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摘要  双单倍体育种通过单倍体诱导与加倍技术相结合实现遗传材料的快速纯合, 显著加快纯系的选育进程和效率, 是农

业生物育种中的共性关键技术。该文简要回顾了诱导植物单倍体产生和染色体加倍的相关方法及研究进展, 重点介绍了新

近发展的基因编辑介导的体内单倍体诱导技术, 并对单倍体育种技术在紫花苜蓿(Medicago sativa)等豆科牧草中的应用进

行了探讨和展望。 
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单倍体(haploid)是指具有配子体染色体数目的

植株; 双单倍体(doubled haploids, DHs)是指单倍体

经过染色体复制和粘贴形成的纯合植株(Ren et al., 

2017), 这种获得纯合植株的方式称为双单倍体育

种。传统杂交育种需要连续多代自交或者回交才能获

得纯合性状的植株, 但双单倍体植株后代在遗传上是

同质材料, 这使得育种家可以迅速筛选出目标性状

(Gilles et al., 2017a)。因此, 与传统杂交育种方法相

比, 单倍体育种技术能够缩短纯系选育时间, 提高育

种效率(Prigge et al., 2012), 对农业生产具有重要应

用价值。 

发展草食畜牧业不仅是推进农业结构调整的必

然需求, 也是适应消费者膳食结构升级的战略选择。

近年来, 随着居民生活水平的提高, 对牛羊肉及奶制

品的需求量逐渐增长。因此, 为了满足居民需求, 必

须鼓励发展国内草食业。紫花苜蓿(Medicago sativa)

是一种多年生草本豆科植物, 其营养价值丰富、适应

能力强且产量高, 是我国栽培面积最大的一种牧草, 

享有“牧草之王”的美誉(Yang et al., 2019)。与其它

主要农作物相比, 苜蓿具有自交不亲和、自交衰退及

多倍体遗传等生物学特性, 这使得解析其重要农艺性

状困难, 进而导致苜蓿育种技术还停留在以杂交选育

为主的“2.0时代”(金京波等, 2021)。现代分子育种

技术是利用一系列现代生物学技术培育新品种的方

法, 打破了常规育种周期长和选择准确性低等限制因

素, 是目前最有效的育种手段, 因此亟待建立饲草现

代育种新技术。本文简要总结了诱导植物产生单倍体

和染色体加倍的相关方法, 详细阐述了由基因编辑介

导的体内单倍体诱导技术, 同时探讨了单倍体育种技

术在苜蓿等饲草中的应用。 

1  诱导植物单倍体产生的相关方法及

进展 

1.1  自发产生单倍体 

已有研究发现, 包括烟草(Nicotiana tabacum)、水稻

(Oryza sativa)和玉米(Zea mays)在内的400多物种

中都存在自发产生单倍体的现象(Kasha and Malus-

zynski, 2003)。在芸薹属(Brassica)植物中, Thomp- 

son (1974)报道了自然条件下产生的单倍体可以形成

·评述·  饲草生物学专辑 
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纯合二倍体 ; 在玉米中 , 不确定配子体基因(inde-

