
·薯类作物生物技术专题·

生物技术通报
BIOTECHNOLOGY    BULLETIN 2024, 40(9):33-41

收稿日期 ：2024-06-07
基金项目 ：山西省农业科学院作物科学研究所博士基金项目（ZB1102），山西农业大学博士科研启动项目（2021BQ44），山西省博士毕业生

来晋工作奖励资金科研项目（SXBYKY2021084），山西省基础研究计划项目（202203021211272）
作者简介 ：宋倩娜，女，博士，助理研究员，研究方向 ：植物基因组编辑 ；E-mail: songqianna1007@126.com
通信作者 ：冯瑞云，男，博士，研究员，研究方向 ：农作物遗传改良 ；E-mail: fengruiyun1970@163.com

CRISPR/Cas9 介导的高效四倍体马铃薯试管薯基因编
辑体系的建立

宋倩娜1，2  段永红1  冯瑞云1，2

（1. 山西农业大学农学院，太谷 030801 ；2. 山西省农业科学院作物科学研究所，太原 030031）

摘 要 ： 【目的】基因编辑技术的发展使得马铃薯实现精准分子育种成为了可能，试管薯作为遗传转化的理想材料，但其诱

导和转化具有基因型依赖性，建立高效且普遍适用的试管薯基因编辑技术体系可为其精准分子育种提供技术支撑。【方法】以四倍

体栽培马铃薯品种青薯 9 号和并薯 6 号为材料，对试管薯诱导及其遗传转化体系进行摸索 ；同时，转化 CRISPR/Cas9 基因编辑载

体进行基因组编辑。另外，利用筛选的条件对其他 3 个马铃薯品种进行测试。【结果】全黑暗条件下，采用 2 叶 / 段的扩繁方式，

在含有 10% 蔗糖和 5 mg/L 激动素的培养基上，5 个马铃薯品种均可成功诱导出试管薯，但诱导效果存在差异。青薯 9 号的最佳分

化激素配方为 0.5 mg/L 6- 苄氨基腺嘌呤、0.2 mg/L 吲哚 -3- 乙酸、0.2 mg/L 赤霉素、2 mg/L 玉米素，再生效率、转化频率和基因编

辑效率分别为 41.5%、51.9% 和 82.1%。利用上述筛选的激素配方，在其他 4 个四倍体马铃薯品种中均可高效地实现试管薯的遗传

转化再生，其中并薯 6 号、Desiree 和晋薯 16 号的编辑效率分别为 63.2%、33.3% 和 10%。【结论】建立了 5 个不同基因型四倍体

马铃薯高效的试管薯遗传转化再生体系，其中的 4 份材料成功地实现了基因组编辑。
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Establishment of CRISPR/Cas9-mediated Highly Efficient Gene Editing 
System in Microtubers of Potatoes
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Abstract:  【Objective】 The development of gene editing technology has made it possible to achieve precise molecular breeding in potato. 

Microtubers are ideal materials for genetic transformation, but its induction and genetic transformation are of genotype-dependence. Thus, 

establishing an efficient and widely used gene editing technology may provide technical support for precise molecular breeding for potatoes in 

future. 【Method】Cultivated tetraploid potato variety Qingshu No. 9 and Bingshu No. 6 were used to explore microtuber induction and genetic 

transformation. Concurrently, the CRISPR/Cas9 gene editing vector was transformed for genome editing. In addition, the screening system 

was tested in another three potato varieties. 【Result】 The efficient tuberizations of five potato varieties were obtained using stem segment with 

two leaves on solid media including 10% sucrose and 5 mg/L kinetin under dark condition, while induction effect varied. The optimal ratio of 

hormones for the regeneration of Qingshu No.9 was 0.5 mg/L 6-benzylaminopurine, 0.2 mg/L indole-3-acetic acid, 0.2 mg/L gibberellin, and 2 

mg/L zeatin, under which the regeneration rate, the transformation frequency, genome editing rate was 41.5%, 51.9%, and 82.1%, respectively. 

