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马铃薯体细胞染色体加倍的研究
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摘　要：体细胞染色体加倍是 “分解－综合育种” 方案的重要环节之一�随着科学技术的发展�
染色体加倍技术已由秋水仙素加倍法、组织培养加倍法发展到细胞融合加倍法。本文简述了各种染色
体加倍方法及影响因素、存在的问题和发展前景。
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　　长期以来�品种间杂交及芽变选择一直是马铃
薯品种选育的主要方法�可是�马铃薯普通四倍体
栽培种具有高度的基因杂合性及基因分离的复杂

性�其基因库异常狭窄�抗病、抗逆和加工品质基
因极其缺乏［1］�导致这一育种进程愈来愈慢�选
育具有高产、优良加工性状兼并抗病、抗逆的马铃
薯品种极端困难。尽管二倍体野生种具有丰富的基
因资源�可由于倍性差异无法与四倍体杂交结实�
而现代生物学为解决这一问题提供了理论与物质基

础。
早在1963年�Chase［2］就提出了 “分解育种

方案”�即：将四倍体栽培种或优良品系通过染色
体降倍技术降为二倍体�在二倍体水平上进行选
择与杂交�再将杂交后代通过加倍恢复到四倍体
水平；1979年�Wenzel［3］等根据当时的科技发展
又提出综合运用单倍体诱导技术、染色体加倍技
术、细胞融合技术的 “分解－综合育种” 方案。
至今为止�通过花药花粉培养及孤雌生殖已获得
大量马铃薯单倍体品系［58］；通过秋水仙素及组织
培养加倍法获得了众多的纯合四倍体［53�17�18］；通
过体细胞融合技术得到了许多具有应用价值的马

铃薯育种材料［59］。
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倍性操作具有重要的理论和实际意义。首先�将四
倍体栽培种降至二倍体水平并与野生种杂交�可将
野生种丰富的抗性和品质基因转入栽培种之中�以
扩充栽培品种基因库。其次�对一单倍体马铃薯进
行二次加倍使其成为纯合四倍体�然后选择两种不
同的纯合四倍体杂交�可获得具有强大杂种优势的
F1代不分离实生种子�从而彻底解决病毒病所引
起的马铃薯品种退化问题�节省连年制种所耗费的
人力物力。因此�倍性操作是分解－育种方案的重
要环节�而染色体加倍技术是获得纯系以及杂交品
系用于生产的关键步骤。
1　秋水仙素加倍法

秋水仙素是微管特异性药物�低浓度的秋水仙
素可以阻断微管蛋白组装成微管而破坏纺锤体的形

成；由于复制的染色体在细胞分裂时不能分向两
极�从而导致细胞的染色体加倍。
1∙1　秋水仙素的应用

最初�染色体加倍方法主要借助于秋水仙素对
块茎芽眼、腋芽生长点及种子处理�以便在众多的
处理材料中选择加倍植株。1939年 Johnstone［4］用
含有1％秋水仙素的羊毛脂膏处理块茎芽眼；随
后�许多学者将块茎直接浸入不同浓度秋水仙素溶
液或对芽眼进行秋水仙素涂抹［5］、浸泡及脱脂棉
浸药的覆盖［6］�但加倍效果不佳�加倍率均小于
1％。后来�Koopmans［9］等将实生种子放在浸有
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0∙1～0∙5％秋水仙素滤纸上或1％琼脂冻［8］上处
理�可由于秋水仙素的毒害作用�种子萌发率及染
色体加倍频率很低。Lamm ［7］等为了克服这一问
题�采用先萌发种子�再对实生苗生长点、二倍体
杂种实生苗腋芽生长点［8］进行秋水仙素处理�或
在低温 （4℃） 下用秋水仙素溶液浸泡种子�再将
药液已深入到组织内部的实生种子于培养基上萌

