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为马铃薯种植’ 加工’ 销售等各个环节提供良好的
环境设施& 加强建立马铃薯行业协会组织和市场信
息系统! 保证市场信息的畅通! 引导各市场主体的
经营行为& 改善马铃薯产业的投’ 融资环境! 促进
马铃薯产业化的换代升级(
其次! 要重视产业化各环节的有机结合! 形成

产供销一体化) 培育和发展一批规模较大’ 经济实
力较强的马铃薯加工企业! 通过*公司Q农户+等形
式! 联合广大马铃薯种植户! 实现产供销一条龙经
营方式! 做到统一规划, 统一技术操作规程’ 统一
管理’ 统一加工和销售! 确保马铃薯及其加工品的
质量)

中国马铃薯! 第 !" 卷! 第# 期! $%%&!RST!

R 前 言

马铃薯- U,9/%.L :.P;8,>.L!!M#为同源四倍体无

性繁殖作物! 由于其高度杂合性! 常导致自交不亲
和和雄性不育! 从而降低了用常规育种方法进行马
铃薯改良的效率) 近 TC 多年发展起来的基因工程
技术为马铃薯的遗传改良提供了一条新的途径! 无
论是利用基因工程手段创造优质马铃薯育种材料或

进行品种改良! 还是进行未知基因功能的研究! 基
因的遗传转化技术已成为必不可少的下游技术)
目前已发展了几种方法用于马铃薯转基因的研
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7 89 通过根癌农杆菌介导的遗传转化方法! 建立了马铃薯栽培品种* 费乌瑞它- 0/=,8$:/# +茎
段和试管薯的遗传转化体系! 其转化频率分别可达 TWMXY和 SXZ[Y) 实验结果表明! 玉米素有助于茎
段和试管薯转化再生芽的分化! 乙酰丁香酮可以提高茎段的转化率! 但对试管薯的转化作用效果不
明显) 卡那霉素生根筛选和 \F] 鉴定结果显示! 在分化培养基上再生的转化植株假阳性率较高! 在
遗传转化工作中要加大转基因植株的数量! 才有可能获得所期望的转基因植株群体)
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究! 包括农杆菌介导法 !"#$%" &’( 直接转化原生质
体!)%和基因枪法!*%等# 自从 +,-. 年第一例农杆菌介
导的转基因马铃薯问世以来!/%! 马铃薯基因转化技
术不断完善! 但还没有完全程序化$ 本实验在综合
前人研究的基础上! 对影响马铃薯遗传转化效率的
几个重要因素做了进一步的探讨! 以期为马铃薯基
因工程和分子生物学的研究提供高效的遗传转化技

术平台$

0 材料与方法

!"# !"#$
本实验以马铃薯栽培品种% 费乌瑞它&试管苗为

材料! 试管苗培养基为 12 基本培养基附加 .3蔗
糖$ 选取苗龄 .周的试管苗茎段" 叶片及膨大一个
月的试管薯为转化的受体材料$
!"! %&’()
农杆菌菌株 为根癌 农 杆 菌’ (456789:;5<=>

:=>;?89<;@A(BC())D)! 含有 ECFGH+ 质粒! 质粒携
带 .*2 启动子驱动的 IJ2 报告基因! 选择标记基
因为卡那霉素’ K8@(抗性基因 @E:!$
!"$ *+,-
HL.LG 农杆菌活化
将供试农杆菌的单菌落接种于液体 BC 附加

*M >4NB O8@ 和 0* >4NB 利福平’ P<?(的培养基中!
在摇床上于0- !! 0*M 5N><@ 条件下培养过夜$ 待
菌液混浊时! 取 G >B 菌液接种于 *M >B 新鲜的上
述液体培养基中 ! 置于摇床上继续振荡培养至
Q&/MM约为 ML* 左右时! 离心并用等体积的 12 液体
培养基重新悬浮菌体$
0L.L0 转化方法
剪取无腋芽茎段和去边缘叶盘! 经 0) !" 黑

暗条件进行预培养 . R! 培养基为 12 附加 $S蔗糖
和 ML*3琼脂以及不同组合的激素’ 表 +( $ 该马铃
薯培养基是在综合分析目前已有高效马铃薯转化体

