗传改良的应用过程中也取得了许多成果（Deblock et al, 1984; 

Horsch et al 1984; Chee & Hu, 2000; Clemente, 2000; Falco et al, 1995; Mazur et al, 1999; Cahoon etal, 

1999; Cahoon et al, 2000; Komatsuda et al, 1992; Tae-Seok Ko et al, 2004; Christou et al, 1987; Parrot 

et al, 1989; Dhir SK, et al 1992; Di et al, 1996; Reichert et al, 1998; Komatsuda et al, 1985; Bailey et al, 

1993; Deng et al, 2000; Hartweck et al, 1998; Lee et al, 1990; Zhang et al, 1999; Olhoft et al, 2001; 

Donldson et al,2000; Olhoft et al, 2003; Kadlec et al,1991; Zhuang et al, 1991; Françoise et al, 2003; Li 

et al, 2002; Aragao et al, 2000; Margie et al, 2004）。目前在大豆遗传转化过程中，农杆菌介导法是

大豆遗传转化的首选方法。然而，众所周知大豆一直是难以转化的植物之一，虽然近年来不同的

实验室相继建立起自己的农杆菌介导的大豆遗传转化体系，通过对这些体系的比较发现既有共同

之处又存在自身的技术特点。但是普遍存在一个问题那就是可操作性和可重复性差，不具备广泛

适用性（Margie et al, 2004）。因此若想以农杆菌介导的大豆遗传转化体系为技术平台开展相关的

分子生物学研究，就有必要针对自身所具备的大豆材料及技术条件建立自己实验室的稳定、高效

的大豆遗传转化体系，为相关种质创新技术的研究提供强有力的平台，验证该作物种质资源创新

技术体系的可行性，并将该技术推广应用于其它作物。这也正是本试验的目的所在。 

4.1 传统农杆菌介导大豆转化体系的优化 

根据已有的研究报道(Cheng et al,1980; Liu et al, 2004），本文对农杆菌介导大豆子叶节和胚尖

转化系统的关键步骤进行优化： 

4.1.1 工程菌液制备  

试验方法详见 2.4.6。 

4.1.2 大豆种子表面消毒 

每个流程挑选 400～500粒饱满健康成熟大豆种子，放入含有氯气（由 50ml次氯酸钠和 2ml

浓 HCl生成）的密闭容器内，消毒 4～6h（刘海坤等, 2002）。 
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4.1.3 大豆种子萌发及不同外植体的获得 

4.1.3.1 子叶节 

（1）在超净工作台上将消毒后的大豆种子种脐向下播种于发芽培养基中； 

（2）置于 25～28℃和光照/黑暗（16h/8h）条件下培养；  

（3）5～7d后，将转绿并且发芽的大豆籽粒置于超净工作台上，剥去种皮，用一无菌手术刀沿种

子中线切开，使两片子叶分开，留下胚轴 3～4mm，去掉顶芽； 

（4）然后将其近轴面向上，倾斜植于发芽培养基上，进行预培养。 

4.1.3.2 胚尖 

（1）在超净工作台上将消毒后的大豆种子种脐向下播种于发芽培养基中； 

（2）以封口膜封好培养皿，置于 25～28℃和光照/黑暗（16h/8h）条件下培养； 

（3）24h后，将刚刚萌动的大豆种子置于超净工作台上，剥去种皮，用一无菌手术刀将下胚轴连

同刚刚萌动的胚尖与两片子叶剥离，去掉原叶； 

（4）然后胚尖向上，垂直接种于发芽培养基中，于 25～28℃光照下进行预培养。 

4.1.4 农杆菌侵染大豆外植体 

在超净工作台上将预培养 24h的大豆子叶节外植体从预培养培养基上转入液体芽诱导培养基

中浸泡 30～60 min，然后转移到已经制备好的农杆菌工程菌液（OD600=1.0）中，于 25℃下黑暗

中轻微振荡 30～60min。 

在超净工作台上将预培养 24h后转绿的胚尖外植体从预培养培养基上转入已经制备好的农杆

菌工程菌液（OD600=1.0）中，于 25℃下黑暗中轻微振荡培养 21h。 

4.1.5 农杆菌与大豆外植体共培养 

（1）将侵染后的大豆子叶节和胚尖从菌液中取出，置于铺有无菌滤纸的无菌培养皿中； 

（2）用无菌镊子将外植体逐一均匀地斜插在共培养培养基上，近轴面超向培养基，然后于 25℃

黑暗条件下共培养 3～5d。 

4.1.6 大豆外植体的丛生芽诱导 

（1）将共培养 3天的子叶节和胚尖从培养基上转入小三角瓶中；  

（2）用芽诱导液体培养基冲洗 1次，再用无菌水冲洗 3～4次； 

（3）用无菌滤纸吸干外植体表面的水珠，然后接入恢复培养基中 6～8mm深，先恢复培养 1周； 

（4）待恢复培养后，外植体转绿，转入筛选培养基中进行丛生芽诱导，子叶节两周继代一次，

胚尖 10d继代 1次。 
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4.1.7 大豆外植体的芽伸长诱导 

对于大豆子叶节待丛生芽长到 2～3cm长度时，将丛生芽从芽诱导培养基中转入芽伸长培养

基中，诱导外植体芽伸长。 

对于大豆胚尖外植体待丛生芽长到 1～2cm长度时，将丛生芽从芽诱导培养基中转入芽伸长

培养基中，诱导外植体芽伸长。 

4.1.8 大豆外植体的生根诱导 

待子叶节外植体芽伸长到 4～6cm，胚尖外植体芽伸长到 2～3cm时，用无菌医用剪刀将伸长

的茎从根部剪下，并迅速植入生根培养基中开始生根诱导培养阶段。 

4.1.9 大豆外植体的移栽 

待外植体长出健壮的根系后，小心将外植体移出培养基，用蒸馏水冲洗干净附着在根系表面

的培养基，防止滋生细菌，然后小心地将整株外植体栽入灭菌土中（注意千万不要伤到根），施

以适量的水分，于适宜温度及光照条件下培养。 

4.1.10 发芽培养基中 6-苄氨基嘌呤的优化 

本试验选用了3个大豆基因型中品661、垦农18和绿75，将大豆种子分别接种于添加有

0.0mg/L、0.2mg/L、0.5mg/L、0.8mg/L、1.5mg/L的6-苄氨基嘌呤的发芽培养基中，3～5 d后观察

种子发芽状况。大豆种子消毒同4.1.2、培养条件同4.1.3。 

4.1.11 诱导培养基中激素浓度的优化 

本试验选用大豆品种垦农18，在芽诱导阶段，将两种外植体子叶节外和胚尖外植体分别接种

在添加有不同浓度6-苄氨基嘌呤（子叶节：0.1mg/L、0.15mg/L、0.2mg/L、0.3mg/L；胚尖：0.1mg/L、

0.15mg/L、0.2mg/L、0.3mg/L、1mg/L、1.5mg/L、2mg/L、2.5mg/L、3mg/L、3.5mg/L）的诱导培

养基中，实验重复3次；在生根阶段，分别接种于添加有不同浓度吲哚丁酸（0mg/L、1.0mg/L、

2.0mg/L、3.0mg/L）的生根培养基中，实验重复三次，旨在探索两种外植体所需的最适的激素浓

度，同时比较不同外植体在相同的培养阶段对于培养基中激素的需要情况有何不同。 

4.1.12 其它因子的优化 

同样选用带有一片子叶的胚尖的外植体系统，以绿 75为试验材料，对影响大豆转化率的其

它的两个因子（筛选培养基中除菌剂浓度的优化、共培养条件）进行了探索和优化。 
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4.2 快速、高效农杆菌介导大豆转化体系的构建 

4.2.1工程菌液制备 

试验方法详见 2.4.4。 

4.2.2大豆种子表面消毒 

试验方法参照 4.1.2。 

4.2.3大豆种子萌发及外植体的获得 

（1）在超净工作台上，将消毒后的大豆种子种脐向下播种于发芽培养基中，置于 25℃和光照/

黑暗（16h/8h）条件下培养； 

（2）24h后，将刚刚萌动的大豆种子，置于超净工作台上，用无菌手术刀片切掉一片子叶，留下

另一片子叶及下胚轴，去掉顶芽； 

（3）处理好的外植体播种于发芽培养基中，预培养 24h，培养条件同前，直至外植体转绿。 

4.2.4 农杆菌侵染大豆外植体 

结束预培养后的带有一片子叶的胚尖外植体置于超净工作台上，然后接入已经准备好的工程

菌液（OD600=1.0）中，于 25℃下黑暗条件下轻微振荡培养 21h。 

4.2.5 农杆菌与大豆外植体共培养 

试验方法参照 4.1.5。 

4.2.6 大豆外植体的移栽 

将带有一片子叶的胚尖外植体用无菌水冲洗 3～4次后直接移栽入施加有适量水分和抗生素

无菌营养土中，于适宜温度和光照下进行后期的培养，直至长成健壮的再生植株。 

4.2.7 大豆不同基因型的比较 

本试验对选用的三个大豆基因型中品661、垦农18和绿75进行了转化率的比较实验，利用带

有一片子叶的胚尖的外植体系统，外植体的获得同4.1.3.3，农杆菌侵染同4.1.4，农杆菌与外植体

共培养同4.1.5，外植体的移栽同4.1.9。 
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4.3 结果与分析 

4.3.1 农杆菌介导大豆子叶节和胚尖转化系统的优化 

4.3.1.1发芽培养基中 6-苄氨基嘌呤的优化 
表 4-1 大豆子叶节发芽培养基中 6-苄氨基嘌呤的优化 

Table 4-1 Optimization of 6-BA in GM medium for soybean cotyledonary node 

基因型 

Genotype 

萌发时6-BA浓度（mg/L）

Concentration of 6-BA in 

GM（mg/L） 

萌发率（％） 

Germination ratio （%）

生长状况 

Growth state 

有/无根 

（Not） have roots

中品661 0 

0.2 

0.5 

0.8 

1.0 

1.5 

90 

90 

95 

98 

98 

96 

芽很细 

芽较细 

芽较粗 

芽较粗 

芽粗壮 

芽粗壮 

根多 

有根 

根很少 

无根 

无根 

无根 

肯农18 0 

0.2 

0.5 

0.8 

1.0 

1.5 

91 

94 

95 

94 

100 

95 

芽细长 

芽细 

芽较细 

芽粗 

芽粗壮 

芽粗壮 

多根 

有根 

无根 

无根 

无根 

无根 

绿75 0 

0.2 

0.5 

0.8 

1.0 

1.5 

90 

92 

97 

100 

100 

93 

芽细长 

芽细 

芽粗 

芽粗壮 

芽粗壮 

芽粗壮 

有根 

无根 

无根 

无根 

无根 

无根 

在大豆子叶节遗传转化过程中，大豆种子的萌发是组织培养的第一步，也是比较关键的步骤。

因为这一步是获得健壮外植体的基础，而外植体的活力直接影响到后期的再生效率及转化效率。

本试验以三个大豆品种中品 661、垦农 18和绿 75为材料，在种子萌发培养阶段，设计了一系列

不同浓度 6-BA的处理，观察不同浓度的 6-苄氨基嘌呤（6-BA）对大豆种子萌发率及芽的生长情

况的影响（表 4-1）。6-苄氨基嘌呤是一种植物生长调节剂，可促进植物细胞生长，抑制植物叶

绿素的降解，提高氨基酸的含量，延缓叶片衰老等，所以大豆发芽培养基中添加适量 6-苄氨基嘌

呤必将促进种子分生出健壮的芽。从表中可以看出加入 6-苄氨基嘌呤后，生长状况明显改善，长

出的芽由以前的细弱多根变得更加粗壮而且无根。 

4.3.1.2共培养条件对转化率的影响 

外植体经农杆菌侵染后，共培养阶段的光照条件也会影响到转化率的高低。本试验对光照共
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培养和黑暗共培养条件下的转化率的高低设计了对比试验。结果表明（表4-2），黑暗条件下的转

