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木耳菜染色体制片优化及核型分析

孙　勃，辜金花，童袁桃，张　芬，汤浩茹
（四川农业大学 园艺学院，四川 成都 ６１１１３０）

摘要：【目的】优化木耳菜Ｂａｓｅｌｌａａｌｂａ染色体制片条件，并了解其核型特征，为今后研究不同类型木耳菜的亲缘关
系和系统进化提供理论基础。【方法】以木耳菜品种‘大叶木耳菜’为材料，对影响染色体制片效果的取材部位、预

处理时间和解离时间等条件进行优化，并进行核型分析。【结果】木耳菜主根根尖的分裂相细胞和中期分裂相细胞

比例最多；０００２ｍｏｌ·Ｌ－１的８－羟基喹啉预处理６ｈ，木耳菜染色体收缩性最好，形态最佳，分散性好；在６０℃下１
ｍｏｌ·Ｌ－１的ＨＣｌ解离８ｍｉｎ，木耳菜染色体着色良好且细胞质透明，对比度高。木耳菜的核型公式为２ｎ＝２ｘ＝４４＝
３８ｍ（２ＳＡＴ）＋６ｓｍ，染色体相对长度组成为２０Ｍ２＋２２Ｍ１＋２Ｓ，染色体长度比为１９３，染色体相对长度变化范围
为３１３％～６０６％，着丝粒指数变化范围为３５１９％～４７８６％，臂比值变化范围为１０９～１８４，第１０、１６、１７对染
色体为近中部着丝粒染色体，其余均为中部着丝粒染色体，第１３对染色体具有随体，木耳菜核型不对称系数为
５７８９％，核型按分类标准属１Ａ型。【结论】明确了木耳菜染色体制片的最佳条件参数，并从细胞遗传学角度揭示
了木耳菜的核型特征。
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　　木耳菜 Ｂａｓｅｌｌａａｌｂａ，又称落葵、软浆叶、豆腐菜
等，为落葵科 Ｂａｓｅｌｌａｃｅａｅ落葵属 Ｂａｓｅｌｌａ，以嫩叶、嫩
茎供食用的１年生缠绕性草本植物［１］。因叶子近似

圆形，肉质肥厚滑嫩，好像木耳的感觉，所以俗称木

耳菜。木耳菜富含胡萝卜素、维生素 Ｃ、皂素、胶质
及铁、钙等营养元素，长期食用具有降血压、滋补肺

脏、养血生津等功效［２］。染色体核型分析是细胞遗

传学的一项基本技术，对预测、鉴定种间杂交和多倍

体育种的结果、了解性别遗传机理以及基因组数、物

种起源、进化和种族关系的鉴定具有重要参考价

值［３９］。现有研究多集中在木耳菜栽培技术等方

面［１，１０］，关于木耳菜的核型研究鲜见报道。本试验

以木耳菜典型品种‘大叶木耳菜’为材料，对其染色

体制片关键步骤进行条件优化，并进行核型分析，从

细胞遗传学角度揭示木耳菜的核型特征，以期为其

系统进化研究与遗传育种提供理论基础和技术参考。

１　材料与方法
１．１　材料

供试木耳菜品种为‘大叶木耳菜’，由重庆奇研

种子经营部提供。

１．２　染色体制片
试验于２０１５年夏季在四川农业大学园艺学院

遗传育种实验室进行，将木耳菜种子播于穴盘中，基

质成分为草炭∶蛭石∶珍珠岩（体积比）＝３∶１∶１，放入
光照培养箱中２５℃恒温培养１０ｄ后，采集木耳菜的
子叶、下胚轴和主根根尖，培养１５ｄ后采集芽尖和须
根根尖。取材时间均为上午９：００，之后进行预处理，
以确定最优取材部位；４℃条件下以０００２ｍｏｌ·Ｌ－１

８－羟基喹啉溶液分别预处理１、３、６、９、１２ｈ，以确
定最优预处理时间。将预处理好的材料置于卡诺固

定液［Ｖ（冰醋酸）∶Ｖ（乙醇）＝１∶３］，４℃固定２４ｈ，
用乙醇溶液梯度（φ为９５％、８５％和７５％）洗脱，保
存在φ为７５％的乙醇溶液中。解离采用酸解法，将
保存好的材料用１ｍｏｌ·Ｌ－１ＨＣｌ在 ６０℃下分别解
离１、４、８、１２和１６ｍｉｎ，以确定最优解离时间。用
蒸馏水清洗３次，切取分生区组织于载玻片上，卡宝

