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摘要 :本系列综述对植物化学诱变技术、突变体筛选技术、分子

检测技术及其理论基础近年来的进展 ,进行了较系统的阐述。

化学诱变获得成功的关键是高效的诱变技术结合高效的突变

体筛选技术 ,筛选中 ,不同性状的筛选难度不同 ,选取的筛选手

段不同 ,不同性状被选出的机会也不同。质量性状比数量性状

容易选出 ,遗传力高的性状比遗传力低的性状容易选出。同

时 ,帮助早期隐性突变发现的分子检测技术 ,作为辅助手段也

是有利的。本文介绍了突变体的筛选方法 ,并简要介绍了目前

运用最广泛的三种分子检测方法。

关键词　化学诱变　突变体筛选　分子检测

1　突变体筛选

1. 1　用于筛选的性状

诱变是否成功很大程度取决于育种目标的确定。

筛选不同性状的难易不同 ,而不同的性状有各自不同

的遗传力。遗传力高的性状稳定性好 ,不容易受到环
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境因素的影响。反之亦然。因此 ,选择遗传力高的性

状比遗传力低的性状容易成功。单基因控制的性状更

易筛选、观察 ,如花色、叶形态、叶表面蜡质、绒毛、矮

化、核雄性不育以及一些抗病、抗生素抗性性状等都是

遗传力很高的表现型。这些性状比多基因性状容易被

发现、确定和选择。

产量性状的考察对象包括种子、叶子、花朵、果实、

嫩茎、块茎、块根等 ,涉及到株形、产量、蛋白、淀粉、糖、

纤维含量、可溶性固形物含量、次生代谢产物及抗病性

等。相应成分的检测 ,经典的方法是在油菜油酸上采

用的“半子叶法”,即取种子中一半的子叶用于气相色

谱分析微量成分 ,种子其余部分仍正常生长筛选其他

性状。

1. 2　筛选方法

筛选方法分为常规方法和特殊方法。常规方法指

对作物突变后代进行外观性状、丰产性状、品质性状、

育性和抗逆、抗病性状的观察、检测及评价 ,从中筛选

出具有原材料不具备的性状或某一数量性状表达量显

著高于原材料的突变体。由于常规方法直观、检验周

期长 ,往往能获取稳定的突变性状 ,但不可避免的是周

期过长的田间筛选过程成为限制种子繁殖作物诱导突

变技术运用的重要因素。过长的育种周期经常会使育

种者丧失耐心 ,而选择其他育种途径 ;这种极长的筛选

周期来源于配子体变异基因 ,在减数分裂中会自发丢

失 ,这一规律决定突变体必需经过大约 7个世代才能

得到较为稳定的基因型。另一方面 ,由于突变的发生

具有很强的随机性 ,所以虽然对于特定的诱变剂 ,高频

发生的突变谱是相对稳定的 ,但仍然存在发生了的突

变较难进行准确、高效的分子检测的问题。在注重知

识产权保护的当今社会里 ,技术问题将影响法律上对

单基因或单一性状突变体的品种认定 ,这无疑阻碍了

许多育种者的投入。这也是近十几年来诱变技术日益

发展 ,效率越来越高的原因 ,诱变获得的突变体更多地

用于科学研究 ,极少直接用于作物育种的原因。

非常规方法的使用 ,某种程度上提供了减轻新品

种筛选难度和确认问题的可能途径。非常规方法往往

是在植物诱变的不稳定期施加额外的选择压 ,目的是

缩短和减少常规筛选的周期 ,对突变进行有方向的选

择。也正因为选择的性状是有方向的 ,往往能预测突

变与某些特定基因相关 ,从而有利于部分突变体分子

检测中的引物设定 ,使分子检测成为可能。

1. 2. 1　常规筛选方法

(1) 筛选方案 :对于严格自交的作物 Dellaert

(1979)提供了 4个确定 M2 群体大小的可选择的方

案 : ①每个 M1植株只收获一粒种子 ;②每个 M1植株获

取一个可繁殖器官如果实、豆荚、穗等 ; ③每个 M1植

株收取多个可繁殖器官果实、豆荚、穗 ; ④把从 M1植

株不同部位收取的种子混在一起 。

对于一些遗传力低的复杂性状 , ROSIELLE ,

FREY, (1975)对燕麦使用间接筛选的方法 ,通过计算

