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瓜类作物离体雌核诱导单倍体研究进展 
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（1 南京农业大学园艺学院，作物遗传与种质创新国家重点实验室，南京 210095；2 贵州省农业科学院园艺研究所，

贵阳 550006） 

摘  要：单倍体和双单倍体对于作物改良和遗传分析具有重要意义。在瓜类作物的研究中，通过诱

导离体雌核发育是获得单倍体和双单倍体的有效途径。综述了瓜类作物未受精子房和胚珠离体培养的研

究概况及影响因素，总结了再生植株鉴定、单倍体加倍和应用方面的进展，分析了目前研究存在的问题

以及未来的研究方向，最后对瓜类作物单倍体研究的发展前景做简要地展望，以期为后续瓜类作物离体

雌核发育诱导单倍体的研究提供参考。 
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Research Progress on Haploid Induction of Cucurbitaceous Crops Based 
on in vitro Gynogenesis 
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Abstract：Haploid and double haploid are of great significance for crop improvement and genetic 

analysis. In the study of cucurbits crops，in vitro gynogenesis is an effective way to obtain haploid and 

double haploid. Here we mainly review the research overview and major factors of the in vitro unfertilized 

ovule and ovary culture in cucurbit crops and summarize the progress in the identification of regenerated 

plants，haploid doubling，and related application. Besides，the existing problems and further research 

directions are also analyzed. Finally，the prospects for the development of haploid research in cucurbits 

crops are briefly prospected. This provides a reference for the following studies on the inducing haploid 

development of in vitro gynogenesis in cucurbits crops. 
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单倍体（Haploid）植物的体细胞染色体数与其配子染色体数相同，对其进行基因组加倍可以获

得纯合的双单倍体（Doubled haploid，DH），这是在杂合子代中实现单步完全纯合的一种快速有效

的方法。由于单倍体植物的细胞内只含有一组同源染色体，所以 DH 每个基因位点上的每组等位基 
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因是纯合的，因此单倍体和双单倍体在作物品种改良、突变体筛选、基因功能验证、遗传图谱构建、

