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菊花倍性流式细胞术快速检测方法的优化
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摘 要  为建立大批量快速鉴定菊花倍性的流式细胞术，以二倍体菊花野菊和六倍体菊花‘秋艳’为材料，采用 3 种

方法制备细胞核悬浮液，通过比较 3 种方法测定倍性的优劣，确定了研磨器研磨法为最优方法，并对研磨器研磨法

中的裂解液、研磨器转速、裂解时间、过滤尼龙网目数、染色时间 5 个因素进行了探究。结果表明：1）3 种样品制备

方法均可准确判断倍性，刀片切碎法制备的样品流式细胞检测图峰型较好，耗费时间最长；研钵研磨法峰型中等，

耗费时间适中；研磨器研磨法峰型中等，耗费时间最短。2）在研磨器研磨法中采用 Otto 裂解液、1 200~1 400 r/min
研磨转速、裂解时间 0 min、200~500 目尼龙网、染色时间 5 min 处理样品速度较快，检测效果较好。综上，基于流式

细胞仪的研磨器研磨法，其检测结果同研钵研磨法、刀片切碎法制备样品一样准确，还可实现批量快速鉴定菊花的

染色体倍性，为菊花的倍性鉴定提供了快捷可靠的技术方法。
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method by flow cytometry

GUO Yanchao1， HOU Yuhang1，2， CHEN Ju3， XU Yanjie4*， MENG Jingrou1， ZHENG Lingjie1， 
YAO Yutao1， ZHANG Guojun2

（1. Institute of Coastal Agriculture/Saline-alkali Land Greening Technology Innovation Center of Hebei Province， 

Hebei Academy of Agriculture and Forestry Sciences， Tangshan 063299， China；

2. College of Horticultural Science and Technology， Hebei Normal University of Science and Technology， 

Qinhuangdao 066600， China；

3. Beijing Huamu Company， Beijing 100044， China；

4. College of Horticulture， China Agricultural University， Beijing 100193， China）

AbstractAbstract To establish a flow cytometry method for large-scale rapid identification of chrysanthemum 

ploidy， the diploid chrysanthemum indicum and the hexaploid chrysanthemum ‘Qiuyan’ were used as 

study materials.  Three methods were adopted to prepare nuclear suspension.  By comparing the 

advantages and disadvantages of the three methods in determining the ploidy， the grinder grinding method 

was selected as the optimal method.  A total of five factors in the grinder grinding method were explored， 
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including lysis buffer， the rotation speed of the grinder， lysis time， the mesh number of the filtering nylon 

mesh and staining time.  The results showed that： 1） All three sample preparation methods could accurately 

determine the ploidy.  The sample prepared by the blade chopping method displayed a better peak shape， 

but it took the longest time.  The sample prepared by the mortar grinding method had a medium peak shape 

and a moderate time consumption.  The sample prepared by the grinder grinding method had a medium 

peak shape and the shortest time consumption.  2） The grinder grinding method， using Otto lysis buffer with 

the rotation speed of 1 200 to 1 400 r/min， the lysis time of 0 min， 200 to 500 mesh nylon mesh and 

thestaining time of 5 min， could process the samples more quickly and achieve a better detection effect.  In 

conclusion， the grinder grinding method based on flow cytometry achieved the same accurate detection 

results as the mortar grinding method and the blade chopping method for sample preparation.  It realized 

the rapid batch identification of chrysanthemums’ chromosome ploidy， providing a quick and reliable 

technical method for the ploidy identification of chrysanthemums.

Keywords chrysanthemum； ploidy identification； flow cytometry； method optimization； rapid identification

