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　　摘要：为探讨制备平邑甜茶染色体制片的最佳技术参数，以平邑甜茶根尖为试验材料，比较材料的不同采集时间、
预处理方法、酶解时间和后低渗时间对平邑甜茶根尖染色体制片的影响。结果表明：在２６℃培养条件下，平邑甜茶最
佳取材时间为１１：００—１１：３０；４℃低温冰水混合物进行预处理能够获得较为分散的染色体标本；酶解采用２．５％果胶
纤维素混合酶在３７℃下处理最佳时间为２ｈ，后低渗最佳时间为２０ｍｉｎ。核型分析发现平邑甜茶染色体属于小型染
色体，染色体臂比变化在１．０１～２．４６之间，差异不大，核型组成成分为中部着丝点染色体（ｍ）、亚中部着丝点染色体
（ｓｍ），核型属于２Ｂ型。
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　　 平 邑 甜 茶 ［Ｍａｌｕｓｈｕｐｅｈｅｎｓｉｓ（Ｐａｍｐ．）Ｒｅｈｄ．ｖａｒ．
ｍｅｎｇｓｈａｎｅｎｓｉｓＧ．Ｚ．Ｑｉａｎ］是蔷薇科苹果属植物，属于湖北海
棠的一个变种，典型的无融合生殖型三倍体植物。２０世纪７０
年代开始，就有人试图将人类染色体标本制备方法引用到植

物材料上来［１－３］，如今植物方面的染色体制片已经取得了很

大的进步，但是目前在平邑甜茶植物染色体制片方面的报道

很少，林盛华等报道平邑甜茶为三倍体植物，染色体数为

２ｎ＝３Ｘ＝５１［４］，梁国鲁报道了用胰酶法诱导山荆子染色体中
期Ｇ带的研究［５］，周攀等报道了利用风油精制备平邑甜茶染

色体制片技术的研究［６］。平邑甜茶在细胞学方面的研究很

少，主要原因在于染色体小，数量较多，制片时染色体难分散，

制片难度大。染色体制片一般分为压片法和去壁低渗法。压

片技术能快速制备染色体临时片［７－８］，但压片法容易残留过

多的细胞质，且染色后着色程度受染色剂影响很大，染色体和

细胞质不易区分，很难获得效果好的压片［９－１０］。去壁低渗法

可以很好地使染色体分散开，但操作中会受到诸多因素影响，

技术不熟练的情况会对结果造成影响。本试验取平邑甜茶种

子根尖运用去壁低渗法进行染色体制片，从不同取材时间、预

处理剂、酶解浓度、酶解时间、后低渗时间等方面进行对比，对

制片技术进行讨论，为平邑甜茶细胞学研究提供清晰度高的

染色体制片，并且对其进行核型分析，旨在为平邑甜茶基因组

原位杂交提供细胞学基础及技术支撑，奠定山荆子组植物细

胞分子遗传图谱的基础。

１　材料和方法

１．１　材料

试验材料为平邑甜茶种子根尖，于２０１６年９月在山东省
临沂市平邑县采集平邑甜茶果实，收集种子，晾干后用水浸泡

２４ｈ，铺在有１层滤纸２层纱布的培养皿中，在 ５℃下培养
１５ｄ打破休眠，放于２６℃培养箱中，待根尖长至０．５ｃｍ时截
取并进行试验。

１．２　方法
１．２．１　取材时间　于２４ｈ内取平邑甜茶根尖，每隔３０ｍｉｎ
取材１次，进行预处理制片。
１．２．２　预处理　分别将所取的根尖材料用０．２％秋水仙素、
２ｍｍｏｌ／Ｌ８－羟基喹啉、饱和α溴萘预处理液处理２～４ｈ，然
后在４℃冰水混合物低温冰浴分别处理２１、２２、２３、２４ｈ。
１．２．３　固定　预处理后的材料置于－２０℃的卡诺式固定液
［乙醇 ∶冰醋酸＝３∶１（Ｖ／Ｖ）］中固定２～２４ｈ。
１．２．４　前低渗　将平邑甜茶根尖从固定液里取出，用蒸馏水
冲洗３次，浸泡１０ｍｉｎ后加入到０．０７５ｍｏｌ／ＬＫＣｌ溶液中处
理３０ｍｉｎ进行前低渗，使根尖细胞充分吸水，细胞器细胞质
破散，细胞壁易于酶解，染色体分散。

