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摘  要：为香花油茶（Camellia osmantha）、越南油茶（C. vietnamensis）优良品系基因组大小遗传多样性分析及特异

种质筛选、倍性差异分析提供参考，针对解离液种类、内参植物、试验材料组织器官等关键环节，以细胞核解离情况、

次生代谢物质降解情况、细胞峰出峰稳定情况、主峰清晰程度、主杂峰分离程度、取材容易程度、内参与待测样品基

因组大小差异情况、基因组大小测定准确性及变异系数等方面为评价指标，构建基于香花油茶良种义禄（Camellia 

osmantha var. Yilu）、越南油茶优良品系鸿鸪 23（C. vietnamensis var. Hongu 23）为试材的流式细胞术基因组大小检测

技术体系，并用于香花油茶、越南油茶优良品系的测定。结果表明：研究发现 4 种常见的解离液 WPB、Tris-MgCl2、

OTTO、mGb 中 WPB、mGb 解离效果较好，内参植物以豌豆、玉米为优先，试验材料组织器官以嫩叶或根尖为宜；香

花油茶优良品系基因组大小在 5.12~9.31 Gb 之间变化，均值为 7.60 Gb，1 号、37 号、45 号种质在基因组大小分布上存

在极端性，推测其存在倍性差异或其亲本间存在种间杂交；越南油茶优良品系基因组大小在 9.17~9.85 Gb 之间变化，

均值为 9.47 Gb。香花油茶与越南油茶优良品系群体间在基因组大小上存在明显差异。 
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Abstract: A technique system for detecting the genome size of Camellia oleifera by flow cytometry was established to 

analyze the genome size genetic diversity between the superior lines of C. osmantha var. Yilu and C. vietnamensis var. 
Hongu 23, and to provide reference for selection of special germplasm and analysis of ploidy difference, based on the 

key links such as the type of dissociated liquid, the plant of internal reference, the tissue organ of the test material, 
evaluation indexes such as the nuclear dissociation, the degradation of secondary metabolites, the stability of the cell 

peak, the clear degree of the main peak, the separation degree of the main and miscellaneous peak, the easy degree of 
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sampling, the difference of the genome size of the internal participating samples, the accuracy of genome size determi-

nation and the coefficient of variation. The method was used to determine the genome size of the superior lines of C. 
osmantha and C. vietnamensis. The disintegrating effect of WPB and mGb was better among common dissociative fluids 

WPB, Tris-MgCl2, OTTO, mGb. Pean and corn were the favorable internal plants, and young leaf or root tip were the 

favorable experimental materials. The genome size of the superior lines of C. osmantha was from 5.12 to 9.31 Gb, with 

an average value of 7.60 Gb, the genome size distribution of the superior lines No. 1, No. 37 and No. 45 was extreme, 

and it was speculated that there were ploidy differences or interspecific hybridization between the parents. The genome 

size of superior lines of C. vietnamensis varied from 9.17 to 9.85 Gb, the mean value was 9.47 Gb. There was signifi-

cant difference in genome size between the superior lines of C. osmantha and C. vietnamensis. 

Keywords: Camellia oleifera; genome size; flow cytometry 
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油茶（Camellia oleifera）是世界四大木本食

