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Abstract:Abstract: Thirty-five diploid potato materials were used to study the factors influencing the culture of diploid potato

plantlets in vitro in order to increase their blade size and leaf area, and benefit the fusion of mesophyll protoplast. Twenty-two

diploid potato plantlets in vitro could be cultivated in the medium MS + 0.5 mg/L NAA + 1 mg/L AgNO3. The blade size was

increased obviously in the medium containing AgNO3 than without it, and the leaf area was increased, significantly. The

maximum leaf area was got in the medium added with 2 mg/L AgNO3 and 2% sucrose. Plants were regenerated from the

electrofusion product using mesophyll protoplast isolated from diploid wild species S. chacoense and a diploid clone DY4-5-10,

which were cultivated in the medium added with 1 mg/L AgNO3 and 2% sucrose. So the medium is suitable for the culture of

diploidpotatoplantlets invitroused for the isolationofprotoplasts.
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摘 要：以35份二倍体马铃薯试管苗为试验材料，对二倍体马铃薯试管苗培养的影响因素进行研究，目的

是使试管苗的叶片增大，叶面积增加，并有利于进行叶肉原生质体的融合。结果表明：含有AgNO3的培养基（MS
+ 0.5 mg/L NAA + 1 mg/L AgNO3）适合22份供试二倍体马铃薯试管苗的培养；添加AgNO3比不添加AgNO3的试管苗

的叶片明显增大，叶面积显著增加，添加2%蔗糖和2 mg/L AgNO3的培养基的试管苗叶面积最大；以二倍体野生

种 S. chacoense 和二倍体材料DY4-5-10为亲本进行电融合，以添加2%蔗糖和1 mg/L AgNO3的培养基培养其试管

苗，获得的融合产物可再生出完整植株，该培养基适合用于分离原生质体的二倍体马铃薯试管苗的培养。

关键词：二倍体马铃薯；AgNO3；叶肉原生质体融合
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二倍体马铃薯野生种、栽培种含有抗病虫

害、霜冻、干旱和病毒的基因，同时，由普通四

倍体栽培种经花药培养诱导出的双单倍体品系具

有早熟、高产和高淀粉等优良农艺性状，它们均

是重要的马铃薯育种材料。但在常规育种应用方

面存在一定困难。利用原生质体培养及细胞融合

遗传育种
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将野生种资源及双单倍体所具有的优良性状引入

栽培种，并定向聚合有益基因是现代育种的重要

途径之一，但该技术受基因型的影响较大，能够

再生的基因型有限。

研究发现，供体的生理状态对原生质体培养很

重要，Shepard [1]建议用于分离原生质体的马铃薯植

株必须生长在光、温、湿可控的条件下，否则无论

采用何种培养基原生质体也不能进行分裂。而试管

苗取材容易，不受季节限制，本身无菌，叶肉组织

比较疏松，酶液容易起作用，获得原生质体在生理

和遗传特性上也比较一致，因此无菌试管苗叶片是分

离马铃薯原生质体最常用的供体材料[2-5]。但不同培养

基对试管苗的影响也存在很大差异，何亚文等[6] 报道

了马铃薯野生种试管苗在MS培养基上普遍生长不

好，主要表现为无菌苗生长快、茎段细、节间长，

叶片小而稀，发根能力特弱，生长缓慢等。Perl等[7]

