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小麦单细胞再生植株后代染色体与 D NA变异的初步研究
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　　摘　要 : 为了使体细胞无性系变异更好地应用于作物品种改良 ,以小麦单细胞培养再生植株后代为材

料 ,研究了其染色体和 DNA的变异。结果表明 ,再生植株后代与未经培养的亲本相比 ,花粉母细胞减数分裂

染色体行为发生异常 ,终变期染色体数目和体细胞染色体数目发生变化 ,而且早期世代变异幅度大。但随着

繁殖世代的增加 ,花粉母细胞减数分裂染色体行为和体细胞染色体数目的变化渐趋稳定 ,至第五代基本稳定。

对农艺性状已稳定的再生植株第九代不同株系总 DNA进行 RA PD2PCR扩增 ,结果表明 ,不同株系与未经培

养的亲本相比在 DNA水平上存在变异 ,出现亲本特异性谱带缺失 ,该类株系表现为矮秆、早熟。
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in Progenies of Regenerated Plants from Single Cell Culture In Vitro in Wheat
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Abstract : The chromosome variation and change of DNA were st udied by using t he progenies of regen2
erated plant s derived f rom t he single cell cult ure in vit ro in wheat , to study the changes of genetic var2
iation in the p rogenies derived f rom t he regeneration plant s , and to provide t heoretical evidence for u2
sing somaclonal variation in crop improvement . The result s showed that t he chromosome behavior of

pollen mot her cell at meio sis was abnormal , t he chromosome number of pollen mot her cell at diakine2
sis and somatic chromosome number changed in progeny regenerated plant s , compared with t he uncul2
t ured parent . The range of changes was very wide in t he early generations. Along with the increase of

generation in the propagation of regeneration plant s , t he change of chromosomal behavior of pollen

mother cell at meiosis and somatic chromosome number were stable gradually , and t he changes were

not stable until t he fif t h generation. The total DNA f rom t he different lines in t he nint h generation de2
rived f rom t he regeneratied plant s wit h stable agronomic characters was amplified by RA PD2PCR. The

result s showed t hat t he variation at t he level of DNA existed , and deletion of t he special bands in dif2
ferent lines f rom t he regeneratied plant s were observed compared wit h t he uncult ured parent . The

lines wit h deletion of special DNA band have lower height and earlier mat urity.
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　　自 20世纪 80 年代 Larkin 等[1 ]提出植物体

细胞无性系变异以来 ,人们从农艺性状[2～5 ]、生化

特性[6～8 ]和遗传学[ 9～12 ]等方面证明 ,植物体细胞

无性系变异是普遍存在的 ,而且认为植物体细胞
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无性系变异是作物品种改良的一个变异来

源[1 ,2 ,6 ]。有关小麦体细胞无性系变异的研究集

中在 20世纪 80年代中期到 90年代末期 ,主要针

对小麦体细胞无性系早期世代的农艺性状 ,如株

高、熟期、千粒重和每穗粒重等的变异[ 2 ,4～6 ] ;与小

麦品质有关的一些理化性状 ,如籽粒蛋白质含量、

贮藏蛋白含量及其组分的变化等[6～8 ] ;遗传学方

面如体细胞无性系染色体数目的变化等[ 13～15 ]。

20世纪 90年代以来 ,有关体细胞无性系变异在

作物品种改良应用方面的研究进展缓慢 ,尤其是

对连续多世代体细胞无性系遗传变异规律的研究

鲜见报道。鉴于此 ,笔者以连续多代的小麦单细

胞培养再生植株后代为材料 ,研究花粉母细胞染

色体行为和终变期染色体数目以及体细胞染色体

数目和 DNA 水平上的变化 ,旨在进一步探明体

细胞无性系遗传物质在再生植株后代变化规律 ,

为体细胞无性系变异更好的应用于作物品种改良

提供理论依据。

1　材料与方法

1 . 1　试验材料

试验材料为遗传上早已稳定的春小麦品种

N E124 单细胞培养获得的不同细胞系 ( 3332、

2221c、2221d、352、442、12291、412、3132、22211a)

