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　 　 摘要：　 为明确 Ｂｔ 抗虫棉种质系 Ｎ０９９ 的抗虫性状遗传方式、抗虫基因类型以及抗虫基因插入染色体的位置，
用 Ｎ０９９ 为父本与非抗虫海岛棉海 ７１２４ 杂交，分析了 Ｆ２分离世代遗传方式，结果表明该抗虫棉的抗虫性状呈简单

的 １ 对显性基因控制的质量遗传方式。 进一步在 Ｂｔ 毒蛋白和 ＤＮＡ ２ 个层面对该抗虫基因类型进行鉴定，结果显

示 Ｎ０９９ 所含抗虫基因为双价 Ｂｔ 基因 Ｃｒｙ１Ａｃ＋Ｃｒｙ２Ａ。 而后利用 ２３４ 对核心引物对 Ｆ２代抗、感株组成的近等基因混

池进行多态性筛选，发现其中 １ 对多态性引物 ＮＡＵ２９１２ 与该 Ｂｔ 基因连锁。 已知引物 ＮＡＵ２９１２ 位于棉花第 ２６ 染

色体上，通过对该引物上、下 ５０􀆰 ０ ｃＭ 之间的其他引物进行多态性筛选，共获得 １６ 对引物与双价 Ｂｔ 基因相连锁，目
的基因位于分子标记ｄｃ４０２６０ 和 ｃｇｒ６７０２ 之间，其遗传距离分别为 １􀆰 ８ ｃＭ 和 ２􀆰 ９ ｃＭ，因此将双价 Ｂｔ 基因定位在棉

花第 ２６ 染色体上。
关键词：　 陆地棉； 双价 Ｂｔ 基因； ＳＳＲ 分子标记； 染色体定位

中图分类号：　 Ｓ５６２．０３５．３　 　 　 文献标识码：　 Ａ　 　 　 文章编号：　 １０００⁃４４４０（２０１６）０２⁃０２６２⁃０５

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｍａｐｐｉｎｇ ｏｆ ｉｎｓｅｃｔ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｇｅｎｅ Ｂｔ ｉｎ ｕｐ⁃
ｌａｎｄ ｃｏｔｔｏｎ

ＡＮ Ｂａｉ⁃ｗｅｉ１，　 ＺＨＡＯ Ｌｉａｎｇ２，　 ＤＩ Ｊｉａ⁃ｃｈｕｎ２，　 ＣＨＥＮ Ｘｕ⁃ｓｈｅｎｇ２

（１．Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ， Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００９５， Ｃｈｉｎａ； ２．Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ Ｃｒｏｐｓ， Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉ⁃
ｅｎｃｅｓ， Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４， Ｃｈｉｎａ）

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ：　 Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｄｅｆｉｎｅ ｔｈｅ ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ ｏｆ ｉｎｓｅｃｔ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｒａｉｔｓ， ｉｎｓｅｃｔ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｇｅｎｅ ｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｉｎｓｅｃｔ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｇｅｎｅ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ ｉｎ ａ Ｂｔ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｃｏｔｔｏｎ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ Ｎ０９９， ｔｈｅ ｉｎｓｅｃｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ
ｗａｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｉｎ ａ Ｆ２ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｎ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｎ０９９ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｈａｉ７１２４ （Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｂａｒｂａｄｅｎｓｅ）． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｗａｓ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｂｙ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｐａｉｒ ｏｆ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｇｅｎｅ． Ｎ０９９ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ Ｂｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｉｐ ａｎｄ ＤＮＡ⁃ＰＣＲ ｔｏ
ｃｏｎｔａｉｎ ｂｉｖａｌｅｎｔ Ｂｔ ｉｎｓｅｃｔ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｇｅｎｅ， Ｃｒｙ１Ａｃ＋Ｃｒｙ２Ａ． Ａ ｐａｉｒ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｐｒｉｍｅｒ ＮＡＵ２９１２ ｔｗｏ ｈｕｎｄｒｅｄ ａｎｄ ｔｈｉｒｔｙ⁃
ｆｏｕｒ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｃｏｖｅｒｉｎｇ ２６ ｃｏｔｔｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ａ ｎｅａｒ⁃ｉｓｏｇｅｎｉｃ ｐｏｏｌ ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ＆ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ
Ｆ２ ｃｏｔｔｏｎ ｐｌａｎｔｓ ｔｏ ｂｅ ｌｉｎｋｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｂｔ ｇｅｎｅ Ｃｒｙ１Ａｃ＋Ｃｒｙ２Ａ． Ｋｎｏｗｎ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｏｎ ｃｏｔｔｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ２６， ｔｈｅｎ ｏｔｈｅｒ ｐｒｉｍ⁃

