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　　摘要：镜检北柴胡、狭叶柴胡、三岛柴胡染色体数目，利用流式细胞技术测定基因组大小，为柴胡基因组测序奠定
基础。采用常规压片及显微镜方法观测柴胡体细胞染色体数目，以柴胡嫩叶为材料，采用 ＬＢ０１解离液和碘化丙啶荧
光染料，利用基因组大小已知的番茄（Ｈ－１７０６、潘那利）作为内标，采用流式细胞术对其基因组大小进行测定。结果
表明，北柴胡、三岛柴胡体细胞染色体数目分别为１２、２６条，基因组大小估测分别为９８９．８０Ｍｂ和２．１４Ｇｂ；狭叶柴胡
群体内存在２种类型：一种类型的叶片窄，成熟植株的根外皮为棕红色，染色体数为１２条；另一种叶片较宽，成熟植株
的根外皮为浅黄色，染色体数为２６条，基因组大小估测分别为７８２．５０Ｍｂ和１．９２Ｇｂ。３种柴胡的染色体数目确定和
基因组大小估测可为柴胡全基因组测序和细胞学等研究提供依据。
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　　柴胡是多年生草本植物，以干燥根入药，是我国常用的大
宗中药材之一，具有疏散退热、疏肝解郁、升举阳气等功效。

《中华人民共和国药典》２０１５版一部规定，柴胡正品药材为伞
形科植物北柴胡（ＢｕｐｌｅｕｒｕｍｃｈｉｎｅｎｓｅＤＣ．）和狭叶柴胡（Ｂ．
ｓｃｏｒｚｏｎｅｒｉｆｏｌｉｕｍＷｉｌｌｄ．）的干燥根［１］。三岛柴胡（Ｂ．ｆａｌｃａｔｕｍ
Ｌ．）为日本药用柴胡栽培品种，在我国也有种植［２］。

随着测序技术的发展，越来越多药用植物的全基因组完

成了测序［３－５］。药用植物全基因组信息的明确将快速推动其

分子水平相关研究的深入开展，有助于人们了解和利用其遗

传及代谢机制。全基因组测序前通常需确定染色体数目，预

估基因组大小。目前进行基因组大小评估的主要方法包括孚

耳根微显影法［６］、流式细胞术［７］以及Ｓｕｒｖｅｙ测序法［８］。流式

细胞术具有操作简单和分辨率、准确率高的优点，被广泛地应

用于测定不同物种（如黄芩［９］、巴戟天［１０］、灵芝［１１］等）基因组

大小的研究中。

柴胡属植物体态呈禾草状，形态变异大，花、果结构相对

来说变异较小，但其种类划分仍是植物分类鉴定方面的难点

之一。同时，柴胡属是一个染色体多基数的属，基数以６、７、８
常见［１２］。姜传明等对黑龙江省及东北柴胡属的研究发现，三

岛柴胡为二倍体，２ｎ＝２０或 ２ｎ＝２６；北柴胡染色体数目为
２ｎ＝１２或２ｎ＝２４，推测其可能为四倍体；狭叶柴胡为二倍体，
染色体数目为２ｎ＝１２［１３－１４］。郭丽华的研究表明，北柴胡、三

岛柴胡、狭叶柴胡染色体数目分别为 ２ｎ＝２４、２ｎ＝２６、２ｎ＝
１２［１５］。刘宏伟在对北柴胡品种川北柴１号的染色体镜检中
发现，其染色体数目为２ｎ＝１２［１６］。邵天玉在对北柴胡和狭叶
柴胡的染色体进行比较研究时发现，北柴胡和狭叶柴胡的染

