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摇 摇 摘要:摇 利用相关序列扩增多态性(SRAP)和群体分离分析法(BSA)对棉花耐盐材料伊敏盐材料组合的 F2 群

体及 26 个耐、敏品种(系)进行分析和鉴定,筛选与棉花耐盐相关的分子标记。 在 88 对正反引物组合中,筛选出在

2 个亲本间具有多态性的引物 6 对,经 F2 群体分析,发现 1 对引物能够在耐盐单株中扩增出 350 bp 的特异片段,而
在敏盐单株中没有。 品种鉴定显示,耐盐材料均能扩增出该片段,而敏盐材料没有该片段扩增。 推测该片段是与

棉花耐盐性紧密连锁的分子标记。
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Selection of sequence鄄related amplified polymorphism molecular marker
associated with salt tolerance of cotton
LIU Ya鄄hui,摇 WANG Xiu鄄ping,摇 LU Xue鄄lin,摇 ZHANG Guo鄄xin,摇 LI Qiang
(Coastal Agricultural Research Institute,Hebei Academy of Agriculture and Forestry Sciences,Caofeidian 063200, China)

摇 摇 Abstract:摇 Twenty鄄six salt tolerant and sensitive materials, and a F2 population derived from the cross between a salt
tolerant material and a salt sensitive material were analyzed by sequence鄄related amplified polymorphism(SRAP) marker
and bulked segrgant analysis( BSA) method to screen markers associated with salt tolerance of cotton. Six pairs of 88 prim鄄
er combinations were detected polymorphic in both parents, among which, one pair of primer amplified a 350鄄bp fragment
in the tolerant individuals of F2 population, but no band in the susceptible individuals. The fragment were identified exclu鄄
sively in 22 salt tolerant varieties. The results suggested that this marker might be closely linked to salt tolerance in cotton.
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摇 摇 土壤盐渍化是影响农业生产的主要胁迫因子。
中国的盐渍土近 1. 00伊108 hm2,且盐渍化和次生盐渍

化土地面积不断扩大[1鄄2]。 河北省盐渍土主要分布在

沿渤海一带的秦皇岛、唐山、沧州等地,盐渍化面积

大,盐碱程度高,土壤结构差,作物难以正常生长,严
重影响了作物的产量和品质。 因此合理开发利用盐

碱地是一项迫在眉睫的任务。 棉花是中国重要的经

济作物,在国民经济中占有举足轻重的地位[3鄄4]。 在

粮棉争地矛盾日益突显的情况下,棉花以其较好的耐

盐性,逐渐成为盐碱地一种新的优势作物。 目前,中
国是世界上盐碱地植棉规模最大的国家,据不完全统

计[5],中国植棉区内盐碱地约有 1. 67伊107 hm2,其中

超过2. 67伊106 hm2 已先后开发植棉。 河北省的棉花

种植面积也不断扩大,逐渐延伸到黑龙港地区和沿渤

海一代的盐碱地区域。 因此,培育和推广耐盐棉花新

品种是提高盐碱地生产力的长久之计,也是目前盐碱

地利用的一种有效手段。 耐盐棉花品种一般需要有

较强的出苗能力和抗盐能力,这给筛选和培育耐盐棉

花品种提出了挑战,而分子标记技术不仅为棉花耐盐
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性筛选提供分子鉴定,同时也为新种质或品种的选育