化率明显高于光照培养条件下的转化率。另外，农杆菌介导的遗传转化率的高低是否受温度，光

照，时间等因素的影响，还有待于进一步探索。 
表4-2 不同培养条件对转化率的影响 

Table 4-2 Effect of co-cultivation condition on transformation efficiency 

共培养条件 
Co-cultivation cndition 

侵染外植体数目 
No. of explants infected

PCR阳性外植体数目 
No. of PCR positive explants 

转化效率（%） 
Transformation efficiency（%）

黑暗 
dark 

150 3 5 

光照 
illumination 

155 8 2 

4.3.1.3 培养基中除菌剂浓度的优化 

农杆菌侵染并经过共培养的外植体，接入的诱导培养基中，必须添加适当浓度的除菌剂，从

而有效的抑制附着在外植体表面的少量农杆菌继续繁殖，避免影响外植体后期的生长。为了探索

诱导培养基中除菌剂的最佳用量，本试验设计了200ml/L，300mg/L，400mg/L，500mg/L，600mg/L

和700mg/L浓度梯度的头孢霉素进行大豆外植体丛生芽诱导分化试验。10～15d后，调查大豆外植

体分化的丛生芽的数量和外植体分化丛生芽分化率以及污染率，来研究头孢霉素对丛生芽分化的

影响，从而最终确定诱导培养基中除菌剂的最佳浓度。 

从表4-3中可以看出，诱导培养基中除菌剂的浓度对于外植体的分化是有一定影响的。随着除

菌剂浓度的增加，外植体分化丛生芽数目有所降低，分化率也有所降低，但是农杆菌造成的污染

得到了控制。当除菌剂浓度低时，虽然保证了一定的分化率，但由于污染严重，最终降低了再生

率。当除菌剂浓度达到500mg/L时，基本控制住了农杆菌的滋生，当除菌剂浓度达到600mg/L时，

分化率明显下降，所以最适浓度应该是500mg/L。 

表4-3 诱导培养基中头孢霉素浓度的优化 

Table 4-3 Optimization of Cef concentration in induction medium 

头孢霉素浓度

（mg/L） 
Cefotaxime 

外植体数（个） 
Number of explants

丛生芽数（个） 
Number of multiple shoots

分化率（%） 
Differentiation 

efficiency（%） 

污染率（%） 
Contamination 

efficiency（%）
200 150 300 80.5 90 
300 120 209 78 80 
400 130 100 70 50 
500 200 105 70 0 
600 200 56 30 0 
700 150 0 0 0 

4.3.1.4 诱导培养基激素浓度的优化 

用于大豆器官发生的诱导培养基一般为MS、B5等基本培养基，在试验过程中观察到，诱导

培养基中一些激素的用量会直接影响到大豆外植体丛生芽诱导及后期的生根等生长过程。为了得

到最佳的再生和诱导效率，本试验对诱导培养基中激素的配比进行了优化。 

(1) 6-苄氨基嘌呤的优化 
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在发芽培养基中如果加入适量的6-苄氨基嘌呤，所诱导的芽较未加有6-苄氨基嘌呤诱导的芽

明显的粗壮，从而利于后期的外植体再生。此外，在大豆遗传转化过程中，丛生芽诱导率是至关

重要的。诱导率高则有利于再生率的提高，从而提高转化率。本试验对丛生芽诱导阶段培养基中

6-苄氨基嘌呤的最佳含量进行了探索。结果表明（表4-4），6-苄氨基嘌呤是促进丛生芽的诱导的，

而且随着浓度的增加，诱导率也相应提高，但是过高则不再有明显的诱导效果，即6-苄氨基嘌呤

在一定浓度范围内可以显著提高丛生芽诱导率。 

表4-4诱导培养基中6-苄氨基嘌呤的优化 

Table 4-4 Optimization of 6-BA in induction medium 

 处理1

T1 

处理2 

T2 

处理3

T3 

处理4

T4 

处理5

T5 

处理6

T6 

处理7

T7 

处理8 

T8 

处理9

T9 

处理10

T10 

6-BA浓度（mg/L） 0.1 0.15 0.2 0.3 1 1.5 2 2.5 3 3.5 

子
叶
节 

40% 45% 50% 50% 50% － － － － － 
分
化
率 

胚
尖 10% 12% 12% 13% 20% 30% 41% 50% 65% 60% 

(2) 诱导培养基中吲哚丁酸的优化 

大豆组织培养过程中，外植体生根诱导阶段是组织培养的最后阶段，也是最为关键的阶段。

直接诱导外植体生根的激素是吲哚丁酸，所以诱导培养基中吲哚丁酸浓度会直接影响到外植体生

根周期、长势等，而适宜的激素浓度则诱导外植体在较短时间内便可分化出健壮的根。本试验将

外植体接入IBA浓度分别是0 mg/L、1.0 mg/L、2.0 mg/L和3.0 mg/L的MS培养基中，每瓶5个外植

体。记录外植体首次分化出根的时间，15d后记录生根数量。从表4-5中可以看出，当生根培养基

中IBA浓度是1.0mg/L时，外植体生根率是10％与对照的9％差异不显著。当IBA浓度提高到2.0mg/L

时，生根率则明显提高。而且，添加IBA可显著缩短生根启动时间。但是如果IBA浓度过高，则

会导致愈伤组织量生长，以至于影响生根率。图4-1为大豆外植体在适当浓度吲哚丁酸诱导下得到

的粗壮的根系，并最终获得完整的再生植株（图4-2）。 

表4-5 诱导培养基中吲哚丁酸的优化 

Table 4-5 Optimization of I-BA in induction medium 

  处理1 
T1 

处理2 
T2 

处理3 
T3 

处理4 
T4 

吲哚丁酸浓度（IBA）  0mg/L 1.0mg/L 2.0mg/L 3.0mg/L 

子叶节 9 10 60 70 
分化率（％） 

胚尖 0 8 40 60 

子叶节 15d 10d 7d 7d 
启动时间 

胚尖 － 20d 10d 10d 
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图 4-2 大豆再生植株 

Fig 4-2 Regenerated plantlet of soybean 

图 4-1 大豆外植体生根诱导 

Fig 4-1 Rooting induction of soybean 

explants 

 

 

4.3.2 快速、高效农杆菌介导大豆转化体系的建立 

经过对农杆菌介导的大豆子叶节和胚尖转化体系中几个关键环节的优化，获得了大豆转化再

生植株（图 4-2）。但是在研究中发现，这两种转化系统组织培养过程操作繁琐，最佳培养条件难

于掌控，而且试验周期长，转化效率低，需要在此研究基础上不断完善农杆菌介导的大豆转基因

体系，构建转化率更高的高效转化技术体系。所以本试验在上述研究基础上，探索了一种农杆菌

介导的大豆新型外植体转化技术体系。 

4.3.2.1不同转化系统之间的比较 

本研究在大豆子叶节和胚尖两种外植体转化系统基础上尝试了一种新的外植体培育途径，是

两种外植体类型的有机结合，即带有一片子叶的胚尖。综合各项试验结果，对三种转化系统进行

了综合比较，结果如表4-6。从表中可以看出，这种新型外植体转化体系再生率＞90％，而子叶

节和胚尖转化系统仅分别为40％～50％和70％；转化率（最高可达10%）相比于子叶节（平均转

化率2%）和胚尖（平均转化率2.83%）两种转化系统也有明显提高；这种新型外植体转化体系最

为明显的优势就是整个转化再生周期也明显缩短，只需要2个月左右，子叶节和胚尖转化体系则

一般需要3～4个月，从而表明这种农杆菌介导的大豆新型外植体转化体系是一种更加高效的在技

术体系。此外，从表中还可以看出，三个大豆基因型中，垦农18在三种大豆转化体系中转化率都

是最高的，在第三种转化体系中，垦农18的转化率高达10％，所以本文后续试验均以此大豆材料

为转化受体材料。 
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表4-6 三种转化系统的综合比较 

Table 4-7 Comprehensive comparasion among 3 transformation systems 

外植体类型 

Explant Type 
外植体数（个） 

Number of 
explant 

再生率（％）

Regeneration 
efficiency
（％） 

转化率（％）

Transformation
efficiency（％）

平均转化率（％） 

Average 
transformation 

 efficiency（％） 

平均转化再生周期（天）

Period of 
transformation 

and regeneration（day）
150 40 1
120 50 3 

子叶节     绿75 
垦农18 
中品661 130 38 2 

2 120～150 

150 65 2 
100 70 3.5 

胚尖       绿75 
垦农18 
中品661 130 75 3 

2.83 80～120 

150 90 6 
120 93 10 

带有       绿75 
子叶     垦农18 
的胚尖  中品661 130 95 4 

6.67 30～45 

4.3.2.2 大豆不同基因型转化率的比较 

本试验选用了3个大豆主栽品种，中品661、垦农18和绿75，分别获得了一定数量的转基因植

株。研究结果表明（表4-7），再生率及转化效率在不同的大豆基因型间呈现一定的差异，与前人

得出的研究结论基本一致（Somers et al, 2003）。其中，大豆栽培品种垦农18的转化率最高（10％），

绿75次之（6％），而转化效率最低的是中品661（4％）。 

表4-7 三个大豆品种转化率 

Table 4-5 Transformation efficiency of 3 soybean cultivars 

品种 
Cultivars 

侵染外植体数 
Number of 

explants infected 

再生植株中PCR阳性株数目 
Number of explants 

regenerated to PCR positive 

转化效率（%） 
Transformation 

efficiency （%） 

再生率（%） 
Regeneration 

efficiency （%） 
中品661 

Zhongpin661 
200 8 4 95 

垦农18 
Kennong18 

100 10 10 93 

绿75 
Lv75 

200 12 6 90 
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第五章 携带水稻 cDNA大豆转基因植株的检测 

5.1携带水稻 cDNA大豆转基因植株的获得 

通过本文构建的基于水稻全长 cDNA的大豆种质创新体系，开展了以肯农 18为目标品种的大

豆种质创新，共获得约 540株转化再生大豆植株，并且均可以正常开花结识（图 5-1），长势良好。 
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图5-1得到的再生植株 

1:共培养后移栽到土壤中的外植体；2:再生植株开花；3:转化植株结荚；4:T0代成熟；5:T1代转化植株。 

Fig.5-1 Regenerated plants of this system 

1: co-cultivated explants that transferred to sterilized soil; 2: Florescence of regenerated plants; 

3: Pods of mature transformed plants; 4: Mature transformant of T0 plants; 5:T1 plants of transformants. 

