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摘要：植物的核DNA含量和倍性水平是植物学研究中重要的基础研究指标。流式细胞仪作为检测这些指标的高效工具，在植物学研究的多个领域都发挥了重要作用。本实验室通过大量的植物流式细胞术实验，总结出一套详细通用的实验方法，同时本文阐述了各个实验环节的关键点，并分析了解决因碎片过多而导致实验失败的原因及解决办法，对今后进行植物流式实验具有指导意义。
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Abstract: Nuclear DNA content and ploidy level are key biological characters in the study of botany. As an efficient tool to measure them, flow cytometry has been playing very important role in many fields of botany research. Through plenty of flow cytometry experiments, our lab came up with a set of universal experimental procedure, at the same time, we have elaborated key points at every experimental stage and solutions to the problems caused by too much fragments which can result in the failure of an experiment, which may provide guidance for the future experiments.
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0 引言
20世纪80年代以来，随着流式细胞仪和荧光探针标记技术的不断发展，流式细胞术在现代科学研究及科学实践中的作用越来越重要。流式细胞术（Flow Cytometry，FCM）是应用流式细胞仪进行分析、分选的技术，可以对处于液流中的各种荧光标记的微粒进行多参数快速准确的定性、定量测定。在生物科学研究中，可以使用流式细胞术测定细胞周期、DNA含量，检测细胞凋亡，进行倍性、染色体核型和流式分子表型分析等[1-4]。植物学研究中，流式细胞术主要用于检测植物细胞核DNA含量及其倍性水平[5-8]。在医学研究及临床实践的应用中，流式细胞术也发挥了重要的作用，例如肿瘤诊断和分型、血液病的诊断和治疗及免疫相关疾病分析等方面的应用[9-12]。
生物体的单倍体基因组所含DNA总量称为C值。C值是一个很重要的植物学特征，成为植物学家进行种群进化、物种分类和生态学研究的有用分析工具和证据[13]。由于近缘物种的C值极为相似，因而可以通过C值获取基因组大小这一特征信息，用于构建物种的系统进化树，分析亲缘关系[14]，同时可以通过测定C值来鉴定杂交物种[15]。借助植物学细胞C值与气孔保卫细胞长度、面积正相关的规律，通过测量植物化石的气孔长度和面积，可以用已知参考样本物种的C值推断出相应的古植物C值[16]，用于古植物学研究。外来入侵种比同域分布的同属其它种有较小的C值，因此通过检测植物的C值，可以预测入侵能力的强弱，并以此作为生态学评估指标[17]。
测定植物核DNA含量的传统化学分析方法，受到样本细胞所处的细胞周期的影响，导致DNA含量在细胞间不一致，因而化学分析获取的C值必然会背离真实值[18]。1924年，Feulgen和Rossenbeck采用紫外原子吸收法测定核DNA含量，解决了由于细胞周期不一致而产生的核DNA含量不一致问题。然而，这种方法会因核型不规则引发染色不均匀[19]。流式细胞术则解决了前面两种方法的弊端，同时还具备检测效率高的优点。1983年，Galbraith运用流式细胞术成功测定了17种植物的核DNA含量，为运用流式细胞术检测植物核DNA含量的研究开创了先河[20]。其研究采用了下列公式计算核DNA的绝对含量（pg或Mbp，1 pg = 980 Mbp）[21]： 
