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牡丹种质资源遗传多样性研究进展
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　　摘　要:种质资源是现代育种和生物技术研究的物质基础。牡丹种质资源的研究为探讨牡

丹的起源 、进化 、分类 、育种和资源利用提供科学依据。通过对牡丹种质资源概况的介绍 ,综述牡

丹形态学 、细胞学及 DNA分子标记等几方面种质资源遗传多样性的研究进展 ,探讨牡丹种质资

源遗传多样性的研究现状及尚需解决的问题 ,并就进一步开展牡丹种质资源的研究进行了分析。
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　　牡丹(Paeonia Suff ruticosa Andr.)为芍药科(Paeoni-

aceae)芍药属(Paeonia L.)牡丹组(Sect.MoutonDC.)

多年生落叶灌木。别名:鹿韭 、木芍药 、花王 、洛阳王、富

贵花 、谷雨花。牡丹 ,是中国固有的特产花卉 ,有数千年

的自然生长和两千多年的人工栽培历史。现在栽培区

域遍及全国各地。其花大 、形美、色艳 、香浓 ,为历代人

们所称颂 ,具有很高的观赏和药用价值 ,根据最新的牡

丹分类系统 ,牡丹组共有 8个种 ,其中 3种有 2个亚种 ,

分布于河南 、甘肃 、陕西 、山西 、安徽、湖北 、四川 、云南和

西藏等 9个省区[ 1] 。

中国是全部牡丹种类的原产地和原生多样性中心 ,

是品种起源 、演化和发展的中心 ,遗传资源十分丰富 ,在

系统演化 、生物多样性保护和栽培牡丹品种培育和改良

等一系列研究中具有重要的价值。牡丹栽培历史悠久 ,

在长期的驯化栽培 、自然和人工选择下 ,形成了丰富的

遗传变异 ,再加上牡丹能以多种方式繁殖 ,使得其遗传

关系模糊不清。到目前为止 ,对牡丹组植物的亲缘关系

和遗传多样性仍然缺乏完整的了解
[ 2]
。现就牡丹种质

资源遗传多样性研究的相关情况作一总结 ,以利于进一

步开展牡丹种质资源分子系统学研究。

1　牡丹种质资源概况
中国是牡丹的故乡 ,种质资源十分丰富 ,牡丹组植

物几乎全部原产我国 ,成为世界牡丹野生种类最主要的

分布中心和原产地。我国牡丹野生种质资源丰富 ,牡丹

组所有各种(含亚种 、变种 、变型)在我国均有分布 ,是大

多数种类的唯一原产地。而且经过长期的自然选择和

人工选育 ,培育出了众多的牡丹栽培品种 ,种质资源十

分丰富。中国牡丹野生种的数量一直没有定论 ,一方面

因为新种在不断发现 ,另一方面因为一些种的分类地位

在随时更新
[ 3]
。近几年 ,植物形态学 、解剖学 、细胞核型

分析及分子生物技术的发展 ,为牡丹植物的分类和鉴定

提供了重要依据。

洪德元等
[ 4]
在前人研究的基础上 ,通过大量的野外

考察和分析 ,对牡丹的种类开展了全面的研究 ,查清了

牡丹组的地理分布范围 ,整理了牡丹分类和命名方面的

混乱 ,对芍药属牡丹的分类进行了全面 、系统的修订 ,将

牡丹组分为8个种 ,其中 3个种各包含2个亚种 ,另有2

个杂种 ,牡丹组植物根据其花盘质地和形成的不同可分

为 2个亚组:①革质花盘亚组(Subsect Vaginatae F.C.

stern):包括牡丹(la 牡丹(原亚种)Paeonia suf fruticosa

Andrew s subsp.su f f ruticosa 1b银屏牡丹 Paeonia suf -

f ruticosa Andrew s subsp.y inpingmudanD.Y Hong , K.

Y.Pan et Z.W.Xie;)、矮牡丹(P.suf fruticosa An-

drew .var.spontanea Rehd or P.j ishanensis T.Hong et

W.Z.Zhao)、卵叶牡丹(P.qiui Y.L.Pei et D.Y.

Hong)、紫斑牡丹(原亚种 P.rockii(S.G.Haw et L.