5.2大豆转基因株系的表型鉴定 

对于所得到的转化再生植株进行表型观察，初步鉴定外源基因是否已经导入大豆外植体中以

及在转基因大豆植株中的表达情况。 

5.3大豆转基因株系组织化学 GUS基因表达鉴定 

本试验采用Jefferson et al（1987）的方法，取不同培养阶段的外植体和转化大豆幼苗茎、叶

片等生长旺盛部分，稍加挤压叶片，然后分别浸泡在X-gluc溶液中【EDTA 10 mM, 0.1 M NaPO4

（pH7.0）, potassium ferrocyanide 0.5mM, potassium ferricyanide 0.5mM, 20% methanol（v/v）和 0.1% 

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-glucuronide (X-gluc)】，37℃温育过夜，用 95％乙醇脱色，检测显
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色反应。 

5.4大豆转基因株系的分子鉴定 

5.4.1 转基因植株的 PCR 检测 

移栽到土壤中的外植体，待长出第三片叶后，取 30～50mg叶片，提取基因组 DNA，通过

PCR反应扩增标记基因卡那霉素抗性基因，扩增产物长度为 710bp，以检测质粒的成功转化。 

5.4.1.1大豆基因组 DNA提取 

试验方法详见 2.4.5。 

5.4.1.2  PCR反应体系和反应条件 

本试验根据所转化的质粒 pBI121 上所携带的 NptII 基因设计引物，进行 PCR 扩增。上游引

物序列为 5’-TGCGCTGCGAATCGGGAGCG-3’，下游引物的序列为 5’-GAGGCTATTCGGCTATG 

ACT-3’试验方法详见 2.4.6。 

5.4.2 RT-PCR 检测 

对于 GUS染色检测及 PCR检测均呈阳性的转基因植株进行 RT-PCR检测，以进一步验证外源

基因在转录水平是否表达。利用 Invitrogen公司的 Trizol试剂盒提取大豆基因组总 RNA，试验方

法详见 2.4.2，采用以 Clontech公司的 cDNA试剂盒进行反转录得到双链 cDNA，以 cDNA为模

板进行 RT-PCR，PCR反应及检测方法详见 2.4.6所示。 

5.4.3 Southern检测 

对得到的转化再生植株经过组织化学检测呈阳性的植株进行 Southern杂交检测，鉴定水稻基

因是否已经转入并整合到大豆基因组中，Southern杂交试验方法详见 2.4.7。 

5.5结果与分析 

5.5.1大豆转化再生植株的表型鉴定 

通过对转化再生的大豆植株进行表型观察，发现个别植株较非转化植株表现出一些差异，例

如株型、叶形等，初步推测可能是由于外源基因导入所致，仍需进一步验证。 

5.5.2大豆转化再生植株的组织化学和分子鉴定 

5.5.2.1 GUS 检测显色反应 
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用含有质粒pBI121的农杆菌株GV3101侵染后的外植体经过上述方法培养后，本试验对部分

转化植株进行了GUS检测的组织化学显色反应，检测Ti质粒是否转移到大豆中。结果表明（图5-2），

转化植株的显色部位主要集中于主叶脉和叶柄处，在茎中也得到了表达，而非转化植株的叶片无

明显显色特征。结果表明T-DNA已被转移到外植体组织中，并且GUS基因得到了表达。 

 
1 2 3 4 

图5-2转化植株的GUS 检测 

1.阴性对照(未转化大豆)2.GUS表达在叶脉 3 GUS表达在叶柄 4 GUS表达在茎中 

Fig.5-2 GUS test of transformants 

1. negative; 2.GUS expression on vein; 3.GUS expression on petiole; 4. GUS expression in shoot 

5.5.2.2 PCR检测 

（1）转基因大豆基因组DNA质量检测 

在大豆遗传转化过程中，为了不影响转基因植株的后期成长，应该以尽量少的转基因植株叶

片用于分子检测。所以本试验采用常规CTAB法，并略加改进，尽量简化操作步骤，从而利于获

得足量的高纯度基因组DNA用于后续的PCR检测。琼脂糖凝胶电泳结果显示（图5-3）所提基因

组DNA较完整，无降解，基本满足PCR检测的要求。 

 
图5-3 转基因大豆基因组DNA质量检测 

Fig.5-3 Genome DNA quality in ransgenic soybean  

（2）NPTⅡ基因的PCR检测 

用CTAB法提取GUS检测呈阳性的大豆转化再生苗叶片中的总DNA，通过PCR扩增检测NPT

Ⅱ基因的表达情况，同时进一步验证GUS检测的真实性。以非转化大豆作为阴性对照，阳性质粒

作为阳性对照。PCR产物的1％琼脂糖凝胶电泳结果如图5-4所示，阳性对照及转基因植株均扩增

到了大小为710bp左右的目的条带（NPTⅡ基因的长度），而非转化的阴性对照则无此目的条带。

同时表明此PCR体系可以扩增到NPTⅡ基因片段。 
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1  2   3  4   5  6  7  8   9  10 11  M  12 13  14 15  16 17  18 19  20  21 22  23 24  25 26 CK 

 

图5-4 转基因大豆NPTⅡ基因PCR 检测 

CK:阳性对照；26:阴性对照；非转化大豆基因组DNA扩增；1～4，7，9～12，14，16～23:阳性转化植株。 

Fig.5-4 Transgenic soybean PCR detecting of NPTⅡ 

CK: positive control amplified from plasmid pBI121 genomic DNA;  26: Negative control, amplified from 

non-transformed soybean genomic DNA; 1～4, 7, 9～12, 14, 16～23: positive transformed plantlets 

5.5.2.3 NPTⅡ基因转录水平的检测（RT-PCR） 

本试验对于PCR及GUS检测均呈阳性的转基因植株进行了转录水平的分子检测。RT-PCR结果

显示（图5-5），扩增到了标记基因NPTⅡ的特异性条带，同时也证明外源基因已经稳定整合到大

豆基因组中，并能够在转录水平表达。 

 

 

 

 

 

M      a     b     c     d    e 

图5-5转基因大豆NPTⅡ基因 RT-PCR检测 

CK: 阳性对照(未转化大豆)；a,b,d,e: 阳性转化植株；c: 阴性对照 

Fig. 5-5 Transgenic soybean RT-PCR screening of NPTⅡ  

CK: positive control; a,b,d.e: positive transformed plantlets; c: negative control 

5.5.2.4 Southern检测 

借助于本研究初步建立的高效的农杆菌介导大豆转基因技术体系，利用含不同大小水稻基因

表达载体的工程菌液转化大豆外植体，对得到的转化再生植株进一步进行了Southern杂交和

Southern点杂交检测分析，结果表明，以水稻cDNA为标记探针与大豆基因组DNA杂交，在转化

植株间得到了清晰的杂交信号（图5-6，图5-7），表明水稻基因已经稳定地整合进大豆基因组中，

获得了含有水稻基因的大豆再生植株。 
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CK1 1 2 4

5 6 7 8 9

10 12 13 CK211

3

图 5-7 大豆转基因株系 Southern 点杂交 

以 NPTⅡ基因PCR产物为探针；CK1: 阳性对照（pBI121 质粒）；

CK2: 阴性对照（非转化大豆垦农 18 基因组DNA) ；1~8 及

10~13: 阳性转化再生植株；9: 阴性转化再生植株 

Fig. 5-7 Dot-Southern blotting 

PCR of NPTⅡ as probes; CK1: Positive control （plasmid

pBI121); CK2: Negative control（non-transformed soybean

genomic DNA from Kennong 18）; 1~8 and 10~13: Positive

generated plants; 9: Negative generated plant. 
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图5-6大豆转基因株系Southern杂交 

酶切大豆基因组 DNA，以水稻 cDNA 为探针；

kb ladder；1：阳性对照（重组质粒

1）；2：阴性对照（非转基因大豆垦农

8）；3, 4, 5：阳性转基因植株。 

Fig. 5-6 Southern blotting 

sed soybean genomic DNA, rice cDNA as 

es; M：1kb ladder;1: positive control

BI121 plasmid）; 2:negative control

ansformed Kennong 18）;3,4,5:transformed
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第六章 讨 论 

6.1 基于水稻全长 cDNA的大豆种质创新技术体系的建立 

利用转基因技术的原理和方法，通过对水稻全长 cDNA的分离、水稻全长 cDNA与载体的连

接、农杆菌介导的水稻全长 cDNA转化大豆、转化大豆植株的筛选等实验步骤的完善，成功构建

了基于水稻 cDNA全长的大豆种质创新技术体系。 

在利用转基因技术实现种质创新的过程中，拥有外源基因是进行植物转基因操作的前提。目

前大部分的基因专利被国外所拥有，我国拥有专利的基因为数很少。在保证高质量RNA的前提下，

本研究中水稻基因直接来自cDNA，不必知道所转基因的序列而且省略了基因克隆步骤，突破了

基因专利的限制。以前的植物转基因过程中，一次转基因事件只能完成1～2个基因的转移，本技

术体系是直接转移所得 全长cDNA“基因池”，实现了植物转基因的高通量，结合高效的大豆转

基因技术体系简化了操作流程，提高了大豆种质创新的效率，为种质创新提供了新思路。 

6.1.1 高质量水稻全长 cDNA的获得 

高质量水稻全长cDNA包含两方面的内容：为了保证所得水稻cDNA包含完整的遗传信息从而

准确快速的发现和确证新基因的功能，必须最大程度保证所得cDNA为全长。首先，必须获得高

质量的原始材料mRNA，RNA的任何一端降解都无法保证全长cDNA的获得。本试验采用生物素

标记的Oligo（dT）引物与成熟的真核mRNA 3’polyA区域高效结合，通过Promega公司的polyAtract 

mRNA isolation system IV试剂盒中的链霉素亲和标记的磁珠及磁性分离柱捕捉和洗脱杂种分子，

利用无RNA酶水从固相洗脱mRNA，通过1.2%甲醛变性琼脂糖凝胶电泳检测呈弥散状，主要分布

在28S和18S上下，表明mRNA的质量良好。 

其次，反转录也是影响能否获得全长cDNA的一个因素，本研究采用了SMART（Switching 

Mechanism at 5’ end of RNA Transcript）技术，它克服了以往cDNA合成技术中的一些缺陷（Racine 

et al, 1993; Kato et al, 1994），在合成第一链时，当反转录到达mRNA的5’端时，逆转录酶的末端

转移酶活性能够不依赖模板在第一链3’端加上几个C，与SMART IV Oligo寡核苷酸的3’端的几个

G配对，这样就保证了反转录合成的cDNA第一链包含了完整的mRNA的信息和SMART IV Oligo

寡核苷酸的序列信息。在通过LD-PCR合成cDNA的第二链时，由于该方法以CDS III Primer和

SMART IV Oligo寡核苷酸上的一段序列作为PCR的两端通用引物，因此只有含有全长mRNA和

SMART IV Oligo寡核苷酸的第一链cDNA才能作为模板合成出全长ds cDNA，对于那些过早终止

第一链合成的非全长的cDNA第一链，因其不含有SMART IV Oligo寡核苷酸的序列信息而不能作

为模板被扩增。将得到的水稻全基因组cDNA进行琼脂糖凝胶电泳检测，结果表明cDNA片段大小

分布在8kb～0.5kb之间，扩增效果较好，为后续的基因的功能鉴定、功能分析等奠定了基础。将

cDNA连接pGEM-T载体后经过蓝白斑筛选、菌液PCR检测，30个单克隆所插入cDNA平均长度为
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900bp，可以满足功能基因组学研究的要求。 

6.1.2 载体的筛选和改造 

在植物转基因操作过程中，表达载体应具备几个必需元件，即报告基因（如GUS）、选择标

记基因(如NPTⅡ)以及外源基因表达所必需的启动子（如35S）和终止子（如NOS）等。本研究对

本实验室所保存的双元质粒表达载体进行了筛选和改造，最终选用了转化效果较好的pBI121质粒

载体。此双元质粒载体具有新霉素磷酸转移酶基因（NPTⅡ）选择标记基因、GUS报告基因以及

基因表达必须的35S启动子和终止子等元件。多克隆位点的位置合理，适合进行下一步的载体改

造，此外，在农杆菌介导的遗传转化中，该质粒载体转化效果也比较理想。 

在以往文献所报道用于转化的表达载体多只对单个基因进行转化，难以适应基因组学研究的

需要以及种质创新过程中对优良基因的需求。本试验试图在一个连接体系中连接尽可能多的水稻

抗逆cDNA，通过构建多基因表达载体系统来实现功能基因组学研究的高通量。在所有的连接方

案中，粘性末端之间的连接效率最高，然而由于本研究所用的外源片段与质粒DNA之间没有匹配

的酶切位点，所以只能采用连接效率较低的平末端连接或在质粒平末端加T后与具有A末端的

dscDNA进行T-A连接。成功的平末端连接反应要求一个连接体系中具有高浓度的末端以及载体与

外源基因之间合适的末端摩尔比例。本试验中的平末端连接发生在载体DNA与水稻cDNA“基因

池”之间，而非载体与单一外源片段之间的连接，无形中降低了单条外源片段在连接反应体系中

的绝对浓度，增加了连接反应的难度。所以，质粒DNA与外源DNA的连接效率是本文载体构建的

一个关键步骤。本研究中在对载体DNA进行酶切、去磷酸化以及纯化等操作过程中不断优化技术

体系，最大程度地剔除影响平末端连接的污染因子。采用脉冲场凝胶电泳分离单酶切大片段质粒

pBI121DNA，使得酶切不充分的质粒DNA与目的单酶切大片段质粒pBI121DNA完全分离开，保

证所得到的质粒DNA全部为高纯度的酶切完全的质粒DNA；在连接反应体系中，本研究采用的插

入片段：载体为6～8:1，提高外源DNA片段在连接反应体系中的浓度，提高反应效率。连接产物

转化农杆菌后，单克隆菌液PCR及酶切鉴定结果表明，平末端连接和T-A连接均得到了连接有外

源ds cDNA的质粒，连接效率为60%～80%,虽然连接效率较低，但该连接方案确实可行。相信经

过对连接体系的优化连接效率低的缺点会被克服。 

6.1.3 快速、高效农杆菌介导大豆转基因技术体系的建立 

本研究的目的在于构建借助于植物转基因技术的基于水稻cDNA全长的大豆种质创新技术体

系，所以快捷、高效的大豆遗传转化系统的建立，是实现目标基因跨物种转化的关键环节。众所

周知大豆是难转化的作物之一，自上世纪中期以来，大豆基因工程研究便已相继展开（Hinchee et 

al, 1988; Liu et al, 2004; Hazel et al, 1998; Maughan et al, 1999; Simononds et al, 2000; Droste et al, 

