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　　摘要：为获得较佳的原生质体融合培养体系，以野生种马铃薯 Ｓｏｌａｎｕｍｐｉｎｎａｔｉｓｅｃｔｍｕｍ和栽培种下寨６５试管苗叶
片为材料，进行原生质体分离纯化与融合培养研究，对２个融合亲本的无菌苗叶片进行原生质体化学融合和电融合。
结果表明，采用电融合方式，融合参数为交变电压８０Ｖ／ｃｍ，成串时间１０ｓ，直流脉冲１０００Ｖ／ｃｍ，作用时间 ６０μｓ，脉
冲ｌ次，原生质融合效率最高，达到４５．７２％。融合细胞在液体浅层培养中形成０．１ｍｍ的愈伤组织后，转入到增殖培
养基（０．４ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１ｍｇ／ＬＩＡＡ）中培养８０ｄ以上，愈伤组织变为鲜绿色时，移入诱导分化培养基（０．５ｍｇ／Ｌ
ＩＡＡ＋２．５ｍｇ／ＬＺｅａｔｉｎ）中，愈伤组织在分化培养基上生长约６０ｄ时，开始分化形成小芽，分化频率平均达１６．７％，显
著好于其他分化处理。
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　　马铃薯（ＳｏｌａｎｕｍｔｕｂｅｒｏｓｕｍＬ．）是茄科茄属的一年生草
本植物，粮菜兼用，在世界上种植范围广，抗旱，耐瘠薄，是继

水稻、小麦、玉米之后的第四大粮食作物。其抗病、抗寒、抗

旱、早熟性、丰产性等优良性状的选育一直备受关注。马铃薯

现有的栽培种遗传背景狭窄，亲缘关系近，后代变异仅停留在

近交水平，所以常规育种很难选育出优良抗性品种［１］。在马

铃薯的野生种中含有大量的抗病基因和特殊基因，这为马铃

薯育种提供了丰富的基因库［２］。然而，生产上应用的普通马

铃薯基本为四倍体，野生种为二倍体，由于胚乳平衡数

（ＥＢＮ）的差异，很多野生种与栽培种存在杂交障碍，常规育
种技术不能满足现在的育种需要。利用体细胞杂交技术可以

克服马铃薯栽培种和野生种间由于倍性不同引起的生殖隔

离，将野生种的优良基因导入栽培种以改良品种性状［３］。马

铃薯原生质体融合培养是利用细胞杂交技术进行育种的基

础。但所用材料的基因型不同，会导致原生质体融合和培养

的结果存在差异。影响原生质体融合培养的因素主要包含基

因型、培养条件，培养基组成等［４－５］，马铃薯野生种 Ｓｏｌａｎｕｍ
ｐｉｎｎａｔｉｓｅｃｔｍｕｍ有丰富的抗性基因，包括高抗晚疫病（ＰＶＸ、
ＰＶＹ、ＰＬＲＶ）和抗病毒病等，栽培种下寨６５是青海省主栽品
种，但该品种极易感染晚疫病。本试验通过对影响原生质体

