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摘 � 要: 药用植物是指含有能防治疾病的特殊化学成分 (生物活性化合物 ) , 具有一定医疗用途的植物。而药用植

物多倍体诱导是一种人为使植物加倍形成多倍体以获得良性状的方法。药用植物加倍后, 会出现植株巨大化、抗

性增加和药用活性成分增加等优良性状, 但也伴随着生长缓慢、优良性状在有性繁殖中逐渐丢失等不利因素, 而造

成这些现象的原因是药用植物加倍所形成的杂种优势、基因重复以及加倍后的二倍化过程。从药用植物多倍化诱

导方法入手, 着重讨论药用植物加倍后的性状变化及其原因, 并结合一些新的诱导方式对未来的药用植物多倍化

研究进行了展望。
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� � 药用植物是指含有防治疾病的特殊化学成分(生物活性

化合物) ,具有一定医疗用途的植物。人类早在旧石器时代

中期就开始将植物作为药品, 距今已有 6 千年历史[ 1]。随着

人类的进步和历史的发展, 药用植物的利用也越来越广泛,

但归纳起来, 药用植物的利用主要分为 4 个方面: ( 1)分离出

药用活性成分并用于制药; ( 2)对已分离出的天然活性成分

进行结构分析, 并根据已知活性成分的结构人工合成出新的

活性更强或毒性更小的活性成分; ( 3)作为药理学的研究工

具; ( 4)将植物的全株或部分作为药物进行治疗 � � � 外敷或

内服[ 2]。而由于药用植物的特殊性, 无论何种用途, 对其成

分稳定性的要求都比粮食、香料等植物要高。近年来, 一方

面, 由于生活水平的显著提高, 人们在医疗保健方面有了更

高的需求, 另一方面,由于人口数量的不断增加以及生态环

境的恶化所造成的可用耕地面积的减少, 使得开发更高产优

势、更适合工业化生产的药用植物新品种越发必要和迫切。

多倍体植物具有特殊的农艺性状, 突出表现在根、茎、叶

等器官上的巨型性, 而由此则可大幅度提高植株的产量。虽

然多倍体植物在某些特定的自然条件下能够自发产生,但属

于偶然现象, 在不少植物中至今还没有发现多倍体植株的存

在,因此人们通常需要通过人工诱导的方法来获得多倍体植

物作为基础理论或应用研究的实验材料。随着相关研究的

不断深入, 人为调控染色体倍性已经成了比较有效的育种方

法。人们通过培育多倍体以提高药用植物的产量和品质, 或

通过人工降倍(胚珠、花药、花粉等的离体培养 )从二倍体植

物中得到的相应的单倍体,再通过加倍技术(秋水仙素等诱

导)培养出双单倍体及基因纯合的多倍体, 使原本杂合的基

因型纯合和各种性状的遗传性稳定,以此满足工业化大规模

生产中严格控制产品差异性的要求。

1 � 药用植物多倍体诱导的方法

多倍体植物自发产生主要是通过未减数配子融合, 体细

胞染色体加倍以及多精子受精 3 种方式[3]。由于自发加倍

的天然多倍体植株数量有限,难以提供满足多倍体育种所需

要的具有丰富遗传背景的大量群体[4] , 因此, 育种工作者一

般会选择合适的材料,通过人工诱导的方法获得较多可供选

择的多倍体植株。目前,人工诱导多倍体的方法可分为 3 种

方式:物理学、化学以及生物学的方式。

1. 1 � 物理学方式诱导多倍体: 发生的方式包括温度激变、机

械创伤、电离辐射、非电离辐射、高速离心力、高压等。在药

用植物方面, 1985 年就成功将枸杞 L y cium barbarum L� 的

未授粉的子房置于低温条件下培养,得到了四倍体植株和非

整倍体植株[5]。不过,通过物理方式诱导多倍体发生的效率

一直很低,目前这种方式已经基本上不采用。

1. 2 � 化学方式诱导多倍体: 所采用的化学药剂有秋水仙素、

有机汞制剂(富民农)、异生长素、萘乙烷和萘嵌戊烷等。其

中秋水仙素成本不高, 而且效果确切, 是迄今为止诱导多倍

体应用最为广泛的化学药剂。秋水仙素诱导染色体加倍的
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机制是秋水仙素可结合于微管蛋白二聚体上。这种结合有