ｅｒｓ ｏｎ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｆｌａｎｋｉｎｇ ５０ ｃＭ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ
ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｒｅｃｅｉｖｅｄ １６ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｌｉｎｋｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｂｔ ｇｅｎｅ． Ｉｔ ｗａｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒ
ｄｃ４０２６０ ａｎｄ ｃｇｒ６７０２， ｗｉｔｈ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ １􀆰 ８ ｃＭ ａｎｄ
２􀆰 ９ ｃＭ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｕｓ， ｔｈｅ ｂｉｖａｌｅｎｔ Ｂｔ ｇｅｎｅ ｉｓ ｍａｐｐｅｄ
ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｔｔｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ２６．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：　 ｕｐｌａｎｄ ｃｏｔｔｏｎ； ｂｉｖａｌｅｎｔ Ｂｔ ｇｅｎｅ； ＳＳＲ
ｍａｒｋｅｒ； ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｍａｐｐｉｎｇ

２６２



　 　 中国自 １９８９ 年开展转基因抗虫棉研究以来，在
转基因抗虫棉遗传育种领域取得了巨大成就。 １９９４
年国产转 Ｂｔ 基因抗虫棉的成功研制，使中国成为继

美国之后第 ２ 个拥有抗虫基因自主知识产权的国

家［１］。 迄今有不少关于抗虫基因转化成功的报道，
除了大家熟知的转单价 Ｂｔ 基因抗虫棉外，还有转其

他抗虫基因类型的抗虫棉， 比如双价 Ｂｔ 基因

Ｃｒｙ１Ａｃ＋Ｃｒｙ２Ａ 以及混合双价抗虫基因 Ｂｔ＋ＣｐＴＩ、Ｂｔ＋
ＧＮＡ 等［２⁃５］。

关于抗虫基因的遗传模式已有许多研究报

道。 国内外研究者普遍认为，转基因棉花的抗虫

性状呈简单的质量性状遗传方式，抗虫性状是受

１ 对显性基因控制的质量性状 ［６⁃９］ ，但关于抗虫基

因定位的研究报道很少。 前人曾试图利用经典

遗传学的连锁测定方法对 Ｂｔ 抗虫基因进行染色

体定位，但未能成功 ［１０］ 。 迄今为止也未见使用

分子遗传学的方法将抗虫基因成功定位到棉花

某特定染色体上的报道。
本课题组于 ２０１１ 年对 ３ 份外来陆地棉品种资

源进行大田不治虫筛选，获得 １ 份抗虫性特别优良

的新种质，编号 Ｎ０９９。 本研究拟在 Ｂｔ 毒蛋白和

ＤＮＡ 分子水平上鉴定该种质的抗虫基因类型，进而

以该种质系与海岛棉杂交获得 Ｆ２ 分离群体，采用

ＳＳＲ 分子标记技术对该抗虫基因进行染色体定位，
旨在为下一步深入理解外源抗虫基因插入染色体机

理提供科学依据。

１　 材料与方法

１．１　 材料

研究材料为陆地棉种质系 Ｎ０９９ 和海岛棉海

７１２４ 及其杂交 Ｆ１和 Ｆ２，其中 Ｎ０９９ 为抗虫陆地棉，
海 ７１２４ 为不抗虫的海岛棉。
１．２　 方法

１．２．１　 遗传群体的抗、感单株调查 　 选择非抗虫

海岛棉海 ７１２４ 作为母本，抗虫种质系 Ｎ０９９ 作为

父本进行杂交，收获 Ｆ１种子。 种植 Ｆ１，通过自交获

得 Ｆ２种子。 在江苏省农业科学院试验基地种植亲

本和 Ｆ１、Ｆ２群体，种植方式为营养钵育苗移栽，行
距为 ８０ ｃｍ，株距为 ４０ ｃｍ。 在棉花现蕾期，用 ５
ｍｇ ／ ｍｌ 卡那霉素涂抹各群体单株，并结合大田不治

