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玉米单倍体自然加倍若干问题探讨
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摘 要：玉米单倍体加倍是DH育种中的关键技术环节之一，玉米单倍体雄穗自然加倍能力较低，限制了DH
育种技术在商业育种中的大规模推广，对玉米雄穗自然加倍遗传特性的研究将有助于DH技术在育种中的进一步

应用。本研究通过对多个不同遗传背景的单倍体雄穗自然加倍能力进行严格统计和差异比较，结果表明，单倍体雄

穗育性恢复主要受核基因的控制，不受细胞质基因的调控。诱导率对单倍体雄穗自然加倍能力没有显著影响，自交

系来源的DH1经过诱导后的单倍体由于基因型没有变化，其自然加倍能力与自交系相比没有显著提高。
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Abstract: Haploid spontaneous doubling in maize is one of the key technological steps in DH breeding, howev⁃
er, average rate of male fertility is very low, which limits the broadly commercial application of DH technology.
Therefore, so genetic study of maize haploid spontaneous doubling could facilitate further application of DH technol⁃
ogy in crop breeding procedure. In this study, haploids with different genetic background were investigated with
their male fertility and compared with each other, the result showed that haploid spontaneous doubling of male fertil⁃
ity is mainly controlled by genes in nucleus, but not genes in the cytoplasm; the haploid induction rate has little ef⁃
fect on haploid male fertility. There is also no significant difference of haploid spontaneous doubling between hap⁃
loids from DH1 and their corresponded inbred because of unchangeable genotypes.
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玉米单倍体加倍是双单倍体(Doubled haploid，

DH)育种的重要环节[1]。目前主要以化学加倍为主，

该方法效率较高，但成本较高，容易造成环境污染，

而且在具体操作也上存在一定难度，因此，开展自然

加倍研究有利于玉米单倍体育种的普及与应用 [2]。

单倍体雄穗的自然加倍率一般在 10%以下，是影响

单倍体自交结实数量的主要因素，且因母本材料种
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质背景不同而变异幅度较大[3，4]。除此之外，单倍体

雄穗的散粉性状虽然受到环境因素的影响，但具有

较高的遗传力。因此，对于单倍体雄穗育性恢复能

力比较高的材料，可以不必采取化学加倍的方法，而

是直接在田间进行自然加倍以获得DH系材料；对

育性恢复能力较低的材料可以通过一定的回交育种

程序进行遗传改良以提高其散粉特性。为了对单倍

体自然加倍有较为系统地认识，还需要对单倍体自

然加倍的遗传特性进行深入研究，为建立高效的自

然加倍技术体系提供参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供体母本材料包括3部分：①利用自交系郑58、
豫8701以及郑58和4F1分别组配正反交杂交组合；
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②4个自交系来源的DH1代材料和 EH1代材料；③
郑单 958F1(表 1)。父本诱导材料为农大高诱 5号

