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Optimization for Somatic Electrofusion Parameters of Diploid Potatoes
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Abstract: This study attempted to optimize the fusion parameters using mesophyll protoplasts isolated from diploid
wild species Solanum pinnatisecta (2n = 2x = 24), which is sexual incompatible with cultivated tetraploid potatoes and
resistant to insect and late blight, and a diploid clone DY4-5-10 (2n = 2x = 24), which is resistant to late blight. The results
showed that the optimal parameters for electrofusion were: alternating current (AC) 1.0 ×105 V/m, AC duration 60 s, direct

current (DC) 1.8×106 V/m, pulse width 20 μs, and number of pulses 1. Under these conditions, the effective fusion rate
reached 28.89%,and thebreakage ratewas13.33%.
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摘 要：以有性杂交不亲和的抗虫、抗晚疫病的野生二倍体马铃薯 Solanum pinnatisecta（2 n = 2x = 24）和抗晚疫

病的二倍体材料 DY4-5-10（2n = 2x = 24）的无菌苗叶片为原生质体来源，进行了电融合的研究，以优化马铃薯高效融

合的参数。研究结果表明：其最佳的电融合参数为预融合电压 1.0 × 105 V/m，时间 60 s，脉冲强度 1.8 × 106 V/m，脉冲

宽幅 20 μs，脉冲次数 1 次。其有效融合率为 28.89%，破损率为 13.33%。
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马铃薯普通栽培种（Solanum tuberosum L.）为同

源四倍体，遗传分离复杂，育种效率较低。常规的

品种杂交只能产生新的基因组合而不能创造新的基

因，从而使得普通栽培种遗传背景狭窄，育种后代

的变异停留于近交水平，在品种培育上很难创新。
然而作为抗病、耐寒，高淀粉重要基因库的野生种

和栽培种因倍性不同，难以杂交，这在很大程度上

限制了野生二倍体资源的利用。马铃薯原生质体融

合技术可以突破有性杂交不亲和性的界限，为获得

远缘杂交新种提供了可能。马铃薯原生质体电融合

技术因其易操作、无毒性、过程可控等优点而倍受

国际上马铃薯遗传及育种学家的青睐。通过单倍体

原生质体自体融合不仅能够迅速实现染色体加倍，

获得纯合多倍体植株，而且能避免秋水仙素在加倍

过程中引起的倍性嵌合现象。目前，体细胞融合与

杂交大多通过电融合方法进行，并得到了许多体细

胞杂种植株[1－3]。本研究旨在探求二倍体马铃薯野生

种的电融合条件，目的是有效利用野生种中的优质

的、杂交不亲和的资源，从而为拓宽马铃薯育种的

遗传基础，提供有效的途径。

遗传育种
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1 材料与方法

1.1 材 料

选用黑龙江省农业科学院克山分院马铃薯育种

室保存的无菌脱毒苗，有性杂交不亲和的抗虫、抗

晚疫病的野生二倍体马铃薯材料 S. pinnatisecta 和抗

晚疫病的二倍体材料 DY4-5-10，培养后供试。
1.2 方 法

1.2.1 原生质体的制备

将所选材料切成 2～3mm2 大小，放于含 13%甘

露醇（简称 M）的原生质体清洗液（Cell-protoplast
washing, CPW-13M）中。在 4℃冰箱中暗培养 0.5 h。
然后将其转入酶解液中，27℃，在 50 r/min 的摇床

