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马铃薯‘华颂 66号’遗传转化体系的建立
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摘 要  为探究马铃薯的最佳遗传转化体系，以紫色马铃薯‘华颂 66 号’无菌组培苗茎段为外植体，用农杆菌介导

法将含有植物沉默载体质粒 pBWA（V）KS-miR8019 转化马铃薯外植体，测定不同预培养时间、不同激素组合及抗

生素对马铃薯愈伤再生转化体系的影响。结果表明：1）茎段预培养时间为 2 d 时，愈伤组织诱导率最高；2）最适的

外植体愈伤组织诱导的培养基配方为：MS 干粉式培养基+2. 0 mg/L 6-BA+1. 0 mg/L 2，4-D，愈伤组织的诱导率

为 96. 7%。最适愈伤组织分化的培养基为：MS 干粉式培养基 +4. 0 mg/L 6-BA+0. 1 mg/L NAA+1. 0 mg/L 
GA3；3）植株再生及生根的抗生素最适筛选浓度为 75 mg/L 的卡那霉素；4）农杆菌抑制剂的最适浓度为 300 mg/L
的特美汀，且在愈伤组织诱导、分化及生根阶段都需要加入。综上，通过对农杆菌介导的愈伤再生转化过程中各个

影响因素进行试验，初步建立了马铃薯‘华颂 66 号’的遗传转化体系。
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Abstract In order to explore the optimal genetic transformation system for potatoes， the genetic 

transformation system of purple potato ‘Huasong 66’， using stem segments of plantlets in vitro as explants.  

Plant silencing vector plasmid pBWA （V） KS-miR8019 was used to investigate the effects of different pre-

culture times， plant hormones and their ratios， selection concentrations， and antibiotics using 

Agrobacterium tumefaciens transformation method.  The results indicate that： 1） The pre-culture time of 

stem segments was 2 d， and the callus induction ratewas the highest.  2） The optimum callus induction 

medium was MS+2. 0 mg/L 6-BA+1. 0 mg/L 2，4-D and the ratio of callus induction reached 96. 7%.  The 

optimum callus differentiation medium was MS +4. 0 mg/L 6-BA+0. 1 mg/L NAA+1. 0 mg/L GA3.  3） The 

optimum screening pressure for plants regeneration and rooting was 75 mg/L Kan.  4） The optimum 

concentration of agent for Agrobacterium bacteriostatic inhibition was 300 mg/L timentin， and the timentin 
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was needed in callus induction， differentiation and rooting.  In conclusion， the genetic transformation 

system of ‘Huasong 66’ was preliminarily established through studying the factors at each stage of 

Agrobacterium-mediated genetic transformation， which would provide the certain basis for the development 

of potato molecular breeding.

Keywords purple potato； Huasong 66； Agrobacterium-mediated transformation； genetic transformation 

