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摘要  T0135 是 2009 年从中籼 3037 第 11 染色体短臂端三体(2n+11S·)自交后代中发现的形

态变异株. 选用第 11 号染色体着丝粒区域的特异分子细胞学标记 5S rDNA 进行染色体荧光

原位杂交(fluorescent in situ hybridization, FISH)分析, 发现 T0135 是第 11 染色体短臂双着丝

粒染色体. 为了研究该双着丝粒染色体有性繁殖过程中的遗传稳定性, 对 T0135 有性繁殖

后代进行 FISH 分析, 观察后代中染色体类型并进行统计, 发现后代染色体类型与亲本类型

相同的占 94%, 即双着丝粒染色体能进行正常的减数分裂 , 通过着丝粒特异组蛋白

(centromere specific histone H3, CENH3)免疫检测确定在双着丝粒染色体中只有一个有

CENH3 信号, 说明该双着丝粒材料中只有一个行使正常功能的着丝粒, 另外一个着丝粒处

于失活状态. 
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着丝粒是真核生物染色体重要的结构与功能元

件, 不仅每条染色体必须有着丝粒, 而且每条染色体

只能有一个功能着丝粒[1], 才能保证染色体在有丝分

裂与减数分裂中的正常传递 , 以维持物种染色体组

成的稳定性. 着丝粒是由 DNA 和蛋白质组成的复合

体. 着丝粒 DNA 序列进化速率极高, 在不同物种中, 

组成着丝粒的 DNA 序列是没有同源性的[2,3]. 除芽殖

酵母的着丝粒由 125 bp 左右的特异 DNA 序列构成[4,5]

以外, 大多数生物的着丝粒均由高度重复的 DNA 序

列构成[6~10], 这些重复单元在每条染色体上拷贝数也

不同, 最多的染色体上可以达到几兆碱基, 而最少的

染色体上只有几万碱基 , 并且在这些重复序列会间

或插入一些逆转座子成分 , 一起组成着丝粒特异

DNA 序列. 

与着丝粒 DNA 的快速进化相反, 着丝粒区域另

外一个重要组成成分着丝粒特异蛋白在真核生物中

相对保守[11,12]. 最新研究表明, 与着丝粒 DNA 结合

的蛋白有 50 多种[13], 目前研究最清楚的是着丝粒特

异组蛋白 H3(centromere specific histone H3, CENH3), 

CENH3 决定动粒组装位置 , 仅存在于活性着丝粒

中[11,14~19]. 在果蝇和老鼠中, 当 CENH3 缺失时, 染

色体不能正常传递[20,21]. 因此, CENH3 是真核生物内

动粒的基本组成成分之一, 是功能着丝粒的基础, 也

是活性着丝粒的识别标记.  

在真核生物中 , 染色体重排会导致产生双着丝

粒染色体 . 双着丝粒染色体的行为首先由 Mc- 

Clintock[22,23]在玉米中阐述, 认为它们本质上是不稳

定的, 经常发生连续两轮后期桥的形成和断裂, 并且

在后代中没有发现双着丝粒染色体的存在 . 但近年

来在小麦、玉米中都有双着丝粒染色体的报道[24~27], 

这种双着丝粒染色体在大多数情况下可以正常传递

下去 . 虽然目前对于双着丝粒染色体能正常传递的



 
 
 

    2013 年 11 月  第 58 卷  第 33 期 

3410   

机理不是非常清楚, 但有研究表明其与 CENH3 有密

切关系 [28]. 另外在哺乳动物中也有双着丝粒染色体

存在 , 其在有丝分裂中是相当稳定的 [29]. 人类的双

着丝粒染色体可通过减数分裂传递 [30,31], 这种现象

是由于其中一个着丝粒失活[32].  

