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马铃薯悬浮细胞培养体系构建的研究进展

时九明，龚瞡晖，陈　璐，王馨敏，晏铭英，郭鹏辉

（西北民族大学 生命科学与工程学院，甘肃 兰州７３０１２４）

摘要：马铃薯悬浮细胞培养体系在马铃薯应用研究中尤为重要，是进行马铃薯育种学研究、基因工程研究的

基础。其中构建细胞培养体系可大致分为４个过程，即外植体选择、愈伤组织培养、愈伤组织继代、悬浮细胞

培养体系构建。本文着重对马铃薯悬浮细胞培养体系建立及其在培育新品种、脱毒薯培育、构建马铃薯种质

资源基因库和应用生物转化反应器方面的应用进行阐述分析。

关键词：马铃薯；细胞悬浮培养；组织培养

　　植物细胞悬浮培养是将植物活体组织或离体

组织培养物如愈伤组织、胚状体等转至合适的液

体培养基中，置于特定转速的摇床上进行振荡悬

浮培养，经过周期的继代培养和筛选后形成稳定

均一的悬浮细胞系［１］，由于其为单细胞系及微小

细胞团，具有良好的分散性，故被应用于生理学、

细胞学、分子生物学的研究等。悬浮细胞系可以

用于生产天然的植物成分［２］，可作为单细胞无性

系进行无性突变筛选，也可进行原生质体融合与
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培养，进行原生质体育种。

马铃薯（犛狅犾犪狀狌犿狋狌犫犲狉狅狊狌犿 Ｌ．），属双子叶

植物纲，茄科，茄属，马铃薯亚属，一年生草本植

物。其栽培历史悠久，最早起源于秘鲁玻利维亚

地区。于１６世纪传入中国，距今已有４００多年的

栽种历史［３］。马铃薯作为一种喜低温植物［４］，能

在８℃时快速生长，２１℃为其地上植株部分最适

温度。马铃薯不仅是主要的粮食作物，还是大宗

蔬菜，牲畜饲料以及重要的加工原料［５］。到目前

为止，世界上大面积种植马铃薯的国家有１５０多个，

２０１７年全球马铃薯种植总面积达１９０１．３７万ｈｍ２

（图１），产量高约达３．８４亿ｔ。中国是全球第一

大马铃薯生产国，２０１８年中国马铃薯种植总面积

达４７５．８０７万ｈｍ２，且总产量达１７９８．３８万ｔ（图

２、图３）。

马铃薯为无性繁殖作物，在生产中易染病，

遭微生物侵染，如卷叶病、Ｘ病毒、纺锤类块茎
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注：数据来源于ＦＡＯ。

