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陇东野生紫花苜蓿的核型分析
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摘要: 采用 0 15%秋水仙素和 0 002m o l/L 8羟基喹啉的混合液对陇东野生紫花苜蓿萌发种子的根尖预处理 3h, 室温条

件下用 1%果胶酶和 1%纤维素酶酶解 1 5h,得到清晰染色体制片。核型分析结果显示, 陇东野生紫花苜蓿染色体数目为 32

条, 具有 1对随体,为 2B核型,染色体核型组成公式为 2n = 32= 30m ( 2SAT ) + 2sm, 染色体长度组成公式为 2n= 2L+ 18M2 +

8M1+ 4S。
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Abstract: The chromosome flak ing of roo t t ip on germ inate seed in w ildM edicago sativa L. can bem ade c lear

ly, w hich w ere pretreated by the m ixture of 0 15% co lch icine and 0 002mo l /L 8 hydroxyquino line for 3h, and

then, enzymo lysissed by 1% cellu lase+ 1% pectinase for 1 5h at 25 . The result o f karyotype analysis show s that

the total of chromosom e in w ildM edicago sativa L. is 32 w ith a pa ir of sate llites. The karyotype o f such specie is 2B

type and the karyo type fo rmulation is 2n= 32= 30m ( 2SAT ) + 2sm, the leng th construction is 2n= 2L + 18M 2+

8M 1+ 4S.
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陇东野生紫花苜蓿 ( w ildM edicago sa tiva L. )分

布于甘肃清水、定西半阴湿山脚地带, 耐寒冷, 成年

株体耐低温
[ 1]
。根系入土深度较浅, 一般达 70 ~

100 cm, 无主根, 水平或斜生的根位于土表下 20~

25cm深处, 伸长可达 1m。根上产生的分蘖芽多集

中在地下 15cm内,淡白色,数量约为 10~ 20个。在

适宜条件下分蘖芽可向地面生长发育成地上枝条。

其地上茎平卧或斜生,基本依附地面生长,与地面夹

角呈 0~ 20∀, 且分枝能力强。根据美国 H. T. 哈特

曼和 D. E.凯斯特所著的 #植物繁殖原理和技术∃[ 2]

和内蒙古农业大学王立群等人提出的根划分原

则
[ 3]
, 陇东野生紫花苜蓿根系属根茎型。

染色体是生物体内主要的遗传物质, 具有储

存和传递遗传信息的功能, 不同物种染色体核型

的差异反映了物种遗传进化上的基本特征
[ 4]
。本

试验试图通过对陇东野生紫花苜蓿染色体数目及

核型的研究,为其资源鉴定、保存和利用提供细胞

学依据。
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1 材料与方法

1. 1 材料

材料为陇东野生紫花苜蓿,种子采集于 2008年

8月,甘肃清水地区的半阴湿区山脚地带。

1. 2 方法

1. 2. 1 预处理 取饱满的种子,用蒸馏水浸泡 12h后,

在 28 恒温条件下培养。当胚根长至1 0~ 1 5cm时,

依次用 0 1%、0 15%、0 2%秋水仙素与 0 002mo l/L 8

羟基喹啉的混合液
[ 5 6]
非离体处理 3h、4h。

1. 2. 2 固定 将材料取出并用蒸馏水冲洗,用卡诺

固定液于 4 冰箱中固定 24h。

1. 2. 3 酶解 将固定好的材料用蒸馏水冲洗 10m in

后,于室温下以 1%果胶酶 + 1%纤维素酶分别酶解

1 5h和 2h
[ 5 7 ]
。酶解后以卡诺固定液再固定 30m in。

1. 2. 4 染色和压片 挑取根尖乳白色分生组织置

于载玻片上,并切成 1 mm薄的切片, 滴加 1滴染液

染色 4~ 5m in, 盖上盖玻片,在酒精灯火焰上微微烘

烤后, 用带橡皮头的铅笔以适当的力度敲打盖玻

片
[ 5, 8]

