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　　摘要：茉莉具有较高的观赏、茶用和药用价值，但关于其基因组学的研究还相对匮乏。以单瓣、双瓣和多瓣茉莉的
嫩叶为材料，选用６种常用的细胞解离液，利用基因组大小已知的水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ）日本晴、玉米（Ｚｅａｍａｙｓ）Ｂ７３和
番茄（Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ．ＥｓｃｕｌｅｎｔｕｍＬ．Ｓｔｕｐｉｃｋｅｐｏｌｎｉｔｙｃｋｏｖｅｒａｎｅ）为内参，以建立适合于茉莉的流式细胞术基因组大小测定
方法。结果表明，ＷＰＢ细胞解离液对茉莉和内标解离效果最好，粒子清晰集中，无重叠峰且区分度良好；单瓣、双瓣和
多瓣茉莉的基因组１ＣＤＮＡ含量分别为０．８０９５、０．８０４５、０．５９２６ｐｇ；单瓣和双瓣茉莉间的基因组大小无显著性差异，
但它们与多瓣茉莉的基因组大小有显著性差异。本研究建立了流式细胞术测定茉莉基因组大小的方法，同时测定了

３种瓣型茉莉的基因组大小，为茉莉的基因组学及物种进化研究提供参考。
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　　基因组大小（或称 Ｃ值）是指一个物种单倍体
核的 ＤＮＡ含量，通常用质量（ｐｇ）或核苷酸碱基对
数目（Ｍｂ）表示，１ｐｇ相当于９７８Ｍｂ［１］。迄今为止，
植物 ＤＮＡ Ｃ值数据库 （ｐｌａｎｔＤＮＡ Ｃ－ｖａｌｕｅｓ
ｄａｔａｂａｓｅ）已有１２２７３个物种的Ｃ值数据，其中包括
１０７７０种被子植物、４２１种裸子植物、３０３种蕨类植

物、３３４种苔藓植物和４４５种藻类［２］。基因组反映

了物种全部和特定的遗传信息［３］。测定基因组大

小可以预估物种的ＤＮＡ含量，为植物的基因组学及
其亲缘进化研究提供理论依据。目前，测定基因组

大小的方法主要有 Ｆｅｕｌｇｅｎ微光密度法［４］、流式细

胞术（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）［５］和基因组测序法［６］。

ＦＣＭ具有操作简单、高效、准确等优点，因而被广泛
应用于不同物种基因组大小的测定，如五节芒［７］、

草莓［８］、槭属植物［９］等，也常被用于物种倍性鉴定，

如柴胡［１０］、枣［１１］、旱柳［１２］、荔枝［１３］等。

　　茉莉（Ｊａｓｍｉｎｕｍｓａｍｂａｃ）别称茉莉花、茶叶花，
属木犀科（Ｏｌｅａｃｅａｅ）素馨属（ＪａｓｍｉｎｕｍＬｉｎｎ．）常绿
直立或攀援状灌木。茉莉原产于印度及巴基斯坦
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等地，在１７００多年前的汉代传入我国，最早在东南
沿海地区栽培，然后逐渐北上直到长江流域，是“一

路一带”经济植物开发与应用的重要成员之一［１４］。

茉莉具有较高的观赏、茶用和药用价值，历来受到

我国人民的喜爱，被誉为“花树中的珍品”“天下第

一香”［１５］。茉莉品种较多，但根据花形结构的不同，

主要划分为单瓣、双瓣和多瓣茉莉３种类型［１６］。不

同瓣型茉莉在花朵大小和形态、香气类型和产花量

等观赏和经济性状上都存在差异。王湘平等对双

瓣茉莉的染色体数目和核型进行分析发现，染色体

数目为２ｎ＝２Ｘ＝２６，染色体核型公式为２ｎ＝２Ｘ＝
８ｍ＋１６ｓｍ＋２ｓｍ（ＳＡＴ），核型为３Ｂ类型［１７］。然

而，关于茉莉基因组大小的研究尚未见报道，有关

茉莉分子生物学的研究还相对滞后。随着测序技

术的发展和测序成本的降低，开展茉莉的全基因组

测序成为可能。对物种的基因组大小进行预估，能

为测序成本预算及组装策略研究提供重要的理论

依据。因此，本试验拟用流式细胞仪技术对单瓣、

双瓣和多瓣茉莉的基因组大小进行测定分析，旨在

为后期开展茉莉的基因组学及种群进化研究提供

数据参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试的３种瓣型（单瓣、双瓣和多瓣）茉莉的嫩

叶均采自江苏省农业科学院茉莉种质资源圃。试

验作为内标的水稻日本晴（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．ｓｕｂｓｐ．
ｊａｐｏｎｉｃａＮｉｐｐｏｂａｒｅ）由江苏省农业科学院粮食作物
研究所张亚东研究员提供，玉米（Ｚｅａｍａｙｓ）Ｂ７３由
南京农业大学农学院李盛本教授提供，番茄

（Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎｅｓｃｕｌｅｎｔｕｍ Ｌ．Ｓｔｕｐｉｃｋｅｐｏｌｎｉｔｙｃｋｏｖｅ
ｒａｎｅ）由捷克共和国实验植物学研究所（奥洛摩茨）
ＪａｒｏｓｌａｖＤｏｌｅｚｅｌ教授提供。
１．２　仪器设备及试剂

试验使用的仪器是美国 Ｂｅｃｔｏｎ－Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ
（ＢＤ）公司的 ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪。荧光染料
碘化丙啶（ＰＩ）、孔径３７μｍ的尼龙滤膜、鞘液、培养
皿、ＥＰ管、刀片等购自南京博巧生物科技有限公司。
１．３　试验方法
１．３．１　细胞解离液的选择　为获得适合茉莉的最
佳细胞解离液，分别对 Ｏｔｔｏ、Ｇａｌ、ＷＰＢ、ＧＰＢ、ＬＢＯ１、
Ｔｒｉｓ－ＭｇＣｌ２等多种解离液进行逐一尝试。
１．３．２　细胞核悬液的制备　取３种瓣型茉莉的新

鲜嫩叶，用去离子水洗去表面的灰尘，滤纸吸干后，

各称取３份，每份约０．５ｇ，分别放入预冷的培养皿
中，加入１ｍＬ预冷的细胞解离液，用锋利的刀片上
下快速切碎，过程中保证样品浸没在解离液中。吸

取培养皿中的解离液，用３７μｍ滤膜过滤到１．５ｍＬ
离心管中，然后置于冰上孵育５ｍｉｎ，１０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，弃去上清液，并将离心管倒置在滤纸上使
残余的液体自然流干，收集沉淀的细胞，再加入

５００μＬ预冷解离液。采用同样的方法获得水稻、玉
米和番茄幼嫩叶片的细胞核悬液。

１．３．３　ＤＮＡ特异性染色　将单瓣茉莉和双瓣茉莉
细胞核悬液分别与水稻和玉米细胞核悬液混匀，多

瓣茉莉分别与水稻和番茄细胞核悬液混匀，获得混

合细胞核悬液。向制备好的混合细胞核悬液中同

时加入 ＲＮＡａｓｅＡ至终浓度为５０μｇ／ｍＬ和碘化丙
啶 （ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）染 液 至 终 浓 度 为
１００μｇ／ｍＬ，置于冰上，避光染色２０ｍｉｎ。
１．３．４　基因组大小的测定和计算　样品检测前，对
流式细胞仪进行预热３０ｍｉｎ。采用４８８ｎｍ的蓝光
激发，收集６７０／３０通道的荧光，检测 ＰＩ的发射荧光
强度。每个样品在检测时低速收集１００００个细胞，
变异系数（ＣＶ）控制在５％以内，且每个样品３次重
复。使 用 流 式 细 胞 仪 自 带 的 ＦＡＣＳＴＭ 软 件
１００６５０分析数据，待测样本核 ＤＮＡ含量计算公
式如下：

　　待测样本核 ＤＮＡ含量 ＝对照样本核 ＤＮＡ含

量×待测样本Ｇ０／Ｇ１峰荧光强度
对照样本Ｇ０／Ｇ１峰荧光强度。

２　结果与分析

２．１　细胞解离液的选择
不同裂解液对不同植物的解离效果不同［７，９，１１］。

为探索茉莉细胞最适合的裂解液，此次研究利用流

式细胞仪逐一对 ６种常用的解离液（Ｏｔｔｏ、Ｇａｌ、
ＷＰＢ、ＧＰＢ、ＬＢＯ１、Ｔｒｉｓ－ＭｇＣｌ２）进行比较。最终筛
选出ＷＰＢ解离液，其对茉莉和内标的解离效果最
好，变异系数（ＣＶ）值控制在５％以内。由图１可知，
茉莉与内标的粒子清晰集中，混合样品的粒子团能

同时被检测到。由图２可知，获得的峰图清晰，杂峰
较少、无重叠峰且区分度良好。因而保证了用基因

组大小已知的水稻、玉米和番茄作为内标，测定茉

莉基因组大小的合理性及准确性。

２．２　基因组大小的测定结果
ＰＩ是一种荧光染料，能够均匀嵌入到双链ＤＮＡ
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的碱基对中，其嵌入量与 ＤＮＡ含量成正比，因此可
以用相对荧光强度表示ＤＮＡ相对含量。比较单瓣、
双瓣、多瓣茉莉及内标的嫩叶单独制样上机检测结

