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摘要:为建立马铃薯植株的离体再生体系,以“费乌瑞它”为材料,开展了不同激素配比对试管苗的继代、愈伤组织诱

导及分化的影响研究.结果表明,试管苗继代培养适宜的激素配比为６ＧBA０．２０mg􀅰L－１＋NAA０．５０mg􀅰L－１＋
ZT０．５０mg􀅰L－１,生根率７５％,平均苗高２．７５７cm;茎段愈伤组织最佳诱导激素配比为 NAA１．５０mg􀅰L－１＋
２,４ＧD１．００mg􀅰L－１＋６ＧBA０．５０mg􀅰L－１,诱导率达到９２．００％;使用相同的激素组合诱导茎段和叶片愈伤组

织,诱导率分别为８９．６６％和７１．４４％;愈伤组织分化最优激素配比为６ＧBA１．００mg􀅰L－１＋GA３１．００mg􀅰L－１＋
ZT１．００mg􀅰L－１,分化率为３３．３３％.初步建立的马铃薯“费乌瑞它”植株的离体再生体系可用于后续马铃薯遗

传转化及基因编辑研究.
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　　马铃薯为第四大粮食作物,我国是世界上马

铃薯种植面积最大的国家,在保障国家粮食安全

方面具有重要的作用.培育高产、稳产、优质及抗

性好的新品种一直是马铃薯育种界的努力方向,
但由于我国马铃薯种质资源的遗传基础比较狭

窄,使得利用传统有性杂交等常规育种手段对马

铃薯遗传改良的效果有限.随着植物转基因和基

因编辑技术的发展,应用基因编辑技术开展马铃

薯品种遗传改良已成为马铃薯分子育种的一个主

要研究方向[１Ｇ２].应用基因编辑技术开展马铃薯

研究的前提是建立起高效的马铃薯植株离体再生

和遗传转化体系.影响马铃薯植株离体再生体系

的因素较多,包括材料基因型、外植体种类和生理

状态、激素种类及配比、培养条件等[３Ｇ４].对于同

一马铃薯品种,培养基中的激素种类和浓度比例

对于愈伤组织诱导及分化具有重要的影响,前人

对不同激素配比对马铃薯愈伤组织诱导及分化的

影响进行了较为深入的研究[５Ｇ８].牛瑜琦等[９]研究

晋薯１６号品种植株再生体系时得到诱导愈伤组织

率效果最好的激素配比为６ＧBA１．５mg􀅰L－１＋
NAA＋０．５mg􀅰L－１,愈伤组织诱导率为８８％,且
后期没有发生褐化现象;愈伤组织分化率最高的激

素配比为６ＧBA１．５mg􀅰L－１＋GA３２．０mg􀅰L－１＋
ZT１．０mg􀅰L－１,分化率为３２．６％,且分化速度

较快,１４d之后有较多的丛生芽产生.侯丁一

等[１０]以不同品种马铃薯块茎建立优化再生体

系,其中“费乌瑞它”品种最佳诱导培养基是IAA
１．０mg􀅰L－１＋６ＧBA１．０mg􀅰L－１＋GA３０．２mg􀅰L－１＋
ZT２．０mg􀅰L－１,诱导率为５８．３３％,愈伤组织分

化率最高的培养基配比为IAA１．０mg􀅰L－１＋
６ＧBA１．０ mg􀅰L－１ ＋GA３ ０．５ mg􀅰L－１ ＋ZT
２．０mg􀅰L－１,分化率为８４．１２％.而冯光惠等[１１]研