的再生植株后代 ,以未经培养的 N E124为对照。

1 . 2　试验方法

1. 2. 1　再生植株后代花粉母细胞减数分裂染色

体终变期染色体数目观察　在孕穗初期取旗叶与

倒二叶间距为 5 cm左右时的幼穗 ,每株系最少取

5个幼穗 ,卡诺固定液固定 24 h ,然后转入 70 %乙

醇中保存。对每株系内每幼穗的各个小穗花粉母

细胞用 1 %的改良 Carbo 品红溶液染色压片 ,O2
lymp us 光学显微镜下观察终变期染色体数目。

1. 2. 2　种子根尖有丝分裂染色体数目观察　将

不同株系的种子于恒温箱 25 ℃发芽 ,取长 1 cm

左右的根尖于水中 ,在 0～4℃下预处理 24 h ,卡

诺固定液 (乙醇 ∶冰醋酸 = 3 ∶1)固定 24 h ,1 %

醋酸洋红染色 1～2 d水解 3 min ,45 %冰醋酸压

片 ,先进行染色体数目观察。观察细胞数不少于

30个中期细胞。Olymp us显微镜观察并照相。

1. 2. 3　再生植株后代不同株系叶片 DNA 提取

　DNA 提取参考 Brown (1993) 的方法[16 ]进行。

1. 2. 4　引物　本研究使用引物为 Operon公司 F

组的 20个引物 ,A组和 I组各两个引物 , G组的 5

个引物及 Q组 的 3个引物。经过筛选最后选定

的 2个引物 O PF26 和 O PF213 由宝生物工程 (大

连)有限公司合成 ; Taq DNA 聚合酶及 dN TP为

美国 PROM EGA公司产品。

引物序列 O PF213 : 5’GGCT GCA GAA 3’

1. 2. 5 　RA PD2PCR 技术体系 　反应体积 25

μL ,d N TP 终浓度 200μmol/ L ,引物终浓度为

100n mol/ L , MgCl2 终浓度为 25 mmol/ L 模板

50 ng ,10×缓冲液 10μL ( PROM EGA 原装) ,通

过 PE2400 (美国 PER KIN EL M ER 公司)进行扩

增。反应为 40个循环 ,97℃预变性 5 min ,加 Taq

DNA聚合酶 1U , 94℃变性 1 min , 36℃退火 1

min ,72℃延伸 2 min ,最后 72℃保温 7 min。扩增

产物通过 D YY2III 8 B型稳压稳流定时电泳仪于

1. 4 %的琼脂糖凝胶 (含溴化乙锭0. 5 mg/ mL )电

泳 ,电压 70V ,电泳缓冲液为 1 ×TA E ,电泳 4 h ,

于 Kodak EDS2120 凝胶成像分析系统进行照相

分析。

2　结果与分析

2 . 1　再生植株后代花粉母细胞的染色体行为

对最早成苗的 4 个体细胞再生株系 3332、

2221c、2221d和 352的自交繁殖第三代 ( R3 )共 26

个株系的花粉母细胞染色体行为进行观察 (图

1) ,结果表明 ,染色体行为发生异常 ,观察到落后

染色体、染色体桥、环形染色体、微核、花粉母细胞

只进行核裂、四极纺锤体、染色体粘连等 ,以及四

分体形成期有多分体的出现。这些异常行为发生

的频率因不同株系而异 ,即使来自同一株系内的

不同株系出现异常的比例也有明显差异。

　　在所观察到的染色体异常行为中 ,各个株系

均以具有落后染色体的花粉母细胞出现的频率最

高 ,变化范围为 8. 03 %～41. 53 %。落后染色体

数目出现 1～12条不等 ,其中有的发生在中期 I ,

一至几条染色体不能正常排列到赤道板上 ;有的

发生在后期 I和后期 II ,一至几条染色体不能到

达两极 ,表明单细胞离体培养严重影响再生植株

花粉母细胞染色体的正常联会 ,从而导致染色体

丢失。

染色体桥和断片的比例不如落后染色体出现

的高 ,变化范围为 0～16. 85 %。

从第四代起至第六代 ,随着再生植株后代繁

殖世代的增加 ,花粉母细胞减数分裂过程染色体

行为出现异常的比例越来越小 ,且绝大多数株系
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正常花粉母细胞所占的比例均在 95 %以上。所

