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　　摘要：利用酶解法从贵州省甘薯地方品种兴义薯和二倍体近缘野生种三浅裂野牵牛（Ｉ．ｔｒｉｆｉｄａ）的无菌试管苗幼嫩
叶柄中分离得到大量原生质体。用聚乙二醇（ＰＥＧ）融合法融合这２个品种的原生质体，将融合原生质体培养在含有
０．０５ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ和 ０．５ｍｇ／ＬＫＴ的改良ＭＳ培养基中。结果表明，３～５ｄ后融合原生质体发生第１次细胞分裂；培
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的ＭＳ培养基上，使愈伤组织增殖。
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　　贵州省甘薯地方品种较少，且产量低、易感病，制约着贵
州甘薯产业的发展。因此，为了丰富贵州省甘薯资源，改良甘

薯品质特性，须将地方品种与具有优异基因的野生种进行杂

交，从而创造特异的甘薯新材料。而甘薯常规育种一般采用

有性杂交和自然芽变的方法进行系统选择，这些方法具有一

定的局限性。近年发展起来的原生质体融合技术，对甘薯品

种改良和育种具有重要意义。通过原生质体融合，不同种类

的原生质体不经过有性阶段，在一定条件下融合创造杂种，能

克服甘薯杂交不亲和性，创造甘薯种间杂种。国内外原生质

体融合技术在甘薯上的应用已取得很大进展，不仅获得了甘

薯融合原生质，而且培育出杂种植株。Ｓｉｈａｃｈａｋｒ等首次获得
了甘薯原生质的再生植株体系，改良了甘薯品质［１］。Ｂｅｌａｒｍｉ
ｎｏ等用电融合法融合甘薯和三浅裂野牵牛（Ｉｐｍｏｅａｔｒｉｆｉｄａ）
（四倍体）的原生质体，获得１株再生植株［２］。Ｌｉｕ等用聚乙
二醇（ＰＥＧ）融合法获得甘薯和 Ｉ．ｔｒｉｌｏｂａ及 Ｉ．ｌａｃｕｎｏｓａ的融合
原生质体，获得少量再生植株［３－７］。Ｚｈａｎｇ等获得了甘薯品
种栗子香和Ｉ．ｌａｃｕｎｏｓａ的种间体细胞杂种植株［８］。Ｇｕｏ等获
得了甘薯品种徐薯１８和 Ｉ．ｃａｉｒｉｃａ的４６株种间体细胞杂种
植株［９］。Ｙａｎｇ等获得徐薯１８与 Ｉ．ｔｒｉｌｏｂａ的体细胞杂种植
株，并从中筛选出具有膨大块根的抗旱杂种植株［１０］。王晶珊

等利用ＰＥＧ融合方法，获得甘薯（Ｉ．ｂａｔａｔａｓ）Ｂ不亲和群内品
种Ｋｏｇａｎｅｓｅｎｇａｎ和 Ｂｉｔａｍｂｉ的 ４５株原生质体再生植株［１１］。

但是，目前贵州省尚未有此方面的报道。因此，本研究以甘薯

二倍体近缘野生种三浅裂野牵牛（Ｉ．ｔｒｉｆｉｄａ）与贵州省地方品

种兴义薯为材料，对其原生质体融合进行研究，对于丰富贵州

省甘薯种质资源、改善甘薯品质都具有一定的意义。

１　材料与方法

１．１　植物材料
供试材料为贵州省甘薯地方品种兴义薯和二倍体近缘野

生种三浅裂野牵牛（Ｉ．ｔｒｉｆｉｄａ）。用其无菌试管苗的幼嫩叶柄
分离原生质体。

１．２　叶柄原生质体分离和融合
根据Ｌｉｕ等的培养方法［３－７］，利用酶解法从贵州省甘薯

地方品种兴义薯和 Ｉ．ｔｒｉｆｉｄａ的叶柄分离得到大量原生质体。
在融合处理之前，用 Ｗ５液［１２５．０ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ、
１５４．０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、５．０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ、５．０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖、
５．０ｍｍｏｌ／Ｌ２－吗啉乙磺酸 （ＭＥＳ），ｐＨ值为 ５．６］于
２０００ｒ／ｍｉｎ、４ｍｉｎ离心洗涤１次后，收集原生质体，悬浮于
Ｗ５液中，使其密度约为 １０

