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摘　 要: 通过对不同解离液和内标组合的筛选ꎬ 采用流式细胞仪对木兰科玉兰亚属(ｓｕｂｇｅｎ. Ｙｕｌａｎｉａ)６ 种多倍

体植物的 ＤＮＡ Ｃ￣值进行测定与分析ꎮ 结果显示: 在解离液和标样的筛选中ꎬ ＷＰＢ 解离液为玉兰亚属植物的最

佳选择ꎻ 以星花玉兰(Ｍａｇｎｏｌｉａ ｓｔｅｌｌａｔａ(Ｓｉｅｂｏｌｄ ＆ Ｚｕｃｃ.)Ｍａｘｉｍ.)为内标时ꎬ 混合样品的峰图效果最好ꎬ ＤＮＡ
峰的变异系数(ＣＶ)均小于 ５􀆰０％ꎮ 紫玉兰(Ｍ. ｌｉｌｉｉｆｌｏｒａ Ｄｅｓｒ.)、 多瓣紫玉兰(Ｍ. ｐｏｌｙｔｅｐａｌａ Ｌａｗꎬ Ｒ. Ｚ. Ｚｈｏｕ ＆ Ｒ.
Ｊ. Ｚｈａｎｇ)、 黄山玉兰(Ｍ. ｃｙｌｉｎｄｒｉｃａ Ｅ. Ｈ. Ｗｉｌｓｏｎ)、 白玉兰(Ｍ. ｄｅｎｕｄａｔａ Ｄｅｓｒ.)、 二乔玉兰(Ｍ. × ｓｏｕｌａｎｇｅａｎａ

Ｓｏｕｌ􀆰 ￣Ｂｏｄ.)和渐尖玉兰(Ｍ. ａｃｕｍｉｎａｔａ (Ｌ.)Ｌ.)的 Ｃ￣值大小范围在(３􀆰９２ ± ０􀆰０２)ｐｇ 到(５􀆰８５ ± ０􀆰０３)ｐｇ 之间ꎬ
基因组大小从(３８３２􀆰１３ ± ２４􀆰６７)Ｍｂｐ 到(５９６４􀆰１７ ± ５６􀆰０６)Ｍｂｐꎮ 研究结果表明该优化的流式细胞术测定体系

可以精确测定玉兰亚属多倍体植物的 ＤＮＡ Ｃ￣值ꎮ
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ｔｈｅ ＤＮＡ Ｃ￣ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｓｉｘ ｐｏｌｙｐｌｏｉｄ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ ｓｕｂｇｅｎ. Ｙｕｌａｎｉａ (Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ
ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔꎬ ｉｎ ｔｈｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒｓ ａｎｄ
ｓｔａｎｄａｒｄ ｓａｍｐｌｅｓꎬ ｗｏｏｄｙ ｐｌａｎｔ ｂｕｆｆｅｒ (ＷＰＢ) ｗａｓ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｃｈｏｉｃｅ ｆｏｒ ｓｕｂｇｅｎ. Ｙｕｌａｎｉａ.
Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｔｈｅ ｐｅａｋ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｍｉｘｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｏｒｋｅｄ ｂｅｓｔ ｗｈｅｎ Ｍａｇｎｏｌｉａ ｓｔｅｌｌａｔａ (Ｓｉｅｂｏｌｄ
＆ Ｚｕｃｃ.) Ｍａｘｉｍ. ｗａｓ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ (ＣＶ) ｏｆ ｔｈｅ ＤＮＡ
ｐｅａｋ ｗａｓ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ５􀆰０％. Ｔｈｅ Ｃ￣ｖａｌｕｅｓ ｏｆ Ｍ. ｌｉｌｉｉｆｌｏｒａ Ｄｅｓｒ.ꎬ Ｍ. ｐｏｌｙｔｅｐａｌａ Ｌａｗꎬ Ｒ. Ｚ. Ｚｈｏｕ ＆
Ｒ. Ｊ. Ｚｈａｎｇꎬ Ｍ. ｃｙｌｉｎｄｒｉｃａ Ｅ. Ｈ. Ｗｉｌｓｏｎꎬ Ｍ. ｄｅｎｕｄａｔａ Ｄｅｓｒ.ꎬ Ｍ. × ｓｏｕｌａｎｇｅａｎａ Ｓｏｕｌ􀆰 ￣Ｂｏｄ.ꎬ
ａｎｄ Ｍ. ａｃｕｍｉｎａｔａ (Ｌ.) Ｌ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ (３􀆰９２ ± ０􀆰０２) ｐｇ ｔｏ (５􀆰８５ ± ０􀆰０３) ｐｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ
ｓｉｚｅ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ (３８３２􀆰１３ ± ２４􀆰６７) Ｍｂｐ ｔｏ (５９６４􀆰１７ ± ５６􀆰０６) Ｍｂｐ. Ｔｈｕｓꎬ ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｓｙｓｔｅｍ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｔｈｅ ＤＮＡ Ｃ￣ｖａｌｕｅ ｏｆ