Using the above screened the formula of hormones, genetic transformation and regeneration was efficiently achieved in another four potato 生
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马铃薯（Solanum tuberosum L.）是一种营养价

值和经济价值较高的农作物［1-2］。绝大多数的栽培

马铃薯为四倍体，常规传统育种周期长、效率低［3］。

基因工程加快了马铃薯的育种进程［4］，但无法实现

基因的定向修饰。基因编辑技术可对靶基因进行定

点敲除、插入、替换、大片段删除、染色体重组等

修饰，是一种精准的分子育种手段［5］。近年来，基

因编辑技术已经发展成为农作物精准育种的重要技

术手段。马铃薯基因组测序的完成使得实现其精准

分子育种成为了可能［6］。CRISPR/Cas9 是目前应用

最广泛的基因编辑技术，在马铃薯定向遗传改良和

精准育种方面发挥了重要的作用［7-11］。然而马铃薯

精准分子育种依赖于遗传转化，尽管马铃薯遗传转

化体系相对比较成熟，但是针对不同基因型马铃薯

的最适转化条件及转化频率存在较大的差异，极大

的限制了基因编辑技术在马铃薯改良中的应用。

马铃薯试管薯作为遗传转化的理想材料，其

具有取材方便、不需要预培养、操作简单、不经愈

伤化可直接诱导芽再生等优点［12］。但是马铃薯试

管薯的形成和发育受多种因素的影响 , 不同基因型

的马铃薯对同样培养条件反应存在差异。因此，针

对特定品种马铃薯试管薯的诱导需要研究相应的配

方［13］。另外，受基因型等因素的影响，马铃薯遗传

转化体系存在转化频率较低、重复性不强等问题，

尽管人们对其遗传转化体系进行了详细的研究，但

这些转化体系仍高度依赖基因型［14-17］。此外，利用

抗生素筛选获得的阳性植株，后期需要利用 PCR 等

技术进行再次鉴定来评估转化效率，工作量大。可

视化筛选标记基因具有操作便捷、可直接观察等优

点，其中绿色荧光蛋白（GFP）报告基因在植物遗

传转化效率评估中有着广泛的应用［18］。

本研究以 2 个优良栽培马铃薯品种青薯 9 号和

并薯 6 号为研究对象，通过设置蔗糖浓度、茎段长度、

植物激素配比等条件对试管薯诱导及其遗传转化再

生体系进行探索。以试管薯为受体材料，利用农杆

菌转化含有 GFP 报告基因的基因编辑载体进行基因

组编辑，建立四倍体马铃薯基因组编辑技术体系。

利用筛选到的条件对其他 3 个不同基因型四倍体马

铃薯进行测试，分析不同基因型对遗传转化再生及

转化频率的影响。旨在建立一种高效且普遍适用的

CRISPR/Cas9 介导的马铃薯试管薯基因编辑技术体

系，为马铃薯精准分子育种提供更好的技术支撑。

1 材料与方法

1.1 材料

试验所用的马铃薯品种青薯 9 号、并薯 6 号、

Desiree、并薯 26 号和晋薯 16 号均由本实验室保存。

DH5α 大肠杆菌感受态细胞和 GV3101 农杆菌感受态

细胞购自于全式金生物技术有限公司。pKSE402 植

物表达载体由云南师范大学惠赠。引物合成和测序

均由上海生工生物工程股份有限公司完成。其他没

有特殊说明的试验试剂和耗材均为国内或国外生物

公司产品。

1.2 方法

1.2.1 马铃薯壮苗培养 将马铃薯无菌试管苗剪成

带有单片叶子的茎段，转移至 MS 培养基中，每瓶

接入 10 个茎段。置于组织培养室中培养 30 d 进行

壮苗，培养条件为 25℃、光周期 16 h / 8 h、光照强

度 2 000 lx。

1.2.2 马铃薯试管薯的诱导条件 参照陈广侠和

Hossain 等［19-20］方法，设计以下诱导条件。（1）不

同蔗糖浓度 ：将带有单片叶子的茎段分别置于含有

6%、8%、10%、12% 和 15% 蔗糖的固体培养基上

进行试管薯的诱导 ；（2）不同植物激素 ：将含有单

片叶子的茎段分别置于含有 4 mg/L 6- 苄氨基腺嘌呤

（6-BA）、4 mg/L 6-BA 和 3.5 mg/L 萘乙酸（NAA）、5 
mg/L 激动素（KT）的固体培养基上进行试管薯的诱

导 ；（3）不同部位茎段长度 ：将马铃薯试管苗的顶

端和底端分别剪成带有单片、两片叶子长度的茎段，

并置于固体培养基上进行试管薯的诱导。以上试验

varieties, and the genome editing rate was 63.2%, 33.3%, and 10% for Bingshu No.6, Desiree, and Jingshu No. 16, respectively. 【Conclusion】

We established the highly efficient genetic transformation and regeneration system for five potato varieties, and genome editing can be completed 
for four potato varieties. 

