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  目前, 在水稻的遗传改良中主要存在2 大难题: 一是如

何在现有基础上提高水稻产量, 二是如何有效地固定杂种优

势。为此, 研究者主要围绕创造遗传性变异材料、筛选优良

新种质、稳定优良基因型和扩大优良基因型群体4 个方面进

行探索性研究[ 1] 。经过不断探索, 在众多的育种方法中, 无

性系诱导、培养和筛选无论在创造丰富多彩的遗传性变异个

体方面 ,还是在筛选具有实用价值的优良新种质方面都具有

其独特的优越性。

1959 年,Melchers 和 Bergman 首次尝试了利用植物组织

培养的方法诱导体细胞突变体, 随后,Heinz 和 Mee 又分别从

甘蔗的幼叶和幼茎的无性系愈伤组织中获得了具有优良品

质价值的再生植株。此后,利用组织培养的方法诱导遗传性

变异材料就成了作物遗传改良的重要方法之一[ 2] 。Larkin 等

将这种在植物组织培养过程中所出现的新变异称之为体细

胞无性系变异( Somaclonal Variation) [ 3] 。王关林等通过观察体

细胞在培养过程中不同阶段的变异情况,将体细胞无性系变

异的范围划分为培养细胞的变异、愈伤组织的变异和再生植

株的变异[ 4] 。在植物组织培养的各个阶段中 ,体细胞无性系

变异都是非常普遍的现象。研究者已经将这种变异方法应

用于多种农作物的遗传改良中, 其中水稻领域的研究效果最

为突出。

1  体细胞无性系变异特点及机理

大量研究结果表明, 体细胞无性系变异有明显的特点 ,

主要表现在7 个方面: ①变异频率高。变异频率一般都在

1 %～3 % ,在个别物种中可以达到25 % ～100 % [ 5] 。以香蕉

为试验材料进行无性系诱变, 其表现型变异率高达90 %。②

大多数作物无性系变异范围比较广泛。体细胞无性系变异

涉及到的性状主要有数量性状、质量形状、染色体数目和结

构的变异、DNA 扩增和减少、生理生化特性的变化等, 其中以

株高、叶型、穗型、粒型、熟期、分枝特性等为主的数量性状变

异最为突出。③后代稳定比较快。通过对无性系变异植株

后代遗传稳定性的长期观察, 研究者发现一般体细胞无性系

变异经过2 代就可以稳定遗传,这样就可以较快地选择优良

性状, 大大缩短育种年限。④保持物种原有优良性状。无性

系变异可以改变原有物种的1～2 个性状, 因而可以针对现

有品种的个别缺点进行筛选, 特别对熟性、矮杆及粒型等性

状的筛选 ,避免了由于基因重组带来的诸多麻烦。⑤活化潜

在的隐性性状和显性性状。由于在无性系变异产生的后代

中不但可以出现显性性状的改变 ,而且可以激活一些外植体

所没有表现的隐性性状的变异( 如雄性不育, 雌性不育 ,矮杆

等) ,这就扩展了变异类型, 丰富了变异材料。⑥取材方便、

绿苗率高。利用无性系变异所选取的外植体一般为植物未

成熟胚、成熟胚、幼穗、下胚轴、子叶、幼芽等幼嫩部位, 因而

不受季节的限制, 取材方便。另外 ,这些部位的外植体经无

性系培养后的再生绿苗数量高、白花苗少。⑦起点高、效率

高。研究者对无性系培养的再生植株研究发现, 选用现行最

好的品种( 系) 作为起始材料,只需精心选育就有可能筛选到

超出现有水平的品种, 并且新品种无需要多年适应性试

验[ 2] 。

目前体细胞无性系变异产生的机理研究还不是很成熟 ,

经过二十几年的探索 ,研究者发现产生原因可能涉及以下7

个方面。①外植体细胞先存的变异。外植体细胞先存的变

异主要源于染色体数目的变异, 其中较常见的是多倍化变

化。这些多倍体细胞产生的原因可能是因为在外植体细胞

中,已有的多倍体细胞发生了分裂启动, 在分裂过程中, 其

DNA 进行复制, 但不进入有丝分裂, 从而产生了多倍体细

胞[ 2] 。当外界条件发生变化时( 不同的离体培养条件、不同

的生长激素配比等) ,这些细胞的发育就会改变方向, 产生诱

导分裂, 从而导致愈伤组织细胞多倍化变异。②染色体数量

和结构的变异。在目前的研究中, 染色体数量和结构的变异

被认为是无性系变异发生最主要的证据和来源。研究者在

培养的愈伤组织细胞以及再生植株突变体的体细胞中观察

到了染色体数量和结构的变化。在大麦、小麦、水稻、甘蔗等

的愈伤组织中,再生植株或原生质体等都出现了广泛的染色

体数量变异( 如非整倍体、多倍体和双二倍体[ 6] ) 。Singh 在大

麦的愈伤组织中观察到了单倍体( 2 n = X= 7) 、三倍体( 2 n =

3 X= 21) 、四倍体( 2n = 4 X= 28) 、八倍体( 2n = 8 X = 56) 等细

胞[ 2] 。无性系变异还涉及染色体结构的变化。当染色体出

现易位、重排、丢失以及倒位等现象时 ,无性系变异除单价体

外, 还会出现多价体( 如三价体、四价体及异性二价体等) [ 7] 。

③基因突变。通过对大量无性系变异材料进行离体培养, 研
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究者发现, 植物外植体经过离体培养, 愈伤组织由脱分化到

