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马铃薯叶肉细胞原生质体培养
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摘　要：马铃薯叶肉细胞原生质体培养后�再生细胞形成细胞团和愈伤组织。愈伤组织经 MS
＋2�4-D1∙0mg／L＋NAA1∙0mg／L＋ZT0∙5mg／L＋蔗糖2％继代后�移至分化培养基 MS＋6-BA1∙0
mg／L＋NAA0∙1mg／L＋ZT1∙0mg／L＋AC2g／L＋蔗糖2％＋甘露醇1％上分化效果较好。小植株
在培养基 MS＋NAA1∙0mg／L上形成完整植株。
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植物原生质体是一种优越的单细胞系统�能在单个细胞水平上进行精密的遗传修饰和
遗传重组。因此�原生质体是植物基因工程较好的转化系统�原生质体也是获得细胞无性系
和选育突变体的优良起始材料。马铃薯是四倍体无性繁殖作物�常规育种有许多困难。要
通过生物技术对马铃薯进行遗传改良�原生质体再生植株是重要基础。本研究对马铃薯叶
肉细胞原生质体进行培养�并再生出完整植株。
1　 材料与方法
1∙1　 材料

马铃薯春薯1号无菌脱毒苗叶片。
1∙2　 方法
1∙2∙1　 无菌苗培养

脱毒试管苗采用茎切段扩大繁殖�每个茎段带有1～2个腋芽�培养基是 MS 附加 NAA
1∙0mg／L、蔗糖3％�pH5∙8�用8g／L琼脂固化。培养条件：光照强度2000lx�光周期16h光
照／8h黑暗�温度（26±2）℃。
1∙2∙2　原生质体分离和培养

将顶部、中部、下部等部位的无菌苗叶片剪碎后�分别放入酶混合液中进行处理�条件为
黑暗、28℃�酶解时间分别为1、2、3、4、5、6、7和8h。酶液组成为：Cellulase（Onzuka R-10）
1．0％＋Pectinase（Sigma）0．5％＋CaCl2·2H2O1470mg／L＋KH2PO495mg／L＋MES600mg／L＋
甘露醇0∙55mol／L�pH5．6。酶解后将混合液用400目镍网过滤�除去较大的组织。然后离
心（500r／min�3～5min）�并用 CPW洗液悬浮清洗�再离心洗涤�反复3次�最后用原生质体
培养基洗一次�用液体培养法培养在 V-KM［1］和 D2a ［2］二种培养基上�培养密度为5×105。
这二种培养基的生长调节物质见表1�培养基 pH值以1N KOH调至5∙6�用孔径0∙4μm的微

收稿日期：1999－07－13�修回日期：1999－12－10
作者简介：赵颖君（1968－）�女（满族）�长春市双阳区人�学士�助理实验师�主要从事作物栽培实验工作。

吉林农业科学　2000�25（3）：18～20　　　　　　　　　　　　　　　Journal of Jilin Agricultural Sciences
DOI:10．16423／j．cnki．1003－8701．2000．03．004



孔滤膜抽滤灭菌。
表1　原生质体培养基附加生长调节物质
生长调节物质

（mg／L）
培养基

V-KM D2a
2�4-D 0∙2 －
6-BA 0∙5 0∙6
NAA 1∙0 1∙5
CH 250 －
CM 20 50

1∙2∙3　 愈伤组织培养及植株再生
原生质体培养3周左右�也就是有细胞

团出现时�每隔10d补加不含渗压剂的新鲜
培养基�以便为细胞发育提供充足的营养并
保证细胞团持续分裂形成愈伤组织。当愈伤
组织长至1～2mm时�转移到固体培养基�每
天散射光照16h �（24±2） ℃下培养。培养
基有四种：A为 D2b；B为MS＋NAA1．0mg／L

＋6-BA0∙4mg／L＋蔗糖2％；C为 MS＋NAA1∙0mg／L＋2�4-D1∙0mg／L＋ZT0∙5mg／L＋蔗
糖2％；D为MS＋NAA1∙0mg／L＋2�4-D2∙0mg／L＋ZT0∙5mg／L＋蔗糖2％。pH5∙8�以8g／
L琼脂固化。愈伤组织长到5mm 时�诱导芽分化。培养基为 MS＋ZT1∙0mg／L＋6-BA1∙0
mg／L＋NAA0∙1mg／L＋AC2g／L＋蔗糖2％＋甘露醇1％＋琼脂8g／L�pH5∙8�培养条件为
光强20001x�光照16h�温度（26±1） ℃。待芽长到1cm 时�将芽切下接在 MS＋NAA1∙0
mg／L＋蔗糖3％的固体培养基上�生根后形成完整植株。
2　结果与分析
2∙1　不同部位叶片的原生质体存在明显差异