１．２．５　酶解　固定２４ｈ以上之后用水冲洗３次，再用浓度为
２．５％的果胶酶纤维素酶混合液在３７℃下分别处理１、２、３ｈ。
１．２．６　后低渗　将酶解后的根尖细胞在常温下蒸馏水浸泡，
让平邑甜茶根尖细胞吸水更加膨胀，使细胞壁破裂，细胞质破

散，染色体更容易分散，细胞膜失去约束容易破裂，所以低渗

时间应控制在一定范围，本试验后低渗进行 ３个时间处
理———１０、２０、３０ｍｉｎ。
１．２．７　镜检　之后在 ＮＩＫＯＮＥＣＬＩＰＳＥ８０ｉ共聚焦荧光显微
镜及图像分析系统下镜检并拍照。

１．２．８　染色体核型分析　选出染色体分散良好的５个中期
细胞测量每条染色体长度（长、短臂长度，随体不计算在内），

计算公式如下：

　　染色体相对长度 ＝（单一染色体总长度／全组染色体总
长度）×１００％；
　　染色体相对长度指数 ＝单一染色体长度／全组染色体平
均长度；
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臂比值＝长臂长度（Ｌ）／短臂长度（Ｓ）；
　　核型不对称系数 ＝全组染色体长臂总长度／全组染色体
总长度×１００％；
着丝点指数＝短臂长度／单一染色体总长度×１００％；

　　核型分析采用李懋学与陈瑞阳标准［１１］，依据 Ｌｅｖｅｒ等两
点四区命名系统［１２］，核型分类标准参照 Ｓｔｅｂｂｉｎｓ的标准［１３］，

参照Ａｒａｎｏ公式［１４］计算核不对称系数。

２　结果与分析

２．１　取材时间
不同时间取材制作的染色体制片观察结果见表１，可知

平邑甜茶种子根尖最佳取材时间是一天之中的 １１：００—
１１：３０，此时间段的平邑甜茶种子根尖生长旺盛，中期分裂相
对较多，形态清晰，便于取材制片。

表１　不同取材时间观察根尖细胞

取材时间 根尖细胞观察结果

００：００—０７：００ 基本为间期

０７：３０ 只有极少数前期分裂细胞，其余为间期细胞

０８：００ 只有极少数前期分裂细胞，其余为间期细胞

０８：３０ 部分为前期分裂细胞，部分为间期细胞

０９：００ 部分为前期分裂细胞，部分为间期细胞

０９：３０ 大部分为分裂前期细胞

１０：００ 极少数细胞处于分裂中期，多数细胞处于前期分裂细胞

１０：３０ 多数细胞处于前中期分裂细胞

１１：００ 分裂中期相较多中期染色体清晰，分散良好

１１：３０ 中期相不太多，分裂细胞数仍较多，大部分处于分裂中后期

１２：００ 分裂细胞较少，大部分细胞处于分裂后期或者间期

１２：００—２４：００ 基本为间期

２．２　预处理剂与预处理时间的选择
对不同预处理剂及处理时间进行比较，结果见表２和图

１。其中使用０．２％秋水仙素和饱和α溴萘溶液处理２ｈ时根
尖染色体都是凝缩程度不足，拖尾现象严重（图１－Ａ、图１－
Ｇ）；用０．２％秋水仙素处理３ｈ和４ｈ粘连聚集现象又很严重
（图１－Ｂ、图１－Ｃ）；饱和α溴萘溶液处理３ｈ的染色体分散
一般，但凝缩过度（图１－Ｈ），而处理４ｈ又出现了粘连，染色
体依然凝缩过度（图１－Ｉ）。２ｍｍｏｌ／Ｌ８－羟基喹啉溶液处理

