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- 、 召l 言

植物组织培养研究与应用的进展，吸引多

种学科工作者的参与:它在生产上的作用也日

益明显。 Carlson 等人开拓性的研究展示出有

可能用分子生物学的知识，以高等植物细胞为

实验系统，来扩充对高等植物的认识与改良植

物的性状。可以像对微生物材料那样设计各种

实验，用单倍体、 二倍体以至多倍 体植物细

胞，在比田间试验小得多的空间和较短的时

间，在人工控制的环境中操纵大量的基因组，

在整体植株水平回收所发生的遗传修饰并研究

其有关问题。 用高等植物培养细胞最早分离出

突变体细胞系的正式报道是 : Carlson (1970) 

从单倍体( 占 60-85%)烟草细胞悬浮 培养经

甲基磺酸乙醋(EMS )诱变，选择出渗漏的营

养缺陷型 [ 1 )。此文发表后两个月， Heimer 等

(1970)报告， 以硝酸盐作唯一氮源时，从自发

突变可分离出能抗苏氨酸的烟草细胞系[2)。此

后 ， 营养缺陷型和抗性两类突变体的研究逐渐

展开， 至 1976 年至少已有得到 22 个突变体的

报道L 不过，据 Ma l iga 认为 ， 其中大部分是

否属真正的突变体尚成问题。鉴于突变的定义

是 DNA 一级结构中之能遗传的变化，这些变

化不是由于遗传分离或遗传重组所引起的。 其

表现型就是与野生型不同的突变体细胞或突变

个体。故若说某一突变的细胞系属于真正的突

变体，其最合乎科学的标准， 应该是它再生成

能育的植株， 并把其变异的特性传递给子代，

这样该变异的表现型才一定是突变的结果。若

从变异的细胞不能再生植株或再生植株不育，

而能证明在变异的细胞中有变化了的基因产物

时，例如有与野生型不同的氨基酸顺序的酶，

也可以看作是突变的证据。不具备上述两条标

准之一的变异的表现型，都不属于真正的突变

体，而称作"表型变异体 ( phenotypic vari-

a nt)" 或(细胞)系(lin e ) 较为妥当。

二、突变的诱发

突变可以白发发生( 自发突变 )，也可以受

诱变剂诱发〈诱发突变)。从有限的资料估计，

自发突变频率在悬浮培 养 细胞约为 10- 6-

10- 7，在大部分细胞为单倍体的原生质体约为

10- 4-10- 5。用诱变剂，如 EMS 、 N-甲基-N '

硝基-N-亚硝基肌(NG) 、 N-乙基-N- 亚硝基

腮(NEU)，乙烯亚胶 (El)、紫外线和 x 射线

处理，可以增加存活细胞群中变异型的频率约

10-100 倍。 参看 (表 1 ) [3-8) 。

语蛮因素物理的诱变因素如不同类型的

辐射=紫外线(UV) ， γ 一射线、 x 射线和中子

等。

化学的诱变因素按其对 DNA 的作用方式

可分三类:第一类是与核酸碱基起化学变化而

且留在原位，因而引起 DNA 复制时碱基配对

的改变。如:亚硝酸、硫酸二乙醋、 EMS 、 El 、

硝基肌、亚硝基甲基腮等。 第二类是天然碱基

的类似物 ，在细胞内核酸复制时，它们可以掺入

到新合成的 DNA 分子中。如 : 5-提尿唔腔、

8-氮鸟瞟岭和 2一氨基喋岭等。第二类 是移码

诱变剂。如口丫览类物质和 ICR 化合物。

自发妥变是经常发生的，但其频率很稀

本文是 1 9 8 1 年 9 月在芜湖举行的全 国植物细胞

生理专业学术讨论会大会报告之一。
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2 细胞 生 物 学杂志 1982 年

表 1 培养细胞的锈蛮发生

频 率

白发的 | 诱导的
悬浮培养细胞

E MS ( 2 . 5 % ， 2小时 〉 10a 抗放线菌酣C 5.4 x 10- S 7.7 x 10 - 7 Daucus caro ta Sung 1976[3] 

