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甜玉米单倍体浸种方法优化研究

李高科，郑锦荣，胡建广，韩福光，刘建华
(广东省农业科学院作物研究所/广东省农作物遗传改良重点实验室，广州 510640)

摘 要：以“粤甜13号”单倍体种子为材料，利用不同浓度秋水仙素直接浸泡单倍体种子，同时设置加倍时间

及加倍温度两个因素，并对单倍体浸种方法进行优化。结果表明，秋水仙素浓度、加倍时间和加倍温度均会影响甜

玉米单倍体加倍效果，通过秋水仙素直接浸泡甜玉米单倍体种子，可显著提高甜玉米单倍体加倍率。如不考虑各因

素间互作，最适加倍浓度、处理时间及加倍温度分别为0.02%、30 h、32℃；若考虑各因素间互作，0.02%浓度，24℃处

理32 h可获得较高的单倍体结实率，药害率低，且均优于自然加倍和常规秋水仙素处理。
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Preliminary Study on Soaking Seed Mean
Optimizaiton of Sweet Corn Haploid
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Abstract: In order to further improve the doubling efficiency of sweet corn haploid,“Yuetian13”haploid seeds

as materials, different concentration colchicine was directly used to soak sweet haploid seeds, at the same time, dou⁃
bling time and temperature were studied, and optimized the soaking seed method. The results showed that the colchi⁃
cine concentration, doubling time and temperature effect the sweet corn haploid doubling ratio, soaked sweet corn
haploid seeds directly by colchicine, can significantly improve the doubling ratio of sweet corn haploid. If not consid⁃
ering the interactions among various factors, the optimal doubling concentration, treatment time and temperature
was 0.02%, 30 hours, 32℃ respectively, if considering the interactions among various factors, 0.02% concentration,
24℃ and 32 hours treatment could obtain more(doubled haploid, DH) line, but the Phytotoxicity ratio was very low,
and was superior to the natural and normal colchicine doubling treatment, the research can provide reference for
soaking seed doubling of sweet corn haploid.
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甜玉米营养价值高，风味好，深受大众喜爱，近

年在我国得到迅速发展，综合利用前景十分广阔[1]。

采用单倍体育种(Doubled haploid，DH)技术可显著缩

短玉米自交系选育时间，加速育种进程，已成为当前

玉米选系的主要方法 [2，3]。单倍体加倍率偏低仍是

该技术广泛应用的首要限制因子，在甜玉米上更是

如此[4]。

常用的化学加倍方法主要有浸种、浸芽、浸根及

滴心法等，浸种法因操作简便、适宜规模化加倍等优

点在玉米育种中得到广泛应用，但该方法加倍率仍

偏低，普通玉米一般在10%左右[5～8]，而甜玉米仅5%
左右，限制了该技术在甜玉米上的应用。本研究对
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现有浸种加倍方法进行优化，提高加倍效率。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

2013年春，以广东省农业科学院作物研究所选

育的“粤甜13号”甜玉米品种为母本，诱导系“MT-2”
为父本进行杂交诱导，获得拟单倍体种子。同年秋，

以拟单倍体种子为材料，进行种子加倍处理，所有材

料均种植于广东省农业科学院白云试验基地。

加倍试剂选用上海蓝季科技发展有限公司生产

的秋水仙素(Colchicine，纯度 99%)，智能光照培养箱

为宁波江南仪器厂生产的GXZ-5000。
1.2 单倍体处理方法

1.2.1 试剂配制

配制 0.02%、0.06%、0.1%质量体积浓度的秋水

仙素溶液备用。配方：分别称取0.036 g、0.12 g、0.6 g
秋水仙素溶解于 2.0%的二甲基亚砜(Dimethyl sulf⁃
oxide，DMSO)中，充分溶解并定容至600 mL，存于棕