Key words:  potato; microtubers inducing; genetic transformation and regeneration; GFP; genome editing
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每瓶接种 8 个茎段，设 3 次重复。置于 25℃，全黑

暗条件下培养 4 周进行诱导结薯。统计结薯个数、

试管薯重、大薯重和大薯直径。

1.2.3 sgRNA 表达载体的构建 以 StuPPO2（Gen-
Bank: U22921.1）基因作为靶基因，设计sgRNA靶位点，

靶 位 点 的 序 列 为 ：5'-CCT-GCTCATGAAGCTAATG 
AGGA-3'。根据 pKSE402 植物表达载体构建方法，

在 sgRNA 位点需添加 Bsa I 酶切接头（F: 5'-ATTG- 
TCCTCATTAGCTTCATGAGC-3'; R: 5'-AAACGCTCAT-
GAAGCTAATGAGGA-3'）。sgRNA 的退火反应 ：PCR

仪中设定程序 95℃ 4 min ；每 1 s 降低 0.1-20℃，将

混合单链引物形成双链 DNA。利用 Bsa I 酶切载体，

将其与退火后的双链 DNA 进行连接，构建 StuPPO2 
基 因 的 CRISPR/Cas9 敲 除 载 体。 将 构 建 好 的 载 体

转化 DH5α 大肠杆菌感受态细胞，置于含有卡那霉

素的培养基上筛选阳性克隆。利用上游引物 ：5'-  
TGTCCCAGGATTAGAATGATTAGGC-3'，与 sgRNA 位 
点的反向引物进行 PCR 扩增筛选阳性克隆，挑选阳