秋水仙素的微管蛋白可以装配到微管末端以阻止其他微管

蛋白的加入, 进而防止纺缍体的形成。这样一来 ,处于细胞

分裂中期的染色体在加倍后不能分向两极, 使得细胞内的染

色体数量加倍[ 6]。在利用秋水仙素诱导多倍体时, 常常将二

甲基亚砜( dimethy sur fox ide, DMSO)以一定浓度加入到秋水

仙素水溶液中以促进秋水仙素对植物组织的渗透作用,提高

秋水仙素的加倍效果。实验结果表明, 4 g/ L 秋水仙素+ 20

g / L DMSO 比单独使用秋水仙素处理烟草单倍体的加倍效

率高 2 倍以上, 而适宜的处理时间为 48~ 72 h [7]。这一结果

与 Sander s 等[8]诱导悬钩子染色体加倍的研究结果相符。

秋水仙素诱导染色体加倍的方法包括活体处理加倍法

和离体处理加倍法[ 9]。活体加倍法包括滴液法、浸泡法、琼

脂法、喷雾法、注射法等, 而处理的对象则包括种子、子房、腋

芽、幼苗生长点等。王莉等[ 10]应用浸泡法获得库拉索芦荟

A loe bar badens is Mill� 多倍体试管苗; 吴玉香等[11]采用改良

的琼脂涂抹法和直接滴渗法处理刺果甘草 Gly cy r rhiz a

p all idif lora M axim� 的幼苗顶芽获得多倍体植株; 李彬

等[ 12]用秋水仙素溶液处理菘蓝 I s atis indigotica Fo rt. 的种

子或茎端生长点获得四倍体植株。然而, 在活体人工诱导染

色体加倍中, 要使生长点的全体细胞都加倍的几率很小, 在

多数情况下仅能够获得染色体加倍不完全的个体, 即嵌合

体。嵌合体由于存在相当数量的没有加倍的细胞, 在个体的

生长发育过程中不同倍性的细胞的比例会发生改变, 因此,

受环境干扰大, 往往不能稳定遗传, 极易回复为原来的染色

体倍数[ 13]。所以,活体处理加倍法的效果往往不能够令人

满意。

离体诱导法即组织培养诱变法, 是对植株某一离体部

分, 如顶芽、腋芽、茎等外植体进行秋水仙素处理 ,再进行组

织培养, 或在组织培养过程中进行染色体加倍处理的方法。

离体培养诱导法是在近 20 年才发展起来的。虽然历史不

长,但组织培养诱变法应用于药用植物已经有很多成功的例

子。如 采 用 秋 水 仙素 处 理 丹 参 Salvi a miltiorr hiz a

Bunge[ 14]、黄芩 S cutellar ia baicalensis Georgi [15]、盾叶薯蓣

Dioscor ea z ingiberensis C� H� Wright [ 16] 和 决明 Cassia

obtusif olial L� [ 17]的愈伤组织获得了同源四倍体; 处理混倍

体黄芪 A strag alus membranaceus ( Fisch) Bunge获得同源

四倍体黄芪[ 18] ;陈素萍等[ 19]在诱导党参 Codonop sis p ilosu-

la ( F ranch� ) Nannf� 多倍体时,将一定浓度的秋水仙素加入

培养基中, 使种子在发芽中逐渐诱变加倍然后通过组织培养

的方法获得大批量的再生植株。此外, 本实验室也通过离体

培养的方法, 在诱导具有显著免疫抗炎功效的紫锥菊 Echi-

nacea p urp ur ea L� 染色体加倍上取得成功[ 20]。离体诱导染

色体加倍方法容易对试验条件进行控制, 如可以很方便地延

长处理时间, 由此可以有效地减少加倍不完全的嵌合体的产

生,获得更多的遗传稳定的多倍体,提高了工作效率。因此,

和活体诱导染色体加倍的方法比较, 离体处理加倍具有明显

的优越性。

1. 3 � 生物学方法诱导多倍体: 主要有多倍体花粉授粉法、有

性杂交性和原生质体融合法。多倍体花粉授粉法是利用花