,压片。

1. 3 数据处理

选取最佳  预处理 酶解 !组合中 50个染色体

分散良好的中期分裂相,用 O lympus DP70倒置显微

镜拍照,从中选出染色体形态清晰、伸展较好的 10

个细胞
[ 5]
,借助 O lympus测量软件进行染色体长短

臂实际值的测量。染色体相对长度、染色体长度比

和臂比以 Levan
[ 9]
提出的公式计算。

染色体长度比 =
最长染色体长度
最短染色体长度

臂比 =
长臂
短臂

染色体长度系数 ( I. R. L )和染色体长度类型以

Stebbins
[ 10- 11 ]

提出的标准计算和分类。

I. R. L=
染色体长度

全组染色体平均长度

核型不对称系数 ( As. k% )及核型类型以 Ara

no
[ 12]
标准计算和划分。

A s. k% =
长臂总长

染色体组总长度
% 100

2 结果与分析

2. 1 药剂浓度和处理时间对中期清晰分裂相数目

的影响

预处理混合液中秋水仙素有 3种浓度,每种浓

度分别处理 3h、4h,再依次酶解 1 5h、2h,故该试验

共有 12个处理组合。将每个处理组合对应的中期

清晰分裂相百分比作图 1, 由图可知: & 用 0 15%

秋水仙素预处理混合液预处理 3h、酶解 1 5h, 所得

的中期清晰分裂相最多, 占计数细胞的 78% ; ∋ 酶

解 1 5h,无论预处理时间为 3h或 4h, 0 15%秋水仙

素预处理混合液的处理效果最佳, 0 1%浓度次之,

0 2%浓度最差;同时,在此酶解时间下, 无论秋水仙

素预处理混合液的浓度为 0 1%、0 15%或 0 2%,

预处理 3h所得的中期清晰分裂相均多于 4h; ( 不
考虑秋水仙素浓度和预处理时间, 酶解 1 5h得到的

中期清晰分裂相较多,占计数细胞的 16% ~ 78%, 而

酶解 2h仅能得到不足 4%的中期清晰分裂相。

图 1 药剂浓度及处理时间对中期清晰分裂相数目的影响

F ig. 1 Chem ica l concen tration and treatm en t tim e impact on the m etaphase ce lls

综合上述,秋水仙素混合液浓度的高低、预处理

和酶解时间的长短, 均对试验材料的染色体制片有

所影响。本试验筛选出的染色体制片最佳药剂处理

组合为 0 15%秋水仙素预处理混合液预处理 3h、酶

解 1 5h。
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2. 2 染色体数目

对最佳药剂处理组合所得的 78%中期清晰分裂

相进行染色体数目统计, 在 39( 50 % 78% )个中期清

晰分裂细胞中, 有 82 05%的细胞染色体数目为 32

条,有 10 35%的细胞染色体数目为 30条,有 7 60%

的细胞染色体数目为 28条。依据  绝大多数细胞的
染色体数目为研究材料的染色体数目! [ 13 14]

,陇东野

生紫花苜蓿共有 32条染色体 (图 2)。

图 2 陇东野生紫花苜蓿染色体照片

Fig. 2 The chromosom es of w ildM edicago sativa L.

2. 3 核型参数

陇东野生紫花苜蓿,由 15对中部着丝点 ( m )和

1对亚中部着丝点 ( sm )染色体组成,具有 1对随体,

位于第 2对染色体上 (图 3), 除第 5对为亚中部着

丝点染色体 ( sm ), 其余均为中部着丝点 ( m )染色

体,其核型公式为 2n= 32= 30m ( 2SAT ) + 2sm。陇

东野生紫花苜蓿的染色体长度可分为 4个类型, 第

1对染色体为长染色体、L型,第 2~ 10对为中长染

色体、M2型,第 11~ 14对为中短染色体、M 1型, 第

15、16对为短染色体、S型, 故染色体长度组成公式

为 2n= 2L + 18M 2+ 8M 1+ 4S。染色体相对长度变

异范围在 3 33 ~ 8 34, 染色体平均相对长度为

6 25; 染色体臂比变化范围在 1 02~ 2 14, 臂指数

NF为 32; 最长染色体与最短染色体的长度比为

2 50; 臂比大于 2)1染色体所占比例为 0 06, 核型

不对称系数 A s. k%为 56 35%,核型属于 2B。具体

核型参数见表 1。

图 3 核型模式图

F ig. 3 Id iogram of w ildM ed icago sativa L.

