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摘要  [ 目的] 探究大麻染色体的制片技术。[ 方法] 对大麻染色体制片技术的预处理液、解离时间、染色时间等进行试验研究 ,并对其进
行染色体数目观察。[ 结果] 研究表明 :用大麻根尖在常温下用0 .003 %的8- 羟基�啉溶液预处理2 h 或用饱和对二氯苯处理1 .5 h,经卡
诺固定液固定30 min 后 ,在1∶1 的1 mol / L HCl 和45 %醋酸60 ℃下恒温水浴中解离30 s ,地衣红染液染色8 h 压片镜检 ,能取得良好的制
片效果。大麻染色体数目观察表明 ,大麻染色体数目2 n =2 x = 20。[ 结论] 该研究为大麻细胞学方面的深入研究提供了资料。
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Study onthe Squashing Technique of Chromosomein Cannabis sativa L .
XIN Pei- yao et al  ( College of Resources , Southwest Forestry University , Kunmi ng ,Yunnan 650224)
Abstract  [ Objective] The research ai med to discuss the squashing technique of chromosome in Cannabis sativa L . [ Method] The pretreat ment solution,
the dissociation ti me and dyeing ti me in squashing technique of chromosome in C . sativa were studied . And its chromosome number was also observed .
[ Result] Under roomtemperature the root tips of C . sativa were pretreated with 0 .003 % 8-hydroxyqui noli ne solutionfor 2 h or treated withsaturated p-
dichlorobenzene for 1 .5 h . After fixing with Carnoy stationary liquid for 30 min , they were dissociated in constant-temperature water bath of mixing 1
mol/ L HCl with45 % acetic acid at 1∶1 for 30 s at 60 ℃ and stained withorcein dyeing solutionfor 8 hfor squashing and microscopic examination. Thus
good squashing effects could be obtained . The observation onthe chromosome number of C . sativa indicated that the chromosome number of C . sativa
was 2 n =2 x =20 . [ Concl usion] This research provided data for in-depth study on C . sativa fromthe cytological aspect .
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  大麻, 学名 Cannabis Sativa L. , 是大麻科( Cannabinaceae)