色体数目分别为２ｎ＝１８和２ｎ＝８［１７］。可见同一种柴胡的染
色体数目也存在很大变化。柴胡属不同种基因组大小预测可

见报道的有６个种，包括三岛柴胡，为２．７２Ｇｂ，不包括北柴
胡和狭叶柴胡［１８－１９］。本研究镜检拟进行基因组测序的柴胡

样品染色体数目，并预测基因组大小，旨在为柴胡全基因组测

序奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
北柴胡选择中柴２号品种，狭叶柴胡选择黑龙江省明水

县种植品种，三岛柴胡选择河北安国种植品种。从各产区种

植点收集种子，统一种植于中国医学科学院药用植物研究所

栽培育种试验基地。基因组大小估测试验中作为内标（对

照）的番茄为 Ｓｏｌａｎｕｍｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ（Ｈ－１７０６番茄，基因组大
小为９５０Ｍｂ）和 Ｓ．ｐｅｎｎｅｌｌｉｉ（潘那利番茄，基因组大小为
１．２５Ｇｂ）。
１．２　试验方法
１．２．１　染色体数目测定　柴胡种子萌发后，待根长至
０．５ｃｍ时取根尖，置于饱和对二氯苯和α－溴代萘水溶液中，
在４℃冰箱中预处理１２ｈ后，用甲醇与冰醋酸（Ｖ甲醇∶Ｖ冰醋酸 ＝
３∶１）固定１ｈ以上，１ｍｏｌ／Ｌ盐酸４５℃处理４５ｍｉｎ，蒸馏水
冲洗，然后用卡宝品红染色，常规压片，显微镜观察并选取分

散良好的分裂相照相。

１．２．２　流式细胞技术测定柴胡基因组大小
１．２．２．１　细胞核悬液的制备与ＤＮＡ特异性染色　采集柴胡
样品的新鲜叶片组织，每个样品取２０～５０ｍｇ，分别置于加入
１ｍＬＬＢ０１解离液（配方见表１）的培养皿中，并迅速用锋利
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的刀片将其快速切碎。温和地吸取培养皿中的解离液过滤至

１．５ｍＬ的ＥＰ管中，加入 １００μＬ碘化丙啶荧光染料，置于
４℃ 冰箱中避光染色１０ｍｉｎ，随即上机检测。对照样品的处

理方法同上，并将待测样品与对照样品进行混合制样（细胞

核悬液进行等比例混匀），每个上机样品中有３０００～５０００个
细胞核。

表１　ＬＢ０１裂解液与碘化丙啶荧光染料工作液配方

溶液 组成

ＬＢ０１解离液 １５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，２ｍｍｏｌ／Ｌ乙二胺四乙酸二钠，０．５ｍｍｏｌ／Ｌ四盐酸精胺，８０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，２０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，
０１％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００，１５ｍｍｏｌ／Ｌβ－巯基乙醇，ｐＨ值７．５

碘化丙啶（ＰＩ）工作液 １００μｇ／ｍＬＰＩ，１ｍｇ／ｍＬＲＮｅａｓｅ

１．２．２．２　基因组大小测定及计算　上机前将样品振荡５ｓ，
采用４８８ｎｍ的蓝光激发，收集６２５／２６通道的荧光，检测 ＰＩ
发射的荧光强度以确定ＤＮＡ相对含量；再通过流式细胞仪自
带的软件Ｓｕｍｍｉｔ５．２分析数据并进行显著性统计分析。基
因组大小计算方法：待测样本基因组大小 ＝对照样本基因组
大小×［（待测样本 Ｇ０／Ｇ１峰荧光强度）／（对照样本 Ｇ０／Ｇ１
峰荧光强度）］，其中 Ｇ０／Ｇ１表示处于 Ｇ０和 Ｇ１细胞分裂期
的细胞数量比值。

２　结果与分析

２．１　染色体数目测定
采用传统的根尖染色体制片法进行镜检，结果（图１）发

现，北柴胡品种中柴２号和三岛柴胡的体细胞染色体数目分别
为１２、２６条；狭叶柴胡存在２种类型，一种类型叶片窄，成熟植
株的根外皮为棕红色，体细胞染色体数为１２条，另一种类型叶
片宽，成熟植株的根外皮为浅黄色，体细胞染色体数为２６条。

２．２　基因组大小的测定
以２种番茄（Ｈ－１７０６番茄和潘那利番茄）为内标，分别

测定４个柴胡样品的基因组大小，测定样品和内标混合后的
ＰＩ发射荧光强度，结果（图２）发现，峰Ｐ１和Ｐ２分别为番茄内
标和柴胡样品的荧光峰，可见两者分度较好，无重叠现象。根

