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马铃薯遗传工程技术的研究

戴朝曦 于 品华 王 蒂 冉毅东 曲秀兰

�甘肃农业大学农学系�

马铃薯的常规杂交育种 目前遇到两大障

碍
�

一是由于病毒病的浸染通过无性繁殖逐

代积累产生的品种迅速退化
�
二是由于现有

栽培种的基因库狭窄
，
特别是缺乏抗病和抗

逆性基因
，
因此用常规的品种杂交的方法

，

通过基因重组合很难培育出具有抗病性和抗

逆性的新品种
。

这两大生物学路障使马铃薯

的育种工作面临着巨大困难
，

很难再前进一

步
。

本世纪��年代后发展起来的遗传工程技

术为解决这些问题提供了新的手段
，

如果把

这些新技术运用到马铃薯育种上
，
必将使马

铃薯育种的水平大大提高
，

能培育出具有抗

病
、

抗逆
、

高产
、

优质的更高水平的新品种
。

为了研究在马铃薯育种中综合运用遗传工程

技术的可能性
，

解决在运用这些新技术中的

一系列技术问题
，

我们从����年开始
，
在国

内国外
，
在细胞

、

染 色体和基因 �个不同水

平上
，

对马铃薯的遗传工程技术的一些方面

进行了研究
。

本文将简要地报道在这些方面

的研究结果
。

� 马铃薯双单倍体及一倍体的诱

导及其利用

马铃薯的倍性操作属于染 色体工程的一

部分
，
在马铃薯育种 中 具 有 十分重要的意

义
。

在倍性操作中
，
由四倍体诱导双单倍体

以及进一步由双单倍体诱 导一倍体又是一个

很重要的 方而
。

这是囚为
，
马铃薯的双单倍

体 �� � � �� � �劝 以及一倍体��
� 二 � 二 ���

是马铃薯
“
分解一综合 商种

” 的基础��， �〕 。

所谓
“
分解一红、合丙种

”
������、��一��

��������

������ ��� 就是把四倍沐水平先降到二倍体

或一倍体 的水 平去进行 选育
，

然 后再综合

起来
，

恢复到四倍体水平
。

把四倍体水平降到

二倍体水平有很多好处
�

首先
，
由于四倍体

基因的分离比较复杂
，
特别是对于有利隐性

基因
，
很难在杂种后代纯合化表现出来

，
要

使它们表现和加以选择
，
杂种后代群体的个

体数不得不大大增加
，
马铃 薯 又 是 大株行

距作物
，
在实际育种工作中种植如此大的杂

种实生苗群体几乎 是不可能的
。

由于二倍体

的分离比四倍体简单得多
，
因此用较小的实

生苗群体就能得到许多在四倍沐水 平上很难

得到的变异体
，

再 经 过 加 倍
，

恢复到四倍

体水平后
，

就 能 获 得 具有优良性状的新品

种
” �其次

，
在马铃暮家族中占了。�以上的野匕上

利
�

都是二倍体
，

它们很难与四 倍体栽培种杂

交
，

过去 曾采用把野生二倍体种先加倍变戍

四倍体后再与四倍体栽培种杂交
�
为方法

�

效

果也不好
，
给外源有利基因导入马铃薯品种

的工作增加了困难
。

把四倍体栽培种变戍二

倍体�汉单倍体�以后
，

可以较容易地 与许多

二倍体野生种杂交
，

使
」�

月进野生种优 良毯因

的工作 变得比较容易迸行� 第 �
，
马铃薯性

状遗传规律的研究在四倍体水平上由于 分离

的复杂性
，
很难进行

，

但在二倍体水平上则
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容易得多� 第 �
，
四倍沐基因分离复杂

