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沙田柚实生苗染色体的荧光显带分析
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摘要 采用CMA(chromomycinA3,CMA)和DAPI(4′,6-diamidino-2-phenylindole,DAPI)双荧光染色方

法,分析了沙田柚实生苗根尖染色体的荧光带型和核型结构。结果表明:沙田柚实生苗染色体存在6种不同类

型的CMA荧光带型,即染色体臂两端及近着丝粒部位均有荧光带(A型)、染色体臂一端及近着丝粒部位共有

2处荧光带(B型)、染色体臂两端有荧光带(C型)、仅染色体臂一端有荧光带(D型)、染色体臂一端有较弱荧光

带(E型)及染色体上无荧光带(F型)。大部分实生苗染色体的CMA带型公式是2n=18=3A+1B+2C+4D+
8F,其他实生苗的染色体组成是2n=18=3A+1B+2C+4D+4E+4F、3A+1B+2C+4D+8E、2n=18=2A+
2B+2C+4D+8F和2n=18=2A+2B+2C+4D+4E+4F。染色体的DAPI带型与CMA带型有相反带纹,并
存在不同程度的弱带。同时观察到体细胞染色体联会现象和2~4个染色体脆性位点。
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  染色体显带技术主要有C带(centromere,着丝

粒)、Q带(quinacrine,荧光染料喹吖因)、G带

(Giemsa,吉姆萨染料)和 R带(reverse,相反)等多

种显带技术[1]。近年,结合2种碱基特化染色剂的

荧光显带技术开始在许多物种的染色体研究方面发

挥独特作用,一种是色霉素 A3(chromomycinA3,

CMA),是一类 GC碱基特化的荧光染料;另一种是

AT碱基特化的4′,6-二脒脲-2-苯基吲哚 (4′,6-
diamidino-2-phenylindole,DAPI)荧光染料[2]。基

于物种不同染色体上异染色质区大小及分布位置的

差异性,2种荧光染色剂在不同染色体不同位置呈

现出清晰、稳定的带型,尤其CMA带型可形成特

定的染色体细胞学标记[3-4]。这一技术在柑橘类植

物上应用可有效区分和鉴定部分染色体,已成为柑

橘遗传育种研究中的重要工具[5-6]。
沙田柚(Citrusgrandis ‘Shatianyou’)又称金

柚,是我国柑橘类植物中特有的栽培柚良种,以品质

优良著称,尤以广西容县沙田柚最好,但其起源不

详,其遗传组成亟待研究。另外,柑橘类植物通常被

认为遗传上有较高的杂合性[7],染色体带型和核型

分析对探讨它们的亲缘关系和育种工作都十分重

要。本研究随机选取沙田柚实生苗,对其根尖体细

胞染色体进行CMA/DAPI荧光显带和核型分析,
可以有效地鉴定沙田柚的染色体组成,确定沙田柚

的染色体整体特征,有助于了解沙田柚在柑橘属植

物中的种系发生、物种进化、亲缘关系,从而为柑橘

遗传育种研究提供细胞学信息。

1 材料与方法

1.1 材料与染色体制备

在国家柑橘育种中心实验基地采集沙田柚的成

熟果实,随机收集其种子。将种子置于28℃光照培

养箱培养,取生长10d左右的实生苗主根或侧根根

尖3~5mm。参照陈瑞阳等[8]的方法进行根尖处

理和染色体制片,略有修改。饱和对二氯苯预处理

根尖2h,0.075mol/LKCl低渗30min,新鲜卡诺

氏固定液(V无水乙醇∶V乙酸=3∶1)固定12~24h。
根尖充分水洗后用含0.25% 果胶酶 (Sigma)、

0.25%果胶酶 Y-23(Yakult)和0.5% 纤维素酶

RS(Onozuka)的混合酶液37℃酶解60~70min。
吸取1个酶解后的根尖于干净载玻片上,置于体视

镜下用解剖针除去根尖分生区以外的细胞,加1滴
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60% 乙酸1min,再滴1~2滴固定液使细胞分散,
火烤至着火。最后20倍相差显微镜下镜检染色体