2002; Li et al, 2002）。目前，用于大豆遗传转化的方法和技术很多，主要包括土壤农杆菌转化系

统和人工方法（物理和化学法），不同的基因遗传转化技术各有其优缺点，目前，在大豆转基因

研究领域比较流行的技术是农杆菌介导的大豆器官发生途径的遗传转化技术。 
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6.1.3.1 关于大豆遗传转化方法 

已经报道的大豆遗传转化方法主要包括：农杆菌介导法（Hinchee et al, 1988; Liu et al, 2004）、

基因枪法（Hazel et al, 1998; Maughan et al, 1999; Simononds et al, 2000; Droste et al, 2002）、花粉管

通道技术（Li et al, 2002）、PEG/电击法（Lin et al, 1987; 南向日等, 1998）、子房微注射法（刘博

林等, 1989）等。目前，大豆遗传转化以农杆菌介导法和基因枪法较为流行，而其他几种方法因

为存在难以克服的技术问题，因而没能被广泛采纳。例如：PEG法需要以原生质体作受体，而大

豆原生质体的培养却存在程序复杂、再生困难、培养周期长等问题；子房微注射法转化频率虽相

对较高，而且不涉及原生质体培养问题，但该方法存在技术不完善，稳定性差等缺点，而且大豆

子房十分微小，也给操作带来很多不便，因而很难实现规模化操作。 

就基因枪法而言，因为具有无宿主范围限制、受体（靶细胞）类型广泛、操作简便、容易控

制等优点，所以自从问世以来发展迅速。但是，随着该方法在植物转化研究中应用范围的扩大以

及研究的深入，其弊端也逐渐暴露出来。例如：在大豆转化过程中，该方法表现出转化频率偏低、

易出现嵌和体、整合不完整、转化成本高、存在再生系统的限制以及引起共抑制与基因的沉默等

缺点（Zhang et al, 2001）。而由农杆菌介导的大豆遗传转化方法主要通过农杆菌在与大豆的共生，

利用农杆菌中Ti质粒的转移特性，将整合在质粒上的外源基因转移到植物体的基因组中而实现基

因的转化。农杆菌介导的大豆遗传转化方法虽然同样存在转化频率偏低的缺点，而且转化频率还

与大豆基因型存在相关性；但是该方法操作简单、且能够很好的将T-DNA转入受体细胞，并以单

（低）拷贝的形式插入到受体基因组中并稳定遗传，所以因而成为大豆遗传转化研究的首选方法。

近年来的研究报道表明，农杆菌介导的大豆遗传转化效率偏低、试验结果可重复性差，整个转化

体系仍需优化。针对该系统的特点以及存在的问题，本研究在农杆菌介导的大豆遗传转化体系构

建过程中，尝试分别以子叶节、胚尖及仅带有一片子叶的胚尖作为外植体，研究大豆组织培养再

生和遗传转化中的农杆菌侵染和诱导阶段各项影响因子的的遗传转化效率的影响，并对整个转化

体系进行优化，为逐步建立高效、稳定的大豆遗传转化体系提供理论依据和实践指导。 

 
6.1.3.2 农杆菌介导高效大豆转化体系建立 

近年来的研究报道表明农杆菌介导的大豆遗传转化效率仍然偏低、试验结果可重复性差，整

个转化体系仍需优化。所以本文高效的转化体系的初步构建不仅是基于水稻全长cDNA大豆种质

创新体系的强有力的技术平台，同时为突破大豆遗传转化困难的瓶颈提供一些理论借鉴。 

迄今，在以器官发生为主的农杆菌介导的大豆遗传转化研究中，主要采用以子叶节为外植体

的遗传转化方法Cheng et al（1980），以及以胚尖为外植体的方法（Liu et al, 2004）。本研究对上

面两种方法进行了有机的融合，通过培养介于子叶节和胚尖之间的新型外植体（即，带有1片子

叶的胚尖），对大豆遗传转化体系进行了系统的研究。研究结果表明，该方法基本脱离了要求严

格操作繁琐的组织培养，但再生植株的生长状况却好于以往，在完成共培养后直接将外植体转入

土壤中培养，而且长势良好。另外，该方法使得外植体的生长周期明显缩短，一般移栽到土壤后
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10～20d左右便可见第3片叶长出，从而可以用来进行组织化学检测或分子生物学检测，大大缩短

了研究周期。本研究用3个大豆品种对新型外植体在组织培养及遗传转化过程中的再生率及遗传

转化效率进行了比较，并对大豆外植体组织培养与再生系统和农杆菌介导的大豆遗传转化体系进

行了优化。到目前为止，在含有质粒pBI121的农杆菌株GV3101浸染的540个外植体中，获得T0和

T1代再生植株约500株，此转化技术体系的再生率达90%以上，中品661（95%），垦农18（93%），

绿75（90%），高于子叶节的50%和胚尖的70%，大部分植株长势良好，而且能够正常开花、结

实（图4-7）。分子检测结果表明，转化效率高达10%（垦农18）。此外直接采用器官发生途径进

行遗传转化，降低了再生植株发生体细胞无性系变异的机率（Larkin et al,1981），利于转化基因

的稳定遗传，保证了后期基因结构和功能分析的准确性。因此，本研究探索的大豆农杆菌介导的

转化技术体系与前人报道的结果相比，更加快速、高效。随着该体系的不断完善，它不但为本文

种质创新体系的完善和应用提供强有力的技术支持而且必将成为农杆菌介导的大豆转基因、突变

体构建等基因组学研究的强有力的技术平台。 

6.1.3.3影响农杆菌介导大豆遗传转化率的关键因素 

农杆菌介导大豆高效遗传转化体系中，影响其转化率的关键因素有： 

1. 基因型：本试验中三个大豆基因型绿75、垦农18、中品661的转化率存在一定差异，分别

是8%、10%和6%，即大豆遗传转化效率与大豆基因型存在一定程度的相关性。Delzer et al（1990）

认为转化率在基因型之间的差异主要是由于农杆菌菌株与大豆基因型间的互作效应引起的，进一

步的研究结果表明，在农杆菌共生瘤形成过程中，大豆基因型间存在差异（Mauro et al, 1995; Bailey 

et al, 1994）。所以，若想得到理想的大豆遗传转化效率，不仅要尝试不同的农杆菌株，而且要对

大量的大豆品种进行筛选，并从中发现最佳的农杆菌菌株与大豆基因型互作组合（Zhang et al, 

2001）。 

2. 共培养条件：至于侵染阶段的影响因素，前人的研究主要侧重于农杆菌侵染外植体时间的

长短及工程菌株最佳侵染活力对转化率的影响（Liu et al, 2004; Miguel et al, 2004）。本试验对比

了农杆菌侵染后不同的共培养条件对转化率的影响，结果表明黑暗条件下共培养的转化率高于光

照条件下的转化率，所以黑暗条件下进行共培养利于农杆菌和外植体共生及质粒的转移，从而利

于进一步转化。 

3. 外植体的活力：即无菌苗的苗龄将直接影响丛生芽的分化率，外植体活力高则每个外植体

分化的丛生芽数量就多，本试验表明，以子叶节为外植体，则苗龄应该控制在3～5d为宜，而以

胚尖为外植体则苗龄应该控制再24～36h为宜。 

4. 外植体类型：本研究还对大豆不同外植体类型进行了比较，对上述3个大豆基因型分别以

子叶节、胚尖以及带有一片子叶的胚尖为外植体，在试验过程中发现，对于大豆品种中品661而

言，当以胚尖为外植体时，分化能力明显高于以子叶节为外植体的分化能力；而大豆品种肯农18

则恰好相反，以子叶节为外植体的分化能力明显高于以胚尖为外植体的分化能力；此外，大豆品

种绿75的第三种外植体在移栽到土壤后，长势明显好于中品661和肯农18的第三种外植体类型的
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长势。因此，我们大胆的推测，在农杆菌介导的大豆遗传转化过程中，不同的大豆基因型有其最

适的外植体类型，这也恰恰从另外一个角度再次说明农杆菌介导的大豆遗传转化具有基因型特异

性。 

6.2基于水稻全长 cDNA的大豆种质创新技术体系的验证 

本研究中将携带有水稻不同基因的双元质粒载体转化农杆菌，制备遗传转化用工程菌液。利

用携带有水稻不同基因的双元质粒载体的工程菌，借助初步构建的快速、高效农杆菌介导的大豆

遗传转化技术，在短期内成功获得了大量转化再生植株。为了证明转化是否成功，对转化再生植

株进行了组织化学检测和分子生物学检测。GUS显色检测结果表明，发生了显色反应，显色部位

主要集中于茎、主叶脉和叶柄处，而非转化植株的叶片无明显显色特征，初步证明Ti质粒已经转

移到大豆外植体中，即 GUS基因得到了表达，而且Ti质粒所携带的水稻cDNA可能也已经转移到

大豆基因组中；为了进一步验证这种可能性，本试验对部分大豆转基因植株总DNA进行了以水稻

cDNA为探针的Southern杂交检测分析，结果表明，转基因大豆株系间显示了清晰的杂交信号，如

图5-5所示杂交信号分布在大豆基因组DNA的不同位置，表明不同大小的水稻外源基因已经稳定

地整合进了大豆基因组中，此外在5泳道处有两个杂交信号，根据以往的转基因事件，分析其原

因可能是外源基因的多拷贝插入，但本研究转移的外源基因是水稻cDNA“基因池”，所以这种现

象也可能是多个基因的插入，还有待于进一步研究。 

利用构建的含有水稻不同基因载体的工程菌，借助初步构建的快速、高效农杆菌介导的大豆

遗传转化技术，在短期内成功获得了大豆转化再生植株。对这些再生植株进行了组织化学检测和

分子生物学检测，GUS显色检测结果表明，发生了显色反应，初步证明水稻cDNA已经转移到大

豆外植体中；对部分大豆转基因植株总DNA的Southern杂交检测结果显示，转基因大豆株系显示

了清晰的杂交信号，表明水稻基因已经稳定地整合进了大豆基因组中，从而证明本研究提出的基

于水稻全长cDNA的大豆种质创新技术体系是可行的。 

6.3 本研究大豆种质创新技术体系存在的问题 

本研究利用转基因的技术原理，通过 RT-PCR方法获得水稻全长 cDNA，通过水稻全长 cDNA

与载体的连接，借助农杆菌介导实现水稻全长 cDNA转化大豆，经过对转化植株的检测表明获得

了含有水稻基因的大豆转化植株，初步构建了基于水稻全长 cDNA的大豆种质创新技术体系。然

而，目前该技术体系还存在一些不足需要不断完善。 

6.3.1 cDNA序列的完整性 

在本研究中，遗传转化的基因来源是水稻cDNA“基因池”即cDNA文库。高质量的cDNA文

库主要依据全长cDNA所占比重和文库容量――也就是cDNA文库的代表性（文库中包含的重组
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cDNA分子反映来源细胞中表达信息的完整性）来衡量。本文中所得水稻cDNA平均长度为900bp，