用油料植物、我国四大木本油料植物、我国最重

要的食用油料树种。经济价值高、用途广、综合

开发范围广、利用潜力大，被农户称为“铁杆庄

稼”“绿色油库”。发展油茶产业，对于缓解我

国耕地资源刚性不足，保障食用植物油供给安全，

优化食用植物油结构，促进国民健康和推进丘陵

山区农民精准扶贫等都具有非常重要的意义。油

茶产业受到国家和各级地方政府的高度重视，正

处于快速发展期。2022 年中央一号文件中明确提

出“支持扩大油茶种植面积，改造提升低产林”。

作为我国油茶三大主产区的广西，油茶是广西九

大农业产业和五大林业优势产业之一，是长期巩

固精准脱贫成效的压舱石。广西实施千万亩油茶、

千亿元产业的“双千计划”，根据广西壮族自治

区林业局统计资料，截至 2021 年底，全区油茶种

植面积达 57.07 万 hm2。 

广西长期以来以普通油茶岑软 2 号、岑软 3

号等品种为主，种植品种较为单一。广西拥有丰

富的油茶特色种质资源[1]，其中香花油茶和越南

油茶是广西地区今后大力发展的油茶物种。广西

壮族自治区林业科学研究院自 2005 年开始香花

油茶选育的研究，获得 160 多份优良种质。近年

来香花油茶生长快、适应性抗逆性强、结果多等

优良特性得到广大种植户、企事业单位的认可，

正在大力推广中。越南油茶是南亚热带分布的重

要物种，研究相对薄弱，经过十多年的研究获得

30 多份优良种质，其大果特性适合应对今后劳动

力短缺价格昂贵、摘果费时费力等生产实际问

题。目前这些优良品系均保存在广西国家油茶种

质资源库中，围绕这些种质已开展新品种良种审

（认）定工作，截至 2022 年 9 月，获得香花油

茶新品种 10 个、良种 6 个，越南油茶新品种 3

个；已开展杂交育种、家系繁育工作，已开展植

物学性状、经济性状及少量分子标记等方面多样

性研究，但关于基因组大小遗传多样性方面的研

究尚未开展。检测其基因组大小，为今后基因组

测序模式种质筛选提供方便，为今后分子研究提

供铺垫，有助于初步推测其倍性及物种间自然杂

交可能性，为今后多倍体授粉可配性研究、多倍

体种质创制提供基础，以减少育种的工作量及盲

目性。开展基因组大小多样性方面的研究，有助

于克服环境带来的表型差异影响，从遗传物质的

角度更深一步筛选特异种质。 

应用流式细胞术测定蔷薇、茉莉花、山竹、

甘蔗、火龙果、葡萄、枣、萝芙木、橡胶、柳树、

桑树、茶树等植物构建的流式细胞术基因组大小

检测技术体系均不尽相同[2-5]。龚倩颖[6]针对海南

油茶分别以根、叶片、花瓣 3 个部位的材料进行

流式细胞术试验，结果发现，以花瓣为材料获得

的效果最好，嫩叶次之，以扦插苗的根为材料很

难得到理想的结果，以成熟叶片为材料在加入染

色剂后出现严重褐化现象，容易堵塞仪器，致使

试验无法进行；杨晓兰等[7]针对江西 15 个油茶品

种用水稻（389 Mb）为内标，从常规 Gal、WPB、

Tris-MgCl2、OTTO 等 4 种解离液中筛选出适合油

茶的流式细胞术的解离液为改良的 OTTO。由于

试材种类状态、试验平台条件、试验人员技术操

作水平与测定结果准确性要求程度等方面的不

同，各地科技人员都在因地制宜构建适合的流式

细胞术基因组大小检测技术体系。 

基因组大小是指生物体的单倍体基因组所含

的 DNA 含量[8]。流式细胞术可以用来测定植物

DNA 的绝对含量，是近年发展起来的测定方法，

通过比较荧光强度，从而计算出待测样品 DNA

含量。该方法不受植物体取材部位和细胞所处时
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期限制，取材部位可以是叶片、茎、根、花、果

