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甘蓝 2号染色体的高分辨率 5S rDNA 荧光原位杂交 

王  永，朱利泉，荣小营，陈晓丹，唐章林，王小佳 

（西南大学农学与生物科技学院，重庆 400716） 

 

摘要：【目的】羽衣甘蓝 5S rDNA 的染色体定位和拷贝数分析，为进一步利用 FISH 进行 2号染色体基因定位

和细胞遗传图谱构建奠定基础。【方法】以羽衣甘蓝为材料，采用荧光原位杂交技术将 DIG 标记的 5S rDNA 探针定

位于不同分辨率的绒毡层细胞中期染色体、粗线期染色体以及伸长 DNA 纤维上。【结果】在中期染色体和粗线期染

色体上，都同时获得 3个杂交信号位点（a、b、c），且位于 2号染色体的长臂近着丝粒区域，其信号强度为 b＞a

＞c；而在伸长 DNA 纤维上，出现了 3种不同长度的念珠状长链（a、b、c）, 其物理大小分别为 257、359 和 134 

kb，这 3种长链分别与 3个信号位点形成一一对应关系。【结论】在羽衣甘蓝 2号染色体上存在 3个串联重复位点，

粗略估算出 3 个 5S rDNA 位点的拷贝数分别为 510、712 和 266。 

关键词：羽衣甘蓝；5S rDNA；荧光原位杂交 

 

Study on High-Resolution 5S rDNA –FISH of Brassica oleracea 
Chromosome 2 

WANG Yong, ZHU Li-quan, RONG Xiao-ying, CHEN Xiao-dan, TANG Zhang-lin, WANG Xiao-jia 

(College of Agronomy and Biotechnology, Southwest University, Chongqing 400716) 

 
Abstract: 【Objective】 The aim of this experiment is to localize 5S rDNA on the chromosomes of Brassica oleracea var. 

acephala by FISH (fluorescence in situ hybridization) and estimate the copy number of 5S rDNA, further provide a basis for the 
location of genes and the construction of cytogenetic map of chromosome 2 by FISH. 【Method】 B. oleracea var. acephala was used 
as the experimental material, 5S rDNA probe was labeled by PCR-DIG(PCR-digoxigenin). By FISH, 5S rDNA probe was located on 
the metaphase chromosomes of tapetal cell, pachytene chromosomes and extended DNA fibers (EDF). 【Result】 In the metaphase 
chromosomes of tapetal cell and pachytene chromosomes, it was observed that three closely adjacent 5S rDNA hybridization signal 
sites (a, b, c) located near the centromere in the long arm of the submetacentric chromosome 2, the intensity of signals is b＞a＞c. In 
the extended DNA fibers, it was estimated that the physical size of three different stretches of beads-on-string (a, b, c) is of the order 
of 257 kb, 359 kb, and 134 kb, respectively. 【Conclusion】 It was proved that B.oleracea var. acephala contains three tandem repeat 
sites, and estimated that the copies number of three 5S rDNA locus are about 510, 712, and 266, respectively. 

Key words: Brassica oleracea var. acephala; 5S rDNA; fluorescence in situ hybridization (FISH) 
 

0  引言 

【研究意义】甘蓝（Brassica oleracea）是芸薹属

植物的 3 个基本种之一，也是多国芸薹属基因组计划

的研究对象之一。5S rDNA 是以串联重复的形式排列

在染色体上，其相对物理位置、位点数目和拷贝数对

于基因定位和细胞遗传图谱的构建具有非常重要的意

义。【前人研究进展】5S rRNA 是核糖体大亚基的组

成成分之一，约由 120 个核苷酸组成。5S rDNA 转录

区含有 3 个内转录调控区域，即 Box A、IE（intermediate 
element）和 Box C[1]。在拟南芥（Arabidopsis thaliana）
等高等植物中，也存在类似的结构[2]。5S rDNA 基因

高度保守，以串联重复的方式存在于核基因组中，基

因之间存在非转录间隔区（non-transcribed spacer, 
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NTS），NTS 在物种间，甚至同一物种内，都具有较

