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植物染色体核型分析常用方法概述
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　　[摘 　要 ] 植物核型分析是指对植物细胞染色体的数目、形态、长度、带型和着丝粒位置等内容的分析研究 ,是植物分类和遗传
研究的重要手段。对植物核型分析的基本方法 ,包括取材、预处理、固定、解离、染色、制片及结果分析进行了比较系统的介绍和评
价。
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　　Abstract : Plant karyotype analysis , involving the number , shape , length and banding of chromosome , site of cent romere and
so on , is an important method for classification and genetic study of plant . The basic method for plant karyotype analysis including
sampling , p ret reatment , stationary , dissociation , dye , squash and result analysis is int roduced and evaluated systematically.
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　　地球上有 50 多万种植物。在人们研究植物的早
期 ,对植物的分类往往是根据植物的形态学、解剖学等
资料来进行的 ,但由于每个人对植物形态认识的差异 ,

经常会将同一植物划分为不同的类别 ,特别是在研究
形态相近的植物时 ,常常会出现有的学者将某一植物
划分为这个属或种 ,而别的学者将其划分为其他属或
种[1 ] ,造成植物分类上的混乱 ,给学术交流和对整个植
物界的研究带来一些不便。核型分析是指对细胞染色
体的数目、形态、长度、带型和着丝粒位置等内容的分
析研究[2 ,3 ] 。一种生物的染色体核型是相当固定的 ,

因此可用它作为植物学分类及遗传研究的一个重要手
段 ,使学者们在研究分类有争议的植物时有更多的参
考资料 ,以达到意见上的统一。

1 染色体核型分析的实验方法

1 . 1 取材
进行植物染色体的核型分析时 ,大多数研究是取

种子的初生根根尖 (萌发至 1～2 cm) [4～16 ,18～26 ] ,也有
少数实验取植物的花粉母细胞[ 6 ,20 ] 、愈伤组织[27 ] 、次
生根[ 20 ,28 ]或幼嫩的叶片[ 80 ] 。李懋学认为 ,凡能进行细
胞分裂的植物组织或单个细胞 (幼嫩的根尖、茎尖 ,花
粉母细胞、愈伤组织及禾本科植物的居间分生组织等)

都可以作为取材的对象[29 ] 。但不是随便取上述材料
均可作为研究对象 ,只有在充分了解不同植物组织结
构和生长发育规律的基础上 ,有针对性地取样才能获
得合适的材料。

取种子初生根的根尖有很多优点 ,即不受时间、季
节的限制 ,只要事先培养种子使其萌发生根 ,就可用于
实验 ,比较方便。与之相对 ,取植物茎尖时 ,必须剥除
幼叶和剥出生长锥 ,而取花粉母细胞时 ,则不易判断花
粉发育状况、难以把握时期 ,这些都相当麻烦。因此 ,

大多数研究者在进行植物染色体核型分析时 ,把植物
初生根的根尖作为研究对象。但取花粉母细胞也有优
点 ,即花粉母细胞只有一个染色体组 ,分析时不必进行
同源染色体配对 ,容易分析 ,所以一些研究者在一个实
验中同时分析根尖和花粉母细胞 ,使两者的优点相互
补充[ 81～83 ] 。
1 . 2 材料的预处理

细胞处在分裂中期时染色体最容易观察 ,但分裂
中期持续的时间很短 ,这就需要对材料进行预处理 ,以
便观察材料中的染色体。

实际操作中有很多对材料进行预处理的方法 ,主
要有化学方法和物理方法 ,也有将化学方法和物理方
法结合起来的复合方法 ,以及将不同的化学药剂按比
例配成的混合液对材料进行预处理。
1. 2. 1 化学方法 　化学方法可分为离体处理和非离
体处理[2 ,3 ] 。离体处理是将从植物体上取下的材料浸
泡于化学药剂中 ,对其进行处理。因为材料脱离母体 ,

所以化学药剂很容易从破损处渗入 ,只需较短的时间
即可 ,至于处理的时间 ,因不同植物或组织而异。非离
体处理是指将植物的根等组织直接浸泡于化学药剂
中 ,因为材料没有破损 ,所以化学药剂进入植物组织的
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速度较慢 ,需处理较长的时间。进行预处理时所用的
化学药剂及主要方法如下 :