系培养基的基础上修改而成 $ 试管薯切成约
+#H >> 厚的薄片! 不进行预培养$ 三种外植体在
农杆菌悬浮液中分别浸泡 +M ><@! 取出后用无菌
滤纸吸干表面菌液! 然后转入黑暗" H- !条件下
共培养 H R! 再将外植体转入相应的分化培养基上
’ 附加 *M >4NB O8@ 和 *MM >4NB 羧苄青霉素( ! 于
H*!! 连续光照下诱导芽分化$ ) 周后统计愈伤率
和分化率$

分别选取茎段和试管薯薄片的最适宜转化培养

基! 在菌体二次活化和共培养时! 向体系中分别添
加 +MM ">6TNB 乙酰丁香酮’ (2( ! 来研究 (2 在茎
段和试管薯薄片转化中的作用$

!%& *./0)1234
当再生芽长至 +LM 9> 高时! 切下转入 12U*M

>4NB O8@UHMM >4NB 羧苄青霉素’ V857(的抗性筛选
培养基上! 进行阳性转化植株生根筛选$
!%’ *./0) ()*56
按小量 &’(快速提取法!W%从转基因马铃薯植株

中提取总 &’(! 用转化植株的总 &’( 为模板! 以
@E:!基 因的两个引 物 *) "IVX(XI(VXIIIV(
V((V(IY.)和 *)Y(X(VVIX(((IV(VI(II((Y
.)进行 ZVP 扩增! ZVP 扩增条件为 ,)!! . ><@*
,)!! )* A* */!! )* A* WH!! + ><@* .* 个循环*
WH! 延伸 * ><@! 预期扩增片段大小为 /W/ 7E$ 以
未转化植株作阴性对照$

. 结果与分析

$"+ 789:;*<=>?@
表 H的实验结果显示! 所用的 +号培养基具有

细胞分裂素 C(Z 和生长素 ’(( 时! 诱导茎段和试
管薯薄片抗性愈伤组织的频率都比较高! 但该培养
基组分不能使脱分化的组织再分化出不定芽 $
在 H 号培养基中将 ’(( 替换为 I(. 后 ! 高浓度
I(.的作用虽然降低了愈伤率! 但明显促进了茎段
愈伤组织芽的再生$ 在 . 号培养基中由于 HLM >4NB
[X 的加入! 促进了茎段和试管薯愈伤组织的分化
能力$ 通过 . 号+ ) 号和 * 号培养基中 [X 分别与
生长素" 细胞分裂素及赤霉素的组合实验! 发现 .
号培养基有利于茎段抗性芽的分化! 其分化率可达

愈伤率\

分化率\

愈伤化的外植体数

总接种的外植体数

分化芽的外植体数

总接种的外植体数

根癌农杆菌介导的马铃薯高效遗传转化体系的研究,,,张 宁! 司怀军! 李学才! 等 A+..A

培养基编号 组成’ >4NB(
+ 12UH C(ZUH ’((
H 12UH C(ZU* I(.

. 12UH C(ZU* I(. UH [X
) 12U+ F((UH [X
* 12U+ F((UMLH I(.UML* C(ZUH [X

表 + 马铃薯分化培养基组成



培养基编号 激素组合! !"#$"
茎段 试管薯

愈伤率!%" 分化率!%" 愈伤率!%" 分化率!%"

& ’()*+(,(’(-** ./0’ 101 2304 101

’ ’()*+(,(5(6*2 3305 702 8’03 101
2 ’(9:(,(/()*+(,(5(6*2 330. 8302 810/ 8/07

7 /(9:(,(8(;** 3<04 8/07 8408 /40/

5 /(9:(,(8(;**(,(10/(6*2(,(105()*+ 3<04 8205 101 2403

表 ! 激素组合对马铃薯转化外植体愈伤率和分化率的影响

"#$%&# 而 ’ 号培养基中 !$( )*+, -. 和 "$( )*+,
/00的激素组合可以较高频率地提高试管薯薄片的
分化率$ 可达 !1$!&% 2 号培养基中的激素组合效
果更好$ 能够诱导试管薯薄片不经愈伤组织阶段而
直接再生抗性芽%

