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　　摘要：以４５ＳｒＤＮＡ为探针对月季、香水月季不同变种进行了染色体荧光原位杂交，结果表明：月季、香水月季中，
不同变种４５ＳｒＤＮＡ杂交位点数与染色体倍性变化基本一致，四倍体“大白花”有４个杂交位点，三倍体“杏花村”、粉
红香水月季“维西永春”有３个杂交位点，二倍体紫月季、香水月季、大花香水月季和粉红香水月季‘昆明富民’均有２
个杂交位点；月季和香水月季不同变种之间在４５ＳｒＤＮＡ杂交信号的强弱上存在差异，说明不同变种之间在染色体结
构及４５ＳｒＤＮＡ拷贝数上存在多样性。
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　　月季（Ｒｏｓａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）和香水月季（Ｒ．ｏｄｏｒａｔａ）属于蔷薇
科蔷薇属月季组。月季种下包含月季原变种（Ｒ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
ｖａｒ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）、单瓣月季（Ｒ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓｖａｒ．ｓｐｏｎｔａｎｅａ）和紫月
季（Ｒ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓｖａｒ．ｓｅｍｐｅｒｆｌｏｒｅｎｓ），香水月季种下包含香水月
季原变种（Ｒ．ｏｄｏｒａｔａｖａｒ．ｏｄｏｒａｔａ）、大花香水月季（Ｒ．ｏｄｏｒａ
ｔａｖａｒ．ｇｉｇａｎｔｅａ）、粉红香水月季（Ｒ．ｏｄｏｒａｔａｖａｒ．ｅｒｕｂｅｓｃｅｎｓ）
和桔黄香水月季（Ｒ．ｏｄｏｒａｔａｖａｒ．ｐｓｅｕｄｏｉｎｄｉｃａ）［１］。月季和香
水月季都原产于中国，其中香水月季原产云南［２］。月季和香

水月季不仅是非常重要的园林植物［３］和现代月季的重要原

始亲本［４］，也是现代月季最重要的两大性状即连续开花和芳

香怡人（茶香）的来源［５］，因此对其进行基础细胞遗传学研究

具有重要意义。荧光原位杂交（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａ
ｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）技术是一种非放射性原位杂交技术，可以用于核
酸研究的各个方面［６］。用ＦＩＳＨ进行核酸序列研究具有试验
周期短、灵敏度高、分辨率高、直观可见等优点［７］。Ｍａ等对
月季原变种、香水月季原变种、大花香水月季、单瓣月季进行

了原位杂交分析［８－１０］，但紫月季、粉红香水月季和桔黄香水

月季还没有任何相关研究，同时还缺乏把月季和香水月季作

为一个整体对中国野生月季资源在现代月季形成过程中所起

作用的系统研究。因此，对月季和香水月季不同变种开展荧

光原位杂交研究，一方面为其遗传多样性和亲缘关系研究提

供分子细胞遗传学方面的依据，另一方面可为研究中国古老

月季起源和现代月季形成提供基础信息。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料及相关信息见表１，均以嫁接苗形式保存在云

南省农业科学院花卉研究所月季资源圃中。

　　４５ＳｒＤＮＡ克隆自番茄基因组，由武汉大学生命科学学院
李立家教授提供。４５ＳｒＤＮＡ片段长度为９．１ｋｂ，包括５．８Ｓ、
１８Ｓ、２５Ｓ亚单位和内转录间隔区（ＩＴＳ）；克隆载体为 ｐＵＣ１８，
酶切位点为ＫｐｎⅠ。
１．２　试验方法

靶染色体的制备方法参考 Ｍａ等的方法［８］，并作适当修

改。具体如下：在天气晴朗的春季上午，选取植株尚未形成花

芽且生长旺盛的茎尖，用０．００１ｍｏｌ／Ｌ８－羟基喹啉和０．０１％
秋水仙素混合液预处理 ４ｈ；０．０７５ｍｏｌ／ＬＫＣｌ溶液低渗
３０ｍｉｎ，再于卡诺固定液（无水乙醇 ∶冰乙酸 ＝３∶１）中固定
过夜；分离出茎尖生长点，在 ０．２５ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液中解离
１０～１５ｍｉｎ，置于４％纤维素酶（Ｙａｋｕｌｔ或 Ｓｉｇｍａ）与２％果胶
酶（Ｙａｋｕｌｔ或Ｓｉｇｍａ）１∶１配制组成的混合液中３７℃酶解３～
４ｈ，３７℃无菌水低渗９０ｍｉｎ；将无菌水去除，加入卡诺固定液
混匀为原生质体悬液，滴于事先清洗并冰冻的防脱载玻片上，

