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植物单倍体的产生、鉴定、形成机理及应用 

殷丽琴 1,2，付绍红 2，杨进 2，李云 2，王继胜 2，王茂林 1 
1. 四川大学生命科学学院，成都 610064； 
2. 成都市农林科学院作物所，成都 611130 

摘要: 单倍体(Haploid)是指含有配子染色体数目的个体，对其进行基因组加倍可以快速获得纯合双单倍体

(Doubled haploid, DH)。单倍体和双单倍体在植物品种选育、突变体筛选、基因功能鉴定、细胞学研究、遗传

群体构建等方面具有重要作用，是近年来植物领域的一大研究热点。本文从单倍体和双单倍体的产生途径、鉴

定、形成机理以及应用等方面较全面地综述了单倍体的最新研究进展，为单倍体的研究利用作一定的参考。 
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Generation, identification, formation mechanism and application 
of plant haploids 
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Abstract: Haploids are individuals with gametophytic chromosome numbers. Homozygous doubled 

haploids can be quickly gained by genome doubling. Haploids and doubled haploids play an important role 

on crop breeding, mutant screening, gene functional analysis, cytological studies, construction of genetic population 

and so on, and have been a research hotspot of plants in recent years. In this review, we summarize the production 

means, identification, the genetic mechanism and the applications of haploids and doubled haploids. We hope to 

provide a reference for study and application of haploids and doubled haploids. 
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单倍体是指含有配子染色体数目的个体。1922

年 Guha首次在曼陀罗(Datura stramonium L.)中发现

天然单倍体[1]，1964 年 Guha 和 Maheshwari对曼陀

罗花粉进行培养首次在离体条件下获得单倍体植株[2]，

1970年 Kasha通过种间杂交和体外胚胎挽救获得大

麦(Hordeum vulgare L.)单倍体[3]，至今人们已获得上 
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百种植物单倍体。随着单倍体技术的不断发展和改

进，单倍体已成为重要的遗传材料和研究对象，是

当前植物领域的一大研究热点。对单倍体基因组进

行加倍可在一个世代内获得遗传上 100%纯合的双
单倍体品系，从而大大加快植物品种选育进程。单

倍体和双单倍体还可用于突变体筛选、转基因研究、

基因功能鉴定、遗传群体构建、细胞学研究等。本

文从单倍体及双单倍体的获取途径、鉴定方法、遗

传机制、应用以及展望等几个方面较全面地综述了

单倍体技术的研究进展。 

1  单倍体产生途径 

成功获取单倍体是单倍体技术应用的前提和基

础。目前生产上获取单倍体的方法主要有花药培养、

小孢子培养、雌核培养、辐射诱导、种间杂交、远

缘杂交、诱导系诱导、着丝粒介导法等，按来源可

将单倍体产生途径划分为体外和体内两大类。 

1.1  体外途径 

体外获取单倍体主要是通过对植物配子体细胞

(雄配子体和雌配子体)进行离体培养，诱导其从配子体
发育途径转向孢子体发育途径，进而形成单倍体胚胎。 

1.1.1  花药/小孢子培养 

花药培养和小孢子培养是两种常见获得父本单

倍体的方法。花药培养以植物组织花药为培养对象，

其操作简单，但单个花药产胚率低且易受花药壁等

体细胞的干扰。小孢子培养则以游离小孢子为对象，

其培养密度高，每毫升培养基中可获得 1000个以上
的胚胎[4]，且避免了亲本组织的干扰，便于对单个

小孢子进行细胞学、微生物学和功能基因组学等研

究，因而该技术更受欢迎。小孢子培养技术已成功

获得小麦 (Triticum aestivum L.)、大麦 (Hordeum 
vulgare L.)、玉米 (Zea mays L.)、烟草 (Nicotiana 
tabacum L.)、油菜(Brassica campestris L.)等重要植
物的单倍体，然而其使用范围受物种和基因型限制，

以致部分植物物种及基因型无法利用该方法获取单

倍体 [5]。因此应对该技术不断进行改善，以开发出

不依赖物种和基因型的改良法，扩大其适用范围。 

1.1.2  雌核培养 

雌核发育是体外获得母本单倍体的方法之一，

其过程类似于孤雌生殖。雌核培养产生的单倍体遗

传性质稳定、白化苗率低[5,6]，然而雌性配子分离较

难 [6]，且一个胚珠中仅含一个卵细胞，导致该技术

在实际生产上使用频率较低，目前仅在洋葱 (Alli-
um cepa L.)和甜菜(Beta vulgaris L.)上应用较多。雌
核发育诱导效率受多种生物和非生物因素影响，如