!"# !"#$%&’()*
从表 !还可以看出$ 在适宜的培养基上$ 试管

薯作为遗传转化的受体材料时可以得到较高频

率的转化再生芽 $ 这可能与组成试管薯的薄壁
细胞具有较强的分裂能力以及对农杆菌有较好

的感受能力有关% 茎段抗性愈伤组织发生较容易$
但其芽的分化频率却不高% 对叶盘的转化实验结果
显示$ 在所研究的 2 种培养基中$ " 号培养基的愈
伤率最高$ 可达 21$3&$ 但愈伤组织状态不理想$
易褐化$ 并且在 2 种培养基上分化率均为 (&! 未
列表" %
这一结果只是说明 $ 所选用的实验材料

费乌瑞它的叶片在所使用的培养基上表现不佳$ 并
不完全证实叶片不是很好的转化受体$ 另有文献报
道过适合叶片的转化体系4#5%
!"! +,-./$%&()*
实验结果表明$ 乙酰丁香酮! 06"能明显地提

高茎段在抗性培养基上的愈伤率和分化率$ 但对马
铃薯试管薯薄片的转化效果影响不明显! 表 %" % 这
可能是由于 06 这类酚类物质的存在$ 有助于农杆
菌的趋化以及外源基因在马铃薯茎段受体中的整合

过程$ 而在马铃薯薯片中酚类物质的本底水平较
高$ 因此转化效果对外源 06 的依赖性不强$ 这也
许是用马铃薯薯块适宜作高效转化受体材料的因素

之一%

!"$ 0123(4567
在浓度为 2( )*+, 789 的持续选择压下$ 筛选

的抗性再生芽需再次用 2( )*+, 789 培养基进行抗
性生根筛选% 对本实验得到的 ’( 株转化植株$ 经
第一次 789 筛选后$ 有 !# 株转化体生根$ 经两次
相同浓度 789 抗性生根筛选后$ 植株生长正常$
获得的可生根阳性转化植株有 !! 株$ 阳性植株占
22&$ 其假阳性率可达 ’2&%
!%& %89": ’();<
对 789 初步筛选获得的阳性转化植株进行

:;< 扩增鉴定$ 从 !! 株植株的 =>0 中都扩增到
了转化体特有的 9?@!特异片段$ 表明外源基因已
整合到受体植株的基因组中% 部分扩增结果如图 "%

’ 讨 论

农杆菌介导的植物基因转化方法具有操作简

便$ 转化效率高$ 能够转化大片段 =>0$ 转基因

表 % 乙酰丁香酮对茎段和试管薯转化效果的影响

受体材料 转化方法

愈伤率 ! &" 分化率! &"

不加 06 加 06 不加 06 加 06

茎段
" 号培养基上诱导 % 周后
置于 % 号培养基上分化

A!$! "(( "#$A !2$1

试管薯 2 号培养基直接分化 ($( ($( %1$# %1$!

图 !部分转基因植株 :;<检测结果
B$ "CDEF @"’ / GH*IJ@ =>0 )8KLIK! .878<8" #
"$ 未转基因植株 :;<扩增产物#

"#$$ 转基因植株:;< 扩增产物%
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!" #$$%&%#"’ ’()"*$+(,)’%+" *-*’#, +$ .+’!’+ ,/0%!’0 1-
!2(+1)3’/(%4, ’4,/$)3%/"*