A.Lauener)T .Hong et J.J.Li subsp.rockii ,Sb太白山

紫斑牡丹 P.rockii(S.G.Haw et L.A.Lauener)T Hong

et J.J.Li subsp.taibaishanica D.Y.Hong)、杨山牡丹

(凤丹 ,P.ostii T.Hong et J.X.Zhang)、四川牡丹(原亚

种 P.decomposita Hand.-Mazz.Subsp.decomposita , bb

圆裂四川牡丹 P.decornposita Hand.-Mazz.subsp.ro-

tundiloba D.Y Hong;)等野生种。 ②肉质花盘亚组

(Subsect Delavayanae F.C.Stern):包括滇牡丹(P.dela-

vayi Franch.)、大花黄牡丹(P.ludlowii D.Y.Hong)等

野生种(中国牡丹全书)。其中四川牡丹(P.decomposi-

ta)和紫斑牡丹(P.rocki i)各含 2个亚种 ,2个杂种是保

康牡丹 P.baokangenensis Z.L.Dai et T.Hong(P.
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rocki i and P.qiui)和延安牡丹 P.yananensis T.Hong et

M.R.Li(P.rockii and P.j ishanensis)。

中国牡丹经过约 1 500多年的自然选择与人土栽

培 ,形成具有不同花瓣颜色 、数目 、花型和叶型的栽培品

种近 1 500个 ,栽培遍布全国各主要城市。按分布现已

形成了4个主要的品种群[ 5] :中原牡丹品种群 、西北牡丹

品种群(甘肃 、陕西 、青海和宁夏等省)、江南牡丹品种群

(安徽 、浙江、江苏 ,上海等省地)和西南牡丹品种群(四川

省)。其它还有一些小型的品种群如延安牡丹品种群 、

鄂西(保康)牡丹品种群等。其中 ,以河南洛阳 、山东菏

泽为栽培中心的中原牡丹形成历史最久 ,园艺化最早 ,

品种最多 ,是中国牡丹最大的栽培品种群 ,也是全国各

地牡丹精品的荟翠 ,对全国乃至世界各地栽培牡丹有着

深刻的影响。在中国牡丹栽培发展的同时 ,日 、英、法 、

美等国早就进行着牡丹的引种和杂交育种工作 ,目前已

形成各具特色的牡丹品种群[ 6] 。

日本现有牡丹品种300余个 ,其中约 200个为日本培

育的品种。其中有一个特殊的品种—寒牡丹(P.suf fru-

ticosa var.hiberniflora Maino),可以不需要特殊管理就能

在冬季露地气温较低的条件下正常生长并开花 ,目前为日

本特有 ,这对于世界各地牡丹抗寒育种具有重要意义。

以英国和法国为代表的欧洲牡丹品种群 ,与中国牡

丹完全相同 ,是在欧洲气候条件下中国牡丹改良的产

物。法国 Lemoine系牡丹品种群主要由紫牡丹与黄牡

丹以及矮牡丹的原始品种参与杂交培育形成的黄色系

的杂种后代群体。

美国 Saunders系牡丹品种群主要由紫牡丹和黄牡

丹及大花黄牡丹以及日本牡丹品种杂交而培育出的 ,花

色以墨紫色系和黄色系为主。

牡丹品种通常根据花型和花色进行品种分类。按花

色分为十种:黄色、绿色、白色 、粉色 、蓝色、红色 、紫红色 、

紫色 、墨紫色 、复色 ,是应用最早 、最普通且较直观的方法 ,

具有较强的使用性。王莲英提出了系、群 、类、型 、品种五

级分类系统[ 7] 。目前这一标准已得到学术界的公认。

中国牡丹种质资源的收集和保存主要有菏泽和洛

阳的中原品种群资源圃;甘肃省兰州市的西北牡丹品种

群资源圃;四川省彭州市的西南牡丹品种群资源圃;安

徽省铜陵市江南牡丹品种群资源圃;还有全国各地的生

产和科研单位搜集和保存的其他牡丹种质资源。

2　牡丹遗传多样性研究
目前牡丹组植物的遗传多样性研究主要是形态学 、

细胞学和分子生物学手段。

2.1　形态学研究

Zhou等
[ 8]
对芍药属牡丹组全部野生种40个居群进

行了基于形态学证据的系统学分析。分别构建了在 25

个形态学性状基础上的所有研究类群的距离树(UPG-

MA ,NJ)和最大简约树(MP)。在由形态和细胞学关系

都很近的 5 个种(牡丹 P.suf fruticosa 、矮牡丹 P.j is-

hanensis、卵叶牡丹P.qiui 、紫斑牡丹 P.rockii和凤丹 P.