NG <1 00μg /ml ， 14 

小时) 抗放线菌酣C 5. 4 x 10-S 4 . 4 x 10-6 D. carota [ 3J 

NEU( 25mM ， 直至 N icotiana tabacum Mülle r 等 [4J

分解为止) 抗氯酸盐e 6. 6 x 10-S 2 X 10 - 7 (n= 2x=2 4) 197 8 

原生质体

X射线<1 00 0 R) 50b 色素改变d 10- 5 4 X 10- 4 Datu ra innox ia Schieder1 976[ 5J 

(n = x=12 ) 

NG <1 0μg /m l ， 0. 5 Datura innoxiα Krumb iege l 

小时 ) 50b 色素改变d 2 X 10 - 4 (n = x =12) 1979[6J 

UV <1 000 尔格)mm 2 ) 40- 60b 抗缴氨酸d 2. 2 x 10- 6 1. 4 x 10- S N. tabacU/1t Bourgin 1978[7 J 

(n= 2x = 24) 

愈伤组织培养

E MS <1 %, 2 小时) 形态改变的再

生体d 0% 6% N. syLvestris Ma l epszy 等

白化的地上 (用 n = x = 12 的 1977[ 8J 

部CJ愈伤组织 0% 0.7 % 植株开始处理〉

EI(0.0 5 % ， 96 小时 ) 形态改变的再

生体d 0% 25 . 3% N. syLvestris [8J 

自化 的地 上 (用 n = x = 1 2 的

部CJ愈伤组织 0% 1% 植株开始处理〉

a 从生If àll 线外推。 b . 测定生成愈伤组织细胞的比例 。 c 没有边传研究的报告。

d. 边传研究证实， 至少在一些分离体中存在突变。 e 仅仅考虑硝酸还原酶缺陷型。

少， 稳定的基因往往在一百万次细胞分裂中才

发生一次突变。为提高产生突变的频率， 及获

得在白发突变中所未曾见过的新的突变， 人们

使用物理的或化学的因素来诱发突变。

诱变因素的剂量和语变方法的选择 一般

凭经验而最终以实验结果为准。可以首先按需

要与可能试用一般认为效果 较好 的 方案。 例

如，有认为适宜诱变的辐射剂量是照射后存活

率在-半多些的剂量。

用复合诱变方法处理微生物或植物材料，

巳引起人们的重视， 它可能得到较多的可能有

经济价值的突变体。 处理方法有: (1) 两种或

多种诱变因素同时使用; ( 2) 同一种诱变因素

连续重复使用和 ( 3 ) 两种或多种诱 变因素先后

交替处理。 一般说， 先用较弱的，再用较强的

诱变因素比较有效地扩大诱变的幅度和位点。

化学诱变剂…般都有毒而且很多有致癌作

用 [ 9J。务必注意不能用 口吸取，并且避免直接

接触皮肤。 诱变处理后，可以用大量稀释来中

止诱变剂的作用或用解毒剂来中止。例如，用

硫代硫酸制来中lt EMS 或硫酸二 乙醋的作

用 。

诱变处理通常在 25 0C左右，在 培 养基中

进行。中止处理以后 ， 培养几个细胞周期的时

间，好让表现型表达。 之后， 按所希望的表现

型来筛选培养物.
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三、突变体的分离、鉴定与保持

诱变或分离所用的材料

烟草是目前采用较普遍而且方便的细胞遗

传学研究材料，因为它较易于培养和从愈伤组

织较易于再生植株，也较易于得到单倍体。

希望用于育种的材料， 则应该用优良的、

