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摘要院通过筛选海岛棉 BAC文库并结合 BAC-FISH技术成功获得雷蒙德氏棉 D501尧D502和 D510染色体的特

异 BAC克隆袁可作为这 3条染色体的细胞学标记遥 这 3个克隆在雷蒙德氏棉和海岛棉中进行比较作图袁结果
表明袁它们在海岛棉中均表现出了染色体特异性袁说明这 3个 BAC也可用于海岛棉 Db01尧Db02和 Db10染色

体的识别遥 其中 BAC克隆 280G06在两棉种 10号染色体上的位置为非线性关系袁可能在棉属的进化过程中
发生了染色体结构的变异遥
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We screened a bacterial artificial chromosome(BAC) library of acc. Pima 90-53 to identify

chromosome-specific BAC clones. Using BAC-fluorescence hybridization technology, we obtained three BAC clones

specific to chromosome D501, D502, and D510 of , which could be used as cytological markers for those

three chromosomes. Comparative mapping of these three BACs between and in showed that these

three BAC clones could also be used to identify chromosomes Db01, Db02, and Db10 in The position of the BAC

clone 280G06 on chromosome 10 did not show colinearity between and , possibly because of chro-

mosomal rearrangement.
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棉属有 52个种袁 其中包括 5个四倍体种和
47个二倍体种遥 根据不同棉种杂交 F1减数分裂

时染色体的配对关系袁二倍体种可分为 8个基因
组类型袁分别是 A-G和 K基因组[1]袁其单倍体基
因组大小在 880 Mb 渊D 基因组雷蒙德氏棉渊

袁D5冤冤～2460 Mb 渊K基因组小小棉渊
袁K1冤冤范围内[2]袁可见雷蒙德氏棉是棉属

中基因组最小的棉种遥 多数观点支持雷蒙德氏棉
与异源四倍体棉种 D亚组的亲缘关系最近[3]袁对

雷蒙德氏棉的研究有助于深入了解异源四倍体

棉种的进化及 AD亚组的相互关系遥
经典细胞遗传学识别染色体的方法主要是

通过分析染色体的相对长度尧臂比和随体的特征
等来实现的遥 就棉花而言袁其染色体小袁形态相
似袁着丝点不易分辨曰同时在预处理过程中因所
用试剂和处理时间的差异袁使得染色体的缩短程
度不同袁 因此依靠染色体形态来确定染色体编
号袁 不同学者之间仍存在分歧遥 荧光原位杂交
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渊Fluorescence hybridization袁 FISH冤始于 20
世纪 60年代末袁最初使用的探针类型为 DNA重
复序列和多拷贝基因家族[4]遥随着 FISH技术的不
断发展袁逐渐开始使用单低拷贝序列作为探针[5]袁
但此类序列片段短袁存在不易与靶染色体结合且
检出信号较困难等问题遥 BAC-FISH是采用植物
基因组大片段 BAC 渊Bacterial artificial chromo-
some冤克隆作为探针的 FISH技术袁从根本上克服
了这一难题袁并在马铃薯[6]尧高粱[7]和水稻[8]等多种

作物上用来鉴别单染色体遥 在棉属中袁利用该技
术已鉴定出陆地棉[9]尧亚洲棉[10]尧达尔文氏棉和 6
个 D基因组棉种[11-12]的全套染色体遥

本实验室用Wang等[9]筛选出的一套陆地棉

D亚组特异 BAC克隆袁 分别在雷蒙德氏棉有丝
分裂中期染色体上进行荧光原位杂交袁 有 10个
BAC克隆产生了特异信号袁但陆地棉 Dh01尧Dh02
和 Dh10染色体上的 3个特异 BAC 分别在雷蒙
德氏棉多对染色体上都可以观察到信号袁无法鉴
别这 3条染色体[13]遥 因此本实验选用四倍体遗传
图谱上的特异 SSR 渊Simple sequence repeats冤标
记袁 通过筛海岛棉 Pima 90-53 BAC文库得到阳
性克隆袁在雷蒙德氏棉有丝分裂中期染色体上进
行荧光原位杂交验证其特异性袁期望能筛选出雷
蒙德氏棉 D501尧D502 和 D510 染色体特异 BAC
克隆袁为雷蒙德氏棉细胞遗传学的研究提供基础
材料遥

