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摘 要：土壤盐碱化是影响植物生长和分布、限制粮食产量的主要非生物胁迫因素。本研究通过农杆菌介导的大豆子叶

节遗传转化技术将羊草 LcVHA基因转入栽培大豆品种 Bert中，以提高大豆耐碱性。共侵染外植体 4000个，转化植株经分

子检测获得了阳性植株 108株，转化率为 2.7%。转基因植株中外源基因拷贝数为 1~5个，单拷贝率为 21%。耐碱试验结

果表明，转基因植株在碱胁迫（300 mmol/L NaHCO3）下生长较好，耐碱性和农艺性状显著高于非转基因对照植株。本研

究共获得了 23份耐碱转基因大豆，为耐碱转基因大豆育种提供了新材料。
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Abstract：Soil salinization is the main abiotic stress factor that affects plant growth and distribution and limits grain
yield. In this study, LcVHA gene obtained from Leymus chinensis was transferred into cultivar Bert through
Agrobacterium-mediated soybean cotyledon node transformation system to improve the alkali tolerance of soybean.
Together with PPT resistance selection, the transgenic plants were confirmed by PCR detection, southern blot, RT-
PCR analysis and Quick PAT/bar strip detection. A total of 4,000 explants were infected. 108 transgenic plants with
LcVHA gene were obtained by molecular detection. The conversion rate was 2.7%. The copy number of foreign gene
in transgenic plants varied from 1 to 5, and the single copy rate was 21%. The results for alkali tolerance test showed
that the transgenic plants under alkali stress (300 mmol/L NaHCO3) grew better than the non-transgenic control
plants, and the alkali tolerance of transgenic soybean was increased. In this study, total 23 alkali resistant transgenic
lines were obtained, which provided new materials for the soda alkali resistant transgenic soybean breeding.
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土壤盐碱化是土地退化的主要原因，它会威

胁作物的正常生长，阻碍土地资源的有效利

用 [1-2]。吉林省盐碱地面积 96.90万公顷，盐碱土

类型主要为苏打型盐碱土，盐分组成以 Na2CO3、
收稿日期：2019-12-31
基金项目：转基因生物新品种培育重大专项（2016ZX08004002）
作者简介：任鹏飞（1993-），男，在读硕士，主要从事植物生物技

术研究。

通讯作者：于志晶，女，硕士，副研究员，E-mail: yuzhijing0001@
163.com
马 瑞，男，博士，研究员，E-mail: ruimaa@126.com

NaHCO3为主，交换性钠占比较高，土壤 pH值通常

高于 8.5，在重盐碱地甚至达到 9.0~11.0[1，3-4]。研

究表明，土壤盐碱化导致土壤孔隙度降低、土壤更

坚实、透水性减弱、土壤肥力下降，进而使植被退化

和植物生产力下降[5]。因此，培育耐盐碱作物新品

种对于粮食增产和环境改善具有重要意义。

大豆是东北地区重要的经济作物，土壤盐碱

化给大豆生产带来严重威胁 [6-7]。通过基因工程

技术将耐盐碱基因导入大豆材料是提高大豆耐盐

碱性的一种有效途径。曹甜甜等 [8]将 TvNHX1基
因导入大豆中使大豆耐盐碱能力提高，林凡敏
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等 [9]对转耐盐碱基因 GsGST14大豆株系进行调查