© Plant Science Journal    http://www.plantscience.cn
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　 　 木兰科(Ｍａｇｎｏｌｉａｃｅａｅ)是现存被子植物中最

原始的类群之一ꎬ 对研究有花植物的起源、 系统发

育和分类有着重要价值[１]ꎮ 木兰科植物分布范围

广及美洲、 亚洲的温带、 亚热带和热带地区ꎬ 木兰

科植物之间在内部结构和外部形态上较为相似ꎬ 长

期以来在科内的分类上存在很大争议ꎮ 迄今为止ꎬ
产生较大影响的木兰科分类系统有 Ｄａｎｄｙ 系统、
刘玉壶系统和 Ｎｏｏｔｅｂｏｏｍ 系统[２ꎬ ３]ꎬ 他们在属的

界定上有一定分歧ꎬ 虽然都在木兰属(Ｍａｇｎｏｌｉａ)
下设立玉兰亚属(ｓｕｂｇｅｎ. Ｙｕｌａｎｉａ)ꎬ 但各自的划

分标准和范围不同ꎮ
玉兰亚属现存 ２０ 多个种及变种ꎬ 其中大部分

为中国特有分布ꎬ 该类群分布范围广ꎬ 容易发生属

间(内)自然杂交ꎬ 形态性状交叉情况普遍ꎬ 变异

类型丰富ꎬ 仅凭形态特征难以准确界定分类群ꎬ 在

玉兰亚属下级分类群的划分上仍未统一观点[４－６]ꎮ
目前ꎬ 国内外学者采用形态解剖学、 细胞学、 孢粉

学、 分支系统学、 分子生物学等诸多方法ꎬ 在玉兰

类植物的系统发育与分类学研究方面取得了一些进

展[７]ꎬ 但还需要更多的证据支持ꎮ 因此ꎬ 加强玉

兰亚属的细胞学研究ꎬ 积累更多基因组信息ꎬ 对解

决木兰科的系统分类问题有一定指导价值ꎮ
基因组大小指的是一个物种配子所含的 ＤＮＡ

含量(染色体数目为 ｎ)ꎬ 反映其特定的遗传信息ꎬ
其大小多用 Ｃ￣值(Ｃ￣ｖａｌｕｅ)表示[８]ꎮ 在多倍体植物

中ꎬ ＤＮＡ ２Ｃ￣值(物种含有的 ＤＮＡ 总量)除以其倍

性得到 Ｃｘ 值(Ｃｘ￣ｖａｌｕｅ)ꎬ 表示物种单倍体染色体

组的 ＤＮＡ 含量[９]ꎮ 对于真核生物来说ꎬ Ｃ￣值在一

定程度上是一个固有的特性参数ꎬ 他与细胞大小、
气孔密度和物种进化及濒危程度等性状都有一定相

关性[１０]ꎬ 故 Ｃ￣值的研究对进一步了解生物体的特

性具有重要价值ꎮ 此外ꎬ 种级水平的 Ｃ￣值测定ꎬ
对于研究种群进化和物种分类具有重要意义[１１]ꎮ
通过 Ｃ￣值获取的基因组大小可用于构建物种系统

进化树ꎬ 分析物种间的亲缘关系[１２]ꎬ 并且也可结

合倍性水平来鉴定种间杂交物种[１３]ꎮ 目前已建立

的植物 ＤＮＡ Ｃ￣值数据库涵盖了约 １２ ２７３ 种植物

(ｈｔｔｐｓ: / / ｃｖａｌｕｅｓ. ｓｃｉｅｎｃｅ. ｋｅｗ.ｏｒｇ / )ꎬ 而其中仅

收录了紫玉兰(Ｍ. ｌｉｌｉｉｆｌｏｒａ Ｄｅｓｒ.)和二乔玉兰(Ｍ. ×

ｓｏｕｌａｎｇｅａｎａ Ｓｏｕｌ􀆰 ￣Ｂｏｄ.)两种玉兰亚属植物的 Ｃ￣
值信息ꎮ 显然ꎬ 更多玉兰亚属植物 ＤＮＡ Ｃ￣值的确

定ꎬ 对于其基因组信息的解析、 木兰科植物分类系

统学研究及种质资源鉴定(如杂种鉴定)十分必要ꎮ
流式细胞术( ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙꎬ ＦＣＭ)因其操作

简单、 低成本、 高效率ꎬ 近年来被众多学者用于

Ｃ￣值的测定ꎬ 在系统分类学、 生态学、 植物遗传

及育种等方面均有广泛的应用[１４]ꎮ ＦＣＭ 已被证实

是有效估算木兰科植物 Ｃ￣值的方法ꎮ Ｐａｒｒｉｓ 等[１５]