植物基因型、配子体发育状态、花芽预处理、培养

基组成、培养条件等，其中供体植物基因型和生长

环境是关键影响因素[5]。 

1.2  体内途径 

体外途径获取单倍体技术性高、劳动强度大、

花费时间长、成本高，受物种和基因型限制，胚胎

发育率和再生率低，易出现白化苗和分离畸变，且

染色体成功加倍率较低 [7]。相比之下体内途径操作

简单，通常不需要进行细胞培养，存在较明显的优势。 

1.2.1  自发形成单倍体 

研究发现自然界中很多植物能自发地产生单倍

体，然而其发生频率较低，在生产上应用有限。目

前对植物自发产生单倍体的具体机制了解较少，有

待深入研究。 

1.2.2  辐射花粉诱导法  

研究发现辐射处理过的植物花粉不能与胚珠内

卵细胞正常受精，但其可在柱头上萌发，并通过花

粉管伸长刺激卵细胞形成单倍体胚胎。该技术已成

功用于获取烟草、洋葱、黄瓜(Cucumis sativus L.)、
苹果(Malus domestica)、康乃馨(Dianthus caryophyllus 
L.)等植物的单倍体[8]。在诸多影响因素中，辐射剂

量是影响该方法的主要因素之一。辐射剂量偏低，

花粉生殖核部分受损但仍能与卵细胞结合，产生后

代几乎是杂交种和突变体；而辐射剂量偏高，胚胎

形成率降低但后代多为单倍体。因此使用该方法需

筛选出合适的辐射剂量。此外辐射诱导产生的单倍

体胚胎通常还需进行体外挽救才能存活。 

1.2.3  种间杂交或远缘杂交 

利用种间杂交或远缘杂交获取单倍体是目前最

常用的体外单倍体产生方法，该方法最早应用于大

麦，利用球茎大麦(Hordeum bulbosum L.)花粉给大麦
授粉可得到大麦单倍体[3]。小麦×玉米[9]和小麦×大麦[10] 
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杂交系统常常用于生产小麦单倍体，其中小麦×大麦
的单倍体诱导率最高可达 76% [10]。同一物种不同倍

性间杂交也能产生单倍体，如银叶委陵菜(Potentilla 
leuconota D. Don)的二倍体与四倍体杂交[11]，柑橘

(Citrus reticulata Blanco)二倍体与三倍体杂交[12]等。 
种间杂交或远缘杂交产生母本单倍体的机制主

要有两种假说，第一种假说认为两个精核中一个与

胚珠中极核正常受精形成有生理功能的胚乳，并刺

激未受精卵细胞发生孤雌生殖产生单倍体胚胎；另

一种假说认为在双受精发生后，杂种胚胎中的父本

染色体在胚胎发育早期消失而形成单倍体 [5]，即单

一亲本染色体发生消失。目前已在 75个单子叶植物

物种和 35 个双子叶植物物种中发现了单一亲本基

因组消失现象[13]。 

1.2.4  单倍体诱导系 

1952年 Chase等[14]首次在玉米中发现天然单倍

体，之后 Coe[15]发现玉米自交系 Stock6能高频诱导

母本植株产生单倍体种子。对 Stock6进行改良获得

了一批优良玉米单倍体诱导系，如 WS14、MHI、

CAUHOI、RWS和 PHI系列等，诱导率可高达 11%~ 

16%[16,17]。 

关于玉米单倍体诱导系的作用机制尚不完全清

楚，早期主要有两种猜测：一是卵细胞未受精而发

生孤雌生殖形成单倍体；二是双受精完成后、原基

细胞分裂前诱导系染色体逐步消失而形成单倍体[18]。

Wedzony 等[19]支持染色体选择性消失假说，其观察

了诱导系 RWS 自交 20 d 内胚胎发育情况，发现约
10%胚胎的芽原基细胞中均含有大小不一的微核。
Li等[20]从形态和分子水平上发现有诱导系基因渗入

到单倍体中，Xu等[21]证实了玉米单倍体诱导过程中

发生了双受精，暗示了染色体消失是玉米单倍体诱

导的基础，认为染色体丢失是一个逐步过程，可能

只发生在部分胚乳细胞中，胚胎中染色体丢失发生

在胚胎发育的早期，而胚乳中染色体消失则慢些。

Zhao等[22]发现在授粉后 7 d内大部分诱导系的染色
体被排出细胞外，找到了染色体选择性消失的直接

证据，此外在单倍体后代中还发现了约 44 Mb的父

本染色体片段，进一步证实了诱导系染色体渗入现

象。因此玉米单倍体诱导系的作用机制为单一亲本 

染色体选择性消失，然而染色体消失的原因和具体

过程尚不清楚。 

1.2.5  着丝粒介导法 

以上获取单倍体的方法只适用于部分植物物种

或基因型，对多数物种来说以上方法全都不适用。

近年来在模式作物拟南芥(Arabidopsis thaliana L.)

