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雍茸萧表亚矢李衣亚奎物主穆羲雍游扛盛州 书�。加�

摘 要 � 以马铃薯四倍体栽培品种甘农薯 �号
、

布尔班克 ��
�

议��山七肛众�的块茎和茎段两种外植

体为材料
，

进行了愈伤组织诱导和继代培养
、

细胞悬浮培养物的建立及其继代培养的研究
。

结果表明
�

选取良好的愈伤组织经 �一�次继代培养后进行细胞悬浮培养
，

培养物每 �� 继代一次
，

继代时新旧培养

基体积按 �“�配置
，

能获得较高质量的培养物
。

在悬浮培养及继代培养过程中
， �

用高浓度蔗糖溶液或蒸

馏水调节该培养液的渗透压
，
以及采用与愈伤组织 固体培养基成分相同的细胞悬浮培养基和悬浮继代培

养基
，

可有效地控制悬浮细胞的质壁分离和破碎现象
，

有助于建立高质量的细胞悬浮培养物
。
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� 前 言

马铃薯单细胞培养是突变体筛选
、

无性系变

异
、

基因转移
、

次生代谢物生产
、

人工种子等多项

研究工作的基础
，

而利用愈伤组织建立细胞悬浮系

又是该项培养技术的关键
。

因为细胞悬浮系有利于

在某些诱发突变的理化因子作用下
，

产生细胞突变

体
，

既可以为细胞融合提供有效地选择性标记
，

又

可在人工施加的选择压力下使育种单细胞化
，

大大

提高诱变频率和选择效率
，

成为作物改 良的有效手

段
。

其次
，

在植物组织培养中
，

常发生体细胞无性

系变异现象
，

这一特性可以使细胞在保持优 良品种

基本特性的情况下改良某些性状
，

实现品种改良的

目标
。

再次
，

建立优质的单细胞悬浮培养物可以为

原生质体的分离和培养
、

遗传转化
、

种质资源库的

建立
、

人工种子的制备提供 良好的实验系统
。

并

且
，

由愈伤组织通过振荡的物理方法建立细胞悬浮

系操作简便
，

不会改变细胞的生理特性
，

对正常细

胞的生长和分化以及生物合成的研究 比较适用 〔‘〕 。

一个高质量的细胞悬浮培养系必须是悬浮培养物分

散性 良好
，

且细胞和细胞团均一性好
，

培养物生长

迅速���
。
在马铃薯细胞悬培养方面

，
���������川

‘
国家

“
九五

”
重点扶持攻关及国家自然科学基金资助项 目

和祁新等 ������闭 曾建立 了细胞悬浮培养物
，

但

仅仅从大量的悬浮培养物中筛选了极小部分质量较

好的细胞加以培养
，

而未有效地控制培养条件
，

有

意识地培养高质量的细胞悬浮培养物
。

迄今为止
，

对于高效实验系统的建立仍缺乏系统地研究
。

本文

将报道我们对建立高质量的细胞悬浮培养物的有关

重要影响因素进行的系统研究结果
。

收稿 日期
� ����一 ��一 ��

� 材料与方法

�
�

� 材料来源

所用材料为甘肃农大生物工程所提供的马铃薯

四倍体栽培种
“
甘农薯 �号

” 、 “
褐皮布尔斑克

���������������
”
的试管苗茎段和块茎

。

选用当

年收获的块茎贮存于 �℃冰箱中 �一�个月备用
。

�
�

� 愈伤组织的诱导

茎段
�
剪取继代培养 ��一���无菌壮苗的不带

腋芽的茎段约 �
�

���
，

进行接种
。

块茎
�
将块茎用 自来水清洗干净

，

削去表皮
，

然后置于 ���酒精溶液中消毒 ��
�，

再用 巧�次氯

酸钠溶液消毒 �����
，

无菌蒸馏水冲洗 �一 �次
，

用无菌打孔器切取块茎柱状长条
，

滤纸吸干水分

后
，

削去两端各约 �
�

���
，

切取约 �一���厚的块

茎圆盘
，

接种于愈伤组织诱导培养基上
，

置于人工

气候箱内
，

���士��℃ 、

黑暗条件下培养
。
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第 �期
，
���旧

愈伤组织诱导培养基为 ��无机盐 �������
，
�

������ ������有机物基本培养基附加 �
�

���创�

���
、
�

�

��创� ��
、
�

�

������ ��日 和 �
�

�� 段�

�水解酪蛋白�
，

培养基用 �
�

�����口���高压蒸汽灭

菌
，

但 ���用过滤灭菌
，

待培养基快冷却时加人
。

�
�

� 愈伤组织的继代

选择生长状态良好
，

色泽新鲜未褐化的愈伤组

织
，

以直径 �
�

��� 大小的团块进行继代
，

在 ��℃ 、

������ 连续光照下培养
。

愈伤组织继代培养基为

��无机盐 � ������ � ������ ������有机物基本

培 养 基 附 加 �
�

����� �
，
�

一

�
、

�
�

����� ���
、

�
�

�哩�� ���
、
�

�

�哩�� ��
、
�

�

����� ��� 和

�
�

����
，

消毒方法同前
。

�
�

� 细胞悬浮培养

选择色泽新鲜
、

生长速度快
、

质地疏松的幼嫩

愈伤组织约 ��
，

用镊子轻轻夹碎
，

置盛有 ��而 液

体愈伤组织继代培养基的三角瓶中
，

在恒温摇床上

以 ���订��� 转速
，
��℃ 、

弱光或黑暗条件下进行

振荡培养
。

每隔 ��
、

���
、

巧�换人新鲜液体培养

基进行继代
。
继代时

，

新 旧培养基体积 比为 ���
。

测定 培养 液 的 �� 值变 化情况和 细胞 密实体积

������即将细胞悬浮液置于 ��而 刻度离心管中
，

量出其毫升数
，

在 ������ 下离心 ����
，

读出沉

淀的细胞毫升数
，

用每毫升培养液中细胞的毫升数

来表示细胞密实体积�
。
继代细胞悬浮培养物用 ��

目不锈钢细胞筛过滤
，

收集筛网下的小细胞团和少

量单细胞混合物进行培养
，

条件同上
。

� 结果与分析

�
�

� 愈伤组织的诱导

在本实验选用的愈伤组织诱导培养上
，

不同基

因型及不同外植体获得的愈伤组织在诱导频率
、

愈

表 � 基因型和外植体对愈伤组织诱导的影响

基因型 外植体
最早出愈时间

���

出愈率

�� �
愈伤组织状态

甘农薯 �号 茎段 � ��
�

�� 松散板块状

块茎 �� ��
�

�� 松散透明状

布尔班克 茎段 � ��
�

�。 坚硬颗粒状

块茎 �� ��
�

�� 紧密顺粒状

注
� �

�

出愈率 ���� �形成愈伤组织的外植体数�接种外植体的

总数� � ����

�
�

�������
’ � 氏新复极差测验 ����

�

���

伤组织质地和生长速度等方面均不相同 �见表 ��
。

实验结果表明
，

品种
“
甘农薯 �号

”
的块茎出愈率

最高
，

所得初生愈伤组织色淡黄
，

质地疏松而细胞

结构致密
，

愈伤组织增殖很快
。

�
�

� 愈伤组织继代次数对细胞悬浮培养物质�的

影响

诱导的初生愈伤组织颜色
、

质地
、

形状差异很

大
，

细胞稳定性和一致性不好
，

同一个培养系中各

细胞渗透压不相同
，

同时会出现质壁分离细胞
、

破

碎细胞和完整细胞
。

一般经过 �一�次继代的细胞

在液体培养基中分散性最好
，

细胞分裂旺盛
，

镜检

表明这些细胞约 ��� 一��� 以上形状呈圆形或椭

圆形
，

细胞较小
，

胞质浓厚
。
�代以后的愈伤组织

建立悬浮培养系已不再适宜
，

由于多次继代的愈伤

组织本身发育为硬质地的板块状或颗粒状
，

质地不

够松散
，

并 出现异质性克隆
，

如部分褐化
、

老化

等
，

约 ���以上的细胞老化
，

形状变为不规则或

长条形或柱状
，

分裂能力和以后的分化能力严重丧

失���
。

故选取继代 �一�次的愈伤组织易获得分散
、

匀质
、

生长速度快的高质量细胞悬浮培养物���
。

�
�

� 悬浮培养中细胞质壁分离和破碎现象的控制

本实验观察到由愈伤组织建立的薄壁细胞悬浮

系也需要近似等渗的培养条件
，

因为细胞在液体培

养基中
，

若培养溶液渗透压太高
，

往往会发生严重

的质壁分离现象
，

若不及时调整
，

最终将导致细胞

死亡
，

死细胞释放出的代谢废物会毒害其余的活细

胞
，

严重影响最后单细胞的植板率
。
另外

，

在低渗

溶液中
，

细胞也会崩裂
，

吐出一团细胞内含物
，

这

可能是因为薄壁细胞的壁较薄
，

强度不够
，

在低渗

溶液中无法低挡膨压
，

从而造成了细胞的破碎
。

为

了克服细胞质壁分离和破碎现象
，

可用高浓度蔗糖

溶液或蒸馏水调节该培养物的渗透压���
。

此外
，

本

实验采用配制相同成分的愈伤组织固体培养基和细

胞悬浮培养基及悬浮细胞继代培养基的方法
，

使细

胞生长的各个环节都处在相同的渗透压和营养条件

下
，

能有效地控制细胞质壁分离和破碎现象
。

�
�

� 继代间隔时间对悬浮细胞生长速度和细胞质

�的影响

本实验结果是细胞悬浮系每 ��继代一次 �见

图 ��
，

则可保持细胞处在快速增长阶段
，

培养液

为清亮
、

淡黄的正常色
。
随着继代天数延长

，

细胞

积累量增多
，

培养液逐渐变得混浊
，

为深黄色甚至
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整瓶培养基褐化
，

细胞活力下降
，

生长速度减慢
，

倒置显微镜下检查
，

部分细胞破碎解体
，

胞质不浓

厚
。
另外

，