system

马铃薯（Solanum tuberosum L. ）含有丰富的营

养和膳食纤维，是中国乃至世界的主粮作物［1］。而

我国马铃薯品种不足、市场不规范、生产规模不大

等因素在一定程度上影响了马铃薯的产量，实现粮

食完全自给仍面临着严峻的挑战［2］。培育优良马铃

薯品种是马铃薯产业发展的基础。马铃薯育种技

术主要有传统的育种技术和基因工程育种技术［3］。

马铃薯育种技术的提升对马铃薯新品种的选育具

有重要意义。

马铃薯栽培种为同源四倍体，大多采用近缘种

杂交的方式进行育种，在杂交遗传中性状分离极其

复杂，结实率低、育种周期长［4］。在长期种植情况

下，马铃薯亲本材料的基因型存在高度的相似性，

导致马铃薯的品质性状很难有突破［4］。基因工程育

种技术是直接将外源基因导入植物体，可以定向创

新改造，使育种目的性更加明确。

根癌农杆菌介导法是较常用的方法之一，且转

化较稳定［5］，已广泛应用于水稻（Oryza sativa）［6］、大

豆（Glycine max）［7］、小麦（Triticum aestivum）［8］、马

铃薯（Solanum tuberosum L.）［9-10］等。应用农杆菌介

导法，成功将 RPP13 基因转入马铃薯‘民丰红’［11］。

通过根癌农杆菌 LBA4404 的介导，将 AtNHX1 基因

导入马铃薯‘甘农薯 2 号’试管苗中［12］。利用农杆菌

介导的遗传转化方法，将 35s-StMKK1-pART27-
RNAi载体导入马铃薯‘Desiree’中，得到 7 株沉默的

阳性马铃薯转基因植株［13］。农杆菌介导的马铃薯

遗传转化受各种因素的影响，如农杆菌浓度［14］、外

植体类型［15］、激素配比［16］、预培养时间［17］、共培养时

间［18］等。马铃薯品种的遗传转化体系已被建立，但

是不同马铃薯品种的遗传转化体系相对独立，如

‘中薯 3 号’［19］、‘东农 303’［20］、‘并薯 6 号’、‘晋薯 16
号’等。马铃薯‘华颂 66 号’属于中晚熟品种，株型

直立，长势强，块茎呈长卵圆型，薯皮薯肉为紫色，

富含丰富的花青素。紫色马铃薯‘华颂 66 号’遗传

转化体系的建立对彩色马铃薯品种的选育具有重

要的意义。在基因工程育种中彩色马铃薯的遗传

转化体系鲜见报道。本研究以紫色马铃薯‘华颂 66
号’为研究材料，通过对遗传转化和再生过程中的

外植体培养、植物激素和抑菌剂的种类及浓度、配

比进行研究，建立紫色马铃薯‘华颂 66 号’农杆菌介

导的遗传转化及再生体系，以期为开展彩色马铃薯

生物育种工作提供参考。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

1. 1. 1　植物材料

以‘华颂 66 号’的无菌组培苗为试验材料。组

培苗由内蒙古华颂农业科技有限公司惠赠，由本课

题组进行扩繁和保存。

1. 1. 2　农杆菌菌株和植物沉默载体

农 杆 菌 类 型 为 根 癌 农 杆 菌（Agrobacterium 

tumefaciens），菌株为 GV3101。农杆菌中含有植物沉

默载体 pBWA（V）KS-miR8019，载体的抗性为卡那

霉素（图 1），由本课题组保存。Wu 等［21］研究发现，

miR8019参与调控彩色马铃薯花青素生物合成。

图 1　pBWA（V）KS-miR8019载体

Fig. 1　pBWA（V）KS-miR8019 vector
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1. 2　试验方法

1. 2. 1　马铃薯组培苗的扩繁

剪取带有 1 个腋芽的无菌脱毒马铃薯‘华颂 66
号’的茎段（长约 1~2 cm）为外植体，将其形态学下

端插入到 MS 固体培养基（pH 5. 8），每个培养瓶接

30 个茎段。将培养瓶置于组织培养间进行培养，培

养条件为光照强度 1 500 lx，温度 25 ℃，光照周期为

16 h/8 h（光照/黑暗）。待苗龄 4 周后，按照上述相

同的方法进行扩繁培养。

1. 2. 2　农杆菌菌液的制备

取 50 μL 含 有 植 物 沉 默 载 体 pBWA（V）KS-
miR8019 的农杆菌菌液，稀释 10 倍，在含有 50 mg/L
卡那霉素（Kan）和 20 mg/L 利福平（Rif）的 LB 固体

