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摘要    植物体细胞无性系变异是植物组织培养中的普遍现象，泛指在植物细胞、组织和器官培养过程中, 培养细胞和再生

植株中产生的遗传变异或表观遗传学变异。植物体细胞无性系变异的发生有其遗传学基础, 可从形态学、细胞学、生物化学和

分子生物学等多个方面对其进行综合检测和鉴定。植物体细胞无性系变异是植物育种的有利资源, 但同时也是植物微繁和遗传

转化工作中需要克服的一大难题，一直被众多研究者所关注。本文分别从细胞学和分子生物学两个层次综述了植物体细胞无

性系变异的遗传学基础及其鉴定方法的研究进展,并就其在植物品质改良中的应用现状、存在的问题和应用前景进行了讨论。
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植物体细胞无性系变异, 又称植物体细胞克隆变异,

泛指在植物细胞、组织和器官培养过程中, 培养细胞和

再生植株中产生的遗传变异或表观遗传学变异(Lark in

and Scowcroft,  1981)。植物体细胞无性系变异的产生

没有种属特异性,  出现的频率一般比较高(Smit h and

Drew, 1990)。植物通过体细胞无性系变异,  可产生一

系列有益的新性状, 因此对植物品种改良和选育新品种

具有重要的意义。然而体细胞胚或通过不定芽繁殖的

植株经常出现高频率的体细胞无性系变异现象, 又使其

成为微繁和遗传转化实践工作中需要克服的难题之一。

因此,  植物体细胞无性系变异一直被众多研究者所关

注。随着遗传学和分子生物学技术的不断发展和应用,

植物体细胞无性系变异的机理研究也取得了较大进展。

目前, 植物体细胞无性系变异已成为多种植物种质资源

创新及其良种选育的一条新途径。

1    遗传学基础

植物体细胞无性系变异的发生具有其遗传学基础, 具体

表现在显微水平的染色体数目和结构变异与分子水平的

基因突变、碱基修饰、基因扩增或丢失、基因重排以

及转座元件的激活而影响细胞核或细胞质基因的表达等

(肖辉海和陈良碧,  2003)。

1.1    染色体变异

植物体细胞无性系再生植株的染色体变异包括染色体数

目和结构变异两个方面。染色体数目变异又可分为倍

性变异和非整倍性变异。到目前为止,  在水稻、小麦、

大麦、玉米和大蒜等植物的愈伤组织或再生植株中均

发现了较高频率的单倍体、三倍体、四倍体和八倍体

等染色体倍数性变异现象(Sun et  al. ,  1983;  Lark in,

1984;  Dolezel and Novák,  1985;  刁现民和孙敬三,

1999;  Al-Zahim et  al. , 1999)。此外,  小麦、大蒜和

芦笋等物种在组织培养过程中还发生了染色体非整倍性

变异, 其中既有染色体数目的增加, 也有染色体数目的减

少, 甚至还存在混倍体个体(Larkin,  1984; Al-Zahim et

al. , 1999; Juan and Ricardo, 2001)。在欧美杂种山

杨体细胞无性系变异研究中, 也发现了类似的变化(詹亚
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光等,  2006)。Amato认为在体细胞培养过程中产生的

染色体数目变异, 主要源自有丝分裂过程中纺锤体的异

常。在细胞有丝分裂后期, 不同程度的纺锤体缺失导致

染色体不分离、移向多极、滞后或不聚集,  最终产生

变异细胞。同时, 培养细胞中的无丝分裂也是染色体数

目变异的一个重要原因(Amato, 1985)。植物体细胞无

性系染色体结构变异包括染色体断裂后经过修复和重新

连接所形成的易位、倒位、缺失和重复。现已发现在

黑麦草、小麦等植物的再生植株中均存在易位系

(Evans and Sharp,  1983; 孙振元等,  2005)。在大蒜

和欧美杂种山杨等植物的组织培养过程中, 也发现了诸

如次缢痕延长、染色体加长、形成带有随体或长臂较

长的大型染色体等染色体结构变异(Al-Zahim et  al. ,

1999; 詹亚光等,  2006)。关于植物组织培养可导致能

引起细胞染色体断裂的基因组冲击, 这方面已有很多报

道。许多研究还表明断裂位点位于异染色质区, 而不是

随机发生的。同时,  染色体断裂可导致易位、倒位和

缺失等染色体结构变异(Benzion and Phill ips ,  1988;

