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　 　 摘要：　 为研究抗虫杂交棉苏杂 ６ 号抗虫亲本 ＹＬ０２⁃１ 的 Ｂｔ 抗虫基因类型，抗虫性状遗传方式以及 Ｂｔ 基因在

染色体上的插入位置，首先利用特异引物对抗虫亲本 ＹＬ０２⁃１ 的 Ｂｔ 基因来源进行 ＰＣＲ 鉴定，结果显示，其扩增条带

符合国产 Ｂｔ 抗虫基因引物设计的特征片段长度 ４５６ ｂｐ。 而后以抗虫亲本 ＹＬ０２⁃１ 与非抗虫海岛棉种质系海 ７１２４
杂交配组获得 Ｆ１，Ｆ１自交获得 Ｆ２分离群体。 对 Ｆ２分离群体的分析结果显示，Ｂｔ 抗虫基因符合 ３ ∶ １ 理论分离比例。
进一步利用 Ｆ２中含有 Ｂｔ 和不含 Ｂｔ 基因的棉株 ＤＮＡ 构建近等基因混合池，以覆盖棉花 ２６ 对染色体的 ２３４ 对核心

引物检测混合池，共获得 ３８ 对 ＳＳＲ 多态性引物。 将获得的多态性引物检测 Ｆ２ 分离群体基因型，发现分子标记

ＮＡＵ２５７９ 与目的基因连锁。 已知分子标记 ＮＡＵ２５７９ 位于棉花第 ２０ 染色体，对该分子标记上、下 ５０ ｃＭ 之内的其他

分子标记进行多态性筛选，共获得 １７ 个与 Ｂｔ 基因连锁的分子标记，目的基因位于分子标记 Ｇｈ５６４ 和 ＮＡＵ３８１３ 之

间，其遗传距离分别为 ２􀆰 ８ ｃＭ 和 １２􀆰 ２ ｃＭ。 由此，将亲本 ＹＬ０２⁃１ 中的 Ｂｔ 抗虫基因定位于棉花第 ２０ 染色体上。
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ｎａｎｔ ｇｅｎｅｓ． Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ３８ ｐａｉｒｓ ｏｆ ＳＳＲ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｂｙ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍｉｘｅｄ ｇｅｎｅ ｐｏｏｌ ｗｉｔｈ ２３４ ｐａｉｒｓ ｏｆ
ｐｒｉｍｅｒｓ ｃｏｖｅｒｉｎｇ ２６ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ， ａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ， ｐｒｉｍｅｒ ＮＡＵ２５７９， ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｌｉｎｋ ｔｏ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ Ｂｔ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｆ２ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，
ｗａｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ２０． Ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ Ｇｈ５６４ ａｎｄ ＮＡＵ３８１３，ｗｉｔｈ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓ⁃
ｔａｎｃｅ ｏｆ ２􀆰 ８ ｃＭ ａｎｄ １２􀆰 ２ ｃＭ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｕｓ， ｔｈｅ ｉｎｓｅｃｔ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｂｔ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐａｒｅｎｔ ＹＬ０２⁃１ ｉｓ ｍａｐｐｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｔ⁃
ｔｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ２０．
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　 　 外源 Ｂｔ 毒蛋白基因自发现以来，在转基因抗虫

