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摘  要 抗病性较强的中植 372 为研究对象，和陆地棉感病品种军棉 1 号配制组合构建 F2作图群体，筛选到和黄萎病抗性

紧密连锁的 SSR 标记 NAU1269。选育过程中，以中植 372 为父本或者母本，通过人工黄萎病病圃对种间杂交、回交、加代

选育以及再杂交的材料进行了抗病性筛选，同时每代育种材料均对黄萎病抗性紧密连锁的SSR标记NAU1269进行跟踪检测，

筛选出与黄萎病抗病性状紧密连锁的亲本及其后代材料，进而培育出抗黄萎病、产量高、品质优良的中植棉 2 号、新植 5

号、中植棉 6 号、中植棉 8 号等 10 余个国审及省审抗(耐)黄萎病棉花新品种。对育成的品种进行检测发现，中植 2 棉号、

中植 6 棉号、中植 8 棉号和新植 5 号均能够检测到与黄萎病抗性紧密连锁的 SSR 标记 NAU1269 和已报道的抗黄萎病的分子

标记 NAU828 和 NAU1225，而且这 3 个标记在各个品种材料之间呈共显性分离。结果表明，基于人工病圃筛选和分子标记

辅助育种相结合是选育棉花抗黄萎病材料可行、高效的育种方法。 
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Abstract An intraspecific cross between the resistance cultivar Gossypium hirsutun cv. Zhongzhi372 and Gossypium hirsutum cv. 

Junmian1 was developed for map construction. The F2 population was genotyped with the SSR markers which were reported in 

previous and the molecular marker NAU1269 that linked to Verticillium wilt resistance was identified. In breeding process, cv. 

Zhongzhi372 was used as maternal or paternal to cross with other cotton cultivars through backcross, additive selection or cross 

breeding methods. The resistance progeny was further screened by disease nursery and tracked with NAU1269 molecular marker. 

After these processes, more than 10 resistant cultivars to Verticillium wilt were obtained, such as cv. Zhongzhimian2, cv. Xinzhi5, cv. 

Zhongzhimian6 and cv. Zhongzhimian8. The genotyping analysis showed that NAU1269 and other two molecular markers NAU828 

and NAU1225 reported to link to Verticillium wilt resistance can be detected and showed could codominant inheritance in cv. 

Zhongzhimian2, cv. Zhongzhimian6, cv. Zhongzhimian8 and cv. Xinzhi5. These results indicated that disease nursery and molecular 

marker-assisted selection should be a feasible and efficient method for cotton resistance breeding to Verticillium wilt. 

Keywords Cotton; Disease nursery; Markers associated with cotton resistance to Verticillium wilt; Molecular markerassisted 

selection; Cv. Zhongzhi372 
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研究背景 