利用 ＦＣＭ 测定了木兰属 １７５ 个种或品种的相对基

因组大小ꎬ 研究其与倍性水平的关系ꎬ 建立了丰富

的倍性水平数据库供木兰科育种研究者使用ꎬ 但未

对解离液和内标进行筛选ꎮ 国内近几年才开展关于

ＦＣＭ 在木兰科植物上的研究ꎬ 如叶林江等[１６] 选取

木兰科中 １０ 个属级分类单元ꎬ 通过 ＦＣＭ 分别检

测了 ２３ 个不同种的核 ＤＮＡ 含量(２Ｃ￣值)ꎬ 但其研

究对象主要针对木兰科二倍体物种ꎮ 赵青等[１７] 使

用外标法测定了 ３ 种木兰科植物的 ＤＮＡ￣Ｃ 值及倍

性ꎬ 但该方法与内标法相比准确性略低ꎮ 因此ꎬ 本

研究通过对最适解离液和内标的筛选ꎬ 采用流式细

胞仪对玉兰亚属 ６ 种多倍体植株进行 ＤＮＡ Ｃ￣值的

测定与分析ꎬ 以建立起高效、 准确、 适宜的玉兰亚

属植物流式细胞术测定体系ꎬ 旨在为该属植物种质

鉴定与基因组学研究提供技术支撑ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 植物材料

１􀆰 １􀆰 １　 待测样品

选取木兰属玉兰亚属中的 ６ 个种作为待测样

品ꎬ 紫玉兰(Ｍ. ｌｉｌｉｉｆｌｏｒａ Ｄｅｓｒ.)、 二乔玉兰(Ｍ. ×
ｓｏｕｌａｎｇｅａｎａ Ｓｏｕｌ􀆰 ￣Ｂｏｄ.)、 渐尖玉兰(Ｍ. ａｃｕｍｉ￣
ｎａｔａ(Ｌ.) Ｌ.) 采自南京林业大学校园ꎻ 黄山玉兰

(Ｍ. ｃｙｌｉｎｄｒｉｃａ Ｅ. Ｈ. Ｗｉｌｓｏｎ)、 白玉兰(Ｍ. ｄｅｎｕ￣
ｄａｔａ Ｄｅｓｒ.)采自南京中山植物园ꎻ 多瓣紫玉兰(Ｍ.
ｐｏｌｙｔｅｐａｌａ Ｌａｗꎬ Ｒ. Ｚ. Ｚｈｏｕ ＆ Ｒ. Ｊ. Ｚｈａｎｇ)由西

安植物园提供ꎮ 以 ８ ~ １０ 年生的成年植株为采样

株ꎬ 于 ２０１９ 年 ４ 月 １５ 号至 １８ 号采集样株上刚抽

出的幼嫩叶片作为实验材料ꎬ 立即用冰盒保存带回

实验室ꎬ 置于 ４℃冰箱内ꎬ 于 ２ ｄ 内完成流式细胞
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术检 测ꎮ 凭 证 标 本 ( Ｚｏｕ０１ＭＬ、 Ｚｏｕ０２Ｍ × Ｓ、
Ｚｏｕ０３ＭＡ、 Ｚｏｕ０４ＭＣ、 Ｚｏｕ０５ＭＤ、 Ｚｏｕ０６ＭＰ)均

保存于南京林业大学植物标本馆(ＮＦ)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 标准样品

本实验分别选取玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ. ＣＥ￣７７７ꎬ
２ｎ ＝ ２ｘ ＝ ２０)、 星花玉兰(Ｍ. ｓｔｅｌｌａｔａ (Ｓｉｅｂｏｌｄ ＆
Ｚｕｃｃ.)Ｍａｘｉｍ.ꎬ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ ３８)和鹅掌楸(Ｌｉｒｉｏｄｅｎ￣
ｄｒｏｎ ｃｈｉｎｅｎｓｅ (Ｈｅｍｓｌ.) Ｓａｒｇ.ꎬ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ ３８)为
标准 样 本ꎮ 研 究 表 明 玉 米 的 ＤＮＡ￣２Ｃ 值 为

５􀆰４３ ｐｇ[９]ꎻ 星花玉兰的 ＤＮＡ￣２Ｃ 值为 ４􀆰２５ ｐｇ[１５]ꎻ
鹅掌楸已完成全基因组测序ꎬ 其 ＤＮＡ￣２Ｃ 值为

３􀆰６ ｐｇ[１８]ꎮ 其中玉米由南京林业大学现代分析测试

中心提供ꎻ 星花玉兰和鹅掌楸均采自南京林业大学

校园ꎮ 标样的凭证标本 ( Ｚｏｕ０７ＺＭ、 Ｚｏｕ０８ＭＳ、
Ｚｏｕ０９ＬＣ)保存于南京林业大学植物标本馆(ＮＦ)ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 解离液的选择与配制

选取 ４ 种细胞核解离液ꎬ 分别为 ｗｏｏｄｙ ｐｌａｎｔ
ｂｕｆｆｅｒ ( ＷＰＢ )、 Ｔｒｉｓ􀅰ＭｇＣｌ２ ｂｕｆｆｅｒ、 Ｇａｌｂｒａｉｔｈ􀆳ｓ
ｂｕｆｆｅｒ 和 ＬＢ０１ ｂｕｆｆｅｒꎬ 配方参考汪艳等[１９] 的方