细胞学研究等方面具有重要作用。 

在葫芦科植物中，自发产生单倍体的频率极低，仅为 0.002% ~ 0.02%（Savin et al.，1988）。人

工诱导雄性或雌性配子细胞发育是获得单倍体的主要途径。雄核发育（Androgenesis）是雄配子经

过细胞分裂发育成胚的过程，包括花药培养和小孢子培养；雌核发育（Gynogenesis）是指卵子没有

与精子融合，雌配子体（胚囊）被诱导产生只含有母体遗传信息的胚，这个过程类似于孤雌生殖

（Parthenogenesis）。通过雌核途径人工诱导单倍体的方法较多，除去花药和小孢子培养的雄核途

径，其他方法可归为雌核途径，包含未受精胚珠和子房离体培养、辐射花粉授粉和远缘杂交结合胚

拯救、玉米中诱导系授粉。在许多作物中雄核途径是获得单倍体的有效方法，如烟草（Dunwell，1976）、

西瓜（薛光荣 等，1983）、油菜（Siebel & Pauls，1989；李栒和官春云，1994）、水稻（Raina & Irfan，

1998）、小麦（李艳萍，2003；Minesh et al.，2004）、大白菜（曹鸣庆 等，1993；申书兴 等，1999）

等。 

在瓜类作物单倍体的研究中，西瓜通过雄核途径中的花药培养较为成功；雌核途径中，辐射花

粉授粉已有不少成功的报道，但花粉辐射、授粉和胚拯救是个耗时费力的过程，远缘杂交则少有成

功的报道，目前离体雌核途径是诱导黄瓜、南瓜、甜瓜和西葫芦产生单倍体的有效方法，并且通过

该方法能获得自发加倍的双单倍体，但该方法还未形成稳定、高效的再生体系。本文中对瓜类作物

离体雌核途径的未受精胚珠和子房离体培养研究进展进行综述，并分析目前研究中存在的问题，对

发展前景做简要展望，以期为后续瓜类作物离体雌核发育诱导单倍体的研究提供参考。 

1  瓜类作物离体雌核发育诱导单倍体的研究概况 

单倍体可以通过自发或者人工方式诱导雄核和雌核发育获得。自发的单倍体来自低频率的半配

合、多胚、染色体消除、雌核发育和雄核发育，人工诱导是获得单倍体的主要方法，其中未受精胚

珠和子房的离体培养是诱导瓜类作物产生单倍体的有效途径。子房是雌蕊基部膨大的部分，由子房

壁、胎座和胚珠组成，胚囊则深藏在胚珠的珠心组织中。多数被子植物的成熟胚囊是七细胞八核的

蓼型结构，具有 1 个卵细胞、2 个助细胞、中央细胞（2 个极核）和 3 个反足细胞，它们由减数分裂

形成的单核胚囊细胞经核分裂 3 次形成，这些细胞是单倍性的。未受精胚珠和子房的离体培养就是

诱导胚囊细胞分裂及分化最终产生单倍体或双单倍体植株的过程。 

20 世纪 50 年代开始，印度学者在未受精胚珠和子房培养方面做了大量研究（Chopra，1958；

Sachar & Kapoor，1959；Guha & Johri，1966；Rangan，1982），在离体培养诱导雌配子再生植株的

可能性方面奠定了理论基础，但未成功获得单倍体植株。1976 年 San（1976）首次利用大麦未受精

子房培养获得单倍体植株，之后许多学者做了大量的研究和探索，相继在烟草和小麦（祝仲纯和吴

海珊，1979）、水稻（周嫦和杨弘远，1980）、玉米（敖光明 等，1982）、甜菜（Hoseman & Bossoutrot，

1983）、马铃薯（陶自荣 等，1985）、西葫芦（Chambonnet & Dumas，1985）、洋葱（Muren，1989）、

黄瓜（Gémes-Juhúsz et al.，2002）等作物中获得未受精胚珠或子房培养的单倍体植株。该方法在禾

本科、茄科、百合科、葫芦科及菊科等物种中研究较多，洋葱（Luthar & Bohanec，1999）和甜菜（Gurel 

et al.，2000）成为离体雌核发育研究的模式物种，并在生产中被有效利用。瓜类中南瓜属、葫芦属、

西瓜属、甜瓜属和苦瓜属均已获得了单倍体（雷春和陈劲枫，2006），但目前还没有形成稳定、高

效的再生体系。 
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表 1 中总结了在瓜类作物黄瓜、南瓜、甜瓜、西葫芦和西瓜中通过未受精胚珠和子房离体培养

获得再生植株的报道。 
 

表 1  瓜类作物通过未受精胚珠和子房离体培养获得再生植株 

Table 1  Cucurbits plants regenerated through unfertilized ovule and ovary culture  

物种 
Species 

外植体 
Explant 

结果 
Result 

参考文献 
Reference 

黄瓜 
Cucumber 

子房片 
Ovary slice 
 
 

单倍体 Haploid 杜胜利，2002；Gémes-Juhúsz et al.，2002；裴晓利，2011
单倍体、双单倍体和四倍体 
Haploid，double haploid and tetraploid 

Diao et al.，2009 

单倍体、双单倍体、四倍体和混倍体 
Haploid，double haploid，tetraploid and mixoploid 

刘立功 等，2015 

单倍体、双单倍体和三倍体 
Haploid，Double haploid and Triploid 

Sorntip et al.，2017 

单倍体、双单倍体和同源四倍体 
Haploid，Double haploid and autotetraploid 

周霞 等，2020 

胚珠 Ovule 
 

单倍体、双单倍体 Haploid and double haploid  Suprunova & Shmykova，2008；Plapung et al.，2014a，2014b
单倍体、二倍体和混倍体 
Haploid，Diploid and mixoploid 

Li et al.，2013 

单倍体 Haploid 王烨 等，2015 
南瓜 
Pumpkin 

子房片 
Ovary slice 

单倍体、二倍体 Haploid and diploid  闵子扬 等，2016；Zou et al.，2020 
获得植株未鉴定 Unidentified plants 邓英 等，2018 

胚珠 Ovule 单倍体、双单倍体和三倍体 
Haploid，double haploid and triploid 

Kwack & Fujieda，1988 

单倍体、二倍体 Haploid and diploid  武习习，2018 
获得植株未鉴定 Unidentified plants 孙守如 等，2013 
单倍体、二倍体和混倍体 
Haploid，diploid and mixoploid 

孙守如，2011；Kurtar et al.，2018 

甜瓜 
Melon 

子房片 
Ovary slice 

单倍体、二倍体和混倍体 
Haploid，diploid and mixoploid 

Ficcadenti et al.，1999 

单倍体和双单倍体 Haploid and double haploid  Malik et al.，2011 
胚珠 Ovule 单倍体、三倍体和四倍体 

Haploid，Triploid and Tetraploid 
韩丽华，2004 

单倍体 Haploid Koli & Murthy，2013 
西葫芦 
Squash 

子房片 
Ovary slice 

获得植株未鉴定 Unidentified plants 程慧，2013 
单倍体、二倍体和混倍体 
Haploid，Diploid and Mixoploid 

赵晓菲，2014 

单倍体、二倍体和四倍体 
Haploid，Diploid and tetraploid 

唐桃霞，2015 

胚珠 Ovule 单倍体和二倍体 Haploid and diploid Chambonnet & Dumas，1985；Metwally et al.，1998；
Shalaby，2007 

