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摘 要：为了探索向日葵染色体核型和染色体制片技术，以龙葵杂 8号向日葵根尖为试验材料，探讨低温处理向日葵根

尖细胞对染色体制片效果的影响。使用 Photoshop和Microsoft Excel软件辅助对龙葵杂 8号根尖细胞有丝分裂中期染色

体图像进行核型分析。结果表明：低温预处理向日葵根尖细胞容易获得较为理想的可用于核型分析的染色体制片，龙葵

杂 8号体细胞染色体数目为 2n=34，其核型分析公式为：2n=2x=34=24m+6sm+4st。
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Abstract：In order to analyze the chromosome karyotype and chromosome production techniques of Longkuiza 8, the
effects of low temperature pretreatment of sunflower root tip cells production was studied by using Longkuiza 8 as
the experimental material. Photoshop and Microsoft Excel software were used to assist in the analysis of chromosome
images. The results showed that the low temperature pretreatment of sunflower root tip cells could obtain more ideal
chromosome production for karyotype analysis, and the chromosome number of somatic cells of Longkuiza 8 was 2n=
34, whose karyotype analysis formula was 2n=2x=34=24m+6sm+4st.
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向日葵（Helianthus annuus L.）是一年生菊科、

向日葵属植物。向日葵作为世界各国重要的油料

作物之一，也是一种供食用的经济作物。向日葵

在世界各地被广泛种植，在中国主要分布于东

北、华北和西北的半干旱或轻盐碱地区 [1]。龙葵

杂 8号是一种栽培型油用向日葵杂交种，适宜我

国东北地区哈尔滨、白城、沈阳等多个地区种植，
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对改善盐碱地区生态环境，合理利用改造中低产

