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摘    要：【目的】 基于流式细胞术初步探索测定朱砂根基因组大小的方法和流程，为朱砂根基因组文库的建立、基

因组全序列测定及其基因组学研究等工作的开展提供基础数据。【方法】  以 24份朱砂根（Ardisia crenata）种质资

源为供试材料，包括 22个人工选育品种和 2个野生种质资源，并以番茄（Lycopersicon esculentum）作为内参样本，

利 用 流 式 细 胞 术 对 朱 砂 根 基 因 组 大 小 进 行 测 定 。 【 结 果 】  24份 朱 砂 根 基 因 组 大 小 （C 值 ）为 1.77～

2.41 Gb，平均大小 1.87 Gb；其中玛瑙红（Z-17）、霞珠（Z-20）、珠塔（Z-22） C 值最小，均为 1.77 Gb，赤丹 C 最大，为

2.41Gb，部分品种间基因组大小存在一定程度的差异。【结论】 首次测定朱砂根种质资源的基因组大小，其研究结

果可为朱砂根基因组文库的建立、基因组全序列测定及其基因组学研究等工作的开展提供基础数据。
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Abstract: 【Objective】  Genome  sizes  of  the  economically,  medicinally,  and  ornamentally  valuable Ardisia  crenata  were

determined  using  flow  cytometry. 【Methods】    Genome  sizes  of  22  selectively  bred  cultivars  and  two  wild  A.  crenata

germplasms, along with Lycopersicon esculentum as internal reference, were determined by flow cytometry. 【Results】 The

sizes  ranged from 1.77 Gb to  2.41 Gb averaging 1.87 Gb with  the  smallest  C-value  of  1.77 Gb found on Agate  Red (Z-17),

Kasumi Pearl (Z-20), and Zhu Ta (Z-22), while the largest of 2.41 Gb on Chidan. Variations existed among the germplasms.

【Conclusion】    For  the  first  time,  the  genome  sizes  of  various  A.  crenata  were  determined  to  be  available  for  library

construction and genomics studies on the valuable natural resource.
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 0    引言

【研究意义】基因组作为特定生物全部染色体

的遗传物质的总和，能反映物种全部和特定的遗传

信息[1]，其大小（C 值）指单倍体细胞中全套染色体

的 DNA总量，基因组大小的度量一般以重量计算，
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以质量 （Picogram，pg）或碱基对数目（Million base
pair，Mb）为单位，1 pg约等于 978 Mb[2−3]。C 值的

测定不但能估测物种的 DNA含量，还能为目标物种

后续基因组测序、基因组学及进化生物学研究提供

数据参考，除此之外也是生物学家进行物种分类和

种群进化的重要依据 [4−6]。朱砂根（A. crenata）隶属

紫金牛科（Myrsinaceae）紫金牛属（Ardisia），是一

种兼具药用和观赏价值的重要经济植物，朱砂根在

分子生物学和基因组学层面的相关研究则刚刚起

步，通过测定朱砂根种质资源的基因组大小，对后

续开展朱砂根基因组学及其他相关研究具有重要意

义。【前人研究进展】目前，植物 DNA C 值数据库

（Plant DNA C-values Database；https://cvalues.science.
kew.org/）的数据，已收录了 12 273个物种的 C 值数