材料与方法
SSR标记的选择
实验所用的棉种为雷蒙德氏棉和海岛棉渊

袁(AD)2冤遥雷蒙德氏棉材料编号为 D5-3袁
长期活体种植于国家野生棉种质圃渊位于海南三
亚冤袁 并备份于中国农业科学院棉花研究所的温
室中渊河南安阳冤遥海岛棉材料为品种 Pima 90-53袁
引自美国袁 由本实验室保存遥 两棉种的基因组
DNA用改良 CTAB法[14]提取遥 所用 SSR标记选
自 Yu等[15]和 Guo等[16]构建的陆海回交群体遗传

图谱 D亚组中的 1号尧2号和 10号染色体袁所选
标记必须满足的条件为院在图谱上只有唯一的位
点袁且为 2个图谱所共有或来源于雷蒙德氏棉的
EST 渊Expressed sequence tag冤序列遥 选出的 SSR

标记需要在雷蒙德氏棉基因组 DNA 中进行扩
增袁其具体 PCR渊Polymerase chain reaction冤反应
体系尧反应程序和电泳检测参见 Zhang等[17]进行遥

BAC文库的筛选
所用的 BAC文库为海岛棉 Pima 90-53 BAC

文库袁由河北农业大学作物种质资源重点实验室
马峙英教授惠赠遥 采用三步 PCR法进行 BAC文
库的筛选袁在筛库之前需要构建板池袁即用灭菌
的 384复制器在装有 BAC克隆的 384板上沾取
菌液于含有 12.5 g窑L-1氯霉素的 LB固体培养基
上袁37 益静止过夜培养袁 之后用液体培养基将各
菌落混合收集于离心管中袁构成 1个板池遥 用选
出的 SSR标记依次对板池渊1个 384板所有的单
克隆混合冤尧行池渊1个 384板中 1行 24个单克隆
混合冤 和 1行 24个单克隆层层进行菌液 PCR扩
增袁 所有扩增产物经 8%聚丙烯酰胺凝胶电泳检
测袁最后得到阳性单克隆[18]遥为了避免单克隆菌液
污染以及菌液 PCR易出现假阳性现象袁将来自原
库的阳性单克隆菌液重新涂布于含 12.5 g窑L-1氯

霉素的 LB固体培养基上袁 挑取单克隆培养并用
碱裂解法[19]提取质粒 DNA袁用相应的 SSR 引物
扩增加以验证遥

菌液 PCR反应总体积为 20 滋L袁 其中含有
DNA模板 1 滋L袁 dNTPs (0.01 mol窑L-1) 1.5 滋L袁上
下游引物(1伊10-5 mol窑L-1)各 1 滋L袁Taq DNA聚合
酶终浓度为 0.025 U窑滋L-1袁10伊Reaction buffer 2.0
滋L遥 反应程序如下院先 95 益预变性 10 min袁然后
是 94 益变性 40 s袁55 益退火 40 s袁72 益延伸 1 min
经 30个循环袁最后 72 益延伸 6 min袁4 益保存遥

DNA探针的制备
实验所用探针分别为院45S rDNA袁D 基因组

着丝粒特异 BAC克隆 150D24袁筛选出来的阳性
BAC克隆袁海岛棉 D亚组 1号尧2号和 10号染色
体特异 BAC克隆 48F11尧78G20和 78O17[11]遥 其
中 45S rDNA 菌种来源于拟南芥 渊

