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　　摘要：为了脱除甘薯Ｇ病毒，获得优良的脱毒甘薯种苗，提高甘薯的质量和产量，根据ＮＣＢＩ上已报道的甘薯Ｇ病
毒外壳蛋白基因序列设计引物，用ＲＴ－ＰＣＲ克隆了商薯１９叶片Ｇ病毒外壳蛋白基因序列。测序结果显示，获得的Ｇ
病毒外壳蛋白基因为８００ｂｐ，与报道的基因序列同源性达９９％。经过茎尖脱除病毒和组织快繁技术发现，商薯１９芽
诱导的最适培养基为ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ；苗增殖的最佳培养基为１／２ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
２．０ｇ／Ｌ椰汁水；根诱导的最适培养基为１／２ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ。经过ＰＣＲ检测，商薯１９中确实存在Ｇ病毒，经过茎
尖脱除病毒后，Ｇ病毒的脱毒率达到８３％。这为获得甘薯脱毒苗及甘薯病毒检测提供了实践操作的依据。
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　　甘薯种植作为我国覆盖范围较为广泛的农作
物生产类型，在我国南北地区均有发展，病毒病在

我国各个甘薯种植区快速大范围的蔓延，对甘薯质

量和产量造成了巨大的损失［１－４］。在传统种植模式

中，由于缺乏对种薯块根内病毒的有效处理技术，

导致我国甘薯生产效益不同程度地降低，近几年甘

薯脱毒技术虽不断改进和发展，但是真正能用于实

际生产并且大面积使用的脱毒技术还未见报道。

因缺乏可大范围推广的脱毒技术，故甘薯脱毒技术

及脱毒甘薯种植仍处于初步发展阶段，还无法在全

国推广。

甘薯 Ｇ病毒（ＳＰＶＧ）属于马铃薯 Ｙ病毒属病
毒，是单链的 ＲＮＡ病毒，对主要侵染的甘薯病毒
ＳＰＦＭＶ和ＳＰＣＳＶ有很重要的协同作用［５－６］。马铃

薯Ｙ病毒属基本都有一个高度保守的区域，即ＤＡＧ
（Ａｓｐ－Ａｌａ－Ｇｌｙ）三联体，它在病毒外壳蛋白（ＣＰ）
的 Ｎ－末端［７］。甘薯 Ｇ病毒序列保守性特点为采
用ＲＴ－ＰＣＲ的方法检测 Ｇ病毒提供了方便。甘薯

是通过营养体繁殖的，病毒极易传递给后代［８］。迄

今为止，国内外尚未培育出高抗病毒的实用甘薯品

种或者能抵抗病毒侵染的高效农药［９］。多年来，海

内外的专家学者都致力于探讨高效的甘薯脱毒方

法［１０－１３］。伴随着组织培养技术的发展，利用茎尖进

行甘薯脱毒，为甘薯植株脱毒提供了一条新途径，

成为无毒甘薯生产的首要方法［１４－１６］。但茎尖组培

快繁技术要求高，难度较大，再生植株的分化受甘

薯品种、培养基成分等因素的影响，导致成苗率不

高，于是探究最高效的甘薯茎尖分生组织培养方法

很有必要。本研究采用ＲＴ－ＰＣＲ的方法从商薯１９
叶片中克隆出Ｇ病毒外壳蛋白基因，建立了一套甘
薯Ｇ病毒检测体系，并利用组织培养快繁技术，探
讨不同植物生长激素组合对商薯１９茎尖的诱导、分
化、增殖以及生根的影响，为推广商薯１９脱毒苗和
高效病毒检测方法提供了理论依据。

１　材料与方法

１．１　甘薯样品、菌株和载体
商薯１９于２０２０年８月取自郑州师范学院新沟

村试验田。菌株 ＤＨ５α（大肠杆菌），克隆载体
ｐＭＤ１９－ＴＶｅｃｔｏｒ，均购于ＴａＫａＲａ公司。
１．２　试剂

ｄＮＴＰ、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ均购自 ＴＩＡＮＧＥＮ公司；反
转录酶、ＲＮＡ酶抑制剂、ｒＴａｑ酶购自 ＴａＫａＲａ公司；
其他为国产纯化试剂。
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１．３　引物的设计与合成
从ＮＣＢＩ下载 Ｇ病毒基因的核苷酸序列，利用

