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摘 � 要: 比较了不同预处理方法、解离方法、酶解时间和制片方法对紫果西番莲细胞中期分裂相、染色体收缩

程度和分散度的影响。结果表明: 8- 羟基喹啉室温下处理根尖 2� 5 h、混合酶液 ( 2%纤维素酶和 0� 5%果胶酶)

37 � 酶解 70 min、涂片法制片的染色体分散性好, 背景干净, 着丝点比较清晰 , 随体明显, 效果最佳; 紫果西

番莲的核型公式是 2n= 2x= 18= 14m ( 2sat) + 4sm, 属于 2A 型, 第 4 对染色体上带有随体。
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Abstract: Effects of different pretreatments methods, dissociation, enzymolysis time and slide making on the meta�

phase cells, chromosome contraction and disper sion deg ree of P. edulis Sims w ere compared. The best metaphase

cells w ere pr epar ed after the pr etreatment w ith 8�H ydroxyquinoline for 2� 5 h at room temperature and the subse�

quent enzyme dig estion by a mixt ur e containing 2% cellulase and 0� 5% pectinase fo r 70 min at 37 � . The chromo�

somes dispersed w ell with clean backg round and centr omer ic dots and satellite wer e clear . The ka ryo type formula o f

P. ed ulis Sims was 2n= 2x= 18= 14m ( 2sat) + 4sm, belong ing t o 2A type, and a pair of satellites w ere located

on the fo rth pair chr omosomes.
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� � 西番莲为西番莲科 ( Passif loraceae) 西番莲属

( Passif lor a) 的多年生常绿攀缘性藤本果树。在

各品种中, 紫果西番莲 ( P . eduli s Sims� ) 和变
形黄果西番莲 ( P. ed ul is Sims� f� f av icarp a

Deg� ) 最具栽培价值。目前西番莲研究多集中于
引种栽培、果实加工、进化关系等方面, 遗传背景

研究很少。作为遗传研究的一项重要手段, 核型分

析通过明确染色体的数目、大小、形态来了解一个

物种遗传变异的细胞遗传学的特征, 为深入研究物

种提供基础, 其最直接方法就是根尖制片。有关西

番莲的根尖细胞制片方法和染色体研究, 国内外的

报道不多
[ 1- 3]
。在以往西番莲的染色体研究中, 研

究者们都只选用了 1种预处理剂
[ 2- 3]

, 多数染色体

制片分辨率不高, 随体难以确定。本试验对不同的

预处理方法、解离方法、酶解时间和制片方法作了

比较, 寻找紫果西番莲根尖细胞染色体制片的最佳

方法, 通过高质量的染色体制片观察, 进行紫果西

番莲的核型分析, 确定随体染色体, 以充实紫果西

番莲的遗传背景资料, 为西番莲的细胞遗传学研

究、染色体工程和分子育种提供有价值的参考。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
供试材料为紫果西番莲果实, 由福建闽清丰达

生态农业大观园提供。
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1� 2 � 方法
1� 2� 1 � 预处理 � 取表面消毒的种子于培养皿上催
芽 ( 25 � ) , 待根长至 0� 5~ 1� 0 cm 时截取根尖,

室温下将根尖分别浸泡于 0� 002 mol � L - 1的8�羟
基喹啉、饱和对二氯苯、4 � 低温蒸馏水、0� 05%
秋水仙素和饱和 �- 溴萘溶液中, 处理时间分别为