但是所得cDNA序列是否具有开放阅读框（Open reading frame, ORF）的完整结构需要通过测序及

序列分析来验证，这正是本研究需要继续完善的一部分研究内容。 

6.3.2 cDNA 片段分级准确性 

片段分级也是影响cDNA全长比例的一个重要因素，因为PCR扩增中产生的小片段cDNA由于

更易于与载体连接从而增加无效重组子的数量。为了尽可能去掉小片段（<500bp）cDNA的污染，

提高全长cDNA在反应体系中所占比例，本试验从cDNA充分分散的琼脂糖凝胶上直接回收并纯化

片段在0.5～3kb范围的cDNA。单克隆菌液PCR结果显示仍然有小片段cDNA的插入。可能的原因

是从琼脂糖凝胶中进行片段分级时，电泳时间或电压等因素的影响使得cDNA没有完全分散开，

所以少量小片段cDNA没有电泳到足够的距离从而掺杂到片段大小选择的范围内。此外，cDNA

片段分级还可以通过葡聚糖柱的方法，今后可以针对不同方法优化实验技术，使片段分级更加精

确。 

6.3.3 cDNA“基因池”的容量 

本研究中一次连接反应（20µl）转化农杆菌后涂板所得克隆数不足 500，与真正的 cDNA 文

库需要的基本克隆数相差甚远，所以库容量很低。剔除了假阳性（载体自连）因素外分析其主要

原因是载体与外源 cDNA之间的连接效率较低，所以如何不断提高连接效率完善连接效果也是本

研究仍需继续探索的技术环节；库容量低的另一个原因是载体的选择，一般构建 cDNA文库的质

粒载体基因组均小于 6kb，而本文中选用的表达载体是 14kb左右，无疑增加了试验操作的难度，

那么适于遗传转化、基因组尽量小的表达质粒载体将是今后载体筛选和载体改造的主要研究目

标。总之，提高 cDNA的质量以及水稻 cDNA“基因池”的代表性是提高后续功能基因组学研究

效率的基础，也是本种质创新技术体系的宗旨。 

6.4今后研究计划 

综上所述，本研究通过高质量水稻 cDNA的获得、高效表达载体的改造及农杆菌介导的大豆

转化体系的优化等方面的研究，初步构建了基于水稻全长 cDNA的大豆种质创新技术体系，实验

结果表明获得了含有水稻 cDNA的大豆转基因植株，证明了该技术体系的可行性。虽然就技术体

系整体而言还不完善，但是这部分研究工作为今后该技术体系的不断优化及应用奠定了基础。 

6.4.1 技术体系的完善 

该技术体系包括水稻 cDNA文库构建、高效转化表达载体构建以及大豆转基因技术体系三部

分技术环节，所以，下一步工作将首先围绕如何提高水稻 cDNA 文库容量和及质量、提高水稻
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cDNA与双元表达载体的连接效率、实现水稻 cDNA高效高通量地转化大豆这几个方面展开，旨

在逐步建立一套完整的以高效大豆转基因技术作为技术平台，以连接有高质量水稻 cDNA的双元

表达载体为坚实物质基础的基于水稻 cDNA大豆种质创新技术体系。（1）在现有研究基础上，继

续提高外源水稻 cDNA的质量和丰富度，保证所得水稻 cDNA文库一定的库容量，丰富外源基因

的类型，提高目的基因的获得率；（2）继续筛选最适载体，为了降低转基因沉默机率，可以采用

水稻 cDNA 与质粒载体之间定向连接策略，添加筛选效率较高的标记基因（如 bar 基因），提高

转化植株筛选效率，此外还可以探索构建无标记基因的转化载体，提高转基因生物安全性，加快

本研究从理论上升为实践的步伐；（3）加强大豆转基因技术平台作用，提高获得含有期望性状转

基因大豆的效率，实现本研究创造变异丰富大豆新种质的重大理论意义。 

6.4.2 技术体系的应用 

目前，由于人为因素造成的生物及非生物胁迫已经越来越成为影响作物正常生长发育的主要

因子，本研究立题目的在于通过基于水稻全长 cDNA的大豆种质创新技术体系的建立，实现大豆

抗逆性品种改良。本研究所获得的水稻 cDNA来自耐盐、抗旱、耐冷等非生物胁迫下诱导表达的

水稻 RNA，今后还可以利用抗病虫害的水稻材料，获得在施加相应生物胁迫条件下诱导表达的

抗病虫相关 cDNA，将之转化逆境及病虫害敏感型大豆或其它农作物，然后对转化再生植株在同

样施加相应生物及非生物胁迫条件下筛选抗性表型，获得具有目的性状的改良大豆及其它农作物

品种，拓宽该种质创新技术体系的应用领域，最终实现该种质创新技术体系真正意义上的作物品

种改良和种质创新研究中的应用。 

经过表型鉴定，对获得的抗性表型大豆植株进行分子生物学检测。根据质粒载体克隆位点两

侧酶切位点设计引物，对分子检测阳性的大豆转基因植株基因组 DNA进行 PCR扩增，进而调出

整合在大豆基因组中的水稻 cDNA，然后测序及进行相关生物信息学分析，结合植株表型确定所

转水稻 cDNA生物学功能。此外，转基因植株的突变表型也有可能来自 Ti质粒的插入，那么还

可以利用质粒拯救方法，获得 Ti质粒插入大豆基因组位点的临侧序列，研究插入所引起的大豆

相关功能基因的突变。所以，该技术体系省略了基因功能验证，直接通过表型结合生物信息学分

析预测基因功能，在推进大豆种质创新研究的同时，与水稻功能基因组学和大豆功能基因组学研

究相链接，促进了功能基因组学和比较基因组学等相关学科的发展。 
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第七章 结 论 

通过高质量水稻 cDNA的获得、高效表达载体的改造及农杆菌介导的大豆转化体系的优化等

方面的研究，本试验初步构建了基于水稻全长 cDNA的大豆种质创新技术体系，试验结果证实了

该技术体系是可行的。因此，该技术体系的建立，将为作物种质创新如何突破国外基因专利的壁

垒，拓宽大豆遗传基础，实现优异农艺性状的跨种、属间的基因交流提供了全新的技术途径。 

1. 高质量水稻cDNA的获得：以抗逆性水稻品种靖粳 7号、合系 15号、珍珠 42、辽盐 16、

旱稻 277、旱稻 277及旱稻 502为材料，得到了不同时间点混合的水稻抗旱、耐盐、耐冷胁迫处

理的总RNA，利用Promega公司的polyAtract mRNA isolation system IV试剂盒纯化mRNA，利用

Clontech公司SMARTTM PCR cDNA Synthesis Kit方法合成水稻全长cDNA，连接pGEM-T easy 

vector并转化DH10β，菌液PCR结果表明所得水稻ds cDNA片段平均长度为 900bp，插入片段大小

分布在 0.3～2kb。 

2. 高效表达载体的改造：经过片段分级的水稻 cDNA采用平末端连接和 T-A连接两种方案

分别与具有相应末端的双元表达载体质粒 DNA连接并转化农杆菌，随机挑取单克隆振荡过夜培

养后菌液 PCR以及质粒酶切鉴定结果显示得到了连接有外源 ds cDNA的质粒。两种方案连接效

率较低，有待改进。 

3. 农杆菌介导的转化体系的优化：首次探索了介于子叶节和胚尖之间的新的外植体类型，即

带有 1片子叶的胚尖，该方法大大缩短了试验流程，分子检测结果表明，此转化技术体系的再生

率达 90％以上，中品 661（95%），垦农 18（93%），绿 75（90%），高于子叶节的 50％和胚尖的

70％；转化效率高达 10%（垦农 18）。因此，本研究建立的大豆农杆菌介导的转化技术体系较前

人的更加快速、高效，将是从事农杆菌介导的大豆转基因、突变体构建等基因组学研究强有力的

技术平台。 

4. 将连接有水稻不同全长 cDNA的载体借助于本研究初步建立的农杆菌介导的大豆遗传转

化技术体系获得转基因再生植株。经过对再生大豆植株的组织化学检测、分子生物学检测，结果

表明水稻外源基因已经转移到了大豆基因组中，证明了本研究所探索的基于水稻全长 cDNA的大

豆种质创新技术体系是可行的，为今后应用于大豆及其它作物种质创新奠了基础。与传统的种质

创新技术体系相比，本技术体系所需的外源期望基因直接来自水稻全长 cDNA，突破了国外基因

专利的壁垒；利用转基因技术的原理和方法使得种质创新不仅可以在不同科、族间，甚至可以打

破动植物间的界限而进行，拓宽了优异基因应用领域，提高了种质资源的利用效率；该技术体系

是直接转移所得水稻全长 cDNA“基因池”，实现了植物转基因的高通量转化；同时，因为该技

术体系省略了费时、费力的基因克隆步骤，大大地提高了种质创新的效率。 
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附录 

注：本部分研究内容为作者攻读博士学位期间最初作的一些关于绿豆抗虫基因分子标记方面

的研究工作，后来由于负责该部分工作的导师出国，以及导师更换等原因，这部分工作没有继续

完成，只作了一些简单的初步研究，得到了一些结果，列在这里与各位读者互相交流与学习。 

Ⅰ野生绿豆资源 TC1966 抗豆象相关基因的 AFLP 标记初步研究 

1前言 

绿豆（Vigna radiate （L.） Wilczek）是一种生育期短（70～110天）、光周期敏感的热带亚热

带作物（Lawn, 1979; Lawn, 1979; Lawn, 1983）主要生长在亚洲（Lawn, 1985）。中国是绿豆的发

源地之一，拥有类型繁多的绿豆品种资源。绿豆是我国主要的食用豆类作物之一，目前我国绿豆

播种面积和总产量均居世界前列。然而，蛀食性害虫绿豆象（Callosobruchus chinensis）一直严重

困扰着我国绿豆的生产和贮存，同时也制约着我国绿豆的出口创汇。 

豆象（Genus Callosobruchus）是世界范围内对绿豆及其它豆科植物的危害性最强的一种仓储

害虫 （Young et al, 1992），主要包括绿豆象（Callosobruchus chinesis L.）、四纹豆象（C. maculates 

F.）、灰豆象（C. phaseoli G.）等小种（Lambrides et al, 2000），其中绿豆象和四纹豆象对绿豆危

害最强（Talekar et al, 1988），平均一个生活周期可降低绿豆籽粒重量的30.2～55.7％（Gujar et al, 

1978），严重得甚至绝收。绿豆象是绿豆、红小豆和豇豆贮藏期的主要害虫，田间和仓内都可发

生，广泛分布于全世界。据记载，我国除西藏、宁夏、新疆、青海等省区外，其它各地均有发生。 

多年来，各国科学家一直在积极寻求防治豆象的有效途径，以降低或避免豆象所造成的巨大

损失。我国从亚洲蔬菜研究与发展中心（AVRDC）引进的野生品种（Vigna zublobata）TC1966

高抗多个豆象小种（Fujii et al, 1989）。另外，试验还证明 TC1966可以与普通栽培绿豆正常杂交，

利用该方法已培育出一大批农艺性状优良的绿豆新品系（Yang et al, 1996; Srinives et al, 1993）。

我国目前在绿豆抗豆象品种的遗传改良领域的分子生物学研究报道还很少，近年来，生产上所利

用的绿豆象抗源主要是亚洲蔬菜研究与发展中心引进的，且多为野生品种。程须珍等（程须珍等，

2003; 2004）通过与栽培品种杂交，近年来已培育出一些农艺性状优良的抗豆象新品系，并通过

抗虫性鉴定及后代的遗传变异发现，绿豆中的抗豆象基因呈质量性状遗传（程须珍，私人通讯）。 

AFLP（amplified fragment length polimorphism）技术是由Zabeau发明，并由Vos发展起来的。

该技术于1993年获得欧洲专利局专利，其专利权归属荷兰Keygene公司。AFLP是RFLP和PCR相结
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合的一种方法。基本原理是选择性扩增基因组DNA的酶切片段而产生多态性，选择性扩增是通过