水稻是世界上重要的粮食作物之一 , 同时也是

单子叶植物的模式生物 . 近年来随着水稻全基因组

测序的完成 , 对水稻各染色体组中不同染色体着丝

粒的组成也进行了深入分析 , 其中栽培稻的着丝粒

由串联重复序列组成, 重复单元为 155 bp 的 CentO, 

另外还有插入到该串联重复序列中或者分布其两侧

的着丝粒特异逆转座序列 CRR (centromere-specific 

retrotransposon of rice)[10], 由 CentO 构成的串联重复

序列是每一着丝粒的核心. 12 条染色体上的 CentO 拷

贝数有很大差别, 从 60 kb到 2 Mb不等[10]. 但是通过

与水稻 CENH3 结合的荧光免疫反应研究表明, 水稻

每一着丝粒结合的 CENH3 是十分相近的, 说明不同

染色体着丝粒功能 DNA 结合区域是特定的[33]. 目前

在水稻中还没有双着丝粒染色体的报道.  

本实验室在多年研究水稻非整倍体过程中 , 分

离并获得第 11 染色体双着丝粒染色体(T0135). 为了

明确该双着丝粒染色体的行为和传递稳定性 , 我们

对 T0135 进行分子细胞学分析, 以探明该双着丝粒

染色体在水稻有性繁殖过程中遗传稳定性.  

1  材料与方法 

(ⅰ ) 试验材料 .  试验于 2012 年在扬州大学  

实验农场进行. T0135 是 2009 年从中籼 3037 第 11 染

色体短臂端三体(2n+11S·)自交后代中发现的形态变

异株.  

(ⅱ) 根尖染色体制备.  取新鲜根尖置于 0.002 

mol/L的 8-羟基喹啉中, 在 20℃下处理 2 h. 用卡诺固

定液(甲醇:冰醋酸=3:1)清洗 3 次后再用固定液固定, 

室温下处理 24 h. 将固定后的材料置于−20℃中备用. 

从固定液中取出固定好的根尖, 用蒸馏水清洗 3 次. 

切取 2 mm 左右的白色根尖部位置于酶解液(2%纤维

素酶与 1%果胶酶), 37℃酶解 70~90 min. 酶解完全的

根尖经固定液清洗 2 次后, 用固定液再次固定 5 min

以上, 可置于−20℃冷却待用. 将充分冰冻的根尖取

出 , 置于一张载玻片上 , 滴加适量固定液于根尖上 . 

用镊子迅速敲碎根尖 , 再在载玻片上滴加少量固定

液, 于酒精灯上点燃, 使其充分燃烧, 斜置载玻片晾

干待用.  

(ⅲ ) 染色体荧光原位杂交 (fluorescent in situ 

hybridization, FISH)分析.  取已酶解好的根尖, 敲片. 

加入 70%甲酰胺 50 µL, 盖上盖玻片. 将玻片置于

95℃的杂交炉中 1 min 45 s. 取出置于 70%的乙醇中, 

振荡脱色 5 min, 然后分别置于 90%, 100%乙醇中振

荡脱色各 5 min, 取出晾干. 配置杂交液(含水稻第 11

号染色体着丝粒区域特异探针 5S rDNA), 100℃水浴

5 min, 然后置于冰中 5 min 以上. 每玻片滴加 20 µL

杂交液, 置于杂交盒中, 放入 37℃恒温箱过夜处理. 

取出后用 1×PBS(磷酸缓冲液)振荡脱色 3 次, 每次 5 

min. FISH 信号通过抗地高辛抗体偶联罗丹明偶联物

(anti-digoxigenin-rhodamine)或抗生物素抗体 (avidin- 

fluorescein)检测, 染色体用 DAPI (4′,6-diamidino-2- 

phenylindole)染色. Olympus BX60 镜检中获得清晰图

像后, 以气冷式数码相机(CCD, Olympus DP80)摄像.  

