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基于FCM测定的香蕉种质倍性分析
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摘 要:【目的】基于流式细胞术（FCM）分析结果，从细胞学层面上准确揭示不同基因组类型香蕉种质的倍性差异，为

香蕉遗传多样性研究及选择育种提供基础支撑。【方法】以二倍体（AA）‘陵水野生蕉’（Musa AA acuminate‘Lingshui
YeshengJiao’）为内参，利用FCM技术，对11份香蕉种质资源进行了倍性鉴定分析。【结果】依据（FCM）结果分析，参与

分析样品的倍性可分为4大类：第 I类有‘红河矮’蕉（M. AAA Cavendish‘Honghe Ai’）和‘陵水野生蕉’，属于2 N；第 II
类有‘始兴BB’（M. balbisiana‘Shixing BB’）、‘东莞中把大蕉’（M. ABB Cavendish‘Dongguan Zhongba Dajiao’）、‘Pisang
Ceylan’和‘FHIA-18’4个种质，属于3 N；第 III类有‘Cachaco’‘FHIA-17’‘FHIA-03’和‘TMB× 5259-1’4个种质，均属

于4 N；第 IV类‘红香蕉’（‘Red banana’），在FCM分析中，此种质出现了2个峰值，第一个峰值为52.79，第二个峰值为

103.24，测定时2个峰同时出现，且重复性好，可能是二倍体与四倍体混倍形成。【结论】较之传统方法，FCM准确揭示了

DNA含量与倍性的关系，能更好地反映香蕉种质资源之间的遗传特征。
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Abstract:【Objective】Banana(Musa spp.), origined from the southeast Asia, is the forth food crop in the
world, which are important staple food and income-generating crops, especially to the people in the tropi⁃
cal and subtropical regions Therefore, global banana production plays an important role in dealing with
the problems derived from the global warming and the population expansion of the world. However, there
are some problems exsiting in banana genetic improvement due to uncertainty of ploidy of varieties or
breeds. The accurate determination of banana ploidy level is important for proper genetic manipulation
and is a prerequisite for interspecific hybridization. So far, various methods, including conventional breed⁃
ing, genetic transformation, morphological classification, cytological study, biochemical means and molec⁃
ular markers, have been used to genetically manipulate bananas so as to improve its production. Chromo⁃
some counting is tedious and laborious to determine the ploidy of bananas. Flow cytometry(FCM) was em⁃
ployed to detect the ploidy of bananas in this study. 11 banana varieties, named Musa AAA Cavendish

‘Honghe Ai’, M. AA acuminate‘Lingshui YeshengJiao’, M. balbisiana‘Shixing BB’,‘Red banana’,
M. ABB Cavendish‘Dongguan Zhongba Dajiao’,‘Pisang Ceylan’(AAB),‘FHIA-18’(AAAB),‘Cachaco’
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(ABB),‘FHIA-17’(AAAA),‘FHIA-03’(AABB) and‘TMB×5259-1’(ABBB) were chosen as materials.
【Methods】Approximately 0.5 cm2 of fresh leaves were chopped with a sharp razor blade in a plastic Petri
dish containing 2 mL HRA buffer for each sample. The suspension of nuclei was filtered through a 30 μm
nylon mesh to remove large cellular materials. After that, the nuclear DNA of the sample was stained by
adding 1 600 μL of 0.02 g·L-1 propidium iodide. The sample was mixed gently and incubated briefly on
ice before mixing again. A known diploid wild banana germplasm resource, M. AA acuminate‘Lingshui
YeshengJiao’, was used to test the standardisation of flow cytometry by using a Partec CyFlow® Space
Flow Cytometer with a 405 nm laser. At least 5 000-10 000 nuclei were analyzed for each sample. Three
leaf samples were tested from each of four plants of each accession.【Results】The FCM was successfully
used to analyze the ploidy of 11 banana germplasm resources in present study,. The ploidy of 11 banana
clones were divided into four groups. The first group included M. AAA Cavendish‘Honghe Ai’and M.
AA acuminate.‘Lingshui YeshengJiao’, identified as 2 N. The second group contained M. BB balbisiana