虫条件下的单株生物学抗性表现，调查各群体的

抗性株与非抗性株数量，而后对分离群体进行 χ２

适合性测验。
１．２．２　 ＤＮＡ 提取与 ＳＳＲ 分子标记的 ＰＣＲ 扩增　 取

亲本及 Ｆ２群体单株幼嫩叶片，采用 ＣＴＡＢ 法［１１］提取

ＤＮＡ。 ＳＳＲ 分子标记的 ＰＣＲ 扩增反应在 ＰＴＣ⁃２００
（ＭＪ ｒｅｓｅａｒｃｈ）上进行。 ＰＣＲ 反应程序为：９４ ℃预变

性 ２ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ４０ ｓ，５６ ℃退火 ４５ ｓ，７２ ℃延伸

１ ｍｉｎ，３０ 个循环；最后 ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ［１２］。 扩增产

物进行 ８􀆰 ０％聚丙烯酰胺凝胶（ＰＡＧＥ）电泳，电泳缓

冲液为 １×ＴＢＥ，２００ Ｖ 恒压电泳。 电泳结束后，参照

张军等［１３］方法进行染色。
１．２．３　 转 Ｂｔ 基因植株的毒蛋白试纸条检测　 采用

由上海佑隆生物科技有限公生产的 Ｂｔ 基因 Ｃｒｙ１Ａｂ ／
Ａｃ 和 Ｃｒｙ２Ａ 速测试纸条，具体操作步骤严格按照说

明书进行。
１．２．４　 转 Ｂｔ 基因的分子检测　 利用 Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ２Ａ
两个特异引物分别进行 Ｂｔ 基因扩增。 Ｃｒｙ１Ａｃ 的特

异性引物序列（Ｆ：５′⁃ＡＧＧＧＡＡＣＣＴＴＣＡＴＣＧＴＧＧ⁃３′；
Ｒ： ５′⁃ＡＴＡＣＧＴＧＣＣＡＡＧＴＧＣＣＡＡＣＣ⁃３′）参照王奕海

等的报道［１４］，扩增片段大小为 ３１０ ｂｐ；Ｃｒｙ２Ａ 的特异

引物序列（Ｆ：５′⁃ＡＧＡＴＴＡＣＣＣＣＡＧＴＴＣＣＡＧＡＴ⁃３′；Ｒ：
５′⁃ＧＴＴＣＣＣＧＡＡＧＧＡＣＴＴＴＣＴＡＴ⁃３′） 参照 Ｂｕｓｈｒａ 等

的报道［１５］， 扩增片段大小为 ６００ ｂｐ。 ＰＣＲ 扩增产

物在恒压 ９０ Ｖ 条件下，使用 １％的琼脂糖凝胶进行

电泳，最后在荧光灯下观察目的片段，鉴定父本、母
本和 Ｆ１及 Ｆ２群体中部分单株的抗虫基因。
１．２．５　 多态性标记筛选与目的基因定位 　 在 Ｆ２群

体中随机选取抗性植株和不抗植株各 １０ 株，每单株

取等量叶片，将抗性单株和不抗单株的叶片混合，提
取总 ＤＮＡ 作为近等基因池［１６］。 利用本实验室（农
业部长江下游棉花与油菜重点实验室）前期从１ ３５０
对引物中筛选获得的分布于棉花 ２６ 对染色体上的

２３４ 对 ＳＳＲ 核心引物［１７］，先筛选 Ｆ２近等基因混池的

多态性差异标记，而后检测 Ｆ２群体共 １７２ 个单株的

基因型。 统计多态性条带，与海 ７１２４ 带型相同的个

体基因记为 １，与 Ｎ０９９ 带型相同的记为 ２，共显性杂

合带型记为 ３，缺失记为 ０。 采用 Ｊｏｉｎ Ｍａｐ４．０ 软件

进行分子标记的连锁分析和位点排序，确定目的基

因在染色体上位置。

２　 结果与分析

２．１　 Ｎ０９９ 抗虫性状在海陆杂交群体中的分离规律

调查海陆杂交的 ４ 个世代群体在大田中的抗虫
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性状分离情况（表 １）。 由表 １ 可知，母本海岛棉海