据“１．２．２．２”节中的公式计算得到，北柴胡、三岛柴胡基因组
大小分别为９８９．８０Ｍｂ、２．１４Ｇｂ；狭叶柴胡群体中２种类型
植株，窄叶红根类型的基因组大小为７８２．５０Ｍｂ，宽叶浅黄根
类型的基因组大小为１．９２Ｇｂ（表２）。

３　结论与讨论

染色体有种属特异性，不同地区居群所产生的形态变异

与它们的染色体数和核型变异相联系，因此染色体变异可较

为直接地反映物种在环境条件作用下的遗传变异性，染色体

资料是从本质上探讨分类和进化的有效资料之一。柴胡属不

同种染色体数目变化较大，存在多种基数，同一种内也存在不

同基数和不同倍性现象。基数 ｘ为４，是伞形科中发现的最
低染色体基数。北柴胡已报道的基数有 ｘ＝６和 ｘ＝１０，已报
道的北柴胡多倍体类型有四倍体２ｎ＝４ｘ＝２４和八倍体２ｎ＝
８ｘ＝４８［１２］，本研究测定的北柴胡样品染色体数目为２ｎ＝１２，
应为基数ｘ＝６的二倍体。三岛柴胡染色体数目同样存在不
同情况的报道，本研究测得２６条染色体，是报道中较常见的
类型，结合以往报道，三岛柴胡样品应为基数 ｘ＝１３的二倍
体。狭叶柴胡样品中存在２种类型，其中窄叶类型根外皮为

棕红色，应为真正的狭叶柴胡，染色体数目为２ｎ＝１２，也是较
常见的类型；宽叶类型根外皮为浅黄色，可能是种植过程中混

合了其他柴胡种质。

借助流式细胞仪来测定植物基因组大小具有简单、快速、

准确的特点，所以应用得越来越广泛。但在实际的测定过程

中，提取液、提取材料、内标植物的选择均可能对其基因组大

小估测的准确性有一定影响。笔者后期又利用二代高通量测

序技术（ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ２０００）测定了北柴胡、狭叶柴胡（窄叶
红根类型）和三岛柴胡的基因组大小，测序数据采用 Ｋｍｅｒ＝
１７进行分析，预估 ３种柴胡基因组大小分别为 １．０３Ｇｂ、
７４６５２Ｍｂ和２．０８Ｇｂ（待发表），该结果与流式细胞术测得
的结果基本相符，表明流式测定结果可靠，而以往报道预测的

三岛柴胡基因组大小为２．７２Ｇｂ［１８］，可能是由于材料的差异
或是试验过程的差异。
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表２　流式细胞仪测得的柴胡样品基因组大小

样品名称 样品峰值 内标峰值 内标基因组大小 样品基因组大小

北柴胡 ３３１２７．４０ ４２８４１．３８ １．２５Ｇｂ ９８９．８０Ｍｂ
三岛柴胡 ３００４０．８４ １３００３．８９ ９５０．００Ｍｂ ２．１４Ｇｂ
狭叶柴胡（窄叶红根类型） ２１９４８．６４ ３５９０１．６９ １．２５Ｇｂ ７８２．５０Ｍｂ
狭叶柴胡（宽叶浅黄根类型） ５０６３３．２０ ２４４０８．１７ ９５０．００Ｍｂ １．９２Ｇｂ

［３］王云生．基于高通量测序的植物群体基因组学研究进展［Ｊ］．遗
传，２０１６，３８（８）：６８８－６９９．

［４］ＸｕＨＢ，ＳｏｎｇＪＹ，ＬｕｏＨＭ，ｅｔａｌ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｏｆｔｈｅｍｅｄｉｃｉｎａｌｐｌａｎｔＳａｌｖｉａｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｌａｎｔ，２０１６，
９（６）：９４９－９５２．

［５］ＵｒａｓａｋｉＮ，ＴａｋａｇｉＨ，ＮａｔｓｕｍｅＳ，ｅｔａｌ．Ｄｒａｆｔｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆ
ｂｉｔｔｅｒｇｏｕｒｄ（Ｍｏｍｏｒｄｉｃａｃｈａｒａｎｔｉａ），ａｖｅｇｅｔａｂｌｅａｎｄｍｅｄｉｃｉｎａｌｐｌａｎｔ
ｉｎｔｒｏｐｉｃａｌａｎｄｓｕｂｔｒｏｐｉｃａｌｒｅｇｉｏｎｓ［Ｊ］．ＤＮＡＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１７，２４（１）：
５１－５８．

