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摘　 要: 石山苣苔属(苦苣苔科)约 ４１ 种ꎬ主要分布于我国西南石灰岩地区ꎮ 到目前为止ꎬ仅其中四种的染

色体数目被研究和报道ꎬ其余绝大多数物种的染色体数目和倍性尚不清楚ꎬ染色体数目和倍性在该属及其

姐妹属报春苣苔属中的演变历史及其对两属物种多样性分化的影响亦不清楚ꎮ 该文以叶片水培生根法获

取的四种(含一变种)石山苣苔属植物 [即石山苣苔原变种(Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｄｅａｌｂａｔｕｓ ｖａｒ. ｄｅａｌｂａｔｕｓ)、齿缘石山苣

苔(Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｄｅａｌｂａｔｕｓ ｖａｒ. ｄｅｎｔｉｃｕｌａｔｕｓ)、弄岗石山苣苔(Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｌｏｎｇａｎｇｅｎｓｉｓ)、石山苣苔未定名种(Ｐｅｔｒｏ￣
ｃｏｄｏｎ ｓｐ.)]的根尖细胞为材料开展染色体实验ꎬ探索了多种不同的实验条件对染色体制片效果的影响并获

取染色体数目ꎬ在石山苣苔属和报春苣苔属的系统树上追踪了染色体数目和倍性的演变历史ꎬ同时探讨染

色体数目尤其是倍性变化是否对两属物种多样性分化存在影响ꎮ 结果表明:(１)长度为 １ ~ １.５ ｃｍ 的根尖ꎬ
０.００２ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ８￣羟基喹啉溶液预处理 ５ ｈꎬ解离 ４ ｍｉｎ 为较适宜的染色体制备条件ꎮ (２)四种(含一变种)石
山苣苔属植物染色体数目一致ꎬ均为二倍体(２ｎ＝ ２ｘ ＝ ３６)ꎮ (３)两属之间及两属各自的最近共同祖先染色

体数目尚不能确定ꎬ除个别物种染色体条数或倍性有变化以外ꎬ其余已知染色体数目的物种均为 ２ｎ ＝ ２ｘ ＝

３６ꎬ在两属中高度一致ꎬ石山苣苔属与报春苣苔属物种多样性分化尤其两属物种多样性巨大差异与染色体

数目和基因组倍性变化无关ꎮ 综上结果为石山苣苔属植物及其近缘类群染色体制备提供了参考ꎬ也为进一

步对该类群的分类、系统演化和物种形成等方面的研究提供了基础数据和启示ꎮ
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ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ａｎｄ Ｐｒｉｍｕｌｉｎａ ｆａｉｌｅｄ ｔｏ ｇｉｖｅ ａｎｙ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｒｅｃｅｎｔ ｃｏｍｍｏｎ ａｎｃｅｓｔｏｒｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｅｎｅｒａ ( ｇｅｎｅｒｉｃ ｓｔｅｍ ｎｏｄｅ) ａｎｄ ｅａｃｈ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａ ( ｇｅｎｅｒｉｃ ｃｒｏｗｎ ｎｏｄｅｓ)ꎬ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ａｎｄ Ｐｒｉｍｕｌｉｎａ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｓｔ ｔａｘａ ｐｏｓｓｅｓｓｉｎｇ ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ ３６ꎬ ｅｘｃｅｐｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｌｏｉｄｙ ｏｒ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｎｕｍｂｅｒ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｆｅｗ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｓｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ
Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ａｎｄ Ｐｒｉｍｕｌｉｎａ ｗａｓ ｎｏｔ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｒ ｐｌｏｉｄｙ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ ａｌｌｉｅｓꎬ ａｎｄ ａｌｓｏ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｂａｓｉｃ ｄａｔａ ａｎｄ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ
ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｐｅｃｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎꎬ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｎｕｍｂｅｒｓꎬ ｇｅｎｏｍｅ ｐｌｏｉｄｙꎬ ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｖｅｒｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 石山苣苔属(Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ Ｈａｎｃｅ)于 １８８３ 年建

立ꎬ隶属于苦苣苔科 ( Ｇｅｓｎｅｒｉａｃｅａｅ) 长蒴苣苔族

(Ｔｒｉｂ. Ｄｉｄｙｍｏｃａｒｐｅａｅ Ｅｎｄｌ.)ꎮ 该属早期仅包含 １ 种

和 １ 变种ꎬ即石山苣苔(Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｄｅａｌｂａｔｕｓ)和齿缘

石山苣苔 ( Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｄｅａｌｂａｔｕｓ ｖａｒ. ｄｅｎｔｉｃｕｌａｔｕｓ)
(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９８ꎻ李振宇和王印政ꎬ２００５ꎻ韦毅刚

