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混合小麦亲本与新麦草不对称体细胞杂交体系的建立

李翠玲 夏光敏"

（山东大学生命科学学院，济南 !1"/""）

摘 要 以小麦品种济南 /$$悬浮细胞系来源的原生质体与同品系胚性愈伤组织制备的原生质体混合后作为受
体；以经过 -0"!AB?7! 紫外线照射 /79@、!79@的新麦草原生质体分别作为供体，用 C6D法诱导融合。组合"（/$2 E
?F8G E新麦草 H% /79@）获得 /2个再生克隆。经过形态学、同工酶、染色体和 I3CJ分析，确定其全部为属间体细胞
杂种。其中的 1个克隆再生杂种植株。用 $对小麦 KKI引物对杂种克隆的叶绿体基因组进行了分析；组合#（/$2
E ?F8G E新麦草 H% !79@）只获得 -个克隆，且逐渐褐化死亡。表明以小麦济南 /$$的两种培养细胞混合作受体的
融合体系有利于杂种的获得及再生；紫外线对融合产物的生长发育有明显的剂量效应。
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植物体细胞杂交技术能有效地克服有性杂交的不亲和

性，同时实现细胞核基因和胞质基因的转移，创造远缘体细

胞杂种。不对称体细胞杂交可以转移供体细胞中的少数染

色体、染色体片段以及胞质基因组，获得转移部分供体核基

因组的不对称杂种，或者仅有胞质基因组重组的胞质杂种，

因此，体细胞杂交技术在作物遗传改良中占有特殊的地

位［/，!］。小麦是世界上最重要的粮食作物之一，对其产量、品

质及抗性进行改良具有非常重要的意义。在小麦的一些野

生近缘种中，存在许多对小麦品性改良有用的基因，利用体

细胞杂交技术，可将这些基因转移到小麦中，是丰富小麦种

质资源的一条重要途径。

新麦草（ 3 ( 4)$0%+（N9=?F(）)5O=P9 !@ Q /#）属禾本科
（C&8?585）小麦族（4R9S9?585）新麦草属（3&+/"2*(&/+0"2& )5O=P9），
为山地草原及山地半荒漠常见牧草，具有耐寒、耐旱、耐盐

碱、耐贫瘠、抗病害等优良性状，尤其对小麦主要病害，如黄

矮病（T&758+ 8@> C’&+R>5 /G0$）、白粉病、赤霉病、叶锈及条锈
病有很好的抗性。是改良禾谷类的重要种质资源［-，#，1］。因

此研究新麦草的基因组和基因向小麦转移的方法具有重要

意义。小麦与新麦草的远缘杂交十分困难，至今仅有很少数

成功的报道［2］。但目前还未见在育种中利用的报道。本实

验室曾在 /GG2年简要报道过小麦与新麦草的体细胞杂交，
但杂种再生频率低，未能结实［$］。因此，有必要探索新的融

合体系，为利用体细胞杂交技术将新麦草中的目标性状转移

到小麦奠定基础。

小麦（5*#/#0)6 +%&/#7)6 U(）品种济南 /$$ 幼胚来源的愈
伤组织经过长期的继代培养后，形成了两种类型的细胞系。

其中胚性愈伤组织 /$2 结构紧密，具有分化能力，但分裂能

力较弱；而非胚性愈伤组织 ?F8G结构松散，其形成的悬浮细
胞系分裂旺盛，但由于继代时间较 /$2长，已经丧失植株再
生能力。本文报道用济南 /$$ 的两种培养细胞 ?F8G 和 /$2
混合作为受体，与 H%照射的新麦草培养细胞进行融合，通
过基因组互补，获得小麦与新麦草的属间不对称体细胞杂种

植株。

! 材料与方法

!"! 双亲原生质体的游离
以小麦品种济南 /$$的悬浮细胞系 ?F8G 及胚性愈伤组

织 /$2为材料，在含 !，#.J为 ! 7;BU的液体和固体 VW培养
基上继代培养，取继代 ->的悬浮细胞系和继代 $>的胚性愈
伤组织游离原生质体。方法参照文献［0，G］。
新麦草原生质体来源于其分裂旺盛的悬浮细胞系。其

