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摘要： 目的　 采用流式细胞术测定马蓝基因组大小。 方法　 以马蓝幼嫩叶片为材料， 水稻日本晴为参照， ｍＧｂ 裂解液

解离细胞后通过流式细胞仪检测荧光强度， 计算基因组大小。 结果　 ｍＧｂ 裂解液对细胞核解离效果较好， 马蓝基因组

大小为 （０􀆰 ９９±０􀆰 ０１） Ｇｂ。 结论　 该方法既丰富了马蓝遗传信息， 又为其基因组学研究和流式细胞技术应用提供

参考。
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　 　 马蓝 Ｂａｐｈｉｃａｃａｎｔｈｕｓ ｃｕｓｉａ （Ｎｅｅｓ） Ｂｒｅｍｅｋ． 为爵床科马

蓝属多年生草本植物， 主产于福建、 浙江、 四川、 贵州等

地， 其干燥根茎、 根称为 “南板蓝根”， 茎、 叶经加工炮

制可得青黛， 两者均收录于 ２０２０ 年版 《中国药典》 ［１］ 。 目

前， 复方南板蓝根片、 复方感冒灵片、 热毒清片等是市面

上常见以南板蓝根为主要原料的中成药， 而青黛也是复方

青黛胶囊、 桂林西瓜霜含片、 牛黄消炎丸等制剂的重要原

料， 可见马蓝开发利用价值很高， 其中福建马蓝青黛含量

在 ５％ 以上， 远高于 ２０２０ 年版 《国家药典》 规定， 是福建

省大宗道地药材之一［２］ 。 近年来， 野生马蓝生态环境受人

类活动破坏严重， 种质资源保护和驯化栽培长期未得到重

视， 导致优质资源流失， 并且栽培种有效成分含量不稳定，
也使得品质参差不齐， 故对该道地药材进行种质资源保护

和遗传背景解析具有重要的实际意义。
马蓝主要化学成分为靛蓝、 靛玉红、 吲哚酚苷、 色胺

酮等， 在拮抗原微生物、 提高机体免疫功能、 保肝等方面

功效确切， 近年来被广泛应用于医疗保健、 化妆用品、 化

工印染、 食品加工、 农业兽药等领域［３］ ， 相关研究也大多

集中于成分分析、 吲哚类生物碱合成途径研究［４⁃５］ ， 但关于

基因组的研究较少， 导致其有效成分生物合成通路和调控

机制研究缺乏系统性， 限制了其药用价值的深入了解和开

发。 基因组大小是生物体单倍体基因组 ＤＮＡ 总量， 又称 Ｃ
值， 其数值测定能为基因组研究提供基础参考［６］ 。

流式细胞术是融合了激光技术、 半导体技术、 流体力

学、 细胞化学等多学科知识的自动分析技术， 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， 是近几年基因组大小测定的首选方法。 因此， 本研

究采用流式细胞仪测定马蓝基因组大小， 有助于该植物在

生物进化、 生长发育、 生理生化机制、 代谢机理方面的深

入研究， 也可为今后其他植物样本检测中内参植物和裂解

液的选择提供参考。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料　 马蓝嫩叶采自福建农林大学马蓝栽培基地， 经

福建农林大学魏道智教授鉴定为正品。 水稻日本晴作为内

参， 由福 建 农 林 大 学 植 物 免 疫 研 究 中 心 繁 种 保 存。
ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪 （美国 ＢＤ 公司）。 ＭｇＣｌ２ ·６Ｈ２Ｏ
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（批号 ２０１９１１１４）、 柠檬酸钠 （批号 ２０１９０９２９）、 Ｎａ２ＥＤＴＡ
（批号 ２０２００３０３） （国药集团化学试剂有限公司）； ＭＯＰＳ
（批号 ０６７０２００９１１）、 ＰＶＰ⁃４０ （批号 ０５０７０３１６１１）、 Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ⁃１００ （批号 ０６９４０７０５１１） （北京兰博利德商贸有限公司）；
β⁃巯基乙醇 （批号 ＷＨ０２２１Ｋ１１１， 武汉普诺赛生命科技有

限公司）； 碘 化 丙 啶 （ 批 号 ５５０８２５， 美 国 ＢＤ 公 司）；
ＲＮａｓｅ Ａ （批号 ２０２００３１８， 上海惠凌生物技术有限公司）。
１􀆰 ２　 细胞核悬浮液制备及染色　 取马蓝或日本晴幼嫩叶片

