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［３３］黄卫萍，杨昌鹏，农志荣，等．菊花脑热风干燥工艺的研究［Ｊ］．

食品科技，２００７（１）：７０－７２．
［３４］赵永敢，石　晓，刁静雯，等．复合保鲜剂对菊花脑保鲜效果的

影响［Ｊ］．食品研究与开发，２００８，２９（９）：１２８－１３２．
［３５］钱　骅，赵伯涛，黄晓德，等．马兰和菊花脑真空预冷保鲜技术

研究［Ｊ］．食品科技，２００６（３）：１１９－１２２．
［３６］邓昌斌，赵飞雄，艾荒原．菊花脑脱水加工技术［Ｊ］．中国蔬菜，

２００６（１）：５２．
［３７］赵永敢，刁静雯，代建华，等．植酸对菊花脑保鲜效果的影响

［Ｊ］．食品工业科技，２００８，２９（９）：２３３－２３６．
［３８］赵永敢，邢后银，章　泳，等．贮藏温度和包装方式对菊花脑贮

藏期间生理特性的影响［Ｊ］．食品科学，２００７，２８（７）：４９７－５００．
［３９］梁称福．４种野菜种子的发芽特性及无菌播种培养研究［Ｊ］．广

东农业科学，２００８（３）：１５－１７．
［４０］费建业，黄文苑，白　卉，等．菊花脑叶片组织培养再生植株的

研究［Ｊ］．安徽农业科学，２００９，３７（１７）：７８７２－７８７４．
［４１］符运柳，王永壮，郭庆辉，等．菊花脑的组织培养与快速繁殖

［Ｊ］．安徽农业科学，２０１０，３８（２４）：１３３６７－１３３６８．
［４２］白　卉，黄文苑，贲爱玲，等．菊花脑离体培养再生植株研究

［Ｊ］．安徽农业科学，２０１０，３８（１５）：７７８２－７７８３．
［４３］马月萍，戴思兰．高盐沉淀 ＣＴＡＢ法提取温室菊花基因组 ＤＮＡ

［Ｊ］．生物技术通报，２００９（７）：９０－９３．
［４４］陈发棣，蒋甲福，房伟民．秋水仙素诱导菊花脑多倍体的研究

［Ｊ］．上海农业学报，２００２，１８（１）：４６－５０．
［４５］纪丽莲．菊花脑茎叶挥发油的化学成分与抗霉菌活性的研究

［Ｊ］．食品科学，２００５，２６（１０）：９１－９４．
［４６］张莺鸿．菊花脑花７０％乙醇提取物的抗氧化活性评价［Ｊ］．化

工时刊，２０１１，２５（１２）：３１－３３．
［４７］翁德宝，汪海峰，翁佳颖．菊花脑茎叶中黄酮类化合物的测定

［Ｊ］．药物生物技术，２００１，８（３）：１６７－１６９．
［４８］赵永敢，石　晓，刁静雯，等．微波辅助提取菊花脑多酚工艺研

究［Ｊ］．贵州农业科学，２０１０，３８（５）：２１２－２１４．
［４９］黄卫萍，杨　红，熊　青．菊花脑纸蔬菜加工工艺的研制［Ｊ］．

粮油加工，２００８（８）：１２３－１２５．
［５０］肖　玫，刘　彪，赵仁铮．菊花叶的矿物元素及其饮料配方的研

究［Ｊ］．农业工程学报，２００２，１８（６）：１５１－１５４．
［５１］黄春秋，黄卫萍，苏海圆，等．菊花脑固体饮料的研制［Ｊ］．安徽

农学通报，２０１１，１７（１５）：２０１－２０３．

石　虎，杨永智，周　云，等．马铃薯新品种青薯９号高效再生体系的建立［Ｊ］．江苏农业科学，２０１３，４１（５）：１４－１９．

马铃薯新品种青薯９号高效再生体系的建立
石　虎１，杨永智２，３，４，周　云２，３，４，龚　磊１，王　舰２，３，４

（１．青海大学，青海西宁８１００１６；２．青海省高原作物种质资源创新与利用重点实验室培育基地，青海西宁８１００１６；
３．青海省农林科学院，青海西宁８１００１６；４．教育部青藏高原生物技术重点实验室，青海西宁 ８１００１６）

　　摘要：为了建立马铃薯新品种青薯９号的遗传转化体系，以青薯９号无菌苗为材料，通过对其茎段和叶片再生体
系的筛选，优化了培养基添加的最佳植物激素配比浓度。试验结果表明：无菌苗的茎段比较适合诱导愈伤组织并且愈伤

组织的诱导需要光照。青薯９号马铃薯茎段外植体愈伤组织诱导的最佳基础培养基为：ＭＳ无机成分 ＋蔗糖２５ｇ／Ｌ＋
琼脂６ｇ／Ｌ＋肌醇１００ｍｇ／Ｌ＋烟酸２ｍｇ／Ｌ＋盐酸吡哆醇（维生素Ｂ６）０．５ｍｇ／Ｌ＋盐酸硫胺素（维生素Ｂ１）０．４ｍｇ／Ｌ＋

