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摘  要 为通过体细胞杂交法利用甘薯近缘野生种 Ipomoea cordatotriloba 中的抗茎线虫病基因，本研究建立了该野生种有

效的原生质体培养植株再生体系。利用含 0.05 mg/L 2,4-D 和 0.5 mg/L KT 的 MS 培养基诱导甘薯近缘野生种叶柄组织并形成

愈伤组织，将诱导得到的愈伤组织在 6 种不同分化培养基上进行培养。结果表明，在含 0.1 mg/L IAA 和 5.0 mg/L BAP 的分

化培养基上获得了最高的植株再生率，达 52.00%。用所建立的 I. cordatotriloba 的叶柄组织培养植株再生体系，培养其原生

质体再生植株，再生率达 50.98%。 
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Abstract To utilize stem nematode resistance gene of Ipomoea cordatotriloba, a wild relative of sweetpotato [Ipomoea batatas (L.) 
Lam.], through somatic hybridization, an efficient system of plant regeneration from protoplasts of this relative has been established 
in the present study. Petiole tissues of I. cordatotriloba formed calluses on MS medium with 0.05 mg/L 2,4-D and 0.5 mg/L KT. The 
obtained calluses were cultured on the six regeneration media and the highest regeneration frequency up to 52.00% was achieved on 
the regeneration medium with 0.1 mg/L IAA and 5.0 mg/L BAP. Petiole protoplasts of I. cordatotriloba gave a regeneration 
frequency up to 50.98% through the use of petiole culture system of this relative. 
Keywords Sweetpotato (Ipomoea batatas (L.) Lam.); I. cordatotriloba; Tissue culture; Protoplast culture; Plant regeneration 

研究背景 

甘薯(Ipomoea batatas (L.) Lam.)是世界上重要

的粮食、饲料、工业原料以及新型能源用块根作物

(刘庆昌, 2004)。由于甘薯组内存在严重的种间杂交

不亲和性，使得甘薯近缘野生种的基因资源难以在

甘薯育种中直接利用。研究表明，体细胞杂交法是

克服甘薯组植物有性杂交不亲和性的有效途径

(Guo et al., 2006; Yang et al., 2009)。 
为了用体细胞杂交法克服甘薯栽培种与近缘

野生种之间的种间杂交不亲和性，首先必须建立其

有效的原生质体培养植株再生体系。关于甘薯及其

近缘野生种原生质体培养植株再生已经有一些报

道。Suga 等(1990)培养 Ipomoea trifida (白花野牵牛, 
2x)的叶肉原生质体，获得 20%的植株再生率。Liu
等(1991)对 Ipomoea triloba (三裂叶野牵牛, 2x) 的
叶柄原生质体进行培养，获得 36.7%的植株再生率。

刘庆昌等(1995)改进培养基中植物生长调节剂的种

类和浓度，对 I. triloba 和 Ipomoea lacunosa (多洼野

牵牛, 2x) 的叶柄原生质体进行了植株再生研究，从

I. lacunosa 原生质体获得 11 株再生植株；实现了 I. 
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triloba 原生质体的高频率植株再生，达 62%。Guo
等(2006)从 Ipomoea cairica (槭叶野牵牛, 2x) 的叶

肉原生质体实现了 41.3%的植株再生率。 
关于甘薯及其近缘野生种体细胞杂交的研究

也有一些报道。刘庆昌等(1994)从甘薯品种高系 14
号与 I. triloba 的融合原生质体得到 7 株种间体细胞

杂种植株。刘庆昌等(1998)获得了高系 14 号和 I. 
lacunosa 的 2 株体细胞杂种植株。Zhang 等(2002)
获得了甘薯品种栗子香和 I. lacunosa 的种间体细胞