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植物染色体组多倍化是促进物种形成的重要因素之一[24]，大部分开花植物的祖先都经历过一轮或几轮多倍体化[22-23]。植物类群染色体倍性对研究植物系统进化，澄清植物的物种起源模式有非常重要的科学研究价值。鉴定染色体倍性是植物单倍体育种的必要环节，例如在花药单倍体育种实验中，再生组织可能是纯单倍体，也可能是混倍体。此外，植物倍性鉴定还可用于分析细胞分裂活动等植物发育研究[25]。倍性鉴定分为直接鉴定和间接鉴定。直接鉴定即染色体计数，包括常规压片法和去壁低渗法。虽然这些方法是鉴定倍性的最基本和应用最普遍的方法，但是对技术要求很高，对细胞核较小或染色体对数多的植物要得到准确的结果有很大的难度[26]。间接鉴定是指通过形态、生理生化指标、生育状况进行鉴定，或者从细胞水平和分子水平上鉴定。流式细胞术就是分子水平上的间接鉴定。由于细胞核G1期的DNA含量反映这个细胞的倍性，因此，运用流式细胞仪测定的植物核DNA含量可以间接获取细胞的倍性。一般采用下面的计算方法获得待测样本的倍性水平[27]：
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1 流式细胞仪工作原理
经荧光素染色的细胞核，在一定压力下逐个通过喷嘴，进入流式照射室。经过激光照射，细胞核发射出散射光。散射光分前向散射光（Forward Scatter，FSC）和侧向散射光（Side Scatter，SSC）。前向散射光反映粒子的大小或体积，侧向散射光反映粒子的表面粗糙度和内部颗粒度。同时，细胞核所带的荧光素被激发，发射出荧光，根据荧光的发射波长，选择相应的荧光通道（FL1 525nm、FL2 575nm、FL3 620nm、FL4 660nm）进行检测。最后，光信号再转化成电信号，经数据处理输入电脑，呈现出点图和峰图两种流式图谱，峰图纵坐标为粒子数，横坐标为荧光强度，下图为峰图获取的实验结果（图1）。峰图中通常会同时出现样本峰和碎片峰。一般只有左右对称的峰为样本峰，单坡峰则是碎片峰（图2）。
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图1  A. 绿豆和棱果沙棘的流式图。取新鲜叶片，绿豆(4n)为内标，Otto's解离液游离出完整细胞核后，经PI染色，采集荧光信号，得峰1和峰2。 B. 拟南芥突变体倍性。取新鲜叶片，mGB解离液游离出完整细胞核后，经PI染色，采集荧光信号，得多倍体峰（2C、4C、8C）。
Fig. 1 A. Histogram of relative fluorescence intensity of  Hippophae goniocarpa and Vigna radiata cv. Berken. Nuclei were isolated from fresh leaves of Hippophae goniocarpa and Vigna radiata cv. Berken in Otto’s buffer and stained with PI. The leaves of Vigna radiata cv. Berken (4n) were used as the internal standard. Peak 1 and 2 were from Hippophae goniocarpa and internal standard respectively. B. Ploidy level of Arabidopsis mutants. Nuclei were isolated from fresh leaves of Arabidopsis mutants in mGB buffer and stained with PI. The peaks of Arabidopsis mutants were 2C, 4C and 8C, which represent diploidy cells, tetraploidy cells, and octoploidy cells respectively.
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图2 绿豆核DNA含量，左边为碎片峰，右边为绿豆的细胞核荧光峰。  
Fig. 2 The histogram of relative fluorescence intensity of Vigna radiata cv. Berken. The left peak was from fragments, and the right peak was from nuclei of Vigna radiata cv. Berken.
2 实验的基本步骤

