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球茎草芦染色体核型分析的技术探讨
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摘要 为研究球茎草芦染色体核型分析的目标材料及处理方法,取球茎草芦不同生长时期的花序、茎尖和

植株幼嫩的根尖进行一定的处理,并在显微镜下观察。结果显示:取球茎草芦2~4cm长的花序,用对二氯苯饱

和水溶液预处理3~4h,在卡诺氏固定液中固定10h,再在1mol/L盐酸中解离10min左右,所观察到的染色

体像最佳。说明用中等长度的花序作为核型分析的目标材料比较合适。
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  球茎草芦,又名水生虉草,是虉草属的多年生高

大禾本科牧草。须根虽较少,但入土较深;茎基部膨

大,略呈球形,浅红色;节上有芽,并向四周扩展,形
成稠密的草丛。球茎草芦原产于南欧、地中海的温

带地区,中国从澳大利亚引进,在广西、四川、江苏、

湖南、甘肃、云南等地试种,长势良好。球茎草芦喜

凉爽而湿润的气候,生长期长,为长寿多年生牧草,

据澳大利亚记载,能生长30~40a不衰。球茎草芦

适应性强,能耐渍水,耐旱性也很好(能耐较长时期

的夏季干旱,可以在降雨量400~600mm的地区生

长),对土壤要求不严格(以肥沃的黏壤土生长最

好)。球茎草芦叶量丰富,草质较好,用于饲喂牛、羊
等家畜适口性良好。球茎草芦耐重牧;也可青刈或

调制干草,留茬高度以15cm为宜,刈割期以抽穗前

最佳。该草含有少量二甲基色胺植物碱,易引起羊

中毒;植物碱以早秋和初冬的再生草含量较高,在饲

草中补充钴元素可以减轻其对家畜的危害。鉴于球

茎草芦是一种适应性很强的优良刈牧兼用型禾本科

牧草,有巨大的开发利用价值,本试验对球茎草芦染

色体核型分析作了研究与探讨,力求找到最佳的材

料与处理方法,以便更有效地进行核型分析和带型

分析,为今后开展杂交育种及植物分类提供细胞学

方面的理论依据。

1 材料与方法

1.1 取 材

球茎草芦采于云南农业大学草业科学实习基

地。由于球茎草芦种子小(千粒重1.0~1.4g)且结

实率很低,用种子进行核型分析较为困难。为此,本
试验取球茎草芦不同生长时期的花序、茎尖和植株

幼嫩的根尖进行研究。

1.2 预处理

为改变细胞质的粘度,破坏和抑制纺锤体的形

成,使染色体缩短和易于分散,需进行一定的预处

理。预处理的方法视不同材料而异,常用的方法有

低温处理和药剂处理2种。

1)低温处理。将材料放于蒸馏水中,置0~4℃
冰箱内处理24h,染色体数目较多的材料可适当延

长时间。

2)药剂处理。用二氯苯饱和水溶液处理3~
4h或用100mL对二氯苯饱和水溶液加1~2滴

α-溴萘处理3~4h,应注意温度不能过高,以10~
15℃为宜。

1.3 固 定

经预处理的材料用新配制的卡诺氏固定液固定

0.5~24.0h,然后换入70%的酒精中,置冰箱内,
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备用。分别对经预处理的材料进行24.0、20.0、

15.0、10.0、5.0和0.5h的固定。

1.4 解 离

经固定的材料用蒸馏水冲洗后,加入1mol/L
盐酸,在60℃恒温水浴锅中解离6~20min,以便

胞间层的果胶类物质解体,使细胞易于分散,便于压

片。分别对已固定的材料进行6、10、15和20min
的解离。

1.5 染色与压片

用改良苯酚品红染色液染色片刻后压片,可在

酒精灯上略加热后再垂直轻敲,以利于材料分散。

为避免气泡的形成,尽量不要让染色液扩散就进行

压片。用改良苯酚品红染色液染色后,染色体呈紫

红色,而染色质不染色。

1.6 镜检与摄影

经镜检,对染色体处于同一平面、分散均匀、数

目完整且随体和着丝点处不断裂的细胞进行显微

摄影。

球茎草芦染色体核型分析的关键是制出满足一

定条件(染色体处于同一平面、分散均匀、数目完整

且随体和着丝点处不断裂)的片子,而摄影、制永久

片和对染色体照片的测量分析属常规方法,因此,本
试验主要研究所取材料与处理方法对成功制片的

影响。

2 结果与分析

取球茎草芦不同生长时期的花序、茎尖和植株

幼嫩的根尖进行反复尝试性的各种处理,结果显示:

比较成熟的花序在显微镜下主要能观察到大量完整

呈球形或已破损的花粉粒结构;比较幼嫩的花序在

显微镜下主要能观察到一些不太明显的细胞结构;