发现转基因大豆株系在农艺性状上并未产生较大

不良变异，应用前景良好。盐、碱对植株生长有

不同程度的影响，目前关于植物耐碱性的研究相

对 较 少 [10]。 V-ATPase（The vacuolar type H+-
ATPase）是一类重要的液泡膜质子泵，参与液泡

中稳态的调节和多种代谢途径过程，甚至能影响

植物细胞寿命 [11-12]。研究表明，V-ATPase在液泡

膜上进行反应形成电化学梯度，增强了液泡对

Na+等碱金属离子的吸附作用，从而减轻了植物体

在盐碱条件下离子胁迫对植物细胞造成的伤害，

在缺乏 V-ATPase的植物突变体中，叶肉液泡内的

质子浓度变低，生长发育迟缓现象明显 [12]。

本研究通过农杆菌介导的大豆子叶节遗传转

化技术将羊草 VHA基因转入大豆栽培品种 Bert
中，为耐碱大豆新品种培育提供育种新材料。

1 材料与方法

1.1 植物材料

本研究所用大豆材料 Bert、目的基因 LcVHA
（羊草质子泵 H+-ATPase基因）和植物表达载体

pTF101均由吉林省农业科学院农业生物技术研

究所提供。植物表达载体 pTF101以 bar基因作为

标记基因。 bar基因编码的草铵膦乙酰转移酶

（Phosphinothricin N-acetyltransferase, PAT）可以使

草铵膦乙酰化，从而使植株获得除草剂 PPT（Phos‐
phinothricin monoammonium salt）抗性。

1.2 大豆遗传转化和抗性植株筛选

大豆遗传转化过程：使用 XbaⅠ和 EcoRI双酶

切，将目的基因 LcVHA 连接在植物表达载体

pTF101上，构建植物表达载体 pTF101-LcVHA（图

1），用冻融法 [13]将此载体导入农杆菌 EHA101中，

进行大豆的遗传转化。大豆的遗传转化方法参照

于志晶等 [14]方法。待根系生长健全，炼苗后移栽

至土壤中。幼苗长至第 3对三出复叶完全展开

后，喷洒除草剂（PPT，240 mg/L），筛选抗性植株。

对 T0代抗性植株分单株收获，播种。

1.3 转基因植株的分子检测

取 T3代转化植株叶片，使用 bar试纸条（Envi‐
roLogix）检测阳性植株。用 CTAB法提取阳性植株

叶片基因组 DNA进行 PCR，LcVHA基因正向引物

5´-ACCTCCTCGGATTCCATTGC-3´和反向引物 5´-
GCGATGATGAGGCCGTAGAT-3´，产物为 540 bp，
bar基因正向引物 5´-GCACCATCGTCAACCACTAC
ATCGAG-3´ 和 反 向 引 物 5´-
TGAAGTCCAGCTGCCAGAAACCCAC-3´，产物 441
bp。引物由长春联博商贸有限公司合成。PCR反
应体系为 25 µL，扩增反应程序：94 ℃，5 min；
94 ℃，30 s；Tm，30 s，72 ℃，30 s，30个循环；72 ℃，

5 min。PCR产物经 1%琼脂糖凝胶电泳后用凝胶

成像仪分析。对 PCR阳性植株进行 Southern杂
交。Southern杂交采用罗氏公司地高辛标记试剂盒

（I型），具体操作过程根据试剂盒说明书进行。所

用DNA marker购自全式金公司。使用全式金公司

EasyPure® Plant RNA Kit试剂盒进行大豆总 RNA
分离和纯化。用 TransScript® One-Step gDNA Re‐
moval and cDNA Synthesis SuperMix 试剂盒合成

cDNA。进行 RT-PCR，LcVHA 基因正向引物 5´-
TGTTCAGCGGAGATGAGACG-3´和反向引物 5´-
TCCCACGATGAGACCGTAGA-3´，产物为 446 bp，
GmActin基因正向引物 5´-TTCCCAGCATTGTAGGT
CG-3´和反向引物 5´-ACACGAAGCTCATTATAGA
AGGTAT-3´，产物 138 bp。用大豆内参基因 GmAc⁃
tin作为对照。具体方法参照试剂盒说明书。