(1) 用低浓度的秋水仙素溶液对材料进行预处
理[4 ,16 ,20 ,26 ,30 ,31 ,84 ,82 ,85 ] 。常用浓度为 0. 01 %～0. 2 %。
秋水仙素有很强的毒性 ,如果秋水仙素用量过大或处
理时间过长 ,会引起染色体收缩过度或产生多倍体 ,而
且秋水仙素的价格较贵。但由于用秋水仙素进行预处
理的效果较好 ,因此 ,在染色体核型分析时仍较为常
用[32 ] 。

(2) 用饱和的对二氯苯水溶液对材料进行预处
理[5 ,33 ,34 ,81 ] 。对二氯苯也有毒性 ,其效果和秋水仙素
相似 ,但价格较为便宜 ,使用也较为广泛。

(3)用低浓度的 82羟基喹啉溶液[ 9 ,11 ,12 ,14 ,27 ,28 ,35～39 ]

对材 料 进 行 预 处 理。浓 度 范 围 在 0. 002～
0. 004 mol/ L ,该溶液适合处理具有较大染色体的植
物。经过该溶液处理后 ,染色体的缢痕区比较清晰。

(4) 用α2溴荼的饱和水溶液对材料进行预处
理[18 ] 。该溶液适合对禾本科和水生植物的材料进行
预处理 ,而且是非离体处理的效果较好[3 ] 。
1. 2. 2 物理方法 　物理方法是用低温对植物材料进
行预处理[6 ,8 ,9 ,10 ,20 ,23 ,24 ] 。处理温度一般在 0～8 ℃,最
常用的就是用冰水混合物对材料进行预处理。该方法
比较经济、简单和安全 ,因而也比较常用。

为了使不同方法的优点结合起来 ,有些实验采用
复合方法 ,如用 0. 1 %的秋水仙素 (0. 002 mol/ L ) 和
82羟基喹啉溶液 (1 ∶1) 对材料进行预处理[25 ,40 ,41 ] ,或
用滴加了少量α2溴荼的对二氯苯饱和液对根尖进行
预处理[42～44 ] ,以及先用 0. 05 %的秋水仙素在 0～4 ℃
下处理 18～24 h ,再用 0～4 ℃的冰水处理 18～24 h[45 ]

等 ,但这些复合方法比较麻烦 ,在实际操作中没有用秋
水仙素溶液处理等方法常用。
1 . 3 材料的固定

固定的目的是用渗透力强的固定液将材料迅速杀
死 ,使蛋白质沉淀 ,并尽量使其保持原有状态[2 ,3 ] 。通
常用卡诺液 Ⅰ(无水酒精 ∶冰醋酸 = 3 ∶1)对材料固定
24h 左右。也有人用甲醇冰醋酸溶液 (甲醇 ∶冰醋酸
= 3 ∶1)来固定材料[46 ] ,但此方法极少使用。

在对材料固定后 ,应马上进行解离 ,因为经过保存
过的材料其效果没有固定后立即解离的效果好[3 ] 。固
定好的材料如不能及时解离 ,可将其保存在 70 %的酒
精中[ 4 ,81 ,83 ] 。如果不需要保存很长时间 ,也可将其直
接保存在固定液中。
1 . 4 材料的解离

植物的细胞有细胞壁 ,胞间层含有果胶 ,这将导致
压出的片子达不到理想的效果。经过解离 ,细胞之间
的果胶层被除去 ,细胞壁得到软化 ,使压片能够顺利进
行[3 ] 。

对材料的解离方法有酶解法和酸解法。酶解法是
用低浓度的果胶酶 (1 %～2 %)和纤维素酶 (1 %～5 %)

的混合液对材料进行解离[5 ,7 ,47～50 ] ,解离时间一般在
室温下 2～5 h ;酸解法一般是将材料放入预热 60 ℃的
1 mol/ L HCl 中解离 ,解离时间一般为几分钟到十几

分钟或更长[4 ,8 ,44 ,51～57 ] 。
以上 2 种方法 ,酸解法比较经济 ,一般实验多采用

此法。但是 ,无论是酶解还是酸解 ,都要把握好解离的
时间 ,时间过长或过短都会产生不良的影响。另外 ,有
的研究者在对材料进行解离前进行前低渗 ,解离后又
进行后低渗[5 ,13 ,16 ,27 ,35 ,40 ,58 ,50 ] ,其目的是使水分通过细
胞膜向细胞内渗入 ,使细胞膨胀 ,进而使细胞中本来已
经分散的染色体更加分散。低渗液一般使用蒸馏水或
0. 075 mol/ L KCl 溶液。其中 0. 075 mol/ L KCl 溶液
对染色体的结构破坏较小 ,经它处理后 ,染色体较为明
显清晰。

