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摘  要 为了鉴定分析甘蔗远缘杂交中野生种外源染色体，以及分析其在子代细胞中的遗传行为。本研究以双亲本叶片基

因组总 DNA 为原位杂交探针，对子代染色体进行单色及双色基因组荧光原位杂交(genomic in situ hybridization, GISH)。结果

表明：2 种杂交方式均能鉴定子代中野生种外源染色体，但是，双色 GISH 比用单色 GISH 更容易区别双亲本染色体。通过

研究在子代细胞中鉴定出 14~17 条野生种滇蔗茅外源染色体及 37~41 条甘蔗属热带种染色体，亲本染色体以非整倍的 n+n
方式传递。对子代进行核型分析，核型公式为 2n=54=16 m+38 sm，核型属 2 B 类型。本研究对进一步深入开发利用野生种

滇蔗茅优异基因具有重要意义。 
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Abstract   In order to identify the wild exogenous chromosomes in sugarcane distant hybridization and analysis the genetic 
behavior , The leaf total genome DNA were extracted from parents and used for probes, then hybrid with progeny chromosomes with 
single or bi-probes in the slide sample. The result showed that all these two methods can identify the wild exogenous chromosomes 
in progeny, but, bi-probes hybridization make a facility way to difference the chromosomes between parents. There are 14~17 wild E. 
Rockii Keng chromosomes and 37~41 Saccharun officinarum L. chromosomes were identified in progeny cells. It indicate that a 
aneuploidy n+n gamete from parents inherit to hybrid. The karyotype analysis of the progeny showed that it has a karyotype formula 
with 2n=54=18 m+38 sm, and belong to 2 B type. This research has an important meaning for furth development and utilization of 
the wild E. Rockii Keng excellent gene.  
Keywords   Sugarcane; Wild species; Exogenous chromosomes; GISH 

研究背景 
甘蔗是中国主要的糖料经济作物，蔗糖产量占

全国食糖总产的 90%以上。然而，中国甘蔗单产和

产糖率同世界蔗糖业发达国家相比，仍处于较低水

平，其主要原因是生产上缺乏优良品种。甘蔗野生

种及其近缘野生种中含有许多甘蔗栽培种中所迫
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切需要的优异基因，如抗病性基因和抗逆性基因

