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玉米单倍体诱导及化学加倍方法的研究

慈佳宾，杨　巍，任雪娇，崔学宇，张　野，张艳辉，杨伟光
（吉林农业大学 农学院，吉林 长春 １３０１１８）

摘要：【目的】玉米单倍体的诱导及加倍．【方法】以北方春玉米区高抗丝黑穗病自交系Ｋ８８和高感丝黑穗病自交系
Ｇ１１５的杂交Ｆ１代作为母本，以５个诱导系（ＪＳ６１１～ＪＳ６１５）作为父本，进行单倍体杂交诱导试验；以秋水仙素作为
玉米单倍体人工染色体加倍药剂，采取４种（浸根法、浸芽法、滴心叶法、针刺生长点法）处理方法，每种方法设置３
个浓度梯度（０２、０４和０６ｍｇ·ｍＬ－１），并分别以体积分数２％ＤＭＳＯ＋５％甘油溶液作为辅助药剂，进行单倍体
加倍试验．【结果和结论】花丝长短和授粉时间对单倍体诱导率有重要影响．延迟授粉（长花丝≥７ｃｍ）的平均单倍
体诱导率为１７０％，约为正常授粉（短花丝≤４ｃｍ）条件下的３３倍；伏后授粉的诱导率平均为１８４％，约为伏期授
粉的３４倍，证明延迟授粉时间和较低的温度有利于提高单倍体诱导率．秋水仙素加倍试验表明，浸根法对植株伤
害较严重，存活率低于５０％；针刺生长点法（０６ｍｇ·ｍＬ－１）和滴心叶法（０４ｍｇ·ｍＬ－１）的散粉率较高（４５９％，
２８９％），相应的结实率也较高（１５２％，１１１％），说明针刺生长点法处理效果最好，滴心叶法次之．
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　　单倍体诱导技术是培育玉米新品种最快速、经
济的手段．Ｓｔｏｃｋ６［１］是玉米中发现的第１个孤雌生殖
诱导系，利用其所选育的诱导系有 ＷＳ１４［２］、ＭＨＩ［３］

等．但Ｓｔｏｃｋ６在诱导率、繁殖性能等方面存在严重缺
陷，吉林农业大学玉米育种课题组对 Ｓｔｏｃｋ６进行了
遗传改良，成功地获得了诱导率１０％以上、遗传标记
明显、花粉量大、持粉时间长、抗病性好的新型诱导

系ＪＳ６．本研究以诱导系 ＪＳ６的姊妹系 ＪＳ６１１～ＪＳ６
１５作父本，以高抗丝黑穗病自交系 Ｋ８８和高感丝黑
穗病自交系 Ｇ１１５的杂交 Ｆ１代作为母本材料，杂交
诱导产生单倍体，探讨不同诱导因素下单倍体诱导

率的变化特点，对有效利用单倍体诱导系及单倍体

诱导技术，提高育种效率并选育自有的单倍体诱导

系，快速培育玉米自交系并用其选育玉米新品种具

有重要意义．
可供加倍的单倍体材料有限，玉米单倍体加倍

技术尚不成熟．研究报道，许多玉米材料单倍体自然
加倍率低于５％，有些材料根本不发生自然加倍［４５］．
因此，要获得大量玉米 Ｄｏｕｂｌｅｈａｐｌｏｉｄ（ＤＨ）系并从
中选育出优良自交系供生产上利用，必须借助单倍

体人工染色体加倍．玉米单倍体的化学加倍方法有
很多［５９］，其中秋水仙素应用最为广泛．本研究通过
设计４种秋水仙素加倍方式，进一步探讨秋水仙素
加倍技术，以期为生产上玉米单倍体的加倍提供理

论参考．

１　材料与方法
１．１　杂交诱导试验

以高抗丝黑穗病自交系Ｋ８８和高感丝黑穗病自
交系Ｇ１１５的杂交 Ｆ１代作为母本，以吉林农业大学
玉米育种课题组选育的５个诱导系 ＪＳ６１１～ＪＳ６１５
作为父本，于２０１１年在吉林农业大学育种基地杂交
诱导单倍体．试验设置花丝长短和授粉时期２个因
素．花丝长短设２个处理：在长花丝（≥７ｃｍ）和短花
丝（≤４ｃｍ）条件下用诱导系花粉授粉；授粉时期设２
个处理：伏期（０７１５—０８０１）和伏后（０８１５—０９０１）
授粉．用于研究的母本材料分别于２０１１年５月中旬
和６月上旬播种．