参照1983年Galbraith的实验步骤[21][28]，本文详细叙述了植物流式实验细节和注意事项。尽管Jaroslav Doležel在2007年详述了用解离液LB01和OTTO提取细胞核的实验步骤，但由于植物不同部位用不同解离液解离才能得到良好的效果，因此有必要提供一套适用于大多数植物的详细实验步骤。以下为我们通过多次成功的流式实验，总结的实验步骤。
1. 取实验材料（约1g），蒸馏水洗净表面尘土，滤纸吸干后放入预冷的培养皿里，加入预冷的解离液（约1～2ml），用锋利的刀片一次性快速切碎，整个过程，材料须浸没在解离液里，以便更好的游离细胞核。
2. 吸取培养皿内的解离液，用400目的滤膜过滤到1.5ml离心管中，然后置于4℃冰箱中孵育5min。
3. 离心。转速：1000r/min，温度：4℃，时间：5min.

4. 弃上清后，再加入100μl预冷的解离液，同时加入150μL预冷的染料，每个样共约250μl 细胞核悬浮液（此值不亦太大，否则会稀释核浓度，降低检测速度）。然后置4℃冰箱避光染色10min。
5. 移至上样管，上机检测，收集5000-10000个颗粒。
3 实验材料的选择

以选取植物叶片为实验材料最佳，但也可选取植物其它部位。1997年，C. Pichot á M. El Maataoui选取植物的胚乳，通过流式实验成功地测定了冷杉属、雪松属以及松属植物胚乳的倍性[29]。2010年，Tatjana Vujović通过体外组织培养悬钩子属植物，选取试管苗的幼嫩叶片检测出其核DNA含量[30]。生长中的新鲜叶片是最常用的实验材料，一般选取培养间或大棚的叶片。有时，实验材料需取自野外。为避免运输过程中材料受到高温的影响，采摘后应立即用湿滤纸包裹置于冰盒中。运输回来后若不立即进行实验，可将材料储存于-70℃冰箱中保存数日[31]。还可将野外采摘的种子在实验室萌发后，至根长2-3cm，选取幼苗叶片作为实验材料[32]。
4 解离液的选择

只通过物理方法即切碎叶片往往不能获取大量完整的细胞核，还需加入特定的解离液，使植物细胞破碎，分散细胞器，进而解离出细胞核。同时解离液还可防止细胞核间相互粘连，抵消次生代谢物带来的消极影响，并维持一定的渗透压，保证核的完整性。表1给出了常用解离液成份及各组分的作用[20,28,33-38]，表2总结了常用解离液种类及配方[20-21,39-44]。尽管在李铁军等人的研究中以长春花叶片为实验材料，简化了解离液的成份[45]。但只加入表面活性剂TrionX-100或Tween 20的解离液并不适用于所有的物种，如新疆杨，本实验室用该解离液游离细胞核，则会产生过多的碎片导致实验失败。2006年，Loureiro J等发现植物细胞核中的单宁酸对解离液Galbraith's、LB01和 Tris·MgCl2均产生消极的影响，其中对Tris·MgCl2影响最为显著[46]。因此，含单宁酸较多的植物不宜用上述三种解离液提取细胞核。
表1  常用解离液成份及其作用
Tab. 1 The most popular composition of the isolation buffers and its effect

	成份
	作用
	注释

	Mg2+ 
	稳定核染色质
	MgCl2，MgSO4

	四盐酸精胺
	稳定核染色质
	精胺

	KCl，NaCl
	提供一定的离子强度，维持渗透压
	无机盐

	TritonX-100，Tween20
	释放核，移走细胞质，分散叶绿体，减少核粘连
	表面活性剂

	EDTA
	结合作为核酸酶辅助因子的二价阳离子，从而抑制核酸酶的活性
	金属螯合剂

	柠檬酸钠
	结合作为核酸酶辅助因子的二价阳离子，从而抑制核酸酶的活性
	金属螯合剂的温和替代品

	葡萄糖
	维持核的完整性，防止核粘连
	

	Tris
	维持核的完整性，防止核粘连，稳定溶液的pH
	三羟甲基氨基甲烷

	MOPS
	稳定溶液的pH
	3- (N-吗啡啉)乙磺酸 

	HEPES
	稳定溶液的pH
	4-羟乙基哌嗪乙磺酸

	PVP
	消除酚类等粘性物质
	聚乙烯醇吡咯烷酮 

	β-巯基乙醇
偏亚硫酸氢盐
二硫苏糖醇
	保护染色质蛋白，抵消酚类混合物对DNA染色的影响
	还原剂


表2  常用解离液种类及配方
Tab. 2  The most popular buffers used for preparation of nuclei suspensions

	解离液名称
	配方
	成功测定的植物实例

	Otto's

	OTTOⅠ: 100mM 柠檬酸，0.5%（v/v）Tween20，pH 2.0～3.0，4℃下保存
OTTOⅡ: 400mM Na2HPO4·12H2O ，pH 2.0～3.0，常温下保存
解离液Ⅰ:Ⅱ=2:1，弃上清后加OTTOⅠ
	沙棘属a，毛莨科


