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‘ a: 体细胞杂交技术是打破有性杂交不亲和障碍 , 将野生种优良性状引入普通栽培种 , 丰富马铃薯遗传

基础 , 创造新种质的有效手段。本文在原生质体的分离融合、融合体的筛选、杂种的鉴定等方面对马铃薯体细胞

杂交技术进行综述的基础上 , 介绍了近年来马铃薯体细胞杂交技术的研究进展 , 并就体细胞杂交技术在马铃薯遗

传研究育种上的应用进行了阐述。

bcd: 马铃薯; 体细胞杂交 ; 遗传育种

我国是马铃薯生产大国, 近年来生产面积和产

量逐年上升, 但是生产上所用的马铃薯普通栽培种

遗传基础比较狭窄, 存在着抗病抗逆性差、品质性

状有待于提高等问题[1]。在新品种选育过程中, 用遗

传基础狭窄的普通栽培种进行种内杂交, 后代的遗

传异质性差, 优势不明显, 难以选育出突破性的品

种。此外在马铃薯普通栽培种中特别缺乏抗病和抗

逆的基因, 因此丰富育种材料的遗传基础, 创造新

种质资源是品种选育跨上新台阶的关键。

马铃薯的种质资源十分丰富, 国际马铃薯中心

收集的马铃薯种质有 235 个种 , 其中 74%为野生

种和近缘种, 在这些野生种和近缘种中存在着许多

优良性状, 如抗病虫性、抗逆性, 优良品质等, 将

这些基因引入马铃薯普通栽培种中, 丰富马铃薯普

通栽培种中的遗传基础, 创造新的种质用于马铃薯

品种改良有着重要意义。但是马铃薯普通栽培种是

同源四倍体植物, 基因分离复杂, 具有丰富遗传基

础的野生种质资源大多数是二倍体, 马铃薯普通栽

培种与野生种杂交时存在着杂交不亲和性, 难以成

功, 限制了野生种质资源中优良基因的利用。通过

体细胞杂交可以打破有性杂交不亲和障碍, 在近缘

的种内或种间 , 甚至远缘的科属间产生体细胞杂

种, 扩大遗传变异范围。

1 马铃薯体细胞杂交技术的研究

1.1 efg!3Ghijk
体细胞杂交第一步是分离有活力的原生质体并

有效地再生出植株, 在许多的已发表的报道中 , 引

用较多的是 Shepard 等 [2], Binding 等 [3], Haberlach

等[4]报道的原生质体分离和培养条件。所用的原生

质体起始培养基、愈伤组织形成培养基、以及诱导

分化培养基都是 MS、B5、KM、VKM、V47 等基本

培养基或略加修改, 有研究表明, 对外植体进行黑

暗培养前处理有利于提高原生质体的产量, 基因型

的不同对原生质体的再生能力有影响[5]。

在已知的诱导原生质体融合的方法中, 最经常

使用的是聚二乙醇( PEG) 诱导和电融合。在马铃薯

体细胞研究早期 , 较多采用 PEG化学诱导方法进

行细胞融合, 由于操作复杂, 技术性要求较高 , 目

前多采用电融合的方法。

1.2 jk!3lm
原生质体融合目前还难以达到一对一特异性融

合, 融合后的产物包括融合亲本以及同核体、异核

体, 有必要通过选择将所需要的异核体筛选出来。

已知的很多选择体系在马铃薯异核体的选择上均有
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应用。对称杂交时大量选择异核体是根据亲本之一