仅存在个别缺点需要改进的基因型。

植物细胞在连续继代培养的历程中会积累

染色体的异常和突变。 直接从植株分离得的原

生质体或单细胞是最理想的，因为它们 (1)实

际上是不存在那种染色体的变异 ; (2)可以避

免或限制形成嵌合体。不过，用原生质体目前

还限于仅在少数种的植物能形成植株， 而且要

求较熟练的技术。作为折衷方案是用外植体发

生的愈伤组织或从上述那样的原生质体或愈伤

组织发生的悬浮培养物。突变细胞在愈伤组织

中比在有分化结构的组织中容易存活。已知愈

伤组织中不定芽往往是发生自少数几个甚至是

单个细胞，这样也可以限制形成嵌合体3 若再

配合适当的选择手段， 杀死或淘汰未突变的亲

本细胞，就会更好。

可以用单倍体细胞，因为它们没有等位基

因的显性性状掩盖隐性性状的问题，诱变后当

代会表现出性状变异， 经选择和加倍后，可以

、成为二倍体纯系。也可以用二倍体细胞，它们

也能分离显性突变休。好些抗性突变体似乎是

显性的。对分离细胞质突变体来说，二倍体是

遗传上更稳定的。

原则上在细胞周期中 DNA 复制最快的时

期 ( S 期)作诱变处理，会比较容易通过来不及

修复的 DNA 复制差错而发生变异。

突变体的分寓和鉴定的步骤

从发生突变的材料中获得所需要的突变体

有赖于得当的分离与鉴定。下面介绍两种分离

选择法及鉴定步骤。

分离营养缺陷型或温度敏感突变体的富集

法(负选择法〉 经诱变处理后的细胞，在含有

8H_胸腺陆览j说氧核音或提脱氧尿音 (BUdR)

或氮鸟瞟岭的基本培养基中培养时，野生型细

胞由于在基本培养基中能生长，而把上述三种

药品掺入细胞。有 3H_胸苦掺入时引起简自

杀;有 BUdR 掺入的细胞经照光后死亡:掺

入氮鸟嗦岭的细胞也死亡。从而分离出在基本

培养基中不能生长，因而也不被杀死的营养缺

陷型细胞。

分寓抗性突变体的直接选择法(正选择法)

直接选择的原理是把大量细胞置于有毒的化合

物影响下，亲本细胞不能生长而抗性系得以分

离出来。 大多数情况下，把在选择条件下生长

的能力规怎叫抗性。

选择用的培养方法有悬浮培养和洋菜平板

两种。分离和鉴定的一般步骤如下:

1.在抑制培养基中分离出抗 性细胞系

经诱变处理后 (或供选择自发突变)的细胞群，

在含有抑制生长的不同浓度选择剂的培养基中

培养 ， 并继代培养几代。从中分离出能存活的

或相对不受抑制影响的抗性细胞系作为假定的

突变体。供进一步鉴定它是不是 真 正的突变

体，可以按以下几步=

2. 消除漏网的野生型细胞假定的突变

体愈伤组织，在含抑制生长浓度的选择剂的培

养基中生长，转培几代，以消除可能逃脱选择

剂抑制而漏网的野生型细胞。 然后转到不含选

择剂的培养基中生长，转培几代以消除可能有

对选择剂上瘾的野生型细胞。

3. 在组织培养中表现型的表达假定的

突变体愈伤组织 ， 在含抑制生长的不同浓度选 ι

择剂的培养基中生长， 比较各样假定的突变

体，以发现是否那些愈伤组织无性系都有同样

类型和同样水平的抗性。

4. 从抗性的企伤组织元性系再 生 M ， (诱

变第一代，当代)桂林 在抗性的愈伤组织无

性系失去分化能力和再生植株能力之前，尽快

使它们再生出 M，小植株。

5. 以组织培养物来试验突 变 能通过再生

传递 从 M ， 植株发生次级愈伤组织。然后试

那次级愈伤组织的抗性.
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突变休所具有被挑选出来的特性，是不一

