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Abstract 
The study aims to determine the genome size of a rare and endangered plant Elaeagnus mollis by 
using flow cytometry method. Hippophae rhamnoides ssp. sinensis that the genome size was 
known was selected as an internal reference plant. First, the conditions of seed germination of 
plants were optimized by soaking seeds in different temperatures water and the seeds were cul-
tured in soil. Then the study compared the cracking effects of OttoI lysate on plant leaves of 
Elaeagnus mollis and Hippophae rhamnoides ssp. sinensis. Meanwhile, we observed the cell size by 
freehand sectioning. Finally, we extracted nuclei with OttoI and OttoII lysates and nuclei were 
stained with propidium iodide. Based on the observation both of cell size, we made sure the same 
leaves weight and sample loading. Then, these samples were detected by flow cytometry and their 
DNA contents were calculated as the ratio of mean fluorescence of the G0/G1 peak between 
Elaeagnus mollis and Hippophae rhamnoides ssp. sinensis. The results show that the determined 
genome size of Elaeagnus mollis is 1662.6 ± 78.24 Mbp, or relative DNA content is 1.70 ± 0.08 pg. 
The results provide a data reference for future research of genome sequencing of Elaeagnus mol-
lis. 
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摘  要 

本文的研究目的是通过流式细胞法来测定珍稀濒危植物翅果油树基因组的大小。研究采用基因组大小已

知的中国沙棘作为参考植物。首先，通过两种温度浸种优化了两种植物种子萌发的条件，培养出幼苗。

其次，比较了OttoI裂解液对翅果油树和中国沙棘幼苗叶片的细胞裂解效果，并通过徒手切片法观察了二

者叶片的细胞大小。最终确定选用OttoI和OttoII细胞裂解液提取两种植物叶片的细胞核悬浮液并根据细

胞大小确定了相同的细胞悬浮液上样量，同时用碘化丙啶进行细胞核染色，将处理好的样品上流式细胞

仪进行细胞核DNA含量的测定。通过比较内参样品中国沙棘与待测样品翅果油树二者细胞核的G0/G1期

峰值，计算出翅果油树的基因组大小。结果以中国沙棘为内参测定的翅果油树的基因组大小为1652.82 ± 
78.24 Mbp,或相对DNA含量为1.69 ± 0.08 pg。研究结果为翅果油树基因组的测序等研究提供了数据参考。 
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1. 引言 

翅果油树(Elaeagnus mollis Diels)为胡颓子科(Elaeagnaceae)胡颓子属(Elaeagnus)的多年生落叶灌木或

乔木[1]，叶片表面含有大量浓密的白色表皮毛，且种子含油率高，是第四纪冰川后保存下来的古生植物，

于 20 世纪 80 年代被列为国家二级重点保护植物[2]，为中国特有树种和中国特有的野生木本油料植物[3]。
翅果油树多生长在海拔 800~1300 m 左右的山地及坡上，野生物种主要分布在中国的山西省乡宁县、翼城

县、平陆县等地。山西琪尔康生物有限公司和陈惠等人成功进行了翅果油树的人工栽培[4]和组织培养快

速繁殖[5]。宫慧芳和陈惠[6]还进行了不同种质翅果油树幼苗表型和抗旱性比较研究。中国沙棘(Hippophae 
rhamnoides subsp. sinensis Rousi)与翅果油树近缘，属胡颓子科(Elaeagnaceae)沙棘属(Hippophae L.)中沙棘

