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　　摘要：以青薯２号、青薯９号、费乌瑞它等３个马铃薯品种的幼芽带节茎段为试验材料，以不同的氯化汞浓度和不
同处理时间为试验条件，研究在６种培养基中马铃薯愈伤组织诱导和再生的最佳处理方案。试验中观察到马铃薯的
分化率在不同外植体间的差异较大，愈伤组织分化率为１６．８９％～２８．２２％，其中青薯９号的分化率最高。
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　　马铃薯（ＳｏｌａｎｕｍｔｕｂｅｒｏｓｕｍＬ．）属茄科茄属植物，起源于
南美洲安第斯山脉一带，是世界上仅次于水稻、小麦、玉米的

第４大作物，兼有粮菜的特性，世界年产量达３亿 ｔ。国际马
铃薯中心（ＣＩＰ）的研究表明，世界范围内对马铃薯的需求量
到２０２０年将有望增长２０％，超过水稻、小麦、玉米的增长，届
时发展中国家对马铃薯的需求量将是２０００年的２倍［１］。由

于马铃薯是无性繁殖作物，依靠薯块维持品种的特性，并且正

是这种特性导致病毒的积累，因此在培育脱毒马铃薯品种时

首先要通过外植体的组培来繁殖脱毒苗。此外，一些珍贵的

马铃薯品种在继代培养时由于各种原因容易被污染，其中较

轻微的污染也可以通过外植体组培来挽救。近几年来，虽然

中外研究人员在马铃薯离体培养及试管苗生根研究方面取得

了一定的进展，但是初接种污染率高、外植体分化较难、离体

培养物褐化退化现象严重、增殖系数低等问题一直未能得到

很好的解决［１－５］。本试验以青海省主栽马铃薯品种的当年生

带腋芽茎段为材料，研究了从初培继代增殖到生根各阶段的

培养基成分及培养条件，试图建立一套较完整的马铃薯无菌

培养体系，以期为青海省主栽马铃薯品种的组培工作提供

参考［６－９］。

１　材料与方法

１．１　试验材料
外植体的采集工作在腋芽萌动到枝条停止生长期内均可

以，采集时间一般以本地６月初到７月初为宜，取材不宜过
晚，否则植株在大田中容易染病，不利于外植体消毒。本试验

中的外植体材料取自青海省农林科学院生物技术研究所的试

验田，供试品种为青薯２号、青薯９号、费乌瑞它。具体的取
材时间在晴天中午，因为此时的枝条暴露在强烈阳光下，有利

于杀菌。选取当年生半木质化的新梢，特别注意枝上应有饱

满的芽；去掉顶部的嫩枝及枝上的叶片，因为叶片一方面占据

了很大空间，另一方面容易携带病菌。将枝条剪成３～４ｃｍ
带芽的茎段后，先用洗洁精水漂洗１０ｍｉｎ左右，再用自来水

冲洗至洗洁精基本清除，然后泡在无菌水中备用。

１．２　试验方法
在超净工作台上，先将外植体用７０％乙醇处理２０ｓ，然

后分别用浓度为０．０５％、０．０７５％、０．１０％的氯化汞浸泡４、６、
８ｍｉｎ，并在小型摇床上摇晃，使得氯化汞与外植体充分接触
浸泡，最后用无菌水清洗４～５次并剪掉一小截茎段下部，以
避免氯化汞渗入而影响营养吸收。试验用基本培养基为 ＭＳ
培养基。将处理好的外植体分别接种于 ＭＳ基本培养基中培
养１８ｄ，观察灭菌效果并统计，将成活的茎段转接到６种添加
了不同植物激素的ＭＳ诱导培养基上。诱导培养基的配方分
别为：ＭＳ＋３ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．０１ｍｇ／ＬＮＡＡ；ＭＳ＋４ｍｇ／Ｌ
６－ＢＡ＋０．０１ｍｇ／ＬＮＡＡ；ＭＳ＋２．２５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／Ｌ
ＮＡＡ；ＭＳ＋１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１ｍｇ／ＬＺＴ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ；ＭＳ＋
１．７５ｍｇ／ＬＺＴ＋１ｍｇ／ＬＩＡＡ；ＭＳ＋２ｍｇ／ＬＺＴ＋１ｍｇ／ＬＩＡＡ。

