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月季种质资源倍性及授粉亲和性鉴定
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摘要 为探究月季不同倍性材料的自交与杂交亲和性，以资源圃 186份不同月季类型为材料，采用流式细

胞仪结合染色体压片方法对所有材料的倍性进行鉴定，并分析不同倍性月季材料的花粉萌发率、自交亲和性以

及杂交亲和性。结果显示，186份材料中，二倍体材料有 64份，主要包括野生种与古老月季；三倍体材料相对较

少，仅有21份；四倍体材料有101份，主要包括现代月季。二倍体材料的花粉萌发率介于16.89%~51.91%，平均

为 32.37%，四倍体材料萌发率介于 40.88%~63.57%，平均为 51.50%，而三倍体月季花粉基本不萌发。进一步

对 53份自交授粉材料与 12份杂交授粉材料的花粉管进行生长状态检测，发现 13份二倍体材料均表现为自交不

亲和，花粉管在花柱 1/3处停止生长；40份四倍体材料均为自交亲和，花粉管能成功进入子房。杂交授粉结果显

示，以四倍体为父本的杂交组合，花粉管均能成功进入子房；而以二倍体为父本的杂交组合，部分杂交组合的花

粉管在花柱中停止生长。结果表明，四倍体材料花粉萌发力较好，且杂交授粉亲和力强，在月季杂交育种中可利

用性高。
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月季（Rosa hybrida）是蔷薇科蔷薇属植物，是世

界四大鲜切花之一，被誉为花中皇后，具有重要观赏

价值［1］。目前育成的月季品种超过 35 000 个，其中

80% 的品种通过人工杂交育种得到［2-3］。现代月季

具有花开多季、花色丰富等特点，但其抗虫、抗病以

及抗逆能力普遍较差，长期的品种间杂交和反复杂

交，导致月季品种的遗传背景狭窄。相较现代月季

品种，野生以及古老月季种质虽不具优良的外观品

质，花色花型单一，但往往具有较强抗性。因此，如

何拓展现代月季种质资源的遗传范围，并有效利用

野生资源是现代月季育种亟需解决的问题。

杂交育种是拓宽品种遗传背景的有效育种途

径，通过杂交可将野生种与古老月季的优良抗性基

因渗入现代栽培品种，培育兼具观赏性与抗逆性的

优良月季新品种［4］。马燕等［5］使用中国古老月季‘秋

水芙蓉’与报春刺玫、单瓣黄刺玫、疏花蔷薇等蔷薇

属野生种进行杂交，获得了‘雪山娇霞’‘一片冰心’

‘春芙蓉’等新品种。杨树华等［6］使用抗寒野生种弯

刺蔷薇与现代月季进行杂交，获得了抗寒月季‘天

香’‘天山白雪’等 5个品种。虽然我国育种家利用野

生种与古老月季进行种质创新取得一定成就，但对

月季亲本杂交组合亲和性的认识还不够全面，亲本

选配仍处于盲目阶段。月季与苹果、梨、草莓等其他

蔷薇科植物一样，普遍具有自交不亲和性状［7］。不同

月季品种相互杂交，如果自交不亲和基因型相同，父

本花粉则不能在母本花柱上正常生长，进而无法获

得杂交后代，这也是许多月季品种杂交无法坐果的

重要原因。因此，对不同月季品种进行自交不亲和

性状的鉴定以及杂交授粉亲和性的研究，对于月季

杂交育种中亲本的选择、遗传改良和种质创新具有

重要的指导意义。

月季野生种存在多种倍性，如中甸刺玫（R. 
praelucens）为十倍体，大叶蔷薇（R. macrophylla）、

刺蔷薇（R. acicularis）和华西蔷薇（R. moyesii）为六
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倍体，狗蔷薇（R. canina）为五倍体，红刺玫（R. mul⁃
tiflora var. cathayensis）为三倍体，单叶蔷薇（R. ber⁃
berifolia）和 长 尖 叶 蔷 薇（R. longicuspis）为 二 倍

体［8-12］。月季自交不亲和性状是否受倍性影响仍未

知。本研究以华中农业大学月季资源圃 186份不同

类型月季为材料，以流式细胞术与茎尖细胞压片的

方法普查资源圃月季倍性多样性情况，设计不同倍

性材料的自交、杂交授粉组合，鉴定其亲和性情况，

以期为月季杂交育种创制新种质提供理论支撑和

技术指导。

1　材料与方法

1.1　植物材料

供试的 186 份资源材料均保存于华中农业大学

月季资源圃，其中野生/古老月季 56 份，现代月季

130份。

1.2　流式细胞仪检测

使用流式细胞仪（Partec，cyflow space，Germa‐
ny），参照解凯东等［13］的方法。以二倍体‘月月粉’