果，基于基因组相差倍数尽量小于２倍的原则，确定
以水稻日本晴、玉米 Ｂ７３作为内标，分别测定单瓣
茉莉（图２－Ａ１和图２－Ａ２）和双瓣茉莉（图２－Ｂ１
和图２－Ｂ２）的基因组大小；以水稻日本晴、番茄
Ｓｔｕｐｉｃｋｅｐｏｌｎｉｔｙｃｋｏｖｅｒａｎｅ作为内标，测定多瓣茉莉
（图２－Ｃ１和图２－Ｃ２）的基因组大小。已有研究
中，水稻日本晴的 ２ＣＤＮＡ含量为 ０．８８ｐｇ，玉米
Ｂ７３的２ＣＤＮＡ含量为４．９１ｐｇ，番茄 Ｓｔｕｐｉｃｋｅｐｏｌｎｉ
ｔｙｃｋｏｖｅｒａｎｅ的２ＣＤＮＡ含量为１．９６ｐｇ。根据混合
样品的ＰＩ发射荧光强度，比较茉莉与内标样本峰值
的倍数关系，３次重复检测，计算出单瓣茉莉的基因
组１ＣＤＮＡ含量为０．８０９５ｐｇ，双瓣茉莉的基因组
１ＣＤＮＡ含量为０．８０４５ｐｇ，多瓣茉莉的基因组１Ｃ
ＤＮＡ含量为０．５９２６ｐｇ（表１）。从表１可以看出，
同一瓣型茉莉用２个内标检测，测得的基因组大小
无显著性差异；单瓣茉莉和双瓣茉莉基因组大小无

显著性差异，但多瓣茉莉与单瓣、双瓣茉莉基因组

大小均有显著性差异。

３　讨论与结论

目前评估基因组大小的方法较多，其中流式细

胞术因操作简单、高效、准确等优点，已成为物种基

因组大小测定［７－１０］和物种倍性鉴定［１１－１３］的重要技

术方法。茉莉不仅具有较高的观赏价值，还具有较

高的茶用和药用价值，市场前景广阔。此前，并没

有茉莉基因组大小的研究。木犀科其他物种基因

组大小已有报道，如樊慧杰等利用流式细胞术测定

了连翘属植物连翘的基因组大小为 ０．７４Ｇｂ［１８］。
Ｓｕｄａ等利用流式细胞术测定了浓香茉莉（Ｊａｓｍｉｎｕｍ
ｏｄｏｒａｔｉｓｓｉｍｕｍ）的基因组大小为１．４４ｐｇ［１９］。然而，
不同物种的基因组大小存在很大差异［３］，不同物种

的流式细胞术测定条件不同［１１－１３］，所以对于茉莉基

因组大小的测定，要对流式细胞术的方法进行探索。

　　不同植物的叶片结构和次生代谢物组成均不
相同，可见材料的选择、细胞核的提取及染色时间

是流式细胞术的关键步骤［３］。本研究选取新鲜幼

嫩叶片，取样后立即制样。通过对６种不同解离液
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表１　３种瓣型茉莉基因组大小测定结果