有株系具有落后染色体的花粉母细胞的比率很

低 ,仅为 0. 23 %～2. 79 %。第五代和第六代中

90 %株系未检测到染色体桥和断片的花粉母细

胞 ,说明随着世代的增加再生植株花粉母细胞染

色体结构变化基本趋于稳定 ,而 10 %株系具有染

色体桥和断片中的一种或两种 ,但所占比率都很

小 ,具有染色体桥的花粉母细胞所占比例为

0. 73 %～4. 41 % ,具有染色体断片的花粉母细胞

所占比例为 0. 47 %～0. 91 % ,染色体结构仍在发

生改变。进一步表明单细胞离体培养染色体的不

稳定性有的株系可以延至第六代。

　　1.染色体桥 ; 2 ,3.微核 ; 4 ,5.花粉母细胞减数分裂后期 I染色体粘连 ; 6.四极纺锤体 ; 7.五分体 ; 8.六分体 ;9.环形染色体 ; 10.落
后染色体 ; 11.花粉母细胞仅进行核裂 ; 12.一条染色体 ; 13.两条染色体 ; 14 ,15.三条染色体 ; 16.六条染色体.

1. Chromosome bridge ; 2 , 3. Micronucleus ;4 ,5. Chromosome sticking during t he meiosis anaphase of pollen mot her cell ; 6. Quad2
ripolar spindle ; 72 Pentad ; 8. Hexad ; 9. Cycle chromosome ; 10. Lagging chromosome ; 11. The only nucleus division of pollen mot her
cell ; 12. One chromosome ; 13. Two chromosomes ; 14 , 15. Three chromosomes ; 16. Six chromosomes.

图 1　再生植株后代花粉母细胞染色体行为
Fig. 1　Chromosomal behavior of pollen mother cell from the progenies of regeneratied plants

表 1　R3 代各株系终变期不同染色体数目的花粉母细胞所占比例 ( %)

Table 1　Percentage of pollen mother cell with different chromosome

number derived from different lines in R3 generation

株系
Lines

不同染色体数目的花粉母细胞所占比例 ( %)
Percentage of pollen mot her cell

n≤5 5 < n≤10 10 < n≤15 15 < n≤20 n = 21 21 < n≤25
NC

2221c247 14. 00 10. 00 22. 00 32. 00 20. 00 2. 00 50

2221d22 0. 00 0. 00 5. 41 21. 61 70. 27 2. 70 37

333228 0. 91 0. 91 2. 73 50. 91 40. 00 4. 55 110

333229 0. 00 2. 44 21. 95 39. 02 17. 07 19. 05 41

3332231 9. 18 5. 04 22. 33 32. 93 30. 52 0. 00 56

33322106 1. 35 1. 35 7. 26 49. 35 40. 64 0. 00 90

35224 3. 89 0. 00 0. 00 1. 85 94. 26 0. 00 86

CK(N E124) 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 100. 00 0. 00 72

　　注 :n.终变期花粉母细胞染色体数目 ;NC.观察终变期花粉母细胞总数。表 2、表 3同。

Notes : n. Chromosome number of pollen mot her cell at diakinesis. NC. Total number of t he pollen mot her cells observed at diakine2

sis. The same are as in table 2 and table 3.
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2 . 2　再生植株后代花粉母细胞终变期的染色体