获得植株未鉴定 Unidentified plants Dumas & Chambonnet，1986 
单倍体 Haploid 郭永强，2004；陈学军 等，2000 
单倍体、双单倍体和混倍体 
Haploid，Double haploid and mixoploid 

谢冰，2005；刘栓桃 等，2008 

二倍体、四倍体和混倍体 
Diploid，Tetraploid and mixoploid 

徐静，2007 

单倍体、二倍体和多倍体 
Haploid，Diploid and polyploid 

葛志东，2009；李伟，2012；王朝阳，2012 

西瓜 

Watermelon 
子房 
Ovary slice 

四倍体和混倍体 Tetraploid and mixoploid 李迎迎，2017 
单倍体和二倍体 Haploid and diploid Zou et al.，2018；龚思 等，2019；闵子扬 等，2019 

胚珠 Ovule 单倍体、二倍体和四倍体 
Haploid，diploid and tetraploid 

李玲，2014 

单倍体和二倍体 Haploid and diploid 张立杰 等，2015 
单倍体和双单倍体 Haploid and double haploid 荣文娟，2015 

 

Chambonnet 和 Dumas（1985）首次从西葫芦的胚珠培养中获得单倍体植株，之后研究者在南瓜

（Kwack & Fujieda，1988）、甜瓜（Ficcadenti et al.，1999），黄瓜（Gémes-Juhúsz et al.，2002）、西

瓜（李玲，2014）中也相继获得再生植株。其中，通过该方法在黄瓜和西葫芦上获得成功的报道最
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多，南瓜和甜瓜上的次之，西瓜上的最少，这也在一定程度上说明，不同物种雌配子再生植株的难

易程度是有差异的。从已有的单倍体研究来看，黄瓜和南瓜更适宜通过未受精胚珠、子房离体培养

和辐射花粉授粉获得单倍体；甜瓜通过辐射花粉授粉获得单倍体的报道较多；西瓜花药培养是获得

单倍体的有效方法；西葫芦通过雌核发育途径诱导都能获得成功。从瓜类作物未受精胚珠、子房离

体培养获得再生植株的倍性看，培养中除单倍体以外还能产生较大比例的其他倍性的再生植株，说

明在培养中染色体能自发加倍，这些植株可以作为特异的种质资源直接用于育种等研究。 

2  影响瓜类作物未受精胚珠和子房离体培养的因素 

2.1  培养流程及存在问题 

瓜类作物胚珠和子房离体培养过程涉及多个操作步骤，且不同研究中所用处理方式不同（图 1），

虽然已相继获得多种瓜类的单倍体植株，但存在再生效率低，培养体系不稳定等问题。影响瓜类作

物未受精胚珠和子房离体培养获得单倍体的因素很多，主要包括供体材料的基因型、培养基成分、

雌配子发育阶段、冷处理、热激、切片方式等，探究多种因素的影响并加以优化是提高植株再生率

的关键。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  未受精胚珠和子房离体培养流程和影响因素 

Fig. 1  Basic steps and factors involved in unfertilized ovule and ovary culture protocol 

 

2.2  基因型的影响 

大量研究表明，供体材料的基因型是影响子房和胚珠离体培养成功的关键因素。在黄瓜中，不

同基因型黄瓜子房和胚珠培养的胚诱导率有明显差异（陈小鹏 等，2005；Diao et al.，2009；Moqbeli 

et al.，2013；Tantasawat et al.，2015）。在南瓜中，离体雌核诱导时不同材料的胚状体诱导率和愈伤

率不同（闵子扬 等，2016；武习习，2018）。在甜瓜中，王林（2009）用 3 种生态类型的品种进行
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未受精胚珠离体培养，发现品种不同，不仅影响离体培养的诱导效果，也影响发育的途径。在西葫