皮、种子等。特别是在离体培养过程中，植株或

芽很小和很嫩时，此方法仅用 1 cm2 的样品就很

容易决定其材料倍性。该方法简便快速易行，检

测结果较为准确稳定可靠[9]。流式细胞术也存在

一定的缺陷，流式细胞仪设备较昂贵，并且维护

人员需较高的专业水平进行复杂的仪器操作和

样品前处理，限制了其在植物领域中的应用。其

原理为：有丝分裂中期细胞去细胞壁后制成特异

性荧光染色的核悬浮液，作为样品加入到流式细

胞仪并形成狭窄的液流高速通过光学检测系统

的高强度光束，已染色的染色体产生的荧光被量

化，进而根据相对荧光强度经仪器附设计算机自

动统计，根据统计结果计算 DNA 含量[10]。碘化

丙啶是一种荧光染料，能均匀嵌入到双链核酸碱

基对中，因此可以对 DNA 进行特异性染色[11]。在

488 nm 激发光下，碘化丙啶发出的荧光可被流式

细胞仪检测。并且碘化丙啶在着色过程中的嵌入

量与 DNA 量呈正比关系，故荧光强度可以表示

出基因组 DNA 的相对含量[12]。观察待测样品和

内参碘化丙啶-DNA 复合体的荧光峰值，即可得

出 2 种植物 DNA 含量的比值，再乘以内参植物

的基因组大小，即可计算出待测植物的基因组大

小。即计算公式：待测样品 DNA 含量=内参 DNA

含量×待测样品的荧光强度 /内参样品的荧光强

度[13]。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

试验材料选用香花油茶良种义禄及越南油茶

优良品系鸿鸪 23，组织部位选择嫩叶、成叶、根尖

组织进行试验。内参植物为番茄（0.92 Gb）、玉

米（2.30 Gb）、豌豆（4.45 Gb），以种子萌发后

1 个月的嫩叶为试验材料，其种子取自中国科学

院昆明植物研究所。 

1.2  方法 

1.2.1  基于香花油茶、越南油茶为试材的流式细

胞术基因组大小检测技术体系构建  针对检测中

的关键环节，分别研究解离液种类、内参植物、

试验材料组织部位对检测效果的影响，每个处理

重复 3 次。选取 4 种常见的解离液 WPB、Tris- 

MgCl2、OTTO、mGb，具体配方见表 1。 
 

表 1  解离液种类 
Tab. 1  Types of dissociating liquids 

种类 Type 配方 Formula 

WPB 0.2 mmol/L Tris-HCl2, 4 mmol/L MgCl2·6H2O, 2 mmol/L EDTA-Na2·2H2O, 1% (V/V) Triton X-100, 86 mmol/L NaCl, 1% 
(W/V) PVP-10 , 10 mmol/L Na2S2O5 (pH 7.5) 

Tris-MgCl2 200 mmol/L Tris, 4 mmol/L MgCl2·6H2O, 0.5% (V/V) Triton X-100 (pH 7.0 ) 

OTTO OTTOⅠ: 100 mmol/L Citric acid, 0.5% (V/V) Tween-20 (pH 2.0~3.0) 

OTTOⅡ: 400 mmol/L Na2HPO4·12H2O (pH 8.0~9.0) 

（先用 OTTOⅠ处理材料，上样前用 OTTOⅡ稀释悬浮液，VⅠ∶VⅡ=1∶4） 

mGb 45 mmol/L MgCl2·6H2O, 20 mmol/L MOPS, 30 mmol/L Na3C6H5O7·2H2O, 1% (W/V) PVP-40, 0.2% (V/V) Triton X-100,  

10 mmol/L EDTA-Na2·2H2O, 20 μL/mL β -mercaptoethanol (pH 7.0 ) 

 
1.2.2  香花油茶、越南油茶优良品系基因组大小

检测  基于香花油茶、越南油茶为试材构建的流

式细胞术基因组大小检测技术体系：解离液为改

良后的 mGb 解离液；内参植物豌豆为优先，若出

现重峰时，以玉米为内参；试验材料组织部位为

嫩叶。采用以上技术体系，以香花油茶、越南油

茶优良品系为试材，检测其基因组大小。 

（1）细胞悬浮液制备。将样品置于 0.8 mL 预

冷的 mGb 解离液中，用锋利的刀片将组织迅速垂

直切碎，使其在解离液中冰上静置 10 min，将制

备好的细胞核悬液用 300 目尼龙网过滤至 5 mL

聚苯乙烯无帽圆底未灭菌流式管，即得到细胞核

悬浮液。 

（2）DNA 特异性染色。在细胞核悬液加入预

冷的碘化丙啶和 RNAase 溶液，置于冰上避光染

色 0.5~1.0 h。碘化丙啶染液和 RNAase 溶液的工

作浓度均为 50 μg/mL。 

（3）流式细胞仪检测。以豌豆为内参（当出

现重峰时，内参替换为玉米），将待测样品的悬

液和内参样品的悬液混合。利用美国 Becton 

Dickinson 公司生产的 FAC Scalibur 流式细胞仪对

染色后的细胞核悬浮液样品上机检测，设置参数

碘化丙啶激发波长为 488 nm 蓝光，上机后收集通

道 FL2 的荧光、检测碘化丙啶发射的荧光强度，
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每次检测收集 10 000 个颗粒。收集数据使用