并迅速置于乙醇灯上烘烤干燥。

探针标记采用缺口平移法（Ｎｉｃｋｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ）［１３］，用地高
辛（Ｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎ－１１－ｄＵＴＰ）标记该质粒，标记试剂购自
Ｒｏｃｈｅ公司（Ｄｉｇ－ＮｉｃｋＴｒａｎｓｌａｔｉｏｎＭｉｘ，Ｎｏ．１１７４５８１６９１０），按
其说明书操作。

原位杂交：染色体制片６０℃烘干１～２ｈ；１０μｇ／ｍＬ胃蛋
白酶液３７℃处理４０ｍｉｎ，２×ＳＳＣ漂洗后，于７５％→９５％→
１００％乙醇溶液中各级脱水 ５ｍｉｎ；再于 ７０％ ＦＡＤ溶液中
７０℃ 变性染色体，然后立即用７５％→９５％→１００％冰乙醇依
次脱水５ｍｉｎ；将５０μＬ杂交混合液滴加到染色体制片上，于
９０℃共变性１０ｍｉｎ，３７℃杂交过夜。杂交混合液配制：５０％
ＦＡＤ，１０％ ＤＳ、３μｇ／ｍＬＰｒｏｂｅＤＮＡ、０．１ｍｇ／ｍＬ鲑鱼精ＤＮＡ、
１０％２０×ＳＳＣ、０．１％ ＳＤＳ，将杂交混合液于７５℃变性１０ｍｉｎ
后迅速冰浴１０～２０ｍｉｎ。

信号检测：２×ＳＳＣ３７℃洗脱２次，每次５ｍｉｎ；室温下分
别用２×ＳＳＣ、１×ＰＢＳ洗脱１次，每次５ｍｉｎ。加入５０μＬ抗体
（１％ ＢＳＡ／ＰＢＳ），于保湿皿中３７℃培育３０ｍｉｎ。１×ＰＢＳ洗
脱３次，ＤＡＰＩ复染５ｍｉｎ，１×ＰＢＳ漂洗后滴加抗荧光淬灭剂
封片。在激光共聚焦显微镜（ＯｌｙｍｐｕｓＦＶ１０００）观察荧光信
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表１　供试月季组资源的来源及已有染色体信息

编号 类群 变种／品种 来源 染色体倍性

１ 月季Ｒ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｒ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓｖａｒ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ‘Ｄａｂａｉｈｕａ’大白花 江苏南京 ２ｎ＝４ｘ（ｕｎｐｕｂｌｉｓｈｅｄｄａｔａ）
２ 月季Ｒ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｒ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ‘ＢｅｔｔｙＰｒｉｏｒ’杏花村 中国农科院赠送 ２ｎ＝３ｘ（ｕｎｐｕｂｌｉｓｈｅｄｄａｔａ）
３ 月季Ｒ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｒ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓｖａｒ．ｓｅｍｐｅｒｆｌｏｒｅｎｓ紫月季 云南昆明 ２ｎ＝２ｘ［１１］