法ꎮ 配好后的裂解液均于 ４℃冰箱保存、 备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 细胞核悬液的制备与 ＤＮＡ特异性染色

实验操作参照 Ｇａｌｂｒａｉｔｈ[２０] 的方法并进行了

部分改进ꎮ 撕下大约 １􀆰５ ｃｍ２的嫩叶样品置于冰

上的培养皿中ꎬ 各加入 ４ 种解离液 １ ｍＬꎬ 用锋利

的双面刀片快速垂直切碎叶片ꎬ 此过程尽量将材

料浸没于解离液中ꎮ 吸取培养皿中的解离液于

４００ 目滤网过滤至 １􀆰５ ｍＬ 的 ＥＰ 管中ꎬ 弃去滤网

内碎材料ꎬ 获得细胞核悬液ꎬ 置于冰上孵育 ５
ｍｉｎꎮ 往制备好的细胞核悬液中加入 ５０ μＬ 碘化丙

啶(ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅꎬ ＰＩ)染液(１ ｍｇ / ｍＬ)及 １ μＬ
ＲＮａｓｅ(１０ ｍｇ / ｍＬ)ꎬ 混匀后置于 ４℃冰箱避光染

色 ２０ ｍｉｎꎬ 随后上机检测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 流式细胞仪检测

检测过程全程在南京林业大学现代分析测试中

心进行ꎮ 首先将 ＩｎｆｌｕｘＴＭ流式细胞仪(美国 ＢＤ)预

热３０ ｍｉｎꎬ 用荧光微球校准各荧光通道ꎬ 之后对染

色后的细胞核悬液样品进行上机检测ꎮ 采用 ４８８
ｎｍ 蓝光激发ꎬ 收集 ＦＬ２ 通道的荧光ꎬ 并检测 ＰＩ
发射的荧光强度ꎮ ＰＩ 为嵌入式染色ꎬ 能与细胞内

ＤＮＡ 碱基均匀结合ꎬ 由于 ＰＩ 的嵌入量与细胞核

ＤＮＡ 含量是正相关的线性关系ꎬ 故流式细胞仪可

以通过测定样品的荧光强度推算出其 ＤＮＡ 相对含

量[２１]ꎮ 每个样品 １ ｄ 内做 ３ 次平行实验ꎬ 检测时

各收集 ８０００~１０ ０００ 个细胞核ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 数据分析

使用 ＦＡＣＳＴＭ １􀆰０􀆰０􀆰６５０ 软件对流式细胞仪测

定结果作图分析ꎬ 得出各样品的峰值直方图ꎬ 并计

算待测样品的核 ＤＮＡ 含量(２Ｃ￣值)ꎬ 单位为 ｐｇ 或

Ｍｂｐ(１ ｐｇ ＤＮＡ ＝ ９７８ Ｍｂｐ) [２２]ꎮ 以 ＣＶ 值(ＤＮＡ
峰的变异系数)的大小作为评价流式测定结果好坏

的参数ꎬ 一般来说 ＣＶ 值小于 ５􀆰０％ꎬ 实验结果才

具可信度[２３]ꎮ 采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰０ 软件对测定结果进

行统计分析ꎮ 核 ＤＮＡ 含量计算公式为: 待测样本

核 ＤＮＡ 含量(２Ｃ￣值) ＝ 内标样本细胞核 ＤＮＡ 含

量(２Ｃ￣值) × (待测样本峰荧光强度 /内标样本峰

荧光强度)ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 解离液的筛选

为获得标准样品与待测样品的最适解离液ꎬ
本研究分别以玉米、 鹅掌楸、 星花玉兰和待测样

品紫玉兰嫩叶为材料ꎬ 比较 ４ 种解离液的裂解效

果ꎮ 实验结果表明ꎬ ＬＢ０１ 对玉米的裂解效果最

好ꎬ 出峰稳定、 无杂峰ꎬ 且 ＣＶ 值低于 ３􀆰０％(表
１ꎬ 图 １: Ａ)ꎮ Ｔｒｉｓ 对于鹅掌楸、 星花玉兰和紫玉

兰来说均不适宜ꎬ 细胞核悬浮液褐化比较严重ꎬ 裂

解效果特别差ꎬ 没有得到相应的流式结果ꎮ 而在

ＬＢ０１、 Ｇａｌ 和 ＷＰＢ 解离液下ꎬ ３ 种木兰科植物样

品的裂解效果存在差异(表 １ꎬ 图 １: Ｂ ~ Ｄ)ꎬ 其

中 ＬＢ０１ 和 Ｇａｌ 产生的碎片峰较明显ꎬ ＣＶ 值较高ꎬ
为 ８􀆰０％左右ꎬ 对实验结果准确性有一定的影响ꎻ
而 ＷＰＢ 制备的样品流式峰图清晰稳定ꎬ ＣＶ 值控

