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极小种群植物距瓣尾囊草的核型 
及 5S rDNA-FISH 分析
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摘要：采用改良的去壁低渗火焰干燥法制片，对距瓣尾囊草（Urophysa rockii Ulbr.）的染色体数目和核型进行分析；并以

5S rDNA 为探针，利用荧光原位杂交技术对 5S rDNA 位点进行定位。结果表明，距瓣尾囊草的染色体总数为 14 条，染色体基

数为 7，倍性为二倍体；该植物的染色体相对长度组成为 2n=14=2L+2M2+10M1；染色体核型公式为 2n=2x=14m，无随体，着丝

粒平均指数为 44.09，核型不对称系数为 55.91，染色体核型属于“1A”型，在系统进化上处于比较原始的状态；同时，具有 2 个

5S rDNA 位点，且位于一对同源染色体（1 号染色体）长臂的近着丝粒位置，由此可见 5S rDNA 可以作为该植物染色体识别

的有效标记。综上所述，本研究解析了该植物的系统学和细胞学特征。
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Abstract：In this study the modified wall degradation hypotonic method was used for unlocking the chromosome 
number and the karyotype of Urophysa rockii Ulbr.，a plant species of which is distributed in an extremely restricted 
area.The 5S rDNA sites on chromosomes were also analyzed of Urophysa rockii Ulbr. via fluorescence in situ 
hybridization（FISH）.The results indicated that Urophysa rockii Ulbr. is a diploid species with 14 chromosomes

（n=7）.The relative length of chromosomes was 2n=14=2L+2M2+10M1，and no satellite chromosome was detected 
with the karyotype formula.The average centromere index and karyotype asymmetry coefficient were 44.09 and 
55.91，respectively.The karyotype belonged to 1A type，suggesting that phylogenetic evolution is relatively 
primitive.Furthermore，two 5S rDNA sites were detected close to the centromere of the long arm of chromosome 
1.Taken together，these results may provide shed-light on systematology and cytology of Urophysa rockii Ulbr.
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距瓣尾囊草（Urophysa rockii Ulbr.）是毛茛科

