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　　摘要：针对青海省马铃薯资源库中的２０个资源进行花药培养研究，结果表明：不同基因型的马铃薯愈伤组织诱导
率存在很大差异，其中，下寨６５愈伤组织诱导率最高，为２５．１％；其次是青薯９号，为１６．８％，紫云、红云、冀张薯１２号
没有诱导出愈伤组织；青薯２号、高原４号、青０５－１２－６的愈伤组织分别分化出再生植株，其余品种均未分化出再生
植株。
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　　马铃薯育种存在遗传基础狭窄、品种间亲缘关系近等问
题。马铃薯花药培养是产生单倍体的主要方法，在马铃薯育

种、基础遗传学研究中具有重要意义。自然界中可利用的马

铃薯野生种及近缘栽培种中大部分为二倍体，限制了野生马

铃薯种质中优良基因的开发利用［１］。因此，通过诱导获得马

铃薯单倍体是马铃薯育种成功的关键［２－３］。我国马铃薯花药

培养研究始于２０世纪８０年代初期，戴朝曦等以马铃薯四倍
体普通栽培种为材料，附加不同浓度及种类的植物生长调节

剂，成功诱导了再生植株［４］。朱明凯等［５］、王蒂等［６］、冉毅东

等［７－８］、贺苗苗［９－１０］对马铃薯花药培养中高温前处理、培养

基中植物生长调节剂的种类及浓度等因素进行了研究。梁彦

涛等［１１］、李凤云等［１２］发现马铃薯花药培养对基因型依赖性

很大。由于花药培养受植物基因型、培养基、花药发育时期、

植物激素配比等多种因素的影响，花药培养存在诱导频率低、

植株再生率低的问题，导致花药培养很少应用于育种实践。

本研究针对青海省马铃薯资源库中的２０个资源进行花药培
养研究，旨在为马铃薯育种提供较多的单倍体材料。

１　材料与方法

１．１　材料
青薯２号、高原４号、青０５－１２－６等２０个马铃薯资源

由青海省农林科学院生物技术研究所提供。

１．２　方法
１．２．１　资源种植、花药采集　将供试材料分别种植于青海省
海东市乐都区、青海省西宁市湟源县２个试验点，海拔不同，
开花期也不同。６月中旬至９月中旬都可以采集花药。通常
０８：００—１０：００采集花药，将花药置于冰壶中带回实验室，在
４０倍显微镜下观察小孢子的育性、发育时期，取小孢子处于

单核中后期的花蕾备用（图１）。

１．２．２　花药预处理　将花药放在 ４℃冰箱中低温预处理
２４～４８ｈ，接种后放在３５℃高温培养箱中黑暗条件下热激处
理２４～４８ｈ，之后转入２２～２５℃培养箱中暗培养。
１．２．３　消毒接种　先用流水冲洗花蕾３０ｍｉｎ，再用蒸馏水冲
洗３次，转入超净工作台用无菌水冲洗３次，再用７５％乙醇
灭菌３０ｓ，０．１％ ＨｇＣｌ２浸泡７～１０ｍｉｎ，无菌水洗３～４次，置
于已灭菌的培养皿上用镊子剥开花蕾，取出花药，去除花丝，

接种到愈伤组织诱导培养基上，每皿接种２５～３０枚花药。
１．２．４　培养基配方　诱导培养基：ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１０ｍｇ／ＬＡｇＮＯ３＋
１ｇ／Ｌ活性炭＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋０．７％琼脂，ｐＨ值为５．８。分化
培养基：ＭＳ＋２．０ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．５ｍｇ／Ｌ
ＫＴ＋１ｇ／Ｌ活性炭＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋０．７％琼脂，ｐＨ值为５．８。
１．２．５　培养条件　接种后的花药经高温热处理后，转入
２２～２５℃ 培养箱中暗培养，待诱导出愈伤组织或胚状体后
（约２０ｄ），转入光照条件下（日光灯光强为 ２５００ｌｘ，光照
１６ｈ／ｄ、黑暗８ｈ／ｄ）温度为２２℃的光照培养箱中培养，将愈
伤组织或胚状体转入分化培养基中，待分化成苗后，转入 ＭＳ
培养基中继代繁殖。愈伤组织诱导率、再生植株分化率计算