上开发了一种着丝粒介导染色体消失的方法，该技

术类似于种间杂交或诱导系诱导，在胚胎发育早期

转基因亲本的染色体被选择性丢失从而获得父本单

倍体或母本单倍体[23]。该方法涉及对 CENH3 蛋白

进行改造，CENH3 是组蛋白 H3 的一个突变体，其

特异性定位于着丝粒上，取代了原着丝粒核小体中

的 H3。研究发现 CENH3 在染色体上的位置即是着

丝粒的位置，CENH3在染色体上重新定位将会导致

形成新的功能性着丝粒，反之亦然[24]。DNA复制后

不能保证 CENH3 在着丝粒上重新定位则导致染色

体不能正常分离，而 CENH3异位着陆则形成双着丝

粒染色体，导致染色体在分离时发生断裂[6]。 

Ravi 等[23]发现拟南芥 cenh3 无效突变体具有致
死性，用组蛋白 H3的 N末端尾部代替 CENH3的 N

末端尾部，同时将绿色荧光蛋白 GFP添加到 N端终
点，形成的 GFPtailswap蛋白定位于着丝粒上，该结
构能挽救 cenh3 突变体的致死性。通过转基因技术
获得 GFPtailswap cenh3-/-植株，该植株雄性不育但

能产生少量花粉，当作父本与野生型杂交能产生约 5%

的母本单倍体，当作为母本与野生型杂交能产生

25%~50%的父本单倍体[23]。由于 CENH3 广泛存在
于真核生物中且具有高度进化保守性，理论上该着丝

粒介导法同样适用于其他植物产生单倍体后代[23,25]。近

年来科研人员在香蕉(Musa nana Lour.)、大麦、短柄
草(Brachypodium distachyon)、木薯(Manihot escu-
lenta  Crantz)、棉花 (Gossypium  spp.)、百脉根
(Lotus corniculatus L.)、水稻、大豆(Glycine max (L.) 

Merr.)、甜菜、柳枝稷(Panicum virgatum L.)和烟草
等作物上开展了相关实验[26]。Raychaudhuri 等[27]间

接证明了对 CENH3 进行操作可以在除拟南芥外的

其他物种上获得单倍体，发现通用靶向蛋白降解法

充分降解了果蝇(Drosophila melanogaster)精子中的
Cid 蛋白(相当于 CENH3 蛋白)，导致第一次有丝分 
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裂时父本着丝粒不能整合纺锤体上而形成雌核单倍