‘Shixing BB’, M. ABB Cavendish‘Dongguan Zhongba Dajiao’,‘Pisang Ceylan’and‘FHIA-18’, identi⁃
fied as 3 N. The third group consisted of‘Cachaco’‘FHIA-17’‘FHIA-03’and‘TMB×5259-1’, identi⁃
fied as 4 N. The fourth group only included‘Red banana’, which showed two peak values in the analysis
atlas, 52.79 and 103.24, with good repeatability. Our study had some different results from the prevous re⁃
search. M. AAA Cavendish‘Honghe Ai’previously was classified as triploid, M. BB balbisiana.‘Shix⁃
ing BB’as diploid,‘FHIA-18’as tetraploid, and‘Cachaco’as triploid, , they were found to be diploid,
triploid, triploid and triploid, respectively ,in our study.【Conclusions】The ploidy of 11 banana varieties
were identified by means of the FCM method and were divide into four groups.‘Red banana’might be a
mixoploid derived from two diploid and tetraploid, and this needs further investigation to confirm.
Key words: Musa spp.; Ploidy; Flow cytometry

香蕉（Musa spp.）属于芭蕉科（Musanceae）芭蕉

属单子叶植物，起源于亚洲东南部，属于典型的热带

作物，也是继水稻（Oryza sativa）、小麦（Triticum aesti⁃

vum）和玉米（Zea mays）之后、位列第四位的粮食作

物 [1-3]。栽培的香蕉类型主要是三倍体（AAA、AAB
和ABB），少量种植二倍体（AA）和四倍体（AAAA、

AAAB、AABB和ABBB）品种（系）[4]。

目前，香蕉的分类大多沿用Simmonds的传统分

类法[5]，该分类方法基于香蕉的形态学特征，分类所

依据的性状，大多是一些宏观或亚宏观特征。因此，

该分类方法简单、易于掌握，在实践中应用较广，但

该分类方法的弊端也是显而易见的，王正询等[6]认为

该分类系统侧重于形态，而形态学性状与染色体的

构成并无必然的对应关系，加之栽培蕉的繁殖方式

是无性繁殖，又是多倍体，许多染色体突变积累在这

些无性系中，使原来的核型发生改变。另外，蕉类染

色体属小型染色体，这给不同倍性种间和品种间的

染色体标本的制作和核型比较分析带来了很大的困

难[7]，并且核型分析只限于研究者凭肉眼在显微镜下

观察，这难免会在不同研究者之间以及不同材料之

间的分析，带来判读和测量上的误差。

流式细胞术（Flow cytometry，FCM）的诞生标志

着在单细胞水平上定性、定量分析及分选检测技能

的快速发展，并在肿瘤学、血液学、免疫学等学科得

到了广泛应用。但在植物学研究领域中，由于植物

组织与细胞结构的复杂性，使流式细胞仪在植物科

学中的应用滞后于其他学科[8]。近年来，随着流式细

胞仪多功能开发、多参数流式分析与分选技术建立、

流式样品制备技术的不断更新，流式细胞术在植物

科学领域如植物染色体分析与文库构建、植物遗传

育种、植物分类学、逆境植物学、植物病理学等各个

学科中显示出广阔的应用前景[9]。流式细胞术的出

现，使检测方法变得方便快捷，且细胞内DNA含量

和倍性关联紧密[10]。流式细胞术在检测原生质体的

各项指标中运用广泛，如DNA含量检测[11]、叶绿素含

量检测[12]、细胞凋亡检测[13]等。Liu等[14]利用流式细

胞术对酸橙叶肉原生质体和甜橙胚性愈伤组织原生

质体电融合后再生的体细胞杂种进行分析中发现，
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原生质体存在完全融合的现象。目前 FCM在高等

