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植物单倍体技术及其应用的研究进展
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摘要      该文较全面地综述了获得植物单倍体的相关途径及其在基础科学研究和植物育种方

面的重要应用, 着重介绍了一种基于着丝粒改造的染色体消除法诱导单倍体的策略及植物单倍体

在基因组学研究中潜在的应用价值, 旨在促进植物单倍体技术的完善并开拓其应用领域。
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1   引言
正常的二倍体含有两套染色体, 分别来自父本

和母本。而单倍体植物则只含有一套染色体, 来自

母本或是父本。目前得到单倍体的方法主要有两种: 
第一, 通过培养配子体从而获得父系或是母系单倍

体, 但是对于一些特殊的植物或基因型材料而言, 这
一方法是不可行的; 第二, 种间杂交是获得单倍体植

物的另一个相对有效的方法。该方法是利用种间杂

交过程中, 受精作用后父本或母本一方的染色体组

消失而得到单倍体的后代。染色体组消失的分子机

理至今还不清楚, 但是有一种假说认为, 存在种间差

异的亲本着丝粒与有丝分裂纺锤体之间非均等性互

作导致染色体选择性消失。由于单倍体能够在相对

较短的时间内使性状得以纯合, 在很大程度上缩短

植物育种进程; 此外, 随着分子技术的快速发展, 植
物单倍体在基因组学研究方面, 尤其在基因组测序、

基因功能的鉴定和构建分子遗传图谱等领域的作用

越来越突出。本文侧重介绍一种基于着丝粒改造的

单倍体诱导策略, 以及植物单倍体在基因组学研究

中潜在的应用, 旨在促进单倍体培养技术的完善并

开拓其应用领域。

2   获得单倍体的主要途径
自1920年Harland[1]发现第一株单倍体棉花到现

在已经有90余年, 这期间相继获得了源于不同种属

的单倍体植物并在多个研究领域得以成功应用。单

倍体自发产生的频率很低, 远远满足不了科研工作

者对单倍体材料的需求。为此, 人们开始尝试通过

多种途径来获得植物单倍体。在此, 将主要介绍几

种获得植物单倍体的途径, 并着重介绍一种利用基

因工程技术实现染色体组消除而获得非转基因型单

倍体的新方法。

2.1  花药、花粉培养

自1964年Guha等[2]首次报道通过培养曼陀罗花

药获得单倍体植株以来, 该方法已经在多种植物上

获得成功。近期通过花药培养获得单倍体的植物如

表1所示。花粉培养又称为游离小孢子培养, 是以单

个花粉粒作为外植体进行离体培养的技术, 其在十

字花科植物单倍体的培养中应用较广泛。与花药培

养相比, 花粉培养的最大优点是再生植株中单倍体

和双单倍体的比例较高。花药和花粉培养是获得单

倍体的主要手段, 但是仍然存在一些局限: 无论是花

粉培养还是花药培养都不同程度地受到基因型、供

试材料的生长发育阶段、预处理条件等的影响。

2.2  染色体消除

早在1967年, Weiss等[25]就发现人与小鼠的体细

胞杂交过程中存在染色体消失的现象, 并预言称这

一发现将不仅关系到人类染色体上基因的定位, 还
将有助于其他物种遗传现象的研究。随后, 相继在

多种植物的种间杂交中发现这一奇特现象, 但是种

间杂交导致体细胞染色体消失的分子基础尚不清

楚, 有一种假说认为, 存在种间差异的亲本着丝粒与

综  述
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纺锤体之间发生互作而导致染色体选择性消失。据

最新报道, Ravi等[26]利用着丝粒介导法轻易地通过

种子获得拟南芥父系和母系两种单倍体植株。利用

该方法成功地从四倍体植株的杂交组合中获得了二

倍体拟南芥。

着丝粒位于染色体上, 通过与纺锤体微管结合

在细胞分裂时调控染色体分离以保证基因组在上下

代之间的稳定。研究中对着丝粒特异性组蛋白基因

CENH3进行改造获得突变体GFP-tailswap, 以该突

变体为母本与野生型父本杂交得到杂合型合子, 由

于双方亲本的着丝粒互作, 使得来自突变体的染色

体组在合子的有丝分裂中丢失, 经发育得到只含有

野生型亲本一套染色体的种子, 单倍体的最高诱导

率达50%。技术路线如图1所示。另外, 通过交换亲

本获得了父系和母系两种拟南芥单倍体植株, 除了

创造GFP-tailswap突变体以外, 利用以GFP标记的全

长CENH3转基因植物材料也获得了拟南芥单倍体

植株, 只是诱导率较前者低很多[26]。上述办法依赖

于CENH3基因的改造, 除了此类方法外, 基因沉默

例如RNAi的方法很可能是诱导或是消除CENH3基
因功能的另一突破[27]。

基于着丝粒蛋白CENH3改造的单倍体诱导策

略虽然在育种过程中涉及到转基因, 但后代却是正

常的非转基因植物。其一旦被鉴定为非转基因植物, 
将会得以广泛的应用, 特别是在强烈抵制转基因植

物的欧洲国家。此类方法将基因工程技术与常规的

杂交育种手段相结合, 达到了在分子水平上间接地

改变染色体倍性的目的, 为进一步探索单倍体的形

成机理提供了很好的依据。由于CENH3普遍存在

于真核生物中, 且拟南芥细胞中着丝粒的DNA结构

与大部分植物细胞内的着丝粒DNA结构有很大的

相似性, 因此有理由相信这一方法将是获得植物单

倍体的一次突破性进展。

2.3  辐射花粉或化学药剂处理诱导孤雌生殖

辐射诱导孤雌生殖是指将经辐射处理后失去

受精能力的花粉授在正常的柱头上, 虽然它不能与

卵细胞结合, 却能刺激卵细胞分裂并发育成单倍体

的胚胎, 从而得到母系单倍体植株。这一项技术已

经在很多种植物中取得成功[28]。另外, 有些化学药

表1　花药培养的最新进展

Table 1　Recent advances in anther culture
种类 参考文献

Species References
Anemone coronaria [3-4]
Cucumis sativus  [5]
Lycopersicon [6-7]
Cocos nucifera  [8]
Eriobotrya japonica  [9]
Musa balbisiana [10]
Phlox drummondii [11]
Capsicum annuum  [12-13]
Brassica campestris [14]
Carum carvi  [15]
Coffea arabica  [16]
Oryza sativa [17-18]
Physalis ixocarpa [19]
Salix viminalis [20]
Selenicereus and Hylocereus [21]
Solanum sessiliflorum [22]
Triticosecale [23]
Triticum turgidum [24]

图1　基于着丝粒改造的单倍体诱导策略(根据参考文献[27]修改)
Fig.1　Altering centromeres to produce haploid plants (modified from reference [27])
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剂如二甲基亚砜、秋水仙碱、甲苯胺蓝(toluidine 
blue, TB)等也能诱导植物孤雌生殖。将拟南芥、芥

