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摘要： 目的　 研究白及的核型、 基因组大小等特征信息。 方法　 双色荧光原位杂交分析白及的染色体核型； 以番茄为

内参， 流式细胞术检测白及基因组大小； 基因组 Ｓｕｒｖｅｙ 分析获得白及基因组大小、 杂合率、 ＧＣ 含量等生物学信息。
结果　 ＤＡＰＩ 荧光染色及端粒荧光原位杂交发现白及染色体为二倍体， 染色体类型为 ｓｍ 和 ｓｔ 型， 核型类型为 ２Ｃ。
ｒＤＮＡ 荧光原位杂交发现白及染色体有 １ 对显示较强的 ５Ｓ ｒＤＮＡ 位点和 １ 对 １８Ｓ ｒＤＮＡ 位点， ５Ｓ ｒＤＮＡ 位点位于 ２ 个同

源染色体间隙， １８Ｓ ｒＤＮＡ 位点位于染色体短臂的次缢痕部位。 白及基因组大小为 ２􀆰 ３７ Ｇｂ， 同时全基因 Ｓｕｒｖｅｙ 分析得

到有效数据 ６０􀆰 １１ Ｇｂ， 经过 Ｋ⁃ｍｅｒ 分析修正及 Ｇｅｎｏｍｅｓｃｏｐｅ 评估， 白及基因组大小约为 ２􀆰 ５３ Ｇｂ， 杂合率约为

１􀆰 ０９９％ ， 重复序列约占 ６７􀆰 ４５％ ， ＧＣ 含量为 ３６􀆰 １１％ ， 总测序深度为 ２３􀆰 ７３。 结论 　 本研究首次获得白及基于 ５Ｓ
ｒＤＮＡ 和 １８Ｓ ｒＤＮＡ 荧光原位杂交核型及增补了白及属植物的基因组大小数据， 为白及后续的物种分类、 种群进化研究

及全基因组测序、 组装及去冗余处理等工作提供基础参考数据。
关键词： 白及； 基因组调查； 流式细胞术； Ｋ⁃ｍｅｒ 分析； 双色荧光原位杂交
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　 　 白及为兰科白及属植物， 具收敛止血、 消肿生

肌的功效［１］。 我国产有黄花白及、 小白及、 华白

及、 白及［２］。 近年来白及的研究逐渐增多［３⁃７］， 但

由于缺乏基因组序列研究数据， 白及的分子生物学

研究水平进展缓慢。 白及的细胞遗传学研究主要集

中在染色体水平上， 研究发现白及的染色体为二倍

体， 其中核型类型有中部 （ｍ）、 近中部 （ｓｍ） 和

近端 （ ｓｔ ） 着 丝 点， 染 色 体 核 型 有 ２Ｂ 和 ２Ｃ
两种［８⁃９］。

随着二代 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 高通量测序技术不断的发

展， 大量药用植物的全基因组测序也随之开展， 基

因组组装也由 ｓｃａｆｆｏｌｄ、 ｃｏｎｔｉｇ 及染色体水平发展到

目前的端粒到端粒 （Ｔ２Ｔ） 的 ０ ｇａｐ 水平［１０⁃１１］。 在

对某个物种进行 ｄｅｎｏｖｏ 基因组测序之前， 对于没

有参考基因组的物种， 通常会对该物种基因组大

小， 杂合度等信息进行预估， 根据基因组大小及复

杂度来判断测序数据的深度， 组装基因组的难易程

度等， 从而制定相应的测序和分析策略， 一般可通

过细胞遗传学［１２⁃１３］和基因组 ｓｕｒｖｅｙ 测序与 Ｋ⁃ｍｅｒ 分
析 ２ 种方式［１４⁃１５］ 获取该物种的染色体核型、 基因

组大小、 复杂度及重复序列比例等信息。 本研究以

白及为材料， 尝试采用上述测序技术对白及进行

细胞学分析与基因组测序， 以期为白及后续精细

图阶段的文库构建及全基因组 ｄｅ ｎｏｖｏ 测序策略

奠定基础， 同时也为白及分子生物研究的研究提

供依据。

１　 材料

１􀆰 １　 药材　 白及采自贵州大学农学院石斛研究院

白及资源苗圃， 经贵州大学赵财副教授鉴定为药用

植物白及 Ｂｌｅｔｉｌｌａ ｓｔｒｉａｔａ （Ｔｈｕｎｂ．） Ｒｅｉｃｈｂ． ｆ． 的干

燥块茎。
１􀆰 ２ 　 试 剂 　 柠 檬 酸 钠 （ 批 号 Ｄ２２３ＢＡ００２０ ）、
ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ （批号 ２０１９１１１４）、 碘化丙啶 （批号