究表明“费乌瑞它”的愈伤组织分化率最高的培养基

配比为６ＧBA０．０７５mg􀅰L－１＋NAA０．０５mg􀅰L－１＋
GA３０．１０mg􀅰L－１,其诱导率为７５％,分化成苗率

为４７．５％.张冬梅等[１２]比较了“大西洋”品种的

茎段和叶片的愈伤组织诱导效果,茎段在 MS＋
６ＧBA０．２５mg􀅰L－１＋NAA０．４０mg􀅰L－１条件诱导率

达到９６．６７％,而叶片在 MS＋６ＧBA５．００mg􀅰L－１＋
NAA０．３０mg􀅰L－１条件下诱导率为７７．０４％,在

分化阶段茎段和叶片诱导的愈伤组织在 MS＋
６ＧBA５．００mg􀅰L－１＋NAA０．１０mg􀅰L－１＋GA３

１０．００mg􀅰L－１条件下,不定芽分化率均可达４０％
以上,分化出的芽多且较壮.对于同一马铃薯品

种,不同研究者所用外植体材料和培养条件不同,
愈伤组织诱导和分化所需的激素配比存在较大的

差距,因此有必要在前人的基础上继续探索植株

再生各个阶段最合适的激素配比.
马铃薯品种“费乌瑞它”是广东省等南方冬种

薯区主要的种植栽培品种,具有早熟、丰产和品质

好等优点,但存在抗病性较差的问题,可以进一步

应用基因编辑技术对其进行遗传改良.本文以马

铃薯“费乌瑞它”品种为研究对象,研究不同的激

０２
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素组合对其试管苗的继代、茎段诱导愈伤组织及

分化的影响,初步建立起高效的马铃薯植株再生

体系,为后续开展遗传转化和基因编辑技术提供

支持.

１　材料与方法

１．１　材料

马铃薯“费乌瑞它”的无菌试管苗,为惠州学

院生命科学学院植物组织培养室保存的材料.

１．２　培养基配制

以 MS为基础培养基,加入蔗糖３０g􀅰L－１、
琼脂８g􀅰L－１,根据不同的试验方案采用不同种

类激素和浓度进行配比,培养基配制后将pH 调

整为５．８,分装到不同的培养瓶后,放置在高压蒸

汽灭菌锅中灭菌后冷却备用.

１．３　试管苗继代

将生长良好马铃薯试管苗进行继代培养,在
超净工作台上将试管苗剪成约１．５cm小段,保留

１~２个腋芽接种于继代培养基,继代培养基根据

不同的激素组合,共设置６个处理(表１).将接种

后的材料放置在温度２４℃、光照时间为１６h、光照

强度为２０００~２５００lx条件下培养,１４d后统计

出芽时间、植株高度、长势、生根率等指标.
生根率(％)＝生根幼芽数/总外植体数×１００

表１　不同处理６ＧBA、NAA、ZT配比

处理
激素浓度/(mg􀅰L－１)

６ＧBA NAA ZT

A１ １．００ ０．７５ ０．５０

A２ ３．００ １．００ ０．７５

A３ １．５０ ０．５０ ０．７５

A４ ２．００ ０．７５ １．００

A５ ０．２０ ０．５０ ０．５０

A６(CK) ０ ０ ０

１．４　愈伤织织诱导

以 MS为基本培养基,选用６ＧBA、NAA 和

２,４ＧD３种激素,设置３种不同的浓度,按正交试

验设计,共设计９组激素配比组合(表２).选取

苗龄２０d的马铃薯继代苗茎段作为外植体,接种

到不同激素配比的培养瓶中,每个处理接种数９０个

以上,在培养室中黑暗培养,７d后观察愈伤组织

诱导生长情况,统计诱导率.
诱导率(％)＝愈伤化外植体数/总外植体数×１００

表２　不同处理６ＧBA、NAA、２,４ＧD配比

处理
激素浓度/(mg􀅰L－１)

NAA ２,４ＧD ６ＧBA

B１ ０．５０ １．００ ０．５０

B２ １．００ ２．００ ２．００

B３ １．５０ ３．００ １．００

B４ ０．５０ ２．００ ０．５０

B５ １．００ １．００ １．００

B６ １．５０ ３．００ ２．００

B７ ０．５０ ３．００ ２．００

B８ １．００ ２．００ １．００

B９ １．５０ １．００ ０．５０

１．５　不同外植体愈伤组织诱导对比

取继代后生长２０d的继代苗叶片、茎段,接种于

含有６ＧBA０．５０mg􀅰L－１、NAA１．５０mg􀅰L－１和２,４ＧD
１􀆰００mg􀅰L－１的培养基中诱导愈伤组织,在培养

室进行黑暗培养,在７d后观察愈伤组织生长情

况,统计诱导率.

