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45S rDNA和 5S rDNA在南瓜、丝瓜和冬瓜染色体上 
的比较定位 
徐延浩, 杨飞, 程有林, 马璐, 王建波, 李立家 

武汉大学生命科学学院, 植物发育生物学教育部重点实验室, 武汉 430072 

摘要:  首次利用荧光原位杂交和双色荧光原位杂交技术对 45S和 5S rDNA在南瓜(Cucurbita moschata Duch)、

丝瓜(Luffa cylindrical Roem)、冬瓜(Benincasa hispida Cogn)的有丝分裂中期染色体上进行了物理定位分析。南
瓜有 5对 45S rDNA位点, 2对 5S rDNA位点; 丝瓜具有 5对 45S rDNA位点, 1对 5S rDNA位点; 冬瓜具有 2
对 45S rDNA位点, 1对 5S rDNA位点, 5S rDNA位点与其中一对 45S rDNA位点都位于 7号染色体短臂上, 并
在物理位置上紧密相邻。45S rDNA 在这 3 种作物染色体上数目变化较大, 但在染色体上都倾向分布在短臂末
端, 其分布模式较为一致。5S rDNA在这 3种作物染色体上数目相对保守, 但在染色体上分布的位置变化较大。
文中讨论了 45S rDNA和 5S rDNA在植物基因组中不同的进化趋势。 
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Comparative analysis of rDNA distribution in metaphase 
chromosomes of Cucurbitaceae species  

XU Yan-Hao, YANG Fei, CHENG You-Lin, MA Lu, WANG Jian-Bo, LI Li-Jia  
Key Laboratory of MOE for Plant Development Biology, College of Life Sciences,Wuhan University, Wuhan 430072, China 

Abstract: Fluorescence in situ hybridization (FISH) and double FISH experiments were carried out to ascertain the chro-
mosomal distribution patterns of the 45S and 5S ribosomal DNAs in the three species of Cucurbitaceae. Five pairs of 45S 
rDNA loci and two pairs of 5S rDNA signals were detected on chromosomes of Cucurbita moschata Duch. Luffa cylindri-
cal Roem. contained five pairs of 45S rDNA loci and one pair of 5S rDNA loci. In Benincasa hispida Cogn., two pairs of 
45S rDNA sites and one pair of 5S rDNA site were detected. In this species, 5S rDNA and one pair of the 45S loci were 
collocated closely in chromosome 7S. 45S rDNA chromosomal distribution patterns were highly conserved among the three 
species, althoufh their number varied markedly. The 5S rDNA sites on chromosomes among the three species were highly 
polymorphic. We further discussed differentially evolutionary processes of 45S and 5S rDNA in plant genomes. 
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荧光原位杂交(fluorescence in situ hybridization, 
FISH)是一种简单而高效的在染色体上物理定位
DNA序列的技术, 它可以将功能基因、重复序列等

目标DNA片段直接定位在染色体上[1]。FISH技术现
已成为研究基因组结构、功能和进化的重要手段之

一 [2], 并在染色体物理作图, 染色体精细结构分析, 
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外源基因染色体整合等领域发挥着重要的作 用[3]。

核糖体RNA基因(ribosomal DNAs, rDNA)是具有重
要功能的保守重复序列, 成簇分布于一对或多对染
色体上[4]。通过荧光原位杂交技术将rDNA在染色体
上进行物理定位, 不仅可以为核型分析提供一个稳
定有效的细胞学可识别的染色体标记, 而且可以研
究植物种属间的进化关系[5,6], 阐明染色体的结构变
异等重要的遗传学问题[7]。目前, rDNA已在重要的
模式作物和经济作物的基因组中进行了广泛的物理

定位, 为这些物种的染色体识别, 基因组结构分析, 
物理图谱的构建, 以及物种亲缘关系的研究提供了
直接的信息[8~14]。 

葫芦科(Cucurbitaceae)在全世界约 110~122 属, 
775~960种, 我国有 32属, 约 150种, 该科植物许多
瓜果不仅可供观赏, 作果蔬, 而且有良好药用价值, 
由于其较突出的经济用途而为学者们所注目[15]。但

