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棉花耐盐性的 SSR标记研究
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渊中国农业科学院棉花研究所 /农业部棉花遗传改良重点实验室袁安阳 455000冤

摘要院针对两个典型的棉花耐盐材料(中 07和中棉所 35)和两个典型的盐敏感材料(新研 96-48和中棉所 12)袁
开展了寻找与棉花耐盐有关的 SSR标记的研究遥 利用 3528对引物袁 最终筛选出 274对引物在 4个材料间具

有 SSR多态性遥 其中袁有 10对引物 Y01尧Y02尧Y03尧Y04尧Y05尧Y06尧Y07尧Y08尧Y09尧Y10在耐盐性不同的材料

中扩增出差异性片段遥 扩增图谱显示袁 同一引物在耐盐的中 07和中棉所 35中扩出的片段与盐敏感的新研

96-48和中棉所 12扩出的片段不同遥初步研究结果认为袁这 10对引物有望成为鉴定棉花耐盐性的标准引物袁从
而将耐盐材料与盐敏感材料从分子角度鉴别开来,为棉花耐盐性分子鉴定等研究提供参考遥
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Two typical salinity tolerance varieties (Zhong 07 and CCRI 35) and two typical salinity sensitive varieties(Xinyan

96-48 and CCRI 12), were tested by SSR method in order to analyze the salinity-related SSR markers. 274 pairs of SSR primers

with polymorphism on the four cotton varieties were screened from 3528 pairs of SSR primers. Especially, 10 pairs of them such

as Y01, Y02, Y03, Y04, Y05, Y06, Y07, Y08, Y09, Y10 could distinguish salinity-tolerance varieties from salinity-sensitive va-

rieties, each of those showed in the electrophoregram showed that the same primer amplified different DNA bands between the

two salinity-tolerance varieties and the other two salinity-sensitive varieties, thus can identify salinity tolerance between different

cotton varieties from molecular background. These results are useful to develop molecular identification method of salinity-toler-

ance about cotton germplasm.
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土壤盐渍化现已成为制约农业生产的一个

全球性问题遥 由于大多数植物属盐敏感的淡土植
物袁因此开展植物耐盐性研究袁培育耐盐品种成
为近年来的研究热点[1]遥我国人多地少袁盐碱地面
积广袁加之近年来粮棉争地问题突出袁因此袁培育
棉花耐盐品种袁将棉花种植引向盐碱荒地是缓解
粮棉争地矛盾尧 保证棉花生产的一条有效途径遥
棉花的耐盐性鉴定工作对棉花耐盐品种的培育

具有重要作用遥 而生产中常用的基于形态学的耐
盐性鉴定方法周期长尧成本高袁且易受外界环境

变化的影响和季节的限制遥 因此袁若能筛选出一
种既简单有效又经济可靠的耐盐性分子鉴定方

法袁将对棉花种质评价尧耐盐基因的定位和克隆
及耐盐品种的选育具有重要意义遥
分子生物学的发展袁 尤其是分子标记的问

世袁有力地推动了植物耐盐研究发展袁同时袁也为
棉花耐盐鉴定工作带来新思路和新方法遥 目前开
发的分子标记已有十多种袁其中 SSR标记因方法
简便尧呈共显性尧检测成本低等优点袁在鉴定技术
中显示了独特的优越性遥 在植物耐盐分子标记方

mailto:yeww@cricaas.com.cn


棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷棉 花 学 报 22卷

面袁国内对小麦尧水稻尧大豆的研究较多袁而棉花
上这方面的报道较少遥 王宏英[2]尧刘旭[3]尧单雷[4]等

采用 SSR技术结合 BSA方法分别在小麦中发现
与耐盐性状连锁的 SSR标记并对其中的耐盐相
关基因进行了定位曰汪斌等[5]利用来自籼稻品种

H539 和 Acc8558 的 RILs 及相应的分子遗传图
谱渊包含 147个 RFLP和 79个 SSR标记冤袁以水
稻苗期地上部 Na+含量为指标检测到 13个耐盐
QTL曰张海燕等[6]用 SSR技术对大豆耐盐种质资
源进行了遗传多样性分析曰Lee等[7]用 SSR标记
研究了大豆耐盐材料 S-100和盐敏感材料 Tokyo
组合的 NILs袁将一个耐盐主效 QTL定位在渊LG冤
N连锁群的 Sat-091附近曰刘志鹏等[8-9]用 SSR标
记研究不同耐盐性状紫花苜蓿的遗传多样性袁提
出用四倍体法研究四倍体紫花苜蓿的微卫星多