５５０８２５）、 无水乙醇 （批号 ２０２２０４０６）、 ＭＯＰＳ （批
号 ０６７０２００９１１ ）、 ＲＮＡａｓｅ （ 批 号 ２０２００３１８ ）、
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ （批号 ０６９４０７０５１１）、 ＥＤＴＡ⁃２Ｎａ （批
号 ２０２００３０３）， 由贵州创禾源农业科技有限公司

提供。
１􀆰 ３　 仪器 　 ＢＤ ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪 （美国

ＢＤ 公司）； ５８１０Ｒ 离心机 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）；
ＰＴ⁃３５０２Ｃ 酶标仪 （北京普天新桥技术有限公司）；
ＤＹＹ⁃６Ｃ 电泳仪、 ＤＹＣＺ⁃２２Ａ 水平电泳槽、 ＤＹＣＺ⁃
２４Ａ 垂直电泳槽 （北京六一生物科技有限公司）；
制冰机 （日本 ＳＡＮＹＯ 公司）； Ｃ１０００ＴＭ ＰＣＲ 仪、
Ｃｈｅｍｉ ＤｏｃＴＭ凝胶成像系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 染色体核型检测　 以白及成熟种子作为外植

体经组织培养 ５ 个月后， 取组培苗根尖作为供试样

品。 将装有根尖的离心管放置于充气罐内， 充入

０􀆰 ９～１􀆰 ０ ＭＰａ Ｎ２Ｏ， 静置处理 ２ ｈ， 将 ９０％ 预冷冰

乙酸加入离心管内， 静置处理 １０ ｍｉｎ。 完成固定

后， 将冰乙酸吸出， ｄｄＨ２Ｏ 进行 ２ 次清洗。 用刀片
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将根的根尖白色部分切下， 放入装有 ２５ μＬ 酶液的

０􀆰 ５ ｍＬ 离心管中， 在 ３７ ℃ 水浴条件下酶解 １ ｈ。
酶解结束后， 用 ７０％ 乙醇将根尖清洗 ３ 次， 并用解

剖针将根尖在剩余酒精中充分破碎和振荡， ４ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心， 将细胞离心至管底后， 晾干。 根据根

尖数量， 在离心管内加入 ２５ ～ ４５ μＬ 冰乙酸， 离

心， 充分振荡混匀。 将载玻片放置在预先湿润的盒

子中， 室温保持在 ２３ ℃左右， 吸取 ８ μＬ 细胞悬浮

液滴于载玻片正中间， 立即盖上盖子， 直到细胞散

开， 载玻片晾干后取出。 将染色体标本在显微镜下

进行观察， 采用双色荧光原位杂交 （ＦＩＳＨ） 探针

制备， 使端粒与 ｒＤＮＡ 原位杂交， 并在高分辨率的

荧光显微镜 ＣＣＤ 下拍照， 进行染色体核型的精准

分析。
２􀆰 ２　 流式细胞检测基因组大小　 白及块茎上萌发

１ 个月的嫩芽， 经液氮－８０ ℃速冻后保存备用。 取

嫩芽置预冷的 ｍＧｂ 解离液经刀片切碎， 静置 １０
ｍｉｎ， 过滤得细胞核悬浮液， 加预冷 ＰＩ 和 ＲＮＡａｓｅ
置冰上避光染色 ０􀆰 ５ ～ １ ｈ， ＣＰＩ、 ＣＲＮＡａｓｅ 分别为 ５０
μｇ ／ ｍＬ［１６⁃１７］。 以番茄种子萌发后 １ 个月长出的嫩叶

为内参， 在 ４８８ ｎｍ 波长处蓝光激发检测荧光强度，
每次检测收集 １０ ０００ 个颗粒。 变异系数小于 ５％ 。
２􀆰 ３　 Ｓｕｒｖｅｙ 分析白及基因组大小 　 植物白及嫩芽