于母本吐丝后进行授粉，收获后选择结实较好

的果穗，在果穗上挑选无色胚芽、紫色粒顶、胚近三

角形的准单倍体，所有准单倍体于２０１２年春种植于
吉林农业大学长春玉米育种基地进行鉴定．其中单
倍体植株田间表现为矮小、叶片和茎秆均呈绿色、多

为不育．根据杂交当代子粒和单倍体子粒数，计算单
倍体诱导率：

单倍体诱导率＝单倍体数
杂交总粒数

×１００％．

１．２　单倍体加倍试验
单倍体加倍药剂为西格玛 －奥德里奇公司生产

的秋水仙素原药、２％（φ）ＤＭＳＯ（二甲基亚砜）和
５％（φ）甘油辅助剂．采取４种处理方法，每种方法分
３个浓度梯度（０２、０４和０６ｍｇ·ｍＬ－１）．１）浸根
法：单倍体种子浸泡在清水中６ｈ后置于２８℃培养
箱中催根，待幼苗长到２～３片叶时，将其置入４℃
冰箱中炼苗２～３ｈ，而后用自编的带有小孔且上面
附有１层保湿滤纸的铁丝网将幼芽固定，并将幼根
浸泡于不同浓度（０２、０４、０６ｍｇ·ｍＬ－１）的秋水仙
素＋２％（φ）ＤＭＳＯ＋５％（φ）甘油溶液中，溶液漫过
幼根生长点，浸泡６ｈ后，再用流水清洗２ｈ，移栽至
大田．２）浸芽法：采用毛巾卷法催芽，当幼芽长约
２ｃｍ时用刀片将幼芽顶端胚芽鞘切掉１～２ｍｍ，使
之露出１个小口（但不要伤害到嫩芽），将其在室温
下密闭浸泡在不同浓度（０２、０４、０６ｍｇ·ｍＬ－１）的
秋水仙素 ＋２％（φ）ＤＭＳＯ＋５％（φ）甘油溶液中
６ｈ，流水清洗２ｈ后将其种在育苗盘中，幼苗长到
４～５片叶时移栽至大田．３）滴心叶法：选择长势一致
的单倍体幼苗，待其生长到３～５叶时，分别抽取约１
ｍＬ的（０２、０４、０６ｍｇ·ｍＬ－１）秋水仙素＋２％（φ）
ＤＭＳＯ＋５％（φ）甘油溶液至单倍体植株的心叶处．
４）针刺生长点法：长势一致的单倍体幼苗田间长到
６～７叶时，用微量移液器抽取５μＬ的（０２、０４、０６
ｍｇ·ｍＬ－１）秋水仙素＋２％（φ）ＤＭＳＯ＋５％（φ）甘
油溶液注射于幼苗茎秆的盾片节处的生长点．

加倍材料源于试验１．１中杂交诱导产生的单倍
体，将准单倍体均分４等份（１００粒）后根据不同的
秋水仙素加倍处理后种植田间，去除非单倍体植株．
田间观察成活率、散粉率、结实率和药害情况．以单
倍体植株是否散粉和结实来判断玉米单倍体植株是

否加倍成功．为防外来花粉授粉结实，试验选取单倍
体自交后代结实较好的果穗于２０１２年冬和２０１３年
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春分别在三亚和长春种植观察，以进一步鉴别其加

倍情况．

成活率＝成活株株数
单倍体总株数

×１００％，

散粉率＝ 散粉株树

单倍体总株数
×１００％，

结实率＝自交结实株树
单倍体总株数

×１００％．

１．３　数据处理
数据采用 Ｅｘｃｅｌ和 ＤＰＳ［１０］软件进行处理及分

析．

２　结果与分析
２．１　不同因素对诱导率的影响
２．１．１　不同花丝长度的单倍体诱导率　从表１中

可以看出，花丝长度对单倍体诱导率有很大影响，花

丝≥７ｃｍ时的平均诱导率（１７０％）明显大于花丝
长度≤４ｃｍ时的平均诱导率（５２％）．其中在花丝
长度≤４ｃｍ时的诱导系中，诱导率最高的是 ＪＳ６１４，
诱导率为７９％．花丝长度≥７ｃｍ时诱导率最高的
诱导系为ＪＳ６１３，诱导率为２１２％．诱导系长花丝处
理单倍体诱导率高于短花丝处理，说明长花丝诱导