约 ０􀆰 １ ｇ， 置于 ０􀆰 ８ ｍＬ 预冷的 ｍＧｂ 裂解液 （含 ４５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ、 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭＯＰＳ、 ３０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 柠檬酸钠、
１％ ＰＶＰ⁃４０、 ０􀆰 ２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００、 ２０ μＬ ／ ｍＬ β⁃巯基乙醇、
１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ２ＥＤＴＡ， ｐＨ ７􀆰 ５） 中， 无菌刀片迅速垂直切

碎后置于裂解液中， 冰上静置 １０ ｍｉｎ， ４００ 目滤网过滤后

得细胞核悬浮液。 在细胞核悬液中加入一定体积预冷的

１ ｍｇ ／ ｍＬ碘化丙啶、 １ ｍｇ ／ ｍＬ ＲＮａｓｅ Ａ 溶液， 直至两者终质

量浓度都为 ５０ μｇ ／ ｍＬ， 冰上避光染色 ０􀆰 ５～１ ｈ［７］ 。
１􀆰 ３　 流式细胞仪检测　 将马蓝与水稻日本晴的核悬浮液等

比例混合， 采用 ４８８ ｎｍ 波长蓝光激发， 检测 ＰＩ 发射光荧

光强度， 每 １ 次收集 １０ ０００ 个颗粒， 进行 ３ 次生物学重复，

通过 Ｍｏｄｆｉｔ ３􀆰 ０ 软件分析作图， 变异系数控制在 ５％ 以内以

保证数据可靠性［８］ 。
１􀆰 ４　 基因组大小计算　 于 ４８８ ｎｍ 波长处捕捉 ＰＩ 荧光， 其

强度可表示基因组 ＤＮＡ 相对含量［９］ 。 分析马蓝、 水稻日本

晴 ＰＩ⁃ＤＮＡ 复合体荧光峰值， 通过 ＤＮＡ 含量比值计算马蓝

基因组大小， 公式为基因组大小＝水稻日本晴基因组大小×
马蓝荧光强度 ／水稻日本晴荧光强度。
２　 结果

以前向角散射光 （ ＦＳＣ） 为横坐标， 侧向角散射光

（ＳＳＣ） 为纵坐标绘制二维密度图， 见图 １Ａ， 发现颗粒大

小和密度相同的粒子会聚集在一起， 聚集的粒子越多， 该

区域的颜色会偏白， 以此对马蓝与水稻日本晴细胞群进行

初步分群设门； 两者峰值无重叠， 区分度良好， 表明内参

较合适。 图 １Ｂ 可观察到相对较小的 Ｍ３， 为马蓝 Ｇ２ 期的

峰， 即 ＤＮＡ 复制期的峰， 这主要是由于该植物比较幼嫩，
处于细胞分裂期的细胞占有较高比例。 水稻日本晴基因组

大小为 ０􀆰 ４２ Ｇｂ［１０］ ， 以 Ｇ１ 期峰计算 ＤＮＡ 含量， 确定马蓝

基因组大小为 （０􀆰 ９９±０􀆰 ０１） Ｇｂ， 见表 １。

注： Ｍ１ 为水稻日本晴 Ｇ１ 期峰位， Ｍ２ 为马蓝 Ｇ１ 期峰位， Ｍ３ 为马蓝 Ｇ２ 期峰位。

图 １　 流式细胞仪检测结果

表 １　 马蓝基因组大小测定结果

试验号
水稻日本晴 马蓝

荧光强度（Ａ） 变异系数 ／ ％ 荧光强度（Ｂ） 变异系数 ／ ％
比值（Ｂ ／ Ａ） 马蓝 Ｃ 值 ／ Ｇｂ

１ １７􀆰 １６ ４􀆰 １０ ４０􀆰 ５１ ３􀆰 ６３ ２􀆰 ３６ ０􀆰 ９９
２ １７􀆰 １３ ３􀆰 ９７ ４０􀆰 ５２ ３􀆰 ４２ ２􀆰 ３７ ０􀆰 ９９
３ １７􀆰 ５１ ３􀆰 ３５ ４０􀆰 ５１ ３􀆰 ５５ ２􀆰 ３１ ０􀆰 ９７
ｘ±ｓ １７􀆰 ２７±０􀆰 ２１ — ４０􀆰 ５１±０􀆰 ０１ — ２􀆰 ３５±０􀆰 ０３ ０􀆰 ９９ ±０􀆰 ０１

