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辣椒根尖细胞微核制片方法的探讨
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　　摘　要:为了建立辣椒根尖微核技术 ,对辣椒种子萌发条件和辣椒根尖解离时间等环节进行

了探索。结果表明:52℃和室温浸泡利于辣椒种子萌发 ,可以得到状态良好的根尖材料;在60℃

1N HCl中解离7 min ,细胞分散和染色效果较好;利用辣椒根尖细胞可以获得理想的微核制片。
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　　微核是指位于细胞中独立于主核的核小体 ,是染色

体受到致畸物质损伤后 ,发生断裂 ,在细胞分裂后期残

留在细胞质中的一些无着丝粒断片 ,脱离主核而形成

的。其直径为主核的 1/3或更小 ,形态为圆形或椭圆

形 ,嗜色性与主核一致[ 1-2] 。微核千分率可以作为检测

某些物质是否是致畸或致癌剂 ,以及致畸性强弱的指

标
[ 3]

。在国内外已广泛应用于环境诱变和致癌因子的

监测和研究
[ 4]

,在育种上也被用于辐射和航天诱变的效

果评价
[ 5-6]

。

20世纪70年代初 Matter和 Schmid等在研究人类

和哺乳动物细胞损伤时 ,初步建立了间期细胞的微核测

定技术。1978年马德修先生以美国产紫露草(Trades-

cant ia paludosa)为材料 ,通过花粉母细胞四分体微核数

量作为测定环境污染技术 ,取得了良好效果。1980年

Degrassi和 Rizzoni建立了蚕豆次生根尖微核监测系

统[ 7] 。1982年 Degrassi提出利用微核千分率技术作为

诱变剂的监测系统。此后越来越多的人采用各种植物

微核技术进行不同领域的监测研究[ 8-9] 。但关于辣椒微

核技术还未见报道。

该试验对辣椒根尖微核制片技术进行了系统研究 ,

对材料培养 、取材 、固定 、解离 、染色 、压片等环节进行了

探索 ,对制片中存在的问题和解决办法进行了分析。

1　材料与方法
1.1　试验材料

“宇椒一号” ,由黑龙江省农业科学院园艺研究所

提供。

1.2　试验方法

1.2.1　种子萌发　设计了 3种试验方法进行种子萌发

试验(见试验结果部分)。

1.2.2　取材与固定　辣椒种子萌发后 ,待根尖长到 1 ～

2 cm 左右时 ,剪根并将其放入卡诺固定液(V 酒精∶V

冰醋酸=3∶1)中固定 24 ～ 48 h。之后放入 70%的酒精

中低温保存。

1.2.3　解离与染色　固定后的材料用蒸馏水充分漂洗
后 ,用滤纸吸干 ,放入 1N HCl中在 60℃恒温条件下解

离。设置了不同的时间梯度 ,分别为 1 、4 、7、10 、14 min ,

比较不同的解离时间的效果。解离后的材料用蒸馏水

充分漂洗 ,用滤纸吸干。然后用希夫试剂进行染色。

1.2.4　压片与镜检　将染色后的材料置于载玻片上 ,切

去根冠 ,切取少量分生组织滴加适量 45%醋酸 ,盖上盖

玻片 ,在盖片的一角压 1个刀片 ,并用左手食指压紧 ,右

手持竹签用尖头部分轻轻敲击盖片 ,使细胞散开 ,最后

在盖片上加滤纸 ,用大拇指压紧使染色体散布于同一平

面。片子制好后 ,先在 10 倍显微镜下找到视野 ,换

40倍显微镜下观察计数。将好的片子在液氮中冻片

10 min ,截掉盖片 ,气干 ,中性树胶封片。由于辣椒细胞

核较小 ,需要在100倍油镜下拍照。即先在低倍显微镜

下找到视野 ,再在高倍显微镜下观察 ,在需要拍照制片
部位滴上香柏油 ,放下100倍油镜镜头 ,旋转微调螺钮至

清晰为止即可拍照。

2　结果与讨论
2.1　辣椒种子的萌发

设计了 3种方法进行辣椒种子的萌发试验。方法

1:将辣椒种子播于铺有双层滤纸的培养皿中 ,保持培养
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皿内滤纸湿润 ,30℃恒温条件萌发。方法 2:将辣椒种子