态性遥 前人在植物耐盐方面的研究多集中在基因
定位尧QTL分析及遗传多样性分析等方面袁 而在
耐盐性鉴定方面的研究较少遥

本试验以两对耐盐性差异较大的陆地棉材

料为研究对象袁筛选在耐盐材料和盐敏感材料之
间具有多态性的 SSR引物袁以期获得与棉花耐盐
基因有关的分子标记袁进而快速准确地鉴定棉花
的耐盐性遥

材料和方法
实验材料

耐盐材料中 07和中棉所 35尧 盐敏感材料新
研 96-48和中棉所 12袁均由中国农业科学院棉花
研究所提供多年自交种遥 本课题组历年的盐池鉴
定[10]结果表明袁中 07和中棉所 35均为耐盐材料袁
新研 96-48和中棉所 12均为盐敏感材料遥

实验方法

双层滤纸发芽法鉴定实验材料

的耐盐性遥 采用 0.8%的 NaCl胁迫[10-11]袁每个品种
及对照渊蒸馏水冤各设 3次重复袁每个重复 30粒遥
将滤纸用盐水渊或蒸馏水冤浸湿铺于培养皿中袁然
后将棉种在盐水渊或蒸馏水冤中轻轻搓几下袁均匀
摆放在滤纸上袁最后再用一张浸湿的滤纸盖在种
子上遥 每天用喷瓶将上层滤纸适量喷湿袁同时观
察记录种子发芽情况遥 7 d后计算发芽率袁以相对
发芽率代表棉花的耐盐性强弱遥 计算公式如下院

相对发芽率渊%冤= 盐处理发芽率
对照发芽率

× 100

采用

CTAB法[12-13]分别提取供试材料各个单株的叶片

基因组 DNA袁并用 1%琼脂糖凝胶电泳进行质量
检测遥

反应体系为 10 滋L袁
10 伊buffer 渊含 20 mmol窑L-1 的 Mg2+冤1 滋L曰10
mmol窑L-1 Each的 dNTP 0.2 滋L曰2.5 U窑滋L-1的 Taq
酶 0.2 滋L曰30 ng窑滋L-1的模板 DNA 1 滋L曰 前后引
物 (5 滋mol窑L-1) 各 1 滋L曰 然后加双蒸水补齐 10
滋L遥PCR反应在东胜龙 EDC-810基因扩增仪渊东
胜创新生物科技公司生产冤上进行遥 SSR-PCR反
应程序院95益预变性 3 min曰 然后 94益变性 45 s袁
55益退火 45 s袁72益延伸 50 s袁30 次循环曰 最后
72益再延伸 5 min袁4益保存待测遥
扩增产物用 8%的非变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳检测袁180 V恒压下袁在 1伊TBE缓冲液中电泳 1
h左右遥 当溴酚蓝指示剂距电泳板底边约 2 cm
时袁结束电泳袁然后银染显色遥 先把胶放在固定液
渊10%乙醇袁0.5%冰乙酸溶液冤中袁在摇床上轻摇
7～8 min曰倒掉固定液袁用蒸馏水洗两遍袁加入渗
透液渊0.2%AgNO3溶液冤袁轻摇 12 min曰倒掉渗透
液袁用蒸馏水洗两遍袁加入显色液渊6 g NaOH袁5
mL甲醛袁3 mL 0.2%的 Na2S2O3袁 加蒸馏水至 400
mL冤袁轻摇至 DNA条带显示清晰曰然后倒掉显色
液袁加入终止液(0.75%的 Na2CO3溶液)终止反应袁
观察记录带型并照相遥

通过查阅文献及在棉花专

业网站 Cotton DB (http://www.cottondb.org/)和
Cotton Marker Database渊http://www.cottonmarker.
org/冤上搜索引物序列信息袁最终选取棉花基因组
上的 3528对 SSR引物袁由上海 Invitrogen公司合
成遥 用四个供试材料中 07尧 中棉所 35尧 新研
96-48尧中棉所 12筛选多态性引物遥

