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林木组织培养中的体细胞无性系变异

李周岐， 寇世强， 徐养福

(西北农林科技大学林学院，陕西杨陵712100)

摘要：从变异类型、变异起源、影响因素、遗传机理及变异检测等方面综述了植物体细胞无

性系变异研究的新进展，对1977年以来有关林木体细胞无性系变异的研究资料进行了全面介

绍，并就林木体细胞无性系变异研究中存在的问题进行了讨论，认为深入系统的开展林木体细

胞无性系变异研究，对于利用组织培养技术进行林木遗传改良和良种快速繁殖具有十分重要

的意义。
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Somaclonal Variation in Tissue Culture Research of Forest Tree

LI Zhou-qi， KOU Shi-qiang，XU Yang-fu

(College ofFor档try，NW sd—Tech Univ of细and For．，Yangling，Shaanxl 712100，Ch／na)

Abstract：New progress in such aspects as variation types，origination，influencing factots，genetic mechanism and

detecting methods of plant somaclonal variation is summarized．The information on somaclonal variation in forest

tree since 1 977 is fully introduced．Some problems existed in forest tree somaqlonal variation study are discussed．It

is thought that doing further research systematically on somaclonal variation is very important for genetic improve—

ment and fast propagation of forest tree by means of tissue culture technique．
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按照Haberlandt的细胞全能性学说，植物的每

一个体细胞具有相同的遗传信息，因此人们起先认

为本质上是无性繁殖的组织培养所得到的再生植株

应当与原植株的基因型是完全相同的。在许多情况

下的确如此，因而可以借助组织培养技术进行种苗

的快速繁殖。但是，20世纪60年代以来，日渐增多

的资料表明，植物离体培养物和再生植株会发生各

种各样的变异¨-31。Larkin和Scowcmft【4 o首次对有

关再生植株变异的资料进行了评述，并把这种现象

称为体细胞无性系变异(somaclonal variation)。近

年来，植物体细胞无性系变异研究进展很快，但就林

木体细胞无性系变异研究还未见专门综述。本文在

总结植物体细胞无性系变异研究新成就的基础上，

对有关林木体细胞无性系变异的资料作了全面介

绍．以期发现问题、找出差距，促进林木体细胞无性

系变异研究的进一步深入。

1 植物体细胞无性系变异研究进展

1．1体细胞无性系变异的类型

Skirvin[51等将体细胞无性系变异分为可遗传的

变异(heritable variation)和外遗传变异(epigenetie

variation)两类。前者指可以在有性世代和无性繁殖

世代稳定保持的变异，后者指不仅在有性世代、有时

甚至在无性世代也不能稳定保持的变异。外遗传变

异也称发育变异(developmental variation)，即由于外

部影响导致基因表达的改变，从而引起表型上的变

异。

1．2体细胞无性系变异的起源与影响变异频率的

因素

一般认为，植物体细胞无性系变异的起源有二，
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一是外植体中业已存在的、于再生植株中表现出来