瓣型 内标
平均荧光峰值

（茉莉）

平均荧光峰值

（内标）

比值

（茉莉／内标）
１Ｃ值（ｐｇ）
（ＣＶ＜５％）

１Ｃ平均值
（ｐｇ）

单瓣茉莉 水稻 ２０２７２±２６１ １０９８０±２１９ １．８４６３±０．０１４１ ０．８１２４±０．００６２ａ ０．８０９５±０．００３６ａ

玉米 ８３５２±１７ ２５４２２±１７６ ０．３２８５±０．００１７ ０．８０６５±０．００４３ａ

双瓣茉莉 水稻 １９５５０±３６３ １０６３０±２０２ １．８３９１±０．００９３ ０．８０９２±０．００４１ａ ０．８０４５±０．００３１ａ

玉米 ９４０７±１４９ ２８８７５±４２１ ０．３２５８±０．００１２ ０．７９９８±０．００２８ａ

多瓣茉莉 水稻 １５９５５±２３８４ １２０６７±１８４１ １．３２２２±０．００４３ ０．５８１８±０．００１９ｂ ０．５９２６±０．００６３ｂ

番茄 ９８９７±２１１ １６０７６±２０３ ０．６１５６±０．００９３ ０．６０３３±０．００９１ｂ

　　注：同列数据后标有不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

的筛选，最终筛选出 ＷＰＢ解离液，其对茉莉和内标
的解离效果最好，ＣＶ值控制在５％以内，粒子清晰
集中，获得的峰图清晰，杂峰较少，无重叠峰且区分

度良好，保证了结果的可靠性和准确性。木本植物

细胞核中含有单宁酸，单宁酸会干扰荧光染色的酚

类化合物，对Ｇａｌ和ＬＢＯ１裂解液产生负面影响，故
Ｇａｌ和ＬＢＯ１裂解液不适合用于木本植物细胞核悬
液的提取［２０］，与本研究的试验结果一致。

　　内标样品的选择是流式细胞术测定结果可靠
准确的关键因素。本研究采用已知基因组的水稻

日本晴和玉米 Ｂ７３或水稻日本晴和番茄作为双内
标对单瓣、双瓣和多瓣茉莉进行测定分析，结果显

示，茉莉与内标间的峰区分度良好、无重叠，且 ＤＮＡ
含量的ＣＶ值均控制在５．０％以内［３］，可确保试验结

果的准确性，因此，本试验结果可靠稳定。

　　Ｂｅｎｎｅｔｔ等对２４种被子植物种内 ＤＮＡ含量变
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化的研究发现，种内 ＤＮＡ含量变化是很普遍的现
象，种内ＤＮＡ含量变化在４％～２８％之间［２１］。邓果

特等采用流式细胞仪测定来自不同地区五节芒的

基因组大小发现，湖南省郴州市、湖北省红安县和

江西省修水县采集的五节芒基因组大小间无显著

性差异，广东省连山壮族瑶族自治县、江苏省连云

港市和福建省永安市采集的五节芒基因组大小间

无显著性差异，但它们两者之间有显著性差异，说

明五节芒存在种内 ＤＮＡ含量变异［７］。本研究同时

测定的３个瓣型茉莉基因组大小中，单瓣茉莉基因
组大小 （０．８０９５ｐｇ）和双瓣茉莉基因组大小
（０．８０４５ｐｇ）无显著性差异，但它们与多瓣茉莉基
因组大小（０５９２６ｐｇ）之间存在显著性差异，这与
上述研究结果吻合。造成多瓣茉莉与单瓣和双瓣

茉莉间基因组大小存在显著性差异的原因可能很

多，如染色体的多倍化、Ｂ染色体、非整倍体、染色质
变异及基因重复与丢失等，这些都可能会对ＤＮＡ含
量的种内变异有一定的作用［２２］。此外，植物基因组

ＤＮＡ含量会被某种特定的选择力影响，如纬度、气
候、海拔及地区差异都有可能造成 ＤＮＡ含量的变
异［２３－２４］。具体是何原因导致茉莉种内ＤＮＡ含量变
异，还需进一步研究。

　　总之，本研究首次建立了流式细胞术测定茉莉基
因组大小的方法，并测定了３种不同瓣型茉莉的基因
组大小，丰富了茉莉的生物学信息，为茉莉的基因组

学及系统进化等研究奠定了重要的理论基础。
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ＡｎｎａｌｓｏｆＢｏｔａｎｙ，１９９５，７６（２）：１１３－１７６．

［２２］ＢｉéｍｏｎｔＣ．Ｇｅｎｏｍｅｓｉｚｅｅｖｏｌｕｔｉｏｎ：ｗｉｔｈｉｎ－ｓｐｅｃｉｅｓｖａｒｉａｔｉｏｎｉｎ

ｇｅｎｏｍｅｓｉｚｅ［Ｊ］．Ｈｅｒｅｄｉｔｙ，２００８，１０１（４）：２９７－２９８．

［２３］ＧｒｉｍｅＪＰ，ＭｏｗｆｏｒｔｈＭＡ．Ｖａｒｉａｔｉｏｎｉｎｇｅｎｏｍｅｓｉｚｅ－ａｎｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ

ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，１９８２，２９９（５８７９）：１５１－１５３．

［２４］ＨａｌｌＳＥ，ＤｖｏｒａｋＷＳ，ＪｏｈｎｓｔｏｎＪＳ，ｅｔａｌ．Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆＤＮＡｃｏｎｔｅｎｔｆｏｒｔｒｏｐｉｃａｌａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｅｎｅｗｗｏｒｌｄｐｉｎｅｓ［Ｊ］．

ＡｎｎａｌｓｏｆＢｏｔａｎｙ，２０００，８６（６）：１０８１－１０８６．

—４４— 江苏农业科学　２０２０年第４８卷第１９期