菊花（Chrysanthemum×morifolium Ramat. ）是

菊科菊属多年生草本植物［1］，观赏价值较高［2］，分

布较为广泛，是世界第二大产值花卉。目前有二倍

体、四倍体、六倍体、八倍体等，这些倍性的菊花具

有鲜重大、花瓣多、抗性强等优良性状，是菊花育种

中的重要种质资源。

菊花染色体倍性的鉴定对于品种的鉴定、杂

交组合的选配、杂交后代材料的提前筛选、亲缘关

系的鉴定等均具有十分重要的意义［3］。前人通常

采用根尖染色体计数法检测植物倍性［4-6］，但该方

法过程较为复杂、耗时较长，而且难以处理染色体

较小且倍性水平较高的物种［7］。流式细胞仪是一

种用于单个细胞多参数快速分析的先进仪器，能

对处在快速直线流动状态中的单细胞或生物颗粒

进行多参数、快速的定量分析和分选［8］。在细胞

检测过程中，将待检测细胞悬浮液通过细管注入

流式细胞仪中，形成单个细胞在流动液体中通过

的状态。细胞通过时，激光束照射到细胞上，激发

细胞内的荧光染料或细胞本身的固有荧光发射。

通过检测激光散射信号，可以获取细胞大小、形状

和表面特性等信息［9］。这些光信号转化成电信

号，被传送到计算机，经转换器传输到微机处理器

形成数据文件［10］。随着不断发展，流式细胞术逐

渐广泛应用于植物育种、细胞核基因组大小的检

测 以 及 染 色 体 倍 性 的 鉴 定 中 ，如 青 钱 柳［11］、旱

柳［12］、茶树［13］、棱叶韭［14］、茉莉［15］、灯盏花［16］、草

莓［17］等植物的染色体倍性鉴定。在利用流式细胞

术进行植物染色体倍性鉴定时，样品的处理是最

为重要的一步，关乎着鉴定结果是否准确。目前，

菊花染色体倍性鉴定时多采用刀片切碎法进行样

品制备［3］，但是这种方法制备样品效率较低，不适

于数量较多的菊花染色体倍性鉴定工作。因此，

本研究拟以二倍体菊花野菊和六倍体菊花‘秋艳’

的嫩叶为试验材料，采用刀片切碎法、研钵研磨

法、研磨器研磨法制备菊花叶片细胞核悬浮液，通

过比较这 3 种样品制备方法的优缺点，找出适合批

量鉴定、效率较高、倍性结果准确的制样方法，并

对方法中的裂解液、研磨器转速、裂解时间、过滤

尼龙网目数、染色时间 5 个因素进行探究，旨在建

立一种快速、高通量、简便，同时能够准确鉴定出

菊花染色体倍性水平的方法，以期为菊花新品种

的鉴定、杂交后代的筛选等减少工作量和盲目性，

降低成本，加速育种进程。

1　材料与方法

1. 1　材料

以中国农业大学园艺学院花卉发育与品质调

控北京市重点实验室提供的二倍体菊花野菊和六

倍体菊花‘秋艳’为试验材料，选取植株茎尖往下第

3—4 片的嫩叶片为检测材料。

1. 2　仪器设备及试剂

试验使用的仪器是贝克曼公司的 CytoFLEX 流

式细胞仪，新芝公司的 SCIENTZ-48 高通量组织研

磨器。裂解液使用北京源叶公司的 WPB 裂解液、

Galbrath 裂解液和采购自麦克林公司的药剂自配的

Otto 裂解液，裂解液配方［18］详见表 1。
1. 3　细胞核悬浮液的制备

1. 3. 1　刀片切碎法

参考李春牛等［15］和万红等［17］的方法，将叶片用

去离子水冲洗并擦干，放入在 4 ℃冰箱预冷的玻璃
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培养皿，加入 1 mL 裂解液，用刀片快速垂直切碎，然

后在冰上静置裂解 10 min。用移液枪吸取培养皿中

的裂解液，用尼龙网过滤到 2 mL 离心管中，加入

200 μL PI 染色液和 1 μL RNA 酶 A，然后置于 4 ℃
冰箱中避光染色，进行 3 次重复。

1. 3. 2　研钵研磨法

参考郑英转等［19］的方法，将叶片用去离子水冲

洗并擦干，放入在 4 ℃冰箱预冷的研钵，加入 5~
10 mL 液氮快速研磨成粉末，然后在研钵加入 1 mL
裂解液在冰上裂解 10 min。用移液枪吸取研钵中的