叶酸０．２５ｍｇ／Ｌ＋生物素０．０５ｍｇ／Ｌ。愈伤组织诱导丛生芽分化的最佳基础培养基是：ＭＳ培养基 ＋蔗糖２５ｇ／Ｌ＋琼
脂 ８ｇ／Ｌ＋酪蛋白的酶水解物１ｇ／Ｌ。最佳愈伤组织诱导培养基激素配比为：２．０ｍｇ／ＬＮＡＡ＋６．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ；最佳
分化培养基激素配比为：０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋３．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋ＧＡ３３．０ｍｇ／Ｌ＋ＺＴＲ１．０ｍｇ／Ｌ。

　　关键词：马铃薯；青薯９号；愈伤组织诱导；植株再生
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作者简介：石　虎（１９８６—），男，河北保定人，硕士研究生，主要从事
马铃薯遗传育种工作。Ｅ－ｍａｉｌ：ｂｅｉｑｈ＠１２６．ｃｏｍ。

通信作者：王　舰，硕士，研究员，主要从事马铃薯资源引进、新品种
选育以及新品种推广等工作。Ｔｅｌ：（０９７１）５３１１１９３；Ｅ－ｍａｉｌ：
ｗａｎｇｊｉａｎ２１９７＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ。

　　马铃薯（Ｓｏｌａｎｕｍｔｕｂｅｒｏｓｕｍ）是一种重要的粮食作物和蔬
菜作物，目前是产量仅次于水稻和小麦的世界第三大粮食作

物。中国的马铃薯种植面积以及产量均居世界首位；但是，中

国马铃薯的加工利用率低，工业加工转化率不到５％，这一点
说明中国马铃薯产业蕴含着巨大的潜力，是农业产业结构调

整和农民增收的重要途径［１］。而影响中国马铃薯产业的最

根本问题是品种、产量和质量问题，只有积极开展种质资源创

建、搜集整理和新品种选育，才能逐步解决存在的问题［２］。

当前对马铃薯品种改良的研究主要集中在２个方面：常
规育种和基因工程育种。在基因工程育种中应用最多的是农

杆菌介导的遗传转化法。农杆菌介导的遗传转化法主要依赖

于良好的植物受体系统的建立，即高效愈伤组织诱导和再生

体系的建立。良好的愈伤组织诱导体系和再生体系需要考虑

适宜的外植体、适宜的培养基，不同基因型之间存在较大的差

异［３］，此外，光照时间、温度等外界环境因素［４］也不同程度地

影响愈伤组织诱导和愈伤组织再分化。影响马铃薯愈伤组织

诱导和再分化的因素众多，有必要对其进行深入细致的研究，

为马铃薯快繁、转基因研究以及利用马铃薯作为生物反应器

生产疫苗的研究奠定基础［５－１０］。
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目前关于马铃薯的愈伤组织诱导和愈伤组织再生方面的

研究报道较多的是利用马铃薯营养器官为外植体，主要为不

带腋芽的茎段和叶片、芽及芽眼组织、块茎及原生质体等材

料［１１－１２］，获得了再生植株。所用的激素主要包括生长素类

（ＩＡＡ，ＮＡＡ和２，４－Ｄ）、细胞分裂素类（６－ＢＡ和玉米素ＺＴ）
以及ＧＡ３、多效唑等

［５－１０，１３－１４］。邱秖等［１５］以马铃薯品种夏坡

蒂和费乌瑞它茎段为外植体，筛选出最佳愈伤组织诱导培养

基分别为 ＭＳ＋６－ＢＡ２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋ＧＡ３
０．５ｍｇ／Ｌ和 ＭＳ＋ＺＴ２．０ｍｇ／Ｌ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋ＧＡ３
０．５ｍｇ／Ｌ，愈伤诱导率均达１００％；其不定芽最佳诱导培养基
分别为ＭＳ＋ＺＴ２．０ｍｇ／Ｌ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋ＧＡ３５ｍｇ／Ｌ和
ＭＳ＋６－ＢＡ２．０ｍｇ／Ｌ＋ＺＴ２．０ｍｇ／Ｌ＋ＧＡ３５ｍｇ／Ｌ，诱导率分
别为５２３８％和５３．６％。罗源等［８］研究结果表明，克新１３号
和克新１２号的最适愈伤组织诱导培养基为ＭＳ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋
８ｇ／Ｌ琼脂＋２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ，东农３０３和早
大白的最适愈伤组织诱导培养基为ＭＳ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋８ｇ／Ｌ
琼脂＋２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ，４个品种的愈伤诱
导率分别为１００％、１００％、１００％和９０％；克新１３号、克新１２
号、东农 ３０３、早大白的最佳愈伤组织分化培养基分别为
ＭＳ＋６－ＢＡ４．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋ＧＡ３１．０ｍｇ／Ｌ、
ＭＳ＋６－ＢＡ２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋ＧＡ３１．０ｍｇ／Ｌ、
ＭＳ＋６－ＢＡ２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋ＧＡ３１．５ｍｇ／Ｌ、
ＭＳ＋６－ＢＡ２．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋ＧＡ３１．０ｍｇ／Ｌ，４个
品种的分化率分别为 ８０％、９０％、１００％、７６．７％。张之为
等［１６］以大西洋、费乌瑞它、夏坡蒂、紫花白、底西瑞和虎头等６
个品种的叶片为外植体，研究表明，６－ＢＡ和 ＧＡ３对马铃薯
叶片愈伤组织生长量和不定芽分化率的影响，６个品种的不
定芽分化率最高分别为１８１８％、１３．０４％、１７．８６％、１５００％、
４４．４４％和４７．８３％。李莉［１７］以日本马铃薯叶片为外植体，通