制在 ５􀆰０％左右ꎬ 特别是对于待测样品紫玉兰来

说ꎬ ＷＰＢ 的出峰快ꎬ ＣＶ 值低于 ３􀆰５％ꎮ 综上所述ꎬ
ＷＰＢ 最适合作为木兰科植物流式分析的解离液ꎬ
可用于后续对玉兰亚属多倍体植物基因组大小的

测定ꎮ
２􀆰 ２　 内标的筛选及适用性

ＦＣＭ 分析中待测样品与标准样品同时检测被

称为内标法ꎬ 此时的标准样品即内标 ( ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｓｔａｎｄａｒｄ)ꎬ 使用内标法能够降低样品制备以及

仪器自身引起的误差ꎬ 测定结果更加准确 [２１] ꎮ
为筛选出最适合玉兰亚属植物的内标ꎬ 本研究分
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表 １　 不同解离液处理下样品测定结果变异系数的比较
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ (ＣＶ) ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

物种
Ｓｐｅｃｉｅｓ

ＷＰＢ 解离液
ＷＰＢ ｂｕｆｆｅｒ

Ｔｒｉｓ￣ＭｇＣｌ２解离液
Ｔｒｉｓ￣ＭｇＣｌ２ ｂｕｆｆｅｒ

ＬＢ０１ 解离液
ＬＢ０１ ｂｕｆｆｅｒ

Ｇａｌ 解离液
Ｇａｌ ｂｕｆｆｅｒ

玉米 Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ. < ８.０％ < ５.０％ < ３.０％ < ５.０％
鹅掌楸 Ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎ ｃｈｉｎｅｎｓｅ (Ｈｅｍｓｌ.) Ｓａｒｇ. < ５.０％ 不适宜 < １０.０％ < １０.０％
星花玉兰 Ｍａｇｎｏｌｉａ ｓｔｅｌｌａｔａ (Ｓｉｅｂｏｌｄ ＆ Ｚｕｃｃ.) Ｍａｘｉｍ. < ５.０％ 不适宜 < ８.０％ < ８.０％
紫玉兰 Ｍａｇｎｏｌｉａ ｌｉｌｉｉｆｌｏｒａ Ｄｅｓｒ. < ３.５％ 不适宜 < ８.０％ < ８.０％
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Ａ. 玉米(Ｚ. ｍａｙｓ)ꎻ Ｂ. 鹅掌楸 ( Ｌ. ｃｈｉｎｅｎｓｅ)ꎻ Ｃ. 星花玉兰 (Ｍ. ｓｔｅｌｌａｔａ)ꎻ Ｄ. 紫玉兰 (Ｍ. ｌｉｌｉｉｆｌｏｒａ)ꎻ
Ｍｅａｎ: 相对荧光强度的均值(Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ)ꎻ ＣＶ: 变异系数(Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ)ꎮ

图 １　 ３ 种解离液条件下 ４ 种样品的峰值直方图
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｐｅａｋ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｓａｍｐｌｅｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｒｅｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

别以玉米、 鹅掌楸、 星花玉兰为待选内标ꎬ 选用

２􀆰１ 中对木兰科植物裂解效果最好的 ＷＰＢ 解离

液ꎬ 与紫玉兰样品一同上机检测ꎮ 结果表明ꎬ 玉

米和鹅掌楸分别作内标时ꎬ 峰图的 ＣＶ 值较大

(> ８％)ꎬ 杂峰多、 峰图效果较差ꎬ 故玉米和鹅掌

楸不适宜作为内部标准ꎮ 而星花玉兰与紫玉兰一起

检测时峰图区分明显ꎬ 出峰较快且稳定ꎬ ＣＶ 均值

为 ３􀆰８％左右ꎬ 说明星花玉兰更适合作为紫玉兰的

内部标准ꎮ

２􀆰 ３　 玉兰亚属 ６ 种植物核 ＤＮＡ 含量与基因组大

小的测定

本研究以二倍体植物星花玉兰为实验内标ꎬ 选

用 ＷＰＢ 解离液ꎬ 利用流式细胞仪对玉兰亚属 ６ 种

多倍体植物的 ＤＮＡ ２Ｃ￣值大小进行测定ꎬ 所得的

流式峰图如图 ２ 所示ꎮ 内标星花玉兰的峰图与待测

样品的峰图无重叠ꎬ 且 ＣＶ 值都在 ５􀆰０％以下ꎬ 证

实星花玉兰做内标测定多倍体玉兰植物 ＤＮＡ ２Ｃ￣
值的合理性和准确性ꎮ
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图 ２　 不同内标与紫玉兰的流式直方图
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Ｐ１ 为对照星花玉兰ꎻ Ｐ２ 分别为紫玉兰、 多瓣紫玉兰、 黄山玉兰、 白玉兰、 二乔玉兰和渐尖玉兰ꎮ Ｍｅａｎ: 相对荧光强度值ꎻ ＣＶ: 变异
系数ꎮ
Ｐ１ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓａｍｐｌｅꎬ Ｍ. ｓｔｅｌｌａｔａꎻ Ｐ２ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ｍ. ｌｉｌｉｉｆｌｏｒａꎬ Ｍ. ｐｏｌｙｔｅｐａｌａꎬ Ｍ. ｃｙｌｉｎｄｒｉｃａꎬ Ｍ. ｄｅｎｕｄａｔａꎬ Ｍ. × ｓｏｕｌａｎｇｅ￣
ａｎａꎬ ａｎｄ Ｍ. ａｃｕｍｉｎａｔａꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ Ｍｅａｎ: Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙꎻ ＣＶ: Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ.

