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1916 年 Winker[1]在研究 Salanum. nigum嫁接

时从愈伤组织得到了四倍体植物, 首先引入了多

倍体这一概念 . 多倍体植物在自然界中普遍存

在,并被认为是推动植物进化的重要因素,是物种

形成的途径之一 . 自然界中大约一半的被子植

物 , 三分之二的禾本科植物 , 80%的草类 , 18%的

豆类是多倍体. 蓼科、景天科、蔷薇科、锦葵科、禾

本科和鸢尾科中多倍体最多,许多农作物及果树、

蔬菜是多倍体,如小麦、燕麦、棉花、马铃薯、花生、

烟草、甘薯、苜蓿、山药、韭菜、荠菜、苦苣菜和香蕉

等均为天然的多倍体.多倍体在动物中较为罕见 ,

但也发现了一些多倍体动物,如鱼、青蛙、鸡、扁形

虫、水蛭、海虾等[2],另外哺乳动物中也鉴定出一只

多倍体小鼠[3]. 首先发现动物多倍体的是比利时生

物学家凡·培内登在研究马蛔虫后提出的. 随着

大量分子生物学证据的积累, 有关杂交多倍体动

物物种形成的报道也越来越多[4]. Sping[5]提出了令

人信服的证据, 证明人和其他一些脊椎动物也许

是一些古代多倍体, 因为从醛缩酶到锌指转录因

子等 50 多个基因家簇 , 在无脊椎动物中是唯一

的, 而在人类不同染色体上可以达到 4个等位点

与之对应. 另外医学上发现肿瘤细胞中也存在多

倍体倾向,常被认为是由于细胞循环畸变的结果,

但是也有人认为是细胞行为改变的原因. 由于植

物繁殖比较容易, 如果自然形成的植物多倍体不

能形成种子繁殖后代, 还能依靠营养器官的繁殖

产生后代,因而在生物进化过程中,植物多倍体被

保留下来.而动物则不同,尤其是动物有性别分化

后 ,大多数动物是雌雄异体 , 染色体稍有不平衡 ,

就会造成联会紊乱,致使动物个体不能繁殖延续,

而无性繁殖的个体,往往对环境的适应能力不强,

在进化中难以形成稳定的种, 因而在自然界中多
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倍体动物少见.

自从人类发现生物多倍体现象以来, 各国科

学家对此进行了深入研究, 并在农业生产上产生

了深远影响 . 如利用多倍体植物具有生物产量

高、器官巨大性、无核不育性、速生性、营养成份或

有效成份增加、抗病抗逆能力提高等特性,选育了

大量多倍体农作物品种应用于农业生产, 产生了

巨大经济效益和社会效益,如三倍体西瓜、三倍体

甜菜、三倍体毛白杨、异源多倍体小黑麦及花卉植

物、中药材多倍体的应用. 近 20 年来 , 在多倍体

水产动物研究上也取得了重大进展, 已先后获得

了草鱼、鲤、大西洋鲑、虹鳟等 40多种鱼类的三倍

体及四倍体;扇贝、中国对虾、日本绒毛蟹等 20多

种经济贝类和甲壳类的多倍体,以其生长快、产量

高、性成熟晚、个体寿命延长、肉质好、风味佳、抗

性强等优势在生产上得到应用, 其中一些已进入

了商品化生产 , 达到了产业化水平. 多倍体技术

在生产上发挥着越来越重要的作用, 人们也越来

越重视多方面研究和利用多倍体生物.

1 生物多倍体基因组的形成

从目前的研究结果看 , 生物多倍体基因组主

要起源于 3 种不同途径 : 即体细胞染色体加倍

( somatic doubling)、未减数配子的融合 ( union of

unreduced gametes) 和多精受精 ( polyspermy) [6].