ostii)构成的分支内部在距离树(UPGMA 和 NJ)中 ,每

个种的所有居群都首先形成1个单系类群 ,然后才与其

他种的居群相聚。牡丹 、滇牡丹和凤丹的全部群体未能

形成一个单系群。

袁涛等[ 9]应用花粉形态和植株的外部形态特征数

据进行了聚类分析(UPGMA),结果显示 5个种被明显

地区分 ,其中卵叶牡丹与矮牡丹亲缘关系最近 ,其余依

次为杨山牡丹与紫斑牡丹 ,四川牡丹与其它各种亲缘关

系较远。延安牡丹性状介于矮牡丹与紫斑牡丹之间。

袁涛和王莲英
[ 10]
重点观察了中国栽培牡丹在种级

水平上的分类性状 ,略去花型 、瓣形 、重瓣性等观赏性

状 ,结合已有的工作和历史文献 ,认为中国栽培牡丹起源

于矮牡丹 、紫斑牡丹 、杨山牡丹、卵叶牡丹 ,`凤丹'系列品

种直接起源于杨山牡丹 ,少数传统西北品种直接起源于紫

斑牡丹 ,中国栽培牡丹及其瓣基紫斑主要来源于杂交。

2.2　细胞学研究

李懋学等
[ 11]
首先报道了中原牡丹传统的老品种三倍

体的“首案红”核型公式、花粉母细胞减数分裂过程 ,发现

分裂极不同步 ,染色体配对复杂。随后王莲英等
[ 12]
、张赞

平等[ 13] 、于玲等[ 14]分别对中原品种 、江南品种和西北品种

的染色体数目 、核型、C带及花粉母细胞等方面进行了一

系列的研究和报道。他们研究发现 ,无论是中原 、西南品

种还是西北品种在染色体数目上基本是二倍体。

侯小改等[ 15] 综述了中国牡丹的染色体研究现状及

进展 ,着重介绍了中国牡丹野生种及栽培种的染色体数

目 、核型 、Giemsa C带 、银染带等研究成果。成仿云[ 16]对

紫斑牡丹的花粉发育过程研究发现紫斑牡丹的花粉具

有二型性:正常花粉和异常花粉 ,异常花粉只有少数(不

超过 1%),可朝着形成孢子体的方向发展。韩莉等[ 17]

观察了牡丹小孢子的发生过程与雄配子体的发育过程 ,

发现牡丹花药壁为基本型;花粉母细胞减数分裂为同时

壁;成熟花粉为 2细胞型。

2.3　蛋白质标记

于玲等[ 18]用SDS —聚丙烯酰胺凝胶电泳技术研究

6个牡丹野生原种的蛋白质谱带 ,用排序法对蛋白质谱

带间相似性进行了定量分析 ,结果显示紫斑牡丹 、四川

牡丹 、矮牡丹间存在一定亲缘关系 ,黄牡丹与狭叶牡丹

(滇牡丹)间也有较近亲缘关系 ,大花黄牡丹与其它 5个

种间关系较远。

2.4　RAPD标记

Hosoki等
[ 19]
对日本和中国的 19个栽培牡丹品种

的亲缘关系进行了 RAPD分析 ,供试品种聚类后被分为

4组 ,但与经典的叶型和花型的分类不太一致。邹喻苹
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等[ 20] 用RAPD分析了牡丹组种内和种间遗传关系 ,使用