图 ３　 星花玉兰与玉兰亚属 ６ 种多倍体植物的流式直方图
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｆｌｏｗ ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｍａｇｎｏｌｉａ ｓｔｅｌｌａｔａ ａｎｄ ｓｉｘ ｐｏｌｙｐｌｏｉｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｓｕｂｇｅｎ. Ｙｕｌａｎｉａ
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　 　 星花玉兰与待测样品的混合样品的测定结果

显示(图 ３)ꎬ Ｐ１ 峰为星花玉兰 ２Ｃ ＤＮＡ 含量峰ꎬ
Ｐ２ 为各种待测样品 ２Ｃ ＤＮＡ 含量峰ꎬ 通过比较

两者的倍数关系进而计算得到玉兰亚属各种样品

的细胞核 ＤＮＡ 含量(ＤＮＡ ２Ｃ￣值)ꎬ 同时倍性可

由测得的 ＤＮＡ￣２Ｃ 值与已有报道中的 Ｃｘ 值的比

值进行估测ꎮ 玉兰亚属 ６ 种多倍体植物中 ＤＮＡ
２Ｃ￣值最大的是白玉兰ꎬ 其次是二乔玉兰、 紫玉

兰、 黄山玉兰和多瓣紫玉兰ꎬ 最小的是渐尖玉

兰ꎮ ６ 个物种 Ｃｘ 值的范围为 １􀆰９６ ~ ２􀆰９２ ｐｇꎮ
在倍性水平上ꎬ 白玉兰为六倍体ꎬ 其余 ５ 种植物

均为四倍体(表 ２)ꎮ

表 ２　 玉兰亚属 ６ 种植物的流式细胞仪测定结果
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｉｘ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｓｕｂｇｅｎ. Ｙｕｌａｎｉａ ｕｓｉｎｇ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

种名
Ｓｐｅｃｉｅｓ

样品与内标峰值比
Ｐｅａｋ ｖａｌｕｅ ｒａｔｉｏ

ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｔｏ ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｓｔａｎｄａｒｄ

２Ｃ￣值
２Ｃ￣ｖａｌｕｅ
(ｐｇ)

Ｃｘ 参考值
Ｃｘ￣ｖａｌｕｅ ｏｆ

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ (ｐｇ)

倍性
Ｐｌｏｉｄｙ ｌｅｖｅｌ

Ｃｘ 值
Ｃｘ ｖａｌｕｅ
(ｐｇ)

基因组大小
Ｇｅｎｏｍｅ ｓｉｚｅ

(Ｍｂｐ)

紫玉兰
Ｍ. ｌｉｌｉｉｆｌｏｒａ ２.０７ ± ０.０１ ８.８０ ± ０.０４ ２.２３[１５]ꎬ ２.４８∗ꎬ ２.５５[１６] ２ｎ ＝ ４ｘ ２.２０ ４３０１.５７ ± ２４.０１

多瓣紫玉兰
Ｍ. ｐｏｌｙｔｅｐａｌａ １.９５ ± ０.０１ ８.３０ ± ０.０５ Ｎ ２ｎ ＝ ４ｘ ２.０８ ４０５８.７０ ± ２５.０９

黄山玉兰
Ｍ. ｃｙｌｉｎｄｒｉｃａ ２.０４ ± ０.０２ ８.６７ ± ０.１０ ２.２３[１５] ２ｎ ＝ ４ｘ ２.１７ ４２４４.５２ ± ２４.７３

白玉兰
Ｍ. ｄｅｎｕｄａｔａ ２.８９ ± ０.０３ １２.２８ ± ０.０６ ２.２１[１５] ２ｎ ＝ ６ｘ ２.０５ ５９６４.１７ ± ５６.０６

二乔玉兰
Ｍ. × ｓｏｕｌａｎｇｅａｎａ ２.７５ ± ０.０１ １１.６９ ± ０.０６ ２.３[１７]ꎬ ２.７５[１６]ꎬ ２.９９∗ ２ｎ ＝ ４ｘ ２.９２ ５７１６.４１ ± ３２.５６