表 1 陇东野生紫花苜蓿的核型参数

Table 1 Karyotype parameters of w ildM edicago sativa L.

染色体编号

C hrom osom e No.

相对长度 (% ) Relat ive length

短臂 长臂 全长

Short arm Long arm T otal

臂比

A rm Ratio

着丝点类型

Type of centrom er

相对长度指数

I. R. L

染色体

长度类型

Type of length

1 3 50 4 84 8 34 1 38 m 1 33 L

2 3 50 4 02 7 52 1 15 m* 1 20 M 2

3 3 12 4 33 7 45 1 39 m 1 19 M 2

4 3 22 3 86 7 08 1 20 m 1 13 M 2

5 2 24 4 81 7 05 2 14 sm 1 12 M 2

6 2 76 4 17 6 93 1 51 m 1 10 M 2

7 3 25 3 59 6 84 1 10 m 1 09 M 2

8 3 15 3 36 6 75 1 07 m 1 08 M 2

9 3 07 3 54 6 61 1 15 m 1 05 M 2

10 2 82 3 65 6 47 1 30 m 1 03 M 2

11 2 89 3 16 6 05 1 09 m 0 96 M 1

12 2 71 2 76 5 47 1 02 m 0 87 M 1

13 2 26 3 09 5 36 1 37 m 0 85 M 1

14 1 93 3 19 5 16 1 65 m 0 82 M 1

15 2 00 2 10 4 10 1 05 m 0 65 S

16 1 45 1 87 3 33 1 29 m 0 53 S

* 带有随体的同源染色体组;随体不计入臂长

H om ologous- ch rom osom e groupw ith satellitesm arked * ; Satel litesw ere not summ ed up to th e arm length
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3 结论与讨论

3. 1 制片技术

由图 1可知,秋水仙素混合液浓度的高低和预

处理时间的长短皆对制片有所影响。当浓度高至

0 2%,所得的中期清晰分裂相数目低于浓度为

0 15%、0 1%时的数目, 这可能因为高浓度的秋水

仙素会使组成染色体分子的螺旋排列结构更为紧

密,从而使染色体过分缩短变粗
[ 5, 15 16]

。与此同时,

预处理时间越长,染色体收缩越剧烈,严重时缩成一

点,无法计数。而秋水仙素混合液对材料进行低浓

度短时间处理,虽然也能得到中期清晰分裂相,但数

量不多, 如 0 1% 秋水仙素混合液预处理 3h、酶解

1 5h的处理组合, 仅能得到 16% 的中期清晰分裂

相。这可能因为分裂中期的染色体由纺锤丝牵连,

集于细胞的赤道面,而低浓度短时间的药剂处理,也

许会对维管蛋白组成纺锤丝的这一过程抑制不充

分,使诸多同源染色体弯曲重叠, 不易分散, 以致无

法观察
[ 5 6]
。故选择适当的药剂浓度和预处理时间

对染色体制片至关重要。

酶解 2h所得的中期清晰分裂相数目远低于酶

解 1 5h的数目, 最高时仅有 2个完整清晰的细胞可

供观察,这可能因为酶解中纤维素酶对细胞壁长时

间处理,使得其中的纤维素消化殆尽,细胞成为原生

质团, 即裸细胞
[ 5, 17 18]