Ｐｒｉｍｅｒ５．０生物软件以及 ＤＮＡＭＡＮ软件设计１对
引物：ＧＣＰＦ，ＧＣＡＧＧＡＡＡＡＡＣＡＧＧＡＡＡＣＡＣ；ＧＣＰＲ，
ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＡＣＣＴＣＧＧＣＡＴ。
１．４　商薯１９叶片总ＲＮＡ提取及目的基因克隆

取０．１ｇ商薯１９叶片，在液氮中迅速研磨成粉
末，提取总ＲＮＡ，鉴定完整性。

以商薯１９叶片总 ＲＮＡ为模板，利用 Ｍ－ＭＬＶ
反转录酶合成单链ｃＤＮＡ。

以单链ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增反应，回收
甘薯Ｇ病毒目的片段，ＰＣＲ产物进行电泳检测，利
用ＤＮＡ回收试剂盒获取Ｇ病毒目的基因。
１．５　目的基因的连接、转化及阳性克隆测序

将所获取的目的基因与ｐＭＤ１９－Ｔ载体进行连
接，转化ＤＨ５α，ＰＣＲ扩增，电泳检测确定为阳性的
单克隆，送到上海英骏生物技术有限公司测序，并

与数据库核酸序列进行比较。

１．６　脱毒苗快繁体系的建立
１．６．１　无菌芽的获得　以健壮、无病斑商薯１９薯
块为材料，用１％高锰酸钾处理１５ｍｉｎ，再用０．５％多
菌灵浸泡１ｈ，捞出晾干后置于灭菌水（０．１％多菌灵）
中在恒温（２８℃）和相对湿度８０％～８５％条件下进行
催芽。待薯芽萌发后，在３５～４０℃（８ｈ／ｄ）下培养
３０ｄ。当薯芽长至１０ｃｍ左右时，用无菌解剖刀切
下顶部约３ｃｍ芽段，剪去多余的叶片，放入烧杯灭
菌消毒后，利用３种不同消毒方法（表１）进行处理，
进行无菌播种。

表１　不同消毒方法对茎尖成活率的影响

处理 表面消毒方法
接种数

（个）

污染数

（个）

污染率

（％）
成活率

（％）

Ａ ０．１％氯化汞灭菌６～７ｍｉｎ ８０ ９ １１．２５ ９１．２５

Ｂ ０．１％氯化汞灭菌４ｍｉｎ ８０ １５ １８．７５ ８３．５０

Ｃ １０％次氯酸钠灭菌２０ｍｉｎ ８０ ２２ ２７．５０ ６８．７５

１．６．２　茎尖培养　切取茎尖顶端（约１ｃｍ），用已
消毒的解剖刀在４０倍解剖镜下切除较大的叶原基，
用解剖针切下位于茎尖顶端的生长点。每个培养

皿中分别接种３～４个。分别用３种培养基进行培
养，编号Ａ１、Ａ２、Ａ３，所用培养基及生长状况见表２。
１．６．３　苗的增殖　茎尖３０ｄ后可分化出苗，然后
进行增殖培养，分别采用３种不同的培养基进行培
养，编号Ｂ４、Ｂ５、Ｂ６，每个培养瓶中接种３～５个，所
用培养基及增殖状况见表３。

表２　不同培养基配比对茎尖诱导的影响

编号 培养基 愈伤组织形成情况
诱导率

（％）

Ａ１ ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ

愈伤组织形成快，绿

色紧实

９８．５０

Ａ２ ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＫＴ 愈伤组织形成较快，

黄绿色松散

９２．２５

Ａ３ ＭＳ 愈伤组织形成慢，黄

绿色紧实

７０．５０

表３　不同培养基配比对苗的增殖的影响

编号 培养基 苗的生长情况
增殖率

（％）

Ｂ４ １／２ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
２．０ｇ／Ｌ椰汁水

生长快，健壮，叶

大而绿

９８．５

Ｂ５ ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ

生长快，较壮，多

数叶黄绿

９２．０

Ｂ６ ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．１ｍｇ／ＬＮＡＡ

生长慢，较弱，叶

变黄

８６．５

１．６．４　脱毒苗根的诱导　在无菌条件下，将无菌苗
剪切成带有１叶１节的小段，诱导生根。采用３种
不同的培养基进行生根诱导，编号 Ｃ７、Ｃ８、Ｃ９，每组
所用培养基配比不同，所用培养基及根的诱导情况