性克隆进行测序验证。

1.2.4 马铃薯试管薯的遗传转化 将测序正确的敲

除载体转化 GV3101 农杆菌感受态细胞，挑取单菌

落接种于含有 50 mg/L 卡那霉素和 25 mg/L 利福平的

培养基中进行振荡培养至 OD600 值为 0.5 后离心，弃

上清液。用 MS 液体培养基稀释沉淀至 OD600 = 0.5，

加入 50 μmol/L 的乙酰丁香酮备用。参照司怀军等［21］

方法，在无菌条件下，将试管薯取下，去掉外皮和

芽点，然后切成约 1 mm 的薄片。将薄片置于农杆菌

悬浮液中浸染 10 min 后晾干，置于培养基上共培养

2 d。然后置于含有不同植物激素配比的培养基上诱

导分化。分化培养基参考齐恩芳等［22］方法，设计

2 种 培 养 基， 即 K1 包 括 0.5 mg/L 6-BA ；1 mg/L 吲

哚乙酸（IAA）；0.2 mg/L 赤霉素（GA3）；1 mg/L 玉

米素（ZT）；K2 包括 0.5 mg/L 6-BA ；0.2 mg/L IAA ；

0.2 mg/L GA3 ；2 mg/L ZT。以上所有培养基中均再加

入 150 mg/L 卡那霉素和 100 mg/L 特美汀。每两周更

换一次培养基，在此期间观察试管薯薄片的生长分

化状态。待分化出芽后，将芽剪下置于含有 50 mg/L

卡那霉素的 MS 培养基中进行生根培养。

1.2.5 马铃薯 StuPPO2 突变体的筛选 将筛选生

根后的马铃薯植株置于 LUYOR-3415 手持式荧光

灯下进行观察，筛选根部发出绿色荧光的植株并

统计数目，同时统计总的再生植株数目。提取阳

性植株的叶片基因组 DNA，利用载体上的特异引

物（35S-F ：5'-CTCGGATTCCATTGCCCAGCT-3' ；

Cas9-R ：5'-AGATCCCCCTCGATCAGGAAATG-3'）
进一步确定 T-DNA 是否插入基因组上。另外，设

计 包 含 靶 位 点 在 内 的 长 度 约 为 500 bp 的 特 异 引

物（F ：5'-GAATTTTCCCACGATTCTCTCGTG-3' ；

R ：5'-CCATTAGCTGCATCCGCTG -3'） 进 行 PCR 扩

增，将扩增得到的 PCR 片段经 BspH I 酶切后进行

1.2% 琼脂糖凝胶电泳后拍照。未被切割的条带别

视为突变条带，将其切割回收，连接至克隆载体上

进行测序，分析在 StuPPO2 靶位点处核苷酸序列的 
变化。

1.2.6 不同基因型马铃薯试管薯基因编辑体系的测

试 利用上述筛选的最适试管薯诱导及其遗传转化

再生体系，对其他 3 个不同基因型四倍体马铃薯品

种进行测试，分析基因型对马铃薯试管薯遗传转化

再生及转化频率的影响。同时结合转化的基因编辑

载体，统计分析基因编辑的效率。

1.2.7 数据统计分析 所有试验数据至少进行 3 次

独立的重复，采用 Adobe Illustrator CS6（64 Bit）软

件作图，利用 SPSS 18.0 软件进行数据统计分析，采

用 LSD 和 Waller-Duncan（W）进行单因素方差分析

和多重比较，数据以平均值 ± 标准差（n=3）的形

式表示。显著性差异用不同小写字母表示，显著性

检验的统计学标准为 P < 0.05。

2 结果

2.1 蔗糖浓度对马铃薯试管薯诱导的影响

前期研究结果表明，不添加蔗糖时，青薯 9 号

和并薯 6 号几乎无法诱导试管薯的形成。当添加不

同浓度蔗糖后试管薯诱导结果如表 1 所示，随着蔗

糖浓度的增加，每瓶平均试管薯的个数和试管薯的

重量呈先增加后下降的趋势。当添加蔗糖浓度增加

至 10% 时，试管薯的诱导效果最佳，并薯 6 号和青

薯 9 号的每瓶平均结薯个数分别为 3.5 粒和 2.6 粒，

试管薯平均重量分别为 0.48 g 和 0.28 g。但是当蔗糖

浓度增加至 12% 和 15% 时，2 个马铃薯品种的每瓶

平均试管薯的个数和试管薯的重量均呈急剧下降趋
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势。另外，添加 10% 蔗糖诱导的青薯 9 号的试管薯

个数和并薯 6 号的试管薯重量较其他处理呈显著水

平。因此证明，添加适当浓度的蔗糖可以促进试管

薯的形成和发育。

表 1 不同蔗糖浓度处理下 2 个马铃薯品种试管薯的诱导

Table 1 Micro tuberization under different sucrose concentrations for two potato varieties

蔗糖浓度

Sucrose concentration/% 

 并薯 6 号 Bingshu No. 6  青薯 9 号 Qingshu No.9

单瓶平均薯数 Number of 
microtubers per bottle/ 粒

单瓶平均薯重 Weight of 
microtubers per bottle/g

单瓶平均薯数 Number of micro-
tubers per bottle/ 粒

单瓶平均薯重 Weight of 
microtubers per bottle/g

6 0.17±0.40b 0.02±0.04c  0.20±0.45c 0.02±0.03b

8 2.83±1.17a 0.29±0.19ab  1.80±0.84ab 0.19±0.06a

10 3.50±1.64a 0.48±0.20a  2.60±1.34a 0.28±0.13a

12 0.67±0.82b 0.09±0.10bc  0.80±0.84bc 0.05±0.05b

15 0.67±1.03b 0.06±0.11c 0.40±0.55c 0.02±0.03b

注 ：不同小写字母表示 P<0.05，下同

Note: The different lowercase letters indicate P<0.05, the same below

2.2 植物激素对马铃薯试管薯诱导的影响

 在添加 10% 蔗糖浓度的基础上，经不同激素处

理后的试管薯诱导结果如表 2 所示，与未添加植物

激素相比，当仅添加 4 mg/L 6-BA 或同时添加 4 mg/L 
6-BA 和 3.5 mg/L NAA 时，2 个马铃薯品种的平均试

管薯的个数和试管薯的重量均下降。当添加 5 mg/L 
KT 时，试管薯的个数和试管薯的重量均有所增加。

并薯 6 号和青薯 9 号的每瓶平均试管薯的个数分别

为 4.67 粒和 3.30 粒，试管薯的重量分别为 0.62 g 和

0.37 g。因此可知，添加适合浓度的 KT 对试管薯的

表 2 不同激素配比处理下 2 个马铃薯品种试管薯的诱导

Table 2 Micro tuberization under different hormone combinations for two potato varieties