具有卡那霉素抗性[6]、链霉素抗性[7], 代谢类似物尿

嘧啶抗性[8]以及杂种具有杂交种生长优势等特性[9]进

行的。在进行体细胞不对称杂交时对原生质体进行

辐射处理( γ、X射线或紫外线) , 或用碘乙酸处理

( IOA) 可对融合形成的异核体进行筛选。适量的辐

射处理( 70~1000 Gy) 导致细胞中染色体片断化阻止

细胞分裂 [10, 11], IOA 处理原生质体能够使胞质中的

酶失活 , 抑制胞质生长。对一个亲本进行辐射处

理, 而另一个亲本用 IOA处理, 只有异核体才能正

常生长分裂, 通过这种方法可将异核体筛选出来。

流式细胞仪具有单细胞快速筛选、DNA定量

分析的优点, 可利用流式细胞仪进行体细胞杂种的

筛选 [12]。但是流式细胞仪对总 DNA 的检测幅度在

8%左右变动, 不能区分只丢失少量 DNA的不对称

杂种与真正的对称杂种, 因此尽管流式细胞仪测定

的 DNA总量与染色体数相关 , 但也只能进行杂种

的初步筛选, 为杂种的鉴定提供间接证据[11]。

1.3 !"#$%
在杂种的鉴定上, 早期仅进行形态方面和细胞

染色体数的鉴定, 杂种植株的形态基本呈现中间类

型或结合了双亲的性状, 染色体数的变异较大。后

来同工酶谱分析也被用来鉴定体细胞杂种 [13, 14]。近

年来随着生物技术的发展, 分子标记技术和原位杂

交技术被用于杂种的鉴定和精细分析。RAPD分子

标记技术[15~17]、SSR 分子标记技术[12, 16]、RFLP 分子

标记技术 [16, 18, 19]以及 AFLP 技术等在杂种的鉴定上

都有应用[19]。亲缘关系较近的亲本融合体可用半随

机 PCR 引物特异地扩增外显子与内含子连接处结

合 DNA 序列来鉴定 [20]。也有利用亲本基因型对

DNase1的敏感性不同来鉴定杂种的报道[21]。

分子标记技术鉴定杂种具有速度快、效率高的

特点, 不仅可对杂种的核基因组的来源进行分析鉴

定, 还可以对胞质基因组的来源进行分析鉴定。线

粒体和叶绿体鉴定可以通过 RFLP标记分析线粒体

DNA 和叶绿体 DAN[21, 22], 或使用胞质特异性探针

和引物[23~25]来鉴定杂种胞质组成。研究表明杂种中

不同亲本来源的叶绿体和线粒体存在着不亲和现

象 , 有随机或偏向性的消减发生 , 在 Solanum.

tuberosum 和 S. sanctae- rosea 杂种中大多数包含有

S. tuberosum 叶绿体和重组后的 S. tuberosum线粒

体[16, 21], 用胞质特异 SSR 引物对 10 个 S. tuberosum

+S. phureja 体细胞杂交种植株的胞质组成进行分

析 , 发现 8 株具有 S. phureja 叶绿体 DNA , 只有

2株具有 S. tuberosum 叶绿体 DNA。

马铃薯的染色体很小 , 很难进行核型分析 ,

用于其它作物体细胞杂种鉴定的核型分析方法在

马铃薯的杂种鉴定上效果不佳 , 所以常用其他方

法替代如分子标记 AFLP、RAPD[5]。也可以用原位

杂交 GISH的方法鉴定染色体片断是否在杂种细胞

中存在[5]。

2 体细胞杂交技术在马铃薯遗传改良中的应用

马铃薯体细胞杂交技术在马铃薯遗传改良中应

用, 目的是将与马铃薯栽培种杂交不亲和的马铃薯

野生种或近缘种的某些优良性状导入到栽培种中 ,

这可以通过体细胞对称杂交和不对称杂交的方法而

达到。此外 , 由于所有栽培种的马铃薯都是四倍

体, 马铃薯育种中一个重要的育种方法—分解育种

法是在双单倍体水平上对种质进行改良, 改良后的

双单倍体种质需要合成具有两个双单倍体的优良特

性, 恢复原来的倍性水平, 这可以通过体细胞对称

杂交技术而达到。

2.1 &’()*+
利用体细胞杂交技术克服马铃薯野生种和近缘

野生种与普通栽培种的生殖障碍, 将野生种和近缘

野生种的抗真菌、抗细菌、抗病毒的特性引入普通

栽培种 , 提高栽培种的抗病性已有不少报道 [15, 16, 18,

22, 26~28]。在野生种 S. bulbocastanum[20] 、S. pinnatisec-

tum [22]和 S. circaeifolium[27]中存在的晚疫病抗性已通

过体细胞杂交技术转移到与栽培种融合的杂种中。

通过体细胞杂交技术获得了 S. stenotomum+S.