芦中，有研究发现基因型是影响离体雌核发育的主要因素（谢冰，2005；徐静，2007；李伟，2012），

不同基因型材料在未授粉子房培养时的诱导效果不同（唐桃霞，2015）。在西瓜中，也有研究表明基

因型是影响离体雌核发育的关键因素（荣文娟，2015；李迎迎，2017；Zou et al.，2018），闵子扬等

（2019）报道不同品种西瓜胚状体诱导率在 2.3% ~ 23.3%之间。因此，在瓜类作物中，供试材料的

基因型、生态类型是影响子房培养的因素，这一特异性问题造成培养效果难以稳定重复，从而限制

了子房和胚珠培养的发展，而基因型的影响在机理方面的研究还未见报道，需要做进一步的探索。 

2.3  培养基与生长调节剂的影响 

培养基对瓜类作物未授粉子房和胚珠培养有显著影响，其中基础培养基、生长调节剂种类以及

浓度是众多研究者关注的焦点。在基础培养基的选择上，许多研究者将 MS 作为基础培养基（陈学

军 等，2000；Diao et al.，2009；牛明明，2012；唐桃霞，2015；Sorntip et al.，2017；闵子扬 等，

2019），在黄瓜中，学者们使用了黄瓜基础培养基 CBM（Gémes-Juhúsz et al.，2002；Li et al.，2013；

Plapung et al.，2014a，2014b）。谢冰等（2006）在西葫芦子房培养中应用 N6 培养基获得了再生植株。

大多数研究中采用的是固体培养基，而武习习（2018）在南瓜未受精胚珠培养中采用液体培养 + 固

体培养的方式诱导胚状体发育并获得了再生植株。 

TDZ（Thidiazuron，苯基噻二唑脲）是目前常用于未授粉子房和胚珠培养的生长调节剂，在外

植体愈伤形成到体细胞胚胎发生的过程中起到关键的诱导作用（徐晓峰和黄学林，2003）。不少研究

表明培养基中添加一定浓度的 TDZ 可以提高黄瓜胚状体的诱导率（Gémes-Juhúsz et al.，2002；陈小

鹏 等，2005；刁卫平 等，2008a；王璐 等，2008；王烨 等，2015）。闵子扬等（2019）在南瓜的

未授粉子房和胚珠培养中使用 MS + 0.04 mg · L-1 TDZ 培养基，胚状体诱导率最高，且形成的正常胚

状体有利于成苗。生长素（2,4-D、NAA、IAA 等）也广泛用于瓜类作物未授粉子房和胚珠离体培养，

使用的浓度在不同材料中有所不同（刘栓桃 等，2008；孙守如 等，2013；龚思 等，2019）。AgNO3

作为乙烯拮抗剂已用于植物组织培养。在黄瓜子房培养中，AgNO3 对胚发生率和胚产量起到积极作

用（刁卫平 等，2008a；裴晓利，2011；Li et al.，2013；王烨 等，2015）。唐桃霞（2015）在西葫

芦未授粉子房培养的研究中发现 AgNO3 不仅可以显著降低胚状体的玻璃化率，而且有利于缩短最早

出胚天数。孙守如等（2013）研究发现，南瓜未受精胚珠培养时添加 AgNO3 明显抑制出胚。韩丽华

（2004）认为，甜瓜胚珠不宜在 AgNO3 培养基中诱导时间过长，两周后转出有利于出苗。由此可见，

在瓜类作物离体雌核发育诱导单倍体的研究中，广泛添加 TDZ、生长素类调节剂和 AgNO3 影响显

著，但在不同作物中添加的浓度和处理的效果存在差异。胚在体外的发育是个复杂的过程，与多种

植物生长调节剂作用有关，目前缺乏对离体胚发育内在机理的探讨，因此还未找到最适宜的植物生

长调节剂组合来提高植株再生率。 

2.4  子房发育阶段的影响 

子房发育阶段的选择与子房内胚囊的发育时期相关，是影响未授粉子房培养成功的关键因素之

一。在花药或花粉培养过程中花粉处于单核中、晚期时培养效果最佳，能够响应外界的刺激启动雄

核发育。在瓜类作物未授粉子房和胚珠离体培养中，研究者同样关注了取样时期。Gémes-Juhász 等

（2002）的研究表明开花前 6 h 的黄瓜未授粉子房胚状体诱导率最高，此时胚囊还未发育成熟。已

有的研究在取材时间上多采用开花前 1 d 的未授粉子房，并获得成功（Shalaby，2007；Diao et al.，

2009；Koli & Murthy，2013；孙守如 等，2013；Tantasawat et al.，2015；龚思 等，2019）。用开花
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当天的黄瓜、甜瓜和南瓜的子房进行培养，获得单倍体和双单倍体（Malik et al.，2011；Li et al.，

