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　　穿心莲［Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓｐａｎｉｃｕｌａｔａ（Ｂｕｒｍ．Ｆ．）Ｎｅｅｓ］属爵
床科穿心莲属一年生草本植物，具有抗病毒、抗肿瘤等作用，

在国内外有广阔的市场和开发前景。我国穿心莲最早在广东

省和福建省南部引种栽培，目前主产地为广东、广西、海南、福

建等省（区）［１］。穿心莲主要以田间栽培为主，我国野生资源

较少，而在穿心莲长期人工栽培生产中存在品种退化、产量和

质量下降等问题，亟须进行新品种选育研究［２－３］。

目前，国内外对穿心莲的研究主要为种质资源调查与质

量评价［２－３］、组织培养与栽培［４－５］、药用成分分析［６］、分子标

记技术［７］等，对穿心莲细胞遗传学方面的研究较少。本研究

进行染色体制片方法优化及核型分析，旨在为穿心莲遗传资

源保护、优良种质选育和利用提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
供试穿心莲［Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓｐａｎｉｃｕｌａｔａ（Ｂｕｒｍ．Ｆ．）Ｎｅｅｓ］

种子由广东省清远市穿心莲中药材生产质量管理规范

（ＧＡＰ）基地提供，染色体凭证玻片存放于广东药科大学中药
资源系植物细胞与组织培养实验室。

１．２　方法
１．２．１　种子萌发试验　参照李玲梅等的方法［８］，择颗粒饱

满的穿心莲种子，用清水冲洗后用 ０．１％ ＫＭｎＯ４溶液浸泡
３０ｍｉｎ取出，用无菌水冲洗，置于铺好的装有灭菌滤纸的培
养皿中，在２５℃ 恒温培养箱中进行暗培养，胚根长至０．５～
０．８ｃｍ时切取根尖。
１．２．２　不同取材时间的有丝分裂中期分裂相数比较　于

０７：３０—１１：００每隔３０ｍｉｎ取穿心莲胚根根尖，以０．０５％秋水
仙素处理３ｈ，并对不同视野下单位面积内的中期分裂相进行
计数，以确定穿心莲胚根根尖的中期分裂高峰期和适宜的取

材时间。

１．２．３　预处理与固定　取穿心莲胚根根尖区域，置于４种预
处理液中进行不同时间预处理：（１）０．０５％秋水仙素溶液；
（２）０．１０％秋水仙素溶液；（３）０．００２ｍｏｌ／Ｌ８－羟基喹啉溶
液；（４）０．１０％秋水仙素和０．００２ｍｏｌ／Ｌ８－羟基喹啉混合溶
液（体积比１∶１）分别在避光条件下处理１、２、３ｈ。取出经预
处理的根尖，用蒸馏水冲洗 ２～３次，然后转入卡诺固定液
（无水乙醇 ∶冰醋酸体积比＝３∶１）中固定２４ｈ。
１．２．４　解离　取固定后的根尖，于 ６０℃恒温水浴中用
１．０ｍｏｌ／ＬＨＣｌ解离５、８、９、１０、１１、１５ｍｉｎ，取出经解离的根
尖，冲洗２～３次后转移至蒸馏水中，室温下低渗处理１５ｍｉｎ，
然后经８５％乙醇处理２～３ｍｉｎ，４℃保存备用。
１．２．５　染色与压片　取出根尖，只保留分生区，置于清洁的
载玻片上，滴加２滴２０％卡宝品红溶液，染色２５ｍｉｎ，吸去染
液，滴加稀甘油，采用常规压片法制片。

１．２．６　染色体核型分析　常规法压片后，选取分散较好的染
色体装片于ＺＥＩＳＳＡｘｉｏｐｌａｎ２显微镜，在 ＡｘｉｏＶｉｓｉｏｎ４．６图像
分析系统下镜检与拍照，采用 ＭｅｔａＳｙｓｔｅｍｓＩｋａｒｏｓ软件系统进
行染色体长臂和短臂测量，并进行染色体配对和核型分析。

筛选出最佳染色体制片方法，从最优的染色体制片中选

取５０个以上可准确计数的根尖有丝分裂中期相细胞，其中
８５％以上的细胞具有恒定一致的染色体数，即可认为是穿心
莲的染色体数［９－１０］。核型取５个典型中期细胞的平均值，参
照Ｋｕｏ等提出的方法［１１］计算染色体相对长度指数（Ｉ．Ｒ．Ｌ）；
根据Ｌｅｖａｎ等提出的方法［１２］进行染色体类型分析；参照Ｓｔｅｂ
ｂｉｎｓ提出的方法［１３］进行染色体核型分析和相关参数计算；核