一直有粘连现象（图１－Ｄ、图１－Ｅ、图１－Ｆ），也就是说用预
处理剂处理平邑甜茶根尖染色体都会出现粘连和聚集的现

象。用４℃冰水混合物处理２２ｈ以内染色体比较分散，没有
粘连现象（图１－Ｊ、图１－Ｋ），而４℃冰水混合物处理２３ｈ和
２４ｈ，染色体就凝缩过度，并有聚集现象（图１－Ｌ、图１－Ｍ），
处理２２ｈ染色体长度适宜，分散良好，清晰度好，是最佳的预
处理方法（图１－Ｋ），因此本试验以４℃低温处理２２ｈ的方
式进行预处理制片。

表２　几种预处理液及不同处理时间的染色体制片效果比较

预处理方法 处理时间（ｈ） 染色体制片效果

０．２％秋水仙素 ２ 染色体凝缩程度不足，严重拖尾现象

３ 染色体形态清晰，有聚集粘连现象

４ 染色体凝缩过度，聚集现象严重

２ｍｍｏｌ／Ｌ８－羟基喹啉 ２ 染色体长度适宜，粘连现象严重

３ 染色体长度适宜，粘连现象明显

４ 染色体凝缩过度，聚集现象严重

饱和α溴萘 ２ 染色体凝缩程度不足，严重拖尾现象

３ 染色体凝缩过度，分散一般

４ 染色体凝缩过度，聚集现象严重

４℃冰水混合物 ２１ 染色体长度适宜，分散一般

２２ 染色体长度适宜，分散良好，清晰度良好

２３ 染色体凝缩过度，有聚集现象

２４ 染色体凝缩过度，有聚集现象，分散良好

２．３　解离时间的选择
利用２．５％果胶酶纤维素酶混合酶液在３７℃下进行不

同时间的酶解处理比较，结果见图１。其中酶解处理０．５ｈ时
有大量细胞壁存在，大量的细胞堆积，不分散（图１－Ｎ）；酶
解处理１ｈ时细胞壁酶解效果一般，大量细胞质残存，染色体
稍微粘连，不够分散（图１－Ｏ）；酶解处理２ｈ时，酶解程度适
宜，细胞壁被酶解掉，细胞质分散了，染色体分散良好，计数方

便（图１－Ｐ）；酶解３ｈ时，细胞出现破裂，染色体发生了缺
失，酶解过度（图１－Ｑ）。因此平邑甜茶根尖最佳酶解时间
为２ｈ，酶解温度为３７℃。
２．４　后低渗时间的选择

不同后低渗时间处理比较结果见图 １，其中后低渗
１０ｍｉｎ时，平邑甜茶染色体并没有分散开，有粘连现象，计数
困难（图１－Ｒ）；后低渗２０ｍｉｎ时染色体分散良好，计数方
便，背景干净（图１－Ｓ）；后低渗３０ｍｉｎ时染色体过于分散，
有丢失现象，后低渗过度（图１－Ｔ）。因此平邑甜茶根尖最佳
后低渗时间为２０ｍｉｎ。
２．５　平邑甜茶根尖细胞染色体核型分析

选择５０个染色体分散良好的细胞观察计数，发现４７个
细胞染色体数目为５１条，３个细胞染色体数目为６３条，分别
占总计数的９４％和６％，因此确定平邑甜茶体细胞染色体数
目为２ｎ＝５１。根据平邑甜茶中期染色体对平邑甜茶进行核
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型分析，详见图２、图３和表３。
　　按Ｋｕｏ的分类标准［１５］，可将平邑甜茶体细胞划分为４个
组：Ｌ组（第１、第２、第３、第４对）、Ｍ２组（第５、第６、第７、第
８、第９对）、Ｍ１组（第１０、第１１、第１２、第１３、第１４、第１５、第
１６对）、Ｓ组（第１７对），染色体相对长度组成为２ｎ＝５１＝Ｌ＋
５Ｍ２＋７Ｍ１＋１Ｓ。
　　按照Ｌｅｖａｎ等的分类标准［１２］，平邑甜茶核型公式为２ｎ＝
３ｘ＝３９ｍ＋１２ｓｍ（ＳＡＴ）。１３对中部着丝粒染色体，４对近中
部着丝粒染色体，在第３对染色体短臂上带有随体，染色体相
对长度变化是１．３％ ～２．８％，着丝点指数变化是２８．８６％ ～
４９．７６％，平均臂比值１．５０。