2013；闵子扬 等，2016）。有研究认为开花前 1 d 的子房比开花当天的培养效果好（陈小鹏 等，2005）。

周霞等（2020）通过石蜡切片观察到开花前 1 d、开花当天和开花后 1 d 的子房胚囊逐渐成熟。在瓜

类作物离体雌核的培养中，取样的时间范围多在开花前 2 d 到开花当天。不同发育阶段的子房中成

熟胚囊的比例有差异，而不同发育时期的胚囊可能对外界刺激的响应不同，哪个发育阶段的胚囊更

适宜诱导出苗还有待研究。目前缺乏对这一问题的探索，对最适宜取样时期还没有达成明确的共识。 

2.5  预冷和热激处理的影响 

体外培养期间对供体进行某些物理处理（例如预冷、热激和黑暗）可能会对胚诱导产生显著影

响。有研究表明，4 ℃预处理 4 d 的西葫芦和甜瓜胚珠反应效果好，胚形成率高（Ficcadenti et al.，

1999；Shalaby，2007；Malik et al.，2011），但也有研究认为这种处理方式会降低未受精胚珠的胚发

生潜能（Metwally et al.，1998）。Rakha 等（2012）报道了预冷处理对葫芦科 6 种杂种的雌核发育有

负面影响。龚思等（2019）认为 4 ℃低温预处理并不能提高西瓜胚状体诱导效率。Malik 等（2011）

认为 4 ℃预处理 8 d 的甜瓜胚珠不能发生雌核反应，长时间的预冷处理对雌核反应有不利影响。 

另外，在胚诱导期间进行热激处理，对于单倍体胚胎形成可能有益。有研究发现在黄瓜诱导培

养期 32 ℃热激处理 2 ~ 4 d，胚诱导率（18.4%）和植株再生率（7.1%）最高（Gémes-Juhász et al.，

2002）；35 ℃下热激培养 3 d，提高了黄瓜胚的诱导率（Diao et al.，2009；Moqbeli et al.，2013）。

西葫芦子房培养过程中，32 ℃培养 4 d 胚珠的反应率最佳（28%）（Shalaby，2007）。南瓜子房胚诱

导前在 35℃下热处理 6 d，可以显著增强胚胎的形成（孙守如 等，2013）。甜瓜子房在 30 ℃暗培

养 2 d 时雌核启动最佳（牛明明，2012）。闵子扬等（2016）的研究表明，35 ℃热激 5 d 可以使南

瓜胚珠转绿并诱导胚状体。然而，也有研究报道，在 35 ℃热激 3 d 降低了黄瓜胚状结构形成的百

分比（Tantasawat et al.，2015）。因此，大部分研究认为热激（32 ~ 35 ℃）处理对瓜类作物的子房

和胚珠培养起到积极作用，在接种到培养基后进行，热激 2 ~ 5 d。而预冷（4 ℃）处理在不同物种

中的效果存在差异，长时间预冷易对胚诱导造成负面影响，多在培养前进行，时间为 2 ~ 8 d。目前

在瓜类作物离体雌核诱导单倍体的研究中，温度处理是常用的手段，但对培养造成的影响只是从统

计数据上有所显示，尚未从分子手段做机理机制上的探究，因此最佳处理温度和时间还未达到共识。 

2.6  子房切片方式的影响 

未授粉子房离体培养的切割方式主要分横切和纵切两种，另外也可以将胚珠剥离单独培养，横

切时厚度多在 1 ~ 2 mm，有研究表明两种切割方式下胚诱导效果存在差异。在黄瓜中，有研究认为

纵切的效果优于横切（赵隽 等，2003；李建欣 等，2012），提出可以先纵切，长出排列紧密的胚状

体后再横切的培养方法。陈小鹏等（2005）研究发现，子房片横切或纵切各有缺点，横切时下部胚

状体造成悬空，影响营养物质的吸收，纵切时暴露的胚状体太多，营养竞争大，不利于胚状体的继

续发育。王烨等（2015）在黄瓜子房培养中，先不对子房进行切割，完整预培养 7 d 后再将子房中

胚珠剥离放在诱导培养基上培养。赵晓菲（2014）的研究表明，西葫芦未受精胚珠 4 种切割方式的

诱导率不同：横切 > 纵切 > 切喙 > 完整胚珠。横切、纵切或其他切片方式产生的影响可能有两

方面原因，一是切面上胚珠暴露出来的面积以及胚珠是否被切开，因为胚囊的发育与胚珠的状态密

切相关；二是切面是否接触培养基以及接触面积，这关系到胚囊营养的获得。总的来看，切片方式

对胚诱导效果存在的影响可能是显著的，但对植株再生率的影响还未见报道。 
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2.7  其他因素的影响 