［６］ＯｌｓｚｅｗｓｋａＭ Ｊ，ＯｓｉｅｃｋａＲ．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎ２ＣＤＮＡ
ｃｏｎｔｅｎｔ，ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｐｏｓｉｔｉｏｎ，ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｏｆｎｕｃｌｅａｒＤＮＡ
ｅｎｄｏｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｒｏｏｔｐａｒｅｎｃｈｙｍａｉｎｓｏｍｅ
ｄｉｃｏｔｙｌｅｄｏｎｏｕｓｓｈｒｕｂｓａｎｄｔｒｅｅｓ．Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｈｅｒｂａｃｅｏｕｓｓｐｅｃｉｅｓ
［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍｉｅｕｎｄＰｈｙｓｉｏｌｏｇｉｅｄｅｒＰｆｌａｎｚｅｎ，１９８４，１７９（８）：６４１－６５７．

［７］ＢａｕｍｇａｒｔｈＮ，ＲｏｅｄｅｒｅｒＭ．Ａｐｒａｃｔｉｃａｌａｐｐｒｏａｃｈｔｏｍｕｌｔｉｃｏｌｏｒｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙｆｏｒｉｍｍｕｎｏｐｈｅｎｏｔｙｐｉｎｇ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｍｅｔｈｏｄｓ，２０００，２４３（１／２）：７７－９７．

［８］唐　其，马小军，莫长明，等．罗汉果全基因组 Ｓｕｒｖｅｙ分析［Ｊ］．
广西植物，２０１５，３５（６）：７８６－７９１．

［９］张琳琳，曹　博，白成科．应用流式细胞术测定药用植物黄芩基
因组大小［Ｊ］．中国农学通报，２０１３，２９（２５）：１３０－１３５．

［１０］王云鹏，肖博允，熊文波，等．流式细胞术测定巴戟天基因组大
小［Ｊ］．中药新药与临床药理，２０１８，２９（５）：６５７－６６０．

［１１］李秋实，徐　江，朱英杰，等．基于流式细胞技术的灵芝基因组
大小估测［Ｊ］．菌物学报，２０１３，３２（５）：８９９－９０６．

［１２］梁乾隆，王长宝，马祥光，等．中国柴胡属染色体数目和核型研
究［Ｊ］．植物科学学报，２０１３，３１（１）：１１－２２．

［１３］姜传明，路　芳，彭一良．东北柴胡属染色体数目［Ｊ］．黑龙江
农垦师专学报，２００２（４）：５９－６０．

［１４］姜传明，路　芳，徐　娜，等．黑龙江省柴胡属染色体数目［Ｊ］．
哈尔滨师范大学自然科学学报，１９９２，８（４）：９６－９９．

［１５］郭丽华．北柴胡、南柴胡和三岛柴胡比较生物学的研究［Ｄ］．哈
尔滨：东北农业大学，２００３．

［１６］刘宏伟．秋水仙素对北柴胡的诱导研究［Ｄ］．绵阳：西南科技大
学，２０１７．

［１７］邵天玉．北柴胡和狭叶柴胡的比较研究及其类缘分析［Ｄ］．延
吉：延边大学，２００７．

［１８］ＤａｓＡＢ，ＭａｌｌｉｃｋＲ．Ｋａｒｙｏｔｙｐｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎｄｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃ４ＣＤＮＡ
ｖａｒｉａｔｉｏｎｉｎＢｕｐｌｅｕｒｕｍ［Ｊ］．ＢｉｏｌｏｇｉａＰｌａｎｔａｒｕｍ，１９９３，３５（３）：
３５５－３６３．　

［１９］ＳｕｄａＪ，ＫｙｎｃｌＴ，ＦｒｅｉｏｖａＲ．ＮｕｃｌｅａｒＤＮＡａｍｏｕｎｔｓｉｎＭａｃａｒｏｎｅｓｉａｎ
ａｎｇｉｏｓｐｅｒｍｓ［Ｊ］．ＡｎｎａｌｓｏｆＢｏｔａｎｙ，２００３，９２（１）：１５３－１６４．

—３９１—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第１１期