冤袁由武汉大学宋运淳教授惠赠遥 BAC克
隆 150D24含有二倍体 D组棉种着丝粒区域特
有的重复序列袁用作此棉种渊包括四倍体棉种 D
亚组冤着丝粒探针[20]遥 海岛棉特异 BAC克隆由南
京农业大学张天真教授惠赠遥 除筛选出来的阳性
BAC DNA用德国 Roche公司的 BIO-Nick Trans-
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lation Mix标记系统进行标记外袁 其余 3种 DNA
探针均采用德国 Roche公司的 DIG-Nick Transla-
tion Mix标记系统进行标记遥

中期染色体制片和 FISH
材料根尖采用水培法获得袁中期染色体制片

和 FISH流程按照王春英等[21]的方法遥 生物素标
记的探针和地高辛标记的探针分别能够通过 a-
vidin-FITC 抗体和 anti-digoxigenin-rhodamine 抗
体检测到袁在荧光显微镜下观察分别显示绿色和
红色遥 染色体用 DAPI衬染在荧光显微镜下观察
显示蓝色遥 采用高压下打断的雷蒙德氏棉基因组
作为封阻 DNA来封阻 BAC DNA所含有的重复
序列遥 杂交信号用荧光显微镜渊Ziess Axioskop 2
plus冤 观察袁Isis软件对原位杂交图像进行拍照和
加工袁Photoshop作图软件处理图片遥

结果与分析
雷蒙德氏棉三条染色体特异 BAC克隆的筛

选和 FISH验证
从陆海回交群体遗传图谱 D亚组的 1号尧2

号和 10号染色体上共选了 48个 SSR标记袁并用
于雷蒙德氏棉基因组 PCR扩增鉴定袁获得只扩增
出 1条主带的 19个 SSR标记用于海岛棉 BAC
文库的筛选袁每个标记都筛出了至少 1个阳性克
隆遥每 1个 SSR标记只选用 1个阳性克隆作为探
针袁共 19个阳性克隆进行 FISH特异性验证遥

以筛出的阳性克隆和 45S rDNA 为混合探
针袁 雷蒙德氏棉有丝分裂中期染色体为靶 DNA
进行荧光原位杂交袁选择只出现 1对信号且清晰
明显的 BAC作为对应染色体的特异 BAC克隆袁
最后成功筛选出雷蒙德氏棉 D501尧D502和 D510
染 色 体 特 异 BAC 克 隆 389K13尧384I04 和
280G06袁其长度均在 100 kb以上渊表 1冤遥 在图 1
中袁 白色箭头所指的绿色信号依次为 3个 BAC
克隆在雷蒙德氏棉有丝分裂中期染色体上所产

生的 1对特异信号遥 3对红色信号为 45S rDNA
位点袁其中有 2对大信号袁1对小信号遥

特异 BAC克隆在海岛棉中的定位
筛选出的 3个雷蒙德氏棉染色体特异 BAC

克隆均来自海岛棉 BAC文库遥 为了探讨这 3个
BAC克隆与对应海岛棉 D亚组染色体特异 BAC
克隆在海岛棉染色体上的位置关系袁使用这两种
探针为混合探针进行双 BAC荧光原位杂交袁结
果如图 2所示遥 雷蒙德氏棉染色体上的 3个特异
BAC克隆分别在海岛棉中均能产生特异的杂交
信号渊绿色杂交信号冤袁并与海岛棉 D亚组对应的
染色体特异 BAC克隆渊红色杂交信号冤在同 1条
染色体上袁 表明两者具有同线性关系袁 因此这 3
个特异 BAC 克隆也可分别作为海岛棉 Db01尧
Db02和 Db10染色体的特异标记遥 从两者的相对
位置来看袁海岛棉 2号染色体上的 2个特异 BAC
之间的物理距离最近袁 而另外 2条染色体上的 2
个特异 BAC之间要相对远一些遥 此外还可看出
这 3个特异 BAC克隆较海岛棉染色体特异 BAC
克隆更接近染色体的末端遥