据，其中包括 10 770种被子植物。近年来朱砂根植

物研究内容主要集中于药用价值[7−8]、栽培繁殖[9−11]、

生理生化 [12−13] 以及遗传多样性 [14−15] 等方面，目前朱

砂根在分子生物学和基因组学层面的研究主要集中

在叶绿体基因组和特定功能基因等领域，例如刘雄

伟等 [16] 通过对朱砂根和其变种红凉伞的叶绿体全基

因组进行测序，解析两者的叶绿体基因组特征及差

异，从而确定朱砂根在紫金牛属系统发育位置；刘

畅等[17] 通过对朱砂根 AcGGPPS基因进行克隆测序研

究了其生物学特性，为今后该基因功能的研究奠定

基础，杨君 [18] 通过转录组测序，对朱砂根三萜皂苷

合成的相关基因进行差异分析，发现了 93个差异表

达基因直接影响朱砂根三萜皂苷含量。【本研究切

入点】有关朱砂根基因组大小测定方面的研究鲜见

报道，一定程度上限制了朱砂根分子生物学及基因

组学等研究领域进一步进展。【拟解决的关键问题】

本研究以番茄（Lycopersicon esculentum）为内标，建

立基于流式细胞术测定朱砂根基因组大小的测定方

法和流程，估算 24份朱砂根资源的基因组大小，以

期为今后朱砂根基因组文库的建立、基因组全序列

测定及其基因组学研究等工作的开展提供基础数据。

 1    材料与方法

 1.1    试验材料

24份朱砂根材料见（表 1），其中 22份朱砂根

是通过自然变异并经过多年人工选育，最终形成表

型性状稳定遗传的栽培品种，6个获得新品种权，

16个实地审查；而 2份野生朱砂根种质由课题组骆

亮等从武夷山收集并种植于福建农林大学森林兰苑

苗圃。内参样本来自中国科学院昆明植物研究所，

选取番茄种子萌发后 1月的嫩叶作为试验材料。

24份朱砂根试验材料的嫩叶取自福建农林大学苗圃

中心，在中国西南野生生物种质资源库分子生物学

实验平台对样品进行流式细胞仪检测。

 1.2    试验方法

 1.2.1   细胞悬浮液制备　  解离液的选择对于试验结

果的准确性至关重要。本试验解离液选择的是

mGb[45 mmol·L−1 MgCl2·6H2O，20 mmol·L−1 MOPS，30

mmol·L−1 柠 檬 酸 钠 ， 1%（m/V）PVP-40， 0.2%（V/
V）TritonX-100，10 mmol·L−1 Na2EDTA，20 μL·mL−1

β-巯基乙醇，pH 7.5[19]。
 

表 1    24 份朱砂根供试材料采样信息

Table 1    Sampling of 24 A. crenata germplasms

编号

No.
种质名称

Germplasm name
种质类别

Germplasm type
编号

No.
种质名称

Germplasm name
种质类别

Germplasm type

Z-01 赤丹 Chi Dan 栽培品种 Cultivated variety Z-13 福株 Fu Zhu 栽培品种 Cultivated variety

Z-02 锦绣 Jin Xiu 栽培品种 Cultivated variety Z-14 金边富贵 Jin Bian Fu Gui 栽培品种 Cultivated variety

Z-03 绿翡翠 Green Jade 栽培品种 Cultivated variety Z-15 金玉满堂 Jin Yu Man Tang 栽培品种 Cultivated variety

Z-04 粉佳人 Pink Beauty 栽培品种 Cultivated variety Z-16 竹叶富贵 Bamboo Leaf Fu Gui 栽培品种 Cultivated variety

Z-05 平安富贵 Ping An Fu Gui 栽培品种 Cultivated variety Z-17 玛瑙红 Onyx Red 栽培品种 Cultivated variety

Z-06 金冠 Golden Crown 栽培品种 Cultivated variety Z-18 碧珠 Bi Zhu 栽培品种 Cultivated variety

Z-07 福满堂 Fu Man Tang 栽培品种 Cultivated variety Z-19 龙珠 Long Zhu 栽培品种 Cultivated variety

Z-08 碧霞珠 Bixia Zhu 栽培品种 Cultivated variety Z-20 霞珠 Xia Zhu 栽培品种 Cultivated variety

Z-09 金富贵 Jin Fu Gui 栽培品种 Cultivated variety Z-21 仙桃 Xian Tao 栽培品种 Cultivated variety

Z-10 梁野富贵 Liang Ye Fu Gui 栽培品种 Cultivated variety Z-22 珠塔 Zhu Ta 栽培品种 Cultivated variety

Z-11 赤玲珑 Red Lingerie 栽培品种 Cultivated variety Z-(A) 朱砂根A A. crenata A 野生种质 Wild germplasm

Z-12 大富贵 Da Fu Gui 栽培品种 Cultivated variety Z-(B) 朱砂根B A. crenata B 野生种质 Wild germplasm
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将样品置于 0.8 mL预冷的mGb 解离液中，用锋利