体胚胎。近来研究还发现，用亲缘关系较远物种的

CENH3 代替拟南芥 CENH3 和对 CENH3 进行氨基
酸点突变均可获得拟南芥单倍体诱导系[28]。然而这

些方法的工作原理尚未完全解析，还值得深入探索。 

2  双单倍体产生方法 

为充分发挥单倍体的应用价值，通常要对其进

行基因组加倍以获得纯合双单倍体。当前使用最广

泛的染色体加倍法为秋水仙素处理，此外还有染色

体自发加倍法，以及最新发现的诱导系直接诱导法。 

2.1  单倍体自发加倍 

研究发现多数单倍体植物具有染色体自我加倍

的趋势和能力[29]。拟南芥双单倍体主要通过单倍体

自发加倍获得[30]，一株单倍体拟南芥能收获 50~5000
粒双单倍体种子[25]。染色体自发加倍事件可发生配

子体离体培养过程中，其受物种、基因型、培养条

件、培养基成分等多种因素影响[31,32]，加倍率最高

可达 70%[33,34]。染色体自发加倍事件还可发生在单

倍体体细胞中，通过形成单倍体配子体而获得双单

倍体后代[23]。此外单倍体还可通过产生未减数分裂

配子获得双单倍体种子[23]。目前单倍体自发加倍的

机理尚不完全清楚，主要有核内复制、细胞核融合、

核内有丝分裂等假说[31]。尽管单倍体自发加倍操作

简单、安全，避免了使用化学加倍剂，但其加倍效

率通常较低，难以满足实际生产需求，往往需要通

过人工加倍获取大量双单倍体。 

2.2  单倍体人工加倍 

人工诱导单倍体染色体加倍主要是利用化学试

剂进行处理。秋水仙素是最常用的染色体加倍试剂，

其与微管蛋白结合抑制有丝分裂过程中微管聚合；

甲基氨草磷、氨磺乐灵、拿草特、氟乐灵等除草剂

也能有效地使染色体加倍，且毒性较秋水仙素低[35]；

N2O 气体能有效地加倍玉米染色体[36]。秋水仙素加

倍效率高，适合大规模生产 DH 系，但其成本高、
毒性大，耗费劳动力，且化学试剂处理容易产生混

倍体，高浓度或长时间处理可能导致四倍化现象。  

2.3  诱导系直接诱导 

目前生产上获取植物 DH 系至少要经历两个生

育期，一是获取单倍体，二是对单倍体进行加倍。

理论上获得的 DH 系可以直接用于育种，但由于加
倍效率等原因以及 DH 系自交第一代所结种子数目
偏少，如 Kleiber等[37]发现经过人工加倍的玉米 DH
系自交后代平均每穗只结实 3.82粒种子，通常需要
再延长一个生育期以获得足够的种子。如开发一种

直接从母本植株上获取双单倍体的方法将能进一步

缩短育种时间。 
最近Wu等[38]发现用玉米单倍体诱导系 CAUHOI

给二倍体玉米授粉，在母本植株上除了收获到单倍

体种子、二倍体杂交种，还收获到少量的双单倍体

种子，但是其双单倍体诱导率非常低，不超过 0.1%。
虽然体内诱导产生双单倍体的频率很低，但其只需

一步即可获得纯合双单倍体，省去了染色体加倍环

节，为植物育种提供了新的思路和策略。该方法真

正应用于玉米育种还需要克服几个问题，如提高双

单倍体产生率、培育产生足够双单倍体的诱导系、

阐释体内诱导双单倍体的机制等。近来在油菜上也

发现了类似现象，付绍红等[39]报道了一种甘蓝型油

菜纯合四倍体诱导系。该诱导系为人工合成的八倍

体甘蓝型油菜，当作为花粉供体与四倍体甘蓝型油

菜杂交时能高频率地诱导产生纯合四倍体后代，其

诱导率最高可达 100%，一般都在 50%以上。与游离
小孢子培养技术相比，油菜纯合四倍体诱导系法具

有明显的优势，其操作简单、无需体外染色体加倍

且无需特别实验设备等，然而其诱导机理未知，值

得深入研究。 

3  单倍体和双单倍体鉴定 

在单倍体产生过程中常常伴随着多种杂株的出

现，如花药培养和体外雌核培养过程中易受到花药

壁细胞、花芽体细胞、子房体细胞等干扰；远缘杂

交、辐射花粉诱导、诱导系诱导等方法产生的单倍

体中往往含有自交或杂交植株。如不及时去除杂株，

将会大大降低单倍体的纯度。快速、准确鉴别单/双
单倍体是 DH技术商业化的一个关键环节。 

3.1  表型鉴定 

单倍体与其二倍体植株在形态上往往存在明显

差异，可通过观察表型鉴别单倍体。一般来说，单

倍体植株长势较弱、株高偏低、叶片偏小、种子较 
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小等，花朵或花药退化且绝大数多植株不育或育性

大大降低[7,40]。如玉米单倍体幼苗长势弱，胚根和胚

芽鞘较小[41]；大麦、小麦和黑麦叶片气孔保卫细胞

的长度与基因组倍性水平和 DNA 含量相关性很
高 [42,43]；玉米 1~8 叶期单倍体和双单倍体植株的平
均气孔长度显著低于二倍体杂交种[44]。此外单倍体