大的差异[3]。因此，NTS 是研究物种间或物种内进化

关系的最佳选择[4-5]。荧光原位杂交技术（fluorescence 
in situ hybridization, FISH）是 20 世纪 80 年代末发展

起来的一种重要的分子细胞遗传学工具，它已广泛地

应用于动植物基因组结构研究、染色体结构的分析、

物理图谱以及细胞遗传图谱的构建[6-8]。限制 FISH 技

术应用的关键因素是靶 DNA 的分辨率，如何提高

FISH 分辨率是基因定位成功与否的关键所在。随着

FISH 技术的不断发展，靶 DNA 载体从开始的中期染

色体发展为伸长 DNA 纤维（extended DNA fibers, 
EDF）[9-11]，分辨率也不断地提高。伸长 DNA 纤维是

裸露的 DNA 分子，伸展长度理论上应与 Watson-Crick
模型中 B-DNA 的长度接近，即 2.97 kb·µm-1，大量的

试验证明了染色体纤维伸展长度为 2.5 ～ 3.5 
kb·µm-1[12-14]。在十字花科植物中，5S rDNA 基因在不

同的物种基因组中位点数目和分布情况都有一定的研

究，如 Murata 等[15]和 Fansz 等[16]利用 FISH 技术将 5S 
rDNA 定位在拟南芥的 3、4、5 号染色体上；Armstrong
等[6]和 Howell 等[7]将 5S rDNA 定位在芥蓝（Brassica 
oleracea var. alboglabra）的 2 号染色体上；Snowdon
等[17]和 Hoda 等[18]利用 5S rDNA 对其它十字花科植物

的染色体作了粗略的定位研究。这些研究表明，5S 
rDNA 在不同的物种之间位点数目和分布情况是有区

别的。【本研究切入点】以往研究中，5S rDNA 的定

位多以 FISH 分辨率较低的中期或粗线期染色体为靶

DNA，而将 5S rDNA同时在 3种不同分辨率的靶DNA
上，尤其是在伸长 DNA 纤维上的定位研究尚未见报

道。【拟解决的关键问题】本研究以羽衣甘蓝（Brassica 
oleracea var. acephala）为材料，以 5S rDNA 为探针，

在绒毡层细胞中期染色体、粗线期染色体和伸长 DNA
纤维上进行 FISH 杂交，旨在分析 5S rDNA 在羽衣甘

蓝染色体上的详细分布情况，并进一步估算其拷贝数。  

1  材料与方法   

1.1  植物材料 
典型的自交不亲和羽衣甘蓝自交系 Ay287，由挂

靠于西南大学的重庆市油菜工程中心提供。 
1.2  DNA 的提取和 5S rDNA 基因及间隔序列的克隆 

总 DNA 用 CTAB 法从叶子中抽提，5S rDNA 基

因及 NTS 通过 PCR 扩增获得。引物依据 Sinapis alba
的 5S rRNA 序列（No：X56866）设计，上游引物：

5'-GGATGGGTGACCTCCCGGGAAGTCC-3'；下游引

物：5'- TAGTACTACTCTCGCCCAAGCACGC-3'，由

上海英俊生物公司合成。PCR 扩增条件：94  4 min℃ ，

94  1 min℃ ，60  1 min℃ ，72  50 s℃ ，共 35 个循环。

PCR 产物经 1%（w/v）的琼脂糖凝胶电泳检测。切取

PCR 产物目的条带并用胶回收试剂盒（WATSON 
BIOTECHNOLOGIES）纯化，应用 pMD18-T Vector
连接并转化到大肠杆菌培养。挑取 24 个单斑克隆，进

