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　 　 摘要:中甸刺玫(Ｒｏｓａ ｐｒａｅｌｕｃｅｎｓ Ｂｙｈｏｕｗｅｒ)是云南特有的高山花卉和耐低温的月季种质资源ꎬ也是蔷薇属唯一有报道的

１０ 倍体的野生种ꎮ 然而ꎬ中甸刺玫的系统位置存在较大争议ꎬ其起源也不清楚ꎮ 本研究利用 ５Ｓ ｒＤＮＡ 和 ４ 个叶绿体 ＤＮＡ(ｃｐ￣
ＤＮＡ)片段(ｐｓｂＡ￣ａｔｐＨ、ｒｂｃＬ、ｒｐｌ１６ 和 ｔｒｎＬ￣Ｆ)来构建蔷薇属的系统关系ꎬ明确中甸刺玫的系统位置ꎻ通过与近缘物种的序列比

对ꎬ推测中甸刺玫的原始亲本ꎮ 结果表明:蔷薇属 ５０ 个种(变种)的 ５Ｓ ｒＤＮＡ 序列长度为 ４９８ ~ ５７３ ｂｐꎬ变异程度随物种表现出

明显差异ꎮ ｃｐＤＮＡ 片段中 ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ 变异较大ꎬ４ 个片段联合分析的矩阵长 ２９６９ ｂｐꎬ其中变异位点 １５３ 个ꎮ 基于 ５Ｓ ｒＤＮＡ 的分

子系统树和 ４ 个 ｃｐＤＮＡ 片段联合分析的分子系统树中ꎬ中甸刺玫均与桂味组的物种聚在一起ꎬ与小叶组的刺梨亲缘关系较

远ꎬ其系统位置应从小叶组移至桂味组ꎮ 中甸刺玫的十倍体起源很复杂ꎬ细梗蔷薇、华西蔷薇、尾萼蔷薇、西南蔷薇和西北蔷

薇是与其关系最近的野生近缘种ꎬ其原始母本最可能是尾萼蔷薇、西南蔷薇和西北蔷薇的其中之一或共同母本ꎬ细梗蔷薇和

华西蔷薇极可能是其父本ꎬ而尾萼蔷薇、西南蔷薇和西北蔷薇也可能以父本的身份参与了中甸刺玫的杂交物种形成ꎮ
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　 　 全世界约有蔷薇属(Ｒｏｓａ Ｌ. )植物 ２００ 种ꎬ广泛

分布于亚热带和北温带[１￣２]ꎬ其染色体数量从二倍

体(２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４)到八倍体(２ｎ ＝ ８ｘ ＝ ５６) [３]ꎬ甚至十

倍体(２ｎ ＝ １０ｘ ＝ ７０) [４]ꎮ 云南香格里拉县特有的中

甸刺玫(Ｒｏｓａ ｐｒａｅｌｕｃｅｎｓ Ｂｙｈｏｕｗｅｒ)是至今为止唯一

有报道的十倍体蔷薇属野生种[４]ꎮ 仅狭域分布在

香格里拉县小中甸地区的中甸刺玫是重要的高山观

赏花卉[５￣８]和耐低温的月季种质资源[９]ꎬ也是一种

具有开发利用前景的食果植物资源[１０￣１１]ꎮ 但由于

现存个体较少、种群小、分布区域狭窄ꎬ中甸刺玫已

成为‘极危’植物[１２￣１３]ꎮ 因此ꎬ对中甸刺玫的研究在

物种进化、生物保护及开发利用等多方面具有十分

重要的意义ꎮ
中甸刺玫的分类地位存在较大争议ꎮ «中国植

物志» 把中甸刺玫归于小叶组 ( ｓｅｃｔ. Ｍｉｃｒｏｐｈｙｌｌａｅ
Ｃｒéｐ. )ꎬ同时也提出其与玫瑰(Ｒ. ｒｕｇｏｓａ Ｔｈｕｎｂ. )有
若干相似之处ꎬ可作为小叶组与桂味组(ｓｅｃｔ. Ｃｉｎｎａ￣
ｍｏｍｅａｅ ＤＣ. ｅｘ Ｓｅｒ. )的中间连索[１]ꎬ其他分类学家

也认 为 它 是 小 叶 组 和 桂 味 组 之 间 的 过 渡 类

型[２ꎬ１４￣１５]ꎮ 基于 ＳＳＲ 的研究表明中甸刺玫与小叶组

的刺梨(Ｒ. ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ Ｔｒａｔｔ. )聚在一起[１６￣１７]ꎬ但基于

ＩＴＳ、ｍａｔＫ、ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ、ｔｒｎＬ 和 ｔｒｎＧ 等序列分析的结果

