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马铃薯茎段愈伤组织培养体系的优化
3

罗　源 ,陈耀锋 ,李春莲 ,余　玲 ,任慧莉 ,李映梅
(西北农林科技大学 农学院 ,陕西 杨陵 712100)

[摘 　要 ] 　以克新 12 号、克新 13 号、东农 303 和早大白 4 种马铃薯试管苗茎段为材料 ,研究各品种的组织培养

体系。结果发现 ,克新 13 号和克新 12 号的最适愈伤组织诱导培养基为 MS + 30 g/ L 蔗糖 + 8 g/ L 琼脂 + 2 mg/ L 62
BA + 1 mg/ L 2 ,42D ;东农 303 为 MS + 30 g/ L 蔗糖 + 8 g/ L 琼脂 + 2 mg/ L 62BA + 0. 5 mg/ L 2 ,42D ;早大白为 MS +

30 g/ L 蔗糖 + 8 g/ L 琼脂 + 2 mg/ L 62BA + 0. 5 mg/ L 2 ,42D。用上述最适诱导培养基培养 ,各品种的愈伤诱导率分别

为 100 % ,100 % ,100 % 和 90 %。克新 13 号愈伤组织分化的最佳培养基为 MS + 30 g/ L 蔗糖 + 8 g/ L 琼脂 + 4. 0

mg/ L 62BA + 0. 1 mg/ L NAA + 1. 0 mg/ L GA3 ;克新 12 号和早大白为 MS + 30 g/ L 蔗糖 + 8 g/ L 琼脂 + 2. 0 mg/ L 62
BA + 0. 5 mg/ L NAA + 1. 0 mg/ L GA3 ;东农 303 为 MS + 30 g/ L 蔗糖 + 8 g/ L 琼脂 + 2. 0 mg/ L 62BA + 0. 1 mg/ L

NAA + 1. 5 mg/ L GA3。用上述最适诱导培养基培养 ,各品种的分化率分别为 80 % ,90 % ,100 % ,76. 7 %。
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Optimizing for callus tissue culture system for the
stem of Solanum tuberosum
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Abstratc : Four potato cultivars , Kexin No . 12 , Kexin No . 13 ,Dongnong303 and Zaodabai were cultivat2
ed in vit ro f rom stem explant s. The result s showed that t he optimal medium of callus for Kexin No . 12 and

Kexin No . 13 was MS + 30 g/ L sucrose + 8g/ L agar + 2 mg/ L62BA + 1 mg/ L 2 ,42D ;Dongnong 303 was MS

+ 2 mg/ L 62BA + 0. 5 mg/ L 2 ,42D ;the optimal medium of Zaodabai was MS + 30 g/ L sucrose + 8 g/ L agar

+ 2 mg/ L 62BA + 0. 5 mg/ L 2 ,42D ; t he adventitious callus induction rate were 100 % ,100 % ,100 % and

90 % ,respectively by using t hese optimal induced medium. The best medium for adventitious bud differenti2
ation f rom stem callus was MS + 30 g/ L sucrose + 8 g/ L agar + 4. 0 mg/ L 62BA + 0. 1 mg/ L NAA + 1. 0

mg/ L GA3 for Kexin13 ;MS + 30 g/ L sucrose + 8 g/ L agar + 2. 0 mg/ L 62BA + 0. 5 mg/ L NAA + 1. 0 mg/ L

GA3 for Kexin12 ;MS + 30 g/ L sucrose + 8 g/ L agar + 2. 0 mg/ L 62BA + 0. 1 mg/ L NAA + 1. 5 mg/ L GA3

for Dongnong 303 ;MS + 30 g/ L sucro se + 8 g/ L agar + 2. 0 mg/ L 62BA + 0. 5 mg/ L NAA + 1. 0 mg/ L GA3

for Zaodabai. Under t hese optimal induced medium ,t he rates of adventitious bud differentiation were 80 % ,

90 % ,100 % ,and 76. 7 % ,respectively.