继代培养基同小麦。由于长期继代，在进行融合实验时，分

化能力已经丧失。取继代 ->的悬浮细胞系，按材料：酶液 Q
/X!的比例混合，于 !1Y缓慢振荡游离 0 F。酶液成分：/Z
纤维素酶 IK，/Z半纤维素酶，"M1Z的果胶酶 [.!-，1 77&’BU
V6K，"M2 7&’BU甘露醇，1 77&’BU T8T’!，\] 1M0。原生质体收
集方法同小麦，用洗液（"M2 7&’BU 甘露醇，1 77&’BU T8T’!，

\] 1M0）将密度调至 / ^ /"2 B7U。取直径为 -M1 ?7的培养皿
放入约 "M! 7U 悬浮液，在皿底成一薄层，用强度为 -0"

!AB?7!的紫外线照射 /79@、!79@后作为融合供体。
!"# 原生质体的融合和培养
将两种小麦的原生质体按 / X /的比例混合后与等体积

的新麦草原生质体混合均匀，用 C6D法诱导融合，设计的融
合组合如下：



! !"# $ %&’( $ 新麦草 !)*+；" !"# $ %&’( $ 新麦草
,)*+；# !"# $新麦草；$ %&’( $新麦草；% !"# $ %&’(
以单独培养的双亲原生质体及混合双亲原生质体作为

对照，用 -. 培养基 ,./下暗培养。培养再生的愈伤组织长
至 !0. 1 ,02 ))大小时，分别挑出转至增殖培养基上增殖，
增殖 ! 1 ,个月后，转至分化培养基上［(］，诱导植株再生。
!"# 再生愈伤组织、克隆的鉴定
!"#"! 同工酶分析：取再生愈伤组织及亲本，加入 ,倍体积
的 !)3456 78*9·:;4（<: =0>）充分研磨，?/沉降 , &，!, 222
85)*+离心 !2 )*+，取上清，用聚丙烯酰胺凝胶电泳作过氧化
物同工酶分析，电泳及染色方法同文献［!2］（胡能书等
!(=.）。
!"#"$ 染色体分析：挑取生长旺盛的亲本及再生愈伤组织
进行低温预处理，用压片法制片［?］。

!"#"# @A-B分析：;7AC法提取再生愈伤组织及亲本的基
因组总 BDA［!!，!,］。选用 = 个随机 @A-B引物 E-AF2!，E-AF
!"，E-AF!(，E-GF2.，E-GF!,，E-:F2?，E-:F,2 和 E-HF!(
（E<I83+ !2F)I8 <8*)I8，E<I83+ 7I%&+343JK，LMA）。-;@扩增反
应条件参考夏光敏等的报道［?］。扩增产物用 7AN 缓冲的
!0.O琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭染色，凝胶成像仪照相。

表 ! 所用 %%&引物的序列

’()*+ ! ’,+ -+./+01+ 23 4,+ %%& 5678+6-

63%P9 63%’Q*3+（JI+I） @I<I’Q -8*)I8 9IRPI+%I（.SF>S）
T;Q# U+QI8JI+*% 8IJ*3+ （;）!2 7;A;AHH;7H;AAAA77;AH

（ !"#$F "%&’） HHA7AA7AA7H;7H7;HHA;;
T;Q" %3V*+J 8IJ*3+ （A）!, A7;H77;;;;A;AAHA;AAH

（ "&%$,） AHHH77AAA7H77AAA7HHHHH
T;Q( U+QI8JI+*% 8IJ*3+ （7）!, ;H;AH;;7A7A7AHH7HAA7;;

（(!%)F(!%*） 77H;AA;;AAH;AHA77A7;;
T;Q!! U+Q83+ （A）!? 7777A7;7AHH;HHAAHAH7;;