等ꎬ２０１０)ꎮ 近年来ꎬ通过分子系统发育研究ꎬ结合

进一步的形态特征比较ꎬ对石山苣苔属进行了分类

修订:原石山苣苔属(Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ Ｈａｎｃｅ)、朱红苣苔

属 ( Ｃａｌｃａｒｅｏｂｏｅａ Ｗｕ ｅｘ Ｌｉ )、 方 鼎 苣 苔 属

(Ｐａｒａｌａｇａｒｏｓｏｌｅｎ Ｗｅｉ)、世纬苣苔属(Ｔｅｎｇｉａ Ｃｈｕｎ)、
长檐苣苔属(Ｄｏｌｉｃｈｏｌｏｍａ Ｆａｎｇ ＆ Ｗａｎｇ)和细筒苣苔

属(Ｌａｇａｒｏｓｏｌｅｎ Ｗａｎｇ)的所有种ꎬ以及长蒴苣苔属

(Ｄｉｄｙｍｏｃａｒｐｕｓ Ｗａｌｌｉｃｈ ) [ 柔 毛 长 蒴 苣 苔 ( Ｄ.
ｍｏｌｌｉｆｏｌｉｕｓ)、绵毛长蒴苣苔(Ｄ. ｎｉｖｅｏｌａｎｏｓｕｓ)和东南

长蒴苣苔 (Ｄ. ｈａｎｃｅｉ)]、文采苣苔属 (Ｗｅｎｔｓａｉｂｏｅａ

７６４１１０ 期 覃信梅等: 石山苣苔属四种(含一变种)植物的染色体数目和倍性研究



Ｆａｎｇ ＆ Ｑｉｎ) [天等文采苣苔(Ｗ. ｔｉａｎｄｅｎｇｅｎｓｉｓ)]和
报春苣苔属 ( Ｐｒｉｍｕｌｉｎａ Ｈａｎｃｅ) [广西报春苣苔

(Ｐｒｉｍｕｌｉｎａ ｇｕａｎｇｘｉｅｎｓｉｓ)]的部分种类都被并入广义

石山苣苔属内(Ｗｅｂｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１ꎻＸｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ
这一分类修订ꎬ加之随后该属一些新物种的不断发

表(Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４ꎻＨｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４ꎻＸｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４ꎻ
Ｙｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１５ꎻ Ｌｉ ＆ Ｗａｎｇꎬ２０１５ꎻＭｉｄｄｌｅｔｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５ꎻＧｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６ꎻＬｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７ꎻＣｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１７ꎻ
Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８ꎻ陈力等ꎬ２０１９ꎻＺｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９ꎻＬｉ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９ꎻ苏兰英等ꎬ２０１９)ꎬ使得现今广义石山苣苔

属增加ꎬ约 ４１ 种(含 １ 变种)(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ＩＰＮＩ.ｏｒｇ)ꎮ
广义石山苣苔属因并入了多个其他属的部分

或全部种类而使其形态尤其花部形态复杂多样ꎬ
可能是旧世界苦苣苔科植物花形态最为复杂多样

的属之一(Ｗｅｂｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１１)ꎮ 卢永彬等(２０１７)
对广义石山苣苔属的形态演化研究表明ꎬ多数花

部形态特征尤其以往属的分类界定特征ꎬ在演化

过程 中 变 化 频 繁 且 发 生 了 高 度 同 塑 性 演 化

(ｈｏｍｏｐｌａｓｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ)ꎬ是导致传统形态分类不自

然的关键因素ꎮ 虽然新界定的石山苣苔属在分子

系统树上为单系类群ꎬ但是它的一些物种反而在

形态上与其姐妹属报春苣苔属的一些物种最为相

似(如 Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｔｉａｎｄｅｎｅｎｓｉｓ 与 Ｐｒｉｍｕｌｉｎａ ｒｅｎｉｆｏｌｉａꎻ
Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｇｕａｎｇｘｉｅｎｓｉｓ 与 Ｐｒｉｍｕｌｉｎａ ｔａｂａｃｕｍ)ꎮ 目

前ꎬ还未能找到石山苣苔属与其姐妹属报春苣苔

属各自的共衍征( ｓｙｎａｐｏｍｏｒｐｈｙ)能够用于确凿地

区分此两属ꎮ 另外ꎬ广义石山苣苔属约 ４１ 种ꎬ而
作为它的姐妹属报春苣苔属有约 ２３３ 种( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ＩＰＮＩ.ｏｒｇ)ꎬ导致两姐妹属间物种多样性极不

对称的原因亦缺乏研究ꎮ 这些问题的回答ꎬ不仅

要进一步对广义石山苣苔属植物形态、分子系统

发育开展更广泛、更深入的研究ꎬ而且更需要从其

他层面或角度开展研究ꎮ
染色体是遗传信息的载体ꎬ通过染色体数目、

倍性和核型等指标ꎬ可分析并揭示染色体结构差异

及遗传多样性ꎬ为植物的分类和系统演化提供重要

依据ꎮ 目前已报道了报春苣苔属百余种(约占总种

数三分之二)植物的染色体数目ꎬ而石山苣苔属植

物染色体数目和倍性的研究却寥寥无几ꎬ仅见

Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｈａｎｃｅｉ ( ２ｎ ＝ ２０)、 Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｊｉｎｇｘｉｅｎｓｉｓ、

Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｈｅｃｈｉｅｎｓｉｓ 和 Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｎｉｖｅｏｌａｎｏｓｕｓ(２ｎ ＝
３６)四种石山苣苔的染色体数目有所报道(曹丽敏

等ꎬ２００３ꎻ刘瑞瑞等ꎬ２０１４)ꎮ 由此可见ꎬ石山苣苔属

不仅绝大多数物种的染色体数目和倍性尚不清楚ꎬ
而且染色体数目可能存在很大差别ꎬ仍需对更多石

山苣苔属植物的染色体数目进行研究ꎮ 与其他许

多苦苣苔科植物类似ꎬ石山苣苔属为小型染色体ꎬ
染色体制片不易ꎬ需探索不同的实验条件对染色体

制片效果的影响 (Ｍöｌｌｅｒ ＆ Ｋｉｅｈｎꎬ２００４ꎻ刘瑞瑞ꎬ
２０１３)ꎮ 因此ꎬ本研究在多种不同的实验条件下对

四种(含一变种)石山苣苔属植物进行染色体制片

和观察ꎬ探索石山苣苔属染色体制片的适宜条件并

对染色体计数ꎬ重建染色体数目和倍性在该属及其

姐妹属报春苣苔属中的演变历史ꎬ以及探讨其是否

与两属物种多样性分化存在关联ꎬ旨在为石山苣苔

属植物及其近缘类群的染色体制备方法提供参考ꎬ
更为进一步研究该类群的分类、系统演化和物种形

成等提供细胞学方面的证据和启示ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

四种(含一变种)石山苣苔属植物(表 １)ꎬ栽
培于广西壮族自治区中国科学院广西植物研究所

种质资源圃中ꎮ

表 １　 实验材料来源
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

物种名
Ｓｐｅｃｉｅｓ

采集地
Ｌｏｃａｔｉｏｎ

石山苣苔原变种
Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｄｅａｌｂａｔｕｓ ｖａｒ. ｄｅａｌｂａｔｕｓ

广西桂林
Ｇｕｉｌｉｎꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

齿缘石山苣苔
Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｄｅａｌｂａｔｕｓ ｖａｒ. ｄｅｎｔｉｃｕｌａｔｕｓ

湖南黔阳
Ｑｉａｎｙａｎｇꎬ Ｈｕｎａｎ

弄岗石山苣苔
Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｌｏｎｇａｎｇｅｎｓｉｓ

广西龙州
Ｌｏｎｇｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

石山苣苔未定名种
Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｓｐ.

广西平乐
Ｐｉｎｇｌｅꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

１.２ 实验方法

１.２.１ 石山苣苔属染色体制片条件优化

１.２.１.１ 取材 　 取四种(含一变种)石山苣苔属植

物的健康叶片ꎬ室温下用蒸馏水培养 ２０ ｄ 左右ꎬ

８６４１ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



２ ~ ３ ｄ 换一次水ꎬ待叶片生根ꎮ 对生长良好的叶片

植物根尖ꎬ在 ８:３０—９:００、２０:００—２０:３０ 两个时

间段内ꎬ分别对 ０.５、１ ~ １.５、２ ~ ４ ｃｍ 的根尖进行

取材ꎮ
１.２.１.２ 预处理 　 设置三种预处理方法:① ０.０５％
秋水仙素溶液ꎬ预处理 ４ ｈꎻ② ０ ℃冰水混合物ꎬ预
处理 ２４ ｈꎻ③ ０.００２ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ８￣羟基喹啉溶液ꎬ预
处理 ５ ｈꎮ
１.２.１.３ 固定　 将处理后的根尖材料用蒸馏水清洗

３ ~ ５ 次ꎬ转到卡诺固定液(乙醇 ∶ 冰醋酸 ＝ ３ ∶ １)
中ꎬ在 ４ ℃下固定过夜ꎮ
１.２.１.４ 解离　 将固定好的根尖用蒸馏水清洗 ３ ~ ５
次ꎬ转到解离液( １ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ＨＣｌ ∶ ４５％冰醋酸 ＝
２ ∶ １)中ꎬ在 ６０ ℃干式恒温加热器中分别解离 ２、
４、６ ｍｉｎꎮ
１.２.１.５ 染色与压片　 将解离后的根尖用蒸馏水充