(ⅳ) 蛋白质抗体免疫荧光检测.  采集 T0135 新

鲜根尖, 用 4%(w/v)多聚甲醛室温固定 40 min, 切取

1 mm 左右的根尖置于酶解液中, 37℃保温 30 min 后

用蒸馏水洗涤后将根尖取出放于载玻片上, 滴 1 滴

1×PBS, 将根尖捣碎后加盖玻片, 压片; 压好的载玻

片迅速放于液氮中冷冻 2~3 min, 用刀片迅速揭去盖

玻片后自然晾干. 向每张载玻片上滴加 20 µL 含有

anti-CENH3 抗体的 1×TNB 溶液, 盖上盖玻片, 放入

湿盒内于 37℃保温过夜; 1×PBS 洗片 3 次, 每次 5 min, 

加 50 µL 含有 Goat anti rabbit 568 抗体(Invitrogen)的

1×TNB 溶液, 放入湿盒内于 37℃避光保温 60 min; 

1×PBS 洗片 3 次, 每次 5 min, 晾干后, 加 10 µL 含有

DAPI的抗褪色剂, 盖上盖玻片, 在 Olympus BX60荧

光显微镜下观察拍照.  

2  结果与分析 

2.1  T0135 的获得及分子细胞学鉴定 

T0135 是从水稻品种中籼 3037(图 1(a))第 11 染

色体短臂端三体(2n+11S·)[34]自交后代中发现的形态

变异株. 与正常中籼 3037 相比, 该材料田间性状表

现为植株矮小、叶色深, 结实率为 34.5%(图 1(d)). 对

其进行细胞学鉴定, 表明该变异株体细胞中有 26 条

染色体, 比正常中籼 3037 多 2 条. 5S rDNA 是水稻第

11 染色体特异分子细胞学标记[35]. FISH 分析表明, 

该标记与水稻着丝粒特异 DNA 序列 CentO 在第 11 
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图 1  正常中籼 3037 和双着丝粒材料 T0135 植株形态及 FISH 分析 
图中染色体用 DAPI 染色, 所有标尺均为 5 μm. (a) 正常中籼 3037 植株形态; (b) 正常株有丝分裂中期染色体, 绿色为 CentO, 红色为

5S rDNA, 箭头指示第 11 染色体(11L·11S); (c) 第 11 染色体发生断裂植株有丝分裂中期染色体, 绿色为 5S rDNA, 白色箭头指示第 11

染色体长臂(11L·), 黄色箭头指示第 11 染色体短臂(11S·); (d) 变异株 T0135 植株形态; (e) 变异株 T0135 有丝分裂中期染色体, 绿色为

5S rDNA, 白色箭头指示第 11 染色体短臂的双着丝粒染色体(11S·11S·), 黄色箭头指示第 11 染色体长臂(11L·); (f) 变异株 T0135 有丝分

裂前中期染色体, 绿色为 5S rDNA, 白色箭头指示第 11 染色体短臂的双着丝粒染色体(11S·11S·), 黄色箭头指示第 11 染色体长臂(11L·) 

 
 

染色体着丝粒区域重叠在一起 (图 1(b)), 并且 5S 

rDNA 靠近短臂端, 在第 11 染色体发生着丝粒断裂

形成 2 个端着丝粒染色体中, 第 11 染色体的长臂

(11L·)上 5S rDNA 信号较弱(图 1(c), 白色箭头所示), 

第 11 染色体的短臂(11S·)上 5S rDNA 信号较强(图

1(c), 黄色箭头所示), 所以我们利用 5S rDNA 作为标

记既可以区别第 11 染色体的着丝粒区域, 又可以区

别 11L·和 11S·.  

用 digoxigenin-11-dUTP标记的 5S rDNA与 T0135

体细胞染色体进行原位杂交 , 再以 anti-digoxigenin- 

rhodamine 检测表明, 在 T0135 的体细胞中, 共有 2

对染色体上有杂交信号 , 其中一对较弱的信号位于

一对染色体的端部(图 1(e)和(f), 黄色箭头所示), 说

明这是一对第 11号染色体长臂(11L·); 另外一对染色

体上, 每条染色体有 2 对较强的杂交信号, 并且其中

一对位于染色体的末端(图 1(e)和(f), 白色箭头所示), 

说明这对染色体由第 11 号染色体短臂(11S·)组成, 并

且每一条染色体有 2个着丝粒区域(图 2), 表明 T0135

为双着丝粒染色体材料, 为了清楚表示该材料中第

11 染色体变异后组成, 我们用 11L·+11L·+11S·11S·+ 

11S·11S·来表示. 