的变异(pre—existingvariation)，另一则主要是组织培

养过程本身诱导产生的变异(induced variation)。大

量研究表明，影响植物体细胞无性系变异频率的因

素很多，包括源植株的基因型、外植体来源、生长调

节物质及附加物、离体培养时间及再生方式等拍’7 J。

但在不同植物上其研究结果不尽相同，有时甚至相

互矛盾。

1．3体细胞无性系变异的遗传机理

植物体细胞无性系变异形成的机理，一直是无

性系变异研究所关注的课题。从1981年起，科学家

们已利用细胞学和分子生物学方法对植物体细胞无

性系变异做了不少研究，所获得的结果对认识无性

系变异的机理奠定了基础旧，9J。在细胞水平上，体

细胞无性系变异包括染色体数目和染色体结构变异

两个方面，染色体数目变异又包括整倍性变异和非

整倍性变异，染色体结沟变异主要是由于染色体断

裂后经过修复和重新连结所形成的易位、倒位、缺失

和重复。在DNA分子水平上，体细胞无性系变异包

括点突变、基因的扩增和丢失、基因重排、DNA甲基

化变化、转座子活化、细胞器DNA的变化等。到目

前为止，关于体细胞无性系变异机理虽然提出了不

少观点，但都只能对其中的某些现象进行解释，同时

对不同材料的研究还经常出现对立的结果，说明体

细胞无性系变异是极其复杂的。

1．4体细胞无性系变异的检测

体细胞无性系变异除可采用形态学观测、染色

体观察与核型分析及蛋白质(包括同工酶)电泳分

析进行检测外，还可以采用分子标记技术(如

RFLP、AFLP、RAPD、SSR等)进行检测Ll¨”J。从目

前的研究结果看，利用分子标记检测体细胞无性系

变异还存在许多问题，如在有些情况下，表型明显变

异的变异体无法用分子标记检测出来，而在另外一

些情况下．表型正常的再生植株却表现出分子标记

多态性。这可能与现行分子标记体系只允许检测植

物体基因组的有限部分及高等植物基因组中存在大

量非编码序列有关。但无论如何，分子标记技术仍

然是目前多数研究者用于分析体细胞无性系变异的

最有效工具。

2 林木体细胞无性系变异研究现状

2．1杨树

Lester等⋯1对5个推定杂种杨树无性系和1个

l_Dmbardy杨树无性系(Populus nigra cv．italica)通

过组织培养得到再生植株，并对再生植株进行扦插

繁殖，一个生长季节后发现在苗高、分枝数和叶部性

状上存在广泛无性系变异，根尖染色体数也有较大

变异。Son等u纠对杂种杨树(P．alba×P．grandi．

dentata)进行组织培养，以愈伤组织丛生芽再生方式

得到不定芽，600个芽苗转移到茎伸长和生根培养

基上，其中400芽苗在无激素的培养基上培养6周

后，8．25％生长较慢、16．3％生长较快、7．5％白化，

200个芽苗移栽于温室并生长6个月后，4％生长较

慢，6％生长较快、10％叶形异常，对离体愈伤组织系

进行的染色体研究表明存在从单倍体到四倍体的广

泛变异，SDS—PAGE蛋白质研究表明某些谱代的染

色强度与愈伤组织系的生长密切相关，白化表型至

少与两种蛋白的缺少有关。Antonetti等【1酬对代表

大叶杨组、黑杨组、青杨组的13个杨树无性系的

1 092个愈伤组织再生植株的研究发现，至少有44

株在生长习性及叶形性状上存在无性系变异，并发

现变异频率在杨属组间存在差异，大叶杨组为8％，

其它两组为1％。Jehan等Ⅲ1以杂种杨树(P．trich．

ocarpa×P dehoides CV．hunnegem)的根、茎和叶为

外植体进行组织培养，对再生植株进行流式细胞仪

分析，发现不定芽直接再生植株为二倍体，但间接再

生的植株中有四倍体存在。Saieed等¨副对杂种杨

树无性系T132(P trichocarpa×P．balsamifera)进

行愈伤组织培养，继代培养16个月，于愈伤组织继

代培养的最后1个月在培养基中加人6种不同浓度

的2，4一D，并在附加3种不同浓度BA的培养基中

进行植株再生，对再生植株及其次级无性繁殖植株

在一些形态、生理及叶气体交换性状上的变异谱进

行了评价，结果表明无性系变异主要是由于愈伤组

织在附加2，4一D的培养基上长期培养造成的，发

现一个早期可见的变异是叶形(叶长／叶宽)变异，

并认为可能与培养最后阶段的2，4一D／BA相互作

用有关，2，4一D或BA单因素对高生长及叶气体交

换参数的图解分析表明变异频率与BA浓度呈负相

关，但与2，4一D浓度表现出复杂关系。Ostry等¨9j

研究了外植体来源和再生方式对杂种杨树无性系

NE299(P．nigra vaLr．betulifolia x P trichocarpa)

抗病性无性系变异的影响，由各种组织及腋芽诱导

愈伤组织，除硬枝插穗外植体外，所有再生植株均表

现出抗病性无性系变异，其中一些再生植株表现出

形态变异，并认为外植体来源和再生方式影响变异

频率。Vijay等[2叫利用11个RAPD引物对23株微

繁杨树(P．dehoides)进行了变异检测，其中5个引
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物在6个植株中共扩增到13个多态性谱带，认为