粉粒直径大小与染色体倍性之间存在着极显著的相关性, 通

过显微镜下挑选出未减数分裂的花粉,并用此花粉给正常二

倍体植株授粉,从而得到三倍体。如将杨树花粉用40�m 的

筛子过筛后, 大花粉粒的比例从 4% ~ 9% 提高到 40% ~

50%以上,用大花粉授粉得到三倍体[ 21]。该技术是人工培

育奇数多倍体时常用的手段,在培育农作物和园林作物中较

为常见,而在药用植物中则刚刚起步, 如高鹏等[ 22]曾参照杨

树三倍体获得的方法已获得杜仲 Eucommia ulmoides Oliv�

的三倍体,并参照田兰馨[23] 早期对杜仲小孢子母细胞减数

分裂异常现象的研究成功获得大量的杜仲二倍体雌雄配子,

杂交后也有结实,但是否为三倍体则未予确认。有性杂交法

是利用二倍体和四倍体、多倍体杂交、多倍体之间杂交的方

法获得多倍体。实践证明, 多倍体与二倍体、多倍体之间进

行杂交,可最大程度地获得多倍体[24]。如枸杞育种目标之

一的无籽枸杞,就是通过利用枸杞四倍体与二倍体杂交而产

生的[25]。原生质体融合法则以组织培养和原生质体为基

础,用纤维素酶和果胶酶处理植物细胞,得到大量无壁的细

胞(原生质体)后,再通过化学或物理学方法诱导同种或异种

植物原生质体相互融合成为异核体,异核体内的细胞核进一

步融合为共核体,经再生细胞壁成为杂种细胞。杂种细胞经

分裂增殖形成愈伤组织,最后诱导愈伤组织再生成为同源或

异源多倍体的杂种植株。原生质体融合法的最主要优点是

可以克服远缘杂交遇到的生殖障碍,以此获得通常有性杂交

所不能够得到的包含有其他种属基因的多倍体植株。如霍

丽云等[26]利用原生质融合方法成功获得药用植物石防风

Peuced anum ter ebinthaceum F isch� 和柴胡 B up leurum scor-

z oner if Willd 远源杂交的再生植株。

2 � 药用植物多倍体的生物学特性变化

在成功诱导形成多倍体后,药用植物会发生各种各样的

生物学特性的变化, 如形态结构方面的变化(根、茎、叶、花、

果、种子等器官大小的变化, 内部细胞细微结构的变化)和植

物生理学方面的变化(抗性的变化, 糖、蛋白、脂肪酸等初生

代谢的变化,萜类等次生代谢的变化 )。这些变化可以看作

植物为了应对大规模的染色体层面上的变化而对自身的结

构和一些功能代谢进行一定的适应性调整。这些变化有些

对人类在药用植物的利用上具有相当大的潜在价值, 但有些

则并不利于人类对植物的利用。人们把有应用价值的生物

学特性称为优良性状,把没有价值或不利于应用的性状称为

不良性状。

2. 1 � 药用植物多倍体植株优良性状的形成: 药用植物多倍

体由于染色体加倍,细胞核内核酸物质的增加导致细胞核变

大,随之而来的是细胞变大和组织器官的增大,直观表现为

根、茎、叶等器官的巨大性。器官的增大不仅能提高以相应

部位入药的药材的产量,而且植株的巨型性能降低采收和加

工上的难度,较好地满足了药材生产的要求。另外, 药用植

物的倍性变化往往能导致其次生代谢产物量的变化。虽然
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量的变化有可能是增加也有可能是减少, 但人们可以通过适

当的检测筛选获得所希望的药用成分量增加的个体培育成

为新的品种。另外, 药用植物加倍后往往还具有抗性提高的

特点。

2. 1. 1� 形态变化 :多数植物在多倍化后都会发生一定的形

态变化, 如人工诱导产生的药用植物多倍体怀牛膝 Achy-

ranthes bid entata Bl. [27]、紫锥菊[ 20]、库 叶薄荷 Mentha

g achalinensis L� [ 28]、盾叶薯蓣[ 16]、丹参[ 14]、黄芩[15]、菘蓝[ 12]

