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摘要! 鉴于海带染色体比较小且数目存在分歧等原因!利用 %7$S秋水仙素对海带配子体及孢

子体处理 #% I左右!经过卡诺试剂固定'多种酶组合处理及 !% ME的高位滴片!可以获得质量

比较高的海带染色体%使用灵敏度高'特异性强的 =+,荧光染料 =,A/进行染色!结果显示!

海带雌'雄配子体的染色体各为 !# 条!孢子体染色体为 "$ 条!大多为短杆状或者点状%雌配子

体染色体的大小为 %7>< Y$7"#

"

E!稍大于雄配子体#大小为 %7;> Y$7#>

"

E$" 根据染色体

的大小!对海带配子体的染色体核型进行了初步分析" 这些结果为分子标记的染色体定位等

细胞学研究奠定了技术基础"

关键词! 海带% 配子体% =,A/% 染色体% 核型% 孢子体

中图分类号! U!?!7$% 0B#>&&&&&&&文献标志码&,

&&染色体数目和大小是鉴别物种*判断亲缘关

系的重要依据之一) 海带属 # 2"$$/")'&" 或

L"0'&")'"$等褐藻染色体的数目"不同物种的报

道结果也不尽相同'#(

) 对于海带 ' 2"$$/")'&"

C"3(&'$" #,XHJMI7$3727-89H"37[8jHJHWQ7i7

08L9NHXJ$或L"0'&")'" C"3(&'$" ,XHJMI7(而言"不

同时期的报道结果也不一致) b8OL

'$(以及戴继

勋等'! :?(对海带配子体细胞通过压片观察"认为

只有 $$ 条) b8OL等';(认为海带配子体细胞约有

!$ 条染色体"与皱海带#LK)*1'5'(#" [Fj8OH$

'"(

*

远滕海带#LK7*&4("&" [Fj8OH$

'>(以及掌状海带

' LK4'5'-"-" # 1LNJ7$ -8E5LX(* 糖 海 带 ' L7

#"$$/")'&" # -$ -8E5LX(* LK($/)(1*,$" NH68

Aj68FH

'<(的比较接近) 通过方法改进"cI5L 等'B(

观察到海带配子体细胞具有 !# 条染色体"与掌状

海带*糖海带*LK/73*)6()*"& #QL99$.5J6及 LK

($/)(1*,$"等单倍体的染色体数目一致'#% :#$(

)

这些不同的结果可能与海带染色体大小以及所运

用的制备技术或方法有关) 据 2d89J

'#% :##(报道

J"海带属染色体的大小为 %7? Y#7>

"

E"b8OL

等';(所提供的海带染色体图片也说明其染色体

较小*呈点状) 看来海带染色体小是无法改变的

事实"因此"要想获得比较理想的海带染色体结果

必须借助新的技术或方法)

?_""D二脒基D$D苯基吲哚#?_""DNF8EFNF95D$D

PIH9j6F9N56H"=,A/$是一种灵敏度高*特异性强的

=+,荧光染料"已广泛运用于植物染色体的研

究'#!(

) 为此"本研究将借助 =,A/这种荧光染料

对海带配子体与孢子体细胞的染色体进行细胞学

观察"为分子标记的染色体定位及染色体行为分

析等细胞学研究奠定技术基础)

#&材料与方法

%&%'材料

海带及培养&&本实验中所用的海带雌*雄配

子体无性繁殖系为%荣福&品系"按已报道的方

法'#?(分离和保藏) 在温度##> f#$ ^*光周期

#" -q< =#光@暗$*光照强度 ?%

"

E56PI5W59J@

#E

$

/J$等条件下"于A20培养基中'#;(培养"每两

个星期换一次培养基) 将海带雌*雄配子体无性繁

殖系混合按照已报道的方法'#?"#"(诱导孢子体的形

成并在海上养殖"次年 ?月份采集孢子体样品)
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# 期 刘&宇"等!海带染色体的=,A/染色及核型初步分析 &&

主要试剂&&秋水仙素粉末购自生工生物工

程#上海$有限公司"纤维素酶*果胶酶均来自美

国 0FZE8公司"离析酶来自日本 b8]L6W公司"

=,A/染剂来自美国423T(*公司)

%&('方法

染色体的制备&&取适量培养状态良好的海

带配子体离心除去多余水分"用灭菌海水清洗$ Y!

次"加入 %7$S的秋水仙素振荡摇匀"? ^处理 " Y

#$ I"离心得配子体沉淀) 加入卡诺固定液#冰醋

酸q乙醇t#q!$振荡摇匀之后"? ^处理 $? I以上"

蒸馏水清洗 ! Y;次"每次 $ EF9"离心取沉淀藻体"

放入 $ E-离心管并加入适量混合酶液#纤维素

酶q果胶酶q离析酶q鲍鱼酶t$q#q#q#7;"鲍鱼酶按

照文献'#> :#<(制备$"在 !> ^摇床上于 $%% X@

EF9酶解 #< I"用 >%S的乙醇终止酶解反应并用蒸

馏水清洗酶解产物 ! Y?次以去除乙醇"加入适量 ?