分清洗后置于载玻片上ꎬ用刀片切取前端乳白色

的分生区ꎬ滴加少量改良卡宝品红染色液ꎬ染色

１ ~ ２ ｍｉｎ 后进行常规压片ꎮ
１.２.１.６ 镜检及染色体计数　 将制好的片子放在显

微镜 Ｌｅｃｉａ２５００ 下检测ꎬ挑选具有有丝分裂中期分

裂相、染色体分散和平展良好的细胞于 １００ 倍油

镜下进行观察和拍照ꎮ 染色体计数方法参照李懋

学和陈瑞阳(１９８５)的植物核型分析标准ꎮ
１.２.２ 石山苣苔属和报春苣苔属染色体数目的祖

先状态重建　 通过查阅文献及染色体数目查询网

站 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ Ｃｏｕｎｔｓ Ｄａｔａｂａｓｅ ( ＣＣＤＢ) ( ｈｔｔｐ: / /
ｃｃｄｂ.ｔａｕ.ａｃ.ｉｌ / ａｂｏｕｔ / ＃ＩＰＣＮ ｏｎｌｉｎｅ)ꎬ对石山苣苔属

和报春苣苔属染色体数目已报道的数据进行收集

和整理ꎬ并结合本研究报道的四种(含一变种)石

山苣苔属植物染色体数目ꎬ将染色体数目进行编

码ꎬ在核糖体 ＩＴＳ 系统发育树上ꎬ用 Ｍｅｓｑｕｉｔｅ 软件

(Ｍａｄｄｉｓｏｎ ＆ Ｍａｄｄｉｓｏｎꎬ２０１８)中的 ＭＰ 简约法ꎬ通
过 Ｔｒａｃｅ Ｃｈａｒａｃｔｅｒ Ｈｉｓｔｏｒｙ 选项对石山苣苔属和报

春苣苔属物种进行染色体数目祖先状态重建ꎬ从
而追溯染色体数目的演化历史ꎮ

核糖体 ＩＴＳ 系统发育树的构建:下载 ＮＣＢＩ 数
据库中石山苣苔属和报春苣苔属物种的 ＩＴＳ 序列ꎬ
采用最大似然法(ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎬＭＬ)ꎬ碱基替

换模型设定为 ＧＴＲＧＡＭＭＡ(Ｇｅｎｅｒａｌ ｔｉｍｅ ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ

ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｕｂｉｓｔｕｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇａｍｍａ ｍｏｄｅｌ
ｏｆ ｒａｔｅ ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙ)ꎬ用随机树作为起始树ꎬ矩阵

重复抽样 １ ０００ 次计算支持率(ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｓｕｐｐｏｒｔ)ꎮ
具体运行参数设置为 ｒａｘｍｌＨＰＣ￣ｆ ａ￣ｘ １２３￣ｐ ３３４￣＃
１０００￣ｓ ａ.ｐｈｙ￣ｍ ＧＴＲＧＡＭＭＡ￣ｎ ｂꎮ

２　 结果与分析

２.１ 石山苣苔属染色体标本制备方法的优化

２.１.１ 取样时间和根尖长度的优化 　 比较石山苣

苔属植物根尖不同取样时间、取样长度获得的中

期分裂相细胞ꎬ分析石山苣苔属根尖细胞分裂高

峰期ꎬ结果见表 ２ꎮ 由表 ２ 可知ꎬ８:３０—９:００ 是根

尖细胞分裂旺盛的时间ꎬ染色体分离效果良好ꎻ
２０:００—２０:３０ 取样则分离效果较差ꎮ 从图 １ 可以

看出ꎬ根尖长为 １ ~ １.５ ｃｍ 时ꎬ分裂最旺盛ꎬ染色体

清晰可见且处于中期分裂相的细胞最多ꎬ即分离

效果最好ꎻ根尖长为 ０.５ ｃｍ 时ꎬ分裂还不够旺盛ꎬ
观察到的细胞偏少且形态不够好ꎬ效果一般ꎻ根尖

长为 ２ ~ ４ ｃｍ 时ꎬ纤维过多ꎬ导致分离效果差ꎮ
２.１.２ 预处理的优化 　 采用三种方法进行预处理

的优化ꎮ 表 ２ 和图 ２ 结果表明ꎬ０.０５ ％秋水仙素溶

液预处理 ４ ｈ 后ꎬ根尖染色体不够浓缩ꎬ形态不好ꎬ
有拖带现象ꎻ０ ℃冰水预处理 ２４ ｈ 后ꎬ染色体制片

效果因物种而异ꎬ部分物种(如弄岗石山苣苔)不

适用ꎬ有拖带现象ꎬ分离效果一般ꎻ０.００２ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１

８￣羟基喹啉水溶液预处理 ５ ｈ 后ꎬ制片效果相对最

好ꎬ染色体呈分散状态ꎬ该方法适用于石山苣苔属

植物的根尖预处理ꎮ
２.１.３ 解离时间的优化 　 比较不同酸解时间下染

色体分离的效果ꎮ 表 ２ 和图 ３ 结果表明ꎬ解离 ２
ｍｉｎ 时ꎬ时间稍微偏短ꎬ染色体相对聚集ꎬ不够分

散ꎬ分离效果一般ꎻ解离 ４ ｍｉｎ 时ꎬ染色体相对分

散ꎬ分离效果良好ꎻ解离 ６ ｍｉｎ 时ꎬ时间偏长ꎬ染色

不如 ２ ｍｉｎ 和 ４ ｍｉｎ 时深ꎬ有的细胞破裂ꎬ染色体黏

连ꎬ分离效果差ꎮ
２.２ 石山苣苔属染色体数目和倍性分析

根据石山苣苔属染色体标本制备方法的优化

结果ꎬ制备了四种(含一变种)石山苣苔属植物的

染色体图(图 ４)ꎮ 从图 ４ 可以看出ꎬ它们的染色体
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表 ２　 不同处理对染色体分离效果的影响
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ

项目
Ｉｔｅｍ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

染色体分离效果
Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ

取材时间
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｉｍｅ

８:３０—９:００
２０:００—２０:３０

良好 Ｇｏｏｄ
一般 Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ

根尖长度
Ｒｏｏｔ ｔｉｐ ｌｅｎｇｔｈ

０.５ ｃｍ
１~ １.５ ｃｍ
２~ ４ ｃｍ

一般 Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ
良好 Ｇｏｏｄ
差 Ｐｏｏｒ

预处理
Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

０.０５％秋水仙素溶液 ４ ｈ
０.０５％ ｃｏｌｃｈｉｃｉｎｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｆｏｒ ４ ｈ
０ ℃冰水混合物 ２４ ｈ
０ ℃ ｉｃｅ ｗａｔｅｒ ｍｉｘｔｕｒｅ ｆｏｒ ２４ ｈ
０.００２ ｍｏｌ􀅰Ｌ ￣１ ８￣羟基喹啉溶液 ５ ｈ
０.００２ ｍｏｌ􀅰Ｌ ￣１ ８￣ｈｙｄｒｏｘｙｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｆｏｒ ５ ｈ

差 Ｐｏｏｒ
一般 Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ
良好 Ｇｏｏｄ

解离时间
Ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

２ ｍｉｎ
４ ｍｉｎ
６ ｍｉｎ

一般 Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ
良好 Ｇｏｏｄ
差 Ｐｏｏｒ

数目一致ꎬ均为二倍体 ２ｎ ＝ ２ｘ ＝ ３６(表 ３)ꎮ
２.３ 石山苣苔属和报春苣苔属染色体数目的演变

根据石山苣苔属和报春苣苔属染色体数目的

祖先状态重建结果(图 ５)ꎬ还不能确定石山苣苔

属祖先、报春苣苔属祖先和两属的最近共同祖先

的染色体条数ꎮ 在石山苣苔属内部ꎬ出现一次染

色体数目由 ２ｎ ＝ ３６ 到 ２ｎ ＝ ２０ 的演化ꎮ 在报春苣

苔属的内部ꎬ虽然祖先状态重建未能直接确定唯

一在弄岗报春苣苔中出现的 ２ｎ ＝ ７２ 与其余所有

２ｎ ＝ ３６ 之间的演化方向ꎬ但根据常理判断ꎬ前者显

然由后者经历基因组加倍形成ꎮ

３　 讨论与结论

３.１ 石山苣苔属染色体标本制备条件的优化

石山苣苔属植物为小型染色体ꎬ染色体较小

的植物根尖组织压片后染色体不易分散且难以观

察到清晰的染色体形态ꎬ 因此对其取样时间和根

尖长度、预处理方法及酸解时间进行了优化研究ꎮ
染色体制片若要获得较多的分裂相ꎬ需保证

植物细胞处于旺盛的有丝分裂期ꎬ因此需要找到

最佳的取材时间点ꎬ同时控制好根尖长度ꎮ 前人

研究表明ꎬ大多数植物在 ８:００—１１:００ 内的某个

时间段内取材ꎬ中期分裂相较多ꎬ染色体制片成功

率较高ꎬ如橡胶草(Ｔａｒａｘａｃｕｍ ｋｏｋ￣ｓａｇｈｙｚ) (杨玉双

等ꎬ２０１７)、白刺花 ( Ｓｏｐｈｏｒａ ｄａｖｉｄｉｉ) (雷文英等ꎬ
２０１７)、 黄 花 芥 蓝 [ ｙｅｌｌｏｗ￣ｆｌｏｗｅｒ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｋａｌｅ
(Ｂｒａｓｓｉｃａ ａｌｂｏｇｌａｂｒａ)](夏雪等ꎬ２０１６)等ꎮ 本研究

中ꎬ石山苣苔属植物取材时间为 ８:３０—９:００ 时ꎬ
中期分裂相较多ꎬ这与大多数植物常规取材时间

一致ꎮ 此外ꎬ根尖长度对分裂相的多少也有明显

影响ꎮ 前人研究表明ꎬ北柴胡(Ｂｕｐｌｅｕｒｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅ)
的根尖长度为 ０.５ ~ １ ｃｍ 时ꎬ中期分裂相较多(何
倚涟 等ꎬ ２０１８ )ꎻ 青 花 菜 ( Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃｅａ ｖａｒ.
ｉｔａｌｉｃａ)的根尖长度为 １.３ ~ １.５ ｃｍ 时ꎬ中期分裂相