（Ranunculaceae）耧斗菜亚族（Aquilegiinae）尾囊草

属（Urophysa Ulbr.）植物，全球仅在我国的四川省

江油市涪江上游区段和湖南省的涟源市湄江镇有

少量的自然分布［1-3］。该种自然生存环境为贫瘠的

石壁缝隙，种实繁殖率极低，自然更新缓慢，种群生

态脆弱，居群数量和个体数量均较少，属极小种群，

已成为分布区极狭的濒危植物［4］。距瓣尾囊草具

有一定的药用、观赏及食用价值［4-7］。研究发现，尾

囊草属存在囊状和距状两种过渡现象——尾囊草

（U.henryi（Oliv.）Ulbr.）的花瓣囊状有柄，而距瓣尾

囊草则花瓣距状无柄，这在系统演化上处于较为独

特的地位。李春雨［6］据此认为天葵属的原始祖先

起源于耧斗菜属和尾囊草属杂交所产生的后代。

染色体是植物个体遗传信息的载体；它控制着

植物体的遗传变异、生长与发育［8］。其数目、基数、

核型等数量和形态特征不仅可作为植物分类、起源、

演化以及亲缘关系研究的依据，还可应用于杂交育

种选育和鉴定杂种后代的真伪性［9-10］。rDNA 数目、

分布位置不仅为核型分析提供了稳定识别个别染色

体的有效标记，而且 5S rDNA 的定位和位点数量与

染色体的倍性相关，对植物的染色体特别是微小染

色体可进行有效的区分和鉴别［11-12］。而荧光原位

杂交（FISH，fluorescence in situ hybridization）是基

因物理定位常用的技术手段，已被广泛应用于细胞

遗传学分析、基因图谱绘制等研究领域［13-14］，其与

5S rDNA 探针的结合，可提高植物倍性鉴定、同源

染色体配对的准确性，为进一步阐明植物的细胞生

物学和遗传学等重要问题提供可能的理论依据。

目前，距瓣尾囊草的细胞学研究尚属空白。因此，

本研究对距瓣尾囊草的染色体数目和核型进行分析，

并结合 5S rDNA-FISH，分析其染色体的位点，不仅

为该植物的系统学和保护生物学提供细胞学资料，也

为探讨耧斗菜亚族属间，即天葵属、耧斗菜属和尾囊草

属之间的系统进化顺序和亲缘关系提供一定的参考。

1　材料与方法

1.1　材料

试验以距瓣尾囊草新萌发的叶片，即生长旺盛

的幼叶边缘为材料。该叶片采自于四川省江油市永

胜镇象家沟水库上方山崖的距瓣尾囊草自然群体。

1.2　方法

1.2.1 染色体标本制备　材料处理方法参考劳世

辉等［15］的方法，并稍加改良。具体为：选取生长迅

速、分裂旺盛的幼叶，置于含有 0.002 mol/L 的 8- 羟
基喹啉与 0.2% 秋水仙素（1︰1）混合液中预处理

2~2.5 h；去掉预处理液，并用无菌水清洗材料 3~5
次；加入适量新配制的甲醇︰冰醋酸（体积比为 3︰
1）固定液，固定 2 h；无菌水清洗材料 3~5 次后，将

材料置于 3% 的混合酶液中解离 2.5~3 h，而后在

ddH2O 中低渗 8 min。此后，利用改良去壁低渗火焰

干燥法制片［16-17］，用 5% 的 Giemsa 液染色 3~5 min，
ddH2O 冲洗晾干后，在荧光倒置显微镜下进行观察。

选取 30 个染色体分散性好、清晰度高、背景色

浅、染色效果极佳的中期分裂相细胞进行观察统计，

据此确定该物种的染色体基数和倍性。同时，选取

5 个分散性极佳的中期分裂相，利用 PhotoshopCS4
软件对染色体长度进行测量，取其均值以为核型分

析之依据。核型分析、着丝粒位置命名、不对称性等

分析参照前人研究提出的有关标准［18-20］。

1.2.2 探针标记　供试探针是从 5S rDNA 中挑选

的一段长为 20 bp 的保守序列，由上海生工生物工程

公司合成，并直接在 5′端用四甲基罗丹明（TAMRA）

标记成为探针。

1.2.3 原位杂交及检测　染色体原位杂交按照陈

志［21］的方法，采取染色体与探针分别变性。探针

于 PCR 仪中 97 ℃ 10 min 变性，然后立即冰浴 10 
min 以免复性。原位杂交仪中杂交 4 h，杂交液含

50% 去离子甲酰胺，2×柠檬酸钠（SSC），0.1%
十二烷基磺酸钠（SDS），10% 硫酸葡聚糖，5 ng/μL 
探针 5S rDNA。漂洗完成后加 20 μL 含有 4，6- 二
氨基 -2- 苯基吲哚（DAPI，4 ng/μL）的抗荧光衰

减剂封片。Olympus BX53 荧光显微镜观察杂交

信号，Olympus DP71 装置捕获图像，利用 Cellsens 
Standard 和 Photoshop 软件进行图像处理。

2　结果与分析

2.1　距瓣尾囊草的染色体数目

通常情况下，植物染色体数目的核定以体细胞

为准，而且统计的细胞数必须大于或等于 30 个，其

中有 85% 以上的细胞具有恒定、相同的染色体数

目，方可认定为该植物的染色体数目［18］。据此，选

取 30 个染色体分散性好、清晰度高、背景色浅、染色

效果极佳的距瓣尾囊草细胞中期分裂相，对每个细

胞的中期分裂相进行观察、统计。结果表明，所有细

胞中期分裂相的染色体数目均是 14 条（图 1）。因

此，确定距瓣尾囊草体细胞的染色体数为 2n=14，体
细胞为二倍体，染色体基数为 x=7。
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图 1　距瓣尾囊草的体细胞中期分裂相 
（4 个不同的细胞视野）

Fig.1　The metaphase mitotic phase of somatic cells of 
Urophysa rockii Ulbr.（Four different views）

图 3　距瓣尾囊草的核型模式图
Fig.3　The idiogram of Urophysa rockii Ulbr.