融合、培养的相关因素进行研究，旨在获得一种稳定的适合于

马铃薯野生种 Ｓｏｌａｎｕｍｐｉｎｎａｔｉｓｅｃｔｍｕｍ与栽培种下寨６５试管
苗叶片的原生质体分离融合培养体系，为马铃薯野生种及与

栽培种之间的体细胞杂交奠定基础。

１　材料与方法

１．１　融合亲本原生质体的分离纯化与活力检测
选用青海省农林科学院青藏高原生物技术教育部重点实

验室保存的马铃薯野生种 Ｓｏｌａｎｕｍｐｉｎｎａｔｉｓｅｃｔｍｕｍ和下寨６５
无菌苗，通过单节切段扩繁于不含任何激素的 ＭＳ培养基中
继代培养；取培养２１ｄ左右的试管苗上部充分展开的３～４
张叶片，于超净工作台中切成３ｃｍ左右宽的细长条带放入
１０ｍＬ酶解液中。酶解液成分：纤维素酶（ＯｎｏｚｕｋａＲ－１０）、
果胶酶（Ｙ－２３）、离析酶（ＯｎｏｚｕｋａＲ－１０）、３ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ
［２－（Ｎ－吗啉）乙磺酸］、２％ ＰＶＰ（聚乙烯吡咯烷酮）、０．２％
ＢＳＡ、０．３５ｍｏｌ／Ｌ甘露醇。将含有叶片的酶解液置于２５℃、
４０ｒ／ｍｉｎ的恒温摇床中黑暗解离１２～１４ｈ（本研究所用培养
基均参照周宇波等的基础配方［６］，不再列出）。

酶解液用 １００目的尼龙膜过滤到 １０ｍＬ离心管中，于
６００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，缓慢加入 ２ｍＬＭＲ（含有
６３．７５％ 甘露醇）混合均匀后，缓缓加入到有７ｍＬ高浓度蔗
糖溶液（含有２３％的蔗糖）的１０ｍＬ离心管中，６００ｒ／ｍｉｎ离
心６ｍｉｎ。用微量移液器将液体中环状原生质体吸出，用ＭＰＳ
再次将其悬浮，６００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，重复２次，得到的沉淀
物即为纯化的原生质体。调整 Ｓ．ｐｉｎｎａｔｉｓｅｃｔｍｕｍ原生质体的
终密度为２×１０５个／ｍＬ左右，用于原生质体融合。

原生质体活力检测：采用荧光素双醋酸酷（ＦＤＡ）法检测
原生质体活力，ＦＤＡ先用丙酮制备成０．５％的贮备液，０℃保
存。活力检测时，取０．５ｍＬ纯化好的原生质体，加入１０μＬ
ＦＤＡ使ＦＤＡ终浓度为０．０１％，混匀后置于室温下５ｍｉｎ。在
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荧光显微镜下观察，激发滤光片为ＱＢ２４，压制滤光片为 ＪＢＳ。
由于叶绿素的存在，有活力的叶肉原生质体发黄绿色荧光。

每个数据为１０个视野的平均数，原生质体活力计算为发黄绿
荧光的原生质体数占原生质体总数的百分率。

１．２　原生质体的融合方法研究
１．２．１　化学融合方法　融合诱导液（ＦＡ）的组成为８ｍｍｏｌ／Ｌ
ＣａＣｌ２＋０．７ｍｍｏｌ／ＬＫＨ２ＰＯ４＋２５％聚乙二醇（ＰＥＧ），ｐＨ值为
５８，过滤灭菌，４℃下保存备用，聚乙二醇为ＰＥＧ－６０００。融合固
定液（ＦＢ）为８０ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２，溶液ｐＨ值为１０，高温灭菌。

融合方法：将纯化好的双亲原生质体悬浮液（密度约为

２×１０６个／ｍＬ）按１∶１比例混合，用滴管将原生质体悬浮液
均匀地滴于一无菌的培养皿底部，静置３ｍｉｎ，在悬浮液顶部
加入１滴融合诱导液ＥＡ，室温下静置１５ｍｉｎ，然后在其顶部
加入１滴融合固定液ＦＢ，再静置１０ｍｉｎ，用 ＭＰＳ培养基漂洗
２次，调整密度培养。
１．２．２　电融合方法　电融合仪为 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ的 Ｍｕｌｔｉｐｏｒａｔｏｒ
４３０８型融合仪，融合室为 ２５０μＬ螺旋型铂金电极，间距
０２ｍｍ。

电融合液的组成：０．３５ｍｏｌ／甘露醇 ＋０．２ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２，
ｐＨ值为５．８，高温灭菌。

将双亲的原生质体按 １∶１比例混合，用加样枪吸取
２４５μＬ细胞悬浮液小心地加入到融合池底部，操作过程中避
免打湿融合池的边缘及内侧，以免产生气泡而影响融合效率。