杂种植株。Guo 等(2006)获得了甘薯品种徐薯 18
和 Ipomoea cairica 的 46 株种间体细胞杂种植株。

Yang 等(2009)获得徐薯 18 与 I. triloba 的体细胞

杂种植株，并从中筛选出具有膨大块根的抗旱杂

种植株。 
研 究 表 明 ， 甘 薯 近 缘 野 生 种 Ipomoea 

cordatotriloba (2x)具有抗甘薯茎线虫病的特性(曹
清河等, 2009)，但由于其与甘薯栽培种杂交不亲和，

其抗茎线虫病基因资源难以直接应用于甘薯育种。

但是，目前尚未见有关 I. cordatotriloba 的原生质体

培养及体细胞杂交的报道。为通过体细胞杂交法利

用 I. cordatotriloba 中的抗茎线虫病基因资源，首先

需要建立其有效的原生质体植株再生体系。本研究

在建立 I. cordatotriloba 叶柄组织培养植株再生体

系的基础上，成功地建立了 I.cordatotriloba 的叶柄

原生质体植株再生体系，实现了高频率的原生质体

植株再生。 

1 结果与分析 
1.1 叶柄组织培养及植株再生 

将甘薯近缘野生种 I. cordatotriloba 的叶柄组

织在添加 0.05 mg/L 2,4-D 和 0.5 mg/L KT 的固体

MS 培养基上进行培养(图 1A)。培养 4~7 d 后，叶

柄组织开始形成愈伤组织；培养 3~4 周后，形成直

径约 10 mm 的愈伤组织(图 1B)，愈伤组织诱导率为

100% (表 1)。甘薯近缘野生种 I. cordatotriloba 的叶

柄组织所形成的愈伤组织较松软，白色，与 Liu 等

(1990)获得的 I. triloba 叶柄组织培养结果相似。 
将诱导得到的愈伤组织转移到添加 0、0.1 mg/L 

IAA 和 1.0、2.0、5.0 mg/L BAP 的 6 种分化培养基

上进行培养。培养 7~10 d 后，愈伤组织开始变成黄

绿色；培养 20 d 后开始形成不定根。在分化培养基

上，只有极少数愈伤组织直接形成不定芽，大多数

愈伤组织仅形成不定根。 
培养4~6周后，将愈伤组织连同不定芽或不定

根一起进一步转移到MS基本培养基上。转移2~3周
后，不定芽进一步发育成完整植株(图1C)；多数愈伤

组织陆续在不定根上再生出植株。在添加 0.1 mg/L 
IAA 和 5.0 mg/L BAP 的MS固体培养基上培养过

的愈伤组织显示了最高的植株再生率达52%，显著

高于其他培养基的培养效果(表1)。表明较高浓度的

BAP有利于甘薯近缘野生种I. cordatotriloba的愈伤

组织植株再生。将再生植株进一步转移到MS基本

培养基上，它们发育成完整的再生植株(图1D)。 

1.2 原生质体培养与植株再生 
对甘薯近缘野生种I. cordatotriloba的叶柄组织

进行酶解处理后获得大量原生质体(图2A)。这与以

前在I. triloba和I. lacunosa中分离叶柄原生质体的

结果类似(Liu et al., 1991; 刘庆昌等, 1995)。将甘薯

近缘野生种I. cordatotriloba的叶柄原生质体在含

有1/2MS无机盐(但不含NH4NO3)、MS维生素类、 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1 I. cordatotriloba 的叶柄组织培养植株再生 
注: A: 接种在含 0.5 mg/L KT 和 0.05 mg/L 2,4-D 的 MS 
培养基上的叶柄外植体; B: 由叶柄组织形成的愈伤组织; C: 
愈伤组织的植株再生; D: 完整的再生植株 
Figure 1 Plant regeneration in petiole tissue cultures of I. 
cordatotriloba 
Note: A: Petiole explants inoculated on solid MS medium 
supplemented with 0.5 mg/L KT and 0.05 mg/L 2,4-D; B: 
Calluses formed from petiole tissues; C: Plantlet regeneration 
from a callus; D: Whole regenerated plant
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表 1 不同分化培养基对 I. cordatotriloba 叶柄愈伤组织植株再生的影响 
Table 1 Effects of different regeneration media on plant regeneration in petiole tissue cultures of I. cordatotriloba 

IAA     
(mg/L) 

BAP    
(mg/L) 

外植体数 
 
No. of  
explants (A) 

形成愈伤 
组织数 
No. of  
calluses (B) 

愈伤组织形 
成率 
Frequency of 
callus B/A(%)

再生植株愈伤 
组织数 
No. of callus 
forming plants 
(C) 

再生植株 
总数 
No. of plants 
formed (D) 

再生率 
 
Frequency of 
regeneration  
(C/B(%)) 

平均再生率 
 
Average frequency 
of regeneration 
(%) 