不同激素配比

Different hormone 

combination

 并薯 6 号 Bingshu No. 6  青薯 9 号 Qingshu No.9

单瓶平均薯数 / 粒 Number of 
microtubers per bottle

单瓶平均薯重 Weight of 
microtubers per bottle/g

单瓶平均薯数 Number of 
microtubers per bottle/ 粒

单瓶平均薯重 Weight of 
microtubers per bottle/g

0 3.50±1.64a  0.48±0.20a 2.60±1.34a 0.28±0.13a

4 mg/L 6-BA 0.67±0.58b  0.04±0.03b 0.33±0.58b 0.02±0.03b

4 mg/L 6-BA + 3.5 
mg/L NAA

0.67±0.58b 0.03±0.03b 0.00±0.00b 0.00±0.00b

5 mg/L KT 4.67±0.58a 0.62±0.07a 3.30±0.82a 0.37±0.15a

诱导形成有促进作用，而并薯 6 号较青薯 9 号的效

果更好。

2.3 不同部位茎段长度对马铃薯试管薯诱导的 

影响

在添加 10% 蔗糖和 5 mg/L KT 的基础上，不同

部位茎段长度诱导试管薯的结果如表 3 所示，在 2

个马铃薯品种中，2 节段的平均结薯个数、平均试

管薯重、大薯重和大薯直径均优于 1 节段。青薯 9

号底部节段的以上 4 个表型特征均优于顶部节段，

并且底部 2 节段优于顶部 2 节段。并薯 6 号除试管

薯的个数外，其他 3 个表征特征，底部 2 节段均优

于顶部 2 节段。其中，并薯 6 号底部 2 节段诱导的

大薯重较其他处理呈显著水平，青薯 9 号底部 2 节

段诱导的薯重较其他处理呈显著水平。因此可知，

试管苗不同部位茎段长度对试管薯诱导的影响存在

差异，其中，底部 2 节段长度最有利于试管薯的形成。

2.4	 StuPPO2基因敲除载体的构建及试管薯的遗

传转化

以 马 铃 薯 内 源 基 因 StuPPO2 作 为 研 究 对 象，

在其外显子上设计 sgRNA 靶位点，并将其连接到
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载体上，通过测序筛选含有正确 sgRNA 靶序列的

CRISPR/Cas9 敲除载体。在表达载体中，来自拟南

芥的 U6-26 启动子驱动 sgRNA 的表达，来自花椰

菜花叶病毒的 35S 启动子驱动 Cas9 和 eGFP 的表达 
（图 1）。将构建好的敲除载体转化农杆菌，利用农

杆菌浸染试管薯薄片法进行遗传转化，分别置于 K1

和 K2 培养基上进行诱导及分化。由表 4 可以看出，

青薯 9 号在 K1 和 K2 培养基上的再生能力差异较大，

最适分化培养基为 K2，芽分化率可达 41.5% ；并薯

6 号在 K1 和 K2 培养基上的再生能力也存在差异，

最适分化培养基为 K1，芽分化率可达 44.8%。因此

可知，不同基因型马铃薯对相同激素处理的响应存

在一定的差异。

2.5 StuPPO2基因阳性植株的筛选及敲除突变体

的检测

将上述获得的再生植株置于含有卡那霉素的 MS

培养基中进行生根培养，生根后的植株置于荧光灯

下观察 GFP 的表达情况。将根部发出绿色荧光的标

记为阳性再生植株，反之亦然（图 2）。为了进一步

确认遗传转化的效率，将上述筛选得到的再生植株

提取 DNA 进行 PCR 扩增，所有荧光植株均可扩增

出条带，说明荧光筛选得到的植株均为阳性。其中

表 3 2 个马铃薯品种不同部位茎段长度处理下试管薯的诱导

Table 3 Induction of tuberization under different segment lengths for two potato varieties