效果比短花丝效果好．
２．１．２　花丝长度与诱导系对诱导率的影响　花丝
长度和诱导系对诱导率的影响的方差分析见表２．结
果表明：不同诱导系诱导率存在显著差异，不同花丝

长度诱导率存在极显著差异，说明诱导系和花丝长

度对诱导率均有很大影响，且长花丝条件下授粉可

以提高诱导率．

表１　不同花丝长度授粉单倍体诱导率
Ｔａｂ．１　Ｈａｐｌｏｉｄｉｎｄｕｃｅｄｒａｔｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｉｌｋｌｅｎｇｔｈｐｏｌｌｉｎａｔｉｏｎ

父本材料
花丝长度≤４ｃｍ 花丝长度≥７ｃｍ

总籽粒数／粒 单倍体数／个 诱导率／％ 总籽粒数／粒 单倍体数／个 诱导率／％

ＪＳ６１１ ３９６０ １５０ ３．８ ４３６０ ６８０ １５．６

ＪＳ６１２ ３６４０ ２１５ ５．９ ３８８０ ５０１ １２．９

ＪＳ６１３ ３９８０ ２５５ ６．４ ４３２０ ９１６ ２１．２

ＪＳ６１４ ４０００ ３１６ ７．９ ３５６０ ７０８ １９．９

ＪＳ６１５ ４２００ ９２ ２．２ ３７４０ ５７６ １５．４

表２　花丝长度与诱导系间的方差分析
Ｔａｂ．２　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｓｉｌｋｌｅｎｇｔｈａｎｄｉｎｄｕｃｅｒ

变异来源 自由度 平方和 均方 Ｆ１）

诱导系 ４ ５９．５ １１．９ ５．７

花丝长度 １ ３３８．９ ３３８．９ ７７．４

误差 ４ ２１．９ ４．４
总变异 ９ ４２０．４

　１）“”、“”分别表示达５％、１％显著水平．

２．１．３　不同授粉时期的单倍体诱导率　由表３可知，
授粉时期对单倍体诱导率亦有很大影响，伏后授粉时

的平均诱导率（１８．４％）明显大于伏期授粉时的平均

诱导率（５．４％）．其中在伏期授粉时，诱导率最高的是
诱导系ＪＳ６１４（８１％）．伏后授粉时诱导率最高的诱导
系为ＪＳ６１３（２２８％）．诱导系伏后授粉时单倍体平均诱
导率（１８４％）高于伏期授粉（５４％），说明伏后授粉效
果更好．
２．１．４　授粉时期与诱导系对诱导率的影响　授粉
时期和诱导系对诱导率的影响的方差分析见表４．结
果表明：诱导系、授粉时期诱导率均达到了极显著水

平，说明不同授粉时期对诱导率有很大影响，且伏后

授粉时可以提高单倍体诱导率．此外，相对于花丝长
度，授粉时期对诱导率影响更大．

表３　不同授粉时期单倍体诱导率
Ｔａｂ．３　Ｈａｐｌｏｉｄｉｎｄｕｃｅｄｒａｔｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｏｌｌｉｎａｔｉｎｇｄａｔｅｓ

父本材料
伏期处理（０７１５—０８０１） 伏后处理（０８１５—０９０１）

总籽粒数／粒 单倍体数／个 诱导率／％ 总籽粒数／粒 单倍体数／个 诱导率／％

ＪＳ６１１ ３７５４ １６１ ４．３ ４１８１ ７１７ １７．１

ＪＳ６１２ ３５２１ ２２８ ６．５ ３４９３ ４９６ １４．２

ＪＳ６１３ ４０８５ ２４１ ５．９ ３９７５ ９０７ ２２．８

ＪＳ６１４ ３９４３ ３１９ ８．１ ３２６９ ７１２ ２１．８

ＪＳ６１５ ４４５４ ９２ ２．１ ３５４９ ５７７ １６．３
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表４　授粉时期与诱导系间的方差分析
Ｔａｂ．４　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｐｏｌｌｉｎａｔｉｎｇｄａｔｅｓａｎｄ