2.3　5S rDNA 在有丝分裂中期染色体上的定位

5S rDNA 位点数与倍性具有相关性［12］。距瓣

尾囊草的 5S rDNA 的荧光原位杂交结果表明，在每

一个细胞里，均有 2 个 5S rDNA 的荧光原位杂交位

点（图 4）。进一步分析发现，2 个 5S rDNA 位点不

存在同一条染色体上有 2 个位点的情况，不同细胞

或者同一细胞不同染色体上的杂交信号强弱差别不

明显，2 个信号分别位于 1 对同源染色体（1 号染色

体）长臂的近着丝粒位置。这进一步表明该植物的

倍性为二倍体。

2.2　距瓣尾囊草的核型分析

距瓣尾囊草的染色体数为 14 条，核型公式为：

2n=2x=14=14m，14 条 7 对染色体全都为中部着丝

点染色体（m）；同时，在其染色体上，尚未发现有随

体的存在（图 2、图 3）。染色体的参数详见表 1，其
中染色体相对长度变幅在 6.50%~9.34% 之间，臂比

幅度为 1.05~1.46，最长染色体与最短染色体的比值

为 1.45，臂比值均小于 2；着丝粒平均指数为 44.09，
核型不对称系数为 55.91，对称程度较高，属于较为

对称类型；距瓣尾囊草染色体核型属于“1A”型；

染色体的相对长度组成为 2n=14=2L+2M2+10M1，
其中 1 号染色体是长染色体（L）、2 号染色体是

中长染色体（M2），余下的染色体均为中短染色体

（M1）。

图 2　距瓣尾囊草的染色体制片（左）、染色体核型（右）
Fig.2　Chromosome preparation of Urophysa rockii  

Ulbr.（left）、karyotype（right）
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表 1　距瓣尾囊草的染色体参数
Table 1　The parameters of Urophysa rockii Ulbr. chromosomes

序号

No.

相对长度（%）

Relative Length
着丝粒指数

（%）

Centromere
index

臂比值

Arm ratio
（Long/Short）

类型

Type长臂

Long
短臂

Short
全长

Total

1 5.52 3.82 9.34 40.90 1.45 m

2 3.91 3.27 7.18 45.54 1.19 m

3 4.20 2.89 7.09 40.76 1.46 m

4 3.96 2.88 6.84 42.11 1.37 m

5 3.37 3.23 6.60 48.94 1.05 m

6 3.67 2.83 6.50 43.54 1.29 m

7 3.32 3.13 6.45 48.53 1.06 m

图 4　距瓣尾囊草不同细胞的 5S rDNA-FISH 杂交结果
Fig.4　The 5S rDNA fluorescence in situ hybridization 

of different cells from Urophysa rockii Ulbr.

3　讨论

3.1　距瓣尾囊草的染色体基数和倍性

距瓣尾囊草（Urophysa rockii Ulbr.）是毛茛科

（Ranunculaceae）耧斗菜亚族（Aquilegiinae）尾囊

草属（Urophysa Ulbr.）植物。毛茛科不同亚族、不

同属之间的染色体数目有较大的差异，同一属内的

不同种之间也存在一定的差异。如乌头属的川乌 
（Aconitum carmichaeli Debeaux）倍性为 2n=4x=32，
芍药属的牡丹（Paeonia suffruticosa Andrews）为

2n=2x=10，驴蹄草属的膜叶驴蹄草（Caltha palustris 
L.var.membranacea Turcz.） 则 为 2n=2x=18［22］；