过试验得出６－ＢＡ２．５ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．３ｍｇ／Ｌ的组合处理中
愈伤组织诱导率达到１００％，而诱导不定芽分化的最佳培养
基为ＭＳ＋６－ＢＡ２５ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ０．１ｍｇ／Ｌ＋ＧＡ３１．０ｍｇ／Ｌ。
李晶［１８］以马铃薯东农３０３的茎段和薯块为外植体，通过试验
表明茎段最佳愈伤组织诱导培养基为ＭＳ＋０．１ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋
１ｍｇ／ＬＢＡ，薯块最佳愈伤组织诱导及分化培养基均为 ＭＳ＋
２ｍｇ／ＬＺＴ＋１ｍｇ／ＬＩＡＡ。华婧［１９］以中１、中２、中３、中４等４
个不同基因型的马铃薯无菌试管苗为材料，分别以茎尖、茎

段、叶片、试管薯为外植体建立高频再生体系。黄雪丽［２０］对

马铃薯外植体愈伤组织的根芽分化研究表明，川芋５号和川
芋早叶片愈伤组织有少量芽的分化，最大分化率分别为

１４６％和１８．７％，２２－２和凉薯９７无丛生芽分化现象。贾笑
英［２１］以试管苗茎段、叶片作为外植体材料，以 ＭＳ为基本培
养基成分，对生长激素的浓度和配比进行优化组合，筛选出有

利于受体材料的高效培养基配方，即有利于丛生芽分化的培

养基为 ＭＳ＋６－ＢＡ２．５ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ０．２５ｍｇ／Ｌ＋２，４－Ｄ
０２５ｍｇ／Ｌ，出芽率可达６５．３３％。

本研究所采用的供试材料青薯９号不仅产量高、适应性
强，而且品质优良，推广应用前景好。经过近几年的推广种植

发现，青薯９号的品种适应性广泛、抗旱性强，适宜在生态气
候条件复杂、耕作方式多样的地方种植，且田间植株抗晚疫

病，块茎耐贮存，而晚疫病是中国北方马铃薯产区最严重的病

害，晚疫病的流行可使马铃薯减产７０％ ～８０％。青薯９号抗
病毒病，田间退化缓慢，块茎商品率高，品质指标符合加工要

求，可满足多种用途［２２－２４］。本研究对愈伤组织诱导和再分化

的最佳培养条件、外植体类型、基础培养基及激素添加比例等

进行筛选，以期为今后青薯９号以及其他马铃薯品种的遗传
转化及基因工程研究提供技术参考。

１　材料和方法

１．１　供试材料
供试材料为马铃薯青薯９号无菌试管苗，由青海省农林

科学院生物技术研究中心提供。马铃薯新品种青薯９号是青
海省农林科学院生物技术研究所与国际马铃薯中心（ＣＩＰ）进
行资源与技术交流合作，于２００１年从国际马铃薯中心引进的
杂交组合（３８７５２１．３ＸＡＰＨＲＯＤＩＴＥ）实生一代材料Ｃ９２．１４０－
０５经温室隔离种植观察、２００２年选出的优良单株 ＺＴ２００３品
系，对其形态特征、产量水平、抗性及品质进行了综合分析鉴

定，２００４—２００５年进行了品种比较试验，在西宁、湟源、乐都３
个试验点均表现突出，品质优良，抗病性好，抗旱性强，产量水

平优于其他参试品种，２００６年进入区域及生产试验，完成品
种审定程序，２００６年１２月通过青海省农作物品种审定委员
会审定，并正式命名为青薯９号，２０１１年通过国家品种审定。
截至２０１２年青薯９号的种植区域已推广至陕西、甘肃、宁夏、
新疆、重庆、贵州、云南、四川、青海、西藏等多个省、市、自