（(!%+） 7;A777HH;7;7;A;H;7;
T;Q!> U+QI8JI+*% 8IJ*3+ （A）!. 7HAAAA7;7;H7H7;A;;A

（ !"#+F#,-.） 7H7A7;A;AA7;;A7;7;HAHH
T;Q,2 ;3V*+J 8IJ*3+ （7）!2 77;;A77HHH7AHHH;77;

（ /#01） H7AA7;H;;;;;H;;7A7AH7
T;Q,> U+QI8JI+*% 8IJ*3+ （7）!2 7;;AHAAAHAAAAA;;HHH

（ "%2!?F "%2!#） 7AH;7H;;AH7AAAAA7H;;

!"#"9 MM@分析：;7AC法提取再生愈伤组织及亲本的基因
组总 BDA，小麦叶绿体特异的 MM@引物（表 !）及 -;@扩增和
电泳条件参考文献［!>］（U9&** 3! (2，,22!），电泳完毕后，凝胶
置于 !6脱色液（!2O 冰醋酸）中摇床振荡脱色 ?2 )*+；水洗 >
次，时间分别是 . )*+、. )*+、!2 )*+；摇床振荡银染 >2 )*+，
（银染液：!J AJDE> $ !0. )6甲醛 $ !6水）；水洗 . )*+；置于

预冷的显影液（>2J D’;E> $ !0. )6 >"O甲醛和 ,22&6 !2 )J5)6

D’, M,E> $ !6 :,E）中振荡显影至条带清晰；!6固定5停显液

（!2O冰醋酸）中摇床振荡停显 > 1 . )*+；水洗 , 次，每次
, )*+；室温干燥，观察，拍照［!?］。

$ 结果

$"! 融合产物的培养与植株再生
融合产物在培养 " 1 = V时发生第一次分裂，约 ?2 V后

形成小愈伤组织。其中组合!再生 !#个克隆，再生克隆长
至 , 1 > %)时转至含 !)J56 ,，?FB的 WC培养基上增殖，继代
! 1 ,次后转至分化培养基上分化。其中 .个克隆再生出绿
色植株，再生频率为 >,O。这些克隆扩繁迅速，植株形态偏
向小麦（图 !）。
组合"在培养约 #2 V后再生了 >个克隆，再生愈伤组织

转到增殖培养基上继代几次后，褐化现象严重，生长缓慢，不

能分化成植株。在培养 >个月后由于褐化严重而死亡。组
合#和$在分裂 !次后停止生长，不能再生愈伤组织。组合

%的细胞有一定程度的增殖，只形成部分的小细胞团，未能
形成愈伤组织。

作为对照培养的济南 !""悬浮系 %&’(的原生质体在分
裂几次后停止生长，未得到再生的愈伤组织；济南 !""胚性
愈伤组织 !"#来源的原生质体没有观察到分裂。新麦草悬
浮系来源的原生质体在本实验条件下不分裂。亲本原生质

体混合培养后 . 1 # V观察到有分裂，形成较多的细胞团，但
均未形成愈伤组织。

$"$ 融合再生愈伤组织杂种性质的鉴定
$"$"! 同工酶分析：组合!再生克隆的过氧化物同工酶分
析发现，!#个再生克隆中都含有小麦特征谱带及新麦草的
! 1 ,条特征谱带。其中 >、.、" 号克隆中还出现了新带（图
,）。表明所获得的再生克隆均为体细胞杂种。

图 ! #号克隆的杂种植株

G*JX! :KY8*V <4’+Q Z83) D3X# &KY8*V %43+I

图 , 过氧化物酶分析结果
G*JX, -I3[*V’9I ’+’4K9*9 3Z Q&I <’8I+Q’4 ’+V 8IJI+I8’QIV %43+I9

!：%&’8’%QI8*9Q*% Y’+V9 3Z \&I’Q；]：%&’8’%QI8*9Q*% Y’+V9 3Z 4 X 56#73(；
"：+I\ Y’+V9；!"#，%&’(（ 4’+I ,，>）：Q\3 4*+I9 3Z \&I’Q ^*+’+ !""；<_
（4’+I4）：4 X 56#73(