制片,记录分裂相的坐标。
1.2 荧光染色、观察与图像处理

每张染色体制片加CMA(5mg/mL)与DAPI
(5μg/mL)混合液100μL,室温下避光2h对染色

体进行荧光染色。抗淬灭剂 Vectashield(Vector
Laboratories,Peterborough,UK)封片,4℃过夜。

ZeissScopeA1荧光显微镜(Zeiss公司,Germany)
紫外激发下观察DAPI蓝色荧光,蓝色激发下观察

CMA黄色荧光,数码相机(HamamatsuCCD,Ja-
pan)拍 照。用 图 像 软 件 AdobePhotoshop8.0
(AdobeSystems,SanJose,CA,USA)对图像进行

处理,包括荧光图像的合成、图像对比度和亮度调

整、裁剪等。
1.3 染色体测量及核型模式图绘制

采用图像分析软件Image-ProPlus6.0分别测

量染色体长、短臂的长度。根据乔永刚等[9]方法采

用Excel软件将核型数据(各条染色体的长、短臂长

度)输入制作核型模式图。

2 结果与分析

2.1 沙田柚染色体的 CMA 带型

荧光显微观察显示,CMA染色剂在沙田柚实

生苗根尖细胞的较多染色体上呈现出不同位置和不

同大小的较强黄色荧光亮带,部分染色体上观察到

较弱的黄色荧光亮点,部分染色体上没有表现出黄

色亮点。对120株沙田柚实生苗体细胞染色体进行

CMA荧光染色统计分析,表明沙田柚实生苗染色

体存在6种不同类型的CMA荧光带型(图1),它们

分别是:染色体臂两端及近着丝粒部位有较强的

CMA黄色荧光带(A型)、染色体臂一端及近着丝

粒部位共有2处较强CMA黄色荧光带(B型)、染
色体臂两端均有较强CMA荧光带(C型)、仅染色

体臂一端有明显CMA荧光带(D型)、染色体臂一

图1 依据CMA带纹区分的6种沙田柚染色体类型模式

Fig.1 Schematicrepresentationofsixchromosome
typesin‘Shatianyou’accordingtothe

positionofCMA-positivebands

端有较弱CMA荧光带(E型)及染色体上无可见

CMA荧光带(F型)。
2.2 沙田柚实生苗根尖染色体的 CMA/DAPI 带型

  对沙田柚实生苗的染色体组成进行观察和统

计,发现沙田柚实生苗根尖细胞染色体呈2n=18的

稳定数目。依据图1中CMA带型分类对6种沙田

柚染色体类型进行分析,实生苗根尖染色体有5种

不同构型的组成(表1,图2)。在观察的120株实生

苗中,54株呈现出3条A型、1条B型、2条C型、

4条D型及8条F染色体的组成(即3A+1B+2C+
4D+8F,图2-3),接近观察总数的一半;22株实生

苗的染色体组成除了含有一致的A、B、C、D4种类

型外,还有4条E型和4条F型(即3A+1B+2C+
4D+4E+4F,图2-6);7株染色体组成是3A+
1B+2C+4D+8E(图2-7);11株实生苗染色体由

A、B 、C型各2条,以及 D、E、F型各4条组成

(2A+2B+2C+4D+4E+4F,图2-8);余下26株实

生苗染色体组成是A、B、C型各2条和4条D型、

8条F型染色体(2A+2B+2C+4D+8F,图2-9)。
在这些沙田柚实生苗中,可以看出C型和D型染色

体数目稳定,分别是2条和4条,A、B、E和F 这

4种类型的染色体数目不定。
表1 沙田柚实生苗根尖染色体的CMA带型公式

Table1 CMAbandingpatternsofsomatic

chromosomesof‘Shatianyou’

种类

Types
组成

Construction
实生苗株数

SeedlingsNo.