治区［２２－２４］。

１．２　方法
１．２．１　培养基和培养方法　（１）愈伤组织诱导培养基
（ＣＩＭ）：ＭＳ无机成分 ＋蔗糖 ２５ｇ／Ｌ＋琼脂 ６ｇ／Ｌ＋肌醇
１００ｍｇ／Ｌ＋烟酸２ｍｇ／Ｌ＋盐酸吡哆醇０．５ｍｇ／Ｌ＋盐酸硫胺
素０．４ｍｇ／Ｌ＋叶酸０．２５ｍｇ／Ｌ＋生物素０．０５ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ
（１．０、３．０、６．０ｍｇ／Ｌ）＋ＮＡＡ（１．０、１．５、２．０ｍｇ／Ｌ），ｐＨ值
５８。选取青薯９号的无菌苗茎段为外植体，茎段长度约为
０．５ｃｍ，以平铺方式放在含有不同激素浓度的 ＣＩＭ培养基
上，约１０个茎段／培养皿，９皿（１００个茎段）／水平；无菌苗叶
片，保留０．１～０．３ｃｍ左右的叶柄，以叶背面贴在含有激素的
ＣＩＭ培养基上，６张叶片／培养皿，１０ｄ后统计愈伤组织诱导
结果。（２）愈伤组织分化培养基（ＣＤＭ）：ＭＳ＋加蔗糖２５ｇ／Ｌ＋
琼脂８ｇ／Ｌ＋酪蛋白的酶水解物１ｇ／Ｌ＋反式玉米素核苷ＺＴＲ
（１５、１．７５、２．０ｍｇ／Ｌ）＋ＮＡＡ（０．０１、０．１、０．５ｍｇ／Ｌ）＋６－ＢＡ
（１０、３．０、６．０ｍｇ／Ｌ）＋ＧＡ３（０．５、１．０、１．５ｍｇ／Ｌ）。正交
Ｌ９（３

４）试验：ＺＴＲ１．０ｍｇ／Ｌ，ＮＡＡ（０．０１，０．１，０．５ｍｇ／Ｌ），
６－ＢＡ（１０，３．０，６．０ｍｇ／Ｌ），ＧＡ３（１．０，２．０，３．０ｍｇ／Ｌ）；
６－ＢＡ３．０ｍｇ／Ｌ，ＮＡＡ０．０１ｍｇ／Ｌ，ＧＡ３（０．５、１．０、２．０、４．０、
８．０ｍｇ／Ｌ）。约１０个愈伤／瓶，９～１２瓶／水平，６０ｄ后统计分
化率结果。培养基ｐＨ值 ５．９。
１．２．２　培养条件　（１）愈伤组织诱导培养：温度（２１／２３±
２）℃，光照１４ｈ／ｄ，白天采用日光灯补光。（２）愈伤组织分化
培养：温度（２１／２５±２）℃，光照１４ｈ／ｄ，白天采用日光灯补光。
１．３　计算方法

愈伤组织诱导率 ＝（出现愈伤组织的外植体数／接种外
植体的总数）×１００％；

芽分化率＝（分化出不定芽的愈伤组织块数／愈伤组织
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总块数）×１００％；
根分化率＝（分化出根的愈伤组织块数／愈伤组织总块

数）×１００％；
褐化率 ＝（褐化死亡的愈伤组织块数／愈伤组织总块

数）×１００％。　
１．４　数据分析

文中所有数据采用Ｅｘｃｅｌ２００７进行统计分析。

２　结果与分析

２．１　不同激素配比对愈伤组织诱导率和愈伤组织质量的
影响

愈伤组织诱导成败的关键不仅取决于外植体的来源和种

类，而且培养条件、植物生长调节剂的种类及浓度也很重要。

将外植体接种到愈伤组织诱导培养基时，第２天茎段两端便
开始有膨大，第５天膨大更加明显，并能够形成肉眼可见的愈

伤组织，第１０天左右基本上便可以转入诱导愈伤组织分化培
养基中进行分化诱导。由表１可知，在添加６－ＢＡ和ＮＡＡ２
种激素的诱导培养基上，所有激素配比组合都能诱导出愈伤

组织，并且愈伤诱导率都在８０％以上，只是愈伤组织形成的
质量差别比较大（图１和图２）。图２中的愈伤组织是不利于
分化出丛生芽的愈伤组织。

　　由表１可见，处理 ＣＩＭ２、ＣＩＭ８和 ＣＩＭ９诱导的茎段愈伤
组织不仅诱导率高，而且愈伤组织质量也比较好，第１０天时
基本没有长出白色的不定根，愈伤组织表面也看不到乳白色

