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摘要：大颖草 (Kengyilia grandiglumis) 和短芒披碱草 (Elymus breviaristatus) 是分布在青藏高原沙生环境中的两种多年生

禾草。本研究采用顺序荧光原位杂交 (FISH) 和基因组原位杂交 (GISH) 技术，应用转座子探针 S5 和串联重复序列探

针 AAG 对两禾草根尖有丝分裂中期的染色体进行了分析。结果显示，GISH 信号可成功区分 P、H、St 和 Y 4 个亚基

因组，在此基础上获得了 S5 和 AAG 探针在两种植物 21 对染色体上的分布信息。大颖草中 S5 信号多分布在端粒及

近端粒区，P 亚基因组中分布位点最多；AAG 信号多分布在近着丝粒区和近端粒区，  Y 亚基因组中分布的位点最

多。短芒披碱草中 S5 信号分布在端粒、近端粒区、近着丝粒区和臂中部区，H 亚基因组上信号比 St 和 Y 亚基因组

丰富；AAG 信号分布在近着丝粒区、臂中部区和近端粒区，信号分布位点在 St 亚基因组中最少。本研究获得了两种

异源六倍体禾草亚基因组水平的染色体信号特征，为大颖草和短芒披碱草种质资源的评价及利用奠定了基础。

关键词：禾草；转座子探针；串联重复探针；异源六倍体；基因组原位杂交；亚基因组；沙生植物
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Abstract: Kengyilia  grandiglumis  and Elymus  breviaristatus  are  two  species  of  perennial  grass  distributed  in  the  sandy
environment of the Qinghai-Tibet Plateau. In this study, we performed sequential fluorescence in situ hybridization (FISH)
and genomic in situ hybridization (GISH) to analyze the metaphase chromosomes of K. grandiglumis and E. breviaristatus
root  tips  using  the  transposable  elements  (TEs)  probe  S5  and  tandem  repeat  probe  AAG.  The  results  revealed  that  GISH
signals  can  successfully  distinguish  the  four  subgenomes  P,  H,  St,  and  Y,  and  that  we  were  able  to  obtain  details  of  the
distribution  of  the  S5  and  AAG probes  on  the  21  pairs  of  chromosomes  in  the  two  grass  species.  In K.  grandiglumis,  S5
signals  were  primarily  distributed  in  the  terminal  and  subtelomeric  regions,  and  were  most  frequently  observed  in  the  P
subgenome.  In  contrast,  AAG  signals  were  mainly  distributed  in  the  pericentromeric  and  subtelomeric  regions,  with  the
fewest  signals  being  detected  in  the  intercalary  regions,  and  were  most  frequently  observed  in  the  Y  subgenome.  In E.
breviaristatus, S5 signals were found to be distributed in the terminal, subtelomeric, pericentromeric, and intercalary regions,
with signals being detected more frequently in the H subgenome than in the St or Y subgenomes. AAG signals were detected
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in  the  pericentromeric,  intercalary,  and  subtelomeric  regions,  with  signals  being  least  abundant  in  the  St  subgenome.  Our
determination of the chromosome signaling characteristics of K. grandiglumis and E. breviaristatus at the subgenomic level
will provide a basis for further evaluation and utilization of the germplasm resources of these two allohexaploid grasses.

Keywords:  grass;  transposable  elements  probe;  tandem  repeat  probe;  allohexaploid;  genomic  in  situ  hybridization;
subgenome; psammophyte
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青藏高原由于其独特的自然环境，孕育了许多