等均不同程度地出现叶片变大变厚、茎加粗、根变粗或根系

改变、果实变大、植株变高等现象。这些形态变化也在一定

程度上提高了该药材收获部位的质量, 提高了产量。

2. 1. 2� 抗性变化 :多数植物在多倍化后, 对某些逆境胁迫的

抗性会得到加强。刺果甘草[ 11]、库叶薄荷[28]、菘蓝[12]的多

倍体(主要是四倍体)均具有比未加倍的物种更强的抗虫、抗

寒、抗旱、抗病性。这些优势对药用植物的产量和质量提高

也均有帮助。

2. 1. 3� 生物活性成分变化:药用植物在诱导加倍后 ,往往能

提高体内所含药用活性成分的量, 一些药用植物甚至会在加

倍后产生新的更具药用价值的活性成分。曼陀罗 Datura

s tramonium L� [29]、石菖蒲 Acorus tatar inow ii Scho tt [30]、怀

牛膝[ 27]、盾叶薯蓣[ 16]、丹参[ 14]、黄芩[ 15]、菘蓝[13]等植物的同

源或异源多倍体的药用活性成分的量均比其未加倍前有明

显的提高, 其中菘蓝、石菖蒲等的多倍体均有新的活性成分

出现。不过从目前报道的文献来看, 药用植物染色体的多倍

化虽然在不少情况下可以提高成分的量, 但不一定呈正比关

系。T rease 等[31] 曾提到过在罂粟 Papaver somni f erumL�

的各种倍性水平中三倍体含吗啡因的量最高。也有资料表

明曼陀罗的三倍体杂种平均生物碱的得率超过二倍体的 4

倍和四倍体的 3 倍[32]。Yankoulov 等[33]对胡椒薄荷Mentha

p ip er ita L� 诱导的同源五倍体与二倍体、四倍体、六倍体的

精油量和产量加以比较发现, 二倍体优于四倍体 ,而五倍体

和六倍体都比二倍体和四倍体低。到目前为止, 有不少研究

者通过对基因组和蛋白质组学的研究指出造成多倍体变化

的原因是因为倍性变化后基因组的表达发生变化, 进而影响

蛋白代谢, 从而改变了植物许多代谢的产物[ 34, 35]。因为药

用植物的生物活性成分一般为次生代谢产物, 加倍后所有的

影响也与该理论相关。但是, 植物倍性变化和某一种具体物

质的增减关系尚不清楚, 还有待进一步的研究[ 28, 36]。

2. 2� 药用多倍体植物不良性状的形成:药用植物多倍体的优

点虽然很多,但并非尽善尽美,也有一些药用植物成为多倍体

后出现一系列二倍体所没有的缺点, 比如生长缓慢、个体间以

及代间差异过大、不育、败育、难育等,有的甚至会产生回复突

变,导致前功尽弃。所以在诱导产生多倍体后, 必须注意这些

问题,避免这些缺点影响药用植物多倍体的应用价值。

2. 2. 1� 生长缓慢 :虽然药用植物在加倍后会出现器官变大

的情况, 但是并不意味着栽种多倍体就一定可以提高产量。

多倍体在所有的生长发育阶段都表现迟缓, 如种子发芽迟,

生长慢, 开花晚,分枝能力减弱等, 致使生育期延长。生长发

育缓慢不只与细胞分裂缓慢有关,生长素量少也是一个重要

原因[28, 37]。此外, 因细胞体积增大, 细胞的表面积与体积之

比相对减少,从而引起一系列的代谢过程如呼吸强度、蒸腾

作用降低等,也会使发育延缓。这意味着多倍体单株产量虽

然比二倍体高,而由于生长速度慢, 一定时期内的单位面积

产量很可能还低于二倍体。现阶段要解决这一问题, 只能靠

筛选加倍后生长较快植株的方法[28]。

2. 2. 2 � 育性变化以及代间差异: 许多学者认为,并且大多数

实验也证实同源四倍体的结实率比相应的二倍体低。其原

因主要是同源四倍体在减数分裂过程中会遇到困难, 难以配

对形成二价体,不能准确地实现染色体刚好减半, 因此形成

的配子由于染色体数目异常, 往往活力不高甚至没有活力。

而异常配子中缺少某一条或几条染色体,缺少某些必要的基

因,或数量不均的染色体所造成的不平衡则是其活力不高的

主要原因。吴云江等[ 38] 在对苦荞 Fagop y rum tatariucm

( L� ) Gaertn� 的二倍体和四倍体进行细胞学比较时发现, 四

倍的花粉母细胞在减数分裂末期 �和�中异常细胞频率分

别为 19. 1%和 38. 7% , 远高于其二倍体的 2. 2%和 1. 9%。

四倍体的花粉败育率为 10. 79% , 也比二倍体的 4. 25% 要

高。这样一来,虽然种子的粒重会增加, 整株乃至单位产量

却可能下降。这种情况对以种子为目的收获物的此类药用

植物来说是致命的缺点。

另外,由于四倍体染色体组比二倍体多了整整一倍, 因

此在减数分裂中会出现很多二倍体不会出现的现象, 而这些

现象可能导致代间差异变大。有研究发现,四倍体苦荞麦的

染色体的配对在减数分裂中期� 可出现以下几种情况: ( 1)

形成 1 个四价体( � ) ; ( 2)形成 1 个三价体和 1 个单价体

( �+ � ) ; ( 3)形成 2 个二价体( �+ � ) ; ( 4)形成 1 个二价

体和 2 个单价体( �+ � + � )等多种形式[ 38]。这种现象会

导致代与代之间的差异比较明显,而且有可能发生后代变成

二倍体的现象。不少文献报道的结果也与此相吻合。一般

多倍体因其结实率低,需要采用无性繁殖的方式以避免代间

差异过大的现象出现。而异源多倍体因其能够正常配对形

成二价体,所以结实率一般不低,但某些情况下也还存在代

间差异比较大的问题,这与异源多倍体通常基因杂合性较高

有明显的关系。

2. 2. 3 � 部分多倍体环境适应能力下降:虽说许多多倍体形

成后抗性和环境适应能力会增加,但也有一些多倍体抗性变

弱,对环境变化适应能力较差的情况出现, 而这种多倍体很

容易因环境因素的影响而导致灭绝,被自然界所淘汰。异源

多倍体植物约克千里光 Senecio eboracens is Low e & Abbott

是由一个本地种和外来种大概在 1970 年左右杂交形成的生

长在工业荒地上的杂草, 但近年来的开荒破坏了它的栖息

地,除非能传播到环境相似的地区, 否则它将难逃灭绝的命

运[39]。这个物种从诞生到接近灭绝还不到 50 年, 可见并不

是所有多倍体都具有优势性状。

3 � 造成多倍体与二倍体差异的生物学基础

3. 1 � 杂种优势: 杂种优势是指杂种通过继承其父本母本的
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不同的优势所获得的一种更好的生物特性, 与近交衰退相