渐尖玉兰
Ｍ. ａｃｕｍｉｎａｔａ １.８４ ± ０.０１ ７.８４ ± ０.０５ ２.０６[１５] ２ｎ ＝ ４ｘ １.９６ ３８３２.１３ ± ２４.６７

　 　 注: 每个样品设 ３ 次重复ꎻ 表中数据为平均值 ± 标准误ꎻ ∗代表 Ｃ 值数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｃｖａｌｕｅｓ.ｓｃｉｅｎｃｅ.ｋｅｗ.ｏｒｇ / )ꎻ Ｎ 表示尚未报道ꎮ
Ｎｏｔｅｓ: Ｔｈｒｅｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅꎻ ｄａｔａ ｉｎ ｔａｂｌｅ ａｒｅ ａｖｅｒａｇｅ ｖａｌｕｅｓ ± ＳＤꎻ ∗ ｄａｔａｂａｓｅ ｏｆ Ｃ￣ｖａｌｕｅ (ｈｔｔｐｓ: / / ｃｖａｌｕｅｓ.ｓｃｉｅｎｃｅ.

ｋｅｗ.ｏｒｇ / )ꎻ Ｎ. Ｈａｓ ｎｏｔ ｂｅｅｎ ｒｅｐｏｒｔｅｄ.

３　 讨论

３􀆰 １　 解离液与内标的优化

在细胞核悬液制备过程中ꎬ 解离液的选择至关

重要[２４]ꎮ 根据植物细胞核的复杂性ꎬ 解离液应有

利于分离出完整的细胞核ꎬ 保持细胞核在悬浮液中

的稳定性ꎬ 尽量减少某些细胞内含物对 ＤＮＡ 染色

的负面影响ꎮ 由于植物组织在结构和化学成分上的

多样性ꎬ 没有一种解离液能通用于所有物种[９]ꎮ
本研究选取了 ４ 种解离液(ＬＢ０１、 Ｇａｌｂｒａｉｔｈ、 Ｔｒｉｓ
和 ＷＰＢ)ꎬ 检测目标样品的流式峰图ꎬ 根据出峰效

果及 ＣＶ 值大小来评价各种解离液对目标样品细胞

的裂解效果ꎬ 以筛选出最适解离液ꎮ 结果表明ꎬ 以

Ｇａｌｂｒａｉｔｈ 和 ＬＢ０１ 为解离液时ꎬ ＣＶ 值均较大

(> ８％)ꎬ 与赵青等[１７] 的实验结果一致ꎻ 而 ＷＰＢ
对 ３ 种木兰科植物的裂解效果最好ꎬ 上机检测后获

得了清晰的主峰ꎬ 且 ＣＶ 值均在 ５􀆰０％以下ꎮ 以上

差异可能源于木兰科植物叶片富含多酚类物质的特

性ꎮ 研究发现ꎬ ＷＰＢ 解离液已在酚类物质丰富的

枣属(Ｚｉｚｉｐｈｕｓ) [２５]、 栎属(Ｑｕｅｒｃｕｓ) [２６] 等木本植

物组织中获得良好的裂解效果ꎮ 因此ꎬ ＷＰＢ 是用

于富含多酚类物质的木兰科植物流式检测最适解

离液ꎮ
Ｂｅｎｎｅｔｔ 等[２７]的研究强调内标的选择对 ＦＣＭ

测定结果有着同样重要的影响ꎮ Ｄｏｌｅžｅｌ 等[９] 构建

了适用于植物 ＤＮＡ 流式细胞术检测的 ８ 种标准样

品ꎬ 其中玉米的 Ｃｘ 值为 ２􀆰７ ｐｇꎻ 本研究中 ６ 种待

测玉兰亚属植物均为多倍体ꎬ 已报道的 Ｃｘ 值多为

２􀆰０ ~ ３􀆰０ ｐｇꎮ 根据内标选用的原则ꎬ 标样和待测

样 Ｃｘ 值接近而倍性水平不同时ꎬ 可用于流式细胞

术检测[２８]ꎮ 此外ꎬ 玉米为标样检测木兰科植物

ＤＮＡ Ｃ￣值已有报道[１６]ꎮ 因此ꎬ 本研究中将玉米作

为首选标样ꎮ 前人的研究表明ꎬ 一般理想的参考标

准及目标样品的染色体结构应该相似ꎬ 在一些已测
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序的模式植物也不适合用于参考标准时ꎬ 应在与待

测样品近缘的植物中选择内标[２１]ꎬ 如 Ｐａｒｒｉｓ 等[１５]

在流式测定木兰科植物 ＤＮＡ 含量时ꎬ 主要以豌豆

(Ｐｉｓｕｍ ｓａｔｉｖｕｍ ‘Ｃｔｉｒａｄ’ꎬ ２Ｃ ＝ ８􀆰７６ ｐｇ)为内

标ꎬ 但由于多倍体木兰科类群 ＤＮＡ 含量与豌豆相

近ꎬ 故选择采取弗吉尼亚木兰(Ｍ. ｖｉｒｇｉｎｉａｎａ ‘Ｊｉｍ
Ｗｉｌｓｏｎ’ꎬ ２Ｃ ＝ ３􀆰９２ ｐｇ)为二级标准进行测定ꎮ
星花玉兰和鹅掌楸与待测样品同属木兰科ꎬ 染色体