	LB01

	15mM Tris，2mM Na2EDTA，0.5 mM四盐酸精胺，80 mM KCl，20 mM NaCl，0.1%（v/v）TritonX-100，15 mM β巯基乙醇，pH 7.0～8.0，-20℃下保存，用时解冻，解冻后4℃下保存
	蚕豆，山药，罗勒属，欧洲云杉，茄子，番茄


	Tris·MgCl2

	200 mM Tris，4 mM MgCl2·6H2O，0.5%（v/v）TritonX-100，pH 7.5，4℃下保存
	矢车菊，欧洲朴树

	Galbraith's


	45mM MgCl2，30mM 柠檬酸钠，20mM MOPS，0.1%(v/v) TritonX-100，pH 7.0，-20℃下保存，解冻后4℃下保存
	松属，番茄

	mG
	45mM MgCl2，20 mM MOPS，30 mM柠檬酸钠，1%（w/v）PVP-40，0.2%（v/v）TritonX-100，10 mM Na2EDTA，20μL/mLβ-巯基乙醇，pH 7.0，-20℃下保存，解冻后4℃下保存
	千里光属a，拟南芥a

	GPB
	0.5mM 四盐酸精胺，30 mM柠檬酸钠，20 mM MOPS，80 mM KCl， 20 mM NaCl，0.5 % (v/v) Triton X-100，pH 7.0，4℃下保存
	胡杨a，灰叶胡杨a，虎榛子属a，豌豆，马鞍藤，葱属

	WPB
	0.2 M Tris.HCl，4 mM MgCl2.6H2O，2 mM EDTA Na2.2H2O，86 mM NaCl，10 mM 焦亚硫酸钠，1 % PVP-10，1 % (v/v) Triton X-100，pH 7.5，4℃下保存。
	虞美人，意大利松，欧洲李，桃，矮生西洋梨，夏栎，蔷薇属，葡萄，垂柳


a本实验室成功测定
a The plant has been measured successfully in Laboratory of Molecular Ecology, Lan Zhou University

5 参照样本选取
目标样本和参照样本混合后同时检测，称此时的参照样本为内标（Internal Reference），而独立检测的参照样本为外标（External Reference / Separate Standard）。选取的参照样本应满足以下三点：1. 参照样本DNA含量已知且稳定，同目标样本DNA含量相近，这是非常重要的，因为这样可以减少零位偏移。2. 参照样本和目标样本的染色体结构应相似。3. 标准样本峰不能同目标样本峰重叠，最好也不同目标样本的G2期峰值重叠。常规的倍性分析，用外标，更精确的倍性分析则采用内标，如检测异倍体。常用参照样本的倍性和核DNA含量见表3。
表3  常用参照样本
Tab. 3 The most popular references
	目标样本
	参照样本
	参照样本倍性
	参照样本
核DNA含量

	裸子植物
	玉米
	2n
	10.93pg

	
	大麦
	2n
	11.12 pg

	
	小麦  
	2n
	34.85 pg

	
	洋葱
	4n
	67.00 pg

	被子植物
	番茄
	2n
	2.00pg

	
	绿豆
	4n
	2.12 pg

	
	欧洲千里光
	4n
	6.33pg

	
	豌豆
	4n
	19.46pg


6 荧光探针

流式细胞仪借助于激光激发的荧光强度，可进行多参数分析。上样之前，应对样本染上相应的荧光素，即用荧光探针标记。检测植物的荧光探针分两种，特异性标记荧光探针和非特异性标记荧光探针。特异标记DNA的荧光探针有HO33342（可染活细胞）、HO33258和DAPI。这些探针由紫外光激发，非嵌入式染色，主要结合在DNA的A-T碱基区。因此该类染料不适于测基因组绝对值，因为如果DNA有很多G-C碱基，会引起测量值偏小。此类探针产生的荧光强度间接反映出的DNA含量比实际DNA含量少，但是可以获得高分辨率的柱状图，推荐用于倍性水平检验。非特异性标记荧光探针包括碘化丙啶（Propidium Iodide，PI），溴化乙锭（EB）和吖啶橙（AO），均由488nm激光激发，为嵌入式染色。在检测核DNA含量前，需先降解RNA，排除双链RNA的干扰，此类染料只能染死细胞，所以也可以用来区分活细胞和死细胞。
PI常用于检测植物细胞核DNA含量。该荧光探针即能染活细胞的核DNA，又能染死细胞的核RNA，因此PI染液中应加入适量RNA酶，酶解细胞核RNA。初次实验者，若配制太多PI染液，会造成浪费，若配制太少，又增大误差，所以建议采用本实验室配制量（表4）。
表4  PI染液
Tab. 4 Propidium Iodide dye