在瓜类作物未授粉子房和胚珠离体培养中，也有研究关注到栽培季节、暗培养、消毒过程等因

素。魏爱民等（2007）研究了供体植株栽培方式和栽培季节对黄瓜未授粉子房离体培养的影响，认

为种植在塑料大棚中的供试材料单倍体胚胎发生率和成苗率都明显高于露地材料，并且温度相对较

高的季节单倍体胚胎发生率和成苗率较高。陈学军等（2000）、谢冰（2005）、赵晓菲（2014）曾报

道不同播期的西葫芦雌核发育诱导率存在极显著差异，以秋播的诱导率最高，夏季次之，春季栽培

的诱导率最低，认为可能与日照长度有关，西葫芦是短日照植物，秋播时短日照条件刺激了雌核发

育相关基因的表达。王璐等（2008）的研究表明，预培养选择 25 ℃黑暗处理 1 d，可启动黄瓜未授

粉子房雌核发育且反应率最高。李禹琪（2017）认为当南瓜子房片厚度为 1 mm 时，用 7%次氯酸钠

溶液消毒 6 min，其胚珠生长效果最佳。闵子扬等（2016）发现，在南瓜未授粉子房培养中，切片

后消毒可以避免胎座组织生长对胚珠的干扰，有效提高胚状体的诱导率。因此，大量研究表明，多

种因素都对瓜类作物离体雌核发育产生不同程度的影响，但由于缺乏对诱导机制的理论研究，目前

还处于探索阶段，缺乏突破性的进展。 

3  再生植株倍性鉴定与纯合性检验 

3.1  染色体计数鉴定 

在未授粉子房和胚珠离体培养过程中，诱导产生的愈伤组织、胚状体或植株可能来源于单倍性

的胚囊细胞，也有可能来源于二倍性的珠被、胎座组织等体细胞，而只有起源于胚囊的细胞才能发

育为单倍体或 DH 植株。因此，需要鉴定再生植株的倍性和纯合性以确定其来源。 

染色体计数是目前倍性鉴定最直观准确的方法，但在实际应用中也有其局限性。在不同物种中，

染色体数量和大小不同，计数法的难度也不同。在瓜类作物中，黄瓜、西瓜、甜瓜、西葫芦和南瓜

（中国南瓜）都是二倍体，但染色体数不同，分别为 14、22、24、40 和 44 条。其中黄瓜、西瓜和

甜瓜的染色体条数少，利于染色体的计数，不少研究通过染色体计数鉴定了离体雌核培养获得再生

植株的倍性（Gémes-Juhász et al.，2002；Diao et al.，2009；Malik et al.，2011；龚思 等，2019；周

霞 等，2020）。而西葫芦和南瓜的染色体数多，计数难度大，有少数研究也采用了该方法鉴定倍性

（Shalaby，2007；闵子扬 等，2016）。 

染色体制片时通常以根尖为材料，采用压片法和去壁低渗法进行染色体标本制备，通过扫描电

镜观察。该方法能够准确直观地对植株倍性作出鉴定，但是操作难度较大，需要有经验的人员和完

备的试验设备。其次，计数法对根尖的要求较高，需要有发育健壮的根，配比适当的酶解液等方面

的配合才能制备出清晰可见的染色体切片。而离体培养中得到的植株通常根系弱小，用于制片时难

以达到准确计数的效果，因此应在扩繁后再驯化取根，避免造成材料的浪费。另外，计数法也不适

宜于鉴定大批量再生植株。 

3.2  流式细胞仪鉴定 

流式细胞仪检测 DNA 含量的原理是利用特殊的荧光染料（PI、DAPI、AO 等）与细胞内 DNA

碱基结合，染色细胞进入流式细胞仪的流动室后经激光照射发出荧光，通过滤片收集每个细胞相应

的荧光强度，根据荧光强度推知细胞的 DNA 含量及其倍性水平（汪艳 等，2015）。流式细胞仪鉴

定法已应用于瓜类作物的倍性水平分析（韩毅科 等，2006；Karimzadeh et al.，2010；施先锋 等，
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2010；闵子扬 等，2019）。该方法特点是效率高，操作技术易掌握，适合于较多样品的倍性检测分