颗粒与生长量比值作为丰产指数 ,进行筛选。这个方

法化繁为简 ,能高效地筛选表现好的个体。缺点是可

能会漏选个别低生长量但高产的突变体。

(2)起始筛选的世代 :受到诱变处理的材料习惯

上看作是 M0 ,由此产生种子萌发的植株是 M1。无性

繁殖材料 ,相应称为VM0 , VM1。

考虑到诱变后细胞和染色体极不稳定的结构和修

复损伤的需要 ,同时诱变剂的后效作用也需要通过世

代传递来消除 ,通常突变体的筛选从 M2代开始。

选择产量性状之类的多基因控制的性状 ,有人认

为筛选工作必须在突变表型稳定的 M5代以后才能开

始进行。应用数量遗传学计算 [ 2 ]可知 ,由于种子诱变

中出现的突变基因中最初的几代中会因减数分裂而经

历较高的丢失率 ,其概率函数为 f ( Z) = eZ - 1。在第一

代突变基因绝迹率为 P1 = f (0) = e0 - 1 = 0. 367 9;第二

代及其后世代为 P2 = f{ f(0) } = f (0. 367 9) = 0. 531 5;

P7 = e
0. 764 9 - 1

= 0. 790 5,也就是说种子诱变的突变基因

必须在 7代以后才能相对稳定 ,因此严格的育种者对

田间突变体的选择往往从第 7代开始。

抗病性、抗冷性及固氮特性可以在 M2苗期进行筛

选。

种子本身是个基因型复合体。种皮来自母细胞 ,

胚和胚乳是新的基因型。如果突变发生在种皮上 ,必

须在 M3才能进行筛选 ,如果突变发生在胚乳上 ,就会

随着胚的萌发和胚乳的程序性死亡而变成无效突变。

(3)筛选的规模 :理论上 ,规模越大越有利突变体

的筛出 ,但育种者对材料的处理能力是有限的 ,因此筛

选的规模常常视育种者的处理能力而定。种子突变体

筛选时常以 100 000为数量的最小值。

而花粉诱变时处理群体较小。Neuffer ( 1978 ) [ 3 ]

和 W albot(1991) [ 4 ]等认为 :花粉处理平均每个位点单

个基因的隐性和显性突变率可达 10
- 8～2 ×10

- 6
,或

者以上。因此一套 3 000～5 000的 M2群体应该包括

所有隐性突变 ,可以筛选到所需要的质量性状突变体。

1. 2. 2　特殊筛选方法

环境可控的情况下对诱变中或诱变后的材料 ,使

用适宜的选择压作为额外的筛选程序。常见的是在试

管中添加一些与某条代谢途径密切相关的特殊化学物
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质 ,以获取与出发材料具有不同生理途径的突变体。

而后代的筛选方法与常规方法相同。

(1)抗生素 : Subhash2K (1997) [ 5 ]发现突变辣椒植

株对林可霉素产生抗性 ,而对其它抗生素如链霉素、卡

那霉素、氯霉素及放线菌素均无抗性 ,经杂交实验验

证 ,林可霉素抗性是细胞质遗传。

(2)烯丙基乙醇 :W isman, 2E, Koornneef. 2M [ 6 ]在番

茄上用 EMS处理后在 M2种子用烯丙基乙醇选择得到

1个植株对乙醇脱氢酶无束缚力的突变体。突变对应

结构基因 adh1在第 4染色体上 ,且纯合 adh21 null突

变体在种子和花粉中缺 ADH21活性。 Santes2DM , R i2
jo2J , Jacobs2M (2003) [ 7 ]在转入拟南芥 Adh21基因和自
身增强子后 ,用烯丙基乙醇筛选 ,得到 15个抗性突变

体和 3个可能的突变体 ( adr8, adr10, adr15)。遗传分

型显示上 Adh12 null突变型来自转入单基因隐性突

变。进一步分析显示 adh1甲基化水平增高 ,暗示烯丙

基乙醇抗性可能作用于 adh1的沉默而不是调控座位

的突变。

(3)抗除草剂 : Jander2G, Baerson2S. R
[ 8 ]在试管

中添加除草剂 ,获得拟南芥抗除草剂突变体。

(4)直链淀粉与 I2 - KI显色反应 : Harten A. M.