型不对称系数（Ａｓ．Ｋ）按Ａｒａｎｏ提出的方法［１４］计算。

２　结果与分析

２．１　不同取材时间对穿心莲根尖细胞中期分裂相的影响
表１结果显示，穿心莲有丝分裂中期分裂相高峰期在
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０８：００—０８：３０，可观察到约２４％ ～２８％的中期细胞；其他时
间也能观察到中期分裂相细胞，但所占比例较小，说明穿心莲

根尖细胞分裂有周期性，因此０８：００—０８：３０的穿心莲根尖细
胞处于有丝分裂中期的比例较高，该时间点适于取材。

表１　取材时间对穿心莲根尖细胞中期分裂相的影响

取材时间 中期细胞比例（％）
０７：３０ ２０．６７
０８：００ ２８．２５
０８：３０ ２４．７３
０９：００ １６．６７
０９：３０ １４．００
１０：００ １４．４４
１０：３０ ６．６７
１１：００ ２．８６

２．２　不同预处理方法对染色体制片的影响
由表２和图１可知，随处理时间延长，同一预处理单位视

野中的中期分裂相数量随处理时间先增加后减少，染色体长

度逐渐聚缩，说明预处理液对染色体长度的影响随时间延长

而加剧。其中，以０．１０％ 秋水仙素处理２ｈ后处于中期分裂
相的细胞数量最多，染色体聚缩适中，分辨程度清晰，适合作

核型分析（表 ２、图 １－ａ）；材料经 ０．１０％秋水仙素、
０．００２ｍｏｌ／Ｌ８－羟基喹啉１∶１混合液处理２ｈ后，染色体呈
点状，形态模糊（图１－ｂ）；经０．００２ｍｏｌ／Ｌ８－羟基喹啉处理
２ｈ后，染色体聚缩不足，大部分有拖尾现象（图１－ｃ）；而经
０．０５％秋水仙素处理２ｈ后，染色体虽然较为分散，但有部分
拖尾现象，因观察到较多中期分裂相细胞，只适合用于计数

（图１－ｄ）。４种预处理液的整体效果为０１０％秋水仙素溶
液＞０．０５％秋水仙素溶液 ＞０．１０％秋水仙素、０．００２ｍｏｌ／Ｌ
８－羟基喹啉１∶１混合液 ＞０．００２ｍｏｌ／Ｌ８－羟基喹啉溶液。
比较４０×１０倍视野中中期分裂相细胞平均数量和染色体的
聚缩程度发现，０．１０％秋水仙素溶液预处理２ｈ可得到理想
的穿心莲染色体制片效果。

表２　不同预处理液的效果比较

处理时间

（ｈ） 预处理液
４０×１０倍视野中中期分裂相

细胞平均数量（个）
染色体聚缩程度

１ ０．０５％秋水仙素 ２．４ 伸长　
０．１０％秋水仙素 ３．０ 伸长　
０．００２ｍｏｌ／Ｌ８－羟基喹啉 １．２ 伸长　
０．１０％秋水仙素＋０．００２ｍｏｌ／Ｌ８－羟基喹啉（体积比１∶１） １．８ 较伸长

２ ０．０５％秋水仙素 ４．２ 较伸长

０．１０％秋水仙素 ５．６ 适中　
０．００２ｍｏｌ／Ｌ８－羟基喹啉 １．６ 伸长　
０．１０％秋水仙素＋０．００２ｍｏｌ／Ｌ８－羟基喹啉（体积比１∶１） ２．４ 聚缩　

３ ０．０５％秋水仙素 １．６ 较伸长

０．１０％秋水仙素 ２．８ 聚缩　
０．００２ｍｏｌ／Ｌ８－羟基喹啉 ０．８ 较伸长

０．１０％秋水仙素＋０．００２ｍｏｌ／Ｌ８－羟基喹啉（体积比１∶１） １．４ 聚缩　

２．３　不同解离时间对染色体制片的影响
由表３、图１可知，１．０ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液６０℃恒温水浴中

解离８ｍｉｎ细胞胞壁完全脱落，压片时细胞分散性最好；解离

时间过短的胚根根尖软化程度不够，细胞排列较紧密，染色体

过度聚集，压片时不易使细胞处于同一平面上，给后期镜检和

计数带来困难（图１－ｅ）；解离时间过长的细胞，过度软化不
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表３　不同解离时间的效果比较

解离时间（ｍｉｎ） 分散效果 分辨程度

５ 团状　　 模糊

８ 好　　　 清晰

９ 较好　　 较清晰

１０ 过度分散 模糊

１１ 过度分散 模糊

１５ 过度分散 模糊

易染色，且细胞易破裂，染色体分散过度，不利于统计，影响核

型分析的精确度（图１－ｆ）。
２．４　染色体数量分析

通过统计５０个有效的穿心莲中期分裂相细胞，其染色体
数量有４６、４７、４８条，其中８６％的细胞具恒定一致的染色体
数４８条，根据李懋学等提出的标准［１０］，确定穿心莲的染色体