再分化过程中常常伴随着基因突变。对水稻、玉米、烟草等

的基因检测表明, 单基因突变的再生植株后代表现出典型的

孟德尔隐性遗传[ 8] 。在水稻抗盐突变体的研究中曾发现变

异植株的第7 号染色体上有2 个基因连锁位点发生突变[ 2] 。

④基因的重组。体细胞无性系变异也可能是因为在组织培

养过程中, 体细胞经历脱分化时 DNA 分子内部核苷酸序列

发生了重新排列。Das 在玉米栽培系的培养细胞中发现, 由

于DNA 复制过程中的同源染色体重组或丢失, 导致玉米贮

藏蛋白基因座位发生了高频率的基因重排现象[ 9] 。在研究

线粒体 DNA( mtDNA) 和叶绿体 DNA( cpDNA) 时发现, 经过组

织培养过程,mtDNA较 cpDNA 有很大的变异。Hartmann 观察

到小麦幼胚愈伤组织继代6 次后获得的再生植株的线粒体

DNA 发生了重排,并且培养时间越长, 再生植株mtDNA 变异

程度越大[ 10] 。⑤DNA 的碱基修饰。在植物的组织培养中 ,

有的组织器官经过一段时间培养后, 基因组中碱基就会发生

某种化学修饰, 其中DNA 的甲基化最为明显。Brown 在1989

年发现 ,玉米体细胞无性系的有些再生植株与对照相比是超

甲基化的, 有些更容易被 Hpa II 切割[ 11] 。1991 年,Brown 等

又在玉米的愈伤组织和再生植株中发现了 DNA 甲基化和碱

基顺序的变化[ 12] 。⑥DNA 的扩增与减少。研究者发现植物

的高等器官在分化和环境胁迫条件下, 某些特定的基因拷贝

数会发生增加或者减少。20 世纪90 年代 Wang 等从栽培稻

及其悬浮培养物中提取 DNA, 与同位素标记的 DNA 高度重

复序列探针进行杂交,在未分化的培养细胞中检测到高度重

复序列扩增了 75 倍[ 2] 。在体细胞无性系变异中, 核糖体

DNA(r NDA) 及其间隔序列和一些重复序列最容易发生 DNA

序列丢失。Breettel 等观察到小黑麦( Triticale) 再生植株1R 染

色体上rNDA 间隔区序列减少80 % [ 13] 。在水稻愈伤组织和

花药培养中也发现大量DNA 片段拷贝数减少以及大片段叶

绿体 DNA 丢失。⑦转座子激活。McClintock 通过对玉米体

细胞无性系再生植株研究认为, 转座子的激活源于染色体的

断裂和重排及碱基的甲基化[ 14] 。转座子一旦被激活 , 就可

以在基因组中从一个位点跳跃到另一个位点,它们的插入和

解离, 直接影响到相邻基因的表达, 从而导致基因组产生一

系列明显的变化[ 15] 。通过对水稻的一种逆转录子 Tos17 的

检测, 研究者发现 , Tos17 的插入和解离导致所在的基因发生

变异, 并且随着继代时间的延长 , Tos 17 的拷贝数增加, 从而

增大了无性系变异的频率[ 2] 。

体细胞无性系变异受到外植体材料、培养条件以及外部

条件等因素的限制。从外植体的结构来看, 当外植体来源于

染色体数目或倍性较高的嵌合体时, 体细胞可能发生高频率

的突变。在果树的组织培养中, 叶片、根段、茎段等未分化形

成分生组织的外植体突变频率要高于茎尖、腋芽等具有分生

组织的外植体。在组织培养中, 改变培养基的成分、剂量以

及激素的配比浓度等也能改变突变频率。李士生等对小麦

愈伤组织细胞染色体的跟踪研究发现,6- BA、AgNO3、2 ,4- D、

蔗糖浓度等均能影响到小麦愈伤组织细胞染色单体交换。

2 ,4- D 提高变异频率, 而AgNO3 降低变异频率,高浓度的6- BA

可以加大长期培养愈伤组织的超倍性体细胞变异频率。体

细胞变异还受到外部条件的影响, 如各种射线:X 射线、γ射