$"$"$ 染色体分析结果：在对照亲本中，两种类型的小麦
（,+ ‘ ?,）愈伤组织由于继代时间不同，染色体数目有很大的
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差异。!"#的染色体数目是 $% & $’条，()*+的染色体数目约
为 %, & %’条。新麦草（%- . !,）的愈伤组织经过 "年的继代
和筛选，其染色体数目也发生了一定程度上的变异，多为 !!
& !,条（图 $/01）。杂种克隆中，染色体的数目多分布于 $2
& 22之间（表 %）。有分化能力的杂种克隆的染色体数目大
多数在 ,3 & 23之间，平均染色体数目为 ,#条（表 %）。在所
有再生克隆中都观察到有少量染色体断片的存在（图 $4 &
5）。

表 ! 部分再生克隆的染色体分析

"#$%& ! "’& (’)*+*,*+& -.+$&), */ ,*+& )&0&-&)#1&2 (%*-&,

1)6787978: -;8<:6 1=7-: $ 1=7-: # 1=7-: + 1=7-:!%
> $2 ?;8<:6 !$ # , !

@*AB7CD !,E, " , $
$2 F ,2 ?;8<:6 2$ %’ $+ !’

@*AB7CD 2+ $$ $+ #3
,2 F 22 ?;8<:6 !’ ,, ,+ +

@*AB7CD %3 2% ,+ $3
G 22 ?;8<:6 # " ’ %

@*AB7CD #E# ’ ’ "
H7A*= -;8<:6 *-*=I9:J +3 ’2 !33 $3

!3!34 @/K4分析：选用 ’对 @/K4引物对 !#个克隆的再
生愈伤组织及亲本总基因组 4?/进行 K1@扩增。所有克隆
都具有双亲特征带，但是带型普遍偏向小麦。部分克隆出现

新带（图 ,）。同一小麦济南 !""来源的愈伤组织 !"#和悬浮
系 ()*+，由于不同的组织培养变异，在部分引物的扩增带型
有差异。在 LKM,的扩增产物中，杂种克隆 %、$、,、2、"、!3、
!!、!%分别具有 !"#和 ()*+的特征带，从分子水平上证明了
两种类型的小麦细胞都参与了融合过程（图 ,）。
!3!35 NN@分析：在选用的 "对引物中，亲本之间的扩增谱
带有差异的是 O(A#、O(A"、O(A+、O(A!!、O(A%3、O(A%$ 六对引
物。而在这六对引物中，所有再生克隆的扩增带型都与小麦

的带型完全相同，没有新麦草的特征带。引物 O(A!$在亲本
和所有再生克隆中的扩增带型相同，没有多态性。O(A# 的
扩增结果如图 2所示。

图 $ 再生克隆及亲本染色体分析
5BPQ$ 1)6787978:9 7R A): S*6:-A*= *-J 6:P:-:6*A:J (=7-:9

!：()6787978: R6*P8:-A9；/：(*==;9 ()6787978:9 7R T):*A（!"#）%- . $,；
U：()6787978: -;8<:69 7R T):*A 9;9S:-9B7-（()*+），%- . %"；1：()67870
978:9 7R ! Q "#$%&’，%- . !,；4：()6787978:9 7R (=7-: ?7Q #，%- . ,’；V：
()6787978:9 7R (=7-: ?7Q+，%- . 23；5：()6787978:9 7R (=7-: ?7Q!%，%-
. ,#

图 , @/K4引物 LK5!%（/）和 LKM,（U）的扩增结果
5BPQ, @/K4 *-*=I9B9 7R 6:P:-:6*A:J (=7-:9 *-J A): S*6:-A9