（R. chinensis ‘Old Blush’）作为对照，取 0.5 cm2叶片

于塑料皿中，加入没过叶片的 CyStain DNA 一步法

试剂（Sysmex，Japan）（每 10 mL 一步法试剂加入

0.5 g PVP40粉末），用刀片将其切碎，加入约 1.5 mL 
ddH2O，用 30 μm 的微孔滤膜将样品过滤到 2.5 mL
的上样管中，上样检测。DNA 含量分布曲线由 Flo 
Max软件自动生成。

1.3　染色体制片检测

染色体制片参照于新海等［14］的方法。上午

10：00―12：00 选取幼嫩萌发的月季茎尖，剥去外层

幼嫩叶，纵切茎尖成薄片。0.002 mol/L 8-羟基喹啉

处理 4 h后，用现配的卡诺固定液（无水乙醇∶冰醋酸

=3∶1）于 4℃固定 2 h。镜检前将茎尖用 5 mol/L 盐

酸溶液，37℃处理 10 min。使用卡宝品红染液染色

10 min后，在显微镜下观察有丝分裂中期染色体分裂

情况，并拍照统计染色体条数。

1.4　花粉收集与活力测定

在晴天上午 08：00―11：00，将未开放花朵的花

药收集于培养皿中，28 ℃烘箱散粉过夜。采用含

25% 蔗糖和 0.01% 硼酸的液体培养基测定花粉活

力，滴加 1~2滴液体培养基于凹形载玻片上，将花粉

均匀撒在液体培养基表面，置于 26 ℃恒温培养箱避

光培养 4 h，镜检。花粉管长度大于花粉粒直径视为

生活力较强，短于花粉粒直径或不生长则视为无生

活力花粉或不育花粉。统计有活性的花粉粒与总

花粉粒，重复 3 个视野，每个视野花粉粒数大于

50粒。

1.5　人工授粉试验

选择健壮植株作为授粉母本，去除多余花苞。

在授粉前，除拟进行自交的植株以外，摘除其他母本

植株花朵的花瓣，进行去雄处理。于晴天上午，对母

本进行人工授粉，使用授粉笔蘸取前期测定具有活

力的花粉，均匀涂抹于母本柱头表面，并采取严格的

套袋措施以防止污染。

1.6　授粉亲和性实验

参照 Matton等［15］的方法，采用苯胺蓝染色观察

授粉后花粉管在花柱中的生长情况。将授粉 3 d 后

的柱头置于卡诺固定液（无水乙醇∶冰醋酸=3∶1），

固定 12~24 h，使用 95% 乙醇溶液清洗 3 次，转入

70% 乙醇溶液备用。使用 8 mol/L NaOH 溶液，

65 ℃金属浴 1.5 h，软化柱头。清水清洗表面残余

NaOH，采用苯胺蓝法植物胼胝质染色液试剂盒（So‐
larbio，China）染色 1 h。压片后，正置荧光显微镜下

观察并拍照记录。

2　结果与分析

2.1　不同月季品种倍性鉴定

对华中农业大学月季资源圃 186 份月季材料进

行倍性鉴定：85份材料采用流式细胞术鉴定；28份材

料采用染色体压片鉴定；73 份材料采用流式细胞术

与染色体压片 2种方法结合鉴定，其中 13份材料经 2
种方法检测呈现不同倍性结果，最终这 13份材料的

倍性以染色体压片结果为准（表 1，图 1）。经统计，

资源圃中 54.3% 为四倍体，11.3% 为三倍体，剩余

34.4% 为二倍体。56 份野生/古老月季大多数为二

倍体，三倍体与四倍体均较少，三倍体与四倍体分

别仅有 3 份和 2 份；130 份现代月季多数为四倍体，

总计 99 份，二倍体与三倍体月季分别仅有 13 份和

18份。
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2.2　不同倍性月季花粉生活力检测

为比较不同倍性月季花粉生活力差异，从所鉴定

出的二倍体、三倍体、四倍体材料中各随机选出3份材

料进行花粉活力测试。二倍体材料‘月月粉’、玫瑰与

‘绯红夫人’的花粉萌发率分别为（28.33±2.32）%、

（51.91±4.97）%和（16.88±2.58）%；三倍体材料‘藤

A~C：二倍体材料（A：‘月月粉’；B：玫瑰；C：‘绯红夫人’）； D~F：三倍体材料（D：‘藤冰山’；E：‘安吉拉’；F：‘甜美人’）； G~I：四倍体材

料（G：卡罗拉’；H：‘一见钟情’；I：‘漂亮的吻’）。标尺=500 μm。A-C：Diploid materials （A：R. chinensis ‘Old Blush’； B：R. rugosa； C：R. 

hybrida ‘The Lady's Blush’）； D-F：Triploid materials （D：R. hybrida ‘Ice Burger Climbing’；E：R. hybrida ‘Angela’ ；F：R. hybrida 

‘Sweet Pretty’）；G-I： Tetraploid materials （G：R. hybrida ‘Carola’；H：R. hybrida ‘Coup de Coeur’； I：R. hybrida ‘Pretty Kiss’）. The bar 
is 500 μm.