线、离子束等。1988 年,赵成章用1 .94 Ci/ kg γ射线照射水稻

愈伤组织,使水稻再生植株后代( R2) 早熟株系变异频率由

1 .8 %提高到8 % , 增加了约4 倍[ 16] 。

由于体细胞无性系变异受到许多因素的制约 ,因而不同

材料的变异频率因物种和培养条件的不同而存在差异。

Brock 通过对有关种子蛋白诱导突变研究的分析认为, 显性

突变的发生频率是隐性突变频率的1 %[ 17] 。Skirvin 等认为

体细胞无性系变异的频率大致为1 % ～3 % , 这远远大于

0 .001 %的自然变异频率。Larkin 等对小麦在生产力方面的

变异研究发现 , 小麦在生产力方面的变异频率是3 % ～

26 %[ 18] , 并且研究认为小麦体细胞显性突变的发生频率可能

接近10 % 。Evans 认为组织培养中每20～25 个再生植株就

会有1 个突变体,变异频率为4 % ～5 % [ 19] 。刘选明等以低温

敏核雄性不育系水稻株的幼穗和成熟胚为外植体进行无性

系培养, 通过改变培养条件和处理措施 ,其诱变频率可以达

到40 %以上[ 20] 。这些材料表明体细胞无性系变异是一种随

机而普遍的现象, 它存在于植物的各种外植体中, 发生在基

因的任何部位,因而变异频率有可能很高。目前对于变异频

率的研究只是将所有随机发生的变异相加得到总的体细胞

无性系变异频率, 要想得到比较准确的变异频率还有待深入

的研究。

2  无性系变异在水稻遗传改良中的应用

在水稻的遗传改良中, 利用无性系培养技术, 人们已经

成功地筛选到几种突变体: 雄性不育突变体、抗氨基酸及氨

基酸类似物突变体、抗除草剂突变体和胁迫抗性突变体( 耐

盐突变体、抗病突变体、抗早熟等) 。雄性不育对于杂交育种

具有很高的利用价值, 它可以免去人工去雄、降低杂交种子

的生产成本。对大量不育材料研究发现,无性系组织培养是

获得雄性不育系的重要途径[ 21] 。鉴于对改良水稻营养品质

的考虑 ,人们在培养基中加入人体必需的氨基酸及氨基酸类

似物, 通过无性系组培技术可以获得抗该种氨基酸及氨基酸

类似物的突变体来满足人们的某些特殊要求[ 22] 。成雄鹰等

使用氨乙基半胱氨酸、Schechete 使用甲基色氨酸( 5- MT) , 分

别获得了抗氨基酸及其类似物突变体[ 21] 。在组织培养条件

下获得耐盐细胞变异体的筛选早在20 世纪80 年代就已经开

始, 日本几岛大学筛选的耐盐水稻突变体, 其再生植株的耐

盐性稳定,第3 代在1 %的NaCl 营养溶液中生长良好[ 23] 。郭

岩等以水稻花药为材料,在 NaCl 胁迫下筛选耐盐突变体, 获

得耐盐突变体并稳定遗传13 代,回交测定F2 代的耐盐性成

3∶1 分离[ 2] 。近年来, 通过对无性系培养施加一定的选择力

获得了一些抗病、抗虫、抗杂草水稻突变体。陈启锋等通过

稻瘟病毒素筛选到抗病突变体, 李海民等利用CoCl2·5H2O 得

到了耐金属突变体[ 21] ,Joyeeta 等通过高分子量PEG 作为选

择力筛选到了抗旱突变体[ 24] 。我国学者利用水稻体细胞无

性系耐寒变异诱导技术 ,培养出了组培系列水稻新品种, 并

且大面积地应用于东北的实际生产[ 25] , 这些突变体的选择

使得水稻的产量明显提高。另外, 水稻无性系变异还在农艺

性状和植株特征方面存在明显特征。早在20 世纪70 年代

初,Oono 以纯合二倍体花粉植株的种子为材料, 由成熟胚诱
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导愈伤组织, 在生出的1 121 个无性系中 ,59 %的植株出现表