最多(张红梅等ꎬ２００９)ꎻ不结球白菜(Ｂ. ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ
ｓｓｐ. ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ)的根尖长度为 １ ~ ２ ｃｍ 时ꎬ中期分裂

相数目较多(郑金双等ꎬ２０１１)ꎮ 本研究结果表明ꎬ
石山苣苔属根尖长度为 １ ~ １.５ ｃｍ 时ꎬ中期分裂相

较多ꎮ
预处理是染色体制片过程的关键环节ꎬ由于

植物自身存在的差异ꎬ在实验过程中预处理液及

预处理时间也存在着差别(刘丹等ꎬ２０１５)ꎮ 本研

究对比不同预处理液的制片效果后认为ꎬ四种(含
一变种)石山苣苔属植物采用 ０.００２ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ８￣羟
基喹啉溶液作为预处理液制片效果最好ꎮ 这与李

懋学和张赞平( １９９６)提出的多种小染色体植物

如大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ) 、水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)等宜用
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Ａ. 根尖长度 ０.５ ｃｍꎻ Ｂ. 根尖长度 １~ １.５ ｃｍꎻ Ｃ. 根尖长度 ２~ ４ ｃｍꎮ
Ａ. Ｒｏｏｔ ｔｉｐ ｌｅｎｇｔｈ ０.５ ｃｍꎻ Ｂ. Ｒｏｏｔ ｔｉｐ ｌｅｎｇｔｈ １－１.５ ｃｍꎻ Ｃ. Ｒｏｏｔ ｔｉｐ ｌｅｎｇｔｈ ２－４ ｃｍ.

图 １　 不同根尖长度染色体制片效果
Ｆｉｇ. １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｓｑｕａｓｈｉｎｇ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｏｏｔ ｔｉｐ ｌｅｎｇｔｈｓ

Ａ. ０.０５％秋水仙素溶液预处理 ４ ｈꎻ Ｂ. ０ ℃冰水混合物预处理 ２４ ｈꎻ Ｃ. ０.００２ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ８￣羟基喹啉溶液预处理 ５ ｈꎮ
Ａ. Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ０.０５％ ｃｏｌｃｈｉｃｉｎｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｆｏｒ ４ ｈꎻ Ｂ. Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ０ ℃ ｉｃｅ ｗａｔｅｒ ｍｉｘｔｕｒｅ ｆｏｒ ２４ ｈꎻ Ｃ. Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ０.００２ ｍｏｌ􀅰
Ｌ￣１ ８￣ｈｙｄｒｏｘｙｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｆｏｒ ５ ｈ.

图 ２　 不同预处理的染色体形态比较
Ｆｉｇ. ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

Ａ. 解离 ２ ｍｉｎꎻ Ｂ. 解离 ４ ｍｉｎꎻ Ｃ. 解离 ６ ｍｉｎꎮ
Ａ. Ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｆｏｒ ２ ｍｉｎꎻ Ｂ. Ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｆｏｒ ４ ｍｉｎꎻ Ｃ. Ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｆｏｒ ６ ｍｉｎ.

图 ３　 不同解离时间下细胞分裂相形态
Ｆｉｇ. ３　 Ｃｅｌｌ ｄｉｖｉｓｉｏｎ ｐｈａｓｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
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ＡꎬＢ. 石山苣苔原变种ꎻ ＣꎬＤ. 齿缘石山苣苔ꎻ ＥꎬＦ. 弄岗石山苣苔ꎻ ＧꎬＨ. 石山苣苔未定名种ꎮ
ＡꎬＢ. Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｄｅａｌｂａｔｕｓ ｖａｒ. ｄｅａｌｂａｔｕｓꎻ ＣꎬＤ. Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｄｅａｌｂａｔｕｓ ｖａｒ. ｄｅｎｔｉｃｕｌａｔｕｓꎻ ＥꎬＦ. Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｌｏｎｇａｎｇｅｎｓｉｓꎻ ＧꎬＨ. Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｓｐ.

图 ４　 石山苣苔属四种(含一变种)植物的染色体数目
Ｆｉｇ. ４　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｓｐｅｃｉｅｓ (ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｏｎｅ ｖａｒｉｅｔｙ) ｏｆ Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ

表 ３　 石山苣苔属四种(含一变种)植物的染色体倍性
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｐｌｏｉｄｙ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｓｐｅｉｃｅｓ

( ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｏｎｅ ｖａｒｉｅｔｙ) ｏｆ Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ

物种名
Ｓｐｅｃｉｅｓ

染色体倍性
Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｐｌｏｉｄｙ

石山苣苔原变种
Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｄｅａｌｂａｔｕｓ ｖａｒ. ｄｅａｌｂａｔｕｓ

２ｎ ＝ ２ｘ ＝ ３６

齿缘石山苣苔
Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｄｅａｌｂａｔｕｓ ｖａｒ. ｄｅｎｔｉｃｕｌａｔｕｓ

２ｎ ＝ ２ｘ ＝ ３６

弄岗石山苣苔
Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｌｏｎｇａｎｇｅｎｓｉｓ

２ｎ ＝ ２ｘ ＝ ３６

石山苣苔未定名种
Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｓｐ.