该科植物多为中小染色体, 且不易染色, 经典的细
胞遗传学手段难于识别其染色体[16], 从而限制了进
一步研究。分子细胞遗传学技术是研究中小染色体

的一个有力工具, 可以为小染色体提供可识别的染
色体标记, 为后续研究奠定基础。但在葫芦科中, 分
子细胞遗传学工作仅在甜瓜属 (Cucumis)的黄瓜
(Cucumis sativus L.)及其近缘种中有一些报道[17, 18], 
在其他属中还没有开展类似的工作。南瓜(Cucurbita 
moschata Duch.) 、丝瓜(Luffa cylindrica Roem.)和冬
瓜(Benincasa hispida Cogn.), 是葫芦科重要的经济
作物, 是重要的蔬菜, 也可供药用。但这 3属与甜瓜
属相比, 染色体研究要落后很多, 仅有关于染色体
形态和核型的报道 [16,19], 对于其基因组的结构 , 分
子细胞遗传学领域的研究, 至今还是空白。 

在本实验中我们首次对 45S和 5S rDNA在这 3
种瓜类蔬菜中期染色体上的物理位置进行了定位 , 
进一步建立了带有 45S 和 5SrDNA 标记的 FISH 核
型图; 比较了 rDNA 基因在这 3 种瓜类蔬菜基因组
中的分布及种间差异, 为葫芦科基因组研究提供了
新的资料, 为这 3 种作物的染色体识别提供了明确
有效的标记, 也为研究葫芦科物种分化过程中染色
体的形态变化积累了分子细胞遗传学的资料。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

南瓜(Cucurbita moschata (Duch.) Poiret, 2n=40), 
品种为金沟南瓜 ; 丝瓜(Luffa cylindrica(L.) Roem, 

2n=26), 品种为常德肉丝瓜; 冬瓜(Benincasa hispida 
(Thumb.) Cogn, 2n=24), 品种为粉皮冬瓜。种子直接
购买于种子市场。 

1.2  方法 

1.2.1  染色体的制备  

染色体制片按Song和Gustafson [20]的方法稍加

改进。取生长旺盛的根尖, 室温用饱和α–溴萘水溶
液处理 3 h后用新鲜卡诺固定液固定。用 2％的纤维
素酶(Sigma)和 2％的果胶酶(Sigma)28℃下酶解、水
洗并固定等步骤后, 采用火焰干燥法制片, –20℃保
存备用。 

1.2.2  探针标记  

含有 45S 和 5S rDNA 序列的质粒由 Arumu- 
ganatha教授惠赠。45S rDNA和 5S rDNA序列来源
于番茄。碱裂解法提取 45S和 5S rDNA质粒。通过
切口平移的方法用地高辛-dUTP(Digoxigenin-dUTP, 
Roche)和生物素 -dUTP(biotin-dUTP, Roche)标记探
针。其中, 与南瓜杂交的 45S 和 5S rDNA都用地高
辛-dUTP标记; 与冬瓜和丝瓜杂交的 45S rDNA探针
用Dig-dUTP标记, 5S rDNA探针用 Bio- dUTP标记。 

1.2.3  原位杂交及检测  

染色体原位杂交按Li等[21]的方法, 每张片子 40 
µL杂交液, 含 50%的去离子甲酰胺(Sigma)和 10%的
硫酸葡聚糖 (Sigma), 2×SSC, 100 ng/µL ssDNA 
(Sigma), 用 22 mm × 22 mm的盖玻片盖片, 80℃共
变性 3 min, 于保湿皿中 37℃杂交 12 ~ 48 h。 