在光照强度２０００ｌｘ、光照时间１６ｈ、培养温度２５℃的条
件下培养，将诱导产生的愈伤组织转接到配方为 ＭＳ＋
０．３ｍｇ／ＬＧＡ３的分化培养基中，分别调查愈伤组织的产生情
况与芽分化情况。

１．３　数据统计
本研究中相关数据统计的公式为：

无菌率＝无菌外植体数／接种外植体数×１００％；
褐化率＝褐化外植体数／接种外植体数×１００％；
愈伤诱导率 ＝产生愈伤的外植体数／接种外植体数 ×

１００％；　
芽分化率＝分化芽的愈伤块数／总愈伤块数×１００％。

２　结果与分析

２．１　外植体处理
外植体无菌体系的建立对于整个试验过程是非常重要

的，将青海省主栽的３个基因型马铃薯外植体茎段进行９种
处理。由表１、表２、表３可知，外植体青薯２号用７０％乙醇处
理３０ｓ、０．１００％的氯化汞处理８ｍｉｎ的灭菌效果最佳；外植
体青薯９号茎段用７０％乙醇处理３０ｓ、０．１００％氯化汞处理
５ｍｉｎ的灭菌效果最佳；外植体费乌瑞它茎段用７０％乙醇处
理３０ｓ、０．１２５％氯化汞处理８ｍｉｎ的灭菌效果最佳。其中青
薯９号的灭菌效果最好，无菌率最高的达到了 ８１．３％，
０１００％氯化汞处理５ｍｉｎ的褐化率为２５．０％。在研究中发
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现，有些茎段在处理时即使出现褐化死亡，却仍然有真菌污