对。有文献报道, 多倍体会出现很多二倍体没有的特点是因

为其拥有比二倍体更高的杂种优势, 也有文献证明杂种优势

的确在多倍体药用植物中起作用[25, 37]。药用植物多倍化后

杂种优势明显增强, 因为多倍体比二倍体更有利于避免近交

衰退, 从而能更有效地将杂种优势传递给后代。首先, 二倍

体杂种每代都会有近一半的可能性丢失某个杂种性状,如二

倍体( AA )和二倍体( BB)在杂交而成的 F1 代杂合体 ( AB) ,

其自交产生的每一代都有近 50%的可能恢复到亲代的基因

型( AA 或 BB) , 只有一半的可能性保持杂种的性状( AB)。

因此, 随着植物有性世代的增加, 杂交产生的优势性状会逐

渐变弱甚至消失。而其对应的多倍体 ( AABB) 就不会出现

上述情况, 其自交产生的后代基本都保持 ( AABB)的基因

型, 杂种优势能有效地传递给后代[ 40]。其次, 二倍体杂种最

多可以继承 2 套亲本基因 ( AB) ; 而四倍体杂种可以继承 4

套亲本基因( AABB) ,从而可以比二倍体继承更多父本母本

的优势, 获得更好的生物遗传特性。另外, 虽然多倍体杂交

所产生的杂种优势要比二倍体之间杂交产生的杂种优势要

强,但同源多倍体自交却比二倍体表现出更为明显的自交衰

退现象[ 41, 42]。不过, 该理论只是基于一些有限数量的实验

和研究所得。是否具有普遍意义还有待更多的相关研究的

展开加以确认。再者, 以往所认为的多倍体一定要比对应的

二倍体在株型上更大的观点是值得商榷的。事实上 ,同源多

倍体自交种( AAAA)往往在形态上与其对应的二倍体自交

种( AA )相似,有时甚至会小于二倍体[ 43]。但植株小并不代

表其药用效果差, 反之, 由于植物的药用成分基本上都是次

生代谢物, 而次生代谢物的大量积累并不利于植物的生长,

所以往往很多株型小, 生长速度慢的药用植物种反而比生长

快的植物种拥有更好的药效。卡西亚茄 Solanum khasia-

num C� B� Clarke 诱导育成的四倍体, 其果实比二倍体要小

得多, 但果实中生物碱配糖体的量却是二倍体的数倍[ 44]。

3. 2� 基因重复: 众所周知, 染色体加倍会导致整个植物核基

因翻倍, 从而使基因重复。这一情况有可能导致多倍体基因

翻译时的阅读框阅读的密码子与对应二倍体不一致 ,从而造

成表达蛋白的量不一致,甚至表达出新的蛋白, 进一步造成

了多倍体和二倍体在代谢层面上的差异。南丹参 Salvia

bow leyana Dunn 加倍后的四倍体过氧化物酶类比二倍体多

两种, 醌类比二倍体多一种[45]。Zhang 等用基因芯片技术对

水稻二倍体和所对应的单倍体进行比对, 发现降倍后, 共有

1 475 条基因序列发生表达变化, 占水稻探针序列的2. 47% ,

其中包括激活、上升、沉默和下降共 4 种类型。这1 475条单

倍性特征序列在水稻染色体上明确定位的共有1 358条, 其

中有575条已经预测了功能, 占总变化序列的38. 98%。该

575条序列的功能分类主要涉及生物过程 ( bio log ical

pro cess)、细胞成分( cell component)和分子功能( mo lecular

function) 3 个方面。由于有的序列能表现出多种功能, 所以

功能的数量要多于 575 种。575 条序列中与生物过程相关

的有 472 条,其中变化最多的是新陈代谢过程, 所占的比例

高达 65. 04% [ 46]。由此可见,调控代谢的基因在加倍后变化