菜和紫露草三种植物的雄蕊摘除, 后用油菜素内酯

分别涂抹柱头, 成功获得了拟南芥和芥菜的单倍体

植株, 但仅得到混倍体紫露草[29]。这一类方法尤其

适合花药培养或是胚胎培养不易成功的植物种类。

选择合适的辐射剂量或药剂浓度是这类方法成功与

否的关键也是研究难点。

2.4  离体雌核发育

离体雌核发育也称大孢子发育技术, 目前这方

面研究的对象主要是未授粉子房或是胚珠, 通过对

其进行离体培养获得植物单倍体的方法已经在多种

植物上取得成功[30]。离体雌性生殖器官不仅在单独

培养时会产生单倍体, 另外, 将雌性生殖器官与花粉

或者花药共培养时能够显著提高愈伤组织或胚的诱

导率[19]。Lantos等[31]将辣椒的子房和其游离小孢子

共培养成功获得辣椒单倍体。并且发现当把辣椒的

子房换成小麦的子房时也取得成功, 这其中的化学

机理还有待进一步研究。与花药和花粉培养相比, 
由该方法获得的再生植株具有白化苗比率低、倍性

变异小的特点; 此外, 这项技术尤其适用于雄性不育

的植物种类。

2.5  远源花粉刺激孤雌生殖

对于一些相对特殊的植物或基因型材料而言, 
远源花粉刺激孤雌生殖是得到单倍体的一种理想手

段。远源花粉不易使母本的卵细胞受精, 但是能刺

激卵细胞发育, 使之开始分裂并发育成胚, 并由此产

生单倍体或经核内复制形成双倍体, 这种技术已经

在多种植物上获得成功。在多数情况下, 外源花粉

常常取自于某些特定基因型的玉米植株[32]。在远源

花粉授粉时, 去雄后延迟授粉可以大大提高孤雌生

殖的诱导率, 而且延迟天数对诱导效果影响很大。

3   单倍体植株的鉴定
鉴别单倍体植株和二倍体植株的方法有许多, 

主要有形态学特征观察、细胞学水平观察、流式细

胞仪技术、荧光定量PCR技术等。针对不同的植物

材料或是成本等采取合适的鉴定手段是获得高效、

准确试验结果的前提。

3.1  形态学特征鉴定法  
由于单倍体的细胞个体较小, 无论是植株的叶

片面积、花茎还是种子的大小都比正常二倍体要小

很多, 所以易于根据外观特征进行鉴定。这是一种

直观便捷的方法, 但往往需要植物生长发育到一定

时期才能够进行。所以, 对于一些生长周期较长的

木本植物来说不太适用。

3.2  细胞学观察鉴定法

计算细胞中染色体的数目即染色体计数法是

鉴定植株倍性水平的最直接准确的方法, 但是对于

一些染色体较小的植物种类则不适用。另外, 由于

植株的染色体倍性水平与气孔保卫细胞叶绿体数目

通常呈正相关性, 这样在幼苗期即可以测定植株的

倍性水平。该方法快速、简易、可靠, 尤其适合一

些染色体较小的种或者品种, 但是叶绿体计数法无

法分辨嵌合体[33]。

3.3  流式细胞仪鉴定法

细胞核中DNA含量反应一个细胞的倍性, 因此

常常用DNA含量来估计细胞的倍性。流式细胞术则

通过测定目的DNA的相对荧光强度来分析DNA的

含量进而确定目的植株的倍性。该方法的显著特点

是快速、高效、准确, 特别适用于植物的倍性鉴定, 
尤其在植物多倍体的鉴定方面, 具有显著的优势。

这一技术已经成功应用于黄瓜[34]、椰子[8]等植物的

倍性鉴定, 尤为重要的是它能分辨出嵌合体[35]。随

着倍性育种研究的不断深入和研究对象范围的不断

扩大, 流式细胞仪的应用会越来越普遍。

3.4  分子标记技术鉴定法 
随着分子生物技术的快速发展, 以DNA分子为

基础的倍性测定方法比如DNA分子标记技术[36]正在

逐渐代替以往的以同工酶为基础的鉴定方法。前者

不仅可以将体细胞分化的二倍体植株与单倍体自发

加倍形成的双单倍体植株区分开, 而且在鉴定基因

型高度杂合材料的倍性时具有优势。DNA分子标记

鉴定法已经在龙胆[37]、椰子[38]等多种植物中得以成

功应用。由于此项技术涉及到引物设计等过程, 因
此, 对被测植物的基因组测序情况有一定的要求。

3.5  实时荧光定量PCR鉴定法

实时荧光定量PCR是一种在RNA水平上鉴定

植物倍性水平的方法[39], 根据实验的不同需求分为

绝对定量和相对定量两种。植物倍性水平鉴定时一

般采取相对定量PCR的方法, 即以二倍体为参照, 分
析目标基因的表达在被测植株中相对于二倍体的改

变量。目前, 该技术已经在拟南芥[40]、水稻[41]等多

种植物的倍性鉴定中得到成功地应用。该方法简便、
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容易操作, 高通量, 适合单个基因表达变化的研究, 
且可变因素较少。但是, 并非每一个基因位点的表