开辟了新的技术途径。
植物的耐盐性是一个及其复杂的性状,同时受

环境和植物发育时间与空间的影响。 有研究发现许

多植物耐盐性状受少数主基因控制,存在耐盐主效

基因[6鄄10],因此通过寻找与耐盐基因密切连锁的分

子标记,对于改善植物的耐盐性是可行且十分必要

的。 目前,在水稻、小麦、大麦、大豆、玉米、苜蓿、结
缕草等植物中,已检测到与耐盐相关的分子标

记[11鄄19],且部分已被定位和克隆[12鄄13,20鄄24]。 到目前

为止,有关棉花耐盐性分子水平的研究不多,与其相

关的分子标记则更少。 张丽娜等[25] 通过 SSR 标记

筛选出 10 对区分耐盐材料和敏盐材料的 SSR 引

物,初步认为采用 SSR 标记可以鉴定棉花耐盐性;
郭继坤[26]采用 SSR 标记以鲁棉 97鄄8 和苏 12 为亲

本及 184 个单株的 F2群体为材料,构建了一个包含

8 个连锁群、25 个标记的遗传图谱,并定位了 4 个控

制不同生育期耐盐性的 QTLs。 可见,筛选棉花耐盐

性分子标记是切实可行的。
本研究拟以耐盐性差异大的两个亲本为材料利

用 SRAP 技术和 BSA 法筛选与棉花耐盐相关的分子

标记,然后用其杂交组合的 F2分离群体及 26 份耐、敏
盐品种(品系)对标记进行稳定性验证,以期获得与棉

花耐盐相关的分子标记,从而为棉花耐盐种质鉴定及

耐盐棉花分子标记辅助育种提供技术支撑。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

选用耐盐材料 NY1伊敏盐材料中棉所 12 的 F2

分离群体,及 26 个耐、敏盐性品种(系)作为试验材

料。 26 个耐(敏)盐品种通过河北省地方标准《棉花

耐盐性鉴定评价技术规范》 [27] 鉴定,22 个为耐盐品

种,4 个敏盐品种(表 1)。
SRAP 引物参照 Li 等[28]公布的通用引物,共组成

88 对引物,引物序列由北京华大基因研究中心合成。

表 1摇 26 份耐(敏)盐棉花材料名称、来源及耐盐性

Table 1摇 Names, sources and salinity tolerance of 26 cotton materials

材料类型 名称 来源 材料类型 名称 来源

耐 盐 滨棉 2 号 自主选育 耐盐 衡棉 4 号 河北

滨棉 3 号 自主选育 中抗 1 河北

滨棉 6 号 自主选育 绿抗 河北

NY1 自主选育 冀丰 106 河北

中棉所 35 中棉所 恒丰抗 1 河北

中棉所 41 中棉所 鲁棉研 17 山东

中棉所 49 中棉所 鲁棉研 24 山东

中棉所 50 中棉所 辽棉 16 号 辽宁

枝棉 3 号 中棉所 豫棉 21 河南

邯 4849 河北 敏 盐 新研 96鄄48 河南

邯棉 802 河北 中棉所 12 中棉所

邯棉 103 河北 抗黄萎 164 中棉所

邯棉 5158 河北 鲁棉 6 号 山东

1. 2摇 试验方法

1. 2. 1摇 F2 群体的耐盐性鉴定 摇 试验于 2013 年 5
月在河北省农林科学院滨海农业研究所现代农业科

技成果转化基地盐碱原土鉴定池进行。 在土壤全盐

含量 0郾 1%的对照池种植 30 株 F2,在土壤全盐含量

0郾 4%的处理池种植 400 株 F2,待棉花长至 1 ~ 2 叶

期时,随机抽取 312 个单株进行耐盐鉴定。 按照河

北省地方标准《棉花耐盐性鉴定及评价技术规程》
中的苗情分类标准(表 2)统计耐盐与敏盐单株,盐
害级别为 0、1、2 级的植株全部记载为耐盐,3、4 级

的记载为敏盐。
1. 2. 2摇 DNA 提取 摇 利用北京康为世纪生物科技
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有限公司生产的 CottonGenDNAkit 提取供试材料