　　根据Ａｒａｎｏ的分类方法［１４］，核型不对称系数是６４．０３％。
根据Ｓｔｅｂｂｉｎｓ的分类标准［１３］，染色体最长与最短染色体

比值是 ２．１３，臂比值大于 ２的染色体占全部染色体比例为
０１２，属于２Ｂ型。

３　讨论

植物染色体制片技术是植物遗传学、染色体工程、植物细

胞生物学、植物细胞分类学和物种生物学等众多学科的基本

试验技术［１６－１８］。植物细胞染色体的观察和分析，对于染色体

核型分析以及培养过程中细胞变异等遗传学现象的研究具有

重要意义［１９］。杜培等对花生根尖染色体制片，认为４５％醋酸
处理根尖效果比酶解去壁 ＨＣｌ解离经济实用，效果相差微
小，该方法适用于花生、芝麻、水稻、玉米等植物［２０］；顾蔚等对

华中五味子染色体制片，发现用 ０．１％秋水仙素处理 １ｈ，
１ｍｏｌ／Ｌ盐酸解离１２ｍｉｎ制片分散效果最佳［２１］；虢国成等认

为去壁低渗法制备大麦和玉米染色体制片比压片效果好［１９］；

李晓玲等用对二氯苯处理 ３～４ｈ，１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ６０℃解离
１３ｍｉｎ，改良石碳酸品红染色１０ｍｉｎ制作树型金银花染色体
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表３　平邑甜茶染色体核型分析参数

染色体序号
相对长度（Ｓ＋Ｌ）

（％） 臂比
着丝点指数

（％） 类型 相对长度指数 染色体类型

１ １．３５＋１．４６＝２．８１ １．０８ ４８．１７ ｍ １．４５ Ｌ
２ ０．７６＋１．８８＝２．６４ １．８５ ３４．９７ ｓｍ １．４２ Ｌ
３ ０．８３＋１．６２＝２．４５ １．９３ ３４．０８ ｓｍ １．３７ Ｌ
４ １．１４＋１．１５＝２．２９ １．０１ ４９．７６ ｍ １．２８ Ｌ
５ ０．７０＋１．５２＝２．２２ ２．１６ ４６．３３ ｓｍ １．２５ Ｍ２
６ ０．７１＋１．４９＝２．２０ ２．０８ ３２．４５ ｓｍ １．１７ Ｍ２
７ ０．９７＋１．１２＝２．０９ １．１５ ４６．４８ ｍ １．０８ Ｍ２
８ ０．７３＋１．２３＝１．９６ １．７０ ３７．０５ ｍ １．０４ Ｍ２
９ ０．９４＋０．９９＝１．９３ １．０６ ４８．５０ ｍ ０．９６ Ｍ２
１０ ０．８３＋０．９４＝１．７７ １．１３ ４６．９８ ｍ ０．９０ Ｍ１
１１ ０．７５＋０．９８＝１．７３ １．３１ ４３．１９ ｍ ０．８５ Ｍ１
１２ ０．７３＋０．９６＝１．６９ １．３２ ４３．１７ ｍ ０．８１ Ｍ１
１３ ０．７１＋０．９５＝１．６６ １．３３ ４２．８７ ｍ ０．７５ Ｍ１
１４ ０．７７＋０．８０＝１．５７ １．１２ ４６．９８ ｍ ０．７４ Ｍ１
１５ ０．５９＋０．９４＝１．５３ １．５８ ３８．７１ ｍ ０．７１ Ｍ１
１６ ０．５６＋０．８５＝１．４１ １．５１ ３９．８２ ｍ ０．６７ Ｍ１
１７ ０．５１＋０．８０＝１．３１ １．６１ ３８．３７ ｍ ０．６３ Ｓ

