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摘要: 自然杂交是进化生物学研究中的热点, 而杂交方向则是理解自然杂交和生殖隔离机制的一个关键环节。偏

花报春(Primula secundifora)和海仙报春(P. poissonii)在横断山区重叠分布且存在自然杂交现象, 研究仅证实了种

间杂交的发生, 但对不同地域的这2个物种间的杂交方向并未开展深入研究。本研究选取偏花报春和海仙报春3个

同域分布点的居群, 利用双亲遗传的核转录间隔区ITS和母系遗传的叶绿体片段trnH-psbA构建系统树, 检测了3

个居群中的自然杂交以及杂交方向; 通过人工授粉实验检测种内种间杂交以及不同物种作为母本时对结籽数的影

响水平。DNA分子标记结果显示每个居群中的杂交方向都是不对称的, 海仙报春更容易在杂交中作为母本。人工

授粉的结果表明种内种间交配以及哪个种作为母本对结籽数有非常显著的影响。海仙报春作为母本时能够显著提

高结籽数。这2个物种之间不同的生殖隔离强度可能是造成不对称杂交的原因。3个居群中都是以海仙报春更易作

母本, 可能是因为这3个地点的种间生殖隔离具有相似的机制。 
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Abstract: Natural hybridization is one of the research hotspots in evolutionary biology. The direction of 
hybridization is a critical aspect to understanding natural hybridization and interspecific reproductive 
isolation. Although natural hybridization between Primula secundiflora and P. poissonii has been confirmed 
in overlapping areas in the Hengduan Mountains, the interspecific hybridization directions among different 
populations remain unclear. We chose three sympatric populations to test interspecific hybridization 
directions. Biparentally inherited nuclear internal transcribed spacer (ITS) and maternally inherited 
chloroplast sequence trnH-psbA techniques were used to confirm hybridization and to test directions. 
Moreover, hand pollination of intraspecies and interspecies populations were performed to detect which 
factors influence seed numbers and hybridization patterns. Results of DNA marker analysis suggested that 
the direction of hybridization was asymmetric in each population, and P. poissonii was found to be the most 
maternal parent. Intraspecific crossing produced significantly more seeds than interspecific crossing. Primula 
poissonii produced significantly higher seed numbers when it was treated as the maternal parent. The 
asymmetric direction may be the result of the asymmetric strength of reproductive barriers between P. 
secundiflora and P. poissonii. Similar mechanisms of reproductive isolation may contribute to the 
asymmetric hybridization among the three sympatric sites. 
Key words: Primula; sympatric distribution; hybridization direction; asymmetric 
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自然杂交是指两个遗传上不同的居群之间的

交配繁殖(Barton & Hewitt, 1985), 是动植物中一种

常见的现象(Arnold, 1997)。由于揭示自然杂交事件

有利于深入理解生殖隔离的机制和进化(Zhou et al, 

2008), 近几十年来它吸引了众多学者的目光(And-

erson, 1948; Mallet, 2005; van Droogenbroeck et al, 

2006; Arnold et al, 2012; Abbott et al, 2013)。自然杂

交可能会引起诸多遗传后果, 比如渐渗杂交可能会

促进种间基因流并产生新的基因型组合, 从而增加

物种的分化和生态适应性 (Ellstrand et al, 1999; 

Jensen et al, 2005; Abbott et al, 2013); 过度的种间杂

交则可能导致遗传融合 , 降低物种多样性(Levin  

et al, 1996; Runyeon-Lager & Prentice, 2000)。杂交的

方向是杂交中一个非常重要的方面 (Zhou et al, 

2008), 在杂交过程中, 杂交方向可能是不对称的双

向杂交或单向杂交。这种现象在植物中相对比较常

见(Zha et al, 2010; Field et al, 2011; Muranishi et al, 

2013; Zhang et al, 2016)。而造成这种现象的原因有

很多, 比如单向不亲和(unilateral incompatibility)、

开花物候、传粉昆虫的选择偏好以及亲本在同域居

群中的分布数量(Carney et al, 2000; Zhou et al, 2008; 