DNA, 然后用北京普析通用仪器有限责任公司生

产的 TU鄄1810 紫外分光光度计检测 DNA 纯度与

浓度。
1. 2. 3摇 DNA 池的构建 摇 从 NY1伊中棉所 12 的 F2

分离群体中随机选择耐盐植株和敏盐植株各 20 株,
分别提取其基因组 DNA 并测定其浓度,稀释后分别

按等量混合后构建 F2 耐盐池和敏盐池。
1. 2. 4摇 PCR 扩增和产物检测摇 PCR 反应总体系为

20郾 0 滋l,其中10伊Buffer 2郾 0 滋l, 10 mmol / L的 dNTP

0郾 4 滋l, 5 U / 滋l 的 Taq 酶 0郾 2 滋l, 30 ng / 滋l的模板

DNA 1郾 0 滋l, 正反引物(50 ng / 滋l)各 0郾 7 滋l, PCR
染料 2郾 0 滋l,然后加双蒸水补齐 20郾 0 滋l。

PCR 反应在 Eppendorf mastercycler gradient 基
因扩增仪中进行。 PCR 扩增程序为 94 益预变性 5
min;94 益变性 1 min, 35 益退火 1 min, 72益延伸

10 min, 进行 5 个循环后退火变为 50 益, 再进行

30 个循环, 最后 72 益延伸 10 min, 4 益保存扩增

产物,在 6%的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测带

型。

表 2摇 棉花盐害级别分类标准

Table 2摇 The classification of salt injury grade in cotton

盐害级别 耐盐性 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 幼苗长势

0 极强 株高、叶片数与未受盐害棉花相当,植株健壮,叶片平展、绿色,有光泽;植株生长正常,没有受害症状。

1 强 株高为未受盐害棉花的 70% ~100% ,真叶少 0. 5 ~ 1. 0 片,子叶平展,盐害症状不明显,生长基本正常。

2 耐 株高为未受盐害棉花的 50% ~70% ,真叶少 1. 0 片,子叶边缘卷曲。

3 弱 株高为未受盐害棉花的 50%以下,无真叶,只有心叶存活,但生长点钝化,子叶浓绿、皱缩,边缘卷曲。

4 极弱 子叶脱落,植株干枯、死亡。

2摇 结果与分析

2. 1摇 棉花耐盐 SRAP 分子标记的筛选

用 88 对 SRAP 引物(8 个正向引物和 11 个反向

引物组成)对 2 个棉花亲本进行 PCR 扩增,筛选出

清晰稳定、具有多态性条带的引物 6 对。 然后用这

6 对引物对 F2 群体耐、敏基因池进行扩增,筛选出 1
对引物(me3鄄em5)在耐盐亲本和耐盐池中均能扩增

出一条约为 350 bp 的特异片段,而在敏盐亲本和敏

盐池中未扩增出该片段(图 1)。
2. 2摇 棉花耐盐 SRAP 分子标记在 F2 分离群体中的

鉴定
摇 摇 将筛选到的引物组合 me3鄄em5 对 F2 代中随机

选取的 312 株耐、敏盐单株 DNA 进行扩增,进行稳

定性验证,结果(图 2)显示,在 230 株耐盐单株中有

226 株能扩增出此特异片段,而在 82 株敏盐单株中

有 80 株没有扩增出该片段,2 株扩增出这一片段,
可以看出 F2 代分离群体中出现 6 个重组个体,重组

率为 1郾 92% 。
2. 3摇 棉花耐盐 SRAP 分子标记在不同棉花品种中

的鉴定

摇 摇 对 22 个耐盐品种和 4 个敏盐品种进行 PCR 分

M:Marker DL2000;1:耐盐亲本;2:敏盐亲本;3:耐盐基因池;4:
敏盐基因池。
图 1摇 引物组合 me3鄄em5 在棉花两亲本及耐、敏池间的扩增

Fig. 1 摇 Amplification of cotton parents, salt tolerant and salt
sensitive pools with me3鄄em5

M:Marker DL2000;条带 M 左边为 F2 耐盐单株,右边为 F2 敏盐

单株。
图 2摇 引物组合 me3鄄em5 在 F2 部分耐、敏盐单株间的扩增

Fig. 2摇 Amplification of salt tolerant and salt sensitive F2 plants

with me3鄄em5
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析,结果(图 3)显示,22 个耐盐品种中 20 个品种均