却表明中甸刺玫和桂味组的蔷薇聚在一起[１６ꎬ１８￣１９]ꎮ
中甸刺玫的起源也尚不明确ꎮ Ｊｉａｎ 等[４]根据染

色体形态和细胞核型提出它是一个异源十倍体ꎬ多

倍化和种间杂交在其形成过程中可能发挥着重要的

作用ꎮ Ｆｏｕｇèｒｅ￣Ｄａｎｅｚａｎ 等[１９]也认可这种观点ꎬ并认

为其异源十倍体可能是刺梨与桂味组所在大支

(Ｃｉｎｎａｍｏｍｅａｅ Ｃｌａｄｅ)中的至少一个种发生一次或

多次杂交的结果ꎮ 但已有的研究并没有明确究竟有

哪些种参与了它的物种形成ꎬ其杂交和多倍化的具

体过程也不清楚ꎮ
为了确定中甸刺玫的系统位置及其十倍体形成

过程ꎬ明确哪些种参与了它的多倍化前或多倍化后

的杂交物种形成ꎬ本研究利用 ５Ｓ ｒＤＮＡ 基因和 ４ 个

ｃｐＤＮＡ 片段来构建中甸刺玫与同域分布在云南的

其他蔷薇属植物的系统关系ꎬ并根据它与最近亲缘

关系的物种之间在 ５Ｓ ｒＤＮＡ 及 ｃｐＤＮＡ 片段的序列

差异及特征推测其父系和母系亲本ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

选择中甸刺玫以及分布在中国特别是云南的

４９ 个其他蔷薇属的种(变种)为试验材料(表 １)ꎬ
其中ꎬ中甸刺玫选取了在小叶数、花色和花型等方

面具有显著变异的 ８ 个野生植株和 １ 个通过嫁接

长期保存于资源圃中的植株ꎮ 除 ８ 株野生中甸刺

玫植株外ꎬ所有材料均以活体形式保存于位于昆

明市北郊的云南省农业科学院花卉研究所月季种

质资源圃ꎮ

表 １　 试验材料的来源及染色体数量

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｅｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

种 Ｓｐｅｃｉｅｓ 倍性 Ｐｌｏｉｄｙ 来源 Ｌｏｃａｔｉｏｎ

小叶组 Ｓｅｃｔ. Ｍｉｃｒｏｐｈｙｌｌａｅ Ｃｒéｐ.
中甸刺玫 Ｒ. ｐｒａｅｌｕｃｅｎｓ Ｂｙｈｏｕｗｅｒ(ＪＤ) ２ｎ ＝ １０ｘ ＝ ７０[４] 中国云南香格里拉小中甸

中甸刺玫 Ｒ. ｐｒａｅｌｕｃｅｎｓ Ｂｙｈｏｕｗｅｒ(ＲＳＴ) 中国云南香格里拉小中甸

中甸刺玫 Ｒ. ｐｒａｅｌｕｃｅｎｓ Ｂｙｈｏｕｗｅｒ(ＴＭＧ) 中国云南香格里拉小中甸

中甸刺玫 Ｒ. ｐｒａｅｌｕｃｅｎｓ Ｂｙｈｏｕｗｅｒ(ＸＺＤＬ) 中国云南香格里拉小中甸

中甸刺玫 Ｒ. ｐｒａｅｌｕｃｅｎｓ Ｂｙｈｏｕｗｅｒ(ＮＮＫ) 中国云南香格里拉小中甸

中甸刺玫 Ｒ. ｐｒａｅｌｕｃｅｎｓ Ｂｙｈｏｕｗｅｒ(ＨＰ) 中国云南香格里拉小中甸

中甸刺玫 Ｒ. ｐｒａｅｌｕｃｅｎｓ Ｂｙｈｏｕｗｅｒ(ＢＨＧＬ) 中国云南香格里拉小中甸

中甸刺玫 Ｒ. ｐｒａｅｌｕｃｅｎｓ Ｂｙｈｏｕｗｅｒ(ＤＲＧ) 中国云南香格里拉小中甸

中甸刺玫 Ｒ. ｐｒａｅｌｕｃｅｎｓ Ｂｙｈｏｕｗｅｒ(ＣＤＸＹＴ) 中国云南香格里拉小中甸
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表 １(续)

种 Ｓｐｅｃｉｅｓ 倍性 Ｐｌｏｉｄｙ 来源 Ｌｏｃａｔｉｏｎ

刺梨 Ｒ. ｒｏｘｂｕｒｇｈｉｉ Ｔｒａｔｔ. ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２０￣２２] 中国云南宁蒗永宁

合柱组 Ｓｅｃｔ. Ｓｙｎｓｔｙｌａｅ ＤＣ.

川滇蔷薇 Ｒ. ｓｏｕｌｉｅａｎａ Ｃｒéｐ. ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２２￣２３] 中国云南香格里拉尼西

复伞房蔷薇 Ｒ. ｂｒｕｎｏｎｉｉ Ｌｉｎｄｌ. ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２２￣２４] 中国云南维西澜沧江边

卵果蔷薇 Ｒ. ｈｅｌｅｎａｅ Ｒｅｈｄｅｒ ＆ Ｅ. Ｈ. Ｗｉｌｓｏｎ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２０] 中国云南丽江玉龙雪山

维西蔷薇 Ｒ. ｗｅｉｓｉｅｎｓｉｓ Ｔ. Ｔ. Ｙｕ ＆ Ｔ. Ｃ. Ｋｕ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２２] 中国云南维西巴迪

丽江蔷薇 Ｒ. ｌｉｃｈｉａｎｇｅｎｓｉｓ Ｔ. Ｔ. Ｙｕ ＆ Ｔ. Ｃ. Ｋｕ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４ꎬ２ｎ ＝ ４ｘ ＝ ２８[１５ꎬ２５] 中国云南丽江木家桥

德钦蔷薇 Ｒ. ｄｅｑｅｎｅｎｓｉｓ Ｒｅｈｄｅｒ ＆ Ｅ. Ｈ. Ｗｉｌｓｏｎ 无报道 中国云南香格里拉尼西

得荣蔷薇 Ｒ. ｄｅｒｏｎｇｅｎｓｉｓ Ｔ. Ｃ. Ｋｕ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２６] 中国云南德钦￣明永冰川

长尖叶蔷薇 Ｒ. ｌｏｎｇｉｃｕｓｐｉｓ Ｂｅｒｔｏｌ. ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２２￣２３] 中国云南丽江木家桥

软条七蔷薇 Ｒ. ｈｅｎｒｙｉ Ｂｏｕｌｅｎｇｅｒ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２４] 中国云南会泽毛家村