数目

再生植株 R3 代花粉母细胞终变期染色体数

目发生明显变化 ,7 个不同株系终变期花粉母细

胞染色体数目变化范围较大 (1～25 条) ,而且比

例也有差异 ,尤其是在 2221c247 , 333228 , 33322

31 , 33322106 , 35224 株系中观察到具有 1～6条

染色体数目的终变期花粉母细胞的存在。表明再

生植株 R3 代花粉母细胞染色体在数量上发生明

显变化 ,说明单细胞离体培养对染色体有明显影

响 ,但不同株系受影响程度不同 (表 1) 。

表 2　R2 代再生植株后代种子根尖体细胞染色体数目的变化

Table 2　Change of somatic chromosome number in the root tip of

seedlings derived from regenerated plant in generation R2

株系
Lines

不同染色体数目的花粉母细胞所占比例 ( %)
Percentage of pollen mot her cell

2n≤21 21 < 2n≤30 30 < 2n < 42 2n = 42 2n > 42
NC

CK(N E124) 0. 00 0. 00 0. 00 100. 00 0. 00 30

2221d22 0. 00 9. 46 17. 57 72. 97 0. 00 74

3332231 10. 34 6. 90 20. 69 55. 17 6. 90 58

33322106 3. 85 3. 85 28. 85 55. 76 7. 69 52

　　Notes :2n = 6x = 42.

表 3　R4 与 R5 代再生植株后代种子根尖体细胞染色体数目所占比例的变化

Table 3　Change of somatic chromosome number in the root tip of seedlings

derived from regenerated plant in generation R4 and R5

后代
Progenies

株系
Lines

不同染色体数目的花粉母细胞所占比例 ( %)
Percentage of pollen mot her cell

2n - 4 2n - 3 2n - 2 2n - 1 2n 2n + 1
NC

R4 CK(N E124) 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 100. 00 0. 00 30

1229121 0. 00 2. 80 0. 00 8. 30 88. 90 0. 00 36

22211a2127 2. 00 0. 00 0. 00 0. 00 98. 00 0. 00 50

313224 0. 00 2. 90 0. 00 0. 00 94. 20 2. 90 35

3332231253 0. 00 3. 30 3. 40 3. 30 90. 00 0. 00 30

3332210627 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 96. 70 3. 30 30

33322106238 0. 00 2. 80 2. 80 0. 00 94. 40 0. 00 36

412 (1)223 6. 60 2. 30 2. 30 4. 40 84. 40 0. 00 45

442 (3)21 3. 30 6. 70 0. 00 0. 00 86. 70 3. 30 30

R5 CK(N E124) 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 100. 00 0. 00 30

1229121 0. 00 5. 90 0. 00 0. 00 94. 10 0. 00 51

22211a2127 2. 00 0. 00 0. 00 0. 00 98. 00 0. 00 50

313224 3. 30 0. 00 0. 00 3. 20 90. 30 3. 20 31

3332231253 3. 30 0. 00 0. 00 0. 00 96. 70 0. 00 30

3332210627 0. 00 3. 30 0. 00 0. 00 96. 70 0. 00 30

33322106238 0. 00 1. 90 5. 80 1. 90 90. 40 0. 00 52

412 (1)223 0. 00 6. 60 0. 00 0. 00 93. 40 0. 00 30

442 (3)21 5. 70 0. 00 0. 00 0. 00 94. 30 0. 00 53

　　Notes :2n = 6x = 42

2 . 3　再生植株体细胞的染色体数目

2. 3. 1　第二代 ( R2 )的染色体数目　单细胞培养

再生植株后代不仅花粉母细胞染色体数目发生变

化 ,体细胞染色体数目也发生明显改变 ,而且染色

体数目变化的范围和分布的比例也有很大差异

(表 2) 。对 R2 代 3 个株系再生植株后代种子根

尖中期的体细胞进行染色体数目观察 ,结果表明 ,

所有株系的体细胞除具有 2n = 42 的六倍体细胞

外 ,仍有一定比例的非整倍体细胞存在 ,而且变化

范围较广 ,为 18～44 条。不同株系具有 2n = 42

的细胞数所占比例有很大差异 ,最高达 72. 97 % ,

最低为 55. 17 % ,即使来自同一细胞系的 3332231

和 33322106株系间也存在不同。

2. 3. 2　R4 和 R5 代的染色体数目　再生植株第
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四代 ( R4 )的 8个株系来自 6个不同的细胞系 ,这

