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　　摘要：旱柳是我国重要的乡土树种之一，具有很强的抗逆性，特别是耐旱与耐盐，但其染色体倍性和基因组大小还
未知，限制了其分子育种的发展。利用流式细胞术对旱柳３个品种（沿江柳、海柳１号、９９０１柳）进行染色体倍性测
定，同时对这３种旱柳的基因组大小进行评估。结果表明，沿江柳、海柳１号、９９０１柳均为四倍体，基因组大小约为
６７０Ｍｂ。本研究的结果可以为旱柳全基因组测序提供重要的参考。
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　　柳树是杨柳科（Ｓａｌｉｃａｃｅａｅ）柳属（Ｓａｌｉｘ）树种，为落叶乔木
或灌木，主要分布在北半球温带及寒带地区，在北半球热带、

亚热带地区及南半球也有少量分布。全球有５００多个柳树品
种，其中亚洲是柳树的起源中心，仅我国就有２７５种［１］。柳树

树种间存在丰富的染色体倍性差异，包括二倍体（２ｎ＝２ｘ＝
３８）、四倍体（２ｎ＝４ｘ＝７６）、六倍体（２ｎ＝６ｘ＝１１４）甚至十二
倍体（２ｎ＝１２ｘ＝２２８）［２］，其中灌木柳主要为二倍体，乔木柳
多为异源多倍体［１，３］。

旱柳（Ｓａｌｉｘｍａｔｓｕｄａｎａ）是柳属最重要的树种之一，主要
为乔木柳［４］，原产我国东北部，又被称为中国柳，以其高适应

性特别是抗逆性已被引种推广到澳大利亚、欧洲与北美洲等

地区［５］，是重要的能源、造林和绿化树种［６］。旱柳在土壤重

金属修复、盐碱地绿化、生物燃料等方面发挥着重要作

用［７－８］，其中海柳１号、９９０１柳等品种已逐渐成为我国沿海
林业开发中潜力巨大的战略树种［９－１０］。目前，科研人员已开

展了旱柳生理指标如超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，
简称ＳＯＤ）活性、过氧化氢酶（ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，简称 ＰＯＤ）活性、丙
二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，简称ＭＤＡ）含量在盐胁迫下的表现［９］

以及转录组［１１］、比较蛋白组［５］及ｍｉＲＮＡ［１２］等方面的研究，但
旱柳的染色体倍性与基因组大小尚未见报道，这限制了旱柳

分子育种的发展。

流式细胞术（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，简称 ＦＣＭ）是一种在液流系
统中快速测定单个细胞或细胞器的生物学性质，并把特定的

细胞或细胞器从群体中加以分类收集的技术，其特点是通过

快速测定库尔特电阻、荧光、光散射和光吸收来定量测定细胞

染色体倍性、ＤＮＡ含量、细胞体积、蛋白质含量等许多重要参

数［１３］。流式细胞术已在山药、芭蕉等植物的染色体倍性检测

与基因组大小测定中发挥了重要的作用［１４－１５］。

本研究运用流式细胞术对旱柳不同品种的染色体倍性与

基因组大小进行测定，以期为旱柳全基因组测序提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
旱柳品种选用江苏省地方旱柳品种沿江柳、江苏沿江地

区农业科学研究所育成的旱柳品种海柳１号、山东省林业科
学研究院育成的旱柳品种９９０１柳。旱柳染色体倍性测定以
东北地方灌木柳品种杞柳（已知为二倍体）为对照，基因组大

小测定以基因组大小已知的水稻淮稻５号（江苏徐淮地区淮
阴农业科学研究所育成）和大豆品种通豆７号（江苏沿江地
区农业科学研究所育成）为对照。

１．２　培养条件
染色体倍性测定时，分别取杞柳与旱柳各品种的茎段扦

插条（粗２～３ｃｍ，长８～１０ｃｍ），放入含１／３清水透明杯中并
置于光照培养箱中培养，培养条件：光暗周期为１２ｈ—１２ｈ，
光照度为３３００ｌｘ，培养温度为２５℃。