低渗处理的时间应适当。如果处理时间过长 ,则
会使细胞胀破 ,多个细胞的染色体混合在一起 ,给观察
和分析造成很多麻烦 ;反之 ,则达不到应有的处理效
果。处理时间的长短因不同植物而定[32 ] 。
1 . 5 材料的染色

对材料的染色是指用颜料对材料进行处理 ,仅使
染色体染色 ,而染色质不染色或染色很淡 ,以便观察和
分析。可分为常规染色法和分带染色法。
1. 5. 1 常规染色法 　常规染色法是指用颜料对材料
进行处理 ,染色体被染成一致的颜色。主要方法如下 :

(1)醋酸洋红溶液染色[2 ,3 ,32 ] :此法简单易行 ,较为
常用。先将材料置于载玻片上 ,用不锈钢刀片切去根
冠和伸长区 ,留下分生区 ,然后加一滴醋酸洋红 ,待根
尖被染至暗红色时 ,进行常规压片。如果想使染色的
效果更好 ,可以在压片后置于酒精灯上加热数秒 ,但不
能使染液沸腾。如染色过深 ,可在盖玻片的一侧滴加
适量 45 %的醋酸 ,另一侧用滤纸吸取染液 ,以达到褪
色的目的。

(2)改良石炭酸品红溶液染色[2 ,3 ,9 ,25 ,32 ,59 ,60 ] :改良
石炭酸品红克服了石炭酸中含有较多甲醛而使原生质
硬化的缺点 ,并且该染液比较稳定 ,能存放很长时间 ,
因此应用也很广泛。该染液染色的方法与醋酸洋红染
色的方法相同 ,但不需加热。

(3)铁矾2苏木精溶液染色[2 ,3 ,14 ,32 ] :先用 4 %的铁
矾溶液进行媒染 ,用蒸馏水将铁矾洗净 ,再用 0. 5 %的
苏木精染色 ,蒸馏水漂洗 ,然后用 45 %的醋酸分色、软
化 ,常规压片。此方法能使染色体的轮廓保持清晰 ,即
使用它处理染色体数目多而不易分散的材料 ,也能得
到较好的效果。

(4) Schiff 试剂染色[2 ,3 ,16 ,24 ] :先将解离好的材料用
蒸馏水漂洗几次 ,把材料放于染液中 1～5 h 或黑暗处
过夜 ,然后将材料在漂洗液或直接将材料在蒸馏水中
冲洗几次 ,每次数分钟 ,最后用 45 %的醋酸压片。该
方法不仅能显示出染色体的形态结构 ,而且可用显微
分光光度计对细胞核及染色体中的脱氧核糖核酸进行
定量测定 ,因此该方法在细胞遗传学研究中较为常
用[32 ] 。

除了以上主要方法 ,还有一些别的染色方法 ,如用
品红 溶 液 染 色[4 ,23 ] 、用 ( 改 良 ) 卡 宝 红 溶 液 染
色[7 ,8 ,12 ,20 ,61 ]和用卡宝红2品红溶液染色[28 ]等。
1. 5. 2 分带染色法 　分带染色是指染色体经过染色
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后 ,不同部位呈现出不同的条带。可根据条带的不同 ,

对植物进行分类和遗传研究。常用分带染色法如
下[2 ,11 ,18 ,22 ,29 ] :

(1) C2带染色 :先将压好的片子冷冻脱片 ,室温下
防尘干燥。用酸或碱 (通常用 5 %的Ba (O H) 2处理 ,使
染色体变性 ,再用盐溶液 (2 ×SSC 溶液) 高温 (60～
65 ℃)下处理 ,使之复性 ,最后 Giemsa 染色 ,使染色体
的不同部位呈现宽窄不同的条带。通常一种植物的
C2带是固定的 ,而且重复性很高 ,因此 ,在实际操作中
C2带染色法最常用。

(2) G2带染色 :先将压好的片子冷冻脱片 ,室温下
防尘干燥。用 2 ×SSC 溶液处理 , Giemsa 染色 ,使染
色体上出现宽窄、深浅不同的条带。但 G2带较为均
一 ,缺乏特异性 ,因此没有 C2带常用。