tuberosum和 S. phureja+S. tuberosum的抗青枯病的

杂种植株 [12, 16]。此外 , 利用体细胞杂交技术融合

S. tuberum 和 S. brevidens, 部分体细胞杂种品系

对马铃薯软腐病和早疫病均表现良好的抗性 [29]。

有研究发现 , 植株的抗病程度与亲本基因组的组

成密切相关 , Laurila[30]利用体细胞杂交技术融合了

S. tuberosum 和 S. acaule, 杂种植株依据核基因组

来自 S. acaule 成分的多少 , 表现程度不同的耐环

腐病特性。

利用体细胞杂交技术已将二倍体野生种 S. brevi-

dens 对马铃薯卷叶病( PLRV) 、Y 病毒( PVY) 、X

病毒( PVX) 抗性转入到杂种中[27, 31, 32]。
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2.2 !"#$%&’
S. commersonii 是野生种中表现耐低温的一个

种, 能够耐- 11.5℃, 而栽培种在- 3.5℃条件下植株

便死亡 [33], 利用体细胞杂交技术形成的 S. tubero-

sum和 S. commersonii 杂种植株比亲本 S. tuberosum

抗霜冻[34, 35]。

2.3 ()*$+,-./
马铃薯容易受多种病害侵染, 有些病害是不能

通过种子进行传播扩散的, 为了利用这个特性, 有

些体细胞杂交的目的是为了创造新的 CMS, 以应

用于实生种子生产。Perl [24]融合了 IOA 处理的

S. tuberosum和 γ辐射的原生质体( 有 S. stolonifer-

um 胞质) , 杂种表现雄性不育。

2.4 012345.67%89$:;<=>?
野生种一般含有较高的糖苷生物碱, 运用传统

的杂交或体细胞杂交技术转移野生优良性状的同时

常常将高糖苷生物碱这一不利性状转入栽培种中 ,

利用体细胞杂交技术培育的 S. tuberosum( +) S. brev-

idens 杂种植株及杂种花药培养形成的单倍体遗传

组成多样性可以进行基因组组成与糖苷生物碱组成

比关系的分析[36, 37]。研究表明 , 糖苷生物碱组成与

基因组的组成关系密切, 由野生种所附带的高糖苷

生物碱这一不利性状可以通过体细胞的再融合被消

减。利用体细胞杂交获得的 S. tuberosum( +) S. com-

mersonii 杂种 , 还可以研究低温诱导下的 S. com-

mersonii 谷胱苷肽- S转移酶( GST) 基因 Scgst1 在杂

种和亲本中表达与耐冻性之间的关系[38]。研究表明

Scgst1 基因转入 S. tuberosum 中不转录 , 也不能使

S. tuberosum具有和 S. commersonii一样的耐冻性 ,

但是在杂种中 Scgst1基因有适度表达, 并且表现中

等耐冻性。Valkonen 等用一个对 PVX、 PVY、

PVA具有过敏性抗性的普通栽培种品系与具有功能

性抗性的能减缓病毒在细胞间移动速度的 S. brevi-

dens, 利用体细胞融合技术形成杂种植株, 研究过

敏性抗性和功能性抗性表达机制[39], 研究表明亲本

的两个不同抗病毒特性在杂种中均有所表达。

2.5 @ABCDEFC%(G
Dong 等 [40]利用马铃薯栽培种的双单倍体和

S. brevidens 的体细胞杂交所获得的可育杂交株 ,

与马铃薯栽培种的双单倍体回交 , 结合 S. brevi-

dens的特征 RAPD 标记和原位杂交技术, 创制了 7

个单染色体异附加系( 染色体 1, 3, 4, 5, 8, 9) ,