基因组大小测定时，取水稻品种淮稻５号、大豆品种通豆
７号的籽粒，用培养皿加水后放入光照培箱内培养；同时取旱
柳３个品种茎段，培养方式与上述一致。
１．３　染色体倍性及基因组大小测定

上述材料培养时间均为２０ｄ，培养后取新鲜嫩叶，采用
ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国 ＢＤ公司）进行染色体倍性和
基因组大小测定，并用ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件（美国 ＢＤ公司）获取数
据，用ＭｏｄＦｉｔ软件（ＹｅｒｉｔｙＳｏｆｔｗａｒｅＨｏｕｓｅ公司）分析结果。

单细胞悬液：取１ｇ植株新鲜叶片，在２ｍＬ细胞裂解液中
用锋利的刀片切碎，用２００目尼龙网过滤，用试管收集滤液，经
１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后，弃去上清液，收集沉淀细胞核。

混合液：先用碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，简称ＰＩ）染液对
细胞核重悬，将细胞核悬液 ＤＮＡ进行荧光标记，置于暗处染
色２０ｍｉｎ。再将几个品种的染液进行混合形成混合液。

用已知染色体倍性或基因组大小的材料作为对照，将对

照材料横坐标固定，保持各个参数一致后对待测样品逐一检
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测，根据峰的位置并参考对照样品的大小计算待测样的倍性

与基因组大小。

２　结果与分析

２．１　旱柳染色体倍性分析
用流式细胞仪测定杞柳（二倍体）的 ＤＮＡ含量时将其设

定为５０附近，以二倍体杞柳的ＤＮＡ含量为对照，将其他待测
旱柳品种的ＤＮＡ含量与其进行比较，得到所测样品的相对
ＤＮＡ含量。从图１可以看出，杞柳在５０左右有１个主峰（图
１－ａ），海柳１号、９９０１柳和沿江柳３个旱柳品种均在１００左
右出现了主峰，代表其倍性约为杞柳的２倍，即３个旱柳品种
均为四倍体。

２．２　旱柳基因组大小预测
２．２．１　水稻、大豆、沿江柳基因组比较　用流式细胞仪测试
水稻细胞的单细胞悬液，已知水稻基因组大小约为

４４０Ｍｂ［１６］，所得的ＤＮＡ含量定为４４左右，并以此为对照，测
定大豆（已知其基因组大小约为 １１５０Ｍｂ［１７］）和沿江柳的
ＤＮＡ含量，并将沿江柳的 ＤＮＡ含量分别与水稻和大豆的
ＤＮＡ含量进行比较，得到沿江柳的相对ＤＮＡ含量，结果见图
２－ａ、图２－ｂ、图２－ｃ。用流式细胞仪对沿江柳与水稻、大豆
进行了混合样测定，将最小基因组的水稻 ＤＮＡ定量为５０左
右，得出图２－ｄ的混合样图。
　　从图２－ａ、图２－ｂ、图－２ｃ可以看出，水稻的Ｇ１期（细胞
分裂间期１）在图２－ａ中横坐标４６．４９处，大豆的Ｇ１期位置在
１４３．５６处，沿江柳的Ｇ１期位置在７５．６０处，从水稻推算沿江柳
的基因组大小为４４０／４６．４９×７５．６０＝７１５．５Ｍｂ；从大豆推算沿
江柳的基因组大小为１１５０／１４３．５６×７５．６０＝６０５．６Ｍｂ。

从图２－ｄ可以看出，水稻 Ｇ１期的位置在５２．２７处；大豆
Ｇ１期位置在１３８．７４处，沿江柳的基因组介于两者之间，峰值
在８０．４４处。从水稻推算沿江柳的基因组大小为 ４４０／
５２．２７×８０．４４＝６７７．１Ｍｂ，从大豆推算沿江柳的基因组大小
为１１５０／１３８．７４×８０．４４＝６６６．８Ｍｂ。
２．２．２　水稻、大豆、９９０１柳、海柳１号单细胞悬液比较　为
了更准确地测定出旱柳基因组大小，笔者重复测定了水稻、大