terminate gametophyte1, ig1)导致精子或卵细胞产

生单倍体胚胎(Kermicle, 1969); 在栽培苜蓿群体中

偶然发现了1个自发产生的苜蓿单倍体(Stanford and 

Clement, 1958)。虽然这些自发单倍体可以恢复形成

双单倍体, 但单倍体形成频率很低, 不足以应用于农

作物育种。 

1.2  雌核离体组织培养 

雌核发育(gynogenesis)是诱导产生单倍体的一种常

见方法, 在此过程中精细胞刺激雌配子体(通常指未

受精的卵细胞)在体外直接发育形成胚胎, 但由于双

受精过程异常, 这些胚胎只继承了母本的染色体信

息。在体外培养过程中, 材料的基因型(Alan et al., 

2003; Bohanec et al., 2003)、培养基的组成和胚囊的

发育阶段等均会对其造成一定程度的影响 (Keller 

and Korzun, 1996)。因此, 可以根据物种的不同选择

未受精的胚珠、子房或花芽等部位进行离体培养。此

外, Saunders和Bingham (1972)发现, 将苜蓿未成熟

子房作为外植体进行植物组织离体培养, 可成功获得

苜蓿的再生植株。 

此外, 辐照的花粉作为父本也能诱导雌核发育

(Kalinowska et al., 2019)。例如, 在一些树木中可以

通过辐射近缘种的花粉, 然后授予母本即可诱导孤雌

生殖。然而, 在紫花苜蓿中使用辐照花粉杂交并未产

生单倍体后代(Armstrong, 1959)。 

1.3  雄核离体组织培养 

雄核发育指雄配子体细胞通过体外培养再生为单倍

体植株。在此过程中, 配子体细胞将从配子体途径转

化为孢子体途径, 并在孢子体途径基础上再生为新植

株。20世纪60年代首次发现离体培养曼陀罗属

(Datura)花药可以产生单倍体胚和植株(Guha and 

Maheshwari, 1964)。目前, 该方法已经在玉米、烟草、

辣椒(Capsicum annuum)、小麦(Triticum aestivum)

和油菜(B. napus)等多个物种中应用并成功获得单倍

体植株。但相对而言, 饲草作物相关研究进程缓慢。

1972年, 研究者发现将苜蓿未成熟的小孢子进行组

织培养也可获得苜蓿再生植株(Saunders and Bing-

ham, 1972)。1984年首次报道了离体培养苜蓿花药可

产生单倍体, 但花药培养获得再生植株的过程受到多

种因素影响(Zagorska and Dimitrov, 1995)。例如, 材

料的基因型、小孢子发育阶段、低温预处理花药的时

间、培养基成分以及不同激素种类的组合和配比。随

后 在 冰 草 (Agropyron glaucum) (Chekurov and 

Razmakhnin, 1999)、黑麦(Secale cereale) (Ma et 

al., 2004)和燕麦 (Avena sativa) (Kiviharju et al., 

2005)等多种牧草中通过离体培养花药或者小孢子成

功获得了再生植株, 证明此方法在牧草中具有一定的

应用价值, 可为牧草育种提供技术支持。 

1.4  远缘杂交诱导单倍体 

远缘杂交是作物通过染色体消除获得单倍体的方法

(Kasha and Kao, 1970), 但对其作用机制并不清楚。

远缘杂交使植物完成双受精形成合子, 但合子细胞分

裂可能会导致父本染色体选择性消失, 促使形成单倍

体胚胎; 同时, 胚乳快速分裂也会导致染色体消除, 

造成种子败育。因此, 远缘杂交形成的单倍体胚胎必

须通过体外培养进行拯救。 

自1970年发现栽培大麦(Hordeum vulgare)与相

关品种球型大麦杂交后代能获得单倍体, 该方法很快

就被育种家使用并进行了改进 (Kasha and Kao, 

1970)。有研究表明, 将四倍体紫花苜蓿(2n=4x=32)

作为母本与二倍体苜蓿杂交可以产生“单倍体”

(2n=2x=16)后代, 进而成为首个获得单倍体苜蓿的

成功案例, 但由于单倍体产生效率低, 在苜蓿生产中

并不适用(Bingham, 1971)。因此, 亟须建立苜蓿单倍

体诱导系, 以解决苜蓿育种周期长及选育纯合品种难

等问题。 

2  基因编辑技术介导的体内单倍体诱导 

体外诱导单倍体的方法限制因素多、难度大, 远远无

法满足实际生产应用的需求。基因编辑技术的发展和

植物体内诱导单倍体基因的挖掘和机制解析, 为解决

上述问题提供了全新的方法和思路, 同时可为饲草作

物单倍体育种提供很好的借鉴。目前, 植物中能够诱

导产生单倍体植株的内源基因包括MTL、PLD3、

POD65、DMP和CENH3。在不同物种中, 这些内源

基因缺失后产生单倍体的诱导率有所不同。基因编辑

技术介导的体内单倍体诱导技术在植物中的应用情

况见表1。 
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表1  基因编辑技术介导的体内单倍体诱导相关基因  

Table1  Related genes of in vivo haploid induction mediated by gene editing technology 

目的基因 植物物种        基因编辑类型 单倍体比例(%) 参考文献 

AtCENH3 Arabidopsis thaliana Gene replacement and insertion 25–45 Ravi and Chan, 2010 