４ 香水月季Ｒ．ｏｄｏｒａｔａ Ｒ．ｏｄｏｒａｔａｖａｒ．ｏｄｏｒａｔａ香水月季（原变种） 云南昆明双龙 ２ｎ＝２ｘ［１２］

５－１ 香水月季Ｒ．ｏｄｏｒａｔａ Ｒ．ｏｄｏｒａｔａｖａｒ．ｅｒｕｂｅｓｃｅｎｓ粉红香水月季 云南昆明富民 ２ｎ＝２ｘ［１２］

５－２ 香水月季Ｒ．ｏｄｏｒａｔａ Ｒ．ｏｄｏｒａｔａｖａｒ．ｅｒｕｂｅｓｃｅｎｓ粉红香水月季 云南维西永春 ２ｎ＝３ｘ［１２］

６ 香水月季Ｒ．ｏｄｏｒａｔａ Ｒ．ｏｄｏｒａｔａｖａｒ．ｇｉｇａｎｔｅａ大花香水月季 云南玉溪新平 ２ｎ＝２ｘ［１２］

　　注：月季在中国栽培与应用历史悠久，经过长期的人工栽培和反复杂交，已难以清楚区分野生月季和栽培月季品种，在本研究中，用相似的
“大白花”代替月季原变种；用丰花月季品种“杏花村”（单瓣）代替单瓣月季。桔黄香水月季由于移栽后长势较弱，在试验期间一直未采到适宜

的材料。

号，去除背景后拍照得到染色体物理图谱。用 ＦＶ１０－ＡＳＷ
２．０成像系统软件进行原位杂交图像的摄取、采集和加工；并
用ＡｄｏｂｅＰｈｏｔｏｓｈｏｐ软件进行图片处理。用于各类杂交信号
统计的细胞数目在１０个以上。

２　结果与分析

图１中显示了７份试验材料的４５ＳｒＤＮＡ荧光原位杂交
结果，其中信号点为罗丹明染成的红色，染色体或染色质被
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ＤＡＰＩ染为蓝色。
　　四倍体的“大白花”在间期染色质和前期的染色体上都
显示出４个４５ＳｒＤＮＡ杂交位点（图１中１－Ａ、１－ａ），４个杂
交信号都位于染色体末端（图１中１－Ａ）。在间期核和分裂
前期中，都表现出其中有３个信号较强，而另１个杂交信号较
弱（图１中１－Ａ、１－ａ）。

三倍体的“杏花村”在分裂前期有３个４５ＳｒＤＮＡ杂交位点
（图１中２－Ａ），在间期核中也表现出同样的数量（图１中２－
ａ）。杂交点在强度和大小上都比较一致（图１中２－Ａ、２－ａ）。

二倍体的紫月季在间期染色质和前期的染色体上都显示

出２个４５ＳｒＤＮＡ杂交位点（图１中３－Ａ、３－ａ），２个杂交信
号都位于染色体末端（图１中３－Ａ）。杂交点在强度和大小
上都比较一致（图１中３－Ａ、３－ａ）。

二倍体的香水月季在分裂前期有２个４５ＳｒＤＮＡ杂交位
点（图１中４－Ａ），在间期核中也表现出同样数量的位点（图
１中４－ａ），２个杂交信号都位于染色体末端（图４－Ａ）。在
间期核和分裂前期中，都表现出其中有１个信号较强，而另１
个杂交信号较弱（图１中４－Ａ、４－ａ）。

二倍体的粉红香水月季在间期染色质和前期的染色体上

都显示出２个４５ＳｒＤＮＡ杂交位点，在间期核和分裂前期中，
都表现出其中有 １个信号较强，而另 １个杂交信号较弱
（图１中５－１－Ａ、５－１－ａ）。

三倍体的粉红香水月季在间期染色质和前期的染色体上

都显示出３个４５ＳｒＤＮＡ杂交位点（图１中５－２－Ａ、５－２－
ａ），３个杂交信号都位于染色体末端（图１中５－２－Ａ）。在
前期３个杂交信号中２个信号较强，而另１个杂交信号较弱
（图１中５－２－Ａ）；在间期中，信号大小和强弱没有明显差别
（图１中５－２－ａ）。

二倍体的大花香水月季在分裂前期有２个４５ＳｒＤＮＡ杂
交位点（图１中６－Ａ），在间期核中也表现出同样的数量（图
１中６－ａ）。在间期核和分裂前期中，都表现出其中有１个信
号较强，而另１个杂交信号较弱（图１中６－Ａ、６－ａ）。

３　小结与讨论

４５ＳｒＤＮＡ在细胞分裂间期大量转录表达形成特殊的区
域，成为核仁。在染色体上含有此串联重复单位的部位称为

核仁组织区（Ｎｕｃｌｅｏｌｕｓｏｒｇａｎｉｚｉｎｇｒｅｇｉｏｎｓ，ＮＯＲｓ）。核仁组织
区是细胞分裂不可缺少的结构，通常１个物种至少要有１对
同源染色体具有核仁组织区；核仁组织区一旦缺失，植物细胞