豆的单细胞悬液，并将９９０１柳、海柳１号这２个旱柳品种与
其进行比较。

　　从图３可以看出，水稻Ｇ１期的位置在图中横坐标４５．１０
处，大豆的Ｇ１期位置在 １３５．００处，９９０１柳的 Ｇ１期位置在
７４．３２处，海柳 １号的 Ｇ１期位置在 ７４．１１处。从水稻推算
９９０１柳的基因组大小为４４０／４５．１０×７４．３２＝７２５．１Ｍｂ；推算
海柳１号的基因组大小为４４０／４５．１０×７４．１１＝７２３．０Ｍｂ。
从大豆推算 ９９０１柳的基因组大小为 １１５０／１３５×７４．３２＝
６３３．１Ｍｂ；推算海柳 １号的基因组大小为 １１５０／１３５×
７４．１１＝６３１．３Ｍｂ。　
２．２．３　水稻、大豆、９９０１柳、海柳１号混合样比较　试验同
时用流式细胞术对水稻、大豆与９９０１柳或海柳１号三者的混
合样进行测定，并根据测定图计算其基因组大小值。

　　从图 ４－ａ可以看出，水稻 Ｇ１期位置在图中横坐标
５０．５６处，大豆Ｇ１期位置在１３９．８３处，９９０１柳的基因组介于
两者之间，峰值在８１．０２处。从水稻推算９９０１柳的基因组大
小为４４０／５０．５６×８１．０２＝７０５．１Ｍｂ，从大豆推算沿江柳的基
因组大小为１１５０／１３９．８３×８１．０２＝６６６．３Ｍｂ。

从图 ４－ｂ可以看出，水稻 Ｇ１期位置在图中横坐标
５１．２８处，大豆 Ｇ１期位置在 １４４．６１处，海柳 １号的峰值在
８１８７处。从 水 稻 推 算 海 柳 １号 的 基 因 组 大 小 为
４４０／５１．２８×８１．８７＝７０２．５Ｍｂ，从大豆推算海柳１号的基因
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组大小为１１５０／１４４．６１×８１．８７＝６５１．１Ｍｂ。

３　讨论与结论

柳树是我国主要的乡土树种之一，在我国有着悠久的栽

培历史。多倍体现象在柳树的物种形成中非常普遍，在已知

染色体数目的６５种柳树中，２倍体有１６种、３倍体有１０种、４
倍体有４３种、５倍体有３种、６倍体有１０种、８倍体有７种、１０
倍体有３种、１２倍体有１种［２］。了解柳树的倍性对其重要性
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状的数量性状座位分析以及全基因组测序有着重要意义，本

研究利用流式细胞术以已知二倍体杞柳为对照，测定出旱柳

３个品种海柳１号、９９０１柳和沿江柳均为四倍体。
　　由于倍性的关系，使得柳树基因组大小差距较大，已知柳
树基因组的大小在 ３４２～８４１Ｍｂ之间，如三蕊柳（Ｓａｌｉｘ
ｔｒｉａｎｄｒａ，二倍体）的基因组大小为 ３８６Ｍｂ［１８］，簸箕柳（Ｓａｌｉｘ
ｓｕｃｈｏｗｅｎｓｉｓ，二倍体）的基因组大小为４２５Ｍｂ［１９］，垂柳（Ｓａｌｉｘ
ｂａｂｙｌｏｎｉｃａ）的基因组大小为７４８Ｍｂ［２０］，白柳（Ｓａｌｉｘａｌｂａ，四倍
体）的基因组大小为８０７Ｍｂ［１８］。本研究中，笔者运用流式细
胞术将旱柳３个品种（沿江柳、９９０１柳、海柳１号）与基因组
大小已知的水稻（基因组大小为４４０Ｍｂ）和大豆（基因组大小
为１１５０Ｍｂ）分别进行了对比测定，单液测定结果显示旱柳
的基因组大小为６０５．６～７２５．１Ｍｂ，混合液测定结果显示的
旱柳的基因组大小为６５１．１～７０５．１Ｍｂ。综合以上数据，推
测旱柳的基因组大小应该在６７０Ｍｂ左右。
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