 
 

 

图 2  第 11 染色体各种变异类型模式图 
蓝色为 CentO; 黄色为 5S rDNA 
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2.2  双着丝粒材料的 CENH3 免疫荧光鉴定 

在活性着丝粒中, CENH3 是真核生物内着丝粒

的根本特征, 可作为功能着丝粒的识别标记. 为了确

定 T0135 中双着丝粒是否都具有功能着丝粒的功能, 

我们对 T0135 的根尖细胞进行了 CENH3 的免疫荧光

分析.  

在 CENH3 的免疫荧光鉴定中, 正常染色体在着

丝粒区域有一对红色信号(图 3(a)和(b), 蓝色箭头所

示), 所以如果双着丝粒染色体 2 个着丝粒区域都有

功能, 那么会出现 2 对 CENH3检测信号. 由于 T0135

中双着丝粒染色体是端着丝粒染色体, 我们发现有 2

对染色体的 CENH3 信号位于染色体末端(图 3(a), 白

色和黄色箭头所示), 但是在 4 条端着丝粒染色体上

分别只有 1 对 CENH3 信号. 因为 T0135 材料 4 条端

着丝粒染色体分别为 2 个 11L·和 2 条 11S·11S·. 这表

明 11 号双着丝粒染色体中其中一个着丝粒只含有着

丝粒 DNA 而不具有 CENH3, 也就是不具有正常着丝

粒功能 , 说明该双着丝粒染色体只有一个有功能的

着丝粒区域, 而另外一个虽然含有着丝粒 DNA, 但

是处于失活状态.  

2.3  双着丝粒材料的有性繁殖后代的分子细胞学

鉴定 

以上分析结果表明 , 双着丝粒染色体只有一个

着丝粒发挥功能, 那么它的分裂行为是不是正常的? 

对 T0135 的有性繁殖后代进行了形态观察和分子细

胞学鉴定的结果如表 1 所示, 可以看出, 在所调查的

168 株有性繁殖后代中, 根据 5S rDNA 信号可以分为

4 种类型:  

(1) 植株形态与亲本相似, 进一步以 5S rDNA 作

为探针进行体细胞染色体 FISH 分析, 共有 2 对染色

体上有杂交信号 , 其中一对较弱的信号位于一对染

色体的端部, 说明这是一对第 11 号染色体长臂(11L·); 

另外一对染色体上, 每条染色体有 2 对较强的杂交信

号, 并且其中一对位于染色体的末端, 说明这对染色

体由第 11 号染色体短臂(11S·)组成, 并且每一条染色

体有 2 个着丝粒区域, 表明该子代类型的杂交信号与

亲代相同, 为 11S·11S·+11S·11S·+11L·+11L·. 在调查

的 168 株后代中, 属于这种类型的个体数为 158 株, 

占总个体数的比例为 94.0%.  

(2) 株型较亲本 T0135 矮小, 结实率为 17%(图

4(a)), 进一步用 digoxigenin-11-dUTP 标记的 5S 

rDNA 与该类型植株体细胞染色体进行原位杂交, 再

以 anti-digoxigenin-rhodamine 检测发现, 共有 3 条染

色体上有杂交信号 , 其中一对较弱的信号位于一对

染色体的端部 , 说明这是一对第 11 号染色体长臂

(11L·; 图 4(d), 黄色箭头所示); 另外一条染色体上

有 2 对较强的杂交信号, 并且其中一对位于染色体的

末端, 说明该染色体由第 11 号染色体短臂组成, 并

且有 2 个着丝粒区域(图 4(d), 白色箭头所示), 表明

该子代染色体类型为 11S·11S·+11L·+11L·. 此子代染

色 体 类 型 与 亲 本 染 色 体 类 型 相 比 , 缺 少 一 条

11S·11S·的双着丝粒染色体. 属于这种类型的个体数

为 6 株, 占总个体数的比例为 3.6%. 