体细胞染色体加倍可以发生在普遍薄壁细胞、

分生组织细胞、幼胚或合子中 , 普通薄壁细胞和

分生组织体细胞加倍常常导致产生混合性的嵌

合体 , 而合子或幼胚体细胞加倍则导致产生完

全的多倍性孢子体. 从细胞学机制上看 , 体细胞

染色体加倍是形成多倍体基因组的途径之一 ,

但对不同类群生物中体细胞加倍的自然发生频

率、影响因素以及在物种形成和进化中的作用 ,

目前还缺乏系统研究 . 在人工诱导植物多倍体

的过程中 , 主要采用体细胞加倍方式进行. 多精

受精是指在受精时两个以上的精子同时进入卵

细胞中 , 这种现象已在向日葵 Helianthus annuus

等很多植物中观察到 [7]. 多精受精也是产生多倍

体基因组的一条途径 , 但目前普遍认为这不是

一条主要途径 . 自然界绝大多数多倍体是通过

未减数 ( 2n)配子的融合而产生的 . 在减数分裂

过程中染色体偶然不减数的现象在一些植物和

动物中都已观察到 , 这可能是源自第一次分裂

染色体不减数 , 也可能是由于第二次分裂只有

核分裂而不进行细胞分裂 , 或者是在第一次分

裂后即发生胞质分裂 , 并不再进行第二次分裂 ,

从而导致产生二倍性的配子 . 不同生物可以通

过不同的途径产生未减数的配子 ; 不同生物的

生物学特性不一样 , 未减数配子的发生频率也

不一样 . 如在植物中行营养繁殖的多年生植物

通常具有较高的末减数配子的发生频率 , Ram-

sey Schemske[6]( 1998)认为这可能是由于营养繁

殖方式的存在 , 使其对有性生殖的选择压力有

所松驰 , 从而为 2n 配子或其他无功能配子的产

生提供了一个宽松的环境 , 促进了 2n 配子的形

成 , 影响到多倍体的发生. 在水产动物的多倍体

人工诱导研究中 , 主要利用极体排放时的条件

控制达到抑制第一极体或第二极体的排放 , 从

而产生多倍体生物 . 在精卵结合后抑制卵母细

胞第一极体的排放 , 则可生成三倍体 , 若抑制二

倍体受精卵的第一次卵裂 , 则产生四倍体. 贝类

多倍体诱导的机制在于抑制第一极体或第二极

体的排放 , 因为贝类排放的卵只有受精后才能

继续进行减数多裂 , 排出第一或第二极体.

自然界中多倍体的产生无论是经历何种途

径,其诱导因子往往是异常的环境条件,如异常温

度(极端高、低温)、水分和养分胁迫、创伤、雷电、

射线等均能诱导多倍体的产生,尤其在 2n配子形

成中这种影响作用更显著 . 二倍体富利亚薯

Solanum phureja在长期低温的状态下, 产生不减

数配子的频率高达 90%,而在温度有起伏或温暖

的环境中只有 57%[8], Grant[9]发现生长在低营养环

境中的 F1代吉莉属植物 Gilia,其每朵花产生多倍

体的频率大约是生长在高营养环境中的 900 倍.

生物在它们的生境中经历了很多影响不减数配子

产生的环境因素, 这表明自然环境的改变和大的

气候变化是本质上产生多倍体的动力. 选择压力

也是促进未减数配子形成的重要因素, 由于恶劣

的环境促进 2n配子的形成,因而也促进了多倍体

的形成,同时由于染色体组增加,通常多倍体抗性

好于二倍体, 导致自然界很多多倍体多分布在高

纬度、高海拔地带或其他极端环境中.

多倍体的来源不外乎自然发生、人工合成和

诱发突变等主要方式. 自然发生的几率很低 , 也

很不均衡. 自从发现多倍体及其利用价值以来 ,

各国科学家在人工定向诱变多倍体方面作了大量

工作,取得了令人瞩目的成绩,在农业生产上产生

了积极影响.

陶抵辉等:生物多倍体诱导方法研究进展 7
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2 生物多倍体的人工诱导

生物多倍体的人工诱导主要采用物理、化学

和生物学方法进行. 在成功的范例中 , 植物多倍

体诱导以化学方法为主,物理、化学方法在水产动

物多倍体诱导中采用较多,而生物学方法在动、植

物中均有采用.

2.1 物理方法

物理方法在水产动物多倍体诱导中主要有温

度休克法、静水压法、电休克法及高盐高碱法. 温

度休克(包括高温和低温休克) , 其作用机制是温

度的变化引起细胞内酶构型的改变, 不利于酶促

反应的进行, 导致细胞分裂时形成纺垂体所需的

ATP 的供应途径受阻 , 使已完成染色体加倍的细

胞不能分裂,从而诱导多倍体的产生.该法主要注

意对受精卵进行处理所应选择的时刻、处理持续

时间和处理时的温度 3 个因素. 洪一江等用冷休

克法诱导三倍体兴国红鲤最佳条件为: 人工受精

后 5~8 min, 将受精卵置于 2℃的冷水中冷休克

10~15 min, 再迅速回温至正常水温 20~25℃的水

中,可获得 70±5%的三倍体胚胎 ,孵化率为 50%~

70%. 冷水性鱼类宜用热休克法,而温水性鱼类宜

采用冷休克法. 静水压法系利用专门的静水压设

备产生的压力施加于处理对象, 其作用机制是抑

制纺缍体的微丝和微管的形成, 阻止染色体的移

动,从而抑制细胞的分裂,通过抑制第二极体的排

放或第一次卵裂产生多倍体. 该方法在水产动物

中诱导率很高 ( 90%~100%) , 处理时间短 ( 3~5

min) ,且对受精卵损伤小 ,孵化率高. 林琪等用静

水压法诱导大黄鱼三倍体最佳条件为: 水温 20~

26℃受精 2 min 后 , 对受精卵施以 450 kg/cm2的

静水压处理 2 min, 三倍体诱导率在 65.5%, 孵化

率达 70%. 电休克法及高盐高碱法在水产动物多

倍体诱导中近来才开始采用, 由于研究及工艺不

太成熟而未被广泛采用. 电休克法采用直流或交

流电对受精卵进行刺激, 一般电压为 10 V左右.