田，提高经济价值方面有重要作用 [2]。
植物染色体制片和核型分析技术在物种亲缘

关系鉴定、染色体变异、杂种分析等方面得到广

泛应用 [3]。国内关于向日葵细胞学、形态学、生理

学、生物技术等方面的研究已有一些报道 [4-13]，不
同向日葵品种的染色体组型不同，表明不同基因

型向日葵染色体核型有一定差别 [14-19]。目前，对

龙葵杂 8号的染色体数目、形态及核型公式等细

胞遗传学方面的研究还没有详细的研究报道。因

此，本研究旨在探明龙葵杂 8号染色体的组成及

核型特征，以期筛选出龙葵杂 8号染色体制片的

最适处理条件，为向日葵遗传育种工作等提供细

胞遗传学实验数据。
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1 材料与方法

1.1 材料

本试验用向日葵种子龙葵杂 8号由黑龙江省

农业科学院保存并提供。龙葵杂 8号向日葵种子

经水培生根获得根尖细胞，对根尖细胞进行染色

体制片和核型分析。

1.2 根尖培养和预处理

挑选籽粒饱满、大小均一的种子用 10%次氯

酸钠消毒 10 min，用蒸馏水冲洗干净后，将种子放

在 25 ℃的蒸馏水中浸泡 1～2 h。待种子吸水膨

胀后，将种子取出用吸水纸吸干表皮水分，然后

用镊子将种子均匀地铺在经过无菌蒸馏水处理的

三层滤纸的培养皿中，置于培养箱中 25 ℃进行催

芽，期间每 8 h观察一次，保持培养皿中滤纸始终

处于湿润状态。待根尖刚刚冒出，将材料放于

8 ℃低温处理 48 h，之后将材料放回 25 ℃培养箱

中培养，待幼根长到约 1.5 cm时，在 8∶00～10∶00
或者 13∶00～15∶00切取根尖。取下的根尖放在

0～4 ℃的冰水混合物中处理 24 h，之后放在卡诺

固定液中固定 24 h后转入 70%乙醇中，放在 4 ℃
冰箱中备用。

1.3 根尖细胞染色体制片

将根尖从 70%乙醇中取出后，用蒸馏水冲洗

2～3次，用吸水纸吸干表面水分，然后放在离心

管中加入 1 mL 1 mol/L 的 HCl，放在水浴锅中，

65 ℃处理 5 min左右取出。将解离后的材料用蒸

馏水漂洗 2～3次，移至载玻片上，用刀片切取根

尖分生组织，滴加卡宝品红染液，从一侧缓慢盖

上盖玻片，避免出现气泡，再将多余的卡宝品红

染液吸去，将载玻片在酒精灯外焰烤片。采用压

片法压片。在光学显微镜下进行观察制片。镜检

时，将制好的片子首先在 10×物镜下找到清晰的细

胞，然后将能清晰看到细胞的位置置于显微镜的视

野中间，再将物镜调到 40×，在视野中找到清晰的

细胞，轻轻将物镜转换至 100×，滴上松柏油进行观

察，找到染色较深，分散较清晰的染色体细胞进行

拍照记录,并用直接鉴定法进行计数。可以将分散

较好的片子进行封片保存。

1.4 测量与计算

选取形态清晰、分散较好的染色体标本片图

像在 Photoshop 7.0软件中测量染色体长度，再用

Microsoft Excel计算染色体绝对长度、相对长度、

臂比等参数。

利用 Photoshop 7.0 软件中的套索与变形工

具，进行染色体的配对及排列。依据李懋学 [20]、
Levan[21]的方法计算核型公式，参照 Arano[22]和 Steb⁃
bins[23]的方法计算核型实验参数。

1.5 核型模式图绘制

参照文献 [19]的方法利用Microsoft Excel软件

绘制核型模式图。

2 结果与分析

2.1 龙葵杂 8号种子根尖培养

龙葵杂 8号向日葵种子籽粒黑色，种子吸水

后容易萌发，在培养箱中 25 ℃培养 8 h后发现种

子开始萌发。向日葵的主根一条比较粗壮，在前

期预试验中观察发现各根尖的细胞分裂时间不同

步，很难找到足够多理想的有丝分裂中期分裂相

的材料，因此采用低温浴处理的方法对根尖材料

进行预处理，试验发现在 8 ℃处理 48 h可以使之

后的根尖生长整齐一致，便于获得更多的处于有

丝分裂相的细胞，适用于染色体的核型分析。

2.2 龙葵杂 8号根尖染色体制片

选取分散较好的有丝分裂中期根尖细胞染色

体制片进行拍照，统计染色体数目。对 100个龙

葵杂 8号染色体分散较好的根尖细胞照片进行染

色体数目观察，其中 34条染色体的根尖细胞有 72
个，占统计总细胞的 72%，因此确定龙葵杂 8号向

日葵体细胞染色体数目为 2n=34。
2.3 龙葵杂 8号染色体核型

选取 10个细胞进行测量和计算，认为龙葵杂

8号向日葵核型公式表示为：2n=2x=34=24m+6sm+
4st，染色体基数可能为 x=17，染色体数目为 2n=
34，臂比值范围为 1.15～3.54，平均臂比值为 1.70。
依据表 1数据在Microsoft Excel工作表中作图，得

到龙葵杂 8号染色体的标准模式图（图 1），在龙葵

杂 8号的全部染色体中，有 24条染色体属于中着

丝粒染色体（m型），6条染色体属于近中着丝粒

染色体（sm型），4条染色体属于近端着丝粒染色

体(st型)，没有发现随体染色体。

3 结论与讨论

染色体制片技术是研究细胞遗传学的基本方

法，实验过程中许多因素都可能影响制片效果，

包括取材时间、根尖长度、预处理、解离、染液选

择和压片等各个环节。在这一过程中，预处理是

影响染色体制片质量的关键。预处理就是通过阻

断、抑制和破坏纺锤丝的形成使细胞分裂停滞在

中期，以获得更多的中期分裂相细胞；预处理还
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可以改变细胞质的黏度，促使染色体分散和收