不同生长时期的茎尖在显微镜下主要能观察到典型

的细胞结构,但多为成熟细胞;植株幼嫩的根尖的观

察结果也不太理想;而中等长度(2~4cm)的花序

在显微镜下能观察到一些花粉和细胞结构,其中有

些细胞结构的染色体清晰可见。因此,根据观察结

果,初步舍去植株幼嫩的根尖、茎尖,选取2~4cm
(上部到下部长度)的中等花序继续进行各种不同的

处理,主要观察结果见表1、表2、表3、表4、表5和

表6。

表1 固定24h的观察结果

预处理
固定

时间/h
解离

时间/min
镜检结果

对二氯苯饱和水溶液
与α-溴萘(3~4h)

24

6 花粉

10 花粉

15 花粉、细胞结构

20 花粉

对二氯苯饱
和水溶液(3~4h)

24

6 无明显现象

10 花粉、细胞结构

15 花粉

20 花粉

低温处理(24h) 24

6 花粉、细胞结构

10 花粉、细胞结构

15 无明显现象

20 花粉

表2 固定20h的观察结果

预处理
固定

时间/h
解离

时间/min
镜检结果

对二氯苯饱和水溶液
与α-溴萘(3~4h)

20

6 花粉

10 花粉

15 花粉

20 花粉

对二氯苯饱和
水溶液(3~4h)

20

6 无明显现象

10 花粉

15 花粉

20 花粉

低温处理(24h) 20

6 花粉、细胞结构

10 花粉、细胞结构

15 无明显现象

20 花粉

表3 固定15h的观察结果

预处理
固定

时间/h
解离

时间/min
镜检结果

对二氯苯饱和水溶液
与α-溴萘(3~4h)

15

6 花粉

10 花粉、细胞结构

15 花粉

20 花粉

对二氯苯
饱和水溶液(3~4h)

15

6 细胞结构

10 花粉、细胞结构

15 花粉、细胞结构

20 花粉

低温处理(24h) 15

6 花粉、细胞结构

10 细胞结构

15 花粉

20 无明显现象
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表4 固定10h的观察结果

预处理
固定

时间/h
解离

时间/min
镜检结果

对二氯苯饱和水溶液
与α-溴萘(3~4h)

10

6 花粉

10 细胞结构

15 花粉、细胞结构

20 花粉

对二氯苯饱
和水溶液(3~4h)

10

6 花粉、细胞结构

10
花粉、细胞结构、
清晰的染色体群

15 细胞结构

20 花粉、细胞结构

低温处理(24h) 10

6 花粉

10 花粉、细胞结构

15 花粉、细胞结构

20 细胞结构

表5 固定5h的观察结果

预处理
固定

时间/h
解离

时间/min
镜检结果

对二氯苯饱和水溶液
与α-溴萘(3~4h)

5

6 花粉、细胞结构

10 细胞结构

15 花粉、细胞结构

20 花粉

对二氯苯饱
和水溶液(3~4h)

5

6 无明显现象

10 花粉、细胞结构

15 花粉

20 花粉

低温处理(24h) 5

6 花粉、细胞结构

10 花粉、细胞结构

15 无明显现象

20 花粉

表6 固定0.5h的观察结果

预处理
固定

时间/h
解离

时间/min
镜检结果

对二氯苯饱和水溶液
与α-溴萘(3~4h)

0.5

6 花粉

10 花粉、细胞结构

15 无明显现象

20 无明显现象

对二氯苯饱
和水溶液(3~4h)

0.5

6 花粉、细胞结构

10 花粉

15 花粉

20 花粉、细胞结构

低温处理(24h) 0.5

6 细胞结构

10 花粉

15 细胞结构

20 无明显现象

  由表1~6可知,固定24.0、20.0、15.0、5.0、

0.5h的观察结果都不太理想;用对二氯苯饱和水溶

液预处理3.0~4.0h,在卡诺氏固定液中固定

10.0h,再在1mol/L盐酸中解离10.0min左右,
所观察到的染色体像最佳(此时所取材料为2.5cm
左右的花序,即下部的小穗中基部位置的籽粒)。

3 讨 论

通过对球茎草芦不同部位的研究发现,中等长

度的花序作为核型分析的目标材料比较合适,因为

用该发育期材料进行核型分析,在显微镜下可获得

良好的观察结果。对目标材料进行各种处理的研究

发现,处理方法对材料的观察效果影响不是特别显

著(如低温预处理禾本科植物种子发芽的根尖效果

较好)。因此,在对不同植物进行核型分析时,应根

据实际情况,选择合适的材料,进行恰当的处理,才
能达到预期效果。
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