Lapitan et al. , 1988)。

1.2    点突变、基因重排及基因的扩增和丢失

随着 RFLP、RAPD等 DNA 分子标记技术的发展和应

用, 人们开始在分子水平上认识植物体细胞无性系变异

的机理。点突变在植物组织培养过程中可以高频率发

生,  从而引起体细胞无性系变异。E vans 和 S harp

(1983)在番茄无性系的 230个再生植株中发现 13个变

异是由于单基因的点突变造成的, 突变频率高达 5.7%。

目前, 点突变已被认为是引起水稻体细胞无性系变异的

重要来源(高东迎等,  2002)。点突变与其它几种变异方

式相比较, 对再生植株的损伤小, 且得到的变异能够较快

稳定遗传。此外,  在正常的组织培养条件下,  植物基因

组还可能发生扩增与丢失或基因重排, 这也是植物体细

胞无性系变异的原因之一(Bret tel l et  al. ,  1986)。

1.3    转座因子的激活

转座因子的激活也是导致植物体细胞无性系高频率变异

的主要原因之一(Peschke et  al. , 1987; Nelson, 1988)。

在玉米的组织培养和再生过程中分别检测到活性 Ac 和

Spm(玉米的 2个转座子系统)(Peschke et  al. ,  1987;

Peschke and Phillips,  1991),  成为支持这一假说的最

初证据。此外, James 和 Stadler (1989)发现Mu因子

在植物组织培养过程中也可保持转座活性, 并可产生新

的Mu同源限制性片段。而对烟草叶片组织进行原生质

体的分离与培养,  诱导了 Tnt1A 高效表达转座活性,  证

明另一类植物转座元件——反转录转座子也可被组织培

养所激活(Mil ler and Mil ler, 1982)。后来, 在水稻中又

发现,  3个反转座子家族(Tos10、Tos17和 Tos19)在

组织培养过程中均可被激活, 且转座频率随培养时间的

延长而增加。同时通过对 Tos 17反转座子侧翼序列的

分析,  表明其主要整合到植物基因组的低拷贝基因区

(Hirochika et  al.,  1996),  说明反转录转座子的活动有

可能导致基因突变。目前的研究结果证明, 在植物组织

培养过程中,  许多低拷贝反转录转座子均可被激活

(Hirochika et al., 1996; Liu et al. , 2004a), 同时一些高

拷贝反转录转座子也具有转录活性(Suoniemi et  al. ,

1996)。但可能由于研究方法和技术的限制,  目前尚未

发现高拷贝反转录转座子发生转座的直接证据。虽然

对于植物组织培养导致转座因子激活引起的遗传学效应

能否稳定遗传尚无定论, 但越来越多的证据表明转座因

子的激活对植物体细胞无性系变异具有重要作用(朱至

清,  1991)。

此外, 利用植物组织培养研究转座因子激活与DNA

去甲基化变异的相关性,  也日益引起人们的关注。Li u

等(2004a)在水稻组织培养过程中, 发现Tos17的重新激

活伴随着DNA 去甲基化变异。而在培养基中添加 5 -

aza-dC等去甲基化试剂处理材料,  在发生 DNA 甲基化

变异的再生植株中却没有检测到具有活性的Tos17反转

座子,  说明 Tos17的活性可能还受到其它机制调控。

随着研究的不断深入, 许多学者对转座因子激活导

致植物体细胞无性系变异的机制进行了推断。La rk in

等认为, 在植物组织培养过程中, 由于细胞分裂速度快,

异染色质复制落后, 引起细胞分裂后期染色体桥的形成

和染色体断裂。在断裂部位的 DNA 修复过程中,  属于

异染色质部分的转座子发生去甲基化而被激活, 转座子
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活化后发生转座, 引起一系列的结构基因活化、失活和