材料包括 7种 15个居群 59个供试样品。用 UPGMA

法构建树系图表明每个种的所有个体都能各自聚为一

支 ,种内相似性系数 0.60 ～ 0.90 ,参试的 7个种能很好

地分开 ,与洪德元等(1999)根据形态性状对该组所做的

分类处理基本相符;各种间的聚类分支关系与肉质花盘

和革质花盘亚组相对应 ,并认为 RAPD技术用于牡丹的

基因组分析是灵敏而有效的工具。

陈向明等[ 21]对 7种花色系的35个牡丹栽培品种进

行RAPD分析 , 34个随机引物共扩增出418个位点 , 其

中337个(80.62 %)多态位点表明受试品种间丰富的遗

传多态性。同一花色的不同品种间和不同花色系间都

存在较大的遗传多态性 , 不同花色系间多态性位点频率

大小依次排序为蓝色系>黄色系>深红色系>黑色

系>白色系>绿色系>红色系;利用 UPGMA 软件

进行聚类分析 , 35个品种被分为5个遗传聚类组 , 除红

色系外 , 其它6种花色与遗传聚类组的划分无必然相关

性。来源相同花色一致的牡丹品种之间亲缘关系相对

较近 ,但产地来源对牡丹品种的亲缘关系的影响比花色

更为突出。孟丽和郑国生
[ 22]
利用 RAPD技术对芍药属

牡丹组的11个野生牡丹类群和12个栽培牡丹品种间的

亲缘关系进行了研究。对扩增结果进行 UPGMA聚类分

析表明:革质花盘亚组的野生类群与栽培品种聚为一类 ,

革质花盘亚组各野生种与栽培品种间的亲缘关系都比较

近。5个野生种与栽培牡丹间亲缘关系从近到远依次为:

杨山牡丹 、四川牡丹 、卵叶牡丹 、紫斑牡丹和矮牡丹。

苏雪等[ 23]应用 RAPD技术对甘肃栽培紫斑牡丹品

种的分类进行了初步研究。筛选出 10个随机引物在 16

个品种中共扩增出 120个位点 ,其中 114个位点呈多态

性 ,4个位点具品种专一性。根同一品种不同个体间与

不同品种间在遗传距离上无明显差异 ,暗示在甘肃栽培

牡丹品种中可能存在同物异名和同名异物。结果表明 ,

RAPD技术能够克服传统上根据形态学性状对品种进

行分类的缺点 ,可用于牡丹栽培品种的鉴定。

2.5　ISSR标记

索志立等[ 24]以杨山牡丹作母本 ,分别以牡丹品种'赵

粉和'紫二乔作父本 ,进行人工杂交 ,获得了杂交后代。

利用 ISSR标记技术构建的亲子代 DNA指纹图谱显示 ,

在杂交后代中检测到了分别来自双亲的特征带。建立

起来的专用于牡丹研究的 ISSR标记技术方法可以用于

牡丹杂交种的苗期快速鉴定。索志立等
[ 25]
以紫斑牡丹

作母本(♀),分别以 3个牡丹品种`海棠争润' 、̀胭脂

红'和`盛丹炉' 作父本(♂),进行人工杂交 ,获得了杂

交后代。利用 ISSR标记技术构建的亲子代 DNA指纹

图谱显示 ,在杂交后代中检测到了分别来自双亲的特征

带 ,因而在DNA水平上证实了花瓣基部带紫斑的栽培

牡丹品种杂交起源的可能性。杨淑达等[ 26] 应用 ISSR标

记对中国西南地区特有植物滇牡丹(Paeonia delavay i)

的遗传多样性进行了研究。从 100个引物中筛选出 10

个用于正式扩增 ,在取自16个自然居群和1个迁地保护

居群的 511个个体中 ,检测到 92个多态位点 ,结果表明:

滇牡丹遗传多样性水平较高 ,居群间遗传分化较大。

Suo等[ 27] 以牡丹叶部 12个形态特征结合 ISSR标

记对牡丹进行品种鉴定。研究结果表明 ,ISSR标记分析

和叶形态特征数量分类的研究结果之间有相同之处 ,但

也存在差异 ,遗传关系的划分与花型和花色之间没有发

现相关性。王佳等[ 28]以“凤丹”(P.ostii)基因组 DNA为

模板 ,采用正交试验设计方法 ,研究牡丹 ISSR反应体系

的影响因素 ,建立了适合牡丹的 ISSR反应体系及程序。

索志立
[ 29]
在对已知的 ISSR引物的筛选未获得良好的

PCR扩增结果上 ,报道牡丹鉴定用 ISSR引物的设计与

开发新途径。

2.6　AFLP标记

周兴文等
[ 30]
采用改进的 SDS方法 ,从牡丹成熟叶

片中提取基因组DNA ,所得DNA样品的A260/A280值

在 1.7 ～ 1.8之间 ,琼脂糖凝胶电泳主带清晰 、DNA纯度

高 、较少降解 、不含酶反应抑制剂 ,可被 MseⅠ和PstⅠ两种

限制性内切酶完全酶切.通过酶切连接 、预扩增 、选择性

扩增 、银染等试验过程 ,成功建立了牡丹品种 AFLP 银

染反应体系 ,得到了清晰的指纹图谱 ,对扩增结果进行

聚类分析 ,得到了 23个牡丹品种的聚类分析图。

侯小改等[ 31 , 32]利用荧光标记AFLP技术 ,采用 8对

M+3和 P+3引物组合对 30份牡丹栽培品种进行了总

基因组 DNA 水平上的多态性检测。对 4个牡丹野生种

和 26个矮化及高大品种间的亲缘关系进行了分析 ,共

获得 1 133条可统计的条带 ,其中 948条呈多态性 ,多态

性带百分率达84%,揭示了牡丹组植物丰富的遗传多样

性。8组引物在 30个品种中检测到数目不等的品种特

异带型 ,这些品种的特异带型对供试牡丹品种具有一定

的鉴别价值。8对引物能将 30个牡丹品种完全区分开 ,

聚类分析结果表明多数来源地相同的牡丹种质表现出

较为密切的亲缘关系。聚类结果表明:在受试的4个牡

丹野生种中 ,与栽培牡丹亲缘关系从近到远依次为:杨

山牡丹、矮牡丹 、紫斑牡丹和卵叶牡丹;矮牡丹和卵叶牡

丹有较近的亲缘关系。牡丹品种间的聚类结果表明 ,部

分矮化品种 、高大品种分别相聚 ,而一些矮化与高大品

种也相聚 ,不同相似系数的遗传聚类划分与株高间并没

有完全一致的关系 ,但在其他性状相差不大时 ,株高相

近的品种间亲缘关系相对较近。刘萍等
[ 33]
利用 AFLP

技术对 30个牡丹品种的遗传多样性进行了研究。用3对

引物组合进行选择性扩增 ,共产生 151个位点 ,其中 96个

为多态性位点 ,占 63.5%,其中2个受试品种产生了特异
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性位点。聚类分析结果显示 ,遗传距离0.25 ,将 30个牡丹

品种划分为5个聚类组 ,与传统分类结果基本一致。

2.7　序列分析

Sang , et al[ 34] 对芍药 11个被认为是非杂种起源的

种的 Adh基因(Alcohol dehydrogenase genes)进行了序

列分析 ,结果发现 Adh1B只存在于牡丹组中 ,进一步的

分子变化速率的测定表明在芍药属中灌木的牡丹组内

的进化速率比其他组进化速率相对较慢。Tank , et al[ 35]

对芍药属 13 个种的 19份材料核编码叶绿体表达的

GPAT 基因克隆和测序 ,利用简约性分析建立的GPAT

基因的系统发育关系 ,为种间演化关系提供了新证据;