裂 解 液 ，用 尼 龙 网 过 滤 到 2 mL 离 心 管 中 ，加 入

200 μL PI 染色液和 1 μL RNA 酶 A，然后置于 4 ℃
冰箱中避光染色，进行 3 次重复。

1. 3. 3　研磨器研磨法

参考王梦钦等［16］的方法，将叶片用去离子水冲

洗并擦干，放入在 4 ℃冰箱预冷的 2 mL 离心管中，

加入 1 mL 裂解液并放入一颗预冷的 5 mm 小钢珠，

把 2 mL 离心管放入研磨器中研磨 1 min。然后放入

4 ℃冰箱裂解 10 min。吸取 2 mL 离心管中的裂解

液，再用尼龙网过滤到新的 2 mL 离心管中，加入

200 μL PI 染色液和 1 μL RNA 酶 A 后置于 4 ℃冰箱

中避光染色，进行 3 次重复。

1. 3. 4　裂解液设置

为了验证研磨器研磨法制备的细胞核悬浮液

在不同裂解液下的测定结果是否有差异，选用的裂

解液为 Otto、Galbrath 和 WPB，每种裂解液进行 3 次

重复。

1. 3. 5　研磨器转速设置

为了验证研磨器研磨法制备的细胞核悬浮液在

不同研磨器转速梯度下的测定结果是否有差异，设

置的转速分别为 1 000、1 200、1 400 和 1 800 r/min，

每种转速进行 3 次重复。

1. 3. 6　裂解时间设置

为了验证研磨器研磨法制备的细胞核悬浮液

在不同裂解时间梯度下的测定结果是否有差异，设

置的裂解时间分别 0、2、10、20 和 30 min，每个裂解

时间进行 3 次重复。

1. 3. 7　过滤尼龙网目数设置

为了验证研磨器研磨法制备的细胞核悬浮液

在不同目数尼龙网过滤下的测定结果是否有差异，

设置的目数分别为 200、300、400 和 500 目，每种目

数进行 3 次重复。

1. 3. 8　染色时间设置

为了验证研磨器研磨法制备的细胞核悬浮液

在不同染色时间下的测定结果是否有差异，设置的

染色时间分别为 5、10、20 和 30 min，每种染色时间

进行 3 次重复。

1. 4　流式细胞仪测定及数据分析

使用贝克曼公司的 CytoFLEX 流式细胞仪，按

照仪器操作说明对染色后的细胞核悬浮液样品上

机检测，每次检测至少收集 10 000 个细胞颗粒。最

终得到的流式峰值图中，横坐标为细胞核 DNA 相

对含量的荧光强度，纵坐标为细胞核数量。数据的

统计分析用 GraphPad Prism 9 软件完成，P<0. 05
时认为存在统计学意义上的显著性差异。

2　结果与分析

2. 1　不同方法制备的细胞核悬浮液效果比较

分别采用刀片切碎法、研钵研磨法和研磨器研

磨法 3 种方法制备野菊叶片样品，使用流式细胞仪

对细胞核悬浮液进行检测，结果见图 1。研钵研磨

法中细胞核没有显著聚集在一起，而刀片切碎法聚

表 1　3种裂解液的配方

Table 1　Formulas of three lysis solutions

裂解液名称

Name of the 
dissociation solution

Otto

Galbraith

WPB

配方

Formulation

Otto Ⅰ液：100 mmol/L 柠檬酸，0. 5% Tween 20
Otto Ⅱ液：400 mmol/L NaH2PO4·12H2O
Otto：V（Otto Ⅰ液）∶V（Otto Ⅱ液）=2∶1

45 mmol/L MgCl2，30 mmol/L 柠檬酸钠，20 mmol/L MOPS，0. 1% Triton X-100

0. 2 mol/L Tris-HCl，4 mmol/L MgCl2·6H2O，2 mmol/L EDTA Na2·2H2O，86 mmol/L 
NaCl，10 mmol/L 焦亚硫酸钠，1% PVP-10，1% Triton X-100
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集明显，研磨器研磨法的聚集程度介于两者之间。

