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大蒜未受精子房离体诱导单倍体的研究 
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摘  要：以苍山大蒜品种‘糙蒜’为试材，通过花茎离体培养获得发育健壮的花器官。以其未受精

子房为外植体进行离体培养，研究不同培养基（MS、B5、N6）及外源植物生长调节剂对单倍体诱导的影

响，以建立大蒜单倍体诱导体系。结果表明，诱导未受精子房产生愈伤组织的适宜培养基为 B5 + 2 mg · L-1 

6-BA + 1 mg · L-1 NAA，愈伤组织及雌核发育胚总诱导率可达 12.24%；诱导愈伤组织分化不定芽的适宜培

养基为 B5 + 3 mg · L-1 6-BA + 1 mg · L-1 NAA，不定芽分化频率可达 46.15%；将不定芽转移至 B5 + 0.05 

mg · L-1 NAA 培养基中可诱导生根，发育成完整植株。以再生植株叶片为材料，采用流式细胞仪进行倍性

鉴定，所得 18 株再生植株中有 16 株为单倍体植株。 
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Studies on Haploid Plant Induction via in Vitro of Unfertilized Ovary of 
Garlic 
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Abstract：The flower buds of garlic（Allium sativum L.） were used to get well-developed floral organ 

by means of garlic stem culture in vitro. With the unfertilized ovary，a regeneration system of garlic in vitro 

was established by analysis the effects of different medium（MS，B5，N6）and different hormones on 

haploid induction. The suitable media for callus induction was B5 + 2 mg · L-1 6-BA + 1 mg · L-1 NAA，the 

highest induction rate of callus and gynogenic embryos was 12.24%；The suitable media for adventitious 

bud was B5 + 3 mg · L-1 6-BA + 1 mg · L-1 NAA，the regeneration frequencies was 46.15%；Adventitious 

bud and embryos could grow root and develop into complete plant in the media B5 + 0.05 mg · L-1 NAA. 

Eighteen regeneration plants were obtained in total. Ploidy analysis of the regenerations with flow 

cytometry analysis of leaf tissue revealed that 16 regeneration palnts are haploid. 

Key words：garlic；haploid；unfertilized ovary；flow cytometry 

 

大蒜（Allium sativum L.）为无性繁殖作物，由于长期使用鳞茎繁殖，病毒逐代积累，再加上不 
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良环境条件、不良栽培措施的影响，导致大蒜“退化”现象严重，给生产造成极大损失（陈典 等，

1996）。通过种蒜脱毒，虽然可使部分种性得以恢复，但脱毒后植株易再次感毒，故在生产上推广受

到极大限制（刘世琦，2005）。因此，加强大蒜种质资源的创新和新品种的培育意义重大。 

单倍体在植物育种和遗传学基础理论研究和应用中有很大潜力。单倍体植株经染色体加倍，可

成为加倍单倍体或双单倍体（DH 系），能快速获得纯系，加速育种进程。自 1976 年 San Noeum 从

大麦未受精子房首次培育诱导出单倍体植株以来，共有 20 科 40 余种种子植物通过未受精胚珠与子

房诱导了雌核发育，成功获得的单倍体植株有 10 科 25 种 2 变种（王文和，2005）。目前已从洋葱

（Muren，1989；Campion & Alloni，1990；Geoffriau et al.，1997a，1997b；刘冰江 等，2010，2012）、

韭菜（田惠桥和杨弘远，1989）、百合（谷祝平和郑国锠，1983）中成功诱导出单倍体植株。栾非时

等（1995）对脱毒大蒜花原始体进行培养获得试管苗，但未发现有染色体变异，未获得大蒜单倍体

植株。Suh 和 Park（1986）在 MS、LS 和 B5 基本培养基上添加生长调节物质和谷氨酸，对大蒜栽

培种Nagano White、Jaeju进行花粉组织培养，25 d后形成愈伤组织，但未见有胚状体。郭洪云等（1999）

用大蒜花药培养出大蒜植株，但未进行染色体倍性鉴定。由于自然状态下大蒜花器官发育极不健全，

至今尚未培育出单倍体植株。 

本研究中试图通过创造适于大蒜花器官发育的良好条件，促使子房健壮发育肥大，并采取最适

培养条件和技术，以诱导大蒜单倍体的形成，为培育大蒜新品种创造原始材料。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