图2 不同倍性月季材料花粉萌发活性

Fig. 2 Pollen germination activity of the roses with different ploidy

A~C：流式细胞仪倍性鉴定（A：二倍体材料，‘月月粉’；B：三倍体材料，‘长梗粉团’；C：四倍体材料，‘公牛眼睛’）。D~F：茎尖染色体计

数（D：二倍体材料，单瓣无刺白木香，2n=2x=14；E：三倍体材料，‘藤冰山’，2n=3x=21；F：四倍体材料，‘杰奎琳杜普雷’，2n=4x=28），

标尺=10 μm。A-C：Ploidy histograms of the diploid， triploid and tetraploid plant determined by flow cytometry （A：Diploid rose， R. chinen⁃

sis ‘Old Blush’； B：Triploid rose， R. multiflora ‘Changgeng’； C：Tetraploid rose， R. hybrida ‘Bull's Eye’）. D-F：Shoot tip chromosome 
counting （D：Diploid rose， R. banksiae var. inermis， 2n=2x=14； E：Triploid rose， R. hybrida ‘Ice Burger Climbing’， 2n=3x=21； F：Tet‐
raploid rose， R. hybrida ‘Jacqueline du Pré’， 2n=4x=28）. The bar is 10 μm.

图1 流式细胞术和茎尖染色体压片鉴定月季倍性

Fig. 1 Ploidy analysis of the roses using flow cytometry and shoot tip chromosome counting technique
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冰山’‘安吉拉’与‘甜美人’的花粉萌发非常少且大多

数花粉发育畸形；四倍体材料‘卡罗拉’‘一见钟情’与

‘漂亮的吻’花粉萌发率分别为（40.88±5.90）%、

（63.57±3.12）% 和（50.04±2.09）% 。以上结果表

明，二倍体、四倍体月季材料既适宜做父本也适宜做

母本，而三倍体材料由于较低的花粉活性，可能更适

合做母本。

2.3　不同倍性月季自交亲和性鉴定

为明确不同倍性水平的月季自交亲和情况，对

花粉活性较好的二倍体和四倍体材料进行自交亲和

性鉴定。人工自交授粉后的柱头经苯胺蓝染色观

察，发现供试的 13份二倍体月季材料花粉管在柱头

上的生长停止，判断为自交不亲和（表 1，部分染色

结果见图 3A~F）；40份四倍体月季材料的花粉管均

成功生长至子房，表现为自交亲和（表 1，部分染色

结果见图 3G~L）。

2.4　不同倍性月季品种杂交亲和性鉴定

为探究不同倍性月季品种之间的杂交亲和情

况，根据资源圃材料倍性统计结果，设计了 6 种二

倍×二倍、2 种三倍×二倍、2 种四倍×二倍、2 种三

倍×四倍杂交组合。对杂交授粉后的花柱进行苯

胺蓝染色，结果表明，6 种二倍体月季材料的杂交

组合中，有 5 种组合观察到花粉管生长至子房，表

现为杂交亲和（图 4A~E），仅贵州缫丝花×粉花单

瓣缫丝花表现为杂交不亲和（图 4F）。进一步分析

发现，当以二倍体材料为父本，二倍、三倍或者四倍

为母本时，杂交授粉既存在亲和情况，也存在不亲

和情况（图 4A~J）；然而以四倍体材料为父本时，即

授粉组合‘芭蕾舞伶’×‘公牛眼睛’和‘芭蕾舞

伶’×‘一见钟情’杂交授粉均表现为杂交亲和（图

4K、L）。

3　讨 论

为拓宽现代月季育种的遗传背景，解决栽培品

种抗性差的问题，利用杂交育种手段，将野生或古老

栽培种的优良抗性基因渗入现代栽培品种是常用且

有效的方法。月季存在普遍的自交不亲和现象，自

   A~F：二倍体（A：小果蔷薇；B：‘月月粉’；C：‘佛见笑’；D：‘苦水玫瑰’；E：‘平阴丰花’；F：‘重瓣毛叶粉团’）；G~L：四倍体（G：‘铜管乐

队’；H：‘粉色龙沙宝石’；I：‘莫妮卡贝鲁奇’；J：‘摩纳哥公爵’；K：‘瓦尔特大叔’；L：‘桃灼蓝天’）。红色箭头指花粉管停止生长位置，标

尺=500 μm。A-F：Diploid roses （A：R. cymosa； B：R. chinensis ‘Old Blush’； C：R. gigantea ‘Fo Jian Xiao’； D：R. rugosa ‘Ku Shui’； E：