的一个亚种，是沙棘属中最原始的类群[7]。乔木或灌木，叶片密被白色星状鳞毛，是中国特有的物种且

广泛分布于中国的北部地区。 
物种基因组的大小(或称 C-value)指的是单倍体细胞中全套染色体的 DNA 总量[8]，单位一般表示为

pg (pictogram)或 Mb (million base pair), 1 pg 相当于 978 Mb [9]。基因组的大小是物种的重要特征之一，而

且真核生物体细胞的染色体数目和 DNA 含量一般是恒定不变的，这对物种生理、生态分布、进化等都有

不同的影响[10]。 
流式细胞仪测定样品的 DNA 含量可通过仪器的上样区进行自动测定分析，其原理是经荧光染色的单

细胞在激光照射下所产生的荧光信号被检测器捕捉，经过光电信号及数字信号转换，通过计算机软件设

计的直方图进行量化分析，经比较待测样品和内参样品的相对荧光强度，即 G0/G1 期峰值比，计算出待

测样品的 DNA 含量[11]。流式细胞法可以直接测定样品细胞核的 DNA 含量[12] [13]，快速鉴定物种的染

色体倍性水平，已成功用于苹果[14]、草莓[15]、李属[16]和猕猴桃[17]的倍性鉴定中。流式细胞法检测样

品速度快，样品制备方法简便，可检测包括各种细胞，微生物，细胞裂解液，血清等多种类型的样品，

还能检测细胞的结构与功能等。实验测定结果稳定可靠，已广泛应用于临床、生物医学、制药工业、环
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境及食品等领域，但在植物上的应用仍有许多问题需要不断探索。比如选择不同的内参植物对待测植物

所测基因组大小的数值也是不同的，国际上并没有规定标准的内标植物。同时不同的细胞裂解液对植物

细胞的裂解效果也有影响，不同植物有最适的细胞裂解液，选择何种裂解液也是基因组大小测定的关键。 
有关翅果油树，前人研究过它的表皮毛微形态及其发育[4] [18]、种子萌发与幼苗的生长[19] [20]、组

织培养快速繁殖[21]及种群生态等方面[22] [23]。目前，还未见有其基因组大小的报道。本研究以 8 叶期

的翅果油树幼嫩叶片为材料，选择胡颓子科沙棘属的中国沙棘为内参植物，以 OttoI 为裂解液对叶片进行

细胞裂解，确定了最佳的样品制备条件，优化了测定翅果油树基因组大小的流式操作流程，方便对翅果

油树进行后续的深入研究。此外，测定的结果可以为翅果油树的进一步测序及相关分子生物学研究提供

参考。 

2. 材料与方法 

2.1. 植物材料 

中国沙棘种子从中国山东省临沂蓝天种业专业种子公司购得；翅果油树种子由山西省琪尔康生物有

限公司种植基地之一的临汾市乡宁县云丘山种植园内采集，所有材料均保存于山西师范大学生命科学学

院植物组织培养实验室。 

2.2. 种子萌发与幼苗栽培 

取饱满的中国沙棘种子分别用 50℃和 21℃水浸泡 24 h，果实膨胀后剥掉果皮，播种在蛭石：营养土

=1:1 的营养砵中。培养条件：25℃，光照 16 h；21℃，黑暗 8 h。翅果油树种子同样也用 50℃和 21℃水

浸泡 24 h，果实膨胀后剥掉中果皮，剪开种皮，露出胚部，直接种植在蛭石：营养土=1:1 的 7 cm × 7 cm
营养砵中。培养温度为 25℃，光周期为 12 h 光照/12 h 小时黑暗。 

2.3. 方法 

2.3.1. 裂解前的叶片处理 
由于两种材料表面有丰富的表皮毛会影响测定结果，需在裂解前对叶片进行特殊处理。将叶片在蒸

馏水中浸湿，置于培养皿盖上无菌滤纸吸干表面水分，用牙签粗头端轻轻刮去表皮毛，并用蒸馏水冲洗

5~6 次，吸水纸吸干备用。 

2.3.2. OttoI 细胞裂解液对两种植物叶片的的裂解效果 
本研究配制了 OttoI (100 mmol·L−1 citric acid, 0.5%(V/V) Tween-20, pH = 3.0, 0.22 μm 微孔滤膜过滤，

4℃保存)和 OttoII (400 mmol·L−1 Na2HPO4·12H2O, pH = 8.0, 0.22 μm 微孔滤膜过滤，常温避光保存)裂解液

[24]对二者叶片细胞进行裂解，裂解后的样品经荧光染料 PI (Propidium Iodide)染色 10 min，并在荧光显

微镜(Olympus BX51)下观察裂解的细胞。 

2.3.3. 翅果油树叶片最佳取材量及荧光染料用量的研究 
分别对 50 mg、100 mg、150 mg、200 mg 的翅果油树叶片用量和不同荧光染料碘化丙啶 PI(酷尔化学

