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从事马铃薯生物技术研究%

!ab^_V XVTWV*YVJ<<<Z[*W’’LX’6LX+

c!defV #4KJM \KHH ghijkV 7 glmfV HDUJ%KDK4nJ<<"o<J-<<UU-<P

马铃薯 & 病毒! 5’.*.’ ]T&V^ 7$ %27"是危害马

铃薯的主要病毒之一$ 它可使受侵染的马铃薯的产

量降低 P_R以上 ‘Ha% %27 可随种薯的引进而进行传

播$ 由于至少有 U 个种的蚜虫可以非持久的方式传

播该病毒$ 而这些蚜虫在国内又很普遍$ 该病毒的

扩散可能性就很大% %27 还常与 %2b 或 %2c 复合

侵染$ 引起叶片斑驳皱缩$ 严重时早期枯死$ 减产

十 分 严 重 ‘Ja% 目 前 已 知 马 铃 薯 抗 病 毒 途 径 有 多 种$
而转 9% 基因途径被认为是最有应用潜力的途径之

一% 多数用 9% 基因转化马铃薯的试验都获得了抗

病毒株系‘Ka%
本试验利用农杆菌介导法将 %2789% 基因导入

马铃薯品种东农 K_K 中$ 获得了大量转基因植株%
试验转化过程中对农杆菌侵染浓度& 预培养时间&
抗生素浓度的改变$ 进行了系统的研究$ 期望通过

基因工程手段来提高马铃薯对病毒病的抗性$ 为马

铃薯育种提供基础材料%

H 45678

!(! $%pqrst"#
本试验以马铃薯品种东农 K_K 的微型薯为转化

受体$ 外源基因为 %2789% 基因! 图 H" %

!() s$)2uvr,-
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外植体的再生频率是影响遗传转化效率的主

要因素之一% 本试验设四种不同激素配比的培养

基! 表 H" $ 比较微型薯的再生频率%

wU’w利用农杆菌介导法将 ! " # $ % ! 基因导入马铃薯品种东农 &’& 的研究’’’于凤丽$ 卢翠华$ 李文斌$ 等
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将马铃薯微型薯消毒后削去表皮! 切成厚度为

! $$! 大小约 %"& ’$#! %"( ’$# 的薄片! 分别接种

于附加 %" #(" (%" )(" !%% $*#+,! -./ 的诱芽培

养基上$ 培养 0 周后! 调查试验结果并确定抑制芽

分化的最低 -./ 浓度$
将无菌苗幼嫩茎尖插入附加 %% #(" (%" !%%"

!(% $*&+,! -./ 的无激素 12 培养基! & 周后观察

无菌 苗的生根 状况! 并 确 定 抑 制 生 根 的 最 低 -./
浓度$
!"#"& -./01/2*34

从 345 固体培养基上选取新鲜单菌落接种于

(% $+ 含卡那霉素’ (% $*&+,!(和利福平’ (% $*&+,!(
的 345 液体培养基中! 于 #6"! 在摇床上避光振

荡培养至对数生长期) 取部分倒入无菌离心管中!
0 %%% 7&$8/,! 离心 ( $8/ 收集菌体! 用液体 12 洗

涤菌液 # 次后! 重悬于该培养液中即可用于转化$
#"#"0 567*89:6;*<=

制备好的薯片与农杆菌工程菌液混和! 室温下

不断轻轻摇动! 使菌液与薯片充分接触$ 无菌滤纸

吸去多余菌液! 黑暗条件下共培养 # 9 后$ 转入光

下培养 & 周左右即可分化出芽$ 待芽长 !"(##"% ’$
时切下转入生根培养基! 进行生根筛选扩繁$ 为了

比较侵染过程中不同处理对外植体形成抗性芽的影

响! 试验共设 6 种处理’ 表 #( $

!"# !"#$%&’(
!"&"! :;<>?