刀片切碎法的细胞核占比最高，研钵研磨法和研磨

器研磨法的细胞核占比在统计学上无显著差异（P>
0. 05）（图 2）。刀片切碎法的峰图中显示的峰型较

好，碎片峰较少；研钵研磨法和研磨器研磨法的峰

图中峰型较差，碎片峰较多（图 3）。3 种方法的制备

的样品峰对应的相对荧光强度均在 20×102 附近，

且在统计学上无显著性差异（P>0. 05）（图 4），证明

3 种方法均可准确检测出菊花的倍性。样品制备时

间表明，刀片切碎法制备 1 个样品耗时 5~7 min，研
钵研磨法耗时 4~5 min，研磨器研磨法耗时 1 min；
3 种方法制备 49 个样品需要的时间分别为 245~
343、196~245 和 1 min （表 2）。由此可知，研磨器研

法制备样品速度最快，检测大批量植物材料时宜采

取此种方法。基于此次试验结果，以下试验条件的

筛选选择能快速检测大批量样品的研磨器研磨法。

2. 2　研磨器研磨法中不同细胞裂解液裂解的效果

比较

以二倍体野菊为材料，对研磨器研磨法中所用

的 3 种细胞裂解液进行筛选。由图 5 可知，采用裂

解液 Otto 处理野菊叶片细胞的流式直方图峰型清

晰 且 集 中 ，荧 光 强 度 为 2 394. 4±380. 5；裂 解 液

Galbrath 处理的样品，直方图峰型较粗，荧光强度为

2 819. 7±259. 9，峰对应的荧光强度误差较大；裂解

图 1　3种方法制备的细胞核悬浮液中细胞核占比

Fig. 1　The proportion of cell nuclei in the cell nucleus suspension prepared by three methods

采用 t检验进行差异显著性分析；***表示 P<0. 001，**表示 P<0. 01，ns表示统计学上无显著性差异（P>0. 05）。n=3。下同。

The t-test is used for difference significance analysis.  *** means P<0. 001， ** indicates P<0. 01， and ns means no statistically significant difference
（P>0. 05）.  n=3.  The same bellow.

图 2　3种方法制备的细胞核悬浮液中细胞核占比比较

Fig. 2　Comparison of the proportion of cell nuclei in the cell nucleus suspensions prepared by three methods
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液 WPB 处理的样品，荧光强度为 281. 3±137. 8，在
20×102 附近无峰型。采用裂解液 Otto 和 Galbrath
处 理 的 样 品 的 相 对 荧 光 强 度 无 显 著 差 异（P>
0. 05），但二者处理的样品的相对荧光强度均极显

著高于裂解液 WPB 处理的样品（P<0. 001）（图 6），
证明 WPB 裂解液不适用于菊花的倍性检测。由此

可知，采用裂解液 Otto 对流式细胞仪检测菊花倍性

效果更好。

表 2 3种制样方法耗时比较

Table 2　Comparison of the time spent by the three sample preparation methods

处理样品数

No. of processed samples

1

49

刀片切碎法耗时/min
The time consumed by the 

blade shredding method

5~7

245~343

研钵研磨法耗时/min
The time consumed by the 

mortar grinding method 

4~5

196~245

研磨器研磨法耗时/min
The time consumed by the 

grinder grinding method

1

1

图 3　3种方法制备的细胞核悬浮液流式细胞检验

Fig. 3　Flow cytometry examination of the cell nucleus suspensions prepared by three methods

图 4　3种方法处理二倍体菊花叶片的相对荧光强度比较

Fig. 4　Comparison of the relative fluorescence intensities of diploid chrysanthemum leaves treated by three methods
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2. 3　研磨器研磨法中不同转速的效果比较