培养基上进行平板划线，28 ℃暗培养 2 d。挑取单

菌落，接种于含有 50 mg/L（Kan）和 20 mg/L（Rif）
的液体 LB 培养基中。28 ℃，220 转/min，过夜暗培

养至生长对数期。将培养好的农杆菌菌液于 5 000 
转/min 离心 10 min，收集菌体沉淀物，用 1/2 MS 液

体培养基重悬菌体至浓度为 OD600=0. 5，用于后续

外植体的浸染。

1. 2. 3　外植体的预培养

取生长周期为 4 周的马铃薯无菌苗，剪取不带

腋芽、长度为 1 cm 的马铃薯茎段，置于预培养培养

基（表 1），培养条件为光照强度 1 500 lx，温度 25 ℃，

光照周期为 16 h/8 h（光照/黑暗），预培养时间设置

为 0、1、2、3 和 4 d。
1. 2. 4　外植体的浸染和共培养

将预培养后的茎段置于 OD600=0. 5 的农杆菌

菌液中，28 ℃、220 转/min 振荡浸染 10 min。浸染

完成后，用灭菌滤纸吸干茎段上多余菌液。将茎

段平铺于共培养培养基（表 1）上，28 ℃ ，暗培养

2 d。

1. 2. 5　愈伤诱导培养基的筛选

将共培养 2 d 的茎段转移到 A1、A2、A3 愈伤诱

导培养基中（表 2），每种愈伤诱导培养基接 9 个茎

段，10 次重复。将培养皿置于 25 ℃，光强 1 500 lx，
光照/黑暗（16 h/8 h）条件下进行培养，4周后统计愈

伤组织形成率。愈伤组织形成率=（愈伤组织形成

数/外植体总数）×100%。

1. 2. 6　分化培养基的筛选

将上述得到的所有愈伤组织平均分布转接到

B1、B2 分化培养基中（表 2），4 周后统计愈伤组织分

化率。愈伤组织分化率=（分化愈伤组织数/愈伤

组织数）×100%。

1. 2. 7　抑菌抗生素的种类和浓度筛选

将共培养 2 d 的茎段置于含有不同抗生素种类

及浓度的 A1 愈伤诱导培养基中。抗生素的种类为

头 孢 霉 素（Cefotaxime，Cef）和 特 美 汀（Timentin，

表 1　基本培养基

Table 1　Minimal medium

培养基

Medium

LB 固体

Solid LB

LB 液体

Liquid LB

1/2 MS 液体

1/2 Liquid MS

MS 固体

Solid MS

预培养

Pre-culture

共培养

Co-culture

培养基成分

Medium composition

10 g/L 氯化钠+10 g/L 胰蛋白胨+5 g/L 酵母提取物+15 
g/L 琼脂

10 g/L 氯化钠+10 g/L 胰蛋白胨+5 g /L 酵母提取物

2. 37 g/L MS 粉末  + 30 g/L 蔗糖

MS 干 粉 式 培 养 基（购 买 于 北 京 易 生 石 木 生 物 科 技 有 限

公司）

MS 干粉式培养基+1. 0 mg/L 6-BA+0. 1 mg/L 2，4-D

MS 干粉式培养基+1. 0 mg/L 6-BA+0. 1 mg/L 2，4-D+
100 μmol AS

pH

7. 4

7. 4

5. 8

5. 8

5. 8

5. 8
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TMT），浓度分别为 100，200 和 300 mg/L。每组试

验的茎段数为 9 个/培养皿，4 次重复。将培养皿置

于组培间光照强度 1 500 lx，温度 25 ℃，光照周期为

16 h/8 h（光照/黑暗）下进行培养，15 d 后统计观察

抑菌情况。

1. 2. 8　不同卡那霉素浓度对再生苗生根的影响

为了筛选利于生根的最适卡那霉素（Kan）浓
度，将野生型含有腋芽的马铃薯茎段扦插到含有 0、
50、75 和 100 mg/L Kan 的 MS 培养基中进行培养，4
周后统计生根率。

1. 2. 9　转基因马铃薯阳性植株的鉴定

使用天根生化科技公司的植物基因组 DNA 提

取试剂盒（DP305）提取再生苗及‘华颂 66 号’组培

苗总 DNA。以 pBWA（V）KS-miR8019 成功转化农

杆菌的菌液为阳性对照，‘华颂 66 号’野生型为阴性

对照，ddH2O 为空白对照。PCR 检测的特异性引物

是 35seq： 5’-TTCATTTGGAGAGAACACGGGG
GAC-3’；NOSseq-R：5’-CAAGACCGGCAACAG
GA TTCAATC-3’。扩增体系为：PCR Mix 10 μL、 
DNA 1 μL、上游和下游引物各 1 μL、ddH2O 7 μL。