Van书中 (1998)记载的 1969年 Nettancourt and D ijstra

利用直链淀粉可以与 I2 - KI发生简单的显色反应的

原理 ,以 Lugol’s溶液处理花粉小子孢子后 ,在二百五

十万粒马铃薯小孢子中成功地选出不含直链淀粉的马

铃薯加工型品种 ,这一品种广泛使用并延用至今。[ 1 ]。

1. 3　筛选中的嵌合体及其消除

嵌合体在多细胞组织自发或诱导突变中都很常

见 ,是由于突变细胞在组织中处于次要位置造成的 ,但

仍然很有用。许多无性繁殖的植物如菊、康乃馨等的

嵌合体足够稳定 ,可以直接用于生产。而大多数的嵌

合体不够稳定 ,受周围正常细胞和 DNA修复系统的影

响和作用 ,常发生反向突变 (“back2sporting”)而恢复

正常的表达状态。要使嵌合体纯化 ,以得到稳定可用

的突变 ,对于可以进行种子繁殖的植物 ,长期的田间观

察和选择是必要的 ,也是可行的。对于可以快速大量

繁殖的试管繁殖材料 ,使每一个芽都大量繁殖并观察

其后代是有利于发现和纯化嵌合体。

2　突变体的分子检测

确定的和可能的突变体是否是真突变体 ,有赖于

长期多世代的性状观察 ,同时也能用分子生物学方法

进行分子水平的鉴定。

随着医学和分子生物学的飞速发展 ,大量基因测

序和基因功能研究 ,奠定了突变体鉴定必备的分子基

础。因而 ,许多用于检测 DNA结构上微小变化的方法

应运而生。 Sue Forrest
[ 9 ]之大致分为两大类 :一是对

突变类型已知的突变体进行检测 ,称为诊断模式。包

括较易于操作、花费小、实验条件不苛刻的等位基因特

异性扩增 (ASA )方法和等位基因特异性寡核苷酸片段

收集 (ASO)方法及另一些高通量的、操作简单的方法。

二是对突变类型未知的突变体检测 ,叫做扫描模式。

包括单链结构多态性 SSCP、变性倾斜胶电泳 DGGE

( TGGE和 CGGE)、异源双链 DNA分子非变性分析等

方法。Sue Forrest认为这些方法的弊端也很明显。比

如这些方法的有效性有很强的基因依赖性 :基因发生

突变的频率不同、基因的大小和外显子数量不同所使

用的鉴定方法不同 ,这一点使这些方法的广泛使用受

阻 ;从 mRNA出发当然也可以检测出剪辑过程中的突

变 ,但对于适应异常转录的组织和细胞出现异常的剪

辑时 ,转录本的结构将不能真实反映正常转录的情况 ,

会造成不准确的结果 ;当 mRNA丰度很低时 ,甚至可

能得不到相应的条带 ,等问题。

分子检测常用方法举例 :

2. 1　SSCP ( Single strand conformation polymorphism )

单链构象多态性

　　SSCP (单链构象多态性 )由于其操作简便、具有多

功能性的特点 ,目前已广泛运用于突变体的检测。由

于突变的 DNA分子双链间的相互作用和构象会随外

界环境如温度和金属离子改变而变化 ,因而突变片段

在电泳凝胶上的位置会发生相应改变。通过提取基因

组 DNA或 cDNA,进行 PCR扩增后 ,在不加任何变性

剂的胶上 ,找出仅仅由于突变引起 DNA单链构象变化

造成的变性片段。这个方法并不能保证突变体 100%

被检出 ,为了得到高的检出率 ,高的电泳分辨率是必要

的。人们通常采用放射性元素 P
32或荧光染料标记

DNA以提高电泳分辨率。HA ( Heterodup lex analysis)

异源复制分析手段。能准确分析小于 200 bp的分子

片段。

2. 2　DGGE (Denaturing gradient gel electrophoresis)

变性梯度凝胶电泳系列方法

　　DGGE (Denaturing gradient gel electrophoresis)变

性梯度凝胶电泳系列 ,是建立在局部打开双螺旋的

DNA分子在胶上移动性与正常分子有别的基础上技

术家族的总称。包括 CDGE (恒定变性剂梯度凝胶电

泳 )、TGGE (变温梯度凝胶电泳 )、TDGGE (热变性凝胶

电泳 )、CDCE (恒定变性剂毛细管凝胶电泳 )、TTGE

(非恒热凝胶电泳 )、TSGE (温度快速移动凝胶电泳 )
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等方法。这类方法几乎可用于基因组中所有序列的突