1.4 转基因植株耐碱性鉴定

选取经检测为单拷贝的 T3代转基因大豆和非

转基因大豆分别种到土壤中，30 d后，挑选生长健

壮一致的幼苗各 100株用含有 300 mmol/L NaHCO3
营养液浇灌；40 d后观察，单株受害叶面积达 50%

图 1 植物表达载体 pTF101-LcVHA的 T-DNA区示意图

表 1 本试验大豆农艺性状测定标准

性状

株高

主根长

结荚高度

主茎节数

分枝数

单株荚数

3粒荚数

单株粒数

单株生产力

百粒重

测定标准及统计方法

子叶痕至植株顶端生长点的高度，单位：cm。分为

五级，高：91 cm以上，较高：81~90 cm，中等：61~80
cm，较矮：41~60 cm，矮：40 cm以下

植株出土位置到主根最远点长度，单位：cm
子叶痕到最低结荚部位的距离，单位：cm

从子叶痕上一节到植株顶端的茎节数，单位：个

主茎上的有效分节数，有效分枝至少有2个及以上

节数，不计二次分支，单位：个

单株上的有效大豆荚个数，单位：个

单株上所结3粒荚的个数，单位：个

单株上所结全部籽粒个数，单位：个

单株上全部籽粒重量，单位：g
随机选取完整成熟豆粒100粒称重，两个重复，两次

相差不超过0.5 g，单位：g
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或有 3片及以上绿叶枯萎即为碱害植株；150 d
后，参考莫金钢 [15]的农艺性状测定标准对大豆进

行考种（表 1）。
1.5 数据分析

使用 SPSS 22进行数据统计和分析。在 P<
0.05和 P<0.01水平上，采用 t检验进行差异显著性

分析。再生率=（阳性转化植株数/侵染外植体总

数）×100%；转化效率=（阳性转基因植株数/侵染

外植体总数）×100%；单拷贝率=（单拷贝转基因植

株数/阳性转基因植株数）×100%；碱害率=（碱害

植株数/植株总数）×100%。
2 结果与分析

2.1 大豆遗传转化和PPT抗性植株的筛选

通过农杆菌介导的大豆子叶节遗传转化技术

（图 2）共侵染外植体 4000个，获得转化幼苗 156
株，植株再生率为 3.9%。

2.2 转基因植株分子检测

bar试纸条检测（图 3A）表明 Bar蛋白在转基

因植株中表达。转基因植株 PCR（图 3B）和 South‐
ern杂交（图 3C）结果表明 LcVHA基因已转化到大

豆基因组中。Southern杂交中，外源基因拷贝数

为 1~5个。RT-PCR结果（图 3D）显示 LcVHA基因

在转基因植株中有表达。本研究获得阳性转基因

植株 108株，转化率为 2.7%，单拷贝阳性植株有

23株，约占阳性转基因植株的 21%。
2.3 耐碱试验

在 300 mmol/L NaHCO3胁迫下，转基因植株碱

害率约为 21%，非转基因植株碱害率约为 53%，转

基因植株耐碱能力增强。碱胁迫后，非转基因植株

生长受到明显抑制，植株高度比转基因植株矮（图

4）。对转基因植株和非转基因植株考种结果如表

2所示，与非转基因植株相比，转基因植株株高和

结荚高度分别增加了 30%和 33%，达到显著水平

（P<0.05），这是由于苗期碱胁迫极大地抑制了非转

基因植株的生长。表明转基因植株在碱胁迫中生

a b c

d e f

ig

注：a. 种豆；b. 共培养；c. 不定芽诱导；d. 继代培养；

e. 芽伸长；f. 转化幼苗；g. 幼苗生根；

h. 左边为阳性转化植株，右边为阴性转化植株

图 2 大豆遗传转化过程示意图

注：A. bar试纸条检测；B. PCR检测；C. Southern杂交；D. 转基

因植株和非转基因植株 RT-PCR结果。LcVHA：目的基因；bar：

bar基因；GmActin：大豆内参基因；M：DNA marker；+：阳性质

粒；-：非转基因植株；H2O：水；1~5：转基因植株

图 3 转基因植株 LcVHA基因和 bar基因的分子检测

注：A. 苗期植株表型（70 d）；B. 成熟期植株表型（150 d）
图 4 转 LcVHA基因大豆植株耐碱性鉴定（300 mmol/L

NaHCO3）

表 2 转 LcVHA基因大豆植株和非转基因植株

农艺性状对比

项目

株高（cm）
主根长（cm）
结荚高度（cm）
主茎节数（个）

分枝数（个）

单株荚数（个）

3粒荚数（个）

单株粒数（个）

单株生产力（g）
百粒重（g）

注：表中数值为 3个重复“平均数±标准差”。“*”表示差异显著

（P<0.05），“**”表示差异极显著（P<0.01）

转基因植株

68.43±3.26*
32.57±2.59
4.40±0.36**
16.33±1.53**
5.67±1.15
20.33±4.04
5.00±1.00
43.33±7.23*
8.70±1.32
20.13±0.35*