结果与分析
室内鉴定芽期耐盐性

双层滤纸发芽法鉴定棉花耐盐性的实验结

果表明袁在 0.8%NaCl胁迫下袁耐盐材料与盐敏感
材料之间的相对发芽率差异极显著遥 中 07尧中棉
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A:中 07袁B院中棉所 35袁C:新研 96-48袁D:中棉所 12遥
图 1 0.8% NaCl胁迫下第 7 d中 4个供试材料的

发芽情况

Fig.1 The germination results of Zhong 07, CCRI 35,
Xinyan 96-48 and CCRI 12 stressed under 0.8% NaCl,

7th day

所 35的相对发芽率明显高于新研 96-48和中棉
所 12袁中 07和中棉所 35的相对发芽率分别高达
79.51%和 76.23%袁表明其芽期耐盐性较强袁而新
研 96-48和中棉所 12的相对发芽率较低袁分别为
42.84%和 31.34%袁表明其芽期耐盐性相对较弱袁
渊表 1尧图 1所示冤袁这与盐池鉴定结果基本吻合遥

DNA质量检测
用 1%琼脂糖凝胶电泳对所提取的 DNA

进行质量检测袁 检测结果如图 2所示遥 从图中
可以看出袁提取的 DNA 条带清晰袁均无降解袁
质量较好遥

表 1 双层滤纸法鉴定棉花耐盐性的结果

Table 1 The identification results on salinity-tolerance by the method of Double Filter Paper

注院不同大尧小写字母分别表示差异达极显著渊琢=0.01冤尧显著水平(琢=0.05)遥

材料名称 盐处理发芽率 /% 对照渊蒸馏水冤发芽率 /% 相对发芽率 /% 耐盐性

中 07 66.53 83.67 79.51 aA 较强

中棉所 35 64.32 84.38 76.23 aA 较强

新研 96-48 30.41 70.98 42.84 bB 较弱

中棉所 12 25.21 80.44 31.34 cC 较弱

SSR引物筛选
通过对 3528对引物的筛选袁 共有 274对引

物在 4 个材料间出现多态性袁 占检测引物的
7.77%遥 其中有 10 对引物渊Y01尧Y02尧Y03尧Y04尧
Y05尧Y06尧Y07尧Y08尧Y09尧Y10冤 能将耐盐材料中
07尧中棉所 35与盐敏感材料新研 96-48尧中棉所
12区分开袁占检测引物的 0.28%遥 这说明所选材
料的遗传背景比较相近袁用它们筛选与耐盐有关
的标记更可靠遥10对多态性好的引物扩增图谱如
图 3所示遥引物 Y01在中 07和中棉所 35中扩出
2条 400 bp上下的片段袁 而新研 96-48和中棉所

12则扩出 3条 400 bp左右的片段袁比中 07和中
棉所 35多出中间 1条带曰引物 Y02在中 07和中
棉所 35中扩出 1条约 250 bp的片段袁 而在新研
96-48 和中棉所 12 中扩出的片段小些 袁在
200~250 bp之间曰引物 Y03在 4个材料中均扩出
2条片段袁且扩增片段大小很相似袁差异细微袁只
是新研 96-48和中棉所 12上面的那条片段稍大曰
引物 Y04在中 07和中棉所 35中扩出 3条大小
在 150~200 bp之间的片段袁而新研 96-48和中棉
所 12扩出 2条约 200 bp的片段曰引物 Y05在中
07和中棉所 35中扩出 1条近 250 bp的片段袁而

A:中 07袁B院中棉所 35袁C:新研 96-48袁D:中棉所 12袁
M为 DNA mark(100bp ladder)遥

图 2 琼脂糖凝胶电泳检测 DNA质量
Fig.2 DNA diagram of agarose gel electrophoresis.
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四个为一组袁每组顺序为中 07尧中棉所 35尧新研 96-48尧中棉所 12曰引物分别为院1-4为Y01袁5-8为 Y02袁9-12为Y03袁13-16