上避光酶解。酶解 3 h 后，过滤酶解液，滤液用

CPW-11M（含 11%M 的 CPW 溶液）溶液洗涤2 次，

每 次 离 心 10 min， 转 速 为 500 r/min。沉 淀 用 2
mLCPW-11M 溶液混匀，悬浮于 8mLCPW-25蔗糖

（Sucrose, S）溶液（含 25%S 的 CPW 溶液）中，经转速

为 1000 r/min 离心 6min。小心吸取两界面处的原生

质体，用8mL 融合液（12%M+1.1%CaCl2），经转速

1 000 r/min，离心 5min，洗涤 2 次。所得原生质体

置于融合液中，4℃保存备用（图 1）。

1.2.2 细胞电融合

电融合细胞融合穿孔仪型号为LF 201（日本

NEPA GENE 公司)，MS 黄金板电极（0.5 mm 间距，

20 μL 上样量），用融合液调节原生质体的密度为

5 × 104 个/mL，室温下进行电融合。总融合率、有

效融合率和破损率计算如下：

总融合率（%）=（多细胞融合总数 +成对细胞融

合总数）/（原生质体总数）×100%
有效融合率（%）=（有活力的成对融合细胞数/

原生质体总数）× 100%
破损率（%）=（融合前完整细胞数 － 融合后完整

细胞数）/（融合前完整细胞数）× 100%
试验重复3 次，取平均值进行分析。

2 结果与分析

2.1 交流电场 (AC) 对细胞触合的影响

原生质体在电场作用下相互接触融合见图 2。

2.1.1 AC 强度对细胞融合的影响

在 0～50V 强度范围内，细胞融合率（包括有效

融合率及总融合率）变化趋势是随电场强度增加而增

加，超出这一范围后，融合率又开始下降。由于本

实验的目的是获得较高比率的成对融合子，故选择

50 V 为融合交流电场强度，在该强场下成对融合率

较高为 28.03%，总融合率 33.76%（图 3）。
2.12 AC 作用时间对细胞融合的影响

AC 作用时间对总融合率的影响，在 60 s 内，

总融合率随时间延长而上升，当 > 60 s 时，总融合

率又开始下降。从图 4 中可以看出在 AC 作用时间

60 s 时有效融合率和总融合率有最佳值。此时有效

融合率为 25%，总融合率为 28.75%（图 4）。
2.2 直流高压脉冲（DC）对细胞融合率的影响

2.2.1 脉冲强度对细胞融合的影响

当脉冲宽幅为 10μs，脉冲次数为 1 时，有效融

合率随脉冲强度的增加呈先上升后下降的趋势，破

图 1 纯化后的原生质体（× 400）

Figure 1 Purified protoplasts（× 400）

图 2 原生质体在电场中接触融合图（× 400）

Figure 2 Electrofusion course of mesophyll
protoplasts（× 400）
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损率则随强度的增加而明显上升。在脉冲强度为

900 V，脉冲次数为 1 时，可得到相对较高的有效融

合率（28.57%），而此条件下破损率则相对较低为

8.4%（图 5）。

2.2.2 脉冲宽幅对细胞融合的影响

在使用 500 V 交流电场，900 V 的直流脉冲时，

不同的脉冲幅宽对原生质体融合率和破损率有显著

影响，随着脉冲幅宽的增加，有效融合率逐渐上升，

在幅宽 20μs 时，原生质体有效融合率最高，可达

到 27.59%，当脉冲幅宽超过 20μs 时，有效融合率

则明显下降。破损率却随时间的延长持续升高，幅

宽20μs 时，破损率为 9.48%（图 6）。
2.2.3 脉冲次数对细胞融合的影响

在使用 50 V 交流电场，900 V 的直流脉冲，脉

冲宽幅 20 μs 的条件下，对原生质体分别进行 1～10
次脉冲处理，结果发现施加 1 次脉冲时，有效融合

率较高（28.89%），且破损率相对较低（13.33%）。继

续增加脉冲次数破损率显著升高，有效融合率却迅

速下降（图 7）。

交变电流频率为 1MHz，交流电场作用时间 25 s，直流脉冲电压

500 V，脉冲次数 1 次，脉冲宽幅 10μs。误差线为标准误差。
Alternating current frequency is 1MHz; AC electric field time is 25

s; DC pulse voltage is 500 V; number of pulses is 1; and pulse width is
10 μs. Error bars are standard errors.