1)*+，!"#：A): AT7 =B-:9 7R T):*A WB-*-!""；SX：! Q "#$%&’；%，$，,，2，"，
!3，!!，!%：-;8<:6 7R A): 6:P:-:6*A:J (=7-:9：Y：!4?/C()$J" Z *%+@
#87=:(;=*6 8*6[:6 Q /：:=:(A67S)76:9B9 S*AA:6- 7R @/K4 TBA) S6B8:6 LK50
!%；U：:=:(A67S)76:9B9 S*AA:6- 7R @/K4 TBA) S6B8:6 LKM0,；"：()*6*(A:60
B9AB( <*-J9 7R T):*A：>：()*6*(A:6B9AB( <*-J9 7R ! Q "#$%&’；#：-:T <*-J9

图 2 NN@引物 O(A#的扩增结果

5BPQ2 NN@ *-*=I9B9 6:9;=A 7R 6:P:-:6*A:J (=7-:9 *-J A):

S*6:-A9 TBA) S6B8:6 O1A#（1)*+，!"#）：A): AT7 =B-:9 7R T):*A

4 讨论

由于受基因型及胚性细胞系不能长期保持等因素的限

制，小麦的体细胞杂交体系难以建立。在早期的实验中，我

们利用小麦济南 !""的胚性悬浮系与新麦草愈伤组织为材
料分离原生质体并进行与本实验相似的紫外融合，曾获得杂

种植株［"］。但此悬浮细胞系的胚性未能长期保持。利用新

建立的胚性愈伤组织作材料虽有再生能力，其原生质体不能

分裂。而建立新的胚性悬浮系周期长，难度大，建成后又会

很快丧失胚性。为此，建立新的小麦融合体系已成为小麦体

细胞杂交技术的关键问题。

小麦济南 !"" 经过长期的继代培养，形成了两种细胞
系：分化能力高的胚性愈伤组织 !"#和快速分裂的悬浮细胞
系 ()*+。由于体细胞无性系变异，它们的染色体都有不同程
度的削减，其中 1)*+ 的染色体数目仅为 %, & %’（5BPQ %<），

!"#的染色体数目只有 $% & $’（5BPQ %*）条。可能其中一些
控制再生和分化的染色体或者基因组发生了变异，所以单独

用 !"#或者 1)*+与新麦草进行融合，都只有一定程度的细
胞增殖，不能获得再生愈伤组织及植株。本试验将这两种细

%!# 生 物 工 程 学 报 %3卷



胞系混合后作为受体，与 !"处理的新麦草融合获得了绿色
再生植株。这可能是由于 #$%&的快速分裂能力与 ’()的再
生能力相互补偿后，所得到的融合产物才可能具有持续分裂

和再生的能力。所以 #$%& 和 ’()的遗传物质对于小麦与新
麦草融合后，愈伤组织及植株的再生是必要的［’*］。在小麦

与簇毛麦的体细胞杂交中，我们首次试验了此融合体系，但

当时认为其中的一个细胞系 #$%&起到看护作用［’+］。本实验
的 ,-./分析发现，所选用的 0对引物对 ’()和 #$%&的扩增
谱带之间都有差异，表明组织培养过程造成了两类型培养细

胞基因组的差异。从图 * 中 1.2* 引物的扩增结果可以看
出，所分析的再生克隆中分别含有 ’()、#$%&、新麦草的特征
带，表明在这些克隆中，三种细胞系都参与了融合过程，杂种

克隆再生是三个细胞系基因组互补的结果。小麦的愈伤组

织诱导和原生质体培养是高度基因型依赖的，所以这种互补

细胞系的发现，对小麦体细胞杂交新体系的建立具有重要的

意义。除了杂种植株因基因组互补而再生以外，在本实验

中，所有组合!的再生克隆经检测全部为杂种，因此，在此融
合体系中，体细胞杂种存在着优势生长现象［’)］，这对于杂种

愈伤组织的形成和筛选也是十分有利的。

对杂种克隆及双亲的染色体分析表明，其染色体数目并

不是简单的亲本之和（)( 3 04）。大多数细胞的染色体在 5)
3 ++这个范围内，其中染色体数目在 *6 3 +4条左右的杂种
克隆易于再生植株（表 6、5）。这表明在融合后，细胞内的染
色体发生了一定程度上的削减，从而使细胞内的遗传物质达