在引物3'末端加上选择性核苷酸而实现的。与其它分子标记相比，AFLP能更高效的揭示基因组中

的核苷酸变异。一般，每对AFLP引物组合可通过扩增产生50～100条片段。目前，AFLP标记已

被广泛应用于抗病基因的分子标记（William et al, 2003; Shan et al, 1998）、遗传作图（Takayoshi et 

al, 2005）及遗传多样性检测（Miyashita et al, 1999; Turpeinen et al, 2003）等研究领域。 

近年来针对于绿豆中抗豆象基因的分子生物学研究也相继展开。Young et al（1992）利用 RFLP

分子标记技术构建了一张抗豆象基因的连锁图；我国台湾的陈庆三先生从一个绿豆抗豆象品种中

发现了一种名为防御素的蛋白质，对一些有害微生物及豆象幼虫均表现出抗性（Chen KC et al, 

2003）；在我国，绿豆抗虫基因的研究目前正处于起步阶段，绿豆抗虫基因的生物化学与分子生

物学研究几乎是空白。本文利用高通量的 AFLP分子标记技术，通过抗豆象材料 TC1966的 AFLP

研究，找到了一些与抗豆象基因存在潜在连锁关系的 AFLP引物组合。如果能够通过抗源材料与

非抗虫材料组建后代分离群体进行分析、研究，必将在绿豆抗豆象基因的分子标记领域有所突破。 

2 材料与方法 

2.1 材料 

本研究所采用的实验材料均由中国农业科学院作物科学研究所豆类室提供，包括抗虫绿豆材

料 TC1966；感虫绿豆材料中绿 1 号及 3 个绿豆近等基因系材料 VC6089-10、VC6089(22-4)-2 和

VC6089-4。其中，TC1966 高抗多个豆象小种，且与栽培品种的杂交优势明显。栽培品种中绿 1

号是一个普通感虫绿豆栽培品种，具有高产、优质、适应性强等优良农艺性状；以 TC1966与中

绿 1号杂交，以中绿 1号作为轮回亲本经多代回交后获得 3个近等基因系材料（程须珍，私人通

讯）。 

P1（TC1966，抗虫）×P2（中绿一号，感虫） 

 

F1×P2（中绿一号，感虫） 

 

F3, 4, 5…8×P2（中绿一号，感虫） 

 

VC6089-10，VC6089(22-4)-2，VC6089-4 
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2.2 试验方法 

2.2.1 抗虫性鉴定 

抗虫性鉴定采用了室内人工接虫的方法，具体步骤如下： 

不同的品系及抗、感亲本对照，每份随机选取50粒健康绿豆种子，分别放入直径6cm、高1cm

的无盖圆筒中，然后随机放入大塑料盒内（66cm×44cm×18cm）。以标准的绿豆籽粒被害率作为

抗虫性评价指标，将供试材料置于塑料盒内，按平均供试每份材料接虫8对羽化1～3天的绿豆象

成虫进行接虫鉴定，然后用纱布将盒子密封，于高湿、黑暗、27±2℃的养虫室内放置45 d，调查

每份材料的受害粒数，根据种子受害百分率记载不同评定材料的抗虫性等级，抗虫分级标准见表

（5-1）（刘旭明等,1998）。 

表1 绿豆抗绿豆象分级评价标准 

Table 1 Identification criteria of resistance to mungbean bruchid 

分级 种子被害率（%） 抗性 

0 0 免疫（Immune） 

1 0.1-10.0 高抗（HR） 

3 10.1-35.0 抗（R） 

5 35.1-65.0 中抗（MR） 

7 65.1-90.0 感（S） 

9 >90 高感（HS） 

注：感虫对照种子被害率>90%，抗性表现为高感（HS）。 

2.2.2 AFLP 分子标记 

2.2.2.1 模板 DNA的准备 

参试资源材料于2004年7月1日营养钵播种，室内温度25～30℃，出苗后7～15 d，从每份材料

的5株幼苗上采收刚要展开的嫩叶0.1～0.2g，提取基因组DNA，具体步骤如下： 

1) 将幼苗新鲜叶片置于研钵中，加入适量液氮冷冻处理，迅速将其研成细微粉末。然后

将粉末转至经液氮冷冻处理过的一个（或几个）1.5ml离心管中，加入 700µl 65℃预

热的缓冲液“S”【100mM Tris-HCl（pH8.5），100mM NaCl，50mM EDTA（pH8.0），

2% SDS】，混合均匀后置于 65℃的恒温水浴锅中水浴 1～1.5h，并定时进行混匀，防

止内容物沉积，影响 DNA的产量。 

2) 水浴完成后，取出离心管，配平后，10000rpm，16℃离心 10min。 

3) 取出离心管，吸出上清液于新的 1.5ml 离心管中，并分别加入等体积的 Tris 饱和酚-

氯仿（V/V=1﹕1），轻轻的颠倒，直至管内液体混合均匀。配平后，4000rpm离心 10min。 
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4) 将上清夜转至新的 1.5ml离心管中，加入等体积的氯仿，轻轻的混匀后，在 4000 rpm

离心 10 min，并转移上清夜至新的 1.5ml离心管中。 

5) 加入等体积的冷 0.6×异丙醇，反复颠倒，直至成团的 DNA出现。 

6) 将 DNA至于通风橱中，自然风干，加入 0.7ml TE（pH8.0）和 10µl RNase A，轻弹管

壁至 DNA全部溶解，37℃恒温箱中过夜。 

7) 加 Tris饱和酚-氯仿（V/V=1﹕1），轻轻混匀，于 4000rpm，4℃下离心 10min，取上

清夜并转至新的 1.5ml离心管中。 

8) 加入等体积的氯仿，轻轻混匀，于 4000rpm，4℃下离心 10min，取上清夜并转至新

的 1.5ml离心管中。 

9) 加入 0.1×3M NaAc（pH5.2）和 2×冰冻无水乙醇，充分混合均匀，于-20℃静置片

刻（约 15min），勾出 DNA，风干并加入适量 1×TE（pH8.0），使充分溶解，并于 4

℃备用。 

10) 用紫外分光光度仪BECKMAN DU640测量DNA的浓度和相对纯度，用OD260/OD280比

值（在 1.8～2.0 范围内为较好）；并用 0.8％的琼脂糖凝胶电泳检测DNA的质量

（Talekar,1988）。 

11) 调整所有样品 DNA的量至 150ng/µl 左右，备用。 

2.2.2.2 主效抗虫基因AFLP标记筛选 

参照Zabeau等（1995）和张辉等（1997）的AFLP的试验程序并稍作调整。AFLP体系中的限

制性内切酶（PstⅠ和MseⅠ）和T4连接酶购自New England Biolabs（NEB）公司，AFLP引物序列

和PCR扩增所用接头由上海生物工程公司合成，Taq DNA聚合酶和dNTP购自Promega公司。 

(1) 模板 DNA的酶切 

每个 DNA样品酶切的混合液包括：  

成分 

Components 

用量 

Volume 

DNA（200ng/µl） 1.25µl 

限制性内切酶 MseⅠ 3U 

限制性内切酶 PstⅠ 3U 

Buffer 2µl 

BSA 0.2µl 

加ddH2O至 20µl，37℃酶切过夜。  

（2）DNA片段接头的连接 

酶切完成的每个 DNA样品，加入 10µl如下的反应液： 
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成分 

Components 

用量 

Volume 

MseⅠ接头（50pm/µl） 1.0µl 

PstⅠ接头（50pm/µl） 1.0µl 

ATP（10mM） 1.8µl 

T4-DNA连接酶（3U/µl） 0.5µl 

Buffer 0.5µl 

ddH2O 0.2µl 

 

室温下连接 3h。 

（3）AFLP的预扩增 

取 5µl连接完成的DNA 样品，加入15µl如下反应混合液： 

成分 

Components 

用量 

Volume 

MseⅠ引物（M00，50ng/µl） 0.6µl 

PstⅠ 引物（P00，50ng/µl） 0.6µl 

10×PCR Buffer 2.0µl 

Taq 酶（5U/µl，Promega，AM） 0.1µl 

dNTP（25mM） 0.2µl 

ddH2O 14.5µl 

说明：AFLP 分析所用引物及接头序列参见 Keygene 公司网站（http:\\www.keygene.com），AFLP 引物及接头的合

成在上海生工生物工程技术服务有限公司完成。 

混合后，按如下程序完成 PCR扩增： 

步骤 1  94  5min℃  

步骤 2  94  30sec℃  

步骤 3  56  30sec℃  

步骤 4  72  1 min℃  

步骤 5  72  5min℃  

步骤 6  4℃保存 

扩增在 Biometra热循环仪上进行，反应结

泳检测扩增效果。预扩增产物稀释 5倍，备用

 

30个循环

束后，将预扩增产物在 1.5%琼脂糖凝胶上进行电

。 

93
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（4）AFLP的选择性扩增 

取 5µl稀释的预扩增混合液，加入15µl如下混合液： 

成分 

Components 

用量 

Volume 

MseⅠ引物（M00，50ng/µl） 0.6µl 

PstⅠ引物（P00，50ng/µl） 0.6µl 

dNTP（25mM） 0.18µl 

Taq DNA聚合酶（5U/µl） 0.18µl 

10×PCR Buffer 2.0µl 

ddH2O 11.1µl 

混合后，在如下 PCR条件下扩增: 

步骤 1  94  2min℃  

步骤 2  94  30sec℃  

步骤 3  65  30sec℃  

步骤 4  72  1 min℃  

步骤 5  94  30sec℃  

步骤 6  50  30sec℃  2

步骤 7  72  1 min℃  

步骤 8  72  5 min℃  

步骤 9  4℃保存 

选择性扩增产物用 1.5％的琼脂糖凝胶电泳

分混合，95℃变性 10min后，立刻转移到冰浴中冷

基础上在 3.端填加 3个选择性碱基的引物组合。

（5） 聚丙烯酰胺凝胶的制备 

1) 用清洁球蘸上洗涤灵清洗玻璃板，

晾干。耳板用 2％的剥离硅烷均匀

匀，以上操作最好在通风橱进行，

2) 待两块玻璃板彻底干燥后，装好梳

3) 将事先配制好的 6％的丙烯酰胺胶

60µl的 TEMED，混匀后开始灌胶

用铁夹夹紧。以上操作动作要快，

 

11个循环（-0.7℃／Cycle）
2个循环

检测。扩增后的样品加入 5～8µl上样缓冲液， 充

却，备用。以上扩增所采用引物组合为在M00和P00

 

重复 3 次。然后用无水乙醇擦干净，通风橱自然

涂抹，平板用 0.5％的 Binding Silance 涂抹均

晾干。 

子和压条，并用铁夹将玻璃板夹紧。 

倒入胶瓶，加入 120µl浓度为 10％的过硫酸铵和

，待胶到达玻璃板底部时，停止灌胶，插入梳子，

同时又要防止气泡儿产生。大约 1.5h后丙烯酰胺
94
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胶聚合完全。 

（6） 聚丙烯酰胺凝胶电泳（PAGE）： 

将做好的凝胶固定在电泳槽中，在正、负极分别加入 1×TBE电泳缓冲液。80W恒功率预

电泳 30min后，加入变性的 DNA扩增产物，电泳 2.5h。 

（7） 银染程序 

1) 脱色：在大小适中的固定盒中加入 1L 10%（900ml蒸馏水，100ml冰醋酸）的冰醋

酸溶液，放入胶板，将固定盒放于摇床上，匀速轻摇直至指示剂的兰色带纹消失，

时间约 30min。 

2) 水洗：在水洗盒中加入 1L蒸馏水，将水洗盒放于摇床上，匀速轻摇 5min，重复一

次。 

3) 银染：水洗后的胶板放入事先配制好的银染液（1g AgNO3，1L蒸馏水，1.5ml 37% 甲

醛）中，将银染盒放于摇床上，匀速轻摇，银染 15min。 

4) 水洗：胶板用新鲜的蒸馏水在水洗盒中来回冲洗 10 sec。 

5) 显影：将胶板转移至事先配制好的冷的显影液（30g无水NaCO3，1.5ml 37% 甲醛，

200µl硫代硫酸钠）中，均匀快速的摇晃，直至条带清晰可见为止。 

6) 定影：用 10%的冰醋酸固定液终止反应，约 5min 后取出胶板，转移至水洗盒中再

水洗 5min后取出胶板自然晾干。 

7) 晾干后的胶板置于灯箱上进行拍照。 

2.2.3 多态性DNA片段的回收、纯化和序列测定 

用干净的刀片，将在抗感材料间表现多态的条带从聚丙稀酰胺凝胶上割下，放入 0.2ml的干

净离心管中，加入 50ul超纯水于 4℃过夜；然后将离心管置于 90℃水浴中，30min后取出，5000rpm

离心 2min，小心吸取上清于另一新离心管中，作为模板备用，吸取 15ul 模板 DNA 加入到 45µl

如下反应体系中。 

成分 

Components 

用量 

Volume 

MseⅠ引物（50ng/µl） 2.4µl 

PstⅠ引物（50ng/µl） 2.4µl 

dNTP（25mM） 0.54µl 

Taq DNA聚合酶 （5U/µl） 0.54µl 

10×PCR Buffer 6.0µl 

ddH2O 33.12µl 

其中，PstⅠ引物和 MseⅠ引物为回收片段的 AFLP特定引物，PCR循环参数同于 AFLP选

择性扩增参数。PCR反应结束后，取 10µl二次 PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳检测，如果扩增产