ZmCENH3 Zea mays Gene replacement and insertion/RNAi 0.16–3.6 Kelliher et al., 2016 

TaCENH3 Triticum aestivum Gene replacement and insertion 7 Lv et al., 2020 

ZmCENH3 Z. mays Site-specified knockout 0.5–5 Wang et al., 2021 

ZmMTL Z. mays TALENs 6.7 Kelliher et al., 2017 

ZmPLA1 Z. mays Site-specified knockout 1.55–6.67 Liu et al., 2017 

ZmNLD Z. mays Gene replacement and insertion 0.5–3.59 Gilles et al., 2017a 

OsMATL Oryza sativa Site-specified knockout 2–6 Yao et al., 2018 

TaPLA T. aestivum Site-specified knockout 5.88–15.66 Liu et al., 2020a 

TaMTL T. aestivum Site-specified knockout 11.8–31.6 Liu et al., 2020b 

SiMTL Setaria italica Site-specified knockout 1.75–3.49 Cheng et al., 2021 

ZmDMP Z. mays Site-specified knockout 0.1–0.3 Zhong et al., 2019 

AtDMP8/9 A. thaliana Site-specified knockout 0.92–3.23 Zhong et al., 2020 

MtDMP8/9 Medicago truncatula Site-specified knockout 0.29–0.82 Wang et al., 2022 

SlDMP Solanum lycopersicum Site-specified knockout 0.49–3.68 Zhong et al., 2022a 

BnaDMP Brassica napus Site-specified knockout 2.4 Zhong et al., 2022b 

ZmPLD3 Z. mays Site-specified knockout 0.85–0.96 Li et al., 2021 

ZmPOD65 Z. mays Site-specified knockout 0.9–7.7 Jiang et al., 2022 

 

2.1  基因编辑磷脂酶家族基因诱导植物单倍体 

玉米MATL (MATRILINEAL)基因第4个外显子处插入

4个碱基会使其自交后代产生单倍体 , 该基因亦称

NLD (NOT LIKE DAD) (Gilles et al., 2017b)或PLA1 

(Phospholipase A1) (Liu et al., 2017), 其编码花粉

特异性表达的磷脂酶(Kelliher et al., 2017), 在诱导

产生单倍体过程中发挥关键作用 (Prigge et al., 

2012)。研究人员通过基因编辑手段在水稻、小麦和

谷子(Setaria italica)中分别创制了mtl突变体, 并发现

该突变体后代可以产生母本单倍体, 只是在不同植物

中的诱导率不同 (Yao et al., 2018; Wang et al., 

2019; Xie et al., 2019; Liu et al., 2020a, 2020b; 

Cheng et al., 2021; Sun et al., 2022)。目前, MTL基

因在单子叶植物中的单倍体诱导率不同, 而在双子叶

植物中尚未被证实是否具有诱导单倍体的能力。此外, 

中国农业大学Li等(2021)发现, 玉米磷脂酶D亚家族

成员之一的玉米磷脂酶D3 (ZmPLD3)功能缺失突变

也可以诱导玉米母体单倍体, 并且zmpld3/zmmtl双

突变体的单倍体诱导率相较于zmpld3单突变体提高

了4倍。华中农业大学与中国科学院遗传与发育生物

学研究所合作解析了磷脂酶家族基因产生单倍体的作

用机制, 发现活性氧(reactive oxygen species, ROS)

