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利用双目标组织建立高频大豆再生体 

张 标，薛仁镐 ，张 娟 

(青 岛农业 大学 生命科学学院 ，山东 青 岛 266109) 

系的研究 

摘要 ：利用双 目标组织(即一个外植体同时含有子叶节和初生叶节两个 目标组织)进行 了大豆高频 

再生体 系建立的研 究，以便为高效大豆转基 因技术体 系的建立提供技 术保障。结果表明，不同基 因 

型之间大豆不定芽诱导率不同，在所试的 5个大豆品种 中，初生叶节不定芽诱导率最高的品种是合 

丰 35，合丰 25次之，分别达到 50．0％，46．9 ；而子 叶节不定芽诱 导率最高的品种是合丰 25，为 

75．0 ；总的不定芽诱导率最高的品种是合丰 25，达到 121．9 。不同浓度 6一BA 对丛生 芽的诱 

导率在不同品种间有差异 ，6一BA浓度为 1．5 mg／L时，合丰 35的丛生芽诱导率最高，平均每个外 

植体诱导 出6．7个丛生芽。 
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Establishment of H igh Frequency Regeneration of 

Soybean by Binary Target Tissues 

ZHANG Biao，XUE Ren—Gao ，ZHANG Juan 

(College of Life& Science，Qingdao Agricultural University，Qingdao 266109，China) 

Abstract：Soybean regeneration system was studied using an explant containing cotyledonary node 

and primary leaf node as the target tissue in the paper．The results showed that regeneration fre— 

quency of adventitious shoots was different among 5 soybean varieties tested．The variety with the 

highest regeneration frequency from the primary leaf node was Hefeng 35，reached up to 50．0 ， 

and the variety with the highest regeneration frequency from the cotyledonary node was Hefeng 

25；whereas the variety with the highest regeneration frequency from both the cotyledonary node 

and the primary leaf node was Hefeng 25，reached up to 12 1．9 ．The inducting rate of different 6 

一 BA concentration on multi—shoots was different among different variety．The inducting rate of 

the multi—shoots from Hefeng 35 was the highest when the concentration of 6一BA was 1．5 mg／L． 

Key words：Soybean；Tissue culture；Binary target tissues；Cotyledonary node：Primary leaf node 

大豆是世界上最重要 的粮油作物之一 ，因此 ，其 

再生体系的建立和遗传转化的研究一直受到学者们 

的广泛关注。目前，大豆从器官发生途径和胚胎发 

生途径均能获得再生植株。 

1980年，Cheng等n 首先报道 了在附加高浓度 

6一BA的培养基上从 大豆子叶节诱导出不定芽 ，进 

而获得再生植株，现已从大 豆茎尖 ]、下胚轴 和小 

真叶日]、未成熟 子叶 、上胚轴和出生叶 ]、成熟子 

叶[ 、幼胚胚轴"]、初生叶节[ 等外植体 ，通过器 官 

发生途径获得再生植株。 

1983年 ，Christianson等 首次 以大豆未成熟 

胚 为外 植 体，通 过胚 胎 发 生途 径获 得再 生 植 株。 

Lazzeri等 、Barwale等[ 、Ranch等 “]、周 思 君 

等Ll ]通过大豆幼胚培养 ，经体细胞胚胎发生途径获 

得了再生植株 。 

目前最成熟最常用的大豆转基因技术是基因枪 

介导法和农杆菌介导法 。基因枪法是利用大豆胚状 

体再生体系进行转化 ，农杆菌介导法是利用成熟子 

叶节器官发生途径进行转化。虽然这两种方法 比较 

成熟，但与烟草、水稻等作物相 比，其转基因效率低 ， 
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还无法利用这两种方法开展功能基因组研究 。大豆 

