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紫花苜蓿 El80序列和 45 S核糖体基因的物理定位及 

染色体荧光分带 
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摘要： 为了促进准确而详细的紫花苜蓿分子核型的建立，采用苜蓿 El80重复序列和45S核糖体基因为探 

针，以双色荧光原位杂交的方法对 2种紫花苜蓿有丝分裂中期染色体进行定位分析。荧光原位杂交(FISH)定位结 

果表明：45S核糖体基因被定位于2种紫花苜蓿的2对同源染色体上，El80重复序列主要被定位于两种紫花苜蓿 

染色体的近端粒区和近着丝粒区。分子核型分析结果表明：2种紫花苜蓿的绝大多数染色体都能得到清晰可靠的 

辨别；荧光带型比较结果揭示了2种紫花苜蓿之间有6对多态性染色体的存在。因此，El80重复序列可以作为一 

种有效的染色体标记对紫花苜蓿的染色体进行区分。此外，染色体荧光分带分析对于紫花苜蓿基因组组成分析、 

系统发育研究和育种实践工作都具有十分重要的意义。 
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Physical localization of El80 repetitive sequence and 45 S ribosomal gene 

by fluorescence in situ hybridization and fluorescence pattern analysis in 

M edicago sativa L． 
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Abstract： For the establishment of all exact and detailed molecular karyotype of Medicago sativa L．，the mitotic meta- 

phase chromosomes of two species were analyzed using double fluorescence in situ hybridization(FISH)with El80 repetitive 

sequence and 45S ribosomal gene probes．The FISH resuhs showed that 45S ribosomal gene had 4 loci in both Medicago sativa 

species and El80 repetitive sequence was usually located at subtelomeric and centromeric regions of the chromosome．Molecu— 

lar karyotyping results revealed that most of the chromosomes of alfalfa could be clearly characterized as homologous chromo— 

somes．FISH pattern comparisons discovered that six chromosomes were different between two species．Th erefore，El80 repet— 

itive sequence is an effective chromosome marker to distinguish chromosomes in alfalfa，and fluorescence pattern analysis 

plays an important role in genome composition analysis，phylogenetic studies and breeding practice in alfalfa． 
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紫花苜蓿(Medicago sativa L．，2n=4x=32)是 

豆科蝶形花亚科苜蓿属多年生草本植物 。由于 

其具有耐干旱、耐贫瘠、耐冷热、产量高而质优、营养 

丰富等多种特点，常被冠以“牧草之王”的美誉，广 
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泛种植于西北、华北、东北等地区，是中国栽培面积 