品红染液染色５～１０ｍｉｎ，常规压片后镜检，将装片
中染色体形态及分散良好的中期分裂相细胞在

ＯｌｙｍｐｕｓＣＸ２１显微镜１００倍油镜下观察并拍照，并
用ＩｍａｇｅＰｒｏ６０软件进行染色体计数与测量等分
析，采用ＬＳＤ法对数据进行多重比较。
１．３　核型分析

选取３０个染色体数目清晰的中期分裂相细胞
进行染色体计数，核型分析参照李懋学等［１１］提出的

标准进行，确定着丝粒位置，根据染色体的大小和形

态特征对染色体核型进行配对分析，染色体的相对

长度、臂比值及类型按照 Ｌｅｖａｎ等［１２］的命名法则计

算，染色体相对长度系数和着丝粒指数参照李懋学

等［１１］的标准计算，核型不对称系数采用 Ａｒａｎｏ［１３］的
方法计算，核型类型按照Ｓｔｅｂｂｉｎｓ［１４］的标准划分。

２　结果与分析
２．１　染色体制片的优化
２．１．１　取材部位对分裂相细胞数的影响　对不同
取材部位木耳菜分裂相细胞数和中期分裂相细胞数

进行计数与统计。结果（图１）表明，不同取材部位
分裂相和中期分裂相细胞比例均存在显著差异。其

中，分裂相细胞比例最高的是主根根尖，其次是须根

根尖、子叶和下胚轴，最低为芽尖。中期分裂相细胞

比例最高的也是主根根尖，达到４０９％，显著高于其
他部位，最低为下胚轴，仅为０７９％。因此，主根根
尖是观察木耳菜染色体的最佳取材部位，后续的核

型分析采用主根根尖作为取材部位。

２．１．２　预处理时间对制片效果的影响　预处理时
间对木耳菜染色体制片效果存在明显影响。预处理

１ｈ，染色体固缩程度明显不足，且拖尾现象严重，染
色体聚为一团，分散性差（图２Ａ）；预处理３ｈ，染色
体分散程度有所改善，但形态不佳且不清晰，着丝粒

不明显（图２Ｂ）；预处理６ｈ，染色体收缩性最好，形
态最佳，均呈现“Ｘ”型，着丝粒清晰可见，分散性好
（图２Ｃ）；预处理９ｈ，染色体分散性好，但部分染色
体收缩过度，染色体长度差异明显减少，不适合用于

核型分析（图２Ｄ）；预处理１２ｈ，染色体分散，但大多
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　相同柱子上，凡是有一个相同小写字母者，表示不同取材部位的差
异不显著（Ｐ＞０．０５，ＬＳＤ法）。

图１　木耳菜不同取材部位的分裂相细胞和中期分裂相细胞
比例

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｃｅｌｌｓａｔｔｈｅｍｉｔｏｔｉｃａｎｄｍｅｔａｐｈａｓｅ
ｓｔａｇｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｉｎｇｐａｒｔｓｏｆｍａｌａｂａｒｓｐｉｎａｃｈ

染色体都收缩过度呈圆点状，着丝粒不明显，只适合

染色体计数（图２Ｅ）。因此，预处理６ｈ的染色体最
适合用于木耳菜染色体的核型分析。

２．１．３　解离时间对制片效果的影响　解离时间对
木耳菜染色体制片效果也存在明显影响。在６０℃
下１ｍｏｌ·Ｌ－１ＨＣｌ解离１～４ｍｉｎ，解离不充分，细胞
壁软化不够，组织外部直接接触染液的细胞染色体