1 3A+1B+2C+4D+8F 54

2 3A+1B+2C+4D+4E+4F 22

3 3A+1B+2C+4D+8E 7

4 2A+2B+2C+4D+4E+4F 11

5 2A+2B+2C+4D+8F 26

  大部分实生苗植株的根尖细胞核中也呈现明显

的16个CMA荧光亮点。这与第一种类型的染色

体上CMA荧光带纹总数相同,暗示CMA染色的

富含GC碱基的异染色质在细胞核仍然浓缩在一

起。在染色体CMA染色较强区域DAPI则呈现较

弱信号。但我们也观察到,并不是所有DAPI荧光

较弱区域都会呈现CMA带纹,有部分DAPI染色

较弱区域并未出现 CMA 带纹,如图2-3,最长的

1对F型染色体端部明显DAPI荧光较弱。
我们在沙田柚根尖细胞部分分裂相中观察到体

细胞染色体联会现象,1条 C型染色体的一端和

1条D型染色体的CMA亮带端发生联会(图2-3)。
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1条A型染色体的一端和1条C型染色体的一端也

较紧密地结合在一起(图2-7)。另外,在沙田柚实

生苗体细胞染色体中,A和B这2种类型染色体常

常出现脆性位点(图2-3、6~9)。非常明显的是,这
些脆性位点都是出现在染色体近着丝粒处的CMA
带附近部位。

 1~3:第1类沙田柚实生苗根尖染色体荧光图像 Thefluorescentimageoffirstchromosometypeof‘Shatianyou’seedlingroottip;

1:DAPI染色 DAPIstaing;2:CMA染色CMAstaing;3:1和2合成的图像 Theimagecombinedwith1and2(箭头示意染色体联会

Arrowindicatesynapsis);4~6:第2类沙田柚实生苗根尖染色体荧光图像 Theimageofthesecondchromosometype;4:DAPI染色

DAPIstaing(去色,反相Colordiscardedandinverted);5:CMA染色CMAstaing(去色,反相Colordiscardedandinverted);6:4和5合

成的图像 Theimagecombinedwith4and5;7~9:CMA/DAPI染色合成的沙田柚实生苗根尖染色体荧光图像 Theimagecombined

CMAandDAPIbandingimage;7:第3类Thethirdchromosometypeimage(箭头示意染色体联会Arrowindicatesynapsis);8:第4类

Theforthchromosometypeimage;9:第5类 Thefifthchromosometypeimage.图中A、B、C、D、E和F表示以CMA带型区分的染色

体类型LettersinA,B,C,D,EandFindicatechromosometypesaccordingtoCMApatterns;黄色小圆点处示意染色体脆性位点Small

yellowdotsindicatethepositionofchromosomefragilesites,标尺=3μmBar=3μm.

图2 CMA和DAPI荧光染色的沙田柚根尖染色体

Fig.2 CMA/DAPIstainingofsomaticchromosomesin‘Shatianyou’seedlings

2.3 沙田柚实生苗体细胞染色体的核型分析

  将观察到的沙田柚实生苗5种染色体类型中最

主要的第1种类型(3A+1B+2C+4D+8F)进行核

型分析,染色体的测量参数及核型分析参数见表2。
依据这些染色体参数以及CMA/DAPI双荧光带型

绘制出沙田柚实生苗典型染色体类型的核型模式图

(图3)。沙田柚体细胞染色体数目为2n=2x=18,

染色体基数是x=9。染色体的绝对长度为2.07~
4.66μm,全组染色体总的绝对长度为56.67μm,
染色体平均绝对长度为3.15μm,染色体相对长度

组成为3.66%~8.23%,臂比为1.06~2.37,着丝

点类型主要是 m和sm,最长染色体与最短染色体

的比值为2.25,臂比值大于2的染色体占22.2%,
核型不对称性属于stebbins[10]的2B型。
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表2 沙田柚实生苗体细胞染色体参数