行 PCR 电泳检测和测序测定（上海英俊生物公司）。 
1.3  羽衣甘蓝绒毡层细胞中期染色体和花粉母细胞

粗线期染色体的制备 
参照 Wang 等[8]的方法并稍作改进。材料种植于

重庆市油菜工程中心，于 3 月上旬晴天 9：00－     
12：00 取幼蕾于卡诺固定液（乙醇﹕乙酸=3﹕1）中

固定 24 h 后，转入 70%（v/v）乙醇中，在 4 ℃下保

存备用。取一个花药采用卡宝品红染色压片，火焰微

烤分色，用 Nikon 光学显微镜观察，当观察到绒毡层

细胞中期染色体或花粉母细胞粗线期染色体后，则把

其余的 5 个花药放入 1.5 ml 的离心管中，并分别加 2%
（w/v）的纤维素酶和果胶酶各 50 µl，在 37℃的水浴

锅中酶解 30～60 min。吸去酶液，用蒸馏水洗 2 次。

取酶解后的 1 个花药，放在已硅化的载玻片上，加 45%
（v/v）的醋酸 1 滴。用镊子挤压花药，并除去花药残

骸，盖上盖玻片，在火焰上来回烘烤几次。等片子冷

却后，用滤纸垫在盖玻片上，用力压片后，放入－85 ℃
超低温冰箱中冷冻 24 h 以上。然后用 70%、90%、100%
（v/v）的乙醇各脱水 5 min，放入 50 ℃的烘箱中烘 1～
2 h。 
1.4  伸长 DNA 纤维的制备 

参照 Yang 等[19]的方法进行细胞核的提取。具体

步骤如下：（1）取 2 g 羽衣甘蓝幼叶，在液氮中研磨

叶片至粉末，将粉末转入一个 50 ml 的烧杯，置于冰

上。（2）加 20 ml 冰冷的细胞核提取缓冲液（10 
mmol·L-1 Tris-HCl pH 9.5, 10 mmol·L-1 EDTA-2Na, 100 
mmol·L-1 KCl, 0.5 mol·L-1蔗糖，4.0 mmol·L-1亚精胺，

l.0 mmol·L-1 精胺，0.1%（v/v）琉基乙醇），轻微搅

拌 5 min，然后分别用 1 层、2 层、3 层纱布过滤，最

后用孔径为 30 µm 的过滤网过滤。（3）向滤液中加

0.5 ml 10%（v/v）TritonX-100 的细胞核提取缓冲液，

以便除去叶绿体和线粒体。4℃下离心（4 200 r/min）
10 min。除上清液，将沉淀物悬浮于 100 µl 的细胞核

提取缓冲液中（50%（v/v）的甘油），－20℃保存。

（4）取 2 µl 细胞核悬浮液，按照 Yang 等[19]的方法进

行 DNA 纤维的制备。（5）将制备好的样片用 DAPI 
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染色，在荧光显微镜下检查 DNA 纤维的质量。 
1.5  5S rDNA 探针标记 

模板为 5S rDNA 的胶回收产物，采用 PCR 法对

探针进行标记。试剂盒为 PCR DIG Probe Synthesis Kit
（Roche, Cat No 1636090），按照说明书的操作进行

标记，并电泳检测其标记效果。 
1.6  原位杂交及图像的获取 
1.6.1  中期染色体和粗线期染色体的原位杂交  参
照 Wang[8]的方法并稍作改进。具体步骤：（A）片子

的预处理（加 30 µl/片 100 µg·ml-1 RNase A 于载玻片

上，37℃，30 min，2×SSC 中洗 3 次，每次 5 min；1 
µg·ml-1胃蛋白酶，37 ℃，60 min，2×SSC 中洗 3 次，

每次 5 min）；（B）染色体的预变性（70%去离子甲

酰胺，2×SSC，72 ℃，2 min，冷 70%、90%、100%
（v/v）的乙醇各脱水 5 min，风干）；（C）探针的变

性（杂交混合液：60%（v/v）去离子甲酰胺，2×SSC，
10%（w/v）硫酸葡聚糖，0.2%（w/v）SDS，5 ng·µl-1

探针，0.5 µg·µl-1鲑鱼精 DNA；85 ℃，10 min，迅速

在冰上冷却）；（D）共变性和杂交（把探针加到已

经变性的片子上，85 ℃，10 min，迅速冷却后，放入

37 ℃恒温箱中，杂交 16～24 h，在保湿盒中进行）；

（E）杂交后洗脱（2×SSC，37 ℃，5 min；4×SSCT，
37 ℃，5 min；2×SSC，室温，2 次，每次 5 min）；

（F）加检测液及洗脱（Anti-Digoxigenin-Fluorescein, 
Fab fragments，Roche，Cat No 11207741910；20 µl/
片 DIG 检测液，37 ℃，30 min；2×SSC，37 ℃，5 min；
4×SSCT，37 ℃，5 min；2×SSC，室温，2 次，每次