2� 5 h、3 h、24 h、2 h、3 h, 其中饱和 ��溴萘采
用避光处理。

1� 2� 2 � 固定 � 从预处理液中取出根尖, 蒸馏水漂

洗 2~ 3次后置于卡诺固定液 (乙醇�冰醋酸= 3 �

1) 中固定 10 min, 滤纸吸干后移入 70%乙醇中

4 � 保存备用。

1� 2� 3 � 解离 � 采用两种解离方式。 ( 1) 酸解: 将

固定过的根尖用蒸馏水漂洗 2~ 3次, 滤纸吸干后

投入 1 mo l� L - 1盐酸溶液中 60 � 解离 10 m in, 然

后用蒸馏水多次漂洗, 切取根尖顶部 1~ 2 mm 备

用; ( 2) 酶解: 将固定过的根尖用蒸馏水多次漂

洗, 切取根尖顶部 1~ 2 mm 置于 0� 075 mol � L - 1

氯化钾溶液中 37 � 低渗 30 m in, 后将根尖置于混

合酶液中 (含 2%纤维素酶和 0� 5%果胶酶) 37 �
分别酶解 30 min、40 min、50 min、60 min、70

min, 再将根尖置于 0� 075 mo l � L - 1氯化钾溶液中

37 � 低渗 30 min, 去除 KCl溶液。

1� 2� 4 � 染色制片观察 � 压片: 将经酸解的根尖用

镊子移至载玻片上, 用另一载玻片呈十字盖在根尖

上, 轻压后将两载玻片分开, 铁矾苏木精染色 3

m in 后压片; 涂片: 吸取根尖酶解液并移至载玻片

中央, 铁矾苏木精染色 3 m in后涂片。

选择染色体清晰的中期细胞进行显微摄影及分

析。核型分析参照李懋学等 [ 4] 的核型分析标准进

行, 染色体类型按照 Levan等
[ 5]
的分类系统, 核型

类型参照 Stebbins[ 6]的标准。

2 � 结果与分析

2� 1 � 不同预处理对根尖细胞有丝分裂制片效果的
影响

在染色体制片中, 为获得更多的中期分裂相,

常用秋水仙素、8�羟基喹啉、对二氯苯、��溴萘、
放线菌酮等化学试剂进行预处理, 但不同的预处理

对改变细胞质粘度, 抑制和破坏纺锤丝的形成, 影

响染色体的收缩与分散的程度不同。由表 1、图 1

可知, 各预处理方法中 0� 002 mol � L - 1
8�羟基喹

啉室温下预处理 2� 5 h 的效果最好, 染色体长度适

宜, 且分散性好, 着丝点清晰, 随体明显。

图 1 � 不同预处理后紫果西番莲染色体形态

Fig� 1� Conformation of P. edulis Sims chromosomes by diff erent pertreaments

注: a 为 8�羟基喹啉处理; b为对二氯苯处理; c为低温处理; d为秋水仙素处理 ( 0� 05% ) ; e为饱和�- 溴萘处理
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表 1� 不同预处理方法对有丝分裂制片效果的影响
Table 1� Effect of different pretreatment methods on mitosis

预处理
时间

( h)
温度 � � 结 � 果

0� 002 mol� L- 1

8�羟基喹啉
2� 5 室温

染色体长度适宜,分散性好,着

丝点清晰,随体明显。

饱和对二氯苯 3 室温
染色体形态较好,分散性好,很
少粘连,但缢痕普遍不明显。

低温 24 4 �
染色体收缩不完全,细长粘连,

形态不清晰,难以见到着丝点。

0�05%秋水仙素 2 室温
染色体形态较好,缢痕较明显,

但容易粘连,分散性较差。

饱和��溴萘 3
室温

避光

染色体分散性很差,常粘成团,

但仔细分辨可发现形态较好,

缢痕也较清晰。

2� 2 � 不同酶解时间对细胞中期分裂相的影响
由图 2看出, 酶解时间直接影响制片效果。经

酶解 30 m in,细胞破裂后还可见大量细胞质存在于

染色体周围,染色体与背景对比度不够, 反差较小,

少量染色体重叠、堆积; 酶解 70 m in, 分裂相背景干

净,染色体分散, 形态清晰。表 2 显示, 酶解时间越

长,背景越干净,染色体分散性越好。但并不是时间

越长越好, 酶解时间太长会破坏染色体。紫果西番

莲根尖细胞酶解 70 min可获理想效果。

图 2 � 酶解后细胞中期分裂相形态

Fig� 2 � Metaphase enzymatic macerated with a solution

containing 2%cellulase and 0. 5% pectinase at

37 �
注: a- 酶解 30 min; b - 酶解 70 min

2� 3 � 不同解离和制片方法对细胞中期分裂相的
影响

试验中观察到根尖经酶解后制片, 其染色体的

分散程度明显好于酸解, 显微镜下观察到的细胞是

离散的, 而酸解压片后的染色体分散性差, 常出现

重叠。由于酶解能降解细胞壁的纤维素和中胶层的

果胶类物质, 低渗使细胞膨胀, 染色体更分散, 因

此, 在进行紫果西番莲核型分析时酶解更合适。

两种制片法的效果 (图 3) 比较显示: 压片的

背景较浓, 染色体容易相互重叠缠绕, 形态不清

晰, 难以用于核型分析。而涂片的染色体分散, 形

态清晰。可见, 涂片法更适宜于紫果西番莲的核型

分析。

图 3 � 不同制片后细胞中期分裂相形态

Fig� 3 � Metaphase of different chromosome prepara�

tions

注: a- 酸解压片; b- 酶解涂片

表 2 � 不同酶解时间对细胞中期分裂相形态的影响

Table 2 � Effect of different enzymolysis time on metaphase

酶解时间

( min)
细胞中期分裂相形态

30 细胞质多,背景明显,染色体重叠、堆积、分散性差。

40
细胞质较多,但较分散,存在背景,染色体重叠,很少出现

堆积,分散性较差。

50
少量细胞质,涂片法染色体分散性较差,压片法染色体能

较好地分散。

60 背景干净,染色体部分挤压,但形态清晰。

70 背景干净,染色体分散性好,形态清晰。

� 注:酶解温度 37 � 。

2� 4 � 染色体的数目、倍数和核型分析
取紫果西番莲 50 个根尖细胞有丝分裂中期图

相统计染色体数目。通过观察, 其染色体数目为

2n= 2x= 18, 与陈晓静等
[ 2]
的报道一致。未发现

非整倍性和多倍性染色体数目变异现象, 表明其染

色体数目是恒定的。

紫果西番莲的染色体形态和核型模式见图 4、

图 5, 核型分析结果见表 3。其核型公式为 2n= 2x

= 18= 14m ( 2sat ) + 4sm。第 1、8对为近中部着

丝粒染色体, 其余 7对均为中部着丝粒染色体, 第

4对上有随体, 染色体绝对长度变化范围是 2� 04~
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4� 12 �m, 染色体组的平均总长度为 26� 22 �m, 相