，
用

常规的自交方法很难获得纯系
，
常常需自交

几十代以上才脂获得大体上纯的品系
。

但用

脱倍性后再加倍的方法
，

先把四倍体变成二

倍休
，

再变戍一倍体
，

了农后通过两次染色体

加信
，
就可以在较短为

，寸间内获得高质量的

纯系
，
为进一

�

牛 啥仃川�不分离的杂种实生籽

创造
一

了条件
。

由于马怜薯灼 找蚁倍体及一倍体在马铃

薯 言种方法的攻良
，
�，具有如此重要的意义

，

』此 ，

在国外
， 一

旱
�

介几叨乍代扰已开始了这方

�‘。�的研究 二作
。

自从没现用 ������。 � �������

中的某些品系能诱寻四倍体普通栽谙种孤雌

生殖产生双单倍体以后
，
人工诱 寻双单倍体

的工作 己逐渐进入实用性阶段
，
已获得 了大

量双 单
�

倍�仁品系
。

目前
，

在美国
、

联邦德国及

英国
、

可 兰等许多国家
，
这种诱导四倍体孤

雌生殖 均方 去仍懊是获得双单倍休的主要途

径
。

似 硅
， �

这一方法也有它的缺点
，

例如
，

易受到影响开花洁实的一些自然因素以及不

同品种可诱导性灼差异等因素的限制
，
影响

了它的效率
。

近年来发展起来的花药培养技

术为人工诱导双单倍休找出了一条新灼有效

途径
。

马铃薯�心花药培养虽然早在��年代就有

获得成功的报道
，

但诱导双单倍体的频率一

直很低
，
限制了这一技术在马铃薯育种实践

中的应用
。

最近据 ������等报道
，
他们在提

高诱导频率方面作了一系列的研究
，
但高频

率的诱导效果仅 存 在于����等少数无性系

及其杂交后代
，
对于其池品种或品系

，

诱导

频率仍很低
，
绝大多数基因型的诱导频率为

。 〔�〕 。

为 了研 究 提 高 马 铃薯四倍体栽培

种的花药培养诱导双单倍体频率的途径
，
使

花药培养这一技术能在马铃薯育种实践中应

用
，

我们从����年开始
，
进行了大量的研究

工作
，

取得了良好的进展
，

不仅 又羊倍体灼

诱
‘

、

子烦率大大提高
，
而且还从��多个品种或

月
，
系抉得了大量的双单涪体位株

。

现在
，
我

们从已获得的双单倍体植株 中 选出了���多

个较好的品系
，
正在马铃薯新品种选育方案

中使用
。

关于从马铃薯四倍体栽培种的花药

诱导双单倍体植株的具体方法
，
我们己在几

篇论文中 作过报道 〔�，�，
�〕 本 文将不 再重复

叙述
。

总 结我们 多年 来从事 此项研 究的体

会
，
下列几个方面是马铃薯花药培养巾需要

特别注意的问题
� ①花药的年龄十分重要 ，

必须采用花粉粒处于
一

单核中
、

晚期的花药
，

最好先进行镜检
，
否则是很难诱导成功的�

②由于不同故因型讨培养的反应不同 ，

因此

不能千篇一律地只采用某一种培养基
，
在培

养基成分方面
，
调整激素的浓度和蔗糖浓度

又是主要的�有的用��蔗糖浓度较好
，
有的

用��也比较好��③在培养基中以��作为基
本培养基效果较好

，
在附加成分中加入适量

的马铃薯块茎提取液及活性碳对提高诱导频

率有利
� ④在诱导的初朋需要一定的黑暗或

弱光
，
强光对诱导不利

� ⑤开花后期的花药
以及温室栽培植株的花药诱导效果不好� ⑥
花药培养前将花蕾在�

“
�下预处理��小时左

右
，
能显著地提高诱导领率

。

根据近年来我们 对 大 量 双单倍体的观

察
，
双单倍体表现出广泛的分离

，
不少双单

倍体品系表现出抗庸
、

结薯多
、

薯块较大和

品质好等优良性状
，
充分证明了把四倍体水

平降低到二倍体水平进行
“
分解” 育种的优

越性
。

我们用这些优 良的双单倍体品系与一

些有较高利用价值的 野 生二倍体种
，
如�

·

�����������
，
�

����������
，
�

� ��������
。 ��� ，

�
� ，����‘ ���� 以及�

�

�������等
，
进 行 了杂

交
，
得到了不少远缘杂交的后代

，
现正在对

这些杂种后代进行鉴定和筛选
。

染色体检查

表明
，
这些杂种仍都是二倍体

，
但杂种优势

是十分阴显的
，

若能把这些杂种二倍沐的染

色体加倍到四倍体水平
，

一定能选育出一些

抗庸
、

高产
、

优质的马铃薯新品种
，
将进一

步 证明综合育种的比越性
。
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近年来
，
我们用花药培养的方法又从双