染色体原位杂交的检测及洗脱按Li等 [21]的方

法。杂交后的玻片用 2×SSC在室温及 37℃各洗 10 
min, 用 1× PBS室温洗一次, 然后开始检测。地高辛
标记的探针第一步加入羊抗地高辛抗体 (anti-di- 
goxigenin-FITC, Roche), 37℃温育 30 min后用
1×PBS室温洗 3次, 每次 5 min, 第二步加入兔抗羊
地高辛偶联物(rabbit anti-sheep-FITC, Roche), 温育
和洗脱同第一步。生物素标记的探针第一步加入链

亲和素-Cy3( Strepavidin-Cy3, KPL Company), 温育
和洗脱与地高辛检测相同, 再加入生物素化链抗亲
和素(Biotinylated-anti-streptavidin, Vector Laborato-
ries), 温育和洗脱同第一步, 然后重复第一步反应。 

1.2.4  图像检测及分析  

检测完后, 染色体制片用 5 µL/mL DAPI(4′, 6- 
diamidino-2-phenylindole)复染, 加抗淬灭剂 Vector- 
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shield(Vector Lab), 用Olympus BX60 显微镜观察荧
光原位杂交信号 , 用 Photometrics SenSys CCD 
(charge coupled device)1400E照相装置和Metamorph 
4.6.3(Universal Imaging Crop.)软件俘获图像 , Pho-
toshop7.0.1软件进行图片处理。 

2  结 果 

2.1  核型分析结果 

用MetaMorph软件测量了各物种多个有丝分裂
中期染色体的长度和臂比。参照李懋学, 陈瑞阳[22]

等的标准对这 3个作物进行核型分析, 结果见表 1。
核型分类按照Stebbins[23]的核型分类划分。 

2.2  45S和 5S rDNA在有丝分裂中期染色体上的定位 

45S 和 5S rDNA 的荧光原位杂交结果见图 1, 
带 rDNA标记的 FISH核型模式图见图 2。各个物种
至少检测 160 个有丝分裂中期分裂相, 统计了杂交
信号的位置和个数, 检出率均高于 95％, 具体结果
如下：  

南瓜：用 Dig-dUTP标记的 45S和 5S rDNA探
针分别与南瓜有丝分裂中期染色体杂交, 统计表明
南瓜具有 5对 45S rDNA位点, 位于 2S、8S、12L、
15S近端部处的 4对信号较强, 位于 17S近端部处的
信号较弱(图 1:A-C和图 2: A); 5SrDNA有两对位点
(图 1:D-E和图 2: A), 位于 3L近着丝粒处的信号强
度强于 10S 近端部处的信号(图 1: E), 这说明位于
3L处的 5SrDNA位点具有更多的拷贝数。 

丝瓜：用 Dig-dUTP 标记的 45S rDNA 和 Bio- 
dUTP 标记 5S rDNA 探针与丝瓜有丝分裂中期染色
体进行双色荧光原位杂交, 绿色的信号为 45S rDNA, 
红色的信号为 5S rDNA(图 1: G-J)。统计发现, 丝瓜
有 5对 45S rDNA位点, 分别位于 1S、5S、9S、10S、 
11S染色体的近端部处, 其中, 位于 11S染色体上的
45S rDNA 信号强度要明显比其他几个位点的信号
要弱一些(图 1: H和图 2: B)。一对 5S rDNA位于 4S 
染色体中部, 靠近着丝粒(图 1: I和图 2: B)。 

冬瓜：用 Dig-dUTP 标记的 45S rDNA 和 Bio- 
dUTP 标记的 5S rDNA 探针与冬瓜有丝分裂中期染
色体进行双色荧光原位杂交(图 1: K-N 和图 2: C), 
发现 45S rDNA 的信号可以在染色体上检测出两对
(图 1: L), 其中信号较强的一对位于 6S 染色体近端
部处, 信号相对弱一点的一对位于 7S染色体近端部
处(图 2:C); 而 5S rDNA 的信号只检测出一对(图 1: 
M), 也位于 7S染色体近端部处(图 2: C)。通过双色
荧光原位杂交, 我们可以很清楚的观察到, 冬瓜 5S 
rDNA的红色信号与 45S rDNA相对较弱的一对绿色
信号位于同一染色体上 , 并且信号紧密相邻(图 1: 
N), 这说明它们在染色体上物理位置很相近。同时, 
双色荧光原位杂交 