采集后用液氮速冻后使用提取试剂盒 Ｑｕｂｉｔ􀅺
ｄｓＤＮＡ ＢＲａｓｓａｙ Ｋｉｔ 进行提取， 检测基因组 ＤＮＡ 浓

度、 纯度、 完整性。 检测参数为胶浓度 １％ ； 电压

１５０ Ｖ； 电泳时间 ４０ ｍｉｎ； 以 Ｍ１λ⁃Ｈｉｎｄ Ⅲ ｄｉｇｅｓｔ，
Ｍ２ Ｄ２０００ 作为 Ｍａｒｋｅｒ。 基因测序与 Ｋ⁃ｍｅｒ 分析委

托深圳华大基因科技有限公司进行 Ｉｌｕｍｉｎａ 双端测

序。 公式为基因组大小 ＝ 总碱基数 ／平均测序深

度＝总 Ｋ⁃ｍｅｒ 数 ／平均 Ｋ⁃ｍｅｒ 深度。
３　 结果

３􀆰 １　 白及染色体核型分析 　 白及染色体用 ＤＡＰＩ
荧光染色通常呈蓝色荧光， 选取染色体形态清晰、
染色程度适中、 并分散良好分裂相， 通过对不同分

裂相观察 （图 １） 初步确定均白及染色体数目为

３２ 条。 利用端粒重复序列探针对染色体双色进行

荧光原位杂交， 被染色的端粒在荧光显微镜下呈绿

色。 由图 ２ 可知， 以两端都有端粒为一条染色体，
白及染色体长度在 １􀆰 ０ ～ ４􀆰 ５ μｍ 之间， 根据 Ｌｅｖａｎ
等［１８］的染色体分类方法及 Ｓｔｅｂｂｉｎｓ［１９］ 核型分类的

标准分类方法， 白及主要为近中部 （ｓｍ） 或近端

部 （ｓｔ） 着丝粒染色体， 基因组较小， 核型类型

为 ２Ｃ。

图 １　 白及染色体荧光染色结果 （ＤＡＰＩ 染色）
Ｆｉｇ􀆰 １ 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｆｏｒ

Ｂｌｅｔｉｌｌａｅ Ｒｈｉｚｏｍａ （ＤＡＰＩ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

图 ２　 白及染色体端粒 ＦＩＳＨ 结果

　 　 Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＦＩＳＨ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｅｌｏｍｅｒｅ ｏｆ Ｂｌｅｔｉｌｌａｅ Ｒｈｉｚｏｍａ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

白及 １８Ｓ ｒＤＮＡ 和 ５Ｓ ｒＤＮＡ 在染色体上的定位分

析， 由于染色体被染成蓝色， 经 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ⁃１２⁃
ｄＵＴＰ 标记的 １８Ｓ ｒＤＮＡ 探针与染色体结合后， 在

显微镜下呈现绿色荧光， 而经 Ｔｅｘａｓ⁃Ｒｅｄ⁃５⁃ｄＵＴＰ
标记 ５ ＳｒＤＮＡ 在显微镜下呈现红色荧光。 由图 ３ 可

知， ５Ｓ ｒＤＮＡ 在 ２ 条染色体上有显示较强的红色荧

光杂交信号， １８Ｓ ｒＤＮＡ 在 ２ 条染色体显示较强的

绿色荧光杂交信号； 根据染色体长度、 形状等特征

将其进行同源染色体配对， 其中 ５Ｓ ｒＤＮＡ 分布在

１３ 号 ２ 个同源染色体的间隙， １８Ｓ ｒＤＮＡ 分布在 ２
号色体短臂的核仁组织区。 同时也证实了白及染色

体为二倍体。
３􀆰 ２　 白及基因组大小检测

３􀆰 ２􀆰 １　 流式细胞检测白及基因组大小　 番茄是茄

科的模式植物， 其全基因组大小为 ９００ Ｍｂｐ。 本研

究以番茄为对照， 估算白及基因组的大小。 由图 ４
可知， 粒子团明确、 清晰且集中， 表明该实验条件

下样品可良好区分。 结果发现， 内参番茄峰的荧光

值为 １８􀆰 ８９， 白及峰的荧光值为 ５０􀆰 ７８， 根据待测

物种 Ｃ 值计算公式为白及 Ｃ 值＝番茄 ＤＮＡ 含量×白
９７６３
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注： 红色箭头为 ５Ｓ ｒＤＮＡ， 绿色星号为 １８Ｓ ｒＤＮＡ 的原位杂交。

图 ３　 白及染色体的 ｒＤＮＡ ＦＩＳＨ 结果

　 Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｒＤＮＡ ＦＩＳＨ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｂｌｅｔｉｌｌａｅ Ｒｈｉｚｏｍａ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ

　 　 　 　