科技有限公司，北京)用量即 10 μg、12.5 μg、20 μg、25 μg 进行优化，统计相同时间内不同取材量及对

应的 PI 用量下流式细胞仪(BD, USA)图像获取的细胞数目。 

2.3.4. 翅果油树与中国沙棘叶片细胞大小的观察 
取中国沙棘和翅果油树的新鲜嫩叶片进行徒手切片，用单面刀片切取厚为 0.1 mm 的薄片，置于干净

载玻片上，滴加一滴 1%番红染液，盖上盖玻片，在荧光显微镜(Olympus BX51)下观察二者的细胞大小，
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并拍摄。同时用 ImageJ 软件测量二者植物叶片中叶肉细胞的短径和长径大小。 

2.3.5. 单细胞悬浮液的制备及检测 
1) 细胞悬浮液制备：称取翅果油树新鲜嫩叶 200 mg，剪去叶脉，去掉表皮毛后用无菌蒸馏水清洗

5~6 次，并用滤纸吸干表面水分。在加有 1 mL 预冷的 OttoI 溶液的干净培养皿中，用单面刀片将叶片快

速切成 0.5 cm2 大小的碎片，冰浴器上孵育 5 min 后 400 目尼龙网(预先用 OttoI 溶液浸泡)过滤，取滤液于

1.5 mL 离心管中，离心。翅果油树 2,000 g，4℃离心 5 min，弃上清液，沉淀加 100 μL OttoI 溶液，4℃
保存备用，待测样品的细胞悬浮液制备三份。采用同样的方法分别获取中国沙棘及二者混合样的细胞悬

浮液样品各三份，其中混合样品 1,000 g，4℃离心 5 min，离心一次，中国沙棘样品 5,000 g，4℃离心 5 min，
离心两次。 

2) 染色：将上述备好的细胞悬浮液样品各加 378 μL OttoII 溶液，1 mg·mL−1 RNase 10 μL(预先煮沸，

使 DNase 失活)和 1 mg·mL−1 荧光染料 PI 12.5 μL(RNase 和 PI 均预先经 0.22 μm 微孔滤膜过滤，−20℃保

存)，混匀，4℃避光染色 10 min。 
3) 流式细胞仪检测：开机预热 30 min，流式细胞仪采用 488 nm 氩离子激发光检测，流式参数设为

FL2-A，低速上样。每份样品上样量 0.5 mL，获取至少 10,000 个细胞，同一样品处理重复测定 3 次。鉴

于荧光强度与 DNA 含量之间存在正相关关系，依据内参植物样品的荧光强度与待测样品的荧光强度之间

的成像及比较，通过公式换算得到翅果油树基因组大小值，公式如下： 
P = F1/F2·H(P 为待测样品的 DNA 含量；F1 为待测样品的荧光强度；F2 为内参样品的荧光强度；H 为

内参样品的 DNA 含量) [11]。 

2.4. 数据分析 

实验采用 CellQuest(Pro)软件采集流式细胞仪图像数据，Modfit LT(Mac V 3.0)软件进行数据处理和分

析，Excel 软件计算萌发率，并制图。 

3. 结果与分析 

3.1. 沙棘、翅果油树种子的萌发及幼苗的生长 

为了对翅果油树基因组大小的测定提供较好研究材料，首先对翅果油树和中国沙棘进行了两种温度

预处理后的种子萌发研究。由图 1 可知，翅果油树种子在种植 7 天后开始萌发，萌发率呈现先快速增加

后趋于平缓的趋势，同等种子基数下，50℃水处理过的种子萌发率始终高于常温水 21℃处理过的种子萌

发率，而 50℃水处理过的沙棘种子会比常温水 21℃处理过的沙棘种子提前萌发，且萌发过程中萌发率高

于常温水处理过的种子，两者都说明在一定范围内温度的提升有利于促进种子的萌发。 
研究发现翅果油树种子经 50℃水处理后的种子萌发率为 17.39%，成苗率为 8.70%；在 21℃水处理后

种子的萌发率为 12.56%，成苗率是 6.67%。50℃水处理过的中国沙棘种子萌发率为 47.22%，成苗率为

22.22%；在 21℃水处理过的种子萌发率为 46.67%，成苗率为 44.44%。中国沙棘幼苗成活率低主要是在

发育过程中植株的茎部会从下部逐渐出现干化现象，并向上部延伸，最终植株死亡。植物幼苗生长如图

2 所示。 

3.2. 细胞裂解液裂解效果观察 

为了观察OttoI和OttoII对两种材料叶片的裂解效果，在500 μL体系裂解液中附加荧光染料PI 12.5 μL，
各吸取 10 μL 细胞核悬液滴于载玻片上，盖上盖玻片，在荧光(蓝色)显微镜(Olympus BX51)倍下观察，发 
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Figure 1. Effect of two temperature pretreatment on seed germination rate of Elaeagnus mollis Diels (a) and Hippophae 
rhamnoides subsp. sinensis Rousi (b) with different conditions 
图 1. 两种温度预处理对翅果油树(a)和沙棘(b)种子的萌发率的影响 
 