和细胞质均着色很深，对比度低，内部细胞由于接触

不到染液无法着色，导致染色体不易观察和分析（图

２Ｆ、２Ｇ）；解离８ｍｉｎ，细胞间较分散，染色体着色良好
且细胞质趋于透明，对比度高，解离效果最佳（图

２Ｈ）；解离１２～１６ｍｉｎ，解离程度逐渐过度，虽然细
胞质不易被染色，但细胞中的染色体也不易着色，从

而导致染色体颜色太浅，不利于后续的观察和分析

　Ａ～Ｅ为不同预处理时间的染色体，其中，Ａ：１ｈ，Ｂ：３ｈ，Ｃ：６ｈ，Ｄ：９ｈ，Ｅ：１２ｈ；Ｆ～Ｊ为不同解离时间的染色体，其中，Ｆ：１ｍｉｎ，Ｇ：４ｍｉｎ，Ｈ：８

ｍｉｎ，Ｉ：１２ｍｉｎ，Ｊ：１６ｍｉｎ；Ｋ为根尖染色体中期分裂相；Ｌ为根尖染色体核型图，数字１～２２代表染色体编号。

图２　木耳菜染色体的显微观察
Ｆｉｇ．２　Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓｏｆｍａｌａｂａｒｓｐｉｎａｃｈｕｎｄｅｒｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
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（图２Ｉ、２Ｊ）。因此，选择８ｍｉｎ作为后续试验的解离
时间。

２．２　核型分析
选择３０个染色体分散良好的细胞观察计数，结

果表明所有细胞的染色体均为４４条，占计数细胞的
１００％，确定木耳菜的染色体数目为２ｎ＝２ｘ＝４４。图
２Ｋ显示木耳菜各染色体清晰可见，均呈“Ｘ”型，着丝
粒明显，２条染色体具有随体。核型分析的结果见
表１，染色体相对长度变化范围为３１３％ ～６０６％，

染色体相对长度组成为２０Ｍ２＋２２Ｍ１＋２Ｓ，着丝粒
指数变化范围为３５１９％ ～４７８６％，臂比值变化范
围为１０９～１８４，第１０、１６、１７对染色体为近中部着
丝粒染色体（ｓｍ），其余 １９对为中部着丝粒染色体
（ｍ），第１３对染色体具有随体。核型公式为 ２ｎ＝
２ｘ＝４４＝３８ｍ（２ＳＡＴ）＋６ｓｍ，染 色 体 长 度 比 为
１９３，没有发现臂比值大于 ２的染色体，根据 Ｓｔｅｂ
ｂｉｎｓ的核型分类标准，木耳菜的核型属１Ａ型，核型
不对称系数为５７８９％。核型模式图见图２Ｌ。

表１　木耳菜染色体核型参数
Ｔａｂ．１　Ｋａｒｙｏｔｙｐｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓｏｆｍａｌａｂａｒｓｐｉｎａｃｈ

染色体编号１） 相对长度／％
短臂 长臂 全长

相对长度系数 着丝粒指数／％ 臂比值 类型２）

１ ２．２９ ３．７７ ６．０６ １．３３ ３７．７８ １．６５ ｍ
２ ２．７０ ２．９９ ５．６８ １．２５ ４７．４５ １．１１ ｍ
３ ２．１７ ２．９３ ５．１０ １．１２ ４２．４８ １．３５ ｍ
４ ２．２７ ２．７３ ５．０１ １．１０ ４５．４１ １．２０ ｍ
５ ２．３０ ２．６６ ４．９６ １．０９ ４６．４２ １．１５ ｍ
６ ２．３７ ２．５８ ４．９６ １．０９ ４７．８６ １．０９ ｍ
７ ２．００ ２．８８ ４．８８ １．０７ ４１．０１ １．４４ ｍ
８ ２．３２ ２．５４ ４．８７ １．０７ ４７．７５ １．０９ ｍ
９ １．８３ ２．９９ ４．８１ １．０６ ３７．９４ １．６４ ｍ
１０ １．７５ ３．０３ ４．７７ １．０５ ３６．５７ １．７３ ｓｍ
１１ １．９２ ２．６２ ４．５４ １．００ ４２．３３ １．３６ ｍ
１２ １．９２ ２．４９ ４．４１ ０．９７ ４３．５２ １．３０ ｍ
１３ １．６９ ２．７２ ４．４０ ０．９７ ３８．２９ １．６１ ｍ
１４ １．６４ ２．７５ ４．３９ ０．９７ ３７．４２ １．６７ ｍ
１５ １．８８ ２．５０ ４．３７ ０．９６ ４２．９３ １．３３ ｍ
１６ １．４６ ２．６６ ４．１３ ０．９１ ３５．４７ １．８２ ｓｍ
１７ １．４２ ２．６１ ４．０２ ０．８８ ３５．１９ １．８４ ｓｍ
１８ １．８６ ２．１２ ３．９８ ０．８８ ４６．８１ １．１４ ｍ
１９ １．６９ ２．２９ ３．９８ ０．８７ ４２．４４ １．３６ ｍ
２０ １．６３ ２．３１ ３．９４ ０．８７ ４１．３２ １．４２ ｍ
２１ １．６５ １．９４ ３．５９ ０．７９ ４５．９８ １．１７ ｍ
２２ １．３５ １．７８ ３．１３ ０．６９ ４３．２１ １．３１ ｍ