图 3 交流电场强度对二倍体马铃薯原生质体电融合的影响

Figure 3 Effects of alternate current field strength
on the electrofusion rate of diploid potatoes

交变电流频率为 1MHz，交流电场强度 50 V，直流脉冲电压 500
V，脉冲次数 1 次，脉冲宽幅 10 μs。误差线为标准误差。

Alternating current frequency is 1MHz; AC electric field strength
is 50 V; DC pulse voltage is 500 V; the number of pulses is 1; and
pulse width is 10 μs. Error bars are standard errors.

图 4 交流电场作用时间对二倍体马铃薯

原生质体电融合的影响

Figure 4 Effects of alternate current field time
on electrofusion rate of diploid potatoes
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交变电流频率为 1MHz，交流电场强度 50 V，交流电场作用时

间 60 s，脉冲次数 1 次，脉冲宽幅 10 μs。误差线为标准误差。
Alternating current frequency is 1MHz; AC electric field strength

is 50 V; AC electric field time is 60 s; the number of pulses is 1; and
pulse width is 10 μs. Error bars are standard errors.

图 5 脉冲强度对二倍体马铃薯电融合的影响

Figure 5 Effects of direct current pulse strength
on electrofusion rate of diploid potatoes
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3 讨 论

原生质体融合技术可以突破有性杂交不亲和性

的界限，为获得远缘杂交新种提供了可能。因此，

在植物领域已得到广泛应用。电融合技术因易操作、
无毒性、过程可控等优点而发展迅速。利用电融合

已成功测得多种植物的融合参数。要实现原生质体

的融合，首要条件是细胞能够相互接触，而细胞间

连接的紧密程度则与交流电压的强度和作用时间密切

相关。
结果表明，AC 强度在 50 V（即 1.0 × 105 V/m），

成对融合效果比较好，这与黄家总等[4]在紫罗兰上的

研究相似。超过此范围，由于原生质体变形严重，

施加直流脉冲后，细胞膜由于发生不可逆击穿而导

致融合率下降。交流电场的作用时间在 60 s 内，有

效融合率变化不大，但总融合率却显著增加，当作

用时间继续增加，由于原生质体被拉伸变形的时间

过久，细胞开始崩解从而使融合率下降。对直流脉

冲的研究发现，强度在 1.8 × 106 V/m，有效融合率较

高。在脉冲次数的实验中，多次脉冲未能提高有效

融合率，而胡张华等[5]在研究水稻的电融合时发现，

2 次脉冲时有效融合率较高。对脉冲宽幅的研究结

果表明，在固定交流电场和直流电场强度的情况下，

随着脉冲时间的延长，有效融合率不断升高，但时

间过长却使有效融合率下降而破损率上升。经对各

实验条件的比较，发现在交流电场强度1.0 × 105V/m，

作用时间 60 s，脉冲强度 1.8 × 106 V/m，脉冲宽幅

20 μs，脉冲次数 1 次时，二倍体马铃薯原生质体

的有效融合率可达 28.89%。
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交变电流频率为 1MHz，交流电场强度 50 V，交流电场作用时

间 60 s，脉冲次数 1 次，脉冲强度 900 V，误差线为标准误差。
Alternating current frequency is 1MHz; AC electric field strength is

50 V; AC electric field time is 60 s; the number of pulses is 1; and pulse
intensity is 900 V. Error bars are standard errors.

图 6 脉冲宽幅对二倍体马铃薯电融合的影响

Figure 6 Effects of pulse width on the electrofusion rate
of diploid potatoes

交变电流频率为 1MHz，交流电场强度 50 V，交流电场作用时间

60 s，脉冲强度 900 V，脉冲宽幅 20 μs，误差线为标准误差。
Alternating current frequency is 1MHz; AC electric field strength is

50 V; AC electric field time is 60 s; pulse intensity is 900 V; and pulse
width is 20 μs. Error bars are standard errors.

图 7 脉冲次数对二倍体马铃薯电融合的影响

Figure 7 Effects of Sequential direct current pulses on
electrofusion rate of diploid potatoes
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