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植物细胞有丝分裂实验条件优化
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　　摘　要:结合生物学实验教学 ,对植物细胞有丝分裂实验的取材 、预处理条件 、染料以及染色

方法选择进行了比较研究。结果表明:选用洋葱根尖作为试材;材料预处理选用 4℃低温预处理

24 ～ 36 h;选择 Schiff试剂作为染料;用 Fuelgen染色法染色为观察植物细胞有丝分裂实验最优化

的条件。
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　　植物细胞有丝分裂实验是生物学实验教学的一个

重要内容。目前在对材料选择 、预处理条件 、染料及染

色方法选择上进行了研究报道。没有对整个实验条件

的系统研究报道 ,现结合实验教学 ,选最常用的洋葱 、大

蒜为材料 ,对试验取材 、预处理条件 、染料以及染色方法

的选择进行了系统的研究 ,为生物学实验教学提供

参考。

1　材料与方法
1.1　试验材料

洋葱和大蒜鳞茎从市场购买。

1.2　试验方法

1.2.1　洋葱和大蒜根尖的培养　取新鲜大蒜和洋葱的

鳞茎 ,剥去外层干枯的鳞片 ,切去残余老根。大蒜按瓣

取材 ,洋葱则按鳞茎取材。按照水培法生根 ,将材料分

别放在装有清水的烧杯上(杯中清水刚好浸到鳞茎盘为

宜),置25℃的培养箱中培养 ,每天上午 8:00左右换水 1

次 , 4 d左右即能生出2 ～ 3 cm长的幼根。

1.2.2　洋葱和大蒜根尖的预处理　选用目前效果最佳

的秋水仙素处理和低温处理。秋水仙素处理:用0.05%、

0.1%、0.2%的秋水仙素溶液于室温下处理离体洋葱和

大蒜根尖数小时 ,再置于卡诺固定液中固定0.5 h , 放入

70%的酒精中 ,置于 4℃的冰箱保存备用。低温处理:

将离体洋葱和大蒜根尖置于蒸馏水中 ,放在 4℃冰箱内

处理数小时 ,再置于卡诺固定液中固定0.5 h ,放入 70%

的酒精中 ,置于 4℃的冰箱保存备用。对照离体的洋葱

和大蒜根尖不作任何处理 ,直接置于卡诺固定液中固定

0.5 h ,放入70%的酒精中 ,置于 4℃的冰箱保存数小时

备用。

1.2.3　染料及染色法的选择　用Schiff试剂和改良碱

性品红作为染料;选择 Fuelgen染色法对 2种染料染色

效果进行比较。参考文献[ 1]方法。从 70%乙醇中取

出根尖 3 ～ 5条 ,用蒸馏水冲洗 2次;放入 2 mL 离心管 ,

加 1.4 mL 左右的 1 mol/L HCl在 60℃的水浴锅中水

解(洋葱水解8 ～ 10 min ,大蒜 6 ～ 8 min);取出后再用蒸

馏水冲洗 2～ 3次 ,洗去残留在根尖上的 HCl解析液;置

载玻片并滴加Schiff试剂染色 15 ～ 20 min;用亚硫酸漂

洗液漂洗 3次(每次 1 min),再水洗1次;最后按常规方

法压片 ,显微镜下观察 、拍照。统计有丝分裂时期的细

胞数目 ,计算有丝分裂指数(有丝分裂指数=视野中有

丝分裂的 细胞数目/视野中观 察到的 细胞总

数目×100%)。

2　结果与分析
2.1　染色效果对比

染色效果的对比见图 1。

2.2　试验材料对试验效果的影响

从图 1可看出 ,洋葱染色体比大蒜粗 ,染色后在显

微镜下容易观察 ,洋葱根尖比大蒜根尖肥大、笔直 ,易于

操作 ,在压片时把根尖撕开两半很容易压成单细胞层。

大蒜虽然比洋葱生根率高 ,但实验过程中较洋葱不易操

作 ,市场上现价洋葱 3元/kg ,大蒜 9元/kg ,从经济角度

来看 ,大蒜的实验成本不比洋葱低。用小麦 、蚕豆做试

材效果更差。因此 ,洋葱是该实验的最佳选择。

2.3　染料对实验效果的影响

孚尔根染色法自发明以来的 60余年里 ,在世界范

围内被公认为是最好的鉴定核酸 DNA 的细胞化学方

法。Feulgen染色显示 DNA 的特异性在于 DNA 键可

被酸水解断开暴露出醛基 ,醛基的还原作用与 Schiff试

剂中失去颜色的无色品红结合形成醌型结构(紫红色化
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图 1　2 种染料对洋葱 、大蒜染色效果显微图