型变异。在SC2 和SC3 代检测到隐性缺绿突变株系, 这一隐

性基因变异率高达8 .4 % ,并且SC2 和SC3 代的株高、抽穗期、

穗数和粒数等存在明显地分离现象[ 2] 。陈璋等经过对20 种

不同基因型水稻建立的1 191 个水稻体细胞无性系研究发

现,大多数SC1 育性正常, 而SC2 有14 .9 %的株系发生变异 ,

同时发现在变异群体中存在农艺性状较原有品种有明显改

善的个体表现为高产[ 26] 。刘宪虎等通过分析5 个水稻品种

体细胞无性系后代的性状变异发现, 水稻无性系再生植株有

株高变矮、分蘖数增加、成熟期提前等趋势[ 27] ,这与陈璋的研

究结果相似。郑瑞丰等通过6 个不同品种选育出T6 和T1 2

种新品系,这2 种品系与对照相比, 早熟1～2 d、株高矮3～5

c m、有效穗增加5 % ,同时选育出的T59和T121较对照分别增产

6 .3 %和8 .5 % [ 28] 。

3  无性系培养技术在实际应用中存在的主要问题

尽管体细胞无性培养技术能够弥补常规育种和杂交育

种的一些缺陷, 但在具体的应用中仍存在以下5 方面的问

题。①由于受组织培养技术的限制, 无性系变异只能应用于

已经建立起组织培养再生体系的植物,应用范围较小。②产

生的变异多 ,变异类型复杂 ,大多数变异植株不能在后代中

较稳定的遗传, 又由于缺乏对变异本身可以引起的某些内在

变化的认识 ,特别是代谢环节方面的认识, 这就给筛选工作

带来很大难度。③筛选的抗性突变体随着代数的增加 ,存在

抗性逐渐丧失的趋势。有些抗性突变体与产量之间存在矛

盾,从而影响了抗性突变体的实际应用价值。④无性系变异

仍然是一个随机过程, 目前的研究仍停留在细胞水平, 尚未

发展到分子水平, 变异的方向难以控制、结果难以预测,因而

变异具有很大的随机性和盲目性。⑤无性系培养植株存在

诸多变异, 这些变异干扰了细胞的正常代谢活动, 使得细胞

的全能性或愈伤组织的分化能力逐渐丧失。

在水稻的遗传改良中 ,作为具有较高变异率的无性系研

究还处于起步阶段, 由此筛选出的突变体主要集中在抗病

系、早熟系、雄性不育系等方面。虽然在耐寒冷、耐干旱、耐

盐碱以及抗病虫害方面有过无性系研究成功的报道, 但由于

实用价值的限制, 非期望变异的产生使得大多数研究停留在

试验阶段或者滞留在实验室而无法大面积推广。这就要求

研究者选择合适的供试材料, 利用正确的筛选方法, 并在筛

选过程中施加相应的选择力来筛选应用于生产的特定突变

体。此外, 在水稻愈伤组织的培养过程中还会出现褐化现象

和白化苗现象, 这就促使研究者们创造性地从遗传背景中挖