 
Figure 2. Plants of (a) Elaeagnus mollis Diels and (b) Hippophae rhamnoides subsp. sinensis Rousi germinated for one 
month 
图 2. 生长 1 个月的翅果油树和中国沙棘幼苗(a)翅果油树，(b)中国沙棘 
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现 OttoI、OttoII 裂解液对本研究材料的细胞裂解效果较好，悬浮细胞核完整且杂质相对较少，结果如图

3 所示。 

3.3. 翅果油树叶片用量与荧光染料用量的确定 

分别称取 50、100、150、200 mg 的翅果油树叶片，置于 1 mL OttoI 裂解液中裂解 5 min，过滤后将

细胞核分别重悬在附加 20 μL PI 的 500 μL 体系的 OttoII 中，结果如表 1 所示，200 mg 的取材量在流式细

胞仪上测得的细胞数目最多，为 13,575 个。 
在确定 200 mg 的取材量基础上，又对 PI 用量进行了优化，结果如表 1 所示，12.5 μg 的 PI 用量为最

佳，所测得的细胞数目为 22,710 个，多于 20 μL PI 用量所测得的细胞核数目。故确定 200 mg 取材量附

加 12.5 μL PI 染液为最佳组合，在此条件下，测定时观察到流式图像清晰、稳定，而且所用时间短。如

果取材量太少，荧光染料 PI 浓度太稀或太浓，测得的细胞核数量显著减少，且会导致荧光信号检测受阻，

峰图形成过程缓慢，导致无法及时调整图像，影响检测结果等。 

3.4. 翅果油树与中国沙棘植物叶片的细胞大小观察 

由徒手切片制片观察如图 4 所示，二者叶片细胞的大小差异不大，且经显微测量，翅果油树叶肉细

胞大小约为 11.11 ± 1.85 × 16.20 ± 1.33 μm；中国沙棘叶肉细胞大小约为 9.19 ± 0.78 × 10.29 ± 0.94 μm。因

此，研究过程中两种材料的叶片均称取相同重量，来获得样品的细胞核悬浮液，同时在流式细胞仪上也

保持翅果油树与中国沙棘的细胞核悬液上样量一致。 
 

 
Figure 3. The observation of fluorescent nuclei under Otto lysates (a) Elaeagnus mollis Diels, (b) Hippophae rhamnoides 
subsp. sinensis Rousi; bar = 150 μm, ×40 
图 3. Otto 液裂解后翅果油树和中国沙棘的细胞核荧光观察(a)翅果油树，(b)中国沙棘；bar = 150 μm，×40 
 
Table 1. The number of acquired cells in different use level of materials and PI at the same time 
表 1. 相同时间内材料和 PI 不同的用量所获得的细胞数目 

 Material (mg) PI (μg) 

weight 50 100 150 200 10 12.5 20 25 

The number of acquired cells 1035 2145 10000 13575 2145 22710 13575 12465 
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Figure 4. The observation of the cell size of Elaeagnus mollis Diels and Hippophae rhamnoides subsp. sinensis Rousi (a) 
Elaeagnus mollis Diels; (b) Hippophae rhamnoides subsp. sinensis Rousi; bar = 10 μm, ×100 
图 4. 翅果油树与沙棘细胞大小观察(a)翅果油树，(b)中国沙棘；bar = 10 μm，×100 

3.5. 翅果油树基因组大小的测定 

考虑到地理位置因素对细胞核 DNA 含量的影响[25] [26]，本研究内参植物选择了与乡宁(E110.90˚，
N34.95˚)地理位置相近的甘肃迭部(E103˚13'，N34˚3')的中国沙棘，其基因组测定的大小为 2601.48 ± 117.36 
Mbp，即 2.66 ± 0.12 pg [24]。流式细胞仪分析参数设定为 FL2-A，荧光信号在 200 道峰值左右，为 G0/G1