发［57］�这些方法大大提高了种子成活率与染色体
加倍率。
1∙2　秋水仙素加倍法存在的问题

尽管在细胞有丝分裂中�秋水仙素能够阻止纺
锤体形成而使染色体加倍�但在实际应用也存在着
许多问题�1） 秋水仙素处理块茎芽眼及植株生长
点时�药液易干涸而影响加倍效果；2） 秋水仙素
具有毒害作用�常常使材料在处理过程中的死亡�
且不利于种子的萌发与根的生长；3） 经秋水仙素
处理的材料�普遍存在着细胞倍性嵌合现象�完整
倍性的加倍植株频率低。Frandsen［14］在对实生苗
和实生种子进行秋水仙素处理中发现�50％的实生
苗产生了倍性嵌合现象�嵌合植株的 L1、L2及
L3胚层加倍率各不相同；Maine［31］也得到类似的
结论�他在对85个经秋水仙素处理的马铃薯双单
倍体检查时�发现只有一个双单倍体的 L2与 L3
胚层倍性相同�而 L1胚层普遍不同于其他两个胚
层。象这种倍性嵌合体在生长过程中或在下一无性
繁殖世代中能否保持加倍的特性�必然依赖于生长
点是否受到秋水仙素的影响�依赖于生长过程中
2X细胞与4X 细胞的生存竞争。这种细胞倍性嵌
合的分离群体将会造成倍性育种选择的困难。这一
系列问题�限制了秋水仙素加倍法在实践中的应
用。
2　组织培养加倍法

由于染色体复制与细胞分裂受控于不同基因�
因此�在愈伤组织诱导及培养过程中常常导致细胞
染色体组发生内源多倍化。组织培养加倍法就是利
用愈伤组织生长过程中的这种 DNA 快速复制与细
胞分裂不同步来达到染色体加倍的目的。Owen［17］

等通过流式细胞仪对 Phureja 植株、试管苗和原生
质体进行了 DNA 含量分析�也对一单倍体、双单
倍体、四倍体品系的植株及相应一单倍体基因型的
愈伤组织进行细胞倍性测定�结果发现�由一单倍

体诱导的愈伤组织中具有 DNA 的1C、2C 和4C
峰�说明愈伤组织内部总有一些细胞经历着一个或
多个多倍化过程�并且细胞具有广泛的变异倍
性［18］。

利用外植体进行愈伤组织的自然加倍在许多作

物如：烟草、甜菜、小麦、胡萝卜等均有报道。由
于愈伤组织生长在易于控制的无菌微环境下�再生
苗来自于单细胞而使加倍植株倍性完整�很少产生
嵌合现象�这种优势使之成为一种快速而有效的染
色体加倍方法。
2∙1　影响染色体加倍率的因素
2∙1∙1　基因型与染色体加倍率

Kaburu［25］、Sonnino ［20］等曾探讨过基因型与
加倍频率的关系�发现不同的基因型愈伤组织的再
生苗频率与再生苗加倍的频率不同�两者呈正相
关；Carputo ［24］等对四种不同基因型的马铃薯双单
倍体材料进行愈伤组织诱导加倍�得到0－47％的
加倍变化频率；笔者在对9种不同倍性、不同基因
型的马铃薯材料进行诱导加倍中�也得到类似结
果�加倍频率由0变化至75∙1％�证实基因型是
影响加倍率及再生苗频率的重要因素。
2∙1∙2　外植体与染色体加倍率

愈伤组织诱导过程中�由于不同组织器官生理
生化状态差异�尤其是内源激素水平的差异导致它
们打破原有细胞的分化状态恢复细胞分裂能力的大

小不同；而这种内在的生理生化状态与内源激素水
平的差异�必然影响不同外植体愈伤组织的分化能
力和加倍频率。马铃薯茎、叶、叶柄及根等组织器
官经创伤诱导均可形成愈伤组织；可是�由于自身
差异�不同组织细胞再生苗加倍的频率不同。对
茎、叶和叶柄诱导的愈伤组织再生苗倍性检查结果
表明�再生苗加倍频率以叶片最优�茎次之�叶柄
最低；但若以试管苗为材料进行愈伤组织诱导�茎
段外植体更具优势［53］。
2∙1∙3　外植体倍性水平与染色体加倍频率