RAPD标记可用于快速获得无性系变异信息。Ge．

Jiao等旧¨研究发现转基因杨树(P nigra)在叶形等

性状上存在无性系变异，并利用分子标记技术

(RFLP、RAPD、SSR)进行了分析，认为变异是由于

组织培养过程引起的，而与外源基因的插人无关。

2．2针叶树

Fourre等伸引根据产生健康成熟体胚能力的大

小，从几百个挪威云杉(Picea abies)体胚系中选出

了4个体胚系进行继代培养，并就产生成熟体胚数

量和质量的能力进行了连续几年观察，结果发现存

在广泛的无性系内变异。体胚在成熟阶段及成熟以

后也出现一些形态异常，如，未成熟体胚组织弥散、

成熟体胚部分或完全白化及体胚再生苗的矮化突变

等，认为这些形态变异可能是基因自身修饰或基因

组表达改变的结果。利用细胞学方法发现存在三

体、双三体、四倍体和混倍体体胚，但RAPD分析未

检测到无性系变异。Isabel等旧列在通过体细胞胚胎

发生得到的2 270株白云杉(P．glauca)中发现4株

表现变异体，其缺绿针叶的数量和分布各不相同，光

学显微镜发现变异株叶片由绿色和白色两种细胞镶

嵌构成，电子显微镜发现，完全白化针叶的细胞核

大、常染色质多、缺少大液泡，大量观察表明，杂色表

现型反映了叶绿体基因组或核基因组的遗传不稳定

性。用RAPD标记对其中3株进行了DNA分子鉴

定，在经过筛选的250多个标记中，只有1个标记与

变异植株的针叶白化有关，序列分析发现该片段与

所有已知基因无同源性，但很可能是核基因。杨金

玲等悼4’以白杆(P．meyeri)成熟合子胚为外植体诱

导体细胞胚胎发生，胚性愈伤组织继代培养3 a后

发现，随着继代时间的增长，胚性细胞内有些细胞的

染色体数目发生了无规律的变化(7到大于28)，而

再生植株根尖细胞染色体数目比较稳定(2n=28)。

Isabel等心51用10个RAPD特征标记对黑云杉(只

mariana)3个体胚系(各30个体胚)进行了变异检

测，未发现无性系内变异。

Roth等m1由冷杉(Abies alba)成熟合子胚诱导

体胚细胞，每隔3周继代1次，3 a后部分细胞系转

移到附加CH 500—1 000 mg／L和谷氨酸盐500 mg／

L的培养基上，再过3 a后发现胚柄细胞畸形、失去

成熟能力等变异，染色体计数发现所有培养在附加

有机氮培养基上的细胞为三体，而培养在未附加有

机氮培养基上的细胞染色体数稳定，认为这种非整

倍体的出现是由于不同培养条件造成的高选择压力

引起的。Gajdosova等旧¨以冷杉杂种(A．alba and

A．cortcolor X A．grandis)的完整胚、胚轴、胚根切段

为外植体进行组织培养，细胞学分析发现愈伤组织

细胞以二倍体为主，10．8％的细胞在染色体数目及

行为上存在变异，单个细胞最高频率的变异是多倍

体变异，但未得到多倍体细胞系。Libiakova等[281通

过有丝分裂染色体计数和流式细胞仪分析，对杂种

冷杉(A．concolor X A．grandis)成熟胚和幼苗子叶起

源的再生植株的不定芽和叶芽及长期培养的愈伤组

织进行检测，未发现无性系变异。

Richard等旧1以杂种落叶松成年植株的短枝芽

为材料进行组织培养，用8种同工酶系统对离体培

养的顶芽、及移栽后的植株进行了分析，研究了生长

调节物质、继代间隔期及离体培养时间对离体顶芽

变异的影响，结果发现存在无性系变异，但这似乎是

对培养条件的反映，因为一旦驯化移栽，多数组织培

养植株酶谱与其对照(嫁接株或原株)相同，在驯化

移栽株上发现的变异同样也可在其对照株上发现并

与个体发育时期无关，从而认为杂种落叶松组培苗

与其嫁接苗及原株无明显不同。

Berlyn等旧刨以3个加勒比松品种(P．caribaea

var．caribaea，P．caribaea var．hondurensis，P．car-

ibaea var．bahamensis)的休眠胚为外植体进行组织

培养并获得再生植株，研究发现再生植株芽中DNA

含量保持稳定，而根中DNA含量变化可达到单倍体

的9倍，认为根中DNA含量的不稳定性与生根培养

基中生长素的含量有关。

Michael等【3¨对火炬松(P．taeda)离体培养胚