最大的牧草 J。此外苜蓿同时又是蔬菜、蜜源、肥 

田、固氮、保持水土并调节生态环境等多功能合一不 

可多得的宝贵植物 。 

苜蓿的染色体较小，在根尖细胞中的长度仅为 

2—3 m，且大多数为中部着丝粒染色体，形态相似， 

很难区分。许多学者 驯对苜蓿的不同栽培品种及其 

亚种的核型进行过研究，准确地确定了不同品种的染 

色体数，建立了相关的核型公式，但均因缺乏稳定可 

用的细胞学标记，仅根据形态特征区分染色体，致使 

染色体配对和测量难以准确。此外，学者们也有根据 

c．带 m]、DAPI一带 “ 以及混合的Cot．1DNA带 对苜 

蓿的同源染色体进行了较精确的配对，但均未能对染 

色体上各分带中的分子特性提供直接有力的证据。 

到目前为止，仅有核糖体DNA作为已知分子信息的 

探针被反复应用于四倍体苜蓿的分子细胞遗传学标 

记中 J。因此，苜蓿准确而稳定的分子细胞学核型 

的建立急切需要更多可识别的分子细胞学标记。 

荧光原位杂交(FISH)是将标记的DNA序列定 

位在染色体或染色质上的一种有效而精准的分子细 

胞遗传学方法。通过 FISH将核糖体基因和特异性 

重复序列在染色体上进行物理定位，不仅可以为核 

型分析提供稳定有效的可识别的细胞学染色体标 

记，而且可以用于研究多倍体植物物种的起源进化、 

基因组组分的分析、细胞学遗传图谱的构建、染色体 

的结构变异的检测、基因工程育种等重要的遗传学 

问题 。El80重复序列是 Xia等 于 1993年 

在紫花苜蓿中通过酶切消化全基因组克隆到的 1个 

750 bp长的DNA片段，Southern杂交和序列分析显 

示该片段是以185～188 bp碱基为重复单元组成的 

高度串联重复序列。 

本研究通过设计引物对 El80序列进行 PCR扩 

增，再次获得该片段，首次将该串联重复序列作为探 

针结合45S核糖体基因对两种常用的栽培紫花苜蓿 

品种进行双色FISH定位，并分析比较其荧光分带， 

为两种重要的栽培紫花苜蓿种质资源的区分、建立 

详细的分子细胞遗传学图谱和测序工作的进一步开 

展提供了可靠的依据。 

1 材料与方法 

1．1 植物材料 

紫花苜蓿栽培品种金皇后和中苜 1号均由种子 

公司直接购买。 

1．2 染色体制片 

将不同材料的种子放于湿润的滤纸上，室温下 

发芽。待根尖长至约2 cm时，取出植株于 0～4℃ 

冰水中处理24 h。用卡诺液固定 30 min以上，取根 

尖分生区部分，45％醋酸火焰干燥压片，相差显微镜 

观察，选取中期分裂良好的制片冰冻揭片。 

1．3 El80片段的获得 

运用 Primer Premier 5．0软件对已发表的 750 

bp El80片段设计引物，上引物序列为：5 一CATGCT． 

TCGATTCGATAAG--3，下引物序列为：5 一GGGTTA— 

AGTGAA盯rCCTTC．3 。用 Nagaki等  ̈于 1995年 

描述的两步PCR程序对 El80串联重复序列进行扩 

增。将扩增的PCR产物富集后，对亮带进行胶回收 

并进行测序。 

1．4 探针标记 

用 日本鸟取大学 Tsujimoto教授提供的含有 

45 s核糖体基因片段的质粒 pWrrn和胶回收后 的 

El80片段分别作为探针制备模板。质粒 pWrrn(含 

45 rDNA)通过缺 口平移法用红色 Tetramethy1．rho． 

damine6一dUTP进行标记；El80片段通过随机引物 

法用绿色 Flurescein-12一dUTP进行标记。 

1．5 荧光原位杂交及信号检测 

染色体制片在0．2 mol／L NaOH溶液中室温变 

性 10 min后，用一20℃无水乙醇固定。每张制片杂 

交液为 1O l，其中含有 50％ 甲酰胺、50％硫酸葡聚 

糖、1 mg鲑鱼精 DNA、1 l 20~SSC和 l0 ng探针 

DNA。杂交液在 90～92 clC变性5 min后，与变性后 

的制片在 37℃下杂交 20—24 h。杂交后的制片用 

双蒸水冲洗，利用含 DAPI(4，6-diamidino．2．pheny． 

1indole)的抗荧光衰减封片剂 (Vector)封片。用 

Leica荧光显微镜观察 (每个材料观察 5个细胞)， 

利用 CCD(Cool snapper，Photometrics)获取图像， 

利用 Photoshop 5．0进行图像后期处理。 

2 结果与分析 

2．1 El80片段的获得 

对El80序列设计引物，引物扩增的目标片段大 

小为108 bp。以中苜1号基因组为模板，用两步PCR 

程序对El80片段进行扩增。扩增结果(图1)显示， 

扩增产物主要为大小不等的弥散条带，且弥散带在 

1 500 bp以下可见规律性的亮带集中分布，其中300 
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材料a和b分别为中苜1号和金皇后；+和一分别表示杂交信号的存在和缺失；田、日分别表示杂交信号具有存在或缺失的多态性；(L)表示杂 
交信号出现在染色体长臂。 

45S核糖体基因杂交信号，本试验中所用的2个材 

料的信号分布与此相符。各种重复DNA序列的物 

理定位可以用原位杂交技术分析染色体或染色质的 

分子特性，以串联重复 DNA序列为探针的原位杂交 

还可以用于分子细胞图谱的构建 。Xia等 于 

1993年报道 El80是富含 “AT”碱基的串联重复序 

列。本试验以El80为探针对苜蓿染色体进行荧光 

原位杂交的结果显示苜蓿的大部分染色体的近端部 

和近着丝粒区都属于 “AT”丰富区，详细地将 El80 

重复序列在苜蓿总基因组上的分布进行了定位，可 

以为苜蓿基因组学研究提供部分参考信息。 

染色体核型分析是对生物体细胞核内全部染色 
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体的形态特征进行分析，是遗传学研究的重要手段， 

也是物种分类和物种鉴定的基本依据 。 Bauchan 

等_24 应用 c一带分型和形态分析构建出了四倍体苜 

蓿的核型图，他们的研究结果显示苜蓿基因组中有 

4套相似的染色体组，每套染色体中有 8个染色体。 

然而，由于 C．带技术的复杂程度阻碍了该技术在不 

同实验室间的应用。本试验中所用的荧光原位杂交 

技术是染色体分析的一个强有力工具，它不仅可以 

对标记的染色体进行区分还可以直接提供染色体上 

的分子信息。在染色体荧光分带分析中，我们根据 

杂交信号的分布，将苜蓿的 16对染色体区分为了 

12种类型，而不是 8种类型，这与 c一带中提出的苜 

蓿基因组中有4套相似的染色体组不相符 ，提示同 

源四倍体的苜蓿部分染色体已有分化的趋势。 

中苜 1号是由中国农业科学院畜牧研究所培育 

成功的耐盐苜蓿品种，而金皇后是从美国进 口的紫 

花苜蓿品种，两者在来源上有很大的差别。本研究 

对 2品种的FISH结果进行比较，发现中苜 l号和金 

皇后的同源染色体组成间存在明显的染色体变异， 

这种变异可能是由于苜蓿的异交特性造成的，也可 

能是育种过程中人工选择的结果。了解不同品种染 

色体之间的多样性，会增加育种工作的目的性。本 

研究结果表明 El80的 FISH定位不仅可以进一步 

了解苜蓿染色体组的分子特性，还可以作为一个稳 

定可靠的染色体新标记被推广应用于苜蓿属植物的 

细胞学研究中，为苜蓿属植物的物种起源、系统分类 

与进化、基因组学研究等方面的研究提供稳定可靠 

的新依据。 
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