在诱导单倍体过程中发挥重要作用, 并鉴定出1个可

以诱导产生单倍体的新基因——精子特异性过氧化

物酶编码基因(ZmPOD65), 进而为加速作物育种提

供了一条潜在的途径(Jiang et al., 2022)。 

2.2  CRISPR/Cas9编辑DMP诱导单倍体 

ZmDMP在玉米中功能缺失可诱导形成单倍体, 但诱导

率仅为0.1%–0.3%, 若同时突变ZmDMP和ZmPLA1

可将效率提高5–6倍(图1) (Zhong et al., 2019)。研究

显示, 在双子叶植物拟南芥(Arabidopsis thaliana)中

同时敲除AtDMP8和AtDMP9也能诱导产生单倍体

(Zhong et al., 2020)。中国农业科学院研究团队发现, 

在蒺藜苜蓿(M. truncatula)中通过基因编辑技术将

MtDMP8和MtDMP9同时敲除并与不同生态型亲本杂

交可以获得母本来源的单倍体, 这表明DMP基因在

豆科植物中具有母本单倍体诱导能力。该研究为创建

紫花苜蓿和大豆(Glycine max)等豆科牧草单倍体育

种技术体系奠定了重要基础(Wang et al., 2022)。随

后发现在番茄(Solanum lycopersicon)、烟草和油菜

等重要经济作物中, DMP基因突变后也能诱导产生单 
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图1  MTL/PLA1/NLD和DMP基因诱导植物单倍体的分子机制 
 

Figure 1  Molecular mechanism of MTL/PLA1/NLD and DMP genes inducing plant haploid 
 

 

图2  基于CENH3的单倍体诱导系统中单亲染色体消除模型 

(A) 正常亲本杂交; (B) CENH3突变体母本与正常父本杂交 
 

Figure 2  Model of the uniparental chromosome elimination in the CENH3-based haploid inducer 

(A) Normal parent crossing; (B) Cross between CENH3 mutant female parent and normal male parent 
 

倍体 , 只是诱导率有所差异(Zhong et al., 2022a, 

2022b)。这表明以DMP-HI系统为基础的单倍体诱导

体系在单、双子叶植物中具有较好的通用性。 

2.3  CRISPR/Cas9编辑CENH3着丝点组蛋白 

目前, 研究发现着丝点组蛋白CENH3可在多个物种

中成功实现单倍体诱导。Ravi和Chan (2010)首次证

实, 对CENH3进行相关修饰可在拟南芥中诱导产生

单倍体(图2)。随后研究发现, 拟南芥CENH3的N端尾

部与亲缘关系较远的玉米N-tailswap交换后, 导致严

重的不育表型, 即中心体缺陷(Ravi et al., 2011)。这

表明改变拟南芥N端尾部的组成也可能产生单倍体诱
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导系。在玉米(Kelliher et al., 2016)、番茄和水稻