七姊妹 Ｒ. ｍｕｌｔｉｆｌｏｒａ ｖａｒ. ｃａｒｎｅａ Ｔｈｏｒｙ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４ꎬ２ｎ ＝ ３ｘ ＝ ２１[２７] 中国云南昆明

野蔷薇 Ｒ. ｍｕｌｔｉｆｌｏｒａ Ｔｈｕｎｂ. ｖａｒ. ｍｕｌｔｉｆｌｏｒａ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２２ꎬ２８] 中国云南晋宁

毛萼蔷薇 Ｒ. ｌａｓｉｏｓｅｐａｌａ Ｆ. Ｐ. Ｍｅｔｃａｌｆ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２２] 中国云南麻栗坡

绣球蔷薇 Ｒ. ｇｌｏｍｅｒａｔａ Ｒｅｈｄｅｒ ＆ Ｅ. Ｈ. Ｗｉｌｓｏｎ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２４] 中国云南贡山高黎贡山

桂味组 Ｓｅｃｔ. Ｃｉｎｎａｍｏｍｅａｅ ＤＣ. ｅｘ Ｓｅｒ.

多腺小叶蔷薇 Ｒ. ｗｉｌｌｍｏｔｔｉａｅ ｖａｒ. ｇｌａｎｄｕｌｉｆｅｒａ Ｔ. Ｔ. Ｙｕ ＆ Ｔ. Ｃ. Ｋｕ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２６] 中国云南丽江干河坝

钝叶蔷薇 Ｒ. ｓｅｒｔａｔａ Ｒｏｌｆｅ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４ꎬ２ｎ ＝ ４ｘ ＝ ２８[２０ꎬ２２ꎬ２４] 中国云南香格里拉白水台

大叶蔷薇 Ｒ. ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ Ｌｉｎｄｌ. ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４ꎬ２ｎ ＝ ４ｘ ＝ ２８ꎬ２ｎ ＝ ６ｘ ＝ ４２[２２￣２３] 中国云南香格里拉石卡山

腺叶扁刺蔷薇 Ｒ. ｓｗｅｇｉｎｚｏｗｉｉ Ｋｏｅｈｎｅ ｖａｒ. ｇｌａｎｄｕｌｏｓａ Ｃａｒｄｏｔ ２ｎ ＝ ６ｘ ＝ ４２[２６] 中国云南香格里拉石卡山

刺蔷薇 Ｒ. ａｃｉｃｕｌａｒｉｓ Ｌｉｎｄｌ. ２ｎ ＝ ６ｘ ＝ ４２ꎬ２ｎ ＝ ８ｘ ＝ ５６[１６ꎬ２９] 中国云南德钦白马雪山

华西蔷薇 Ｒ. ｍｏｙｅｓｉｉ Ｈｅｍｓｌ. ＆ Ｅ. Ｈ. Ｗｉｌｓｏｎ ２ｎ ＝ ６ｘ ＝ ４２[２０ꎬ２２ꎬ２４] 中国云南维西叶枝

铁杆蔷薇 Ｒ. ｐｒａｔｔｉｉ Ｈｅｍｓｌ. ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[３０] 中国云南丽江干河坝

西南蔷薇 Ｒ. ｍｕｒｉｅｌａｅ Ｒｅｈｄｅｒ ＆ Ｅ. Ｈ. Ｗｉｌｓｏｎ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２６] 中国云南宁蒗泸沽湖

西北蔷薇 Ｒ. ｄａｖｉｄｉｉ Ｃｒéｐ. ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[１６] 中国云南德钦明永冰川

粉蕾木香 Ｒ. ｐｓｅｕｄｏｂａｎｋｓｉａｅ Ｔ. Ｔ. Ｙｕ ＆ Ｔ. Ｃ. Ｋｕ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２２] 中国云南弥渡武邑村

全针蔷薇 Ｒ. ｐｅｒｓｅｔｏｓａ Ｒｏｌｆｅ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２０] 中国云南香格里拉纳帕海

弯刺蔷薇 Ｒ. ｂｅｇｇｅｒｉａｎａ Ｓｃｈｒｅｎｋ ｅｘ Ｆｉｓｃｈ. ＆ Ｃ. Ａ. Ｍｅｙ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[１６] 中国新疆

双花蔷薇 Ｒ. ｓｉｎｏｂｉｆｌｏｒａ Ｔ. Ｃ. Ｋｕ 无报道 中国云南贡山县高黎贡山

玫瑰 Ｒ. ｒｕｇｏｓａ Ｔｈｕｎｂ. ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[１６] 中国山东

尾萼蔷薇 Ｒ. ｃａｕｄａｔａ Ｂａｋｅｒ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[１６] 中国云南香格里拉石卡山

芹叶组 Ｓｅｃｔ. Ｐｉｍｐｉｎｅｌｌｉｆｏｌｉａｅ ＤＣ. ｅｘ Ｓｅｒ.