	名称
	浓度或配方
	备注

	RNase （RNA酶）溶液 
	500μg/ml
	1ml去离子水中加入500μg RNase溶解，90℃沸水煮15min，冷却后，用锡纸包裹，-20℃下保存，用时解冻，解冻后4℃下保存。

	PI （碘化吡啶）溶液
	1.12mg/ml
	446ml去离子水中加入500μg PI溶解。剧毒，用锡纸包裹4℃下保存

	5ml PI染液
	500μl RNase

223μl PI

4280μl去离子水
	剧毒，用锡纸包裹，4℃下保存


7 碎片产生的原因及解决方法

在植物流式实验中出现细胞碎片是很常见的。但是，太多的碎片不仅会影响样本细胞核的成峰效果，而且有时会导致实验失败。产生碎片的三大原因：第一，植物细胞自身的结构。植物细胞的细胞壁不仅使细胞形状不规则，而且自身还有荧光性，这样就扰乱了进样液流，不能很好的检测分离出来的植物细胞[28]。若直接对植物原生质体染色，得出的荧光峰图也不能说明核DNA含量。因为植物的细胞质具有荧光性，同时质膜具有低渗透性[47]。因此，需要用刀片将组织切碎，释放出细胞核，这是导致碎片形成的直接原因。第二，解离液与待测植物样本不匹配。解离液的作用是从细胞中游离出细胞核，并保持它的完整性。但是不同的解离液，其成份也不同，当不匹配待测植物时，不仅不能保持细胞核完整，而且还会加速细胞核破碎。第三，材料不够新鲜。
为了减少碎片的出现，除了选取新鲜材料外，最重要的是选取适合该实验材料的解离液。为了缩短预实验的时间，可参照前人成功测定同属或同科的种所用解离液（表2）。通常，裸子植物比被子植物更难选择适合的解离液。裸子植物的叶子大多为针形、线形或鳞形，叶表面有较厚的角质层，细胞内次生代谢物多，这对提取完整的细胞核极为不利。选取萌发的新鲜幼苗作为材料，可以减少不利因素的影响。叶表皮附属物多的种，可用剪刀减碎叶片，再浸入适合的解离液中孵育5min，便可得到很好的实验结果。若用流式检测愈伤组织，待愈伤组织变绿后再作为实验材料，且解离过滤后不宜离心，直接进行染色，便可得到很好的实验效果。
8 展望
流式细胞术作为一个高效的检测技术，目前在植物研究中应用最广泛的是检测细胞的核DNA和倍性水平，但是近年来伴随着新型分子荧光探针的不断开发，创新实验方法的不断应用，流式细胞术可以检测出更多的生物指标。例如：通过流式细胞术检测染病的植株叶片，判断其是否开始细胞凋亡，为植物病虫害研究提供新的思路；运用酶解技术酶解出植物细胞的原生质体，检测胞液中各离子的浓度，为植物修复工作提供新的方法；流式细胞术还可将植物的基因组拼接到它所在的染色体上，减轻植物基因组序列测定的工作量等等。因此，在今后植物学科研工作中，流式细胞术将会有越来越广范的应用。
[参考文献] (References)
[1] FERRARI L, DE ANGELIS E, MARTELLI P. Borghetti. Swine virus-specific cytotoxic cells producing IFNγ under different conditions of virus antigenic stimulation [J]. Veterinary Research Communications, 2010, 34 (Supplement1): S63-S67.

[2] GUERRA LL, TEIXEIRA-CARVALHO A, GIUNCHETTI RC, et al. Evaluation of the influence of tissue parasite density on hematological and phenotypic cellular parameters of circulating leukocytes and splenocytes during ongoing canine visceral leishmaniasis [J]. Parasitology research, 2009, 104(3): 611-622.