颗粒物，愈伤组织形成量也比较多，愈伤组织诱导率均达到

９８％以上，愈伤组织褐化程度很轻或没有变褐现象，质地比较
紧密。这几组培养基诱导的愈伤组织的分化效果也较好。但

长时间培养后，６－ＢＡ含量越高的培养基，愈伤组织越早出
现褐化现象，培养１个月左右后愈伤组织均褐化死亡，所以第
１０天左右把形成的愈伤组织转移到分化培养基中比较合适。

表１　６－ＢＡ和ＮＡＡ对青薯９号茎段愈伤组织诱导的影响

处理
激素种类及浓度（ｍｇ／Ｌ）
ＮＡＡ ６－ＢＡ

接种数

（个）

诱导率

（％） 愈伤组织质量

ＣＩＭ１ １．０ １．０ １００ ９８ 愈伤表面长出乳白色颗粒，且有些茎段分化出白色不定根，愈伤量较少（＋＋），愈伤
颜色呈黄绿色，部分愈伤边缘有变褐现象

ＣＩＭ２ １．０ ３．０ １００ １００ 愈伤表面没有乳白色颗粒，只有两段茎段长出白色不定根，愈伤量较多（＋＋＋），愈
伤颜色呈黄绿色，很少几个愈伤边缘有变褐

ＣＩＭ３ １．０ ６．０ １００ ９８ 愈伤表面没有乳白色颗粒，只有一段茎段长出白色不定根，愈伤量较多（＋＋＋），愈
伤颜色呈黄绿色部分愈伤边缘有变褐现象

ＣＩＭ４ １．５ １．０ １００ ９７ 部分茎段表面长出乳白色颗粒，部分茎段长出白色不定根，愈伤量较多（＋＋＋），愈
伤颜色呈黄绿色，部分愈伤边缘有变褐现象

ＣＩＭ５ １．５ ３．０ １００ ８２ 部分茎段表面长出乳白色颗粒，部分茎段长出白色不定根，愈伤量较多（＋＋＋），愈
伤颜色呈黄绿色，部分愈伤边缘有变褐现象

ＣＩＭ６ １．５ ６．０ １００ ９５ 少部分茎段表面长出乳白色颗粒，没有白色毛根长出，愈伤量较多（＋＋＋），愈伤颜
色呈黄绿色，部分愈伤边缘有变褐现象

ＣＩＭ７ ２．０ １．０ １００ ９２ 大部分茎段表面有乳白色颗粒，多数有白色不定根长出，愈伤量较少（＋＋），愈伤颜
色呈黄绿色，部分愈伤边缘有变褐现象

ＣＩＭ８ ２．０ ３．０ １００ １００ 少部分表面有乳白色颗粒，没有白色不定根长出，愈伤量较多（＋＋＋），愈伤颜色呈
黄绿色，没有边缘褐化现象

ＣＩＭ９ ２．０ ６．０ １００ １００ 茎段表面没有乳白色颗粒，没有白色不定根长出，愈伤量较多（＋＋＋），愈伤颜色呈
黄绿色，没有边缘褐化现象

　　注：“＋”越多表明愈伤组织的量愈多。

２．２　不同外植体类型和光照对愈伤组织诱导的影响
表２表明茎段形成愈伤组织的效果比较好。光照和黑暗

条件下形成的愈伤组织，除光照条件下愈伤组织叶绿素含量

较高外，其他形态及特点一般差别不大。由于采用的是瓶中

培养的无菌苗，比较健壮的叶片不容易得到，而茎段容易得

到，所以一般采用茎段作为外植体，在正常光照条件下诱导愈

伤组织。
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表２　不同外植体和光照对青薯９号愈伤组织诱导的影响

外植体 光照条件
愈伤组织诱导率

（％）

叶片 正常光照 ９５．０
黑暗 ９１．７

茎段 正常光照 １００
黑暗 ９７．０

２．３　愈伤组织分化
２．３．１　反式玉米素核苷（ＺＴＲ）对愈伤组织分化的影响　在
基本分化培养基中添加不同浓度的反式玉米素核苷能够促进

愈伤组织的分化（图３和图４），并且能够抑制愈伤组织的褐
化，分化出来的丛生芽比较健壮，容易成苗，利于扩繁。单独

使用反式玉米素核苷２．０ｍｇ／Ｌ时分化率为４０％左右（表３），
但试验表明仅添加ＺＴＲ不能获得理想的分化率，且反式玉米
素核苷成本较高，不利于大量使用。

表３　反式玉米素核苷对青薯９号愈伤组织分化率的影响

外植体
反式玉米素核苷浓度

（ｍｇ／Ｌ）
分化率

（％）

茎段 １．５０ ２５．０
１．７５ １９．４
２．００ ３７．５

２．３．２　ＮＡＡ、６－ＢＡ和 ＧＡ３对愈伤组织分化的影响　表４
结果说明，ＮＡＡ、６－ＢＡ和ＧＡ３３种激素一起使用能够使愈伤
组织分化出丛生芽，０．０１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋３．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
１．０ｍｇ／ＬＧＡ３分化率最高，为 ７１％，根的分化率最低，为
３％，褐化率最低，为１０％，这一配比最为合适，但所需分化时
间较长，第３０天左右才出现芽的分化，第６０天左右才分化出
比较多的丛生芽（图５）。０．０１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋６．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
１．５ｍｇ／ＬＧＡ３处理的丛生芽分化时间比较短，第１０天左右便