Modifit 3.0 分析软件作图分析，变异系数控制在

5%以内。 

（4）基因组大小计算。根据公式：待测样品

DNA 含量=内参 DNA 含量×待测样品的荧光强度

/内参样品的荧光强度，计算待测样品的基因组大

小值。 

2  结果与分析 

2.1  基于香花油茶、越南油茶为试材的流式细

胞术基因组大小检测技术体系构建 

2.1.1  不同解离液对出峰的影响  流式细胞仪之

所以可以准确检测植株倍性的关键是用适宜的细

胞核解离液制备拥有单个的、完整的细胞核悬浮

液[14]。目前虽然有多种提取细胞核的解离液，但

不同植株因遗传基础不同，导致在组织和结构成

分、含量等方面均有差异，因此降解各种成分所 

需的化学物质含量也不同，至今还未发现适合于

所有物种的通用提取液[15]。 

为筛选适用于香花油茶、越南油茶基因组大

小测定的最佳解离液，选取香花油茶和越南油茶

的幼嫩叶片为试材，应用 6 种常用解离液来解离

细胞核。如图 1 所示，WPB 和 mGb 这 2 种解离

液主峰清晰、主杂峰分离程度高且 mGb 解离液的

效果最佳。但是，由于标准的 mGb 解离液中加入

了高浓度的 β-巯基乙醇，而 β-巯基乙醇对人体的

呼吸系统有强烈刺激并有接触性毒性，二硫苏糖

醇和巯基乙醇相比，作用相似，但二硫苏糖醇的

刺激性气味要小很多，毒性也比巯基乙醇低很多。

β-巯基乙醇作为还原剂的主要作用是保护染色质

蛋白，消除酚类化合物对 DNA 染色的影响。发

现去掉二硫苏糖醇替代标准 mGb 中的 β-巯基乙醇

并不影响细胞核解离效果，因此在后期实验中均

选择改良后的 mGb 解离液。 

 

 
 

图 1  不同解离液对出峰的影响 
Fig. 1  Influence of different dissociation solutions on peak output 

 

2.1.2  不同内参对待测植物基因组大小的影响   

目前虽然有研究证明许多组织可用于流式细

胞仪检测，但是相比其他材料，叶片组织不仅可

以产生较好的试验效果，而且取材容易、成本较

低、耗时短，因此在流式细胞仪选材中，叶片被

广泛使用。本研究中选用成叶为材料，以番茄、

玉米、豌豆 3 种植物作为内参。 

内参应满足以下 3 个条件：（1）内参 DNA

含量同待测样品 DNA 含量相近，从而降低仪器

非线性引起的误差风险，减少零位偏移；（2）参

照样本峰不能与目标样本峰重叠，最好也不能与

目标样本的 G2 或 M 期峰值重叠[15]；（3）内参植

物的 DNA 含量均已知且稳定。从图 2 可以看出，

以此 3 种植物为内参也均未出现重峰现象，获得
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较好的细胞峰出峰效果，但是相较而言豌豆同目

标样本的 DNA 含量最为相近。 

由表 2 可知，以玉米和豌豆为内参计算的样

品基因组大小接近，在误差范围内，说明这 2 种

内参均比较合适。但是以番茄为内参的测定结果

显著小于其他 2 种内参的测定结果，可能是因为

番茄的基因组与待测样品的基因组大小相差较

远，所以造成的误差更大。因此在后续试验中选

择以豌豆为内参来计算其他待测植物的基因组

大小。 

2.1.3  不同组织部位对待测植物基因组大小的影响  

流式细胞仪对植物材料也有严格要求，选取的材

料太老或者太嫩时，会影响峰值的形成。材料的

选择是用流式细胞仪测定基因组大小成功的首要 

 

 
 

图 2  不同内参对出峰的影响 
Fig. 2  Influence of different internal reference on peak output 

 

表 2  不同内参对基因组大小测定准确性的影响 
Tab. 2  Effects of different internal controls on the accuracy of genome size determination 