定在其再生的植株上表达的。抗 5-甲基色氨酸

(5MT)的烟草细胞系生产色氨酸多于正常，

并有改变了的邻-氨基苯甲酸合成酶， 但这些

特征在再生植株的叶片中不表达，而在从再生

植株发生的培养物中表达[ 10 1 。

6. 产生种子和后代 M 1 植株的种子代表

M2 (诱变第二代) ，一直试JU M3' M40 

7. 以 组织培养物试验突变能通过种子传

递，或者在植林水平试验突变的表达 从 M2

植株发生愈伤组织，然后试那愈伤组织的抗

性。或者用 M[ 或 M2 的试管内小植株(或它的

一个芽 ) ，在含抑制生长的不同浓度选择剂的

培养基中， 试其白色否生长和反应是否稳定。

若不是真的突变而是外遗传的改变，则通过减

数分裂之后，那外遗传改变的特征就消失了。

8. 从交变休品 系研 究 遗传并建立种子贮

备 像步骤 7 那样试验 M2 、 M3 的试 管小植

物。到这一步，就可得到突变的稳定性及其遗

传方式的充分证据。于是把真正的突变体进行

有性繁殖， 建立种子贮备。

突变系的保持 植物组织培 养 之染色体

组，在连续继代培养历程中要变化。保持稳定

的突变体的方法，最简单的是贮藏再生植株的

种子。 或者是从突变细胞系再生成植株，取其

茎尖无菌无性繁殖。 不能再生植株的细胞系可

以放在液氮中低温贮藏[11 >1 2] 。

四、分离出的-些细胞系的特征

十年来报道的高等植物突变细胞系大致可

分为两大类 ， l'!11 营养缺陷型和抗性突变体。今

举例如下:

营养缺陆型

在高等植物方面很少见。最早有上述 Car

lson(1970) 的工作。近来有S巳vage等(1979)[1 3 ]

用 EMS 处理，从南洋金花悬浮培养分离出需

泛酸的营养缺陷型。

抗性突变细胞系

抗氨基酸或其类似物的 这方面工作最多

而又集中于人类营养必需 的 氨基 酸或其类似

物。不过迄今证明为真正突变体的屈指 可数

(表 2 ，参考 Maliga 1978[1 '>1 5 ] ) ，其 中一例

是: Bourgin (1978)用紫外线照射单倍体烟草

叶肉原生质体，以颊氨酸作选择剂，选择出抗

颖氨酸的烟草突变休。 它通过有性杂交，以孟

德尔遗传的方式作为单一等位基因以显性或半

显性传递这一特性。 用雄核发育的单倍体烟草

叶肉原生质体。开始密度为 每毫 升 105 原生

质体作液体培养，紫外线照射总剂量约 1x

103 尔格/平方毫米， 它把植板率减少到为对照

(对照是 40-80%) 的 40...L60% 。 照射组和对

照组都在暗处培养至少 6 天，然后移 到 2000

lux下 。 一个月以后，把能生民出的细胞群在含

不同浓度 L一缴氨酸的固体平板上试验抗性。

2-5 个月以后，把能生长的愈{jJ组织小块移

入为再生植株用的培养基。再生出的小植株一

方面用无菌抨插繁殖，然后移入花房;另方面

培养留一个侧芽的一段 1 厘米长的茎，在含

2mML-颊氨酸的培养基上，测定再生植株对颊

氨酸的抗性。 在含 2mM L一瓶氨酸 (这浓度允

许种子萌发但抑制l无抗性的表现型生 长)培养

基上，放 50 粒种子做萌发试验， 来试后代对

籁氨酸的抗性。在含4.3mM绷氨酸的平板上，

从照射组原生质体发生的 5 X 105 细胞集群中

得到 9 群是有抗性的:而从对照组 106 中则一

个也得不到。那 9 群中 ， 有 2 群转到不合撒氨

酸的分化培养基后没有活下来; 有 3 群不生

芽;有 4 群分化成小植株。用其中之一的地上

部外植体，在含不同浓度搬氨酸的培养基土，

试出它 (Valr-l)是抗缴氨酸 的。 Valr-1 植株

是雄性不育的、染色体数 41-49 ， 与野生型

(作父本)回交得的 FI 幼苗 ， 者1\ 像其亲本Valr-

1 植株那样，抗 2mM颊氨酸。从这 Fl 代的二

倍体植株自交得的 F2 幼苗中，无抗性的 16 ，

抗性的 340 Fl 与野生型相互回交 得 的 F2 幼
苗，无抗性的与有抗性的约各半[ 7] 。

抗抗菌素药物和抗按酸碱基类似物的细胞

系，可参看表 3 [14' [6 ] 。
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裴 2 氨基障和氨基酸类似物的抗性系

