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龟甲竹染色体 C2分带、荧光原位杂交及其核型分析
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摘要:利用 G iemsa C2分带和荧光原位杂交的方法对龟甲竹根尖细胞有丝分裂中期染色体进行了研究。结果表明:

龟甲竹的核型公式为 2n= 48= 26m+ 14sm+ 4 st( 2SAT) + 4 t,核型分类属ÒB型;带型公式为 2n= 48 = 4CI+ 2CI+ T

+ 2CT+ + 10CT+ + 4I+ 2 I+ + 6T+ + 6C+ 8T+ 2 IT+ 2I+ T,每条染色体都显示出了可以明显区别的特征带, 带纹强弱

差异明显。以 45S rDNA为探针对龟甲竹根尖染色体进行了荧光原位杂交,杂交位点定位于 1对染色体上。将染色

体 C2带带型和 45S rDNA FISH 带型相结合可以将龟甲竹的每条染色体区分开。
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Abstra ct: Giem sa C2band ing and FISH analysis of the Ph. pubescens var. heterocycla chromosomes from root tips

were carried ou t in this research. The resu lts showed that the C2band ing karyotypewou ld be 2n= 48= 4CI+ 2CI+ T

+ 2CT+ + 10CT
+

+ 4I+ 2I
+

+ 6T
+

+ 6C+ 8T + 2IT+ 2I+ T. The specific C2band ing points on each chromosome

cou ld be dist inguished and the d ifferences ofC2band ing intensity a lso could be recognized. 45S rDNA was used as

probe for FISH analysis, and one couple of hybridization signals was d isp layed on the chromosome centrimere. In

this research we have a conclusion that chromosomes ofPh. pubescens var. heterocycla can be easily dist inguished

and ident ified by G iem sa C2band ing and FISH approaches.

K ey words: Phyllosta chys pubescens var. heterocycla; chromosome; C2band ing; fluorescent in situ hybridization

( FISH)

竹子是重要的森林资源,根据竹鞭的延伸性质

可分为散生竹、丛生竹和混生竹三大类。中国是一

个竹子种质资源丰富的国家,共有竹类 40余属 500

余种,变种变型 100种。龟甲竹 (Phyllosta chys pu2

bescens var. heterocycla (Carr. )Mazel ex H. de Lehaie)

属于散生竹刚竹属 (Phyllostachys Sieb. e t Zucc. )竹

种,是毛竹的一个变种, 与毛竹区别在于从基部开

始,下部竹秆的竹节歪斜, 相互粘连交错, 节间斜面

突出,交互连接呈龟甲状。龟甲竹是重要的观赏竹

种,由于其稀少又珍奇,为观赏竹中的珍品。

染色体是细胞核内遗传物质的载体, 在不同的

物种间其特性和数目相对稳定。对不同物种的染
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色体进行研究, 可以更好地了解物种间的遗传信息

并解释众多的遗传现象。竹类植物染色体的研究

始于 20世纪 30年代
[ 1- 2]