认为产生这种现象的根本原因是培养器皿中乙烯的

积累。硝酸银（AgNO3）作为乙烯生理作用拮抗剂, 常
被用来抑制乙烯的生理作用[8-11]，被应用于马铃薯试

管苗长期保存和原生质体供体材料培养上[12-14]。

本文旨在通过对二倍体马铃薯试管苗培养的影

响因素进行研究，包括植物生长调节剂、硝酸银和

蔗糖对供体试管苗生长的影响，目的是筛选适合二

倍体马铃薯试管苗扩繁的培养基，使试管苗的叶面

积增加，并有利于进行叶肉原生质体的融合，为更

多地筛选出能够再生的基因型奠定基础。

1 材料与方法

1.1 供试材料

以 35份二倍体马铃薯试管苗为试验材料，详

见表1。
1.2 试验方法

1.2.1 植物生长调节剂对二倍体马铃薯试管苗生长

的影响

以 35份二倍体马铃薯试管苗为试验材料，各

培养基成分见表2。
以 MS 培养基为对照（CK），试管苗采用单茎

段繁殖，培养基中还需加入 20 g/L 蔗糖和 0.7%琼

脂，pH 5.8。培养条件为：每天光照 16 h，光照

强度 3 000~4 000 lx，温度（20 ± 1）℃，相对湿度

表1 供试材料

Table 1 Experimental materials used

种（品种）

Species（cultivar）

Solanum bulbocastanum
S. etuberosum
S. microdontum
S. chacoense
S. goniocalyx
S. jamesii
S. pinnatisectum
S. phureja
S. stenotomum
DY4-5-10
WS11-3-19
克新21号ANH1 Kexin 21 ANH1
克新21号ANH2 Kexin 21 ANH2
克新21号ANH3 Kexin 21 ANH3
扎列娃 ANH1 Zaleva ANH1
扎列娃 ANH2 Zaleva ANH2
扎列娃 ANH3 Zaleva ANH3
扎列娃 ANH4 Zaleva ANH4

类型

Type

野生种

野生种

野生种

野生种

野生种

野生种

野生种

栽培种

栽培种

栽培种

栽培种

栽培种

栽培种

栽培种

栽培种

栽培种

栽培种

栽培种

倍性

Ploidy

二倍体

二倍体

二倍体

二倍体

二倍体

二倍体

二倍体

二倍体

二倍体

二倍体

二倍体

双单倍体

双单倍体

双单倍体

双单倍体

双单倍体

双单倍体

双单倍体

种（品种）

Species (cultivar)

扎列娃ANH5 Zaleva ANH5
扎列娃ANH6 Zaleva ANH6
扎列娃ANH7 Zaleva ANH7
讷16 ANH1 Ne16 ANH1
讷16 ANH2 Ne16 ANH2
讷16 ANH3 Ne16 ANH3
讷16 ANH4 Ne16 ANH4
讷16 ANH5 Ne16 ANH5
讷16 ANH6 Ne16 ANH6
讷16 ANH7 Ne16 ANH7
白俄3 ANH1 Belarus ANH1
白俄3 ANH2 Belarus ANH2
白俄3 ANH3 Belarus ANH3
白俄3 ANH4 Belarus ANH4
白俄3 ANH5 Belarus ANH5
白俄3 ANH6 Belarus ANH6
白俄3 ANH7 Belarus ANH7

类型

Type

栽培种

栽培种

栽培种

栽培种

栽培种

栽培种

栽培种

栽培种

栽培种

栽培种

栽培种

栽培种

栽培种

栽培种

栽培种

栽培种

栽培种

倍性

Ploidy

双单倍体

双单倍体

双单倍体

双单倍体

双单倍体

双单倍体

双单倍体

双单倍体

双单倍体

双单倍体

双单倍体

双单倍体

双单倍体

双单倍体

双单倍体

双单倍体

双单倍体
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处理

Treatment
CK
①

②

③

④

⑤

培养基成分

Medium component
MS
MS + 1.6 mg/L B9

MS + 0.1 mg/L NAA + 0.05 mg/L BAP
MS + 500 mg/L麦芽糖提取物 + 5%蔗糖

MS + 0.5 mg/L NAA + 1 mg/L AgNO3

MS + 1 mg/L B9 + 4 mg/L AgNO3

表2 培养基的组成

Table 2 Medium component of various treatments

表3 不同处理培养基适合材料的份数

Table 3 Number of materials suitable in various media

处理

Treatment
CK
①

②

③

④

⑤

最适合材料的份数 (NO.)
Number of material

5
2
2
1
22
1

占总数 (%)
Percentage of material

14.29
5.71
5.71
2.86

62.86
2.86

60%，培养3周。

1.2.2 AgNO3对二倍体马铃薯试管苗生长的影响

以S. chacoense和二倍体材料DY4-5-10 的试管

苗为试验材料，单茎段分别接种在 MS 附加 1，2，
3和 4 mg/L AgNO3，以及 20 g/L 蔗糖的固体培养基

上繁殖，以不加AgNO3为对照，每处理 6 瓶，每瓶

接种 10 个茎段，重复6次。

1.2.3 蔗糖和AgNO3对二倍体马铃薯试管苗的叶面

积的影响

以S. chacoense 的试管苗为试验材料，单茎段接

种在 MS 分别附加1%、2%、3%、4%蔗糖和1，2, 3
和4 mg/L AgNO3，以及MS + 0.5 mg/L NAA + 1 mg/L
AgNO3的固体培养基上繁殖，每处理 6 瓶，每瓶接