50 50 100 12 27 24.00 

50 50 100 11 19 22.00 

0 1.0 

50 50 100 14 32 28.00 

24.67 ± 3.06a* 

50 50 100 26 51 52.00 

50 50 100 21 38 42.00 

0 2.0 

50 50 100 25 42 50.00 

48.00 ± 5.29c 

50 50 100 17 21 34.00 

50 50 100 12 18 24.00 

0 5.0 

50 50 100 14 19 28.00 

28.67 ± 5.03ab 

50 50 100 11 19 22.00 

50 50 100 11 21 22.00 

0.1 1.0 

50 50 100 12 21 24.00 

22.67 ± 1.15a 

50 50 100 18 28 36.00 

50 50 100 20 33 40.00 

0.1 2.0 

50 50 100 15 22 30.00 

35.33 ± 5.03b 

50 50 100 25 48 50.00 

50 50 100 25 50 50.00 

0.1 5.0 

50 50 100 28 55 56.00 

52.00 ± 3.46c 

注: *平均再生率表示为平均值 ± 标准误，不同字母表示 0.05 水平下差异显著 
Note: * Average frequency of regeneration presented as mean ± SE, with different letters indicating significant differences at the 0.05 
level 
 
50 mg/L CH、0.6 mol/L D-甘露醇、0.05 mg/L 2,4-D、

0.5 mg/L KT和 1% 蔗糖的培养基(pH 5.8, P1培养基)
中进行培养。培养 1~2 d 后，大多数原生质体开始

形成新的细胞壁。培养 2~3 d 后，原生质体开始第

一次细胞分裂，之后持续进行分裂形成细胞团。培

养 2 周后，原生质体的植板效率达到 50%左右。培

养 4 周后，形成肉眼可见的细胞团(图 2B)。 
培养 4 周后，将培养基(P2 培养基)的 D-甘露醇

浓度降至 0.3 mol/L，蔗糖浓度增至 2%，其他条件

不变，继续培养 4 周后，再培养在含有 0.05 mg/L 
2,4-D、0.5 mg/L KT 和 3% 蔗糖的 MS 培养基(P3

培养基)中，细胞团迅速生长。植板 10~12 周后，原

生质体生长成为直径约 1~3 mm 的小愈伤组织。甘

薯近缘野生种 I. cordatotriloba 的小愈伤组织为白

色、结构松软(图 2C)。 

将直径达到 1~3 mm 的小愈伤组织转移到增殖

培养基上后，愈伤组织增殖迅速。转移 3 周后，愈

伤组织的直径达到 5~10 mm， 愈伤组织仍为白色，

结构疏松(图 2D)。将增殖得到的愈伤组织转移到分

化培养基上 1 周后，愈伤组织开始变绿，陆续长出

不定根。在分化培养基上培养 4~6 周后，将愈伤组

织转移到 MS 基本培养基上进行培养，愈伤组织再

生出植株。I. cordatotriloba 的原生质体再生植株大

部分是从愈伤组织分化的粗根上再生出来的(图
2E)。将再生的小植株转移到新鲜的 MS 基本培养基

上进行培养，获得了完整的再生植株(图 2F)。 
现将 I. cordatotriloba的原生质体植株再生结果

列于表 2 中。从表 2 可以看出，在添加 0.1 mg/L IAA
和 5.0 mg/L BAP 的分化培养基上实现了高频率的

植株再生，再生率达 50.98%，说明叶柄是 I. 
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cordatotriloba 原生质体分离和培养的适宜供体。 

2 讨论 
建立高效的甘薯及其近缘野生种组织培养植

株再生体系是利用体细胞杂交法克服甘薯及其近

缘野生种之间杂交不亲和性的前提。甘薯及其近缘

野生种的原生质体融合需要大量有活力的甘薯品

种及近缘野生种的原生质体，而且还需适合融合原

生质体植株再生的培养体系。 
前人的研究表明，甘薯近缘野生种的叶柄和叶

肉组织是分离和培养原生质体的理想供体，并已经

由I. triloba和  I. lacunosa的叶柄原生质体以及I. 
trifida和I.cairica的叶肉原生质体获得了再生植株，

特别是实现了I. triloba原生质体的高频率植株再生

(Suga et al., 1990; Liu et al., 1991; 刘庆昌等, 1995; 
Guo et al., 2006)。 

甘薯近缘野生种I. cordatotriloba具有抗甘薯茎

线虫病的特性(曹清河等, 2009)。本研究在建立甘薯

近缘野生种I. cordatotriloba 叶柄组织培养植株再

生体系的基础上，成功地建立了I. cordatotriloba 的
叶柄原生质体植株再生体系，实现了高频率的原生

质体植株再生。这些研究结果为用体细胞杂交法将

I. cordatotriloba的抗茎线虫病基因导入甘薯栽培种

奠定了基础。 

3 材料与方法 
3.1 植物材料 

以甘薯近缘野生种 I. cordatotriloba (2n=2x=30) 
的离体培养植株作为实验材料，离体培养植株的准

备方法参照 Liu 等(1990)的方法。I. cordatotriloba
的种子由江苏徐州甘薯研究中心提供。 

3.2 甘薯近缘野生种 I. cordatotriloba 叶柄组织培养

及植株再生 
取 离 体 培 养 3 周 的 甘 薯 近 缘 野 生 种 I. 