７１２４ 全部植株表现为不抗，父本陆地棉 Ｎ０９９ 全部

植株表现为抗性。 Ｆ１植株均表现为抗性， Ｆ２中抗虫

植株与不抗植株数目符合 ３ ∶ １ 的分离比例。 以上

结果证明，该抗虫性状是由 １ 对显性基因控制的质

量性状。

表 １　 Ｎ０９９ 和海 ７１２４ 杂交后代抗虫性的分离

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｔｈｅ ｉｎｓｅｃｔ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｏｆ
Ｈａｉ７１２４ ａｎｄ Ｎ０９９

世代
亲本及
组合

抗虫
单株数

不抗
单株数 　 χ２值 　 χ２概率

Ｐ１ 海 ７１２４ ０ ７１

Ｐ２ Ｎ０９９ ４７ ０

Ｆ１ 海 ７１２４×Ｎ０９９ ５９ ０

Ｆ２ Ｆ１自交 １２５ ４７ ０．４９６ １ ０．２５～０．５０
χ２
０．０５，１ ＝ ３􀆰 ８４。

２．２　 抗虫棉 Ｎ０９９ 的抗虫基因类型

利用 Ｂｔ Ｃｒｙ１Ａｂ ／ Ａｃ 和 Ｃｒｙ２Ａ 速测试纸分别对

抗虫棉 Ｎ０９９ 和不抗虫的海岛棉海 ７１２４ 进行检测。
结果表明，Ｎ０９９ ２ 种基因速测试纸条的检测结果均

显示阳性，而海 ７１２４ 则都显示阴性（图 １）。 说明抗

虫棉种质系 Ｎ０９９ 中含有外源 Ｂｔ 抗虫基因 Ｃｒｙ１Ａｂ ／
１Ａｃ 和 Ｃｒｙ２Ａ。

图 １　 试纸条检测棉花植株中 Ｂｔ 抗虫基因类型

Ｆｉｇ．１　 Ｂｔ ｓｔｒｉｐ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｔｙｐｅ ｏｆ Ｂｔ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｃｏｔｔｏｎ ｐｌａｎｔｓ

　 　 利用检测 Ｃｒｙ１Ａｃ 的特异性引物分别对父本

Ｎ０９９、母本海 ７１２４、Ｆ１和 Ｆ２抗性和感性植株进行分

子检测。 结果（图 ２）显示，父本、Ｆ１和 Ｆ２抗性植株具

有 ＰＣＲ 扩增条带，符合特征引物设计的片段长度

３１０ ｂｐ，母本和 Ｆ２感性植株没有 ＰＣＲ 扩增条带。 由

此可见，抗性植株中含 Ｂｔ 抗性基因 Ｃｒｙ１Ａｃ。

１、２ 和 ３ 分别为父本、母本和 Ｆ１，４ 和 ５ 为 Ｆ２抗性植株，６ 和 ７ 为

Ｆ２感性植株。

图 ２　 棉花植株中 Ｃｒｙ１Ａｃ 基因的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ．２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｒｙ１Ａｃ ｇｅｎｅ ｉｎ ｃｏｔｔｏｎ ｐｌａｎｔｓ

　 　 再用检测 Ｃｒｙ２Ａ 的特异性引物分别对抗虫父本

Ｎ０９９、母本海 ７１２４、Ｆ１和 Ｆ２抗虫和感虫植株进行基

因分子检测。 结果（图 ３）表明，父本、Ｆ１和 Ｆ２抗虫植

株均具有 ＰＣＲ 扩增条带，其大小符合 Ｃｒｙ２Ａ 基因特

征引物设计的片段长度 ６００ ｂｐ，母本和 Ｆ２感性植株

均没有 ＰＣＲ 扩增条带，说明抗虫植株中含有 Ｂｔ 抗
性基因 Ｃｒｙ２Ａ。

１、２、３ 分别为父本、母本和 Ｆ１，４ 和 ５ 为 Ｆ２抗性植株，６ 和 ７ 为 Ｆ２

感性植株。
图 ３　 棉花植株中 Ｃｒｙ２Ａ 基因的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ．３　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｒｙ２Ａ ｇｅｎｅ ｉｎ ｃｏｔｔｏｎ ｐｌａｎｔｓ