种 10 个茎段，重复6次。

1.2.4 AgNO3对叶肉原生质体融合的影响

以二倍体材料DY4-5-10 和S. chacoense的试管

苗为试验材料，单茎段接种在 MS分别附加 1，2，
和 4 mg/L AgNO3，并附加 2%蔗糖的固体培养基上

繁殖，以不加AgNO3 为对照，试验重复3次。培养

3周时取试管苗上部充分展开的 3~4个叶片进行酶

解，原生质体的分离和纯化参照周宇波等[15]报道的

方法，测定原生质体产量和活力，电融合方法及

参数参照田国奎等[16]报道的方法，融合产物的培养

参照蔡兴奎等 [17,18]报道的方法，统计植板率、愈伤

数量和再生植株数量。

1.3 数据统计和分析

茎高、单株鲜重和叶片数的测定：按常规方

法测定。

叶面积的测定：利用数字图像法测定试管苗

叶面积，参照袁华玲[19]的方法。

茎高、单株鲜重、叶片数和叶面积的试验数

据采用 DPS 统计软件和 EXCEL 2007 进行处理分

析。

原生质体产量的测定：用血球计数板测定原

生质体产量，依次逐个计数中央大方格内 25个中

方格里的原生质体。然后根据下式求出 1 mL中的

原生质体数，1 mL悬浮液中的原生质体数 ＝ 1个

大方格悬浮液中的原生质体数 × 10 × 1000。
原生质体活力的测定采用0.1％伊文思蓝染色法。

原生质体活力（％）＝（未染色的原生质体数/观
察到的原生质体总数）× 100

原生质体植板率（％）= 培养 10 d 时形成的细

胞克隆数/培养的原生质体总数 × 100
2 结果与分析

2.1 植物生长调节剂对二倍体马铃薯试管苗生长

的影响

以35份二倍体马铃薯试管苗为试验材料进行试

验，各处理最适合材料份数差别很大，④号培养基

适合大多数二倍体马铃薯试管苗的培养（表3）。以4
份试验材料为例，如图1， S. jamesii的试管苗在④

号培养基上苗壮且高，叶片大且叶色浓绿；‘白俄3
ANH3’的试管苗适于在③号培养基上生长，苗较高

且叶色绿，而在④号培养基上叶片虽大，但黄化；

‘讷 16 ANH1’的试管苗在①和③培养基上均长满

瓶，苗高但叶片小，而在④号培养基上苗虽矮但叶

片大且绿； S. bulbocastanum的试管苗在①～④号培

养基上长势均好，最好的是④号培养基，叶片大而

浓绿。而 S. etuberosum和‘克新 21号ANH2’在 6种

培养基上均长势不好，还需用其它的培养基培养。

有5份材料在MS上长势良好，添加植物生长调节剂

后反而有不良影响。总之，①～③号培养基适于切

段扩繁，④号培养基适于增大叶面积。

二倍体马铃薯试管苗的培养及对叶肉原生质体融合的影响——李凤云，蔡兴奎，盛万民，等 259
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图1 二倍体马铃薯试管苗在不同处理培养基上的生长状况

Figure 1 Growth of diploid potato plantlets in vitro in various media

图2 5份试验材料在MS培养基上的叶片(CK)和各处理的叶片的比较

Figure 2 Comparison of treatment media with control medium for leaves of five materials

图2是5份试验材料在MS培养基上的叶片和各

处理中最大的叶片的比较，各处理的叶片明显大于

MS（CK），可能是AgNO3起作用的结果。⑤号培养

基可能浓度过大而使试管苗矮化，仅有‘扎列娃

ANH6’适合。

2.2 AgNO3对二倍体马铃薯试管苗生长的影响

以二倍体材料DY4-5-10 的试管苗为试验材料进

行试验，可以看出，2个材料试管苗苗长都以CK的苗

长最长，添加AgNO3有使苗长下降的趋势；叶片数以

S. chacoense的CK最多；培养基中附加 AgNO3也促进

表4 AgNO3对二倍体马铃薯试管苗生长的影响

Table 4 Effects of AgNO3 concentration on shoot height, leaf number, fresh weight and callus of plantlets in vitro
处理

