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浅析大豆组培系统与基因转化受体系统
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（吉林省农科院农业生物技术重点开放实验室�吉林 公主岭136100）

摘　要：介绍了大豆子叶节组培系统和幼胚子叶组培体细胞胚胎发生系统�重点阐述了组培
系统和受体系统的内在联系和不同点�同时提出这两个组培系统作为受体系统时存在的问题。
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建立良好的受体系统是实现基因转化的先决条件�关系到基因转化的成败。大豆基因
转化受体系统的建立主要依赖于组培技术�但组培系统并不能等同于受体系统。我们在建
立基因转化体系过程中发现�组培系统要根据基因转化目的和操作方法进行相应的调整�才
能成为一个优良的受体系统。本文就大豆子叶节系统和体细胞胚胎发生系统�着重阐述组
培系统和受体系统的内在联系和不同之处。
1　 子叶节系统
1∙1　子叶节组培系统

无菌大豆种子接种于M1A（MS 基本培养基�BA5mg／L�NAA0．05mg／L�蔗糖3％）培养
基中萌发�10～12d取子叶节（含上胚轴基部约3mm�子叶近胚轴的分生组织部分约2mm�
下胚轴约3mm�已长出的腋芽切去）培养于M1A培养基中�2周后丛生芽生成。切下丛生芽
转移到MSO（无激素）培养基上�大部分不定芽伸长成枝条。2～3周后�分离个体苗转移到
1／2MS（附加2mg／L IBA）培养基中生根�成完整植株。

丛生芽（带愈伤组织）转移 MSO培养基上�不断地有个体苗伸长�同时也不断地在愈伤
组织上分化出新的不定芽。经过两次切割后�愈伤组织褐化�不再分化出芽。
1∙2　 子叶节组培系统与受体系统的内在联系与不同点
1∙2∙1　 无菌苗的苗龄

组培系统以再生植株为目的。实验结果：3～45d 苗龄的子叶节都可以诱导出丛生芽�
且诱导率差别不太大。但以8～12d 苗龄的无菌苗子叶节、丛生芽的诱导及不定芽后期生
长相对容易一些。将此组培系统做受体系统时�选择5～14d 苗龄的子叶节培养�则不适
宜。原因是这些苗龄的外植体培养时侧芽生长�而使再分化芽生长受到抑制。如将侧芽切
掉�则切口处生成愈伤组织�诱导丛生芽更困难。选用小于5d或小于14d苗龄的无菌苗子
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叶节为外植体�进行农杆菌浸染�不定芽为较深层的叶原基出芽或为再分化芽�虽然这样的
外植体再生频率较低�但是获得的转基因植株嵌合体较少。
1∙2∙2　子叶节的切割方法

在组培系统中�切取膨大的子叶节区（含上、下胚轴）�整个外植体长度约8mm 左右�获
得再生植株频率最高。但作为受体系统�要考虑农杆菌浸染时农杆菌的吸附及 T-DNA转移
等问题�因此切割子叶节区时�要尽可能将下胚轴切短�才能保证较高的转化率。按这样的
切割方法�利用农杆菌浸染进行基因转化�对获得的抗性植株随机取样�用特异引物 PCR扩
增�结果18株DNA样品中有6个3次重复检测均呈阳性反应。而以组培系统方法切割子叶
节�农杆菌浸染获得的抗性植株�18个样品 PCR扩增均无阳性反应。
1∙2∙3　 丛生芽数的限制

组培系统中丛生芽多�通过不断分割外植体�获得的再生植株也越多�并且还有次生芽
的分化�再生频率最高可达90％以上。然而作为受体系统�则不能以最高再生频率为目的�
转化的操作方法限制再生频率。基因转化操作中不能连续分割外植体是影响再生频率的首
要问题�因为筛选培养基中的抗生素对有切口的外植体伤害非常大�从伤口处褐化到最后死
亡。只有保证几个外植体的完整�才能最后获得抗性植株。外植体不能分割�就要限制它的
丛生芽数�以每块外植体上1～3个不定芽为宜�丛生芽数多于5个�则不易抽茎长高。随着
培养时间的加长�不定芽及外植体就会出现玻璃化现象�几乎得不到再生植株。由于限制丛
生芽数�并且由少数的不定芽直接成完整植株�因此也得不到次生芽�这也是影响再生频率
的一个方面。
1∙3　 子叶节组培系统作受体系统存在的问题