^保存的冰醋酸"振荡混匀"观察酶解产物是否均

匀"取少量酶解产物滴片"自然晾干) 孢子体的染

色体制备与配子体的基本一致)

=,A/染色与观察&&取携带有染色体的自

然晾干载玻片"在相差显微镜下进行镜检) 然后

选取具有分散较好的染色体分裂相"加入 #;

"

-

=,A/以染色"#; EF9 后"在 (6jEPLJC̀ "# 荧光

显微镜#日本$下观察"拍照并进行放大*测量"以

计算雌*雄配子体染色体的相对长度)

核型初步分析&&根据染色体相对大小"利

用,N5OHAI5W5JI5P软件依由大到小顺序进行海

带配子体细胞染色体核型的初步分析)

$&结果与讨论

(&%'海带配子体高质量染色体的制备

秋水仙素的作用是使染色体缩短变粗"阻止

有丝分裂时纺锤体的形成"让尽可能多的细胞处

于有丝分裂中期) 秋水仙素的处理时间对实验结

果有很大的影响'#B :$%(

) 处理时间过短"染色体大

部分还处于染色质状态"得不到清晰可见的染色

体"再加上海带染色体本身就很小"从而增加了对

染色体的观察难度+处理时间过长"造成染色体缩

得过短"成为极小的圆点状"显示不出染色体之间

的差异"难以进行核型分析) 对海带配子体细胞

而言"< Y#% I的秋水仙素处理时间比较适宜+对

于孢子体细胞来说"适当延长 # Y$ I 的处理

时间)

滴片的作用主要是打破细胞外被和核膜"使

染色体较好地分散在载玻片上以便于观察) 我们

采用 %*#%*!%*;% ME等不同高度进行滴片"发现

当滴片高度为 !% ME时"则能有效地获得分散性

良好的海带配子体细胞染色体)

(&('海带雌#雄配子体的染色体观察

经过 < Y#% I 的秋水仙素处理及纤维素酶*

果胶酶*离析酶*鲍鱼酶等多种酶的预处理"!% ME

的高位滴片可以获得质量较高的海带配子体染色

体"这从利用荧光染料 =,A/染色后获得的染色

体图片#图 #D8"O$得到体现) 本实验结果证实海

带单倍性雌*雄配子体的染色体数均为 !# 条"图

$ 清楚地显示了海带二倍性孢子体的染色体数为

"$ 条"与b8OL 等';(以及 cI5L 等'B(的结果一致"

但不同于b8OL

'$(及戴继勋等'?(那些早期观察到

$$ 条#单倍体$和 ?? 条#二倍体$染色体的报道)

本研究结果显示"海带与掌状海带*糖海带*LK

/73*)6()*"&#QL99$.5J6及 LK($/)(1*,$" 等几个

物种单倍体的染色体数目一致'#% :#$(

)

=,A/是一种灵敏度高*特异性强的 =+,荧

光染料"无论对细胞核的染色体"还是对细胞质

=+,都有极好的荧光染色效果"=,A/复合物发

出的荧光为浅蓝色"荧光显微镜观察细胞标记的

效率高"发出的荧光更加稳定"便于显微照相'$#(

)

将图 #D8"O*图 $ 与已报道的图片'$"? :;"B(相比较"

可以发现=,A/染色方法使染色体更为清晰"为

海带等那些染色体小的藻类的染色体数目确定及

分子标记的染色体定位等细胞学研究奠定了技术

基础) 经过多张分裂相的染色体片子观察"发现

海带雌配子体的染色体均大于雄配子体的"这是

否与雌配子体细胞大而雄配子体细胞小'$$(有关"

有待进一步探索)

(&)'核型初步分析

在获得清晰的海带染色体图片后"利用

,N5OHAI5W5JI5P软件"按照染色体由大到小的次

序进行配子体染色体核型的初步分析#图 #DM"

N$) 其中"雌配子体染色体大小为 %7>< Y$7"#

"

E"而雄配子体染色体大小为 %7!< Y#7;>

"

E"

雌配子体的染色体大小明显大于雄配子体的) 该

结果与海带属其他几个物种的染色体大小相近

#%7? Y#7>

"

E$

'#% :#$(

) 本研究结果也表明"海带

染色体虽然很小"但并非像以前报道的那样完全

呈点状'$"? :;"B(

) 经过多张染色体片子的制备和分

)$
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析"发现部分染色体存在相邻成对的现象#图 #D

O$"究其原因需进一步探究) 由于没有进行 Q带

或3带染色以及染色体长*短臂比的分析"从而

无法对同源染色体进行配对"因此对孢子体的染

色体#图 $$没有进行类似的核型分析)

图 %'海带雄"1$#雌"2$配子体的染色体及它们"!和9$的核型分析

B5>&%'CF4;.;7;.65.1>67;:DF6.1<6"1$1=9:6.1<6"2$>1.6D;@FAD67;:A&?"@.-)$"

1=9DF61=1<A757;:DF6G14A;DA@67;:.1<6"!$1=9:6.1<6"9$>1.6D;@FAD67

图 ('海带孢子体的染色体

B5>&('CF4;.;7;.65.1>6;:A&?"@.-)$" 7@;4;@FAD67

&&总而言之"对海带配子体经过秋水仙素及多

种酶组合的处理"高位滴片后"=,A/染色结果显

示"可以获得较为理想的染色体分裂相) 海带雌*

雄配子体的染色体均为 !# 条"孢子体的染色体为

"$ 条"呈短杆状或点状"并依大小顺序对配子体

染色体的核型进行了初步分析"这为海带分子标

记的染色体定位等细胞学研究奠定了良好的技术

基础)

主要实验工作是在中国科学院遗传与发育研

究所韩方普研究员的实验室内完成!特此致谢"
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