色试剂瓶中，并置于阴暗避风处保存备用。

1.2.2 加倍处理

设秋水仙素浓度(0.02%、0.06%、0.1%)、加倍时

间(18 h、24 h、30 h)和加倍温度(22℃、27℃、32℃)3个
因素共27个处理，每个处理3次重复，同时设常规秋

水仙素处理(先清水浸泡 10 h，再用 0.06%秋水仙素

浸泡12 h)和自然加倍两个对照，每个处理每次重复

包含 504粒拟单倍体种子。种子经秋水仙素处理

后，迅速用清水冲洗30 min左右，后播于育苗盘，每

孔2粒，待其长至3叶时移栽大田。

1.3 数据收集与处理

移栽前，统计出苗单倍体数、药害单倍体数。

移栽后，统计存活单倍体数；抽雄后，观察散粉

情况，并对散粉株进行挂牌和人工辅助授粉；成熟后

收获并晾晒，统计结实情况。数据分析采用Office
2003及Spss 21软件，各项指标统计方法如下：

散粉率=散粉单倍体株数/存活单倍体株数×
100%；

结实率=结实单倍体株数/存活单倍体株数×
100%；

药害率=药害单倍体株数/出苗单倍体株数×
100%。

2 结果与分析

2.1 方差分析

由表1可知，各处理在3个性状上差异均达极显

著，重复间差异未达 5%显著，表明各处理在 3个性

状上存在真实差异，可进行下一步分析。

表1 不同处理及重复间方差分析

Table 1 Variance analysis in different treatments and repeat
项 目

Items
散粉率

Pollen fertile ratio

药害率

Phytotoxicity ratio

结实率

Fruit ratio

注：**表示差异达极显著水平。

Note: ** indicated the difference was extreme significant level.

组间

组内

总计

组间

组内

总计

组间

组内

总计

平方和

Quadratic sum
5 032.02
136.14

5 168.16
1 343.99

84.10
1 428.09

18 884.43
172.48

19 056.91

自由度

Free degree
26
54
80
26
54
80
26
54
80

均方

Mean square
193.54

2.521

51.69
1.56

726.32
3.19

F-值
F- value
76.77**

33.19**

227.40**

2.2 不同处理药害率差异显著性分析

由表2可知，27个处理间药害率存在显著差异，

变幅为 0.33%～15.38%，药害率低于 1%的处理共 4
个，均显著低于常规秋水仙素处理，分别为0.02%浓

度、32℃处理 24 h，0.02%浓度、32℃处理 18 h，0.1%
浓度、22℃处理18 h，0.1%浓度、32℃处理18 h，其值

分别为0.33%、0.37%、0.37%、0.89%。低于常规秋水

仙素处理的共 12个，占 44.44%；药害率高于 10%的

处理共 6个，均显著高于常规秋水仙素处理，其中，

排名前 3 位的处理为 0.1%浓度、27℃处理 30 h，
0.06%浓度、22℃处理 24 h，0.1%浓度、32℃处理

24 h，其值分别为15.38%、15.00%、14.29%。
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2.3 不同处理散粉率差异显著性分析

由表 2可知，27个处理散粉率存在不同程度差

异，变幅为 16.67%～42.86%，低于 20%的处理共 3
个，占 11.11%；散粉率在 20%～40%之间的处理共

20个，占 74.07%；高于 40%的处理共 4个，分别为

0.06%浓度、18℃处理 32 h，0.02%浓度、18℃处理

27 h，0.02%浓度，18℃处理 32 h，0.02%浓度、30℃处

理 22 h，其值分别为 42.31%、42.31%、42.31%、

42.86%，4个处理间差异未达显著水平，但均显著高

于自然加倍和常规秋水仙素处理。

2.4 不同处理结实率差异显著性分析

由表 2可知，27个处理结实率存在差异，变幅

为 1.10%～25%，其中，低于 2%的处理共 5 个，占

18.52%，这 5个处理间及与自然加倍间差异均不显

著；结实率2%～5%的处理共16个，占59.26%；超过

7%的处理共 6个，占 22.22%，分别为 0.02%浓度、

27℃处理 24 h(7.14%)，0.02%浓度、32℃处理 18 h
(7.69%)，0.06%浓度、32℃处理 30 h(11.76%)，0.02%

表2 不同处理药害率、散粉率及结实率表现

Table 2 Phytotoxicity ratio, pollen fertile ratio and fruit ratio of different treatments
秋水仙素

浓度(%)
Colchicine
concentration

0.02
0.02
0.10
0.10
0.10
0.02
0.02
0.02
0.06
0.06
0.02
0.06
0.02
0.06
0.06
0.06
0.02
0.06
0.10
0.02
0.10
0.10
0.06
0.10
0.10
0.06
0.10

常规秋水仙素处理(CK)
自然加倍(CK)

注：具有相同字母的处理表示差异未达5%显著水平，反之则表示处理间差异达显著水平。下表同。

Note: The treatments with the same letter indicated the different between the treatments was not significant at 5% level, contrarily the different be⁃
tween the treatments was significant at 5% level. The same as the following table.