样品–内参 
Sample-Internal 
reference sample 

待测样品荧光强度 
Fluorescence intensity of  

test sample 

内参荧光强度 
Fluorescence intensity of 
internal reference sample 

待测样品荧光强度/内参荧光强度 
Fluorescence intensity of test sample/ 

Fluorescence intensity of 
internal reference sample 

基因组大小 
Genome size/Gb

香花油茶–番茄 175.23 23.09 7.59  6.67 

香花油茶–玉米 190.50 58.11 3.28  7.54 

香花油茶–豌豆 176.42 99.88 1.77  7.86 

越南油茶–番茄 202.69 23.44 8.65  7.61 

越南油茶–玉米 215.88 56.38 3.83  8.81 

越南油茶–豌豆 192.47 93.90 2.05  9.12 
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因素。在本研究中分别使用植株的嫩叶、成叶和

根尖来验证不同组织器官对基因组大小检测结果

准确性的影响。从图 3 可以看出，以主峰清晰程

度、主杂峰分离程度、细胞碎片多少等方面综合

考虑，无论是香花油茶还是越南油茶，细胞峰出

峰效果：嫩叶优于根尖优于成叶。 

由表 3 可知，所选用的 3 种植物材料中嫩叶

的变异系数均小于 5，而成叶和根尖的变异系数

大于 5，说明嫩叶效果最佳；另外，发现成叶中

的基因组大小显著小于嫩叶和根；香花油茶嫩叶

和根尖的检测结果接近，而越南油茶根尖测定结

果显著大于叶片。在后续试验中选择以嫩叶为材 
 

 
 

图 3  不同组织部位对出峰的影响 
Fig. 3  Influence of different tissue parts on peak output 

 

表 3  不同组织部位对基因组大小测定准确性的影响 
Tab. 3  Effects of different tissue sites on the accuracy of genome size determination 

样品–组织部位 

Sample-tissue  

待测样品荧光强度 
Fluorescence intensity of 

test sample 

内参荧光强度 
Fluorescence intensity of

internal reference sample

待测样品荧光强度/ 

内参荧光强度 
Fluorescence intensity of 

test sample/ 
Fluorescence intensity of 

internal reference sample

基因组大小 
Genome size/Gb 

变异系数 
CV 

香花油茶–嫩叶 187.35 99.33 1.89  8.39 3.03 

香花油茶–成叶 174.49 100.23 1.74  7.75 5.74 

香花油茶–根尖 188.21 99.75 1.89  8.40 5.56 

越南油茶–嫩叶 316.04 129.99 2.43  10.82 4.78 

越南油茶–成叶 241.17 108.68 2.22  9.87 5.64 

越南油茶–根尖 267.01 96.88 2.76  12.26 5.90 
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料来开展流式细胞术试验。 