单倍体以及一些野些种 �如�
�

�无��。��和�
。

�����耐厂
。 �。 �

等� 中诱导出了具有��条染色

体的一倍体
。

一倍体的植株并不一定表现矮

小
，

块茎产量有的与双单倍体手��当
，
表现不规

则的减数分裂
，

无有效花粉形成
。

一倍体是获

得纯合体的基础
，
若进行两次染色体加倍

，

能较快地获得高度纯合化的四倍体马铃薯纯

系
，
为生产不分离的杂种实生籽创造条件

，

为

研究马铃薯的性状遗传规律提供基础材料
。

观察酶解液的渗透压对细胞的影响
，
用加减

蔗糖浓度的方法调整酶解液的渗透压直到细

胞表现轻微的质壁分离为止
。

待大量球形原

生质体游离出来后
，
即进行分离和纯化原生

质休的工作
。

乏 马铃薯原生质体培养

原生质体是除了细胞壁的球形细胞
，
它

在体细胞融合和杂交以及植物遗 传 操 作 中

具有十分重要的意义
，
所以原生 质 培 养 是

植物细胞工程和基因工程中的一 个 很 重 要

的方面
。

马铃薯原生 质 体 培 养
，
虽 然 早

在 ����年 ��
��二�等 就 有 过获得成功的报

道
，
以后也陆续有一些报道

，
但这些方法都

比较繁琐
，

所用的培养基比较复杂
，
而且效果

不好
，
试验的重复率较低

。

为了探索马铃薯

原生质体培养简单而高效的培养方法
，
我们

对马铃薯的原生质体培 养 进 行 了深入的研

究
，
在游离原生质体的方法

、

原生质体的培

养基
、

培养条件和方法以及工具等方面进行

了一系列改良
，
获得良好的结果

。

关于这方

面的详细情况已作过 报 道 〔�〕 ，

在此不再详

述
。

现仅将其主要过程和结果简述如下
。

�
�

� 原生质休的分离和纯化

将游离出足够原生质休的酶解液用两层

尼龙 网布�孔径 ���一���，
‘��过滤去 掉 大块

叶片残渣后
，

将之拼夜例入特制的经过改良的

细颈离心小撇内
， 。一吐 。洲 �钾分下离心收集漂

浮于离心小汽细顶上音厂的原生质体
，
用清洗

液在同样离心 条件下反复漂浮���次后
，

可

获得高度纯化的原生质体
。

�
�

� 原生质体的培养

把纯化的原生质体用原生质体培养基 �

渗透压应与酶解液相同�稀释到�� ��
‘
个�毫

升左右
，
在��毫米 � ��毫米培养皿中

，
在弱

光照下进行液体浅层静止培养
，
随着原生质

体细胞壁的形成和分裂细胞数的增加
，
培养

基的渗透压需逐渐降低
。

培养�����天后
，

将 具 有 细 胞丛的培养 物 吸 出少量 以��左

右� 平铺在用 。 �

��琼脂 固化的原生 质 体培

养基表面
，
继续在连续光照����一��� ����

和�����
”
�下培养

。

�
�

� 原生质体的游离

将马铃薯组织培养 �个月左右的试管苗

的顶部幼嫩叶片或消毒后在无菌条件下发芽

的实生苗 �子叶刚张开���天�的子叶和下

胚轴切下
，
剪碎后浸入用过滤法灭菌的含�笼

纤 维 素 酶 ���������。 �一���和�
�

��离

析酶 ������。 ���� �一���和大约�
�

��蔗糟

的酶解液 中
，
在�����

“
�和弱光下

，

在��

转�分的摇床上离解原生质体大约����
、
时

。

在开始离解半小时后
，
在倒置显微镜下注意

�
�

� 小植株的分化

待小愈伤组织形成
，
长到直径约���毫

米时
，
把它们一个个地挑出

，
放置到分化培

养基上
，
在强光照 �� ��� ����以上�

，
��小

时光期和�����
�

�下培养
，
约 �个月左右可

见到绿苗分化
，

最后将功苗切段
，
在一般的马

铃薯试管繁殖培养基上繁殖
。

根据我们的经验
，
在原生质体游离阶段

和培养初期
，
最重要的是掌握好酶解液和培

养液的渗透压
，
必须接近于原生质体的渗透

压
，
细胞浅层静止培养法比用双层法简单而

且减少了原生质体的损失
。

原生质体培养阶
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段不同基因型对培养韭的反应不敏感
，
但在