为Y04袁17-20为Y05袁21-24为Y06袁25-28为Y07袁29-32为Y08袁33-36为Y09袁37-40为Y10曰M为DNA mark (100 bp ladder)遥
图 3 10对引物 Y01尧Y02尧Y03尧Y04尧Y05尧Y06尧Y07尧Y08尧Y09尧Y10对 4个品种的扩增图谱

Fig.3 Every four lanes formed amphfing from 10 pairs of prime a group

在新研 96-48和中棉所 12中扩出 2条约 250 bp
的片段曰引物 Y06在中 07和中棉所 35中扩出 2
条约 350 bp大小的片段袁而在新研 96-48和中棉
所 12中扩出 2条约 400 bp的片段曰引物 Y07在
中 07和中棉所 35中扩出 1条约 300 bp的片段袁
而在新研 96-48和中棉所 12中扩出的片段小于
300 bp袁在 250~300 bp之间曰引物 Y08在 4个材
料中均扩出 2条 150~200 bp之间片段袁但在新研
96-48和中棉所 12中上面的片段比中 07和中棉
所 35要大曰 引物 Y09在中 07和中棉所 35中扩
出的片段大小接近 300 bp袁 而在新研 96-48和中

棉所 12中扩出的片段约 250 bp曰 引物 Y10在中
07和中棉所 35中扩出的 2条片段均略小于 200
bp袁且大小很接近袁但在新研 96-48和棉所 12中
扩出的 2 条片段袁一条略小于 200 bp,一条大于
200 bp袁差异明显遥 从图 3可以看出袁这 10对引
物在耐盐材料中 07和中棉所 35中扩出的片段
相同袁 在盐敏感材料新研 96-48和中棉所 12中
扩出的片段相同袁且两者有差异渊差异条带在图
3中已标出冤袁 可初步将耐盐材料与盐敏感材料
区别开遥

结论与讨论

棉花的耐盐性是一个复杂的数量性状遗传袁
涉及复杂的生化代谢途径和诸多基因调控遥 不但
受到棉花本身遗传因素影响袁还受外界环境及栽
培措施的影响遥 而且各品种之间及同一品种不同
生育期尧不同组织器官之间耐盐性有很大差异,很
可能存在多种不同耐盐机制袁至今还没形成统一
认识袁很多领域尚存在争论[14-15]遥 沈法富等[16]根据

Hayman的方法袁 对 6个耐盐性不同的棉花品种
(系)及其 15个半双列杂交组合的 F1尧F2代的平均

盐害级别进行了双列杂交分析遥 结果表明袁棉花
耐盐育种以配制耐盐伊盐敏感组合为最佳遥 棉花
耐盐遗传参数估计说明袁棉花的耐盐性存在着加
性和显性效应,以加性效应为主袁耐盐性呈不完全
显性袁受一对主效基因控制遥陈翠霞等[17]对棉花耐

盐变异体山农 011及其杂种后代进行抗盐遗传
和基因效应分析袁结果表明袁变异体的耐盐性由
核基因控制袁其遗传以加性效应为主遥 SSR位点
贯穿整个植物基因组袁因此用 SSR分子标记鉴定
棉花耐盐性是可行的遥
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棉花耐盐性的复杂为耐盐品种的鉴定和选

育带来很大困难遥 若能筛选到几个显性标记袁能
够直接对棉花的耐盐性进行分子鉴定袁将是棉花
耐盐性鉴定方法的一大突破遥 郭蓓等利用 BSA
法对大豆耐盐品种和盐敏感品种以及野文丰 7渊耐
盐冤伊Union(盐敏感)冶的 F2群体进行研究袁获得一
个共显性 PCR标记袁 并在其它组合的 F2群体及

耐盐性不同的品种中得到验证[18-20]遥 本实验筛选
到的 10对 SSR引物能初步将两对耐盐材料和盐
敏感材料区分开遥 至于这些标记是否与耐盐基因
连锁袁 能否用于棉花种质大批量的耐盐性鉴定袁
尚需进一步验证遥 同时需将分子鉴定与盐池鉴定
结果相比对袁 通过二者的吻合性来验证该标记
的应用价值袁为棉花耐盐性分子鉴定方法提供
参考遥
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