等，通过种间有性杂交利用这些基因是甘蔗遗传改

良的重要途径，有望获得突破性甘蔗品种。 
滇蔗茅(Erianthus rockii Keng)产于中国西南的

四川、云南和西藏等地区，多生于海拔 500~2700 m
的干燥山坡草地(Chen et al., 2006)，是中国特有的

甘蔗近缘野生植物资源(Cai et al., 2005)。由于具有

耐旱、耐寒、抗锈病等优良特性(李文凤等, 2005; 
2007)，云南甘蔗研究所加大了对该资源的考察收集

与杂交利用研究(刘新龙等, 2009)，通过光周期诱导

甘蔗属热带种开花与滇蔗茅进行远缘杂交，创制出

了一批杂交后代材料(Aitken et al., 2007; 王丽萍等, 
2008; 陆鑫等, 2012a; 2012b)。GISH 在作物远缘杂

交育种中具有十分广阔的应用前景，是在分子水平

上识别杂种真伪的有效办法(钟少斌等, 1997)，具有

更加直观、灵敏和可靠的优点(贾东亮等, 2001; 蓝
伟侦等, 2006)。本文应用 GISH 技术鉴定甘蔗野生

种外源染色体，旨在科学分析野生种外源染色体与

甘蔗属背景染色体的遗传行为，这对进一步深入开

发利用滇蔗茅优异基因具有重要意义。 

1 结果与分析 
1.1 单色及双色 GISH 结果分析 

以亲本 DNA 为探针对子代材料进行的单、双

色杂交，结果表明，杂交的状态均较好，杂交效率

较高，背景干净。所制备的中期染色体标本中期细

胞完整，染色体分散好、形态好，可以检测到清晰

的杂交信号。图 1 中，A 和 G 示 DAPI 衬染效果，

染色体呈蓝色背景；B 和 H 示野生种 DNA 探针的

单色 GISH 效果，染色体呈红色荧光信号；C 和 I
示甘蔗属热带种 DNA 探针的单色 GISH 效果，染

色体呈绿色荧光信号；D 和 J 示蓝色和红色叠加的

效果，结果显示：野生种探针除与子代中野生种整

条染色体杂交外，还与大多数甘蔗属热带种染色体

在着丝粒及近端粒进行杂交，区分双亲本染色体的

效果不明显；E 和 K 示双亲本 DNA 探针的双色

GISH 效果，即红色和绿色叠加的效果，结果表明，

双色 GISH 更容易将野生种外源染色体与甘蔗属背

景染色体区别开来，来自母本甘蔗属热带种的染色

体呈黄绿色或绿色荧光信号，来自野生种滇蔗茅的

染色体呈橙红色或橙黄色荧光信号；F 和 L 示红、

绿、蓝三色叠加的效果。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 1 基因组荧光原位杂交结果 

Figure 1 The result of GISH 

1.2 染色体遗传分析 
在双色 GISH 实验结果中，选 11 个比较完整的

中期分裂相细胞对子代染色体的遗传组成进行分析

(表 1)：在子代体细胞中检测到 37~41 条甘蔗属热带

种(母本)染色体及 14~17 条野生种(父本)外源染色

体。已知双亲本染色体数目分别为 2n=80 和 2n=30
条，所以认为甘蔗属热带种与野生种滇蔗茅远缘杂

交过程染色体基本上符合 n+n (整倍或非整倍的 n)传
递方式。在所观察的细胞中未发现野生种外源染色

体与甘蔗属背景染色体发生交换、重组或异位。 

1.3 荧光核型分析 
取 3 个较好的中期细胞进行核型分析(图 2)，结

果子代材料的染色体臂比介于 1.38~2.42 之间，其

中第 6、第 8、第 13、第 14、第 15、第 19、第 21
和第 27 号染色体为中部着丝点染色体(m)，其余 19
对染色体为亚中部着丝点染色体(sm)。染色体组全

长 47.13 µm，平均臂比为 1.80，染色体的长度比为
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3.25，臂比大于 2:1 的染色体占 0.15%，核型属 2 B 类型，核型公式为 2n=54=16 m+38 sm。

 
表 1 F1代染色体组成分析 

Table 1 Chromosome constitution in F1 progeny  

中期细胞 

Metaphase cells 

染色体数目 

Chromosome number 

体细胞染色体 

Somatic chromosomes 

甘蔗属热带种染色体(母本) 

Chromosome from saccharun 

officinarum (female) 

野生种滇蔗茅染色体(父本) 

Chromosome from the wild erianthus 

rockii (male) 

1 55 40 15 

2 54 37 17 

3 55 40 15 

4 54 39 15 

5 54 40 14 

6 56 39 17 

7 55 40 15 

8 54 39 15 

9 54 39 15 

10 56 41 15 

11 54 39 15 

众数 

Mode 

54 39 15 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 2 中期细胞及荧光核型图 
Figure 2 Metaphase cells and the karyogram of the fluorescence 

2 讨论 
2.1 染色体制片质量对 GISH 实验效果的影响 

染色体制片质量(染色体分散清晰, 互不重叠

或重叠较少, 染色体形态良好的制片)是影响 GISH 

实验效果好坏的基础，因此在实验过程中要根据具

体情况调整供试材料预处理的条件，提高制片水

平，以得到高质量的染色体制片。甘蔗及其野生种

均属于小染色体类型，又加上数目多，且形态相似

的特点，采用滴片法制备染色体玻片标本，是一种

简便有效的方法。金危危等(2001)研究表明，滴片

法能够获得良好的荧光原位杂交效果。本实验结果

表明用对二氯苯水饱和溶液与 0.002 mol/L 8-羟基

喹啉等体积混合液离体预处理子代根尖样品(室温, 
4 h)，有利于积累更多的有丝分裂相及中期分裂相

细胞，用 0.075 mol/L KCl 室温低渗 1 h，能使染色

体充分分散。采用现配的卡诺氏固定液固定根尖材

料，可以保存染色体的固有形态，增加了探针的穿

透能力，便于与靶 DNA 进行原位杂交。在滴片法

中 Mouras 等(1978)采用机械力将酶解的材料捣碎，

进一步用低离心率短暂离心的方法获得细胞悬液，

此法效果并非很好。主要是因为离心使上清液中的

大量细胞碎片与细胞混在一起，不利于染色体铺

展。本研究将酶解的材料捣碎在适量的卡诺氏固定

液中，将细胞悬液静置片刻去掉底部大块沉淀物
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质，再将细胞悬液放室温静置 20~30 min，目的是

