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体倍性的调节， 体细胞的全能性，以及雄性不

育机理，远缘杂交的遗传机制等。杂交瘤技术

方面还有待方法学上的突破，如人-人 B 淋巴

细胞杂交瘤 、 致敏淋巴细胞的体外转化为瘤细

胞等探索性研究。 合成含有特定遗传信息和能 ·

分裂的染色体用于高等生物遗传工程是国内外

已受到重视的 ， 长期的努力目标。

总之，从胡克发现细胞三百二十年来，细

胞学经历了古典细胞学时期 、 实验细胞学时期

演变成细胞生物学后，前进的步伐越来越快了。

目前国外细胞生物学的研究非常活跃，发展非

常迅速。 联合国科文教组织曾经选择细胞和大

脑这两项课题作为生命科学中要特别注意发展

的领域，足以见其重要。我国细胞生物学基础

理论研究十分薄弱，研究水平、规模和设备条

件和国外先进水平相比， 差距都很大。很多重

要领域 ，特别是分子细胞学工作几乎还是空白。

原来较有基础的工作，如卵球的成熟、 受精 ，

胚胎诱导和细胞分化，细胞核穿壁和核更新等

长期中断后，正在逐渐恢复。 不过近年来在细

胞核移植， 也细胞培养， 胚胎表皮传导， 单倍

体育种等方面仍取得了-定进展。中 国科学

院和不少大学建立了专门的研究所、 实验室并

设置了细胞生物学专业培养专门人才。过去从

事遗传学和胚胎学研究的许多人也转到细胞生

物学方面来，新培养出来的青年人才也不断参

加细胞生物学的行列。 只要我们准确地把握着

细胞生物学发展的主要趋向 ， 集中力量狠抓关

键问题的研究，同时大力开展细胞及细胞器结

构与功能以及细胞工程方面的基础性问题的研

究，就有可能较快地提高我国细胞生物学水平 ，

加快整个生命科学前进的步伐。

(1 985 年 11 年 14 日)

高等植物细胞突变体

何卓培

(中国科学院上海植物生理研究所〉

引言

植物细胞和组织培养 研究的是人工控制

的、 无菌的条件下培养植物的离体部分，它的

培养和繁殖， 及其有关的生物学问题。利用植

物组织培养材料遗传的保守性，有z 种质库、

无性系快速繁殖(试管茵)和生产有用化合物等

方面的研究与应用。 利用其遗传的变异性，则

有 g 体细胞无性系变异(somaclonal variation) 、

体细胞杂交 、 突变体和基因工程等方面的研究

与利用 F 后三者也属于遗传操作的范畴。突变

所涉及的遗传操作对象，可以从基因内的一个

突变子到染色体组或细胞质基因组、 质体基因

组。 用植物组织培养作突变研究的有利之处

是z 可以用单倍体、 二倍体以至多倍体细胞，

在比田间试验小得多的空间和较短的时间 ， 于

人工控制的环境中操纵大量的基因组， 在植株

水平回收所发生的遗传修饰(性状)。其不利之

处是z 在细胞水平上选择出的变异不一定都在

再生植株水平上表达E 与微生物相比， 植物细

胞的群体倍增时间(一般约 2 天)慢得多 ， 和难

以得到单细胞 (除非是原生质体)的材料。

1959 年 Melchers 和 Bergmann 首 先 报告

本文部分内容曾在植物分子遗传和基因工程研究

工作会议(1984 年 12 月上海)上报告。
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12 细胞生物学杂志 1986 年