特异 BAC克隆在海岛棉与雷蒙德氏棉中的
比较分析

以 45S rDNA尧D基因组着丝粒特异 BAC克
隆 150D24和染色体特异 BAC克隆为混合探针
进行荧光原位杂交袁 定位 3个特异 BAC克隆在
雷蒙德氏棉染色体上的具体位置袁结果如图 3-a遥
位于染色体内部的红色信号为 D组着丝粒特异
BAC克隆 150D24的杂交信号袁位于染色体端部
的红色信号为 45S rDNA位点袁 绿色信号为特异
BAC克隆杂交信号袁 可见 3个 BAC克隆分别都
位于对应染色体的长臂上袁1号和 10号染色体特
异 BAC 克隆 389K13 和 280G06 位于染色体的
端部袁2号染色体特异 BAC克隆 384I04 位于染
色体的近着丝粒区域遥 此外 2号染色体短臂的末
端有 1个 45S rDNA位点遥

表 1 雷蒙德氏棉 D501尧 D502和 D510染色体特异 BAC克隆
Table 1 Chromosome-specific BACs in chromosome D501, D502 and D510 of

染色体编号
Chromosomal number

SSR标记
SSR marker

BAC克隆
BAC clone

BAC克隆长度
The length of BAC clone/ Kb

D501 HAU0737 389K13 145
D502 NAU6416 384I04 130
D510 HAU0590 280G06 120
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棉 花 学 报 25卷

图 3 3个特异 BAC克隆分别在雷蒙德氏棉和海岛棉中的比较分析
Fig. 3 Comparative analysis of 3 chromosome-specific BAC clones location in and

a b a b a b
Chr.01 Chr.02 Chr.03

a-c院 分别为雷蒙德氏棉 D501尧D502和 D510染色体特异 BAC克隆在雷蒙德氏棉有丝分裂中期染色体上杂交所显示

的信号图片袁标尺为 5 滋m遥
a-c: the FISH images of 3 chromosome-specific BAC clones hybridized to mid-mitotic chromosomes in ,

Bar=5 滋m.

图 1 雷蒙德氏棉 3条单染色体的鉴定
Fig. 1 Identification of 3 individual chromosomes in

为了探究 3个 BAC克隆分别在海岛棉和雷
蒙德氏棉染色体上位置的异同袁对其在两个棉种
上的定位进行了比较分析遥 图 3-a以雷蒙德氏棉
染色体特异 BAC克隆 渊绿色信号冤尧D组着丝粒
特异 BAC 克隆 150D24 渊染色体内部的红色信
号冤和 45S rDNA渊染色体末端的红色信号冤为混
合探针在雷蒙德氏棉有丝分裂中期 D501尧D502
和 D510染色体上杂交的信号图袁图 3-b以雷蒙德

氏棉染色体特异 BAC克隆渊绿色信号冤和海岛棉
染色体特异 BAC克隆渊红色信号冤为混合探针在
海岛棉有丝分裂中期 Db01尧Db02和 Db10染色体
上杂交的信号图遥由于海岛棉 Db01尧Db02和 Db10
染色体特异 BAC克隆分别位于海岛棉染色体的
长臂尧长臂和短臂上[11]袁而雷蒙德氏棉染色体特异
BAC较海岛棉染色体特异 BAC更接近染色体的
端部渊图 3-a冤袁因此可得出雷蒙德氏棉染色体特

