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Oligo-FISH涂染揭示柚粗线期

1号染色体的结构及配对

何 礼，张国艳，陈克玲，何 建，关 斌，李文婷，刘建军*

（柑橘育种与栽培国家地方联合工程实验室·四川省农业科学院园艺研究所，成都 610066）

摘 要：【目的】深化柑橘减数分裂粗线期染色体结构组成和配对分析。【方法】首次利用柑橘染色体全长特异寡核苷酸

荧光原位杂交（oligo-fluorescence in situ hybridization，oligo-FISH）涂染探针，精准示踪鉴定沙田柚粗线期1号染色体的

结构特征，比较其与有丝分裂间期细胞核、有丝分裂前中期和中期染色体的结构差异，并揭示粗线期全长染色体的同

源配对。【结果】观测到同源配对的全长粗线期与有丝分裂中期较大染色质结构差异。经测定，柚粗线期1号染色体平

均全长、长臂长、短臂长和臂比分别为中期的13.93倍、16.54倍、10.44倍和1.54倍，表现出更高FISH信号分辨率。检

测到柚粗线期1号染色体着丝粒附近约3.01 Mb的探针信号缺失区。【结论】首次实现柑橘特定全长粗线期染色体的跟

踪研究，为深入开展其结构和配对遗传利用的精准研究提供了新方法。
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Oligo-FISH painting reveals the structures and pairings of the pachytene
chromosome 1 in Citrus maxima
HE Li, ZHANG Guoyan, CHEN Keling, HE Jian, GUAN Bin, LI Wenting, LIU Jianjun*

(National-local Joint Engineering Laboratory of Citrus Breeding, Cultivation/Horticulture Research Institute, Sichuan Academy of Agri-

cultural Sciences, Chengdu 610066, Sichuan, China)

Abstract:【Objective】The cytogenetic study is not only an important tool for the structural analysis of

the chromosomes in Citrus species, but also a direct tool for the pairing investigation of homologous or

homeologous chromosomes during meiosis. Then, the precise identification of a specific chromosome,

especially a single full-length extended chromosome in meiotic prophase Ⅰ, plays a crucial role in real-

izing the above studies. However, it has been a tough challenge for plant species, let alone most of the

non- model plants. Recently, bioinformatically chosen oligonucleotides have been synthesized and la-

beled as chromosome painting probe libraries in identifying specific portions or entire chromosomes

through fluorescence in situ hybridization (FISH). This study aimed to explore and compare the cytoge-

netic characteristics of a specific citrus chromosome at meiotic pachytene and mitotic stages by chromo-

some painting with synthesized oligonucleotide probes.【Methods】The representative Citrus species C.

maxima (Burm.) Merr.‘Shatian pummelo’(2n = 2x = 18), cultivated in the experimental base of Horti-

culture Institute, Sichuan Academy of Agricultural Sciences, Chengdu, China, was used for chromo-

some painting studies. Firstly, the former bioinformatically chosen and synthesized oligonucleotide li-

brary for Citrus chromosome 1-specific FISH painting was labeled as a probe with digoxin. Secondly,

the vigorous root tips containing interphase nuclei, prometaphase, and metaphase chromosomes were
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used for the preparation of mitotic slides. The immature inflorescence was adopted to harvest meiotic

slides with pachytene chromosomes. Thirdly, both mitotic and meiotic slides were applied for chromo-

some painting by oligo-FISH with Citrus chromosome 1-specific oligonucleotide probe. The digoxin-la-

beled probe was detected by anti- digoxigenin FITC conjugated antibody (Roche Diagnostics, USA).