 
 

 

图 3  T0135 有丝分裂过程中 CENH3 蛋白免疫鉴定分析 
染色体用 DAPI 染色, 所有标尺均为 5 μm. (a) CENH3 蛋白抗体在有丝分裂前中期染色体上的信号分布图, 红色为 CENH3 的信号, 白色

和黄色箭头指示有信号的 2 对端着丝粒染色体(11L·和 11S·11S·), 蓝色箭头指示正常染色体; (b) (a)图的信号分布图; (c) (a)图的染色体图,  

箭头指示有信号的 2 对端着丝粒染色体(11L·和 11S·11S·) 
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表 1  T0135 有性繁殖后代分离类型、比例及形态特征 

染色体类型 个体数 出现频率(%) 形态特征 

11S·11S·+ 11S·11S·+11L·+11L· 158 94.0 植株矮小、叶片深, 结实率为 30.5% 

11S·11S·+11L·+11L· 6 3.6 植株稍矮, 结实率为 17% 

11S·11S·11S·11S+ 11S·11S·+11L·+11L· 3 1.8 植株矮小, 结实率为 1% 

11S·11S·+11S·+11L·+11L· 1 0.6 株高正常, 结实率为 10.5% 

 
 

 

图 4  T0135 有性繁殖后代植株形态及 FISH 分析 
染色体用 DAPI 染色, 所有标尺均为 5 μm. (a) T0135 有性繁殖后代中染色体类型为 11S·11S·+11L·+11L·的植株形态; (b) T0135 有性繁殖

后代染色体类型为 11S·11S·11S·11S+11S·11S·+11L·+11L·的植株形态; (c) T0135 有性繁殖后代染色体类型为 11S·11S·+11S·+ 11L·+11L·的

植株形态; (d) 染色体类型为 11S·11S·+11L·+11L·植株的有丝分裂前中期染色体, 绿色为 5S rDNA, 白色箭头指示第 11 染色体短臂的双

着丝粒染色体 (11S ·11S · ) ,  黄色箭头指示第 11 染色体长臂的端着丝粒染色体 (11L· ) ;  (e )  染色体类型为 11S·11S·11S·11S+ 

11S·11S·+11L·+11L·植株的有丝分裂前中期染色体, 绿色为 5S rDNA, 蓝色箭头指示第 11 染色体短臂的双着丝粒染色体(11S·11S·), 白

色箭头指示第 11 染色体短臂的三着丝粒染色体(11S·11S·11S·11S), 黄色箭头指示第 11 染色体长臂的端着丝粒染色体(11L·); (f) 染色体

类型为 11S·11S·+11S·+11L·+11L·植株的有丝分裂前中期染色体, 绿色为 5S rDNA, 白色箭头指示第 11 染色体短臂的双着丝粒染色体 

(11S·11S·), 蓝色箭头指示第 11 染色体短臂的端着丝粒染色体(11S·), 黄色箭头指示第 11 染色体长臂的端着丝粒染色体(11L·) 

 
 
(3) 株型较亲本 T0135 更加矮小 ,  结实率为

1%(图 4(b)), 进一步用 digoxigenin-11-dUTP 标记的

5S rDNA 与该类型植株体细胞染色体进行原位杂交, 

再以 anti-digoxigenin-rhodamine 检测, 发现 4 条染色

体上有杂交信号 , 其中一对较弱的信号位于一对染

色体的端部, 说明这是一对第 11 号染色体长臂(11L·; 

图 4(e), 黄色箭头所示); 另外一条染色体上有 2 对较

强的杂交信号, 并且其中一对位于染色体的末端, 说

明该染色体由第 11 号染色体短臂(11S·)组成, 并且有

2 个着丝粒区域(图 4(e), 蓝色箭头所示), 该染色体

模型为 11S·11S·; 第 4 条染色体上有 3 对较强的杂交

信号(图 4(e), 白色箭头所示), 并且均不位于染色体

末端, 该染色体模型如图 2 所示, 为 11S·11S·11S·11S. 