Zha et al, 2010; Muranishi et al, 2013; Zhang et al, 

2016)。因此研究杂交发生的方向有利于探寻亲本间

生殖隔离样式, 而比较不同地点之间的杂交方向能

佐证亲本间更明确的种间关系。 

中国西南部横断山区是生物多样性的热点地

区(Myers et al, 2000; Mutke & Barthlott, 2005), 保存

了约8,000种种子植物(李锡文和李捷, 1993)。近缘物

种重叠分布在该地区较为常见, 且这些近缘物种间

易发生自然杂交(Du et al, 2012; Yu et al, 2014; Liao 

et al, 2015), 甚至可通过自然杂交形成新的物种

(Wang et al, 2001; Mao & Wang, 2011)。从自然杂交

到杂交物种形成很可能是横断山区生物多样性起

源的途径之一。对横断山区自然杂交现象的研究

可为理解该地区生物多样性的起源提供科学理论

依据。 

报春花属(Primula)以其丰富的物种和异型花

柱而闻名, 且超过一半的报春花物种分布在中国西

南部(Arnold & Richards, 1998; Richards, 2003; Wu 

& Zhang, 2010)。自然杂交事件在报春花属的很多分

布范围内被广泛记载(Stace, 1975; Richards, 2003; 

Zhu et al, 2009; Terzioglu et al, 2012; Ma et al, 

2014)。但目前在我国西南地区仅报道两例报春花属

植物的自然杂交事件(Zhu et al, 2009; Ma et al, 

2014), 其中一例是在丽江同域分布形成杂交区的

橘红灯台报春 (P. bulleyana)和霞红灯台报春 (P. 

beesiana), 杂交方向为单向, 杂交后代全部都是和

橘红灯台报春的回交个体, 且在霞红灯台报春上不

产生有活力的杂交种子(Ma et al, 2014)。另一个例

子是海仙报春(P. poissonii)和偏花报春(P. secund-

iflora)之间的杂交(Zhu et al, 2009), 确认了一个居

群中26个中间形态特征的个体是杂交个体, 16个以

海仙报春为母本, 其余10个以偏花报春为母本。针

对后一例子, 为检测杂交发生的方向在不同的地点

是否存在差异, 本研究采集了3个同域分布居群中

的海仙报春和偏花报春的杂交个体, 利用双亲遗传

的核转录间隔区 ITS和母系遗传的叶绿体片段

trnH-psbA检测杂交个体的母本, 衡量杂交方向。同

时, 在其中1个居群中进行人工授粉实验, 检测2个

物种作为亲本时的亲和力是否相同, 并探讨授粉处

理间不亲和的差异与杂交方向的关系。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集及杂交方向的检测 

采集来自香格里拉格咱乡(GZ)、普达措国家公

园(PTS)和香格里拉高山植物园(SABG) (图1) 3个居

群的海仙报春、偏花报春以及杂交个体共46个个体

的新鲜叶片材料。其中海仙报春和偏花报春各7个

个体, 杂交个体共32个。用硅胶迅速干燥叶片后带

回实验室 ,  采用改良的十六烷基三甲基溴化铵

(CTAB, cetyltrimethyl ammonium bromide)法提取总

DNA (Doyle & Doyle, 1987)。核转录间隔区ITS和叶

绿体片段trnH-psbA分别用通用引物ITS4/ITS5和

trnHR/psbAF (White et al, 1990; Sang et al, 1997)进

行PCR扩增(Kress et al, 2005)。反应体系为50 μL, 包

括0.25 μL的Taq DNA聚合酶(5 U/μL), 10 μL带有

Mg2＋的5 × Taq缓冲液, 4 μL dNTP混合物, 引物各

2 μL (浓度为20 μM), 2 μL模板DNA (≈ 60 ng/μL)

以及双蒸水29.75 μL。反应条件如下: 94℃预变性

2 min, 94℃变性30 s, 50℃退火20 s, 72℃延伸20 s, 

共35个循环, 最后72℃延伸10 min。取4–5 μL PCR

扩增产物作琼脂糖凝胶电泳, 将有清晰目标条带的

PCR产物进行测序。测序结果在Sequencher 4.14软

件中检查拼接, 在Bioedit软件中用关联的Clustal  
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X对序列进行自动排列, 之后再进行必要的手工微