Key words : potato ; Kexin No . 12 ; Kexin No . 13 ;Dongnong303 ;Zaodabai ;callus induction ;callus differ2
entiation
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　　马铃薯 ( S ol anum t uberosum ) 为茄科茄属一年

生草本双子叶植物 ,是重要的粮食蔬菜兼用作物。

近年来 ,马铃薯组织和细胞培养技术发展很快。我

国学者多以 MS 培养基[ 1 ] 为基本培养基 ,用马铃薯

不同部位作为外植体进行离体培养 ,如中国科学院

遗传研究所[2 ] 以 MS 为培养基培养茎尖 ;朱明凯

等[3 ]以 MS 为培养基培养花药 ;双宝等[4 ] 以 MS 为

培养基培养叶片。通过离体培养和遗传转化进行马

铃薯遗传改良 ,已成为马铃薯分子育种的重要方

面[526 ] 。目前 ,已有通过对块茎[7 ] 、微型薯[829 ] 、茎

段[10211 ] 、叶片[12 ]进行遗传转化获得转基因植株的报

道 ,但这些研究均存在外植体再生频率低的问题。

为了提高马铃薯外植体的再生频率 ,本试验对 4 个

主栽马铃薯品种茎段组织的培养特性进行了研究 ,

以期优化马铃薯主栽品种的离体培养再生技术体

系 ,为马铃薯主栽品种的分子改良奠定基础。

1 　材料与方法

1. 1 　材 　料

1. 1. 1 　马铃薯 　供试材料为克新 12 号、克新 13

号、东农 303 和早大白 4 种马铃薯块茎 ,均由黑龙江

省农科院马铃薯研究所国家种质克山马铃薯试管苗

库惠赠。

1. 1. 2 　试 　剂 　以西北农林科技大学农学院遗传

工程实验室配制的 MS 培养基为基本培养基 ,附加

30 g/ L 蔗糖和 8 g/ L 琼脂作为试验用培养基。植

物激素 62BA、2 ,42D、NAA、GA3 及其他试剂等均为

上海生工生物工程公司产品。

1. 3 　马铃薯无菌苗的诱导

在上述 4 种材料的块茎表面芽眼周围 ,用针扎

4～5 个小孔 ,然后在 0. 1 mg/ L 的赤霉菌素溶液中

浸泡 30 min ,埋入湿沙中催芽。待芽长至 1～2 cm

时 ,选取生长健壮的芽 ,先用体积分数 75 %乙醇漂

洗消毒 ,再用质量分数为 0. 1 %氯化汞溶液消毒 5

min ,无菌水冲洗 5 次 ,剥取茎尖 ,接种到附加 2 mg/ L

62BA 和 0. 3 mg/ L NAA 的茎尖分化培养基上 ,在光

照强度 3000 lx、光照时间 24 h/ d 的条件下培养。

1. 4 　马铃薯愈伤组织的诱导与继代

选取苗龄 20 d 的马铃薯无菌试管苗 ,切成 0. 5

cm 长、不带侧芽的茎段 ,接种于含不同浓度细胞分

裂素 62BA 和生长素 2 ,42D 的愈伤诱导培养基上 ,

进行诱导培养。愈伤组织每 2 周继代 1 次。

1. 5 　马铃薯愈伤组织的分化

选取生长良好的愈伤组织 ,接种于含有不同浓

度细胞分裂素 62BA、NAA 和 GA3 的愈伤诱导培养

基上进行培养。愈伤组织分化培养基的筛选 ,采用

3 因素 3 水平的 L 9 (34 ) 正交试验 , 62BA、NAA 和

GA3 为试验的 3 个因子。

2 　结果与分析

2. 1 　不同激素配比对马铃薯愈伤组织诱导率的影

响

试验结果显示 ,接种愈伤组织后 2～3 d ,茎段两

端切口处便明显膨大 ,7 d 后可见到有愈伤组织出

现 ,其后愈伤组织沿维管束向茎段中间生长 ,15 d 左

右愈伤组织即可长满茎段表面。由表 1 可知 ,试验

所使用的激素组合均能诱导 4 个马铃薯品种的茎段

产生愈伤组织 , 但诱导率差别很大 , 最高可达

100 % ,最低仅 66. 7 % ;克新 13 号和克新 12 号在

MS + 30 g/ L 蔗糖 + 8 g/ L 琼脂 + 2 mg/ L 62BA + 1

mg/ L 2 ,42D 的处理中愈伤组织量最多 ,诱导率最

高 ,克新 12 号产生的愈伤组织量大于克新 13 号 ;东

农 303 在 MS + 30 g/ L 蔗糖 + 8 g/ L 琼脂 + 2 mg/ L

62BA + 0. 5 mg/ L 2 ,42D 组合处理中愈伤组织量

多 ,诱导率高 ;早大白在 MS + 30 g/ L 蔗糖 + 8 g/ L

琼脂 + 2 mg/ L 62BA + 0. 5 mg/ L 2 ,42D 组合处理

中 ,愈伤组织量和生长状况均较好 ,早大白在各种激

素组合处理中的诱导率均未达到 100 %。

2. 2 　不同激素配比对愈伤组织分化率的影响

各品种选取长势良好的愈伤组织 30 块 ,接入分

化培养基。10 d 左右愈伤组织表面形成瘤状突起 ,

约 30 d 即可分化出丛生芽。

由表 2 中的极差 R 可知 ,影响克新 13 号和克新

12 号愈伤组织分化率的因素依次为 62BA > GA3 >

NAA ,而影响东农 303 和早大白愈伤组织分化率的

因素依次为 62BA > NAA > GA3 。因此 ,对马铃薯

愈伤组织分化率影响最大的是 62BA。

对 4 种马铃薯材料进行比较 ,只有东农 303 的

愈伤组织分化率可达到 100 % ,其他 3 种材料的分

化率均低于 90 % ,克新 13 号的分化率最低只有

33. 3 %。由于本试验设计时是假设 3 种因素之间无

交互作用 ,因此 ,各品种愈伤组织分化的最佳激素配

比为诱导率最高时的激素配比。由此可知 ,克新 13

号愈伤组织分化的最佳培养基为 MS + 30 g/ L 蔗糖

+ 8 g/ L 琼脂 + 4. 0 mg/ L 62BA + 0. 1 mg/ L

NAA + 1. 0 mg/ L GA3 ;克新 12 号和早大白愈伤组

织分化的最佳培养基为 MS + 30 g/ L 蔗糖 + 8 g/ L

琼脂 + 2. 0 mg/ L 62BA + 0. 5 mg/ L NAA + 1. 0
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mg/ L GA3 ;东农 303 愈伤组织分化的最佳培养基

为 MS + 30 g/ L蔗糖 + 8 g/ L 琼脂 + 2. 0 mg/ L 62
BA + 0. 1 mg/ L NAA + 1. 5 mg/ L GA3。

表 1 　不同激素组合对克新 13 号、克新 12 号、东农 303 和早大白茎茎段愈伤组织诱导的影响

Table 1 　Effect of different combinations of hormones on callus induction of Kexin