ｉｎｄｕｃｅｒ

变异来源 自由度 平方和 均方 Ｆ１）

诱导系 ４ ６１．７ １４．７ ６．２

授粉时间 １ ３９８．５ ３３８．９ ７９．７

误差 ４ ２２．１ ４．３
总变异 ９ ４５４．４

　１）“”表示在１％水平差异显著．

２．２　不同方法对单倍体加倍效果的影响
２．２．１　加倍方法对单倍体植株成活率的影响　从
表５可知，滴心叶法的适宜浓度为０４ｍｇ·ｍＬ－１，浸
芽法的适宜浓度为０２ｍｇ·ｍＬ－１．针刺生长点法的
适宜浓度为０６ｍｇ·ｍＬ－１．在秋水仙素各浓度梯度
下浸根法处理时单倍体植株受害程度比其他３种方
法严重，０．２、０．４、０．６ｍｇ·ｍＬ－１存活率分别为
３９３％、４２２％和２５６％．
２．２．２　加倍方法对单倍体植株散粉和结实的影响
　由表５可知，４种加倍方法中，针刺生长点法的效
果最好，散粉率均超过 １０％，在秋水仙素为 ０６
ｍｇ·ｍＬ－１时散粉率达到４５９％；结实率也最高，为
１５２％．滴心叶法在 ０４ｍｇ·ｍＬ－１下散粉率为
２８９％，结实率为 １１１％；浸根法的散粉率都低于
１０％，在秋水仙素为０４和０６ｍｇ·ｍＬ－１下结实率
都极低（１１％）；浸芽法虽在０４ｍｇ·ｍＬ－１下散粉
率超过１０％，但其结实率却很低（１１％）．综上可以
看出，在散粉性和结实率方面，针刺生长点法和滴心

叶法相对较好．
表５　不同方法、不同浓度秋水仙素处理单倍体的成活、散粉

和结实情况

Ｔａｂ．５　Ｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ｆｅｒｔｉｌｉｔｙａｎｄｓｅｅｄｓｅｔｔｉｎｇｏｆｈａｐｌｏｉｄ
ｐｌａｎｔｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｌｃｈｉｃｉｎｅｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ａｎｄｍｅｔｈｏｄｓ　　　　　　　　　　　　　　％

方法 ρ／（ｍｇ·ｍＬ－１） 成活率 散粉率 结实率

浸根法 ０．２ ３９．３ ８．３ ２．４
０．４ ４２．２ ３．４ １．１
０．６ ２５．６ ３．５ １．２

浸芽法 ０．２ ７８．６ ３．１ ３．１
０．４ ５９．２ １０．８ １．１
０．６ ５８．４ ４．４ １．１

滴心叶法 ０．２ ５４．８ １９．０ ３．６
０．４ ５２．２ ２８．９ １１．１
０．６ ２６．６ ８．９ ５．１

针刺生长点法 ０．２ ３８．２ １２．２ ４．９
０．４ ５０．０ １５．０ ７．５
０．６ ５９．６ ４５．９ １５．２

３　讨论与结论
３．１　诱导条件对玉米单倍体诱导率的影响

在花丝长度≥７ｃｍ和花丝长度≤４ｃｍ授粉时
进行杂交诱导，前者单倍体诱导率较高（２１２％）；在
伏期授粉 （０７１５—０８０１）时的单倍体诱导率
（８１％）远低于伏后授粉（０８１５—０９０１）的单倍体
诱导率（２２８％）．其中花丝长度对玉米单倍体诱导
率的影响可能原因是花粉中２个精细胞形成雄性生
殖单位是保证２个精核同步转运的重要条件，较长
的花丝增加了 ２个精核在花粉管中运输的不同步
性［１１］．刘志增等［１２］研究表明，精核间距在诱导单倍

体过程中起重要作用，花丝长使得花粉粒萌发后花

粉管到达胚囊距离延长，进而造成２个精核的间距
加大，更容易诱导形成单倍体．授粉时期对单倍体诱
导率的影响可能同气温有密切关系．授粉期早时温
度相对较高，玉米花粉管生长速度快，新陈代谢非常