5 min）；（G）DAPI 复染（10 µg·ml-1 DAPI，30 µl/
片，37  30 min℃ ；2×SSC，3 次，每次 2 min；70%、

90%、100%（v/v）乙醇×2 min）；（H）加抗淬灭剂

（甘油﹕1×PBS=1﹕1）。洗脱条件始终保持一致，

以确保实验结果的严谨性。   
1.6.2  伸长 DNA 纤维的原位杂交及图像获取  制备

的 DNA 纤维样片，不通过胃蛋白酶处理和预变性，

直接用 RNase A 处理后，即可用来进行荧光原位杂交，

按照照 1.6.1 的方法进行。用 Nikon 显微镜观察荧光原

位杂交信号，用 CCD 照相，用 NIS-Elements Br2.20 和
图片处理软件（Photoshop）对图片进行处理和测量。 

2  结果与分析 

2.1  羽衣甘蓝 5S rDNA 的克隆及 PCR-地高辛标记 
完整的 5S rDNA 序列包括高度保守的转录区和

变异较大的非转录间隔区，并且 5S rDNA 是以串联的

形式排列在染色体上[2]。因此，本试验设计的上游引

物和下游引物同时位于高度保守的转录区，预计 PCR
产物大小为 500 bp 左右，实际的 PCR 产物经测序确

定为 504 bp（图 1）。除 504 bp 的主要目的条带外，

也出现大小为 1 008 bp 的次要条带，且大小为 504 bp
的 2 倍，经测序证明此序列为两个完整的 5S rDNA 拷

贝。1 008 bp 带比 504 bp 主带更弱，是同一 PCR 引物

扩增更大区段的必然结果。泳道上面还有更大更弱的

5S rDNA 扩增产物。这从一个方面佐证了 5S rDNA 的

确是以串联的形式排列在染色体上。 
5S rDNA 的 PCR 产物测序结果经 VectorNTI10.3

整理后，其序列如图 2。总长度为 504 bp，1－119 为

转录区，120－504 为非转录间隔区。转录区内部具有

3 个转录调控区域：Box A、IE、Box C；5S rDNA 基

因的 3′末端含有 Poly[T]尾巴，转录起始点上游 23 bp
处有 TATAT 转录起始调控元件。 

5S rDNA 探针采用 PCR 法进行地高辛标记，其扩

增模板为 5S rDNA 的 PCR 胶回收产物（504 bp），其

标记结果如图 3。对照的大小与模板 5S rDNA 的大小

一致，均为 504 bp，而带有 DIG 标记的条带大于 504 
bp，主要是因为含DIG标记的探针比未标记的探针大，

电泳速度变慢。由图 2 可以看出，此探针标记成功，

可以用作荧光原位杂交。 
2.2  不同分辨率的中期染色体的 5S rDNA-FISH 分析 

参照 Wang[8]的方法进行荧光原位杂交，中期染色

体来自于绒毡层细胞，其杂交结果见图 4。在图 4-A
中，中期染色体浓缩度较高，染色体较粗短，平均长

度为 5.1 µm；而图 4-B 的中期染色体浓缩程度较低，

染色体较细长，平均长度为 10.3 µm。由此，后者的 
 

 
1、2：5S rDNA 的 PCR 扩增产物；3：DL2000 DNA marker 
1, 2: PCR products of 5S rDNA; 3: DL2000 DNA marker  

 

图 1  羽衣甘蓝 5S rDNA 的克隆 

Fig. 1  Cloning of 5S rDNA in B.oleracea var. acephala 
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(1)GGGTGCGATCATACCAGCACTAATGCACCGGATCCCATCAGAACTCCGCAGTTAAGCGTGCTTGGGCG 

                                                                               Box A 

AGAGTAGTACTAGGATGGGTGACCTCCCGGGAAGTCCTCGTGTTGCACCCC (119) TTTTTATTATTATTTTA 

       IE              Box C                                                            Poly T 