调(Hall, 1999; Thompson et al, 2002)。 

1.2  系统发育重建 

从NCBI网站下载锡金报春(P. sikkimensis)的序

列作为建树时的外类群。用软件jModelTest 2.1.6 

(Guindon & Gascuel, 2003; Darriba et al, 2012)计算

适合ITS和trnH-psbA序列的核苷酸替代模型与参

数。基于MrBayes 3.2.1 (Huelsenbeck & Ronquist, 

2001)软件进行贝叶斯分析, 构建系统发育树。共运

行10,000,000代, 根据马尔科夫链的蒙特卡洛模拟

算法, 每1,000代抽样一次。舍弃burn-in阶段25%的

老化样本, 且在平均标准差小于0.01时, 用剩余的

样本构建一致树并计算后验率。 

1.3  亲本亲和能力比较及影响结籽数的因素 

为了研究亲本产生杂种的能力, 我们于2013年

6–7月在其中1个居群进行了一系列人工授粉实验。

因为海仙报春和偏花报春都是二型花柱, 因此种

间、种内的型间和型内一共产生了16种授粉处理。 

对于每个处理, 随机选取不少于35朵花, 当它们还

是花苞时去雄防止自交, 并进行套袋, 以隔绝花开

时昆虫访问及传粉。花开后根据不同的处理授粉并

作不同标记以便于采集。2013年9月进行果实采集, 

检验种内和种间交配(WBS)、海仙报春和偏花报春

作母本(PSM), 以及它们的交互作用(WBS × PSM)

是否影响种子产量, 对结籽数进行Tweedie分布的

线性模型分析, 统计分析在SPSS 19.0上完成。 

 

 
 

图1  香格里拉格咱乡(GZ)、普达措国家公园(PTS)和香格

里拉高山植物园(SABG) 3个海仙报春和偏花报春居群的地

理位置 
Fig. 1  Locations of the three populations from Geza Village 
(GZ), Potatso National Park (PTS) and Shangri-La Alpine 
Botanical Garden (SABG) in Shangri-La 

2  结果 

2.1  ITS和trnH-psbA检测杂交方向 

在亲本的2个物种中均未发现任何突变或双

峰。2个物种之间共有4个核苷酸多态位点, 所有的

32个杂交个体在这4个位点都表现为双峰(图2)。克

隆后这些ITS序列被清楚地分为2种类型, 一种和偏

花报春相同, 另一种和海仙报春相同。比对好的

trnH-psbA序列在4个位点存在差异。在GZ居群的10

个杂交个体中, 6个具有海仙报春的单倍型, 4个具

有偏花报春的单倍型, 表明以海仙报春和偏花报春

为母本的比例为6 : 4; 而在SABG和PTS居群, 分别

形成了2 : 0和15 : 5的比例(表1)。也就是说, 3个居

群中的1个居群全部以海仙报春为母本, 其余2个居

群中的杂交方向不对称, 海仙报春为主要的母本。 

2.2  系统发育重建 

比对后的ITS和trnH-psbA分别包括649和523个

碱基, 最适的碱基替换模型分别是K80 + I + G和

HKY + G模型。基于ITS和叶绿体片段构建的系统

树见图3。ITS树中拓扑关系很复杂, 亲本和杂交个

体呈现平行分支结构。而基于叶绿体trnH-psbA构建

的系统树中, 来自3个居群的23个杂交个体和海仙

报春聚在一起, 且支持率达到100%; 而另外9个杂交

个体和偏花报春聚成另一个类, 支持率高达99%。 

2.3  影响杂交结籽数的因素 

根据Tweedie分布的线性模型分析结果, 种内

种间交配对结籽数的影响极显著(P < 0.01), 种内交

配产生的种子数显著高于种间交配。种间杂交时, 

对于海仙报春和偏花报春哪个物种作为母本对结

籽数的影响极显著(P < 0.01) (表2)。 

 

 
 

