
收稿日期：２０１１－０６－１３
基金项目：河南省科技重点攻关项目（０８２１０２１４４００１２）
作者简介：相志国（１９７７－），男，山西运城人，助理研究员，博士，主要从事作物单倍体与染色体工程的遗传育种研究。

Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｉａｎｇｚｈｕｙｉｎｇ＠ｇｍａｉｌ．ｃｏｍ

单倍体的产生途径及其在作物遗传育种中的应用

相志国，海　燕，康明辉，赵永英
（河南省农业科学院 小麦研究中心，河南 郑州４５０００２）

摘要：综述了诱导单倍体产生的花药培养、远缘杂交、诱导系、着丝粒介导等途径，及其在加速育种
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　　作物正常的生长发育均是以体细胞双倍体的形
式存在，单倍体只是在特定的发育阶段特定组织中
（如配子体）才存在。单倍体染色体数目为正常体细
胞染色体数目的１／２。在自然界中，作物自发形成
单倍体植株的几率很低，一般不超过０．１％，但通过
一些人为手段，可以从不同途径来获得单倍体。单
倍体中没有显隐性基因的干扰，在加速育种材料纯
合，提高育种选择效率中具有重要作用。单倍体的
人工诱导成功，使其在规模化商业育种中发挥了重
要作用。鉴于单倍体在作物遗传育种研究中的独特
作用，综述了单倍体的产生途径及其在作物遗传育
种中的应用。

１　单倍体产生的途径

自１９２１年Ｂｅｒｇｎｅｒ在被子植物蔓陀萝（Ｄａｔｕｒａ
ｉｎｎｏｘｉａ）中发现并确定第１株单倍体植株以来，人

们已在玉米、烟草、棉花、水稻、油菜、西红柿和小麦
等一系列高等植物中鉴定出了单倍体，但单倍体自
然发生机率极低，远不能适应规模化商业育种的应
用。根据来源和操作方式不同，人工诱导单倍体可
以分为花药（小孢子）培养、远缘杂交、诱导系、着丝
粒诱导等途径。

１．１　花药（小孢子）培养途径

２０世纪６０年代，印度学者Ｇｕｈａ和 Ｍａｈｅｓｈｗａｒｉ
用毛叶蔓陀萝的花药进行人工离体培养，成功诱导
获得了单倍体植株，其后其他科学家在多种植物中
得到证实，从而揭示了通过试验途径可以获得大量
不同植物的单倍体，这极大地促进了人工诱导单倍
体及其利用的研究。多个国际研究机构都高度重视
该项技术的育种应用价值，先后在水稻、小麦、玉米、
油菜、苜蓿以及许多药用植物中获得单倍体植株用
于品种改良，并获得了一些优良品种应用于生产。
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目前，全世界已对３４科３００多种植物物种诱导获得
了单倍体［１］。
花药培养获得单倍体的主要步骤为：选择适宜

的小孢子发育时期，禾本科一般为单核靠边期。适
当的预处理，主要包括低温处理、高温处理和饥饿处
理等。通过适宜的诱导和分化培养基和光暗处理，
在我国小麦上已开发出 Ｃ１７培养基、癸培养基、

Ｗ１４培养基，水稻上有Ｎ６及其改良培养基等［２－３］。
花药培养目前仍是我国单倍体育种的主要技

术，采用此技术育成的水稻品种超过６０个、小麦品
种超过２０个。但由于诱导率、分化率受到基因型限
制，使整体上获得绿苗率较低，且产生大量白化苗，
限制了其在作物育种上的广泛应用。
游离小孢子培养技术是在花药培养基础上发展

起来的一种单倍体诱导技术。与花药培养相比，它
可以大幅度提高接种效率，有利于大规模商业化单
倍体育种的应用。同时，由于小孢子群体解除了花
药壁的干扰作用，是研究配子体发育、胚胎发生机制
的理想材料［４］。
小孢子培养的育种应用，目前国内主要集中在

油菜等十字花科作物中，在禾本科作物小麦和大麦
中也有成功的报道，但都只是集中在个别易诱导的
特殊基因型中，远达不到规模化的育种应用。但从
目前研究进展来看，近几年明显加快，所得的绿苗诱
导率远高于花药培养中的诱导率。相信随着生物技
术的不断发展，小孢子培养技术会在主要作物商业
化单倍体育种中发挥更大作用［５］。