The chromosomes were counterstained with an antifade solution containing 4’, 6-diamidino-2-phenylin-

dole (DAPI, Vector Laboratories, USA). Finally, the FISH images were captured with a CCD camera

(ORCA Flash 4.0, Hamamatsu, Japan) attached to a Zeiss Axio Scope A1 fluorescence microscope. The

brightness and contrast of images were adjusted with Adobe Photoshop 5.0. The lengths of the meta-

phase and pachytene chromosomes were determined with the Image J software, through which the bent

pachytene chromosomes were straightened using the“Straighten”plugin.【Results】To enable uniform

coverage of oligonucleotides on the chromosome 1, a total of 27 392 single-copy oligos of 45 bases had

been screened from the assembled genome sequence, with a distribution density of 0.85 oligo · kb-1. Af-

ter oligo- FISH, a pair of homologous chromosome 1 were clearly identified at mitotic metaphase

through green signals derived from the probe. However, the distribution of the FISH signals on the chro-

mosome 1 was not uniform, showing very weak signals in some parts of the chromosome, indicating a

much lower density of single-copy oligonucleotides in the corresponding regions. In the mitotic inter-

phase nuclei, chromosome painting signals showed that the two homologous chromosomes located in

separated regions, were still being discrete chromatin with extremely low condensation. Both homolo-

gous chromosomes at prometaphase were observed much more condensed than at interphase, but they

were less condensed compared with those at metaphase according to the FISH signals. The chromosom-

al segments with no or weak signals were more clearly visible than their counterparts in the metaphase

chromosomes. As for pachytene chromosome 1, on which a small segment in the centromeric and adja-

cent pericentromeric region was observed absent of signal, dense FISH signals were covered from its

end to end, exhibiting clearly full pairing of two homologous chromosomes 1 from end to end in all 15

examined cells. Thus, the chromosome painting oligo probe exhibited robust capacity in accurately and

effectively tracing specific pachytene chromosome and its pairing of homologous chromosomes. Enor-

mous differences in the chromatin structures between the pachytene and metaphase stage of chromo-

some 1 were observed. With the help of oligo-FISH signals and centromere positions that were lightly

stained by DAPI, the means of the full length, long arm length, and short arm length of pachytene chro-

mosome 1 were measured, which were (27.48 ± 1.89) µm, (18.67 ± 1.29) µm, and (8.82 ± 0.80) µm.

The mean full length, long arm length, short arm length, and arm ratio of pachytene chromosome 1

were 13.93 times, 16.54 times, 10.44 times, and 1.54 times that of metaphase, respectively, indicating

that the long arms at pachytene hold higher extension rate than the full- length chromosome, let alone

the short arms. As a result, a much higher resolution of the FISH signals was obtained on pachytene

chromosome 1. The oligo probe was screened from the assembled genomic sequence of 32.08 Mb in

the pummelo chromosome 1, on which covered by the FISH signals, accounting for 91.42% of the full

length of pachytene chromosome 1. According to the hypothesis that the DNA content was evenly dis-

tributed on the full-length pachytene chromosome, the signal absent centromeric and adjacent pericen-

tromeric region, which accounted for 8.58% of the full length of pachytene chromosome 1, was estimat-

ed to be about 3.01 Mb after calculation. Accordingly, the total length of chromosome 1 might be calcu-

lated as 32.08 Mb plus 3.01 Mb equals 35.09 Mb, suggesting that the genomic sequence assembly in

the signal absent centromeric and adjacent pericentromeric heterochromatin regions might not have

been achieved completely.【Conclusion】These results demonstrated the evident differences in chromo-
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柑橘是世界上最重要和最广泛种植的果树之