细梗蔷薇 Ｒ. ｇｒａｃｉｌｉｆｌｏｒａ Ｒｅｈｄｅｒ ＆ Ｅ. Ｈ. Ｗｉｌｓｏｎ 无报道 中国云南香格里拉联合村

峨眉蔷薇 Ｒ. ｏｍｅｉｅｎｓｉｓ Ｒｏｌｆｅ ｆ. ｏｍｅｉｅｎｓｉｓ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２０ꎬ２２] 中国云南丽江玉龙雪山

腺叶峨眉蔷薇 Ｒ. ｏｍｅｉｅｎｓｉｓ ｆ. ｇｌａｎｄｕｌｏｓａ Ｔ. Ｔ. Ｙｕ ＆ Ｔ. Ｃ. Ｋｕ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２６] 中国云南德钦白马雪山

绢毛蔷薇 Ｒ. ｓｅｒｉｃｅａ Ｌｉｎｄｌ. ｆ. ｓｅｒｉｃｅａ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２０ꎬ２２] 中国云南丽江玉龙雪山

毛叶蔷薇 Ｒ. ｍａｉｒｅｉ Ｈ. Ｌéｖｌ. ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２２] 中国云南维西托枝

中甸蔷薇 Ｒ. ｚｈｏｎｇｄｉａｎｅｎｓｉｓ Ｔ. Ｃ. Ｋｕ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２２] 中国云南香格里拉尼西

单瓣黄刺玫 Ｒ. ｘａｎｔｈｉｎａ ｆ. ｎｏｒｍａｌｉｓ Ｒｅｈｄｅｒ ＆ Ｅ. Ｈ. Ｗｉｌｓｏｎ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[１６] 中国河北
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表 １(续)

种 Ｓｐｅｃｉｅｓ 倍性 Ｐｌｏｉｄｙ 来源 Ｌｏｃａｔｉｏｎ

俅江蔷薇 Ｒ. ｔａｒｏｎｅｎｓｉｓ Ｔ. Ｔ. Ｙｕ 无报道 中国云南贡山高黎贡山

月季组 Ｓｅｃｔ. Ｃｈｉｎｅｎｓｅｓ ＤＣ. ｅｘ Ｓｅｒ.

桔黄香水月季 Ｒ. ｏｄｏｒａｔａ ｖａｒ. ｐｓｅｕｄｉｎｄｉｃａ(Ｌｉｎｄｌ. )Ｒｅｈｄｅｒ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[３１] 中国云南丽江新主

粉红香水月季 Ｒ. ｏｄｏｒａｔａ ｖａｒ. ｅｒｕｂｅｓｃｅｎｓ(Ｆｏｃｋｅ)Ｔ. Ｔ. Ｙｕ ＆ Ｔ. Ｃ. Ｋｕ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[３１] 中国云南宁蒗红桥

粉红香水月季 Ｒ. ｏｄｏｒａｔａ ｖａｒ. ｅｒｕｂｅｓｃｅｎｓ(Ｆｏｃｋｅ)Ｔ. Ｔ. Ｙｕ ＆ Ｔ. Ｃ. Ｋｕ ２ｎ ＝ ３ｘ ＝ ２１[３１] 中国云南丽江木家桥

大花香水月季 Ｒ. ｏｄｏｒａｔａ ｖａｒ. ｇｉｇａｎｔｅａ(Ｃｏｌｌｅｔｔ ｅｘ Ｃｒéｐ. )Ｒｅｈ￣
ｄｅｒ ＆ Ｅ. Ｈ. Ｗｉｌｓｏｎ

２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４ꎬ２ｎ ＝ ３ｘ ＝ ２１[２０ꎬ３１￣３２] 中国云南昆明小河

单瓣月季花 Ｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｖａｒ. ｓｐｏｎｔａｎｅａ( Ｒｅｈｄｅｒ ＆ Ｅ. Ｈ. Ｗｉｌ￣
ｓｏｎ)Ｔ. Ｔ. Ｙｕ ＆ Ｔ. Ｃ. Ｋｕ

２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[３３] 美国(ＴＡＭＵ 赠送)

紫月季花 Ｒ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｖａｒ. ｓｅｍｐｅｒｆｌｏｒｅｎｓ(Ｃｕｒｔｉｓ)Ｋｏｅｈｎｅ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[１６] 中国云南大理

木香组 Ｓｅｃｔ. Ｂａｎｋｓｉａｎａｅ Ｌｉｎｄｌ.

单瓣白木香 Ｒ. ｂａｎｋｓｉａｅ ｖａｒ. ｎｏｒｍａｌｉｓ Ｒｅｇｅｌ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２２] 中国云南大理松桂

黄木香花 Ｒ. ｂａｎｋｓｉａｅ ｖａｒ. ｌｕｔｅａ Ｌｉｎｄｌ. ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２０ꎬ２２] 中国云南昆明

木香花 Ｒ. ｂａｎｋｓｉａｅ Ｒ. Ｂｒ. ｖａｒ. ｂａｎｋｓｉａｅ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２２ꎬ２７ꎬ３４] 中国云南丽江白沙

小果蔷薇 Ｒ. ｃｙｍｏｓａ Ｔｒａｔｔ. ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２０ꎬ３１] 中国云南西畴董干

金樱子组 Ｓｅｃｔ. Ｌａｅｖｉｇａｔａｅ Ｔｈｏｒｙ

金樱子 Ｒ. ｌａｅｖｉｇａｔａ Ｍｉｃｈｘ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２０ꎬ２２ꎬ３５] 中国云南富宁

硕苞组 Ｓｅｃｔ. Ｂｒａｃｔｅａｔａｅ Ｔｈｏｒｙ

硕苞蔷薇 Ｒ. ｂｒａｃｔｅａｔａ Ｊ. Ｃ. Ｗｅｎｄｌ. ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ １４[２２ꎬ３０] 中国云南陇川

１􀆰 ２　 试验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＤＮＡ 提取及纯化　 采用 ＴｉａｎＧｅｎ ＤＰ３０５ 基

因组提取试剂盒(北京天根生化科技有限公司)进

行基因组 ＤＮＡ 提取ꎬ用 ＢｉｏＴｅｋｅ ＤＰ１５０１(北京百泰

克生物技术有限公司)试剂盒进行 ＤＮＡ 纯化ꎬ用
Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 进行 ＤＮＡ 浓度和纯度检测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ５Ｓ ｒＤＮＡ 扩增及克隆　 ５Ｓ ｒＤＮＡ 基因采用