cordatotriloba的植株，切下状态一致的叶柄，在培 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 2 I. cordatotriloba 的叶柄原生质体植株再生 
注: A: 新鲜分离的原生质体; B: 培养 4 周后形成的小细胞

团; C: 培养 10 周后形成的小愈伤组织; D: 快速增殖的愈伤

组织; E:从愈伤组织及不定根上再生的小植株; F: 在 MS 基

本培养基上形成的完整植株 
Figure 2 Plant regeneration from petiole protoplasts of I. 
cordatotriloba 
Note: A: Freshly isolated petiole protoplasts; B: Colonies 
derived from protoplasts 4 weeks after plating; C: Small 
calluses derived from protoplasts 10 weeks after plating; D: 
Rapidly proliferating calluses; E: Plantlets regenerated from 
protoplast-derived calluses and their adventitious roots; F: 
Whole plants grown on MS basal medium

表 2 不同分化培养基对 I. cordatotriloba 原生质体植株再生的影响 
Table 2 Effects of different regeneration media on plant regeneration from protoplasts of I. cordatotriloba 

IAA 
(mg/L) 

BAP 
(mg/L) 

培养愈伤组织数 
No. of calluses  
cultured (A) 

再生植株愈伤组织数 
No. of calluses forming plants (B)

再生植株总数  
No. of plants formed  
(C) 

再生率 
Frequency of regeneration 
A/B (%) 

0 2.0 53 14 26 26.42 

0.1 2.0 56 14 30 25.00 

0.1 5.0 51 26 250 50.98 

C 
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养皿上切成3~4 mm长的小段，接种在添加0.05 mg/L 
2, 4-D 和 0.5 mg/L KT 的 MS 固体培养基上，在

27±1℃下暗培养，诱导愈伤组织的形成。 
培养 3~4 周后，将形成的愈伤组织转移到分别添

加 0、0.1 mg/L IAA 和 1.0 mg/L、2.0 mg/L、5.0 mg/L 
BAP 的 6 种分化培养基上(表 1)，在 27±1℃、每日

13 h、3000 lux 光照下进行培养，以诱导不定器官

的分化。每种培养基上转移 50 个愈伤组织，3 次重

复。转移 4~6 周后，将具有不定器官的愈伤组织进

一步转移到 MS 基本培养基上，在相同条件下培养，

诱导植株再生。用 SPSS 13.0 软件分析不同分化培

养基对植株再生的效果。 

3.3 甘薯近缘野生种 I. cordatotriloba 叶柄原生质体

培养及植株再生 
3.3.1 原生质体分离 

根据 Liu 等(1991)的方法，从甘薯近缘野生种 I. 
cordatotriloba 离体培养植株的叶柄分离原生质体。 

3.3.2 原生质体培养及愈伤组织形成 
将 I. cordatotriloba 的原生质体悬浮培养在含

2.5 mL 培养基 P1 的直径 60 mm 玻璃培养皿中，原

生质体的培养密度为 1~2×104 原生质体/mL。用

Parafilm 将培养皿密封，放在 2±l℃的黑暗条件下，

采用液体浅层法进行静置培养。每隔 4 周，将培养

物依次转移到培养基 P2 和 P3 中，在相同条件下进

行培养，以诱导原生质体形成细胞团和愈伤组织。 
培养 10~12 周后，将直径达 l~3 mm 的小愈伤

组织转移到添加 0.05 mg/L 2,4-D 和 0.5 mg/L KT 的

MS 固体培养基上进行培养，使愈伤组织增殖，培

养条件为 27±1℃、黑暗。 

3.3.3 植株再生 
将增殖得到的愈伤组织转移到分别添加2.0 mg/L 

BAP、0.1 mg/L IAA 和 2.0 mg/L BAP、0.1 mg/L IAA
和 5.0 mg/L BAP 的 3 种分化培养基上，在 27±1℃、

每日 13 h、3000 lux 光照下培养，诱导愈伤组织的

分化。在分化培养基上培养 4~6 周后，将愈伤组织

进一步转移到 MS 基本培养基上，在相同条件下培

养以诱导植株再生。用 SPSS 13.0 软件分析不同分

化培养基对原生质体植株再生的效果。 
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