高盐高碱法则是采用高 pH 或高盐诱导产生多倍

体. 另外 ,可利用人工雌核发育技术诱导四倍体 ,

即运用辐射处理(主要是紫外线)或温度处理等方

法使精子染色体失活, 用失活的精子刺激卵进行

雌核发育,并施以处理,阻止第一、二极体释放,达

到诱变多倍体的目的.

在植物多倍体诱导中, 物理方式主要有温度

激变、机械创伤、电离辐射(γ射线、x射线)、非电

离辐射(紫外线)、渗透压的改变、离心力、热冲击、

超声波、干旱等环境胁迫、逆境处理等. 20 世纪

初 ,曾用切伤、嫁接、反复摘心法等使之形成加倍

的不定芽, 如早期用番茄打顶机械损伤产生四倍

体. “切断———愈伤组织法”在葡萄和甘蔗等植物

上诱导多倍体试验获得成功 (华北农业大学等 ,

1976) [10]. 俄罗斯玛什金娜( 1990)利用温度变化诱

导白杨及其杂种二倍体花粉率达 94.4%, 用其与

其它杨树正常雌花授粉杂交获得了 81.7%的三倍

体杨树个体 [11]. 李云等( 2000)采用极端温度处理

毛新杨、银腺杨、银毛杨等雌花芽 , 均获得了苗期

具有巨大性和速生优势的三倍体植株[12]. 第一个

合成的双二倍体是一个染色体自然加倍的六倍体

普通小麦×黑麦的杂种 , 就是通过热处理方式得

来的. 在 1937 年以前 ,瑞典植物学家曾用附有低

温控制装置的“热刺激仪”使玉米受精后的合子发

生染色体数目的加倍 , 以此获得了多倍体植株.

辐射诱变常用的射线有电离射线( x射线、γ射线、

β射线、中子和 α射线)和非电离射线(紫外线和

质子 )等. 杨今后和杨新华 ( 1984)利用照射剂量

为 5 000 Rad 的γ射线辐照刚膨大或休眠的桑树

冬芽 , 获得了四倍体植株 [13]. Co射线处理萌动的

杜仲种子可以产生多倍体[14]. Smith-Mk[15]抗枯萎病

4 号小种矮型香蕉品种进行γ射线诱导获得突变

型四倍体. 物理方法在植物多倍体诱导中系采用

类似异常环境条件的处理方法,其诱变率低,定向

性差,嵌合体严重,在一些具营养繁殖优势的植物

上有应用,目前采用该方法诱导正逐步被淘汰.

2.2 生物学方法

在水产动物多倍体诱导中, 主要采用的生物

学方法有远缘杂交、细胞融合、核移植等. 远缘杂

交在鱼类上应用较多. 四倍体与二倍体贝类杂交

生产三倍体贝类 ,三倍体率高达 100%, 该方法简

单, 操作方便, 避免了理化处理时环境因素的影

响,能提高胚胎的孵化率和幼虫的存活率,适合于

生产性养殖. 利用四倍体与异种二倍体杂交可生

产异源三倍体,目前,太平洋牡蛎四倍体与近江牡

蛎二倍体杂交已获异源三倍体后代. 鱼类中通过

四倍体与二倍体杂交获得了三倍体虹鳟. 细胞融

合指通过对两个细胞施加一定处理, 使其细胞融

合 ,成为一个细胞 , 最终形成四倍性的胚胎 , 主要

诱导囊胚细胞与囊胚细胞、囊胚细胞与未受精卵、

囊胚细胞与受精卵或受精卵与受精卵之间的细胞

融合, 该项技术在淡水鱼及藻类育种方面有过尝
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试和应用 ,取得了一定进展. 在细胞融合中 , 聚乙

二醇 ( PEG)为最常用、效果最好的融合剂 , 脂质

体、激光和电融合也有一定的应用价值 .姜卫国

等[16]用聚乙二醇诱导 2 个分裂球融合产生了一定

比例的合浦珠贝母四倍体,特别是 PEG和 CB(细

胞松驰素 B) 共同处理能产生 20%以上的四倍体

胚胎,但幼虫没有培育成功. Guo[17]用 PEG对太平

洋牡蛎进行处理诱导培育四倍体, 分裂球间的融

合产生了 30%的四倍体,并培育到了 D型幼虫.细

胞融合技术是建立在细胞和组织培养技术基础上

的,随着动物细胞培养技术的不断研究和发展,该

技术将在多倍体创造中发挥重要作用. 核移植技

术精细和难度大, 通过核移植获得多倍体的方法

还处于初始阶段.