; 同时, 纤维素酶在与果胶酶

的共同作用下,细胞进一步分崩溃散,以致无法找到

染色体。

3. 2 种属关系

大多数苜蓿属植物的染色体为 2n= 32的四倍

体,也有 2n= 48的六倍体, 以及 2n= 14和 16的二

倍体
[ 19]
。国内对于野生苜蓿的报道较为少见, 张晓

红
[ 20]
在野生南苜蓿的核型研究中发现, 其染色体为

2n= 16的二倍体; 张凤仙等
[ 21]
在云南德钦地区野

生紫花苜蓿的核型研究中发现,其染色体为 2n= 32

的四倍体;与此同时, 我国登记在册的野生黄花苜蓿

也为 2n= 32的四倍体
[ 22 ]
。通过分析陇东野生紫花

苜蓿的染色体结构, 发现其染色体数目与大多数紫

花苜蓿相同,也为 2n= 32的四倍体, 且核型组成、长

度组成等核型参数均属于紫花苜蓿的染色体核型特

征,但因根系形态有别于其他苜蓿,故该野生材料可

能是一变种。这种不同于其他材料的特性可能受环

境影响所致。当环境发生改变时, 原始苜蓿种经有

性繁殖,通过基因重组产生适应环境的变异新个

体
[ 23]

;待环境逐渐稳定, 这些变异新个体通过营养

繁殖的方式 (即根茎繁殖 )扩大分布范围, 以占据

有利生态位
[ 24]

, 进化成积极适应环境变化的

新变种。

3. 3 核型进化程度

从近几年我国学者对紫花苜蓿核型的报道中了

解到: 南苜蓿的核型为 1A型
[ 20 ]

; 阿尔岗金、WL

232HQ、中苜一号和四季旺紫花苜蓿的核型皆为 2A

型
[ 20, 25]

;伊犁、扭果苜蓿的核型为 3A 型
[ 22]

; WL

323ML苜蓿的核型为 2C型
[ 25]
。而本研究发现, 陇

东野生紫花苜蓿的核型为 2B型。根据 Stebbin提出

的核型进化标准
[ 10]

,核型进化高低依次是: 2C> 2B

> 3A > 2A > 1A。这说明南苜蓿的核型最为原始,其

染色体长、短臂的长度差异不大,染色体最为对称;

相反, WL 323ML苜蓿的核型最为进化, 其染色体

长、短臂的长度相差较大, 染色体最不对称
[ 10, 26]

。

由此可知,核型为 2B型的陇东野生紫花苜蓿, 染色

体较不对称,属较为进化的核型。
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所述方法的特点。

表 4 传统种质数据库组织方法与基于属性分离存储的种

质数据组织方法比较

Table 4 Analysis be tw een the trad itional and proper ty sep

aration storage based germ p lasm data organ iza

tion m ethods

对比项目

Featu res

传统方法

Trad itional

m ethod

基于属性分离存储的方法

Property separation storage

based m ethod

数据表数量 少 多

数据表结构 复杂、结构各异 简单、统一

联合分析 需外部编程支持 [ 1] 数据库管理系统内部运

算实现

扩展 每种新作物都需要

新建数据表 [ 2]

属性不存在时新建数据

表,新作物无需新建数

据表

可迁移性 适用于各类简单 /关系

数据库管理系统 [1 2]

适用于关系数据库管理系统

数据查询时

间损耗

单表查询速度快,多

表查询速度慢,外部

程序调用数据库需

大量时间

单表 /多表查询时间基本

一致,没有外部程序调用

损耗

3 讨论

本文充分利用了现代关系数据库的特性, 提出

了基于属性分离存储的种质数据组织方法。该方法

在保留了传统种质数据组织方法优点
[ 1 2]
的基础

上,可统一数据查询操作,优化查询过程, 提高分析

效率, 具有灵活、可扩展的特点,能将绝大多数对数

据的操作在现在流行的数据库管理系统 (例如 O ra

cle、SQL Server、MySQL、Postg reSQL等 )中完成,可以

方便地集成与种质分析相关的数据, 适用于种质资

源相关信息系统的建立。

该方法采用了类似数据库纵向分片 ( DB verti

cal partit ion)技术,可以极大提高数据库的数据容量

和检索效率,并能方便地实现基于数据库分片技术

的分布式数据库 ( D istributed database)
[ 10]
。

该方法已应用于云南及周边地区农业生物资源

调查信息系统 (项目编号: 2006FY110700)、中国沿

海地区抗逆农作物种质资源调查信息系统和中国作

物种质资源信息系统 ( CGRIS) , 其灵活性、可扩展

性、稳定性得到了检验。该方法不仅适用于作物种

质数据的组织,还适用于林木、药用植物、动物和微

生物等种质信息的组织。
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