了从金鱼草悬浮培养筛选温度突变体的尝试。

CarJson (1 9 70 )从单倍 体(占 60~85% )烟草细

胞悬浮培养经甲基磺酸乙醋诱变，选择出渗漏

的营养缺陷型。 Heim町 等 (1 970) 以硝 酸 盐作

唯一氮源时， 分离出抗苏氨酸的烟草细胞系。 ，

Binding 等 (1 970) 从单倍体矮牵牛愈伤组织，

分离出抗链霉素细胞系。 此后的一系列工作，

把植物细胞培养领进遗传学的 领域 。 到 1 98 0

年以前的进展，已有详细的综述[1， 2 ] 。

到 1 98 4 年春， 至少 已 有得 到 1 45 个变异

细胞系的报道， 它们分 别属于从 20 个不同的

植物种 (species )选择出的 53 种表 现型。不过 ，

其中只有一小部分已确证是真正的突变体。 这

就涉及称作为突变体的ζE作标准问题。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。 可是， 直接分析比较高等植

物细胞 DNA 一级结构 目前在实验上 难以实

施。 Maliga 认为 ， 证明变异的表现型再生成能

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。者:从

变异的细胞不能再生植株或再生植株不育， 可

先实行体细胞杂交使其能再生或可育 [S]; 或者

是能证明在变异的细胞中有变化了 的基 因产

物，例如有与野生型不同的氨基酸顺序的酶， 也

是突变的证据。把不具备遗传的或分子的证据

的变异细胞系，称为变异体(variant) [ 3 ] o Flick提

出 了四个特征来给一突变体下定义: (1 ) 突变

体是以低频率发生。 ( 2 ) 离开选择压力后，突

变体应当是稳定的。下面的标准就需要再生植

株; (3)植株再生以后，突变 细胞系应当保持

稳定z 从再生植株所发生的愈伤组织培养，应

当表达其被选岸出的表现型。 (4 )一种选择出

的表现型能通过有性传递保证它是突变 [ 4]。目

前， 国际上未有统一定论。 鉴于到 1983 年 ，

与遗传改变的表现型形成对照，由后生变化

。pigenet ic change )所致的表现型， 是倾向于

在再生植株或其后代不表达的[町 ， 笔者认为，

具备第 (3)证据的， 可认定是突变体， 具备第

(4)证据的， 确证它是突变体。

还值得-提的是， 生物界的千差万别和对

事物认识的发展告诫我们， 不应当仓促抱住任

何绝对标准 。 例如， 非整倍性就可以不是通过

自己子传递。故对上述工作上可使用的标准， 不

应该太刻板地使用 [ 5 ]。此外， 植物组织培养物

的突变不一定在其再生植株中表达。例如 ， 有

被挑选出来的变异特征仅在细胞水平表达而在

其植株水平芬表达的事例。象z 抗 5一甲基色氨

酸 ( 5 MT) 的烟草细胞系生产色氨酸多于正常 ，

并有改变了的邻一氨基苯甲 酸合成酶， 但这些

特征在再生植株的叶片中不表达，而从再生植

株发生的培养物中表达 [ 6 J。抗异烟脐 (INH ) 的

烟草愈伤组织培养物， 再生植株和其自花受精

后f:1t植株叶片， 三者线粒体中的甘氨酸脱竣酶

都对 INH 较相应的正常型表 现不 敏感F 但只

是愈伤组织才抗 INH。 即抗 INH 细胞系再生

植株有性后代幼苗 的生长， 对 INH 表现与正

常幼苗一样敏感， 但从这 些抗 INH 细胞系再

生植株所建立的愈伤组织培养物，则是抗 INH

的。可见， 此例中 INH 抗性有其遗传基础，

而抗性的表达则仅限于细胞水平 [7]。与之类似，

抗瓷基腮的烟草愈伤组织突变体，从其再生植

株和足有性杂交后代所建立的愈伤组织部表现
抗起基服 ， 但其植株水平则不抗瓷基腮[ 8J 。 自

然 ， 也有被挑选出来的全部变异特征， 既能在

细胞水平又能在植株水平表达的事例 [9J。例

如 ， 抗 5 MT 的南洋金花细胞系和其再生植株

叶片都能表达z 抗 5MT， 改变了的反馈控制

酶邻一氨基苯甲酸合成酶(对色氨酸反馈抑制不

.敏感)和积累游离色氨酸三项变异特征 [ 1 0 J。故

由此可见， 为检查变异的表现型能否通过有性

传递， 有时需要从植株再发生组织培养物， 在

细胞、 组织水平进行检查。

筛选出的-些突变体和蛮异体

营养缺陷型 DNA 转化的 受体、体细胞

杂交和代谢研究都对营养缺陷型有需要。不过 ，
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目前难于得到单 f击性的、 大量的和植板率高的