　 　 综合以上关于抗虫棉 Ｎ０９９ 抗性性状的经典遗

传学分析结果以及对抗虫基因类型进行的 Ｂｔ 毒蛋

白与 ＤＮＡ 分子检测结果，可以证明：抗虫棉种质系

Ｎ０９９ 中所含的外源抗虫基因为 ２ 个 Ｂｔ 抗性基因整

合形成的单一显性抗虫基因，即双价 Ｂｔ 抗虫基因

Ｃｒｙ１Ａｃ＋Ｃｒｙ２Ａ。
２．３　 双价 Ｂｔ 基因的染色体定位

经典遗传学研究结果已经显示，双价 Ｂｔ 基因控

制的抗性性状呈简单 １ 对显性基因控制的质量性状

遗传方式，即属于外源基因单一位点整合方式，因此

可利用 ＳＳＲ 分子标记技术进行基因定位。
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利用本实验室前期筛选获得的 ２３４ 对核心引物

（这些引物具有良好多态性，分布于棉花 ２６ 条染色

体上，每染色体平均 ９ 对引物），通过对双亲与 Ｆ２的

抗⁃感近等基因混池进行差异标记筛选，共得到 ２２
对多态性引物。 以这 ２２ 对多态性引物检测 Ｆ２作图

群体每个单株的基因型，发现标记 ＮＡＵ２９１２ 与 Ｂｔ
抗性基因连锁，两者的遗传距离为 １２􀆰 ７ ｃＭ。 查看

Ｚｈａｏ 等［１８］的棉花遗传图谱，ＮＡＵ２９１２ 位于第 ２６ 染

色体上。 根据该引物的位置合成了上下距离 ５０􀆰 ０
ｃＭ 区间的 ５６ 对引物，经过对双亲本的筛选得到 ３１
对多态性引物。 用获得的引物检测 Ｆ２群体每个单

株的基因型，通过 Ｊｏｉｎ Ｍａｐ４．０ 软件进行连锁遗传分

析，结果表明共有 １６ 个标记与目的基因 Ｂｔ 相连锁，
分别 是 ＮＡＵ２９１２、 ＮＡＵ３９２０、 ＮＡＵ２３７２、 ＮＡＵ２２５１、
ＮＡＵ４９１２、 ＮＡＵ３２３６、 ｃｇｒ６４７１、 ＮＡＵ５３２１、 ｃｇｒ６７０２、
ＣＩＲ０８５、 ｄｃ４０２６０、 ｄＰＬ０３８０、 ｃｇｒ５７９３、 ｄＰＬ０７９６、
ＨＡＵ１２９２、ＨＡＵ２０２７。 位于目的基因 Ｂｔ 两侧的分子