见表４。
表４　不同培养基配比对根诱导的影响

编号 培养基 生根情况
生根率

（％）

Ｃ７ １／２ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ 粗壮，平均生根７条 ９８．５０

Ｃ８ １／２ＭＳ＋０．３ｍｇ／ＬＮＡＡ 粗短，平均生根６条 ９０．５０

Ｃ９ ＭＳ 细长，平均生根３条 ８７．２５

１．７　病毒检测
当茎尖幼苗长至 ６～７张叶片时，进行

ＲＴ－ＰＣＲ病毒检测，挑取６株长势较好的商薯１９
幼苗，编号为１、２、３、４、５、６，分别提取总 ＲＮＡ，检验
完整性，以总 ＲＮＡ为模板合成单链 ｃＤＮＡ，ＰＣＲ扩
增，产物经电泳检测目的条带。已经成功脱毒的幼

苗可进行快速繁殖生产，将未脱毒的幼苗淘汰或进

行茎尖分生组织培养再次脱毒。

２　结果与分析

２．１　Ｇ病毒基因的克隆
２．１．１　提取总 ＲＮＡ　ＲＮＡ检测结果如图１所示。
２８Ｓ、１８Ｓ、５Ｓ条带均存在，２８Ｓ约为１８Ｓ亮度的２倍，
说明商薯１９叶片中 ＲＮＡ完整性很好，能够满足基
因克隆的要求。
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２．１．２　目的基因克隆及检测　利用ＲＴ－ＰＣＲ从商
薯１９叶片总ＲＮＡ中扩增出目的片段（图２）。对其
进行回收、连接、转化、ＰＣＲ检测、测序，得到８００ｂｐ
的ＤＮＡ序列，与 ＮＣＢＩ发表的序列相似度达到
９９％，说明已经获得Ｇ病毒基因序列。

２．２　甘薯脱毒苗组培快繁
２．２．１　不同表面消毒方法对茎尖成活率的影响　
由表１得出，外植体以处理 Ａ效果最佳，处理 Ｂ的
效果次之，处理 Ｃ的效果最差。可见，氯化汞的灭
菌效果比次氯酸钠较好，将处理Ａ和处理Ｂ对比发
现，０．１％氯化汞灭菌时间对茎尖成活率也有一定的
影响。综合不同的灭菌方法的结果来看，最佳选择

是处理Ａ。
２．２．２　茎尖诱导　外植体茎尖接种２５ｄ后观察其
诱导情况，在加入６－ＢＡ和 ＮＡＡ组合的培养基中，
无菌芽尖形成绿色紧实的愈伤组织，容易分化出芽

（图３）；在加入激素 ＫＴ的培养基中，无菌芽尖形成
黄绿色松散的愈伤组织，不容易分化出芽，说明 ＫＴ
的茎尖诱导效果不好；在不加激素的ＭＳ培养基中，
无菌芽尖形成少量的愈伤组织，且需要的时间长，

说明茎尖诱导需要加入一定量的激素，茎尖诱导的

最佳培养基为１号。
２．２．３　苗的增殖　茎尖愈伤组织１５ｄ后即可分化
出成苗（图４），３０ｄ后长出６～７张叶片（图５）。从

３种培养基的增殖情况可知，６－ＢＡ可有效诱导苗
的增殖，但较低浓度的效果不佳，６－ＢＡ与ＣＷ的组
合效果最佳，６－ＢＡ与 ＮＡＡ的组合不利于叶的生
长，综合３种培养基中苗的长势来看，适宜增殖的最
佳培养基为４号培养基，苗生长快，健壮，叶绿。
２．２．４　生根培养　试验表明，ＮＡＡ有利于单茎苗
的诱导生根，浓度稍高的ＮＡＡ效果更好。综合３种
不同培养基中多数幼苗的生根情况来看，诱导生根

培养基的最佳选择为７号，生根多而且健壮，有利于
后期整棵植株的营养供应（图６）。
２．３　病毒检测

检测结果（图７）显示，６株商薯１９幼苗叶片的
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总ＲＮＡ完整性很好。单链 ｃＤＮＡ经 ＰＣＲ扩增及电
泳检测结果见图８，编号为１、２、３、４、５的植株均无
目的基因条带，说明均已脱毒成功，６号有明显的 Ｇ
基因条带，说明脱毒未成功，Ｇ病毒脱毒率达到
８３％。已经脱毒的商薯１９幼苗可以进行脱毒苗快
速繁殖培养，将未脱毒的幼苗淘汰或继续脱毒。