ＰＣＲ 扩增获得ꎮ 引物序列为 Ｆ:５′￣ＧＡＧ ＡＧＴ ＡＧＴ
ＡＣＴ ＡＧＧ ＡＴＧ ＧＧＴ ＧＡＣ Ｃ￣３′ꎬＲ:５′￣ＣＴＣ ＴＣＧ ＣＣＣ
ＡＡＧ ＡＡＣ ＧＣＴ ＴＡＡ ＣＴＧ Ｃ￣３′[３６]ꎬ 退 火 温 度 为

５８ ℃ꎮ 扩增产物部分用于直接测序ꎬ部分经胶回收、
连接、转化、筛选阳性克隆后ꎬ每个样本送 ５ 个单克隆

菌液至昆明硕擎生物科技有限公司进行双向测序ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 ｃｐＤＮＡ 扩增　 ４ 个 ｃｐＤＮＡ 片段亦采用 ＰＣＲ
扩增获得ꎮ ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ 的引物序列为 Ｆ:５′￣ＧＴＴＡＴＧ￣
ＣＡＴＧＡＡＣＧＴＡＡＴＧＣＴＣ￣３′ꎬ Ｒ: ５′￣ＣＧＣＧＣＡＴＧＧＴＧ￣
ＧＡＴＴＣＡＣＡＡＴＣＣ￣３′[３７]ꎮ ｒｂｃＬ 引物序列为 Ｆ:５′￣ＡＴ￣
ＧＴＣＡＣＣＡＣＡＡＡＣＡＧＡＡＡＣ￣３′ꎬＲ:５′￣ＴＣＧＣＡＴＧＴＡＣ￣
ＣＴＧＣＡＧＴＡＧＣ￣３′[３８]ꎮ ｒｐｌ１６ 引物序列为 Ｆ:５′￣ＧＣ￣
ＴＡＴＧＣＴＴＡＧＴＧＴＧＴＧＡＣＴＣＧＴＴＧ￣３′ꎬ Ｒ: ５′￣ＣＣＣＴ￣
ＴＣＡＴＴＣＴＴＣＣＴＣＴＡＴＧＴＴＧ￣３′[３９]ꎮ ｔｒｎＬ￣Ｆ 引物序列

为 Ｆ:５′￣ＣＧＡＡＡＴＣＧＧＴＡＧＡＣＧＣＴＡＣＧ￣３′ꎬＲ:５′￣ＡＴＴ
ＴＧＡＡＣＴＧＧＴＧＡＣＡＣＧＡＧ￣３′[４０]ꎮ 其中 ｒｂｃＬ、ｒｐｌ１６ 和

ｔｒｎＬ￣Ｆ 的退火温度为 ５６ ℃ꎬｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ 的退火温度为

５２ ℃ꎮ ＰＣＲ 产物直接送生工生物工程(上海)股份

有限公司进行双向测序ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 数据处理　 在利用基因序列来构建蔷薇属

系统关系时ꎬ大多研究者采用 ＰＣＲ 产物直接测序与

大量单克隆测序相结合的办法来确定序列[１９ꎬ４１￣４２]ꎮ
但本试验中大部分 ５Ｓ ｒＤＮＡ 的 ＰＣＲ 产物测序未能

获得完整长度的序列ꎬ因此ꎬ在数据分析时利用单克

隆序列来建树ꎮ 数据处理参照 Ｆｏｕｇèｒｅ￣Ｄａｎｅｚａｎ
等[１９]和 Ｚｈｕ 等[４２] 的方法:同一个种的 ５ 个克隆序

列ꎬ经序列比对后ꎬ逐一对单核苷酸多态性(ＳＮＰｓ)
进行核实ꎬ当两个及两个以上单克隆某位点的单核

苷酸变异相同时ꎬ该变异位点有效ꎬ否则视为 ＰＣＲ
错误ꎮ 如果两个及两个以上单克隆序列一致时ꎬ这
些序列被视为一条序列用于后续分析ꎬ最后每个种

保留了 １ 条或 ２ 条(２ 倍体)至 ５ 条序列(多倍体)进
行系统树构建ꎮ ４ 个 ｃｐＤＮＡ 均获得较理想的 ＰＣＲ
产物序列ꎬ去除两侧不整齐的序列后ꎬ将 ４ 个片段进

行联合分析ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 基于 ５Ｓ ｒＤＮＡ 的结果

５０ 个种(变种)蔷薇属植物的 ５Ｓ ｒＤＮＡ 序列长
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度为 ４９８ ~ ５７３ ｂｐꎬ变异程度随物种表现出明显差