标记分别为 ｄｃ４０２６０ 和 ｃｇｒ６７０２，其中标记 ｄｃ４０２６０
与目的基因的遗传距离为 １．８ ｃＭ，标记 ｃｇｒ６７０２ 与

目的基因的遗传距离为 ２．９ ｃＭ。 因此，将目的基因

定位在棉花第 ２６ 染色体上（图 ４）。

图 ４　 双价 Ｂｔ 抗虫基因 Ｃｒｙ１Ａｃ＋Ｃｒｙ２Ａ 的连锁图

Ｆｉｇ．４　 Ｌｉｎｋａｇｅ ｍａｐｐｉｎｇ ｏｆ ｂｉｖａｌｅｎｔ Ｂｔ ｇｅｎｅ Ｃｒｙ１Ａｃ＋Ｃｒｙ２Ａ

３　 讨 论

关于转基因抗虫棉外源基因的染色体定位，前
人已有报道。 肖松华等［１０］曾使用经典遗传学方法，

对国产抗虫棉 ＧＫ⁃１２ 与国外抗虫棉 ３３Ｂ 的 Ｂｔ 基因

进行定位，但未能成功。 究其原因，是因为采用的遗

传标准系 Ｔ５８６ 和 Ｔ５８２ 连锁群上的形态标记基因数

太少，连锁定位的几率很低。 迄今为止，国外也未见

关于抗虫棉 Ｂｔ 基因成功定位的公开报道。 本研究

针对一份未知抗虫基因来源的抗虫棉种质系 Ｎ０９９，
通过经典遗传学分析发现该抗虫性状呈简单的质量

遗传方式，受 １ 对显性基因控制。 进一步对抗虫基

因类型进行分子鉴定，结果显示其抗虫基因为双价

Ｂｔ 基因 Ｃｒｙ１Ａｃ＋Ｃｒｙ２Ａ。 利用分布于棉花 ２６ 对染色

体上的 ＳＳＲ 分子标记，对该抗虫基因进行连锁标记

定位，成功地将目的基因定位在棉花第 ２６ 染色体

上，该基因位于标记 ｄｃ４０２６０ 和 ｃｇｒ６７０２ 之间，与这

２ 个标记的遗传距离分别为 １􀆰 ８ ｃＭ 和 ２􀆰 ９ ｃＭ。
至于外源抗虫基因到底是完全随机地整合到棉

花染色体上，还是对某些染色体具有定向插入偏好，
目前尚无定论［１９］。 棉花作为长期进化形成的物种，
具有保持自身遗传稳定性的天然秉性，外源基因插

入棉花染色体，应以不破坏其整体的遗传稳定性为

前提。 因此可以推测，被外源基因插入的染色体区

域，其碱基序列结构应该具有保持其功能自稳定的

特性。 无疑，外源基因的插入与成功整合是物种基

因组进化的主要动力之一［２０］。 本研究对转基因棉

花外源 Ｂｔ 基因进行的染色体定位，以及后续开展的

外源插入基因侧翼序列的相关研究，将有助于在分

子水平上理解棉种基因组进化的内在机制。

参考文献：

［１］ 　 郭三堆，崔洪志． 中国抗虫棉 ＧＦＭ Ｃｒｙ１Ａ 杀虫基因的合成及

表达载体构建［Ｊ］ ．中国农业科技导报，２０００，２（２）：２１⁃２５．

［２］ 　 郭三堆，倪万潮． 双价抗虫转基因棉花研究［ Ｊ］ ． 中国农业科

学，１９９９，３２（３）：１⁃７．

［３］ 　 陈旭升，郭三堆． 双价抗虫杂交棉苏杂 ３ 号杀虫蛋白时空表达

规律分析［Ｊ］ ． 江苏农业科学，２００６（３）：４４⁃４５．

［４］ 　 刘　 志，郭旺珍，朱协飞，等． 转 Ｂｔ＋ＧＮＡ 双价基因抗虫棉对棉

铃虫抗性的遗传分析［ Ｊ］ ． 农业生物技术学报，２００３，１１（４）：

３８８⁃３９３．

［５］ 　 ＢＡＫＨＳＨ Ａ， ＲＡＯ Ａ Ｑ， ＳＨＡＨＩＤ Ａ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｓｅｃｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ａｎｄ ｒｉｓｋ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｓｔｕｄｉｅｓ ｉｎ ａｄｖａｎｃｅ ｌｉｎｅｓ ｏｆ Ｂｔ ｃｏｔｔｏｎ ｈａｒｂｏｒｉｎｇ

Ｃｒｙ１Ａｃ ａｎｄ Ｃｒｙ２Ａ ｇｅｎｅｓ［Ｊ］ ． Ａｍ Ｅｕｒ Ｊ Ａｇｒｉｃ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｓｃｉ， ２００９，

６：１⁃１１．

［６］ 　 唐灿明，朱协飞，张天真，等． 转 Ｂｔ 基因抗虫棉 Ｒ１９ 品系的棉

铃虫抗性表现及抗虫性遗传研究 ［ Ｊ］ ．农业生物技术学报，

１９９７，５（２）：１９４⁃２００．

５６２安百伟等：陆地棉 Ｂｔ 抗虫基因类型鉴定与染色体定位



［７］ 　 李汝忠，沈法富，王宗文，等． 转 Ｂｔ 基因抗虫棉抗虫性遗传研

究［Ｊ］ ． 棉花学报， ２００１，１３（５）：２６８⁃２７２．
［８］ 　 袁小玲，唐灿明，张天真．转 Ｂｔ＋ＣｐＴＩ 双价基因抗虫棉棉铃虫抗

性的遗传分析［Ｊ］ ．棉花学报， ２００１，１３（６）：３４２⁃３４５．
［９］ 　 ＢＡＫＨＳＨ Ａ， ＲＡＯ Ａ Ｑ， ＳＨＡＨＩＤ Ａ Ａ， ｅｔ ａｌ． ＣａＭＶ３５Ｓ ｉｓ ａ ｄｅ⁃

ｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｂｅｉｎｇ ｔｅｍｐｏｒａｌ ａｎｄ ｓｐａｔｉａｌ ｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔ⁃
ｔｅｒｎ ｏｆ ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄａｌ ｇｅｎｅｓ （ｃｒｙ１Ａｃ ＆ ｃｒｙ２Ａ） ｉｎ ｃｏｔｔｏｎ［ Ｊ］ ． Ａｕｓｔ Ｊ
Ｂａｓｉｃ Ａｐｐｌ Ｓｃｉ， ２０１０，４：３７⁃４４．

［１０］ 肖松华，狄佳春，刘剑光，等． 转基因抗虫棉 Ｂｔ 基因的遗传连

锁分析［Ｊ］ ．棉花学报，２００２， １４（３）：１３４⁃１３７．
［１１］ ＰＡＲＴＥＲＳＯＮ Ａ Ｈ， ＢＲＵＢＡＫＥＲ Ｃ， ＷＥＮＤＥＬ Ｊ Ｆ． Ａ ｒａｐｉｄ ｍｅｔｈ⁃

ｏｄ ｆｏｒ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｔｔｏｎ（Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｓｐｐ．） ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｓｕｉｔａｂｌｅ
ｆｏｒ ＲＦＬＰ ｏｒ ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｐｌａｎｔ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ Ｒｅｐ，１９９３，１１（２）：
１２２⁃１２７．

［１２］ 刘吉焘，马晓杰，狄佳春，等． 棉花草甘膦抗性基因 ＣＰ４⁃ＥＰＳＰＳ
的初步定位［Ｊ］ ． 江苏农业学报，２０１３，２９（３）：４８０⁃４８４．

［１３］ 张　 军，武耀廷，郭旺珍，等． 棉花微卫星标记的 ＰＡＧＥ ／ 银染快

速检测［Ｊ］ ．棉花学报，２０００，１２（５）：２６７⁃２６９．
［１４］ 王奕海，谢家建，张永军，等． 一种检测抗虫棉中不同 Ｂｔ 基因

表达盒结构的 ＰＣＲ 方法［ Ｊ］ ． 农业生物技术学报， ２００９，１７
（５）：９１４⁃９１９．

［１５］ ＢＵＳＨＲＡ Ｒ， ＺＡＦＡＲ Ｓ， ＴＡＹＹＡＢ Ｈ． Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｈｅｒｉｔ⁃
ａｎｃｅ ｏｆ Ｂｔ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｂｉｏｌｏ⁃
ｇｙ， ２００８， ５１（４） ： ２４８⁃２５４．

［１６］ ＭＩＣＨＥＬＭＯＲＥ Ｒ Ｗ， ＰＡＲＡＮ Ｉ， ＫＥＳＳＥＬＩ Ｒ Ｖ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍａｒｋｅｒｓ ｌｉｎｋｅｄ ｔｏ ｄｉｓｅａｓｅ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｂｙ ｂｕｌｋｅｄ ｓｅｇｒｅｇａｎｔ ａ⁃
ｎａｌｙｓｉｓ：ａ ｒａｐｉｄ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｎｏｍｉｃ ｒｅｇｉｏｎ
ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｓｅｇｒｅｇａｔｉｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡ，
１９９１，８８：９８２８⁃９８３２．

［１７］ 景　 超，马晓杰，狄佳春，等． 陆地棉超矮杆突变体基因的初步

定位［Ｊ］ ．遗传，２０１１，３３（１２）：１３９３⁃１３９７．
［１８］ ＺＨＡＯ Ｌ， ＬＶ Ｙ， ＣＡＩ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｔｏｗａｒｄ ａｌｌｏｔｅｔｒａｐｌｏｉｄ ｃｏｔｔｏｎ

ｇｅｎｏｍｅ ａｓｓｅｍｂｌｙ： ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｈｉｇｈ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｇｅｎｅｔｉｃ
ｌｉｎｋａｇｅ ｍａｐ ｗｉｔｈ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． ＢＭＣ Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，
２０１２， １３：５３９⁃５７０．

［１９］ 左开井，张献龙，聂以春，等． 转基因抗虫棉 Ｂｔ 基因插入区碱

基组成分析［Ｊ］ ． 遗传学报， ２００２，２９（８）：７３５⁃７４０．
［２０］ ＫＹＮＤＴ Ｔ， ＱＵＩＳＰＥＡ Ｄ， ＺＨＡＩ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ

ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ ｃｏｎｔａｉｎｓ Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ Ｔ⁃ＤＮＡｓ ｗｉｔｈ ｅｘ⁃
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