析（魏爱民 等，2001），并且取样量少（50 mg 左右），不影响植株的正常生长，组培苗即可鉴定。

缺点是专门的仪器和试剂价格昂贵，检测所需费用高。 

3.3  气孔保卫细胞叶绿体计数鉴定 

在西瓜和甜瓜上有研究表明，叶片气孔大小及保卫细胞内叶绿体数与植株倍性有很高的相关

性，证明这是一种有效的判断植株倍性的依据之一（马国斌 等，1999；Sari et al.，1999）。在黄瓜

中，保卫细胞叶绿体数随植株倍性成正比增加，单倍体、双单倍体和三倍体的保卫细胞叶绿体数存

在显著差异（杜胜利，2002）。西葫芦中，唐桃霞（2015）采用气孔保卫细胞叶绿体计数和保卫细胞

直径对植株进行倍性鉴定，随倍性的增高保卫细胞叶绿体数依次增加，保卫细胞直径也依次增大，

准确性达 87.5%，认为该方法可以作为西葫芦胚囊再生植株倍性鉴定的有效方法。这一方法的优点

是所需的样叶少，在组培期间即可选取少量叶片进行显微观察，不需要专门的设备，操作简单成本

低，但撕取幼嫩叶片的表皮较为困难。 

3.4  再生植株形态学鉴定 

细胞核和细胞的体积与染色体的同源倍数呈正相关，染色体的同源倍数越多，叶片大小、厚度、

气孔和花粉粒大小、花和种子大小等也随之递增。杜胜利等（1999）研究了黄瓜辐射花粉授粉再生

植株的形态特征，发现单倍体植株较二倍体植株具有叶片小、长势弱、花冠深裂等特征。Zheng 等

（2019）的研究表明，四倍体黄瓜的植株叶片、花、气孔直径较大，花粉粒和保卫细胞中的叶绿体

数更多，但气孔密度和正常花粉率比二倍体降低，果实更小。在西瓜、甜瓜、西葫芦和南瓜中也有

研究利用形态学观察鉴定再生植株倍性（Rakha et al.，2012；闵子扬 等，2016）。形态学鉴定直观，

成本低，缺点是准确性有待确定，并且需要再生植株移栽后生长一段时间才能鉴定，用时较长。 

3.5  纯合性检验 

目前诱导雌核发育技术还不能分离单个卵细胞进行培养，只能进行子房或胚珠培养，由此获得

的植株若是二倍体则可能是来自胎座组织或其他二倍性组织的杂合体。由于 DH 和普通二倍体含有

相同数量的染色体，所以用流式细胞仪和细胞遗传学观察来区分两者是非常困难的（刁卫平 等，

2008a）。不少研究利用再生植株的自交后代表型是否整齐一致，对其纯合性进行推断（谢冰，2005；

刘栓桃 等，2008；Suprunova & Shmykova，2008；Plapung et al.，2014a，2014b；刘立功 等，2015；

荣文娟，2015）。这样的鉴定方法所用时间长，而且对于自交不育的植株难以进行鉴定，同时环境、

栽培条件等因素对表型的影响很大，因此效率低且存在不确定性（Chen et al.，2011）。利用分子标

记可以鉴定出自然加倍的双单倍体植株，为育种提供一种快速、实用的方法。简单重复序列（Simple 

Sequence Repeat，SSR）即通常所说的微卫星 DNA，由重复核苷酸单元（1 ~ 5 个碱基）组成，具有

高度多态性、共显性遗传，是用来鉴定纯合体的理想标记。SSR 已经成功应用于黄瓜（Claveria et al.，

2005；刁卫平 等，2008b；Diao et al.，2009；Sorntip et al.，2017；周霞 等，2020）、甜瓜（Malik et 

al.，2011）、西葫芦（苏敏，2011）、南瓜（Košmrlj et al.，2013）的纯合性鉴定，但目前的研究通常

只用较少的几个标记鉴定。 
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4  单倍体加倍技术研究 

葫芦科作物自然加倍的现象很少（Dryanovska，1985）。黄瓜在温室栽培环境中染色体自然加倍

的频率为 2.2%（Ramírez-Madera et al.，2017）。由于单倍体植株弱小且没有后代，因此人工染色体

加倍是必需的过程。目前，单倍体染色体加倍依然较为困难，加倍概率低，并且在加倍过程中会造

成材料损失。最常用的技术是将体外生长的植物浸泡在秋水仙碱中以获得加倍，秋水仙素对细胞的

主要作用是使核分裂的中期延长或停止，纺锤丝的形成和发展受到阻碍或破坏，使分裂了的染色体

停留在赤道板上，不向两极移动，新的核膜不形成，因而分裂了的染色体停留在 1 个细胞核中，致

使染色体加倍。西瓜（Sari & Abak，1996；施先锋 等，2010）和黄瓜（Caglar & Abak，1999a，1999b）

在秋水仙碱处理后已经获得不同程度的成功。研究表明，用 0.006%氟乐灵处理观赏南瓜单倍体植株，

加倍效果好（孙守如，2011）。Claveria 等（2005）用 500 mg · L-1 秋水仙碱处理黄瓜单倍体植株 48 h，

有 30%成为完整的二倍体，55%嵌合植株和 14%未加倍单倍体，其中茎节的二倍体转化率（2%）远

低于芽尖（22%）。秋水仙碱、胺磺灵和氟乐灵是用于单倍体植物人工基因组复制的最常用抗有丝分