将待检测植株和对照植株的叶片用 ;=>5 法提

取植物总 ?@>$ 参照 2.$A7BBC 等 D0E的方法对 ## 株

-./ 抗 性 植 株 进 行 :;< 检 测! 设 阳 性 对 照’ 质 粒

?@> 为模板( % 阴性对照’ 未转化的东农 &%& 为模

板(和水空白对照$ :;< 反应总体积为 #( !+! 反

应参数为* F0" ) $8/! F0" ! $8/! (6" ! $8/!
)#" ! $8/! 循 环 &( 次 ! )#" ( $8/! 0"终 止 )
反应终止后! 经溴乙锭$琼脂糖电泳并摄影记录)
!"&"# :;<$2BGHIJ7/@A

:;< 反 应 产 物 经 溴 乙 锭$琼 脂 糖 电 泳 后 ! 将

?@> 转 移 至 硝 酸 纤 维 素 膜 上 ) 以 地 高 辛 标 记 的

:K>,;: 基因为探针! 采用 2BGHIJ7/ 检测试剂盒进

行分子杂交)

# !"#$%

$"! )*+,-./
外植体在 0 种 培养基上的 芽诱导率基 本都在

)(L以上! & 号培养基的诱导率达 F(L! 这表明植

株再生频率最高的培养基为 & 号) 这样! 为后续转

化试验确立的最佳培养基是 & 号)
$"$ 01234!/56-78
#"#"! ’()*B,

外植体经过 0 周的培养! 对 照组的外植 体 能

长出绿色健壮小芽! 随着选择 压力的增高! 外植

体逐渐变黄! 长出的芽也是弱小的) 在 -./ 浓度

为 #% $*&+,! 的 压 力 下 ! 外 植 体 愈 伤 化 情 况 与 对

照 差 异 不 显 著+ 在 (% $*&+,! 压 力 下! 外 植 体 有

些 黄 化! 出 芽 较 晚 且 弱+ 而 在 )( $*&+,! 的 压 力

下! 外植体出现黄化进而 死亡) 因而确 定芽诱导

时的选择压力为 )( $*&+,!)
马铃薯植株经过 & 周生根培养! 对照组的根毛

较长! 根白而且纤细! 数量多) 随 -./ 浓度的 增

高! 根毛数量逐渐减少! 生长迟缓) 在 )( $*&+,!

的 培 养 基 中 也 能 生 根 ! 但 生 长 缓 慢! 根 短 且 黄 !
根毛少) 当 -./ 浓度为 !%% $*&+,! 时! 植株出现

黄化不 能生根) 因而 确 定 转 化 植 株 生 根 时 的 -./
浓度为 !%% $*&+,!)

另外! 试验中发现共培养完成后! 将薯块转到

无选择压的培养基恢复培养 (#) 9! 然后再转到含

)( $*&+,! -./ 的筛选培养基上! 这种延迟筛选的

方法可使转化率提高)
#"#"# 89:CDEFG*B,

试验结果表明’ 表 &( ! 菌液浓度, 感染时间和

处 理 菌液浓度 感染时间’ $8/( 共培养时间’ 9(

! %"! ! ( #

# %"( ! ( #

& %"! !% #

0 %"( !% #

( %"! ! ( 0

M %"( ! ( 0

) %"! !% 0

6 %"( !% 0

9 $ :;&<=>?
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C 2 DE’./FG7%&HI’>?

共培养时间对马铃薯的转化有明显 的影响" 菌液

浓 度 太 低 & 在 共 培 养 未 见 到 外 植 体 四 周 出 现 菌

液& 经在含 A4- 的培养基上筛选后& 获得 的抗性

芽也较少’ 然而& 侵染时间或共培养时间太 长( %
&$ 常会因残留在外植体表面的根癌农杆菌生 长过

旺& 以致掩埋整个外植体& 最终 导致外植体 变褐

并死亡)

菌液浓度 B1:’’C’)*% 侵染 * +,- 和共培养 " &
为最佳转化条件& 其转化频率为 #*D( 图 " 和图 #$"
转化频率C生芽外植体数E感染总外植体数"!’’."

