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25S rDNA 和 5S rDNA 在大白菜中期染色体上的 FISH 定位 

轩淑欣，申书兴，赵建军，张成合，陈雪平，郄丽娟 

（河北农业大学园艺学院，保定 071001） 

 

摘要：【目的】确定 rDNA 在中国大白菜基因组中的位点数目和分布位置，并建立识别大白菜不同染色体的特

异标记。【方法】用荧光原位杂交技术对 25S rDNA 和 5S rDNA 在大白菜有丝分裂中期染色体进行了定位研究。【结

果】在大白菜中期染色体上，分别检出了 5对 25S rDNA 杂交信号和 3 对 5S rDNA 杂交信号。对应于大白菜中期染

色体形态图，确定 5对 25S rDNA 信号分别分布在大白菜 1 号染色体长臂（1L）的近末端，2号染色体长臂（2L）

的近中部，3号和 4号染色体长臂（3L、4L）的近着丝点处和 10 号染色体的随体上，信号强度为 10 号>2 号>3 号

和 4号>1 号；而 5S rDNA 的 3 对信号分别位于 2号染色体的长臂（2L）和 9号、10 号染色体的短臂（9S、10S）。

【结论】在分子水平上为大白菜部分染色体提供了识别标记。 
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Location of 25S rDNA and 5S rDNA in Chinese Cabbage-pe-tsai 
Metaphase Chromosome 

XUAN Shu-xin, SHEN Shu-xing, ZHAO Jian-jun, ZHANG Cheng-he, CHEN Xue-ping, QIE Li-juan 

(College of Horticulture, Hebei Agricultural University, Baoding 071001) 

 
Abstract: 【Objective】The objective was to determine the number and location of rDNA sites in Chinese cabbage-pe-tsai 

genome, and identify the special molecular markers related to different chromosomes. 【 Method】 Fluorescence in situ 
hybridization(FISH) technique was used to locate the 25S rDNA and 5S rDNA on the mitotic metaphase chromosomes of Chinese 
cabbage-pe-tsai.【Result】Five pairs of hybridization signals of 25S rDNA and three pairs of hybridization signals of 5S rDNA were 
detected on the metaphase chromosomes. Contrasting the normal karyotype of the diploid Chinese cabbage-pe-tsai, the 25S rDNA 
hybridization signals were located near the end of 1L, the central section of 2L, the centromere region of 3L and 4L, and the satellite 
of chromosome 10, respectively. The intensity of hybridization signals was chromosome 10 > chromosome 2 > chromosome 3 and 
chromosome 4 > chromosome 1. Hybridization signals of 5S rDNA were located on 2L, 9S and 10S. 【Conclusion】These results 
indicated that some molecular markers related to different chromosomes were identified in Chinese cabbage-pe-tsai. 

Key words: Chinese Cabbage-pe-tsai (Brassica campestris syn rapa ssp. pekinensis); 25S rDNA; 5S rDNA; Fluorescence in 
situ hybridization (FISH) 

 

0  引言 

【研究意义】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。rDNA 基因的相对物理位置和多拷贝基因位点

数目对于构建物理图谱和研究种系发生是非常重要

的，认识 rDNA 在不同物种基因组中位点的分布和序

列差异对研究基因组间的关系、进化情况以及在基因

组内划分染色体的类型也具有重要意义[1～8]。此外，

rDNA 基因也因其串联组织和高拷贝数成为确定不同

植物种属染色体和核型的特异标记[9～11]。【前人研究

进展】在芸薹属作物上，关于 rDNA 基因在不同物种
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基因组中的位点数目和分布也有所研究。如，1995 年，

Cheng 等使用 FISH 和银染技术研究了核糖体 RNA 基

因在 Brassica alboglabra Bailey 中的位点数目和核仁

活性[12]。Fukui 等[13]、Snowdon 等[14]和 Schrader 等[15]

进一步研究了 rDNA 位点在芸薹属不同种作物有丝分

裂中期染色体基因组中的位点数目和分布。Hasterok
和 Maluszynska[16]确定了 rDNA 的转录活性。2001 年，

Hasterok 等又将 rDNA 作为分子标记进行芸薹属 6 个

种不同染色体的识别[17]。2005 年，Lim 等利用 rDNA
在 Brassica rapa 上的位点分析了异染色体质在染色体

上分布区域[18]。这些研究表明 rDNA 可以用于某些染

色体的鉴别和核型的构建。【本研究的切入点】据报

道，关于 rDNA 基因在芸薹种作物上的研究，多以起

源于西方的 Brassica rapa 为试验材料，而对中国大白

菜（Brassica campestris syn rapa ssp. pekinensis）的研

究尚未见报道。【拟解决的关键问题】本试验拟以 25S
和 5S rDNA为探针，在大白菜中期染色体上进行 FISH
杂交，来分析两类 rDNA 基因在大白菜染色体上的数