分别用 4 种研磨转速对野菊叶片进行处理，

得到的样品状态如图 7 所示。可见，1 000 r/min
处理样品时留有大块叶片，可能会导致释放出的

细胞核较少；1 200、1 400 和 1 800 r/min 处理样品

时植物材料研磨较为充分。流式细胞仪检验结果

表 明 ，4 种 转 速 下 的 峰 型 均 较 为 明 显 ，但

1 800 r/min 明 显 偏 离 20×102（ 图 8）。 1 000~
1 400 r/min 的相对荧光强度在统计学上无显著性

差异（P>0. 05），而 1 800 r/min 的相对荧光强度

极显著高于其他 3 个转速（P<0. 01）（图 9）。综合

叶片的研磨程度、峰型和相对荧光强度 3 个因素

考虑，转速为 1 200~1 400 r/min 时样品的处理效

果较好。

2. 4　研磨器研磨法中不同裂解时间的效果比较

用研磨器研磨法制备细胞核悬浮液的裂解时

间分别设置为 0、2、10、20 和 30 min。每一时间点裂

解结束后立即进行 20 min 的染色处理，最终将所有

结果汇总分析。结果表明，5 个裂解时间的相对荧

光强度均在 25×102 附近（图 10），且无显著性差异

（P>0. 05）（图 11）。因此，使用研磨器研磨法制备

的样品裂解时间在 30 min 内其倍性鉴定结果是一

图 5　研磨器研磨法中不同裂解液处理二倍体菊花叶片的流式细胞检验

Fig. 5　Flow cytometry of diploid chrysanthemum leaves treated with different dissociation solutions in 
grinder grinding method

图 6　研磨器研磨法中不同裂解液处理二倍体菊花叶片的

相对荧光强度比较

Fig. 6　Comparison of the relative fluorescence intensities of 
diploid chrysanthemum leaves treated with different 

dissociation solutions in grinder grinding method

图 7　研磨器研磨法中不同转速处理二倍体菊花叶片后叶片状态

Fig. 7　Leaf state of diploid chrysanthemum after treated with different rotational speeds in grinder grinding method
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致的。为了节省时间提高效率，建议在研磨完成后

逐一对所有样品立即进行染色。

2. 5　研磨器研磨法中不同过滤尼龙布目数的效果

比较

使用研磨器研磨法制备细胞核悬浮液，在研磨

完成后分别使用 200、300、400 和 500 目 4 种目数的

尼龙布过滤，其他步骤一致，将样品进行流式细胞

仪测定，最终将所有结果汇总分析。结果表明，4 种

目数的尼龙布过滤得到的样品流式细胞检测峰对

应的位置均在 30×102附近（图 12），且 4 种目数尼龙

布过滤的样品的相对荧光强度在统计学上无显著

性差异（P>0. 05）（图 13）。因此，使用研磨器研磨

法制备的样品在 200~500 目过滤时其倍性鉴定结

果是一致的，尼龙布目数越多成本越高，基于试验

图 9　研磨器研磨法中不同转速处理二倍体菊花叶片的相对荧光强度比较

Fig. 9　Comparison of the relative fluorescence intensity of diploid chrysanthemum leaves treated at 
different rotation speeds in grinder grinding method

图 8　研磨器研磨法中不同转速处理二倍体菊花叶片的流式细胞检验

Fig. 8　Flow cytometry of diploid chrysanthemum leaves treated at different speeds in grinder grinding method
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成 本 考 虑 ，建 议 选 择 200~400 目 的 尼 龙 布 较 为

合适。

2. 6　研磨器研磨法中不同染色时间的效果比较

使用研磨器研磨法制备细胞核悬浮液，在加入

PI 染色液后分别设置 5、10、20 和 30 min 的时间梯

度，每一时间点染色结束后立即进行流式细胞仪测

定，最终将所有结果汇总分析。结果表明，4 个染

色时间得到的峰图对应的位置均在 30×102 附近

（图 14），且 4 个染色时间的相对荧光强度在统计学

上无显著性差异（P>0. 05）（图 15），这与郑英转

等［19］的 研 究 结 果 一 致 。 因 此 ，染 色 时 间 在 5~
30 min，样品的倍性鉴定结果是一致的，为快速制

备细胞核悬浮液，建议选择染色时间为 5 min。
2. 7　利用已知倍性菊花材料检验研磨器研磨法的

可靠性

为进一步确定研磨器研磨法制备的细胞核悬浮

图 10　研磨器研磨法中不同裂解时间对二倍体菊花叶片的流式细胞检验

Fig. 10　Flow cytometric examination of diploid chrysanthemum leaves at different lysis times in grinder grinding method

图 11　研磨器研磨法中不同裂解时间处理二倍体菊花叶片的相对荧光强度比较

Fig. 11　Comparison of the relative fluorescence intensity of diploid chrysanthemum leaves treated with 
different lysis times in grinder grinding method
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液在测定菊花倍性应用中的可靠性，选取已知六倍