开始分化出丛生芽，但该培养基的褐化率很高。试验表明当

６－ＢＡ和ＧＡ３浓度比较高的时候褐化率一般比较高，其中当
６－ＢＡ浓度达到６．０ｍｇ／Ｌ时褐化率一般都很高，在３０％左
右。ＮＡＡ浓度达到 ０．５ｍｇ／Ｌ时丛生芽的分化很明显被抑
制，而根的分化率明显提高，最高达到５９％，说明当生长素类
浓度比较高的时候有利于马铃薯青薯９号愈伤组织分化出不
定根，而抑制丛生芽的分化。

表４　ＮＡＡ、６－ＢＡ和ＧＡ３对青薯９号愈伤组织分化的影响

处理

激素种类及浓度

（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ ６－ＢＡ ＧＡ３

愈伤组织

数（块）

芽分化率

（％）
根分化率

（％）
褐化率

（％）

１ ０．０１ １．０ ０．５ ９０ ３１．１１ ２３．３３ １４．４４
２ ０．０１ ３．０ １．０ １００ ７１．００ ３．００ １０．００
３ ０．０１ ６．０ １．５ ９０ ４３．３３ ４．４４ ３１．１１
４ ０．１ １．０ １．０ ８０ １５．００ ３７．５ １２．５０
５ ０．１ ３．０ １．５ １００ ３５．００ ２６．００ １１．００
６ ０．１ ６．０ ０．５ １００ １８．００ ６．００ ３５．００
７ ０．５ １．０ １．５ １００ ０．００ ５９．００ ２７．００
８ ０．５ ３．０ ０．５ ９０ ０．００ ３６．６７ １４．４４
９ ０．５ ６．０ １．０ ９０ １３．３３ １５．５６ ２２．２２

２．３．３　ＮＡＡ、６－ＢＡ、ＧＡ３和 ＺＴＲ对青薯９号分化的影响　
表５结果表明，在加入１．０ｍｇ／Ｌ的 ＺＴＲ之后，愈伤组织的分
化率明显提高，其中 ０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
２．０ｍｇ／ＬＧＡ３＋１．０ｍｇ／ＬＺＴＲ和０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋３．０ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋２．０ｍｇ／ＬＧＡ３＋１．０ｍｇ／ＬＺＴＲ的分化率分别达到
７２％和７５．８３％，分化率都比较高，且分化时间也较短，第１０
天左右便有愈伤组织开始分化出丛生芽，根的分化率也不高，

０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋３．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋２．０ｍｇ／ＬＧＡ３＋１．０ｍｇ／Ｌ
ＺＴＲ处理的褐化率也很低。４种激素的丛生芽分化率普遍较
高，根的分化率普遍比较低，说明 ＺＴＲ对马铃薯愈伤组织分
化出丛生芽有很强的诱导作用（图６），对根的分化有很好的
抑制作用。综合来看影响褐化的因素比较复杂，难以确定。

２．４　ＧＡ３对青薯９号愈伤组织分化的影响
分化培养基中，并不是 ＧＡ３的添加量越多越好，试验结

果（表６）表明，ＧＡ３添加量在 ０．５～２．０ｍｇ／Ｌ范围内较好，
ＧＡ３为１０ｍｇ／Ｌ时分化率最高，为５２．５％，褐化率最低，为
２８３３％；ＧＡ３在４ｍｇ／Ｌ以上时不仅分化率低，而且褐化率很
高，达到５０％左右；ＧＡ３添加量在０．５～２．０ｍｇ／Ｌ范围内，褐
化率在３０％左右，可见高浓度的ＧＡ３使愈伤组织大量褐化死
亡，分化出丛生芽所用的时间也普遍较长，３０ｄ左右才有少
量的愈伤组织分化出丛生芽，并且分化出来的丛生芽很弱小，

６０ｄ统计时虽然分化出丛生芽的愈伤组织数量增多，但是每
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表５　ＮＡＡ、６－ＢＡ、ＧＡ３和反式玉米素核苷（ＺＴＲ）对青薯９号愈伤组织分化的影响

处理
激素种类及浓度（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ ６－ＢＡ ＧＡ３ ＺＴＲ
愈伤组织数