及的荧光强度 ／番茄样品的荧光强度， 测得白及的

基因组大小为 ２􀆰 ３７ Ｇｂ， 是番茄的 ２􀆰 ６９ 倍。
３􀆰 ２􀆰 ２　 白及基因组 Ｓｕｒｖｅｙ 测序与 Ｋ⁃ｍｅｒ 分析　 采

集样品为白及嫩芽， 通过试剂盒提取 ＤＮＡ 经琼脂

糖凝胶电泳检测得电泳图谱 （图 ５）。 电泳图谱主

带清晰， 无降解、 轻度蛋白质污染， 且测得 ＤＮＡ
总量为 １􀆰 ５１８ μｇ， 总体积为 ６０ μＬ， 浓度 ＣＤＮＡ 为

２５􀆰 ３ ｎｇ ／ μＬ， 根据 《ＤＮＡ 测序样品质量标准》， 白

及 ＤＮＡ 样品质量满足建库测序要求， 且建库成功

率约为 ９７􀆰 ４０％ 。
基因组利用由华大基因在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 两端进行双

端测序 （ＰＥ ＝ １５０） 得出 ６１􀆰 ０６ Ｇｂ 原始数据， 使

用 ＳＯＡＰｎｕｋｅ （Ｖ １􀆰 ６􀆰 ５） 软件对原始数据进行过

滤， 过滤掉低质量、 存在接头污染和重复的数据，
　 　 　 　 　

图 ４　 白及 Ｃ 值流式细胞分析图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃ ｖａｌｕｅ ｏｆ Ｂｌｅｔｉｌｌａｅ Ｒｈｉｚｏｍａ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ

注： Ｍ１ 为 λ⁃Ｈｉｎｄ Ⅲ ｄｉｇｅｓｔ， Ｍ２ 为 Ｄ２０００， １ 为白及基因组 ＤＮＡ。

图 ５　 白及 ＤＮＡ 电泳图谱

Ｆｉｇ􀆰 ５　 ＤＮＡ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｇｒａｍ ｏｆ Ｂｌｅｔｉｌｌａｅ Ｒｈｉｚｏｍａ

得到有效数据共 ６０􀆰 １ １Ｇｂ， 公式为有效数据比例＝
（有效数据 ／原始数据） ×１００％ ， 有效数据比例越

大， 表明文库质量越好。 白及的有效数据比例约为

９８􀆰 ４２％ ， 表明白及的基因组 ＤＮＡ 测序质量较优，
测序结果整体的可信度高。

基于 Ｋ⁃ｍｅｒ 分析原理， 选取 １７～３１ Ｋ⁃ｍｅｒ 进行

分析。 通过 ＧｅｎｏｍｅＳｃｏｐｅ 软件对 １７ ～ ３１ Ｋ⁃ｍｅｒ 的

频谱进行拟合， 构建 ｋ ＝ １９ 的 Ｋ⁃ｍｅｒ 分布图 （图
６）， 进行基因组大小、 重复序列比率和杂合率的

评估。
图 ６ 中， 蓝色柱子是 Ｋ⁃ｍｅｒ 的观测值； 橙红色

拟合线部分对应着深度过低的 Ｋ⁃ｍｅｒ， 这些 Ｋ⁃ｍｅｒ
被认为是测序错误引入的； 黑色拟合线是除去被认

为是错误的部分 （橙红色拟合线部分） 之后剩下
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图 ６　 １９⁃Ｋ⁃ｍｅｒ 分布曲线

Ｆｉｇ􀆰 ６　 １９⁃Ｋ⁃ｍｅｒ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ

的所有 Ｋ⁃ｍｅｒ， 这些被认为是可靠的 Ｋ⁃ｍｅｒ 数据；
黄色拟合线被认为来自基因组非重复区域的 Ｋ⁃ｍｅｒ
分布； 垂直的黑色虚线为预测最低深度峰的整数倍

覆盖度。 经拟合后发现， １９⁃Ｋ⁃ｍｅｒ 分布曲线为非

正常泊松分布， 呈现双峰分布， 在 １０ 和 １９ 处各有

一个峰， 估测白及的为二倍体。 平均 Ｋ⁃ｍｅｒ 深度即

主峰对应的 Ｋ⁃ｍｅｒ 深度为 １９， 在主峰的前面期望

深度的 １ ／ ２ 位置处有明显的杂合峰， 说明该基因组

有一定杂合度的杂合度， 即深度出现在 １０ 附近的

Ｋ⁃ｍｅｒ 序列为杂合序列， 经过 Ｇｅｎｏｍｅｓｃｏｐｅ 软件进

行杂合度分析， 得到白及基因组的杂合率约为

１􀆰 ０９９％ 。 Ｋ⁃ｍｅｒ 深度出现在主峰对应深度 ２ 倍以

上的序列为重复序列， 即深度大于 ４０ 的 Ｋ⁃ｍｅｒ 序

列为重复序列， 重复序列约占 ６７􀆰 ４５％ 从测序数据

中得得到 Ｋ⁃ｍｅｒ 数为 ５９ ９８１ １３３ ２２８ 个， 去除深度

异常的 Ｋ⁃ｍｅｒ 后得到 ２５ ２７７ ２６６ 个。 根据 Ｋ⁃ｍｅｒ 深
度信息， 基因组大小 ＝ 总 Ｋ⁃ｍｅｒ 数目 ／平均 Ｋ⁃ｍｅｒ
深度。 估计基因组大小约为 ２􀆰 ５３ Ｇｂ， 有效测序深