, 国内从 90年代才开始

大规模对散生竹、丛生竹的染色体数目开展较为系

统的研究
[ 3- 4]
。陈瑞阳等

[ 5]
对多种竹种进行了染

色体核型分析, 研究结果表明:竹类植物染色体多

为中小染色体, 染色体数目比较多, 且有些竹种的

染色体形态不规则, 因此, 这在一定程度上增加了

竹类植物同源染色体配对分析的难度。染色质分

为异染色质和常染色质 2种, G iemsa C2分带可以

显示异染色质在染色体上的分布区域, 由于不同物

种及同一物种的不同染色体个体, 其异染色质在染

色体上的分布区域并不相同, 因此, 可以根据带纹

在染色体上的位置, 正确地辨别出各条染色体, 提

高核型分析的准确性。本研究采用 C2分带, 结合

荧光原位杂交技术 ( FISH ), 对龟甲竹染色体进行

了核型分析,旨在为龟甲竹的染色体工程研究奠定

细胞遗传学基础。

1 材料和方法

1. 1 材料

本研究所用的龟甲竹采集于浙江林学院翠竹

园, 采用当年生竹笋下面的新根根尖作为压片材料。

1. 2 根尖细胞有丝分裂中期染色体制片

将采集的龟甲竹根尖在 0 e 冰水中预处理 22

~ 24 h后, 用卡诺氏固定液 ( 95%乙醇 B冰乙酸 = 3B

1)固定, 2 ~ 7 d后在 45% 乙酸中压片, 在 Olympus

BX51生物显微镜下观察。取有中期分裂相的制片,

- 70 e 冷冻揭片, 冷冻揭片经 100%酒精脱水,气干

备用。

1. 3 染色体 G iem sa C2分带

染色体 C2分带程序参照 Gill等
[ 6- 7]
的方法。C2

分带带型分析参照李懋学等
[ 8 ]
的方法,即根据 C2带

分布的位置,分为 5种类型,即着丝点带、中间带、末

端带、次缢痕带和随体带,并分别记做 C、I、T、N和

S;若带位于长臂上则在字母的右侧下标为 / + 0, 若

在短臂上有带, 则在右侧上标为 / + 0, 若长短臂上

都有带,则不需要注明。

1. 4 染色体荧光原位杂交及检测

1. 4. 1 染色体制片预处理  为了清除背景噪音,原

位杂交前需利用 RNA酶Ñ和胃蛋白酶对染色体制

片进行预处理, 具体处理程序参照刘光欣等
[ 9]
的

方法。

1. 4. 2 探针标记  45S rDNA探针由南京农业大学

王秀娥教授提供。通过缺口平移法用 Digoxigenin2

112dUTP (德国 BoehringerMannhe im公司 )标记。

1. 4. 3 荧光原位杂交及检测  参照陈佩度
[ 10]
和

Jiang等
[ 11]
程序。用经地高辛标记的 45S rDNA作

探针,杂交信号经抗地高辛抗体2罗丹明 (Anti2d igox2

igenin2rhodam ine, Fab fragments. 11207750910)检测,

45S rDNA杂交信号呈现红色。在 Olympus BX60荧

光显微镜下观察、照相。

1. 5 核型分析

采用Motic Im ages Advanced 3. 2高级图像处理

软件测量龟甲竹染色体的相对长度。核型分析参照

Levan等
[ 12]
、李懋学等

[ 8]
的方法,核型分类及核型不

对称系数分别参照 Stebbins
[ 13]
的核型分类标准和

Arano
[ 14]
公式。

2 结果与分析

2. 1 龟甲竹染色体 C2分带及核型分析

由图 1可看出:龟甲竹每条染色体上都显示出

明显的特征带,且强带和弱带区分明显。根据龟甲

竹各染色体的 C2分带主要特征, 带型公式可描

述为:

2n= 48= 4CI+ 2CI+ T+ 2CT+ + 10CT
+

+ 4 I+

2I
+

+ 6T
+

+ 6C+ 8T+ 2 IT+ 2 I+ T。

图 1 龟甲竹的染色体 G iemsa C2分带结果

根据龟甲竹的 C2分带结果, 采用 Adobe Photo2

Shop 7. 0图像处理软件对龟甲竹染色体进行剪贴、

排列和同源染色体的配对, 根据 Motic Im ages Ad2

vanced 3. 2高级图像处理软件所测得的龟甲竹染

色体的相对长度,计算出染色体的相对长度系数和

臂比, 并将龟甲竹 24对染色体按照着丝点位置类
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型,结合相对长度系数进行分组 (A组着丝点位置

类型为 m,相对长度系数 > 1. 4; B组着丝点位置类

型为 sm; C组着丝点位置类型为 t、s;t D组着丝点

位置类型为 m, 相对长度系数 < 1. 4), 将每组染色

体由长到短的顺序分别排列并依次定名为 1 ~ 24,

其染色体 C2带带型分析如图 2, 图 3是其对应的核

型模式图。根据 Levan等
[ 12]
的命名法则, 对龟甲

竹各对同源染色体的类型进行确定 (表 1 )。龟甲

竹的核型公式为

2n= 48= 26m+ 14sm+ 4st( 2SAT) + 4 t

染色体相对长度变化范围为 2. 068 1 ~ 7. 160,

染色体臂比值的变化范围为 1. 052~ 21. 725,其中属

于 m类型的染色体有 13对,其臂比值为 1. 0~ 1. 7;

属于 sm类型的染色体有 7对, 其臂比值为 1. 7~ 3.