的刀片将组织迅速垂直切碎，使其在解离液中冰上

静置 10 min，然后用 40 μm孔径滤网过滤，即得到细

胞核悬浮液。在细胞核悬液加入适当体积预冷的碘

化丙啶（Propidium iodide，PI)（母液浓度 1 mg·mL−1）

和适当体积的 RNAase溶液（母液浓度 1 mg·mL−1），

置于冰上避光染色 0.5~1.0 h，并控制所有待测样品

染色时间一致。PI染液和 RNAase溶液的工作浓度均

为 50 μg·mL−1 [19−21]。

 1.2.2   流式细胞仪检测　  以番茄为内参，将待测样

品的悬液和内参样品的悬液按适当比例混合，利用

BD FACScalibur流式细胞仪对染色后的细胞核悬浮

液样品上机检测。采用 488 nm蓝光激发，检测 PI的
发射光荧光强度，每次检测收集 10 000个颗粒。变

异系数（CV）控制在 5%以内。

 1.2.3   基因组大小计算　  PI在着色过程中的嵌入量

与 DNA量呈正比关系，故荧光强度可以表示出基因

组 DNA的相对含量。观察待测样品和对照植物 PI-
DNA复合体的荧光峰值，即可得出 2种植物 DNA含

量的比值，再乘以内参植物的 C 值，即可计算出待

测植物的 C 值。计算公式如下：

待测样品 DNA含量=内参 DNA含量×待测样品

的荧光强度/内参样品的荧光强度[19]。

 1.3    数据分析

利用 Excel2010、Modifit3.0分析软件作图分析。

 2    结果与分析

本研究采用流式细胞术对 24份朱砂根的染色体

DNA总量进行检测。对比番茄和 24样品基因组单独

测定的结果可见，番茄基因组的测定峰与朱砂根基

因组测定峰两者无重叠（图 1），具有良好的区分

度，证明使用番茄作为内参样本具备可靠性。

选择的内参样本番茄基因组大小为 900 Mbp，根

据测定结果分析计算，得到了 24份朱砂根样品的基

因组大小（表 2）。结果发现，大部分朱砂根种质资

源的 C 值在 1.8 Gb左右，24份朱砂根种质 C 值平均

为 1.87 Gb。栽培品种中，玛瑙红 (Z-17)、霞珠 (Z-
20)、珠塔 (Z-22)C 值最小，均为 1.77 Gb，赤丹 C 值

最大，达到 2.41 Gb，共有 9个朱砂根品种的基因组

大小均超过了 2 Gb，高于平均 C 值；收集的 2份野

生朱砂根种质基因组大小别为 1.79、1.80 Gb，接近

平均 C 值。从 24份基因组大小检测结果来看，朱砂

根种内 C 值存在明显变异；同时朱砂根种质资源从

野生到人工选育栽培过程中发生了基因组大小变异。
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表 2    流式细胞术测定的 24 份朱砂根品种资源基因组大小

Table 2    Genome sizes of 24 A. crenata determined by flow cytometry

样品编号
Sample No.

内参荧
光强度
Internal
reference

fluorescence
intensity

待测样品
荧光强度

Fluorescence
intensity of
the sample to
be measured

比值
Ratio

基因组大小
Genome/Gb

样品编号
Sample No.