（块）

芽分化率

（％）
根分化率

（％）
褐化率

（％）

１ ０．０１ １．０ １．０ １．０ １００ ５４．００ ０．００ ３０．００
２ ０．０１ ３．０ ２．０ １．０ １００ ３１．００ ０．００ ４２．００
３ ０．０１ ６．０ ３．０ １．０ ８０ ５１．２５ ０．００ ２６．２５
４ ０．１ １．０ ２．０ １．０ １００ ７２．００ ６．００ １８．００
５ ０．１ ３．０ ３．０ １．０ １２０ ７５．８３ ７．５０ ４．１７
６ ０．１ ６．０ １．０ １．０ ７０ ４５．７１ ５．７１ ２２．８６
７ ０．５ １．０ ３．０ １．０ １００ ２９．００ １２．００ ３．００
８ ０．５ ３．０ １．０ １．０ ９０ ３６．６７ １．００ １６．６７
９ ０．５ ６．０ ２．０ １．０ １１０ ４６．３６ １０．９１ ６．３６

表６　ＧＡ３对青薯９号愈伤组织分化的影响

ＧＡ３浓度
（ｍｇ／Ｌ）

愈伤组织数

（块）

芽分化率

（％）
根分化率

（％）
褐化率

（％）

０．５ １２０ ２５．８３ ６．６７ ３２．５０
１．０ １２０ ５２．５ ５．８３ ２８．３３
２．０ １２０ ３７．５ １．６７ ３１．６７
４．０ １２０ １７．５ １．６７ ５３．３３
８．０ １２０ １９．１７ ６．６７ ４８．３３

个愈伤组织分化出的丛生芽不仅数量少，而且很弱小，形成的

植株也较弱。

２．５　不同外植体类型诱导的愈伤组织对分化的影响
茎段愈伤组织的丛生芽分化率为４１．９％，叶片愈伤组织

的丛生芽分化率为２７．５％，说明马铃薯青薯９号茎段诱导的
愈伤组织分化效果比较好。

３　讨论

３．１愈伤组织的诱导
关于马铃薯愈伤组织诱导的研究，目前已经有不少相关

的文献报道，在前人的研究中［６－８，１６－１９］，使用比较多的细胞分

裂素类是６－ＢＡ，生长素使用比较多的是ＮＡＡ和２，４－Ｄ，基
本培养基一般是ＭＳ，添加的蔗糖浓度一般在３０ｇ／Ｌ左右，琼
脂的使用量一般是６～８ｇ／Ｌ，所用的外植体也不尽相同，通过
无菌苗获得的茎段、茎尖和叶片使用的比较多。马铃薯愈伤

组织的诱导需不需要光照也有不同的研究，黄雪丽［２０］用黑暗

条件诱导愈伤组织，李莉［１７］采用弱光照（２０００～３０００ｌｘ）诱导
愈伤组织，都得到了比较理想的结果。

虽然关于马铃薯愈伤组织的诱导以及诱导不定芽增殖以

获得再生植株的研究目前也比较多［８，１５－１６］，但是关于马铃薯

青薯９号的愈伤组织诱导和愈伤组织再分化的研究目前还没

有相关的文献报道。由于基因型不同，马铃薯愈伤组织诱导

所需的培养基也不尽相同，所以本试验采用的愈伤组织诱导

培养基配方与前人研究也有很大不同［７－１２］。本试验采用的

培养基是以ＭＳ无机成分为基本培养基，添加６ｇ／Ｌ的琼脂、
２５ｇ／Ｌ的蔗糖，有机成分是肌醇１００ｍｇ／Ｌ、烟酸２ｍｇ／Ｌ、维生
素Ｂ６０．５ｍｇ／Ｌ、维生素Ｂ１０．４ｍｇ／Ｌ、叶酸０．２５ｍｇ／Ｌ、生物素
０．０５ｍｇ／Ｌ，而且所使用的 ＮＡＡ和６－ＢＡ的浓度比较高，这
与前人的研究有比较大的不同［１５－１９］，试验结果也证明了这种

方法对愈伤组织的诱导率比较高。除了培养基之外，本研究

同时也对叶片和茎段 ２种外植体、光照等组培条件进行了
试验。

本研究中愈伤组织诱导的试验设计采用的是完全试验，

所需要工作量较大，如果品种较多，激素组合或者处理水平也

较多，不宜采用；但完全试验设计能够更详细地了解各种激素

以及激素间的相互作用。

３．２　愈伤组织的分化
再生体系的建立最关键的部分就是愈伤组织分化。关于

马铃薯愈伤组织分化的研究已经有相当多的报道，通过对前

人［６－９，１５－１９］所做的研究结果的比较可以看出，不同基因型的

马铃薯的分化有很大的差别，从最高 １００％分化到只有
１３０４％的分化率。同一种基因型，因培养基不同，分化率也
有很大差异，如邱秖等得到夏坡蒂和费乌瑞它的分化率为