低倍性材料形成的愈伤组织更易发生有丝分裂

的反常�更易进行染色体的核内复制�从而引起染
色体加倍。Owen［60］通过流式细胞仪对马铃薯一单
倍体和双单倍体 DNA 含量分析中指出�一单倍体
在进行 DNA复制期间�其多倍化细胞明显高于双
单倍体加倍细胞；Angela［61］的实验也证明�一单
倍体愈伤组织再生苗几乎全部多倍化�其中50％

·344· 中国马铃薯�第15卷�第6期�2001



的再生植株加倍为纯合四倍体�而二倍体愈伤组织
再生苗仅有60％左右加倍为四倍体；Pijnacker ［30］

认为�愈伤组织形成一周内的细胞多倍化频率取决
于基因型及原材料的倍性水平�一周以后的多倍化
变化频率主要依赖于培养基。甚至在对一单倍体试
管苗进行保存时�也容易产生染色体的自然加
倍［51］。
2∙1∙4　愈伤组织培养时间与染色体加倍频率

在愈伤组织细胞的增殖过程�试管苗叶片愈伤
组织形成的前15d 内�体细胞多倍化频率已达
77％�而温室的马铃薯叶片愈伤组织细胞多倍化频
率高达87％［33］。总体来说�愈伤组织培养时间与
染色体加倍频率成正相关［54］。可随着愈伤组织培
养时间的延长�细胞染色体的异常率也会增
加［26、35］�而伴随染色体加倍率与异常率提高的同
时�愈伤组织再生苗频率急剧下降［54］。
2∙1∙5　外在条件与染色体加倍频率

培养基激素种类及浓度是影响染色体加倍最重

要的外在条件。生长素类物质如：2�4-D、NAA、
IAA均可诱导愈伤组织的形成［27］；生长素与细胞
分裂素的比例及浓度可调控愈伤组织的根芽分

化［33�34］；而适当改变愈伤组织培养过程中生长调
节剂的浓度�将导致多倍化的频率发生改变［53］。
2�4-D在三种诱导剂中作用最强�可以高频率诱导
马铃薯愈伤组织并产生加倍细胞�但也使愈伤组织
细胞中染色体发生极大变异［55］；NAA 是一种较为
适宜的生长调节剂�其诱导愈伤组织的能力强于
IAA�弱于2�4-D ［25］；NAA 浓度不仅影响愈伤组
织的质量�而且影响再生苗频率及染色体加倍率。
较高的 NAA 浓度可导致较低的愈伤组织再生苗分
化率和很高的染色体加倍率；相反�低浓度 NAA
则产生高频率的再生苗分化率与低频率的染色体加

倍率�只有当 NAA浓度较为适宜时 （2mg／L）�可
得到较高的再生苗分化率 （达60～70％） 和再生
苗的染色体加倍率 （50～60％）�为选择所需倍性
植株提供了更多的机会［53］。

生长素及细胞分裂素有可能分别调控核分裂基

因与胞质分裂基因�两者浓度适宜时�将启动核分
裂基因与胞质分裂基因同时表达而产生正常倍性的

子细胞；两者浓度不协调时�尤其是生长素浓度较
高时�胞质分裂基因将被抑制�而引起体细胞染色
体多倍化的发生。因此在成功诱导了愈伤组织之

后�如何大量促使细胞经历多倍化途径�无疑是染
色体加倍方法的关键所在。
2∙2　加倍植株的育性问题

经双单倍体加倍的植株可以产生正常花粉�但
纯合四倍体大多不开花�或者能够开花可花粉败
育［51］�从而造成杂交困难。纯合二倍体也有类似
现象�在浆果数目、每一浆果结实数上明显少于原
亲本材料�花粉稀少不能萌发［52］。因此�组织培
养加倍法产生的纯合二倍体及纯合四倍体只能作为