内参荧
光强度
Internal
reference

fluorescence
intensity

待测样品
荧光强度

Fluorescence
intensity of
the sample to
be measured

比值
Ratio

基因组大小
Genome/Gb

Z-01 18.90 51.79 2.74 2.41 Z-13 26.61 63.08 2.37 2.09

Z-02 23.83 48.40 2.03 1.79 Z-14 27.09 65.13 2.40 2.12

Z-03 24.33 49.58 2.04 1.79 Z-15 27.22 64.87 2.38 2.10

Z-04 26.06 55.25 2.12 1.87 Z-16 26.68 55.70 2.09 1.84

Z-05 18.75 48.60 2.59 2.28 Z-17 26.63 53.53 2.01 1.77

Z-06 21.30 52.18 2.45 2.16 Z-18 27.19 55.46 2.04 1.79

Z-07 22.72 56.47 2.49 2.19 Z-19 27.61 55.73 2.02 1.78

Z-08 22.44 55.92 2.49 2.19 Z-20 28.26 56.70 2.01 1.77

Z-09 24.16 51.55 2.13 1.88 Z-21 28.56 58.22 2.04 1.79

Z-10 26.36 55.40 2.10 1.85 Z-22 28.34 56.89 2.01 1.77

Z-11 26.07 59.64 2.29 2.01 Z-(A) 28.77 58.62 2.04 1.79

Z-12 25.35 51.83 2.04 1.80 Z-(B) 28.54 58.29 2.04 1.80
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荧光峰值直方图左侧峰代表内参番茄，右侧峰代表朱砂根种质；FL2-H:荧光脉冲高度。

Left peak on fluorescence histogram represents internal reference L. esculentum; right peak, A. crenata varieties.FL2-H:Fluore scence pulse height.

图 1    流式细胞仪检测 24 份朱砂根荧光峰值

Fig. 1    Fluorescence peak histogram of 24 A. crenata detected by flow cytometry
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 3    讨论

流式细胞术作为一种广泛应用于动植物生命科

学各个领域的单细胞分选技术，融合了激光技术、

半导体技术、流体力学、细胞化学等多学科知识，

相较于孚耳根微显影法、基因组测序法更简便易

行，检测结果更稳定可靠，已逐渐成为动植物基因

组大小测定、倍性鉴定等研究的重要工具 [22−24]；并

且流式细胞术可通过内参和外参法 2种方式对物种

进行核 DNA含量检测，其中内参法可避免因样品的

差异、机器的不稳定等因素造成的误差 [25]。本研究

首次以番茄作为内参样本对朱砂根种质资源基因组

大小进行了测定，结果在所有混合组织匀浆处理

中，DNA含量在上机检测时控制的变异系数 CV 均

处于 5%以内，内参样本和待测样本峰不重合且无杂

峰，表明本次试验结果稳定可靠 [26]；排除了试验本

身造成朱砂根种质资源基因组大小变异这一因素。

通常认为每个生物体的基因组大小是恒定数

值，与生物体的进化水平及生物体复杂程度均无

关，即所谓“C 值悖论”[27]；随后有学者认为基因组大

小与植物体结构和功能的复杂程度呈正相关关系，

但后期研究结果证明没有正相关关系 [28]。如今随着

基因组大小进化相关研究的不断深入，越来越多的

研究表明物种 C 值与表型特征、核型特征、种子特

征以及生态环境因子等众多因素密切相关 [5,29−30]。

而真核生物基因组长度的巨大差异主要归因于重复

序列，其中种内不同种群间的基因组长度变异主要

是由卫星 DNA和转座子造成[31]。本次试验检测计算

得到 24份朱砂根基因组大小为 1.77~2.41 Gb，平均

为 1.87 Gb，测定结果发现，部分朱砂根种质间 C 值

存在明显变异，野生资源与部分栽培品种间也存在

明显变异；结合 24朱砂根实地观察以及前人研究，

发现朱砂根品种间表型遗传丰富 [14]，居群间基因流

动较密切且存在较高的遗传渗透 [15]。因此，笔者推

测朱砂根种内基因组大小变异的主要原因可能与其

丰富的遗传变异或分子突变而导致种内重复序列的

变化 [32−33]。另外，有研究发现生物基因组大小的变

异还与其多倍化现象有关 [34]。但目前关于朱砂根种

质资源倍性研究尚不清楚，因此不排除朱砂根中存

在染色体非整倍化或多倍化现象，从而导致其种内

基因组大小变异 [32]。总之，影响朱砂根种内基因组

大小因素很多，具体影响机制还需进一步研究。

 4    结论

本研究首次利用流式细胞技术对朱砂根基因组

大小的测定方法进行了初步探索，并成功估测了

24份朱砂根种质资源的基因组大小，丰富了朱砂根

基因组基本信息。同时，通过测定朱砂根核 DNA的

含量，不仅为朱砂根的全基因组测序工作的前期预

算评估和后期组装结果矫正提供数据指导，同时也

为后续朱砂根基因组学和进化生物学研究提供参考。
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