１．２　远缘杂交途径

此途径可分为人工合成型和染色体消除型２
种。人工合成型主要应用于一些异源多倍体如小
麦、油菜等中。普通小麦是异源六倍体，由四倍体小
麦（ＡＡＢＢ）与二倍体节节麦（ＤＤ）杂交而后加倍获
得的，其单倍体的染色体组成应为三倍体（ＡＢＤ）。
将此２个祖先种杂交获得杂种Ｆ１，即可得到小麦的
单倍体（ＡＢＤ）［６］。
染色体消除型远缘杂交法是在小麦、大麦等作

物中发现并得到应用。如在小麦中，以球茎大麦、玉
米、薏苡、珍珠粟等作物的花粉与小麦杂交，由于亲
缘关系远，杂种胚发育过程中外源染色体有消失现
象，经过胚拯救就可获得单倍体植株。Ｋａｓｈａ等用
球茎大麦作父本与栽培大麦授粉后，得到只有栽培
大麦基因组的双单倍体（１５．５％）和单倍体（１１．０％）
植株［７］。但由于小麦染色体５Ｂ 和５Ａ 上的显性

Ｋｒ１和Ｋｒ２基因控制着小麦基因型远缘杂交的不
亲和性，限制了球茎大麦技术在小麦单倍体育种上

的应用。为寻找更有效的授粉者，Ｌａｕｒｉｅ等研究表
明，玉米对小麦的Ｋｒ基因位点不敏感，玉米与小麦
的远缘杂交杂合子中玉米染色体能够自发消除，从
而诱导小麦获得单倍体，且得胚率较高［８］。但小麦
与玉米等远缘种存在的播期不同、花期难遇等因素
也限制了该方法的广泛应用。为了克服花期不遇，
采用贮存５个月的珍珠粟与小麦杂交获得了小麦单
倍体，且得胚率高达２７．６％［９］。应用花期长、花粉
多的薏苡、鸭茅状摩擦禾、小黑麦作为花粉供体，也
成功诱导出小麦单倍体植株，并且也具有杂交后成
胚率高的特点［１０－１２］。印度学者发现，白茅也可以实
现与小麦的杂交获得单倍体，且白茅具有在自然生
长条件下与小麦花期相遇的优点［１３］，这在规模化单
倍体育种应用中将具有重要作用。

１．３　诱导系途径

诱导系具有杂交后诱导母本雌配子体形成高频

单倍体的能力，是目前玉米单倍体诱导的主要方法。

１９５０年，Ｅｄｗａｒｄ　Ｈ．Ｃｏｅ发现了一个高频率诱发单
倍体的材料，并对其导入了控制籽粒性状和植株性
状的２种显性标记基因（Ｒ－ｎｊ、ＰＩ），又经过２次回
交和２次自交，定名为Ｓｔｏｃｋ６。以Ｓｔｏｃｋ６作父本，
与被诱导材料进行杂交，平均单倍体诱导率为

２．５２％。由于导入了Ｒ－ｎｊ基因和ＰＩ基因，母本植
株会产生不同类型的籽粒，其中籽粒类型为白色硬
粒、具有紫色顶和无色胚芽尖的是单倍体种子。由
于Ｓｔｏｃｋ６本身存在花粉量少，自交结实性差等缺
点，国内外多个单位都以Ｓｔｏｃｋ６为基础进行改良以
获得新的诱导系，如国外的ＳＷ１４、ＺＭｓ等，国内的
高诱１号、吉高诱３号等［１４－１５］。玉米诱导系诱导产
生单倍体的细胞学机制目前仍不能确定，需要进一
步研究。

１．４　着丝粒介导途径

此方法目前只在拟南芥中得到证实，通过改变
着丝粒中特异性蛋白ＣＥＮＨ３的组成，用转基因的
方法获得ＣＥＮＨ３表达发生改变的基因型，以此为
母本与野生型杂交，可使其基因组在合子中消失，而
只保留野生型基因组的单倍体植株，最高可获得高
达４５％的野生型单倍体植株。采用此方法与四倍
体拟南芥杂交，也成功获得了倍性减半的二倍体类
型。这种方法具有诸多优点，但最大的优点是不需
要组培，只需要与诱导系杂交即可得到单倍体。由
于ＣＥＮＨ３蛋白在真核生物中普遍存在，所以这种
方法可以推广到所有植物单倍体诱导中［１６］。