(3) N2带染色 :先将压好的片子冷冻脱片 ,室温下
防尘干燥。用 1 mol/ L Na H2 PO4 高温 (87～97 ℃) 处
理 ,水洗 , Giemsa 染色 ,使染色体核仁组成区染色。但
用该方法处理一些禾本科植物的染色体时 ,不仅核仁
组成区着色 ,而且染色体的其它部位也染色成带。因
此该法可用于植物染色体核仁组成区的数目和位置等
方面的研究 ,同时也可用于一些禾本科植物染色体的
带型研究。

(4) Ag2染色 :该法是用 AgNO3 等药品处理植物
染色体 ,使染色体核仁组成区染色。如果用 HCl (或
Na HO)作前处理 ,再用 AgNO3染色 ,在一些禾本科植
物染色体的着丝粒、端粒等部位也能染色。因此 ,该方
法也能用于植物染色体核仁组成区的数目和位置等方
面研究和一些禾本科植物染色体的带型研究。
1 . 6 制片

制片的质量直接影响实验的结果 ,可根据具体情
况采用各自的制片方法。常用的制片方法分为压片和
涂片两种。

常规的压片方法对工具没有统一要求。压片时使
用不锈刚刀片、镊子和针尖稍钝的木柄解剖针 ,但也可
以找其它替代工具来操作。压片的方法不固定 ,只要
在制片的过程中不让盖玻片移动 ,使细胞和染色体分
散开来即可[32 ] 。

涂片法是先用镊子、解剖针等将材料 (包括花药)

弄碎 ,使细胞均匀分散于载玻片上 ,以便观察。
由于常规压片易于操作 ,因此该方法是实际操作

中最普遍采用的方法。而涂片法能使细胞得到充分分
散 ,便于观察 ,虽然复杂一点 ,在一些特殊要求的实验
中还是采用此种方法。
1 . 7 　镜检、封片和永久制片

镜检时应先在低倍镜下观察 ,找到分散良好、处于
细胞分裂中期相的细胞后 ,再将要观察的细胞放到视
野的中间 ,调到高倍镜下观察。如果不能及时对片子
进行拍照 ,或者想短时间 (一两周) 保存合格的片子以
便对其继续研究 ,可以用石蜡、凡士林、甘油 (稀释后加
一滴甲醛)或无色的指甲油把盖玻片的四周密封起来
(一定要封严) ,最好将密封好后的片子置于冰箱的储

藏室里保存[32 ] 。
合格的片子如能制成永久玻片 ,就可长期保存 ,便

于观察和研究。制作永久玻片的方法一般采用冷冻脱
片法 ,即将制成的临时玻片放到液氮或冰箱的冷冻室
内低温处理 ,然后用刀片将盖玻片轻轻撬开 ,接着将盖
玻片和载玻片同时放入 37 ℃的烘箱中烘干或防尘自
然干燥 ,然后用二甲苯透明 (即用二甲苯浸泡数分钟) ,
中性树胶封片[8～10 ,14 ,43 ,41 ,36 ,37 ,47 ,62～64 ] 。也可采用梯度
乙醇脱水 (依次是 50 %酒精、95 %酒精、无水酒精 ,各
处理数分钟) ,二甲苯透明 ,加拿大树胶封片[65 ] 。

在制作永久玻片前 ,用防水墨水在盖玻片和载玻
片交界处画一横线 ,放盖玻片时将原来的横线复原 ,以
使盖玻片仍盖到原来的位置。涂胶时应均匀地将树胶
涂开 ,以避免气泡的产生[3 ,29 ,32 ] 。另外 ,用涂片法做成
的片子制作永久玻片时 ,可以用中性树胶直接封
片[32 ,66 ,67 ] 。以上各种方法中 ,冷冻脱片法较为简单易
行 ,经济实用 ,因此该方法比较广泛使用。

2 核型分析

核型分析包括染色体数目的确定和染色体形态的
分析。在进行核型分析时 ,通常按李懋学等的标准来
确定染色的数目、分析染色体的形态[68 ] ,按 Stebbins
的方法确定染色体核型的类别[86 ] 。
2 . 1 染色体数目的确定

要确定一种植物染色体的数目 ,必须对它的一些
细胞中含有的染色体数目进行统计分析。在实际操作
中 ,不同学者所统计细胞的数目有很大差别。有的学
者统计 20 个细胞[52 ,69 ,70 ] , 有的学者统计 25 个细
胞[71 ] ,有的学者统计 30 个细胞[9 ,42 ,41 ,44 ] ,也有的学者
统计 50 个细胞[ 72 ] , 甚至有的学者统计 100 个细
胞[54 ,55 ,73 ,74 ] 。到底统计多少个细胞来确定染色体数目
呢 ? 一般认为至少应该统计 30 个染色体分散良好的
细胞 (染色体大且数目少的材料 ,可以少统计一些细
胞 ,而染色体小且数目多的材料 ,可多统计一些细胞) ,