达都受到倍性变化的调控。因此, 选择合适的基因

位点是应用这项技术进行倍性鉴定的难点。

4   单倍体的应用
单倍体已经在多个研究领域得以成功应用, 无

论在植物生物学, 还是遗传学研究方面有着重大而

深远的意义。以下将详细介绍单倍体在基础科学研

究和植物育种方面的应用, 尤其是单倍体在基因组

学研究方面的潜在的应用价值。

4.1  植物育种

单倍体育种还是获得植物新品种的途径之一。

最为人熟知的是天竺葵单倍体品种“Kleine Liebling” 
(2n=9) , 它不但是细胞学研究的理想植物材料, 还是

非常成功的园艺品种[42]。单倍体加倍后得到的双单

倍体(doubled haploid, DH)株系能够使性状在相对较

短的时间内得以纯合, 在提高了育种效率的同时降

低了育种的成本。目前, 这一技术已经在多种植物

的育种中得到成功应用, 据报道玉米DH株系已经实

现了商业化生产[43]。此外, 通过DH株系的杂交在F1
代实现杂种优势是单倍体育种的又一个重要应用。

比如观赏花卉龙胆(Gentiana triflora)通过花药培养

的方法首次成功获得用以实现F1杂种优势的DH株

系[37]。有些植物特别是雌雄异株的多年生木本植物

如杨树, 其生长周期较长、基因组高度杂合, 单倍体

育种将是克服以上问题的理想选择。

4.2  基因组测序

人类基因组测序技术已经有不少报道, 其在医

疗上的作用早就备受关注, 但是一直苦于没有针对

DNA大片段的核苷酸序列的测定技术, 直到Rous-
seau等[44]提出利用单倍体材料进行相关基因测序的

方法来解决分子诊断检测中对序列的高精确度要求

等一系列的问题。据国内相关媒体报道, 由于采用

了马铃薯单倍体材料和新一代的DNA测序技术, 测
序速度提高了10倍以上, 而且使基因组测序的成本

降低了90%。对于多年生树木而言, 由于存在遗传

背景复杂、基因组高度杂合的问题, 利用传统的方

法对其全基因组精确测序难度极大。因此, 建立并

应用单倍体这一全新的测序策略对于杨树等遗传背

景复杂、基因组高度杂合的木本植物的基因组学研

究无疑具有重要而深远的意义。

4.3  功能基因的发掘与鉴定

拟南芥[45]、水稻[46]等植物基因测序工作的完

成标志着以突变诱导、插入失活、转座子示踪等技

术手段研究功能基因的反向遗传学成为新的研究热

点, 诱变产生并鉴定各种突变体, 建立饱和突变体库

将是进行功能基因组学研究的有效手段。利用单倍

体进行功能基因的研究已经在酵母的酿酒性能[47]、

藓类的抗逆性[48]等多个研究领域开展并取得一定成

果。在筛选突变体方面, 以往这一过程大多是在植

株水平上进行, 这就存在工作量大的问题。近来, 虽
然有人设计出在细胞水平上进行筛选的策略, 但是

不能确定是否将目标组织与周围组织分离开。在单

倍体水平上进行则可以解决这个问题。由于从正常

二倍体产生的单倍体只含有一套染色体, 所以不管

是显性基因还是隐性基因都能在RNA和表现型水平

上得到表达。

4.4  基因工程育种

小孢子是单细胞, 是外源基因的理想受体细胞, 
诱导成株后易于使目的基因在个体水平上表达, 一
旦加倍成功便能得到纯合的二倍体植株, 且不会有

嵌合体的干扰。有利于实现分离和克隆重要性状

的功能基因, 揭示相应的分子机理以及采用基因

工程技术对性状进行遗传调控, 从基因水平上进行

品质和产量上的改良。以单倍体植株或是组织器

官作为转基因受体已经在烟草[49]、水稻[50]等多种

植物中得到成功应用。由于单倍体只有一套染色

体, 将单倍体作为转基因的载体, 避免了等位基因

分离, 得到的植株通过加倍处理便得到纯合的二倍

体植株, 既减少外源基因的损失, 又可以缩短育种周

期。

4.5  遗传图谱的构建及QTL作图

与F2、F3、BCn等暂时性群体不同, 双单倍体

群体属于永久性群体, 即双单倍体群体上的等位基

因都是固定的, 可以无限地用于新标记作图, 种子可

繁育多次, 便于重复检验。双单倍体DH株系在遗传

上具有绝对纯合性, 不仅是利用分子标记构建分子

遗传图谱的理想材料, 也适用于构建数量性状位点