１．５　其他诱导途径

其他途径包括化学药剂处理法、延迟授粉法、特
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殊细胞质诱导法、子房培养法、棉花中的半配合法等
单倍体诱导途径，但由于在实际育种中研究和应用
的不多，这里不再赘述。

２　单倍体在遗传育种研究中的作用

２．１　快速纯化育种材料，加快育种进程

单倍体染色体数目为正常植株染色体数目的一

半，理论上如果两亲本有ｎ对可自由组合的不同等
位基因，从常规 Ｆ２ 代选出所需基因型的频率为

１／２２ｎ，而由单倍体选育频率为１／２ｎ，即比常规选育
效率高２ｎ倍，随着ｎ值的增大，选择效率提高越多，

且不存在显隐性互作。另外花药培养育种是以 Ｈ２
代纯合株系的群体性状表现进行选择，而不是以单
株进行选择，提高了选择的准确性及可靠性。我国
自２０世纪７０年代开始进行花药培养育种研究，已
取得重大成就，以水稻和小麦为代表的作物花药培
养育种研究与应用处于世界领先地位，并成功与常
规杂交育种、远缘杂交育种及转基因技术相结合，发
展形成了一套较完整的育种技术体系。例如，河南
省农业科学院小麦细胞工程育种室选育的花培系列

小麦新品种正是这种理论与育种实践结合的成功实

例［１７］。

２．２　构建 ＤＨ 群体，进行农艺性状的 ＱＴＬ定位
分析

ＤＨ群体由于属于永久性分离群体，群体中各
系的遗传组成固定，可通过种子繁殖代代相传，可以
进行多年多点重复鉴定试验，特别适用于受多基因
控制或易受环境影响的性状的研究。由于 ＤＨ 群
体可以交流共享，有利于学科协作攻关，使其成为最
受青睐的构建作图群体之一。Ｃｕｔｈｂｅｒｔ等利用构
建的ＤＨ群体通过６点连续２ａ的鉴定试验，对春小
麦的产量及其相关性状进行 ＱＴＬ定位研究，共发
现５个 ＱＴＬ分子标记可以解释３４．４％的产量贡
献［１８］。Ｃｈｕ等利用人工合成小麦与小麦品种构建

ＤＨ群体，对成株叶锈病抗性基因进行ＱＴＬ定位研
究［１９］。田纪春等利用河南省农科院小麦细胞工程
育种室构建的由花培３号与豫麦５７号衍生的ＤＨ
群体，对其产量和品质等多个农艺性状进行了ＱＴＬ
定位研究［２０－２３］。

２．３　用于单倍体中非（部分）同源染色体间配对、重
组的研究

由于单倍体中不存在同源染色体，但在其减数
分裂过程中非（部分）同源染色体间可能发生配对、
联会与重组。在二倍体物种如水稻的单倍体中，由
于各染色体以单倍形式存在，彼此间没有同源性，但

在观察的７０个减数分裂细胞中发现４５个细胞中出
现二价体，４９个细胞中出现多价体，特别是在染色
体９与１０、１１与１２中形成了高频率的非同源二价
体，甚至在终变期和中期Ⅰ仍可看到染色体１１与

１２二价体之间交叉的发生［２４］。在异源四倍体甘蓝
油菜Ｂｒａｓｓｉｃａ　ｎａｐｕｓ （ＡＡＣＣ；２ｎ＝３８）的单倍体
中，不但可以观察到Ａ－Ｃ部分同源染色体间发生
配对，还可以观察到非同源染色体如Ａ－Ａ间、Ｃ－
Ｃ间发生配对。这些非（部分）同源染色体间发生的
配对和重组，已被证明是染色体间发生重排的重要
原因［２５］。单倍体中非（部分）同源染色体间配对与
重组的发生，有助于通过染色体重排产生新的基因
型，增加作物遗传变异，丰富种质资源。注重对此问
题的深入研究，将有助于染色体组间同源关系及染
色体组内各染色体间进化关系的研究。