品种

Variety

处理

Treatment

 单瓶平均结薯数 Number of 
microtubers per bottle/ 粒

单瓶平均薯重 Weight of 
microtubers per bottle/g

 大薯重 Weight of 
the large tuber/g

 大薯直径 Diameter of the  
large tuber/cm

并薯 6 号 顶部 1 个节段 2.00±2.00a 0.13±0.15a  0.08±0.08ab  0.43±0.38a

底部 1 个节段 0.67±0.58a 0.04±0.04a 0.04±0.04b  0.38±0.34a

顶部 2 个节段 3.33±0.58a 0.23±0.05a  0.09±0.05ab  0.65±0.09a

底部 2 个节段 2.67±1.53a 0.45±0.37a 0.22±0.13a  0.80±0.18a

青薯 9 号 顶部 1 个节段 1.33±2.16a 0.10±0.20b 0.02±0.04b  0.18±0.29b

底部 1 个节段 2.83±1.72a 0.20±0.17ab  0.10±0.07ab  0.44±0.06ab

顶部 2 个节段 3.17±1.60a 0.21±0.13ab  0.10±0.04ab  0.55±0.07a

底部 2 个节段 3.33±0.82a 0.37±0.15a 0.15±0.05a  0.59±0.06a

U
6-

26
p

sg
R

N
A

35Sp zCas9 eGFP

N
os

t

35SpNptII
LB RB

pKSE402   StuPPO2 : TCCTCATTAGCTTCATGAGCAGG 

StuPPO2

A B

C

A ：pKSE402 载体示意图 ；B ：位于 StuPPO2 基因上的靶位点。红色表示 PAM 序列 ；蓝色表示限制性酶切位点 ；C ：靶位点序列测序验证

A: Schematic diagram of pKSE402 vector. B: The target site in gene StuPPO2. Red is PAM sequence; blue is restriction enzyme site. C: Correct target sequence is 
confirmed by sequencing

图 1 CRISPR/Cas9 敲除载体的构建

 Fig. 1 Construction of CRISPR/Cas9 deletion vector
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青薯 9 号和并薯 6 号的遗传转化效率分别为 51.9%

和 41.3%（表 5）。进一步使用 StuPPO2 基因的特异

引物扩增靶向区域，经 BspH I 酶切或直接测序法筛

选 StuPPO2 基因敲除的转基因植株。其中青薯 9 号

和并薯 6 号的基因编辑效率分别为 82.1% 和 63.2%

（表 5）。对得到的部分突变体进行一代测序分析突

变类型，在青薯 9 号中，共检测到 4 株纯合突变

体，纯合突变效率为 14.3%。T0-1、T0-3 和 T0-4 为

碱基删除突变体，分别缺失了 4 个、6 个和 6 个碱

基；T0-2 是碱基插入突变体，插入了 1 个碱基 A（图

3）。其中 T0-1 和 T0-2 为移码突变，转录 mRNA 后

会出现提前终止密码子，从而可能导致蛋白功能的 

表 4 2 个马铃薯品种试管薯薄片的诱导分化再生

Table 4 Induction and differentiation of microtuber for two potato varieties

品种 Variety 培养基类型 Media types 接种薯片数 Microtubers/ 个 芽分化薯片数 Differentiation microtubers/ 个 分化效率 Differentiation efficiency/%

青薯 9 号
K1 106 8 7.5

K2 94 39 41.5

并薯 6 号
K1 58 26 44.8

K2 63 22 34.9

A B C D E F

A ：试管薯的诱导 ；B ：试管薯薄片的浸染 ；C ：试管薯薄片的诱导 ；D ：芽的分化 ：E ：再生植物的生根 ；F ：GFP 荧光筛选阳性再生植株

A: Induction of microtuber. B: Infection of microtuber thin slices. C: Induction of microtuber thin slices. D: Differentiation of buds. E: Rooting of regenerated plants. F: Positive 
regenerated plants are selected by GFP

图 2 农杆菌介导的马铃薯试管薯薄片遗传转化体系

Fig. 2 Agrobacterium-mediated potato microtuber genetic transformation system

表 5  荧光再生植株中 StuPPO2 基因编辑的鉴定与分析

Table 5 Identification and analysis of StuPPO2 gene editing for fluorescent regenerated plants