[3] SEFA KIZILDAG, HALIL ATES, SERVET KIZILDAG. Treatment of K562 cells with 1,25-dihydroxyvitamin D3 induces distinct alterations in the expression of apoptosis-related genes BCL2, BAX, BCLXL, and p21 [J]. Annals of Hematology, 2010, 89(1): 1-7.

[4] FILOMENA SILVA, OLGA LOURENÇO, CIDÁLIA PINA-VAZ, et al. The Use of DRAQ5 to Monitor Intracellular DNA in Escherichia coli by Flow Cytometry [J]. Journal of Fluorescence, 2010, 20(4): 907-914.

[5] RUBÉN MALLÓN, JUAN RODRÍGUEZ-OUBIÑA, MARÍA LUZ GONZÁLEZ. In vitro propagation of the endangered plant Centaurea ultreiae: assessment of genetic stability by cytological studies, ﬂow cytometry and RAPD analysis [J]. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 2010, 101(1): 31-39.

[6] MIYASHITA T, ARAKI H, HOSHINO Y. Ploidy distribution and DNA content variations of Lonicera caerulea (Caprifoliaceae) in Japan [J]. Journal of Plant Research, 2010, Online First.

[7] OBIDIEGWU J, RODRIGUEZ E, ENE-OBONG E, et al. Ploidy levels of Dioscorea alata L. germplasm determined by ﬂow cytometry [J]. Genetic Resources and Crop Evolution, 2010, 57(3): 351-356.

[8] Eduardo Cires, Candela Cuesta, Elena L. Peredo, et al. Genome size variation and morphological differentiation within Ranunculus parnassifolius group (Ranunculaceae) from calcareous screes in the Northwest of Spain [J]. Plant Systematics and Evolution, 2009, 281(1-4):193-208.

[9] WANG JW, LIU Y, TIAN HM, et al. Effect of survivin-sirna on drug sensitivity of osteosarcoma cell line MG-63 [J]. Chinese Journal of Cancer Research, 2010, 22(1): 68-72.

[10] FAN YY, HUANG ZT, LI L, et al. Characterization of SARS-CoV-speciﬁc memory T cells from recovered individuals 4 years after infection [J]. Archives of Virology, 2009, 154(7): 1093-1099.

[11] THOMAS D, PERPOINT T, DAUWALDER O, et al. In vivo and in vitro detection of a superantigenic toxin Vbeta signature in two forms of streptococcal toxic shock syndrome [J]. European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 2009, 28(6): 671-676.

[12] VERKAIK NJ, BOELENS HA, DE VOGEL CP, et al. Heterogeneity of the humoral immune response following Staphylococcus aureus bacteremia [J]. European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 2010, 29(5):509-518.

[13] JOÃO LOUREIRO, PAVEL TRÁVNÍČEK, JANA RAUCHOVÁ, et al. The use of flow cytometry in the biosystematics, ecology and population biology of homoploid plants [J]. Preslia, 2010, 82: 3-21. 

[14] EVA GROTKOPP, MARCEL REJMÁNEK, MICHAEL SANDERSON, et. al. Evolution of genome size in pines (Pinus) and its life-history correlates [J]. Supertree Analyses Evolution, 2004, 58(8): 1705-1729.

[15] XIANGYAN ZHOU, JINGFANG MA, WANGTIAN WANG, et al. Genome size of the diploid hybrid species Hippophae goniocarpa and its parental species, H. rhamnoides ssp. sinensis and H. neurocarpa ssp. neurocarpa (Elaeagnaceae) [J]. Biologica Cracoviensia Series Botanica, 2010, 52(2).
[16] JEREMY M. BEAULIEU, ILIA J. LEITCH, SUNIL PATEL, et al. Genome size is a strong predictor of cell size and stomatal density in angiosperms [J]. New Physiologist, 2008, 179(4): 975-986

[17] MAGDALENA KUBEŠOVÁ, LENKA MORAVCOVÁ1, JAN SUDA, et al. Naturalized plants have smaller genomes than their non-invading relatives: a flow cytometric analysis of the Czech alien flora [J]. Preslia, 2010, 82: 81–96, 2010
[18] SCHMIDT G, THANNHAUSER SJ. A method for the determination of desoxyribonucleic acid, ribonucleic acid, and phosphoproteins in animal tissues [J]. Journal of Biological Chemistry, 1945, 161: 83-89.