母本�且可避免去雄这一烦琐程序；如果作为父
本�在育种中没有实际应用价值。
3　原生质体培养及体细胞融合的染色体加
倍方法

　　细胞融合技术在马铃薯育种中具有特殊的意

义�通过对同一单倍体或四倍体花粉原生质体的自
体融合�可节省花药、花粉培养途径并在短期内高
频率的获得纯合四倍体�为生产不分离的杂交马铃
薯实生种子提供亲本�以彻底摒除病毒积累引起的
马铃薯退化这一棘手问题；其次�对具有优良特性
的两种双单倍体品系的异体融合�可获得综合双亲
细胞核与细胞质基因的体细胞杂种�从而获得更强
的杂种优势；用具有优良抗性基因的野生种与双单
倍体品系或栽培种花粉原生质体的异体融合产生四

倍体杂种植株�再通过无性繁殖迅速固定基因资
源�为常规育种提供材料。因此�20世纪80年代
以来�体细胞融合技术得以迅速发展。

化学融合法与电融合法是细胞融合的两种主要

方法�前期细胞融合主要采用这两种方法对大量体
细胞进行随机融合�近年来又出现对雌雄配子、体
细胞的成对融合及不对称原生质体融合。融合技术
的不断创新及使用材料的广泛性使体细胞融合在倍

性育种中独树一帜。
3∙1　化学融合法

化学融合方法起始于20世纪30年代。1937
年�Michel［35］使用 NaNO3对高等植物与绿藻进行
了原生质体融合；1958年�Okada［36］由紫外线灭
活的仙台病毒诱导了体外培养细胞的融合�而
Carlson［37］于1972年通过 NaNO3将两类烟草原生
质体融合并得到了杂种植株；Melchers［38］最早应
用 PEG于马铃薯上�他通过对马铃薯双单倍体与
番茄的一个变种进行融合�成功的获得了跨种杂种
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植株�Butenko ［39］等也得到了正常的杂种马铃薯植
株。目前�使用最多的化学融合剂为聚乙二醇
（PEG）�由 PEG 与高钙离子相结合诱导原生质体
进行融合的方法由于费用低而被广泛应用。然而�
PEG 是一种有毒的化学物质�其融合频率受 PEG
分子量大小、浓度及融合时间的影响�同时也受到
洗脱液中 pH、Ca2＋浓度及原生质体密度与质量的
影响［40］�使其融合频率仅达10％～15％；而适量
的二甲基亚砜 （DMSO）、伴刀豆蛋白 A 及链霉蛋
白附加物可明显提高融合频率［41］。但 PEG 对原生
质体的毒害作用�常使融合细胞受到伤害而死亡。
3∙2　电融合方法

电融合法是利用高频交流电压对两电极间原生

质体悬浮液进行作用�使原生质体偶极化并在电场
中排列成串�当施加高压直流电脉冲时�原生质膜
发生可逆性击穿�从而导致原生质体融合。各种电
气参数、材料基因型、原生质体质量与密度是影响
电融合频率的重要因素。
3∙2∙1　电气参数与细胞融合频率

交变电场中的各种电气参数是影响融合频率最

重要的因素。在特定电流频率下�细胞移动形成串
珠链�轮转�变形�细胞融合的每一步各有其适宜
频率�这一频率会随品种、外植体类型、生理状态
及原生质体质量的不同而改变。交流电场场强决定
了原生质体成串的速度与质量�场强过低�成串困
难；场强过高�在短时间内形成过长的原生质体
串�且原生质体被拉成长椭圆形而导致多细胞融合
及融合频率的下降。戴朝曦等［41］在利用尖波电融
合仪对二倍体马铃薯原生质体处理时发现�不同基
因型达到最佳融合效果所要求的电气参数有异�但
在1∙1MHz�120～157 （Vpp／cm） 峰－峰电压场
强下处理25～50s�再用1∙25～1∙5KV／cm 直流
高压脉冲电击630us 左右�对大多数基因型都可
得到60％左右的融合率。
3∙2∙2　基因型、原生质体质量、密度与细胞融合
频率