转基因效率低的原因之一是再生频率低，因此，如何 

提高大豆再生频率对高效大豆遗传转化体系的建立 

具有重要意义。本试验利 用我 国栽培大豆品种，以 

具有子叶节和初生叶节两个组织 的外植体为 目标组 

织进行 了大豆高频再生体 系建立 的研究 ，以便为大 

豆转基因技术体系的建立奠定基础 。 

l 材料和方法 

1．1 供 试 大豆品种 

合丰 25、合丰 35、东农 42、东农 1168、鲁豆 10。 

1．2 培养基 

基本培养 基：MS大量 元素 ，MS微 量元素 ，B5 

有机 元 素，MS铁 盐 ，蔗糖 30g／L，琼 脂 粉 8g／L， 

pH5．8；萌 发 培 养 基 ：基 本 培 养 基 + 0．5 mg／L 

6一BA；诱导培养基 ：基本培养基+0．5～1．5mg／L 

6一 BA。 

1．3 无菌苗的获得 

在超净工作 台将 成熟 大豆种子表面用 70 酒 

精灭菌 1min，用 0．1 HgC1 消毒 7～10min，再用 

无菌水洗 4次，接种在种子萌发培养基上 ，在培养室 

光照培养 14d。 

1．4 外植体的制备 

取萌发 14 d的大豆幼苗 ，在上胚轴的初生叶节 

处切去 叶片，2个子叶横 向各 切去 1半，离 子叶节 

0．5 cm处切去下胚轴，剩下的便是外植体。 

1．5 丛生芽的诱导 

将外植体接种在含 0．5～ 1．5mg／L 6一BA 的 

诱导培养基上 ，在 25℃，16 h／8 h(光／暗)光 周期下 

培养。 

2 结果与分析 

2．1 基因型对不定芽诱导率的影响 

不同基因型对大豆不定芽诱导率有一定的差 

异，在所试的 5个大豆品种 中，初生叶节不定芽诱导 

率最 高 的品 种是 合 丰 35，合 丰 25次 之，分 别 为 

50．o ，46．9 ；而子叶节不定芽诱导率最高的品种 

是合丰 25，为 75．0 ；总的不定芽诱导率最高的品 

种是合丰 25，达到 121．9 (表 1)。 

2．2 不同浓度 6一BA对丛生芽诱导的影响 

在植物遗传转化过程 中，往往存在着转基因植 

物不能成活的现象，而丛生芽的诱导可以克服这种 

现象 ，因此在此利用上述合丰 35、合丰 25、东农 42、 

东农 1168等 4个品种在 4种不同6一BA浓度处理 

下，进行了子叶节丛生芽诱导研究。结果表明，合丰 

3 5、合 丰25在6一BA浓 度为 1．5mg／L时 ，每 个外 
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表 1 基因型对不定芽诱导率 的影 响 

接种的 诱导不定 子叶节不 诱导不定 初生叶节 总诱 

基因型 外植体 芽的子 定芽诱导 芽的初生 不定芽诱 导率 

总数 叶节数 率( ) 叶节数 导率( )( ) 

东农 42 45 25 55．6 17 37．7 93．3 

合丰 25 32 24 75．0 15 46．9 121．9 

合丰 35 4O 2O 50．0 20 50．0 100．0 

东农 1168 20 14 70．0 8 40．0 110．0 

鲁豆 1O 3O 13 43．3 13 43．3 86．7 

注：总诱导率一[(诱导不定芽的子叶节总数+诱导不定芽的初 

生叶节总数)／总外植体数]×100 

植体分化出芽数量最多 ，平均为 6．7和 6．3个 ，而东 

农 42在 6一BA浓度为 1．0mg／L时，每个外植体分 

化 出芽数量最多，为 6．0个(表 2、图 1)。 

表 2 不同浓度 6-BA对丛生芽诱导的影响 

基因型 --
(m

B

g／L

A

)

度 平均每个 外植 导的丛生芽数 

合丰 35 

合丰 25 

东农 42 

东农 1168 

3 讨论 

植物组织培养及植物基因转化的成功必须建立 

在 良好 的植物受体系统基础上 ，而良好的受体系统 

必须具 有 高频 植 株再 生 能力 和 高 效遗 传 转 化能 

力_l 。目前大豆较成熟的转基 因受体是大 豆成熟 

子叶节组织和体细胞胚 ，利用这两种受体获得 了大 

量的转基因大豆植株，但仍然存在转化效率低、重复 

性差等问题。因此要想大幅度提高大豆转基因效率 

必须在高频大豆再生体系的建立上要有新的突破。 

本研究首次引入双 目标组织概念 (即一个外植体 同 

时具有子叶节组织和初生叶节组织 )进行 了高频植 

株再生研究 ，目的就是建立新的高频大豆再生体系 ， 

从而为高效大豆转基因技术体系 的建立奠定基础 。 

由于子叶节组织和初生叶节组织是一个外植体上的 

两个不同组织，因此分别从这两个组织诱导出不定 

芽时，其再生频率或转基因效率就是两者之和。因 

此只要 能提 高从 双 目标 组织同时诱导不定芽 的效 

8  1  6  7  2  7  3  3  5  8  O O  7  5  2  7  

3  4  4  6  3  4  4  6  4  3  6  5  3  4 3  4  

5  8  O  5  5  8  O  5  5  8  O  5  5  8  O  5  

O  O  1  1  O  0  1  1  O  O 1  1  O  O  1  1  
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人．从 f叶节和初生叶节双目标组织诱导的不定芽，上箭头所指的是初生 

叶节部位，下箭头所指的是子叶节部位；B．从子叶节组织诱导的丛生芽 

图 1 从外植体诱导的不定芽 

率，就能提高再生频率。本试验初步研究结果表明， 

通过基因型的筛选、萌发阶段和诱导阶段 6一BA浓 

度(数据未列)的调节能够提高大豆再生频率，在所 

试的 5个品种中，合丰 25的不定芽诱导率最高，可 

达 121．9 ，这为高效大豆转基因技术体系建立的 

研究提供了参考。但研究过程中也发现，提高子叶 

节组织不定芽诱导率 时，初生叶节组织不定芽诱导 

率下降；反之亦然，这使总的再生频率未能得到较大 

幅度的提高。因此，如何同时提高双 目标组织不定 

芽诱导率还有待进一步深入研究。 
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