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0 引言

葱（Allium fistulosum L.）属于百合科（Liliaceae）

葱族（Allieae）葱属（Allium），是一种重要的经济作物，中

国各地均有栽培。葱作蔬菜食用，鳞茎和种子亦入药[1]。
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摘 要：为给葱的染色体的识别提供新标记,建立葱的分子细胞遗传学核型，本研究采用去壁火焰干燥法

制备了分散且形态良好的葱中期染色体，并进行了CPD（PI和DAPI组合）染色和45S rDNA荧光原位杂

交（FISH），根据葱染色体的形态特征，结合CPD染色和FISH结果，对葱进行了核型分析。CPD染色结

果：葱所有染色体臂末端都显示CPD带。FISH结果：有一对45S rDNA位点（在第5对染色体上）。葱的

核型公式：2n=2x=16=2sm+12m+2st(SAT)。研究表明：利用CPD染色和45S rDNA FISH，不仅能为染色

体识别提供新标记，还能了解染色体GC丰富区的分布，为葱属植物的物种鉴定、系统分类与进化等研

究提供DNA分子方面的证据。
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Karyotype Analysis of Allium fistulosum L. Using CPD Staining and 45S rDNA
Fluorescence in Situ Hybridization
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Abstract: To provide new marker for the identification of the chromosome of the Allium fistulosum L. and es⁃
tablish of molecular cytogenetic karyotype of the A. fistulosum L., this study prepared good dispersed meta⁃
phase chromosomes of A. fistulosum L. by removing the walls and flame drying, and carried out CPD (PI and
DAPI combination) staining and 45S rDNA fluorescence in situ hybridization (FISH). Then karyotype analysis
of A. fistulosum L. was finished according to chromosome morphology of A. fistulosum L., combined with the
results of CPD staining and FISH. The result of CPD staining indicated that all ends of the chromosome hands
of the A. fistulosum L. were CPD bands. The result of FISH showed that there was a pair of situs of 45S rDNA
(on the 5th pair of chromosome), and the formula of A. fistulosum L. was 2n=2x=16=2sm+12m+2st (SAT), the
karyotype types was 2A. The results showed that the use of CPD staining and 45S rDNA FISH not only provid⁃
ed new marker for the identification of chromosomes, but also contributed to understanding of the distribution
of chromosomal GC rich region, providing molecular evidence for the research on the identification, classifica⁃
tion and evolution of Allium species.
Key words: Allium fistulosum L.; chromosome; CPD Staining; FISH (fluorescence in situ hybridization);
karyotype
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葱的香味浓郁，辣味柔和，含有较高的碳水化合物、蛋

白质、维生素等营养物质，具有增进食欲、防止心血管

病的作用[2]。国内外对葱的研究主要在其成分与药用

方面，如Sang S等[3]研究了葱的抗真菌成分，Lai W等[4]