①丛生芽不抽茎长高�只是叶片生长�生长一段时间后发黄、脱落。
②抗性苗生根难。在含 Kan的生根培养基上�非转化苗极难生根�只有转化苗才可能生

根。由于大豆子叶节组培再生苗本身就存在生根难的问题�因此不能根据再生苗在筛选培
养基上是否生根来判断是否为转化苗。将培养基中 Kan 去掉�即有少数苗生根�且 PCR 检
测呈阳性反应。

③以此受体系统进行农杆菌浸染转化时�出现系统不稳定�重复性差。组培系统本身稳
定性良好�应该是农杆菌浸染及抗性筛选造成的系统不稳定。目前尚未见到分析这一现象
机理的文献。
2　 幼胚子叶体细胞胚胎发生系统
2∙1　 幼胚子叶组培系统

外植体为4～6mm的幼胚子叶�基本培养基为 MS�附加20mg／L2�4-D�诱导产生胚状
体。胚状体在 G10（MS 基本培养基�附加60～100g／L蔗糖�1％活性炭）培养基上发育成熟�
形成子叶胚。子叶胚在 G70（MS 无机盐�MS 有机物�无激素）培养基上萌发成小植株�移栽
土壤中形成可育植株。

幼胚子叶组培系统再生植株不存在生根难�移栽成活率很高�可能是体细胞胚类似于有
性胚可自然生长发育成完整植株的原因。
2∙2　 幼胚子叶组培系统与受体系统的内在联系与区别
2∙2∙1　 外植体的大小

选择4～6mm大小的幼胚子叶培养�均有胚胎发生能力�并且同一基因型的幼胚子叶越
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小�胚胎发生率越高。但作为受体系统�外植体取相对大的为好。因为幼胚子叶培养后�诱
导出愈伤组织�在愈伤组织的表面产生胚状体。幼胚子叶越小�愈伤组织越疏松�农杆菌的
附着量越大�导致共培养后无法抑菌�外植体最后死亡。如利用基因枪轰击�愈伤组织呈稀
粥状物�在筛选培养基上不能存活。选择5mm左右的幼胚子叶培养�利用农杆菌浸染或基
因枪轰击�虽然再生频率低�但最后可获得抗性植株。
2∙2∙2　 活性炭的影响

在胚状体萌发培养基中添加1％活性炭�胚状体胚轴很快伸长并长出叶片。不加活性
炭�一部分胚状体胚轴短粗�生长点被包裹�形成棒状畸形胚。因此�在幼胚子叶组培系统
中�活性炭对胚状体萌发起着重要作用。但做农杆菌浸染时�共培养后的 G10筛选培养基
中却不能加活性炭�原因是活性炭对农杆菌有很强的吸附作用�导致抑菌困难。在筛选培养
基中先去掉活性炭�经过一段时间抑菌后再加活性炭�既能抑菌�又能促使胚状体萌发。
2∙3　 基因转化时应注意的问题

①大豆幼胚子叶体细胞胚胎发生不象玉米的胚性愈伤组织可不断扩增培养�因此�要获
得大量的转基因植株�必需有大量的幼胚子叶作为起始材料。

②利用此受体系统基因转化的最佳时间为胚胎发生的初始阶段�使具有胚胎发生能力
的胚性细胞转化。如不在这一发育阶段导入外源基因�则会出现大量的嵌合体。

③转基因植株较组培再生植株移栽率大大降低。因此�大豆基因转化受体系统以组培
系统为基础�但又与组培系统有不同之处。在组培系统中再生频率最高的程序不一定为优
良的受体系统。好的组培系统是基因转化的前提�但作为受体系统时又会出现类似于系统
不稳定等许多问题�这也正是建立基因转化系统需要解决的问题。利用大豆幼胚子叶体细
胞胚胎发生系统�不仅可以建立起稳定的基因转化系统�同时对转化机理等理论方面的研究
也将具有重要的意义。
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