原生质体， 并能再生可 -p:f植株的实验材料， 致

筛选得到的营养缺陷型很少。 已得到的有: 需

泛酸的、 需腺嘿岭的、 需异亮氨酸+嫩氨酸的

南洋金花， 需组氨酸的、 需色氨酸的 、 需烟酸

的饨叶 天仙子 (Hyoscyamus mut icus)和需异亮

氨酸的、 需亮氨酸的和需尿l密驼的白花丹烟草

(Nicot iana plumbα'ginifolia) 。

抗氯酸盐的 氯酸盐可被硝酸还原酶作为

底物而转变为次氯酸盐， 次氯酸盐毒害细胞。

硝酸还原酶缺陷的细胞表现抗氯酸盐。也选择

得到含硝酸 还原酶活 力的抗氯酸盐烟草细胞

系。 但只对硝酸还原酶缺陷型烟草突变体作了

详细研究。

抗氨基酸或氨基酸类似物的 这类选择剂

因其抑制合成对应的天然氨基酸致细胞饥饿，

或因类似物掺入蛋白质而发生毒力。对选择剂

表现抗性的原因， 可以有: 氨基酸生物合成途

径的关键酶对反馈抑制不敏感， 于是超过常额

地生产对应的天然氨基酸; 并且这种过量的氨

基酸能稀释类似物而阻止其掺入蛋白质发生毒

力。 也可以有并不导致氨基酸积累的原因，例

如是减少或拒不摄入 ， 或者是摄入后把选择剂

分解和转化而解毒。这类选择剂集中于人类营

养必需的氨基酸或其类似物。七十年代这方面

工作较多， 八十年代转到侧重对植株再生及其

游离氨基酸积累的研究。已经遗传鉴定的突变

体有z 抗 S一亚氨基甲亚磺眈丁 氨酸(MS)并积

累游离蛋氨酸的烟草，抗野l氨酸的烟草，抗氨乙

基半脱氨酸(AEC)并改变了二氢吭吭二竣酸合

酶和积累游离赖氨酸的野生烟草。还有抗(赖

氨酸+ 苏氨酸)并在其籽粒增加苏氨酸的玉米

和大麦。

Hibberd 在I Green(1982)用玉米未成熟胚发

生愈伤组织，转培到第3 代，用 NaN3 对约 20mg

鲜重的愈伤组织小块进行诱变处理。培养 8 天

以后 ， 用赖氨酸 +苏氨酸( 各 2 mM)选择。有

再生植株。抗性既能在从抗性的胚发生的组织

培养水平表达抗性， 又能在抗性植株的根和地

上部表达抗性。游离苏氨酸含量: 在抗性的胚

发生的培养物中增加 6 倍， 在纯合的 Ltr ' -19

植株的籽粒中增加 75---100 倍。总的苏氨酸含

量在该 种 籽粒中增加 33---59 %。突 变 体

Ltr .-1 9 的位重 ， 每粒的蛋白 质含量及蛋白质

中的苏氨酸含量都与对照相似。 其对赖氨酸 +

苏氨酸的抗性是单 一核基 因以显性传递 [ I IJ 。

抗抗菌素药物的 有抗林肯霉素的白花丹

烟草突变体，而研究得最透的是抗链霉素烟草

突变 体。低浓 度 (250 ---500随时-1) 的 链霉素

(str) 抑制愈伤组织使它不能变成绿色 ， 这是由

于抑制了 叶绿体类囊体的形成。较高浓度的

str 抑制愈伤组织的生长， 这与这 类抗菌素抑

制线粒体和叶绿体内的蛋白质合成有关。

最早是 Maliga 等 (1 973)取烟草和野生烟

草的单倍体，用愈伤组织块于含 str 的培养基

上选择 ， 所用 str 浓度是抑制愈伤组织转绿色 、

也抑制生芽和细胞分裂的浓度，愈伤组织无论

切成 50 mg 的小 块还 是 250 mg 的大块，都可

以分离得到抗 str 突变体。抗 str 的烟草突变

体是细胞质遗传的。 以后，他们进一步的工作

证明 ， 抗 str 烟草突变体之抗 str 的决定因子

在叶绿体， 发现至少有一种改变了的叶绿体核

糖体蛋白质。

而抗 str 野生烟草一突变 体对 str 的抗性，

则是按孟德尔遗传的方式以隐性传递的。

抗除草剂的 较详细研究的头一例是抗

picloram ( 4一氨基-3 ， 5, 6-三氯 口比览竣酸〉的

烟草。 Chaleff 和 Pars，ons (1978)把培养的细胞

植板在补加有除草剂的培养基上， 分离出抗

picloram 的几株烟草突变体。从 5 个分离出的

系再生出植株， 其中之 3 个 (PmR 1, PmR 2 和

PmR 3)的抗性是归因于单个核基因的显性突
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性的位点连锁这种现象，颇值得注意[12 J 。