目和分布，并构建大白菜基于 FISH 的核型图，旨在

为进一步研究中国大白菜染色体的进化历程和精确鉴

别不同染色体提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

试验于 2005 年冬在河北农业大学园艺学院细胞

生物学实验室进行。所用植物材料为大白菜自交系

85-1M 种子，由本实验室自备。 
供试探针：25S rDNA 探针来自拟南芥 25S rDNA

编码区的一个大小为 2.3 kb 的亚克隆，由波兰的 Dr. 
Robert Hasterok 提供。5S rDNA 质粒由武汉大学生命

科学学院李立家教授提供。 
1.2  方法 

1.2.1  材料培养  种子先浸泡 4～6 h，然后放在垫有

两层纱布的培养皿里，置于 25℃恒温箱中暗培养，当

根尖长至 1 cm 左右时，切取生长旺盛的根尖约 2 mm
用于染色体制备。 

1.2.2  染色体制片  采用常规去壁低渗的方法。制片

晾干后用 5%吉姆萨染色，在 Zeiss 荧光显微镜

（Axioskop 40）普通光下镜检后精选染色体形态良好

且不相互重叠的高质量图像拍照，用 Axiovision 
Imaging System 软件测量每个染色体的长、短臂长度，

计算出每条染色体的相对长度、臂比。拍过照的玻片

浸于酒精与氯仿为 7﹕3 的溶液中约 2 h 去除油镜用油

后，经 75%、95%、100%酒精脱水各 5 min，空气干

燥，-20℃保存备用。 
1.2.3  探 针 标 记   两 个 探 针 均 用 地 高 辛

（Digoxigenin）-11-dUTP（Roche 公司）标记，其中

2.3 kb 的 25S rDNA 片段通过随机引物法，5S rDNA
序列通过缺口平移法，标记方法参照 Roche 公司手册

进行。 
1.2.4  原位杂交  参照杭超等[19]的方法，略做修改。

将制备好的染色体标本，在 60℃烘箱内烤 1 h，70℃
下用 2×SSC 配制的 70%去离子甲酰胺变性 2.5 min，
立即在-20℃下预冷的 70%、95%、100%酒精系列浸

洗脱水各 5 min。在染色体变性的同时配制杂交液，

75℃下变性 5 min，迅速置于冰上至少 5 min 备用。酒

精系列浸洗脱水后取出的标本在空气中充分干燥，后

加杂交液和盖片在保湿盒中 37℃下杂交 16～21 h。 
1.2.5  杂交信号的荧光检测  杂交后依次用 2×SSC
室温、37℃浸洗各 10 min，接着在室温下用 2×SSC
和 1×PBS 浸洗各 5 min 后，依次加羊抗地高辛荧光

素抗体、兔抗羊 FITC 偶联物 37℃下各程序控制反应

1 h，每次抗体反应后用 1×PBS 在室温下浸洗 3 次，

每次 5 min。 
1.2.6  图像检测及分析  染色体制片用 2 µg·ml-1 
DAPI 复染。在 Zeiss 荧光显微镜（Axioskop 40）下观

察荧光原位杂交信号，用 CCD 照相装置俘获图像，

用Axiovision Imaging System和Photoshop软件对图像

进行测量和处理。 

2  结果与分析 

2.1  大白菜有丝分裂中期染色体形态 

为了确定 FISH 杂交信号位于哪条染色体，首先

应对大白菜各对染色体的形态特征有清晰的了解，为

此，本研究着重分析了染色体分散良好且形态清晰的

10 个细胞，对染色体的相对长度、臂比做了统计分析，

确定了着丝点的类型（表），获得了大白菜中期染色

体形态图（图 1）。通过对 10 个细胞的分析，总结出

体细胞染色体的特征及鉴别方法，除随体染色体外，

染色体的标号按照染色体全长顺序编号，将随体染色

体定为 10 号染色体，这与 Lim 等对染色体标号的排

序不同。由表可见，除 10 号染色体的着丝点指数为

0.26外，其余染色体的着丝点指数均分布于0.39～0.50
之间，因此大白菜染色体为近等着丝点类型。 
2.2  用 FISH 方法进行 25S rDNA 的定位 

以地高辛-11-dUTP 标记 25S rDNA，与大白菜中
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期染色体杂交，可以清楚地发现 25S rDNA 所在染色