１．６　愈伤织织分化

以 MS为基本培养基,选用６ＧBA,GA３ 和ZT
３种激素,按正交设计方法共设置９组激素组合

(表３),将茎段诱导的愈伤织织接种到不同组合

的激素配比的培养基中,接种后将材料置于培养

室中进行培养,３０d后统计出芽情况.
分化率(％)＝分化不定芽数/总外植体数×１００

表３　不同处理６ＧBA、GA３、ZT配比

处理
激素浓度/(mg􀅰L－１)

６ＧBA GA３ ZT

C１ １．００ ０．５０ ０．５０

C２ ２．００ １．００ １．００

C３ ３．００ ２．００ ０．７５

C４ １．００ １．００ １．００

C５ ２．００ ２．００ １．５０

C６ ３．００ ０．５０ ２．００

C７ １．００ ０．５０ ２．００

C８ ２．００ ２．００ １．５０

C９ ３．００ １．００ １．００

１．７　数据分析

采用Excel２０１０和DPS７．０５对数据进行统

计和计算分析.

１２
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２　结果与分析

２．１　不同激素配比对继代苗生长的影响

由表４可知,A１、A３和A５培养基中生长１４d
的继代苗平均高度均高于对照A６,其中A５培养

基中的继代材料６d开始出芽,生长良好,叶片多

且较大,生根率较高,为７５％;A１培养基同样６d
开始发芽,培养出的继代苗高度和植株长势都比

较良好,但继代苗的生根率较低,仅有１０％;而
A２培养继代效果最差,出芽时间最晚,８d才开

始出芽,不生根且长势差.

表４　不同激素配比对培养１４d继代苗生长的影响

处理 接种数/个 出芽时间/d 平均苗高/cm 生根率/％ 植株长势

A１ ２０ ６ ２．８４５ １０ 良好,叶片少较大,有愈伤组织

A２ ２０ ８ ２．３６２ ０ 较弱,叶片小较少,有愈伤组织

A３ ２０ ６ ３．０７４ １５ 良好,叶片大较多,有愈伤组织

A４ ２０ ７ ２．４３３ １５ 较弱,叶片小较多,有愈伤组织

A５ ２０ ６ ２．７５７ ７５ 良好,叶片多较大,有少许愈伤组织

A６(CK) ２０ ６ ２．５５７ ８０ 良好,叶片多较小,无愈伤组织

２．２　不同激素配比对愈伤组织诱导率的影响

茎段接种培养８d后,两端切口开始膨大变

粗出现乳白色,并逐渐向中部扩展.１６d 左右

时,切口处会长出肉眼可见的愈伤组织(图１).
由表５可知,９组激素配比的培养基均能诱导出

愈伤组织,其中以B９培养基诱导效果最佳,诱导

率达到９２．００％,且愈伤组织个体大,均匀,无褐

变情况.其次为 B１培养基,诱导率为９０．４３％,
但愈伤组织个体较小,且不均匀,存在褐变情况.
而B３和B６处理组愈伤组织诱导率较低,只有

７７．７８％和５９．８１％,说明高浓度的激素组合并不

利于诱导愈伤组织.