!"#$% $&’(! )* "+,&!-+’! .* "+/!0,&! 1#$% 2&

" 3455/(/ 46 7(84’49:! %,’;+ #(8&0+5<+8,5 =’&>/8;&<:? .,’@A4+ BCDDED! 3A&’,#

)1*’()3’$ 7’ /66&0&/’< <8,’;6489,<&4’ ;:;</9 A,; F//’ /;<,F5&;A/G 648 7(84F,0</8&+9H9/G&,</G <8,’;!
6489,<&4’ 46 I4<,<4 0+5<&>,8% J,>48&<,&K&<A <8,’;6489,<&4’ /66&0&/’0: 46 LMNOP ,’G CONQP 648 &’</8’4G/ ,’G 9&084!
<+F/8! 8/;I/0<&>/5:N RA/ 8/;+5<; ;A4K/G <A,< @/,<&’ &; F/’/6&0&,5 <4 ;A44< 8/(/’/8,<&4’ 46 <8,’;6489/G &’</8’4G/
,’G 9&084<+F/8N 70/<4;:8&’(4’/ 04+5G &’08/,;/ <8,’;6489,<&4’ /66&0&/’0: 46 &’</8’4G/ KA&5/ A,; ’4< ,’ ,II,8/’<
/66/0< 4’ 9&084<+F/8N S44<&’( ;/5/0<&4’ 4’ T,’,9:0&’ ,’G U3S &G/’<&6&0,<&4’ G/94’;<8,</G <A,< <A/ 6,5;/ I4;&<&>/
/66&0&/’0: 46 <8,’;6489,<&4’ &; A&(A/8 ,94’( <A/ I+<,<&>/ <8,’;(/’&0 I5,’<; 6849 <A/ G&66/8/’<&,<&4’ 9/G&,! ,’G
;+((/;</G <A,< <A/ G/;&8/G <8,’;(/’&0 I5,’<; 04+5G F/ 4F<,&’/G 6849 , 5,8(/ ’+9F/8 46 <8,’;(/’&0 I5,’<; &’ I4<,<4
<8,’;6489,<&4’N

5/- 6+(0*$ I4<,<4’ 7(84F,0</8&+9 <+9/6,0&/’;’ &’</8’4G/’ 9&084<+F/8’ (/’/<&0 <8,’;6489,<&4’

拷贝低且遗传稳定等优点 VWX! 受到了人们的极大关
注( 但即使对转化条件已比较成熟的植物如烟草)
马铃薯) 拟南芥等! 针对不同的基因型) 不同的外
植体! 转化频率差异仍然很大( 本研究筛选了适合
马铃薯茎段) 试管薯转化较为理想的培养基成分!
其中玉米素的促分化作用相当重要! 配合适当浓度
的赤霉素和细胞分裂素! 在 Y,’ 抗性选择压力下!
转化的茎段和薯片的分化率可高达 LMNOP和 CONQP(
早在 ZWQM 年! 7) 就被从代谢活跃的烟草根)

叶和愈伤组织的提取物中分离得到! 并证明它是
>&8 基因的天然诱导剂 VZDX! 而 >&8 基因的表达是 RH
[$7 向受体细胞转移所必须的( 本研究在茎段的
转化系统中添加 7)! 使受浸染的茎段愈伤率和分
化率都明显提高! 可见 7) 提高了外植体转化细胞
的百分数( 但也注意到 7) 对本已高频率转化的薯
片几乎没有作用! 推测原因可能为马铃薯薯块受到
创伤后! 伤流液中酚类物质含量较多! 而所产生的
酚类物质可能起着与 7)等同的作用(
根据本实验结果! 在持续 MD 9(\. Y,’ 筛选压

作用下! 获得的分化植株再经 Y,’ 生根筛选后!
发现在分化培养基上再生的转化植株的假阳性比例

很高! 考虑到从中还要剔除诸如假阳性) 转化引起
的形态变异) 代谢异常) 外源基因表达受阻等植
株! 所剩余的期望的转基因植株数量会有限! 提示
在将来的遗传转化工作中! 一定要扩大转化植株群
体! 以便得到所期望的转基因植株数量(

! " # $

VZX 7’ %! ] [ 1,<;4’! 3 3 3A&,’(N R8,’;6489,<&4’ 46 <4F,004? <49,!
<4! I4<,<4 ,’G #8,F&G4I;&; <A,5&,’,!+;&’( , F&’,8: R& >/0<48 ;:;</9
V^XN U5,’< UA:;&454(:! ZWQO! QZ$ CDZHCDMN

VLX 杨美珠! 潘乃穟! 陈章良N 高效马铃薯遗传转化体系的建立及
甜蛋白基因的导入V^XN 植物学报! ZWWL! C_* Z# $ CZHCON

VCX 司怀军! 谢从华! 柳俊N 农杆菌介导的马铃薯试管薯遗传转化
体系的优化及反义 05,;; ! I,<,<&’ 基因的导入* 英文# V^XN 作物
学报! LDDC! LW* O# $ QDZHQDMN
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