也很清晰的将这两对大小、形态相似的染色体

区分开来了。 

3  讨 论 

按Stebbins[23]的核型分类标准, 具 1A核型的丝
瓜较为原始, 具 2B核型的南瓜较为进化。我们所报
道的这 3 种作物的核型类型与利容千 [16]、陈瑞阳  
等 [19]的报道是完全一致的, 但在核型公式, 平均臂
比, 核型不对称系数上有细微的差别。这种差异可
能是不同作物品种染色体结构微小的变异所造成的, 
也有可能是染色体前处理、核型分析方法的差异所

造成的。南瓜染色体很小, 很难识别其同源染色体, 
但通过 45S与 5S rDNA在南瓜染色体上的定位, 我
们很准确的识别了南瓜 5 对同源染色体。同时, 对
于核型分析难于区分的丝瓜 4号、5号染色体, 冬瓜
6号、7号染色体, 通过rDNA在染色体上的定位, 提
供了明确可区分的细胞学标记。由此可见, 荧光原
位杂交技术是染色体识别的有力工具, 特别对于中
小染色体, 为同源染色体识别、核型分析提供了有
效的标记。 

表 1  南瓜、丝瓜、冬瓜中期染色体核型分析 
Table 1  Karyotype analysis of the three Cucurbitaceae species in this study 

种类 
Taxa 

核型公式 
Karyotype formula 

平均臂比 
Average arm ration

最长染色体/ 
最短染色体 

Longest / Shortest

臂比大于 2的比率 
Percentage of chro-

mosome arm ration>2 

核型不对称系数 
Karyotype asym-

metry index 

核型类型
Type 

南瓜 
C. moschata 2n=2x=40=22m+10sm+8st 1.68 2.08 30 61.23 2B 

丝瓜 
L. cylindrical 2n=2x=26=26m 1.29 1.69 0 56.17 1A 

冬瓜 
B. hispida 2n=2x=24=12m+12sm 1.89 1.94 41.67 63.92 2A 
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图 1  45S rDNA和 5S rDNA在三种作物有丝分裂中期染色体上的定位 
A-C: 45S rDNA(绿色)在南瓜有丝分裂中期染色体上的定位。A：南瓜有丝分裂中期染色体; B：45S rDNA杂交信号; C：45S rDNA(绿色)与 DAPI
复染的染色体(蓝色)的合成图。D-F: 5S rDNA(绿色)在南瓜有丝分裂中期染色体上的定位。D：南瓜有丝分裂中期染色体; E：5S rDNA杂交信
号; F：5S rDNA(绿色)与 DAPI复染的染色体(蓝色)的合成图。G-J: 45S rDNA(绿色)和 5S rDNA(红色)在丝瓜有丝分裂中期染色体上的定位。G：
丝瓜有丝分裂中期染色体; H：45S rDNA杂交信号; I：5S rDNA杂交信号; J：45S rDNA(绿色)和 5S rDNA(红色)与 DAPI复染的染色体(蓝色)
的合成图。K-N: 45S rDNA(绿色)和 5S rDNA(红色)在冬瓜有丝分裂中期染色体上的定位。K：冬瓜有丝分裂中期染色体; L：45S rDNA杂交信
号; M：5S rDNA杂交信号; N：45S rDNA(绿色)和 5S rDNA(红色)与 DAPI复染的染色体(蓝色)的合成图。所有图示比例尺为 5 µm。 
Fig. 1  FISH localization of 45S rDNA and 5S rDNA on metaphase chromosomes of the three species 
A –C: Physical location of 45S rDNA (green) on chromosomes of C. moschata. A: Metaphase chromosomes of C. moschata.; B: FISH signals 
of 45S rDNA; C: A merged image of the metaphase chromosomes and the FISH signals. D –F: Physical location of 5S rDNA (green) on 
chromosomes of C. moschata. D: Metaphase chromosomes of C. moschata.; E: FISH signals of 5S rDNA; F: A merged image of the meta-
phase chromosomes and the FISH signals. G –J :Physical location of 45S rDNA (green) and 5S rDNA (red) on chromosomes of L. cylindrical. 
G: Metaphase chromosomes of L. cylindrical.; H: FISH signals of 45S rDNA; I: FISH signals of 5S rDNA; J: A merged image of the meta-
phase chromosomes and the FISH signals. K –N: Physical location of 45S rDNA (green) and 5S rDNA (red) on chromosomes of B. hispida. K: 
Metaphase chromosomes of B. hispida.; L: FISH signals of 45S rDNA; M: FISH signals of 5S rDNA; N: A merged image of the metaphase 
chromosomes and the FISH signals. Bar = 5 µm. 
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图 2  3种植物中期染色体 FISH核型模式图 
A:南瓜; B:丝瓜; C:冬瓜。 
Fig. 2  Karyo-idiograms of three species showing FISH based localization of the two r-DNA sites (45S and 5S rDNA) on metaphase 
chromosomes 
A: C. moschata; B: L. cylindrical; C: B. hispida. 
 

