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染色体展片法观察拟南芥雄性减数分裂过程中的染色体形态 
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摘要  减数分裂指DNA复制1次, 细胞核分裂2次, 产生染色体数目减半的单倍体配子, 是真核生物有性生殖所必需的环

节。拟南芥(Arabidopsis thaliana)是分子遗传学研究的传统模式生物。近年来, 随着显微镜技术的快速发展, 利用细胞学方

法观察拟南芥减数分裂过程中的染色体形态和同源染色体互作事件, 将有助于深入认识减数分裂的分子遗传机制。该文详

细描述了染色体展片法观察拟南芥雄性减数分裂细胞中的染色体形态。 
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减数分裂是真核生物进行有性生殖的必需过程。

不同于有丝分裂过程中DNA复制1次, 细胞核分裂1

次; 减数分裂过程中DNA复制1次, 细胞核分裂2次, 

最终使染色体数目减半, 产生单倍体配子。减数分裂I

包括前期I、中期I、后期I和末期I, 其中前期I又细分为

细线期、偶线期、粗线期、双线期和终变期。减数分

裂II类似于有丝分裂, 包括前期II、中期II、后期II和末

期II (Ma, 2006)。 

减数分裂I是减数分裂特异的核心过程, 涉及同

源染色体配对、联会、重组和分离(Wang and Co-

penhaver, 2018)。下面对显微镜下观察到的各个时期

染色体形态做一个简单描述。当加倍复制后的染色单

体进入减数分裂后, 染色体开始逐步浓缩使得在光学

显微镜下可见细线状的染色体, 该时期称为细线期; 

随后同源染色体开始配对, 部分区域启动联会, 空间

上1对同源染色体靠的较近, 显微镜下观察类似平行

线, 称为偶线期; 当同源染色体完全联会(伴随着染

色体进一步浓缩), 在光学显微镜下呈现较粗的线状

结构, 即为粗线期; 然后同源染色体间的联会解除, 

仅在交叉结位置仍连接在一起, 其它部位均已分开, 

称为双线期; 终变期时染色体浓缩至短棒状的二价

体。中期I时同源二价体在纺锤体的牵拉下, 整齐排列

在细胞中部的赤道板上; 至后期I均匀地分离到细胞

两极; 末期I染色体开始去浓缩, 在细胞两极形成簇

状结构。前期II, 染色体开始再次浓缩, 在两极形成圆

球状结构; 至中期II, 姐妹染色体在纺锤体的牵拉下分

别排列在赤道板上; 到后期II, 每组姐妹染色单体对等

地分离到细胞两极; 至末期II, 染色体去浓缩, 形成4个

单倍体的核, 并经过胞质分裂形成4个单倍体小孢子

(图1)。 

模式植物拟南芥具有基因组小(The Arabidopsis 

Genome Initiative, 2000)、生长周期短、生殖器官多、

突变体资源丰富、易于遗传分析及转基因相对容易等

特点(Sanchez-Moran and Armstrong, 2014), 被认

为是研究减数分裂的传统优势材料。植物雄性和雌性

减数分裂分别发生在生殖器官花药和胚珠中, 模式植

物拟南芥的花药发育分为14个时期, 而减数分裂发

生在第4–7期(Sanders et al., 1999)。由于雄性器官不

仅花药数目多而且取材方便, 相比于雌性减数分裂研

究更加容易。我们对拟南芥雄性减数分裂过程中染色

体形态观察的染色体展片法作一描述。该方法同时也

适用于非模式植物 , 如水稻 (Oryza sativa)、大豆

(Glycine max)和黄瓜(Cucumis sativus)。 

1  材料和试剂 

植物材料: 拟南芥(Arabidopsis thaliana L.)。  

试剂和其它材料: 抗体酶、60%冰乙酸、4', 6-二脒基-2-

·技术方法· 
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苯基吲哚(DAPI)、卡诺试剂、即用型山羊血清、去离