代表性植物类群。其中就有两种生长在荒漠草原中

的禾草大颖草 (Kengyilia grandiglumis)和短芒披碱

草 (Elymus breviaristatus)。大颖草隶属于禾本科小

麦族以礼草属，为多年生丛生草本植物，主要分布

于青海省海拔 2 300～4 100 m的沙丘、山坡、草地

等生境中
[1-2]
。短芒披碱草隶属于禾本科小麦族披

碱草属，为多年生疏丛草本植物，主要分布在四川

和青海等省山坡生境中
[1-2]
。大颖草和短芒披碱草

具有适应性强和产量高等优点，是高寒地区栽培草

地建植和生态修复较为理想的牧草草种
[3-4]
。

围绕大颖草和短芒披碱草，国内外学者开展了

以下不同层面的研究。核型分析及荧光原位杂交报

道大颖草为异源六倍体 (2n = 6x = 42)，其基因组组

成为 StPY [5-6]。利用叶绿体基因和核基因探讨了大

颖草母本供体来源及其与其他以礼草属物种的系统

关系
[7-8]
。此外，应用随机扩增微卫星多态性 (random

amplified  microsatellite  polymorphism,  RAMP)、 EST-
SSR和荧光原位杂交 (fluorescence in situ hybridization，
FISH)标记分别评估了大颖草的遗传多样性

[9-11]
，研

究结果表明在以礼草属物种中，大颖草遗传多样性

偏低
[11]
。短芒披碱草的核型分析报道其为异源六倍

体 (2n = 6x = 42)，基因组组成为 StHY [12-13]。分别利

用形态学标记、SRAP和 EST-SSR分子标记对短芒

披碱草开展了遗传多样性和群体遗传结构的研究，

研究结果表明短芒披碱草表型多样性丰富，自然居

群间遗传分化较大，但其居群间及居群内遗传多样

性远低于同属其他物种
[14-17]
。

FISH的基本原理是根据核酸分子碱基互补配

对的原则，将变性后带有荧光标记的探针与变性后

的靶核酸序列在退火温度下复性，通过荧光显微镜

等仪器观察杂交信号
[18]
。由于荧光原位杂交能将基

因组中特定 DNA序列与染色体结构及组织定位直

接联系起来，提供分子生物学层面不能揭示的生物

遗传信息，因此被广泛应用于植物研究中的染色体识

别、基因定位、图谱构建和系统进化分析等领域
[19-23]
。

大颖草和短芒披碱草均为狭域分布在青藏高原

的特有小麦族物种，由于其种群较小和人类活动加

剧环境恶化等因素影响，这两物种的生存受到了威

胁。如短芒披碱草曾被列入第一批国家重点野生保

护植物名录中，属于国家二级保护植物。本研究选

取大颖草和短芒披碱草作为研究对象，采用荧光原

位杂交技术对两种异源六倍体物种进行染色体识

别和核型分析，探究其在染色体水平的遗传多样

性，以期为大颖草和短芒披碱草种质资源的合理保

护、评价及利用提供理论依据。 

1    材料与方法
 

1.1    试验材料

大颖草和短芒披碱草均采自位于青海省海晏县

的国家小麦野生近缘植物原生境保护区 (36°50′ N，
100°50′ E)，该区位于青海湖东北部环湖沙化地带，

平均海拔 3 280 m [24]。间隔 10 m分别随机选取 5株
大颖草和短芒披碱草作为试验对象。糙缘拟鹅观

草 (Pseudoroegneria  stipifolia，PI  313960)、布顿大麦

(Hordeum bogdanii，PI 440413)和沙芦草 (Agropyron
mongolicum，PI 499392)来源于美国农业部的国家植

物种质资源库 (NPGS)，均为二倍体物种。 

1.2    试验方法
 

1.2.1    染色体制备

将采集的种子于实验室条件萌发，待根长至

0.5～1 cm时取其根尖，在 N2O中处理 2 h [25]。处理

结束后，向每管中加入卡诺固定液 (乙醇 ꞉ 乙酸= 3 ꞉ 1)
在 4 ℃ 固定 5 min以上。固定后的根尖用 45%的醋

酸压片。在显微镜下观察，将具有分裂相多、染色体

分散、染色体形态清晰的片子置于−80 ℃ 保存 30 min
以上。用刀片除去盖玻片后，将载玻片风干以作进
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一步处理。 