掘水稻再生过程中的有利资源, 减少不利因素 ,并恰当地选

择培养基, 控制培养条件 ,优化培养程序,调节激素比例以减

少褐化 ,增加绿苗率,丰富变异类型。

4  展望

从近年来的研究动态来看,体细胞无性系变异是在花粉

和花药培养中出现的一种具有特异性的遗传变异类型 ,由此

使得细胞工程育种在水稻遗传改良中占有重要的学术地位。

体细胞无性系变异是植物组织培养中出现的普遍现象 ,通过

它筛选到的优良变异可以稳定遗传。在无性系变异的再生

植株中不仅可以找到在常规育种和杂交育种中所观察到的

各种变异或重组类型, 还可以在表现性状上补充两者的不

足,因而体细胞无性系变异的应用前景比较广阔。①Evans

等[ 29] 指出,由于体细胞无性系变异已产生了单基因突变和

细胞器基因突变, 因而通过体细胞无性系变异改进现有优良

品种的一个性状是高效利用体细胞无性系变异的一种方法。

研究者应该利用现有品种作为外植体供体, 经过组织培养诱

导可遗传变异 , 从而筛选某一或某些性状优于供体的突变

体, 如水稻抗病性、抗寒性和耐盐碱性都是在保持原有优良

性状的基础上获得的新性状。②体细胞无性系变异可以获

得新的等位基因、扩大基因多样性,进而扩展遗传多样性, 若

将这种遗传多样性与离体培养结合起来,将有助于为基因调

控和表达开辟新途径[ 5] , 为作物的改良创造新方法。③将细

胞培养和理化诱变( 化学药剂、X 射线、γ射线、快中子以及低

能离子束等) 相结合 , 让体细胞无性系变异与理化因素诱导

的变异相加, 既可以提高有用变异率, 扩大变异谱, 又可以提

高选择效果。

现有的理化诱变试验结果表明: 诱导变异按照早抽穗、

白化苗、矮杆和不育性顺序进行, 每次变异都包含一个隐性

单基因,且4 种变异相互独立, 这使得外界条件介入而促使

体细胞发生有效的变异成为可能。正因为此,作为物理诱变

的低能离子束已经成为一种新的诱变源发展起来并表现出

其优越性。它与生物体相互作用既可以激发诱变又可以作

为介导手段为外源物质进入细胞体提供通道。无论是诱变

还是介导都能引发高频率的变异, 并伴随着“嵌合体”的发

生。低能离子束技术与体细胞无性系培养相结合有利于水

稻的基因型由保守型向可塑性转变, 有利于形成较为稳定的

遗传突变体 ,为目标性状的筛选提供物质基础 ,并提高了选

择的灵活性。因此, 通过水稻离体培养技术的不断发展与离

子束技术的不断改进和完善, 无性系培养技术在水稻遗传改

良方面的应用前景会更加广阔。
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粳稻、籼 粳交 中间类 型试 材、爪哇 稻、光 敏 核不 育水 稻