２ｎ ＝ ２ｘ ＝ ３６

０.００２ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ８￣羟基喹啉溶液作预处理液是一致

的ꎮ 韩杰等(２０１８)研究染色体非常小的薄壳山核

桃(Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ )时认为ꎬ用 ０.０１％的秋水仙

素溶液进行预处理效果较好ꎬ而用 ０.００２ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１

８￣羟基喹啉溶液效果较差ꎻ但本研究中ꎬ用０.０５％
的秋水仙素溶液作为预处理液效果较差ꎬ而用

０.００２ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ８￣羟基喹啉溶液效果较好ꎮ 这可能

是由于秋水仙素浓度的高低或不同植物特性导致

的预处理效果不同ꎮ 本研究中ꎬ０ ℃冰水作为预处

理液对部分物种适用ꎬ以往测定的三种石山苣苔

属植物染色体数目也是采用 ０ ℃冰水作为预处理

液(刘瑞瑞等ꎬ２０１４)ꎮ 但是ꎬ本研究中弄岗石山苣

苔相对于其他物种ꎬ不宜采用 ０ ℃ 冰水进行预

处理ꎮ
酸解过程中ꎬ时间过短ꎬ细胞壁难以被破坏ꎬ

染色体不易分散ꎻ时间过长ꎬ容易造成染色体断裂

或缺失ꎮ 因此ꎬ在实验过程中要准确地控制好各

种材料的解离时间ꎮ 本研究中ꎬ四种(含一变种)
石山苣苔属植物适宜的解离时间为 ４ ｍｉｎꎬ这与以

往报春苣苔属和石山苣苔属染色体酸解时间 ３
ｍｉｎ 较接近(Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２ꎻ刘瑞瑞等ꎬ２０１４)ꎮ

总的来说ꎬ不同物种之间的制片方法存在差

异ꎬ需要通过多次实验并结合植株本身特性才能

得到最佳的染色体制片方案ꎮ 本研究对石山苣苔

属植物叶片根尖染色体制片技术进行了初步探

索ꎬ可为石山苣苔属及其近缘属植物的染色体制

片提供借鉴ꎮ
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图 ５　 在核糖体 ＩＴＳ 最大似然树上追踪石山苣苔属和报春苣苔属染色体数目的演化
Ｆｉｇ. ５　 Ｔｒａｃｉｎｇ ｔｈｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ａｎｄ Ｐｒｉｍｕｌｉｎａ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ＩＴＳ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｔｒｅｅ

３.２ 石山苣苔属染色体数目和倍性分析

本文首次对该四种(含一变种)石山苣苔属植

物的染色体数目开展研究ꎮ 四种(含一变种)植物

染色体数目一致ꎬ均为二倍体(２ｎ ＝ ２ｘ ＝ ３６)ꎬ结合

已报道的 Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｈａｎｃｅｉ 染色体数目 ２ｎ ＝ ２０(曹
丽敏等ꎬ２００３)可知ꎬ目前该属染色体数目有 ２ｎ ＝
２０、２ｎ ＝ ３６ 两种类型ꎬ染色体基数有 ｘ ＝ １０、ｘ ＝ １８
两种类型ꎮ 在研究的四个物种(含一变种)中ꎬ石
山苣苔未定名种的 ＩＴＳ、 ｔｒｎＬ￣Ｆ 序列与 Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ
ｈａｎｃｅｉ 一些个体的序列无差异ꎬ在分子系统树上表

现为与 Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｈａｎｃｅｉ 的一些个体聚在一起ꎮ
但是ꎬ石山苣苔未定名种与 Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｈａｎｃｅｉ 有较

明显的形态差别ꎬ如叶片形状和大小、花冠颜色和

下唇内侧条纹等都有所差别ꎬ推测其可作为石山

苣苔属的变种ꎮ 已报道的 Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｈａｎｃｅｉ 的染

色体数目为 ２ｎ ＝ ２０(曹丽敏等ꎬ２００３)ꎬ但与其亲缘

关系最近的石山苣苔未定名种染色体数目为 ２ｎ ＝
３６ꎬ其他已知的石山苣苔属植物染色体数目也均

为 ２ｎ ＝ ３６ꎮ 因此ꎬ在今后的研究中需进一步验证

Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｈａｎｃｅｉ 的染色体数目ꎬ同时需要对更多
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的石山苣苔属植物的染色体数目进行研究ꎬ从而

明确该属物种的染色体数目类型ꎮ
由对石山苣苔属和其姐妹属报春苣苔属的染

色体 数 目 和 倍 性 分 析 可 知ꎬ 石 山 苣 苔 属 除

Ｐｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｈａｎｃｅｉ 以外ꎬ其余物种染色体数目一致ꎬ
均为二倍体ꎻ报春苣苔属除弄岗报春苣苔有四倍