[19] DEELEY EM. An integrating micodensitometer for biological cells [J]. Journal of Cell Instrumentation, 1955, 32(7): 263-267.

[20] GALBRAITH DW, HARKINS KR, MADDOX JM, et al. Rapid ﬂowcytometric analysis of the cell cycle in intact plant tissues [J] . Science, 1983, 220(4601): 1049-1051.

[21] JOÃO LOUREIRO, ELEAZAR RODRIGUEZ, JAROSLAV DOLEŽEL, et al. Two new nuclear isolation buffers for plant DNA flow cytometry: A Test with 37 Species [J]. Annals of Botany, 2007, 100(4): 875-888. 

[22] LEITCH AR, LEITCH IJ. Genomic plasticity and the diversity of polyploid plants [J]. Science, 2008, 209(5875): 481-483.

[23] NELSON MN, LYDIATE DJ. New evidence from Sinapis Alba L. for ancestral triplication in crucifer genome [J]. Genome, 2006, 49(3): 230-238.

[24] SCHMIDT-LEBUHN AN, FUCHS J, KESSLER M. Flow cytometric measurements do not reveal different ploidy levels in Minthostachys (Lamiaceae) [J]. Plant Systematics and Evolution, 2008, 271(1-2): 123-128. 

[25] KUDO N, KIMURA Y. Flow cytometric evidence for endopolyploidy in seedlings of some Brassica species [J]. Theoretical and Applied Genetics, 2001, 102(1): 104-110

[26] TAO Dihui, LI Xiaohong, WANG Liqun, et al. Progresses on determination of cell chromosome ploidy level of plants [J]. Life Science Research, 2009, 13(5): 453-458

[27] DOLEŽEL JAROSLAV, GREILHUBER JOHANN, SUDA JAN. Estimation of nuclear DNA content in plants using flow cytometry [OL]. [Sptember 6 2007]. http://www.nature.com/nprot/journal/v2/n9/ full/nprot. 2007.310. html

[28] JAROSLAV DOLŽEL, JAN BARTOŠ. Plant DNA flow cytometry and estimation of nuclear genome size [J]. Annals of Botany, 2005, 95(1): 99-110.

[29] C. PICHOT, M. EL MAATAOUI. Flow cytometric evidence for multiple ploidy levels in the endosperm of some gymnosperm species [J]. Theoretical and Applied Genetics, 1997, 94(6-7): 865-870.

[30] TATJANA VUJOVIĆ, ÐURĐINA RUŽIĆ, RADOSAV CEROVIĆ, et al. Adventitious regeneration in blackberry (Rubus fruticosus L.) and assessment of genetic stability in regenerants [J]. Plant Growth Regulation, 2010, 61(3):265-275.

[31] EDUARDO CIRES, CANDELA CUESTA, ELENA L. PEREDO, et al. Genome size variation and morphological differentiation within Ranunculus parnassifolius group (Ranunculaceae) from calcareous screes in the Northwest of Spain [J]. Plant Systematics and Evolution, 2009, 281(1-4): 193-208.

[32] PAVLA SUCHÁNKOVÁ, MARIE KUBALÁKOVÁ, PAVLÍNA KOVÁLOVÁ, et al. Dissection of the nuclear genome of barley by chromosome flow sorting [J]. Theoretical and Applied Genetics, 2006, 113(4): 651～659.

[33] DOLEŽEL J, BINAROVÁ P, LUCRETTI S. Analysis of nuclear DNA content in plant cells by ﬂow cytometry [J]. Biologia Plantarum, 1989, 31(2): 113-120.

[34] LABANI RM, ELKINGTON TT. Nuclear DNA variation in the genus Allium L. (Liliaceae) [J]. Heredity, 1987. 59: 119-128.