公式如下。

　　愈伤组织诱导率 ＝诱导出愈伤组织的花药数／接种花药
数×１００％； （１）
再生植株分化率＝分化再生植株数／愈伤组织数×１００％。 （２）
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２　结果与分析

２．１　不同基因型对马铃薯花药培养愈伤组织诱导率的影响
从表 １可以看出，下寨 ６５愈伤组织诱导率最高，达

２５１％（图２），其次是青薯９号，为１６．８％。紫云、红云及冀
张薯１２号可能由于基因型及培养基不太适宜，始终没有诱导
出愈伤组织。

２．２　基因型对花药培养分化再生植株的影响
不同基因型花药培养愈伤组织分化率差异很大，２０份资

源中，只有青薯２号、高原４号、青０５－１２－６分化出了再生
植株，其余品种均未分化出再生植株。将下寨６５愈伤组织转
接到分化培养基上２０ｄ后，一部分慢慢褐化，有根产生，且根
生长健壮，随着时间的推移，整个愈伤组织连同根逐步变褐，

最后死亡。青薯９号（图３）愈伤组织表面逐渐变绿、变硬、呈
菜花状，随着培养时间的延长，愈伤组织不断增大，经过几次

继代培养，更换不同的分化培养基，但是均没有分化出根或

芽。脱毒１７５愈伤组织转到分化培养基后迅速增大，但愈伤
组织较松散，随着培养时间的延长，愈伤组织不断增大，最后

变褐死亡。青薯２号愈伤组织在分化培养基上表面逐渐呈深
绿色、变硬，分化出了再生植株，且植株健壮（图４）。

表１　不同基因型对花药愈伤组织诱导的影响

基因型
接种花药数

（枚）

愈伤组织

诱导数（个）

愈伤组织

诱导率（％）
青薯９号 ８００ １３４ １６．８
青薯２号 ６００ ９７ １６．２
青薯１６８ ８００ ７２ ９．０
青０５－１２－６ ６００ ４９ ８．２
脱毒１７５ ６００ ５７ ９．５
下寨６５ １３００ ３２６ ２５．１
高原４号 ６００ ５３ ８．８
克新１号 ６００ ５１ ８．５
克新２０号 ３００ ６ ２．０
青０６－２６－７ ３００ ３ １．０
陇薯３号 ５００ １８ ３．６
陇薯６号 ４３０ ２３ ５．３
大西洋 ４６０ ８ １．７
夏波蒂 ４８０ １９ ４．０
乐薯１号 ２００ ５ ２．５
费乌瑞它 ３００ １４ ４．７
冀张薯８号 ２００ ３ １．５
冀张薯１２号 １２０ ０ ０
紫云 ４００ ０ ０
红云 ４００ ０ ０

３　结论与讨论

马铃薯花药培养诱导的双单倍体植株在马铃薯育种中发

挥重要的作用，由于马铃薯花药培养愈伤组织的形成受多种

因素限制，植物生长调节剂、接种密度、活性炭、热激处理时间

等因子都对愈伤率有影响。本研究表明，不同基因型马铃薯

花药培养愈伤组织诱导率、分化率存在很大差异，这与前人研

究结果［１１］一致，这可能是由于基因组内存在着某种基因，该

基因可调控小孢子的发育方向，也可能是因为不同基因型的

花粉小孢子对离体培养的敏感度不同。相同基因型马铃薯种

植区域及采集时间不同，愈伤组织诱导率也存在明显的差异。

因此，在马铃薯育种过程中，可根据育种目标先选定基因型，

再根据不同的基因型筛选适宜的培养条件、培养基、添加物，

以便获得更多的单倍体植株。
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