图１　２０００－２０１７年全球马铃薯种植面积

注：数据来源于国家统计局。下同。

图２　２０１３－２０１８年中国马铃薯总种植面积

图３　２００９－２０１８年中国马铃薯总产量

病毒等，种类多达４０余种。随着马铃薯种植面积

的不断扩大和需求量的提升，每年因其种质未脱

毒而减产约２０％，造成大量的经济损失。虽然欧

洲一些国家自２０世纪５０年代就开始对马铃薯的

脱毒情况进行研究，至６０年代末，美英等国先后

建立了马铃薯脱毒种薯生产体系。目前，美国、法

国、加拿大等国都采用茎尖脱毒培养技术进行脱

毒薯培育。相对而言，我国对于马铃薯脱毒方面

的研究起步较晚，目前集中在马铃薯脱毒试管苗、

马铃薯脱毒微型薯、马铃薯悬浮细胞培养体系等

方面的研究（表１）
［６８］。

表１　不同脱毒方式对比

脱毒方式 优点 缺点

马铃薯试管苗 保证品质、减少环境有害物质影响、维持种薯质量 宏观筛选、依赖原种，种质质量差，商品性低、产量低，

无新品种产生

试管薯 实用价值高、繁殖速度快、体积小、便于贮藏、运输、可以

周年生产

宏观筛选、依赖原种，种质质量差，商品性低、产量低，

无法培育新品种

植物细胞悬浮培养 单细胞及微小细胞团、可进行无性变异系筛选、可进行

原生质体育种

对培养环境要求较高如剪切力，光照等、细胞代谢产

物尚未全部明确

　　因此，通过构建马铃薯悬浮细胞培养体系，一

方面利用组培快繁技术对其悬浮细胞进行诱导，

形成再生植株，同时在此基础上诱导体细胞胚的

发生，用以制备人工种子，获得更为优良的品种；

另一方面，可作为原生质体进行基础理论研究，原

生质体既是研究细胞功能的一种理想的遗传拓展

材料，也是外源基因遗传转化的良好受体，在细胞

融合、杂交育种等方面更具优势。

故本文详细阐述了马铃薯悬浮细胞培养体系

的建立及其在培育新品种、脱毒薯培育、构建马铃

薯种质资源基因库等方面的研究进展，以期为后

续研究提供参考。

１　马铃薯细胞悬浮培养

１．１　马铃薯细胞悬浮培养的建立过程

１．１．１　外植体的选择与愈伤组织诱导　马铃薯

品种较为广泛，将不同品种的马铃薯作为外植体，

会产生不同的影响。我国各地区的马铃薯品质差

异较明显，细胞活力差距较大，对培养环境的要求

不同，存在基因型差异。故对悬浮细胞培养系的

２２１
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建立有着较为显著的影响。

以马铃薯茎尖为外植体，因其生长过程中只

有根尖和茎尖积累的病毒最少，特别在最尖端的

部位，几乎没有病毒的存在。因此，在植物组织培

养过程中，如果将尖端组织部位作为外植体的采

集点，就有可能达到非常理想的脱毒效果［９］。通

常在显微镜下通过剪切的方式保留１～２ｍｍ茎

尖，茎尖保留的长度与其活力直接相关，刘江娜

等［１０１１］在研究中指出，剥取１～２个叶原基对脱毒

率有较好的保证，且成苗率较高，仅剥取１个叶原

基会因成苗率较低而影响脱毒效果。

近年来超低温诱导法越来越被广泛接受，通

过超低温使病毒体内的液态物质形成冰晶，刺破

病毒，从而达到脱毒效果，又因茎尖分生区的生长

点不含液态物质，从而可较好地保证成苗率与脱

毒效果［１２］。但超低温疗法受感染病毒的种类和

宿主品种的影响，不同宿主的脱毒率不尽相同。

但在数据上，超低温疗法的脱毒率显著高于茎尖

分离培养法。利用３种超低温疗法，成功脱除

ＰＬＲＶ和ＰＶＹ，得到８３％～８６％ＰＬＲＶ脱毒率和

９１％～９５％ＰＶＹ脱毒率，而利用茎尖脱毒培养

法，只得到５６％ＰＬＲＶ脱毒率和６２％ＰＬＶ脱毒

率［１３］。故超低温疗法的脱毒率显著高于茎尖培

养法。此外植物生长年龄对愈伤组织的培养效果

也存在影响［１４］，生长年龄较小的外植体拥有较强

的再生能力，且突变率较低。

１．１．２　愈伤组织的培养过程　因植物细胞具有

全能性，即一个细胞经分裂和分化后仍具有形成

完整有机体的潜能或特性，植物细胞分化出的松

散的、不规则细胞团即为愈伤组织。其质量的好

坏直接影响着后续试验进行。根据试验观察，普

通的马铃薯以茎尖为外植体形成愈伤组织的时长

一般为２１～２８ｄ，呈深棕色，蓬松状，０．５ｃｍ左

右。愈伤组织的培养过程与培养基、环境条件和

无菌操作密切相关。

培养基的浓度对愈伤组织培养至关重要，不

同浓度培养基对其生长速度、愈伤组织软硬度等

具有影响。常见为１／４ＭＳ培养基、１／２ＭＳ培养

基和 ＭＳ培养基。史滟等
［１５］通过对培养基的

试验发现，１／４ＭＳ培养基所培养的愈伤组织为软

愈伤组织，而１／２ＭＳ培养基所得愈伤组织都为较

硬愈伤组织。并且，根据试验结果来看，相同激素

条件下，１／２ＭＳ培养基愈伤组织生长速率显著慢

于１／４ＭＳ培养基。

激素对愈伤组织有着促进作用，主要 ＮＡＡ、

６ＢＡ、２４Ｄ、ＫＴ、ＧＡ３等几种植物生长调节剂。

其用量的大小直接决定着愈伤组织培养的效果。

柴瑞娟等［１６］在试验中指出，较低质量浓度的生长

激素对马铃薯愈伤组织有着较显著的促进作用，

当 ＮＡＡ 与 ６ＢＡ 各 达 到 最 大 值 时，分 别 有

２２．２２％和４１．１１％的出愈率。结果显示，在适量

的范围内激素对愈伤组织有显著促进作用，但随

着激素浓度的增加，此种促进作用效果减弱。

１．１．３　愈伤组织继代次数对细胞悬浮培养物质

的影响　愈伤组织培养过程中或一段时间后，需

要不断进行继代，因在细胞生长过程中会不断产

生代谢废物，这些代谢废物会抑制愈伤组织的生

长甚至使其褐化，且培养基的营养物质在一段时

间后被消耗量较大，不足以支持愈伤组织的生长。

一般为５～７ｄ继代１次。杨春等
［１７］在试验中指

出愈伤组织的生长速度和质量与继代次数呈正相

关，且其在试验中继代的频率为２５～３０ｄ，不同于

常用频率，为一般频率的４倍。但其试验结果显

示，此频率愈伤组织生长良好，亦可有较为良好的

试验结果。

张宁等［１８］研究结果表明，一般经过１～３次

继代的细胞团在液体培养基中分散性是最好的，

细胞分裂旺盛。镜检表明这些细胞约８０％～

９０％以上形状呈圆形或椭圆形，细胞较小，胞质浓

厚。６代以后的愈伤组织建立悬浮培养系已不再

适宜，由于多次继代的愈伤组织本身发育为硬质

地的板块状或颗粒状，质地不够松散，并出现异质

３２１
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性克隆，如部分褐化、老化等，约７５％以上的细胞

老化，形状变为不规则或长条形或柱状，分裂能力

和以后的分化能力严重丧失，难以由此类愈伤组

织建立细胞培养系［１９］。

１．２　马铃薯悬浮细胞培养体系的建立

选用色泽新鲜、生长旺盛、质地疏松且增殖率

高的淡黄色愈伤组织，以构建悬浮细胞系，因此愈

伤组织在悬浮培养中分散程度好
"