大麻属( Cannabis) 1 年生草本植物, 雌雄异株, 也有雌雄同株

出现。大麻具有多方面的经济利用价值, 如造纸、制药、榨

油、食用等, 是人类栽培利用最早的经济作物之一。我国在

公元前3500～4500 年就种植大麻用作绩绳和织布。大麻对

环境的适应性较强, 对温度要求较宽, 因此分布范围广泛, 从

热带到寒带地区都可种植。近年国内外对大麻的种植和应

用研究较多 ,但主要集中在栽培技术、性别转化、分子标记、

毒品含量以及纤维利用等方面, 目前对其细胞学方面的研究

较少。中国农业科学院麻类研究所曾对大麻染色体的数目

及核型、带型等细胞学方面进行过研究[ 1] 。在20 世纪早期

国外也作了相关染色体方面的研究[ 2] , 然而近年来这方面的

研究很少。上述研究均对相关结果作了阐述,而对如何获得

高质量的供研究用大麻染色体制片未作详细说明。笔者通

过对低毒大麻新品种“云麻1 号”的根尖进行染色体的制片

观察, 提出一套行之有效的大麻染色体制片技术, 为大麻细

胞学方面的研究提供依据。

1  材料与方法

1 .1  材料 试验材料为云南省农业科学院经济作物研究所

大麻课题组提供的低毒大麻新品种“云麻1 号”原种种子。

1 .2 方法  采用李懋学等提出的作物染色体制片技术[ 3] 。

1 .2 .1 取材。取2 个不同大小的培养皿, 小的培养皿蒙上滤

纸, 放于盛有水的大培养皿中, 水量以滤纸边缘浸入水中为

宜, 使得滤纸始终保持湿润状态。选取饱满、健壮的大麻种

子, 置于滤纸边缘, 使其根垂直向下生长以获得较直的根尖

材料。在25 ℃恒温箱中培养, 待根长1 .0～1 .5 c m 时, 截取
�

基金项目  国家科技支撑计划课题( 2006bak09603) ; 云南省省级重点专

业西南林学院林学专业资助项目。

作者简介  辛培尧( 1975 - ) ,男 , 甘肃临洮人 , 讲师 , 从事植物遗传育种

与繁育方面的教学与研究。 * 通讯作者。

收稿日期  2007- 08-23

根尖。

1 .2 .2  预处理。分别用0 .003 mol/ L 8- 羟基�啉水溶液、饱

和对二氯苯水溶液、0 .05 % 秋水仙碱溶液作为预处理液, 分

别对大麻根尖处理1 .5、2 .0、2 .5、3 .0 h , 从而确定最佳预处理

组合。

1 .2 .3  固定。预处理后将根尖转入卡诺固定液( 冰乙酸∶无

水乙醇为1∶3) , 在冰水混合物中固定30 min , 经95 %乙醇浸

润过渡 ,再转入70 % 乙醇中, 置于4 ℃冰箱中保存备用。

1 .2 .4 解离。将固定好的材料先用蒸馏水浸泡15 min ,解离

液用1 mol/ L 盐酸和45 %醋酸按1∶1 比例在60 ℃水浴锅内预

热5 min ,将大麻材料分别在60 ℃恒温水浴锅中解离15、30、

60、90 s ,以确定适宜的解离时间。

1 .2 .5 染色。解离过的根尖用蒸馏水冲洗后, 分别在醋酸

地衣红染液中染色4、8、12 h ,以筛选适宜的染色时间。

1 .2 .6  染色 体数目的观察。采 用常规制片 法压片, 在

OlympsBX51 型显微镜下制片观察 , 选择50 个染色体分散较

好的细胞进行染色体数目统计, 并且拍照。

2  结果与分析

2 .1 预处理效果  试验表明, 用0 .003 mol/ L 8- 羟基�啉水

溶液处理根尖材料2 .0 h 的制片效果最好, 可以得到较多的

染色体形态清晰、收缩较好的中期分裂相细胞 ;其次为饱和

对二氯苯处理1 .5 h。而0 .05 %秋水仙碱溶液处理后未得到

较好的制片效果。

2 .2 解离时间 试验表明, 用0 .003 mol/ L 8- 羟基�啉水溶液

处理根尖2 .0 h 或用饱和对二氯苯处理1 .5 h 后, 在60 ℃水

浴锅内解离30 s ,根尖软化程度较好 ,压片时细胞易分散, 染

色体形态自然,细胞背景清晰 ;解离15 s ,根尖软化程度不够 ,

细胞难以压散,观察时杂质较多;解离60 s 以上, 材料过度软

化, 细胞易压碎, 压片时常造成染色体丢失,不便统计。

2 .3 染色效果  用醋酸地衣红染液染色后, 发现染色时间

为8 h 的根尖只有细胞核和染色体染上紫红色 ,细胞质不着
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的,而是呈现出一定的变化规律。在最佳的浓度配比范围

下, 种子生长良好。

图7 油麦菜种子发芽指数拟合曲线

Fig. 7 Fitting curve of ger minationindex of seedsin Youmai lettuce

2 .2  种子生长敏感点 种子发芽指数能反映肥料是否适宜

种子生长的环境。种子发芽快、对环境敏感性高是检测种子

发芽指数关键。由图5、6、7 可知, 黄瓜、白菜( 舍掉最后一个

异点) 、油麦菜3 种种子生长表现出不同的敏感点, 敏感点分

别为1∶22 .30、1∶20 .90 和1∶33 .80。通常测定的时间是24 或

48 h , 该文认为种子发芽指数在48 h 测定更能反映种子对浸

提液的敏感度。

3  结论

(1) 种子发芽指数测定不仅与肥料性质有关, 而且与肥

料固液比和培养时间有关。种子发芽指数测定要根据一系

列固液比来确定种子对肥料浸提液的敏感点,寻找最佳的浓

度配比和时间。结果表明,种子对生态厕所最终产物敏感时

间以48 h 为佳,黄瓜种子、白菜种子、油麦菜种子敏感点分别

为1∶22 .30、1∶20 .90、1∶33 .80。

(2) 有机肥料固液比不同, 适宜种子生长情况也不同。

在48 h 内, 黄瓜、油麦菜种子生长表现出不同的配比范围, 其

配比范围分别为1∶14 .17～1∶34 .37 ,1∶24 .34～1∶41 .26。由于

肥料对白菜种子的毒性较大, 白菜种子没有表现出适宜生长

范围。该研究为进一步应用免水资源综合利用型生态厕所

的有机肥料提供了依据。
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色, 染色体与细胞质对比度最大 ,效果最佳, 拍片效果最好;

醋酸地衣红染色12 h 的根尖染色体与细胞质均着色, 染色

体与细胞质的颜色都较深 , 拍片效果不好 ; 而染色4 h 的根

尖细胞核染色较浅 ,且背景不清晰, 可用于染色体数目观察

统计 , 但拍片效果差。

2 .4  大麻染色体数目 结果表明 ,“云麻1 号”大麻染色体

数目为2 n = 2 x = 20( 图 1) 。这与前人报道的结果相一

致[ 1 - 2 ,4 - 5] 。观察中还发现 ,大麻根尖细胞中存在大量的四

倍体细胞( 图2) ,嵌合现象十分普遍, 且四倍体细胞出现的

频率在不同个体之间差异很大。

图1 大麻根尖二倍体细胞    图2 大麻根尖四倍体细胞

Fig .1 Thediploidcell of the     Fig .2  Thetetraploid cell of

   hemp root point          the hemp root point

3  讨论

( 1) 一般植物细胞染色体的分裂高峰期在上午8 :00 ～

10 :00[ 6] 。由于该试验的根尖材料是在恒温状态下培养的,

所以取材时间不受影响。一般认为, 在一天中气温较高时

段取材能获得较多的中期分裂相细胞。

( 2) 在大麻核型分析时, 观察到同一根尖中的细胞除了

染色体有2 n = 20 的细胞外, 还看到了2 n = 20～36 条染色

体。这种细胞在同一根尖中约占10 % , 认为可能与大麻存

在雌雄同株有关[ 1] 。该研究也发现大麻同一根尖细胞中存

在二倍体与四倍体细胞嵌合现象。这种现象在其他植物染

色体制片时也有发生。这是由于材料在药物低温预处理过

程中产生染色体加倍现象, 是人工化学诱变的产物[ 7] 。

( 3) 大麻是雌雄异株植物 , 具有性染色体 , 雌株为2 n =

20 = 18A+ x + x ,雄株为2 n = 20 = 18A + x + y , 还存在雌雄同

株现象。该试验仅观察了大麻体细胞的染色体。大麻雌雄

株核型的差异有待进一步观察其性别分化植株的根尖细

胞。

( 4) 一般 , 秋水仙素对染色体有较强的作用, 常用作植

物染色制片的预处理液 , 但是在该试验中没有得到较好的

处理效果。这可能与其浓度、处理时的温度以及处理时间

有关。常用的方法是在一定浓度下, 将材料置于4 ℃的冰

箱中处理24 h。但是, 具体效果会因材料不同而产生差异。
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