数量为４８条，将４８条染色体配对成２４对，核型和核型模式
见图２、图３。

２．５　染色体相对长度及核型分析
对５个有效细胞的核型进行分析，取平均值，穿心莲染色

体分为４组：１～４号为长染色体（Ｌ），５～７号为中长染色体
（Ｍ２），８～２１号为中短染色体（Ｍ１），２２～２４号为短染色体
（Ｓ）；其中１、２、４、５、６、７、１０号为中部着丝粒染色体（ｍ），３、８、
１１、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２４号为近中部着丝粒染色体
（ｓｍ），９、１２、２０、２１、２２、２３号为近端部着丝粒染色体（ｓｔ），详
见表４。核型公式为２ｎ＝２ｘ＝１４ｍ＋２２ｓｍ＋１２ｓｔ，染色体相对
长度在２．９５９％ ～７．１０１％之间，平均相对长度为４．１７％，染
色体长度比为２．４０，臂比大于２∶１的染色体占６６．７％，按照
ＳＴＥＢＢＩＮＳ的核型分类标准，穿心莲的核型属３Ｂ型，是不对
称性较高的染色体组，核型不对称系数为６７．６１％，染色体核
型分析参数见表４。

３　结论与讨论

植物中具有分生能力的部位都可作为观察细胞染色体的

表４　穿心莲染色体核型分析参数

染色体

编号

相对长度

（％）
相对长

度系数

着丝粒指

数（％） 臂比 类型

１ ２．６６３＋４．４３８＝７．１０１ １．７０５ ３７．５０４ １．６６７ ｍ
２ ３．１０７＋３．８４６＝６．９５３ １．６６９ ４４．６８８ １．２３８ ｍ
３ １．７７５＋４．２９０＝６．０６５ １．４５６ ２９．２６６ ２．４１７ ｓｍ
４ ２．２１９＋３．６９８＝５．９１７ １．４２０ ３７．５０１ １．６６７ ｍ
５ ２．２１９＋２．８１１＝５．０３０ １．２０７ ４４．１１９ １．２６７ ｍ
６ ２．２１９＋２．８１１＝５．０３０ １．２０７ ４４．１１９ １．２６７ ｍ
７ １．９２３＋２．８１１＝４．７３４ １．１３６ ４０．６２３ １．４６２ ｍ
８ １．１８３＋２．８１１＝３．９９４ ０．９５９ ２９．６１９ ２．３７６ ｓｍ
９ ０．８８８＋３．１０７＝３．９９５ ０．９５９ ２２．２３３ ３．４９９ ｓｔ
１０ １．４７９＋２．５１５＝３．９９４ ０．９５９ ３７．０３０ １．７００ ｍ
１１ １．１８３＋２．６６３＝３．８４６ ０．９２３ ３０．７５８ ２．２５１ ｓｍ
１２ ０．８８８＋２．８１１＝３．６９９ ０．８８８ ２４．０１２ ３．１６６ ｓｔ
１３ １．１８３＋２．６６３＝３．８４６ ０．９２３ ３０．７５８ ２．２５１ ｓｍ
１４ １．０３６＋２．５１５＝３．５５１ ０．８５２ ２９．１８１ ２．４２８ ｓｍ
１５ １．０３６＋２．５１５＝３．５５１ ０．８５２ ２９．１８１ ２．４２８ ｓｍ
１６ １．０３６＋２．３６７＝３．４０３ ０．８１７ ３０．４４９ ２．２８５ ｓｍ
１７ ０．８８８＋２．３６７＝３．２５５ ０．７８１ ２７．２８６ ２．６６６ ｓｍ
１８ １．１８３＋２．０７１＝３．２５４ ０．７８１ ３６．３５０ １．７５１ ｓｍ
１９ ０．８８８＋２．３６７＝３．２５５ ０．７８１ ２７．２８６ ２．６６６ ｓｍ
２０ ０．７４０＋２．５１５＝３．２５５ ０．７８１ ２２．７３８ ３．３９９ ｓｔ
２１ ０．７４０＋２．５１５＝３．２５５ ０．７８１ ２２．７３８ ３．３９９ ｓｔ
２２ ０．７４０＋２．３６７＝３．１０７ ０．７４６ ２３．８２１ ３．１９９ ｓｔ
２３ ０．４４４＋２．５１５＝２．９５９ ０．７１０ １５．００５ ５．６６４ ｓｔ
２４ ０．７４０＋２．２１９＝２．９５９ ０．７１０ ２５．００８ ２．９９９ ｓｍ