生物多倍体诱导法在植物领域主要采用有性

杂交、胚乳培养、细胞融合(体细胞杂交)、组织培

养等. 有性多倍化比体细胞多倍化有更多的生物

学特点,如更高的杂合性和更高的育性,且与多倍

体自然形成的过程有相似之处 , 一是利用 2n 配

子 , 二是利用多倍体亲本 . Nilsson-Ehle( 1938)最

早用四倍体与二倍体杂交获得三倍体无籽西瓜 ,

从而揭开了无籽西瓜应用于生产实践的序幕 .

Seitz( 1954)发现灰杨( P.canescens)两性花上的一

些花粉没有减数分裂,体型特大,经检测发现为二

倍体花粉, 用这些花粉对两性花上的雌花进行授

粉,得到了大约 1%的多倍体[18]. 2n 配子在自然界

广泛存在,利用天然的或理化诱导的 2n配子与二

倍体植株的 1n配子杂交获得三倍体,可以大大缩

短育种年限 ,在一些行无性繁殖的果树、林木、马

铃薯等应用研究上有积极意义. 被子植物中的胚

乳是双受精的产物, 为一个精细胞与 2个极核经

双受精而来 , 具有双亲的遗传成份 , 为三倍体组

织 , 对育种后代性状有一定预见性. 通过胚乳培

养的三倍体植物具有较高遗传稳定性 , 其果实

是无籽的 , 胚乳培养目前已成为改良果树的重

要途径.如柑桔 [19]( Citrus reticulate)、苹果[20](Malus

pumila)、猕猴桃、西番莲等经胚乳培养均已获得

三倍体植株. 山茱萸、枸杞由于果核大、种子多带

来加工困难,且降低产量和质量,我国已成功用枸

杞胚乳诱发获得了染色体接近三倍体的植株 [21].

木本植物檀香、杜仲,果树中的红江橙、柚、杨桃等

均已成功获得胚乳培养植株. 细胞融合或称体细

胞杂交或原生质融合, 是采用人工方法把分离的

不同属或种的原生质体诱导成为融合细胞, 再经

离体培养 , 诱导分化成为多倍体生物. 其具体作

法是用纤维素酶和果胶酶处理植物细胞, 得到大

量无壁的原生质体, 再经化学或物理方法诱导异

核体,进一步融合后成为共核体,经培养后诱导分

化出同源或异源多倍体植株. 原生质融合是杂交

在细胞水平上的发展,克服了植物远缘杂交障碍,

是创造多倍体的新途径. 1960 年 , Cocking首次运

用酶法去除植物细胞壁获得原生质体 . K·J·

Kasha 等对花粉进行核融合实验 , 得到了染色体

加倍的大麦, 这是多倍体育种在农业发展领域中

的重大里程碑 . Teodoro cardi 等 [22]利用电融合技

术将马铃薯和野生种的二倍体原生质体融合 , 得

到了比亲本更有活性的再生植株. 自 1985 年 O-

hgawara 等采用聚乙二醇诱导获得柑桔属与枳属

间体细胞杂种以后, 柑桔体细胞杂交取得了长足

进展 , 通过原生质融合获得体细胞杂种和胞质

杂种已经成为世界范围内柑桔品种改良的重要

方法 [23]. 随着化学融合、电融合、PEG 融合法技

术的发展,已在近百种种内、种间和属间原生质体

融合获得了再生植株.组织培养中的“体细胞无性

系变异”是一种普遍现象,其中染色体倍性化变异

是一个重要方面,在不添加任何诱变剂的情况下,

可产生人工多倍体. 向日葵瘤组织培养 16 个月

时,二倍体占优势, 28 个月后,一半的组织为四倍

体 ,其中一个组织系的八倍体细胞多至 96%. 邓秀

新等[24]( 1985)在柑桔愈伤组织培养基中加入 1.5

mg/kg 的 2, 4-D 处理后 , 多倍体细胞由对照的

2.5%提高到 26.0%. Michael 等在未加任何诱变剂

的情况下从西瓜的子叶培养中得到了频率较高的

四倍体 [25]. 马国斌等 [26]用西瓜和甜瓜的未成熟子

叶、子叶和真叶作为外植体进行离体培养,诱导再

生植株过程中发生染色体数目变异,获得了较高频

率的四倍体变异. 有报道石刁柏和胡萝卜的组织培

养过程很容易产生四倍体. 利用组织培养方法我国

已获得了苹果、葡萄、芦笋、百合等园艺植物的多倍

体材料.研究中发现染色体加倍效果与材料的发育

阶段、取材部位、培养基类型、培养条件如光照、温

度等密不可分,激素种类及其浓度对诱导也有一定

作用. 郭晓红[26]等认为,激素及其累积效应对染色

体产生了作用,但其机理有待进一步研究.