测 得 培养液 的 �� 值一般每 ��下降

�
�

�
，

那么
，

���后该培养系的 州 值就降为 �
�

�
，

已不适于马铃薯细胞的生长
。

︵�︶留彩雄袜扣盈异

� � � � � � � � �� �� �� �� �� ��

生长天数���

图 � 继代时间与细胞悬浮系增殖量的关系

�
�

� 继代时新旧培养基体积比对悬浮培养系的影响

每次继代细胞悬浮培养物所用的新鲜培养基与

原来细胞生长的旧培养基之间应有一定比例
，
旧培

养基在继代过程中类似条件培养基
，

内含某些营养

物质
，

这些物质对细胞的分裂有促进作用
。

实验表

明
，

新培养基与 旧培养基 比例不应大于 ��
��

，

这

一结论与���������
�〕的结果一致

。

二者之间比例为

���左右时
，

条件培养基的滋养效果便很明显
。

为遗传改良的起始材料
。

孙敬三等川认为
，

如果一个细胞悬浮系生长速

度越快
，

在一定的时间内
，

细胞分裂的代数也就越

多
，

产生突变的频率也就越大
，

其分化能力也就越

易丧失
。

在本实验中观察到细胞继代次数的增加会

导致细胞老化
，

形状变得不规则
，

因此
，

悬浮培养

的细胞在进行愈伤组织继代和悬浮培养继代时
，

次

数不应太多
，

以尽量保持悬浮培养物的分化能力
。

本研究还发现
，

悬浮在液体培养基中的细胞与

原生质体培养类似
，

也需要外界近似等渗的条件
。

愈伤组织的薄壁细胞 由于生活力不强
，

细胞壁脆

弱
，

在低渗条件下细胞破碎后
，

会发生胞质泄露现

象
，

而在高渗条件下细胞的质壁分离也成为较普遍

的现象
，

这一问题在其它文献中很少提到
。

观察到

质壁分离轻微的细胞也能分裂
，

但经过几次分裂后

这种质壁分离越来越严重
，

最终导致细胞褐化和死

亡
。

控制方法除仿照原生质体的蒸馏水和高浓度蔗

糖溶液调节外���
，

必须经常保持前后培养液中相同

的糖浓度
，

才能使细胞处在较好状态
。

尽管单细胞

培养液也需要渗透压调节
，

但没有原生质体这种完

全脱壁细胞的要求严格
，

前者调节的幅度较大
。
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� 讨 论

建立优质的细胞悬浮培养物
，

首先要诱导 良好

的愈伤组织
，

但各种材料在诱导培养基上的反应并

不相同
，

这可能是由于各品种的不同外植体内源物

质水平不同
，

对外界提供的营养和激素物质等的代

谢能力也不相同而造成的���
。
所以

，

材料的选择是

十分关键的起始步骤
。

块茎 中含有大量的薄壁细

胞
，

它们在分化进程上走得还不太远
，

故在外界诱

导条件下
，

很容易分化进人分生状态
，

由此获得的

愈伤组织增殖速度快
，

质地疏松
。

另外
，

这些细胞

与母体组织细胞在遗传组成上是一致的
，

有利于作
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�� 为材料
，

通过田间和室内试验
，

对马铃薯蕾花果脱

落过程中内源激素变化进行研究
，

阐明 了内源激素的变化规律及 ���
、
��� 、

���
、
�

、
�� 时蕾花果

脱落的具体作用方式 � 同时研究了不 同光周期和光照强度与脱落的关 系及所引起的 内源激素的变化
。

结果表明
，

蕾花果中���含量升高是引起脱落的主要原 因
，
不利的外界因素可诱发 ��� 的变化

，
而

长光周期和充足的光照有助于减少蕾
、

花
、

果的脱落
。
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� 前 言

马铃薯 田 间杂交结实率长期 以来一直徘徊在

�� 一��之间
，

给育种工作和实生种子在商品薯生

产上的应用带来 了很大困难
。

由于杂交结实率太

低
，

大大增加 了 ���的生产成本 � 育种过程每个

组合也不得不做大量的杂交才能获得足够的 ���

以满足选择的需要
。

收稿 日期
� ����一 ��一 ��

马铃薯花期花蕾和花大量脱落
，

使可用于杂交

和采粉的花锐减
，

花期缩短及杂交后浆果大量脱落

是影响结实率的两个主要因素
。

关于提高马铃薯开

花率和杂交结实率的方法
，
已有的文献资料报道了

不少行之有效的方法
，

如将马铃薯的接穗嫁接到番

茄砧木上 � 双重嫁接 � 将马铃薯种植在石头或砖头

上后期将块茎挖去 � 茎的环切或绑扎
一

� 切茎法 � 硫

代硫酸银处理花等 〔’〕 。

但是人们的研究仅限于方法

的寻找上
，

迄今尚未有人对造成马铃薯蕾花果脱落
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