植物的倍性鉴定上应用广泛而普遍[15]，其中包括芦

笋[16]、苜蓿[17]和人参属植物[18]等。

笔者以‘陵水野生蕉’（AA）为内参，利用FCM技

术对11份香蕉种质资源进行了倍性鉴定分析，旨在

从细胞学层面上揭示不同基因组类型香蕉种质的真

实倍性，以期为香蕉种质的基因组学、物种分类以及

种群进化等相关研究提供支撑。

1 材料和方法

1.1 材料

选择并收集11 份香蕉种质，全部来自中国热带

农业科学院热带作物品种资源研究所香蕉种质资源

圃。11 份香蕉种质共标识为9种基因组类型。试验

所使用的材料全部为吸芽株。11份材料以及他们

的基因组类型为：‘红河矮’蕉（Musa AAA Cavendish

‘Honghe Ai’）、‘陵水野生蕉’（M. AA acuminate

‘Lingshui YeshengJiao’）、‘始兴 BB’（M. balbisiana

‘Shixing BB’）、‘红香蕉’（‘Red banana’，AAA）、‘东

莞中把大蕉’（M. ABB Cavendish‘Dongguan Zhongba
Dajiao’）、‘Pisang Ceylan’（AAB）、‘FHIA- 18’
（AAAB）、‘Cachaco’（ABB）、‘FHIA-17’（AAAA）、