Table2 Chromosomelengths,armratioandtypesof‘Shatianyou’

染色体编号

ChromosomesNo.
相对长度/% Relativelength

长臂Longarm 短臂Shortarm 总长 Total
臂比 Ratioofarms

(Longarm/Shortarm)
着丝点指数

Numberoffundamental
染色体类型

Types
1 4.62 3.60 8.23 1.28 43.78 m
2 3.56 3.01 6.56 1.18 45.83 m
3 4.38 3.41 7.79 1.28 43.77 m
4 2.75 2.61 5.35 1.05 48.72 m
5 3.31 3.26 6.57 1.01 49.64 m
6 3.33 3.05 6.37 1.09 47.82 m
7 4.01 2.19 6.20 1.84 35.26 sm
8 4.16 1.98 6.14 2.11 32.20 sm
9 3.58 2.36 5.94 1.52 39.67 m
10 2.86 2.69 5.56 1.06 48.49 m
11 3.76 1.65 5.41 2.28 30.50 sm
12 3.47 1.82 5.29 1.91 34.39 sm
13 3.47 1.46 4.93 2.37 29.65 sm
14 2.44 1.78 4.22 1.37 42.18 m
15 2.88 1.33 4.21 2.16 31.68 sm
16 2.16 1.59 3.75 1.36 42.42 m
17 2.15 1.67 3.82 1.29 43.70 m
18 2.20 1.46 3.66 1.51 39.90 m

图3 沙田柚实生苗根尖染色体

主要类型的核型模式图

Fig.3 Themainkaryotypeideogramof
‘Shatianyou’somaticchromosomes

3 讨 论

与其他植物染色体显带技术如C带、Q带、G
带和R带等相比,本研究中使用的CMA/DAPI双

荧光显带法显得简单、高效,染色体呈现出稳定的带

纹特 征,在 植 物 染 色 体 研 究 中 常 有 使 用[11-13]。

CMA/DAPI带纹的特征性可用来识别染色体,如本

试验沙田柚实生苗体细胞中,数目较少的A、B、C及

最长的F型染色体都可直接被CMA/DAPI双荧光

染色鉴定出来,尤其CMA染色具有鲜明的染色体

荧光特征,同一种材料不同细胞之间的带型表现相

当一致。因此,CMA带型分析是鉴定柑橘类植物

染色体的有效方法。DAPI荧光显带呈现出AT富

有区荧光强而GC富有区荧光弱的明暗相间的染色

体条带。结合应用生物学软件,将染色体进行3D
重建,可以显示出染色体上丰富的DAPI带纹[14-15],
为染色体结构分析提供更多信息。这一技术在大

麦、水稻和百合等植物染色体分析中显示的染色体

带型特征信息量不亚于G带[14]。
沙田柚实生苗体细胞染色体CMA带型含有较

多的D型和F型染色体。已报道的柑橘类植物染

色体研究表明它们都含有数目较多的 D型和 F
型[3,6,13,16-17]。由此推测这2种类型可能是柑橘类植

物染色体的基本型。同时还出现了比较少见的 A
型、B型和C型染色体,这些特殊带型染色体的存

在,对于研究沙田柚与其他柑橘植物的亲缘关系及

其起源进化具有非常重要的参考价值。在沙田柚所

有实生苗体细胞染色体中,第1对染色体的特征都

表现出一致性,是没有CMA带纹的F类型,且染色

体长、短臂两端会显示出清晰的DAPI荧光较弱区

域,很容易分辨出来。有文献将之称为FL型染色

体,在柑橘类植物中广泛存在,被认为是高度保守的

1对[16-17]。这些CMA/DAPI带型为了解沙田柚基

因组结构提供了重要信息。
沙田柚实生苗染色体的CMA/DAPI带型呈现

出多样性,是因为沙田柚和其他柚类一样,是自交不

亲和植物,栽培通常采用嫁接繁殖。从沙田柚果实

中取的种子是杂种,沙田柚母株为其母本,父本为其

12
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他品种的柑橘,那么通过种子得到的实生苗即为F1
代,F1代发生性状分离,当 CMA/DAPI混合染色