度为 ２３􀆰 ７３。
通过对调研图文库测序数据分析， 该物种基因

组的 ＧＣ 含量 （ＤＮＡ 中鸟嘌呤和胞嘧啶所占比例）
约为 ３６􀆰 １％ ， 较为适中， 即白及的 ＧＣ 分布无明显

偏向性， 不会影响调研图分析的准确性， 调研图结

果可靠。
４　 讨论

本研究发现白及为二倍体， 染色体数目 ３２ 条，
染色体类型主要为 ｓｍ 和 ｓｔ 型， 这前人的研究结果

大致相同［８⁃９］。 从核型上看， 白及的核型为 ２Ｃ 型，
根据 Ｓｔｅｂｂｉｎｓ［１９］对染色体核型分类 １Ａ～ ４Ｄ 中， ２Ｃ
型相对其他已发现的 ２Ｂ 型白及种质资源进化程度

较高。 而相同倍性的不同白及种质资源在核型分类

上存在差异， 其原因可能是由于不同种质资源为适

应不同生长环境而引起的进化或实验等因素而引

起的。
高等植物有 ４５Ｓ ｒＤＮＡ 和 ５Ｓ ｒＤＮＡ 两类［２０］。

１８Ｓ ｒＤＮＡ 是 ４５Ｓ ｒＤＮＡ 的一种， 其定位位点主要在

染色体的次缢痕部位， 与随体相连， 一般认为物种

４５Ｓ ｒＤＮＡ 的染色体杂交位点数与随体数相同［２１］，
而 ５Ｓ ｒＤＮＡ 通常有位于染色体末端和同源染色体

间隙两种位点［２２］。 研究发现， 白及在 ５Ｓ ｒＤＮＡ 和

１８Ｓ ｒＤＮＡ 各有 １ 对位点， 分别位于同源染色体间

隙和染色体断臂末端， 因此认为白及染色体存在 ２
个随体， 且 ４５Ｓ ｒＤＮＡ 和 ５Ｓ ｒＤＮＡ 在白及染色体上

不存在共定位现象。 本研究获得了白及基于 ５Ｓ
ｒＤＮＡ 和 １８Ｓ ｒＤＮＡ 荧光原位杂交核型与同源染色

体上的 ２ 个随体， 可作为白及染色体识别的有效

标志。
流式细胞测定结果依赖于内参物种准确性， 且

难以预判物种复杂程度； Ｓｕｒｖｅｙ 分析则受到会受数

据质量、 软件及参数设置等测序过程影响。 因此在

预估基因组大小时往往会结合进行判断， 可将物种

大小定位在一定的范围内， 现已用于地黄［２３］、 黄

芪［２４］等药用植物的基因组估测。 本研究以流式细

胞术与 Ｓｕｒｖｅｙ 分析相结合， 估测白及的基因组大

小范围在 ２􀆰 ３７～２􀆰 ５３ Ｇｂ 之间。 流式细胞术测得白

及基因组大小略低于 Ｓｕｒｖｅｙ 分析， 其主要原因可

能是流式细胞技术在测定基因组大小时会受到植物

的不同部位、 内参物质、 处理环境与内标植物等因

素影响。 本研究以番茄为内参， 其基因组大小是白

及的 ２􀆰 ７ 倍， 差异较大， 导致估测结果偏低， 这与

好好芭［２５］、 马鞍藤［２６］等预测的基因组大小结果相

同。 另外通过 Ｋ⁃ｍｅｒ 分析得出白及基因组杂合度为

１􀆰 ０９９％ ， 重复序列约 ６７􀆰 ４５％ ， 根据基因组杂合度

分类， 杂合度大于 ０􀆰 ８％ 为高杂合基因组， 重复序

列比例大于 ５０％ 为高重复基因组［２７］。 因此白及基

因组被认为是超高杂合、 超高重复基因组。 所获得

的白及基因组特征信息， 既可对白及的物种起源研

究和下一步的基因组学研究具有参考价值， 同时将

为后续白及全基因组测序、 组装、 去冗余处理及精

细图谱绘制等工作提供参考。
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