(此表根据 Maliga 1978 (1 4 ]增补后编成〉

氨基酸类似物 : AEC = S-2-氨乙基半脱氨酸 1 AZCA = 铃兰氨酸 1 DHL = δ 狂基赖氨酸 p

Eth= 乙硫氨酸 1 Hyp= 瓷脯氨酸 1 MS = S-，亚氨基甲亚磺酌丁氨酸 1 SMT = 5 -甲基色氨酸，

NOL= 正亮氨酸! PFP= 对-氛苯丙氨酸。

机制 : op-ac = 过量生产-积累 1 op-m= 过量生产-转变为阶类。

植株z 一=不可能 ， + =存在 ， ? =不知道， + E= 显示表现型， + N= 在植株水平选择。

遗传: R =隐性性状的 ， D = 显性性状的 ， S =半显性性i犬的， M = 陪性遗传。

种名 表现 型 机 ffJti 植株 遗传 文 献

假挪威械 PFP phe op-m 42 , 43 

拟南芥菜 AEC 减少 AEC 掺入 ? ? 36 

5MT try op-ac ? ? 36 

氨基酸敏感性 ? +N ? 47 

胡萝卡 5MT phe op-ac 7 

5MT 减少摄取 +E ? Widholm , 1974: Plant 

5MT try op- Ij.C 

Hyp pro op-ac 

Eth met op-ac 

PFP phe op-ac 

PFP , Eth , AEC , 5MT phe , met , lys , try op-ac 

5MT ， IAA 自养 try与 IAA op-ac 

大麦 AEC ? 

烟草 5MT phe op-ac 

AEC lys op-ac 

DHL lys öp-ac 

PFP phe op-m 

val ? 

thr 硝酸盐利用

MS ? 

5MT try op-ac 

水平昌 AEC lys op-ac 

马铃薯 5MT try op-ac 

5MT ? 

NOL ? 

小麦 5MT ? (不是 op)

玉米 AEC ? 

AZCA ? 

盲宿 Eth met op 

来=在含 AEC 培养基上选择出的 M2 胚。

十=两个有相加效应的位点。

Sci , Lett , 3:32 3 

十 E ? 46 

48 

48 

39 , 40 

44 

+ Sung , 1979: Planta 145:399 

+E* R 19 

7 

48 

48 

39 , 40 , 41 

+E D , S [ 7J 

35 
十 E R+ , S [1 7J 

+ [1 0J 

+E 4 日， [34 J

45 

? ? 50 

? ? 50 

+N + Widholm , 197 7: Crop 

Sci. , ]7: 597 

51 

51 

[15 J 
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褒 3 抗药细胞系(此表根据[14J增补后

编成。 所周缩写与褒 2 相同〉

种名| 表现型| 植株!遗传|文 献
假挪威械抗澳脱氧尿苦 54 

抗氮鸟嗦岭 55 
抗秋水仙素 31 

南洋金花抗氨基蝶岭 十 E ? 6 
胡萝卡 抗放线茵酣 十 E ? 9 

抗5-氟尿晓咬 +E ? 9, 56 ,[16] 

抗秋水仙素 ? ? 31 
大豆 抗 BUdR 57 , 58 
野生烟草抗链霉素 +E ? 33 

抗卡那霉素

抗氯霉素 +E 十 59 
烟 草 抗氯酸盐 +E R 10 , 52 , 53 

抗链霉素 +E M 17 , 18 , 23 , 59 , 
60 , 61, 62 , 63 ,64 

抗放线菌嗣 + 不遗传 13 
抗 BUdR 十 E S 15 ,[22J ,65 ,66 

11 67 
抗氮鸟喋岭 67 
抗 carboxin +E ? 68 
利用甘油 +E D [24J 

矮牵牛 抗链霉素 14 , 69 
单冠毛菊 抗氮鸟嘿岭 Jones , 1979: 

Theor. App1. 
Genet. , 54:81 

抗氮尿喀咬

抗病毒素的 最早是Carlson (1973)[17)用

烟草 Havana W isconsin 38 单倍体植株叶肉

原生质体或单细胞集群，经 EMS 处理， 植板

在MSO(MS，即 S-亚氨基甲亚磺耽丁氨酸，

其结构似蛋氨酸也似烟草野火病菌毒素，它能

使叶出现与感染野火病菌相同的缺绿病反应)