QTL (quantitative trait loci)遗传图谱。以单倍体或是

双单倍体DH作为研究材料, 利用分子标记构建遗传

图谱已经在杨树[51]、小麦[52]等多种植物中取得成功。

据报道, 目前已经设计出适用于单倍体基因座研究

的生物模型, 并且开发出了执行这些功能的软件, 这
将在很大程度上促进单倍体植物材料在遗传图谱构
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建上的应用。

5   展望
本文较全面地综述了植物单倍体的发展史, 从

了解到植物单倍体可以在植物体内自发产生到今天

可以预见性地通过多种途径获得单倍体植株, 这不

得不说是单倍体育种史上的一大进步。目前, 其已

经在植物基础研究和育种方面发挥了重要的作用, 
但是我们也发现, 有关倍性效应表达调控机理的研

究只是局限在基因组的某个特异位点[53-54], 植物单

倍体的应用往往限制于在相对较短的时间内得到基

因型纯合的植株和实现杂种优势育种。染色体工程

的建立与应用[27]、RNAi[55]及Tilling[56]等一系列先进

技术的涌现, 将在很大程度上扩大其应用范围和提

高育种效率。随着现代生物技术的快速发展, 植物

单倍体不但没有被遗忘, 单倍体植物材料及其产物

反而被越来越多的研究者所青睐。单倍体技术必将

在植物生物技术的发展和育种工作中发挥重要的作

用。
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The Advances of Haploid Techniques and Exploitation in Plants

Li Ying, Wang Jia, Ji Lexiang, Li Hao, Ye Meixia, Guo Bin, Chen Zhong, An Xinmin*
(National Engineering Laboratory for Tree Breeding, Key Laboratory of Genetics and Breeding in Forest Trees and Ornamental Plants 

of Ministry of Education, Tree and Ornamental Plant Breeding and Biotechnology Laboratory of 
State Forestry Administration, Beijing Forestry University, Beijing 100083, China)

Abstract        The	first	haploid	cotton	with	half	the	normal	chromosome	complement	was	discovered	in	1920.	
And	in	the	ninety	years	since	then	such	plants	have	been	identified	in	many	other	species.	This	review	describes	the	
range	of	techniques	available	for	the	induction	of	haploids	and	discusses	their	value	in	a	range	of	fields,	from	fun-
damental research to applied aspects. It will focus on a new technique with which haploid plants were produced by 
centromere-mediated chromosome elimination and the potential value of plant haploids in genomic research in the 
purpose of promoting haploid techniques improvement and exploring its application.
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