0; 属于 st类型的染色体有 2对, 其臂比值为

3. 0~ 7. 0;臂比值大于 7. 01的染色体有 2对, 在染

色体分类上属于 t类型。最长染色体与最短染色体

相对长度比为 3. 46,臂比 > 2的染色体占 25%, 核型

不对称系数为 0. 615, 核型分类为 2B。染色体相对

长度组成为:

13L+ 6M2 + 15M1 + 14S。

表 1 龟甲竹染色体核型参数

序号
相对长度

短臂 长臂 总长

相对长度

系数 /%
臂比 (长
臂 /短臂 )

着丝点

位置

A 1 3. 228 3. 605 6. 833 1. 640 1. 117 m

2 2. 856 3. 602 6. 458 1. 550 1. 261 m

3 2. 760 3. 232 5. 992 1. 438 1. 171 m
4 2. 809 3. 104 5. 913 1. 419 1. 105 m

B 5 2. 106 5. 054 7. 160 1. 718 2. 400 sm
6 1. 744 2. 994 4. 738 1. 137 1. 717 sm

7 1. 622 2. 933 4. 555 1. 093 1. 808 sm
8 1. 370 3. 120 4. 490 1. 078 2. 277 sm

9 1. 317 2. 335 3. 652 0. 877 1. 773 sm

10 1. 136 2. 215 3. 351 0. 804 1. 950 sm
11 1. 170 2. 125 3. 295 0. 791 1. 816 sm

C 12¹ 0. 232 2. 770 3. 002 0. 721 11. 940 t

13 0. 449 2. 175 2. 624 0. 630 4. 844 s t
14 0. 532 2. 067 2. 599 0. 624 3. 885 s t

15 0. 091 1. 977 2. 068 0. 496 21. 725 t
D 16 2. 430 3. 271 5. 701 1. 368 1. 346 m

17 2. 160 2. 699 4. 859 1. 166 1. 250 m

18 1. 796 1. 945 3. 741 0. 898 1. 083 m
19 1. 745 1. 985 3. 730 0. 895 1. 138 m

20 1. 668 2. 012 3. 680 0. 883 1. 206 m
21 1. 499 1. 708 3. 207 0. 770 1. 139 m

22 1. 547 1. 627 3. 174 0. 762 1. 052 m

23 1. 123 1. 627 2. 750 0. 660 1. 449 m
24 1. 078 1. 350 2. 428 0. 583 1. 252 m

  注: ¹随体长度未计算在内。相对长度为每条染色体长度占单

倍体染色体总长度的百分值。

图 2 龟甲竹染色体 C2带带型图

图 3 龟甲竹染色体 C2分带模式图

2. 2 龟甲竹随体染色体数目的进一步确定

核糖体 RNA基因 ( rDNA基因 )是真核生物基因

组中一类高度重复并有转录活性的基因家族, 有 5S

rDNA和 45S rDNA 2种类型, 45S rDNA位点常常位

于随体染色体的次缢痕区域, 因此,可以作为随体染

色体识别的一个染色体标记。竹类植物染色体多为

中小染色体,数目比较多, 因此, 在核型分析上存在

一定的难度。为了提高核型分析的准确性, 进一步

确定龟甲竹的随体染色体数目, 以 45S rDNA为探

针,对龟甲竹染色体进行荧光原位杂交, 结果见图

4。杂交信号位于 1对染色体近端部 (箭头所示 ),进

一步验证了龟甲竹只有 1对随体染色体。
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图 4 龟甲竹染色体荧光原位杂交结果,以标记的 45S rDNA为