CAU5[5]，平均诱导率在10%左右；农大高油高诱1号
CAUHOI[6]，诱导率在2%～5%；其诱导系间正反交杂

交种，诱导率约在6%左右。

1.2 田间试验设计

杂交诱导试验分别于 2011年夏季在北京上庄

和冬季在海南进行，诱导后的果穗通过R1-nj标记

进行单倍体的子粒鉴别，所得单倍体分别于2012年
夏季和 2013年夏季同时在北京和甘肃进行种植并

评价单倍体的雄穗自然加倍能力。在 6～7叶期对

苗期的单倍体进行除杂，密度在 90 000 株/hm2左

右。除杂定苗之后每个材料来源的单倍体群体大约

在100株左右。于7～8月分别对不同单倍体群体的

散粉情况进行调查，利用露药率、露粉率、露药得分

和露粉得分 4个性状整体描述单倍体群体的散粉

特征。

1.3 数据分析

根据对单倍体雄穗育性恢复4个表型特征露药

率、露粉率、露药得分和露粉得分的调查结果，分别

比较：①不同正反交后代单倍体雄穗自然加倍差异

性；②不同DH1后代单倍体雄穗自然加倍差异性；③
不同早期加倍单倍体EH1[7]后代单倍体雄穗自然加

倍差异性；④不同诱导率后代单倍体雄穗育性恢复

差异性(表1)。
比较方法：①当待比较组数大于等于3时，首先

采用Shapiro-Wilk Test对每个性状作正态性检验，服

从正态分布者，采用 Levene’s Test作方差同质性检

验；服从正态分布且方差同质的，作方差分析，方差

分析显示各组均数具有显著差异，采用SNK法作两

两比较；不服从正态分布或方差不同质的，采用

Kruskal-Wallis Test作非参数检验，非参数检验显示

各组具有显著差异的，采用Nemenyi Test作非参数

检验的两两比较；②当待比较组数等于2时，首先采

用Shapiro-Wilk Test对每个性状作作正态性检验，服

从正态分布者，作方差同质性检验；服从正态分布且

方差同质的，采用 t Test作 t检验；服从正态分布但方

差不同质者，采用 Satterthwaite t Test作近似 t检验；

不服从正态分布者，采用Wilcoxon Rank-Sum Test作
非参数检验。所有分析的显著性水平α＝0.05。所

有数据分析利用SAS 9.3完成[8]。

表1 试验材料及遗传分析内容

Table 1 Materials and genetics experimental design
父本材料

Inducer
CAU5

CAU5；CAUHOI；CAUHOI×CAU5；
CAU5×CAUHOI

母本材料

Donor material
郑58/豫8701；豫8701/郑58；
郑58/4F1；4F1/郑58
4F1DH；K22DH；B73DH；昌7-2DH
EH759EH；豫8701EH；B73EH；K22EH
郑单958

试验设计

Experimental design
(1)正反交后代单倍体雄穗自然加倍比较

(2)DH1后代单倍体雄穗自然加倍比较

(3)EH1后代单倍体雄穗自然加倍比较

(4)不同诱导率后代单倍体雄穗自然加倍比较

2 结果与分析

2.1 单倍体自然恢复基本情况

通过选取共5个杂交组合、7个自交系、4个DH1

和4个EH1来源的单倍体在田间进行雄穗自然加倍

率 4个相关性状的统计分析，自交系、DH1和EH1来

源的单倍体在露药率、露粉率、露药得分和露粉得分

都要高于杂交组合来源的单倍体(表 2)。纯系来源

的单倍体露药率和露粉率均值都能在 70%以上，露

药得分和露粉得分均值也能够达到0.5左右；杂交种

后代的单倍体平均露药率和露粉率不到 50%，露药

得分和露粉得分也不到 0.2。本研究所选的纯系其

雄穗自然加倍能力本身较高，杂交组合是由高低亲

组配所得，因此散粉效率相对较小。

2.2 正反交组合后代单倍体雄穗自然加倍能力比较

试验(1)中大部分情况下所测量性状均服从或

近似正态分布，可以进行一般 t测验(表 3)。对 4F1
和郑 58正反交后代单倍体两年两点的雄穗自然加

倍结果表明，两个正反交后代来源的单倍体在露药

率、露粉率、露药得分和露粉得分4个性状上差异都

不显著。对豫 8701和郑 58正反交杂交后代单倍体

两年两点的自然育性恢复的分析结果表明，两个正

反交后代来源的单倍体在露药率、露粉率、露药得分

和露粉得分 4个性状上差异都不显著。结果表明，

正反交F1后代来源的单倍体雄穗自然加倍能力主要

受核基因控制，胞质影响较小。
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2.3 再诱导DH1代、EH1代与原自交系材料雄穗自