反应程序为预变性 95 ℃ 5 min；变性 94 ℃ 30 s，退火

59 ℃ 30 s，延伸 72 ℃ 90 s，循环数为 35；72 ℃ 10 min， 
4 ℃保存。反应结束后，用 1% 琼脂糖凝胶电泳进行

检测，用紫外凝胶成像仪进行拍照。

2　结果与分析

2. 1　最佳预培养时间的确定

由图 2 可知，预培养 0 和 1 d 的马铃薯‘华颂 66
号’茎段，易出现白化，导致死亡；预培养 2 d 的茎段

可以较好的形成愈伤组织；预培养 3、4 d 的茎段，在

转接到愈伤培养基中，容易受到农杆菌及外来杂菌

的污染，不能形成愈伤组织，因此，马铃薯‘华颂 66
号’茎段的最佳预培养时间为 2 d。
2. 2　不同激素对愈伤诱导的影响

由图 3 可知，A1 愈伤培养基中，愈伤组织从一

端开始膨大分化，表面有紫色颗粒，有些茎段未开

始分化愈伤，愈伤组织量较少，部分组织边缘褐变，

愈伤组织形成率为 72. 2%；A2 愈伤培养基中，愈伤

组织从两端开始膨大分化，表面有紫色颗粒，愈伤

组织量较多，组织边缘无褐变，愈伤组织形成率为

96. 7%；A3 愈伤培养基中，愈伤组织从一端开始膨

大分化，表面有紫色颗粒，有些茎段未开始分化愈

伤，愈伤组织量较少，部分组织边缘褐变，愈伤组织

形成率为 60%（表 3）。
2. 3　分化培养基的确定

由图 4 可知，在 B1 分化培养基中，4. 0 mg/L 
6-BA、0. 1 mg/L NAA、1. 0 mg/L GA3 均可促进愈

伤组织的分化，在愈伤组织的芽点处分化出带有叶

表 2　愈伤诱导及分化培养基

Table 2　Callus induction and differentiation medium

培养基  Medium

A1

A2

A3

B1

B2

成分  Composition

MS 干粉式培养基+2. 0 mg/L 6-BA+0. 5 mg/L 2，4-D+0. 4 KT［18］

MS 干粉式培养基+2. 0 mg/L 6-BA+1. 0 mg/L 2，4-D［22］

MS 干粉式培养基+2. 0 mg/L 6-BA+0. 5 mg/L NAA+0. 5 mg/L GA3

MS 干粉式培养基+4. 0 mg/L 6-BA+0. 1 mg/L NAA+1. 0 mg/L GA3
［22］

MS 干粉式培养基+1. 0 mg/L 6-BA+1. 0 mg/L GA3+1. 0 mg/L ZT［18］

注：A1、A2、A3 为愈伤诱导培养基；B1、B2 为分化培养基。

Note： A1， A2 and A3 are callus induction mediun； B1 and B2 are differentiation medium.

图 2　马铃薯茎段的预培养

Fig. 2　Preculture of potato stem
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子的芽并从底部延伸出来 ，愈伤组织分化率为