2.2  香花油茶、越南油茶优良品系基因组大小

检测 

采用基于香花油茶良种义禄、越南油茶优良

品系鸿鸪 23 为试材构建的流式细胞术基因组大

小检测技术体系测定香花油茶、越南油茶优良品

系山茶属植物基因组大小时，其细胞峰出峰稳定

情况、峰形、CV 值等均较好，但在测定表 4 中香

花油茶 1 号、45 号优良品系，由于待测样品与内

参基因组大小接近出现重峰的情况，因此将内参

替换为玉米。 

由表 4 可知，1~45 号来自于香花油茶优良品

系，基因组大小在 5.12~9.31 Gb 之间变化，均值

为 7.60 Gb。1~38 号来自于香花油茶优树选育，

其中 1~36 号及 38 号基因组大小在 7.07~8.56 Gb

之间变化，均值为 7.72 Gb，1 号基因组大小为 5.12 

Gb，明显低于其他品系基因组大小；37 号基因组

大小为 9.31 Gb，明显高于其他品系基因组大小。

39~45 号均来自于香花油茶优树家系，其中 39~44

号基因组大小在 6.32~8.94 Gb 之间变化，均值为

7.66 Gb，45 号基因组大小为 5.14 Gb，明显低于

其他品系基因组大小。46~51 号来自于越南油茶

优树选育，其基因组大小在 9.17~9.85 Gb 之间变

化，均值为 9.47 Gb，与绝大多数的香花油茶优良

品系相比，在基因组大小上存在数量级的明显差

异。1 号、37 号、45 号种质在基因组大小分布上

存在极端性，日常观察中发现 1 号、37 号、45 号 

品系在种质长势形态上存在明显的特异性，由此

可推断其长势形态上的差异并非是环境的影响而

是遗传基础不同造成的，推测其存在倍性差异或

其亲本间存在种间杂交。 

3  结论与讨论 

以香花油茶、越南油茶为研究对象，针对检

测中的关键环节，分别研究解离液种类、内参植

物、试验材料组织部位对检测效果的影响，以细

胞核解离情况、次生代谢物质降解情况、细胞峰

出峰稳定情况、主峰清晰程度、主杂峰分离程度、

取材容易程度、内参与待测样品基因组大小差异

情况、基因组大小测定准确性及变异系数等方面

为评价指标，研究发现 4 种常见的解离液 WPB、

Tris-MgCl2、OTTO、mGb 中 WPB、mGb 解离效果

较好，内参植物以豌豆或玉米为佳，试验材料组

织部位以嫩叶或者根尖为宜。综合各方面情况，

最佳体系参数设置为：解离液为改良后的 mGb 解

离液；内参植物豌豆为优先，若出现重峰时，以

玉米为内参；试验材料组织部位为嫩叶。香花油

茶优良品系基因组大小在 5.12~9.31 Gb 之间变

化，均值为 7.60 Gb，1 号、37 号、45 号种质在

基因组大小分布上存在极端性，推测其存在倍性

差异或其亲本间存在种间杂交；越南油茶优良品

系基因组大小在 9.17~9.85 Gb 之间变化，均值为

9.47 Gb。香花油茶与越南油茶优良品系群体间在

基因组大小上存在明显差异，推测其物种间存在 

 
表 4  香花油茶、越南油茶优良品系基因组大小 

Tab. 4  Genome size of superior lines of C. osmantha and C. vietnamensis 

序号 

No. 

基因组大小 
Genome size/Gb 

序号 

No. 

基因组大小 
Genome size/Gb 

序号 

No. 

基因组大小 
Genome size/Gb 

序号 

No. 

基因组大小 
Genome size/Gb 

1 5.12 14 7.50 27 7.47 40 8.94 

2 7.57 15 7.38 28 7.66 41 7.82 

3 7.09 16 7.07 29 7.53 42 7.84 

4 7.16 17 7.22 30 7.20 43 6.34 

5 7.31 18 7.32 31 8.56 44 6.32 

6 7.33 19 8.02 32 7.76 45 5.14 

7 8.00 20 8.17 33 7.75 46 9.18 

8 8.41 21 7.10 34 7.90 47 9.85 

9 8.16 22 8.47 35 8.48 48 9.67 

10 8.34 23 8.19 36 7.77 49 9.17 

11 7.19 24 8.05 37 9.31 50 9.41 

12 7.34 25 8.31 38 8.18 51 9.53 

13 7.48 26 7.60 39 8.68   
 



第 8 期 吴方圆等：流式细胞仪检测香花油茶、越南油茶基因组大小方法的建立及应用 1549 

倍性差异。 

在基因组大小体系构建摸索过程中发现，任

何一个关键环节的改变，都可能会造成流式细胞

术测定基因组大小的改变，比如无论是香花油茶

义禄还是越南油茶鸿鸪 23，均以成叶为试材，以

改良后的 mGb 溶液为解离液，选用不同内参得到

的基因组大小存在差异。任何一个小环节的改变，

都可能会造成基因组大小的轻微改变。比如在内

参也相同的情况下，选择不同成熟度的成叶也会

造成基因组大小检测结果的不同。在取材时选择

相同成熟度的成叶，但材料来源于母树还是后期

繁育的无性系幼苗，也会造成差异。离体保存不

同时间下的测定结果也不尽相同。其造成差异的

原因来自于多方面，有可能是因为自身携带次生

代谢物质差异造成，也有可能是自身材料状态差

异造成，也有可能是细胞群人为选取范围主观性

差异。因此种质间基因组大小未产生明显差异时，

二者应尽可能置于同等的流式细胞术基因组大小

检测技术体系下方可比较基因组大小。由此可说

明，本研究中优良品系间基因组大小具有可比性。 

但值得庆幸的是，在关键环节等同的条件下

大多数测定基因组大小变化不大，而流式细胞术

只是用于估测基因组大小的大概值，微小的差异

对测定结果的应用意义影响较小。要想准确得知

一份种质的基因组大小，还是需要测序技术才得

以实现。然而基因组测序费用昂贵，在油茶方面

应用技术并不成熟，不适宜针对每一份种质开展。 
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