非转基因植株

48.20±2.46
26.73±1.42
2.93±0.38
12.67±1.53
3.33±2.31
34.67±5.03
14.33±4.04
70.00±2.00
10.86±1.18
15.50±1.45
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长更好。转基因植株分枝数较多，单株生产力较

小。单株荚数、3粒荚数较少，单株粒数下降 38%，
但是百粒重增加了 23%，达到显著水平（P<0.05）。
3 讨 论

提高转化效率一直是基因工程中的一个难

点 [16-19]。本研究使用农杆菌介导的大豆子叶节遗

传转化技术，转化率为 2.7%，相对较低 [14, 16]。转化

植株经过 PPT抗性筛选、bar试纸条检测、PCR和
Southern杂交鉴定，结果表明 LcVHA基因已转入大

豆基因组中。转基因植株中外源基因拷贝数为

1~5个，单拷贝率为 21%。结荚高度是影响大豆

产量的重要间接因素 [20]。耐碱试验结果表明，转

基因植株的耐碱性有了显著提高，转基因植株在

碱胁迫下能保持较好生长。转基因植株的株高和

结荚高度显著升高，百粒重显著增加（P<0.05）。
V-ATPase c亚基主要存在于液泡膜上，也可能出

现在内质网和高尔基体膜上参与物质运输，是 V-
ATPase中 V0结构不可缺少的重要组成部分 [21-25]。

研究表明，V-ATPase c亚基环与 a亚基组成一个

可供质子通过的质子选择性通道，直接负责质子

的结合和跨膜结构转运，其相关基因的过表达可

以增强转基因植株 V-ATPase活性 [26-27]。在已有研

究中，V-ATPase c亚基的功能研究大多偏向于提

高植物耐盐能力 [28-30]。丁晗等 [31]研究发现野生玫

瑰 RrVHA-c基因在盐胁迫下转录水平的变化对野

生玫瑰的耐盐性有着重要作用。周爱民等 [28]对拟

南芥和星星草 V-ATPase c亚基基因的研究中，

PutVHA-c和 AtVHA-c基因通过提高 V-ATPase活
性来加快胞内囊泡的运输，在盐胁迫中发挥作

用。本研究首次将 V-ATPase c亚基基因导入栽

培大豆中，并获得耐碱大豆转基因新材料。

综上所述，本研究将羊草 VHA基因通过农杆

菌介导遗传转化法转入大豆栽培品种 Bert中，共

侵染外植体 4000个，获得阳性转基因植株 108株。

经分子检测和耐碱试验分析，LcVHA基因成功导

入大豆中并表达，转基因大豆的耐碱能力高于对

照。本研究获得了 23份耐碱效果较好的转 LcVHA
基因大豆新材料，为耐碱转基因大豆新品种培育

奠定了较好的基础。
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6.40~7.96 kg/kg的研究结果略高。缓释肥处理能

显著提高氮肥偏生产力和氮肥农学效率，与普通

化肥处理 CF相比，SRF0.8、SRF0.9、SRF氮肥偏生

产力分别提高 20.66%、15.35%、12.69%，氮肥农学

效率分别提高 11.65%、24.19%、38.97%。
综上所述，相同施肥量条件下，缓释肥处理

SRF，花生叶片 NR活性、根系活力均显著优于普

通化肥处理 CF，荚果和籽仁产量、肥料利用效率

均显著高于普通化肥处理 CF。缓释肥减量处理

SRF0.9，生长指标及产量表现都高于普通化肥处

理 CF，但差异不显著。缓释肥减量处理 SRF0.8，
各项生理生长指标及产量均低于普通化肥处理

CF，但差异不显著。因此，SRF0.9处理的施肥量

是该试验条件下的最佳缓释肥施用量，继续减量

则影响麦茬花生的生长发育和产量提高。试验表

明，缓释肥 SRF、SRF0.9处理施用量可代替相同施

用量的普通化肥。从夺取高产的角度考虑，可以

优先选用缓释肥 SRF的施肥量；从减肥增效的角

度考虑，可以优先选用缓释肥 SRF0.9的施肥量。
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