上， 选择得到抗 MSO 和抗野火病菌毒素〈尽

管抗性不及另一个栽培品种 Burley 21) , 并

增加游离蛋氨酸含量的突变休， 频率 10- 7。
选还有抗性的 3 个愈伤组织使其染色体加倍，

再生成二倍体植株，其中二株的抗性，在与野

生型杂交中表现为一个半显性基因的遗传。值

得注意的尚有 Gen~enbaçh 等 (1975 ， 1977 (1 8))

选出抗玉米小斑病长 蠕 强 菌 T 宗病 毒素的

Texas 雄性不育细胞质( cms-T ) 玉米的工作。

起初，他们选出对该病毒素有 抗性的自交系

A619 的愈伤组织。在没有选择压力 30 个月后

仍能维持其抗性，但不能再生出植株。接着，

他们用能再生植株又对该毒素敏 感的另一系

cms-T 基因型， BC , A188(T)。把它的不成

熟胚建立愈伤组织培养， 在逐步增高该病毒素

浓度上，生长 6 代以后(同时定期地再生植株，

试其抗性)，从白发突变选择出抗病 毒 素突变

体，而且大部分是雄性能育的。对该病毒素和

病原的抗性是一致的， 该抗性和雄性能育的特

性都只通过母体遗传。

抗氯酸盐突变体 Müller 等 (1978) (4)用

单倍体烟草茎发生的愈伤组织(n = 24) 悬浮培
养，加 ENU(NEU)诱变，选择得抗氯酸盐和

缺硝酸还原酶的突变体。悬浮培养以每毫升含

100 毫克愈伤组织(过 0.7 毫米筛的)的密度，

加 ENU 到 0.25mM。 旋转 培养 10 天后，以

20-100 毫克细胞/毫升浓度 ， 植根在含 20mM

氯酸钢的平板上 5-10 周。从 92 个 集 群中挑

出 64 个生长的，移入不含氨酸盐 的培养基，

培养至少 10 周，然后试对氯酸押 抑制生长的

抗性。有 9 个集群能生长最好而无坏死， 其中

7 系完全缺硝酸还原酶(NR丁 ; 2 系硝酸还原

酶活性低(少于野生型的 5%) ， 其再生植株仍

有抗性。分离出 3 年以后 ， 分 析 NR- 中三个

系 cnx-邸， nia-63 和 n i a-95 的染色体数目，

发现中期是 24，不过 60% 的 多于 24，可见

NR- 来自单倍体细胞。 NR-在以 硝酸盐作唯

一氮源上不生长，但在氨基酸上生长很好。认

为突变影响了硝酸还原酶的生物合成。

抗病毒素与抗除草剂的细胞系可 参 看表

4 (1 4) 。

此外，还有色素突变体(参看表 1 , Schi

eder 1976(5) , Krumbi ege l 1979(6) ) , 对温度

敏感的变异型 (Malmbe rg 1979(1 9 ) ) ，利用甘

油作唯一碳源的烟 草突变植 株(Chaleff 等

1978[24))利用麦芽糖的大 豆 细胞系 (Web e r
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表 4 其他一些抗性细胞系

〈此表根据[1 4 J增补后编成。所用缩写与表 2 相同〉

表现型节名 | 叫遗传 | 文献
耐 铝

抗寒

番 茄 77 

野生烟草 + 不遗传 74 , 79 

辣 椒 79 

挪威云杉 ? ? 80 

玉 米 +E M 72 , [18J 

甘黑 +E ? [30J 

+E ? [30J 

+E ? [30J 

cd D E + 草烟

F
A、

ρ扩
酸

←
一
时
苦
与
民
叫
均
以

抱
抱
才
病
剂

L
M

蠕
蠕
斗
霉
草
-
时

F

基
氯

长
长

F

毛
除

i
氨
三

抗
抗
抗
抗

F

…

3-氨基-1 ， 2 ， 4-

三 l坐

2, 4-D 

+ I ? 81 

野生烟草 ? ? 