探针, DAPI套染,箭头所指黑色为杂交信号,灰色为染色体背景

3 结论与讨论

在生物进化过程中,常伴随着染色体的变化,包

括染色体基数、染色体形态和染色体大小三方面的

变化,因而, 物种的核型也会随着生物进化而进

化
[ 15]
。所以,通过对物种进行核型分析, 在一定程

度上可以了解物种间的进化关系。物种内特定染色

体的识别有时可以借助于染色体的长度、臂比及随

体的有无等来实现, 但对于象竹类植物这样染色体

数目比较多且形态较小的物种,仅依据染色体的长

度和臂比特征进行核型分析,有时很难得到准确的

结果。本实验结合 G iemsa C2分带及荧光原位杂交

技术对龟甲竹有丝分裂中期染色体进行了核型分

析, 结果表明, 龟甲竹单套染色体显示出了 24条带

纹,强带和弱带差异明显,且每条染色体都显示出特

征带。根据 C2分带结果, 对龟甲竹的同源染色体进

行配对和核型分析, 克服了传统核型分析中染色体

区分难的缺点,进而准确而快捷地获得了龟甲竹的

标准核型;同时, 本研究的核型分析结果与陈瑞阳

等
[ 16]
的核型分析结果相似,只是由于染色体测量长

度上的略微差别,引起了部分不同,推测是由实验方

法及测量方法等不同造成的。

Stebbins等
[ 13]
根据染色体的形态和大小差异将

核型分为对称核型和不对称核型 2种类型, 一般认

为具对称核型的物种是比较原始的类型, 而不对称

的核型是比较进化的类型, 是从对称核型衍生出来

的。多年生龟甲竹的核型类型是不对称的 2B型,其

核型不对称系数为 0. 615, 在系统演化中属于较为

进化的类型。单从核型、不对称系数等参数看,与禾

本科其他属的植物相比
[ 16 ]

,龟甲竹比小麦属 (T ritic2

um L. )、大麦属 (H ordeum L. )、黍属 (Pan icum L. )

进化, 比燕麦属 (Avena L. )原始, 而与水稻属 (O ryza

L. )进化程度相似。樊龙江等
[ 17]
在探索竹类植物与

水稻等其它禾本科作物的系统进化关系时, 将竹类

植物与水稻基因序列进行了比较和分析, 其序列比

对结果在一定程度上为本研究结果提供了旁证, 这

可为研究竹类植物的起源、进化以及育种提供细胞

学上的参考。

核糖 RNA基因 ( rDNA)是植物基因组中研究最

广泛的遗传单元之一,其是一个串联重复序列,在真

核生物中高度保守, 成簇分布于一对或多对染色体

上。 45S rDNA是核糖 RNA基因的一员,主要位于染

色体的次缢痕区域, 由于其拷贝数很高,应用荧光原

位杂交技术可以很方便的对其进行观察和定位。对

于竹类植物这种小染色体物种来说, 45S rDNA是进

行染色体组型分析非常好的细胞学标记。本研究首

次利用荧光原位杂交的方法对龟甲竹根尖染色体进

行了研究, 45S rDNA2FISH的结果显示, 在龟甲竹染

色体上只检测到 1对杂交信号, 证明该方法所确定

的随体染色体数目与其他方法所得到的数目是一

致的
[ 5 ]
。

本课题组曾对多种散生竹和丛生竹种开展了染

色体制片和 45S rDNA荧光原位杂交研究
[ 18]

, 结果

发现,竹类植物染色体数目比较多且非常小, 不同染

色体个体在大小方面差异比较大, 特别是丛生竹,其

染色体比散生竹更小, 不同的竹种间在染色体数目

上存在着差异, 因此有时很难对竹类植物的染色体

进行有效的鉴定。本研究将 C2分带和 FISH分型结

合,在一定程度上提高了竹类植物核型分析的准确

性,同时为竹类植物系统演化、杂交育种后代鉴定、

外源染色体追踪等提供了技术平台。
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