子甲酰胺、Wash buffer II、载玻片和盖玻片。 

2  试剂配方 

 抗体酶: 3%纤维素酶、3%果胶酶和5%蜗牛酶, 4°C

过夜, 溶解于0.01 mol.L–1 pH=4.5的柠檬酸缓冲液

中, 分装于2 mL离心管中, –20°C保存 

 DAPI: VECTASHIELD公司, X0204 

 卡诺试剂: 乙醇:乙酸=3:1 (v/v), –20°C保存 

 即用型山羊血清: 博士德生物公司, AR0009 

 去离子甲酰胺: Roche公司, 039K1407 

 Wash buffer II: 1×PBS溶液, 0.1% Tween20 

 着丝粒探针: 通过公司合成3段带有CY5标记的着

丝粒探针, 等量混合使用。 

Cen180_oligo1: CY5-GGTGTAGCCAAAGTC-
CRTATGAGTCTTTGK; Cen180_oligo2: CY5-TCT-
TATACTCAATCATACACATGACATCW; Cen180_ 
oligo3:  CY5-AGTCATATTYGACTCCAAAACACTA-

ACC。 

3  设备与软件 

实验设备包括电热恒温水浴锅(DK-S22型, 上海一恒

科技有限公司)、电热板(金坛市科博实验设备研究

所)、体式解剖镜(SMZ-161-BLED, Motic)和荧光显微

镜(ScopA1/A2, Zeiss)。 

4  实验程序 

4.1  拟南芥的种植 

(1) 温室条件 温度22°C, 相对湿度约为75%, 16小

时光照/ 8小时黑暗; 

(2) 培养土壤 蛭石:黑土:珍珠岩=9:3:1 (v/v/v)混匀, 

灭菌后使用; 

(3) 种植方法 将烘干后的拟南芥种子置于滤纸上, 

用牙签逐粒播种于浸湿的土壤表面, 并在培养盆上覆

盖保鲜膜保湿。5–7天后揭膜, 每个培养盆保留4–6

株小苗, 用镊子拔去多余小苗。4–5周抽薹, 6–8周的

花序可用于染色体展片。 

4.2  染色体展片 

(1) 取材时间  温室中开始 , 照明2–5小时取拟南

芥花序(见注意事项1), 室温下在卡诺试剂中固定

2小时以上(见注意事项2); 

(2) 取出花序, 用灭菌水漂洗3次; 

(3) 在体视镜下去除黄色的花苞(见注意事项3), 将

白色的花序置于稀释1倍的抗体酶中 , 37°C酶解

18–20分钟(见注意事项4); 

(4) 用移液枪吸出酶解液, 用灭菌水将花序漂洗3次; 

(5) 用镊子将花序移至载玻片上, 在体视镜下用1 mL

注射器的针头分离出处于减数分裂期的花苞, 除去萼

片及花瓣, 只留下4–7期花药; 

(6) 用针头及镊子将花药转移到新的载玻片上, 每张

载玻片上放20–30个花药, 在体视镜下将花药夹碎至

没有大的碎块, 在此过程中滴加灭菌水以保持花药湿润; 

(7) 将玻片转移至45°C热台上, 待玻片上的液体加热

至只剩1层水膜时 , 用移液枪在样品中央逐滴滴加

20–40 μL 60%冰乙酸, 并用移液枪吹打3–4次使之

混匀, 静置1分钟; 

(8) 在冰乙酸液滴中央逐滴滴加–20°C预冷的卡诺试

剂20–40 μL, 液滴呈波纹状向四周扩散, 形成圆形的

碎片带; 

(9) 玻片在热台上烘干后,  在避光处向样品处滴加7– 

10 μL DAPI, 并覆盖盖玻片, 避光静置5–10分钟后

可镜检及拍照(图1)。 

4.3  荧光原位杂交(FISH) 

(1) 在湿盒中垫入1张纸巾并加入适量水保湿, 将展

片法(4.2节(8))制好的片子在热台上烘干后放入湿

盒, 每张片子滴加100 μL 70%甲酰胺, 并覆盖24 mm× 

50 mm盖玻片; 