细胞沉降而细胞碎片留在上清液中，去上清液保留

下层溶液进行滴片，此法细胞收率高。此外，滴片

法还应当严格控制酶解时间和后低渗时间，当材料

或组织块较大质地较硬时，时间要长一些，反之相

反。滴片高度一般在 30~100 cm，玻片水平倾角约

30℃，尽量将细胞悬液滴在玻片非标签端的中下

部，便于后续的杂交洗脱。 

2.2 防止染色体掉片的方法 
由于实验过程要对杂交区域进行洗脱，经常会

出现染色体从载玻片上脱落的现象，在制片时使用

多聚赖氨酸处理的防脱载玻片可以增加染色体的

吸附力；滴片后过酒精灯火焰，既可以蒸发掉部分

固定液，也能使染色体更好地贴附在玻片上。实验

用胃蛋白酶处理玻片标本，目的是消化细胞质中的

蛋白质，使探针和试剂更易进入染色体，获得较均

匀的杂交信号并在一定程度上减少背景的产生，但

胃蛋白酶酶解过度或时间过长会造成染色体形态

不完整（如染色体边缘弥散、染色体断裂等），也

容易造成染色体掉片。如果染色体制片质量较高，

实验过程中就可以省略胃蛋白酶酶解这一步骤(林
小虎等, 2005)。另外，60℃烘箱烤片及染色体高温

变性前对玻片的预热也可以使染色体与载玻片结

合得更牢固，防止染色体掉片。在实验过程中严格

控制实验温度(37℃~42℃为宜)，洗脱的时间不宜过

长，以及在整个实验过程中应保持 pH 的稳定等，

也可以减少染色体掉片发生的频率。 

2.3 原位杂交探针的长度和浓度 
由于植物的基因组很大，不能直接用于探针标

记，标记前需将其剪切打断成较小片段，以提高杂交

效率。对于延展的染色体，探针长度可超过1 000 bp。
小片段探针较大片段探针杂交速率快，特异性强，

但15~30 bp的寡核苷酸探针带有的标记物少灵敏度

较低。基因组 DNA 的剪切打断方法主要有煮沸法、

超声波清洗仪剪切、移液枪反复吸打及高压灭菌打

断法等，由于不同种的 DNA 含 G、C 量不同，这

使不同物种的 DNA 在降解到一定长度所需的时间

存在差异(李璇等, 2002; 顾爱侠等, 2010 )。本研究

采用的是高压灭菌打断法，亲本基因组 DNA 以

121℃高温灭菌10 min 后，得到的片段多数为

300~500 bp，适宜用作基因组荧光原位杂交探

针。国内制备的荧光原位杂交探针浓度主要在

0.5~5.0 μg/mL 之间，在一定的范围内，增加探针

浓度，可以增加杂交率和杂交敏感性，但过多的探

针可能造成较大的“噪音”干扰。探针的任何内在

物理特性均不影响其使用浓度，但受不同类型标记

物的固相支持物的非特异结合特性的影响。 

2.4 GISH 技术在甘蔗育种中的作用 
栽培甘蔗属于异源多倍体植物，要想对其染色

体来源与遗传特性深入研究，GISH 无疑是一种特

别有效的方法(D’Hont et al., 1996; Cuadrado et al., 
2004; Piperidis et al., 2010a)，同时，GISH 技术也被

广泛地应用于甘蔗远缘杂交后代染色体鉴定研究

(D’Hont, 2005; Piperidis et al., 2010b; Wang et al., 
2010)。应用单色 GISH 时，封阻 DNA 与探针用量