较大[34, 35]。药用植物的药用成分一般是次生代谢产物, 但

由于次生代谢的前体一般为初生代谢的中间产物,所以很容

易受到初生代谢的影响。因此,药用植物加倍后药用成分发

生变化也就不足为奇了。

3. 3 � 加倍后的二倍化过程: 多倍化在自然界中是十分常见

的。对真核生物的染色体基因组研究显示,许多相关染色体

基因组都含有古代多倍体的标记,这意味着包括人类在内的

所有真核生物都曾受多倍化过程的影响[ 47]。另有研究表

明,超过 90%现存的被子植物保留了一个至多个的基因组

加倍的证据[48]。但是, 多数生物(包括多倍体)仍保持二倍

体的特性,且还有相当多的生物就算曾发生过多倍化事件但

仍为二倍体。其原因为多倍体在成为其二倍体亲缘物种在

自然进化淘汰中的有力竞争者之前,需要突破加倍后不稳定

的瓶颈[49]。适应性强的多倍体能成功地在一个广泛、迅速

的二倍化过程中存活下来。

二倍体过程指的是通过对多倍体基因组进行改组或重

建,在改变二倍体祖先基因组中基因连锁关系、遗传或外遗

传修饰式样和染色体结构的同时,赋予多倍体基因组新的细

胞遗传学特性,使之在核型特征及基因表达水平和式样等方

面表现出与二倍体相似的特点[50]。在此过程中, 重复基因

可能会面临几种命运:丢失、保留原有功能,同时具备不同来

源基因的原来功能或获得新的功能。与此同时基因组也可

能经历染色体重排、基因入侵、核-质相互作用等过程, 并最

终导致基因的重复度被降低[ 50]。不过, 随着世代的递增, 二

倍化的效果会越来越弱, 直至消失, 但成功经过二倍化而不

灭绝的多倍体却表现出了比二倍体更强的进化优势。

表面上二倍化过程似乎只和植物进化学说和自然加倍有

关, 与人工诱导加倍方面的关系不大,但是其对药用植物加倍

方面有相当的指引作用,且二倍化如果能合理加以利用,也具

有不可忽视的潜力。首先, 在重复基因方面, 有部分研究表

明, 保持原有功能与加倍后植株巨型、药用植物活性物质的量

增加有一定联系; 基因沉默与植物加倍后某些成分的减少和

部分植株加倍后生长缓慢有一定联系; 分化表达新的功能则

很可能是药用植物加倍后的新的生物活性成分出现的原

因[ 51, 52]。其次,在重复基因组方面染色体重排和入侵无疑会

加大植物的杂合性,这对提高植物对环境的适应能力有积极

的作用。而其中最为有意思的是核-质相互作用方面。

众所周知,植物的生长发育主要受核基因的调控, 但在

一定程度上也受到细胞质里的线粒体和叶绿体基因的影响。

然而植物染色体的加倍即是核基因组的加倍,而线粒体和叶

绿体的基因却没有加倍,因此核-质之间 DNA 量的比例发生

了改变,这种状况有可能引起调控作用的紊乱或失调, 这在

异源多倍化过程中尤为明显。因此,在加倍后的二倍化过程

中,核基因组与细胞质之间会通过一定的形式相互作用来调

整核-质比例,在新的基础上重建核-质之间和谐、平衡的相

互关系,提高相容性水平。这就是二倍化中的核-质相互作

用的过程,是多倍体稳定和进化的一个重要基础[ 52]。
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尽管目前对细胞核与细胞质之间相互作用的机制还不

十分了解, 但在研究多倍体基因组进化过程中所发现的一些

现象确实显示与细胞质有一定联系。Song 等[ 53]以芸苔属的

芜菁 Brassica rap a L� ( A 基因组 )、黑芥 B� nigra ( L� )