胡萝 |、 不遗传

橙 + ? 

野生烟草

烟草 I ? I ? 

+E 

73 
2 

82 

73 , 83 

84 
Nabors 等

1980: Z. Pf
lanzenphys

io1., 97:13 

83 

? I 82 

耐盐

辣椒

橙 I ? 

1980[20])等等。 目前， 至少从 21 个植物种在

细胞水平分离出了 85 个表现型，其中有 24

个表现型巳再生出植株，而其中仅有 10 例

正式报告证实了所选择的特性能有性传递(表

5 )。

五、突变细胞系的利用

高等植物突变细胞系的利用可能主要有三

方面z

1.研究细胞遗传，识别原生质体融合的

杂种。在微生物和动物细胞杂交研究中，利用

营养突变体来选择杂种细胞已是普遍采用的方

法。突变体可作为遗传标记或通过遗传互补来

选择体细胞杂种。若表现型相同的两个突变体

? 

褒 5 从组织培养选择出的特征

能有性传递的正式报告

表现型 |种 名 i 文献
抗 s-亚氨基甲亚硕'即t

丁氨酸

次黄喋岭营养缺陷型a

赖氨酸营养缺陷型u

烟草 I [17] 

烟草 I Carlson等 1973:1n

烟草 I "Genes , Enzymes 

and Populations" 

(A. B. Srb ed.) 

PP99-107 : 

烟草 I [21J 

烟草 I [22J 

烟草 I [7J 

抗链霉素

抗 5-澳脱氧尿昔

抗细氨酸

抗4-氨基寸， 5, 6-三氯

日比览竣酸(Picloram)

利用甘油作为唯一碳源

抗异熠脐

抗玉米小斑病长蠕抱茵

毒素

a 无详细研究。

草
草
草

烟
烟
烟

玉米 I [1 8J 

杂交以后恢复了正常的代谢功能时，这表明两

者的表现型变化是彼此不同的基因突变结果。

例如，抗氯酸盐的两类 NR-: cnx 和 nla o 当

硝酸盐诱导的 cnx 与硝酸盐诱导的或无诱导

的 nla 一起匀浆，在提出物中可检出 NADH

硝酸还原酶，即此两突变体之硝酸还原酶可在

体外重组恢复(Mendel 等 1978)。从这两突变

体制备原生质体，彼此融合后产生的一些愈伤

组织，能在含硝酸盐培养基上生长。这表明形成

了杂种细胞，它是两个突变体的互补，也重组恢

复了硝酸还原酶活力 (Glim e lius等1978[26]) 。

又例如，野生烟草(N. sylvestris) 两个抗氨基

酸类似物的细胞系: 抗 AEC 和抗 5MT 的，

两种原生质体融合得的杂种细胞具有双抗性;

从而能够选出体细胞杂种，并鉴定两个系的抗

AEC 特性是显性，抗 5MT的是半显性(White

等 1979[27]) 。

2. 研究细胞生理、阐明代谢过程。例如，

上述的 Mendel 等 (1980) [28 ] 对缺硝酸还原酶
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烟草突变体细胞作进一步的生化鉴定，认为，