8个株系的体细胞中具有染色体 2n = 42 的细胞

数所占比例均在 84 %以上 ,但仍有不同比例的非

整倍体细胞存在。在 R5 代 ,2n = 42 的正常体细

胞所占比例均提高到 90 %以上 ,说明离体培养对

单细胞再生植株体细胞染色体有丝分裂的影响随

着世代的增加而逐渐减弱 ,使正常的体细胞的比

例提高 ,最高可达 98 % (表 3) 。意味着染色体数

目变化在 R5 代就基本稳定 ,但仍保留很小比例

的非整倍体细胞。

通过以上分析可知 ,离体培养对早期世代再

生植株染色体数量的影响很大 ,但随着世代的增

加染色体数量变化愈趋稳定。
表 4　由引物 OPF213扩增的谱带

Table 4　Bands amplif ied by primer OPF213

Bands N E124 S250

OPF2131088 1 1

OPF213726 1 1

OPF213565 1 0

2 . 4　再生植株 DNA水平的变化

通过 RA PD2PCR对再生植株后代农艺性状

已稳定的第九代共 28 个株系总 DNA 经随机引

物 OPF213 扩增 ,与未经培养的 N E124 总 DNA

扩增谱带相比较 ,出现两种类型 : (1)仅出现亲本

特异性谱带缺失 ,表现矮秆、早熟的体细胞无性系

3332231253 (以 S250表示)总 DNA 经 O PF213 扩

增后分子量为 565 bp 的亲本特异性 OPF213565

谱带发生缺失 (图 2 和表 4) ,可能控制该谱带合

成的基因发生丢失 ; (2)扩增谱带与亲本相同 (这

样的株系未列入表内) 。

箭头表示缺失 565 bp的谱带

The arrow indicate t he band of 565 bp was absent

图 2　OPF213扩增的谱带
Fig. 2　Bands amplif ied by primer OPF213

3　讨 论

植物体细胞无性系再生植株后代能否稳定遗

传关键在于遗传物质的遗传稳定性。已有报道也

仅对早期世代再生植株 ( R1、R2 )的染色体变异进

行研究 ,但在早期世代染色体的不稳定性到高世

代的表现鲜见报道 ,尤其是有关小麦单细胞培养

再生植株后代染色体的遗传稳定性和 DNA 的变

化至今还未见报道。本研究结果表明 ,小麦单细

胞离体培养使再生植株后代性细胞和体细胞染色

体产生不稳定性和 DNA 水平上的变化。这种变

化是由单细胞离体培养过程中愈伤组织形成以及

植株再生过程染色体的改变和 DNA 水平上的变

化所致 ,并不是外界环境条件所致。这种染色体

水平上的变化对再生植株后代体细胞和性细胞染

色体的不稳定性影响也极深 ,尤其是再生植株早

期世代通过其自交繁殖的过程花粉母细胞减数分

裂过程发生紊乱 ,其染色体变异的频率较高 ,如出

现较高频率的落后染色体、染色体桥和断片的花

粉母细胞 ,这可能导致染色体数目、结构和基因的

改变 ,有利于进一步拓宽再生植株后代变异的范

围和增加变异频率。小麦单细胞培养再生植株

R2 代种子根尖体细胞染色体数目要比 Karp 和

Maddock [13 ]和吴鹤鸣等[ 15 ]以未熟胚为外植体离

体诱导获得的再生植株体细胞染色体数目变异范

围广 ,随着繁殖世代的增加 ,在 R6 代体细胞无性

系后代的染色体遗传逐渐趋于稳定。尽管大多数

无性系后代仍有极少数花粉母细胞含有落后染色

体 ,意味着在无性系的体细胞中可能含有为数极

少的非整倍体细胞的存在 ,但这些株系在高世代

染色体结构不再发生改变。说明小麦单细胞离体

培养对部分再生株系染色体的不稳定性具有深远

的影响。通过 RA PD2PCR技术对高世代体细胞

无性系总 DNA 进行检测 ,认为经过小麦单细胞

培养获得的部分体细胞无性系存在分子水平上的

变异。
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