Koch( B 基因组) 和蔬食芥 B� oleracea L� ( C 基因组 )为材

料,按不同组合( A � B, B� A, A� C, C � A)合成了一系列异

源四倍体, 然后通过 RFLP 分析, 对不同组合 F2 和 F5 个体

的基因组特点进行比较, 发现在 AB 组合中 F2 代与 F5代个

体的限制性内切酶片段差异性水平为 9. 6% , BA 组合为

8. 2% , AC 组合为 4. 1% , CA 组合为 3. 7% ; 此外, 通过将四

倍体基因组中不同基因组组分与各自的二倍体祖先基因组

进行比较, 发现在 AB 和 BA 组合中, 作为父本供体的基因

组比作为母本供体的基因组显示更大的变异, 但在 AC 和

CA 组合中不存在类似的现象。这些结果说明: ( 1) 亲本基

因组之间遗传差异程度越大, 多倍化后在多倍体基因组中经

历的进化改变也越多。因为从系统演化关系看, A 与 C 的

关系比 A 与 B的关系更近; ( 2)在 AB 和 BA 组合中,父本基

因组之所以比母本基因组变异程度更大, 是受细胞质的影

响。因为对父本基因组来说, 它面临一个全新的细胞质环

境,因而需要做更大程度的调整才能保证与细胞质之间的相

容性。在 AC 和 CA 组合中, 两个基因组亲缘关系较近, 本

来就具有较高的核-质相容性水平, 因而对父本基因组而言

不需要做太多额外的调整。

4 � 多倍体育种的策略和方法

随着研究的深入, 人们愈发注重多倍体所蕴含的潜力,

对其产生种种变化的原因的研究也逐渐展开。虽然暂时还

无法清楚了解具体的二倍化的调控机制(如具体哪个基因会

沉默, 哪些基因组和哪个基因组会重排等) , 但是已经可以针

对加倍后的种种不稳定情况和缺点, 对药用植物多倍体育种

的方法进行一定的改良了。其主要方法有双单倍体育种技

术、多代筛选、组织培养技术等。

4. 1� 双单倍体育种:双单倍体育种是一种由单倍体育种延伸

而来的育种技术,是在性细胞培养再生出单倍体细胞或植株

的基础上, 通过秋水仙素等一系列人工加倍过程产生该植物

种的纯合基因型的方法。自 1962年 Guha等成功通过花药培

养获得曼陀罗单倍体植株以来, 人们便发现该方向蕴含着无

限潜力。随着单倍体育种技术的发展, 现在已形成孤雄培养

(花药培养、小孢子培养)、孤雌培养(未受精卵、子房、胚珠培

养)等成熟或基本成熟的育种技术。在培育双单倍体的过程

中,最困难的是通过孤雄或孤雌培养获得相应的单倍体。

一个物种的双单倍体诞生具有许多潜在好处, 开发药用

植物双单倍体时,这种情况更为明显[54]。因为粮食作物个体

间的差异所造成的对品质的影响后果并不严重, 而药用植物

由于其用于医药,对其成分有很高的要求, 如果随着种间杂交

而导致成分的量发生变化, 之前的研究将前功尽弃[ 54]。双单

倍体育种无疑是解决植物多倍化所带来的不稳定的有效方

法,值得深入研究。目前已有不少学者在此领域对许多植物

进行了双单倍体诱导, 但难度较大,大部分物种在小孢子或花

药培养阶段就失去对离体培养条件的反应或只形成愈伤组

织, 究其原因主要是不同的物种往往需要不同的培养技术或

培养基配方。到目前为止, 开发药用植物双单倍体只有少数

的成功案例,如白芷 Ammi maj us L�、小茴香 Anethum graveo-

lens L�、白曼陀罗 Datura metal L�、补骨脂 Psoralea cory lif o-

lia L� 等[55~ 57]。本实验室则在 2006年通过花药培养成功获

得了紫锥菊的单倍体植株[58] ,并通过秋水仙素处理离体培养

的小苗叶柄外植体获得了双单倍体和纯合的四倍体植株[59]

以及杂合的四倍体植株[20]。此外,本实验室还通过四倍体材

料进行继续加倍得到了八倍体。八倍体雌锥菊尽管根系粗

壮, 但地上部分生长很缓慢,估计应用价值不大,但四倍体则

有可能成为生产上可以推广应用的新品种。

4. 2 � 多代人工培养和筛选: 多倍体形成后,在其后代遗传中

有可能出现不稳定的现象,除了严重不育外, 还存在回复成

二倍体的可能性。为了保证获得稳定的多倍化优良品种, 一

般有必要采用多代筛选的方法对多倍体群体进行筛选。其

基本方式是在多倍化后的第一代 ( Cl)淘汰非所需倍性的植

株(单倍体和二倍体) ,然后在所需倍性的植株中选择长势较

好,药用部位较大或颜色较深的植株在人工调节的最适环境

中进行培养,保证其可以进行下一代的繁殖, 并在随后的几

代中继续进行这种筛选。前文已经提到过,造成多倍化后不

稳定的二倍化过程会逐渐减弱, 植株也会变得越来越稳定,

这样便可以逐渐消除多倍化后的不稳定因素,获得高产稳定

的多倍体植株。再以卡西亚茄诱导育成的四倍体为例, 育成

之初果实比二倍体小而生物碱配糖体的量较高。虽然药用

成分增加,但是却因为不稳定而不能高产, 第一代平均每株

只结了 40~ 50 g 果实,远低于二倍体的 700~ 750 g , 不具备

应用价值。但随着人工多代筛选的进行, 到第 3 代时, 每株

的平均产量已达到 760 g 左右, 表现出比二倍体显著优异的

生产性能[44]。

4. 3 � 加倍后杂交: 对于加倍后的多倍体可以对其进行进一

步的杂交,以增加杂种优势。大部分三倍体和奇数倍的多倍

体都是这样形成的。事实上,关于多倍化杂交的报道已经非

常普遍,而且该方法也的确能提高杂种优势。杂交过后的多

倍体产生的变化将比之前的多倍体要大, 特别是三倍体、五

倍体等奇数倍的多倍体。一些研究发现,二倍体在变成三倍

体后基因激发的数量要比二倍体变成四倍体所激发的基因

多,基因沉默的现象比相应的四倍体少[ 46, 60]。因此,三倍体

植物更有可能产生新的具有药用价值的代谢产物,相关研究

值得重视。

4. 4 � 通过组培保持多倍体性状和种质:对于多倍体植物不

育以及后代变异大的情况,现阶段可以通过无性繁殖性质的

组培方法加以解决。对刚诱导形成的药用植物多倍体在进

行筛选时,除了需要对其进行一定的分析外, 对其进行组培

备份也是相当必要的。因为即使该多倍体植物能获得较高

的产量或较好的性状,也不能保证其能正常地繁殖后代或其

后代也能保留这种优良的性状。当出现这种情况时, 如果没

对新诱导的植株进行备份,万一植株意外死亡,之前的诱导
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和筛选工作将付诸东流。如果发现该植物不育的话 ,可以直