种子浮力、种胚大小等都可作为表型鉴定的依据[45,46]。

随着科技的发展，一些先进的物理技术也被用于鉴

定单倍体，如光学投影层析、衍射增强投像、微型

核磁共振成像等 [7]。然而表型鉴定始终只是一种间

接鉴定方法，容易受环境因素影响，特别是当单倍

体与杂交种倍性差异较小的时候。 

3.2  染色体计数法 

以植物根尖、性母细胞或其他分生组织为研究

材料，对有丝分裂或减数分裂细胞进行染色体计数

可直接准确地鉴定单倍体。然而染色体计数法操作

繁琐、效率较低，特别是针对染色体较小的一些植

物，如甘蓝型油菜[47]。 

3.3  流式细胞仪法 

基于流式细胞仪检测细胞核 DNA 含量是一种
快速准确判断植物倍性的方法[48]。该方法可在植物

发育早期快速、高效地鉴定单倍体，同时还能检测

到混倍体，是当前主流鉴定植物倍性的方法，但其

对样品质量要求较高。 

3.4  遗传标记法 

除了表型观察和倍性检测，多种遗传标记也被

用于鉴定单倍体，如玉米花青素标记[16]、玉米含油

率标记性状[49]、拟南芥 GFP荧光蛋白标记[25]、番茄

(Lycopersicon esculentum)生长素 aux2基因致死标记、
羽衣甘蓝叶片无毛标记、马铃薯花青素标记、烟草

花叶病毒标记、甜菜子叶下胚轴彩色标记、可可豆

叶腋花青素斑点标记及梨子(Pyrus spp.)显性红色标
记等[7]。 
遗传标记具有稳定遗传性，在植物生长发育早 

期即可快速、直观地鉴别单倍体，然而其稳定表达

可能受到其他因素的干扰。当母本携带抑制花青素

对胚胎着色的 C1-I 基因时，基于 R1-nj 标记鉴定玉
米单倍体的准确度将会下降[50]，供体基因型、紫红

色种皮表达基因[50]、环境条件等都会影响 R1-nj 基 

因的表达。Melchinger 等[49]报道了根据含油率高低

区别单倍体和杂交种，该方法准确度较高，但必须

使用高含油率的单倍体诱导系[51]，且该方法受到诱

导系诱导率、两亲本遗传差异和含油率高低、单倍

体和杂交种含油率差异、与含油率相关的表型变异、

以及阈值设定等多种因素影响。 
此外，遗传标记的构建通常需要借助转基因等

手段，操作较繁琐，特别是针对一些多倍体植物。

为快速鉴定拟南芥单倍体，Ravi等[25]将种子储藏蛋

白 2S3 启动子与 GFP 荧光蛋白基因连接并导入
CENH3/cenh3-1 GFP-tailswap/GFP-tailswap植株中，
连续两代自交获得纯合稳定的拟南芥单倍体诱导

系 cenh3-1/cenh3-1 GFP-tailswap/GFP-tailswap At2-
S3::GFP/At2S3::GFP。由于物种间遗传背景存在差异，

目前通用遗传标记较少，有待不断开发。 

3.5  分子标记法 

单倍体倍性和双单倍体纯合性也可从 DNA 水
平上进行检测。RT-PCR技术可用于检测植株倍性水
平[52]，该方法适合表达水平易受倍性变化调控的基

因。共显性标记 SSR已被用于鉴定多种植物的单倍
体和双单倍体[6,53]，其可在幼苗早期快速鉴定，但检

测的遗传位点数目有限。近年来 SNP标记[22]和简化

基因组测序技术[30]也被用于鉴定单倍体来源和筛选

双单倍体。研究还发现酶促切割错配法(Enzymatic 
mismatch cleavage, EMC)可用于检测双单倍体的纯
合性及其亲本来源[54]。EMC本是一种检测基因突变
的方法，其原理是核酸内切酶识别并切割 DNA:DNA
异源双链核酸分子的错配碱基，通过凝胶电泳分析

酶切片段大小即可确定错配碱基的位置。Hofinger
等[54]对该方法进行改良，采用 CELⅠ核酸内切酶，
同时设置阳性对照和阴性对照以监测酶切活性和假

阳性错误，选择亲本之间具有杂合多态性的引物来

筛选双单倍体。利用 EMC筛选双单倍体简单、便捷，
不需特别设备，筛选效率比 SSR标记更高，适用于
大多数二倍体和多倍体物种。 

4  单倍体形成的分子基础及诱导机理 

4.1  小孢子胚胎发育分子基础 

体外单倍体胚胎发育经历了从配子体发育途径
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向孢子体发育途径的转化，该过程受到多种内部和