大蒜取自山东农业大学园艺科技创新园苍山蒜品种‘糙蒜’。切取田间生长中后期的蒜薹，流

水冲洗 1 ~ 2 h。转移至超净工作台内，75%酒精消毒 30 s，无菌水冲洗 2 ~ 3 次，4%次氯酸钠消毒

35 min，最后用无菌水冲洗 3 ~ 5 次。切去最下端，将蒜薹放入液体 MS 培养基（含 30 g · L-1 蔗糖）

中培养（图 1，a）。光照条件为 2 600 lx，16 h · d-1，室温为（25 ± 2）℃。4 ~ 6 d 后，在无菌条件下

剥除气生鳞茎，继续培养至花苞开放前 1 ~ 2 d，剥去花瓣及雄蕊，获得大蒜未受精子房。 

1.2  愈伤组织诱导 

愈伤组织的诱导培养基采用四因素三水平的 L9(3
4)正交设计，共 9 个处理（表 1），以 MS、B5、

N6 为基本培养基，添加不同浓度的 6-BA（6–苄基腺嘌呤）、2,4-D（2,4–二氯苯氧乙酸）、NAA（萘

乙酸）。选取生长良好、大小一致的未受精子房接种到愈伤组织诱导培养基上培养，每瓶接种数为 6。 

1.3  不定芽的诱导 

将愈伤组织继代培养后，转入分化培养基中诱导不定芽。分化培养基以 B5 为基本培养基，分

别添加不同浓度的 6-BA 和 NAA（表 2）。 

1.4  植株再生 

待芽伸长后转入含有 0.05 mg · L-1 NAA 的 B5 培养基中诱导生根，形成再生植株。 

以上所有培养基均添加 30 g · L-1 蔗糖和 7 g · L-1 琼脂，pH 5.8，121 ℃灭菌 20 min。组培室培养

条件为：温度（25 ± 2）℃，光照 2 600 lx，16 h · d-1。 

试验数据采用 DPS 6.55 和 Excel 2003 进行统计分析。 
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1.5  倍性鉴定 

倍性鉴定采用流式细胞仪法。取少量新鲜叶片，放于 55 mm 培养皿中，加入 200 μL 提取液。

在提取液中用锋利的手术刀片把材料切碎，浸泡在提取液中保存 60 ~ 90 s，整个过程在冰上操作。

将样品通过 30 μmol · L-1 PartecCelltricsTM微孔膜过滤到测试管中，加 800 μL Partec HR-B 溶液（DAPI 

溶液）于样品中，上样于德国 Partec PA 流式细胞仪测定植株细胞 DNA 的相对含量。测定结果由仪

器直接打印输出 DNA 曲线图。 

2  结果与分析 

2.1  大蒜花器官的发育变化 

培养于 MS 液体培养基中的蒜薹（图 1，a），经过约 5 ~ 7 d，气生鳞茎膨大（图 1，b）。在无菌 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

图 1  大蒜花器官的发育情况及未受精子房单倍体植株再生 

a：初始状态的蒜薹；b：培养 5 ~ 7 d 后气生鳞茎膨大；c：剥除气生鳞茎后发育健壮的花器官；d：未剥除气生鳞茎的花器官退化； 

e：未进行离体培养，自然状态下的大蒜花器官退化；f：子房内部形成愈伤组织；g：雌核发育胚萌发出芽； 

h：愈伤组织诱导分化出芽；i：不定芽诱导生根；j：单倍体再生植株。 

Fig. 1  Changes in garlic flower organ development and plant regeneration of unfertilized ovary 

a：The initial state of garlic stem；b：Aerial bulb enlarged after 5–7 days；c：Well-developed garlic flowers with aerial bulb removed； 

d：Degeneration of flowers without aerial bulb removed；e：Degeneration of flowers under the natural state without in vitro culture； 

f：Callus induction in unfertilized ovary；g：Forming adventitious bud from gynogenesis embryo； 

h：Forming adventitious bud after callus differentiation；i：Rooting of adventitious bud；j：A haploid regenerated plant. 
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条件下，剥除膨大的气生鳞茎，每支蒜薹留 8 ~ 15 个花蕾。约经过 20 d，花蕾呈现淡紫色（图 1，c）。