分化幼苗阶段
，
不同摧因型的要求有较大的

差异
，
因此要多采用几种培养基才能得到较

好的结果
。

我们用改良和简化的原生质体游离和培

养方法在四倍体栽培种的�个品种和�个野生

二倍体种均游离
�

��
一

了原生质体和观察到了原

生质体的分裂
。

除了野生种因细菌污染未得

到愈伤组织和植株分化外
，
几个栽培品

、
仲均

分化出
一

了植株
。

植侏的方法
。

为��
一

匕
，
我们对马铃薯转化的方

法进行了研究
。

� 用农杆菌进行马 铃薯墓因转

化的价究

展因工程是遗传 兀程灼一 个很吸
一

要的方

正�
，
因为 它 是 在 基因的分子水平上进行操

作
，
能进行丝生因的直接转移

，

为人类改造功

植物是供了一种新的技术和方法
。

在进行植

物基因转移的过程中
，
需要有

�

一种载体将 目

的基因带入宿主细胞巾
。

在 杭 物 从 因工程

中
，
目前应用得最广泛 ‘内找休是一伸土壤传

播的细菌称为
“
土壤农杆 菌 ���阳加 ‘ �巴下�

。 。 �� ” 。

在土壤农杆菌属中
，

有 �个神 己在

遗传工程中应 用
。

印
�

致 癌 农 杆 菌 ��
·

，��� 厂
，

了�介���和致很农杯菌��
。 �几���挤

、 ，�叮�
。

这些细苗中含有
一

种小 型环状的���
，
称为

质粒�即
��二���

。

东贡粒上有
一

段��八
�，

当细

菌泛交细吮叮于
，
可 以转移到植物细袍 �，浮整

合到 袅 趁 本上
， ��染色沐 ��八同

�

于寸迸行复

制
、

转 是招 次达
， ’

沂以泣段���称为
“
可转

移灼 。 �� 以 一
’

叹入�
” �

农开菌
�
均�一���

上有生 长索 丁飞细胞分裂索旅因
，
它能使植物

细胞快速生 长和分裂
，
浴成冠座癌瘤 �致癌

农仟菌� �戈大 卫 毛根 �致很农杆菌�
。

若用

重组���分子技术
，

把需要转 移 的 目的基

因接到�一���上
，
则可实现

�逛因的转移
。

在进行此项工作之前
，
必须 首 先 建立起高

效率的转 化系统
，
找出能 使 转 化细胞分化

�
�

� 用致癌农杆 菌的�� 质粒进行单转化的

研究

致癌农汗菌能使受体植物产生快速生
一

长

和分裂癌瘤细胞
，
这 是 因 为 该 质 粒的�一

��人中含有合成植物生长素和细胞分裂素墓

因的原故
。

马怜薯的单转化近年来虽然已有

一些报道
，

坦方法繁琐
，
获得传化苗的频率

不高
。

为了找到
一

种比现行叫一砚法及针刺茎

干「接种法等更有
一

效的接种方讼
一

��使诱
一

导转化

苗的频率大大主百荡
， 一

戈们进行 了研究
。

研究

结果已作过报道 〔�〕 ， 本 文 不
�

辱几夏
，
仅将

主要
�

不
一

省作一简要叙述
�

将消毒过的马铃薯实生 籽 在用�
�

��琼

脂团化的仅合孔件无机 盐
、

无 厂落门培养基上

发芽
，
在��

�

�
， � ���勒克斯连炭光照下培养

，

子叶刚张开时
，
叩可用来接科

‘

听 用的农杆

菌为�，
， 。 乙二� �矛胡�， ，却

��
厂
‘

’