TTTTTCGGCCTAAAACGAGTCTAAACTTGGAAACCTAATAACTTTTGAACCGTGAGGAACTACGTCGCCC 

ATAGCACCATTTCGGAAAGGCCCAGAAACTATAAAAGGCGGTGAATATGGGTGGCAATTTTTCGGGCCCA 

AATTCAGCCGTTTCGACCCTCAAACGGGCTGCAGAAAGTTAAGGGACTTAAAAAAGGATCCCAAATCAG 

ATTTTCAGGTTGTTTTTGATGCTTTCTTAACGCCACTAACCTCGATGCACTATTCCGCTGAAAAAAACAGT 

AAGAAAATCATGTGGGCCCCACGGCCTTACACTTGGATTGGCCGAAACAAATGATATATGGAAACGCGAG 

                      TGA TGTACTAAC (504)                                                     TATAT motif 

 

图 2  羽衣甘蓝 5S rDNA 基因及其 NTS 

Fig. 2  Sequence of 5S rDNA gene and NTS in B. oleracea var. acephala 

 

 
 
1：DL2000 DNA marker；2： 5S rDNA 探针的地高辛标记；3：5S rDNA
探针的未标记对照 
1: DL2000 DNA marker; 2: DIG-labeled of 5S rDNA probe; 3: Unlabeled 
control 5S rDNA probe 

 

图 3  5S rDNA 的 PCR-地高辛标记的电泳检测 

Fig. 3  Evaluation of PCR-DIG-labeled of 5S rDNA probe by 

gel electrophoresis 

 

FISH 分辨率较前者要高。在图 4-A 中，5S rDNA 的杂

交信号位于一对同源染色体的长臂上，每条染色体上

出现 3 个信号位点（a、b、c），信号与信号之间相距

较近，信号位点之间不易区分，一条染色体上同时出

现 3 个信号位点的几率较小；在图 4-B 中也出现类似

的结果，相比较而言，信号位点之间相距较大，信号

位点清晰可辨，一条染色体上同时出现 3 个信号位点

的几率较大。 
按照Armstrong等[6]和Fukui等[21]对甘蓝的核型分

析方法，利用图 4-B 构建了羽衣甘蓝绒毡层细胞中期

染色体的核型图（图 4-C）。5S rDNA 位于羽衣甘蓝

2 号染色体的长臂上，7 号染色体上出现随体，这与

Armstrong[6]绘制的核型图基本一致。 
2.3  羽衣甘蓝粗线期染色体 5S rDNA-FISH 分析 

按照试验方法 1.6.1，将 5S rDNA 定位于羽衣甘  

 
 
A：中等浓缩度的中期染色体 5S rDNA-FISH；B：低浓缩度的中期染色

体 5S rDNA-FISH(字母 a，b，c 表示信号位点)；C: 羽衣甘蓝基于 5S 
rDNA-FISH 的图像核型图（1～9 表示染色体编号），5S rDNA 位于 2
号染色体上，7 号染色体具有随体。绿色为杂交信号，染色体用 DAPI(10 
µg·ml-1)复染 
A: 5S rDNA-FISH to metaphase chromosomes of middling condensation; B: 
5S rDNA-FISH to metaphase chromosomes of low condensation (a, b and c 
represent signal sites); C: Karyotype based on 5S rDNA FISH, showing the 
location of 5S rDNA (green) in chromosome 2 and a satellite in 
chromosome 7.Geen shows hybridization signal; Chromosomes counterstain 
with DAPI(10 µg·ml-1) 
 
图 4   不同浓缩度的羽衣甘蓝中期染色体的 5S rDNA-FISH

及核型图 
Fig. 4  5S rDNA-FISH on metaphase chromosomes of 

different condensation of B.oleracea var. acephala 
and karyotype 

 

蓝减数分裂粗线期染色体上。结果表明，信号 a、b
和 c（图 5）分别与中期染色体的 a、b 和 c（图 4）相

对应，信号位点之间的距离较中期染色体明显增大，

其信号强度 b＞a＞c。粗线期染色体上检出 3 个杂交

信号位点的比率较中期染色体明显提高，79%的被检

分裂相内都能观察到 3 个信号位点。 
2.4  羽衣甘蓝伸长 DNA 纤维的 5S rDNA-FISH 分析 

如图 6 所示，5S rDNA 在羽衣甘蓝伸长 DNA 纤

维上的杂交信号呈念珠状长链。统计分析表明，5S 
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5S rDNA 定位于部分粗线期染色体。a，b，c 指示信号位点，染色体用