将铂金电极小心地插入融合池中，缓慢旋紧，然后连接到共轴

连接头上，进行融合。基本融合参数为交变电压８０Ｖ／ｃｍ，成
串时间１０ｓ，直流脉冲１０００Ｖ／ｃｍ，作用时间６０μｓ，脉冲１次。
１．３　增殖培养基激素水平的筛选研究
１．３．１　材料　以 Ｓ．ｐｉｎｎａｔｉｓｅｃｔｍｕｍ和下寨６５融合再生的愈
伤组织为试验材料。

１．３．２　方法　将约０．１ｍｍ的增大的细胞团从 ＭＰＳｃｕｌ培养
基中转入增殖培养基中，增殖培养基在０．４ｍｇ／Ｌ细胞分裂素
（６－ＢＡ）条件下，设置了３个ＮＡＡ浓度处理（表１）。

表１　愈伤增殖培养基中ＮＡＡ浓度试验设计

处理
ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

Ａ ２．０
Ｂ １．０
Ｃ ０．１

１．４　芽分化培养基中的激素浓度搭配试验
１．４．１　材料　以 Ｓ．ｐｉｎｎａｔｉｓｅｃｔｍｕｍ和下寨６５融合再生的愈
伤增殖组织为试验材料。

１．４．２　方法　研究前人关于马铃薯愈伤组织芽分化过程中
激素使用浓度基础上，选取直径大于３ｍｍ的愈伤组织为试
验材料，设置了４种分化培养基（表２），４个月时统计愈伤组
织的最初芽分化时间和分化率（最初芽分化时间指愈伤组织

接种到分化培养基上的时间到初次芽分化的天数，分化率为

每皿能够分化的愈伤数占接种总愈伤数的百分率）。

２　结果与分析

２．１　原生质融合方法研究
通过化学融合和电融合２种融合方式的比较，结果表明，

表２　芽分化培养基中的激素浓度搭配试验

酶组合处理
ＩＡＡ
（ｍｇ／Ｌ）

Ｚｅａｔｉｎ
（ｍｇ／Ｌ）

Ａ ０．１ ２．０
Ｂ ０．５ ２．５
Ｃ ０．１ １．０
Ｄ ０．５ １．５

２种融合方式的细胞融合率没有显著差异，在前期优化融合
条件和融合参数的条件下，其最高融合率均在４０％以上，但
是融合后的原生质体培养反应存在显著差异（表３）。电融合
的细胞培养反应迅速，培养后２４ｈ细胞开始膨大，而 ＰＥＧ融
合的细胞需要４８～７２ｈ才开始膨大，培养至第１０天时统计
细胞的植板率，电融合细胞的植板率为３３．６％，显著高于化
学融合方式的２０．８％。方差分析结果表明，在愈伤组织分化
成苗能力上，电融合的细胞也显著强于化学融合。但是两者

的愈伤组织挑出后转移至分化培养基上均生长正常，表现在

初次分化成苗的时间和杂种植株比例上并没有显著差异。由

此可见，ＰＥＧ对细胞的生长存在一定的抑制作用，集中表现
在原生质体培养前期。

将含有融合细胞的混悬液滴于３ｍｍ无菌培养皿（培养
皿中含有２ｍＬＭＰＳｃｕｌ培养基，每皿３～４滴）进行黑暗培养，
此阶段培养时间约为３周。随着细胞的继续分裂，可见米白
色的“小点”，经过 １４ｄ培养，一部分细胞团能长成直径约
１ｍｍ的小愈伤。此时，可以陆陆续续将小愈伤组织挑至愈伤
增殖培养基上。