离体培养条件下未剥除气生鳞茎的蒜薹，气生鳞茎发芽，大蒜花器官退化消失（图 1，d）。自然状

态下未经过离体培养的大蒜花器官退化（图 1，e）。 

2.2  不同培养基对愈伤组织及胚状体诱导的影响 

将子房接种于诱导培养基中培养，20 ~ 30 d 后子房开始膨大。60 d 后，子房壁逐渐变薄变透明，

子房内部形成愈伤组织，膨大并胀破子房壁，呈现淡绿色或淡黄色的颗粒状（图 1，f）。 

由表 1 可知，B5 培养基为适宜的诱导培养基，MS 次之；N6 培养基中未形成愈伤组织，不适

合大蒜未受精子房的培养。在 6-BA 1 ~ 3 mg · L-1 浓度范围内，诱导率在 6-BA 2 mg · L-1 时最大；在

NAA 0 ~ 1 mg · L-1 浓度范围内，诱导率在 1 mg · L-1 时最大；在 2,4-D 浓度 0 ~ 1 mg · L-1 范围内，诱

导率以培养基中不添加 2,4-D 时最大。以诱导率最高者为最优来判断，适宜的诱导培养基为：B5 + 2 

mg · L-1 6-BA + 1 mg · L-1 NAA，而且在此培养基中，未受精子房可直接产生雌核发育胚并萌生出芽

（图 1，g）。 

 
表 1  不同培养基类型及激素配比对愈伤组织诱导及胚状体的影响 

Table 1  Effect of different medium and hormones proportion on callus and embryo induction 

培养基 
Medium 

6-BA/ 
（mg · L-1） 

NAA/ 
（mg · L-1） 

2,4-D/ 
（mg · L-1）

接种子房数 
Number of ovaries 
inoculated 

产生愈伤组织 
的子房数 
Number of calli 
induced 

产生胚的子房数 
Number of  
embryo induced 

总诱导率/% 
Percentage of  
induction 

1 0 0 151 2 0 1.32 c 

2 0.5 0.5 150 14 0 9.33 a 

MS 

3 1 1 148 8 0 5.41 b 
1 0.5 1 149 4 0 2.68 bc 

2 1 0 153 17 2 12.42 a 

B5 

3 0 0.5 146 5 0 3.42 bc 
N6 1 1 0.5 150 0 0 0 c 
 2 0 1 152 0 0 0 c 
 3 0.5 0 149 0 0 0 c 

注：小写字母表示 P < 0.05 水平，不同字母代表差异显著。 

Note：Small letter express P < 0.05 level，significant differences treatments are indicated by different letter. 

                                                  

2.3  不同激素浓度及配比对不定芽诱导的影响 

将 B5 + 2 mg · L-1 6-BA + 1 mg · L-1 NAA 培养基中诱导产生的愈伤组织继代培养 2 次，共获得

84 块愈伤组织（表 2）。以 B5 为基本培养基，分别添加不同浓度的植物生长调节剂，在 6 种分化培

养基中均可诱导产生不定芽，分化频率不仅受植物生长调节剂浓度的影响，且受不同植物生长调节

剂配比的影响也较大。当 NAA 浓度为 0.5 mg · L-1 时，不定芽分化频率随 6-BA 浓度的升高先上升 
 

表 2  6-BA、NAA 浓度及配比对不定芽产生的影响及植株再生 

Table 2  Effects of 6-BA and NAA on shoot differentiation and plant regeneration 

激素/（mg · L-1） Hormone  

NAA 6-BA 

接种愈伤组织数 
Number of callus 

出芽数 
Number of growing shoot 

分化频率/% 

Regeneration frequency 

1 15 1 6.67 
2 14 3 21.43 

0.5 

3 15 3 20.00 
1 1 14 1 7.14 
 2 13 2 15.38 
 3 13 6 46.15 
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后下降，6-BA 浓度为 2 mg · L-1 时分化频率最大；当 NAA 浓度 1 mg · L-1 时，不定芽的分化频率随