合物)
[ 1-2]

。孚尔根染色法的优点是通常只对细胞核和

染色体着色 ,染色均匀一致 ,染色体与其背景形成的反

差较大 ,易于观察细胞的有丝分裂 ,比较适合显微摄影。

缺点:(1)染色体经过染色后 ,由于染色时间较长 ,Schiff

试剂中所含的盐酸往往使其过度软化 ,所以在压片时应

注意力度。(2)水解条件要严格控制 , 温度应在

(60±1)℃范围内 ,因为温度过高或时间过长会造成水

解浓度 、糖和醛基间的键破坏过大 ,醛基流失到水解液

中 ,则染色体不均匀 ,着色稍深 ,而细胞质着色或者出现

大小不等的红色小粒;反之 ,染色体着色浅淡 ,细胞质中

可能有其它醛基存在 ,而呈现扩散的颜色。只有水解合

适 ,才能使染色体着色较深 ,而细胞质浅着色或不显示

任何颜色。改良碱性品红染色颜色暗 ,观察不清晰 ,特

别是对染色体较小的植物在有丝分裂间期显微摄像效

果不理想。而其它染液如:龙胆紫染液 ,苏木精染液 ,卡

宝品红染液 ,醋酸洋红染液其染色时间较长 ,过程较

复杂
[ 3]
。

2.4　实验材料的预处理对实验效果的影响

在实验中 ,观察染色体形态和统计染色体数目需要

较多的中期分裂相细胞 ,因此必须对植物材料进行预处

理。预处理可以改变细胞质的粘度 ,使染色体适度缩

短 ,并有利于分散 ,促进细胞有丝分裂
[ 4]
。低温预处理

和化学药剂预处理是常用的 2种预处理方法 ,该实验就

最常用的秋水仙素处理和低温处理进行综合比较 ,对

2006级生物专业学生实验课程教学的实验数据进行统

计 ,共 179人 ,分成2大组 ,分别观察 2种材料用秋水仙

素和低温 2种预处理的细胞有丝分裂状况 ,统计有丝分

裂指数 ,以得出最佳预处理方案。

秋水仙素预处理 ,秋水仙素(Colchicine)是一种生物

碱 ,因最初从百合科植物秋水仙(Colchicum autumnale)