‘FHIA-03’（AABB）和‘TMB×5259-1’（ABBB）。
1.2 方法

1.2.1 内参的选择 一般认为，作为 FCM分析的

DNA内参应具备以下特点[19]：① 应与待测种质的基

因组大小接近；② 基因组含量相对稳定；③ 基因组

大小已知。在香蕉种质中，‘陵水野生蕉’（Musa AA
acuminata‘Lingshui YeshengJiao’）的倍性已知，为

二倍体，符合上述条件，故在本研究中用做内参[20]。

1.2.2 方法 试验的具体操作参照 Kamate等 [21]和

Roux等 [22]的方法。以已知倍性的二倍体香蕉种质

‘陵水野生蕉’（AA）为对照材料，采用 Partec CyS⁃
tain CyFlow Space进行检测。具体实验流程为：将实

验材料香蕉的幼嫩叶片切成约0.5 cm2大小，放入干

净的培养皿，加入 400 μL 的细胞裂解提取液

（HRA），然后用锋利的刀片迅速将香蕉叶片尽可能

斩碎。之后加入 1 600 μL的碘化丙啶（PI）染液染

色，时间1~2 min，然后30 μm过滤器滤入试管，迅速

上机测试。最后用CyFlow ML仪器，配备 405 nm固

态紫外激光，测试荧光接收范围为435~475 nm。以

同样的增益值测试标样及其他样本，并记录各样本

荧光峰值强度。所测品种的倍性鉴定峰图由流失细

胞仪自动生成并存储计算机中。为防止仪器热量散

发或其他原因造成的数据不准确，每测完 8 个样品

后，再进行对照样本的测试，以保证所测数据的准确

性。

1.2.3 统计方法 当在流式细胞仪中进行样品分析

时，自动记录得到的样品荧光峰值并储存为荧光图

谱，计算荧光平均强度，比较强度的倍数关系，得到

倍性结果。同时，流式细胞仪自动生成变异系数

（coefficients of variation，CV），该指数既是流式细胞

仪对样本特性（如样品是否新鲜等）的判断，也是对

数据质量的判断：当 CV＜5%时，所测数据是理想

的；当CV＜10%时，所测数据是比较理想的；当CV＞

10%时，所测数据是不理想的。

2 结果与分析

研究以‘陵水野生蕉’（AA）为内参，利用FCM技

术对11份香蕉种质资源进行了倍性鉴定分析，FCM
分析结果见图1。图1中直方图每个通道的核数量，

直观的反应了相对的荧光强度值。图中横坐标代表

了DNA的相对含量，荧光强度与A、T碱基的含量成

正比，与染色体含量的多少也成正比；C、D、E 3个区

域分别表示二倍体、三倍体、四倍体的倍性水平；纵

坐标代表细胞数量。FCM对 11份香蕉种质资源倍

性鉴定分析的其他结果见表1。
在FCM测量结果的基础上，对11份香蕉种质资

源进行了倍性鉴定分析（表 1）。依据这些结果，将

11 份香蕉种质分为 IV大类：第 I类有‘红河矮’蕉和

‘陵水野生蕉’，其倍性属于2 N；第 II类有‘始兴BB’
‘东莞中把大蕉’‘Pisang Ceylan’和‘FHIA-18’4个

种质，其倍性属于 3 N；第 III类有‘Cachaco’‘FHIA-
17’‘FHIA-03’和‘TMB×5259-1’4个种质，倍性均

属于4 N；第 IV类只有‘红香蕉’，此蕉的FCM图谱中

出现了 2个峰值，第一个峰值为 52.79，第二个峰值

为 103.24，测定时 2个峰同时出现，且重复性好，与

其他供试材料有明显的差异。造成‘红香蕉’与其他

香蕉种质之间这种差异的原因，除了来自材料的内

标和选择、染色时间、系统稳定性等影响及外界环境

干扰外，可能意味着‘红香蕉’属于不同的 2个倍性

的混倍体，但引起其基因组大小差异的主要作用因

子，仍有待于进一步研究。

供试的 11份香蕉种质中，不同倍性之间、同一
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A. 红河矮蕉（AAA）；B. 陵水野生蕉（AA）；C. 始兴 BB（BB）；D. 东莞中把大蕉（ABB）；E. Pisang Ceylan（AAB）；F. FHIA-18（AAAB）；G.
Cachaco（ABB）；H. FHIA-17（AAAA）；I. FHIA-03（AABB）；J. TMB×5295-1（ABBB）；K. 红香蕉（AAA）。

A. Musa AAA cavendish Honghe Ai; B. M. acuminata‘Lingshui YeshengJiao’; C. M. balbisiana Shixing BB; D. M. ABB cavendish Dongguan Zhong⁃
ba Dajiao; E. Pisang Ceylan（AAB）；F. FHIA-18（AAAB）；G. Cachaco（ABB）；H. FHIA-17（AAAA）；I. FHIA-03（AABB）；J. TMB×5295-1（AB⁃
BB）；K. Red banana（AAA）.

图 1 11份香蕉种质的 FCM测定分析

Fig. 1 Flow cytometric fluorescent detection images of 11 banana germplasms

倍性之间的种质DNA的含量都有一定的差异存在

（图 1，表 1）。其中，荧光值的最大峰出现在‘红香

蕉’的两个峰之一，为 103.24，而最小的荧光峰值出

现在‘陵水野生蕉’，为47.75。在传统的形态学分类

中，‘红河矮’蕉的基因型被定性为三倍体（AAA）、

‘始兴BB’被定性为二倍体（BB）、‘FHIA-18’被定性

A B C

D E F

G H I

J K
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为四倍体（AAAB）、‘Cachaco’被定性为三倍体