体的杂交信号。在荧光显微镜下，用 DAPI 复染的染

色体呈蓝色荧光（为了便于观察，模拟为红色），且

染色体的常、异染色质片段清晰可辨，荧光强度较强

的区域为常染色质，荧光强度较弱的区域为异染色质

（图 2-A）。地高辛-dUTP 标记的 25S rDNA 经用抗

地高辛抗体-荧光剂 FITC 检测之后呈现的绿色荧光，

与染色体的红色叠加为黄绿色，其模式照片见图 2-B。
从模式照片和基于 FISH 信号的核型图片（图 2-C）可

以看出，以大白菜的体细胞染色体为靶时，25S rDNA
探针共有 5 对杂交信号，根据染色体的编号，这 5 对

杂交信号分别位于 1 号、2 号、3 号、4 号和 10 号（随

体染色体）5 对同源染色体上。其中，1 号同源染色体

的一对杂交信号位于长臂末端且强度较弱，2 号、3
号和 4 号 3 对染色体上的杂交信号强度均较强，只是

在 2 号染色体上位于长臂的近中部，在 3 号和 4 号染

色体上的位置在长臂几乎靠近着丝点的位置，其中，2

号染色体上的信号强度略强于 3 号和 4 号染色体上的

信号强度。在 10 号染色体的一对杂交信号位于随体

上，其信号强度远远强于其它 4 对信号。通过分析可

以推断 25S rDNA 在各染色体上的拷贝数为 10 号＞2
号＞3 号和 4 号＞1 号。 
2.3  5S rDNA 在大白菜上的 FISH 定位 

用地高辛-dUTP 标记 5S rDNA，与大白菜中期染

色体（图 3-A）杂交，把 5S rDNA 清晰的定位在了 3
对同源染色体上（图 3-B）。通过对每条染色体进行

形态分析，对照大白菜中期染色体形态图，可以确定

这 3 对杂交信号分别位于 2 号、9 号和 10 号（随体染

色体）3 对染色体上（图 3-C）。从图 3-B 和图 3-C
可以看出，在 2 号染色体上 5S rDNA 的杂交信号位于

长臂近着丝点的位置，在 9 号染色体上 5S rDNA 的杂

交信号位于短臂靠近着丝点的位置，在 10 号染色体上

5S rDNA 的杂交点位于短臂上

。 
 
表  大白菜体细胞中期染色体的核型参数 

Table   Major characters of Karyotype of the Chinese cabbage-pe-tsai metaphase chromosomes 

染色体序号 

Chromosome number 

相对长度 

Relative length (%) 

臂比值 

Arm ratio 

着丝点类型 

Centromere type  

着丝点指数 

Centromere index

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10* 

13.44±1.10 

10.58±0.59 

9.80±0.50 

9.21±0.52 

8.41±0.49 

7.69±0.51 

7.11±0.44 

6.61±0.35 

6.17±0.65 

10.20±1.07 

1.30±0.11 

1.53±0.07 

1.85±0.14 

1.19±0.08 

1.52±0.21 

1.90±0.17 

1.52±0.37 

1.80±0.44 

1.74±0.21 

3.34±0.22 

m 

m 

sm 

m 

m 

sm 

m 

sm 

sm 

st(SAT) 

0.48 

0.44 

0.39 

0.50 

0.45 

0.39 

0.46 

0.41 

0.41 

0.26 

*为随体染色体，其相对长度和臂比为不带随体计入数据 
* represent the satellite chromosome, and the figures of relative length and arm ratio didn’t include the lengths of satellites 
 

 

 

图 1  大白菜中期染色体形态图（250×） 

Fig. 1  Ten pair metaphase chromosomes of Chinese cabbage-pe-tsai root tip cells are arranged in descendent order(the satellite 

chromosomes are exceptional) showing their size and centromere position (250×) 



4 期               轩淑欣等：25S rDNA 和 5S rDNA 在大白菜中期染色体上的 FISH  785 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

A：用于与 25S rDNA 杂交的中期染色体；B：25S rDNA 在中期染色体上的分布；C：大白菜基于 25S rDNA-FISH 图像核型图 
A: The metaphase cell used for in situ hybridization with 25S rDNA; B: Distribution of 25S rDNA on metaphase; C: Homologous pairing of chromosomes 
based on 25S rDNA FISH 
 

图 2  以 DIG-11-dUTP 标记的 25S rDNA 与大白菜的染色体做原位杂交（250×） 

Fig. 2  In situ hybridization of DIG-11-dUTP labeled 25S rDNA probe to Chinese cabbage-pe-tsai chromosomes (250×) 

 

 

 

 

 

 

 

 

A：用于与 5S rDNA 杂交的中期染色体；B：5S rDNA 在中期染色体上的分布；C：大白菜基于 5S rDNA-FISH 图像核型图 
A: The metaphase cell used for in situ hybridization with 5S rDNA; B: Distribution of 5S rDNA on metaphase; C: Homologous pairing of chromosomes based 
on 5S rDNA FISH 
 

图 3  以 DIG-11-dUTP 标记的 5S rDNA 与大白菜的染色体做原位杂交（250×） 

Fig. 3  In situ hybridization of DIG-11-dUTP labeled 25S rDNA probe to Chinese cabbage-pe-tsai chromosomes (250×) 