No. 13 , Kexin No. 12 , Dongnong 303 and Zaodabai

激素/ (mg ·L - 1) Hormones 克新 13 号 Kexin No. 13 克新 12 号 Kexin No. 12

62BA 2 ,42D
接种数
No. of

explant s

愈伤组织数
No. of
calli

诱导率/ %
Induction

rate

愈伤量
Amount
of calli

接种数
No. of

explant s

愈伤组织数
No. of
calli

诱导率/ %
Induction

rate

愈伤量
Amount
of calli

1. 0
1. 0
1. 0
2. 0
2. 0
2. 0
3. 0
3. 0
3. 0
4. 0
4. 0
4. 0

0
0. 5
1. 0

0
0. 5
1. 0

0
0. 5
1. 0

0
0. 5
1. 0

30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30

24
26
30
22
30
30
20
30
29
25
25
27

80. 0
86. 7

100. 0
73. 3

100. 0
100. 0
66. 7

100. 0
96. 7
83. 3
83. 3
90. 0

+
+

+ + +
+ +
+ +

+ + +
+ + +

+ +
+ + +

+
+ +
+ +

30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30

20
25
27
23
29
30
27
30
29
24
26
26

66. 7
83. 3
90. 0
76. 7
96. 7

100. 0
90. 0

100. 0
96. 7
80. 0
86. 7
86. 7

+
+ +
+ +

+ + +
+ +

+ + + +
+ +

+ + +
+ +

+
+ +

+

激素/ (mg ·L - 1) Hormones 东农 303 Dongnong 303 早大白 Zaodabai

62BA 2 ,42D
接种数
No. of

explant s

愈伤组织数
No. of
calli

诱导率/ %
Induction

rate

愈伤量
Amount
of calli

接种数
No. of

explant s

愈伤组织数
No. of
calli

诱导率/ %
Induction

rate

愈伤量
Amount
of calli

1. 0
1. 0
1. 0
2. 0
2. 0
2. 0
3. 0
3. 0
3. 0
4. 0
4. 0
4. 0

0
0. 5
1. 0

0
0. 5
1. 0

0
0. 5
1. 0

0
0. 5
1. 0

30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30

22
28
29
23
30
30
21
29
30
22
27
24

73. 3
93. 3
96. 7
76. 7

100. 0
100. 0
70. 0
96. 7

100. 0
73. 3
90. 0
80. 0

+
+ +

+ + +
+ + +

+ + + +
+ + +
+ + +

+ + + +
+ + +
+ + +

+ +
+ +

30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30

20
23
24
28
27
27
26
23
26
21
25
24

66. 7
76. 7
80. 0
93. 3
90. 0
90. 0
86. 7
76. 7
86. 7
70. 0
83. 3
80. 0

+ +
+ +

+ + +
+ +

+ + +
+ +
+ +

+ + +
+ + +

+ +
+ + +

+

　　注 :“+ ”越多表示愈伤组织量越多。

Note :More“+ ”means more calli produced

表 2 　不同激素组合对马铃薯茎段愈伤组织分化的影响

Table 2 　Effect of different combinations of hormones on differentiation