位置变化, 造成无性系变异(Larkin,  1984; Peschke et

al. , 1987; Burr and Burr,  1988)。朱至清(1991)提出,

可能首先是转座因子受组织培养中理化因素的诱导而被

激活, 然后由转座子的转座引起染色体断裂和结构变异

以及结构基因的活化与失活等。随着对植物转座因子

研究的不断深入和研究技术的不断发展, 将会发现更多

可被植物组织培养所激活的新转座因子种类, 对其活性

在植物体细胞无性系变异中的生物学作用和转座机理的

研究也会取得更大的进展。

1.4    植物组织培养过程中发生的表观遗传学变

异——DNA甲基化变异

随着表观遗传学的兴起和发展, 人们对植物体细胞无性

系变异机理的研究更加深入。而对植物组织培养过程

中发生的表观遗传学变异研究起步比较晚, 目前主要集

中在植物体细胞无性系的甲基化变异和转座元件活性研

究两个方面, 且均已取得了一定的进展和突破, 并逐渐成

为分子遗传学的研究热点。

DNA甲基化是指在DNA复制以后, 在DNA甲基化

酶的催化作用下, 将S-腺苷酰甲硫氨酸(SAM)上的甲基

转移到 DNA分子的胞嘧啶碱基上的 DNA修饰过程。此

外, DNA甲基化还包括少量的 N6-甲基腺嘌呤(N6-mA)

及7-甲基鸟嘌呤(7-mG), 其中N6-甲基腺嘌呤在真核生

物中较少,  而主要在原核生物中存在。在真核生物中,

尤其是在高等植物中, 5-甲基胞嘧啶是含量很丰富的修

饰碱基。在基因组中,  大约 60%-90% 的 CpG位点被

甲基化, 而未甲基化的CpG主要集中在基因启动子区域

的 CpG岛(Ng and Bird,  1999)。DNA 甲基化通过两种

方式影响基因的表达: 一是直接影响, 即DNA的甲基化

直接干扰了转录活化因子与DNA的结合, 从而使转录无

法正常进行, 这种方式不是抑制基因表达的主要方式; 二

是间接影响, 在甲基化 DNA上结合有特异的蛋白质, 这

些蛋白质能与转录因子竞争甲基化DNA结合位点, 结合

蛋白质将在甲基化的DNA 上形成一个多蛋白质复合体

而引起染色体组蛋白乙酰化的改变, 从而导致转录的抑

制(Razin,  1998;  Curradi et al.,  2002)。植物 DNA 甲

基化修饰可通过自己特有的方式传递给后代, 但转基因

(Tanaka et  al. ,  1997)、组织培养(Phil l ips  et  al. ,

1994)、种间杂交(Xiong et al. ,  1999)、渐渗杂交(Liu

et al. ,  2004b; Dong et  al.,  2006)、植物多倍体形成

(Liu et al. , 2000)和不良的环境条件(Long et  al., 2006)

等多种方式或因素也可导致这种相对稳定的表观遗传状

态发生变化, 从而改变原来的甲基化水平和模式。甲基

化模式的改变则会导致植物产生大量的表型变异, 如花

期、育性、花及叶片的形态、植株的形态、颜色及

种子的颜色等表型性状的改变(Kakutani et  al.,  1999;

Chandler et  al . ,  2000;  Fi nnegan  et  a l. ,  2000;

Martienssen and Colot,  2001)。

植物基因组在组织培养过程中可产生广泛的甲基化

变异(Phil lips  et al.,  1994)。Brown(1989)在玉米体细

胞无性系再生植株中发现了甲基化趋势的变化。

Devaux等(1993)在大麦体细胞无性系再生植株中, 用限

制性片段长度多态性(RFLP)技术验证了 DNA甲基化状

态的变化。水稻体细胞无性系的甲基化变异与包括管

家基因在内的RFLP多态性变化密切相关(Müller et  al.,

1990), 油棕体细胞胚珠由于甲基化的减少而导致雄蕊雌

性化变异(Tregear et  al.,  2002),  这些研究进一步说明

甲基化确实与 DNA 水平的变异有关。许多研究表明,

在植物组织培养过程中, 不同植物DNA甲基化变异的趋

势和模式也存在明显的差异。在已进行体细胞无性系

甲基化变异研究的植物中,  如玉米(K aeppl e r  and

Phil l ips ,  1993)、油棕(Mat thes et  al. ,  2001)、大豆

(Quemada et  al. ,  1987)、水稻(Liu et  al. , 2004b)、

香蕉(Santy et al. , 2001)和玫瑰(Xu et al. , 2004)等, 多

数植物的愈伤组织或再生植株存在DNA 甲基化总体水

平降低的趋势 ,  而且不同植物体细胞无性系基因组

CCGG位点的内外侧胞嘧啶残基发生去甲基化变异的频

率也存在明显差异。然而在番茄的愈伤组织(Smulders

et  al., 1995)和豌豆的再生植株(Cecchini et  al. , 1992)