黄萎病已经遍及中国各主产棉区，成为自枯

萎病得到有效控制之后棉花生产上的第一大病

害，严重影响棉花的产量。20 世纪 90 年代，黄萎

病连续大爆发并在中国各主产棉区大面积流行，

其中 1993 年发病面积高达 2.67×10
6
 hm

2，损失皮

棉 1×10
8
 kg，1995 年和 1996 年黄萎病连续爆发，

发病面积达到 1.6×10
6
 hm

2和 1.33×10
6
 hm

2，尤其

是北方棉区部分棉田出现成片病株落叶成光秆的

现象，造成棉花大幅度减产，以致绝收(简桂良等, 

2003, 中国棉花, 30(3): 13-14)。因此，如何防治黄

萎病成为中国棉花生产上的重要研究课题。黄萎病

属于土传性维管束真菌病害，多年实践证明化学防

治、生物防治等方法抗病效果不明显，而培育抗病

品种是预防控制该病的唯一出路，虽经研究人员多

年努力，目前中国尚无高抗黄萎病的高产棉花品种

应用于生产实践。 

分子标记辅助选择(molecular marker-assisted 

selection, MAS)是随着现代分子生物学技术迅速发

展而产生的新技术，利用与性状或者表型连锁的分

子标记快速准确地分析个体的遗传组成，实现对基

因型的直接选择，进行分子育种(Lee, 1995; Mohan 

et al., 1997)。这一技术已经在小麦、水稻、大豆、

黄瓜、南瓜等多种农作物上得到应用(白智龙和周鸿, 

2008; 谭行之等, 2010; 张芳等, 2010; 王竹林等, 

2011; 殷得所等, 2011)。在棉花上，经过研究者的

共同努力，已经初步构建了高密度的棉花遗传连

锁图谱(Shen et al., 2006; Guo et al., 2008; Qin et 

al., 2008; Yang et al., 2008; Lin et al., 2009; Zhang 

et al., 2009; 2012; 蒋锋等, 2009, 中国科学, 39(9): 

849-861)，并开始尝试应用于棉花分子标记辅助育

种，包括棉花纤维品质(Guo et al., 2005)、抗病性状

(王省芬等, 2007)、不育系恢复系改良(李朋波等, 

2007)、抗根结线虫基因定位(Shen et al., 2010)等。

综上研究表明，在育种过程中借助于分子标记技术

手段进行辅助选择，可以有效地提高性状改良的选

育效率，加快育种进程。但是到目前为止，将分子

标记辅助选择技术应用到棉花抗黄萎病育种并获

得成功的研究尚未见报道。 

有鉴于此，本研究以抗病性较强的中植 372 为

对象，利用和感病棉种军棉 1 号构建的 F2群体，对

已经报道的 SSR 标记进行了筛选，获得了与中植

372 抗黄萎病性状相关标记 6 个，其中 1 个标记

NAU1269 与抗黄萎病性状紧密连锁。在此基础上，

以中植 372 为抗性资源父本或者母本，通过高致病

性人工黄萎病病圃高压筛选结合抗黄萎病分子标

记 NAU1269 跟踪，旨在开发出可应用于棉花抗黄

萎病分子育种的技术方法和路径。 

1 结果与分析 

1.1 抗黄萎病品种选育 

以建立的人工黄萎病圃对 300 多个棉花材料进

行高压筛选，获得了抗病性稳定的备选育种材料中

植 372。通过花粉管通道法导入 Bt 基因和转基因植

株筛选后，海南加代并选育出 65 个具有优良农艺

性状的单株；随后种植于人工黄萎病病圃，进行

单株分离和高压抗性筛选，选育出兼具抗虫和抗

黄萎病单株 106 个；混种并继续逐年高压抗性选

育，最终获得具有优良农艺性状的抗黄萎病品系

中植棉 2 号。 

同时，利用抗病材料中植 372 和感病材料军棉

1 号配制组合构建的 F2 作图群体，利用已公布的

SSR 引物筛选获得与黄萎病抗性紧密连锁的 SSR

标记 NAU1269。在此基础上，通过抗病材料中植

372 与不同优良农艺性状的亲本配置组合，经过回

交、海南加代选育、再杂交等过程，结合病圃高压

筛选和黄萎病抗性紧密连锁的 SSR 标记 NAU1269

跟踪结果，选育出了具有优良农艺性状的抗/高耐黄

萎病品种，包括中植棉 6 号、中植棉 8 号、新植杂

2 号、新植 5 号等(图 1)。由此表明，结合田间病圃

高压筛选和分子标记跟踪是一条可行的抗病虫育

种方法，选育过程快速准确，育成的品种含有与抗

黄萎病标记 NAU1269 连锁的区段，抗(耐)黄萎病性

强且性状稳定，产量高，适应性广等特点。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1 中植棉 2 号和新植 5 号 

Figure 1 Phenotype of cv. Zhongzhimian2 and cv. Xinzhi5 
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1.2 中植 372 抗黄萎病连锁标记对不同的抗、感棉