３　讨论与结论

茎尖分生组织培养技术是当前获取和培养脱

毒苗的主要手段［１７－１８］。本研究以商薯１９的茎尖为
外植体，通过建立ＲＴ－ＰＣＲ病毒检测体系，筛选出
成功脱毒的幼苗，并初步建立了甘薯的脱毒苗组培

快繁体系。本试验选取的研究对象是商薯１９，建立
了Ｇ检测方法和脱毒苗快繁体系。试验表明，在商
薯１９茎尖表面消毒过程中发现，以０．１％氯化汞灭

菌６～７ｍｉｎ为宜，低于６ｍｉｎ外植体容易发生不同
程度的污染，高于７ｍｉｎ外植体容易死亡，且０．１％
氯化汞灭菌效果好于１０％次氯酸钠。由于氯化汞
属于重金属，使用过的氯化汞应做特殊处理［１９］。

脱毒苗快繁技术的关键在于剥离的茎尖进行

诱导分化，在培养基中加入适量的６－ＢＡ和 ＮＡＡ
有利于芽的诱导分化，但要注意浓度应适中，过高

或过低都不利于甘薯茎尖的诱导分化［１９］。

在病毒检测过程中，应选取长势较好的商薯１９
幼苗来检测其脱毒是否成功，因为脱毒成功的幼苗

要进行脱毒苗快速繁殖，所以要选取长势较好的幼

苗，以便后代能遗传得到优良的性状，达到提高产

量和质量的目的。

脱毒苗快速繁殖利用单茎苗来进行，ＭＳ培养
基和１／２ＭＳ培养基是适合商薯１９生根的基本培养
基，在培养基中加入适量的ＮＡＡ有利于单茎苗诱导
生根，并且生出的根粗壮，有利于后期成苗的营养

吸收［１９］。

在将茎尖分化出的苗从培养皿移植到培养瓶

中时，要注意轻轻夹取，避免用力过猛而损伤茎和

叶［２０－２１］。同时试验要在乙醇灯旁操作，避免空气中

的细菌污染培养基及茎尖分化组织，此外，操作时

动作要快，避免乙醇灯热量灼伤茎尖分化组织。
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激动素处理对盐胁迫下水稻种子萌发

和幼苗生长特性的影响

刘　芬１，屈　成２，方希林３，孙　琴１，肖建平１
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　　摘要：为研究激动素浸种对盐胁迫下水稻种子萌发和幼苗生长的影响，以常规稻湘早籼４５号为试验材料，预先用
０．２％、０．８％和１．５％ ＮａＣｌ浸种，通过计算种子萌发指标，研究激动素对０．８％ ＮａＣｌ胁迫下种子萌发及幼苗生长特性
的影响。结果表明，０．８％和１．５％ ＮａＣｌ胁迫会显著降低水稻种子萌发指标。在０．８％ ＮａＣｌ胁迫下，１、１０、１００ｍｍｏｌ／Ｌ
激动素处理可以明显缓解ＮａＣｌ胁迫的伤害，提高种子的发芽势、发芽率、发芽指数和萌发指数，促进水稻幼苗生长，其
中以１０ｍｍｏｌ／Ｌ激动素处理效果最佳，使水稻幼苗株高、根长、茎基宽、倒二叶叶长、幼芽鲜质量、幼根鲜质量和幼芽含
水量分别提高１０．４８％、１０．４２％、４．８０％、２４．７７％、３３．３３％、３０．００％和１５．９３％。通过灰度关联分析，发芽率、发芽指
数、活力指数、倒二叶叶长和幼芽干质量等指标能敏锐地反映出激动素对盐胁迫的缓解作用。本研究结果可为水稻抗

逆性研究提供一定的理论依据。
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　　近年来，随着工业化、信息化和现代农业的深
入推进，以及人们长期以来农药化肥的不合理使

用，导致全球土壤酸化、盐渍化等问题日益突出。

据统计，世界盐碱地面积达９．５亿 ｈｍ２，其中我国土
壤盐碱化面积约达３６００万ｈｍ２，占全国可利用土地
面积的４．８８％，严重制约全球农业的生产与发展，
特别是制约了水稻等主要粮食作物的生产［１］。盐

渍化的土壤中离子浓度增加，盐浓度足够高时会改

变土壤环境中的水势，使土壤渗透势降低［２］。盐胁

迫会扰乱植物细胞内正常的生理生化反应，使植物

细胞内离子代谢紊乱，对植物造成一定的损伤，如

细胞膜的结构受损，造成细胞内活性氧的大量积

累，从而影响植物的生长发育［３－４］。研究表明，植物

种子在萌发阶段对盐胁迫最敏感［５］。在盐渍化环
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