98. 9%；B2 分 化 培 养 基 中 ，愈 伤 组 织 分 化 率 为

84. 4%。

2. 4　抗生素的种类及浓度的确定

由 图 5 可 知 ，当 选 用 的 抑 菌 剂 为 头 孢 霉 素

（Cef）时，浓度为  100、200 或 300 mg/L 都无法抑

制农杆菌的生长 ，无法诱导外植体形成愈伤组

织。当抑菌剂为 100 和 200 mg/L 特美汀（TMT）

时，无法有效地抑制农杆菌的生长且还有其他杂

菌污染；当特美汀的浓度为 300 mg/L 时，可以有

效地抑制农杆菌的生长，可诱导外植体形成愈伤

组织。因此，选用 300 mg/L 的特美汀可以有效

抑菌。

2. 5　不同卡那霉素浓度对再生苗生根的影响

由图 6 可知，当卡那霉素（Kan）的浓度为 0 和

50 mg/L 时，马铃薯茎、叶均可正常生长，也可以生

根。当 75 mg/L Kan 时，马铃薯植株基本无法生根，

底部叶片枯黄。当卡那霉素的浓度为 100 mg/L 时，

马铃薯无法生根，并趋于死亡。因此，当卡那霉素

的浓度为 75 mg/L 时，未转化的再生苗无法生根而

死亡，转化的再生苗具有一定的抗性可以正常的生

长。所以，75 mg/L 的卡那霉素可作为再生苗生根

筛选浓度。

图 3　‘华颂 66号’茎段在不同愈伤培养基上的诱导情况

Fig. 3　Induction of stem segments of ‘Huasong 66’ on different callus media

表 3　不同培养基对愈伤组织形成的影响

Table 3　The effect of different media on callus formation

愈伤培养基

Callus medium

A1

A2

A3

外植体数

Explants number

90

90

90

愈伤数

Callus number

65

87

54

诱导率/%
Induction rate

72. 2

96. 7

60. 0

愈伤组织形态

Callus morphology

愈伤组织从一端开始膨大分化，表面有紫色颗粒，有些茎段

未开始分化愈伤，愈伤组织量较少， 部分组织边缘褐变

愈伤组织从两端开始膨大分化，表面有紫色颗粒，愈伤组织

量较多， 组织边缘无褐变

愈伤组织从一端开始膨大分化，表面有紫色颗粒，有些茎段

未开始分化愈伤，愈伤组织量较少， 部分组织边缘褐变

图 4　‘华颂 66’再生苗

Fig. 4　Regenerated seedlings of ‘Huasong 66’
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2. 6　转基因马铃薯阳性检测

马铃薯茎段经过 2 d 的预培养、A2 诱导形成愈

伤组织和 B1 诱导愈伤组织分化及含有 75 mg/L 
Kan 的生根培养基生长，得到了 8 株‘华颂 66 号’的

pBWA（V）KS-miR8019 转基因再生植株。对再生

植株进行 PCR 检测，PCR 检测表明，1、2、5、6、7、8
株系出现条带与目标条带 234 bp 吻合（图 7）；3、4 的

株系扩增条带暗淡模糊，可能为假阳性；而 WT、CK
均 无 条 带 ，阳 性 转 化 率 达 75%。 pBWA（V）KS-
miR8019 转基因株系与‘华颂 66 号’野生型相比，转

基因株系茎为绿色，野生型茎为紫色。miR8019 基

因的沉默，使马铃薯植株中花青素的生物合成受到

了抑制（图 8），进一步说明 pBWA（V）KS-miR8019
已成功转到‘华颂 66 号’植株中。

 

(a) 100 mg/L Cef         (b) 200 mg/L Cef    

 

(c) 300 mg/L Cef (d) 100 mg/L Timentin   

 

(e) 200 mg/L Timentin    (f) 300 mg/L Timentin  

图 5　不同浓度头孢霉素（Cef）和特美汀（Timentin）
处理的马铃薯茎段的生长状况

Fig. 5　Growth status of potato stem under different 
concentrations of Cefotaxime and Timentin

 

(a) 0 mg/L     

 

(b) 50 mg/L 

  

 

(c) 75 mg/L (d) 100 mg/L 

图 6　不同浓度卡那霉素处理的再生苗生根的情况

Fig. 6　Rooting of regenerated seedlings treated with different 
concentrations of Kan

M，D2000 DNA Marker；1~8，转基因马铃薯株系；WT，阴性对

照（野生型）；CK，空白对照（ddH2O）；P，阳性对照（质粒 pBWA（V）

KS-miR8019）。
M，D 2000 DN A  M arker； 1 -8， transgenic  potato  l ines； 

W T， negative contro l （wild  type）； CK， b lank contro l 
（ddH 2 O） ； P， posit ive  contro l （plasm id pBW A （V）