种的分析 

通过 NAU1269 对 5 个抗病棉种及其亲本中植

372 和 3 个感黄萎病棉种单株的 DNA 进行扩增，结

果表明，感病棉品种军棉 1 号、新陆早 8 号、冀棉

11 号与抗病棉种新植杂 2 号均能够扩增到

NAU1269 标记的特异性条带，而亲本中植 372 和其

它 4 个抗病棉种中植 2 棉号、新植 5 号、中植棉 6

号和中植棉 8 号均未扩增到该特异条带(图 2)。由此

说明，与 NAU1269 标记连锁的抗黄萎病区段在中

植棉选育过程中得到稳定遗传。中植 2 棉号、新植

5 号、中植棉 6 号和中植棉 8 号均是以中植 372 为

父本，通过其与黄萎病连锁的 NAU1269 标记辅助

选育出的品种对黄萎病的抗性强且稳定，这也表明

与 NAU1269 标记连锁抗黄萎病区段是选育品种黄

萎病抗性的重要来源。 

 

 

 

 

 

 

图 2 SSR 引物 NAU1269 在 9 个棉花品种的检测结果 

注: M: DNA marker; P: 中植 372; 1: 新植杂 2 号; 2: 中植棉

2 号; 3: 新植 5 号; 4: 中植棉 6 号; 5: 中植棉 8 号; 6: 军棉 1

号; 7: 新陆早 8号; 8: 冀棉 11号; 箭头所示为抗感品种差异

条带 

Figure 2 Detection of NAU1269 SSR primer in nine cotton 

cultivars 

Note: M: DNA marker; P: Cv. Zhongzhi372; 1: Cv. Xinzhiza2; 

2: Cv. Zhongzhimian2; 3: Cv. Xinzhi5; 4: Cv. Zhongzhimian6; 

5: Cv. Zhongzhimian8; 6: Cv. Junmian1; 7: Cv. Xinluzao8; 8: 

Cv. Jimian11; The arrow head shows the differential band 

between resistance and susceptible cultivars 

 

1.3 陆地棉黄萎病抗性相关分子标记对不同的抗、

感棉种的分析 

黄萎病抗性相关 SSR 引物 NAU828 是通过抗

黄萎病海岛棉品种 cv. Hai7124 和陆地棉感病品种

cv. Junmian1 配制杂交组合，得到一个含 128 个单

株的 F2分离群体，同时与 cv. Junmian1 回交得到含

96 个单株的 BC1群体所开发。该 QTL 定位 D5 染

色体上，加性效应为 0.67，LOD 值为 3.03，解释的

表型变异范围为 10.6% (Yang et al., 2008)。黄萎病

抗性相关 SSR 引物 NAU1225 是通过抗黄萎病品系

60182 和感黄萎病品种军棉 1 号为亲本配制杂交组

合，以其 F2 为作图群体所开发。该 QTL 定位 D9

染色体上，加性效应为-0.65，显性效应为-0.21，

LOD 为 16.06，解释的表型变异范围为 19.8% (蒋锋

等, 2009, 中国科学, 39(9): 849-861)。通过 NAU828

引物和NAU1225对 5个抗病棉种及其亲本中植 372

和 3 个感黄萎病棉种单株的 DNA 进行检测，结果

表明，类似于 NAU1269 扩增结果，感病棉种军棉 1

号、新陆早 8 号、冀棉 11 号与抗病棉种新植杂 2

号均能够扩增到 NAU828 标记的特异性条带和

NAU1225 标记的特异性条带，而亲本中植 372 和其

它 4 个抗病棉种中植 2 棉号、新植 5 号、中植棉 6

号和中植棉 8 号均未扩增到该特异条带(图 3)。由此

说明，与 NAU828 和 NAU1225 标记连锁的抗黄萎

病位点在中植棉种选育过程中得到稳定遗传，并且

该抗黄萎病连锁的位点与 NAU1269 标记的抗黄萎

病连锁位点呈共显性分离。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3 SSR 引物 NAU828 和 NAU1225 在 9 个棉花品种的检测

结果 

注: A: NAU828; B: NAU1225; M: DNA marker; P: 中植 372; 

1: 新植杂 2 号; 2: 中植棉 2号; 3: 新植 5号; 4: 中植棉 6号; 

5: 中植棉8号; 6: 军棉1号; 7:新陆早8号; 8: 冀棉11号; 箭

头所示为抗感品种差异条带 

Figure 3 Detection of NAU828 and NAU1225 SSR primers in 

nine cotton cultivars 

Note: A: NAU828; B: NAU1225; M: DNA marker; P: Cv. 