序号
Sequence

激素/ (mg ·L - 1) Hormones 分化率/ %Induction rate

62BA NAA GA3
克新 13 号

Kexin No. 13
克新 12 号

Kexin No. 12
东农 303

Dongnong 303
早大白

Zaodabai

1
2
3
4
5
6
7
8
9

1. 0
1. 0
1. 0
2. 0
2. 0
2. 0
4. 0
4. 0
4. 0

0. 1
0. 5
1. 0
0. 1
0. 5
1. 0
0. 1
0. 5
1. 0

0. 5
1. 0
1. 5
1. 5
1. 0
0. 5
1. 0
1. 5
0. 5

33. 3
43. 3
50. 0
63. 3
66. 7
56. 7
80. 0
76. 7
66. 7

50. 0
66. 7
36. 7
86. 7
90. 0
76. 7
60. 0
76. 7
80. 0

66. 7
83. 3
83. 3

100. 0
96. 7
80. 0
46. 7
53. 3
46. 7

40. 0
53. 3
66. 7
66. 7
76. 7
66. 7
50. 0
63. 3
53. 3

极差
Variance

32. 267
33. 334
49. 233
17. 000

4. 433
13. 333
6. 967

12. 000

10. 000
15. 567
4. 434
8. 000

R
R

R
R
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3 　讨　论

在植物组织培养过程中 ,基因型不同是影响试

验结果的一个重要因素。本研究曾参考前人研究获

得的培养基配方[829 ] 进行试验 ,但是效果很不理想 ,

几乎没有愈伤组织形成 ,且形成的愈伤组织量少 ,特

别是愈伤组织诱导再生不定芽 ,将形成的愈伤组织

接种到愈伤组织分化培养基上时 ,愈伤组织易生根

死亡。本试验对克新 12 号、克新 13 号、东农 303 和

早大白 4 个马铃薯品种的愈伤组织诱导及其不定芽

分化的培养基进行了探讨 ,结果表明 ,克新 12 号和

克新 13 号的最佳愈伤组织诱导培养基配方为 MS

+ 30 g/ L 蔗糖 + 8 g/ L 琼脂 + 2 mg/ L 62BA + 1

mg/ L 2 ,42D ,东农 303 为 MS + 30 g/ L 蔗糖 + 8 g/ L

琼脂 + 2 mg/ L 62BA + 0. 5 mg/ L 2 ,42D ,早大白为

MS + 30g/ L 蔗糖 + 8 g/ L 琼脂 + 2 mg/ L 62BA +

0. 5 mg/ L 2 ,42D ;克新 13 号愈伤组织分化的最佳培

养基为 MS + 30 g/ L 蔗糖 + 8 g/ L 琼脂 + 4. 0 mg/ L

62BA + 0. 1 mg/ L NAA + 1. 0 mg/ L GA3 ,克新 12

号和早大白为 MS + 30 g/ L 蔗糖 + 8 g/ L 琼脂 + 2. 0

mg/ L 62BA + 0. 5 mg/ L NAA + 1. 0 mg/ L GA3 ,

东农 303 为 MS + 30 g/ L 蔗糖 + 8 g/ L 琼脂 + 2. 0

mg/ L 62BA + 0. 1 mg/ L NAA + 1. 5 mg/ L GA3。

本试验结果与前人的研究结果[829 ]差异很大 ,其原因

是由于试验过程中使用了不同基因型的马铃薯。另

外 ,本试验还发现 ,不同的实验材料 ,其最适培养基

亦不相同 ,其中东农 303 的愈伤组织诱导率、愈伤组

织量、愈伤分化率均高于其他 3 个马铃薯品种 ,这与

东农 303 被广泛地用于马铃薯组织培养和转基因研

究[10 ,13 ]的情况相符。

在离体条件下 ,植物激素对马铃薯茎段愈伤组

织的诱导、继代和分化起着重要作用。高浓度的生

长素和细胞分裂素配比有利于愈伤组织的诱导 ,而

低浓度的生长素和细胞分裂素配比则有利于愈伤组

织的分化。本试验结果表明 ,对马铃薯愈伤组织分

化起主要作用的是 62BA ,这与李娟等[14 ] 的报道一

致。
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