裂剂（Dhooghe et al.，2011）。Ebrahimzadeh 等（2018）在黄瓜中建立了有效的染色体加倍方案，使

用茎节和茎尖为外植体，比较了秋水仙碱，胺磺灵和氟乐灵的加倍效果，结果表明茎节在 50 mg · L-1

的胺磺灵中处理 18 h 加倍率最高（92.31%）。后续研究依然要提高染色体加倍效率，同时应解决目

前存在的植物毒性效应、花形态异常、存活率低、混倍体植株、未加倍成功的单倍体植株等问题。 

5  单倍体的应用 

目前关于瓜类单倍体诱导的研究主要集中在培养方法的效率方面，而关于获得植株的后续研究

和应用方面的报道很少。在育种和遗传转化方面，利用黄瓜未授粉子房培养育成了 20 多个表现优异

的品系（杜胜利，2002），包括适合保护地栽培的黄瓜品种‘津美 3 号’（韩毅科 等，2010）等，建

立了农杆菌介导的黄瓜未受精子房培养遗传转化体系，但该体系转化处理后子房再生植株率低，因

此影响转基因植株的获得（魏爱民 等，2014）。单倍体对于抗病育种和分子遗传研究具有重要意义。

Lofti 等（2003）利用对多种病毒具有抗性的杂交甜瓜为供体，胚拯救后获得 DH 植株用于抗病育种

的研究。Plapung 等（2014a）对筛选出的 5 个耐黄瓜花叶病毒（CMV）的黄瓜品种进行胚珠培养，

获得的双单倍体经测定对 CMV 有很强的抗性。Gonzalo 等（2005）和裴晓利（2011）利用 DH 群体

分别构建了甜瓜和黄瓜的遗传图谱。DH 技术是反向育种中的关键一环，通过消除植物的雄性或雌

性配子减数分裂产生 DH，这些 DH 来源于非重组亲本染色体的组合，因此可以选择互补的亲本，

用于永久地重组杂合子，并产生特定的 F1 杂种（Dirks et al.，2009），但该方法的应用有许多限制性

条件，因此还有待进一步研究。 

近年来单倍体蛋白和基因的研究取得了突破性进展。研究发现，着丝粒特异组蛋白 CENH3 的

任何改变都可以削弱着丝粒的功能，从而产生单倍体，但在双子叶植物拟南芥中末端交换诱导系表

现出严重的不育（Ravi & Chan，2010）。在玉米（Kelliher et al.，2016）、番茄和水稻（Kalinowska et 

al.，2019）中通过对 CENH3 的 N 末端进行编辑成功实现了单倍体诱导。原因可能是着丝粒结构复

杂，拟南芥的 CENH3 与其他植物相比存在功能的不同（Wang et al.，2019）。此外，在玉米中定位

到的与单倍体诱导相关的基因 MTL/ZmPLA1/NLD（Gilles et al.，2017；Kelliher et al.，2017；Liu et al.，

2017），并通过 CRISPR/CAS9 技术在单子叶作物水稻中得到应用（Yao et al.，2018）。但在双子叶植
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物中，该基因不在花粉中特异表达（La Camera et al.，2005），这给在双子叶植物中的应用带来了不

确定性。最新研究表明，ZmDMP 的同源基因在拟南芥中也具有单倍体诱导功能（Zhong et al.，2020），

这为建立双子叶作物单倍体育种技术体系奠定了基础。 

6  存在问题与展望 

 DH 技术对于作物改良和遗传分析具有广阔的应用前景，但在应用中仍然存在巨大的挑战。目

前研究中存在的问题主要有 4 个：一是再生植株率低，在瓜类作物未受精子房、胚珠获得再生植株

的研究中，常用雌核启动率、出胚率、愈伤率等来表现各因素的影响，很少有再生植株率的报道，

在目前已有的报道中，黄瓜培养后再生频率较高，可达到 20%（杜胜利，2002），西葫芦中也能获

得较多的再生植株（谢冰 等，2006），但其他多数研究中只是获得几株。二是培养体系不稳定，虽

然不少研究尝试优化培养体系，但依然没有找到获得培养成功的“密钥”，基因型的特异性更加降低

了试验的可重复性和该技术的有效应用。三是获得的双单倍体存在育性差、自交留种困难的问题，

使得植株难以保存和利用。四是单倍体染色体加倍的效率不够高，并且加倍过程往往对植株造成严

重毒害导致植株死亡。 

近年来，单倍体诱导相关的基因和蛋白的发现，推动了单倍体研究的发展，但在双子叶植物包

括瓜类作物中的应用还需要更多探索。在单倍体加倍上，若能开发一种单倍体诱导剂，使单倍体具

有基因组自发加倍的能力，则能避免使用危险化学品，因此也需加强对自发性单倍体基因组加倍的

遗传学和加倍机制的研究。在离体雌核发育诱导单倍体的研究中，从雌核启动到胚发生再到植株形

成，这些过程中涉及的调控机制、基因功能等方面的研究，都将有助于植物单倍体和 DH 的高效生

产。日后应从机理上进行深入研究，加深对单倍体诱导机制的认识，为生产实践打下坚实基础。 
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