异ꎮ 如木香花 ５ 个克隆序列的长度均为 ５２７ ｂｐꎬ单
克隆间没有检测到位点变异ꎬ而单瓣黄刺玫 ５ 个克

隆构成的序列矩阵长 ５５９ ｂｐꎬ有 １３１ 个碱基突变位

点(２３􀆰 ４％ )、１３ 个插入 /缺失ꎮ ５Ｓ ｒＤＮＡ 在种间的

差异也比较明显ꎬ５０ 个种(变种)用于构建系统树的

１３８ 条序列构成的矩阵长 ７０８ ｂｐꎬ共检测出 ３１２ 个

碱基突变位点 (４４􀆰 １％ )ꎬ简约信息位点 ２５４ 个

(３５􀆰 ９％ )ꎮ
基于 ＨＫＹ ＋ Ｇ 模型的贝叶斯系统树(图 １)显

示:整体上ꎬ中甸刺玫的 ９ 个个体、桂味组的大部分

蔷薇、芹叶组的细梗蔷薇和求江蔷薇形成一个大分

支(Ｃｉｎｎａｍｏｍｅａｅ Ｃｌａｄｅ)ꎮ 在这个大分支中ꎬ中甸刺

玫 ８ 个代表个体(ＲＳＴ、ＴＭＧ、ＸＺＤＬ、ＮＮＫ、ＨＰ、ＢＨ￣
ＧＬ、ＤＲＧ、ＣＤＸＹＴ)的所有单克隆序列和基地保存的

活体材料(ＪＤ)的 ３ 条克隆序列(克隆 １、２ 和 ３)与细

梗蔷薇(２ 条)、华西蔷薇(５ 条)以 ９２％的支持率构

成一个小分支(Ｃｌａｄｅ １)ꎮ ＪＤ 的第 ５ 条克隆序列与

多腺小叶蔷薇(克隆 １)、西南蔷薇(克隆 ２)、钝叶蔷

薇(克隆 １ 和 ２)、尾萼蔷薇、刺蔷薇(克隆 ２)及腺叶

扁刺蔷薇(克隆 ３)聚成第 ２ 个小分支ꎬ但支持率较

低(Ｃｌａｄｅ ２)ꎮ ＪＤ 的第 ４ 条克隆序列单独形成一个

小分支(Ｃｌａｄｅ ３)ꎮ
根据基于 ５Ｓ ｒＤＮＡ 构建的系统树(图 １)ꎬ中甸

刺玫与华西蔷薇、细梗蔷薇、多腺小叶蔷薇、西南蔷

薇、钝叶蔷薇、尾萼蔷薇、腺叶扁刺蔷薇、西北蔷薇以

及刺蔷薇的亲缘关系较近ꎮ 将中甸刺玫的 ４４ 个单

克隆作为整体ꎬ与这些亲缘关系较近的物种进行序

列比对ꎬ结果表明细梗蔷薇与中甸刺玫共有 ２ 个特

有片段(图 ２)和 ４ 个特有碱基(表 ２)ꎬ而华西蔷薇

与其共有 ３ 个特有的碱基(表 ２)ꎮ 因此ꎬ细梗蔷薇、
华西蔷薇或二者各自的亲本都很有可能是中甸刺玫

的原始亲本ꎮ 剩余序列除尾萼蔷薇、西南蔷薇(克
隆 ２)、西北蔷薇(克隆 １)与中甸刺玫整体相比无明

显差异位点外ꎬ其他种都有不同程度的变异:多腺小

叶蔷薇(克隆 １)、腺叶扁刺蔷薇(克隆 ２)、刺蔷薇

(克隆 ２)有 １ 个差异位点ꎻ刺蔷薇(克隆 １)有 ２ 个

差异位点ꎻ腺叶扁刺蔷薇(克隆 ３)有 ４ 个差异位点ꎻ
钝叶蔷薇(克隆 ２)有 ２ 个片段共 ８ 个碱基的缺失ꎻ
钝叶蔷薇(克隆 １)有 ２ 个片段共 ８ 个碱基的缺失和

２ 个差异位点(图 ２)ꎮ 因此ꎬ细梗蔷薇、华西蔷薇、
尾萼蔷薇、西南蔷薇(克隆 ２)和西北蔷薇(克隆 １)
与中甸刺玫有更近的亲缘关系ꎬ其中细梗蔷薇和华

西蔷薇极有可能参与了中甸刺玫的物种形成ꎮ

图 １　 蔷薇属部分植物基于 ５Ｓ ｒＤＮＡ 序列的

贝叶斯系统发育树

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｂａｙｅｓｉａｎ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｓｏｍｅ
Ｒｏｓａ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ５Ｓ ｒＤＮＡ
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∗:表示碱基一致

∗:ｍｅａｎｓ ｃｏｍｍｏｎ ｂａｓｅｓ

图 ２　 中甸刺玫与近缘种的 ５Ｓ ｒＤＮＡ 序列差异比较

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ５Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｍｏｎｇ Ｒ. ｐｒａｅｌｕｃｅｎｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｒｏｓｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

表 ２　 中甸刺玫及其近缘种的重要杂合位点

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｌｏｃｉ ｏｆ Ｒ. ｐｒａｅｌｕｃｅｎｓ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｒｏｓｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

种 Ｓｐｅｃｉｅｓ ８ ｂｐ １０ ｂｐ ７４ ｂｐ １０２ ｂｐ １１６ ｂｐ １１８ ｂｐ １１９ ｂｐ

中甸刺玫 Ｒ. ｐｒａｅｌｕｃｅｎｓ Ｂｙｈｏｕｗｅｒ Ｃ / Ｔ Ｃ / Ｔ Ｃ / Ｔ Ａ / Ｇ Ａ / Ｃ Ｔ / Ａ Ｇ / Ｔ

细梗蔷薇 Ｒ. ｇｒａｃｉｌｉｆｌｏｒａ Ｒｅｈｄｅｒ ＆ Ｅ. Ｈ. Ｗｉｌｓｏｎ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ

华西蔷薇 Ｒ. ｍｏｙｅｓｉｉ Ｈｅｍｓｌ. ＆ Ｅ. Ｈ. Ｗｉｌｓｏｎ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ / Ａ Ｇ

西南蔷薇 Ｒ. ｍｕｒｉｅｌａｅ Ｒｅｈｄｅｒ ＆ Ｅ. Ｈ. Ｗｉｌｓｏｎ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ

西北蔷薇 Ｒ. ｄａｖｉｄｉｉ Ｃｒéｐ. Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ

多腺小叶蔷薇 Ｒ. ｗｉｌｌｍｏｔｔｉａｅ ｖａｒ. ｇｌａｎｄｕｌｉｆｅｒａ Ｔ. Ｔ. Ｙｕ ＆ Ｔ. Ｃ. Ｋｕ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ

腺叶扁刺蔷薇 Ｒ. ｓｗｅｇｉｎｚｏｗｉｉ ｖａｒ. ｇｌａｎｄｕｌｏｓａ Ｃａｒｄｏｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ

尾萼蔷薇 Ｒ. ｃａｕｄａｔａ Ｂａｒｋｅｒ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ

刺蔷薇 Ｒ. ａｃｉｃｕｌａｒｉｓ Ｌｉｎｄｌ. Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ

钝叶蔷薇 Ｒ. ｓｅｒｔａｔａ Ｒｏｌｆｅ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ

２􀆰 ２　 基于 ４ 个叶绿体 ＤＮＡ 片段联合分析的结果

试验所涉及的 ４ 个叶绿体 ＤＮＡ 片段中ꎬｒｂｃＬ、
ｒｐｌ１６ 和 ｔｒｎＬ￣Ｆ 相对保守ꎬｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ 变异较大ꎮ ｒｂｃＬ
矩阵长 ６３５ ｂｐꎬ有 １４ 个碱基突变位点(２􀆰 ２％)ꎬ无插

入 /缺失ꎬ简约信息位点 ６ 个(０􀆰 ９％)ꎮ ｒｐｌ１６ 矩阵长

９３２ ｂｐꎬ有 ３９ 个碱基突变位点(４􀆰 ２％)ꎬ４ 个插入 /缺
失ꎬ简约信息位点 １９ 个 (２􀆰 ０％)ꎮ ｔｒｎＬ￣Ｆ 矩阵长

９３０ ｂｐꎬ有 ３８ 个碱基突变位点(４􀆰 １％)ꎬ３ 个缺失 /插
入ꎬ简约信息位点 １８ 个(１􀆰 ９％)ꎮ ｐｓｂＡ￣ｔｒｎＨ 矩阵长

４４３ ｂｐꎬ有 ９３ 个碱基突变位点(２１％)ꎬ９ 个缺失 /插
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入ꎬ简约信息位点 ５０ 个(１１􀆰 ３％)ꎮ ４ 个片段联合分析

的矩阵长 ２９６９ ｂｐꎬ有 １５３ 个碱基突变位点(５􀆰 ２％)ꎬ
１７ 个缺失 /插入ꎬ简约信息位点 ６８ 个(２􀆰 ３％)ꎮ

基于 Ｋ８１ｕｆ ＋ Ｇ 模型的 ４ 个 ｃｐＤＮＡ 片段构建的

贝叶斯系统树(图 ３)显示:整体上ꎬ中甸刺玫的 ９ 个

个体与除粉蕾木香外的桂味组的所有蔷薇、芹叶组

的细梗蔷薇以 １００％ 的支持率形成一个大的分支

(Ｃｉｎｎａｍｏｍｅａｅ Ｃｌａｄｅ)ꎮ 其中ꎬ中甸刺玫 ８ 个代表性

野生个体中的 ７ 个(ＸＺＤＬ、ＨＰ、ＮＮＫ、ＢＨＧＬ、ＴＭＧ、
ＲＳＴ、ＤＲＧ)及基地材料( ＪＤ)以 ９２％ 的支持率形成

一个小分支 ( Ｃｌａｄｅ １)ꎻ另一个代表性野生个体

(ＣＤＸＹＴ) 与桂味组的蔷薇构成另一个小分支

(Ｃｌａｄｅ ２)ꎮ
基于 ４ 个 ｃｐＤＮＡ 片段联合分析的系统树

(图 ３)ꎬ把中甸刺玫与除粉蕾木香外桂味组的所有

蔷薇和芹叶组的细梗蔷薇进行序列比对ꎬ结果表明ꎬ
与中甸刺玫 ９ 个序列构成的整体相比ꎬ细梗蔷薇、多
腺小叶蔷薇和华西蔷薇差异位点较多ꎬ亲缘关系较

远ꎬ可以排除是其母本的可能ꎮ 而钝叶蔷薇、大叶蔷

薇、腺叶扁刺蔷薇、刺蔷薇、尾萼蔷薇、全针蔷薇、西
南蔷薇、西北蔷薇和铁杆蔷薇等物种与中甸刺玫的

整体序列相比并无差异(图 ４)ꎮ 因此ꎬ它们与中甸

刺玫可能拥有共同的母系祖先ꎬ或者其中至少一个

种可能是中甸刺玫的原始母本ꎮ

图 ３　 蔷薇部分植物基于 ｐｓｂＡ￣ａｔｐＨ、ｒｂｃＬ、ｒｐｌ１６ 和 ｔｒｎＬ￣Ｆ 序列联合分析的贝叶斯系统发育树

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｂａｙｅｓｉａｎ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｓｏｍｅ Ｒｏｓａ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｓｂＡ￣ａｔｐＨꎬ ｒｂｃＬꎬ ｒｐｌ１６ ａｎｄ ｔｒｎＬ￣Ｆ
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∗:表示碱基一致

∗:ｍｅａｎｓ ｃｏｍｍｏｎ ｂａｓｅｓ

图 ４　 中甸刺玫与近缘种的叶绿体 ＤＮＡ 片段序列差异比较

Ｆｉｇ. ４　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｃｐＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ Ｒ. ｐｒａｅｌｕｃｅｎｓ Ｂｙｈｏｕｗｅｒ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｒｏｓｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