图 2 雷蒙德氏棉染色体上 3个特异 BAC克隆在海岛棉有丝分裂中期染色体上的定位
Fig. 2 The location of 3 chromosome-specific BAC clones of in the mid-mitotic

chromosome of

a b c

cba
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异 BAC 分别位于海岛棉 Db01尧Db02 和 Db10 染
色体的长臂尧长臂和短臂上遥 比较雷蒙德氏棉染
色体特异 BAC在两个棉种对应染色体上的位置
发现院 在 1号和 2号染色体上袁 特异 BAC克隆
389K13和 384I04均位于 2个棉种染色体的长臂
上袁两者表现出共线性关系遥 在 10号染色体上袁
特异 BAC克隆 280G06分别位于海岛棉染色体
的短臂和雷蒙德氏棉染色体的长臂上袁表现出非
线性关系遥 在 2个棉种的 2号染色体上袁雷蒙德
氏棉此染色体的短臂末端带有一个 45S rDNA位
点袁 而海岛棉此染色体上则没有 45S rDNA位点
渊图 3冤遥

讨论

染色体的准确识别是植物基因组研究的基

础[22]遥 对于染色体小且形态相似的植物物种棉属
来说袁单凭染色体的形态学特征难以识别全部的
染色体遥 BAC-FISH技术能为染色体提供有效的
细胞遗传学标记遥 本实验使用四倍体海岛棉的
BAC克隆和对应的 SSR标记袁 鉴别出海岛棉和
可能的供体种雷蒙德氏棉的 3条单染色体遥 这种
使用同一细胞学标记可同时鉴定 D基因组和四
倍体 D亚组的方法不仅有利于两棉种的统一命
名袁同时在两者间架起了一座野桥梁冶袁便于两者
之间信息的使用和比较袁也方便了学者的交流遥
以某个种的 DNA克隆为探针袁 其它种的染

色体为靶 DNA运用 FISH技术可探讨种之间的
进化关系或线性关系遥 Findley等[23]使用大豆全套

染色体特异 BAC 克隆对两种野生大豆进行
FISH研究袁发现了染色体相互异位现象遥Ma等[24]

以二穗短柄草 13个染色体特异 BAC克隆为探
针在大麦染色体上进行 FISH袁揭示出两者部分染
色体具有同线性关系遥 鉴于雷蒙德氏棉与海岛棉
的亲缘关系袁本研究比较分析了雷蒙德氏棉 3个
染色体特异 BAC克隆与海岛棉染色体特异 BAC
克隆在海岛棉中的位置关系袁发现 2个克隆之间
具有同线性关系遥 这一结果说明两棉种之间存在
同源片段袁同时也从另一侧面证实了本实验所选
标记确实分别位于遗传图谱 D亚组的 1号尧2号
和 10号染色体袁而不是位于其他染色体上遥 比较
不同种之间的线性关系将有助于探究种之间的

亲缘关系以及知之较少的种[25]遥 本实验比较了 3
个 BAC克隆分别在海岛棉与雷蒙德氏棉染色体
上物理位置的异同袁发现特异 BAC克隆 280G06
分别位于两棉种 10 号染色体上的短臂和长臂
上袁表现为非线性关系遥 可见在进化过程中雷蒙
德氏棉 D基因组与海岛棉 D亚组并不是简单的
线性对应关系袁 可能发生了染色体结构的变异袁
这将有利于研究异源四倍体棉种多倍化的进化

历程遥
雷蒙德氏棉基因组测序已经完成袁根据测序

数据分析发现了古六倍化事件尧基因组复制事件
以及染色体重排袁此外虽然雷蒙德氏棉所含的重
复 DNA 片段在棉属 8 个基因组类型中是最少
的袁但它仍含有 57%～61%的转座子[26-27]遥 本研究
在利用 BAC-FISH验证阳性 BAC克隆特异性的
过程中袁 发现有些阳性 BAC克隆同时在雷蒙德
氏棉多条染色体上都杂交出了信号袁同时 Danilo-
va[28]和 Fons俸ca等[29]分别在整合玉米 9号染色体
细胞遗传图和菜豆细胞遗传图的研究中也发现

了此现象袁这种重复区域的存在表明在棉属的进
化过程中有可能涉及染色体重排尧转座子及全基
因组复制等事件遥 这一发现可作为研究 BAC克
隆中直向同源区域或共生同源区域的新途径遥
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