2.3 化学诱变

采用化学诱变剂进行多倍体诱导是目前最常

用、最普遍、最有效、最经济的方法,已经在生产上

产生了积极作用,进入商业化和产业化领域.
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2.3.1 化学诱导剂

2.3.1.1 秋水仙素( Colchicine)

秋水仙素是一种被广泛应用的多倍体化学诱

导剂 , 在动植物多倍体诱导中均有应用. 它是从

百合科秋水仙属秋种番红花秋水仙 ( Colchicum

antumnale)的种子、球茎中提取出来的一种植物

碱,一般为淡黄色粉末,纯品为极细的针状无色晶

体 ,分子式 C22H25NO6·12H2O,熔点为 155 ℃,易溶

于冷水、酒精、绿仿 ,难溶于热水、乙醚等 , 对人体

有剧毒,有麻痹作用,能使中枢神经系统麻醉而引

起呼吸困难 . 秋水仙素一般有效诱导浓度为

0.000 6%至 1.6%,秋水仙素诱导生物体内染色体

组加倍的机理与其细胞内微管、着丝粒的结构特

性和功能表达密切相关, 秋水仙素是生物细胞内

与微管发生特异性作用的专一物质, 适宜浓度的

秋水仙素能有效破坏纺缍丝的形成而仍然保持细

胞的活性, 可以使分生细胞在复制时所加倍的同

源杂色体在细胞分裂时不能分向两极, 从而导致

新生细胞的染色体加倍. 在一定浓度范围内 , 秋

水仙素对染色体结构无破坏作用, 在遗传上很少

造成其它不利变异, 处理一定时间的细胞可在药

剂去除后恢复正常分裂, 形成染色体加倍的多倍

体细胞.近年来随着植物组织培养技术的发展 ,结

合多倍体诱导, 经秋水仙素处理的器官或组织可

被诱导产生不定芽而获得整倍体. 刘庆忠等[27]以

苹果叶片为材料诱导不定芽, 采用低浓度长时间

处理, 发现秋水仙素存在于叶片不定芽原基形成

的全过程中, 大大减少或排除了嵌合体形成的可

能性.

2.3.1.2 除草剂

一些除草剂在某些植物多倍体诱导中表现多

倍化程度高、药害轻 , 值得引起重视和注意. 如

Chalak[28]用安磺灵( Oryzalm,一种二苯基胺类除草

剂 )获得了六倍体猕猴桃 ; 戊炔草胺 ( Pronamide,

一种苯基酰胺除草剂)、甲基氨草磷( APM,一种磷

酰胺除草剂 Amiprophos-metyl) 和氟乐灵( Triflu-

ralin)在洋葱、甜菜、甘蓝胚培养中诱导多倍体已

有成功报道. 张兴平[29]用抗微管形成的除草剂在

西瓜染色体加倍上进行了试验研究, 认为秋水仙

碱并非最佳加倍诱导剂 ,实验表明用低浓度( 15~

30 μmol/L) 的重氮除草剂(如 Oryzalin)可十分有

效诱导西瓜染色体加倍, 这类除草剂与纺缍丝蛋

白的结合专一,对染色体损伤小,引起其他变异的

机率比秋水仙碱小, 并且在这些再生植株中不存

在嵌合体和植株生长延迟现象.黄权军等 [30]用秋

水仙碱、戊炔草胺、安磺灵、氟乐灵四种抗微管物

质诱导毛新杨 2n花粉粒研究认为:秋水仙碱虽然

能够诱导高比率的 2n花粉,但对被处理的植物材

料产生了很大的毒害,大大降低了花粉产量,这三

种抗微管的除草剂对植物微管蛋白有很强的结合

力,对动物微管蛋白的结合力则较低,而秋水仙碱

对植物微管蛋白的亲和性要低于对动物微管蛋白

的亲和性[31],刚好和另外 3 种除草剂的性质相反 ,

3 种除草剂一般在 μmol/L 浓度下就能诱导植物

染色体加倍, 而秋水仙素的浓度则需高出几十倍

甚至上百倍,用以上除草剂更经济有效,对植物材

料及人体毒性更小. APM是一种直接干扰植物微

管合成的特异性药物 , 其作用类似秋水仙素 , 但

APM更能专一性地抑制植物微管蛋白的聚合.