将分裂异常，植物体将不能生存［１４］。ｒＤＮＡ位点数通常与物
种多倍化过程紧密相关［１５］，而多倍化过程中４５ＳｒＤＮＡ位点
倾向于被保留，具有相对保守的数量［１６］，即１个染色体组有１
个４５ＳｒＤＮＡ杂交位点。月季和香水月季及其种下变种也具
备上述特征，４５ＳｒＤＮＡ位点数与染色体组数即倍性成对应关
系，也就是二倍体变种有２个杂交位点，三倍体变种有３个杂
交位点，四倍体变种有４个杂交位点，这与 Ｍａ等的研究结
果［８－１０］一致，也与蔷薇科地榆属（ＳａｎｇｕｉｓｏｒｂａＬ．）的研究结果
一致。因此，４５ＳｒＤＮＡ为探针的分裂间期 ＦＩＳＨ可以作为一
种检测蔷薇属种及种下单位倍性的方法。

ＦＩＳＨ是一种半定量技术，尽管其结果不能直接显示基因
的实际拷贝数，但通过杂交信号的大小和强弱，可以间接反映

基因拷贝数的多少［１７］。４５ＳｒＤＮＡ是一个串联的高度重复序
列，在植物进化的过程中相当保守，在许多物种中不仅存在于

随体染色体上，也存在于某些非随体染色体上，但拷贝数一般

较少。本研究中，紫月季、大花香水月季和香水月季都为二倍

体，均有２个４５ＳｒＤＮＡ位点，但杂交信号强弱有差异：紫月季
的２个杂交位点都较弱，香水月季和大花香水月季则１个信号
较强另１个信号较弱，表明它们在分子水平上存在显著遗传差
异。供试的７个变种４５ＳｒＤＮＡ在染色体上表达量的差异，表
明其在染色体结构及４５ＳｒＤＮＡ拷贝数量上存在多样性。

致谢：感谢武汉大学生命科学学院李立家教授指导蔷薇

属荧光原位杂交体系的建立，并提供杂交所用探针。

参考文献：

［１］中国科学院中国植物志编辑委员会．中国植物志［Ｍ］．北京：科
学出版社，１９８５：３６０－４５５．

［２］中国科学院昆明植物研究所．云南植物志：第十二卷［Ｍ］．北

京：科学出版社，２００６：５７０－６００．
［３］白锦荣，张启翔，潘会堂．云南滇西北地区蔷薇属（ＲｏｓａＬ．）植物

资源调查与评价［Ｊ］．植物资源学报，２００９，１０（２）：２１８－２２３．
［４］张佐双，朱秀珍．中国月季［Ｍ］．北京：中国林业出版社，２００６：

１９－２０．　
［５］ＷｙｌｉｅＡＰ．Ｔｈｅｈｉｓｔｏｒｙｏｆｇａｒｄｅｎｒｏｓｅｓ：ｐｔ．１［Ｍ］．Ｌｏｎｄｏｎ：Ｊｏｕｒｎａｌ

ｏｆｔｈｅＲｏｙａｌＨｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｏｃｉｅｔｙ，１９５４．
［６］ＬｅｖｓｋｙＪＭ，ＳｉｎｇｅｒＲＨ．Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ：ｐａｓｔ，
ｐｒｅｓｅｎｔａｎｄｆｕｔｕｒｅ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｅｌｌＳｃｉｅｎｃｅ，２００３，１１６（１４）：

２８３３－２８３８．
［７］ＨｅｉｓｋａｎｅｎＭ，ＰｅｌｔｏｎｅｎＬ，ＰａｌｏｔｉｆＡ．Ｖｉｓｕａｌｍａｐｐｉｎｇｂｙｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕ

ｔｉｏｎＦＩＳＨ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＧｅｎｅｔｉｃｓ，１９９６，１２（１０）：３７９－３８２．
［８］ＭａＹ，Ｉｓｌａｍ－ＦａｒｉｄｉＭＮ，ＣｒａｎｅＣＦ，ｅｔａｌ．Ｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｏｆ

ｒｉｂｏｓｏｍａｌＤＮＡｔｏｒｏｓｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｅｒｅｄｉｔｙ，１９９７，
８８（２）：１５８－１６１．

［９］Ｆｅｒｎáｎｄｅｚ－ＲｏｍｅｒｏＭＤ，ＴｏｒｒｅｓＡＭ，ＭｉｌｌáｎＴ，ｅｔａｌ．Ｐｈｙｓｉｃａｌｍａｐ
ｐｉｎｇｏｆｒｉｂｏｓｏｍａｌＤＮＡｏｎｓｅｖｅｒａｌｓｐｅｃｉｅｓｏｆｔｈｅｓｕｂｇｅｎｕｓＲｏｓａ［Ｊ］．
ＴｈｅｏｒｅｔｉｃａｌａｎｄＡｐｐｌｉｅｄＧｅｎｅｔｉｃｓ，２００１，１０３（６）：８３５－８３８．

［１０］ＡｋａｓａｋａＭ，ＹｏｓｈｉｈｉｒｏＵ，ＫｏｂａＴ．Ｋａｒｙｏｔｙｐｅａｎａｌｙｓｅｓｏｆｆｉｖｅｗｉｌｄ
ｒｏｓｅｓｐｅｃｉｅｓｂｅｌｏｎｇｉｎｇｔｏｓｅｐｔｅｔＡｂｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａ

ｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｈｒｏｍｏｓｏｍｅＳｃｉｅｎｃｅ，２００２，６（１）：１７－２６．
［１１］唐开学．云南蔷薇属种质资源研究［Ｄ］．昆明：云南大学，２００９．

［１２］蹇洪英，张　颢，张　婷，等．香水月季不同变种的染色体及核
型分析［Ｊ］．植物遗传资源学报，２０１０，１１（４）：４５７－４６１．

［１３］ＳｃｈｗａｒｚａｃｈｅｒＴ，Ｈｅｓｏｌｐ－ＨａｒｒｉｏｎＪＳ．Ｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ［Ｍ］．
Ｏｘｆｏｒｄ：ＢＩＯＳＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＰｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，２０００：２７－５０．

［１４］刘大钧．细胞生物学［Ｍ］．北京：中国农业出版社，１９９８：９－１０．

［１５］ＣａｌｄｅｒｉｎｉＯ，ＰｕｐｉｌｌｉＦ，ＣｌｕｓｔｅｒＰＤ，ｅｔａｌ．Ｃｙｔｏｌｏｇｉｃａｌｓｔｕｄｉｅｓｏｆｔｈｅ
ｎｕｃｌｅｏｌｕｓｏｒｇａｎｉｚｉｎｇｒｅｇｉｏｎｓｉｎｔｈｅＭｅｄｉｃａｇｏｃｏｍｐｌｅｘ：ｓａｔｉｖａ－ｃｏｅｒ

ｕｌｅａ－ｆａｌｃａｔａ［Ｊ］．Ｇｅｎｏｍｅ，１９９６，３９（５）：９１４－９２０．
［１６］ＭｉｓｈｉｍａＭ，ＯｈｍｉｄｏＮ，ＦｕｋｕｉＫ，ｅｔａｌ．Ｔｒｅｎｄｓｉｎｓｉｔｅ－ｎｕｍｂｅｒ

ｃｈａｎｇｅｏｆｒＤＮＡｌｏｃｉｄｕｒｉｎｇｐｏｌｙｐｌｏｉｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎｉｎＳａｎｇｕｉｓｏｒｂａ
（Ｒｏｓａｃｅａｅ）［Ｊ］．Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａ，２００２，１１０（８）：５５０－５５８．

［１７］ＡｐｐｅｌｓＲ，ＧｅｒｌａｃｈＷＬ，ＤｅｎｎｉｓＥＳ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄｃｈｒｏｍｏ
ｓｏｍａｌｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｏｆＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｃｏｄｉｎｇｆｏｒｔｈｅｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡｓ
ｉｎｃｅｒｅａｌｓ［Ｊ］．Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａ，１９８０，７８（３）：２９３－３１１．
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