一。自然界中柑橘及其近缘种基本为二倍体（2n=

2x=18）[1]，近年也创制、筛选并积累了大量柑橘多倍

体材料[2]。染色体细胞遗传研究不仅是柑橘类种属

起源进化分析的重要手段[3-4]，更是减数分裂同源或

部分同源染色体配对遗传利用研究的直接工具[5-6]，

还能够辅助全基因组测序的验证[7]。而对特定单条

染色体特别是减数分裂前期Ⅰ中单条全长染色体的

精准识别，是实现以上研究的关键。

由于缺乏染色体全长特异的 DNA 探针，在大

多数植物中无法跟踪研究单条染色体 [8-9]。柑橘类

为小染色体（1~4 µm）物种[10]，已在其有丝分裂中期

细胞上开展了广泛的染色体识别和比较鉴定，包括

利用染色体色霉素 A3（chromomycin A3，CMA）荧

光显带 [10-13]，以及综合CMA显带、rDNA、基因组中

其他重复序列 [14-15]和染色体特异细菌人工染色体

（bacterial artificial chromosome，BAC）探针标记的

荧光原位杂交（fluorescence in situ hybridization，

FISH）[16-18]。然而，以上标记仅识别染色体上的特定

区段，无法跟踪研究细胞分裂活动，特别是减数分裂

各时期的单条全长染色体，例如涉及同源染色体精

细配对的粗线期染色体，它相较于中期Ⅰ的配对分

析能更准确评估染色体的同源性[6，19]。另外，虽已经

完成部分柑橘种的基因组测序，但精准组装仍受基

因组中大量重复序列的干扰，可利用粗线期染色体

高分辨率的FISH辅助基因组的组装和验证，特别是

含有大量重复序列的着丝粒及附近异染色质区[7]。

而中期染色体太小[10]，FISH信号的分辨率极低，难

以精准观察测定。

最近，基于寡核苷酸的新型DNA文库已迅速成

为“新一代”的植物染色体精准研究FISH探针[9，19]。

利用生物信息学手段，实现了从任何植物物种组装

的基因组序列中，筛选出针对染色体特定区域或整

个染色体鉴定的寡核苷酸序列，经人工合成后标记

作为染色体鉴定的特异FISH探针[19]。利用覆盖整

个染色体的寡核苷酸探针能够产生“染色体涂染

（chromosome painting）”信号，实现了有丝及减数分

裂中特定单条染色体的精准追踪[4-6，19-21]。笔者已在

柑橘中研创了所有9条全长染色体特异的寡核苷酸

涂染探针，准确鉴定了有丝分裂中期所有染色

体[4]。笔者在本研究中旨在利用柑橘 1号染色体的

特异涂染FISH探针，首次进行沙田柚减数分裂粗线

期染色体的跟踪研究；同时以有丝分裂不同浓缩阶

段的染色质做对比，揭示粗线期与有丝分裂各时期

染色体结构及FISH信号分辨率的巨大差异，为精准

解析粗线期染色体结构和特定区段序列组成，辅助

全基因组特别是测序组装困难的着丝粒及附近异染

色质区的测序组装验证提供新工具，也为染色体的

配对遗传利用，特别是柑橘多倍体减数分裂粗线期

染色体的精准研究奠定新的方法基础。

1 材料和方法

1.1 植物材料

选取柑橘类代表种沙田柚 [Citrus maxima

(Burm.) Merr.‘Shatian pummelo’，2n=2x=18]用作染

色体涂染分析。植物材料保存于四川省农业科学院

园艺研究所成都试验基地。

1.2 染色体特异涂染探针制备

前期，参照Albert等 [20]的方法开发了柑橘染色

体特异涂染探针 [4]。利用 Chorus2 软件（https://

github.com/zhangtaolab/Chorus2）从Citrus maxima的

参考基因组中（https://citrus.hzau.edu.cn/orange/in-

dex.php）筛选1号染色体上的长45个碱基的单拷贝

寡核苷酸。利用Citrus maxima的基因组序列数据

（SRR4294213）[22]过滤重复寡核苷酸序列。寡核苷

酸探针文库由 Arbor Biosciences（Ann Arbor, 密歇

根, 美国）合成。按照Han等[19]的方法用地高辛标记

染色体涂染探针。

1.3 有丝分裂中期染色体制片

以根尖为材料制备有丝分裂中期染色体制片。

somal structures and their corresponding resolutions of oligo-FISH signals between meiotic pachytene

and mitotic chromosomes through Citrus chromosome-specific painting probes. This pioneering work

on detailed tracing and pairing examinations of Citrus specific full-length homologous chromosomes at

meiotic pachytene phase would provide a powerful tool kit for studies on Citrus pachytene chromo-

somes, especially the pairing and inheritance of homologous chromosomes in different polyploid species.