基因型、原生质体质量、密度是影响融合频
率、融合细胞倍性的内在因素。

不同基因型对融合条件要求不同�而适宜的原
生质体密度与良好的原生质体质量是融合细胞可否

利用的基本条件。同一基因型的原生质体具有同种
电荷�彼此易于接触�进行自体融合时细胞成串所

要求的电场峰－峰电压值明显小于异体融合�马铃
薯81-11、81-15双单倍体品系在120／VPP．cm-1
左右的峰－峰电压下�可得50％～60％的自体融
合频率�而81-11、81-15与 Chacoense、S。Phure-
ja原生质体的异体融合则需150／VPP．cm－1左右
的峰－峰电压才可达到相同的融合频率［41］。

大密度原生质体的随机融合频率较高�但会获
得不同倍性的融合细胞；在没有特殊处理条件下�
密度过低�不利于原生质体接触�融合频率会随之
下降。锁定电场电压 （200～230V／cm） 下�当原
生质体密度为5×104时�可以得到理想的细胞串
及融合频率［43］。高频率的两细胞融合是最佳的实
验结果�但也往往随着基因型、原生质体密度和电
气参数的不同难以实现。然而�Hunt 和 Hel-
gson［44］对 KM 培养基及培养方法的改进�高频率
得到了单细胞无性系分化；孙蒙祥等［45］应用微滴
培养与微室饲养诱导了烟草体细胞原生质体分裂并

形成小细胞团�且发现性细胞的成对融合比体细胞
更易进行；这种微量细胞的培养和两两细胞的融
合�使我们看到了成对原生质体融合技术在马铃薯
遗传育种中应用的曙光。

不同组织的原生质体融合频率及融合细胞的分

裂频率具有极大差异。较老叶片组织或表皮的原生
质体融合频率不高、融合细胞不易分裂�而分生组
织生长点的原生质体质量极佳�不仅融合频率高�
融合细胞分裂能力也强［42］。
3∙3　原生质体培养、融合的再生植株染色体的变
异

从马铃薯外植体分离出原生质体后�要获得再
生植株必须经过细胞壁再生－细胞分裂－愈伤组织
－细胞分化的过程�其中每一步都可能导致细胞发
生变异�尤其是染色体数目、倍性水平、染色体组
型和结构的变异［46�47�48�49］。李耿光对四倍体小叶
白×多子白马铃薯叶肉原生质体再生植株检查后发
现：再生植株的染色体数目表现出极大变异�正常
的四倍体植株很少�而非整倍体再生植株所占比例
极高�其中 P01甚至达到93％［50］。Shepard 等［40］

在利用 Burbank进行原生质体培养中发现：再生植
株无论在块茎形状、产量、植株形态以及抗病性上
都发生了变异�这种变异无疑是染色体或基因发生
改变所致。

马铃薯双单倍体异体融合的再生植株在众多方
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面均呈现双亲的综合性状［58］�但也会产生变异性
状［59］。与小麦和黑麦草原生质体杂种细胞［60］、裸
燕麦与小麦杂种细胞相同［61］�马铃薯异体融合杂
种细胞系染色体数目均高于双亲�但绝大多数以双
亲染色体的和数目为主；Waara［62�63］等发现双单倍
体品系间或双单倍体与野生种的融合细胞杂种植株

大多为四倍体�同时也存在六倍体、八倍体和非整
倍体；Austin［64］等对四倍体与二倍体马铃薯的融
合则以六倍体为主�但也具有少量四倍体与八倍
体。显然�这种遗传上的稳定性与不稳定性与实验
材料的倍性密切相关。
4　展　望