时,染色体就会出现多种带型,并且呈现出高度杂合

性。推测这也正是我们在分析染色体核型时同源染

色体差异较大的原因之一。另外,柑橘类植物染色

体有不同程度的杂合[3],因而存在同源染色体之间

细胞学特征不完全一致的现象。
本研究观察到沙田柚实生苗较多体细胞中出现

染色体联会现象。而体细胞染色体联会不是所有植

物共有的特性和规律,是在部分植物中同源或非同

源染色质相互吸引粘合而发生的特有现象。该现象

在柑橘中目前仅有少数报道,一例是在辐射诱变得

到的少核红橘中观察有体细胞联会[18],另一例是在

“三叶”宜昌橙体细胞有丝分裂中发现的[19]。但其

形成机制和生物学意义并不清楚,有待于进一步研

究。本研究中的试验材料为研究体细胞联会这一特

殊现象的形成机制及生物学意义提供了重要基础。
本研究发现部分染色体出现2~4个脆性位点,即在

A型或B型染色体次缢痕的CMA带处常常出现染

色体断裂现象。推测正是由于脆性位点的出现,使
得个别报道认为沙田柚染色体数目是20条[20]。脆

性位点在人类和动物细胞遗传学中研究较多,一般

认为发生在染色体的一些特殊位点上,而不是随机

的染色体断裂,是基因组不稳定性的表现,在人类和

动物中常常造成病变[21]。植物中少有关于染色体

脆性位点的研究,仅有报道在具有大染色体的黑麦

草和大麦中存在脆性位点[22-23]。
本研究采用CMA及DAPI双荧光显带对沙田

柚实生苗体细胞染色体进行带型和核型分析,并观

察到其体细胞染色体联会现象和染色体脆性位点特

征,为柑橘类植物染色体的结构与功能带来更多新

的认识。下一步将荧光显带结合其他技术,如染色

体荧光原位杂交(FISH)等进行研究,判定沙田柚及

其他柑橘类植物的亲缘关系及系统进化特征,并为

柑橘遗传育种提供细胞学水平上的理论依据。
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ChromosomeanalysisofCitrusgrandis‘Shatianyou’
seedlingsusingfluorescentbanding

MIAOYin1,2 XUFeng-jiao1 LANHong2 CHENChun-li1,2

1.CollegeofLifeScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan430070,China;
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Abstract ThekaryotypeandfluorescentbandingofchromosomesfromroottipsofCitrusgrandis
‘Shatianyou’seedlingwereanalyzedbyCMA/DAPIdoublestainingtoinvestigatethechromosomal
structureof‘Shatianyou’.ResultsshowedthatthereweresixdifferentCMAbandingpatterns:Atype
wasachromosomewithtwoterminalandoneproximalbands;Bwasachromosomewithoneterminal
andoneproximalband;Cwasachromosomewithtwoterminalbands;D,achromosomewithoneter-
minalband;E,achromosomewithonesmallterminalbandonly;F,achromosomewithoutanybands.
CMAbandingpatternformulaofmostseedlingswas2n=18=3A+1B+2C+4D+8F,whereassome
were2n=18=3A+1B+2C+4D+4E+4F,2n=18=3A+1B+2C+4D+8E,2n=18=2A+2B+2C+
4D+8For2n=18=2A+2B+2C+4D+4E+4F.ComparedwithCMAbands,DAPIbandswereoppo-
sitepatternsandthereweresomeweakDAPIsignalsindifferentdegrees.Somaticchromosomesynapsis
and2-4fragilesiteswerealsoobserved.

Keywords Citrusgrandis ‘Shatianyou’;fluorescencebandingpattern;chromosomesynapsis;

fragilesite;chromosomalstructure
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