Key words: Citrus; Pachytene; Oligo-FISH; Chromosome painting; Resolution
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截取新鲜的根尖在1.10 mPa压力下用N2O处理2 h，

然后在固定液（3倍乙醇/1倍冰醋酸）中固定备用。

根尖用蒸馏水洗涤 10 min后，用 2%（w，后同）纤维

素酶（Yakult Pharmaceutical，日本）和 1%果胶酶

（Sigma，美国）在37 ℃水浴锅中酶解140 min。采用

滴片法制取有丝分裂中期染色体[4]。

1.4 减数分裂粗线期染色体制片

以花蕾为材料制取减数分裂粗线期染色体。选

新鲜并未变白的花蕾，用固定液（3倍乙醇/1倍冰醋

酸）固定备用。用花蕾中的 1个花药压片镜检花粉

母细胞是否处于粗线期，其余花药用作酶解制片。

花药用蒸馏水洗涤 20 min，后用 3% 纤维素酶

（Yakult Pharmaceutical，日本）和 2%果胶酶（Sigma，

美国）的酶解液在 37 ℃水浴锅中酶解 5 h。采用滴

片法制取粗线期染色体[6]。

1.5 寡核苷酸荧光原位杂交（Oligo-FISH）

参照He等[4]的方法开展Oligo-FISH和检测。杂

交液含寡核苷酸探针 200 ng，去离子甲酰胺 10 µL，

50%硫酸葡聚糖 4 µL，20×SSC 2 µL，加蒸馏水至

20 µL。地高辛标记的探针用抗地高辛异硫氰酸荧

光 素（fluorescein isothiocyanate isomer，FITC）

（Roche Diagnostics，美国）检测。用含 4’,6-二脒基-

2-苯基吲哚（4’, 6-diamidino-2-phenylindole，DAPI）

的VectaShield抗淬灭剂（Vector Laboratories，美国）

对染色体进行复染。用蔡司Axio Scope A1荧光显

微镜上耦合的电荷耦合器件（charge coupled device，

CCD）相机（ORCA Flash4.0，滨松，日本）拍摄 FISH

图像。用Adobe Photoshop 5.0调整图像的亮度和对

比度。

用 Image J软件测定中期和粗线期染色体的长

度，并用其中的“Straighten”插件拉直弯曲的粗线期

染色体。

2 结果与分析

2.1 柚有丝分裂中期染色体涂染鉴定

笔者前期利用Chorus2软件（https://github.com/

zhangtaolab/Chorus2），以柚基因组 DNA 序列开发

了柑橘类物种所有 9 条染色体的特异性涂染探

针[4]。为了筛选能够均匀覆盖 1号染色体的寡核苷

酸，从1号染色体的DNA序列中筛选了27 392个长

为45 bp的单拷贝寡核苷酸序列（寡核苷酸分布密度

为0.85个·kb-1）作为混合池，用作该染色体鉴定的特

异涂染探针。

经绿色荧光检测，在柚有丝分裂中期细胞中，能

清楚鉴定出 1 号染色体的 2 条同源染色体（图 1）。

然而，FISH信号在1号染色体上的分布并不均匀，部

A. 单色显示 DAPI 染色的柚中期细胞染色体；B. 柑橘 1 号染色体特异涂染探针（绿色）在蓝色显示来自 A 中柚染色体的 FISH 涂染。标尺

为 5 µm。

A. DAPI stained metaphase chromosomes of C. maxima that were shown in monochrome; B. FISH painting signals (green) from Citrus chromo-

some 1-specific probe shown on blue stained chromosomes in A. Bar = 5 µm.

图 1 柚有丝分裂中期细胞 1 号染色体的 Oligo-FISH 涂染鉴定

Fig. 1 Identification of chromosome 1 in a mitotic metaphase cell of Citrus maxima by Oligo-FISH painting