2.3.1.3 其他植物多倍体诱导剂

自从 1937 年 Blakeslee 和 Avery发现秋水仙

素具有多倍体诱导效果以来, 已发现有 200余种

化学试剂对植物多倍体有诱导作用, 主要报道的

有吲哚乙酸 ( IAA)、萘骈乙烷、芫荽脑、8-羟基喹

啉、对一二甲苯、2, 4-D、萘嵌戊烷、氧化亚氮

( N2O)、甲基黄酸乙酯、羟胺、吖啶、叠氮化合物、

乙烯亚胺、萘乙烷、水合三氯乙醛、二氯代苯、甲苯

磺硫苯胺基苯汞、甲基磺酸乙酯( Ethyl meghylsul-

fonate, EMS)、鬼臼树脂、六氯化苯、三氯乙醛、氯

化亚汞、N-亚硝基-N-二甲脲、哥罗仿、乙醚、亚硝

胍 (N-Methyl-N’-Nitro-N-Nitrosoguanidine, MNNG) ,

其它苯及其衍生物、有机砷制剂、有机汞制剂(富

民隆、谷仁乐生、磷酸乙基汞)、磺胺剂、藜节碱及

其它植物碱、麻醉剂、生长剂、激动素、抗生素等.

这些诱导剂目前已较少使用.

2.3.1.4 诱导辅助剂

在生物多倍体诱导过程中 , 二甲基亚砜

( DMSO)、吐温、赤霉素、甘油、BA等作为辅助药

剂,在提高染色体加倍效果上有一定的积极作用[32].

有意思的是二甲基亚砜( DMSO)无论在植物多倍

体诱导中还是在水产动物多倍体诱导中均有辅助

作用,在植物多倍体诱导中, DMSO添加浓度一般

为 2%~4%, 水产动物多倍体诱导中添加浓度为

0.1%~2%. 二甲基亚砜 ( DMSO)是运输化学物质

进入组织的一种载体, 在多倍体诱导过程中加入

DMSO可作为一种助渗剂, 能促进化学诱导剂快

速进入生物细胞,从而缩短处理时间,减少毒害作

用 , 提高处理效果 , 促进多倍化. 谭德冠 [33]等采用
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愈伤组织浸渍在过滤灭菌的秋水仙素溶液( 2 500

mg/L 22 h 及 7 500 mg/L 10 h)加 DMSO(体积浓

度 2%)诱导刚果 12 号桉离体组织多倍体变异率

达到 40%.采用细胞松驰素 B(CB)诱导水产动物

多倍体时, DMSO作为一种助渗剂和保护剂,使用

浓度一般为 1%[34], CB为一种致癌剂, 水溶性差,

溶于 DMSO后可促进多倍化,且处理后需用含1%

DMSO的水浸洗受精卵,去除残留的 CB.

2.3.1.5 水产动物多倍体诱导剂

6-二甲基氨基嘌呤 ( 6-dimethylaminopurine,

化学式 C7H9N5, 简称 6-DMAP) , 为嘌呤霉素的类

似物 ,抑制蛋白质磷酸化 , 通过抑制特定的酶 , 破

坏微管聚合中心,使微管不能形成,从而抑制极体

的形成和释放,形成多倍体生物. 6-DMAP具有水

溶性、毒性小、易操作等特点 , 逐渐成为目前主流

的水产动物化学诱导剂[35].

细胞松驰素 B(Cytochalasin B, 简称 CB) , 真

菌的一类代谢产物, CB处理诱发一系列细胞学效

应,如细胞骨架的变化、多核化、破坏微丝等[36]. 一

般认为CB特异性破坏微丝 , 最终导致细胞分裂

时由微丝构成的收缩环解体 , 抑制细胞质分裂 ,

阻止极体释放 , 从而产生多倍体. CB毒性较强 ,

对其诱导的胚胎及生产者易产生影响 , 需用

DMSO作为保护剂, 其诱导的多倍体嵌合现象较

严重.

咖啡因( Caffeine) :其作用效果在于提高细胞

内的 Ca2+浓度 , 由于微管对 Ca2+浓度敏感 , 当 Ca2+

浓度极低或高于 10-3时, 会引起微管二聚体的解

聚,阻止细胞分裂,从而形成多倍体[37].

此外 , 聚乙二醇 ( PEG)、氯化钙、KCl 等化学

试剂对抑制细胞分裂, 使染色体加倍也有一定作

用. 新开发的无毒、高效、经济的新型诱导剂 PA、

PC正在研究应用中.