Treatment
A1B1

A1B2

A1B3

A1B4

A1B5

A2B1

A2B2

A2B3

A2B4

A2B5

苗长 (cm)
Shoot height

7.18 a
3.98 bcd
4.73 b
3.40 cd
4.50 bc
6.62 a
3.12 d
4.06 bcd
4.13 bcd
3.25 d

叶片数

Number of leaf
4.17 e
7.33 bcd
8.17 abc
6.50 d
7.50 bcd
9.50 a
6.50 d
8.17 abc
8.67 ab
7.00 cd

单株鲜重 (mg)
Fresh weight per plant

18.60 bc
13.30 c
24.40 ab
16.90 bc
14.90 c
23.90 ab
24.20 ab
32.00 a
30.70 a
17.20 bc

叶面积 (cm2)
Leaf area

1.98 d
3.24 cd
5.13 c
3.88 cd
4.33 cd
3.99 cd

10.91 a
12.72 a
11.90 a
7.75 b

愈伤

Callus
无

无

无

无

有

无

无

无

无

有

注：A1代表DY4-5-10 ，A2代表S. chacoense，B1～B5代表0（CK），1，2，3和4 mg/L AgNO3。同列内不同字母表示经邓肯氏新复极差测

验平均数差异达5%显著水平。

Note: A1 represents DY4-5-10, A2 represents S. chacoense，B1～B5 represent 0（CK），1，2，3 and 4 mg/L AgNO3, respectively. Different
letters in the column indicate significant difference at 5% level of probability by Duncan' s multiple range test.
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图 3 ‘DY4-5-10’叶片上的愈伤和黄化

Figure 3 Callus and fading on leaf of‘DY4-5-10’

0 1 2 3

图4 2%蔗糖和0~3 mg/L AgNO3对试管苗生长的影响

Figure 4 Effect of 2% sucrose and 0~3 mg/L AgNO3 on
growth of plantlets in vitro

试管苗单株鲜重的增加，单株鲜重以2 mg/L AgNO3
最重；培养3周后2个材料间的叶片大小差异很大，

S. chacoense的叶片明显大于DY4-5-10，培养基中

附加 1 mg/L AgNO3 对试管苗叶面积的促进作用非常

明显，但2个材料均以添加2 mg/L AgNO3的叶面积

最大，而 AgNO3 在 2~4 mg/L 浓度范围内对叶面积

的影响差距不大（表4）。附加 4 mg/L AgNO3使试管

苗有的叶片形成愈伤，有的叶片黄化（图3）。

2.3 蔗糖和AgNO3对二倍体马铃薯试管苗的叶面

积的影响

以 S. chacoense 的试管苗为试验材料进行试

验，结果见表 5，培养基中不加 AgNO3时，试管苗

叶面积随着蔗糖浓度的提高而提高，培养基中加

AgNO3时，试管苗叶面积随着蔗糖浓度的提高先

升后降，2%蔗糖浓度下试管苗叶面积最大。试管

苗叶面积随着AgNO3浓度的增加先升后降，AgNO3
浓度对的叶面积的影响达显著水平。2%蔗糖附加

2 mg/L AgNO3的处理叶面积最大， 4%蔗糖附加1 mg/
L AgNO3叶面积最小，但都明显比不加 AgNO3 时的

叶面积大。图 4 为 2%蔗糖附加 0~3 mg/L AgNO3的

试管苗的照片，下部分为该试管苗的俯视照片，可

以看出 2%蔗糖附加 2 mg/L AgNO3的试管苗叶面积

最大，2%蔗糖附加 1 mg/L AgNO3的试管苗顶部有

3～4个大叶片，可选为叶肉原生质体的供体叶片。

2.4 AgNO3对叶肉原生质体融合的影响

以二倍体材料DY4-5-10 和S. chacoense的试管

苗为试验材料进行试验，随着AgNO3浓度的升高，

植株生长越健壮，叶片明显增大、叶肉肥厚、叶色

表5 蔗糖和AgNO3对叶面积的影响

Table 5 Effect of medium added with AgNO3 and
sucrose on leaf area

处理

Treatment
A1B1

A1B2

A1B3

A1B4

A2B1

A2B2

A2B3

A2B4

A3B1

A3B2

A3B3

A3B4

A4B1

A4B2

A4B3

A4B4

叶面积 (cm2)
Leaf area

1.98 e
11.64 ab
13.54 a
12.74 a
2.52 de

12.41 ab
14.41 a
13.59 a

3.99 de
11.90 ab
12.90 a
11.50 ab
4.95 d
7.75 c
9.45 bc
8.39 c

注：A1～A4代表附加的 1%、2%、3%、4%蔗糖，B1～B4代表

0，1，2和3 mg/L AgNO3。同列内不同字母表示经邓肯氏新复极差

测验平均数差异达5%显著水平。

Note: A1~A4 represent 1%, 2%, 3% 4% sucrose; B1~B4 represent 0,
1, 2, and 3 mg/L AgNO3, respectively. Different letters in the column indicate
significant difference at 5% level of probability by Duncan's multiple
range test.
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表6 AgNO3对叶肉原生质体产量、质量及融合产物的影响