分区域没有观察到信号或信号非常微弱（图 1-B）。

这可能是1号染色体对应区域单拷贝寡核苷酸的密

度相对较低（小于0.1个·kb-1）引起的。

2.2 间期细胞核及前中期染色体可视化

为了识别中期染色体外其他不同分裂阶段浓缩

的染色质，并展现可视化单个染色体占据的区域，利

用1号染色体特异涂染探针开展了FISH（图2）。对

柚根尖细胞进行FISH涂染，结果清晰显示细胞核中

的2个同源染色体分别位于独立的区域（图2-B），且

染色质呈离散状态，浓缩程度极低。前中期细胞上

A B
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的探针信号显示，每个同源染色体相较间期时更浓

缩，但相对中期时浓缩程度更低。中部无信号或信

号微弱的染色体区段清晰可见（图 2-D，箭头）。然

而，此时染色体各部位的特征，特别是着丝粒不易辨

认。试验表明，特异探针涂染能有效示踪有丝分裂

各周期的1号染色体。

2.3 减数分裂粗线期染色体Oligo-FISH涂染

为了精准示踪减数分裂粗线期 1号染色体，利

用特异涂染探针（图 3）进行了 FISH标记。除着丝

粒及紧邻的亚着丝粒小区段外，足够密度的探针信

号将该染色体从末端到末端标记了出来，清晰地展

示了粗线期2条1号同源染色体从末端到末端充分

配对的情况。利用探针信号（图 3-B），清晰展示了

减数分裂粗线期的状态，即使在众多染色体相互缠

绕以致几乎无法辨认其形态的情况下（图 3-A），也

能够准确反映特定粗线期染色体在细胞中的分布及

配对情况，并进行精准跟踪研究。在15个粗线期细

胞中观察到，1号染色体的2条同源染色体均表现从

末端到末端的完整配对，展示了它们之间高度的同

源性。结果表明，采用特异探针涂染能精准有效示

踪粗线期染色体及同源染色体配对。

经DAPI染色后，着丝粒区染色浅且两侧分布

DAPI染色明亮的亚着丝粒异染色质区（图3-E），染

色体臂上的常染色质区染色较浅。短臂上绿色探针

信号覆盖至非常接近DAPI染色浅的着丝粒区（图

3-E）。结合着丝粒位置及短臂挨着丝粒区信号消失

的特征，甚至能在众多相互缠绕的粗线期染色体上

定位着丝粒（图 3-A~B箭头指示），并能据此准确测

定染色体臂长及总长。测得15个粗线期细胞1号染

色体的平均总长为（27.48±1.89）µm，是有丝分裂中

期高度浓缩染色体长度的13.93倍（表1）；粗线期长

臂平均长度为中期长臂的16.54倍，高于染色体全长

的倍率，表明粗线期长臂的伸展程度高于整条染色

体的平均值；粗线期短臂长为中期的 10.44倍，低于

染色体全长的倍率，更低于长臂的倍率，表明粗线期

短臂的伸展程度除低于整条染色体的平均值外，更

远低于长臂的伸展程度。

虽在有丝分裂中期和前中期1号染色体上能够

观察到探针信号较弱或缺失的区域，但因染色体浓

缩程度较大，分辨率低，导致难以准确鉴定其所处的

区段。借助涂染探针信号，在粗线期染色体上清晰

观察到 1段信号缺失区，但在众多染色体相互缠绕

的减数分裂相中，较难厘清该区段所处区域及染色

质特征（图 3-A~B）。因此，利用涂染探针信号作指

示，选取与其他染色体无交叉重叠的粗线期 1号染

色体（图 3-D~E），以准确鉴定整条染色体上常染色

质和异染色质区的分布特征，以及涂染探针信号在

不同染色质区的精准分布。用 Image J软件分离并

拉直了图 3-D来自 2个细胞中无交叉重叠的 2条粗

线期 1号染色体。染色体灰度图非常清晰地显示，

A. 单色显示 DAPI 染色的柚间期细胞核；B. 柑橘 1 号染色体涂染探针（绿色）在用蓝色显示来自 A 中柚细胞核上的 FISH 涂染；C. 单色显

示 DAPI 染色的柚前中期染色体；D. 柑橘 1 号染色体涂染探针（绿色）在蓝色显示来自 C 中柚前中期染色体上的 FISH 涂染。箭头指示染色

体上信号微弱的区段。标尺为 5 µm。

A. A DAPI stained interphase nuclei of C. maxima that was shown in monochrome; B. FISH painting signals (green) from Citrus chromosome 1-

specific probe displayed in the interphase nuclei of C. maxima that were pseudo colored in blue from A; C. A DAPI stained prometaphase cell of C.

maxima that was shown in monochrome; D. FISH painting signals (green) from Citrus chromosome 1-specific probe shown in the blue stained pro-

metaphase cell (blue) of C. maxima in C . Arrow heads denote regions showing weak signals. Bar = 5 µm.