[35] ARUMUGANATHAN K, EARLE E. Estimation of nuclear DNA content of plants by ﬂow cytometry [J]. Plant Molecular Biology Reporter, 1991, 9(3): 229-241.

[36] DAS A, MALLICK R. Variation in 4C DNA content and chromosome characteristics in different varieties of Coriandrum sativum L [J]. Cytologia, 1989, 54: 609-616.

[37] DOLEŽEL J, BARTOŠ J. Plant DNA ﬂow cytometry and estimation of nuclear genome size [J]. Annals of Botany, 2005, 95(1): 99-110.

[38] GREILHUBER J, TEMSCH E, LOUREIRO J. Flow cytometry with plant cells[M]. Germany: Wiley-VCH, 2007. 

[39] OTTO FRIEDRICH. Methods in cell biology [M]. Unite State of America: Academic Press, 1990.

[40] DOLEŽEL J, GӦHDE W. Sex determination in dioecious plants Melandrium album and M. rubrum using high-resolution ﬂow cytometry [J]. Cytometry, 1995, 19(2): 103-106.

[41] DOLEŽEL, J. FLOWSTAR: A microcomputer program for flow cytometric data manipulation and analysis [J]. Biológia, 1989, 44: 287-291. 

[42] BENNETT MD, SMITH JB. Nuclear DNA amounts in angiosperms [J]. Proceeding of the royal society B: Biological Sciences, 1982, 216(1203): 179-199.

[43] JOÃO LOUREIRO1, ELEAZAR RODRIGUEZ1, JAROSLAV DOLEŽEL and et al. Comparison of four nuclear isolation buffers for plant DNA flow cytometry [J]. Annals of Botany, 2006, 98(3): 679–689.

[44] ANNE-CAROLINE COSENDAI, ELVIRA HÖRANDL. Cytotype stability, facultative apomixis and geographical parthenogenesis in Ranunculus kuepferi (Ranunculaceae) [J]. Annals of Botany, 2010, 105(3): 457–470, 
[45] 李铁军，石俊英，张孝卫. 长春花叶片细胞核悬液的简便制备方法[J]. 现代中药研究与实践, 2009, 23(4): 31-32.

[46] Loureiro J, Rodriguez E, Dolezel J, Santos C. Flow cytometric and microscopic analysis of the effect of tannic acid on plant nuclei and estimation of DNA content [J]. Annals of Botany, 2006, 98(3):515-527.

[47] PUITE KJ, TEN BROEKE WRR. DNA staining of ﬁxed and nonfixed plant protoplasts for ﬂow cytometry with Hoechst 33342 [J]. Plant Science Letters, 1983, 32: 79-88.
以下为系统生成表格，切勿修改表格内容.

	项目基金
	                      

	中文作者
	弓娜;周香艳

	英文作者
	GONG Na;ZHOU Xiangyang          

	中文工作单位
	兰州大学分子生态实验室，兰州 730000;甘肃农业大学生命科学技术学院，兰州 730000          

	英文工作单位
	Laboratory of Molecular Ecology, Lanzhou University, Lan Zhou 730000;School of Life Sciences, Gansu Agriculture University, Lanzhou 730000           

	通信联系人
	弓娜

	作者邮箱
	gongn08@lzu.cn;

	作者电话
	13919894400;

	作者手机
	13919894400;

	作者简介
	弓娜（1986-），女，硕士研究生，植物细胞学;

	作者邮编
	730000;

	作者地址
	兰州市天水南路兰州大学思雨楼分子生态所;


碎片峰





样本峰





荧光强度











B





2C





4C





8C





峰�
荧光均值�
CV�
�
2C�
225.21�
2.89�
�
4C�
447.88�
3.07�
�
8C�
859.05�
3.11�
�






荧光强度





2





A





1





�
峰�
荧光均值�
CV�
�
1�
绿豆G1峰�
146.70�
3.45�
�
2�
棱果沙棘G1峰�
210.32�
3.66�
�






荧光强度








作者简介：弓娜（1986-），女，硕士研究生，植物细胞学. E-mail: gongn08@lzu.cn





- 11 -

_1345552140.unknown

_1345552142.unknown