证明了低拷贝基因的内含子对低分类等级近缘类群间

关系的研究能提供特别有用的信息。由于序列分析主

要应用在芍药组的研究上 ,因此 ,对于牡丹组所提供的

信息非常有限。

赵宣等[ 36]对采自 15个野生居群 ,代表牡丹组全部

8个野生种的15份材料的GPAT 基因片段(外显子5和

6之间2 kb的内含子)进行了 PCR-RFLP 分析 ,并对代

表牡丹组全部 8个野生种的 9份材料进行了测序。根

据12个限制性内切酶的 PCR-RFLP 数据 ,建立了牡丹

组种间亲缘关系网络树。该基因树所显示的牡丹组种

间关系与根据形态学[ 1] 证据提出的牡丹组的种间关系

基本吻合。滇牡丹和大花黄牡丹聚成一支 ,而其余 6个

种聚成另一支 ,结果显示银屏牡丹与凤丹的亲缘关系密

切 ,矮牡丹和卵叶牡丹的亲缘关系很近。紫斑牡丹和四

川牡丹的关系有待更进一步的研究。

3　展望
中国牡丹种质资源种类齐全 ,数量众多 ,但是目前

对其利用的还较少 ,收集 ,整理和保存工作还需进一步

加强 ,尤其是种质资源的整理和评价 ,离体超低温保存

工作应是今后的工作方向。

目前对牡丹组植物遗传多样性的研究主要集中在

形态特征 、细胞学特征 , RAPD技术 、ISSR技术 、AFLP

技术和基因序列分析等方面。与其他物种相比 ,所采用

的分子标记技术有限 ,研究手段还比较滞后 ,应开发更

多更实用的牡丹分子标记技术 ,构建牡丹遗传图谱 ,进

行目的基因的分离与克隆 ,研究基因的表达与调控。

牡丹种质资源遗传多样性研究由于不同研究所用

的材料不完全相同 ,所获结果并不完全一致 ,对其遗传

多样性的了解也有限。牡丹组不同种或者品种群间的

相互关系 ,栽培牡丹的起源途径和方式等尚未完全明

了 ,有待进一步的研究。可利用多种分子标记技术 ,对

中国牡丹组植物资源进行亲缘关系和遗传背景的研究 ,

建立核心种质库 ,开发优良性状基因的分子标记。
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大白菜应用小孢子培养应注意的问题

轩正 英
(塔里木大学植物科技学院 ,新疆阿拉尔 843300)

　　摘　要:综述了白菜育种中应用游离小孢子培养技术所应注意的基因型和供体植株的选择 、

挑选合适大小的花蕾 、植株再生以及移栽技术 、倍性鉴定等问题 ,以便提高该技术在白菜育种工

作中利用的成功率和效率。

关键词:大白菜;游离小孢子;培养技术
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　　大白菜属于异花授粉作物 ,其杂种优势十分明显。

近年来 ,常规育种的不足在实际工作中日渐明显 ,因此 ,

各国学者开始寻找育种的新途径、新方法。游离小孢子

培养技术是近年来兴起的一门加快育种进程的新方法。

它具有单细胞 、单倍体和较高胚胎发生率及较高同步性

等特点 ,通过这种途径可以迅速获得纯合亲本系统 ,大

大加快育种进程。因此 ,该技术近几年被广大育种工作

者广泛利用。但仍有一些方面需要进一步改进和提高 ,

育种工作中利用小孢子培养技术应注意以下问题。

1　选择合适的材料
不同基因型材料的出胚率差异很大。近年来 ,虽然

在胚状体诱导技术上有了很大的进步 ,但基因型对小孢

子出胚率还有着决定性的影响。有些材料很容易得到

胚状体 ,而有些材料出胚率特别低或者不能出胚。一般

来说选用南方早熟品种和卵圆品种出胚率较高 ,而北方

品种出胚率很低或不能出胚。张凤兰等[ 1] 提出用出胚

率高的品种和不易出胚品种杂交 ,用其后代来进行游离
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方面的研究工作。
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小孢子培养 ,从而提高不易出胚品种的出胚率。目前 ,

利用游离小孢子培养技术还不能达到想要什么材料就

能获得什么材料的地步 ,还需要进一步研究出胚的机理

以及提高出胚率的方法。

2　植株状态
植株状态对出胚率有很大的影响。一般健壮植株

上的小孢子活力好 ,成活率高 ,而老弱病的母体植株的

成胚率明显低于健壮植株。申书兴
[ 2]
研究表明 ,在植株

处于初花期过后末花期以前这段时间采集适宜花蕾 ,并

配合实施连续摘除将开花花蕾 ,可明显提高大白菜小孢

子胚胎发生率。这可能与花蕾发育有较充足的营养供

给 ,从而花蕾内小孢子发育同步性和细胞生理活性得到

提高有关。

3　小孢子发育时期对胚状体发生的影响
小孢子发育时期对胚状体发生率有直接影响。一

般用花蕾长度 ,花瓣长/花药等确定小孢子发育时期。

曹鸣庆
[ 3]
等研究了大白菜蕾长与小孢子发育进程的关

系。当蕾长为2.0 ～ 2.5 mm时 ,小孢子胚发生率最高 ,

此时小孢子处于单核中期至单核靠边期。因此 ,严格挑

选适宜时期的小孢子是能否培养成功的关键问题之一。

在实际进行操作的时候 ,应该严格进行镜检来确定合适
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