研究了葱的有效成分的抗脑缺血功能。在葱的细胞遗

传学研究方面，利容千和陈瑞阳对葱（A. fistulosum

L.）的核型进行过分析[5-6]，Peffley E B等[7]对葱的G带

进行了研究。但是，单凭染色体的长度、着丝粒的位置

和随体的有无等形态学特征难以准确识别全部的染色

体，尽管G带技术的应用使葱的一些染色体得以准确

识别，但由于其染色体经显带程序处理后产生的带纹

数有限，葱的染色体仍难全部被准确识别，而染色体的

准确识别和精确的核型分析是植物基因组研究的基

础。本研究选用45S rDNA作为荧光原位杂交（FISH）

探针，此序列在植物基因组中广泛分布且非常保守，不

仅能为染色体识别提供有效标记，还能研究许多物种

的染色体的形态结构特征、物种进化及亲缘关系。并

且，本研究将 CPD 带（代表染色体 GC 丰富区）、45S

rDNA 序列 FISH 信号（代表 45S rDNA 序列物理位

置）、染色体形态特征（染色体大小、臂比等）结合起来，

对葱的染色体进行识别，以建立更加精确而详细的核

型；同时，这些染色体的CPD染色和 FISH结果，还能

为葱属植物的属下分类问题的解决提供新的方法和新

的依据。

1 材料与方法

1.1 材料

本研究所用实验材料是北京亚太农业有限公司生

产的四季小香葱，四季小香葱属葱的变种分葱。

1.2 方法

1.2.1 材料的采集 取适量四季小香葱种子，室温中浸

种 4~8 h，在培养皿里铺上大小合适的二层滤纸，用水

浸湿。将浸泡过的种子均匀地铺在滤纸上，贴上标签，

于25℃~28℃的HPG-280H人工气候箱中培养，培养中

需换 2~3次水，以洗掉其产生的代谢废物。待主根长

至 1~2 cm，取其根放入装有水的干净的青霉素瓶（贴

上标签，注明名称与时间）中，水洗 1~2次。将水吸干

加入 1%秋水仙素溶液，预处理 4 h。预处理后水洗 3

次，吸干水分，再加入新配的卡诺氏固定液固定4 h以

上，冰箱（4℃）中保存备用。

1.2.2 酶解 取固定好的根尖，先用双蒸水水洗3×5 min，

再用柠檬酸缓冲液洗 2×5 min，用保安刀片切取根尖

0.5 mm，于青霉素瓶中27~28℃下酶解3.5~4 h。

1.2.3 制片与选片 吸出酶液，切掉200 μL移液枪枪尖

的一小部分，用移液枪小心吸取根尖置于载玻片中央，

滴 1滴固定液在玻片上，用镊子反复小心地敲打根尖

至糊状，如在敲打时固定液干了，应再滴加少量固定液

（每次半滴），最后再围着糊状物快速滴一圈固定液，随

后迅速用镊子将中央的糊状物敲打涂开，使材料分散

开来，在酒精灯火焰上烤片，以通过火焰 5~8次、固定

液着火、火熄灭后载玻片上形成成串小液珠为宜。火

焰干燥后，肉眼观察应为干净的小雨点状，若小雨点上

像有一层不透明的薄层，说明酶解时间不够。制好的

染色体装片经空气干燥后放入切片盒内。制好的染色

体装片在olympus BX51相差显微镜下镜检，选取分裂

相较多、染色体形态较好、背景干净的装片置-20℃贮

存备用。

1.2.4 制片的CPD染色和荧光原位杂交 参照佘朝文[8]

的方法进行。

1.2.5 核型分析 参照李懋学和陈瑞阳[9-10]的标准进行。

2 结果与分析

2.1 CPD染色结果

CPD染色后，葱的 8对染色体的短臂末端和长臂

末端都显示了清晰的红色 CPD 带纹（图 1A）。根据

CPD带的位置结合常规染色体测量可以更好地给染

色体配对和区分各染色体。

2.2 荧光原位杂交结果

对CPD染色的分裂相进行了45S rDNA荧光原位

杂交。在葱第 5对染色体短臂近末端处出现了强的

45S rDNA 信号（用 dig-16-dUTP 标记的 45S rDNA 显

示绿色信号），即葱具有一对 45S rDNA位点，且位于

第5对染色体的短臂近末端处（图1B）。

2.3 核型分析

基于CPD带、45S rDNA FISH信号，结合常规的染

色体测量，可对葱的染色体进行较准确的区分，在此基

础上建立了体现葱的染色体基本形态特征、CPD带和

45S rDNA位点的分子细胞遗传学核型。葱的核型公

式为2n＝2x＝16＝2sm+12m+2st(SAT)，染色体的相对

长度组成公式为 2n=16=6M2+10M1，最长的染色体的

相对长度为 14.07，最短的染色体相对长度为 6.72；其

中第5对染色体为近端部着丝粒染色体，第8对染色体

为近中部着丝粒染色体，其他的 6对染色体都为中部

着丝粒染色体，从相对系数可以得出，第1、2、3对染色

体为中长染色体，第 4、5、6、7、8对染色体为中短染色

体。核型2A型。核型分析参数见表1。

3 结论与讨论

（1）CPD染色是PI（碘化丙啶Propidium iodide）和

DAPI（4,6-二氨基-2-苯基吲哚，4,6-diamidino-2-phenyl-

indole）组合荧光染色，本研究采用的CPD染色程序对
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植物基因组的GC丰富区具有专一性[11]。本实验结果