棉的遗传育种中发挥了巨大的作用。 郭三堆等在国

内首先设计并合成了 Ｃｒｙ１Ａ 杀虫晶体蛋白结构基因

ＧＦＭ Ｃｒｙ１Ａ，并整合到棉花基因组中，得到具有良好

抗虫能力的转基因棉花，使中国成为仅次于美国的

第 ２ 个具有自主知识产权、能生产转基因抗虫棉的

国家［１］。 自 １９９４ 年中国自主研制单价 ＧＫ 抗虫棉

以来，转基因棉花已在中国推广应用近 ２０ 年［２］，但
有关转基因棉花外源基因的染色体定位研究报道

较少［３⁃４］。
苏杂 ６ 号是采用国产转 Ｂｔ 基因抗虫棉种质系

ＹＬ０２⁃１ 与高产抗病陆地棉种质系 ＪＳ１１０７ 杂交配组

而选育成功的高产抗虫杂交棉，２００９ 年通过国家农

作物品种审定委员会审定 ［５⁃６］。 苏杂 ６ 号于 ２００８
年获得在长江流域棉区推广安全证书，２０１４ 年继续

获得长江流域生产应用安全证书。 该品种在长江流

域棉区的突出表现为籽棉皮棉产量高、抗病虫能力

强、纤维品质较优［７］。 本研究拟通过对苏杂 ６ 号抗

虫亲本 ＹＬ０２⁃１ 的 Ｂｔ 基因进行 ＰＣＲ 特异性检测以

鉴定该种质系的抗虫基因类型，进一步以苏杂 ６ 号

抗虫亲本 ＹＬ０２⁃１ 作为母本与非抗虫海岛棉种质系

海 ７１２４ 进行杂交，研究抗虫性状在杂交后代中的遗

传规律，并利用 ＳＳＲ 分子标记对该 Ｂｔ 基因进行染色

体定位。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

以抗虫性良好的转 Ｂｔ 基因陆地棉种质系

ＹＬ０２⁃１ 为母本，不抗虫的海岛棉种质系海 ７１２４ 为

父本，通过杂交获得 Ｆ１代。 将 Ｆ１代自交获得的 Ｆ２代

分离群体作为基因定位群体，群体大小为 １７７ 个

单株。
１．２　 Ｂｔ 基因来源的分子检测

用检测 Ｂｔ 基因的特异性引物对抗虫亲本

ＹＬ０２⁃１ 以及抗虫棉种质系 ＧＫ１９、Ｇ⁃６、３３Ｂ 和非抗

虫棉对照泗棉 ３ 号进行 ＰＣＲ 扩增。 各材料的种子

ＤＮＡ 提取，参照匡猛等的方法［８］。 Ｂｔ 基因 ＰＣＲ 扩

增检测的特异性引物序列参照王奕海等［９］ 的报道，
国产 Ｂｔ 基因的扩增片段大小为 ４５６ ｂｐ，国外产 Ｂｔ
基因的扩增片段大小为 ３１０ ｂｐ。 特征引物序列 Ｆ⁃
１：５′⁃ＣＡＴＣＴＴＣＡＣＴＣＧＧＴＡＡＣＡＴＣＧ⁃３′ （ ４５６ ｂｐ）； Ｆ⁃
２：５′⁃ＡＧＧＧＡＡＣＣＴＴＣＡＴＣＧＴＧＧ⁃３′ （３１０ ｂｐ）；Ｒ：５′⁃
ＡＴＡＣＧＴＧＣＣＡＡＧＴＧＣＣＡＡＣＣ⁃３′。

ＰＣＲ 扩增产物在恒压 ９０ Ｖ 条件下，使用 １％琼

脂糖凝胶进行电泳，在凝胶成像系统中观察目的基

因片段。
１．３　 多态性标记筛选与目的基因的定位

取 Ｆ２ 代群体植株真叶提取 ＤＮＡ，方法参照

ＣＴＡＢ 法［１０］。 在 Ｆ２代分离群体中随机选取含有 Ｂｔ
基因的单株 １０ 株和不含有 Ｂｔ 基因的单株 １０ 株，建
立 ２ 个近等基因混池［１１］。 然后利用本实验室（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［１２］（ＳＳＲ 引物序列均来自公共

数据库 Ｃｏｔｔｏｎ Ｍａｒｋｅｒ Ｄａｔａｂａｓｅ，网址 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｃｏｔｔｏｎｍａｒｋｅｒ．ｏｒｇ ／ ），对双亲和 ２ 个近等基因池进行

ＰＣＲ 扩增，综合筛选有多态性的引物。 ＰＣＲ 扩增反

应体系为 １０􀆰 ０ μｌ，反应程序为：９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎ；
９４ ℃变性 ４５ ｓ，５７ ℃退火 ４５ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，３５
个循环，最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 扩增产物在 ８􀆰 ０％
的非变性 ＰＡＧＥ 凝胶上电泳，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⁃１４］方法进行银染观察。
用获得的多态性引物检测 Ｆ２代分离群体单株

的标记基因型。 统计多态性条带，将与海 ７１２４ 带型

相同的个体基因型记为 １，与抗虫亲本 ＹＬ０２⁃１ 带型

相同的个体基因型记为 ２，共显性杂合带型的基因

型记为 ３，缺失条带或无法辨别条带的基因型记为
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０。 采用 Ｊｏｉｎ Ｍａｐ４􀆰 ０ 软件进行分子标记的连锁分析