( PGMR) 、广亲和试材等) 选育出的常规品种, 具有杂交稻早

生快发、分蘖力强及产量结构优势等特点。

( 3) 稻米品质差, 尤其外观、食味品质明显低于常规稻。

( 4) 杂交粳稻配套栽培技术研究不够深入 ,不完善。

( 5) 制种产量较低。

(6) 由于选育出的不育系柱头不外露或外露率较低, 活

力差, 有的组合花期遇性也不好 ,加之化控手段不先进等, 导

致制种产量偏低, 相对提高了种子生产成本。

3  发展对策

3 .1 明确研究和发展目标  目前吉林省实有水田74 .3 万

hm2 ,计划“十一五”期间在吉林省西部地区新开发水田27 万

hm2。吉林省杂交稻研究应抓住西部盐碱稻区开发的有利时

机,将选育适合西部盐碱稻区种植的杂优组合作为重点。加

强与省内外有关单位的合作, 通过外单位的耐盐碱品种姿源

与该所优质资源的结合,加速吉林省杂交粳稻优势组合的选

育步伐, 力争在“十一五”率先在吉林省西部实现杂交粳稻产

业化。

3 .2  不育系的引入和选育  在现有包台型不育系的基础

上, 进一步引入不同类型的不育系 ,如滇型、野败型、印水型、

K 型、红莲型、南新型等;利用遗传背景差异大的籼粳间杂交

和地理远缘杂交, 选育出新的不育系。在不育系的选育过程

中, 利用该所现有的资源, 加入白苗或天然对苯达松敏感的

标记性状,解决杂交的制种纯度问题。

目标不育系的主要特点如下: 株高85 .0～90 .0 c m, 塔状

株型、较收敛, 瓦状叶, 偏散穗形, 平均穗粒数100 .0～120 .0

粒,千粒重26 .0 g 左右, 结实率90 .0 % 以上, 粒形偏长, 胶稠

度高, 稻米无或少垩白; 在吉林省气候条件下, 生育期132～

138 d ,光温反应稳定 , 柱头发达且外露率高, 开颖时间较长 ,

分蘖力中等偏上, 根系发达, 抗倒伏, 耐冷性好 ,抗病等。

3 .3  恢复系的引入和选育 在现有研究的基础上, 进一步

引入一批类型各异的恢复系进行当地的生态适应性鉴定, 直

接利用或转育利用; 以三系不育系、光温敏核不育系为母本 ,

以恢复力强的材料为父本,建立第1 代轮回群体 ,在轮回第2

代加入本地具有优良特性的品种或品系, 构建完成轮回群

体, 运用轮回选择育种方法选育恢复系 ,使恢复基因累加, 提

高恢复能力 ,选育出适于本地生产的恢复能力高的恢复系 ,

拉大恢复系与不育系的血缘关系 ,增强杂种优势[ 6] 。

目标恢复系应具备的主要特点如下: 株高100 .0～110 .0

c m,株型且较收敛, 瓦状叶为好, 直立穗或半直立穗形, 穗偏

大,平均穗粒数150 粒左右 , 千粒重25 .0～28 .0 g , 结实率

90 .0 %以上, 粒型偏长, 稻米无或少垩白 ;在吉林省气候条件

下, 生育期135～142 d , 光温反应稳定,开颖散粉时间较长, 花

粉量大 ,分蘖力中等偏上, 生长势强, 抗逆( 抗倒伏、耐冷、抗

稻瘟病等) ;与不育系有互补性。

3 .4  组合的选配 选配原则为: 理想株型与杂种优势利用

相结合 ,适当加大组合间的亲缘关系, 形成强优组合。

目标强优组合F1 代的主要特点如下: 株高95 .0～110 .0

c m,株型收敛,叶宽而挺 , 叶色淡绿, 半直立穗型或一次枝梗

多的长散穗型, 穗位偏低, 冠层较高, 偏大穗( 平均穗粒数

130 .0～150 .0 粒,有效穗数15～18 个, 千粒重25 .0～28 .0 g ,

结实率90 .0 %以上, 粒型偏长, 稻米无或少垩白, 米饭口感上

佳;在吉林省气候条件下, 生育期136～145 d , 光温反应较稳

定, 分蘖力中等偏上, 根系发达, 抗逆性强( 抗倒伏、耐冷、抗

病等) 。

3 .5 杂交稻综合栽培技术研究与应用 由于杂交稻具有生

育期普遍偏晚和结实率偏低的特性, 应加强促早熟和提高结

实率的综合栽培技术研究与应用 ,将目前生产上大面积应用

的先进单项栽培技术进行集成应用 ,如大棚旱育苗技术、钵

盘抛摆秧技术、复合肥全层施肥技术、浅水管理技术等。
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