外部因素的影响，研究单倍体胚胎形成的分子遗传

学机制具有重要意义。小孢子胚胎形成过程可分为

3 个阶段，即获得胚性能力、启动细胞分裂和完成

胚胎发育[55]。通常认为外界胁迫条件促使小孢子进

入胚胎发育进程[56]。小孢子在培养过程中代谢水平

发生变化，Bhojwani等[57]发现胚性烟草小孢子的蛋

白质和 RNA 含量大约是非胚性花粉粒的 1/6，表明

进入胚性发育阶段花粉的正常生物合成途径受到限

制。Corral-Martínez 等[58]发现胚性甘蓝型油菜小孢

子中存在大量的自噬现象，而非胚性小孢子中则不

存在，并认为大量的自噬和杂质清除体外是小孢子

胚胎形成的一个先决条件。Boutilier 等[59]对离体培

养 2~3 d的甘蓝型油菜小孢子进行基因表达谱分析，

发现 BABY BOOM(BBM)转录因子基因与胚胎发育

相关，其在小孢子胚胎和合子胚胎发育中优先表达，

BBM异位表达能诱导拟南芥和甘蓝型油菜的幼苗体

细胞自发形成胚胎。BBM转录因子在植物细胞分裂
中也起着重要作用，是第一个被公认的与胚性小孢

子细胞分裂起始相关的基因。目前运用功能基因组

方法已鉴定了一批与大麦、小黑麦、油菜等小孢子

胚胎形成相关的基因[55,60~66]，如 LEC、WUS、TaTPD1- 

like、TAA1b、GSTF2、GSTA2、TaNF-YA、TaAGL14、
TaFLA26、CHI3、XIP-R、Tad1、WALI6、TaEXPB4、
TaAGP31-LIKE、TaME1、TAA1b、GSTA2、TaEXPG4、

TaEXPB4、TaME1、Tad1、XIP-R1、TaAGL14、TaNF- 
YA、SERK2和 SERK1等。此外小孢子胚胎形成能力

可能受加性效应位点控制[67]。 

4.2  单一亲本染色体消失机制 

胚胎发育早期单一亲本染色体消失是不稳定种

间/种内杂交产生植物单倍体的原因所在[13]，然而目

前其具体作用机制尚不清楚，主要有以下几种假说：

细胞周期不同步[68]，核蛋白合成不同步[69]，父母本

基因组不平衡[3]，有丝分裂间期[70]或中期[71]亲本基

因组空间分离，姐妹染色单体分离故障[72]，形成多 

极纺锤体[73]，染色体被排出细胞核[74]，着丝粒选择

性失活[70,75]，以及宿主特异性核酸酶降解外源染色

体[76]等。动物细胞中也存在类似现象，关于其机理

主要有着丝粒过早分离假说[77]、亲本基因组空间分

离假说 [78]、有丝分裂后期染色体滞后假说 [79]及、

DNA损伤未修复假说[80]等。 
上述多种假说的一个共同特征是植物通过多种

方式识别宿主与外源或受损 DNA，并瞄定后者将其
清除。在小麦×玉米的杂种胚中，玉米染色体不能聚
集到中期细胞板周围，后期分裂时落后于小麦染色

体并产生大量微核 [69]；在大麦×珍珠粟(Pennisetum 
glaucum)的杂种胚形成过程中，所有珍珠粟染色体
呈现异染色质化和 DNA 微核片段化并在授粉后
6~23 d随机消失[74]，该过程类似于程序性细胞死亡

事件[81]；大麦×球茎大麦杂种胚则是通过核出芽的方
式将球茎大麦染色体排出体外[82]。染色质及微核消

失的原因主要有核酸内切酶被特异性染色质拓扑结

构激活，翻译后组蛋白修饰指导染色质凝结、片段

化等[83]。 
近期研究发现单倍体形成与 CENH3 蛋白有关。

在稳定的杂种胚胎中，一个亲本产生的 CENH3蛋白
能支持另一个亲本染色体着丝粒的功能，如在燕麦×
玉米的杂种胚胎中，由于玉米 CENH3基因沉默，燕
麦 CENH3蛋白弥补了玉米 CENH3的功能[84]；拟南

芥×Arabidopsis arenosa杂交种的每条染色体上均检
测到了拟南芥 CENH3[85]；尽管双亲都表达了

CENH3 基因，但燕麦×珍珠粟杂交种中仅燕麦
CENH3蛋白被组装在染色体上[86]。在不稳定的杂种

胚胎中，CENH3蛋白不能成功组装到其中一个亲本
的着丝粒上，进而导致单一亲本染色体消失。Sanie
等[75]对大麦×球茎大麦杂种胚胎中 CENH3的功能进
行研究，发现球茎大麦 CENH3蛋白失活，而大麦的
CENH3 蛋白却不能成功整合到球茎大麦染色体上，
导致球茎大麦着丝粒失活而形成母本单倍体。当拟

南芥 CENH3单倍体诱导系与野生型杂交，诱导系基
因组消失产生单倍体[23]，而诱导系本身能稳定自交，

说明突变体着丝粒与野生型着丝粒在杂种胚中发生

竞争，导致诱导系亲本着丝粒失活[28]。CENH3功能
受到多种蛋白的调控，对其中任何一个进行操作都

可能导致着丝粒失活[87]。 

5  单倍体及双单倍体应用 

5.1  植物遗传育种 

采用传统育种方法，获得一个纯合稳定品系至 
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少需要 6~8 代的自交，而通过 DH 技术只需 1~2 代
即可获得遗传上 100%纯合的品系，尤其是针对一些
二年生、多年生和自交退化严重的植物，DH技术能
大大节约了育种时间和成本。DH技术还可用于解锁
杂交种或地方品种的遗传特性，去除群体中致死或