尸
二菌系���

，

它 的 �一���含有 一 个 特 沐 的
��
卜

二因
，
在

植物细胞中 能 形 戍 一种特殊的氨毖酸衍生

物
，
称为刀因刀扮碱 �����������

，
用纸上电泳

和 作醒染色法能检测出它的存在
。

可以用来

作为转化细胞�’勺标记
。

接种前一天将此细胞

接种在丰富营养的液体培养基中
，
在��

�

�下

振荡培养��小时左右
，
在高速离心机中�����

州����� 离心 ��分钟以沉淀细菌
，
然后 将细

菌 悬浮 干 ��� �一种缓冲液� 中
，
调整浓度

到 ��”
个厂毫升

�

�子子叶剪下
，

横切成两半
，
下

胚轴从最上部切下
， 一

长约�一�毫米
。

将它们

浸入上述菌液中
，
经常搅拌

，
�� 分 钟 后 取

出
，

在无菌吸水纸 仁吸干多 余 水 分
。

将接种

过的子叶及下胚轴切段 放 到用�
�

��琼脂固

化的仅含��无机盐
、

无蔗糖和任何添加物的

培养基上
，
在��

“
�

， ����勒克斯连续光照下

预培养��小时
，
然后 将 它们转移到含有��

蔗修和水解酪蛋白 �� ���� 以 及加有竣节



马铃
·

薯 志
，
结 � 首

，
第 �彻

， 工��� ��

肯衍
�

、

�二 叹�
，、 一

�

�� 石
�

�
补�

� � 、

��汀��培养基

土
，

在土 述 示 件 下进汀培 矛
。

�� ���天以

后
，
待癌瘤组织从

一

切日处
一

长出到直径约�� �

毫米时
· ，
将它们切下

，
转移 到 加 有 赤霉素

��������和活性碳��
�

���的无激素的��培

养基上诱导转化苗
，
待转化苗长到���匣米

长时
，
将其切下转移到不含赤霉素和激素的

��培养基上进行小 杭 株的繁殖
。

对分化植

株的叶片随机取样进行����脂碱的分析以确定

是否是转化植株
。

结果表明
，
由于未转化的

细胞不能在无激素的培养基上生长
，

所以 由

癌瘤组织分化出 的 植 株 都表现有胭脂碱的

合成
，
说明它们都来自转化了的细胞

。

转化

植株表型与 正 常 植 株稍有不同
，
且不易发

根
，

即使在含有��� 或 ��的培养基上
，
也

只能形成少量生长细弱的根
，
移栽后不易成

活
，
这是由于农杆菌的�一���上 有生长素

和细胞分裂素合成基因
，
当它们整合到植株

染 色体上进行表达时
，

所产生的激素破坏了

植物细胞正常激 素 代 谢 的原故
。

为了消除

�一��� 上激素基因对植物生长发育带来的

影响
，
近年来

，
在植物基因工程中已普遍使

用去掉激素益因并加有抗某种抗生素的标记

基因的改建质粒
，
能获得生长发育正常的转

化植株
。

本研究的试验结果表明
，
采用马铃

薯子叶及下胚轴作为诱导转化苗的外桩体比

一般所用茎注射
、

针刺接种和叶片接种培养

等方法效率要高得多
。

由于子叶及下胚轴是

较幼嫩的组织
，
成胚性较强

，
所以转化苗的

分化比较容易
，
分化频率较高

。

这一结果为

今后马铃薯的高效基因转移工作提供了一个

极好的转化系统
。

�
�

� 用��和��质粒进行复合转化的研究

已经证明
，
致根农杆菌所含有的��质 粒

与致癌农汗菌所 含有的��质粒一样
，

可以对

植物细胞进行转化
，
使植物产生许多平行或

向上生长的 色根
。

它本来也是植物中的一种

病害
，
但自从发现它也是一种 自然界进行的

基因工程后
，
��质粒也开始受到重视

，
被用

来作为基因转移的载体
。
已有实验表明

，

��

和��质粒可以同时进入一个植物细胞而不发

生排斥作用
。

这就使人们有可能同时向一个

细胞转移两个或多个基因
，
因为

，
在一个质

粒上连接两个以上基因
，
由子分子量过大

，

是无法进入受体细胞进行转化的
。

为了探索

在马铃薯中��和��质粒进行复 合转化的可能

性和有效方法
，

我们用一个在美国大量栽培

的马铃薯品种
“
�����川���

”