(Kalinowska et al., 2019)中对高度可变的N端尾部尝

试进行编辑, 结果在这些物种中均成功诱导出单倍体

植株。尽管诱导率比较低, 但也足以证明对CENH3的

N端可变尾部进行编辑能创制出新的单倍体诱导系。

最近研究表明, 在玉米中CENH3/cenh3杂合子可诱

导产生单倍体, 并且突变体作为母本比作为父本时的

单倍体诱导率高(Wang et al., 2021)。此外, 先正达公

司研究发现, 在小麦中设计2个靶点, 使其获得一种

新的N端也可诱导小麦产生单倍体(Lv et al., 2020)。 

3  植物染色体加倍方法 

多倍体在植物界普遍存在, 与单倍体产生原理相反, 

植物染色体组数量增加造成植株产生多倍体。产生多

倍体植株也是变异发生的重要途径, 对物种进化和育

种工作具有重要意义。在实际生产应用中, 单倍体植

物通常无法作为纯系直接使用, 因此诱导单倍体并鉴

定成功以后往往需要对获得的单倍体植株进行加倍, 

获得纯系个体以满足制种业的生产需求(Chaikam et 

al., 2019)。 

3.1  自然恢复 

部分植物的单倍体植株可以自动恢复到正常倍性状

态。例如 , 水稻中的自发基因组加倍效率为50%– 

60% (Seguí-Simarro and Nuez, 2008)。但是染色体

倍性自然恢复具有随机性和不确定性, 因此无法应用

于实际生产中。 

3.2  人工诱导 

人工诱导包括物理和化学方法。物理方法可以通过断

顶和摘心(除去顶芽)等机械刺激使植株的断口部位

产生幼嫩的愈伤组织(潘家驹, 1994), 然后幼嫩的愈

伤组织通过再生产生不定芽, 进而获得染色体加倍

的新的植物组织, 最后对获得的植物组织进行培养

使其恢复正常倍性。物理方法诱导单倍体恢复倍性具

有一定的随机性, 实际生产中只在特定植物中起作

用。化学诱导是使用最多且应用最广的多倍体获取方

式, 其中最为著名的化学诱导试剂是秋水仙碱, 其

能够抑制有丝分裂、破坏纺锤体, 使染色体停滞在

分裂中期, 最终造成染色体数目加倍(Kleiber et al., 

2012), 因此在单倍体倍性恢复和多倍体植株诱导

中大放异彩。然而, 用秋水仙碱诱导多倍体存在诱

导效率低、对植物有毒害作用以及容易出现嵌合体

等缺点。 

4  单倍体育种技术在紫花苜蓿等饲草作

物中的应用 

紫花苜蓿是世界著名的优良牧草, 也是我国种植面积

最大的豆科饲草作物, 但由于其具有异花授粉、遗传

背景复杂以及自交衰退等生物学特性, 严重限制了紫

花苜蓿的遗传改良和育种应用(Chen et al., 2020)。随

着基因组测序技术的快速发展, 已有研究团队对苜蓿

品种的基因组信息进行组装, 如新疆大叶(Chen et 

al., 2020)、中苜1号(Shen et al., 2020)和中苜4号

(Long et al., 2022)。因此, 高质量紫花苜蓿基因组信

息的破译对于苜蓿基因功能研究具有一定的指导作

用。单倍体育种只需通过单倍体生产和加倍2个世代

即可实现纯系创制, 这显著加快了纯系的选育进程并

提高了育种效率, 是农业生物育种中培育优良品种的

加速器。目前, 在紫花苜蓿中, 主要通过体外培养花

药、小孢子和胚囊等组织获得单倍体, 或者通过远缘

杂交方式产生单倍体, 但单倍体诱导效率较低, 应用

于农作物生产还远远不够(Croser et al., 2006)。此外, 

豆科植物体内单倍体诱导的研究进展也相对缓慢, 限

制了单倍体育种技术在苜蓿等豆科牧草育种中的应

用。最近, 中国农业科学院研究团队借助基因编辑技

术在豆科植物蒺藜苜蓿中创制了体内单倍体诱导体

系(Wang et al., 2022), 为解析豆科植物单倍体诱导

机制以及创建紫花苜蓿等豆科牧草和作物单倍体育

种技术体系提供了新思路。 

5  展望 

我国饲草育种相对于其它粮食和经济作物起步较晚。

截至目前, 全国审定的草品种约636个, 但实际生产

应用的优质牧草资源为数不多。紫花苜蓿作为主要的

豆科牧草, 具有营养价值丰富、品质优良、适应性强

和生物固氮作用等特点, 被誉为“牧草之王”, 可作

为牲畜的主要饲料蛋白来源(Radović et al., 2009; 

Wang et al., 2016)。挖掘优异苜蓿种质资源、培育优
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良的苜蓿品种是提高优质饲草作物产量, 促进奶业等

草食畜健康发展的关键。传统育种包括选择育种和杂

交育种等方式。选择育种是通过人工或天然的方式从

个体表现型中挑选出优良品质的植株, 是选育优质新

品种的首要手段和基本方法; 杂交育种是利用染色体

重组原理培育新品种的重要方式, 并且杂交品种的性

状明显优于双亲(Gao, 2021)。传统育种存在育种周

期长等缺点, 并且紫花苜蓿具有自交不亲和及多倍体

遗传等特点, 导致苜蓿育种技术仍停留在以杂交选育

为主的“2.0 时代”(金京波等, 2021)。因此, 传统育

种方式已无法满足牧草良种选育需要。现代分子育种

技术发展迅速, 将传统育种与现代分子育种相结合, 

可加快培育高产优质苜蓿新品种, 对于提高苜蓿育种

水平和改善育成品种质量具有关键作用。因此亟待建

立高效、精准且智能化的现代生物育种技术体系。 

单倍体育种技术在两代内就可以获得遗传背景

纯合的材料, 缩短了优质品种的培育时间, 是实现作

物育种优化的宝贵“捷径”, 具有重要应用价值。建

议今后继续挖掘紫花苜蓿单倍体诱导新基因, 研发基

因编辑介导的高效紫花苜蓿单倍体诱导技术, 开发适

用于其染色体加倍方法, 建立高效的紫花苜蓿单倍体

育种技术体系, 为加快紫花苜蓿等豆科牧草的遗传改

良进程提供有力支撑。 
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