３　 讨论与结论

目前 植 物 基 因 组 大 小 数 据 库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｖａｌｕｅｓ．
ｓｃｉｅｎｃｅ． ｋｅｗ． ｏｒｇ ／ ） 已在全球范围内收录植物 Ｃ 值数据一

万多种。 Ｃ 值与细胞大小、 体积、 质量、 发育速率等细胞

水平上的表型特征存在正相关， 是具有物种特性的常数。
近年来， 利用流式细胞术测定基因组大小的研究已在大量

植物中开展。 王珧等［１１］通过流式细胞仪测定甘薯近缘野生

种 Ｉｐｏｍｏｅａ ｃｏｒｄａｔｏｔｒｉｌｏｂａ 的基因组大小为 （５３９􀆰 ６９±１３􀆰 ７６）
Ｍｂ， 与二代 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序平台经 Ｋ⁃ｍｅｒ 分析得到的 ５６０􀆰 ７０
Ｍｂ 相比误差较小。 张小燕等［１２］ 通过流式细胞术检测人参

基因组大小约为 ３􀆰 ４２ Ｇｂ， Ｋ⁃ｍｅｒ 分析预估为 ３􀆰 ３５ Ｇｂ； 段

先飞等［１３］ 也对广金钱草基因组大小进行流式细胞术和

Ｇｅｎｏｍｅ Ｓｕｒｖｅｙ 测定， 结果表明 ２ 种方法估算数值基本一致。
采用流式细胞术测定 Ｃ 值时需要注意裂解液和内参标准的
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选择， 裂解液要能使细胞核充分解离， 同时尽量避免产生

过多的细胞碎片， 本研究选用的 ｍＧｂ 裂解液可使细胞核解

离较完全， 水稻和马蓝变异系数分别为 ３􀆰 ８１％ 、 ３􀆰 ５３％ ，
均小于 ５％ ， 表明所检测的细胞核颗粒较均匀， 达到标准。
内参标准植物的 Ｃ 值要与待测样品相近， 且遗传稳定、 精

确性高， 细胞核易提取。 本研究曾尝试使用模式植物拟南

芥 Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ 为内参， 但拟南芥基因组大小为 １２５
Ｍｂ， 马蓝约为其 ８ 倍， 差距较大， 影响实验结果的准确性，
经过筛选， 最终确定水稻日本晴为内参， 该植物全基因组

测序已完成， 基因组大小合适， 遗传背景清晰稳定， 是常

用且可靠的参照对象。 经流式细胞术测得直方图可见马蓝

样品和参照物峰值无重叠且区分度良好， 符合要求， 通过

荧光强度对照算得马蓝基因组大小约为 （０􀆰 ９９±０􀆰 ０１） Ｇｂ。
马蓝、 菘蓝和蓼蓝等都是中药青黛的源植物， 主要药

效成分为靛蓝、 靛玉红、 色胺酮等生物碱类化合物。 尽管

主要成分、 药理作用有相似之处， 但几种蓝靛植物隶属于

不同科、 属， 指纹图谱以及组织形态差异较大。 对马蓝基

因组进行解析， 将有助于揭示其遗传蓝图， 开发培育优良

品种。 现阶段蓝靛植物中菘蓝的分子生物学研究较多， 已

通过测序组装， 构建了大小为 ２９３􀆰 ８８ Ｍｂ 的参考基因组，
注释了 ３０ ３２３ 个蛋白编码基因， 并获得了一些参与吲哚类、
萜类和苯丙酸类代谢途径的候选基因［１４］ 。 此外， 昆明植物

所结合 ＭｉｎＩＯＮ 单分子和 Ｈｉ⁃Ｃ 测序技术组装获得了板蓝

Ｓｔｒｏｂｉｌａｎｔｈｅｓ ｃｕｓｉａ 基因组 ８６５ Ｍｂ［１５］ 。 马蓝为福建省重要道

地药材， 遗传进化和生态环境的独特性是其质优效佳的根

本原因， 基因组测序将有助于解析道地药材遗传与环境的

交互作用， 从分子水平深入了解有效成分合成机制。 课题

组现阶段已完成了福建马蓝茉莉酸甲酯诱导下的转录组测

定， 并对吲哚类生物碱代谢通路的 ５⁃烯醇式莽草酸⁃３⁃磷酸

合成酶、 色氨酸合成酶等关键酶基因 进 行 了 克 隆 分

析［４，１６⁃１７］ 。 本研究采用流式细胞术测定马蓝基因组大小， 将

为后续马蓝基因组高通量测序组装提供基础数据， 也为流

式细胞技术在药用植物基因组大小测定领域的应用提供

参考。
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