中,  则发生了 DNA 甲基化程度增加的变异。由于植物

组织培养过程中DNA 甲基化变异往往伴随着高频率的

质量表型变异、转座元件的激活、异染色质诱发的染

色体断裂以及高频率的序列变异, 所以Phill ips等(1994)
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认为 DNA 甲基化变异可能是植物体细胞无性系变异的

一个根本原因。但是目前关于植物体细胞无性系甲基

化变异与表型变异、DNA 序列变异及转座元件激活相

关的例子还比较少。

综上所述, 到目前为止, 关于植物体细胞无性系变异

的机理虽然提出了不少观点, 但都只能对其中的某些现

象进行解释。很难找到表型变异、细胞学变异与分子

水平变异之间的直接相关证据, 而体细胞无性系变异的

各种细胞学和分子生物学证据有时又是相互关联的。

同时, 对不同材料的研究还经常出现相悖的结果。说明

植物体细胞无性系变异是极其复杂的, 其机理还有待于

进一步深入研究。

2    鉴定方法

目前, 对植物体细胞无性系变异的检测和鉴定, 可以从形

态学、细胞学、生物化学和分子生物学等多个方面综

合进行。从而使我们能在个体、器官、组织、细胞、

蛋白质及 DNA 等不同水平上全面了解和分析植物体细

胞无性系变异的遗传机制及其稳定性。

对于细胞遗传学方面的鉴定, 目前常通过观察细胞

有丝分裂和减数分裂过程中染色体的数目和行为, 利用

染色体核型和形态的配对分析对变异植株的染色体数目

和结构变异进行鉴定, 如对小麦、大蒜和芦笋等植物体

细胞克隆的分析(吴鹤鸣等, 1992; Al-Zahim et  al., 1999;

Juan and Ricardo, 2001)。但由于不同特化组织类型

组织内存在内多倍性(endopolyploidy), 因而有时使检测

到的染色体数目存在差异。另外, 离体培养中产生的染

色体数目和结构变异又常与培养类型有关(刁现民和孙敬

三, 1999)。因此,  在细胞遗传学鉴定的基础上,  还要结

合生物化学或分子生物学等检测手段进一步对植物体细

胞无性系变异进行分析和鉴定。

对植物体细胞无性系变异进行生物化学鉴定, 经常

使用的同工酶酶谱分析有酯酶、过氧化物酶、淀粉

酶、多酚氧化酶以及其它一些可溶性蛋白等。但此项

技术只能对可溶性蛋白进行分析, 所能检测的范围比较

有限。同时同工酶的酶谱又容易受环境因素的干扰和

植物个体发育的影响, 因此, 同工酶的改变只能解释其中

很小一部分变异。

近年来, 分子标记技术在植物体细胞无性系变异的

检测和鉴定中得到广泛应用。微卫星或SSR技术利用

特异引物扩增包含重复的 2、3或 4个核苷酸的基因组

区域, 检测引物退火位置或重复数目发生改变的体细胞

无性系变异。RFLP技术在检测由于碱基插入或缺失而

引起限制性内切酶识别位点发生变化的变异时发挥作用,

也是一种较早应用于植物体细胞无性系变异分析鉴定的

分子标记技术。如果结合应用一些能特异性地识别甲

基化碱基的限制性内切酶, RFLP对检测因DNA甲基化

状态改变而引起的植物体细胞无性系变异将非常有效

(Devaux et al. , 1993; Liu et al. , 2004b)。但是对引物

和酶的筛选也在一定程度上限制了该项技术的应用。

RAPD则是一种建立在 PCR基础上的分子生物学技术,

因其快速、方便、经济等优点已成为目前应用最广泛

的植物体细胞无性系变异鉴定方法(Juan and Ricardo,

2001;  Bouman and de Klerk , 2001)。它可随寡聚核

苷酸引物结合位点的变化而检测基因组中更大的部分。

而近年来发展起来的 A F L P 分子标记技术则结合了

RFLP和 RAPD的优点,  具有方便快速、信息量大和稳

定性强等优点, 已初步应用于多种植物体细胞无性系变

异的分析和鉴定 ,  并检测到相对较多的多态性信息

(Vendrame et al.,  2000; Carlo and Marka, 2002)。目

前, 对于因植物组织培养而引起DNA甲基化状态改变的

体细胞无性系变异, 常采用成对的可以识别相同碱基的

不同甲基化状态(甲基化 / 去甲基化)的限制性内切酶(同

裂酶, isoschizomers),  结合AFLP标记技术, 即MSAP

分子标记技术(Phil lips  et al.,  1994)加以检测, 并获得

了较多的表观遗传信息(Matthes et al., 2001; Chakrabarty

et al., 2003; Xu et al., 2004)。这进一步推动了对植物体

细胞无性系甲基化变异模式和机制的研究。

然而, 采用 RFLP、RAPD、SSR、AFLP和MSAP

等方法分析, 均发现表型与DNA水平变化不一致的现象

非常普遍。利用分子标记直接对应某个表型变异虽然
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有报道,  但这种机会非常少。然而,  无论如何,  分子标

