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染色体是遗传基因的主要载体
。

生物的

遗传
、

变异
、

繁殖和发育都与染色体的结构和

行为有密切联系
。

染色体的倍数性变化是导

致植物发生遗传变异的主要途径
,

这也为育

种工作者创造选择优良品种的机会
。

有关丹

参的染色体显微鉴定技术
,

国内外还未 见报

道
。

用组织培养的根尖进行染色体鉴定
,

可以

在短时间内获得大量的材料
.

为了探索丹参

在组织培养条件下的染色体显微鉴定制片技

术
,

我们进行了取材时间
、

预处理方法
、

离析

方法三个方面的系统试验
,

以期找出最佳的

制片方法
。

并用此方
.

法对用秋水仙素诱导的

丹参试管苗株系进行了染色体数 目的鉴定
,

从中准确
、

有效地鉴定出多倍体株系
。

1 材料与方法

试验材料为取自山东的丹参伍以
之初 仍边少

`

护厄加 B un ge )的组织培养根尖
。

繁殖培养基为

M s
,

附加 6B A 0
.

5 m g / L
,

生根培养基为 1 / 2

M s
,

附加 I B ^ 0
.

2 m s / L
,

白糖 3 %
,

pH 5
.

8
,

培

养温度 25 士 l ℃
,

每天究织双 12 h
。

将丹参试管苗转入生根培养基中诱发生

根
。

一周后 ;待根长至 4 ~ 6 m m 时
,

切下幼根

根尖
,

用细胞学研究中常用的 压片法 〔,
,

2〕制

片
,

用
“ O YL M P U s 甲

一

2 ”
显微镜观察并摄影

。

2 结果和讨论

2
.

1 取材时间试脸 从 5 : 3 0 至 1 5 : 0 0
,

每

隔 l h 取材一次
,

用 0
.

1 %秋水仙素溶液处理

l h
,

温度控制在 10 ~ 2 0
`

C
,

水洗后固定 Z h
,

依次用 95 % 乙醇
、

70 % 乙醇
、

蒸馏 水各洗三

次
。

用 1 m o l / L H c l 在 6 0
`

C 下解离 一s m in ,

水

洗后染色 30 m 泊
,

压片
,

镜检
。

按高山林川等

人的方法判断最佳取材时 间
,

结果 见表 l
,

图 1
。
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1
.

sh :

中期细胞多
,

但染色体分散度较差
,

大

多聚成团
。

可能处理时间过长
。

`
刁

.

10 ~ 20
’

C 0
.

1%秋水仙素溶液处理 2

h
:

中期细胞染色体缩短过度
,

聚成团状 ( 图

2
一

3 )
,

表明处理时间过长
。

5
,

10 ~ 20 ℃ 0
.

05 %秋水仙素溶液处理

l h :

中期细胞的染色体分散度较好
,

但细长

弯曲
。

预示处理时间不够
。

6
.

10 ~ 2 0℃ 0
.

2 %秋水仙素溶液处理 1

h :

中期细胞的染色体缩短过度
。

可能浓度过

高造成
。

7
.

10 ~ 20 ℃饱和对二抓苯溶液处理 3

h
:

中期分裂相少
。

染色体长度缩短较适宜
,

分

散度也较好
。

5
.

0
,

0 0 2 ~ 0
.

0 0 4 m o l / L s 一经基哇琳 10

~ 20 ℃分别处理 4 h :

后期
、

末期细胞数多
,

中

期细胞少
,

且染色体缩短不够
,

细长
。

9
.

4 ~ 5℃ 条件下冷冻 24 h :

中期少
,

且

染色体分散不好
。

比较上述各种预处理方法
,

用秋水仙素

进行预处理
,

可以有效地抑制纺睡体形成
,

使

更多的细胞处于 中期 分裂相
。

其中
,

又以

0
.

1 %秋水仙素处理 l h 效果较好
。

染色体长

度适宜
,

分散度好
。

所以
,

选用 0
.

1 %秋水仙

素溶液处理 l h 为宜
。

2
.

3 离析试脸 在以上二项试验的墓础上
,

于 8 :

00
a m 取材

,

0
.

1写秋水仙素预处理 l h
,

固定 Z h 后
,

随机分组
,

分别用以下方法离

析
,

然后水洗
,

染色压片
,

镜检
。

结果如下
:

1
.

加 2
.

5 %纤维素酶和果胶酶的混 合

液
,

在 20 ℃下酶解 Z h :

细胞聚集在一起
。

(图

2
一

4 )
。

2
.

加 45 %醋酸
一

1 m ol / L 盐酸
一

1 %硫 酸

( 10 0 : 1 0 : l )混合酸溶液
,

在 2 0 C 时酸解 6 0

m ni
:

边缘细胞解离开
,

但大部分中间细胞仍

挤压在一起
,

解离不够
。

3
.