KS -m iR8019）.
图 7　转基因马铃薯株系的 PCR检测

Fig. 7　PCR detection of transgenic potato lines

 
(a)                      (b)  

图 8　转 pBWA（V）KS-miR8019基因阳性植株（a）的与‘华

颂 66号’野生型（b）植株比较

Fig. 8　Comparison between transformed plant pBWA 
（V） KS-miR8019 （a） and wild-type plant of ‘Huasong 

66’（b）
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3　讨 论

根癌农杆菌介导转化马铃薯具有简单、快速、

高效等特点［23］。影响马铃薯农杆菌介导的因素有

很多，如农杆菌浓度、浸染时间及适当的再生体系

等，还会受马铃薯品种、预培养时间、愈伤诱导及分

化培养中抗生素种类及浓度的影响［18］。建立紫色

马铃薯‘华颂 66 号’的遗传转化体系，可以使外源基

因高效转入，为后续开展彩色马铃薯的转基因工作

提供参考。

合适的再生体系是马铃薯遗传转化的基础。

常用的再生体系有茎段、叶片、试管薯等。‘Favorita’
适合采用茎段转化体系，‘甘农薯 2 号’和‘Shepody’
适合采用试管薯薄片进行转化［24］。曹贞菊等［15］研

究发现‘黄金薯’微型薯、‘中薯 8 号’微型薯、‘中薯 8
号’无菌苗茎段和‘Desiree’无菌苗茎段为外植体，

转化效率分别为 13. 3%、25. 0%、15. 4%、25. 0%，

用马铃薯茎段转化比马铃薯微型薯转化效率高，且

污染率相对较低。用‘晋薯 16 号’无菌苗的叶片及

无腋芽茎段为外植体进行愈伤组织和不定芽的诱

导 ，结 果 表 明 愈 伤 组 织 诱 导 率 分 别 为 60% 和

25%［25］。不同外植体类型对马铃薯的遗传转化效

率有一定的影响，茎段作为外植体转化效率较高，

所以本试验以‘华颂 66 号’无菌苗无腋芽茎段为外

植体，进行农杆菌浸染转化。

外植体经过预培养后可以促进细胞分裂，更容

易整合外源基因，从而提高外源基因遗传转化的效

率［26］。张西英等［27］和闫建俊等［17］研究发现马铃薯

茎段最佳转化条件为外植体预培养 2 d。马铃薯

‘Desiree’的遗传转化体系中以茎段为外植体，预培

养 2 d 后遗传转化率最高［28］。因此，外植体预培养

对马铃薯的遗传转化效率有一定的影响。本试验

研究结果表明预培养 0 和 1 d 的马铃薯茎段易出现

白化或褐化的现象，很难形成愈伤组织；预培养 2 d
的茎段可以较好地形成愈伤组织；预培养 3、4 d 的

茎段转接到愈伤培养基中，污染率较高；因此，最佳

预培养时间为 2 d。
细胞分裂素和生长素的不同配比对马铃薯

组织诱导分化和再生都有很大影响［18］，马铃薯‘春

薯 4 号’最适愈伤组织诱导的培养基配方为 MS+
2. 0 mg/L 6-BA +0. 2 mg/L NAA +0. 3 mg/L 2，
4-D，愈伤组织诱导率为 98. 57%。最适愈伤组织分