记技术仍然是目前多数研究者用于分析植物体细胞无性

系变异的有效工具。

3    应用前景

植物体细胞无性系变异育种是属于细胞水平上的生物技

术育种措施, 是目前公认的一种有效育种新途径。与其

它育种方式相比, 利用植物体细胞无性系变异进行植物

品种改良具有如下优点: (1)植物体细胞无性系变异育种

无需对目的性状的遗传基础进行详细了解, 就可改进个

别农艺性状; (2)离体培养和离体选择体细胞无性系变异

采用的繁殖体小, 增殖速度快, 因而可以在有限的空间内

大规模地进行检测和选择, 同时便于与其它诱变处理协

同作用和定向选择;  (3)因其存在细胞质突变,  从而有可

能选择到细胞质雄性不育系等新的变异(肖辉海和陈良

碧,  2003)。

鉴于植物体细胞无性系变异育种的多种优势, 应用

该技术进行作物品种改良日益受到人们的重视, 并已取

得了很多可喜成果。在世界范围内, 由组织培养技术选

育出的优良品种产生了巨大的商业效益, 如荷兰每年有

千余种观赏植物新品种来自植物组织培养技术。高明

尉(1992)以小麦幼胚为外植体,  育成了具有高产、早

熟、抗病、耐湿和优质等优点的小麦新品种——核组

8号。核组 8号的育成标志着小麦体细胞无性系变异育

种已步入了实用化阶段, 随后采用这套技术育成了一大

批表现优异的变异品系。同样, 利用植物体细胞无性系

变异已培育出抗白叶枯病、抗稻瘟病株系等多种优良

水稻新品种(高东迎等, 2002)。Oono(1978)和 Lut ts 等

(1999)还分别获得了可以稳定遗传的耐盐性水稻再生植

株。此外, Bertin和 Bouharmont  (1997)也以 4°C低温

为选择压, 从 4个水稻品种中获得了耐寒突变体。目前,

在植物抗性育种与生理研究中应用体细胞无性系变异最

为成功的是抗病性育种, 其次是抗旱、抗盐和抗除草剂

等方面的育种。

当然, 植物体细胞无性系变异育种历史还很短, 在应

用上也存在一定的局限性。主要表现在变异类型复

杂、变异方向难以控制、负向变异较多和变异选择并

非对所有作物都有效等方面。为了更有效地利用这项

技术,  今后应致力于以下几个方面的研究:  (1)提高目标

性状和其它有益农艺性状的变异频率, 减少非目的性状

变异的产生; (2)广泛建立多种高效稳定的植株再生体系,

以创造更多的变异类型及得到新的种质资源; (3)对变异

体的生物化学、遗传学和分子生物学基础进行深入研

究, 以便针对特定性状确定有效的选择指标, 进一步提高

育种效率。

总之,  随着对植物体细胞无性系变异发生的原因、

性质、影响因素及其遗传规律等认识的不断深入, 植物

体细胞无性系变异的育种实践和生产应用将进一步发挥

更大的作用, 这方面的研究在植物品种改良方面具有广

阔的应用前景。
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Abstract    The phenomenon ‘somaclonal variation’ refers to genetic and/or epigenetic changes in cells  or  regeneration that arise

through the culture of plant cells , t issues  and organs. Some genetic bases underlye the plant somaclonal variation, w hich can be

integratively determined and identif ied at morphological, cy tological, biochemical and molecular  biological levels. Plant somac lonal

variation is one of available resources in plant breeding, but it is  an unw elcome puzzle to be w on through in plant micropropagation

in vi tro and genetic transformation. This paper review s the progress in s tudy of  the genes is and identif ication of plant somaclonal

variation at both cy tological level and molecular  biological level, and discusses the problems and prospects of  applying somaclonal

variation in breeding and improving plant varieties.
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