变检测 ,同时还具有不破坏基因组 DNA片段结构的优

点 ,也就是说使用此方法鉴定突变并不影响 DNA片段

的进一步提取。 TTGE ( temporal temperature gradient

gel electrphoresis)变温梯度凝胶电泳是 DGGE中较为

典型、有效的一种 ,使用温度变化而不是化学试剂达到

使胶变性的目的。Wong(2004) [ 10 ]在线粒体突变体检

测中使用这个方法 ,首次验证了 200个 DNA片段的突

变或多态性。普通的环形 DNA对分子小错误如碱基

替换等有一定的包容性 ,即错配修复 ,这种“包容”构

成点突变。完全没有突变的环形 DNA表现一个带 ,包

含包容突变的 DNA表现多个带 ,在排除已知突变的基

础上可以确定新的突变型。同理 ,这种方法可以用在

所有包容突变的 DNA分子都可用变性胶的方法检测。

也适用在体细胞和微生物变种检测。并且 DNA不需

要扩增或克隆就可检测碱基对的修饰如甲基化等。此

法不破坏结构 ,简单 ,低价 ,只要将目标 DNA选择性扩

增 ,电泳然后测序就可完成检测。这类方法能准确分

析小于 600 bp的分子片段。

2. 3　RPA ( ribonuclease p rotection assay) RNA酶保护

检测法

　　以上介绍的两类方法都只能分析几百个碱基的核

酸 ,而化学切割方法 ( chem ical cleavage methods)能分

析超过 1kb的核酸片段 ,并且通常有较高的精度。但

因为基于 Maxam and Gilbert测序技术的检测方法通常

使用生物毒性的试剂羟氨酸和四氧化锇 (HOT) ,因此

这些方法仍然限于少数实验室使用。而 RPA ( ribonu2
clease p rotection assay) RNA酶保护检测法 ,也叫 RNase

Cleavage assay即 RNA酶切割检测法是化学切割方法

中的一种 ,具有化学切割方法的优势 ,但又不使用有毒

试剂 ,因而开始较多地被使用。只是该法只能检验出

50%～70%的突变 ,随着 RNA体外合成技术的发展 ,

RPA的检测精度得到了上升 ,但也只有 88%。这个方

法运用合成的 RNA作探针与特定的 DNA或 RNA杂

交后 ,用 RNA酶消化掉没配上对的单链 RNA探针 ,消

除单链 RNA干扰后再进行丙烯酰胺 polyacrylam ide

Gel Electrophoresis凝胶电泳 ,即可检测 RNA与 DNA

或 RNA与 RNA之间的错配及特殊 RNA的转录本活

性检测等。

3　结语与展望

化学诱变获取新的品种往往可以不受遗传材料的

限制 ,得到原有材料不具备的独特性状或去除原有材

料中不利的基因型。并且由于不对作物基因组进行大

的调整 ,因此也不易引发基因的沉默或丢失 ,可以说尽

管仍受到目前技术发展水平的限制 ,但诱变方法仍不

失为一种创造和改良物种的有效方法。这种方法百年

来取得了丰硕的成绩 , 20世纪 90年代以来随着分子

技术的发展更是呈现出“三化”“一结合”的新趋势 :