Chen等[17]年首先利用FISH技术将 45S rDNA定
位在在黄瓜中期染色体上 , 发现有 4 对位点 45S 
rDNA, 位于着丝粒处。Koo等[18]利用FISH技术对黄
瓜的 45S与 5S rDNA进行了染色体定位, 结果表明
黄瓜具 3对 45S rDNA和 1对 5S rDNA位点, 都位于
着丝粒处。而我们研究的 3 个物种中没有发现在着
丝粒处的 45S rDNA位点, 这暗示黄瓜属和南瓜属、
丝瓜属、冬瓜属的亲缘关系相对较远。葫芦科种属

染色体基数的变化以及rDNA位点和数目在各个种
基因组中分布的差异说明葫芦科在种属分化过程中

可能经历了染色体的非整倍化以及染色体的断裂、

重排、不等交换。 
供试的 3种植物中, 45S rDNA 在各基因组中的

数目变化很大, 但它们在染色体上的分布位置却很
相似, 都在染色体的近端部, 并且主要在短臂的近
端部处。45S rDNA 数目高度的可变性已经在很多
物种中被发现和证实。染色体重排, 不等交换, 由转
座子引起的隐蔽rDNA拷贝数的扩增都可能是 45S 
rDNA数目改变的原因。Mantovani 等 [24]认为 45S 
rDNA分布在染色体端部的特点也可能是 45S rDNA
数目改变的原因之一, 因为位于染色体端部位置的
DNA更容易发生交换。 45S rDNA 参与构成核仁组

织区(NOR), 在形态上一般表现为染色体的次缢痕, 
Lima-De-Faria[25]曾分析了 700 多个种的NOR, 发现
在 87％的种中, NOR位于染色体的短臂上。Lim [26]、

Mantovani等 [24]都认为 45S rDNA 在染色体上的这
种位置特征可能和其功能有关。Fransz等[27]认为在

间期核中, 常染色质与异染色质都是具有特定空间
结构的, 从而顺利实现基因的表达调控。是否 45S 
rDNA 受某种特定空间结构的制约而倾向特异分布
在染色体端部呢？ 

与 45S rDNA 相比, 5S rDNA在基因组中的数
目相对变化较小, 在冬瓜、丝瓜基因组中都只有一
对位点, 在南瓜基因组中有两对位点, 但在染色体
上的位置分布却各不相同。Mantovani 等[24]发现在