扩增出 350 bp 特异条带,只有中棉所 35 和邯棉

5158 扩增出的条带稍有下移接近 300 bp,4 个敏盐

品种中均没有扩增出此条带。 除了中棉 35 和邯棉

5158 有细微差别外,其他品种盐池鉴定结果与分子

标记鉴定结果基本一致。

M:Marker DL2000;1 ~ 22 为抗盐材料,分别是绿抗、中棉所 35、中棉所 41、中棉所 49、枝棉 3 号、中抗 1、中棉所 50、衡棉 4 号、滨棉 2 号、滨棉

3 号、滨棉 6 号、NY1、邯4849、邯棉802、邯棉103、邯棉5158、辽棉 16、豫棉21、冀丰 106、恒丰抗1、鲁棉研17、鲁棉研24;23 ~ 26 为敏盐材料,
分别是抗黄萎 164、鲁棉 6 号、中棉所 12、新研 96鄄48。

图 3摇 引物组合 me3鄄em5 在不同材料中的扩增

Fig. 3摇 Amplification of salt tolerant and sensitive cotton varieties with me3鄄em5

3摇 讨 论

棉花的耐盐性不但受到棉花本身遗传因素影

响,还受外界环境及栽培措施的影响,其耐盐机制至

今还没形成统一认识,很多领域尚存在争论[29]。 沈

法富等[10]通过双列杂交对 6 个耐盐性不同的品种

进行分析,结果表明,棉花的耐盐性存在着加性和显

性效应,以加性效应为主,耐盐性呈不完全显性,受
一对主效基因控制。 张丽娜等[25] 利用 SSR 技术对

两个典型的耐盐品种和敏盐品种进行了多态性引物

筛选,初步获得了 10 对引物,有望成为鉴定棉花耐

盐性的标准引物。
为了减少不同遗传背景的影响,本研究利用

SRAP 标记技术和 BSA 法寻找棉花耐盐相关的分子

标记,共筛选了 88 对引物,其中有 6 对引物在两亲

本间产生特异带,且带型清晰稳定,重复性较好。 然

后对筛选出的多态性引物在 F2 群体耐盐池和敏盐

池间扩增, 1 对引物在耐盐池产生 350 bp 大小的条

带,而在敏盐池没有扩增出此条带,推测该扩增产物

可能是与棉花耐盐性连锁的分子标记。 对 F2 分离

群体大量单株的扩增中,出现了 4 个重组个体,重组

率为 1. 92% ,说明该标记与耐盐性不能共分离,但
是与耐盐性连锁程度较为紧密。 通过 26 个耐、敏盐

品种(品系)的验证,证实了 4 个敏盐材料中均没有

扩增出该产物,而 22 个耐盐材料中基本上扩增了该

产物,只是在极个别材料中发生了轻微变化,这种现

象说明了在不同的材料中,标记片段的大小会发生

改变,这可能是不同的遗传背景或是不同的环境条

件所致。 通过研究,基本可以断定该片段是与棉花

耐盐性状紧密连锁的分子标记。
由于棉花基因组序列很大,一旦获得与耐盐性

状紧密连锁的标记,就证明了标记的可行性和可用

性。 本研究首次应用 SRAP 分子标记技术对棉花耐

盐性进行遗传标记分析,最终筛选获得 1 个与棉花

耐盐密切相关的 SRAP 分子标记,为棉花耐盐性鉴

定提供了一种快速有效的方法,从而促进棉花耐盐

性分子标记辅助育种的进程,也为棉花耐盐基因的

定位、克隆奠定良好的基础。 但是,该研究中只用了

一组杂交组合及 F2 群体为材料,而耐盐性是一个比

较复杂的数量性状,单一耐盐、敏盐亲本的选择,可
能会影响到结果的准确性,未来研究应该再增加杂

交组合数或建立永久的分离群体,寻找更多与耐盐

性连锁的分子标记,以期准确定位与棉花耐盐相关

的 QTL。
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