1.2.2    FISH和 GISH探针的制备

用转座子 (transposable elements，TEs)和串联重

复序列作为 FISH标记来区分大颖草和短芒披碱草

的染色体。S5是从 St基因组中开发的 DNA转座

子探针
[26]
，AAG是被广泛应用于小麦族的微卫星

探针
[27]
。S5和 (AAG)10 寡核苷酸探针在上海生工生

物公司合成分别具有 5 ′修饰荧光基团 TAMRA和

FAM。GISH探针标记参考 Dou等 [28]
报道的方法，

分别将糙缘拟鹅观草、布顿大麦和沙芦草的基因组

DNA片段化后用随机引物标记法标记。 

1.2.3    荧光原位杂交

所有材料均采用顺序 FISH和 GISH进行两轮

荧光原位杂交。荧光原位杂交流程按照 Liu 等[29]
方

法。杂交后用 DAPI (4',6-二脒基-2-苯基吲哚)复染，

最后在 Olympus BX53荧光显微镜下观察图像，并

使用 Adobe Photoshop 6.0进行对比度和亮度调节。

每株材料至少观察和统计 3个细胞的染色体 FISH

结果。
 

2    结果与分析
 

2.1    大颖草根尖细胞染色体 FISH 分析

本研究采集的 5株大颖草 (K1～K5)染色体数

目均为 2n = 6x = 42，所有染色体根据第 2轮 GISH

信号可划分为 P、St和 Y 3个亚基因组，不同亚基因

组间未发现易位现象。每个亚基因组中的染色体根

据臂比、相对长度和探针信号按 1～7排列 (图 1)。

在大颖草中，S5信号分布在染色体端粒、近端

粒区、近着丝粒区和臂中部区。在 P亚基因组中，

1～7P染色体上均观察到了 S5信号。除 2P染色体

短臂端粒区无信号外，S5信号在其余染色体的端粒

或近端粒区呈现出数量和强弱的差异。7P染色体

是 P亚基因组中 S5信号分布位点最多的染色体。

 

K1-a

K1-b

K1

P

1 2 3 4 5 6 7

St

1 2 3 4 5 6 7

Y

1 2 3 4 5 6 7

K2

K3

K4

K5

K2-a

K2-b

K3-a

K3-b

K4-a

K4-b

K5-a

K5-b

 

图 1   顺序 FISH 和 GISH 探针在大颖草体细胞染色体上的荧光原位杂交结果

Figure 1    Physical mapping of sequential FISH and GISH probes on the mitotic chromosomes of Kengyilia grandiglumis.
 K1-a、K2-a、K3-a、K4-a和 K5-a为第 1轮 S5 (红色)和 (AAG)10 (绿色)探针的杂交信号。K1-b、K2-b、K3-b、K4-b和 K5-b为第 2轮糙缘

拟鹅观草 (红色)和沙芦草 (绿色)基因组 DNA的杂交信号。

 K1-a,  K2-a,  K3-a,  K4-a,  and  K5-a:  initially  FISH probed  with  S5  (red)  and  (AAG)10  (green).  K1-b,  K2-b,  K3-b,  K4-b,  and  K5-b:  sequentially  GISH
probed with genomic DNAs of Pseudoroegneria stipifolia (red) and Agropyron mongolicum (green).
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与 P亚基因组相比，S5信号在 St和 Y亚基因组中