先用52℃温水浸泡 48 h后放入铺有双层滤纸的培养皿

中 ,保持培养皿内滤纸湿润 ,置 30℃恒温条件下萌发。

方法3:将辣椒种子先用52℃温水浸泡 ,冷却至室温浸泡

种子24 h ,将种子用纱布轻轻搓洗 ,再用 52℃温水浸泡 ,

冷却至室温浸泡种子 24 h后轻轻搓洗 ,放入铺有双层潮

湿滤纸的培养皿中 ,置30℃恒温条件下萌发。

每天用温水洗涤 1次 ,以利发芽。7 d后对辣椒种

子发芽率进行了统计。结果表明 ,辣椒种子萌发的条件

不同 ,其发芽率有一定的变化 ,其中方法 1的发芽率为

25%,方法2的发芽率为 30%,方法3的发芽率为 99%。

因此第3种方法比较适合辣椒种子萌发。

辣椒种子一般有 2 ～ 3个月的休眠期 ,高温烫种的

目的是利用水的高温热力 ,杀死种子表面和潜伏在种子

内部的病菌 ,也是打破种子休眠 ,增加种子活力的重要

手段。浸种时温度不宜过高 ,用 52℃水烫种 ,随着水温

自然下降。浸种时间不宜过长 ,浸泡过程中要适当搓洗

种子 ,以除去辣椒种皮上的粘液和油脂 ,增加渗透性。

把浸好的种子置 30℃恒温催芽 ,催芽时要经常翻动种

子 ,每天用温水洗净粘液 ,否则会影响种子透气性 ,使种

子缺氧死亡
[ 10]