缩，方便压片和观察 [2]。本试验采用两次低温处

理（8℃ 48 h, 0～4 ℃ 24 h）方式使体细胞有丝分

裂时间趋于同步化，获得了较多有丝分裂中期的

染色体细胞，更适宜染色体配对，满足了核型分

析的实验要求。在以往的试验报道中 [14-19]，采用

8-羟基喹啉、秋水仙素、4 ℃低温等预处理的方式

都得到了理想的中期染色体形态，本试验将两步

低温处理的方法成功运用在龙葵杂 8号染色体制

片和核型分析中，操作简单易行，无毒环保。

向日葵不同类型品种的染色体一般是 2n=2x=
34，本研究表明龙葵杂 8号染色体数目为：2n=2x=
34，这与报道中栽培向日葵染色体数目是一致

的。本研究得到龙葵杂 8号核型公式为：2n=2x=

34=24m+6sm+4st，且没有随体染色体，这一结果与

其他品种向日葵的染色体核型研究报道有差异。

崔秋华 [15]对白向日葵品种核型分析得到的核型公

式为：2n=2x=34=24m+6Sm（4SAT）+4St（4SAT），其
中有 4对染色体带有随体。我们先前研究发现龙

葵杂 10号染色体数量为 2n=34，核型公式为：2n=
34=30m+2sm+2M[19]，本试验说明龙葵杂 8号与龙

葵杂 10号的染色体核型不同。由此可见，不同向

日葵品种的染色体核型存在差别，说明向日葵栽

培品种之间存在着细胞学上的异质性 [24]。
在核型分析中使用 Photoshop 7.0和 Microsoft

Excel软件辅助测量和计算，在实践过程中实用性

更强灵活方便，减少了手工测量的误差，结果更

准确，实用性强。
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图 1 龙葵杂 8号向日葵核型模式图

表 1 龙葵杂 8号向日葵染色体核型参数

染色体

编号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17

相对长度（%）
长臂

3.99±0.06
4.82±0.06
5.41±0.07
3.99±0.07
4.35±0.09
3.88±0.10
3.41±0.08
3.41±0.07
3.41±0.06
3.40±0.06
3.06±0.05
3.17±0.07
3.06±0.03
3.88±0.04
2.70±0.09
3.17±0.18
2.47±0.18

短臂

3.29±0.04
2.35±0.08
1.52±0.07
2.70±0.06
2.11±0.02
2.47±0.08
2.47±0.05
2.47±0.05
2.35±0.08
2.35±0.05
2.47±0.03
2.23±0.03
2.35±0.06
1.29±0.06
2.35±0.06
1.53±0.11
1.88±0.06

全长

7.28±0.07
7.17±0.11
6.93±0.08
6.69±0.06
6.46±0.02
6.35±0.10
5.88±0.10
5.88±0.10
5.76±0.07
5.76±0.05
5.52±0.04
5.41±0.07
5.41±0.07
5.17±0.08
5.05±0.10
4.7±0.27
4.35±0.17

臂比

1.21±0.02
2.05±0.05
3.54±0.19
1.48±0.05
2.06±0.17
1.57±0.07
1.26±0.04
1.38±0.03
1.45±0.06
1.45±0.04
1.24±0.03
1.42±0.04
1.30±0.03
3.00±0.12
1.15±0.06
2.08±0.09
1.31±0.11

类型

m
sm
st
m
sm
m
m
m
m
m
m
m
m
st
m
sm
m
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弱问题，这可能与草莓茎尖的离体发育受多种激

素协同调控有关 [12-13]，多数研究结果一致也证实

了这一推测 [14-15]。
增殖培养中丛生芽的大小对增殖倍数及增殖

培养中激素浓度的要求有很大的影响 [16]。分割时

芽小 ,尽管可提高丛生芽增殖倍数，但芽苗生长相

对缓慢，在随后的调整中发现，即使调节 6-BA和
NAA浓度，也很难达到理想的增殖倍数，故在丛

生芽快繁过程中，选择大小适宜的丛生芽进行分

割是十分重要的。

多数研究已证实 [17-19]，当草莓茎尖组织足够

小时，可获得脱毒苗。但受条件限制，本试验未

能对草莓茎尖培养苗脱毒效果做进一步研究，今

后将继续研究解决草莓茎尖组织培养中茎尖取材

大小与脱毒效果、丛生芽大小与分割时期、适宜

激素比例以及驯化移栽成活率低等问题，以期建

立稳定的脱毒快繁体系，为高原低气压环境下草

莓脱毒种苗工厂化生产提供参考。
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