图１　生长８d的茎段愈伤组织(左)、生长１６d的茎段愈伤组织(右)

表５　不同激素及配比对马铃薯茎段诱导愈伤组织的影响

处理 接种数/个 诱导率/％ 愈伤组织质量

B１ ９４ ９０．４３ 白色,愈伤组织较小,不均匀,质地硬,有褐变

B２ ９５ ８９．４７ 白色,愈伤组织较小,均匀,质地硬

B３ ９０ ７７．７８ 浅绿色,愈伤组织小,均匀,质地软

B４ １１４ ８９．４７ 白色,愈伤组织突起膨大,均匀,质地硬

B５ １０７ ８６．９２ 白色,愈伤组织较大,较B９小,不均匀,质地软

B６ １０７ ５９．８１ 浅绿色,愈伤组织小突起,均匀,质地软

B７ １１１ ８６．４９ 白色,愈伤组织较大,较B９小,均匀,质地硬

B８ １０５ ８７．６２ 白色,愈伤组织有大有小,不均匀,质地硬

B９ １００ ９２．００ 白色,饱满,愈伤组织突起膨大,质地硬

２．３　不同外植体愈伤组织的诱导效果

分别将５８个外植体茎段和５９个外植体叶片接

种于NAA１．５０mg􀅰L－１＋２,４ＧD１．００mg􀅰L－１＋
６ＧBA０．５０mg􀅰L－１的诱导培养基中进行黑暗处

２２
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理,经过诱导１４d后茎段的诱导率为８９．６６％,愈
伤组织突起膨大,颜色为均匀白色,质地硬;叶片

的诱导率为７１．４２％,愈伤组织呈米粒状依附于

叶片上,颜色为均匀浅绿色,质地硬(表６,图２).

表６　茎段和叶片诱导的愈伤组织效果

处理 接种数/个 诱导率/％ 愈伤组织质量

茎段 ５８ ８９．６６ 白色均匀、质地硬

叶片 ５９ ７１．４２ 浅绿色均匀,质地硬

图２　茎段(左)、叶片(右)暗处理１４d诱导的愈伤组织

２．４　不同激素配比对愈伤组织不定芽分化的

影响

　　将茎段愈伤组织转到分化培养基中,光照培

养１２d以后愈伤组织中部长出嫩绿色小芽,３０d
左右长出肉眼可见的嫩芽(图 ３).由表７可知,
C４培养基出芽最早,仅１２d,C１和 C７出芽时间

最晚,均为１８d;C４分化率最高,为 ３３．３３％,其
次是C９,分化率为２０．００％,第三是C１,分化率为

１７．６５％,其他培养基的分化率则较低,长势也

较弱.

图３　培养１２d(左)和３０d(右)茎段愈伤组织分化情况

表７　不同激素配比对茎段愈伤组织不定芽分化的影响

处理 愈伤组织数/块 芽分化率/％ 出芽时间/d

C１ ３４ １７．６５ １８

C２ ３０ ６．６７ １４

C３ ３４ ２．９４ １５

C４ ３０ ３３．３３ １２

C５ ２７ ３．７０ １４

C６ ３３ ６．０６ １４

C７ ２５ １２．００ １８

C８ ３６ １１．１１ １６

C９ ３０ ２０．００ １６

３　讨论

马铃薯植株离体培养时,其再生能力受多种

因素影响,对于同一种马铃薯品种,影响愈伤组织

的诱导、分化的重要因素是激素配比,高浓度的生

长素和细胞分裂素配比有利于愈伤组织的诱导,而
低浓度配比则有利于愈伤组织的分化.本研究采用

正交试验对NAA、２,４ＧD和６ＧBA３种激素配比进行

比较,结果表明在生长素和细胞分裂素配比较高时,
有利于愈伤组织的诱导,当 NAA１．５０mg􀅰L－１＋
２,４ＧD１．００mg􀅰L－１＋６ＧBA０．５０mg􀅰L－１的激素

组合,“费乌瑞它”品种的茎段诱导率达到９２．００％,效
果较好,而当激素组合为 NAA０．５０mg􀅰L－１＋
２,４ＧD４．００mg􀅰L－１＋６ＧBA２．００mg􀅰L－１,诱导