。方法 1辣椒种子的发芽率之所以低是

因为没有经过高温烫种就直接恒温催芽 ,没能打破种子

的休眠 ,故发芽率低。方法 2虽然经过高温烫种 ,但是

浸泡时间太长 ,不利发芽。方法 3经过高温烫种过程打

破了种子的休眠同时浸泡时间又短 ,因此能够更有效的

提高种子的发芽率。

2.2　辣椒根尖细胞的解离

解离的目的是为了去除细胞间的果胶层并使细胞

壁软化 ,使细胞易于分散压平。解离时间的不同会导致

染色结果的不同和细胞分散程度的不同。

该研究设置了不同的时间梯度 ,分别为 1 、4 、7 、10、

14 min ,以摸索最佳解离时间。解离后的材料用蒸馏水

充分漂洗 ,将材料中的残余盐酸彻底洗净 ,经希夫试剂

染色后 ,比较解离效果。观察效果以差(-)、尚可(+)、

较好(++)和很好(+++)表示。每个处理做 10张

片子 ,每张片子观察 5个视野。

如表1所示 ,当解离时间为 1 min时 ,细胞不分散 ,

细胞核几乎不着色;当解离时间为 4 min时 ,虽然细胞核

有一定程度的着色 ,但细胞分散不好;当解离时间超过

10 min时 ,尽管细胞分散情况较好 ,但染色效果欠佳。

当解离时间为7 min时 ,细胞的分散程度和细胞核的染

色情况均为最佳状态。这是因为细胞中的 DNA在 1N

HC1 60℃水解作用以后 ,核酸中的嘌呤碱很快完全被除

掉 ,使脱氧核糖中潜在的醛基获得自由状态。水解后 ,

组织要经水洗再移至希夫(Schiff)试剂中 ,希夫试剂中即

同露出来的醛基发生反应 ,呈现紫红色。水解的时间很

重要 ,因为核酸的水解有 2个过程 ,第 1 ,嘌呤碱很快被

除掉 ,脱氧核糖中潜在的醛基显露出来 ,第 2 ,组蛋白和

核酸愈来愈多地被除掉。在短时间的水解作用以后 ,第

1个过程占优势 ,这时候用希夫试剂染色 ,染色体的染色

作用最强。随着水解作用的继续进行 ,第2个过程逐渐

变成优势 ,因此水解液中的希夫反应增强 ,而染色体中

的希夫应减弱。最后 ,第2个过程超过第1过程时 ,染色

体也随之停止反应。因此解离时间过长或者过短染色

效果不佳。

利用该研究的试验条件 ,对航天诱变的辣椒材料进

行了微核检测 ,得到了很好的效果(图1)。

　　表1　解离时间对辣椒根尖微核制片效果的影响
管号 温度/ ℃ 时间/ t 细胞分散 染色效果

1 60 1 - -

2 60 4 - +

3 60 7 ++ ++

4 60 10 ++ +

5 60 15 +++ -

图 1　航天诱变辣椒根尖细胞的微核

3　结论
建立了辣椒根尖微核制片方法。具体操作步骤为:

(1)将辣椒种子先用52℃温水浸泡 ,冷却至室温浸泡种

子24 h ,将种子用纱布轻轻搓洗 ,再用52℃温水浸泡 ,冷

却至室温浸泡种子 24 h后轻轻搓洗 ,放入铺有双层潮湿

滤纸的培养皿中。置 30℃恒温条件下萌发。每天用温

水洗涤1次 ,以利发芽。(2)待根长到 1 ～ 2 cm时 ,取根

尖 ,在蒸馏水充分漂洗后放入卡诺固定液中固定24 ～ 48

h。(3)固定好的材料用蒸馏水清洗 10 min ,滤纸吸干覆

水 ,放入 1N HCl中60℃水浴解离 7 min ,自来水清洗10

min。(4)将清洗后的材料放入希夫试剂中染色。(5)取

适量材料用 45%冰醋酸压片 ,显微镜下观察。
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AMethod for Micronucleus Preparation Using Pepper Root Tips
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Abstract:In order to establish micronucleus technology of pepper root tips , the germination conditions of pepper seeds

and the dissociation time of pepper roots were investigated.The results showed that 52℃t reatment and soaked at room

temperature were beneficial for germination of pepper seeds , the root tip material in good condition may be acquired;Cell

dispersion and dyeing was better when dissociating pepper root tips 7 min at 60℃with 1N HCl;Using pepper root tips

can get ideal micronucleus preparation.

Key words:pepper;micronucleus;seed germination;dissociation
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生长及 POD同工酶特性研究
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　　摘　要:运用X射线对东方百合“索邦”离体不定芽进行急性辐照 ,并对辐照后的百合不定芽

继代材料的生长及过氧化物(POD)同工酶酶谱进行分析。结果表明:1.76 Gy 剂量处理东方百合

芽高增量较对照显著增大 ,不定芽增殖无显著性变化 ,其它剂量处理相关生长指标与对照无显著

性差异。POD同工酶酶谱分析发现 ,1.76 Gy 剂量处理与对照相似系数较小 ,POD同工酶与对照

的差异最大。

关键词:X射线;急性辐照;东方百合;POD
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　　百合以其极高的观赏价值及食品药用价值近年来

越来越受到人们的广泛关注。我国野生百合资源丰富

占世界的一半 ,而我国观赏用百合栽培生产中使用的种

球 ,多数来源于国外进口 ,因此百合育种有非常好的市

场前景及社会效益。百合育种手段较多 ,有杂交育种 、

分子育种、原生质体融合育种 、诱变育种等
[ 1-3]

。辐射诱

变育种作为较新的育种方法 ,具有简单 、方便 、易行、突

变率高特点 ,一般可达千分之几 ,有时可达1/30 ,比自然

突变率高出几百倍甚至上千倍 ,容易引起花卉形态结构

和相关酶特性多方面的变异[ 4] 。目前国内外关于百合
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