物除了含有目的条带以外，还含有一些其它的非特异扩增条带，则应该进行进一步的纯化，以保
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证试验的准确性。将扩增效果好无杂带的 PCR 产物 50µl连同其相应特异引物组合一并送测序公

司进行测序。 

2.2.4 同源序列的生物信息学比较 

对测序得到的核苷酸序列进行生物信息学比较，将序列提交NCBI互联网的BLASTN命令下，

进行序列同源性比较。 

3 结果与分析 

3.1 绿豆抗豆象鉴定 

5 份供试绿豆材料的抗性表现差异十分显著（表 2-5）。轮回亲本中绿 1 号的种子被害率>90

％，表现为高感（HS）；而抗性亲本 TC1966及三个高代材料种子被害率<10％，表现为高抗（HR）。

抗虫鉴定结果表明，经过连续多个世代的回交及人工选择，TC1966 中的抗虫基因已经转移到高

代品系中，并且该基因能够稳定遗传（程须珍，私人通讯）。 

表 2-5 份供试绿豆材料的抗性鉴定结果 

Table 2-5 Resistance identification results of 5 mungbean materials 

试验材料 种子被害率（%） 抗性评价 

TC1966 0 免疫（Immune） 

中绿 1号 ＞90 高感（High Susceptible） 

VC6089-10 0 免疫（Immune） 

VC6089（22-4）-2 0 免疫（Immune） 

VC6089-4 0 免疫（Immune） 

3.2 AFLP 标记多态性分析 

抗豆象野生绿豆资源 TC1966、感虫绿豆栽培品种中绿一号以及三个高抗豆象的近等基因系

材料 VC6089-10、VC6089(22-4)-2 和 VC6089-4为研究对象，对 830对 AFLP通用引物组合进行

多态性分析，记录在抗感材料间有差异带扩增的引物组合作为候选标记，最终确定了约 100对能

够扩增出差异条带的 AFLP引物组合。 

3.2.1 用于 AFLP 分析的绿豆基因组 DNA 检测 

在AFLP分子标记技术体系中，基因组DNA的质量是关系 PCR以及标记准确性的技术关键，

所以本实验首先对所提绿豆基因组 DNA 进行了质量检测，为后续的实验操作奠定坚实的基础。

将绿豆基因组 DNA进行适当稀释，对照标准的 λDNA分子量，进行浓度为 0.8％的琼脂糖凝胶电

泳，根据分子量标准估算稀释后的 DNA样品浓度，约为 150ng/µl（图 5－1）。从图中可以看出，
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抗虫、感虫亲本以及抗虫的进等基因系基因组 DNA条带完整，表明没有明显的降解。 

 

图 1 用于 AFLP 分析的绿豆基因组 DNA 的浓度稀释 

Fig.1 Dilution of mungbean genome DNA used for AFLP analysis 

3.2.2 抗豆象基因 AFLP 标记分析 

AFLP 分子标记技术操作比较复杂，实验流程由几部分组成，包括基因组 DNA 的酶切与连

接、酶切连接产物的预扩增以及选择性扩增等。为了保证实验流程的顺利进行以及实验结果的准

确性，本试验对上述几步实验结果均进行了检测，然后进行下一步操作。 

3.2.2.1 AFLP酶切和连接 

将五个绿豆材料的基因组 DNA均调整到 150ng/µl，以 5U的 MseⅠ和 5U的 PstⅠ于 37℃环

境下分别酶切 2～3h。然后向反应体系中添加 MseⅠ接头和 PstⅠ接头，16℃环境下连接过夜。取

4µl酶切－连接产物，用浓度为 1.2%的琼脂糖凝胶电泳检测酶切－连接结果。从图（5－2）可以

看出，整个基因组经酶切后整个泳道呈比较均匀的弥散状，说明绿豆基因组 DNA已经被两种限

制性内切酶充分酶切。绿豆基因组的充分酶切为 MseⅠ接头和 PstⅠ接头与酶切片段的充分连接

提供了保证。 

 

图 2 AFLP 酶切连接产物检测 

Fig. 2 Ckeck result of digest-ligated products for AFLP 

3.2.2.2 AFLP预扩增 

将绿豆基因组 DNA酶切连接产物稀释 5倍后，作为模板进行预扩增，PCR结束后，取 6µl
 97
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预扩产物与 1µl的上样缓冲液混合，在浓度为 1.2%的琼脂糖上 120 V电压电泳 1h，紫外灯下检

测预扩增产物。如图 5－3所示，整个泳道呈现 100～1000bp的弥散。 

 
图 3 AFLP 预扩增产物检测 

Fig.3 Check result of pre-amplified products for AFLP 

3.2.2.3 AFLP选择性扩增 

将预扩增产物稀释 10倍后，作为模板进行选择性扩增，PCR结束后，取 6µl选则性扩增产

物与 1µl的上样缓冲液混合，在浓度为 1.2%的琼脂糖上 120V电压下电泳 1h，紫外灯下检测预扩

增产物。如图 5-4所示，整个泳道呈现 100～800bp的弥散，且有明显的 DNA扩增条带。 

 

图 4选择性扩增产物检测 

Fig.4 Check result of selected amplified products 

3.2.2.4 AFLP多态性分析 

绿豆基因组较小（约 470 Mb）。最初选择具有两个选择性碱基的 AFLP引物组合，但由于扩

增条带太多，不便于分析，后改用三个选择性碱基的 AFLP引物组合。本试验共筛选 AFLP引物

组合 830对（图 5-5），对抗虫亲本、感虫亲本以及抗虫进等基因系材料进行分子标记分析，最终

 98
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筛选出了在抗、感材料间表现出差异的 AFLP引物组合（表 5－3）。筛选出的多态性 AFLP条带

呈显性或共显性（图 5－6；图 5－7），它们或者只出现在抗性材料或感性材料中；或者在抗性材

料和感性材料均出现，而分子量有差异。部分引物多态性分析结果如图 4-6所示。 

 
图 5 AFLP 引物组合筛选 

Fig.5 AFLP primer screening 

 

 

 

表 3 与抗虫性相关的多态性 AFLP 引物组合 

Table 3 Polymorphic AFLP combinations related to bruchid resistance 
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引物组合 

AFLP combinations 

多态性条带数 

Polymorphic 

bands 

多态性位点数

Numbers of 

polymorphic loci

引物组合 

AFLP combinations

多态性条带数 

Polymorphic bands

多态性位点数 

Numbers of 

polymorphic loci

M11-P79 4 1 M83-P51 5 2
M48-P23 1 1 M65-P26 1 1

图 6感性材料特征带型 

Fig.6 Characterized bands of 

susceptive varieties 

图 7 抗性材料特征带型 

Fig.7 Characterized bands of resistant 

varieties 
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引物组合 

AFLP combinations 

多态性条带数 

Polymorphic 

bands 

多态性位点数

Numbers of 

polymorphic loci

引物组合 

AFLP combinations

多态性条带数 

Polymorphic bands

多态性位点数 

Numbers of 

polymorphic loci

M51-P23 5 2 M88-P46 5 2
M52-P23 4 1 M90-P46 20 5
M55-P23 4 1 M82-P44 1 1
M56-P24 3 3 M83-P45 4 1
M53-P24 3 3 M86-P51 40 10
M55-P24 2 2 M87-P51 9 3
M56-P24 3 3 M87-P56 4 1
M60-P24 2 2 M47-P24 4 1
M54-P26 2 2 M86-P44 1 1
M59-P25 4 1 M82-P53 4 1
M64-P25 8 2 M86-P49 6 3
M49-P25 4 1 M87-P49 18 9
M50-P25 4 1 M88-P49 8 2
M52-P25 4 1 M89-P49 10 4
M82-P42 4 1 M91-P49 4 1
M87-P42 8 2 M81-P49 5 2
M88-P65 1 1 M82-P49 12 3
M85-P61 1 1 M83-P49 8 2
M83-P57 8 2 M84-P49 8 2
M85-P61 1 1 M85-P49 13 4
M81-P50 12 4 M80-P48 5 2
M82-P50 18 9 M81-P48 9 3
M83-P50 11 5 M84-P48 8 2
M88-P58 4 1 M87-P42 8 2
M80-P54 4 1 M88-P54 4 1
M81-P54 1 1 M54-P25 4 1
M86-P50 19 5 M55-P25 1 1
M87-P50 21 6 M84-P45 1 1
M89-P50 9 3 M89-P45 4 1
M90-P50 1 1 M88-P57 1 1
M86-P54 4 1 M90-P56 5 2
M86-P51 28 7 M48-P24 4 1
M87-P51 9 3 M53-P24 2 2
M80-P51 1 1 M54-P24 4 1
M81-P51 4 1 M58-P26 2 2
M82-P51 4 1 M83-P45 4 1
M86-P72 4 1 M81-P67 4 1
M87-P72 4 1 M85-P67 8 2
M90-P72 1 1 M81-P84 20 5
M72-P71 1 1 M84-P84 8 2
M86-P71 8 2 M88-P75 1 1
M88-P71 8 2 M86-P78 5 2
M91-P71 4 1 M87-P78 2 2
M80-P72 25 8 M88-P78 3 3
M88-P65 1 1 M82-P80 1 1
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引物组合 

AFLP combinations 

多态性条带数 

Polymorphic 

bands 

多态性位点数

Numbers of 

polymorphic loci

引物组合 

AFLP combinations

多态性条带数 

Polymorphic bands

多态性位点数 

Numbers of 

polymorphic loci

M89-P65 4 1 M85-P80 1 1
M77-P68 4 1 M82-P73 4 1

3.3 AFLP 多态性 DNA 片段的回收 

本试验总共得到了能够在抗感材料间表现差异的DNA条带170余条，为了将AFLP标记转化成

更加简便的SCAR标记，本试验将筛选到的多态性DNA条带直接从聚丙烯酰胺凝胶上挖胶回收，

经过溶胶纯化后，以相应的选择性引物进行第二次PCR扩增，经过琼脂糖凝胶电泳检测（图5－8），

将PCR效果好的条带测序，并计划利用Premier Primer 5.0软件设计序列特异性的引物，通过进一

步分子标记的筛选而得到SCAR标记。 

 

图 8 二次扩增产物电泳琼脂糖电泳 

Fig.8 Agrose gel of reamplified products 

3.4 AFLP 多态性 DNA 片段的序列测定 

由于多数回收差异片段的二次 PCR效果并不理想，所以只有其中一部分能够得到测序结果，

AFLP引物组合M87-P51扩增的差异片段的测序结果如下所示： 

AGCACAAACCTTGACGTTGAGAGAATAGAGGACGATTTCCCCAGTTGTGGTAACGTTTAGGTGCAAGATTGTGAGACGCATGC

CATGCAAACTAGATACTATTTTCAAGAGCTGCTTTGGTCGTTTCTTGGATCTTATTTTGAGATTTGCATGGCTCTCTACCATT

GTCACTTCTATGTCAGCAATGCCAGACTGAACCTCGCCCTTTTGGTCGCTCATGGCTGCATGTACGCAGCTCAA 

4 讨论 

4.1 绿豆抗豆象基因 AFLP 分子标记初步研究 

本实验共筛选AFLP引物约830对，扩增出64265条AFLP条带，平均每个AFLP引物组合能扩增

出77.4条扩增带。其中，在抗、感材料间表现多态的引物组合约100对，多态性条带176个，多态

性AFLP引物组合的比率为12％，与抗感相关的多态性AFLP条带占总AFLP条带的比率为2.37％，
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较低。分析原因，主要有以下几点：（1）所选用的内切酶组合限制位点的分布不在目的基因位点