中提取出来 ,故名秋水仙素 ,分子式 C22H25O6N。味苦 ,

有毒。在农业领域 ,秋水仙素常用于多倍体诱变育种。

秋水仙素能抑制微管的组装 ,使已有的微管解聚 ,从而

阻止纺锤体的形成或破坏已形成的纺锤体 ,使细胞的染

色体加倍而不分离。当细胞进行分裂时 ,一方面能使染

色体的着丝点延迟分裂 ,于是已复制的染色体 3条单体

分离 ,而着丝点仍连在一起 ,形成“X”形染色体图象(称

为 C-有丝分裂 ,即秋水仙效应有丝分裂)。秋水仙素作

为预处理剂 ,其主要作用有二方面:其一是抑制微管蛋

白组装成纺锤丝 ,但并不抑制前期的细胞分裂 ,因此凡

进入中期的染色体均被阻而不能进入分裂后期 ,这样便

可以积累大量处于分裂中期的染色体;其二是它可以使

染色体缩短变直 ,便于染色体分散和计数[ 5] 。用0.05%、

0.1%、0.2%的秋水仙素处理后 ,洋葱根尖有丝分裂指

数明显高于对照组 ,说明这几种浓度的秋水仙素对细胞

进入分裂期有明显的促进作用。但随着处理时间的增

长 ,可以看到秋水仙素对有丝分裂有抑制作用 ,甚至使

细胞分裂完全停止。秋水仙素在洋葱细胞分裂中期的

时候 ,由于破坏了细胞中微管的组装 ,阻止了纺锤体的

正常形成。秋水仙素使细胞在分裂中期滞留 ,而间期的

细胞继续进入分裂期 ,从而使细胞分裂指数增加[ 6] 。随

着处理时间的延长 ,洋葱根尖细胞的分裂指数又不断下

降 ,说明滞留在分裂中期的细胞继续分裂 ,进入间期 ,在

间期由于受到秋水仙素的抑制而使细胞难以再进入正

常的分裂期。0.2%浓度的秋水仙素的细胞分裂指数比

对照组的低 ,说明该浓度的秋水仙素对洋葱根尖有较高

的毒害作用 ,从而抑制了细胞的有丝分裂。黄永莲等对

秋水仙素处理洋葱的最佳时间进行了研究 ,研究表明 ,

处理 12 h洋葱根尖细胞有丝分裂指数最高[ 7] 。该研究

直接处理 12 h ,对处理时间不再研究。对 90人用不同

浓度秋水仙素预处理 12 h的数据进行统计 ,计算有丝分

裂平均分裂指数 ,见表 1。结果表明 ,不同浓度的秋水仙

素对洋葱和大蒜根尖细胞有丝分裂指数的影响 ,在试验

的 3个浓度组(0.05%,0.1%和 0.2%)中 , 以 0.05%的

秋水仙素为最佳浓度 ,处理洋葱和大蒜根尖 12 h ,有丝

分裂指数达到最高 ,为对照的 4倍左右 ,随浓度升高或

随处理时间延长 ,有丝分裂指数均呈现下降趋势 ,见

图 2。

图 2　秋水仙素处理对有丝分裂指数的影响
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低温预处理 ,常用的观察有丝分裂的材料对微管