近来 ， Cha l eff 等(1 984)还用花药培养得

的单倍体炯草幼叶发生愈伤组织培养物， 从它

筛选得到抗两种磺眈基腺类除草剂 (chlorsulf一

uron 和 sulfometuron methyl)的烟草突变体。

再生植株也抗该除草剂。 抗性都是以单个显性

或半显性突变遗传。那两种磺耻基服除草剂都

强，裂抑制正常细胞 提出物中乙眈乳酸合酶

(ALS)活力 。 但抗 chlorsulfuron 的 S4 突变纯

合植株则含有对那除草剂不敏感的 ALS，而

且， 在杂交中它与抗性表现 型→缸分离 (cose­

gregate) [9 ， 12'J ; 从而证实， 产生了一改变了的

酶是 S 4 突变休抗业的基础。

这方而工作， 在实用上是希望得到能够用

价廉、 高效除草剂的新的栽培品系。不过， 目

前尚未见有在大田试验抗性的报道。

抗病的 最早是 Carlson (1 973)筛选得到

抗 MS， 抗野火病 (尽管抗性不及另)栽培品

系 Burley 2 1) 和增加游离蛋氨酸含量的烟草突

变体。 后来 ， 有抗玉米小斑病长蠕抱菌 T 宗病

毒素〈一种对询:主专)的毒素)的 玉米 (雄性能

育的); Brettel 等 (98 0)证实了这事例， 并指

出有相当一部分抗 T 毒素的再生植株是来自

体细胞无性系变异的[1 3 J。伴随 着对 T 毒素抗

性和他性能育的主异表型，有钱 粒体 DNA 的

变化[川， 1 5 J 。 还有抗墓点霉病的油菜植株， 及

抗马铃薯疫再培养施 浪的 马铃薯愈伤组织培

养 ， 其再生植性抗!晓疫病原等。

此外， 还有:利用甘油作唯一碳源的烟草

突变植株; 抗核酸Ñ在基类以 物的突变体;耐

盐、耐旱等环境胁迫的变异体 ;抗重金属离子的

变异体和发育改变的变异体以及温度敏感的变

异体等等。

到 1 984 年春， 至少有 68 个细胞系已有再

生植株，官们分别属于从 18 个植物种诠 择出

来的 4 3 种表现型。其中只有 十余例作了遗传

分析 (绝大多数是烟草 ) ， 稍多的变晃体有些生

化分析， 可参雷附表 1 ， 2 。近几年的显著进

展址: 一 、 JTJ(在倍休材料分离出一些营养缺陷

型F 二、 得到期望有实用价值的突变体数目增

多了。对再生有困难的材料，则用能再生的愈

伤组织或胚培养来进行筛选; 三、 把组织培养

诱导得到的遗传变化 ， 不再认为仅仅是不希望

有的结果， 而视之为得到有价值的遗传变异的

机会 [ 3 J 。

细胞突变体的利用

主要有三方面z

1.是遗传学和遗传工程研究的好材料

可能有下列诸方面

1- 1 提供细胞遗传操作适用的选捧标志

突变体可作为遗传标志或通过遗传互补来选择

出体细胞杂种。体细胞杂交的两个原始材料，

其←抗A ， 另-抗 B， 两原生质体融合得的杂

种细胞具有双抗性 (抗 A + 酌， 从而能够选出
体细胞杂种 [16 ， 17 J 。

1一2 分析控制性状的突变基因和帮助作

染色体囱[ 18J 若表现型相同的两个突变体，

杂交以后恢复了正常的代ì~j功能时， 这表明两