染，说明在采样时带有真菌孢子，而氯化汞对真菌孢子的消毒

效果不好。将消毒灭菌的马铃薯外植体接种到初培培养基上

的结果表明，在茎段的腋芽处均能萌发出绿色不定芽，因而有

足够的材料用于继代培养，初培试验比较成功。

表１　不同浓度ＨｇＣｌ２处理对青薯２号马铃薯外植体灭菌效果的影响

ＨｇＣｌ２浓
度（％）

处理时间

（ｍｉｎ）
接种数

（个）

无菌数

（个）

无菌率

（％）
褐化数

（个）

褐化率

（％）

０．０７５ ５ １６ ７ ４３．８ ３ １８．８
８ １６ ９ ５６．３ ４ ２５．０
１０ １６ １１ ６８．８ ４ ２５．０

０．１００ ５ １６ １０ ６２．５ ５ ３１．３
８ １６ １３ ８１．３ ６ ３７．５
１０ １６ １２ ７５．０ ６ ３７．５

０．１２５ ５ １６ ８ ５０．０ ４ ２５．０
８ １６ ９ ５６．３ ５ ３１．３
１０ １６ １１ ６８．８ ６ ３７．５

表２　不同浓度ＨｇＣｌ２处理对青薯９号马铃薯外植体灭菌效果的影响

ＨｇＣｌ２浓
度（％）

时间

（ｍｉｎ）
接种数

（个）

无菌数

（个）

无菌率

（％）
褐化数

（个）

褐化率

（％）

０．０７５ ５ １６ ８ ５０．０ ３ １８．８
８ １６ ９ ５６．３ ４ ２５．０
１０ １６ １１ ６８．８ ４ ２５．０

０．１００ ５ １６ １３ ８１．３ ４ ２５．０
８ １６ １３ ８１．３ ６ ３７．５
１０ １６ １３ ８１．３ ７ ４３．８

０．１２５ ５ １６ ９ ５６．３ ４ ２５．０
８ １６ ９ ５６．３ ８ ５０．０
１０ １６ １１ ６８．８ ９ ５６．３

表３　不同浓度ＨｇＣｌ２处理对费乌瑞它马铃薯外植体灭菌效果的影响

ＨｇＣｌ２浓
度（％）

处理时间

（ｍｉｎ）
接种数

（个）

无菌数

（个）

无菌率

（％）
褐化数

（个）

褐化率

（％）

０．０７５ ５ １６ ６ ５０．０ ３ １８．８
８ １６ ９ ５６．３ ４ ２５．０
１０ １６ １０ ６２．５ ５ ３１．３

０．１００ ５ １６ ９ ５６．３ ５ ３１．３
８ １６ １０ ６２．５ ６ ３７．５
１０ １６ １０ ６２．５ ６ ３７．５

０．１２５ ５ １６ ９ ５６．３ ４ ２５．０
８ １６ １１ ６８．８ ６ ３７．５
１０ １６ １１ ６８．８ ７ ４３．８

２．２　愈伤组织的诱导
在６种培养基中诱导３种基因型马铃薯的愈伤组织，表

４结果表明：青薯９号的平均愈伤诱导率最高，达到９４０５％；
其次为费乌瑞它。表明如果用作转基因操作中的转化受体，

青薯９号的效果最佳。从培养基对诱导率的影响看，ＭＳ＋
３ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．０１ｍｇ／ＬＮＡＡ、ＭＳ＋１．７５ｍｇ／ＬＺＴ＋
１ｍｇ／ＬＩＡＡ、ＭＳ＋２ｍｇ／ＬＺＴ＋１ｍｇ／ＬＩＡＡ对青薯２号、青薯
９号的效果较好；ＭＳ＋４ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．０１ｍｇ／ＬＮＡＡ、
ＭＳ＋２ｍｇ／ＬＺＴ＋１ｍｇ／ＬＩＡＡ对费乌瑞它的效果较好；ＭＳ＋
２．２５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ的总体效果一般。
２．３　不同愈伤组织的分化

由表４、表５的结果可以看出：与愈伤组织诱导率的顺序
一致，芽分化率大小表现为青薯９号最高，平均为２８．２２％；
其后依次为费乌瑞它、青薯２号，与青薯９号的差异分别达到
５．６９、１１．３３百分点，说明不同基因型的马铃薯作为受体时需
要选择转化率高的。

表４　青薯２号、青薯９号、费乌瑞它马铃薯茎段外植体在６种培养基中的愈伤组织诱导情况

培养基
青薯２号 青薯９号 费乌瑞它

接种数（个） 愈伤率（％） 接种数（个） 愈伤率（％） 接种数（个） 愈伤率（％）
ＭＳ＋３ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．０１ｍｇ／ＬＮＡＡ ４６ ９１．３０ ３５ ９４．２９ ４０ ８７．５０
ＭＳ＋４ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．０１ｍｇ／ＬＮＡＡ ５２ ８６．５４ ５６ ９１．０７ ４８ ９３．７５
ＭＳ＋２．２５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ ５３ ８４．９１ ４９ ９３．８８ ５０ ８８．００
ＭＳ＋１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１ｍｇ／ＬＺＴ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ ５０ ９０．００ ５５ ９２．７３ ５２ ９２．３１
ＭＳ＋１．７５ｍｇ／ＬＺＴ＋１ｍｇ／ＬＩＡＡ ４８ ９１．６７ ５２ ９６．１５ ４８ ９１．６７
ＭＳ＋２ｍｇ／ＬＺＴ＋１ｍｇ／ＬＩＡＡ ５１ ９６．０８ ５２ ９６．１５ ４９ １００．００
均值 ５０ ９０．０８ ５０ ９４．０５ ４８ ９２．２０

　　注：污染的外植体未计。

表５　青薯２号、青薯９号、费乌瑞它马铃薯茎段外植体在分化培养基中的分化情况

重复
青薯２号 青薯９号 费乌瑞它

接种数（个） 分化率（％） 接种数（个） 分化率（％） 接种数（个） 分化率（％）
１ ４０ １６．５０ ３０ ２６．６７ ３６ ２５．００
２ ４８ ２１．２５ ５０ ３２．００ ４０ ２２．５０
３ ４３ １６．７８ ４６ ２６．０９ ４４ ２２．７３
４ ４８ １７．５０ ５２ ３２．３１ ５０ ２８．００
５ ４５ １３．３３ ５０ ３０．００ ４０ １５．００
６ ５０ １６．００ ４５ ２２．２２ ４１ ２１．９５
均值 ４５ １６．８９ ４０ ２８．２２ ４２ ２２．５３