所以该子代染色体类型为 11S ·11S ·11S ·11S+11S ·  
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11S·+11L·+11L·. 此子代染色体类型与亲本染色体类

型相比, 在一条染色体上多了一段 11S·11S·的片段, 

成为三着丝粒染色体. 属于这种类型的个体数为 3 株, 

占总个体数的比例为 1.8%.  

(4) 株高正常, 结实率为 10.5%(图 4(c)), 进一步

用 digoxigenin-11-dUTP 标记的 5S rDNA 与该类型植

株体细胞染色体进行原位杂交, 再以 anti-digoxigenin- 

rhodamine 检测发现, 共有 4 条染色体上有杂交信号, 

其中一对较弱的信号位于一对染色体的端部 , 说明

这是一对第 11 号染色体长臂(11L·; 图 4(f), 黄色箭

头所示); 另外一条染色体上有 2 对较强的杂交信号, 

并且其中一对位于染色体的末端 , 说明该染色体由

第 11 号染色体短臂(11S·)组成, 并且有 2 个着丝粒区

域 ( 图 4(f), 白 色 箭 头 所 示 ), 该 染 色 体 模 型 为

11S·11S·; 第 4 条染色只有一对较强的杂交信号, 并

且位染色体末端(图 4(e), 蓝色箭头所示), 说明该染

色体为第 11 染色体短臂(11S·). 所以该子代染色体类

型为 11S·11S·+11S·+11L·+11L·. 属于该类型的的个

体数为 1 株, 占总个体数的比例为 0.6%.  

3  讨论 

尽管 McClintock[22,23]首次报道在玉米中双着丝

粒染色体的不稳定性 , 在减数分裂过程中由于双着

丝粒的存在会导致染色体的错分离 , 而使双着丝粒

染色体不能稳定传递下去 . 但近几年来关于双着丝

粒染色体相继在玉米、小麦[24~27]中报道, 认为双着丝

粒染色体在大多数情况下是稳定的 . 这种稳定性主

要是由于双着丝粒染色体中只有一个着丝粒发挥作

用, 仍然执行的是单着丝粒的功能. 本研究中所获得

的水稻双着丝粒染色体在有性繁殖过程中 94%的后

代中是稳定遗传的, 这与在玉米, 小麦中双着丝粒染

色体行为一致的 [26]. 另外 , 本研究中发现这种稳定

遗传主要是由于双着丝粒染色体中虽然两个着丝粒

区域都含有着丝粒 DNA 序列, 但通过 CENH3 的蛋

白免疫检测发现只有一个着丝粒有 CENH3 的信号存

在, 并且在本研究中我们发现 CENH3 的信号均位于

双着丝粒染色体的末端的着丝粒上. Zhang 等人[27]曾

报道在小麦中存在三着丝粒染色体材料, 其中 2 个着

丝粒在染色体上的位置很靠近 , 并且有较弱的

CENH3 信号, 但这种含有较弱 CENH3信号的着丝粒

往往是失活的, 说明功能性着丝粒区域 CENH3 的有

无和含量都决定着丝粒的正常功能 . 本研究中发现

在双着丝粒染色体的有性繁殖后代中有 94%的植株

中保持与亲代一致的双着丝粒类型, 但在 6%的子代

中染色体类型发生改变 , 推测双着丝粒染色体在大

多数情况下是稳定遗传的 , 但在少数情况可能会发

生染色体的不对等交换, 而产生其他的染色体类型, 

其原因有待进一步研究.  
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