图 2 柑橘 1 号染色体特异探针在柚有丝分裂间期细胞核和前中期染色体的 FISH 涂染

Fig. 2 FISH painting on mitotic interphase nuclei and prometaphase chromosomes of C. maxima

with Citrus chromosome 1-specific probe

A B C D
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表 1 柚减数分裂粗线期和有丝分裂中期 1 号染色体之间长度的差异

Table 1 The differences of lengths between meiotic pachytene and mitotic metaphase chromosome 1 of C. maxima

染色体指标

Index of chromosome

染色体长度

Lengths of the total chromosomes

长臂长度

Lengths of long arms

短臂长度

Lengths of short arms

臂比 Arm ratios

减数分裂粗线期染色体长度

Lengths of meiotic pachytene
chromosomes/µm

27.48 ± 1.89 A

18.67 ± 1.29 A

8.82 ± 0.80 A

2.13 ± 0.15 A

有丝分裂中期染色体长度

Lengths of mitotic metaphase
chromosomes/µm

1.97 ± 0.10 B

1.13 ± 0.06 B

0.84 ± 0.06 B

1.34 ± 0.12 B

粗线期与中期染色体的比值

Ratios of pachytene to metaphase
chromosomes

13.93

16.54

10.44

1.54

注：染色体的臂比等于长臂的长度除以其短臂的长度。不同大写字母表示差异极显著（p＜0.01）。

Note: The arm ratio of a chromosome is calculated by the length of the long arm divided by the length of its short arm. Different capital letters indi-

cate significant differences (p＜0.01).

A. 单色显示 DAPI 染色的柚粗线期细胞，其中的染色体相互缠绕。箭头指示 DAPI 染色浅的着丝粒；B. 在蓝色显示来自 A 中柚粗线期染

色体上柑橘 1 号染色体特异探针的 FISH 信号（绿色）。箭头指示着丝粒位置；C. 从 B 中分离单独显示的绿色 FISH 探针信号；D. 一左一右

分别为从 2 个不同粗线期细胞中得到的与其他染色体无交叉重叠经 FISH 涂染识别的粗线期 1 号染色体；E. 用 Image J 软件拉直显示 D 中

的 2 条粗线期染色体。染色体左右排列的顺序与 D 中相同，从左到右依次为单色显示的粗线期染色体，其上的绿色涂染探针信号，以及绿色

信号与蓝色显示染色体的叠加图。白色虚线指示着丝粒位置。E 中插入的白框内为从图 1-A~B 中分离的柚中期单色显示及探针信号叠加

后的 2 条 1 号同源染色体，放大倍数与 E 中的粗线期染色体相同。标尺为 5 µm。

A. DAPI stained cell with intertwined chromosomes at pachytene stage that was shown in monochrome. Arrow head indicates centromere lightly

stained with DAPI. B. FISH painting signal (green) from Citrus chromosome 1-specific probe in the pachytene chromosome (blue) in A. Arrow head

indicates the position of the centromere; C. FISH painting signal in green that separated from B; D. Two unoverlapped pachytene chromosome 1 iden-

tified by painting of specific probe were isolated from two different cells and arranged from left to right. E. Both of the pachytene chromosomes in D

were straightened with Image J software. The pachytene chromosomes were arranged from left to right as shown in D, showing monochromatic chro-

mosomes, painting signals (green), and overlayed images with blue pseudo colored chromosomes in order. The position of centromeres were indicat-

ed with a dashed white line. The two metaphase homologous chromosomes isolated from Fig.1-A and B, which were displayed in monochrome and

overlayed images with painting signals (green) on chromosomes (blue), respectively, were inserted within the white box. The metaphase and pachy-

tene chromosomes share the same magnification in E. Bar = 5 µm.