５２．３８％和５３．６％，而张之为等［１６］得到的分化率为１７．８６％
和１３．０４％。诱导马铃薯愈伤组织丛生芽分化使用比较多的
细胞分裂素类物质有６－ＢＡ和玉米素（ＺＴ），使用生长素类比
较多的是ＮＡＡ、２，４－Ｄ、ＩＡＡ、ＩＢＡ等，此外赤霉素ＧＡ３一般也
都有添加，但是ＧＡ３使用的量从０．１ｍｇ／Ｌ到５．０ｍｇ／Ｌ不等。

本研究先是在ＭＳ基础培养基中添加了酪蛋白的酶水解
物和不同浓度的反式玉米素核苷来诱导愈伤组织的分化，然

后在添加酪蛋白的酶水解物的ＭＳ基础培养基中添加不同浓
度的ＮＡＡ、６－ＢＡ、ＧＡ３，采用三因素三水平的 Ｌ９（３

４）正交试

验设计来诱导愈伤组织分化丛生芽；其次是以第二种培养基

为基础，在主要成分中添加一定量的反式玉米素核苷来诱导

愈伤组织分化丛生芽；最后以第二种培养基中的第二个组合

为基本培养基，加入不同浓度的ＧＡ３来研究ＧＡ３对愈伤组织
分化丛生芽的影响。与前人［１９－２１，２５］比较，本试验中添加了酪

蛋白的酶水解物，它是一种天然的物质，经过试验验证它对马

铃薯愈伤组织的分化有一定的促进作用，但是作为一种天然

添加剂，和椰乳、马铃薯浸液等一样成分复杂，其作用机制不
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太清楚。以往报道中应用比较多的是玉米素（ＺＴ）而不是反
式玉米素核苷（ＺＴＲ），这种激素在本试验中的应用效果比较
好，对其他马铃薯品种愈伤组织分化也有很好的参考价值。

有关马铃薯愈伤组织诱导和再分化的研究早在１９８３年
就有了报道［２６］，几十年来这方面的研究一直没有停止过，但

试验的可重复性不好。建立一个比较稳定的愈伤组织诱导和

再分化体系对马铃薯微繁的实际应用有着重要的意义。本研

究中，愈伤组织诱导比较简单，ＭＳ基本培养基中添加
２，４－Ｄ、ＮＡＡ、６－ＢＡ等都能诱导愈伤组织发生，虽然诱导率
各不相同，愈伤的质量也相差甚多，但是都能通过后期相关的

培养进行改良。但愈伤组织的分化则是一个难点，本试验中，

只有添加了反式玉米素核苷的各类分化培养基得到的结果相

对比较稳定，而其他的培养基则分化不太稳定。今后除了建

立青薯９号的遗传转化体系外，同时也将该体系扩大应用到
其他不同基因型的马铃薯品种中。

４　结论

本试验选用 青薯９号马铃薯为材料，建立了无菌苗茎段
通过愈伤组织途径的离体培养再生体系。试验中建立的马铃

薯再生体系以细胞分裂素６－ＢＡ、生长素ＮＡＡ诱导愈伤组织
的产生，以细胞分裂素６－ＢＡ、反式玉米素核苷、生长素 ＮＡＡ
和赤霉素ＧＡ３诱导丛生芽的分化。得出以下结论：青薯９号
马铃薯的愈伤诱导以无菌苗的茎段为外植体为好。愈伤组织

的诱导采用正常的光照条件得到的愈伤组织较好。青薯９号
马铃薯的茎段外植体愈伤组织诱导的最佳培养基为：以 ＭＳ
无机成分、蔗糖 ２５ｇ／Ｌ、琼脂 ６ｇ／Ｌ、肌醇 １００ｍｇ／Ｌ、烟酸
２ｍｇ／Ｌ、维生素 Ｂ６０．５ｍｇ／Ｌ、维生素 Ｂ１０．４ｍｇ／Ｌ、叶酸
０．２５ｍｇ／Ｌ、生物素０．０５ｍｇ／Ｌ为基本成分，２．０ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
３．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ、２．０ｍｇ／ＬＮＡＡ＋６．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ、
１．０ｍｇ／ＬＮＡＡ＋３．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ为添加的激素成分。茎段
愈伤组织诱导丛生芽分化的最佳培养基为：以 ＭＳ培养基、添
加蔗糖２５ｇ／Ｌ、琼脂８ｇ／Ｌ、酶促酪蛋白水解物１ｇ／Ｌ为基本
成分，０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋３．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋３．０ｍｇ／ＬＧＡ３＋
１．０ｍｇ／ＬＺＴＲ为添加的激素成分。有利于茎段愈伤组织丛
生芽分化的ＧＡ３最佳浓度为１．０ｍｇ／Ｌ。

大量的重复试验结果表明，诱导培养基中激素配比为

２．０ｍｇ／ＬＮＡＡ＋６．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ、分化培养基中激素配比为
０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋３．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋ＧＡ３ ３．０ｍｇ／Ｌ＋
１．０ｍｇ／ＬＺＴＲ时，不仅愈伤组织分化率高，而且褐化率也低。
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