由顶部叶片分离下来的原生质体产量、活力比中部、下部的高。其中以顶部刚刚展开健
壮的嫩叶最好。下部叶片由于生理状况较差�几乎没有完整的原生质体游离下来。
2∙2　酶解时间对原生质体产量的影响

酶解时间分别为1、2、3、4、5、6、7和8h。随着酶解时间延长�原生质体产量呈直线上
升�其中处理4h的原生质体产量较高�完整性也好（图1-1）�酶解时间再增加�原生质体大
多破裂。
2∙3　培养基对原生质体培养的影响

叶肉细胞原生质体培养第5d 发生第一次分裂（图1-2）。原生质体培养和其它组织细
胞培养一样�需要大量元素以及微量元素。因此�原生质体培养基一般是加以修饰和改良的
细胞培养基�但原生质体无论在结构上和代谢生理上与组织细胞差异毕竟较大。本试验以
D2a和V-KM为原生质体培养基�在 D2a、V-KM培养基上植板率分别为15％和12％�D2a上培
养的原生质体形成细胞团较快�4周左右形成由10余个细胞组成的小细胞团（图1-3）�6周
后能观察到愈伤组织（图1-4）。而V-KM上形成细胞团的速度较慢�要6周左右。
2∙4　 继代培养基对愈伤组织生长及分化的影响

原生质体培养50d后�将小愈伤组织转移到4种培养基上继续增殖。培养基 A、B 上的
愈伤组织随着增殖逐渐褐化；培养基 C的愈伤组织生长较慢�结构紧密�呈淡黄色；培养基 D
上的愈伤组织生长迅速�结构松软；进行分化培养时�A、B、D没有分化出芽�大部分褐化、死
亡�只有C培养基上的愈伤组织能分化出芽（图1-5）�并形成再生植株（图1-6）。表明马铃薯
叶肉细胞原生质体的愈伤组织生长需要适量的2�4-D�较高浓度的2�4-D虽然促进了愈伤组
织生长�但对植株再生产生了不利影响。李世君（1989年）也有相似结果［3］。Saxena（1987
年）在牛豆树原生质体培养时也得出这样的结论［4］。因此�在进行原生质体培养时�各个发
育阶段要不断调整激素的种类和浓度�并且考虑对下一步培养的影响。
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图1　 马铃薯叶肉细胞原生质体培养
1-1∙叶肉细胞原生质体　1-2∙再生细胞第一次分裂　1-3∙原生质体再生的细胞团
1-4∙原生质体再生的愈伤组织　1-5∙愈伤组织分化出芽　1-6∙再生完整植株

2∙5　原生质体培养基对分化的影响
从表2可以看出�原生质体在 V-KM 培

养基上分裂速度较慢�但在分化培养基上分
化频率却高于 D2a培养基。

表2　 原生质体培养基对愈伤组织分化频率的影响
原生质
体培养基

接种愈伤
组织总数

分化出芽的
愈伤组织总数

百分率（％）
D2a 60 19 31∙7
V-KM 60 26 43∙3

3　讨　论
在马铃薯叶肉细胞原生质体培养中�2�4-D 对愈伤组织生长速度和植株再生有显著影

响。较高浓度的2�4-D明显促进愈伤组织生长�但抑制芽的分化；较低浓度的2�4-D有利于
形态器官的建成和阻止愈伤组织褐化。 （下转第31页）
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Protoplast Culture of Potato′s Mesophyll Cell

ZHAO Ying-jun�et al．

（College of Agronomy�Jilin Agricultural University�Changchun130118China）

Abstract：The mesophyll cell protoplasts of potato could divide from cell colonies and callus after
cultured．The callosity was subcultured on the stock culture of MS＋2�4-D1．0mg／L＋NAA1．0mg／
L＋ZT0．5mg／L＋sucrose2％�differentiated on the medium of MS＋ZT1．0mg／L＋6-BA1．0mg／
L＋NAA0．1mg／L＋AC2g／L＋sucrose2％＋mannitol1％．The plantlet formed whole plant on the
medium of MS＋NAA1．0mg／L．

Key words：Potato（Solanum tuberosumL．）；Mesophyll cell；Protoplast；Plant regeneration
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