及其再生植株芽细胞中DNA含量进行了测定，胚培

养在以细胞分裂素为唯一生长调节物质的培养基

上。在近3个月的连续培养中未发现多倍性变异，即

是培养基中的BA远远超过适于芽再生的含量，对

DNA含量也无影响，再生植株芽中DNA含量同样

保持稳定。

2．3其它树种

Rival等∞21用RAPD标记对油棕(Elaeis

guineensis)体胚起源的再生植株进行了分析，73个

引物，共扩增出8 900条谱带，虽然再生植株中存在

一种“斗蓬”(mantled)型形态变异，但RAPD标记未

检测到任何无性系内及其与母株间多态性，从而认

为RAPD标记不适合于检测这种变异。用流式细胞

仪对叶外植体起源的3种愈伤组织(结节状紧密

型，快速生长型，易脆型)进行了测定，未发现倍性

变异，虽然已证明斗蓬型形态变异起源于迅速生长
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性愈伤组织，这一结果与曾认为这种形态变异是外

遗传变异一致旧引。

Diaz等∞4 o对榛子(Corylus aveUana)成年树叶片

起源，并保持长期继代培养的试管苗叶片中的多肽

和DNA甲基化形式进行了分析，与成年树和幼苗叶

相比，在离体培养组织中发现了质和量的变异，通过

对不同植株源的比较得出结论，离体培养植株表现

出不同的生化和分子形式，认为诱导变异的特性与

长期继代培养的成年植株的高度形态遗传潜能有

关。

Gallego等旧副用40个10碱基RAPD引物对12

个基因型栎(Q聊rc獬suber)的体胚系进行了检测，其

中1个体胚系以次生胚增殖方式经过了几次体胚再

发生，未发现无性系内变异及随培养时间的增加而

产生的变异，基于遗传距离的聚类结果与体胚系所

属种源一致。

Marcotrigiano等一刮用泡桐(Paulownia tomertto一

8a)萌发种子的胚轴诱导愈伤，经由体细胞变异获得

一个新的栽培变种，该变种有不规则的叶部色斑，幼

叶有绿色与黄绿色到乳白色的斑点，成熟叶也可包

括以上各种色斑。

Tibok等[371用14日龄的桉树胚轴诱导愈伤组

织，经器官或胚胎发生途径获得再生植株，其中

28％为单倍体、12％为3倍体、其它为2倍体。吴敏

生等∞引用赤桉幼苗的子叶和下胚轴诱导愈伤组织

并获得再生植株，再生植株继代培养增殖，取根尖制

片进行染色体观察，结果表明再生植株经过连续继

代培养染色体数目变化较大，非整倍体随继代代数

增加而增加，染色体数目改变的重要原因之一是有

丝分裂不正常。

郭晓红等【391以四合木(Tetraena mongolica)种

子萌发幼苗为外植体诱导愈伤组织，对继代培养I一

2 a的愈伤组织进行染色体制片并计数，结果发现愈

伤组织在继代培养过程中染色体数目变异显著，有

亚倍体、多倍体和超倍体出现，继代培养l a以上的

愈伤组织中多倍体和超倍体占优势，亚倍体较少，而

正常的二倍体则少见，同时还出现了异常的有丝分

裂现象。

3 林木体细胞无性系变异研究中存在

的问题与前景展望

作为植物组织培养中经常发生的事件，体细胞

无性系变异对于利用组织培养技术进行优良基因型

快速繁殖、种质资源离体保存、体细胞杂交和基因工

程育种带来了不利影响，因为在此过程中都需要保

持植物原有遗传基础的相对稳定。而另一方面，体

细胞无性系变异又为植物育种工作者提供了一个新

的变异来源和有效的育种途径，可以通过突变体筛

选进行品种改良¨’2棚’4¨。

从现有资料看，体细胞无性系变异在林木中也

相当普遍，但研究工作还不够深入，多数研究只是发

现了体细胞无性系变异现象，有关体细胞无性系变

异的遗传机理及影响因素虽有一些报道，但研究缺

乏系统性，变异原因还没有被完全揭示。

目前，许多林木的组织培养再生系统已经建立

并用于良种繁殖和生物技术育种，深人系统的开展

林木体细胞无性系变异研究，揭示其遗传机理和产

生变异的真正原因，建立控制变异发生的技术方法，

对于实现林木体细胞无性系变异发生的人为调控，

使组织培养技术更好的为林木定向遗传改良和良种

快速繁殖服务具有十分重要的意义。
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