有害等位基因，获取新的种质资源等[88]。 
DH 技术已成为培育植物新品种的重要方法之

一。早先人们从自发形成的单倍体中选育出了天竺

葵(Pelargonium hortorum)新品种 Kleine Liebling及
其突变体[89]，随着单倍体技术和染色体加倍方法不

断发展，双单倍体技术已广泛用于开发植物新品种，

目前已经选育并推行了大麦、小麦、油菜、水稻、

玉米、烟草、茄子(Solanum melongena L.)、辣椒(Cap-
sicum annuum L.)、西瓜(Citrullus lanatus)、芦笋(Asp-
aragus officinalis L.)等超过 300多份的 DH系衍生品
种[5,6]。部分 DH系衍生品种推行面积较大，如小麦
品种 Glossa在罗马尼亚推行的 5年时间内占了全国
小麦种植面积的 16%[90]；2007年加拿大种植面积最
广的 5 个小麦品种中有 3 个是 DH 系衍生品种[91]；

杜邦先锋公司 2011年通过 DH技术获得的玉米自交
系比公司前 80年繁殖的自交系还多，且绝大部分油
菜自交系也来自 DH技术[6]。目前不少育种公司和科

研机构正在筹建 DH技术平台。 

5.2  QTL 作图及基因组测序 

很多植物性状受数量遗传基因控制，遗传特性

复杂，通常采用 QTL作图法来解析其遗传基础。构
建分离群体是 QTL作图的必要条件之一，过去常用
F2、F3 和回交群体，但群体内杂合度高、表型和基

因型不稳定，后逐步被重组自交系 (Recombinant 
inbred line, RIL)群体所代替。重组自交系群体是通
过多代自交而来，每个品系都几乎是纯合的亲本基

因组组合，然而其通常需要自交至 F8代，耗费大量

时间。采用 DH 技术能快速从 F1或杂合子中获得纯

合、永久性分离群体，Seymour 等[30]用同样的拟南

芥亲本分别构建 DH 系和重组自交系，比较两个群
体在 QTL定位上的差异，结果发现二者的重组率和 
亲本等位基因频率相类似，并用新构建的 DH 系成
功定位了拟南芥开花时间和叶柄长度的 QTL，表明
DH 系群体可以代替重组自交系成为拟南芥遗传研
究的一种快速、便捷的方法。目前 DH 作图群体已 

用于水稻、玉米、油菜、小麦、大麦等多种植物的

QTL分析。 
单倍体和双单倍体也可用于基因组测序。基因

组测序是从分子水平上解析植物遗传奥秘，加深人

们对生物的遗传基础、生化机制、染色体结构、基

因表达调控、物种进化等认识。目前已完成了 70多
种植物基因组的测序工作。然而杂交种基因组高度

杂合，加大了全基因组测序工作难度，严重阻碍了

测序后的序列拼接。与杂交种相比，自交系和双单

倍体基因位点纯合、遗传基础较简单，且可以长期

保存、重复利用，在全基因组测序、组装和拼接上

存在较大的优势，如 Jaillon等[92]以连续多年自交的

近纯合(93%)葡萄(Vitis vinifera L.)品系为材料进行
了全基因组测序。目前多种植物物种的自交系/双单
倍体已被用于参考基因组测序。 

5.3  突变体筛选 

由于单倍体基因位点为单拷贝，显、隐性基因

均能表达，因此对单倍体细胞、组织或植株进行筛

选能大大提高突变体筛选效率。人们利用单倍体技

术先后筛选出了高光合活性烟草株系[93]、矮杆马铃

薯[94]、抗病西瓜[95]、巨型胚水稻[96]等突变体。 

5.4  单倍体基因工程 

基因组学和测序结果表明植物表型与候选基因

之间存在很大的关联性，然而目前仅有少数基因的

功能被注释，绝大多数的基因功能未知。多种正向

遗传学和反向遗传学方法用于验证基因的功能，然

而其研究对象一般为二倍体或多倍体，导致隐性突

变基因或转基因不能在M1或 T0代植株上表现出来，

需要自交多代获得纯合基因型，同时验证多个基因

的功能则需要自交更多代，花费的时间、成本和空

间成倍增加，成为植物基因功能验证的重要障碍和

瓶颈之一。采用单倍体策略则能大大提高基因功能

鉴定效率。Ravi等[25]利用拟南芥单倍体获得 5个隐
性突变位点全部纯合个体的概率为 1/56.5，远远高
于理论值 1/1024。 
对单倍体进行转基因可快速获得纯合转基因植

株。Chauhan 等[97]以普通小麦花药单倍体胚胎为外

植体，转入大麦 HVA1 基因，获得了耐干旱、遗传
稳定的小麦单倍体植株，对其进行加倍获得纯合双 
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单倍体，这些转基因植株遗传稳定，直至 T4代才出
现转基因沉默现象。对单细胞烟草小孢子进行转基