２．４　用于转基因供体及其纯合研究

单倍体在转基因的应用研究中主要有２种方
式，一种是以单倍体胚性细胞为转基因的供体材料
直接进行遗传转化，再经过加倍即可迅速得到纯合
的转基因株系。陈彩艳等通过优化水稻花培诱导培
养基的成分，延长花药愈伤组织的培养时间和降低
共培养过程中农杆菌浓度等，成功地建立了以水稻
花药愈伤组织为受体的农杆菌转化体系。并将白叶
枯病抗性基因Ｘａ２１ 作为该体系的模式基因导入到
多个粳稻品种的花药愈伤组织中，共得到了１４５个
独立的转基因株系，其中４３个经鉴定为纯合的加倍
单倍体转基因株系［２６］。这种方法能否得到纯合转
基因植株主要取决于供体花药的倍性，如果供体花
药愈伤组织已加倍，则可能得到转基因的杂合体，如
果供体是单倍体则通过转基因后再加倍则可得到纯

合的转基因株系。由于有些作物花药愈伤组织的诱
导率较低，不能提供大量单倍体愈伤供体，限制了单
倍体作为遗传转化直接供体的应用。为了克服不
足，另一种方法就是将杂合的转基因植株进行单倍
体诱导，以快速获得纯合的转基因植株。朱丽等采
用农杆菌介导的水稻转化体系，筛选阳性转基因植
株，按单株进行花药培养，快速得到无选择标记而目
的基因阳性的转基因纯合植株，得率为９．８７％［２７］。
通过含抗除草剂ｐａｔ基因的杂合转基因玉米与易花
培的玉米杂交，经过花培，也迅速获得了纯合的转基
因玉米［２８］。

２．５　用于突变体的研究

单倍体在突变体研究中有诸多优势，一方面单
倍体不存在显隐性，使获得的显隐性突变系均在当
代表现出来，另一方面，通过对发生突变的单倍体植
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株进行加倍可迅速获得纯合的突变二倍体。第三，
以单倍体进行突变研究可以减少嵌合体的出现。在
目前突变研究中主要有２种形式，一是对种子进行
突变处理，在 Ｍ１ 代进行单倍体诱导，而后加倍获得
纯合的突变体。应用单倍体诱导法获得的突变体
（１∶１分离）比 Ｍ１ 自交选择 Ｍ２ 的方法（３∶１分离）
频率要高，这在小麦、大麦和水稻突变研究中都得到
证实和应用［２９］。二是对单倍体直接进行突变处理，

这在油菜小孢子诱导突变提高脂肪酸含量研究中得

到应用，共获得油酸含量提高的突变体１９７份，低亚
油酸突变体 ６９份和低饱和脂肪酸突变体 １５７
份［３０］。

２．６　用于测序工作

单倍体中等位基因以单倍型的形式存在，所以
在序列分析的时候不存在不同等位基因间的干扰问

题，使序列分析问题大大简化。如马铃薯单倍体用
于基因组草图的构建，以单倍体马铃薯为材料来降
低基因组分析的复杂度，应用这一策略极大地提高
了测序的进程，提前２ａ完成了马铃薯全基因组的
测序［３１］。相信应用单倍体测序策略，对未来其他基
因组复杂作物的全基因组测序将发挥更大作用。

３　展望

随着科学研究的进展，对于主要农作物相信都
能依据各自的生物学特点，筛选出适宜的单倍体诱
导途径和条件，并加大对单倍体诱导原理的研究，将
不同的高效单倍体诱导技术应用于规模化商业育种

中。同时，可以利用单倍体在遗传研究中相对于二
倍体的独特优越性，探讨非同源染色体间配对、重组
的机制，加速其在转基因供体和突变体供体中的应
用研究，以及复杂生物基因组测序中的应用研究。
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（上接第３页）　目标必须包括以下新的内容。一是
母本种子角质化程度高、籽粒类型偏圆形。二是株
高、穗位适中，茎秆坚韧、根系发达，抗倒能力强。三
是抗病抗虫，尤其要抗青枯病和抗玉米螟。四是穗
位整齐，苞叶长短适中、厚度偏薄、后期松开。五是
中早熟，春播区玉米生育期应短于１２５ｄ，夏播区玉
米生育期短于１００ｄ，籽粒灌浆快、后期脱水快，成熟
时籽粒含水量降至２０％左右。六是母本自交系上
部节间长，顶部叶片短而小，雄穗小、分枝少。
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