Table 6 Effects of AgNO3 concentration on yield and quality of isolated protoplast from plantlets in vitro and
electrofusion products

AgNO3浓度（mg/L）
AgNO3 concentration

0
1
2
3
4

原生质体产量 (×106/g) Protoplast yield
DY4-5-10

9.8 a
2.9 b
2.6 b
2.3 b
1.9 b

S. chacoense
12.2 a
4.3 b
3.9 b
3.6 b
3.1 b

活力 (%) Viability
DY4-5-10
100.0 a

99.2 a
98.1 a
97.8 a
96.9 a

S. chacoense
100.0 a

99.9 a
98.8 a
97.7 a
97.1 a

植板率（%）

Plating ratio
20.2 b
36.6 a

0.0 c
0.0 c
0.0 c

注：同列内不同字母表示经邓肯氏新复极差测验平均数差异达5%显著水平。

Note: Different letters in column indicate significant difference at 5% level of probability by Duncan' s multiple range test.

浓绿、节间明显缩短，表现为旺盛生长，因此，单

位株数的叶片重量明显高于对照处理，导致这两个

材料每克鲜重叶片的原生质体产量显著低于对照叶

片（表 6），但叶肉原生质体的活力并没有显著差

异。而不同处理的原生质体在进一步培养时却表现

出差异，附加1 mg/L AgNO3的处理有利于原生质体

的初期培养和启动分裂，融合细胞的初次分裂时间

较对照处理提前约24 h，培养10 d时统计的细胞植

板率也显著高于其它处理，为36.6%。当AgNO3浓

度升高到 2~4 mg/L 时，融合细胞却失去分裂再生

能力，很快就褐化死亡，导致第10 d时统计的细胞

植板率为0。2%的蔗糖和1 mg/L AgNO3处理获得的

融合产物，在选择的263块愈伤组织中有35块分化

成再生植株，分化频率为13.3%。

图5为分化出苗的愈伤和再生植株的照片。因

此，添加 2%的蔗糖和 1 mg/L AgNO3的培养基适于

用于分离原生质体的二倍体马铃薯试管苗的培养，

并有利于叶肉原生质体融合和培养。

3 讨 论

本试验所用的二倍体马铃薯试管苗在MS培养基

上多数长势不良，与何亚文等[6]报道的相同。用于原

生质体分离的培养基常添加NAA、6-BA、B9、麦芽

糖提取物和AgNO3等[4,6,11,12]，参考这些报道本试验设

计5种培养基，结果表明，④号培养基（MS + 0.5 mg/
L NAA + 1 mg/L AgNO3）适合大多数二倍体马铃薯

试管苗的培养，试管苗叶片增大，浓绿脆嫩，是叶

肉原生质体分离的理想材料，这与何亚文等[6] 和蔡

兴奎[3]报道的相同。但有两个材料在5种培养基上长

势均不好，培养基还需改进。

本试验结果表明，添加 2%蔗糖和 2 mg/L
AgNO3 的培养基的试管苗叶面积最大，而添加

2%的蔗糖和 1 mg/L AgNO3的培养基适于用于分离

原生质体的二倍体马铃薯试管苗的培养，这与蔡

兴奎 [3]和袁华玲 [19]报道的相似，但何亚文等 [6]报道

S. phureja 在 MS 附加 0.l mg/L NAA 和 4 mg/L AgNO3
的培养基上繁殖长叶，经原生质体培养获得再生

植株，这与本试验的结果不同。因此，培养基中

附加 AgNO3 的合适浓度可能与试管苗的基因型、

生长条件和培养物生理状态密切相关[11]。对于试验

中的其它材料尤其是双单倍体材料的原生质体融

合及培养正在进行，期望能获得新的再生基因

型，应用于育种实践。
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