品种

Variety

再生植株

Regenarated plants/ 株

荧光植株

Fluorescent plants/ 株

转化效率

Transformation frequency/%

突变植株数

Mutant plants/ 株

突变效率

Mutation frequency/%

青薯 9 号 54 28 51.9 23 82.1

并薯 6 号 46 19 41.3 12 63.2

缺失。

2.6 试管薯基因编辑体系在其他四倍体马铃薯中

的测试

依据上述建立的马铃薯试管薯基因编辑体系流

程，对其在另外 3 个不同基因型四倍体马铃薯中的

应用进行测试。结果如表 6 所示，采用 2 叶 / 段的

扩繁方式，Desiree 的诱导结薯效率最高，接种的 48

个茎段均可结薯，效率达 100% ；其次是并薯 26 号，

其中有 31 个茎段可结薯，效率为 64.6% ；晋薯 16

号的结薯效率最低，仅有 15 个茎段可结薯，效率为

31.3%。3 个不同基因型马铃薯的试管薯在 K1 或 K2

分化培养基上均可诱导植株的再生，其中晋薯 16 号

的芽分化效率和遗传转化频率最高，分别为 58.8%

和 40%， 其 次 为 Desiree， 并 薯 26 号 最 低。 最 后，

在 9 株 Desiree 和 10 株晋薯 16 号再生荧光植株中，

其中分别有 3 株和 1 株再生植株被编辑，基因编辑

的效率为 33.3% 和 10%。而在并薯 26 号中并未检测

到突变的发生。
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3 讨论

马铃薯试管薯的形成和发育受光照强度、碳源、

激素、切断、蔗糖浓度和培养方式等因素的影响［23］，

并且不同基因型马铃薯对同样生长因子的反应存在

差异。添加 80 g/L 的蔗糖可以促进 Asterix 品种试管

薯的形成，但过高的蔗糖浓度会影响试管薯的诱导

效果［24］。有研究表明，黑暗条件处理更有利于微型

试管薯的形成［25］。此外，外源植物激素也会影响马

铃薯试管薯的诱导。添加合适浓度的 NAA 和 6-BA

可以调控费乌瑞它试管薯的诱导［26］，但有些马铃薯

品种对 6-BA 不敏感，添加后对试管薯的诱导无促

进作用［27］。赵佐敏［28］研究表明，单独添加 5 mg/L 

6-BA 或 KT 可以显著提高威芋 3 号试管薯的大薯率。

最后，试管苗节段的长度和部位同样也会影响试管

薯的诱导。在添加 2.5 mg/L KT 和 8% 蔗糖的培养基

上，Red Norland 品种 3 节段较 1 节段结薯的质量更

好［29］。在本研究中，添加 100 g/L 的蔗糖，完全黑

暗条件处理可以促进青薯 9 号和并薯 6 号试管薯的

诱导。添加 4 mg/L 6-BA 和 3.5 mg/L NAA 对 2 个品

种马铃薯试管薯的诱导并无明显的促进作用。而当

添加 5 mg/L KT 时则可以促进 2 个品种马铃薯试管

薯的诱导，但并薯 6 号的效果较青薯 9 号更好。此外，

并薯 6 号和青薯 9 号的 2 节段诱导的试管薯的数量、

试管薯的重量、大薯重和大薯直径均优于 1 节段。

青薯 9 号的底部节段诱导的试管薯质量优于顶部节

段，并薯 6 号顶部节段诱导试管薯的数量优于底部

节段，而底部节段诱导的试管薯的重量优于顶部节

段。另外，利用筛选的诱导体系可以使其他 3 个不

同基因型马铃薯成功诱导出试管薯，但诱导效率存

在差异。

遗传转化过程中的再生难、转化频率低是制约

马铃薯基因编辑育种的主要瓶颈。尽管众多研究学

M W
T/U W

T/
D

T0
-1

T0
-2

T0
-3

T0
-4

0.5 kb
0.75 kb

0.25 kb

WWW

A

B

BspH I

CCTGCTCATGAAGCTAATGAGGAWT:
PAM

CCTGCT----AAGCTAATGAGGAT0-1: -4bp(100%)

T0-2:

CCTGC------AGCTAATGAGGAT0-3: -6bp(100%)

CCTGC-----AAGCTAATGAGGA -6bp(100%)T0-4:

CCTGCTaCATGAAGCTAATGAGGA +1bp(100%)

A ：PCR/RE 检测突变体。WT/D 表示野生型被酶切 ；WT/U 表示野生型未被酶切 ；T0-1-T0-4 表示突变体植株 ；B ：stuppo2 突变体的突变类型分析。

红色序列表示 PAM 序列 
A: PCR/RE assay for mutants. WT/D indicates that wild is cut by the enzyme; WT/U indicates that wild can not be cut by the enzyme; T0-1-T0-4 are mutant plants. B: 
Mutation type analysis of stuppo2 mutants. The PAM sequence is highlighted in red 

图 3 StuPPO2 基因敲除植株的检测

Fig. 3 Detection of StuPPO2 knockout plants

表 6 其他 3 个四倍体马铃薯品种基因编辑体系的测试

Table 6 Testing of gene editing system for another three tetraploid potato varieties 

品种

Variety

结薯效率

Potato yield/%

最适再生培养基

Optimal medium

芽分化效率

Differentiation efficiency/%

遗传转化频率

Transformation frequency/%

基因编辑效率

Mutation frequency/%

Desiree （48/48）100 K1 （27/104）25.9 （9/28）32.1 （3/9）33.3

晋薯 16 号 （15/48）31.3 K2 （30/51）58.8 （10/25）40.0 （1/10）10

并薯 26 号 （31/48）64.6 K2 （28/154）18.2 （7/28）25.0 （0/7）0
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者对马铃薯遗传转化过程中的外植体种类、抗生素

种类及浓度等多种因素进行了优化，但对于不同基

因型马铃薯而言，再生频率低和转化频率低的问题

仍然存在。前人研究表明，以陇薯 11 号、甘单花 9

号和甘农薯 2 号的试管薯为受体材料，利用 75 mg/L

卡那霉素进行筛选，芽分化频率和遗传转化效率最

高分别为 38% 和 30%［30-31］。以并薯 6 号的茎段为

受体材料，遗传转化的效率为 20.3%［32］。杜静雅 
等［33］研究表明，GFPuv 筛选标记基因可用于马铃薯

常规遗传转化的筛选。本研究以试管薯作为外植体，

利用 2 种不同的诱导分化激素配方，采用 150 mg/L 
卡那霉素的选择压，青薯 9 号和并薯 6 号的芽分化

频率分别为 41.5% 和 44.8%。同时转化 CRISPR/Cas9

基因编辑载体，利用载体上携带的 GFP 标记基因

再次筛选阳性再生植株，青薯 9 号和并薯 6 号的转

化频率分别为 51.9% 和 41.3%，其中基因敲除效率

分别为 82.1% 和 63.2%。此外，利用筛选到的最适

诱导分化激素配比，其他 3 个不同基因型马铃薯的

试管薯均可高效地诱导植株的再生，并实现基因组

编辑。

 基因编辑技术尤其是 CRISPR/Cas9 技术已经成

为作物改良的重要技术手段，其在水稻、小麦和玉

米等重要农作物的定向遗传改良方面已经得到了成

功的应用［34］。尽管基因编辑技术在马铃薯定向遗传

改良中也得到了成功的应用，但尚为有限［35］。遗传

转化是马铃薯基因编辑成功应用的一个必须的条件。

受马铃薯品种的影响，很多马铃薯品种遗传转化体

系的建立比较困难，难以获得转基因再生植株［36］。

因此，本研究建立的高效马铃薯试管薯基因编辑技

术体系一方面可为马铃薯的遗传转化提供技术支撑，

同时也为将来马铃薯的精准分子育种奠定基础。

4 结论

通过对 5 个不同基因型四倍体马铃薯的试管薯

诱导及其遗传转化再生体系进行摸索，成功建立了

高效的马铃薯试管薯遗传转化再生体系，同时以试

管薯为受体材料，结合基因编辑载体上的 GFP 筛选

标记基因，建立了 CRISPR/Cas9 介导的马铃薯试管

薯基因编辑技术体系，在其中的 4 份马铃薯材料中

成功实现了基因组编辑，效率最高可达 82.1%。
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