表３　不同的融合方式对原生质体融合及培养效果的影响

融合方式
融合率

（％）
植板率

（％）
最初分化时间

（ｄ）
愈伤组织分化率

（％）

ＰＥＧ ４２．７ａ ２０．８ｂ ５７．３ａ ９．８ｂ
电融合 ４５．２ａ ３３．６ａ ５８．２ａ １６．８ａ

　　注：同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著。下
表同

２．２　增殖培养基激素水平的筛选研究
愈伤组织接种到不同分化培养基上以后，愈伤组织形态

特征表现出差异，只有在Ｂ处理（ＮＡＡ浓度为１ｍｇ／Ｌ）上，愈
伤组织生长旺盛，进一步增大，颜色由浅绿色逐渐变为鲜绿，

而在其他处理的分化培养基上，愈伤组织均生长缓慢，并出现

了不同程度的黄化现象（表４）。
表４　愈伤增殖培养基中ＮＡＡ浓度对愈伤组织生长的影响

处理 接种的愈伤总数
＞３ｍｍ的愈伤数

（皿）
愈伤组织状态

Ａ ９０ ２０．７ａ 松散，水浸状

Ｂ ９０ １１．３ｂ 质地紧密

Ｃ ９０ ２．７ｃ 质地紧密

２．３　芽分化培养基中的激素浓度搭配试验
在本试验条件下，愈伤组织的生长速度适中，愈伤组织的

状态适宜进一步分化培养要求，以 ＮＡＡ的浓度为１．０ｍｇ／Ｌ
配合０．４ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ，具体结果见表５所示。结果表明，虽
然４种激素浓度搭配处理都可以诱导马铃薯愈伤组织分化，
但不同处理间的分化时间和分化频率差异显著。对于愈伤组

织而言，以Ｂ处理（０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ＋２．５ｍｇ／ＬＺｅａｔｉｎ）的诱导
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分化效果最好，愈伤组织在分化培养基上生长约６０ｄ时开始
分化形成小芽，平均的分化频率达１６．７％，显著好于其他分
化处理。

培养过程中还发现，在愈伤组织快速增殖阶段，马铃薯的

愈伤组织培养区别于其他作物，不需要作渗透压的降压处理，

改变渗透压反而对愈伤组织生长不利。

　　在愈伤中分化出３ｍｍ芽时将芽切下，移入普通的ＭＳ培
养基中进生根培养成完整植株，亲本融合率及倍性分析由流

式细胞仪 （ＧｕａｖａＥａｓｙＣｙｔｅ１０）进行检测，形成的六倍体有双

表５　愈伤增殖培养基中不同激素配比对芽分化的影响

处理 接种的愈伤总数
最初分化时间

（ｄ）
分化频率

（％）

Ａ １００ １０７．２ｂ ３．６ｃ
Ｂ １００ ６０．４ｃ １６．７ａ
Ｃ １００ １１７．６ａ ６．０ｂ
Ｄ １００ １１２．６ａｂ ７．１ｂ

亲的染色体组杂种，占总杂种的３０％。整个原生质体分离纯
化及融合培养过程见图１。

３　结论与讨论

细胞融合对于有杂交障碍亲本是一个非常有用的育种手

段，要有目的地选择亲本材料，应该多选择近缘种进行原生质

体融合。但不同基因型之间的融合细胞对培养反应有较大差

异，本试验是众多亲本组合中筛选出来的容易培养的组合，其

细胞启动分裂较快，培养２５～３０ｄ时可形成直径达１ｍｍ的
小愈伤组织，继而可以形成数量庞大的愈伤组织。能够分化

的愈伤组织初次分化时间相差不大，约为６０ｄ左右，但表现
出较长的持续分化时间，往往需要４个月的时间，因此，在分
化培养基上要定期更换新鲜培养基以保证愈伤组织生长对营

养的需求。愈伤组织增殖阶段对光照强度异常敏感，置于光

照条件下，愈伤组织生长缓慢，结构变得异常致密，少量愈伤

出现褐化现象。本研究中，不确定这是２个亲本的最佳融合
培养体系，但确定是有效的体系。在今后的原生质体融合研

究中，将根据育种目标，进行更多的亲本组合研究，进一步改

良融合培养体系，更有效将此技术用于马铃薯的育种工作

当中。
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