３　 讨论

３􀆰 １　 中甸刺玫的系统位置

在形态学上ꎬ小叶组的萼筒杯状ꎬ瘦果着生在基

部凸起的花托上ꎻ而桂味组的萼筒坛状ꎬ瘦果着生在

萼筒边周及基部[１]ꎮ 但在已有文献中将中甸刺玫

归于小叶组的原因并非基于小叶组与桂味组的根本

区别———瘦果在萼筒内的着生方式ꎬ而是“花单生ꎬ
萼筒有皮刺ꎬ扁球形ꎬ与小叶组的刺梨相近”ꎬ并都

认为它可作为小叶组与桂味组的中间连索ꎬ是两个

组之间的过渡类型[２ꎬ１４￣１５]ꎮ 在本研究基于 ５Ｓ ｒＤＮＡ
和 ｃｐＤＮＡ 片段的系统树中ꎬ中甸刺玫均位于桂味组

分支内 (图 １ 和图 ３ )ꎬ这与前人的研究结果一

致[１６ꎬ１８￣１９]ꎮ 实际上ꎬ除了果扁球形且表面有刺从而

与刺梨的果相似外ꎬ中甸刺玫的其他形态特征、高倍

性和高海拔分布的特点都与桂味组的多倍体蔷薇种

类相似ꎮ 因此ꎬ应将中甸刺玫的系统位置从小叶组

移至桂味组ꎮ
３􀆰 ２　 中甸刺玫的杂交起源

种间杂交是物种形成的关键因素之一[４３￣４５]ꎬ由
杂交和基因组加倍形成异源多倍体是物种形成的重

要模式[４５]ꎮ 杂交和多倍化也是蔷薇属植物变异和

物种形成的来源之一[４６￣４７]ꎬ并可能是该属物种形成

和系统演化的主要因素[４８]ꎮ 中甸刺玫是十倍体ꎬ５Ｓ
ｒＤＮＡ(表 ２)和 ｃｐＤＮＡ 片段序列比对(图 ４)的结果

表明中甸刺玫的遗传背景和成种过程非常复杂ꎬ不
仅是某两个种简单杂交或某一个种的染色体经简单

加倍而来ꎬ至少经历了 ２ 次以上的杂交及相应的染

色体加倍ꎬ这与前人关于其是异源十倍体的推论一

致[４ꎬ１９]ꎬ但本研究的结果表明小叶组的刺梨并未直

接参与中甸刺玫的物种形成(图 １ 和图 ３)ꎬ这与

Ｆｏｕｇèｒｅ￣Ｄａｎｅｚａｎ 等[１９]和邓享宁[４９]的结论不同ꎮ
基因序列的系统发育分析是研究自然杂交尤其

是种间杂交最为常用的方法ꎬ也是鉴别手段的首

选[４４]ꎮ 叶绿体基因组由于其母系遗传的特性常被

用于判断杂交种的母本ꎬ而双亲遗传的核基因特别

是核糖体 ＩＴＳ 基因常被用于判断双亲的大致范

围 [５０]ꎮ 本研究中核糖体 ５Ｓ ｒＤＮＡ 序列比对表明细

梗蔷薇、华西蔷薇、尾萼蔷薇、西南蔷薇和西北蔷薇

与中甸刺玫的亲缘关系很近ꎬ都有可能参与了中甸

刺玫的物种形成ꎬ而细梗蔷薇和华西蔷薇为中甸刺

玫提供了特有片段(图 ２)或单碱基(表 ２)ꎬ极有可

能是中甸刺玫的直接亲本ꎮ ４ 个 ｃｐＤＮＡ 片段的序

列比对则表明钝叶蔷薇、尾萼蔷薇、西北蔷薇、铁杆
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蔷薇、大叶蔷薇、腺叶扁刺蔷薇、刺蔷薇、全针蔷薇和

西南蔷薇等与中甸刺玫的序列完全相同ꎬ暗示着它

们与中甸刺玫有共同的原始母本或者至少其中之一

可能是中甸刺玫的原始母本ꎮ 由于 ５Ｓ ｒＤＮＡ 既能

反映父本也能反映母本的序列特征ꎬ而叶绿体 ＤＮＡ
仅反映母本序列特征ꎬ对比 ５Ｓ ｒＤＮＡ 和叶绿体 ＤＮＡ
研究的结果ꎬ可以排除铁杆蔷薇、钝叶蔷薇、大叶蔷

薇、腺叶扁刺蔷薇、刺蔷薇和全针蔷薇是中甸刺玫原

始母本的可能性ꎬ而西南蔷薇、尾萼蔷薇和西北蔷薇

的共同祖先或其中之一是中甸刺玫的原始母本ꎬ并
推测细梗蔷薇和华西蔷薇极可能是中甸刺玫的父

本ꎮ 目前尚不能排除尾萼蔷薇、西南蔷薇和西北蔷

薇是否也以父本的身份参与了中甸刺玫的十倍体

形成ꎮ
从分布区来说ꎬ中甸刺玫目前仅分布于香格里

拉的小中甸地区ꎬ研究中所用的细梗蔷薇和尾萼蔷

薇与中甸刺玫的来源相同ꎬ而西南蔷薇和西北蔷薇

的自然分布区也在滇西北ꎬ因此ꎬ它们参与了中甸刺

玫的杂交物种形成是可能的ꎮ 在杂交可能性上ꎬ虽
然目前尚无这几个种间可相互杂交的报道ꎬ但蔷薇

属的种间杂交比较容易且在自然界普遍存在[４６￣４７]ꎮ
然而ꎬ由于杂交和多倍化的过程尚不清楚ꎬ需进一步

借助相应的细胞学手段ꎬ对中甸刺玫减数分裂时期

的花粉母细胞进行荧光原位杂交(ＦＩＳＨ)和基因组

原位杂交(ＧＩＳＨ)来明确全部的亲本物种和多倍化

过程ꎬ并开展种间杂交试验来检验可能亲本间是否

具有杂交亲和性ꎮ
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