然加倍差异比较

试验(2)和(3)中大部分情况下所测量性状均服

从或近似正态分布，可以进行一般 t测验(表 3)。通

过对 4个自交系 4F1、B73、K22和昌 7-2相应来源的

DH1代材料进行单倍体自然加倍性状的差异比较发

现，自交系与相应的DH1代来源单倍体在 4个性状

上均没有显著差异。通过对来源于 4 个纯系

EH759、豫 8701、K22和B73相应来源的EH1代材料

进行单倍体自然加倍性状的差异比较发现，自交系

与相应的EH1代来源单倍体在4个性状上均没有显

著差异。结果说明，纯系来源的DH后代经过诱导，

表2 单倍体自然加倍基本情况

Table 2 Basic information of haploid spontaneous doubling
材 料

Material
杂交组合

自交系

DH1

EH1

材料个数

Number
5

7

4

4

总单倍体数

Plants
727

797

417

455

性 状

Trait
露药率(%)
露粉率(%)
露药得分

露粉得分

露药率(%)
露粉率(%)
露药得分

露粉得分

露药率(%)
露粉率(%)
露药得分

露粉得分

露药率(%)
露粉率(%)
露药得分

露粉得分

均 值

Mean
43.70
36.20
0.19
0.12

73.70
76.20
0.49
0.52

75.60
72.70
0.51
0.59

77.70
76.00
0.48
0.47

最大值

Max.
65.20
59.20
0.40
0.32

98.20
98.20
0.90
0.32

98.80
98.30
0.96
0.76

98.50
97.10
0.95
0.58

最小值

Min.
30.10
23.70
0.07
0.03

30.10
23.70
0.07
0.03

32.90
25.50
0.09
0.10

61.70
61.70
0.21
0.22

变 幅

Range
35.10
35.50
0.33
0.29

68.10
74.50
0.83
0.29

66.00
72.80
0.87
0.66

36.70
35.40
0.74
0.35

表3 试验(1)、(2)、(3)比较结果

Table 3 Results of comparing for experiment (1), (2), (3)
材 料

Material
4F1×郑58 vs 郑58×4F1

豫8701×郑58 vs郑58×豫8701

DH1 vs 自交系

EH1 vs 自交系

性 状

Trait
露药率

露粉率

露药得分

露粉得分

露药率

露粉率

露药得分

露粉得分

露药率

露粉率

露药得分

露粉得分

露药率

露粉率

露药得分

露粉得分

数据分布特征

Distribution
正态、不同质

正态、不同质

正态、同质

正态、同质

正态、同质

正态、同质

非正态

非正态

正态、同质

正态、同质

正态、同质

非正态

正态、同质

非正态

正态、同质

正态、同质

统计方法

Method
方差不同质的 t测验

方差不同质的 t测验

方差同质的 t测验

方差同质的 t测验

方差同质的 t测验

方差同质的 t测验

基于秩和的 t测验

基于秩和的 t测验

方差同质的 t测验

方差同质的 t测验

方差同质的 t测验

基于秩和的 t测验

方差同质的 t测验

基于秩和的 t测验

方差同质的 t测验

方差同质的 t测验

自由度

DF
5.12
5.15
7.00
7.00
7.00
7.00

15.00
13.00
6.00
6.00
6.00

22.00
6.00

22.00
6.00
6.00

t值

t-value
0.43
1.62

-0.37
-0.18
-0.37
-0.18
1.00
0.71
0.63
0.83
0.49
0.35
0.88
0.35
0.38
1.10
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3 讨 论