（ABB），而在本研究中，通过FCM分析，这些种质的

倍性分别被定性为二倍体和三倍体（表 1）。因此，

笔者认为对种质进行分类时，可依Simmonds形态学

分类方法为参照[5]，但是该分类系统远不能反映各品

种之间的亲缘关系及其真实倍性，至少在有些种类

中如此。

3 讨 论

香蕉的倍性分析方法一直沿用的是通过观察形

态学特征来确定的，通过与相似的祖先（M. acumina⁃
ta和M. balbisiana）的外部形态特点相比评分获得，

这种方法准确度较高，但有一定的难度；而且形态学

特征受外界环境影响很大，有时得到不一致的结

果。用香蕉染色体核型分析技术来判断，准确性虽

高，但操作方法复杂繁琐，且需要对大量样品进行测

定，无法快速检测出植株倍性。另外，还可以通过观

察花粉粒大小、气孔大小和密度等细胞特征鉴定倍

性，这些方法都存在准确性不高的缺点。因此人们

在对香蕉种质进行分类时，主要以Simmonds形态学

分类方法为参照，结合细胞学、分子生物学等层面，

更加科学地反映各品种之间的亲缘关系及其真实倍

性。利用FCM对染色体进行测定，能够为香蕉种质

的基因组学、物种分类以及种群进化研究提供理论

参考数据。

Lysak等 [23]利用 FCM技术对香蕉的A和B基因

组进行研究，发现了 A、B 基因组大小的差异。

Nsabimana 等[24]对89份国家香蕉种质资源库的种质

进行了倍性鉴定。龚庆[20]在香蕉不对称体细胞融合

再生植株的鉴定研究中，对‘龙牙蕉’（M. AAB group

‘Longyajiao’）与‘大蕉’（M. ABB group‘Dajiao’）的融

合植株及亲本龙牙蕉进行鉴定，发现所有融合再生

植株与亲本一致，均为三倍体，未发现多倍体。本研

究采用 FCM技术对香蕉的倍性进行测定，以‘陵水

野生蕉’（AA）为内参，结果发现供试的 9种基因型

的 11份香蕉种质，不同倍性之间、同一倍性之间的

种质DNA 含量都有一定的差别。其中，‘红河矮’蕉

按照 Simmonds分类方法归为AAA型，但倍性峰值

为 48.92，应属于 2 N；‘始兴 BB’（BB）、‘FHIA-18’
（AAAB）的倍性峰值分别为 72.94和 70.85，应属于

3 N；还有‘Cachaco’（ABB）的倍性峰值为90.40，应属

于4 N。出现这种结果，究竟是香蕉材料的内部因素

产生的，还是因为外部因素引起的，目前尚难确定。

笔者认为，香蕉的 Simmonds形态学分类方法，对于

染色体基因型的来源是假设的，不正常的减数分裂

会导致香蕉倍性表现多样性，类似的A和B基因型

染色体的结合产生复杂的合子，形成多种多样的染

色体组合，从而得到不同的倍性和基因型，而传统的

植物倍性分析方法，是借助显微镜对染色体的核型

进行分析，因而费时费力，即使拍摄到分裂相较好的

细胞，对其进行统计分析也绝非易事 [25]。FCM技术

可揭示染色体倍性、细胞内DNA含量与倍性紧密的

关联关系 [10,15]，2者相较，FCM技术的结果可能更为

精确。香蕉的倍性是极其复杂的，物种染色体倍性

化在其进化、品种改良上意义重大，在优良农艺性状

利用和遗传育种上发挥了重要的作用，而准确鉴定

植物倍性水平是发挥其作用的重要环节[26]。更多更

为准确的香蕉种质倍性定性，有待以后在更多的种

质中进行更为全面的研究。

采用 ISSR、SRAP等分子标记技术均表明‘始兴

表 1 11份香蕉种质的 FCM分析

Table 1 FCM analysis of 11 banana germplasms

序号
No.
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11

品种
Variety
红香蕉 Red banana
红河矮蕉 Honghe Ai
陵水野生蕉 Lingshui YeshengJiao
始兴BB Shixing BB
东莞中把大蕉 Dongguan Zhongba Dajiao
Cachaco
Pisang Ceylan
FHIA-17
FHIA-18
FHIA-03
TMB × 5259-1

基因型
Genotype
AAA
AAA
AA
BB
ABB
ABB
AAB
AAAA
AAAB
AABB
ABBB

峰值
Peak
52.79/103.24
48.92
47.75
72.94
65.78
90.40
75.25
97.72
70.85
98.48
96.46

变异系数
CV/%
5.99
5.50
5.47
5.32
5.85
5.54
5.14
5.07
5.19
5.98
5.01

计数
Count
2 006
1 966
2 133
2 583
1 569
1 790
2 084
1 049
2 162
1 618
1 348

倍性
Ploidy
2n/4n
2n
2n
3n
3n
4n
3n
4n
3n
4n
4n
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BB’（BB）与‘东莞中把大蕉’（ABB）类型的种质亲缘

关系很近，‘FHIA-18’（AAAB）与‘Pisang Ceylan’
（AAB）2者之间的亲缘关系最近，相似系数接近为

1，可能为亲本相似，或者其同物异名[27]。重复测定

多次，结果相似，这说明不同倍性之间、同一倍性之

间的种质 DNA 含量存在着一定的差异，具体原因有

待于研究。另外，‘红香蕉’属（AAA）类型[28]。本研

究中此蕉出现了 2个峰值，第一个峰值为 52.79，第
二个峰值为103.24，测定时2个峰同时出现，且具较

好的重复性。明显的区别于其他供试材料，其原因

可能是检测时处于间期，细胞数量较少，次生代谢物

含量高，从而引起杂峰高或堵塞管道的现象，其遗传

物质的特殊属性还有待于进一步研究。

FCM分析结果反映了演化和杂交过程中种质

倍性的复杂性，也表明了香蕉种质核型分析的必要

性。FCM技术操作简单、可靠性强、重复性高，能揭

示DNA含量与倍性的关系，是进行营养繁殖的栽培

植物倍性分析的准确手段。
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