原生质体培养与融合技术的加盟�赋予了马铃
薯倍性育种新的内涵。过去�二倍体有性杂交后
代�必须通过秋水仙素或组织培养加倍方法使之恢
复到四倍体水平才能在生产中应用。可现在�通过
野生种体细胞原生质体与优良栽培种花粉原生质体

融合�再对杂种细胞进行自体融合就可实现 Chase
当年的设想�而不必进行染色体降倍及品系或品种
间杂交就能得到四倍体杂种植株�从而快速实现野
生种的优良抗性及品质基因向栽培种的转移。特别
是随着成对融合技术、花粉原生质体分离技术的日
益成熟�使我们能够在短期内得到马铃薯纯合四倍
体而无需进行倍性检测这一烦琐过程。而非对称融
合技术的应用�能够克服一般情况下融合细胞综合
双亲全部遗传物质的特性�从而有目的的进行部分
基因转移［56］。但秋水仙素与组织组织加倍法仍有自
身优势�特别是当某一亲本具有不利的胞质基因时�
利用上述两种方法调整亲本倍性仍有积极的作用。
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马铃薯腺苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶研究进展

成善汉1�柳　俊2�谢从华1

（1∙华中农业大学园艺系�武汉　430070；　2∙华中农业大学生命科学技术学院�武汉　430070）

摘　要：腺苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶 （AGPase） 是马铃薯淀粉合成的限速酶�有关该酶的酶学特
性、表达规律及分子生物学已进行了较为深入和系统的研究。异源表达和突变研究表明�该酶的小亚
基具催化活性�大亚基具变构调节作用。化学修饰和位点定向突变方法分析已发现了 AGPase 的底
物、激活因子和抑制因子结合位点。此外�通量控制系数、反义抑制和反向遗传学等多种方法已阐述
了该酶是淀粉合成关键酶的原因。

关键词：马铃薯；腺苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶；亚基；结合位点；淀粉合成
中图分类号：S532　　　文献标识码：A　　　文章编号：1001-0092 （2001） 05-0349-06

　　马铃薯 （ Solanum tuberosum L．） 是总产和栽
培面积仅次于小麦、水稻和玉米之后的第四大粮食
作物［1］�其块茎的贮藏物质主要是淀粉�约占块
茎干物重的70％～80％�块茎淀粉不仅用于医药、
食品和饮料生产�还可以用作造纸、包装、纺织和
化工原料等。因而获得高含量、多用途、不同结构
的淀粉已经成为育种工作者的技术攻关课题之一。

腺苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶 （ADP-glucose
pyrophosphorylase�AGPP 或者 AGPase） 是植物淀
粉生物合成过程中的一个起关键性调节作用的酶。
研究表明�AGPase 对淀粉合成的一般控制系数在
0∙3～0∙6［2］ �且植物组织中淀粉合成的曲线与

　收稿日期：2001－06－15
　作者简介：成善汉 （1975－）�男�华中农业大学园艺系99硕士生。

AGPase积累曲线基本一致�抑制 AGPase 的活性
将导致淀粉合成的部分或全部终止［3�4］。因而�全
面了解 AGPase的研究进展�对我们采用不同的方
法来提高淀粉含量和改良马铃薯品质具重要意义。
1　AGPase的酶学特性
1∙1　催化和调节性质

已经纯化出来的马铃薯 AGPase 分子量约为
206KD�是由51KD大亚基和50KD的小亚基组
成的异源四聚体［5］�定位于块茎、匍匐茎、根、叶
和茎中�块茎和叶中含量较多［6］。AGPase 催化淀
粉合成前体物质 ADPG 的形成 （G-1-P＋ATP ←→
ADPG＋PPi） ［7］　。作为淀粉合成第一步�AGPase
存在两种方式的调节作用�一是变构调节�通过激
活因子3-PGA与抑制因子Pi的比率来控制酶的活
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