仅保留与硝酸还原酶关联的 NADH 细胞色素

C 还原酶活力， 但缺乏黄瞟岭脱氢酶活力的

cnx，是它的基因功能受了损伤， 那些基因功

能是合成活性的含锢 辅因子所必需的;而

NADH一细胞色素 C还原酶活力丧失，但黄嘿

岭脱氢酶活力不受影响的 nla，是它的硝酸还

原酶蛋白结构基因有一突变。也就是说，烟草

有活力的硝酸还原酶，至少由 NADH-细胞色

素 C还原酶和含相辅因子两部分组成。又例

如， Hibberd 等 (1980)[29 ]从玉米栽培品种l

Black M exican Sweet 不成熟胚发生的舍、伤组

织白发突变，选出抗赖氨酸+苏氨酸的突变体

033. 其游离赖氨酸、苏氨酸、异亮氨酸和蛋氨

酸增加 2-9 倍，分析天门冬氨酸激酶对其反

馈抑制物赖氨酸的 Ki，也比野生型高约 9 倍。

在六十年代，发现植物光呼吸。有些植物的光

呼吸强度可达到光合作用的 1/3。有人认为光

呼吸是一种损失。 Berlyn(1980)[叫用单倍体

烟草悬浮培养分离获得抗异烟阱(lNH， 光呼

吸的一种抑制剂)的烟草突变植 株， 其种子

后代发生的愈伤组织是抗 INH 的。他讨论了

选择出的表现型与光呼吸作用可能有的联系。

3. 利用有益突变， 研究改良栽培品系的

性状。从 Ca r1 son (1973) [ 17 ] 、 Gengenbach等

(1977) [1 8]和 Hibb e rd 等 (1980) [叫的工作，

加上 Heinz 等 (1977) [叫 从甘膜的敏感品系中

选择出抗病的亚无性系， 包括抗斐济(Fiji)

病，抗鞠枯病和抗毛霉病的。 Shepard 等

(1980) [3 1 ] 从马铃薯叶肉原生质体再生的植株

群，分离出抗马铃薯早疫病交链抱感染的早疫

病的无性系。还有 Behnke(1980) [也]选择得到

抗马铃薯疫霉培养滤液的马铃薯愈伤组织培

养，其再生植株能抗晚疫病等试验，暗示突变

体研究提供一种简便的方法，可能获得生产上

有用的变种[ 33-叫。但这可能性受到的限制，

除了获得所希望的突变体之频率低这一天然的

缺陷之外，尚有: (1)变异细胞系能否保持再

生成植株的能力? 往往是用传代不久的组织培

养来分离突变体，才能再生出植株和杂交成

功[14 J 。 也可以 -面选择一面进行再生植株的

试验，像 Genge nbach(1977) l l 叫 。 (2) 再生

的植株能否保持有性繁殖能力? 再生的植株不

一定都是能育的，这就要求扩大选择的数量。

(3) 在脱分化的细胞水平上选择出的特性，能

否在所需要的特定部位表达出来? (4) 即使获

得所需某一特定性状的突变个体，还要不损害

其他优良的经济性状。 有时即使萌发的种子有

抗性，但幼苗不能进一步发育，像 Cha1eff 等

(1978)报告的实验结果[ 23] 。 上述种种都要求

提高设计选择系统的技巧。 当大大发挥植物组

织培养的潜力和提高诠计技巧时，改良栽培品

系的机会也将不断增加。

最后谈谈我们的实验结果。 ;我 们用 EMS 、

诱变烟草愈伤组织，以 4一氧赖 氨 酸(OL) 为

选择剂，得到抗 4-氧赖氨酸的烟草突变 细胞

系。

用烟草(革新 5 号)叶片发生的愈伤组织培

养，在含 OL 19/1 的培养基上连续转培三代。

接种回不含选择剂。L 的培养基上，转培六

代。然后用 2%EMS 处理 2 小 时。选择能生

长的愈伤组织小块，到 含 OL 但/1 的培 养基

上培养，从中再挑选能继续生长的组织。这样

选择得到抗 OL 的烟草愈伤组织突变体。这突

变体对 OL 抑制生长的抗性比亲本高十倍多，

它离开选择剂转培 36 代 (31 个月 )以后仍然是

稳定的。这突变体对乙硫氨酸 (Eth) 和 5MT

不表现交叉抗性。它比其亲本积累赖氨酸多一

倍， 过氧化物酶同工酶谱带呈现变异[ 3 6] 。 从

这一突变细胞系诱导培养，再生出植株。再生

植株与起始的野生型植株的形态不同: 叶片形

状较狭长，花冠退化。少数 植株开出不整齐

花，也能见到萌果。从再生的植株叶片发生次

级愈伤组织培养。检查次级愈伤组织培养对

OL 的抗性，赖氨酸含量和过氧 化物酶同工酶

谱带。证实了与其野生型亲本不同的上述三项

特性者E能通过再生传递在次级愈伤组织培养上

表达[37J 。
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