加混合酸溶液 (成分同上 )
,

在 20 ℃时

酸解 90 m ni :

分散开的细胞较多一些
,

但仍有

许多细胞聚在一起
。
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由图 1可见
,

上午取材
,

尤其是 6 :

00 至

9 :
0 0

,

分裂细胞数形成一个近似平台的高峰

段
,

即处于分裂活动旺盛的时期
。

下午取材
,

分裂细胞数则逐步递减
,

说明组织培养条件

下丹参细胞的有丝分裂存在着高峰时间
,

这

与一般植物细胞的有丝分裂规律相符
。

但由

于组织培养是在恒温和人工光照条件下
,

提

供了细胞生长分裂的最适条件
,

因此分裂高

峰较持久
。

1 0
:

00 以后处于有丝分裂的细胞

数明显减少
,

这是由于植物细胞生长分裂规

律的保守性在组织培养条件下仍然存在的原

因
。

从分裂前期
、

中期和后期的细胞数看
, 7 :

0 0 a m 以前处于 前期的细胞数较 多
,

10
:

00

a m 以后处于后期的细胞数逐步增多
。

由于前

期 的染色体细长且相互缠绕
,

后期和末期的

染色体又移向两极
,

均难以计数
,

只有处于中

期的染色体排列在赤道面上
,

明晰可数
。

根据

表 1
,

8 :

00
a m 则处于 中期的平均细胞数 最

多
,

占 86
.

85 %
。

因此
,

选择该时为最佳取材

时间
。

2
.

2 预处理试验 于最适取材时间 8 :

00
a m

取 材
,

随机分组
,

分别按以下方法进行预 处

理
,

其它步骤同前
。

结果如下
:

1
.

未预处理
:

处于 中期的细胞染色体细

长缠绕
,

分散度也差 (图 2
一

1 )
。

2
.

10 ~ 20 ℃ 0
.

1 %秋水仙素溶液处理 1

h
:

中期细胞多
,

染色体缩短的长度适宜
,

分散

度好
,

染色体明晰可数
,

n2 ~ 1 4( 图 2
一

2 )
。

3
.

10 ~ 20 C 0
.

1 %秋水仙 素溶液处理
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4
.

加混合酸溶液离析 120 mn i :

大部分

细胞分散开来
,

但中间细胞仍然聚集
。

5
.

加 3 % 果胶 酶
,

在 20 ℃ 时离 析 30

m切 ,

然后在 6 0℃下 1 m o l / L 盐酸离析 5 m in :

细胞 间分散开
,

同时染色体分散也较好 (图

2
一

5 )
。

6
.

在 6 0 C 下
,

一m o l / L 盐酸酸解 15 m in :

大部分细胞离散开来
,

染色体分散较好
。

综合对比
,

果胶酶和盐酸双重离析
,

效果

最佳
。

1 m o 一/ L 盐酸 6 0
`

C 时解离 一5 m in ,

效果

尚可且简便省时
,

成本也较低
。

为了进一步提高制片效果
,

我 们又 用近

几年报道的制片过程 中的另一新技术— 去

壁低渗法「’
, `〕进行试验

,

加入 r 前
、

后低渗两
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个步骤
,

即在固定后
,

用 0
.

0 75 m of / L 氯化钾

室温下前低渗 30 m ni
,

离析后
,

用蒸馏水后低

渗 30 m ni
。

结果发现
,

前低渗对试验结果无太

大影响
,

后低渗则可以使细胞吸收水分
,

充分

膨胀
,

加强了细胞间的离散程度
,

同时染色体

的分散也更好
。

.2 4 适宜的制片方法 综合以上试验结果
,

丹参组织培养材料较好的制片方法如下
:

8 :
0 0 a m 取丹参幼嫩 根尖

,

蒸馏水洗 3

次
, 0

.

1 % 秋水仙素溶液 10 ~ 20 ℃ 预处理 1

h
,

水洗 3 次
,

95 % 乙醇
一

冰醋酸 ( 3 :

1) 冰箱中

固定 Z h
,

依次用 95 写乙醇
、

70 % 乙醉
、

蒸馏

水各洗 3 次
,

20
`

C 下 2
.

5 % 果胶酶离 析 30

m in ,

然后在 6 0℃条件下
,

1 m o 一/ L 盐酸解离 5

m ni
,

蒸馏水后低渗 30 m ni
,

压片
。

我们按上述方法
,

对经人工诱导的山东

产丹参试管苗的 1 02 个株系进行根尖染色体

鉴定
,

将经过三次以上重复鉴定为多倍体的

株系进行繁殖
。

表明该方法效果好
、

速度快
、

重复性好
,

已准确地 鉴定出十四个 多倍体株

系 (图 2
一

6 )
,

为多倍体育种奠定了基础
。
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