单细胞多，细

胞分裂旺盛，细胞体积较小，适于进行悬浮培养。

杨帆［２０］在试验中以色泽鲜艳的愈伤组织２ｇ为材

料，用镊子夹碎，将分散的小块细胞团置于５０ｍＬ

三角瓶中，且三角瓶中放置约２０ｍＬ液体培养

基，其成分为 ＭＳ＋２ｍｇ·Ｌ
１２，４Ｄ＋１．０ｍｇ·Ｌ

１

ＮＡＡ＋２５０ｍＬＣＨ＋３％蔗糖，接种后于１２０ｒ·ｍｉｎ１，

２４℃下摇床上黑暗培养，每５ｄ继代１次。此后

定期继代，即可获得稳定的马铃薯悬浮细胞培养

体系。同时房江育［２１］在试验中指出悬浮培养中，

初期细胞生长十分缓慢，１４～２１ｄ后细胞分裂加

快，分散程度增加，周缘细胞的细胞质浓厚，分裂

旺盛且生长曲线呈“Ｓ”型。

摇床转速也会影响悬浮细胞的培养。一般摇

床转速控制在９０～１２０ｒ·ｍｉｎ
１，转速过高会造成

细胞破碎，过低会因氧气不足造成愈伤组织的过

早死亡。当然也有特殊情况，如草珊瑚悬浮细胞

培养的最佳摇床转速为 ４０ｒ·ｍｉｎ１，在接近

１００ｒ·ｍｉｎ１的转速下几乎难以存活
［２２］。

２　马铃薯细胞悬浮培养体系的应用

２．１　培育新品种

植物通过离体培养可获得变异的无性细胞

系。特别是来源于单个细胞系统的群体更易获得

无性细胞变异系。但是，原生质体培养成株的技

术比较复杂，通过单细胞的培养，可以在细胞水平

上筛选出合乎需要的突变细胞系，然后再生成具

备理想特性的植株。为此，首先必须建立细胞悬

浮培养系统。魏彩霞［５］在其试验中，以紫色马铃

薯 ＧＳＡＰＨ、原始栽培品种 ＮＤＫ４７３３等为材

料，探讨了稳定的悬浮细胞原生质体解离、纯化培

养及融合体系，通过对培养成功的紫色马铃薯悬

浮细胞与原始栽培品种ＮＤＫ４７３３进行分离，得

到单细胞，并对其原生质体进行解离，纯化，最后

通过聚乙二醇法使二者原生质体融合，成功得到

高产的紫色二倍体马铃薯细胞，其成品含大量蛋

白质、氨基酸和花青素等，甚至具有抗氧化、抗突

变和抗癌作用。通过对此细胞的培养与诱导，便

可一定程度上获得新品种马铃薯，进行育种学研

究。如将紫色二倍体马铃薯的细胞原生质体与脱

毒高产易种植马铃薯原生质体融合，建立紫色高

产马铃薯悬浮细胞培养系，获得新马铃薯品种，且

其高产的性质会大大提高紫色马铃薯的商品性，

对各种地形地貌的高适应性也会大大提高该品种

马铃薯的流通性，即可以大面积推广种植，从而得

到产量巨大的优质紫色二倍体马铃薯，在一定程

度上可以革新马铃薯种植方向。

２．２　脱毒薯培育

以悬浮细胞培养体系为基础还可以进行试管

苗的培养，通过对悬浮培养细胞的诱导，可获得马

铃薯试管苗，此种试管苗为脱毒苗，无常见的马铃

薯Ｘ病毒、Ｙ病毒、卷叶病、微生物等感染，可大

幅度提高单位面积产量与马铃薯的商品性，对试

管苗进行诱导还可以获得微型脱毒马铃薯的种

薯，微型马铃薯是近年来的研究产物，较传统马铃

薯种薯相比，具有高产、抗病等优势。

２．３　构建马铃薯种质资源基因库

长期以来，基因库贫乏、品种单一以及病毒积

累引起的退化直接阻碍着马铃薯生产的发展。体

细胞无性变异是除有性杂交和理化诱变之外的又

一个变异来源，尤其是将它与理化诱变相结合，可

使低频率的突变得以表现和筛选，从而大大提高

人工诱变效率，有效拓宽马铃薯基因库通过建立

马铃薯细胞悬浮培养体系，可以获得稳定的马铃

薯单细胞，并以此为试验平台，在细胞水平上通过

诱变剂进行筛选，进而得到有益突变体进行改良。
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在生物化学研究中，可以此为平台，进行生物代谢