对长度为 7� 77% ~ 15� 70%。最长染色体和最短染
色体之间的比值为 Lt / St = 2� 02, 臂比大于 2 的

染色体占 0� 11, 根据 Stebbins[ 6] 的染色体核型分

类标准, 紫果西番莲染色体属于 2A 型。

图 4 � 紫果西番莲染色体数目和核型图

Fig� 4 � Chromosome number and karyotype of P. edu�

lis Sims

图 5 � 紫果西番莲染色体模式图

Fig� 5 � Chromosome idiogram of P. edulis Sims

表 3 � 紫果西番莲的核型分析
Table 3� Data of karyotype analysis of P. edulis Sims

序号
绝对长度
(�m)

相对长度
( % )

臂比
( L/ S)

类型

1 2� 79+ 1� 33= 4� 12 10� 64+ 5� 06= 15� 70 2�10 sm

2 1� 80+ 1� 60= 3� 40 6� 88+ 6� 09= 12� 97 1�13 m

3 1� 76+ 1� 41= 3� 17 6� 71+ 5� 39= 12� 10 1�24 m

4 1� 68+ 1� 30= 2� 98 6� 41+ 4� 94= 11� 35 1�30 m*

5 1� 68+ 1� 25= 2� 93 6� 42+ 4� 74= 11� 16 1�35 m

6 1� 52+ 1� 14= 2� 66 5� 79+ 4� 35= 10� 14 1�33 m

7 1� 46+ 1� 11= 2� 57 5� 55+ 4� 24= 9� 79 1�31 m

8 1� 51+ 0� 86= 2� 37 5� 76+ 3� 28= 9� 04 1�75 sm

9 1� 12+ 0� 92= 2� 04 4� 27+ 3� 50= 7� 77 1�22 m

� 注:绝对(相对)长度:长臂+ 短臂= 全长,全长包含随体长度; * 为

带随体染色体。

3 � 讨 � 论

小染色体植物制片较难获得清晰的染色体形

态, 且随体易在制片过程中丢失, 故小染色体植物

制片并不要求确定随体。但随体是染色体识别的重

要特征之一, 黄代青等 [ 7]成功地分离出银杏第 1染

色体便是根据其带随体的特征进行辨认。且不同物

种所带随体的数目、位置、大小和形态是稳定的,

它作为物种特性在植物分类、遗传背景、染色体育

种等研究中具有重要价值。随体通过次溢痕连接于

染色体主体部分, 次溢痕处 DNA 螺旋松解变细,

受到外力拉扯容易断裂, 造成随体丢失。确保小染

色体植物的随体在制片过程中不丢失很重要, 其结

果直接影响核型分析的准确性。在本试验过程中发

现与酸解压片法相比, 酶解涂片法能更好地保存紫

果西番莲第 4对染色体上的随体, 这可能与酶解能

较好地去除细胞壁干扰, 低渗后细胞易于破裂有

关, 且涂片法作用于染色体的力量较小, 因而随体

不易丢失。

许多研究表明不同植物属、种间染色体数目稳

定, 而核型对称性、染色体组成、随体有无、数

量、位置等存在差异[ 8- 12] , 为各种、品种的分类

提供了依据。不过要对属、种进行系统分类只有在

全面了解各种、品种核型资料的基础上才有可

能[ 1 3]。目前, 关于植物核型研究的报道很多, 但

各研究结果的可比性却很低
[ 14- 15]

, 通过试验寻找

一个最佳的制片方法, 属内近缘植物统一使用该制

片方法, 可以最大程度地消除试验误差, 提高试验

结果可靠性, 为植物系统分类奠定基础。本试验以

紫果西番莲根尖为材料进行了该方面的探索, 对不

同预处理方法、解离方法、酶解时间和制片方法进

行了比较, 得到一个最佳的制片方法, 但该方法是

否适用于所有西番莲属植物还有待于进一步研究。

本文的核型分析结果与陈晓静等 [ 3]报道的紫果

西番莲的核型相近, 核型公式分别为 2n = 2x= 18

= 14m ( 2sat ) + 4sm 与 2n= 2x= 18= 14m+ 4sm,

属于较为原始的类型。陈晓静等 [ 3]指出由于紫果西

番莲染色体或随体较小, 随体难以确定, 需改进处

理方法。本试验通过多种方法观察发现紫果西番莲

带有随体, 并确定其位于第 4对染色体上, 为该染

色体的识别提供了依据, 同时也进一步证实了紫果

西番莲和黄果西番莲具有很近的亲缘关系。
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