６个／ｍＬ。以体积比２∶１混合兴
义薯和野生种 Ｉ．ｔｒｉｆｉｄａ的原生质体悬浮液，将原生质体混合
液滴于培养皿底部，在其上滴加 ＰＥＧ融合液［３０．０％ ＰＥＧ
６０００、０．１ｍｏｌ／ＬＣａ（ＮＯ２）２·４Ｈ２Ｏ、０．５ｍｏｌ／Ｌ甘露醇，ｐＨ值
为９．０］，处理１０ｍｉｎ。融合处理后，将融合原生质体用Ｗ５液
洗１次，再用培养基洗２次后进行培养。
１．３　融合原生质体培养和愈伤组织的形成

根据Ｌｉｕ等的培养方法［３－７］，将融合原生质体培养在含

有０．０５ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ和０．５ｍｇ／ＬＫＴ的改良ＭＳ培养基中，
用Ｐａｒａｆｉｌｍ将培养皿密封，将融合原生质体放在２７℃、黑暗
条件下静置培养。４周后，将培养基的甘露醇浓度降低到
０．３ｍｏｌ／Ｌ，蔗糖浓度增至２．０％，其余成分不变。培养８周
后，将形成的小愈伤组织转入到含有 ０．０５ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ、
０．５ｍｇ／ＬＫＴ和３．０％蔗糖的ＭＳ培养基中，在上述条件下继
续培养。１２周后形成直径１．０～２．０ｍｍ的小愈伤组织，并将
其转移到添加０．０５ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ和０．５ｍｇ／ＬＫＴ的固体培
养基上，在（２７±１）℃、黑暗条件下培养，使愈伤组织增殖。
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２　结果与分析

２．１　原生质体分离和融合
由图１可知，利用酶解法从贵州省甘薯地方品种兴义薯

和近缘野生种（Ｉ．ｔｒｉｆｉｄａ）无菌苗的幼嫩叶柄中分离得到大量
原生质体，呈球形，大小不一，不易看到细胞核。在 ＰＥＧ融合
液的作用下，２个亲本的原生质体迅速发生融合。在倒置显
微镜下观察可见，原生质体既有二重融合、多重融合，也有未

融合的单个原生质体。

２．２　融合原生质体培养及愈伤组织形成
由图２可知，将分离得到的原生质体培养于改良的 ＭＳ

液体培养基中，３～５ｄ内观察到首次细胞分裂。由图３可见，
培养４周后，细胞分裂形成细胞团。将融合原生质体悬浮于
液体培养基中，于２７℃黑暗培养１２周后，由图４可见，细胞
团形成直径为１．０～２．０ｍｍ的白色松脆愈伤组织，将其转移
到添加０．０５ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ和０．５ｍｇ／ＬＫＴ的固体培养基上，
在２７℃黑暗条件下培养，可使愈伤组织增殖。

３　讨论与结论

本研究利用与 Ｌｉｕ等［３－７］相似的培养体系，愈伤组织形

成慢，杂种植株再生率低，这与前人报道［１，３－７］一致，其主要原

因是叶柄作为分离原生质体的材料不理想。刘庆昌等建立了

甘薯胚性细胞悬浮培养系，能在短时间内获得大龄再分化能

力高的胚性悬浮细胞［１２］。张冰玉等利用甘薯品种栗子香的

胚性悬浮细胞原生质体获得与Ｉ．ｔｒｉｌｏｂａ叶柄原生质体的融合
产物，获得了大量种间体细胞杂种植株［１３］。王晶珊等利用甘

薯品种Ｂｉｔａｍｂｉ的胚性愈伤组织原生质体实现了高频率的植
株再生［１１］。甘薯本身是再分化比较困难的植物［７，１１］，整个培

养过程太长，一般达半年以上，过长的培养周期也会降低细胞

的分化能力。如果原生质体数量过少或者活力较差，也会影

响彼此间的融合。所以甘薯及其近缘野生种的原生质体融合

需要大量有活力的甘薯品种及近缘野生种的原生质体，而且

还需要适合融合原生质体植株再生的培养体系。因此，在下

一步试验中，笔者将利用甘薯胚性悬浮细胞进行原生质体分

离、培养与融合，优化原生质体杂种植株再生体系，以便获得

大量愈伤组织，实现种间体细胞杂种植株的有效再生。
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