“三化”指取材多样化、处理大量化、筛选定向化 ;“一

结合”指与分子技术的密切接合。取材多样化———从

常用种子、无性繁殖器官到种子、花粉、分生组织、愈伤

组织、单细胞系、原生质体等 ,取材广泛使化学诱变可

以摆脱处理植物种类和植物生命周期的限制 ,增加化

学诱变的效率。处理大量化———突破处理材料单位体

积内数量上的限制 ,是提高化学试剂处理效率并有效

对抗由于高效修复系统造成突变率普遍较低的重要措

施。而各种培养技术 (如愈伤组织、单细胞系、原生质

体 )和处理技术 (如花粉处理技术 )的发展使化学试剂

进行大量处理成为可能也更为方便。筛选定向化———

许多突变是随机的 ,但在诱变中或诱变后针对生理、生

化及分子背景较为清楚的性状设计选择压 ,有目的地

筛选易受环境影响的基因的突变或组成型表达的突变

基因 ,然后再进行子代性状的筛选 ,无疑将提高突变体

的选出率。这不但有效避免了无目的地在大量后代群

体中筛选突变体从而减小了育种者的工作量、缩短了

筛选周期 ,同时也便于突变体获取后的分子鉴定。研

究中心欧美化———尽管早期诱变技术于 20世纪 40年

代由美国一手推荐 ,但美国等发达国家在随后的数十

年中并未参与太多的研究工作 ,就文献而论 ,从 20世

纪 60年代至 90年代发表的诱变文献看 ,发展中国家

占绝对优势。与分子生物技术密切接合是化学诱变呈

现出的另一个显著特点。一些突变的分子检测技术保

证在其有效范围内 100%的突变被检出 ,这对于突变

体的确定致关重要 ,不仅验证推定突变体的真实性 ,还

有利于检出基因的隐性突变 ,即受检植株并未表现但

基因中业已存在的突变类型 ,以利指导突变筛选工作 ,

提高筛选效率。

总之 ,化学诱变技术无疑已显示出它的意义 ,随着

各种技术的进步 ,它的重要性必将得到进一步的认同。
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水稻直立穗型研究进展与应用前景

王嘉宇　徐正进　张世春

(沈阳农业大学　辽宁沈阳　110161)

摘要 :穗部性状差异常常是引起不同水稻品种产量和米质差异

的主要原因 ,以往的研究多集中于对穗部性状间及其与其它性

状关系的研究 ,对于穗型缺乏深入的研究。鉴于穗型与群体的

构成和产量密切相关 ,本文综述了近年来水稻不同穗型品种间

的主要研究结果 ,围绕穗型 ,从遗传、群体生态条件、生理生化

特性等方面进行了比较分析 ,并探讨了穗型在水稻超高产育种

中的应用前景。

关键词　水稻　穗型　生理生态特性

以前关于水稻超高产株型的研究多注重对植株的

茎杆、叶鞘、叶片等性状 ,而对穗型的研究较少。随着

超高产株型研究的深入 ,特别是 20世纪 80年代初 ,辽

宁省育成了著名直立穗型品种辽粳 5号 ,并在生产上

大面积推广应用 ,使产量大幅度增加。此后 ,直立穗型

品种层出不穷 ,同时种植面积也不断扩大。直立穗型

水稻品种的出现及其增产效应 ,使人们开始重视对穗

型的研究及利用 ,并从遗传、生理、生态和解剖等多方

面展开研究 ,取得了长足的进展。直立穗型可能是继

矮化和理想株型后水稻株型适应高产更高产要求的又

一重要形态变化 [ 1 ]。本文着重从遗传、生理生态等角

度综述这方面的研究进展。

1　穗型的遗传

1. 1　穗型的划分

由于划分角度的不同 ,穗型划分标准也不相同 ,在

生产上常常有紧穗或密穗、散穗和半散穗之分 ;根据产

量构成因素可分为穗数型 (多穗型 )、穗重型 (大穗型 )

和穗粒兼顾型 ;根据水稻品种的单穗重 (穗粒数与粒

重的乘积 )作为划分标准 ,将水稻划分为重穗型 (单穗

重 > 5 g)、中穗型 (单穗重为 3～5 g)和轻穗型品种 (单

穗重 < 3 g) [ 2 ]。依据穗重划分穗型的标准因生态条件

和品种类型的不同 ,划分标准也不相同 [ 3 ]。根据二次

枝梗上的小穗在穗轴上的节位分布 ,把水稻穗型分为

五类 :下位优势、偏下位优势、中势优势、偏上位优势、

上位优势穗型 [ 4 ]。由于水稻穗不同时期弯曲程度不

同 ,是一个动态变化的性状 ,而且与穗颈的弯曲程度有

密切关系 ,并且在结实中期穗弯曲程度相对稳定 ,品种

间差异明显 ,对群体光能的影响最大 ,因此采用齐穗后

15 d左右的颈穗弯曲度 (剑叶叶枕到穗尖的连线与茎

杆延长线的夹角 )将水稻划分为 3种穗型 ,即直立穗

型 (颈穗弯曲度小于 40°)、半直立穗型 (颈穗弯曲度在

40°～ 50°之间 ) 和弯曲穗型 (颈穗弯曲度大于

50°) [ 5～7 ]。本文所提及穗型即按此方法划分。

1. 2　穗型的遗传

通过对辽宁的直立穗品种研究发现 ,直立穗性状受

一对显性核主效基因或加性基因控制 ,并可能受微效基

因的影响 ,直立穗型相对弯曲穗型为显性 [ 8～10, 12 ]。另有

研究表明 ,直立穗型相对弯曲穗型是一种隐性性状 ,受

单一的隐性核基因控制 [ 11 ]。也有研究认为 ,直立穗型
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