率只有５９．８１％,说明过高的生长素浓度反而对

茎段诱导率有一定的抑制,这与前人的研究结论

相似[１３Ｇ１４].
方贯娜等[１５]和江林娟等[１６]的研究表明,在

马铃薯离体再生体系中,愈伤组织的分化与细胞

分裂素关系较大,对芽的分化促进最大的植物激

素是６ＧBA,玉米素ZT对芽的分化也同样具有重

要的促进作用,而 GA３对芽的分化和伸长有重要

的促进作用.本研究在分化阶段,选用不同浓度

的６ＧBA、GA３和ZT激素组合配比进行比较,９组

不同 激 素 配 比 中 马 铃 薯 分 化 率 为 ２．９４％ ~
３３􀆰３３％,这与蒲秀琴[１７]研究同一基因型的外植

体在不同的激素作用下分化率存在差别的结论一

致.尽管愈伤组织诱导率较高,但分化率偏低,可
能与愈伤组织的生理状态有关,有一些愈伤组织

在生长过程中容易发生褐变,褐变能抑制外植体、
细胞、培养基和多种酶的生长和分化甚至死亡.
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６ＧBA和 KT不仅促进酚类化合物合成,而且刺激

多酚氧化酶的活性,增加褐变,而生长素类如

NAA和２,４ＧD 可延缓多酚合成,减轻褐变[１８].
另外,预切 NaCl处理可减少马铃薯外植体的褐

变,预切 NaCl处理通过影响多酚氧化酶活性和

几种游离氨基酸包括谷氨酸、酪氨酸、精氨酸和脯

氨酸含量,从而不发生褐变[１９].

４　结论

本试验对马铃薯“费乌瑞它”品种的试管苗继

代、茎段愈伤组织诱导及分化的激素配比进行了研

究,继代培养最佳激素配比为６ＧBA０．２０mg􀅰L－１＋
NAA０．５０mg􀅰L－１＋ZT０．５０mg􀅰L－１,茎段愈伤组

织诱导为NAA１．５０mg􀅰L－１＋２,４ＧD１．００mg􀅰L－１＋
６ＧBA０．５０ mg􀅰L－１,愈 伤 组 织 分 化 为６ＧBA
１．００mg􀅰L－１＋GA３１．００mg􀅰L－１＋ZT１􀆰００mg􀅰L－１,
初步建立了马铃薯植株再生体系,为后续开展马

铃薯遗传转化和基因编辑提供技术支持.
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CallusInductionandDifferentiationTechnologyofPotato＂Favorita＂
CHENZhaogui,XIANGXuemei,LIXitao,LINJingwen,LINYanwen

(CollegeofLifeSciences,HuizhouUniversity,Huizhou５１６００７,China)

Abstract:Inordertoestablishtheexvivoregenerationsystemofpotatoplants,theeffectsofdifferenthormoneratios
onthesuccession,callusinductionanddifferentiationoftesttubeseedlingswerestudiedusing＂Favorita＂asthe
material．TheresultsshowedthatthesuitablehormoneratioforIVFseedlingsubculturewas６ＧBA０．２０mg􀅰L－１＋
NAA０．５０ mg􀅰L－１ ＋ZT０．５０ mg􀅰L－１,rootingratewas７５％,andtheaverageseedlingheightwas
２．７５７cm．TheoptimalinductionhormoneratioofstemcalluswasNAA１．５０mg􀅰L－１＋２,４ＧD１．００mg􀅰L－１＋
６ＧBA０．５０mg􀅰L－１,andtheinductionratereached９２．００％．ThesamehormonecombinationwasusedtoinＧ
ducecallusofstemsegmentandleaf,andtheinductionrateswere８９．６６％ and７１．４４％,respectively．The
optimalhormoneratioforcallusdifferentiationwas６ＧBA１．００mg􀅰L－１＋GA３１．００mg􀅰L－１＋ZT１．００mg􀅰L－１,

andthedifferentiationratewas３３．３３％．Thepreliminaryestablishedinvitroregenerationsystemofpotato
＂Favorita＂plantscanbeusedforsubsequentpotatogenetictransformationandgeneeditingresearch．
Keywords:potato;＂Favorita＂;callus;differentiation
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