加倍时间

(h)
Doubling
time

24
18
18
18
30
18
30
18
30
30
24
18
30
24
18
30
30
18
18
24
24
30
24
24
24
24
30

加倍温度

(℃)
Doubling
temperature

32
32
22
32
22
27
27
22
22
27
22
32
22
32
22
32
32
27
27
27
22
32
27
27
32
22
27

出苗单倍

体数(株)
Germination
haploid

301
273
273
224
196
364
343
329
308
252
343
315
287
273
259
238
322
315
266
336
231
140
280
182
147
280
182
355
331

存活单倍

体数(株)
Survival
haploid

161
91
63
77
91

182
133
147
112
133
98
91

147
140
98

119
147
154
77
98
84
28

133
91
91

126
91

212

药害单倍

体数(株)
Phytotoxicity
haploid

1
1
1
2
3
7
7
7
7
7

14
14
14
14
14
14
21
21
21
28
21
14
28
21
21
42
28
10

药害率

(%)
Phytotoxicity
ratio

0.33 a
0.37 a
0.37 ab
0.89 ab
1.53 bc
1.92 cd
2.04 de
2.13 def
2.27 def
2.78 def
4.08 def
4.44 def
4.88 def
5.13 def
5.41 ef
5.88 efg
6.52 fgh
6.67 fgh
7.89 gh
8.33 hi
9.09 hi

10.00 ij
10.00 j
11.54 j
14.29 j
15.00 k
15.38 k
4.72

散粉单倍

体数(株)
Pollen fertile
haploid
number

56
39
14
25
17
77
46
53
42
24
32
39
63
49
39
32
39
56
13
39
21
7

42
21
32
23
21
75
77

散粉率

(%)
Pollen
fertile
ratio

34.78 ghi
42.49 k
22.22 b
31.82 f
19.23 a
42.31 k
34.21 fgh
35.71 hi
37.50 ij
18.18 a
32.14f g
42.31 k
42.86 k
35.00 ghi
39.29 j
26.47 e
26.19 de
36.36 hij
16.67 a
39.29 j
25.00 bcde
25.00 cde
31.58 f
23.08 b
34.62 ghi
18.18 a
23.08 bc
35.38
23.26

结实单倍

体数(株)
Fruit
haploid
number

21
7
2
2
2
7
2
7
2
2
2
7
7
7
2

14
21
7
2
7
2
7
7
2
2
2
1

10
5

结实率

(%)
Fruit ratio

13.04 f
7.69 e
3.17 b
2.60 b
2.20 ab
3.85 c
1.50 a
4.76 cd
1.79 a
1.50 a
2.04 ab
7.69 e
4.76 cd
5.00 cd
2.04 ab

11.76 f
14.29 g
4.55 cd
2.60 b
7.14 e
2.38 ab

25.00 h
5.26 d
2.20 ab
2.20 ab
1.59 a
1.10 a
4.72
1.51



浓度、32℃处理 24 h(13.04%)，0.02%浓度、32℃处理

30 h(14.29%)，0.10%浓度、32℃处理30 h(25.00%)，且
该6个处理与其余21个处理间结实率差异均达显著

水平，也显著高于自然加倍和常规秋水仙素处理，加

倍效果较好。

综合各处理结实率和药害率表现，0.10%浓度、

32℃处理30 h和0.02%浓度、32℃处理30 h两个处理

虽具有较高结实率，但药害率较高，分别达 10%和

6.52%；0.02%浓度、24℃处理 32 h平均结实率排第

三，但药害率仅 0.33%，且秋水仙素消耗少，成本较

低，处理时间最短。因此，该处理加倍效果最佳。

2.5 各处理因素间差异显著性分析

由表3可知，秋水仙素浓度对单倍体药害率、散

粉率及结实率均存在不同程度影响，其中平均药害

率随处理浓度的提高而显著增加，差异达 5%显著，

其值分别为 3.40%、6.40%、7.89%；平均散粉率则随

处理浓度的提高而不断下降，且 3个浓度处理间差

异达5%显著，其值分别为36.64%、33.02%、23.77%；

在平均结实率上，0.02%处理最好，结实率达6.63%，

显著高于其余两个浓度处理，0.1%处理(4.59%)和
0.06%处理(3.88%)两者间差异不显著。因此，如仅

考虑秋水仙素浓度，0.02%最适宜。

加倍时间也显著影响加倍效果。平均药害率最

高为 24 h处理，其次为 30 h，最低为 18 h，其值分别

为 8.64%、5.70%、3.34%，三者间差异达 5%显著；在

平均散粉率方面则随处理时间的延长而降低，且 3
个处理间差异达 5%显著，其值分别为 34.5%、

30.24%、28.69%；平均结实率则随处理时间的延长

而提高，其值分别为3.61%、4.42%、7.07%，其中18 h
处理与 24 h处理间差异不显著，但两个处理与 30 h
处理间差异显著。因此，仅考虑加倍时间，30 h为