132 JK%&’HI
将长度在 !F*!")’ G+ 的抗性芽插入到成苗培养

基( /H I !’’ +J*8;! A4- K <’ +J*8;! G7L( 进口$$ 培

养& " 周后发现& 在获得的 @! 个 A4- 抗性芽中有

"" 株长出不定根& 根系发育良好& 植株生长正常)
134 56/JK%&’ "&$2 "&$7()*+,-./()

=>? 扩增产物的电泳分析结果表明( 图 %$ & 待

鉴定的 "" 株 A4- 抗性植株中& 有 !* 株的 123 能

扩增出分子量约为 !’*’ MN 的特异条带& 阳性率为

:<F"O! 而未转化的对照植株及其余的待测植株则

无此条带& 从而初步证明这 !* 株再生植株为转基

因植株)

=>?;HPQRS75- 检 测 结 果 表 明( 图 *$ & !* 株 再

生植株的 =>? 扩增条带均可特 异性地与 =T3;>=
基因的探针杂交) 而对照植株的扩增产物却无此杂

交带) 由此证明了 =>? 扩增出条带确为目的基因&
同时进一步证实了此目的基因已被导入并整合到转

化植株的基因组中)

# ! "

利用农杆菌介导法进行马铃薯遗传转化& 外植

体主要以叶片+ 茎段% 试管薯和微型薯为主" 使用

马铃薯微型薯作为转化起始材料有以下优点, ( !$
取材容易& 转化过程简便& 易于操作! ( "$周期短&

处理 感染薯片数( 个$ 产生芽总数( 个$ A4- 抗性芽数( 个$

! <’ ! !" ! ’

" <’ !!# <#

# <’ ! ! : ! !

% <’ ! !! ! $

L$@L利用农杆菌介导法将 $ % & ’ ( $ 基因导入马铃薯品种东农 )!) 的研究---于凤丽& 卢翠华& 李文斌& 等
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与叶片相比% 薯块的基因起动表达快且整齐 c7d% :!
e 周即可得到抗性芽& ! :"再生频率高% 本试验获

得了 f6 个 g>0 抗性芽% 其中有 [[ 株通过了生 根

筛选’
本试验中经过分化和生根两轮筛选% 转化植株

的 _=^ 阳性率为 VhX[i’ 薯块与农杆 菌共培养后

放在不含 g>0 的培养基中恢复培养 7!] "% 然后再

移入选择培养基筛选转化芽% 这种延迟筛选的方法

既有利于转化细胞生长又不会产生更多的嵌合体%
可以提高转化率’

在遗传转化过程中% 抗生素的使用是影响外植

体生长发育的主要因素之一’ 使用国产头孢噻肟钠

或羧苄青霉素作为抑菌剂浓度需在 799 B*$QC6 左右%
这样大剂量的药物会造成外植体生长及分化困难%
得到的再生植株长势弱cVd’ 本试验采用进口头孢噻肟

钠% 在脱菌过程中浓度在 679 B*$QC6 时即可控制农

杆菌生长% 对外植体分化未发现有不良影响’
作为好的遗传操作系统其组织培养的再生频率

至少应在 h9i以上% 且每块外植体必须再 生丛生

芽c]d’ 建立高效稳定的组织培养体系是提高转化频

率的必要条件之一’ 本试验 从植物培 养基激素配

比( 农杆菌菌液浓度( 侵染时间( 共培养时间等因

素进行摸索和改进% 建立了一套较高效的遗传转化

体系’ 优化的再生系统 f7i的薯块上 都有丛生芽

产 生% 经 遗 传 转 化 后 其 再 生 率 最 高 能 达 到 :7i%
说明此遗传转化系统适用于微型薯的高频率转化’
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