者的表现型变化， 是彼此不同的基因突变的结

果。 例如 ， 抗氯酸盐的两类硝酸还原酶缺陷型

突变体: cnx 和 nia o 当 硝酸盐诱导的 cnx 与

硝酸盐诱导的或无 诱导的 nia 一起匀浆，在提

出物中可以检出 NADH-硝酸还原酶 ， 以p此两

突变体之硝酸还原酶可以在体外五补重组恢复

(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，在台

硝酸盐作唯一氮源的培养基上能够生长。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 [1 9J 。

1- 3 用抗抗菌素的细胞质基因 研究细胞

器遗传学。

1一4 识别特定的基因 用 Ti 质粒把DNA

整合入突变体细胞， 基于互补来识另IJ特定的基
因 [20 J 。

1- 5 试验把 DNA 顺序插入整合作定向

J录"i'r，: [ 20 J 
仇" 二支 o

2. 了解代谢和发育过程及其调节 例如，
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Mendel 等 (1 980)对两类缺硝酸还原酶烟 草突

变体， cnx 和 nia ， 作 进一步的生化 鉴定， 阐

明 ， 烟草有活力的硝酸还原酶至少由 NADH一

硝酸还原酶蛋白和含锢辅因子两部分组成，如

图示z

NADH.- ，!i 白白 ìf l) ; l.í~.J

NADH-细胞色埠iC还丁点酶!ilí ~还自;(晦

黄嘿岭脱氢酶
酶蛋白

7 货 ~~n'~}悦氯酶

又例如， 上述的抗除草剂 chlorsulfuron

的 S 4 突变纯合烟草，有对该除草剂不敏感的

乙酌乳酸合酶， 它与抗性表现型在杂交中一起

分离 ， 这确定了该除草剂作用原理是抑制乙眈

乳酸合酶 [1 2 . ]。还有，温度敏感的胡萝 卡变异

体改变了体细胞的胚胎发生[2 1 ] 。

3. 筛选有益突蛮，获得 有实用价值的新

品系 抗赖氨酸和苏氨酸并增加籽粒苏氨酸含

量的玉米和大麦 [11 ， 22]和抗除草剂的闹革， 以

及用。OCoy 射 线照射处理后筛选出的熏衣草

(Lavandula vera) 细胞系 ， 其游离生物京含量

增加较多，可比亲本植株叶中含量多 6 fg: [ 23 ] 。

这些工作都提示，筛选突变体有可能改良农业

或药物生产品系。 获得有实用价值的新品系之

最大限制 ， 看来有: (1) 在细胞水平 上筛选出

的特姓， 能否在所需要的特定部位表达出来?

从上述介绍的事 例可知[卜 11 ， 2月 ， 目前还不清

楚基因的组织特异性表达影 响到 何种程度。

(2) 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[22]。这就要

求大量工作和提高设计选择系统的技巧， 当充

分结合分子生物学的成就、 大大发挥植物组织

培养的潜力和提高设计技巧时，改良生产品系

的机会也一定不断增加。
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