(2) 将片盒放入85°C烘箱, 加热变性5分钟, 取出玻片, 

揭掉盖玻片, 将载玻片迅速放入装有–20°C预冷的

70%乙醇的洗缸中, 置于水平摇床低速震荡5分钟; 

(3) 取出载玻片, 用无水乙醇缓慢滴在玻片上冲洗3

次(见注意事项5), 自然风干; 

(4) 用即用型山羊血清按照1:200稀释着丝粒探针, 

吸取20 μL稀释过的着丝粒探针杂交液滴加至载玻片

上, 并覆盖24 mm×50 mm盖玻片(见注意事项6); 

(5) 将玻片置于湿盒中, 并将湿盒放入37°C烘箱2小

时以上; 

(6) 取出玻片, 放入装有Wash buffer II的洗缸中清 
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图1  拟南芥Col-0生态型雄性减数分裂细胞的染色体形态(DAPI染色) 

(A) 细线期; (B) 偶线期; (C) 粗线期; (D) 双线期; (E) 终变期; (F) 中期I; (G) 后期I; (H) 末期I; (I) 前期II; (J) 中期II; (K) 后期II; 

(L) 四分体。Bars=5 μm 

 
Figure 1  Chromosome morphology of the male meiocytes of Arabidopsis thaliana Col-0 ecotype (DAPI staining) 

(A) Leptotene; (B) Zygotene; (C) Pachytene; (D) Diplotene; (E) Diakinesis; (F) Metaphase I; (G) Anaphase I; (H) Telophase I; (I) 

Prophase II; (J) Metaphase II; (K) Anaphase II; (L) Tetrads. Bars=5 μm     

 

洗, 水平摇床低速震荡5分钟, 重复3次; 

(7) 取出玻片, 避光自然风干后向样品处滴加7–10 μL 

DAPI, 并覆盖盖玻片, 避光静置5–10分钟后可镜检

及拍照(图2) (Wang et al., 2014)。 

5  注意事项 

(1) 若早上8:00开灯, 一般上午取材观察到的减数分 
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图2  拟南芥Col-0生态型雄性减数分裂细胞的染色体形态及着丝粒信号(FISH) 

(A)–(L) 同图1。Bars=5 μm 

 
Figure 2  Chromosome morphology and centromere signals of male meiocytes of the Arabidopsis thaliana Col-0 ecotype 

(FISH) 

(A)–(L) see Figure 1. Bars=5 μm 

裂I时期细胞较多, 下午取材能够观察到较多的减数

分裂II时期细胞; 取花序时可将花序最外层较大的花

序去除;  

(2) 固定于卡诺试剂中的花序可长期保存于–20°C冰箱;  

(3) 体视镜下可见的黄色花苞, 其花药中的雄性生殖

细胞已完成减数分裂; 
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(4) 酶解时间过短, 花药难以夹碎, 无法释放出减数

分裂细胞; 酶解时间过长, 则难以将花药分离出来; 

(5) 用无水乙醇冲洗玻片时, 应缓慢逐滴添加, 防止

冲洗速度过快导致细胞脱落; 

(6) 着丝粒探针的稀释及滴加应在暗室中避光操作。  
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Chromosome Behaviors of Male Meiocytes by Chromosome 
Spread in Arabidopsis thaliana 

Wanyue Xu, Yingxiang Wang* 

School of Life Sciences, Fudan University, Shanghai 200438, China 

Abstract  Meiosis halves the number of chromosomes to produce haploid gametes through nuclear division twice fol-

lowing single round of DNA replication, and is essential for eukaryotic sexual reproduction. Arabidopsis thaliana is a tradi-

tional model organism used for molecular genetic study. Recently, with breakthroughs in microscopic technologies for 

observing chromosomes, analyses of chromosome morphology during meiosis using cytological methods have made 

great advances to understand molecular and genetic mechanisms in regulation of meiosis. In this study, we described in 

detail the chromosome spread technique we developed, which is well used for observation of chromosome behaviors in 

Arabidopsis male meiocytes. 
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