体菊花“秋艳”和二倍体菊花野菊为材料，试验过程

中其他步骤保持一致。在相对荧光强度的直方图

中（图 16），二倍体野菊的峰图显示的相对荧光强度

为 2 565. 7±367. 4，六倍体“秋艳”的峰图显示的相

对荧光强度为 7 289. 4±683. 2，二者的数量关系接

近 3 倍，符合二倍体和六倍体的理论比值。该结果

进一步证实了基于研磨器研磨法的流式细胞仪测

定菊花染色体倍性的可靠性。

3　讨  论

目前植物染色体倍性鉴定的方法较多，而流式

细胞术具有操作简单快捷、试剂成本低廉、检测结

果准确可靠等优点，在检测大批量的植物材料时可

图 14　研磨器研磨法中不同染色时间对二倍体菊花叶片的流式细胞检验

Fig. 14　Flow cytometric examination of diploid chrysanthemum leaves at different staining times in grinder grinding method

图 12　研磨器研磨法中不同目尼龙布过滤对二倍体菊花叶片的流式细胞检验

Fig. 12　Flow cytometric test of diploid chrysanthemum leaves with different mesh nylon cloth filtration in grinder grinding method

图 13　研磨器研磨法中不同目数尼龙网过滤的二倍体菊花叶片的相对荧光强度比较

Fig. 13　Comparison of the relative fluorescence intensity of diploid chrysanthemum leaves filtered by 
nylon meshes with different mesh sizes in grinder grinding method
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以显著提高工作效率，已成为近年来植物染色体倍

性鉴定最常用的方法之一［20］。在利用流式细胞仪

鉴定菊花染色体倍性的试验中，刀片切碎法是较主

流的样品制备方法，1 个样品的细胞核悬浮液制备

时间在 7 min 左右，需要的时间较长。而研磨器研

磨法尽管比刀片切碎法在制备 1 个样品所用的时间

短 2~3 min，但在大批量的制样中，仍需要较长的时

间，且此种方法制备的细胞核无显著聚集现象。在

此基础上，本研究探究出了一种简便、高通量且同

时能够准确鉴定出菊花染色体倍性水平的方法，即

采用研磨器研磨法进行了菊花染色体倍性检测样

品制备，缩短了制样时间。在制备方法中，袁兰

等［20］的研究中机器打样法制备的样品细胞核占比

最高，研钵研磨法次之，刀片切碎法最低，这与本研

究的结果不一致。但在郑英转等［19］的研究中刀片

切碎法制备的样品细胞核占比高于研钵研磨法。

而王梦钦等［16］在灯盏花的样品制备方法中得出刀

片切碎法制备的样品效果最好，研钵研磨法和机器

研磨法的点图中细胞核无显著聚集，这与本研究的

结果是一致的。在染色时间的探究上，本研究与郑

英转等［19］的研究结果一致。

4　结  论

在使用流式细胞仪测定菊花染色体倍性时，研

磨器研磨法制备的样品，细胞裂解充分，流式细胞检

测图峰型明显，检测倍性结果与刀片切碎法、研钵研

磨法一样准确，可从制样方法、裂解细胞、染色三方

面缩短时间，大大提高了菊花染色体倍性鉴定效率。

本研究得出制备菊花叶片细胞核悬浮液的步骤为：

预冷的 2 mL 离心管中加入 1 颗 5 mm 小钢珠、1 cm2

左右的菊花嫩叶和 1 mL Otto裂解液，在研磨器研磨

1 min 后立即使用 200~400 目尼龙网过滤到另一个

新的 2 mL 离心管中，再将第 2 个离心管中加入 PI染
色液，放入 4 ℃冰箱避光染色 5 min，即可得到样品的

图 15　研磨器研磨法中不同染色时间处理二倍体菊花叶片的相对荧光强度比较

Fig. 15　Comparison of the relative fluorescence intensity of diploid chrysanthemum leaves treated with 
different staining times in grinder grinding method

图 16　研磨器研磨法中不同倍性菊花叶片的流式细胞检验

Fig. 16　Flow cytometric examination of leaves of chrysanthemums with different ploidy levels in grinder grinding method
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细胞核悬浮液。本研究的研磨器研磨法制备菊花叶

片细胞核悬浮液对于大批量菊花染色体倍性鉴定具

有重要意义。
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