 

3  讨论 

3.1  关于 rDNA 的杂交信号与随体的关系 

高等植物45S rDNA是编码各种 rRNA（5.8S、18S、
25S、28S）前体的基因，在基因组中为中度串联重复

序列，与核仁形成有关，主要定位在核仁组织区，一

般在染色体的次缢痕部位。如果 rDNA 在分裂间期表

达，携带该基因的染色体即在 NORs 处形成核仁，具

NORs 的染色体即随体染色体。从染色体结构来讲，

NOR 的数目应该与随体数目相对应，在棉花[20]、水  
稻[21]、玉米[22]等作物中，许多研究结果也表明，随体

染色体的数目与 45S rDNA 杂交位点的数目是相同

的。但 rDNA 在十字花科芸薹属作物上 FISH 定位研

究表明，杂交信号的个数并不与随体染色体的数目相

同，而往往多于随体染色体数。在本试验中，FISH 杂

交所检出的 10 个 25S rDNA 位点，除 2 个位于一对随

体染色体上外，其余信号均位于非随体同源染色体，

这与 Snowdon 等、Hasterok 等、Kulak 等及 Lim 等在

芸薹属不同作物上的研究结果是一致的，李懋学也指

出次缢痕区即 NOR，但 NOR 并不一定在次缢痕区[23]。 

3.2  关于 rDNA 信号位点的位置与异染色质的关系 

一般认为，随体是高度惰性的异染色质，着丝点

附近区域亦是异染色质集中分布的区域。在水稻、玉

米等禾本科作物上，45S rDNA 位点的位置与核仁组

织区 NORs（即随体）联系在一起，即位于异染色质

区。在 Lim 等的研究中，45S rDNA-FISH 位点位于 
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Brassica rapa 1～5 号染色体上，信号最大的区域位于

2 号染色体（随体染色体）的 NOR 区，其它的信号均

位于 1号、3～5号染色体长臂近着丝点的异染色质区。

而在 Hasterok 等的研究中，在 Brassica campestris 的
染色体上检出的 5对 25S rDNA-FISH位点除一对位于

随体染色体的 NOR 区，另 4 对信号位点也分布于短

臂或长臂近着丝点处。此外芸薹属其它物种上的研究

结果也表明，尽管 45S rDNA（包括其编码的各种前

体 rRNA）位点可能位于长臂或短臂上，但基本分布

于近着丝点处。而本试验中，25S rDNA 位点除在随

体染色体 NOR 区分布外，在 3 号和 4 号染色体上分

布于近着丝点的异染色质区与前人的研究结果是相同

的，只是在 1 号染色体上分布于长臂的末端，在 2 号

染色体上分布于长臂的近中部与前人的结果不同。有

关 rRNA 位点的位置在中期染色体中具有随机性这一

点宋林生等[24]在讨论中曾指出过。Kulark 等[25]在用 5S 
rDNA 和 25S rDNA 做标记研究芸薹属作物 3 个复合

种时也发现，异染色质在 A 组一些染色体的长臂比短

臂要大，且在 A 组染色体的短臂端部也检出了 rDNA
信号。笔者在使用 DAPI 对大白菜二倍体和不同三体

进行显带时也发现，1 号、2 号和 4 号等染色体的长臂

深染区域比其短臂上的深染区域的分布要大，且 1 号

染色体长臂存在着端带，本试验结果与前人研究结果

不同可能因为这个原因。 
由于 5S rDNA 基因在染色体上的位置不像 45S 

rDNA 那样有与核仁相连系的明显的特征，关于它的

定位，在芸薹属作物上也有许多报道，不同研究者之

间结果不尽相同。本研究中检出的 3对 5S rDNA位点，

分别位于 2 号、9 号和 10 号染色体上，其数目和位置

和 Lim 等在 Brassica rapa 上的研究结果是一样的。本

研究中，大白菜的中期染色体核型是经过 10 个可分析

细胞仔细测量得出的，所用 FISH 药物、步骤经过多

次操作，具可重复性。因此利用荧光原位杂交技术，

并参照申书兴等[26]对大白菜非同源染色体的区分方

法，从染色体相对长度、臂比及杂交位点等方面结合

起来，可以确定出 8 对杂交信号共位于 6 对同源染色

体上，它们分别是 1 号、2 号、3 号、4 号、9 号和 10
号染色体。 

4  结论 

本试验从分子水平为中国大白菜的 1～4 号、9 号

和 10 号染色体提供了识别标记。但是，要想准确、快

速地鉴别大白菜所有的染色体，还需采用更多的特异

探针进行 FISH 杂交，同时将杂交位点与大白菜染色

体的细胞学特征相结合，建立大白菜每条染色体的特

异标记。 
 
致谢：武汉大学生命科学学院李立家教授为本试验提供
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