图 3 柑橘 1 号染色体特异探针 FISH 涂染柚减数分裂粗线期染色体

Fig. 3 FISH painting of meiotic pachytene chromosomes in C. maxima with Citrus chromosome 1-specific probe

A B

C D

E
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即使 2条粗线期染色体的浓缩程度存在差异，它们

的常染色质（DAPI染色较浅）和异染色质（DAPI染

色明亮）分布模式，以及探针信号在对应位置的覆盖

情况仍极为相似（图 3-E）。短臂绝大多数区域为

DAPI染色明亮的异染色质区。占长臂约1/3长度且

靠近着丝粒区域为较为集中的异染色质区，余下近

端粒段 2/3的长臂均为DAPI染色较浅的常染色质

区。然而，从细胞学的角度认为富含重复序列的异

染色质区几乎均被单拷贝寡核苷酸涂染探针信号覆

盖，说明相应区域仍含有一定比例的单拷贝DNA序

列，能够进行基因组组装。在DAPI染色最强烈的

区域，探针信号相对其他区域明显更微弱，如短臂和

长臂上各有 1个明亮的异染色质区域；在包括着丝

粒及长臂紧邻着丝粒DAPI染色明亮的整个亚着丝

粒异染色质区几乎没有任何信号。

经 Image J软件测定，粗线期1号染色体上连续

无信号的着丝粒及紧邻亚着丝粒区长度为（2.36 ±

0.34）µm，占染色体总长的 8.58%。由于涂染探针

筛选自基因组测序组装大小为32.08 Mb的柚1号染

色体 [22]，很可能完全对应探针信号覆盖区域的大

小。假定DNA含量在全长染色体上呈均衡分布，1

号染色体的大小可计算为 32.08 Mb ÷（100%-

8.58%）=35.09 Mb，而着丝粒附近信号缺失区段的

大小为35.09 Mb×8.58%=3.01 Mb。

3 讨 论

标准的单条染色体鉴定方法可实现中期染色体

及其他不同细胞分裂阶段浓缩染色质的识别。最近

的研究利用生物信息学手段，研发基于单拷贝寡核

苷酸序列的FISH涂染探针，能够在任何已获得基因

组序列的植物种中应用[9，21]，并已在许多植物种中取

得成功，包括黄瓜 [19]、马铃薯 [6，23]、水稻 [24]和杨树 [25]