　　注：着丝粒指数计算时采用相对长度数据为原始数据。
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材料，如根尖、茎尖、愈伤、嫩叶、花粉母细胞等［１５］。不同植物

的分裂旺盛部位应视植物自身生长特性而定，在选取材料时

间的对照试验中，因外界环境、植物自身生长调控等因素影

响，取材时间也不同，如翠芦莉（ＲｕｅｌｌｉａｂｒｉｔｔｏｎｉａｎａＬｅｏｎａｒｄ）和
大花芦莉（ＲｕｅｌｌｉａｅｌｅｇａｎｓＰｏｉｒ．）的幼根于８：００—１０：００取材
中期分裂相细胞最多［１６］；木薯（Ｐｌｕｍｂａｇｏａｕｒｉｃｕｌａｔａ）嫩叶在
０８：３０—１０：００取材效果最佳［１７］。为保证植物细胞处于较旺

盛的中期分裂相，本研究选０８：００—８：３０取穿心莲胚根根尖，
可能是因为穿心莲种子根尖在该时间段分裂较旺盛。

　　要获得准确的结果，合适的预处理浓度和处理时间是制
片的关键。有学者认为小染色体植物的染色体用秋水仙素溶

液作预处理效果较佳［１８］。李懋学等提出了多种小染色体植

物的制片方法，如大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ）、水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ）等宜
用０．００２ｍｏｌ／Ｌ８－羟基喹啉水溶液作预处理液［１０］。本试验

对比不同预处理液和处理时间的制片效果后认为，选用穿透

力较强的０．１０％秋水仙素溶液处理２ｈ后，穿心莲染色体聚
缩程度适中，着丝粒位置适中，而处理３ｈ的染色体过度收
缩，很难进行染色体的形态分析。０．０５％秋水仙素溶液可能
是因浓度较低而影响其穿透力，只适合用于计数不适合作核

型分析。而使用０．００２ｍｏｌ／Ｌ８－羟基喹啉溶液预处理穿心
莲根尖细胞，得到的染色体聚缩程度不足，染色体形态有拖尾

不易分辨，推断其原因为穿心莲的染色体较小（１～４μｍ），但
是细胞壁较厚且细胞质较浓，当使用０．００２ｍｏｌ／Ｌ８－羟基喹
啉溶液预处理时，难以有效穿透较厚的细胞壁。０．１％秋水仙
素和０．００２ｍｏｌ／Ｌ８－羟基喹啉溶液（体积比１∶１）混合液处
理下染色体聚缩过度，其可能原因是２种预处理液对纺锤丝
的抑制效果不同，而造成抑制作用叠加使染色体过度聚缩。

解离常用酶解法和酸解法，酶解法成本较高且混合酶液浓度

视不同植物而定，酸解法通常在６０℃盐酸中恒温水浴，成本
低且易操作。最终本试验确定８：００—８：３０为较宜的取材时
间，穿心莲根尖以０．１０％秋水仙素溶液预处理２ｈ，卡诺氏液
固定２４ｈ，１．０ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液 ６０℃下解离 ８ｍｉｎ后低渗
１５ｍｉｎ，卡宝品红染色２５ｍｉｎ，显微镜视野内观察到较清晰的
穿心莲染色体。

穿心莲染色体数量目前国内外仅有陈爱葵等报道，为

２ｎ＝１２，关于所用广东省云浮市栽培种穿心莲的来源有待于
进一步探讨［１９］。陈瑞阳报道采自中国医学科学院药用植物

研究所云南分所的穿心莲染色体为２ｎ＝５０［２０］。本研究中采
自广东省清远市的穿心莲染色体数量经过反复统计和验证

后，确定为２ｎ＝４８，与陈瑞阳的结果［２０］略有差异。自然环境

和气候条件可能是造成植物形态学和细胞学差异的主要原

因，从而使染色体数量存在一定差异。在一定的生存环境中，

植物的染色体是恒定的，但生存环境的差异会增加物种的遗

传多样性。

在染色体核型方面，穿心莲的核型不对称系数为

６７．６１％，核型分类为３Ｂ型，Ｓｔｅｂｂｉｎｓ认为系统演化中较原始
的植物通常具有较对称的核型，而较进化或特化的植物往往

出现不对称的核型，核型不对称系数越大，染色体长短臂越不

对称，其进化程度越高［１３］。按 Ｓｔｅｂｂｉｎｓ提出的核型分类标
准，穿心莲在爵床科穿心莲属植物的系统演化中进化程度

较高。

本研究确定了穿心莲的染色体数量，并对其进行了核型

分析，为进一步研究穿心莲属植物的进化、植物分类、遗传育

种、优良品种选育提供了细胞学资料。
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