玉米单倍体育种包括单倍体诱导、鉴别和加

倍。随着新型诱导系的选育和单倍体鉴别效率的不

断提高，玉米单倍体加倍技术成为DH育种中的关

键环节。一般单倍体雌穗自然加倍率可以达到90%
以上，单倍体雄穗自然加倍率仅仅不到10%，成为单

倍体自然加倍的限制因素。对单倍体雄穗自然加倍

遗传特性的深入研究有助于DH育种技术的改良与

推广应用。研究表明，种质间的遗传差异是影响单

倍体自然加倍的主要因素 [9]，在此基础上还需要对

单倍体自然加倍的其他几个关键的遗传特性进行研

究分析，以便于育种家更好地结合自身的育种材料

特点对DH技术加以充分利用。

单倍体的自然加倍主要受限于其雄穗的自然加

倍能力，单倍体雄穗的自然加倍的表型特征与常规

育种材料中雄性不育特征相似，雄性不育主要又分

为核不育和核质互作的不育，因此有必要通过正反

交实验设计对单倍体育性恢复的遗传特性进行研

究。本实验通过对两对育性恢复能力不同的材料

豫 87-1和郑 58以及 4F1和郑 58正反交F1后代单倍

体的育性恢复相关性状进行比较，发现正交与反交

F1后代单倍体的育性恢复并没有表现出显著差异，

即高频材料和低频材料正交的F1后代及反交的F1后

代单倍体育性恢复能力相当，说明单倍体育性恢复

并不是受到细胞质基因的影响，而是由核基因所

控制。

玉米单倍体主要是通过生物诱导途径获得的，

即单倍体是由父本诱导系对母本材料进行诱导获得

的。以往的研究发现，在少量的后代单倍体中能检

测到一些诱导系的渗入片段 [10，11]，因此亟待阐明诱

导性状是否会对单倍体加倍产生影响。本研究利用

不同诱导率诱导系对郑单 958进行诱导，并对获得

的单倍体自然加倍能力进行比较，发现不同诱导率

诱导系产生的单倍体雄穗自然加倍相关性状并没有

显著差异，说明诱导系对单倍体的自然加倍没有

影响。

育种经验认为，经过多代加倍的种质材料其自

然加倍能力会有所提升。本研究通过对自交系及其

对应DH1代来源的单倍体雄穗露药率、露粉率、露药

得分和露粉得分进行比较分析，发现DH1后代单倍

体雄穗自然加倍能力没有发生显著的提高。研究和

育种实践都发现，多次诱导的后代其雄穗自然加倍

能力会有显著提高，其原因主要是种质材料存在一

定差异。自然加倍研究以及田间育种实践主要是以

杂交种材料作为基础进行研究，如果自然加倍是受

到多个基因的调控，并且基础种质背景中控制自然

加倍的位点往往也往往处于杂合状态，当这些杂合

种质材料经过多代诱导之后，控制自然加倍的位点

可能会随着诱导代数的增加发生聚合，导致了DHn

代的材料在自然加倍能力上往往会高于DHn-1代。

本研究所基于的种质材料与以往的实践经验有所不

同，是基于自交系材料进行的比较，由于自交系材料

所有位点基本纯合，因此即使经过多代诱导，所得到

DHn代材料其单倍体的自然加倍能力与其亲本自交

系本身相比，不会存在遗传上的显著差异。通过这

种比较进一步可以证明，单倍体自然加倍是一个数

量性状，受到多个位点的调控[12]，而不是通过诱导后

表4 试验(4)比较结果

Table 4 Results of comparison for experiment (4)
性 状

Trait
露药率

露粉率

露药得分

露粉得分

注：*为p<0.05。
Note: *, significance at p<0.05.

数据分布特征

Distribution
非正态

非正态

正态

正态

统计方法

Method
卡方测验

卡方测验

方差分析F测验

方差分析F测验

p值

p-value
0.04*
0.25
0.50
0.67

其自然加倍效率与相应的纯系相比没有显著差异。

2.4 不同诱导率后代单倍体雄穗自然加倍能力比较

试验(4)中部分情况下所测量性状均服从或近

似正态分布，可以进行一般方差分析(表 4)。利用 4
个具有不同诱导率的诱导系材料诱导郑单958得到

的单倍体进行雄穗自然加倍的结果统计比较，发现

来源于不同父本诱导系诱导的单倍体其自然加倍效

率在4个相关性状上都没有显著差异。说明不同诱

导率的诱导系对单倍体育性恢复能力的大小没有显

著影响。
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的一些表观修饰导致多次加倍后加倍率增加。
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