2.3.2 化学诱导方法

2.3.2.1 在体诱导

化学诱变剂的诱导作用只在细胞分裂时期起

作用,对处于静止状态的细胞没有作用,因而处理

的生物组织必须是分裂最活跃、最旺盛的部分或

时期,在植物中一般处理萌动的或刚发芽的种子、

幼苗、嫩枝的生长点、芽、花蕾、枝条、球根花卉的

鳞片等, 方法一般为用一定浓度的化学诱变剂或

乳剂对材料进行浸渍、涂抹、注射、滴液等. 为防

止药液蒸发过快,处理部位可加上小棉球、罩上塑

料膜(盖)、调入羊毛脂或脱脂棉、配制成油膏、琼

脂凝胶包埋胚芽等方法解决诱导剂浓度变化问

题. 另外加入 DMSO等助渗剂可提高生物组织的

渗透性 , 使药物容易进入细胞 , 提高诱变效果.采

用该方法已在多类蔬菜、果树、林木、花卉等上成

功获得同源三倍体、四倍体品系. 但这种传统的

在体诱导处理方法诱变率低、嵌合率高、后代选择

难度大, 不易获得大量四倍体且获得的四倍体植

株稳定性低等缺点, 同时这种整体水平上染色体

加倍的诱导受环境干扰,并可能产生回复突变[38],

目前应用越来越少.

2.3.2.2 离体诱导

随着植物组织培养技术的发展, 越来越多的

作物可以通过组织培养再生植株, 使得化学诱变

剂在离体组织水平上诱导细胞内染色体加倍成为

可能.离体与在体(或称整体)诱导相比较 ,有如下

几个优点: 1)容易控制实验条件和重复实验结果;

2)提高工作效率 , 在离体状态下可同时处理大批

组织细胞,从而得到大批染色体加倍的植株.如黄

慧君等 [39]在诱导水稻四倍体时发现 , 用组织培养

加化学诱导剂的方法平均诱导率比种子发芽期浸

种诱导率提高 10倍,同时能保证多倍体筛选及选

择的成功,并且一旦筛选出多倍体,能在短时间内

迅速繁殖大量试管苗以供应用; 3)可减少或避免

异倍性细胞嵌合体, 即组织培养技术可通过悬浮

培养等手段使培养的细胞高度分散, 直至变成单

个细胞群或单个细胞,由此可克服嵌合体现象,同

时可获得同质的多倍体,提高诱变效果.

离体外植体一般采用愈伤组织、胚状体、茎

尖组织、子房、原生质体、叶片、茎段、丛生芽、种

子、胚或单个细胞、花粉等作材料 . 离体条件下

染色体加倍的方法通常有 3 条途径 : 1)将外植体

直接用化学诱变剂处理后, 转入不含诱变剂的分

化培养基进行分化培养 , 获得多倍体植株. 亦可

将无菌苗的茎尖、茎段、叶片或鳞片、茎尖生长点

等用诱变剂处理后, 再进行分化培养而获得多倍

体; 2) 在含有化学诱变剂的培养基中培养一段时

间进行诱导加倍, 再转入到不含诱变剂的分化培

养基中分化成苗, 这种方法避免了诱导剂对外植

体的直接伤害; 3)间接诱导法,先在不含诱变剂的

培养基中培养一段时间, 再转移到含诱变剂的培

养基中培养 ,培养基可以是固体、半固体培养基 ,

也可以是液体培养基进行悬浮培养. 郑思乡等[40]用

0.2%秋水仙素处理金鱼草发芽种子 24 h,再转入

无添加诱变剂的分化培养基中培养 , 获得了
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47.1%的变异率 , 认为采用组织培养结合化学诱

变剂对金鱼草进行同源四倍体的诱导可明显提高

诱变率, 组培过程中获得的大量丛生芽可使变异

得到充分表现, 利用丛生芽途径可很快稳定四倍

体和扩大繁殖系数.

在离体诱导过程中 , 作物种类、外植体类型、

培养基类型、激素种类及比例、基因型、诱导剂种

类等均影响多倍体的诱导频率. 王小华[41]等认为,

采用不定芽技术结合组织培养可以加快多倍体的

纯化过程,在植物诱导过程中,变异细胞多发生在

L-I 层或 L-Ⅱ层 ,或成扇形突变 ,由于变异细胞生

活力往往弱于二倍体细胞,竞争力弱,往往表现为

回复突变. 将变异细胞、组织或器官诱导产生不

定芽, 由于不定芽由一个或几个表皮细胞发育而

来,若这部分细胞是多倍体,则形成的不定芽为多

倍体,及时分割继续培养,从而达到早期选择及稳

定的目的.

2.3.2.3 水产动物化学诱导法

与植物多倍体诱导不同的是, 水产动物多倍

体诱导根据各种类生育特性的差异进行 . 如鱼

类、贝类、中国对虾等采用诱变剂处理离体卵、精

子及受精卵, 抑制受精卵第一极体或第一极体的

排放 ,诱导多倍体. 对于具抱卵孵化特性的河蟹 ,

为了克服受精卵离体培养的困难, 采用自然受精

的受精卵连同母体一起处理进行多倍体诱导[42].