体个体以外ꎬ其余物种染色体数目和倍性与石山

苣苔属一致(Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２ꎻ刘瑞瑞等ꎬ２０１４ꎻＫａｎｇ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎮ 染色体数目、倍性的一致性印证了

两属间存在很近的亲缘关系ꎬ这与分子系统发育

的研究结果相一致ꎮ
３.３ 石山苣苔属和报春苣苔属染色体数目的演化

与两属间物种多样性分化

对石山苣苔属和报春苣苔属染色体数目已报

道的数据进行收集和整理ꎬ从在分子系统树上追

踪染色体数目的变化可以看出ꎬ虽然两属之间及

两属各自的最近共同祖先染色体数目都不明确ꎬ
但除了个别物种染色体数目有变化外ꎬ两属的染

色体数目高度一致(均为 ２ｎ ＝ ３６)ꎬ且已知染色体

数目的物种在分子系统树各分支上均有代表ꎬ从
而推测两属之间、两属各自的最近共同祖先及两

属内部各枝系的祖先染色体数目为 ２ｎ ＝ ３６ 的可能

性最大ꎮ
多倍体植物在自然界中普遍存在ꎬ多倍化是

植物演化和物种形成过程中最重要的细胞遗传学

机制之一( Ｓｏｌｔｉｓ ＆ Ｓｏｌｔｉｓꎬ１９９９)ꎮ 前人研究表明ꎬ
多倍化可能显著增加物种的多样性ꎬ增强植株对

环境的适应性( Ｖａｎ ｄｅ Ｐｅｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００９ꎻＳｏｌｔｉｓ ｅｔ
ａｌ.ꎬ２０１５)ꎮ 反之ꎬ前人也有研究表明ꎬ多倍化能减

慢物种分化进而呈现较低多样性(Ｍａｙｒｏｓｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１１)ꎮ 在物种数量上ꎬ石山苣苔属约 ４１ 种ꎬ而报

春苣苔属有 ２００ 余种ꎬ两属物种数量相差 ５ ~ ６ 倍ꎮ
报春苣苔属植物适应性强ꎬ不同种类所适应的生

境有时截然不同ꎬ多数种类生长在阴湿的林下石

壁或岩溶洞穴中ꎬ大都具有扁平叶ꎻ另一些种类则

适应了干旱、高温环境ꎬ生长在毫无遮阴、阳光直

射的裸露岩石石缝或岩石表面上ꎬ叶片变为肥厚、
多汁的棒状ꎬ与生长在荒漠中的仙人掌科或景天

科的多肉植物接近(王莉芳等ꎬ２００９ꎻ韦毅刚等ꎬ
２０１０)ꎮ 虽然 Ｃｈｒｉｓｔｉｅ ｅｔ ａｌ.(２０１２)推断广义报春苣

苔属的染色体数目 ２ｎ ＝ ３６ 起初可能是由祖先具有

染色体数目为 ２ｎ ＝ １８ 直接加倍而来ꎬ但是报春苣

苔属和石山苣苔属植物中除了一个多倍体外ꎬ其
他都没有出现多倍化且染色体数目极其稳定ꎬ仅
个别物种中存在基因组加倍个体ꎮ 显然ꎬ两属物

种多样性差异及物种环境适应性转变与基因组加

倍事件无关ꎮ
植物在演化过程中ꎬ除了多倍化以外ꎬ还出现

了染色体的断裂或融合ꎬ使得细胞丢失或增加一

条或 若 干 条 染 色 体ꎬ 即 非 整 倍 化 ( Ｏｌｓｏｎ ＆
Ｇｏｒｅｌｉｃｋꎬ２０１１)ꎮ 在石山苣苔属和报春苣苔属中ꎬ
除了个别物种外ꎬ几乎所有种类染色体条数高度

一致(２ｎ ＝ ３６)ꎬ因此多倍化和非整倍化在两姐妹

属植物演化和物种形成过程中的作用很小ꎮ 但

是ꎬ值得关注的是ꎬＰｅｔｒｏｃｏｄｏｎ ｈａｎｃｅｉ 的染色体数目

２ｎ ＝ ２０ 与其他 ２ｎ ＝ ３６(７２)不呈倍数关系ꎮ 如果

该种染色体数目确实无误ꎬ那么其演变机制以及

染色体数目的减少对植物适应性有何意义ꎬ值得

深入研究ꎮ 石山苣苔属和报春苣苔属有的物种具

有 １ 个或 ２ 个随体ꎬ有的物种并无随体(刘瑞瑞ꎬ
２０１３)ꎮ 染色体结构是否存在其他变化ꎬ如染色体

重排、互相转座和臂间倒位等ꎬ以及它们在石山苣

苔属和报春苣苔属植物物种分化过程中是否起作

用ꎬ还有待于进一步研究ꎮ
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