图2  海仙报春(A)、杂交个体(B)和偏花报春(C)核转录间隔

区ITS序列中的双峰结构 
Fig. 2  Double waves on part of internal transcribed spacer 
(ITS) sequences in Primula poissonii (A), Hybrids (B) and P. 
secundiflora (C) 
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表1  叶绿体片段trnH-psbA中杂交个体和亲本存在变异的位点及位置 
Table 1  Positions at which hybrids and parents differ in the trnH-psbA sequence 

trnH-psbA变异位点及位置  
Sequence region and position (bp) of trnH-psbA 

居群 Population 物种 Species 个体数 
No. of  
individuals 

36 bp 63 bp 103 bp 112–386 bp

海仙报春 Primula poissonii 7 G C A 1*  

偏花报春 P. secundiflora 7 A A T 2* 

杂交个体类型1 Hybrid type-1 6 G C A 1* 格咱 Geza Village (GZ) 

杂交个体类型2 Hybrid type-2 4 A A T 2* 

香格里拉高山植物园 Shangri-La Alpine 
Botanical Garden (SABG) 

杂交个体类型1 Hybrid type-1 2 G C A 1* 

杂交个体类型1 Hybrid type-1 15 G C A 1* 普达措国家公园 Potatso National Park 
(PTS) 

杂交个体类型2 Hybrid type-2 5 A A T 2* 

1*=TCATAAAAAGCTTTCTTCTTACTAATGAAAAAGTATA------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
2*=ATTTATTAGTCTTTTATTTACATATACTTTTTCATTAGTAAGAAGAAAGCTTTTTATGAGAAAAAAGAAAAGGGGTCATGAGTTAGTTC
ATGATTAAGTACCGTCTTTTCATTTTTATTCTGTATTAATTTACACTTTATATTACTTTGTCTTTTTTTGTTTAATTTTTTTTGAATCATTGAAA 
TAAAAAACTTTGACATTTTTTCTTTCATATTTTATAAAATATGAACTAAATAATGATGACGGGTTAAAATAGACTATTTCTCCTTTTCTAA 
bp代表碱基对, -代表缺失的碱基。bp represents base pairs, - is missing base. 

 

3  讨论 

理论上, 因为核基因是双亲遗传, 所以杂交个

体应该具有双亲的拷贝(Broyles, 2002; Noyes, 2006; 

李小娟等, 2007; Zha et al, 2008)。ITS序列在偏花报

春和海仙报春中均无变异, 3个不同居群中的32个

杂交个体在4个位点上的套峰均与双亲差异的位点

一致。进一步的克隆测序也证实了与偏花报春和海

仙报春一致的两种克隆类型(图2)。叶绿体基因被认

为是母系遗传, 霞红灯台报春和橘红灯台报春中的

trnH-psbA就是母系遗传(Ma et al, 2014)。本研究中

ITS序列的套峰以及系统树的结果证实了种间杂交

的发生, 系统树中的平行分支表明它们可能经历了

网状进化。多次回交以及居群之间不同步的杂交应

该是导致这种结果的原因。虽然杂交现象被证实了, 

但本研究中我们仅使用了一个核转录间隔区片段, 

可能导致系统关系不够明了, 因此还需要更多的研

究来探讨种间自然杂交。 

来自3个不同地方的居群中, 其中两个居群的

偏花报春和海仙报春都可以作为杂交个体的母本, 

而杂交个体倾向于以海仙报春为母本, 另一个居群

中的杂交个体母本都来自于海仙报春, 表明存在不

对称的双向杂交甚至单向杂交。不对称自然杂交的

例子在植物中被广泛记载, 有的高度不对称甚至是

单向杂交的(Xiang et al, 2000; Tiffin et al, 2001; van 

der Velde & Bijlsma, 2004; Zhou et al, 2008; Zha et al, 

2010; Ma et al, 2014)。导致不对称杂交的原因有很

多。比如不同的花期使得雄性先熟的杜鹃属

(Rhododendron)中花期较早的马缨杜鹃(R. delavayi)

在末花期更容易接受来自露珠杜鹃(R. irroratum)的

花粉, 因而在杂交中更常作为母本(Zha et al, 2010); 

蝇子草属(Silene)中的一对可杂交物种, 因为雄性先

熟的云南蝇子草(S. yunnanensis)具有较晚的盛花期, 

加上传粉者的选择偏好, 使得杂交方向在很大程度

上是从云南蝇子草到掌脉蝇子草(S. asclepiadea) 