接用备份的组培苗进行繁殖, 继续栽种, 确保难得的种质资

源得以存续。

5 � 展望

药用植物多倍体有优点也有缺点, 但随着科学技术的进

步和研究的深入, 已经逐渐了解了其缺点产生的原因, 并开

发出了相应的扬长避短的药用植物多倍体育种方法。以现

有的技术科学地开展药用植物多倍体物种开发有很好的前

景, 但多倍体育种理论和策略问题仍旧不少, 有待进一步深

入研究加以解决。

首先, 在理论方面,加倍后二倍化对基因的影响乃至性

状的影响一直被认为是随机的, 然而随着研究的深入却发现

实际上并非如此: 植物加倍后二倍化中对基因的影响并不是

随机的, 尤其对控制代谢有关的基因而言, 具体是哪些调控

代谢的基因尚不明了。对于此类问题的探索, 现阶段主要是

通过培养模式植物 (如拟南芥、玉米等 )的单倍体和双单倍

体, 比较其基因激发和沉默的数量, 并对这些基因进行功能

分析以确定被影响的基因具有哪些功能, 进而摸清多倍化影

响基因的规律[ 47]。相对于分子生物学研究的模式植物, 药

用植物的研究资料很是匮乏, 相关研究的推进还需依赖于分

子生物学基础资料的积累。

其次, 在育种方面,药用植物双单倍体育种具有相当大

的发展潜力, 因为双单倍体能培养出一系列纯系品系, 从而

保证植株与植株之间差异处于可控范围之内, 对工业应用上

的大规模生产用药植物和提取药用成分以及医疗应用上的

控制药物使用量上很有帮助。而且通过对已育成的药用植

物双单倍体进一步诱导加倍, 使之成为纯系的多倍本, 这样

在品系理论上会具有多倍体独特的优势, 也能保证其稳定

性, 虽然还没有突破性的成果出现, 但许多科学家已经在进

行这一方面的研究[ 55~ 59]。

再者, 在自然生产中还存在着介乎二倍体和多倍体之间

的细胞 � � � 内多倍体细胞(如绒毡层细胞) , 其主要特征为基

因组量翻了一倍, 而染色体数量不变[61]。如果利用这种细

胞进行组培再生植株, 其结果会是如何? 又会与二倍体和四

倍体有何差异? 这是一个很有趣和意义深远的研究课题。

随着原位杂交技术、基因克隆技术、荧光标记技术、基因

组学、蛋白质组学和代谢组学等的飞速发展和它们在多倍体

研究中的广泛应用[62] , 人们对药用植物多倍体的理论研究

将越来越深入, 对多倍体的性状的人为控制将越来越有效。

随着越来越多药用植物优良多倍体新品种的成功开发,药用

植物栽培的土地利用效率将得到大幅度的提高, 人口增长和

经济发展对药物的更大需求也将得到进一步满足。
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生物碱类化合物抗菌活性研究进展

李 � 杨1, 2 , 左国营1
�

( 1� 昆明总医院 天然药物研究中心,云南 昆明 � 650032; 2� 昆明医学院,云南 昆明 � 650031)

摘 � 要: 生物碱作为一类重要的天然产物,其数量众多, 结构类型复杂。大多数生物碱具有各种显著的生理活性,
其中一些生物碱的抗菌活性也逐渐被发现。在抗生素被广泛使用, 耐药菌日趋增加的今天, 生物碱在抗菌方面的

作用受到了广泛关注。国内外学者不但对天然生物碱产物进行了抗菌研究,而且在此基础上对天然生物碱进行了

构效关系研究以及结构修饰, 旨在增强生物碱类化合物的抗菌活性。以生物碱类化合物的化学结构为基础, 对近

10 年来国内外报道的生物碱类化合物抗菌活性进行简要综述,以期为从多样性的生物资源中分离和筛选具有抗菌

活性的生物碱先导化合物, 并根据抗菌机制和构效关系的研究, 对其进行结构修饰和优化以及为抗菌新药尤其是

抗耐药菌新药的研发提供参考。

关键词: 生物碱;抗菌活性; 构效关系
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