为马铃薯的细胞学研究和 S. brevidens 抗性的渐渗

转移提供了一个很好的材料。 Tek 等[29]利用体细胞

杂交技术融合 S. tuberum和 S. brevidens, 分子标记

和细胞学表明获得了 S. tuberum的 S. brevidens8 号

染色体代换系, 研究结果表明 , 8 号染色体与马铃

薯多种抗性有关。

3 问题和展望

体细胞杂交技术在马铃薯上的应用 , 不仅可

以打破野生种近缘野生种与普通栽培中之间的生

殖障碍, 将马铃薯野生种近缘野生种中抗病虫性、

抗病毒性等优良性状引入栽培中 , 拓宽马铃薯普

通栽培种的遗传基础 , 还可以创造有价值的种质

资源用于马铃薯遗传的研究。随着细胞生物学技

术和分子生物学技术的发展 , 体细胞杂交技术体

系得到了较好的完善 , 流式细胞仪的应用提高了

杂种的筛选和鉴定效率 , 原位杂交和分子标记技

术的应用使人们对杂种基因组组成的了解成为可

能 , 并提高了杂种鉴定的速度和准确性。但是目

前体细胞杂交技术在马铃薯上还存在一些问题 :

①融合的方法和技术还不够完善 , 异源融合的频

率不高 , 还难以达到一对一的高效融合。②还没

有建立高效简便的杂种筛选体系。③体细胞杂种

在遗传上不稳定及大多数育性较低 , 因此所获得

的杂种在育种上的应用受到限制。今后应加强融

合的方法和技术的研究 , 提高一对一异源融合效

率 , 加强高效简便杂种筛选技术体系的研究 , 同

时还应对融合体核基因与核基因的互作、核基因

与胞质基因的互作以及异源胞质基因的互作机理

进行研究, 提高融合体的遗传稳定性。

综上所述, 体细胞杂交技术在马铃薯种质资源

创新上有着重要地位, 利用体细胞杂交技术结合常

规育种技术选育马铃薯新品种, 创造马铃薯有价值

的遗传研究材料, 对马铃薯遗传育种工作有着重要

的意义, 但是有必要在体细胞融合技术上以及杂种

的改良等方面开展进一步的研究工作。
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b c: 详细阐述了马铃薯类病毒( PSTVd) 鉴定技术的研究进展 , 比较了几种鉴定技术( 指示植物、往返电
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def: 马铃薯纺锤块茎类病毒( PSTVd) ; 检测; 防治

马铃薯纺锤块茎类病毒病( Potato spindle tuber

viroid, PSTVd) 是由类病毒( Viroid) 引起的病害。类

病毒是已知病原中最小的( 246~463 nt) 、单链高度

结构化的、缺少蛋白外壳的 RNA分子 , 能在受侵

染寄主植物中自我复制的环状 ssRNA 小分子。

Schultz 和 Folsom[1] 在关于此病报道中首次指出 ,

这种病具有传染性。Diener[2] 首次提出类病毒( Vi-

roid) 的概念。马铃薯纺锤块茎类病毒( PSTVd) 是危

害马铃薯产量和品质的主要病害。据报道 , PSTVd

强系减产可达 60%, 弱系减产约 20%~35% [3], 常

造成较大经济损失。马铃薯类病毒是马铃薯种薯检

疫规程中的主要检疫对象 , 具有广泛的传播途径 ,

是唯一不能通过茎尖剥离、组织培养汰除而必须通

过严格检测汰除的病害。

1 类病毒的鉴定

1.1 gh@Aij
自从马铃薯纺锤块茎类病毒被发现以来, 由于

缺少适宜的指示植物和鉴定方法, 因此和同一时期

发现的马铃薯病毒病相比 , 研究进展相当缓慢。
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