因具有快速、再生、独立的特点，且不会产生嵌合

体或体细胞无性系变异[98]。此外单倍体技术结合基

因工程技术在获得纯合转基因植株的同时可以去除

标记基因[99]。单倍体技术还可与多种基因编辑技术

联合，在一个生育期内获得含有目标性状的 DH 系
或进行基因功能分析[100]。目前单倍体转基因还存在

一些技术难题，如转基因后小孢子或单倍体胚胎生

活力降低，单倍体诱导方法受到物种和基因型限制，

单倍体加倍效率不高，以及早期转基因单倍体鉴定

方法较少等[101]。 

5.5  单倍体细胞遗传学研究 

单倍体还可用于细胞遗传学研究。异源多倍体

植物含有多套亚染色体组，不同亚染色体组之间往

往存在部分同源性，以多倍体的单倍体为研究对象

有助于了解部分同源染色体配对、染色体重排、基

因组进化和多倍体起源等问题。甘蓝型油菜是由 A
和 C亚基因组组成的异源四倍体，其中 A和 C染色
体组相似性很高，Nicolas 等[102]观察了单倍体甘蓝

型油菜减数分裂过程中染色体重排的程度和规律，

结果发现了大量染色体重排现象，染色体重排主要

是由 A-C亚基因组间的部分同源区域重组引起，其
次是 A-A和 C-C之间的同源区域重组。Nicolas等[103]

利用单倍体与整倍体甘蓝型油菜杂交，研究了 PrBn 
(Pairing regulator in B. napus)基因对染色体重组上
的影响，结果发现 PrBn既能抑制部分同源染色体重
组又能抑制同源染色体重组。Marta 等[104]则以拟南

芥单倍体为研究对象，探索了在没有同源染色体存

在情况下的减数分裂行为，结果发现野生型单倍体

中几乎不存在染色体交叉和联会，第一次减数分裂

单价体不均匀地分配到两个子细胞中；单倍体减数

分裂从 DNA双链断裂开始，不过断裂位点仅为二倍
体的一半。此外，利用单倍体技术与染色体加倍方

法构建不同倍性的植物材料，有利于研究倍性水平

对基因表达、基因沉默、新基因形成、基因剂量效

应等的影响。 

5.6  DH 技术与其他育种方法联合 

DH 技术可与多种育种方法联合使用以提高育 

种效率。DH 技术与标记辅助选择法 (Maker-assist  
selection, MAS)结合能显著提高育种精度、降低育种
时间和成本，该联合育种法已成功改良多种植物抗

性，如小麦抗赤霉病[105]、水稻抗稻瘟病[106]、玉米

抗条纹病[107]等。标记辅助育种技术受遗传标记数量

及分布的影响，多数情况下仅能检测出少量遗传变

异，然而数量遗传性状同时受主效和微效QTL控制，
研究难度较大。随着多种植物全基因组测序完成和

生物信息学迅猛发展，大量 SNP 标记被开发出来，
从全基因组水平上研究数量遗传性状已成为当前植

物遗传研究的热点之一。利用 DH 系进行全基因组
选择育种(Genome wide selecetion, GWS)能大大提高
植物育种效率[6]。DH技术与反向育种(Reverse breeding, 
RB)结合能解密杂交品种的亲本基因型，从杂交品种
中获得纯合的原亲本品系。该方法由 Wijnker 等[108]

首次提出，通过沉默拟南芥杂交种中编码减数分裂

重组蛋白的 DMC1 基因以获得同源染色体未重组的
配子体，同时与拟南芥单倍体诱导系杂交得到相应

的单倍体后代，再经过染色体加倍后获得纯合 DH
系，之后通过基因型分析和重新组合 DH 系，筛选
出杂交后能得到原始杂交种的亲本组合。 

6  展  望 

自首次发现单倍体植株以来，单倍体和双单倍

体技术取得了长足发展，并在植物育种、遗传研究、

细胞学研究等方面发挥了重要作用。但是，单倍体

及双单倍体技术的应用仍存在很多挑战，如单倍体

产生方法严重受物种和基因型的影响，很多重要的

经济作物至今仍无法开展单倍体相关研究，虽然着

丝粒介导基因组消失法理论上被认为能用于开发所

有植物的单倍体，然而目前除了拟南芥外很少有成

功的案例，需要进一步的评估和验证；单倍体加倍

方法较少，加倍效率有待提高；单倍体及双单倍体

的鉴定方法单一繁琐、自动化水平低，严重影响其

商业推广应用；单倍体诱导及胚胎形成的分子遗传

机制和细胞学进程了解较少；单倍体转基因效率低

等。令人高兴的是，近年来科研人员发现了直接诱

导产生双单倍体的方法，该方法省去了染色体加倍

环节，进一步缩短育种时间，具有非常大的应用潜

力，然而目前仅在玉米和油菜上有报道，其产生机

理未知，有待深入研究。 
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