DAPI 复染 
FISH with 5S rDNA on pachytene chromosome. a, b, c represent signal sites, 
Chromosomes counterstained with DAPI 

 

图 5  羽衣甘蓝粗线期染色体上的 5S rDNA-FISH 

Fig. 5  5S rDNA-FISH on pachytene chromosomes of 

B.oleracea var. acephala 

rDNA在伸长DNA纤维上主要呈现 3种长度的信号长

链（a、b、c），其平均长度分别为（78.6±4.76）µm、

（109.8±5.45） µm、（41.1±3.70）µm。按照 B-DNA
伸展度的标准值 3.27 kb·µm-1[9] 估算， a、b 和 c 的大

小分别为 257、359 和 134 kb。羽衣甘蓝 5S rDNA 序

列的单拷贝大小为 504 bp，由此推算，a、b 和 c 的拷

贝数分别为 510、712 和 266。 

3  讨论 

在绝大多数生物中，5S rDNA 都以串联重复的形

式存在于染色体上，每一个位点都由数目不等的 5S 
rDNA单元串联重复组成，每个 5S rDNA单元包括 120 
bp 左右的转录区和 100～700 bp 的非转录区[22]。通过

序列比对发现，本试验克隆的羽衣甘蓝 5S rDNA 的序 
 

 
绿色念珠状信号表示串联重复的 5S rDNA；蓝色表示 DAPI 复染；A、C 和 B、D 分别代表图像合成前和合成后；a,b,c 代表不同长度的念珠状长链 
Green near-linear stretches of beads-on-string fluorescence signals represent 5S rDNA of tandem arrays; Slides were counterstained with DAPI (blue); A, C and 
B, D indicate unsynthesizing image and imerged image respectively; a, b, c represent the different long beads-on-string 
 

图 6  羽衣甘蓝伸长 DNA 纤维的 5S rDNA-FISH 
Fig. 6  5S rDNA-FISH to extended DNA fibers of B.oleracea var. acephala 

 
列与其它芸薹属植物的序列具有完全一样的结构特

征，并且在转录区高度保守，几乎没有变异位点，其

长度均为 119 bp。即使在易变异的非转录间隔区，相

似性也能达到 70%以上，其长度在 368～385 bp。在

同一个物种中，其相似性高达 95%以上。由此可见，

在同一物种中 5S rDNA 的变异对于杂交过程和杂交

信号均无影响。 
本试验利用羽衣甘蓝绒毡层细胞中期染色体和粗

线期染色体进行 5S rDNA 的 FISH 杂交。结果显示，

在 2 号染色体上均出现 3 个信号位点，这个结果与

Armstrong 等[6]和 Fukui 等[21]的结果不一致。前人研究

中甘蓝体细胞中期染色体的长度约为 2.4～3.8 µm，平

均长度为 2.97 µm[23]；而本研究利用羽衣甘蓝绒毡层

细胞制备的中期染色体的平均长度约为 10.30 µm，最

长可达 14.66 µm（图 4-B）。由此可见，绒毡层细胞

中期染色体的平均长度约为根尖细胞中期染色体的

3.5 倍，所以前者的浓缩度较后者要明显降低，而在决

定 FISH 分辨率的因素中，最重要的是所使用靶染色

体的浓缩度，浓缩度越低，分辨率越高。因此，本研

究所用的绒毡层细胞中期染色体的 FISH 分辨率较一

般根尖中期染色体有较大幅度的提高，而 FISH 分辨

率越高，则意味着更容易区分出两个紧密相连的位点。

研究表明，在高分辨率的绒毡层细胞中期染色体上能

够检出 3 个 5S rDNA 位点，而在羽衣甘蓝粗线期染色

体上的检出率更高。当绒毡层中期染色体的平均长度

低于 4 µm 时，就只能观察到 2 个、甚至 1 个信号位

点，而前人利用根尖中期染色体对 5S rDNA 的定位也

大多只能检出 1 个位点[6]。由此推断，FISH 分辨率的
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高低对邻近探针位点的区分有直接的影响，从而导致