的装配对温度十分敏感 ,通常在4℃的低温下发生解离 ,

解聚为二聚体 ,从而使染色体不能向两极移动。造成有

丝分裂过程停留在中期 ,并积累大量的中期分裂细

胞[ 8] ,因此 ,低温预处理是植物细胞染色体制片的一种

处理方法。对 89名学生试验结果进行统计 ,计算出细

胞有丝分裂平均指数 ,见表 2。

　　由图 3可知 ,低温处理也能够极显著地提高洋葱根

尖有丝分裂指数。与对照相比 ,12 h低温预处理与对照

的差异不大 ,随着预处理时间的延长 ,24 ～ 36 h 预处理

的有丝分裂指数达到高峰值段 ,均极显著高于对照 ,平

均每个视野中可以观察的分裂细胞为 11%左右 ,是对照

的3 ～ 4倍 ,随着预处理时间的延长 ,有丝分裂指数呈下

降趋势。说明这 2种材料在 4℃低温预处理 24 ～ 36 h

都能极显著提高有丝分裂指数。

　　表 1　　经秋水仙素处理平均每个视野

　　中有丝分裂指数
材料 秋水仙素浓度/ % 平均有丝分裂指数/ %

对照 0.0 5.33

洋葱 0.05 19.89

0.1 13.73

0.2 2.21

对照 0.0 4.32

大蒜 0.05 17.70

0.1 11.23

0.2 5.62

　　表 2 经低温处理平均每个视野中有

丝分裂指数(倍10×40倍视野)
材料 4℃处理时间/ h 平均有丝分裂指数/ %

洋葱 12 8.76

24 18.96

36 17.15

48 2.10

对照 0 5.56

大蒜 12 7.55

24 18.28

36 15.21

48 1.93

对照 0 5.02

图 3　低温处理对有丝分裂指数的影响

　　把以上 2种方法进行对比:秋水仙素处理 ,对环境

污染大。如果采用将洋葱带根一起放入不同浓度的秋

水仙素溶液浸泡处理 ,秋水仙素能充分发挥作用 ,但因

为秋水仙素为剧毒药品 ,用量不能太多 ,既不环保 、也不

经济。该实验采用将根部剪下放入秋水仙素溶液中处

理 ,虽然比不离体少用试剂 ,但由于本科学生人数多 ,也

存在对环境污染的问题 ,故也不是最好的办法。低温处

理既能够极显著地提高洋葱根尖有丝分裂指数 ,又经

济 、环保。虽然比用秋水仙素预处理效果稍微差一点 ,

但差别不大 ,只是预处理时间较长 ,从学生实验考虑 ,这

部分准备工作可由实验技术人员完成 ,不影响学生实验

课时。从经济成本、环境污染和毒副作用来说 ,低温处

理比秋水仙素处理更适合学生实验。其它预处理剂 ,如

羟基喹啉 ,对二氯苯等均没有低温处理经济 、环保。综

合考虑 ,低温处理是目前观察细胞有丝分裂最有效的方

法之一 ,是大批量学生实验的最佳方法。

另外 ,根尖剪下的时间对实验效果也有影响。植物

细胞有丝分裂活动是有节律性的 ,受生物钟的制约 ,根

尖细胞有丝分裂 24 h内细胞分裂的旺盛期不同
[ 9]
。细

胞分裂活动最旺盛的时间是上午 9:00 ～ 11:00 ,几乎所

有细胞都处于分裂状态 ,其中前期和中期的分裂相个数

较多。在不同时间剪下根尖制作装片 ,实验的效果不一

样。在做植物细胞有丝分裂实验时 ,为提高成功率 ,应

在植物细胞有丝分裂活动的旺盛期剪取根尖材料 ,剪下

的根尖的时间在上午 9:00 ～ 11:00时实验效果最好。

3　结论
观察植物细胞有丝分裂实验优化的条件是 ,选用洋

葱根尖作为试材 ,上午 9:00～ 11:00剪到根 ,材料预处理

选用 4℃低温预处理 24 ～ 36 h;选择Schif f试剂作为染

料;用Fuelgen染色法染色。
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Optimizing Experiment Conditions for Plant Cell Mitosis
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Abstract:The presented article performs a comparison study on the selection of experimental material , the preprocessing

condition , the selection of dye , and the selection of dyeing method in the of plant cell mitosis.The results show ed that

when onion root-tip was selected as the experimental material and preprocessed in 4℃ for 24 ～ 36 h , Schiff reagent as

the dye , and using Fuelgen dyeing method , the optimal experiment condition for observing the plant cell mitosis was ob-

tained.
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`南月'蓝浆果实生优株组培苗瓶外生根研究

邓桂秀 , 宋 鹏飞 , 姜燕琴 , 於 　虹
(中国科学院植物研究所,江苏 南京 210014)

　　摘　要:以南方高丛蓝浆果(V.corymbosum hybrids)品种`南月' (Southmoon)实生优株 A7 、

A18 、A47、A119和A167增殖培养若干代的组培苗为试材 ,研究了不同优株组培苗的生根能力以

及扦插基质 、IBA浓度对组培苗瓶外生根的影响。结果表明:A18的生根率最高 ,为92.2%,A167

的生根率最低 ,为83.6%;以苔藓为扦插基质时 ,组培苗的生根率较高 ,均达到88%以上;而在泥

炭+珍珠岩(v∶v=1∶1)基质上生根苗的长势最好;当 IBA浓度为 1 000和 2 000 mg/ L ,组培苗

的生根率和生根苗的长势较 IBA浓度为3 000 mg/L好。
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　　良种繁育是品种选育工作的组成部分。在蓝浆果

实生选育中 ,采用组织培养技术对优选单株进行扩繁 ,

可扩大优选单株群体 ,加快其评价步伐。组培苗的生根

培养是组织培养的一个重要部分 ,也是衔接实验室操作

与田间栽培管理工作的关键环节。蓝浆果组培苗的瓶

内生根速度较慢 ,一般需 30 ～ 60 d ,有的品种甚至长达

90 d[ 1-2] 。此外 ,瓶内生根苗比较幼嫩 ,脆性大 ,从培养瓶

取苗到移栽的过程中容易损伤茎、叶柄和根系 ,影响移

栽成活率[ 3] 。采用瓶外生根技术可将组培苗生根培养

与生根苗移栽驯化结合起来 ,简化了程序和操作方法 ,

缩短了生根时间 ,可起到降低成本和提高工作效率的作

用[ 3-5] 。蓝浆果组培苗瓶外生根的研究主要集中在 IBA

浓度和基质2个方面 ,二者对组培苗的生根率和生根苗

的生长状况均有一定的影响[ 4-6] 。

现以南方高丛蓝浆果(V.corymbosum hybrids)品

种`南月' (Southmoon)5个实生优株增殖培养若干代的

组培苗为材料 ,研究了不同优株组培苗的生根能力以及

扦插基质和 IBA浓度对 A18 、A47 、A119组培苗瓶外生

根的影响 ,旨在为实生优株组培苗的瓶外生根提供生产

指导。

1　材料与方法
1.1　试验材料

南方高丛蓝浆果`南月' 实生优株 A7 、A18、A47、

A119和 A167增殖培养若干代的组培苗。

1.2　试验方法
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