进行了研究

，

获得了 良好 的 结 果
。

有关这方面的详细情

况
，
我们已作 过 报道 〔 ” ， ‘ 。 二 ，

在此也只作

简略叙述
。

一步浸染法
�

将消毒过的马铃薯块茎在

无菌条件下
，

用软木塞打孔器切成 直 径 为�

毫米厚�毫 米 左右的圆盘
，
将块茎圆盘浸入

致癌农杆菌���
”
个����和致根 农 杆菌 ���

“

个��� 的混合菌液中
，
经常搅拌

，
��分钟后

取出
，
吸干 水 分 后

，

放置于仅含有�
�

��琼

脂的平面上
，
在��� 勒 克斯连续光照和��

�

�

下培养
，
�����天 以后

，
毛根及癌瘤组织从

块茎盘上长出
。

待长到一定长度后
，
把癌瘤

及根等切下
，
放 在 含 有��无机盐

、

无激素

但加有竣节青霉 素 ��二����� 和氨节青霉

素 ��
�

������� 的培养基上培养
，

并 进行

胭脂碱检测
。

结果表明
，

有两种根由块茎盘

长出
。

一种是与��质 粒 单转化得到的毛根类

似的毛根
，
直接由块茎盘长出

，
无胭脂碱合

成能力
，
说明它们系来自��质 粒单转化的细

胞� 另一种是由癌瘤分化出的根
，
这种根与

毛根不同
，

粗壮
，
少根毛

，
在光下易变绿

，
胭

脂碱检测呈正反应
。

由于仅由�
。 ，
的 �� 质粒

单转化得来的转化细胞只 形 成 癌瘤
，

无根分

化
，
而由��质 粒单转化得 来的细胞只形成毛

根
，

无癌瘤产生
，

而且在这类毛根中从未发现

有胭脂碱合成
，

所 以可以认定
，

这类由癌瘤分

化的粗壮根是来自复合转化的细胞
。
�全憾灼

是
，
由于农杆菌的最后灭菌问题未能解决

，

故未得到分化的复合转化植株
。



马铃薯杂恋
，
竿 �卷

，
第 �期

，
����

两步浸染法
�

此法 是先用块茎盘接种法

用致根农杆菌诱 导出含�� 质粒�一���的毛

振宁长元
�

傲氮《邵叭念培养基上培养 �年左右
，

再将这些有激素自主能力的毛根切段 ����

��长�
，
用致癌农杆菌���菌系浸染

，
采用与

单转化相同的方法
，
经过��’�、

时预培养后
，

转

移到加有抗生素但 无 激 素的��培养基上
，

在与单转化相同的条件下进行培养
。
��产

以
��

天以后
，
从根段 旧口两端产生癌瘤组织

。

有

两类癌瘤形成
�

一种是松软
、

白色
、

半透明

的组织
，
无 胭脂减合成能力

，
说明是来自��

质粒单转化的毛根细胞� 另一 冲癌瘤组织坚

硬
、

呈红色或绿色
，
有胭脂碱 合成能力

，
说

明系来自复合转化的细胞
。

把这些有胭脂碱

合成能力的感庸 转 移到分化培养基上 ���

基本培 养 基 十 激 素������ ��� �����

� ����
�

�二��工十 蔗馆�� 十 活性碳 �
�

�� 十

琼脂�
�

��百�
，
在自然 散 射光和�����

�

�下

培养
，
�个月以后

，
由 癌瘤上分化出大最小

植侏
。

将这些小植株进行切段繁殖
， �个月

后
，
对其叶片进行胭脂碱 险测

。

结果美明
，

所

有这些小植株都是有胭脂碱合成能力的
，
在

表现型方面
，
表现出叶片

一

坡缩
，
植株祖仕

，
节

间变短
，
由茎上长出的根仍然丧现叮

一

丁上或平

行生长的典型转化毛根的特点
，
这些 艾卫从

另一个角度证明了这些植株是来自复 含转化

细胞的
。

总之
，

本研究还仅仅是对马怜弃遗传工

程技术所作的一些初步研究
， 万

万
、
欠育冲巾实

际应用还有一段距离
。

但是
，
由于遗传工程

技术在次良动植物 洁种方面有许多独特的优

点
，
具有强大的生命力

，
牛且

，
随 着 研 究

的不断深入
， ’

艺将在马铃薯育种中发挥愈来

愈大的作用
，
使马铃等

尸��产提高 到 更 高 的

水平
。
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