在不同分辨率的靶 DNA 载体上 5S rDNA 位点数产生

一定的差异。 
据研究，粗线期染色体的长度是体细胞中期染色

体的 10～20 倍[20]，染色体的浓缩度更低，因而分辨

率更高。并且同源染色体联会形成一个二价体，处于

同一位点的基因具有 4 个拷贝，这对于距离较近的基

因有更高的分辨率。Armstrong 等[6]利用的正是粗线期

染色体作为杂交靶 DNA，因此，其在粗线期染色体上

只观察到两个信号位点不应该是分辨率过低造成的。

前人研究表明，5S rDNA 在不同物种染色体上的分布

情况差异非常明显，即使是同一物种不同亚种间也有

差别。白菜（Brassica campestris）有 6 个 5S rDNA 信

号位点分布[17,24]，而Hasterok[25]检测出10个信号位点；

在不同的油菜（Brassica napus）品种中 5S rDNA 位点

数也有明显的变化[26]，即使在同一品种的不同群体之

间位点数也有差异[27]。在其它物种中，5S rDNA 位点

数也存在变化[12,24]。本研究是以羽衣甘蓝为实验材料，

而前人的研究多以芥蓝为材料，这两种甘蓝应分别属

于不同的亚种[28]。因此，可能正是由于试验材料的不

同导致了5S rDNA位点数的差异。另外，出现5S rDNA 
位点数变异也可能是染色体重排、不等价交换、基因

转化等使受试材料的染色体上多出一个 5S rDNA 串

联重复位点，从而在染色体水平上多呈现出一个信号

位点[29]。 
研究发现，5S rDNA 在羽衣甘蓝伸长 DNA 纤维

上的杂交信号呈念珠状长链（图 6）。由于受到显微

镜视野的限制以及 5S rDNA 位点之间的距离过大，导

致在同一视场下不能同时观察到 3 条信号长链。由于

制备 EDFs 所用的细胞核密度较大以及 DNA 纤维拉

伸时多成束存在，因而在同一视野下观察到的信号长

链可能位于同源染色体上，也可能出自另一细胞    
核[30]。因此，图 6 中出现的 3 条信号长链并非属于同

一条染色体。通过分析发现，5S rDNA 在 DNA 纤维

上主要存在 3 种长度的信号长链（a、b、c），其长度

为 b＞a＞c，5S rDNA 信号链长度与其拷贝数呈正相

关。而粗线期染色体上信号位点（a、b、c），信号强

度为 b＞a＞c，其信号越强，拷贝数越多。因此，染

色体纤维上出现的信号长链（a、b、c）与粗线期染色

体上出现的信号位点（a、b、c）形成一一对应的关系。

伸长染色体纤维的形成过程类似于细胞周期中染色体

与染色质之间的转换过程，染色质缩短浓缩足够程度

将导致图 6 中（a、b、c）串联杂交点变为图 4 和图 5

中相应的单一杂交点。进一步说明了羽衣甘蓝染色体

上存在 3 个 5S rDNA 串联重复位点。此外，DNA 纤

维的伸展程度都在 2.5～3.5 kb·µm-1[12-14]，这与 Watson
和 Crick 的 DNA 双螺旋结构的理论值 2.97 kb·µm-1相

近。通过在 EDF 上进行 5S rDNA-FISH 分析，主要得

到 3 种长度不同的 EDF（图 6），初步估算出 3 个 5S 
rDNA 位点的拷贝数，这个结果比拟南芥 5S rDNA 的

总拷贝数多[31]，准确拷贝数有待于进一步研究。杂交

信号为念珠状长链，这与已报道的动物和植物的伸展

DNA 纤维杂交结果相似，其原因可能是变性过程中

DNA 部分丢失，也可能是杂交过程中探针与靶 DNA
随机结合时，靶 DNA 有的区域充分结合，另一些区

域很少或没有结合[32]。 

4  结论 

本研究通过3种不同的靶DNA载体，都同时证明

了在羽衣甘蓝2号染色体上存在3个5S rDNA串联重复

位点，并且这3个位点都位于2号染色体的长臂靠着丝

粒处；并将5S rDNA定位在DNA纤维上，获得了3种不

同长度的DNA纤维，并通过信号长度估算其拷贝数分

别为510、712和266。 
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