而国产毛茛科银莲花族的西南银莲花（Anemone  
davidii Franch）为 2n=4x=32，大火草（Anemone  

tomentosa（Maxim.）C.P'ei）为 2n=2x=16，展 毛 银

莲 花（Anemone demissa Hook. f. & Thomson） 为

2n=2x=14［23］。植物的科内不同亚族、属之间，甚至

属内物种间的染色体数目差异对植物的系统演化有

重要的意义［24］。

耧斗菜亚族是扁果草族中，根据在雄蕊群和雌

蕊群之间存在膜状的退化雄蕊所建立的一个新亚

族。该亚族包括 3 个属：耧斗菜属（Aquilegia L.）、
天葵属（Semiaquilegia Makino）和尾囊草属。亚

族植物的主要特征有：染色体基数 7，花瓣基部具

囊或距，且具有退化雄蕊［6］。前人研究表明，耧斗

菜属的耧斗菜（Aquilegia viridiflora Pall.）染色体为

2n=2x=14［22］；而尾囊草（Urophysa henryi（Oliv.Ulbr.））
的染色体数目为 2n=2x=14［25］。本试验结果表明，距

瓣尾囊草的染色体总数为 14 条。由于距瓣尾囊草、

尾囊草和耧斗菜同属于一个亚族，且前两者是同一

属内的 2 个种。因此，认为距瓣尾囊草的染色体为

2n=2x=14，即倍性为二倍体，染色体基数为 7。
3.2　距瓣尾囊草的进化地位

有关耧斗菜亚族的系统演化关系尚未形成一致

的观点。加之，缺乏相应的研究材料，导致耧斗菜亚

族内的尾囊草属的界定也存在诸多问题。对于亚族

内属下的划分、亚族内的系统演化关系，除了形态

学、分子系统以外，还需要更多的证据［6］。植物核

型的不对称性与物种进化的关系一直是学者关注的

研究焦点之一［26-27］。高等植物的核型进化规律通

常是由对称向不对称发展，即核型的对称性越好，该

物种在系统进化上则处于比较原始的地位；核型的

不对称性越高，则物种的进化程度较高［18-19］。

本试验得到的距瓣尾囊草染色体核型公式为

2n=2x=14=14m。14 条 7 对染色体全都为中部着

丝点染色体（m）。最长染色体与最短染色体的比

值为 1.45，小于 2︰1；而且所有染色体的臂比值均

小于 2︰1，核型不对称系数为 55.91。根据核型分

类标准，距瓣尾囊草染色体核型属于“1A”型。而

与距瓣尾囊草同属于一个亚族、不同属间的耧斗

菜（Aquilegia viridiflora Pall.），其染色体核型公式

为 2n=2x=14=10m+2sm+2st（2SAT），其 中 1 号 为

近端部丝点染色体（st），7 号为近中部丝点染色 
体（sm），余下的 5 对染色体全均为中部着丝点染色

体（m）；最长染色体与最短染色体的比值为 1.34，
小于 2︰1；臂比值大于 2︰1 的染色体比例为 0.14%，

核型不对称系数为 59.66，核型属于“2A”型［22］。

核型分类表明距瓣尾囊草的核型与耧斗菜核型相比
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较为对称，也就是说前者在物种进化上处于较原始

的位置，而后者的进化程度相对较高。

然而，根据形态学特征，有研究表明：在亚族内

部，耧斗菜属和尾囊草属可能由天葵属分化而来，但

并未指出耧斗菜属和尾囊草属的进化关系［6］。同

时，也有研究认为相对于尾囊草属和耧斗菜属，天葵

属的进化程度较高；而耧斗菜属的花瓣样式进化程

度又比尾囊草属的高［25］，侧面支持了距瓣尾囊草进

化程度低于耧斗菜的推论。而从分子系统角度来分

析，存在着两种推论，一则认为尾囊草属和天葵属拥

有共同的原始祖先类型，另一种认为天葵属来自于

尾囊草属和耧斗菜属杂交而产生的类群，母本来自

于耧斗菜属［6］。通过综合分析本试验和前人的研

究报道，倾向于支持“天葵属来自于尾囊草属和耧

斗菜属杂交而产生的类群”这一推论；同时，在系统

演化上，初步认为尾囊草属最原始，耧斗菜属次之，

而天葵属进化程度相对较高。

3.3　5S rDNA-FISH 技术在距瓣尾囊草上的应用

初探

核糖体 DNA（rDNA）是一类中等重复序列，

由编码区和非编码区两部分组成，编码区较为保

守。5S rDNA 是核糖体 DNA 的一种，在染色体上

的位置是随物种的不同而不同。在植物进化过程

中，rDNA 被认为是相对保守的，而对于亲缘关系接

近的种，核糖体 DNA 在染色体上的分布位置也是

相对保守的。但是保守的重复序列在进化历程中也

发生着变异，同一物种不同染色体上各 rRNA 位点

变异频率并非完全相同［28］，因此可根据重复序列位

置、数量的不同来区分非同源染色体以及不同的染

色体组［29］。

通过 5S rDNA 杂交位点信号的数目以及在染

色体上的数目、位置以及信号强度等信息对比，可以

看出染色体结构等直观信息，进一步从分子细胞遗

传学角度分析各植物类群之间的关系。在位点数目

上，距瓣尾囊草具有 2 个 5S rDNA 杂交位点，且成对

分布在一对同源染色体上，可以初步作为距瓣尾囊

草染色体识别的有效标记。至于耧斗菜亚族属间、

属内的物种进化顺序之确定，还应该结合亚族内所

有种的核型分析、5S rDNA-FISH 定位、形态学、地理

分布、分子标记等领域的研究才能给出科学的结论。
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