到相对平衡的状态。部分杂种克隆具有与再生克隆相似的

染色体数目（表 5），却未能再生植株。这可能与杂种中的三
亲基因组未能互补有关。在许多杂种细胞中发现有染色体

断片的存在。断片形成的原因及染色体削减的机制还有待

于进一步的研究。

表 ! 部分再生克隆的细胞学、同工酶、"#$%及分化能力的分析

&’()* ! +,-.)./,，01.2,3* ’45 "#$% ’45 5066*7*4-0’-0.4 .6 1.3* 7*/*4*7’-*5 8).4*1

789 8: #;<< #<8=;
>$?8@8A8@; #8B=CD=E
（%F;?%E;）

G>H（A@%<< #$?8@8A8@;
:?%E@;=C）

.;?8IDJ%A; DA8KL@;
M%CC;?=-

,-./ M%CC;?=
/D::;?;=CD%CD8=

#%M%#DCL
5 **N)6 ’ 3 5 . .7 O
) *)N)( ’ 3 6 .7 . M<%=C
& *)N)) ’ 3 5 .7 . M<%=C
’6 *)N’ ’ 3 6 . .7 O

-：.，#8=C%D=D=E M%?CD%< AM;#D:D# P%=JA 8: P8C$ M%?;=CA；7，#8=C%D=D=E =;Q P%=J（A）9 O：=8 JD::;?;=CD%CD8=

!"照射原生质体能引起染色体的广泛变异，尤其是断
裂频率增加和染色体数目削减，有剂量效应［’0］。H8?AP;?E
（’&&0）用 !"照射拟南芥后，与油菜进行体细胞杂交，发现

!"照射能够引起染色体片段化，并发现有剂量效应［’(］。在
小麦与簇毛麦、小麦与燕麦的 !"融合中，!"射线对体细胞
杂种染色体削减及片段化也存在剂量效应［’&，64］。表明 !"的
利用对供体染色体削减及转移部分供体遗传物质到受体、获

得高度不对称的杂种是可行的。王槐等研究了紫外线对小

麦原生质体分裂及染色体变异的影响，发现 !"对原生质体
的分裂及进一步生长有抑制作用，并且剂量过高有致死作

用。随着 !"辐射剂量的增加，获得的再生克隆的数量减少，
而再生克隆的分化能力也相应下降。在小麦与谷子，小麦与

獐毛的远缘体细胞杂交组合中也发现有类似现象［6’，66］。在

本试验中，!"照射 ’@D=的组合!中，获得了 ’)个杂种克隆，
但在 !"照射 6@D=的组合"中只获得了 5个克隆，而且由于
褐化严重，在继代几次后死亡。这可能是由于高剂量的 !"
照射在直接引起供体染色体削减和断裂的同时，也间接导致

受体染色体的伤害，从而使再生克隆致死。因此，在 !"诱导
的不对称体细胞杂交中，适宜的剂量是获得成功的关键

因素。

体细胞杂种中叶绿体基因易发生不等分离（偏向一方亲

本）或者重组。RBDC;F;<J !" #$（’&&0）报道在 %$$&’( #)*!$+*,#-
.’( S %$$&( /!*# 的体细胞杂种中，受供体核 /7-的含量与
胞质基因的不均等分离有关［65］。从 GG,分析结果来看，我们

所获得的小麦与新麦草的属间体细胞杂种中，所有克隆的叶

绿体都完全偏向小麦（HDE9 +）。这可能与所有杂种克隆均含
有较多的小麦核及胞质基因组有关。我们在小麦与其它异

属禾草的体细胞杂种中发现有少数位点存在双亲叶绿体

/7-的整合及重排［’+，6*］。与本实验得到的结果不完全一致。
由于所检测的叶绿体基因组位点较少，因此对杂种叶绿体基

因组的组成规律有待进一步的研究。
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