和位点排序，从而锁定目标染色体，确定目的基因在

染色体上的位置［１５⁃１６］。 然后合成目的染色体上的

ＳＳＲ 引物进行图谱加密，以实现 Ｂｔ 基因的初步

定位。

２　 结果与分析

２．１　 抗虫亲本 Ｂｔ 基因的特异性鉴定

利用检测 Ｂｔ 基因的特异性引物，分别对抗虫亲

本 ＹＬ０２⁃１ 以及抗虫棉种质系 ＧＫ１９、Ｇ⁃６、３３Ｂ 进行

ＰＣＲ 检测，以清水和非抗虫棉材料泗棉 ３ 号为对

照，依据扩增条带特征分子量的大小进行分子鉴定

（图 １）。 由图 １ 可以看出，抗虫亲本 ＹＬ０２⁃１ 的 ＰＣＲ
扩增条带，符合国产 Ｂｔ 抗虫基因引物设计的特征片

段长度 ４５６ ｂｐ，与国产抗虫棉 ＧＫ１９ 的特征分子量

大小一致，说明 ＹＬ０２⁃１ 为国产转 Ｂｔ 基因抗虫棉种

质系。 而 ２ 个来自美国的抗虫棉 Ｇ⁃６、３３Ｂ 的扩增条

带，则符合美国 Ｂｔ 抗虫基因引物设计的特征片段长

度 ３１０ ｂｐ。 清水对照与非抗虫棉泗棉 ３ 号无特征

条带。
２．２　 Ｂｔ 基因的遗传方式

对杂交亲本 ＹＬ０２⁃１ 和海 ７１２４，Ｆ１代及其 Ｆ２代

群体的单株，用 Ｂｔ 特征引物进行 ＰＣＲ 扩增，然后进

行非变性 ＰＡＧＥ 凝胶电泳。 结果（图 ２）显示，亲本

ＹＬ０２⁃１、Ｆ１代和 Ｆ２代群体中含有 Ｂｔ 基因的个体具有

ＰＣＲ 扩增条带，条带分子量大小为 ４５６ ｂｐ；亲本海

７１２４ 和 Ｆ２代中不含有 Ｂｔ 基因的植株，则没有 ＰＣＲ
扩增条带。

Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１：ＹＬ０２⁃１；２：ＧＫ１９；３：Ｇ⁃６；４：３３Ｂ；５：清水；６：泗棉 ３号。
图 １　 抗虫棉 Ｂｔ 基因的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ．１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｔ ｇｅｎｅ ｉｎ ｉｎｓｅｃｔ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｃｏｔｔｏｎ

　 　 　 　 　 　 　 Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；Ｐ１：海 ７１２４；Ｐ２：ＹＬ０２⁃１；Ｆ１：杂交 １ 代；１～３３：Ｆ２代分离群体的部分单株。

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 ２　 亲本与 Ｆ２群体部分单株的 Ｂｔ 基因 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ．２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｔ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｆ２ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐａｒｅｎｔｓ

　 　 由表 １ 可知，抗虫亲本 ＹＬ０２⁃１ 全部植株均含有

Ｂｔ 基因，非转基因亲本海 ７１２４ 全部植株均不含有

Ｂｔ 基因，Ｆ１代全部植株均含有 Ｂｔ 基因，Ｆ２代分离群

体中含有 Ｂｔ 基因和不含有 Ｂｔ 基因的植株数目符合

３ ∶１的理论分离比例。 说明该 Ｂｔ 抗虫基因呈现由 １
对显性基因控制的质量性状遗传方式。 鉴于该 Ｂｔ
基因在染色体上属于单位点插入，可利用 ＳＳＲ 分子

标记技术进行染色体定位。
２．３　 Ｂｔ 基因的染色体定位

通过 ２３４ 对核心引物对双亲以及近等基因混池

进行差异性标记筛选，共得到 ３８ 对多态性引物。 以

这些多态性引物检测 Ｆ２作图群体每个单株的标记

基因型。 通过连锁软件分析发现分子标记 ＮＡＵ２５７９

表 １　 ＹＬ０２⁃１和海 ７１２４ 杂交后代 Ｂｔ 基因的分离情况

Ｔａｂｌｅ １ 　 Ｂｔ ｇｅｎｅ ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｏｆ Ｈａｉ７１２４ ａｎｄ
ＹＬ０２⁃１