期细胞所在位置。试验获取的散点图和直方图如图 5 所示。二者测定的变异系数均控制在 5%以下，通过

比较中国沙棘和翅果油树二者 G0/G1 期的峰值，发现中国沙棘的峰值是翅果油树峰值的 1.57 倍。根据中

国沙棘基因组大小可估算出翅果油树的基因组大小为 1652.82 ± 78.24 Mbp，即 1.69 ± 0.08 pg。 

4. 讨论 

本研究为了获得材料，首先进行了两种温度 50℃、21℃预处理后的翅果油树种子在蛭石：营养土=1:1
的栽培基质上的萌发率与成苗率的比较，结果表明，50℃均好于 21℃，萌发率为 17.39%，成苗率为 8.70%，

比前人[19]报道的萌发率5.0%、成苗率3.3%要高。中国沙棘种子的萌发处理温度参考前人的研究[27] [28]，
两种温度预处理后，结果发现萌发率与成苗率跟翅果油树的比较，具有类似的结果。总之，该研究为翅

果油树基因组大小的测定提供了材料。 
本研究利用流式细胞仪首次测定了翅果油树的基因组大小为 1652.82 ± 78.24 Mbp，即 1.69 ± 0.08 pg，

这为进行后续的基因组测序研究奠定了基础。用于基因组大小测定的方法多样，常用的几种主要有显微

镜分光光度法、孚尔根光密度测量法和流式细胞法三种[29]。因流式细胞法具有样品制备过程简便，测定

结果准确，可依据实验要求自主设置软件参数[11]等优点，故得到普遍应用，因此本研究也采用流式细胞

法测定基因组大小。在选定内参样品时，早期研究多用动物鸡血红细胞作为内参，但后来发现动物细胞

和植物细胞存在差异，因此在进行植物基因组大小测定时，研究者建议应选用植物作为内参[14] [15]。中

国沙棘和翅果油树两者同属于胡颓子科，且中国沙棘基因组大小已测定，实验材料容易获得，二者的测

定峰图无明显重叠，能区分开来，所以本研究选用中国沙棘作为内参植物可以保证结果的准确性。 
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Figure 5. Subcellar scatter plots and Histograms of samples by FCM. ((a), (b), (d), (e), (g), (h)) The subcellar scatter plots; 
((c), (f), (i)) the histograms; ((a), (b), (c)) Elaeagnus mollis Diels; ((d), (e), (f)) Hippophae rhamnoides subsp. sinensis Rousi; 
((g), (h), (i)) the photos of mixed samples 
图 5. 流式细胞散点图和直方图 ((a), (b), (d), (e), (g), (h)) 散点图，((c), (f), (i)) 直方图，((a), (b), (c)) 翅果油树，((d), (e), 
(f))中国沙棘，((g), (h), (i))混合样品图) 
 
目前，对于基因组大小测定中内参的选择还没有固定的标准，同一物种基因组大小的测定值只是相对值。

本研究对实验材料用量进行了优化对比，并比较了内参和待测植物两者叶片细胞大小，最终确定二者取

材量均为 200 mg。对于荧光染料的用量，荧光染料浓度太稀或者太浓，都会影响到实验峰图及检测结果，

研究 PI 为 12.5 μg 为最适合的用量。实验的 CV 值(即变异系数)能反映试验的精确度，Dolezel J.和 Bartos 
J. [30]等提出 CV 值应降低到 3%，但 Pinto 等[31]发现，由于多数木本植物成分的复杂性，很难达到 CV
值低于 5%，甚至有些不可能。本研究中我们从制样量，制样时间和环境控制等因素方面进行严格把控，

选取植物的相同部位，同一时期叶片材料，随后立即制备样品、染色、上样测定，获取了较理想的峰图。

每种样品重复测定 3 次，将变异系数 CV 控制在 5%以下，确保了结果的可靠性。 
此次研究初次探究了翅果油树基因组大小，为后续翅果油树基因组的测序研究提供了数据参考。翅

果油树种子有不同的生态类型(大宫灯、小宫灯、长果型)和种质[6]，但是本次研究只选择了由山西乡宁
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县山西琪尔康公司提供的大宫灯型的种子获得的幼苗为材料，并未对其它来源地和生态类型的翅果油树

种子做研究，以后将进一步系统完善，探讨不同来源地的翅果油树和不同生态型或种质之间的基因组大

小值，以求获得更加全面的数据。 
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