R. rugosa ‘Feng Hua’； F：R. multiflora ‘Maoye Fentuan’）； G-L： Tetraploid roses （G：R. hybrida ‘Brass Band’； H：R. hybrida ‘Rose 
Eden’； I：R. hybrida ‘Monica Bellucci’； J：R. hybrida ‘Cherry Parfait’； K：R. hybrida ‘Uncle Walter’； L：R. hybrida ‘Taozhuo Lan‐
tian’）. The red arrow indicates the stop position of the pollen tube growth and the bar is 500 μm.

图3    二倍体及四倍体月季自交授粉后花柱苯胺蓝染色

Fig. 3    Aniline blue staining of the styles for the diploid and tetraploid roses after self-pollination

217



第 44 卷  华 中 农 业 大 学 学 报

交授粉或相同基因型杂交授粉时花粉管在花柱 1/3
处停止生长，最终无法坐果［7］。研究者对月季进行自

交授粉，通过荧光染色与坐果情况判断其亲和性［16］；

Kawamura等［17］进一步鉴定了决定月季、玫瑰等材料

的自交不亲和位点，这些研究极大地推动了月季杂

交育种进程。月季种质资源丰富，野生种倍性水平

从二倍（2n=2x=14）到十倍（2n=10x=70）分布不

等［8-12］。不同倍性材料的花粉活力、自交亲和性以及

杂交亲和性，将决定其授粉父母本的选择。因此，对

月季种质资源进行倍性鉴定，并对不同倍性材料授

粉亲和性进行评估是月季杂交育种的重要环节。本

研究通过流式细胞仪结合染色体压片方法，调查了

资源圃 186份月季材料的倍性，结果表明，本资源圃

所收集的野生/古老月季，以二倍体与三倍体为主；

现代月季以四倍体为主，这与前人研究［9，18-19］基本一

致。杂交过程中，2n 配子的产生被认为是染色体加

倍的主要原因［20］。叶雨晴等［21］使用二倍体的神农

香菊和蒙菊进行杂交，发现后代出现 1 个四倍体个

体。玫瑰［22］、柑橘［23］、秋海棠［24］等物种均被报道过

存在自然 2n配子的产生。此外，本研究发现利用流

式细胞仪测定三倍体材料的倍性，存在一定误判

率，需进一步通过染色体压片方法确定其倍性。

对不同倍性材料的花粉活力进行检测，相较三倍

体月季材料，二倍体与四倍体的花粉具有更高萌

发力。

自交不亲和是自然界中一种广泛存在，防止近

亲繁殖和物种退化、保持物种遗传多样性的遗传机

制［25］。前人对月季自交不亲和的机制已经有了一定

的研究，主要聚焦在月季自交坐果率、平均种子数、

花粉管生长情况、自交不亲和关键基因鉴定［26-27］，对

A~F：二倍×二倍（A：粉花单瓣缫丝花×玫瑰；B：‘月月粉’×玫瑰；C：贵州缫丝花×玫瑰；D：‘四季玫瑰’×‘月月粉’；E：小果蔷薇×
‘月月粉’；F：贵州缫丝花×粉花单瓣缫丝花）； G~H：三倍×二倍（G：‘甜美人’×‘月月粉’；H：‘芭蕾舞伶’×‘月月粉’）； I~J：四倍×二倍

（I：‘公牛眼睛’×‘月月粉’；J：‘滇红’×‘月月粉’）；K~L：三倍×四倍（K：‘芭蕾舞伶’×‘公牛眼睛’；L：‘芭蕾舞伶’×‘一见钟情’）。红色

箭头指花粉管停止生长位置，标尺=500 μm。A-F：2×2 （A：R. roxburghii f. normalis×R. rugosa； B：R. chinensis ‘Old Blush’×R. rugo⁃

sa； C： R. kweichowensis×R. rugosa； D： R. rugosa ‘Si Ji’×R. chinensis ‘Old Blush’； E：R. cymosa×R. chinensis ‘Old Blush’； F：R. 