群体 亲本及组合
含 Ｂｔ 基因
的单株数量

不含 Ｂｔ 基因
的单株数量

χ２值 χ２概率

Ｐ１ 海 ７１２４ ０ ９０ ／

Ｐ２ ＹＬ０２⁃１ ９２ ０ ／

Ｆ１ ＹＬ０２⁃１×海 ７１２４ ８３ ０ ／

Ｆ２ Ｆ１代自交 １２５ ５２ １．８１ ０．１０～０．２５

注： χ２
０．０５ （１） ＝ ３．８４

和 Ｂｔ 抗虫基因连锁，且为共显性标记，两者的遗传

９８９周向阳等：抗虫杂交棉苏杂 ６ 号抗虫亲本的 Ｂｔ 基因类型鉴定与染色体定位



距离约为 １１􀆰 ６ ｃＭ。 查阅最新棉花遗传图谱［１７］，得
知分子标记 ＮＡＵ２５７９ 位于第 ２０ 染色体，可初步推

断 Ｂｔ 基因位于棉花第 ２０ 染色体。 而后合成位于该

分子标记上、下遗传距离 ５０ ｃＭ 区间内的 ７８ 对引

物，通过对双亲筛选得到 ２１ 对多态性引物。 用这些

引物检测 Ｆ２代群体每个单株的标记基因型，然后通

过 Ｊｏｉｎｍａｐ４􀆰 ０ 软件进行遗传连锁分析，结果表明共

有 １７ 个分子标记与 Ｂｔ 基因连锁，它们分别是引物

ＮＡＵ２５７９、ＮＡＵ２６９８、ＮＡＵ２８８８、ＮＡＵ２９１５、ＮＡＵ３５３１、
ＮＡＵ３８１３、ＮＡＵ３９０７、ＮＡＵ５０１３、ＮＡＵ５３０７、ＮＡＵ６２１９、
ＢＮＬ１１９、 ＢＮＬ１２５３、 ＢＮＬ２５７０、 ＢＮＬ３６４６、 ｄＰＬ０１０８、
Ｇｈ５６４、ｃｇｒ６０２２。 位于 Ｂｔ 基因两侧的分子标记分别

为 Ｇｈ５６４ 和 ＮＡＵ３８１３，遗传距离分别为 ２􀆰 ８ ｃＭ 和

１２􀆰 ２ ｃＭ。 由此，将抗虫亲本 ＹＬ０２⁃１ 所含的国产 Ｂｔ
基因定位在棉花第 ２０ 染色体上，其遗传连锁图谱见

图 ３。

图 ３　 苏杂 ６ 号抗虫亲本 ＹＬ０２⁃１所含的 Ｂｔ 基因连锁遗传图谱

Ｆｉｇ．３ 　 Ｌｉｎｋａｇｅ ｍａｐ ｏｆ Ｂｔ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ｉｎｓｅｃｔ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐａｒｅｎｔ
ＹＬ０２⁃１ ｏｆ Ｓｕｚａ Ｎｏ．６

３　 讨 论

转 Ｂｔ 基因［１８］ 抗虫棉的推广与应用有效地抑

制了棉铃虫的危害，是生物技术在农业生产领域

取得的重大突破之一；但 Ｂｔ 基因在染色体上的定

位工作却进展缓慢，国内外关于抗虫棉 Ｂｔ 基因成

功定位的报道很少，迄今为止尚未见国产 Ｂｔ 基因

在染色体上定位的报道。 由于海陆杂交 Ｆ２代群体

可以获得较多的多态性标记［１９］ ，因此本研究采用

陆地棉抗虫亲本 ＹＬ０２⁃１ 和海岛棉种质系海 ７１２４
杂交的 Ｆ２代分离群体作为基因定位群体。 特异性

Ｂｔ 基因引物检测结果显示，抗虫亲本 ＹＬ０２⁃１ 中所

含的 Ｂｔ 基因为国产抗虫基因。 利用相对均匀分布

于棉花 ２６ 对染色体上的 ＳＳＲ 核心引物，对该 Ｂｔ 基
因进行连锁遗传分析，成功地将 Ｂｔ 基因定位在棉

花第 ２０ 染色体上，该基因位于分子标记 Ｇｈ５６４ 和

ＮＡＵ３８１３ 之间，其中 Ｇｈ５６４ 与 Ｂｔ 基因的遗传距离

为 ２􀆰 ８ ｃＭ， ＮＡＵ３８１３ 与 Ｂｔ 基 因 的 遗 传 距 离 为

１２􀆰 ２ ｃＭ。
对于转 Ｂｔ 基因作物而言，Ｂｔ 基因能否在后代

中稳定遗传和表达是转基因工作成败的关键。 外

源基因的插入应该以不破坏棉花整体的遗传稳定

性为前提。 外源基因的拷贝数多少，整合区域的

碱基组成和结构特点对于基因的稳定和表达具有

重要影响［１９］ 。 不同抗虫棉品种之间，Ｂｔ 毒蛋白的

表达量和抗虫能力是否相同，Ｂｔ 基因插入的染色

体位置是否具有整合偏好，尚需进一步研究。 本

研究对转基因抗虫棉外源 Ｂｔ 基因的染色体定位，
将为 Ｂｔ 基因插入位置偏好研究、国产抗虫棉系谱

来源追踪以及转基因抗虫棉新品种的选育提供了

理论支持。
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