　１）表示染色体带有随体，随体长度未计算在内；２）ｍ表示中部着丝粒染色体；ｓｍ表示近中部着丝粒染色体。

图３　染色体核型模式图
Ｆｉｇ．３　Ｋａｒｙｏｔｙｐｅｏｆｍａｌａｂａｒｓｐｉｎａｃｈ

３　讨论
良好的染色体制片是从事核型分析的基础，染

色体制片质量受到诸多因素的影响，其中较为关键

的影响因素包括取材、预处理和解离等条件［１５］。不

同取材部位分裂相和中期分裂相细胞比例均可能有

所差异。顾蔚等［１６］分析了华中五味子芽、茎尖、小

叶、大叶侧边和大叶顶端等部位的中期分裂相细胞

数，结果表明茎尖中期细胞比例最高，达３００％，其
次是小叶（２４５％）、大叶侧边（１８０％）和大叶顶
端（１５８％），芽的比例最低，仅为 ５０％。王小利［１７］
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的研究表明葡萄幼芽和根尖在有丝分裂中期的细胞

数最多，最适合用于染色体制片，其次是卷须、茎尖

和幼叶组织。本试验结果表明，不同取材部位中期

分裂相细胞数比例差异显著，这与前人研究结果类

似［１６１７］，其中主根根尖最适合作为木耳菜染色体制

片的材料。

预处理主要通过处理试剂和处理时间２个方面
影响制片效果［１５］。研究表明常见的预处理试剂中，

８－羟基喹啉能使染色体及缢痕和次缢痕清晰，显示
效果良好［１８］；对二氯苯处理染色体分散较好［１８］；秋

水仙素能高效地积累中期分裂相［１９］。园艺作物中，

白菜、甘蓝、青花菜、芥蓝等蔬菜［２０２２］以及悬钩子、树

莓等果树［３］作物均采用０００２ｍｏｌ·Ｌ－１８－羟基喹
啉进行预处理，因此本试验中也选取０００２ｍｏｌ·Ｌ－１

８－羟基喹啉为预处理溶液。不同物种最佳预处理
时间也有明显差异。如结球甘蓝、芥蓝等甘蓝类蔬

菜最优预处理时间为２０～２５ｈ［２０２２］，悬钩子为２４
ｈ［３］，而本试验结果表明木耳菜预处理６ｈ效果最佳。

解离的主要目的是软化和分解部分细胞壁，同

时清除部分细胞质，使细胞质背景透明化，便于染色

体观察［１５］。常用解离方法包括酸解法和酶解法。酸

解法步骤简便、容易掌握［１５］，因此本试验采用盐酸酸

解法。杨宁等［１９］研究表明，百里香最佳酸解时间为

１５ｍｉｎ；酸解５ｍｉｎ，时间过短，染色体成团状，且模糊
不易分辨；酸解２５ｍｉｎ，染色体过于分散且模糊无法
辨认。这与我们的研究结果基本一致，本研究中木

耳菜最佳解离时间为８ｍｉｎ。
本试验现有结果尚存在不足，如第１３号染色体

的随体位置还需要进一步确认，这主要受到现有仪

器设备精度、技术方法和染色体操作水平等因素限

制。随着试验仪器与方法快速发展，将在今后的研

究中验证其核型结果。
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