结构相似ꎬ 且 ＤＮＡ 含量与弗吉尼亚木兰相近ꎬ 满

足作为玉兰亚属多倍体植物内标的条件ꎮ 因此ꎬ 本

研究选取了玉米、 鹅掌楸、 星花玉兰 ３ 种参考标准

进行筛选ꎬ 结果显示星花玉兰为内标时ꎬ 峰图区分

明显ꎬ 出峰较快且稳定ꎬ ＣＶ 值最小ꎮ 后续的流式

检测结果也表明星花玉兰能与玉兰亚属多倍体植物

获得清晰稳定的峰图ꎮ 在测定过程中ꎬ ３ 次重复实

验测得 ＤＮＡ 峰的 ＣＶ 值始终在 ５􀆰０％以下ꎬ 保证了

本实验 ＦＣＭ 测定结果的精确性ꎮ 综上所述ꎬ 对于

玉兰亚属多倍体植物而言ꎬ 选用 ＷＰＢ 解离液

(１ ｍＬ)、 ＰＩ 为染料(５０ μＬ)ꎬ 以 １ ｃｍ２大小的星花

玉兰嫩叶为内部标准ꎬ 选择刚展开的 １􀆰５ ｃｍ２大小

的待测样ꎬ 与内标在解离液中同时切碎制备细胞核

悬浮液ꎬ 用于 ＦＣＭ 测定其 ＤＮＡ Ｃ￣值ꎬ 不失为简

单可行的操作方法ꎮ
３􀆰２　 玉兰亚属 ６种植物 Ｃ－值测定结果评估

国内外对木兰科植物的细胞学研究主要集中在

核型分析上ꎬ 其倍性水平大多已知ꎮ 玉兰属类群中

种间存在丰富的染色体倍性差异ꎬ 包括二倍体

(２ｎ ＝ ２ｘ ＝ ３８)、 四倍体(２ｎ ＝ ４ｘ ＝ ７６)、 六倍

体(２ｎ ＝ ６ｘ ＝ １１４)等ꎬ 大多数种类为多倍体[２９]ꎮ
已有研究发现ꎬ 玉兰属中的白玉兰 (２ｎ ＝ ７６ꎬ
１１４)、 紫玉兰(２ｎ ＝ ７６ꎬ ９５)、 二乔木兰 (２ｎ ＝
７６ꎬ １１４)、 黄山玉兰 (２ｎ ＝ ７６)、 多瓣紫玉兰

(２ｎ ＝ ７６)和渐尖玉兰(２ｎ ＝ ７６)均为多倍体[３０]ꎮ
本研究中ꎬ ６ 种玉兰测得倍性水平与前期研究结果

相符ꎬ 除白玉兰为六倍体外ꎬ 其余 ５ 种均为四

倍体ꎮ
本研究测定的 Ｃｘ 值与已有文献报道的数据相

比具有一定的差异ꎮ Ｐａｒｒｉｓ 等[１５] 的研究发现ꎬ 黄

山玉兰的 Ｃｘ 值为 ２􀆰２３ ｐｇꎻ 白玉兰的 Ｃｘ 值为

２􀆰２１ ｐｇꎻ 渐尖玉兰的 Ｃｘ 值为 ２􀆰０６ ｐｇꎻ 而本研究

的测定结果偏小ꎬ 分别为 ２􀆰１７、 ２􀆰０５ 和 １􀆰９６ ｐｇꎮ
紫玉兰和二乔玉兰的 Ｃｘ 值与已有文献或英国皇家

植物园邱园 Ｃ￣值库的结果接近ꎬ 这也验证了优化

后的流式体系的准确性ꎮ 研究表明ꎬ 在一些物种内

不同种群或个体 ＤＮＡ 的 Ｃ￣值也会存在一定差异ꎬ
原因可能是受外界环境因素(如土壤营养状况、 海

拔因素)的影响ꎬ 如 Ｈｉｄａｌｇｏ 等[１０]采用流式细胞术

对不同生长条件下的 １９ 个类群进行基因组大小评

估ꎬ 结果显示与野生个体相比ꎬ 盆栽植物的 Ｃｘ 值

降低了 ８􀆰４８％ꎮ Ｂａｎｃｈｅｖａ 等[３１] 发现广义矢车菊

属(Ｃｅｎｔａｕｒｅａ ｓ􀆰 ｌ.)植物的 Ｃｘ 值与海拔高度存在

正相关关系ꎮ 此外ꎬ 也可能是由于不同个体内部的

基因组重复或加倍、 ＤＮＡ 丢失、 转座子扩张的影

响导致[１１]ꎮ 目前ꎬ 关于玉兰亚属植物 Ｃ￣值的研究

还很少ꎬ 有关该属 Ｃ￣值变异的规律和影响因素还

需要进一步深究ꎮ

致谢: 感谢西安植物园王亚玲研究员和南京中山植物
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