等。即使在大基因组的小麦[26]和玉米[20]中也获得了

成功。这相对于传统在小基因组模式植物拟南芥和

二穗短柄草中采用大量BAC混合池作FISH涂染探

针[27-28]，取得了革命性的进步，将极大地提升染色体

FISH涂染在众多植物种中的应用。已有柑橘及多

个相关种属完成了全基因组测序组装[22，29-30]，可用作

该新型染色体精准鉴定单拷贝FISH寡核苷酸探针

的发掘。笔者新近研发了柑橘所有9条染色体特异

的涂染探针[4]，为基于FISH技术开展丰富的柑橘及

相关种属间系统精准染色体结构变异鉴定和进化分

析提供了有力工具[9，21]。笔者在本研究中利用柑橘1

号染色体特异FISH涂染探针，实现了在有丝分裂间

期细胞核、前中期和中期细胞染色体及减数分裂粗

线期染色体和其所在区域的可视化，可为开展柑橘

染色体研究及育种利用提供强大工具，开拓柑橘染

色体结构及特定区段序列组成精准研究，特别是柑

橘多倍体材料减数分裂粗线期染色体精准配对和遗

传鉴定利用的新领域。

减数分裂是真核生物生命周期中染色体数目减

少并产生配子的重要且特殊过程，有效地实现从末

端到末端鉴定单条粗线期染色体，将大力推动减数

分裂染色体配对机制的精准研究。前人研创了染色

体全长涂染FISH探针，实现了玉米1号染色体[20]、马

铃薯7号和11号染色体[6]、黄瓜3号染色体的全长示

踪[19]，以及不同倍性茄属物种的粗线期染色体精细

配对研究[6]。在柑橘中，前人采用的染色体鉴定方

法包括CMA显带[10-13]，以及结合CMA显带、rDNA、

基因组中筛选的其他重复序列 [14- 15]和染色体特异

BAC开展FISH[16-18]，均无法对减数分裂粗线期特定

的全长染色体进行跟踪研究。笔者在本研究中首次

在柑橘粗线期染色体上开展FISH实验，实现了单条

全长粗线期染色体的精准鉴定，可解决对柑橘粗线

期特定全长染色体进行跟踪研究的难题。

染色体涂染探针能否有效示踪鉴定粗线期染色

体，与探针设计时染色体上筛选到的寡核苷酸分布

密度有关[9]。在几个不同的植物中，染色体上寡核

苷酸的密度为0.1~0.5个·kb-1时，足以在浓缩的中期

染色体上产生高质量的全染色体涂染信号[9]。但粗

线染色体的长度为体细胞中期染色体的 10~40

倍[31]，因此，用涂染探针鉴定减数分裂粗线染色体，

需要采用更高的寡核苷酸密度。1个密度为2个·kb-1

的水稻9号染色体探针在粗线染色体上显示出良好

的信号[24]。1个密度为 0.6个·kb-1的马铃薯 11号染

色体探针足以显示整个粗线染色体[6]。玉米 1号染

色体上密度为 0.3个·kb-1，可基本覆盖粗线期染色

体[20]，但信号覆盖的密度明显更低。本研究中柑橘1

号染色体上寡核苷酸的密度为 0.85个·kb-1，在粗线

期染色体上产生了很好的信号覆盖，起到了很好的

示踪效果。涂染探针信号显示，粗线期15个细胞中

的 1号染色体均表现从末端到末端的完整配对，证

明 2条同源染色体的同源性高，与测序报道柚类基

因组杂合度低的特征相吻合[29]。
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前人研究表明，利用粗线期染色体开展FISH定

位，可大大提高信号分辨率。在不同基因组大小的

代表性物种中，将粗线期与有丝分裂中期的染色体

长度进行比较，发现黑麦中的长度差异大于7倍、玉

米为 10倍、番茄为 15倍、拟南芥大于 20倍、水稻为

40倍[31]。因此，以高度伸展的粗线期染色体相较于

高度收缩的中期染色体作靶标，具有高出数倍的

FISH信号分辨率[31-32]，是将DNA序列信息与染色体

结构特征相结合极有效的方法，是高分辨率细胞遗

传图谱构建的强大工具。例如在水稻早粗线期 10

号染色体上，可区分相距 40 kb 的 DNA 探针信

号[32]。在番茄粗线期染色体常染色质区FISH定位

的分辨率为120 kb，在异染色质区为1.20 Mb[31]。本

研究揭示，柑橘粗线期 1号染色体的平均长度为中

期的 13.93倍，实现了柑橘粗线期染色体高分辨率

的 FISH鉴定，为深入开展其结构精准研究提供了

新方法。

本研究中测算出着丝粒及紧邻的信号缺失区约

为 3.01 Mb，这在高度收缩的柑橘中期染色体上是

极难测定的。由于着丝粒及附近异染色质区DNA

的浓缩程度高于全染色体上的平均值[31]，因此，该区

段实际应大于 3.01 Mb。利用着丝粒功能蛋白

CENH3免疫共沉淀测序，估算1号染色体着丝粒区

大小为 7.6 Mb，含有大量长末端重复序列（long ter-

minal repeat，LTR）[33]。在基因组测序组装时，很可

能由于该区域富含高度重复DNA序列而未被当前

的参考基因组覆盖，因此未筛选到单拷贝寡核苷酸，

表现为探针信号的缺失。研究结果显示着丝粒及其

紧邻异染色质的特定区段无信号覆盖，提示该区域

可能未完全实现基因组的组装。

本研究表明高分辨率粗线期染色体FISH涂染

可应用于植物的基因组研究，检查基因组序列组装

的完整性[34]，未来可用作测序组装困难着丝粒和附

近异染色质区的辅助验证，以及其他植物细胞遗传

学新研究。

4 结 论

首次在柑橘上利用染色体全长特异探针涂染，

揭示了粗线期与有丝分裂各时期染色体结构及

FISH信号分辨率的巨大差异，为进一步探究柑橘减

数分裂其余染色体的结构组成及不同倍性材料中的

配对遗传利用奠定了新的试验基础。
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