表明，葱的染色体的末端都属于GC丰富区，同时葱的

45S rDNA位点也属于GC丰富区。一般来说，染色体

的45S rDNA位点都含有丰富的GC，但植物染色体的

末端含有丰富的GC的情况因物种而异。佘朝文对分

属6个科的16种植物的染色体进行了分析，节节麦、大

蒜、籼稻、药用野生稻、豌豆、黑麦、谷子、高粱、蚕豆和

玉米等 10 个供试物种的 CPD 染色只专一地显示了

NOR 区（核 仁 组 织 区 nucleolar organizing region，

NOR，是 45S rDNA位点的活性部分），而大麦、洋葱、

四棱豆、拟南芥、甘蓝和番茄等 6 个物种，除 NOR 区

外，还显示了其他CPD带；在同时属于葱属植物的大

蒜和洋葱 2 个物种中，大蒜只在 NOR 区显示了 CPD

带，洋葱则还在4对染色体的短臂末端和1对染色体的

长臂末端显示了 CPD 带 [8]。而在本实验中，葱除了

NOR区显示了CPD带外，葱的所有染色体的短臂和长

臂的末端均显示了CPD带，因此，CPD染色不仅能了

解不同物种间的分子差异（GC 丰富区的数量和位

置），还能识别同源染色体提供新的标记。事实上，很

多文献也已经证明，相对于大多数其他的DNA区而

言，45S rDNA序列都是GC丰富的[12]，洋葱的大多数染

色体末端含有GC丰富的 375 bp卫星序列[13]。而葱的

A:葱的CPD染色；B:葱的FISH；C:葱的核型图；D:葱的核型模式图

图1 葱的CPD染色、FISH和核型分析

表1 葱的染色体参数

注：随体长度未计入短臂内。

染色体序号

1

2

3

4

5

6

7

8

相对长度/%（长臂+短臂=全长）

7.37+6.28=13.55

7.24+6.19=13.43

7.40+5.40=12.80

7.74+4.83=12.57

10.03+2.38=12.42

7.19+4.94=12.13

6.52+5.32=11.84

7.81+3.45=11.26

臂比（臂/短臂）

1.15

1.17

1.37

1.60

4.21※

1.46

1.22

2.27

类型

m

m

m

m

st

m

m

sm

A B

C D
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染色体末端的GC丰富区的具体序列还未见报道，有

待于进一步研究。

（2）FISH是利用标记的DNA探针在染色体、间期

核和DNA纤维上直接定位特定DNA序列的一种有效

而精确的分子细胞遗传学方法 [14]。本实验利用 45S

rDNA探针直接确定葱的 45S rDNA位点的数量和位

置。结果显示，葱的染色体组中有一对 45S rDNA位

点。而大蒜则有 2 对 45S rDNA 位点，洋葱则有 5 个

45S rDNA位点[8]。可见，在葱属植物中，45S rDNA位

点数量有种的差异性，这可为种的鉴别和分类提供参

考。

（3）葱属植物是广义百合科、葱族的重要类群，其

种类丰富，分布极广。但目前，葱属植物亚属与组的划

分以及组间与种间的亲缘关系尚存在不少分歧。由于

缺乏明显的总体形态学共有衍征，因而亚属与组的划

分具有很大的人为性。许介眉教授在《中国植物志》[1]

中将国产的110种葱属植物直接分为9组：宽叶组、洋

葱组、葱组、粗根组、根茎组、单生组、长齿组、多籽组、

合被组。Hanelt[15]主要根据形态和解剖学性状将世界

葱属的700余种植物划分为6亚属，30组，13亚组。周

颂东等[16]根据对国产葱属植物 trnK基因片段的RFLP

结果，认为可将中国葱属的138种划分成6亚属级的新

分类等级；在部分亚属级下再分组。许多学者的属下

分类群的区别特征都以一些细微的形态学差异组合而

成，有时这些特征在腊叶标本上几乎无法观察到或难

以确认，因此该属的分类学问题一直是一个难题。因

此要建立葱属植物的更为准确的系统发育树，还需要

对葱属的形态、细胞和分子等方面作进一步的综合研

究，更需要对葱属植物的分子细胞遗传学进行深入研

究。从已做的关于葱属植物的分子细胞遗传学研究表

明，葱属植物的染色体的CPD染色和 45S rDNA FISH

具有种的差异性，因此，随着这方面工作的积累，可以

为葱属植物的属下系统的建立提供新的依据。

该研究表明，利用CPD染色和45S rDNA FISH，不

仅能在葱属植物的核型分析中为染色体的识别提供新

的标记，还能了解葱属植物的分子特性（GC丰富区和

45S rDNA位点的数量与位置），为葱属植物的物种鉴

定、系统分类与进化等方面的研究提供DNA分子方面

的证据。
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