大部分已进行了 5S rDNA定位的物种中, 其数目以
一对或两对为主, 但在染色体上没有固定的分布模
式。同时, 他们也发现 5S rDNA的数目和分布模式
在属内比较保守。Liu等[28]的实验也表明, 5S rDNA
在 5 种亚洲松染色体的上都具有一对主要位点和一
对次要位点, 并且在染色体上的分布模式在属内是
保守的。我们实验的结果表明 5S rDNA的数目和分
布模式在葫芦科 3属间各不相同。这说明 5S rDNA 
有可能为葫芦科属间的进化研究提供有用的信息。 
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目前, rDNA基因已经在很多植物基因组中进行了定
位。从定位的结果来分析, rDNA基因在基因组中经
历了广泛的进化, 其数目、大小、位置都具有很高
的多样性。但是, 45S rDNA 与 5S rDNA 的进化模
式并不一样。45S rDNA主要是数目、大小的变化,  
而 5S rDNA除了数目、大小的变化, 更主要是分布
模式的改变。Mantovani等[24]认为 45S rDNA 与 5S 
rDNA在功能上的分歧 , 使它们在基因组中占据有
各自的空间位置, 从而使它们具有各自独特的进化
模式。 

rDNA 在葫芦科染色体上的定位不仅是构建葫
芦科作物物理图谱的第一步, 也有助于在细胞和分
子水平上对葫芦科进行系统的研究。同时, 本研究
为葫芦科这 3 种作物的核型分析提供了稳定有效的
细胞学标记, 为葫芦科这 3 种作物的遗传育种奠定
了分子细胞遗传学的基础。 
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·遗传咨询· 

我能和从表妹结婚吗？ 
 

问: 我女朋友是我爷爷的妹妹的女儿的女儿。
请问专家, 我能和我女朋友结婚吗？是不是近亲？
如果结婚对后代有什么影响？急求专家解答! 

答: 中国遗传咨询网自开办网上遗传咨询以来,  
不断有人咨询近亲结婚的问题。主要归纳为以下问

题:  
(1)如何判断是第几代近亲结婚？能否结婚？ 
从有共同祖先的那一代计起, 算第一代, 依此

类推。如本咨询案例中, 咨询者爷爷的父母属于他
们的共同祖先 , 到咨询者这一代 , 属于第四代 , 即
从表兄妹。近亲一般指 3∼4 代内有共同祖先。我国
婚姻法规定三代以内血亲禁止结婚。 

(2)近亲结婚的遗传风险有多大？  
近亲结婚的遗传风险一般指隐性遗传病的发生

风险, 通常以近婚系数来表示双方从共同祖先获得
致病基因并传递给子女的概率。近婚系数的计算较

繁杂, 而且常染色体隐性遗传与 X 连锁隐性遗传计
算起来有些不同。如本咨询案例中, 若为常染色体
隐性遗传病, 其近婚系数为 1/64, 而 X 连锁隐性遗 
 
 

传病的近婚系数为 0, 即不用担心从共同祖先获得 
相同 x 连锁基因遗传给子女的可能。对于发病率较
低的疾病, 如白化病人群发病率一般低于 1/10,000, 
这种近亲结婚的风险率(如本例为 1/64)一般高于随
机婚配; 对于发病率较高的疾病, 如我国南方的地
中海贫血, 人群中基因携带率高于 1/10, 这种近亲
结婚带来的风险(如 1/64)并不一定高于当地人群随
机婚配引起的发病风险。因此, 近亲结婚的遗传风
险的评估是因病而异。 

(3)一方为近亲结婚的后代时, 能否与其结婚？ 
虽然为近亲结婚后代, 如果其家族和本人没有

明显的遗传病史, 与其他非近亲的配偶结婚后, 不
应担心这种近亲结婚所引起的隐性遗传病的发病。

或者说, 对后代的影响与正常婚配没有明显差别。
即使该近亲结婚的后代从共同祖先获得某种遗传病, 
这类婚配可使后代成为携带者, 但不发病。 

 
(咨询专家: 李巍)
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