化 的 培 养 基 为 MS+3. 0 mg/L 6-BA+1. 5 mg/L 
IAA+1. 0 mg/L ZT［29］。‘大西洋’‘春薯 3 号’‘春薯

5 号’‘吉薯 1 号’适合愈伤组织诱导培养基均为：

MS+2. 0 mg/L 6-BA+0. 5 mg/L 2，4-D+0. 4 mg/L 
KT，愈伤组织诱导率达 100%［30］。‘并薯 6 号’外植体

愈伤组织诱导的培养基配方为 MS+2. 0 mg/L 6-
BA+0. 5 mg/L 2，4-D +0. 4 mg/L KT，愈 伤 组

织的诱导率为 86. 7%［18］。马铃薯‘Favorita’茎段在

愈 伤 培 养 基 MS+1. 0 mg/L IAA+0. 2 mg/L 
GA3+0. 5 mg/L 6-BA 上分别培养 2、4、6 d 后，再转

入添加不同浓度 6-BA+ZTR 的芽诱培养基上，均

可以 100% 产生愈伤组织［31］。‘陇薯 11 号’的茎段愈

伤诱导培养基为 MS+7. 5 mg/L GA3+2. 5 mg/L 
6-BA+0. 5 mg/L 2，4-D，愈 伤 组 织 诱 导 率 达

98. 72%，生长状态最好；诱导芽分化的最佳培养基为

MS+0. 25 mg/L NAA+0. 1 mg/L IAA+3. 0 mg/L 
KT，不定芽诱导率为 95. 83%，分化苗健壮［32］。‘夏

坡蒂’和‘费乌瑞’的茎段最佳愈伤诱导组织培养基分

别 为 MS+2. 0 mg/L 6-BA+0. 5 mg/L NAA+ 
0. 5 mg/L GA3 和 MS+2. 0 mg/L ZT + 0. 1 mg/L 
NAA+0. 5 mg/L GA3，愈伤率均可达到 100%；‘夏

坡蒂’不定芽最佳诱导培养基分别为 MS+2. 0 mg/L 
ZT+0. 1 mg/L NAA+5. 0 mg/L GA3，诱导率分别

为 52. 38%［33］。方贯娜等［34］研究表明愈伤诱导培养

基中，2，4-D 的诱导率最高，NAA 次之，IAA 最低；

在分化培养基中，6BA+NAA 比 6BA+GA3更利于

芽的分化。本试验结果表明‘华颂 66 号’愈伤诱导

最佳培养基为 MS 干粉式培养基 +2. 0 mg/L 6-
BA+1. 0 mg/L 2，4-D，最佳分化培养基为 MS 干粉

式 培 养 基 +4. 0 mg/L 6-BA+0. 1 mg/L NAA+
1. 0 mg/L GA3。适宜的抗生素种类和浓度可有效

抑制共培养后农杆菌过度污染，保证转化植株正常

生长。对农杆菌的抑制情况和转基因苗存活率有

着显著影响［35］。头孢霉素和特美汀是马铃薯转化

中应用最多的抑菌剂［35］，潘映雪［36］研究表明头孢霉

素的有效抑菌浓度为 150 mg/L，蒋继滨等［37］研究表

明 200 mg/L 的特美汀，能够有效抑制农杆菌。宋倩

娜等［18］研究表明特美汀的抑菌效果比头孢霉素的抑

菌效果好，200 mg/L 的特美汀可以有效抑制农杆

菌，本试验也表明特美汀的抑菌效果比头孢霉素的

抑菌效果好，300 mg/L 的特美汀可以有效抑制农

杆菌。
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农杆菌介导的马铃薯愈伤再生转化体系已经

比较成熟，并且在马铃薯分子育种中也得到了应

用。但是对于不同基因型马铃薯遗传转化效率仍

存在很大差异。不同基因型马铃薯遗传转化再生

体系的建立是非常必要的。

4　结  论

本研究通过对紫色马铃薯品种‘华颂 66号’遗传转

化体系中各个阶段的影响因素进行分析，以马铃薯茎段

为外植体，预培养时间为2 d；最适外植体愈伤组织诱导的

培养基配方为：MS干粉式培养基+2. 0 mg/L 6-BA+
1. 0 mg/L 2，4-D+300 mg/L特美汀+ 75 mg/L卡那霉

素。最适愈伤组织分化的培养基为：MS干粉式培养基

+4. 0 mg/L 6-BA+0. 1 mg/L NAA+1. 0 mg/L 
GA3+300 mg/L特美汀+75 mg/L卡那霉素；马铃薯

‘华颂66号’的遗传转化效率约为75%。初步建立适合

该马铃薯品种‘华颂66号’的遗传转化体系。
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