(Zhang et al, 2016); 橐吾属(Ligularia)等3个属由于

在同域分布时亲本数量的不同而导致不对称甚至

单向的杂交 , 常见种在杂交时更容易作为母本

(Zhou et al, 2008); 而霞红灯台报春和橘红灯台报

春的杂交区域中, 可能由于它们的细胞质遗传背景

不兼容而使得在霞红灯台报春上不能形成有活力

的杂交种子, 从而形成单向的杂交(Ma et al, 2014)。 

本研究中不对称的杂交方向可能是由于两个

物种不同的亲和能力导致的, 偏花报春的花柱长度

长于海仙报春对应花柱类型的花柱长度, 可能使得

海仙报春的大部分花粉管不足以进入到偏花报春

的子房完成受精。这种情况在种间杂交时很常见, 

比如小报春(P. forbesii)的花粉管本身长度不够长而

不能到达岩生报春(P. saxatilis)的子房完成受精, 从

而导致了种间杂交的不亲和(唐星林等, 2014)。种间

交配时, 海仙报春作母本能够显著提高杂交种子的

产量(表2), 这可能是由于海仙报春对异种花粉有 



© 生
物多
样性
 Bio
dive
rsity
 Sci
enc
e

第 6 期 谢艳萍等: 偏花报春和海仙报春 3 个同域居群的不对称杂交 651 

   

 
 

图3  基于Bayes法构建的核转录间隔区ITS和叶绿体基因trnH-psbA系统树。GZ、PTS和SABG分别代表格咱乡、普达措国

家公园和香格里拉高山植物园居群。 
Fig. 3  The nuclear ITS and chloroplast trnH-psbA phylogeny tree based on Bayes method. GZ, PTS and SABG are the 
abbreviations of populations from Geza Village, Potatso National Park and Shangri-La Alpine Botanical Garden. 

 
表2  种内种间交配对结籽数的影响 
Table 2  Effects of cross-pollination treatments (within or 
between species and mother species) on seed production 

来源 Source Wald 卡方值 自由度 P值 

 Wald Chi-Square df P-value

种内 vs. 种间 
Within vs. between species (WBS) 

61.110 1 < 0.001

海仙报春 vs. 偏花报春作母本 
Primula poissonii vs. P. secundi-
flora as mother (PSM) 

29.078 1 < 0.001

交互作用  
Interaction (WBS  PSM) 

22.074 1 < 0.001

较强的亲和能力, 形成的阻止F1代杂交个体产生的

生殖隔离弱于偏花报春, 因而在杂交区域出现更多

以海仙报春为母本的杂交个体。由于亲本间不同的

隔离强度而使得杂交方向不对称的现象在很多类

群中都有报道(Arnold, 1997; Tiffin et al, 2001; Field 

et al, 2011; Natalis & Wesselingh, 2012)。考虑到这3

个同域居群都分布在香格里拉, 所以它们可能具有

相似的生殖隔离模式, 海仙报春的生殖隔离可能弱

于偏花报春, 导致在不同居群中海仙报春更容易作
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为母本。 

种间杂交产生的种间基因流如果很大的话可

能会破坏物种的完整性, 而不对称的杂交可能会导

致物种的灭绝。广泛分布在伊比利亚半岛东南部的

大翅蓟属(Onopordum)植物O. nervosum与同属稀有

植物O. hinojense同域分布时, 因为存在不对称的杂

交方向, 可能会使得稀有种O. hinojense在4个世代

之内灭绝(Balao et al, 2015)。然而海仙报春和偏花

报春之间的杂交个体并不是很多, 而且种间生殖隔

离相对比较完整(未发表数据)。因此这两个物种在

有自然杂交存在的前提下, 依然能够维持清晰的种

间界限, 其完整性在短期内应该并不会被破坏, 物

种也不会濒临灭绝。 

报春花属在横断山区广泛分布, 且种类繁多, 

但在这个区域记载的自然杂交事件只有两例, 而且

都是灯台报春组的成员。研究这些杂交事件形成的

原因及结果为理解物种形成过程提供了更多的可

能性。我们对偏花报春和海仙报春在3个不同居群

中的杂交方向的研究也只是管中窥豹, 今后还需要

更深入研究关于亲本间生殖隔离的衡量以及杂交

对物种的影响, 以更好地理解物种形成的过程。 
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