较少且微弱。St亚基因组中，仅在部分 2St、4St和
7St染色体的近端粒区，5St染色体的近着丝粒区产

生了少量的杂交信号 (图 1)。Y亚基因组中，5株材料

的 5Y染色体短臂的近着丝粒区和 6Y染色体短臂的

端粒区观察到 S5信号。值得注意的是 7Y染色体，仅

在 1份材料的短臂端粒区观察到强 S5信号 (图 1 K3)。
(AAG)10 信号分布在 Y、St和 P亚基因组染色

体的近着丝粒区、臂中部区和端粒区。与 S5相比，

(AAG)10 信号在端粒及近端粒区的分布较少。整体

来看，(AAG)10 信号在 Y亚基因组中分布的位点最

多，而在 P亚基因组中最少。在 P亚基因组中仅观

察到 5P染色体近着丝粒区的 (AAG)10 信号。在

St亚基因组中，除了 2St染色体，其余染色体上均

有 AAG信号的杂交位点，且大多分布在近着丝粒

区 (图 1)。K1、K2和 K3材料的 6St染色体长臂近着

丝粒区的 (AAG)10 信号尤为强烈。Y亚基因组的

1～7号染色体上均有不同强度及数量的 (AAG)10

信号分布，但不同染色体间信号变化差异大。5Y
和 6Y染色体上 (AAG)10 信号分布位置固定，仅部

分材料中强度有变化。而 7St染色体 (AAG)10 信号

变化大，K1和 K3材料中观察到位于短臂近着丝粒

区的信号，但在其他 3份材料中未观察到信号 (图 1)。 

2.2    短芒披碱草根尖细胞染色体 FISH 分析

在采集的 5株短芒披碱草 (E1～E5)中，1株染

色体数目为 43条 (E1)，其余为 42条。所有染色体

根据第 2轮 GISH信号可划分为 H、St和 Y 3个亚基

因组，不同亚基因组间未发现易位现象。每个亚基

因组中的染色体根据臂比、相对长度和探针信号按

1～7排列 (图 2)。根据 GISH信号判定 E1材料中多

出的一条染色体属于 St亚基因组 (图 2 E1-b)。
S5信号分布在短芒披碱草染色体的端粒、近端

粒区、近着丝粒区和臂中部区。H亚基因组 S5信号

比 St和 Y亚基因组丰富 (图 2)。在 H亚基因组中，

1～7H染色体上均有 S5信号的分布，且短臂与长臂

的近端粒区均能观察到不同强度的 S5信号。在这
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E2-b
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E4-b

E5-a

E5-b

 

图 2   顺序 FISH 和 GISH 探针在短芒披碱草体细胞染色体上的荧光原位杂交结果

Figure 2    Physical mapping of sequential FISH and GISH probes on the mitotic chromosomes of Elymus breviaristatus.
 E1-a、E2-a、E3-a、E4-a和 E5-a为第 1轮 S5 (红色)和 AAG (绿色)探针的杂交信号。E1-b、E2-b、E3-b、E4-b和 E5-b为第 2轮糙缘拟鹅

观草 (红色)和布顿大麦 (绿色)基因组 DNA的杂交信号。箭头和方框指示的是非整倍中的第 43条染色体。

 E1-a, E2-a, E3-a, E4-a, and E5-a: initially FISH probed with S5 (red) and (AAG) 10 (green). E1-b, E2-b, E3-b, E4-b, and E5-b: sequentially GISH probed
with genomic DNAs of Pseudoroegneria stipifolia (red) and Hordeum bogdanii (green). The arrow and box indicate chromosome 43 in aneuploid.
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5份材料中，S5信号分布位置较为保守，仅仅呈现