而且 85 %以上的细胞具有相同染色体数时 ,才能确定
该植物染色体数目[2 ,32 ] 。
2 . 2 染色体形态分析

在进行染色体形态分析时 ,一般取 5 个以上染色
体分散良好的中期细胞进行显微摄影[2 ,32 ] ,将底片冲
洗放大 ,用精确的尺子测量照片上染色体长、短臂的相
对长度[8 ,11 ,15 ,17 ,18 ] ,根据放大的倍数求出染色体绝对长
度 ;也可以用测微尺测量染色体的绝对长度 (随体一般
不记长度) [ 4 ,9 ,25 ,67 ] ,然后求出每条染色体绝对长度、相
对长度和臂比的平均值。如果要对染色体的带型进行
分析 ,还要观察染色体条带的数量、相对位置、宽度等
特征。根据染色体的长度、臂比、着丝粒的位置、随体
的有无和位置以及染色体的带型等进行同源染色体的
配对。然后根据染色体的长度给染色体编号 ,长度最
长的染色体编为 1 号染色体 ,依次排列 ,最短的染色体
编为末号 ,等长的染色体把短臂长的染色体排在前面。
接着将配好对的同源染色体按编号由小号到大号排列
在与照片底色一样的纸上 ,并且粘好 ,排列时把染色体
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的着丝粒放在一条直线上 (如果染色体数目较多 ,可把
染色体排成两行或两行以上) ,染色体纵向与直线垂
直 ,短臂放在上边。排好后进行翻拍 ,就得到染色体核
型图 ,然后按此图绘制染色体核型模式图[87 ] 。也可将
放大后的相片用扫描仪扫描 ,在计算机上用图片处理
软件对相片进行处理 ,最后得到清晰的染色体照片 ,再
对其 染 色 体 进 行 测 量、同 源 染 色 体 配 对、分
析[24 ,75 ,76 ,77 ] 。若用数字照相系统或数码相机进行显微
照相 ,则更加方便。

随着计算机技术的发展 ,计算机也广泛地应用到
核型分析领域中 ,各种进行核型分析的硬件、软件得到
开发 ,从而实现核型分析的自动化或半自动化[ 78 ,79 ] 。

3 讨论及展望

关于核型分析的文献发表的很多 ,但大多数文献
的实验方法和结果分析各不相同 ,甚至对同一种植物
的实验方法及结果分析的差别也很大。主要原因是不
同的研究者具有的理论知识和实验技巧不同 ,他们所
用的药品和实验设备也有很大差别。如果对不同的取
材方式、材料的预处理、材料的解离、染色方法、压片、
永久制片等方法进行随机组合 ,则可有成千上百种不
同的方法。

不同的处理方式对染色体的影响是不完全相同
的 ,如不同的处理使染色体缩小的程度不同而造成染
色体的绝对长度不同 ;由于染色体不同部位的物质组
成不同 ,不同的处理会使染色体不同部位按不同的比
例缩小而造成染色体的臂比不同[45 ] 。于是这些实验
结果之间的可比性就减小了 ,给植物的分类及遗传研
究造成诸多不便。因此 ,有必要在国内外实行统一的
实验方法和结果分析方法 (至少在植物的一个属内实
行统一的实验方法和结果分析方法) 以及使用统一标
准的仪器设备 ,建立一些专门从事植物染色体研究的
机构 ,并且对实验操作人员进行统一培训 ,从而有利于
植物分类和遗传的研究。

在植物核型分析领域中 ,我国的陈瑞阳、李懋学等
学者做出了很大的贡献 ,他们制定了中国植物核型分
析标准。他们承担的“中国主要植物染色体研究”课题
对我国 95 个科 331 个属 2 834 种植物染色体数目进行
了研究 ,完成了 1 045 种植物核型分析。对植物染色
体核型分析的方法进行了很多创新 ,出版了世界上第
一部植物基因组染色体图谱。

随着人类基因组计划的完成以及我国对水稻、鸡、
“非典”病毒等生物基因组测序的完成 ,人类已经进入
了“后基因组时代”。但植物染色体核型分析不会因此
而过时 ,它将同植物的外部形态鉴定、基因组序列测定
等一起成为植物分类和遗传研究的重要手段。
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