３　小结与讨论

马铃薯的初代培养是组织培养中最关键的一步。马铃薯

枝条长期暴露在田间，容易孳生各种各样的细菌，有的细菌甚

至能长入组织内部，因此外植体即使经过细致的表面灭菌，仍

然会发生污染。此外，马铃薯富含酚类物质，因此克服污染和

褐化这两大难题是马铃薯初代培养成功的关键。在整个消毒

灭菌过程中，ＨｇＣｌ２的灭菌浓度和时间是最重要的，不同的基
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櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
因型要选择最佳的处理组合。

植物激素种类和基因型对马铃薯外植体植株的再生有一

定的影响，从试验结果可以看出：不同基因型外植体的平均分

化率差距很大，变化范围为１６．８９％ ～２８．２２％，这说明在选
择转化受体时应该考虑高再生率的基因型。同一基因型的外

植体在不同的激素作用下分化率也有差别，配方为 ＭＳ＋
１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１ｍｇ／ＬＺＴ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ的培养基分化诱
导率较高，而配方为ＭＳ＋１．７５ｍｇ／ＬＺＴ＋１ｍｇ／ＬＩＡＡ的培养
基分化诱导率较低。

本试验建立了一套较完整的关于青海省主栽马铃薯品种

的组培快繁体系，以期有助于这些品种的大规模推广种植。
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　　摘要：以含不与除草甘膦结合的突变型５－烯醇丙酮莽草酸－３－磷酸合酶基因除草剂筛选标记的转基因玉米为
材料，通过叶片喷雾和叶片离体平板培养等试验，建立快速非分子生物学抗除草剂转基因玉米的鉴定方法。结果表

明：用５０００ｍｇ／Ｌ草甘膦叶片喷雾和用７０ｍｇ／Ｌ草甘膦叶片离体培养可快速准确地鉴定是否转入除草剂基因。
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　　随着转基因作物商业化生产的发展，转基因作物种植面
积从１９９６年的１７０万ｈｍ２增加到２０１２年的１．７亿ｈｍ２，增长
了９９倍，这是前所未有的突破，其中抗除草剂作物种植面积
最大［１］。在植物转基因研究过程中，通常采用选择性标记基

因提高筛选效率，而除草剂基因是较常用的筛选标记基因，而

５－烯醇丙酮莽草酸－３－磷酸合酶（ＥＰＳＰＳ）基因最常用。目
前，国际上种植面积最大的抗除草剂转基因玉米是转 ＥＰＳＰＳ
基因抗农达除草剂玉米［２］。近几年，国内对抗除草剂转基因

玉米和抗除草剂筛选方法的研究也取得了很大的成功［３－１１］。

在转基因研究和安全评价等过程中对转基因植株的鉴定是必

不可少的环节［１２］，传统上初步鉴定转基因的方法是利用聚合

酶链反应（ＰＣＲ）鉴定目的基因ＤＮＡ片段是否存在；但是ＰＣＲ

方法步骤繁琐，做大量鉴定运用时有一定的局限性。利用筛

选标记基因的农艺性状，建立快速有效的非生物鉴定方法非

常必要。本研究以抗除草剂转基因玉米为研究材料，通过叶

片喷雾、叶片离体培养方法建立抗除草剂转基因玉米快速的

鉴定方法，并探索出可以有效区分转化和非转化植株的筛选

剂浓度。本研究建立的２种检测方法既可用于转基因植株当
代的检测筛选，又可用于转基因后代植株的大规模检测，大大

减少了转基因后代培养和进一步鉴定的工作量。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　植物材料　本研究所用的植株材料列于表１。
１．１．２　试剂　４１％ 草甘膦异丙胺盐水剂，由美国孟山都公
司生产；６－苄氨基嘌呤 （６－ＢＡ），购于 Ｓｉｇｍａ公司；国产琼
脂，由上海鼎国生物技术有限公司提供；ＥＰＳＰＳ试纸条购于美
国恩沃劳格公司。

１．１．３　筛选培养基（液）的制备　叶片喷雾液：５０ｍＬ灭菌水
中加入１滴吐温２０，再加入不同浓度的除草剂。离体培养筛
选培养基：０．７％琼脂、１ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，煮沸使琼脂溶解，冷却
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