出信号强弱的变化。与 H亚基因组相比，仅在 St和
Y亚基因组中的个别染色体上观察到了 S5信号。

在 St亚基因组中，  E3材料的 1St、3St、4St和 7St染
色体的近端粒区和臂中部区产生了少量的杂交信

号 (图 2 E3)；E4材料的 2St、3St和 4St染色体的近

端粒区产生了少量的杂交信号 (图 2 E4)。Y亚基因

组中，仅在部分 6Y染色体短臂的端粒区观察到

S5信号。

在短芒披碱草中，(AAG)10 信号分布在 H、St和
Y亚基因组染色体的近着丝粒区、臂中部区和近端

粒区。整体来看，(AAG)10 信号在 Y和 H亚基因组

中分布的位点较多，而在 St亚基因组中最少。Y亚

基因组的 1～7号染色体上均有不同强度及数量

的 (AAG)10 信号分布，1Y、3Y、4Y和 6Y染色体上

(AAG)10 信号分布位置固定，其他染色体上有信号

数量和分布位置的变化。 2Y染色体近端粒区的

(AAG)10 信号仅在 E4和 E5材料中发现，其他 3份
材料中未观察到 (AAG)10 信号。与其他材料 7Y染

色体 (AAG)10 信号仅分布在短臂近着丝粒区相比，

E1材料中的 (AAG)10 信号在 7Y染色体长臂和短臂

近着丝粒区均有分布。在 H亚基因组中，5株材料

的 3H、4H、5H和 6H染色体近着丝粒区观察到强度

不一的 (AAG)10 信号。在 St亚基因组中， (AAG)10
信号在不同材料中变化较大。如 6St染色体，仅在

E3材料中观察到位于短臂端粒区的信号；7St染色

体，E1、E4和 E-5材料中 (AAG)10 信号位于长臂的

近端粒区，而在 E2和 E3材料中分别位于短臂的臂

中部区和近着丝粒区 (图 2)。
值得注意的是，在短芒披碱草 E4和 E5材料的

3H染色体上观察到了 (AAG)10 信号的杂合，即仅

在 1条染色体上有位于长臂近着丝粒区的 (AAG)10
信号 (图 2 E4，E5)。 

3    讨论与结论

本研究应用 TE探针 S5、串联重复序列探针

(AAG)10 及 GISH探针成功区分识别了大颖草和短

芒披碱草两种异源六倍体物种的 3个亚基因组的

21对染色体。TEs是指弥散分布在基因组的一些重

复序列，其重复单元并不相连，而是与其他序列参

杂在一起。串联重复序列由含有一定碱基的重复单

元首尾串联，以多次重复的方式形成阵列成簇排布

于染色体端部、着丝粒周围以及染色体异染色质区

域处
[30]
。由于 TEs和串联重复序列各自特性的不

同，其 FISH信号也具有不同的特征。本研究中，

S5探针呈现出点状至弥散分布，(AAG)10 探针为点

状分布。分布位置在不同基因组间也具有一定的倾

向性。在 P、H、St和 Y亚基因组中，S5信号集中分

布在端粒及近端粒区，少数分布在近着丝粒区和臂

中部区；而 (AAG)10 信号在上述基因组中分布位点

最多的是近着丝粒区，其次为近端粒区，臂中部区

最少。本研究中，与 H和 P基因组的 FISH信号相

比较，St和 Y基因组信号较少，在今后的研究中，应

考虑开发 St和 Y基因组特异的 FISH探针，以期获

得 St和 Y基因组的更多信息。

大颖草和短芒披碱草中都具有 St和 Y亚基因

组，但荧光原位杂交结果未显示出两者的S5和 (AAG)10
信号具有相似的规律。Yen等 [31]

认为含 St基因组

的六倍体物种经历了两次杂交事件。第 1次杂交事

件发生在二倍体物种间，形成了 StStYY、StStPP和

StStHH四倍体物种；以上四倍体物种再分别与二倍

体含 H、P和 W等基因组的物种二次杂交，形成六

倍体物种。依据大颖草和短芒披碱草 St和 Y亚基

因组相异的 FISH信号，本研究推测在大颖草和短

芒披碱草的异源多倍体形成中，不同含 St和 Y基因

组的祖先种参与了此过程。

本研究在 1株短芒披碱草中发现了 43条染色

体即非整倍体的存在。与大多数动物物种相比，多

倍体植物对非整倍性具有相当的耐受性
[32]
。例如，

在 16个新合成六倍体小麦品系中，发现非整倍性

从 20%到 100%不等
[33]
。但普遍认为尽管非整倍体

增加了群体的遗传多样性，但对群体进化的贡献很

小或没有
[34]
。本研究中大颖草未发现非整倍体现

象，可能是以礼草属物种特性，如在糙毛以礼草

(Kengyilla hirsute)核型研究中也未发现非整倍体
[35]
；

也可能与试验材料个数较少有关，需在今后的研究

中加大采样量来进一步确定。

综上所述，本研究应用 TE探针、串联重复序列

探针及 GISH探针，分别获得了大颖草和短芒披碱

草 3个亚基因组及 21对染色体的 FISH信号特征，

为多倍体禾草种质资源多样性研究及多倍体形成

演化提供参考。
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