附近；（2）检测的引物数量有限未能涵盖整个基因组；（3）所选材料本身的原因，比如所选用抗

感亲本间遗传差异不大致使多态率不高等。 

AFLP技术存在操作步骤复杂、基因组DNA用量较大、检测费用高等因素，不便于直接用于

抗性基因的分子检测，转化SCAR标记能够使其更加方便的在育种中进行标记辅助选择。SCAR

标记仅对基因组DNA的特定位点进行检测，是一种稳定可靠且便于应用的分子标记。本文将在抗

感材料间表现差异的DNA条带从聚丙烯酰胺凝胶上回收，并用相对应的选择性引物进行了二次

PCR，但是结果只有50％的差异片段能够得到二次扩增带。分析原因可能与引物本身序列组成有

关系，或者是AFLP扩增带更适合于先克隆后测序，因为二次PCR后，PCR产物中残留有更多的引

物二聚体，不易纯化去除，以致严重影响了测序效果（王虎等，2004）。将测序结果在NCBI上进

行同源序列比对，没有在数据库中发现具有高度同源的大片段已知序列，此结果可能预示着新基

因的发现，同时也表明人们对绿豆基因组研究的重视程度目前还不够，相关研究相对滞后。 

4.2 关于绿豆分子生物学研究 

绿豆因其基因组小，生长周期短，相对于基因组庞大的农作物（如小麦）而言，更适合于开

展重要农艺性状相关基因的遗传分析、基因定位等领域的分子生物学研究。抗虫性作为农作物育

种工作中的一项重要指标，一直备受育种家的关注。但是，绿豆作为一种重要的经济类作物，在

该领域的研究却没能引起人们足够的重视，有关绿豆基因组学研究的报道十分稀少，针对绿豆中

抗豆象基因开展分子生物学研究的报道更是少之又少。迄今，仅见 Young et al（1992）利用 RFLP

分子标记技术构建了一张抗豆象基因的连锁图，从而为利用分子标记技术进行抗豆象基因的定

位、遗传连锁图构建以及基因克隆从而研究抗虫基因的抗性机理奠定了一定的基础。但是，鉴于

全球范围内开展的农作物抗病、虫基因资源的知识产权纠纷问题频发，如果我国在相关领域落后，

势必会影响对应的抗虫基因在绿豆育种中的应用。为此，有必要开发具有自主产权的绿豆抗虫相

关基因连锁的分子标记，并以此为工具进行绿豆育种中的辅助选择及抗豆象基因的克隆。目前，

绿豆的全基因组的分子遗传连锁图谱尚未构建，绿豆中一些重要农艺性状相关基因还有待于通过

分子标记技术手段进行挖掘；同时，通过比较基因组学研究的技术方法，与其它相近的豆科植物

共享，将有利于其它豆科植物抗病、虫基因的分子标记及基因克隆等研究的开展，从而加快绿豆

功能基因组学研究。本试验因适合作图的分离群体还尚未构建完成，所以只对亲本及近等基因系

进行了 AFLP分子标记的初步筛选，所得到的多态性特异条带与抗豆象基因是否连锁以及连锁距

离的大小尚需通过分离群体进行验证和计算。目前，部分多态性特异片段已经回收，这为今后的

测序及标记转化工作奠定了基础，从而使之能够真正服务于绿豆抗虫育种。
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Ⅱ本试验所用 AFLP 引物列表 

Pst 引物 
Pst primers 

Mse 引物 
Mse primers 

P23 5'-GACTGCGTACATGCAG AG-3' M11 5'-GATGAGTCCTGAGTAA AA-3' 
P24 5'-GACTGCGTACATGCAG AT-3' M47 5'-GATGAGTCCTGAGTAA CAA-3' 
P25 5'-GACTGCGTACATGCAG CA-3' M48 5'-GATGAGTCCTGAGTAA CAC-3' 
P26 5'-GACTGCGTACATGCAG CC-3' M49 5'-GATGAGTCCTGAGTAA CAG-3' 
P31 5'-GACTGCGTACATGCAG AAA-3' M50 5'-GATGAGTCCTGAGTAA CAT-3' 
P32 5'-GACTGCGTACATGCAG AAC-3' M51 5'-GATGAGTCCTGAGTAA CCA-3' 
P33 5'-GACTGCGTACATGCAG AAG-3' M52 5'-GATGAGTCCTGAGTAA CCC-3' 
P34 5'-GACTGCGTACATGCAG AAT-3' M53 5'-GATGAGTCCTGAGTAA CCG-3' 
P37 5'-GACTGCGTACATGCAG ACG-3' M54 5'-GATGAGTCCTGAGTAA CCT-3' 
P39 5'-GACTGCGTACATGCAG AGA-3' M55 5'-GATGAGTCCTGAGTAA CGA-3' 
P40 5'-GACTGCGTACATGCAG AGC-3' M56 5'-GATGAGTCCTGAGTAA CGC-3' 
P41 5'-GACTGCGTACATGCAG AGG-3' M57 5'-GATGAGTCCTGAGTAA CGG-3' 
P42 5'-GACTGCGTACATGCAG AGT-3' M58 5'-GATGAGTCCTGAGTAA CGT-3' 
P43 5'-GACTGCGTACATGCAG ATA-3' M59 5'-GATGAGTCCTGAGTAA CTA-3' 
P44 5'-GACTGCGTACATGCAG ATC-3' M60 5'-GATGAGTCCTGAGTAA CTC-3' 
P45 5'-GACTGCGTACATGCAG ATG-3' M61 5'-GATGAGTCCTGAGTAA CTA-3' 
P46 5'-GACTGCGTACATGCAG ATT-3' M62 5'-GATGAGTCCTGAGTAA CTT-3' 
P47 5'-GACTGCGTACATGCAG CAA-3' M63 5'-GATGAGTCCTGAGTAA GAA-3' 
P48 5'-GACTGCGTACATGCAG CAC-3' M64 5'-GATGAGTCCTGAGTAA GAC-3' 
P54 5'-GACTGCGTACATGCAG CCT-3' M65 5'-GATGAGTCCTGAGTAA GAG-3' 
P55 5'-GACTGCGTACATGCAG CGA-3' M66 5'-GATGAGTCCTGAGTAA GAT-3' 
P56 5'-GACTGCGTACATGCAG CGC-3' M69 5'-GATGAGTCCTGAGTAA GCG-3' 
P57 5'-GACTGCGTACATGCAG CGG-3' M70 5'-GATGAGTCCTGAGTAA GCT-3' 
P58 5'-GACTGCGTACATGCAG CGT-3' M71 5'-GATGAGTCCTGAGTAA GGA-3' 
P59 5'-GACTGCGTACATGCAG CTA-3' M72 5'-GATGAGTCCTGAGTAA GGC-3' 
P60 5'-GACTGCGTACATGCAG CTC-3' M76 5'-GATGAGTCCTGAGTAA GTC-3' 
P61 5'-GACTGCGTACATGCAG CTG-3' M77 5'-GATGAGTCCTGAGTAA GTG-3' 
P62 5'-GACTGCGTACATGCAG CTT-3' M79 5'-GATGAGTCCTGAGTAA TAA-3' 
P63 5'-GACTGCGTACATGCAG GAA-3' M80 5'-GATGAGTCCTGAGTAA TAC-3' 
P64 5'-GACTGCGTACATGCAG GAC-3' M81 5'-GATGAGTCCTGAGTAA TAG-3' 
P65 5'-GACTGCGTACATGCAG GAG-3' M82 5'-GATGAGTCCTGAGTAA TAT-3' 
P66 5'-GACTGCGTACATGCAG GAT-3' M83 5'-GATGAGTCCTGAGTAA TCA-3' 
P67 5'-GACTGCGTACATGCAG GCA-3' M84 5'-GATGAGTCCTGAGTAA TCC-3' 
P68 5'-GACTGCGTACATGCAG GCC-3' M85 5'-GATGAGTCCTGAGTAA TCG-3' 
P69 5'-GACTGCGTACATGCAG GCG-3' M86 5'-GATGAGTCCTGAGTAA TCT-3' 
P70 5'-GACTGCGTACATGCAG GCT-3' M87 5'-GATGAGTCCTGAGTAA TGA-3' 
P71 5'-GACTGCGTACATGCAG GGA-3' M88 5'-GATGAGTCCTGAGTAA TGC-3' 
P72 5'-GACTGCGTACATGCAG GGC-3' M89 5'-GATGAGTCCTGAGTAA TGG-3' 
P73 5'-GACTGCGTACATGCAG GGG-3' M90 5'-GATGAGTCCTGAGTAA TGT-3' 
P74 5'-GACTGCGTACATGCAG GGT-3' M91 5'-GATGAGTCCTGAGTAA TTA-3' 
P75 5'-GACTGCGTACATGCAG GTA-3' M92 5'-GATGAGTCCTGAGTAA TTC-3' 
P76 5'-GACTGCGTACATGCAG GTC-3' M93 5'-GATGAGTCCTGAGTAA TTG-3' 
P77 5'-GACTGCGTACATGCAG GTG-3' M94 5'-GATGAGTCCTGAGTAA TTT-3' 
P78 5'-GACTGCGTACATGCAG GTT-3'    
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P79 5'-GACTGCGTACATGCAG TAA-3'  
P80 5'-GACTGCGTACATGCAG TAC-3'    
P81 5'-GACTGCGTACATGCAG TAG-3'    
P82 5'-GACTGCGTACATGCAG TAT-3'    
P83 5'-GACTGCGTACATGCAG TCA-3'    
P84 5'-GACTGCGTACATGCAG TCC-3'    
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完成的。恩师不仅在学业上及时给予学生关心和指导，而且对学生的生活也给予了巨大的关心和

支持，学生的每一点进步都凝聚着恩师的心血。恩师对学生的关怀和教诲，我终生难忘。在此谨

向恩师表示衷心的感谢和崇高的敬意！ 
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为本试验提供了部分试验材料；感谢韩天富研究员在试验技术方面给予的指导。在此，向以上诸

位老师表示感谢。 

论文的顺利完成得益于本实验室完备的试验条件和融洽的学术氛围，更离不开实验室各位同

仁的支持与帮助。真诚感谢王果硕士、刘权硕士、盖如玉硕士、孙薇硕士、王艳艳硕士、陈学娟

硕士以及技术员张宝缺、冯历、孙淑英阿姨在我试验过程中给予的大力支持。 

此外，真诚感谢我的同学张兰博士、肖建会博士、宛淑艳博士、宋时奎博士、吴迪博士、赵

光耀博士、李孟军博士、吴蓓蕾博士、代玉华博士、李会勇博士、于永涛博士、刘越博士对本试

验给予的热心的指导和建议。 

感谢中国农科院研究生院和作物科学研究所的各位领导和老师对我的帮助和培养。 

最后，特别感谢我的爱人李勇博士，他乐观向上的人生态度和认真求实的工作作风一直激励

着我，使我能够以一种比较平和的心态顺利完成我的博士学位论文。另外，郑重感谢多年来一直

关心和爱护我的双方父母、妹妹，感谢他们对我学业的支持和精神上的鼓励，谨以此文献给他们，

祝他们一生平安！ 

三年的求学时光匆匆而过，期间我付出了辛勤的汗水，同时也用自己宝贵的青春岁月，换来

了丰富的知识和宝贵的人生阅历。三年的时光在我的人生长河中是短暂的，但对于我而言却是及

其重要的，它不但磨练了我的坚强的毅志，同时也培养了我对待科研的严谨、认真的工作作风。

我将永远铭记这段日子，并以之激励我在今后的工作中更加不懈的努力、拼搏。在此，也感谢陪

伴我走过这段岁月的所有良师益友！ 

马丽萍 

二零零六年八月 
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