6-BA 浓度的升高而上升，3 mg · L-1 时最高。以不定芽的分化频率最高者为最优，适宜的分化培养

基为 B5 + 3 mg · L-1 6-BA + 1 mg · L-1 NAA，不定芽的分化频率最高可达 46.15%。 

2.4  植株再生与倍性鉴定 

将不定芽转移到 B5 + 0.05 mg · L-1NAA 培养基中均可诱导生根，生根率达 100%。以正常二倍

体大蒜叶片为对照，利用流式细胞仪对再生植株进行倍性鉴定。检测发现，正常二倍体的峰值出现

在相对荧光强度为 100 时（图 2，二倍体植株），据此判断定若所得再生植株为单倍体，峰值应出现

在相对荧光强度为 50 时。检测发现，直接由雌核发育胚产生的 2 株再生植株均为单倍体，由愈伤组

织诱导而成的 16 株再生植株中，14 株为单倍体（图 2，单倍体植株），2 株为 B5 + 0.5 mg · L-1 NAA + 

3 mg · L-1 6-BA 培养基上的不定芽发育而成的二倍体。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  大蒜单倍体和二倍体植株 DNA 含量分布图 

Fig. 2  The DNA distribution of haploid and diploid plants in garlic 

3  讨论 

通过子房或胚珠的离体培养，诱导产生单倍体植株，无论在育种实践或遗传学、胚胎学、细胞

学等理论上都具有重大意义（熬光明 等，1982）。大蒜单倍体培养技术的建立对于大蒜育种、分子

标记、遗传图谱构建、基因定位、基因克隆均极其重要。本试验中以品质良好的苍山蒜品种‘糙蒜’

未受精子房为试材，通过两种途径成功诱导植株再生，说明此方法可用于大蒜单倍体诱导体系的建

立，为大蒜育种提供新途径。 

自然状况下，大蒜花器官退化，主要表现为不分化花芽或雄性不育等。郑海柔和沈敏健（1992）

研究表明研究，植株上的花不能正常发育，可能与气生鳞茎和花器官竞争营养有关。本试验中对离

体大蒜花薹在不含植物生长调节剂的 MS 液体培养基上培养，剥除膨大的气生鳞茎并继续培养，获

得发育良好的未受精子房。说明消除气生鳞茎的营养竞争后，可获得发育正常的大蒜花器官。 

培养基和外源植物生长调节剂是影响植物未受精子房诱导成功的关键因素。大多未受精子房或

胚珠培养通常采用 Miller、N6、MS、H、White 或其改良型培养基（张伶俐 等，2009）进行培养。

朱献辉等（2008）研究表明，不同培养基对黄瓜未受精子房愈伤组织诱导率的影响差异极显著，MS

优于 B5，MS、B5 均优于 N6。谷祝平和郑国锠（1983）研究表明，百合未授粉子房的诱导以改良

MS 效果较好，N6 效果较差。本试验中以 MS、B5、N6 为基本培养基，发现在 MS 和 B5 基本培养

基上均可诱导形成大蒜未受精子房愈伤组织，B5 优于 MS，二者均好于 N6，表明不同作物未受精
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子房或胚珠的诱导培养，适用的基本培养基有所不同。激素浓度及配比对子房愈伤组织的诱导和分

化影响较大。本试验发现，NAA 与 6-BA 的激素组合有利于大蒜未受精子房愈伤组织诱导，6-BA

适宜浓度为 2 mg · L-1，NAA 为 1 mg · L-1，培养基中不宜添加 2,4-D。对不定芽分化研究表明，6-BA 

3 mg · L-1、NAA 1 mg · L-1 为适宜浓度。在基本培养基中添加微量 NAA，可诱导不定芽生根，但不

定根的数量较少，根系较细。由于本研究采用四因素三水平的不完全试验设计方案，得出最适宜激

素组合并不一定是最优，需要进一步细化研究。 

近年来，流式细胞仪法广泛应用于倍性鉴定，通过测定叶片单个细胞核内 DNA 含量的曲线图

推断细胞倍性，一次可鉴定多个样品，快速准确（韩丽华，2004）。本试验以叶片为试材，通过流式

细胞仪对再生植株进行倍性检测，发现再生植株中既有单倍体也有二倍体，二倍体植株是由愈伤组

织途径诱导再生。植物在离体培养下经过愈伤组织阶段，容易发生使染色体加倍的遗传性不稳定现

象。而由未受精子房胚状体直接形成再生植株，可不经过愈伤组织阶段，避免脱分化和再分化过程

中引起的不良变异，从而可保持材料的遗传稳定性。因此，关于大蒜未受精子房胚状体直接诱导单

倍体植株再生的培养条件还有待深入探究。 
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