比例相对要高些，才能鉴定 F1 代材料野生种外源染

色体，用于染色体遗传组成的粗略分析，单色 GISH
的研究成本相对较低；当对杂交 F1 花粉母细胞减数

分裂染色体遗传行为研究、F2 以后及更高世代的染

色体分析时，用双色或多色 GISH 会得到更精确的

结果。本研究对进一步分析高世代材料中含滇蔗茅

野生种外源染色体及其遗传行为奠定了实验基础。 

3 材料与方法 
3.1 材料 

实验用材料包括甘蔗属热带种、野生种滇蔗茅

及其远缘杂交后代材料，均栽种在云南省农业科学

院甘蔗研究所甘蔗杂交亲本圃中。 

3.2 染色体玻片标本的制备 
F1 代根尖样品用对二氯苯水饱和溶液与

0.002 mol/L 8-羟基喹啉等体积混合液，于室温预处

理 4 h，双蒸水洗 2 次 10 min，用 0.075 mol/L KCl
于室温低渗 1 h，双蒸水洗 2 次 10 min，卡诺氏固

定液 I (无水乙醇:乙酸=3:1, 现配现用)，于 4℃冰箱

固定 24 h，双蒸水洗 2 次 10 min，根尖材料浸泡在

70%乙醇溶液中，4℃冰箱保存备用。制片方法详见

(尤瑞麟, 2008, 北京大学出版社, 159-160)，略有修

改。取出 2 条根尖，双蒸水洗 2 次 10 min，置于洁

净的凹面载玻片上，将根尖表皮和根冠去掉，剥下

分生区组织，0.25 N HCl 解离 3-6 min，转入 500 μL
离心管中，加 150 μL 酶液(2%纤维素酶+0.5%离析

酶)于 37℃恒温水浴锅处理 45 min (期间轻轻摇几

次)。水洗 2 次 10 min，用双蒸水后低渗 1-2 h，加

100 μL 现配的卡诺氏固定液Ⅰ将酶解好的组织块

捣碎，静置片刻去沉淀和静置 20~30 min 去上清，

用移液枪滴片，滴片前将载玻片置-20℃冰箱预冷

10 min，左右各滴一滴，过酒精灯火焰，使载玻片
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上出现小雨点现象即可，室温自然晾干，或-20℃冰

箱保存备用。 

3.3 叶片基因组总 DNA 的提取、DNA 探针的标记 
采用 CTAB 法提取双亲本基因组总 DNA 及玉

米叶片基因组总 DNA(封阻用)，参照范源洪等(1999)
和王英等(2008)的方法略有修改，用百泰克多功能

DNA 回收纯化试剂盒对 DNA 样品进行纯化和回

收。采用高压灭菌法(121℃, 10 min)将基因组 DNA
打断成较小的片段，1.5%琼脂糖凝胶电泳检测DNA
片段的大小。双亲本 DNA 模板分别用德国 Roche
公司产品DIG-High Prime和Biotin-High Prime进行

标记，具体方法见说明书。 

3.4 原位杂交过程 
配制 40 μL 杂交混合液(含 50%去离子甲酰胺, 

10% DS, 0.5% SDS, 6 ng/μL 探针及适量封阻

DNA)，涡流混合器上混匀，于 PCR 仪上 97℃变性

10 min，迅速取出，置冰水盒中冷却 10 min 待用。

染色体玻片标本用 60℃烘箱烤片干燥 5 h，每片加

70%去离子甲酰胺 100 µL，加封口膜盖片后于 77℃
水浴锅变性 7 min，揭去膜。过-20℃ 70%、95%、

100%梯度酒精脱水，5 min/级。从-20℃ 100%酒精

中取出染色体玻片标本，迅速甩干玻片上的酒精，

将变性的杂交混合液滴在变性的染色体玻片标本

上，盖上封口膜，放在一密闭湿盒中，置于 37℃恒

温水浴锅中杂交过夜。用 0.1% SDS (2×SSC)漂去盖

片，0.1% SDS (0.2×SSC)洗 3 次 5 min，5% BSA，

37℃处理 30 min (封阻内源性生物素蛋白产生的干

扰)，加荧光抗体工作液(25 μg/mL Bio-Avidin-FITC
与 15 μg/mL Anti-DIG-Rhodamin均等混合液, 避光)
进行检测，37℃，温育 1 h，用 1×PBS/Teween 20 37℃
漂洗 3 次 5 min，DAPI 衬染 7 min (避光)，1×PBS
室温漂洗 3 次 3 min。用 Vectashied 抗荧光衰减剂封

片后，在德国 Ziess 公司荧光显微镜下观察，用

Metasystem ISIS 系统对细胞荧光图像进行拍照和

处理。 

3.5 核型分析 
用 Metasystem Isis 软件进行染色体核型分析，

核型分析参照李懋学和陈瑞阳(1985)的标准。 
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