kweichowensis×R. roxburghii f. normalis）； G-H：3×2 （G： R. hybrida ‘Sweet Prety’×R. chinensis ‘Old Blush’； H： R. hybrida ‘Balleri‐
na’×R. chinensis ‘Old Blush’）； I-J：4×2 （I： R. hybrida ‘Bull's Eye’×R. chinensis ‘Old Blush’； J： R. rugosa ‘Dian Hong’×R. chinensis 

‘Old Blush’）； K-L：3×4 （K： R. hybrida ‘Ballerina’×R. hybrida ‘Bull's Eye’； L： R. hybrida ‘Ballerina’×R. hybrida ‘Coup de Coeur’）. 
The red arrow indicates the stop position of the pollen tube growth and the bar is 500 μm.

图4 不同倍性月季杂交花柱苯胺蓝染色

Fig. 4 Aniline blue staining of the styles for the roses with different ploidy after cross-pollination
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不同倍性水平的月季自交亲和情况报道相对较少。

蔷薇科、茄科、芸香科、玄参科自交不亲和性状的调

控机制均属于非自我识别类，在该类机制的作用下，

异源多倍体花粉往往含有 2 种或 2 种以上的不亲和

基因型，花粉表现出亲和表型［28］。本研究对二倍体、

四倍体月季材料分别进行自交，通过苯胺蓝染色的

方式判断其亲和性。结果表明，受试的二倍体月季

材料均表现为自交不亲和，而四倍体月季材料均表

现为自交亲和，符合前人研究推论。同时，本研究根

据不同月季材料的倍性，设计了不同倍性水平月季

杂交组合，结果表明，四倍体材料的花粉在杂交或自

交过程中均展现出较高的亲和性；而二倍体材料的

花粉存在部分不亲和情况，推测这些二倍体花粉所

携带的自交不亲和基因型与花柱相同，由此导致不

亲和现象出现。6种蔷薇亚属组间的杂交组合，仅有

一种表现出不亲和，说明不同蔷薇亚属组间的自交

不亲和基因型差异较大，存在杂交授粉不亲和的概

率较低。本研究结果表明，四倍体材料花粉萌发力

较好，且杂交授粉亲和力强，用于月季杂交育种可实

施性高，但四倍体材料多为现代栽培品种，遗传背景

较为狭窄。为拓宽月季遗传背景，仍需多利用野生

资源，一方面可收集高倍性的野生资源，克服其授粉

不亲和的情况，另一方面可对二倍体材料的自交不

亲和基因型进行分子鉴定，选择不同基因型材料进

行杂交授粉。
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Identification of ploidy and pollination 
compatibility in Rosa germplasm

TANG Yuanhong,LI Yue,BAO Manzhu,NING Guogui,LIANG Mei

College of Horticulture and Forestry Sciences/National Key Laboratory for Germplasm Innovation &
 Utilization of Horticultural Crops， Huazhong Agricultural University， Wuhan 430070， China

Abstract Rosaceae generally exhibit self-incompatibility， which affect both self-compatibility and 
cross-compatibility. 186 Rosa from the germplasm repository were used to study the self-compatibility and 
cross-compatibility in Rosa materials with different ploidy. The flow cytometry and the shoot tip chromo‐
some counting methods were used to identify the ploidy and analyze the pollen germination rate， self-com‐
patibility， and cross-compatibility in the Rosa with different ploidy. The results showed that there was 64 
diploid Rosa among 186 Rosa， mainly including wild species and ancient roses. There was relatively few 
triploid Rosa， with only 21. There was 101 tetraploid Rosa， mainly including modern roses. The pollen 
germination rate of diploid and tetraploid Rosa ranged from 16.89% to 51.91% and 40.88% to 63.57%， 
with an average of 32.37% and 51.50%. However， the pollens of the triploid Rosa did not germinate at all. 
The results of further testing growth of pollen tubes of 53 self-pollinated Rosa and 12 hybrid pollinated Ro⁃
sa showed that all 13 diploid Rosa exhibited self-incompatibility， with pollen tubes stagnating at 1/3 of the 
style； all 40 tetraploid Rosa were self-compatible， and the pollen tubes successfully entered the ovaries. 
The results of cross-pollination showed that the pollen tubes of hybrid combination with tetraploid as the 
male parent successfully entered the ovaries； some the pollen tubes of hybrid combinations with diploid as 
the paternal parent stagnated in the style. It is indicated that the tetraploid Rosa has good ability of pollen 
germination and strong compatibility for cross-pollination， making it highly usable in breeding hybrid Rosa.

Keywords Rosa； ploidy； pollen germination； self-compatibility； cross-compatibility
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