旺盛，能量和物质的消耗都加快了，而供给的能量和

物质不会相应地增加，相对于本身内含物就很少的

玉米孤雌生殖诱导系花粉粒来说，这种状况会加速

花粉管的衰老，不正常花粉的竞争力减弱，从而导致

单倍体的产生减少．而授粉晚时，温度相对较低，新
陈代谢相对较慢，玉米孤雌生殖诱导系的不正常花

粉粒的 ２个精核在花粉管中有充足的时间分开运
输，从而单受精产生玉米单倍体．

姜龙等［１３］以玉米单倍体诱导系 ＪＳ６１为父本和
８个不同母本基础组合在长春、长岭和三亚的研究结
果表明，不同基因型诱导基础材料的单倍体诱导率

为海南三亚冬繁明显高于长春和长岭，表明昼夜温

差大有利于玉米单倍体的诱导．
花丝长短和授粉时期也可能影响了精卵结合的

过程，随着花丝的增长，但极核和卵核接受精核的能

力均减弱，极核与精核结合的能力相对较强，由此导

致胚乳正常发育，而雌配子由于没有受精而发育为

单倍体．低温对受精过程也可能有类似影响．从花丝
不同时期接受花粉的能力来看，雌穗在吐丝后３～４
ｄ内抽出的花丝活力较强［１４］，６～９ｄ后活力开始下
降［１５］．考虑到本研究母本基因型较少，有关温度、花
丝活力和母本基因型等因素对诱导性能的影响仍需

进一步研究．
３．２　人工染色体加倍处理对玉米单倍体加倍的影响
　　Ｃｈａｓｅ［１６］曾提出用秋水仙素溶液注射玉米幼苗
的盾片节进行加倍，Ｇａｙｅｎ等［１７］曾采用浸种法，使单

倍体加倍率达到了１８％．魏俊杰等［１８］在６叶期和拔
节期用不同浓度的秋水仙素配以 ＤＭＳＯ注射处理茎
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尖生长点，发现在６叶期，以０５％（φ）秋水仙素配
以２０％（φ）的 ＤＭＳＯ处理效果最好，加倍率高达
３２３％．敬成俊等［１９］研究表明秋水仙素加倍作用是

通过与幼嫩组织正在分裂的细胞接触，引起纺锤丝

缩减并且结构发生变化，细胞整齐地被阻止在分裂

中期，因而使重组核具有加倍的染色体数．秋水仙素
在植物组织中迅速扩散，通过维管系统在植物体内

运转，实现使植株组织加倍达到长效的目的［９］．
本研究秋水仙素处理结果表明：浸根法对植株

伤害较严重，存活率低于５０％；针刺生长点法（０６
ｍｇ·ｍＬ－１）和滴心叶法（０４ｍｇ·ｍＬ－１）的散粉率较
高（４５９％，２８９％），相应的结实率也较高（１５２％，
１１１％），说明针刺生长点法处理效果最好，滴心叶
法次之．其生理生化机制可能是：
１）玉米根系的最重要功能是从土壤中吸收水

分和营养物质，当用一定浓度的秋水仙素处理后，玉

米根系的发育受到一定的阻碍，而且秋水仙素也破

坏了玉米根系中的根毛和根尖幼嫩组织．移栽到大
田后，幼苗吸收水分和营养物质困难，容易过早死

亡．二倍体植株具有发达的根系，相对于单倍体根系
具有较强的抵抗秋水仙素药害的作用，因此在田间

发育良好［２０］．
２）针刺生长点法是处理茎尖分生组织，相对于

浸根法、浸芽法来说造成的损伤较大，其原因可能是

针刺生长点法中秋水仙素注射于茎尖分生组织后并

长期作用于茎尖分生组织，而且田间的高温加重了

药害，植株的死亡率也很高，即使植株存活下来也表

现为叶片发黄、萎缩，但由于秋水仙素长期有效地作

用于茎尖分生组织，对植株的加倍效果也很明显，只

要植株成活都有可能加倍成功［２１］．
３）针刺生长点法和滴心叶法结实率不高的原

因可能是多方面的，除了上述秋水仙素造成的药害

外，还有加倍成功的植株雌雄花期不协调和生殖器

官变态等原因，这样的植株也不会散粉和结实［９］．
综上所述，在浸根法和浸芽法中，应该降低秋水

仙素的浓度以减小药害，同时浸根法中应该尝试着

处理侧根以使植株移栽到大田后能吸收水分和营养

物质．针刺生长点法中处理后，应当多浇水，做好田
间管理以增加植株存活率．
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