循环途径的研究、遗传操作中的选择标记、基因突

变位点的分析和遗传转化系统的建立。在上述遗

传变异或诱变过程中，使用高质量的单细胞悬浮

培养系，是很理想的试验和实践系统，在一定程度

上使马铃薯的育种程序微生物化，可大大提高选

择效率，节省时间和试验面积，并且不受季节限

制。如上文中提到的紫色二倍体马铃薯，其具有

抗突变、抗氧化和抗癌变的特性。因此品种特性

必然通过萜类物质或某些植物蛋白的分泌起到作

用。则可进行人工定向筛选，以不断筛选传代培

养、再筛选的方式，获得萜类或蛋白分泌量较高的

马铃薯品种，进而获得新的马铃薯基因型，从而达

到丰富马铃薯基因库和获得新品种的目的。

２．４　应用生物转化反应器

植物细胞可视作为一种生物催化剂，以其丰

富的资源和操作方便的可利用性，近年来引起了

生物学家和化学家的广泛注意。最近，许多研究

集中在植物细胞悬浮培养进行生物转化的方面。

在这些研究中，选择合适的植物细胞和培养基，就

能够把充足的、价廉的物质转化为更有用的化合

物。龚加顺等［２３］将白花曼陀罗嫩茎形成稳定的

悬浮培养细胞后，加入经无菌过滤得乙醇水溶液

溶解的对羟基甲醛，在一定的条件下，避光培养

１５ｄ，成功地将对羟基苯甲醛转化为天麻素，并得

到由对羟基苯甲醛生成天麻素的转化中间体对羟

基苯甲醇马铃薯悬浮细胞培养系也可通过类似的

方式建立转化反应，马铃薯细胞内含有大量的淀

粉，是可为转化反应提供反应底物和能源。

３　展望

随着技术的不断提高，建立马铃薯悬浮细胞

培养体系，并以此为基础试验体系进行研究，逐渐

成为常用的研究方式。并通过此方式对马铃薯品

种进行优化，如马铃薯底西瑞品种［２４］。但马铃薯

悬浮细胞培养还存在着一些问题，如不同种类培

养基对不同品种马铃薯悬浮细胞培养体系的促生

情况，不同激素和不同激素浓度对不同品种马铃

薯悬浮细胞生长的诱导效果，愈伤组织配型甄别，

植物细胞培养中普遍存在褐化现象及培养过程中

的胚性下降［２５］，悬浮细胞培养系中细胞浓度检测

技术和马铃薯悬浮细胞培养系建立过程上的技术

改良。

故应着重研究以下５个方面，以建立规模化

马铃薯悬浮细胞培养系与工业化应用：一是胚性

愈伤组织与褐化现象的关系；二是细胞悬浮系的

单细胞的分离培养效率尚待提高；三是进行马铃

薯单细胞系的大规模诱变与筛选；四是原生质体

融合以丰富马铃薯品种；五是探索并掌握植物细

胞次生代谢信号调控机制，合理、准确地调控悬浮

细胞生长和代谢［２６］。

同时，马铃薯作为重要的粮食经济作物，在贫

困地区的脱贫攻坚战略上有着重大的作用，２０１６年，

陕北定边县马铃薯种植面积６．２９万ｈｍ２，产量

１２．４６万ｔ，分别占到当地粮食作物面积和产量的

５６．８７％和４７．７５％；２０１５年，陕南紫阳县马铃薯

播种面积１．４０万ｈｍ２，总产量３．５９万ｔ，分别占

到当地农作物总面积和粮食总产量的３３．０８％和

３２．２３％。马铃薯占到贫困县定边和紫阳其他农

产品种植面积和产量的１／３以上
［２７］，是两县脱贫

攻坚战的重要经济作物。在马铃薯品种改良上打

好脱贫攻坚大有可为。可通过建立细胞悬浮体系

的方式，进行品种的选育、改良等工作，并以此为

基础，构建当地特色马铃薯脱毒品种繁育体系，并

发展其他优良品系的马铃薯，以此达到产业化的

马铃薯种薯基地，实现地区的脱贫致富。
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