3 问题与展望

自然界中, 尽管通过同倍体之间的杂交可以

产生新的物种,但是在分布区域重叠的情况下,通

过多倍体化形成新物种具有更加重要的意义 [43],

多倍化在高等植物的进化中起着重要的作用. 但

令人矛盾和费解的现象是自然界在合成多倍体方

面取得了巨大的成功, 而人类在这方面却收效甚

微[44]. 其原因一方面可能是自然多倍体是长期自

然选择和进化的产物, 人类难以在短期内重复和

完成这一过程; 另一方面可能对多倍体的遗传机

制还缺乏深入了解; 再者自然诱变环境难于摸拟

和重复以及目前采用的诱变方法不当、研究不够

深入等也是重要原因之一, 加强诱变方法及其机

理的研究十分必要.

在生物多倍体诱变方法中 , 采用物理、化学、

生物等方法相结合进行多倍体诱导的报道不多

见,新方法的采用也很少报道,这些方面的研究值

得深入. 黄群策等[45]采用 N+离子注入处理后对利

用秋水仙素诱导水稻多倍化的效果明显, 认为低

能离子束作为新的诱变源具有质量、能量、电荷三

位一体的功效, 它对生物体的作用主要表现为促

使细胞内容物发生原子位移、重组和化合,离子束

的诱变作用或刺激作用有助于提高诱导多倍体水

稻材料的效果. 这对于多倍体诱变寻找新的突破

口和建立新的技术体系有所启示.

生物多倍体诱导过程中出现嵌合体的现象是

经常的,即一部分细胞或器官为二倍体,而另一部

分则为多倍体.在诱导过程中,二倍体向多倍体转

化 ,如果处理时间短、浓度低 , 在解除处理后二倍

体细胞多于多倍体细胞,在竞争中具优势,则产生

回复突变, 细胞或器官经继续分裂生长后均回复

为二倍体 , 诱变没有效果.随有处理时间延长 , 二

倍体细胞数目越来越少, 多倍体细胞数目越来越

多,当多倍体细胞数量明显多于二倍体细胞时,去

掉诱导剂的抑制作用, 多倍体细胞在与二倍体细

胞的竞争中处于优势时,则形成多倍体生物个体.

当然,当诱变剂浓度过高或处理时间过长时,虽然

被诱导的生物体细胞均变为多倍体或高倍体 , 但

细胞活力近于丧失 , 难于恢复分裂能力而死亡.

准确地掌握这一处理时间、浓度、时期对各种生物

来说千差万别,工作量大,这其中是否存在一些共

性、机理如何? 均值得深入研究. 近年采用的愈伤

组织或其他外植体处理,进行悬浮培养、单细胞培

养及植物组织培养中的丛生芽利用将大大提高多

倍体纯合体的选择效率. 另外 , 动植物多倍体诱

导方法上有同有异,是否存在一些共性,互相参考

诱导方法是否会产生意想不到的效果?

自然多倍体形成的主要途径为利用 2n配子,

而目前在人工多倍体诱导中很少采用,对于 2n雄

配子的研究和应用较为深入,而对于 2n雌配子的

研究和应用相对较少. 我们可以效法天然多倍体

的形成途径, 利用 2n配子进行生物多倍体育种,

2n 配子的杂合性和二倍性,使其在生物多倍体育

种上极具诱惑力, 深入研究 2n配子的产生条件、

遗传控制机制、选择高产 2n配子的生物个体运用

到育种中,必将事半功倍,推动多倍体育种工作朝

着简明、实用方向发展[46].

化学诱变是人工创造多倍体的主要方法 , 而

目前使用的化学诱变剂大多为微管微丝抑制剂或

称解聚剂, 然而目前对化学诱变剂究竞怎样对微

管微丝起作用, 在诱导过程中微管微丝的形为和

结构变化如何等方面研究不多. 秋水仙碱为最常
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用的诱变剂, 近年发现一些微管抑制剂如 APM、

Oryzalin、Pronamide、Trifluralin 似乎对某些植物

多倍化更为有效 . 其它一些微管微丝特异性抑

制剂 [47]是否可以用于生物多倍体诱导? 如微丝特

异性抑制剂细胞松驰素 A(Cytochalasin A, CA)和

细胞松驰素 D(Cytochalasin D, CD) , 化学合成微

管微丝抑制剂[48]如查尔酮类、吡嗪类、咪唑并哒嗪

类、苯甲酰脲类、芳酰基吲哚类等. 采用新型诱导

剂、深入研究具体诱导方法和机理,将在生物多倍

体应用上起关键作用.
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