制片最佳［２２］；洪培培等用０．００２ｍｏｌ／Ｌ８－羟基喹啉处理一串
红根尖并用压片法制片效果最好［２３］；王超等用 α－溴萘与对
二氯苯混合液，０．００２ｍｏｌ／Ｌ８－羟基喹啉和０．１％秋水仙素，
对木薯根尖预处理 ２ｈ、酶解时间 ４ｈ，染色体制片效果最
好［２４］。这些研究表明不同物种制作染色体制片最佳处理条

件不同，而对于平邑甜茶染色体制片报道很少，良好的染色体

制片会受到很多因素的影响，取材就是个重要因素［２１］。通过

对平邑甜茶的根尖进行不同时间的取材，发现一天之中

０９：００前，其根尖细胞基本不分裂，从０９：３０开始平邑甜茶根
尖细胞开始进入分裂期，但至１１：００时处于分裂中期的细胞
所占比例开始增加，持续到１１：３０后大部分细胞进入分裂后
期直到１２：００分裂基本结束。

染色体制片过程中预处理很重要，不少研究表明，预处理

是染色体制备的关键步骤之一［１６］。预处理持续时间的长短

取决于染色体大小、材料大小、温度和植物的耐药性等诸多因

素［２５］。通过对平邑甜茶根尖进行４种不同预处理剂的不同
时间处理，发现药物性预处理都会普遍导致染色体出现聚集

和粘连的现象，处理时间不够，拖尾现象严重，处理时间过长

染色体凝缩过度，这也印证了前人所述，预处理过度，染色体

缩得很短，缢痕不清晰，压片时部分甚至全部染色体粘连或者

聚缩成团，尤其是长时间处理易引起上述现象的发生［２６］。而

４℃低温处理能使染色体凝缩程度适宜，分散良好，冰水混合
物处理是比较合适的预处理方式。

酶解的作用是软化细胞壁，并且将细胞间的果胶层除掉，

方便制片。根据不同酶解时间的比较试验，确定时间过长染

色体容易缺失，过短则酶解不彻底，细胞粘连，染色体不能得

到释放，果胶纤维素混合酶液酶解２ｈ染色体分散良好，细胞
质残留少。

后低渗是否适宜，常常是试验成败的关键之一，材料在蒸

馏水中停留时间过长，会引起原生质体解体［２７］。通过对平邑

甜茶根尖后低渗时间的不同处理，发现后低渗短于１０ｍｉｎ原
生质并未破裂，染色体聚集现象严重，不分散；后低渗长于

３０ｍｉｎ原生质解体，染色体分散过度，容易丢失，时间过长。

通过比较，后低渗２０ｍｉｎ原生质刚刚解体，染色体分散良好，
易于观察。

核型分析是探讨植物亲缘关系和进化趋势的一个重要途

径，核型的类型是衡量物种进化程度的重要依据，在长期进化

中，染色体数目、结构都在改变，核型也随之改变，早在２０世
纪８０年代，在苹果属核型研究方面就有很多研究报道，蒲富
慎对苹果属１１个种进行染色体核型分析，发现山荆子、毛山
荆子、新疆野苹果较为原始［２８］。有研究表明我国苹果属中２２
个不同类型染色体数目和核型进而研究进化趋势［２９－３０］，林盛

华对苹果中３个杂交种染色体数目研究发现了１０个单株是
四倍体［４］；肖艳等通过对苹果属植物６个类型核型分析，证明
了苹果属植物多倍体和染色体倍性变异［３１］；本研究中，观察

到平邑甜茶染色体属于小型染色体，染色体臂比变化为

１．０１～２．４６，差异不大，核型组成成分为中部着丝点染色
体（ｍ）、亚中部着丝点染色体（ｓｍ）核型属于２Ｂ型，这与梁国
鲁等报道［３０］一致。在染色体相对长度比，平均臂比、着丝点

指数、相对长度、不对称系数方面有所差异，导致这种核型差

异可能原因是无融合生殖中染色体结构产生了变化，但核型

变化是否影响到繁殖能力，需要进一步研究。
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