最佳。

加倍温度也会对加倍效果产生影响。在平均药

害率方面，最高为 27℃处理(7.39%)，且该处理显著

高于其他两个处理，32℃处理 (5.32%)和 22℃处理

(4.97%)两者间差异不显著；平均散粉率随处理温度

提高而增加，32℃处理平均散粉率最高，达33.17%，

且显著高于其他两个温度处理，22℃处理和 27℃处

理间差异不显著，其值分别为 30.07%和 30.20%；平

均结实率则随加倍温度的提高而增加，其中 32℃处

理平均结实率最高，其值为9.27%，且与其他两个温

度处理间差异显著，27℃处理 (3.25%)和 22℃处理

(2.58%)两者间差异不显著。因此，如仅考虑加倍温

度，32℃最适宜。

表3 散粉率、药害率及结实率差异显著性分析

Table 3 Difference significance analysis on pollen fertile ratio, phytotoxicity ratio and fruit ratio %

因 素

Factor
秋水仙素浓度(%)

加倍时间(h)

加倍温度(℃)

处 理

Treatment
0.02
0.06
0.10
18
24
30
22
27
32

平均药害率

Average phytotoxicity ratio
3.40 a
6.40 b
7.89 c
3.34 a
8.64 c
5.70 b
4.97 a
7.39 b
5.32 a

平均散粉率

Average pollen fertile ratio
36.64 c
33.02 b
23.77 a
34.50 c
30.24 b
28.69 a
30.07 a
30.20 a
33.17 b

平均结实率

Average fruit ratio
6.63 b
3.88 a
4.59 a
3.61 a
4.42 a
7.07 b
2.58 a
3.25 a
9.27 b

3 结论与讨论

3.1 改良浸种法的优势及原因

浸种法因其简便、省时省工等优点而得到广泛

应用，但加倍率偏低。刘志增等[9]认为，其可能原因

在于处理后，单倍体种子根首先被加倍而膨大，而

膨大后的根生长缓慢或停止伸长，从而造成幼苗夭

亡。传统浸种加倍程序为清水浸泡 12～24 h，后转

入秋水仙素浸泡处理12～16 h，最后用清水清洗，该

方法虽然可能降低了药害率，但加倍成功率仍然偏

低 [10，11]。本研究通过秋水仙素直接浸泡单倍体种

子，再用清水清洗，筛选出4个处理药害率低于1%，

且均显著低于常规秋水仙素处理；也筛选出了 6个
结实率超过 7%的处理，其中，0.02%浓度、24℃处理

32 h 的药害率仅 0.22%，但其结实率却达到了

13.04%，显著高于自然加倍和常规秋水仙素处理。

因此，通过浸种加倍体系的优化，可获得低药害率、

高结实率的加倍处理。分析其原因可能是加倍浓度
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相对较低，对单倍体种子伤害较小，但通过延长处理

时间，秋水仙素可充分进入单倍体种子，其机理有待

进一步深入研究。

3.2 影响浸种法加倍效果的因素

研究发现，秋水仙素浓度、加倍时间和温度均对

单倍体药害率、散粉率和结实率有显著影响，但部分

结论与前人相关研究不尽一致。本研究中平均药害

率随处理浓度的提高而显著增加，这与前人研究结

果一致，但在加倍时间和加倍温度对平均药害率的

影响上与前人研究结果不尽一致。在平均散粉率研

究上，本研究中均是随着处理浓度的提高和加倍时

间的延长而显著降低，这与前人研究结果相反，而处

理温度提高有利于提高散粉率的结论与前人研究一

致；在平均结实率，本研究中，秋水仙素浓度对平均

结实率的影响与前人研究不一致，本研究中最适浓

度为0.02%，而前人研究则以0.06%为主；同时，处理

时间越长，平均结实率越高，这与前人相关研究结果

一致；在加倍温度方面，温度升高有利于提高单倍体

结实率，这与前人研究结果基本一致[12～19]。

秋水仙素浓度、加倍时间和温度均会影响甜玉

米单倍体加倍效果，但其对药害率、散粉率和结实率

的作用方向和影响程度不尽相同，既有相同结论，也

有部分结论与前人研究不尽相同，甚至相反，这可能

与试验材料、气候条件及统计指标差异有关，尤其是

甜玉米单倍体散粉但不一定能结实。因此，结实率

更能准确的反应甜玉米加倍效率。如不考虑各因素

互作，加倍条件分别为最适处理浓度0.02%，最佳处

理时间30 h，最适加倍温度32℃；若考虑各因素间互

作，0.02%浓度、24℃处理32 h处理单倍体结实率较

高，药害率低，且均优于自然加倍和常规秋水仙素

处理。
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