Zhongzhi372; 1: Cv. Xinzhiza2; 2: Cv. Zhongzhimian2; 3: Cv. 

Xinzhi5; 4: Cv. Zhongzhimian6; 5: Cv. Zhongzhimian8; 6: Cv. 

Junmian1; 7: Cv. Xinluzao8; 8: Cv. Jimian11; The arrow head 

shows the differential band between resistance and susceptible 

cultivars 

 

2 讨论 

20 世纪 90 年代以来，继棉花枯萎病通过抗病
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育种的方法得到有效控制之后，中国棉花黄萎病的

发生流行和危害日趋严重，凸显为棉花生产病害预

防控制中的头号问题，也是世界性的难题，迫切需

要培育抗黄萎病品种以应生产之需。但由于黄萎病

致病机理复杂且棉花缺乏有效的抗病材料，在抗病

性鉴定与选育过程中借鉴采用与抗枯萎病育种类

似的方法很难奏效，容易导致后代材料选择不准

确，育成品种抗性不稳定，产量、纤维等优良性状

难以聚合，选育效率低下等问题。因此，寻找优良

的抗黄萎病材料，开发或者筛选有效可靠的抗黄萎

病分子标记，并进行分子标记辅助选育，就成为棉

花抗黄萎病育种的重要技术路径。 

近年来，随着棉花分子标记技术的发展，中国

研究人员初步构建了高密度棉花遗传连锁图谱，获

得了与部分农艺性状紧密连锁的可用于分子标记

辅助育种的选择标记，取得了可喜的阶段性进展

(Shen et al., 2006; Guo et al., 2008; Qin et al., 2008; 

Yang et al., 2008; Lin et al., 2009; Zhang et al., 2009; 

2012; 蒋锋等, 2009, 中国科学, 39(9): 849-861)。然

而，分子标记辅助育种技术在棉花抗黄萎病育种方

面的应用较少，主要原因是棉花抗黄萎病机理复

杂，多倍体杂交导致后代性状难以稳定，抗病性状

鉴定稳定性和重复性一般，导致选育过程中容易出

现材料当选或淘汰盲目性较大，以及育种亲本和杂

交后代材料鉴定结果不准确。 

为此，本研究尝试开发了高致病性病圃高压筛

选和抗黄萎病分子标记跟踪相结合的方法，以抗病

性较强的中植 372 为抗性资源父本或者母本，和不

同优良农艺性状的亲本配置组合，经过回交、海南

加代选育、再杂交等过程，通过高致病性人工病圃

对杂交及选育后代的每一代材料进行高压筛选，初

步鉴定选育材料的抗病性。同时，利用抗黄萎病分

子标记对的每一代候选抗病材料进行检测跟踪，由

此获得与抗黄萎病性状标记紧密连锁的优良抗性

材料，最终成功选育出中植棉 2 号、新植 5 号等系

列抗黄萎病国审棉花品种。该方法能够初步取得成

功，拟有两个前提条件：一是构建了可用于鉴定棉

花抗黄萎病性状的人工黄萎病圃，保证了候选材料

抗病性状鉴定结果的稳定性和可靠性；二是筛选出了

抗病材料中植 372 与黄萎病紧密连锁的分子标记。 

近年来，通过众多研究者的共同努力，海岛棉

和陆地棉抗黄萎病分子标记及分子辅助育种得到

了较为快速的发展(房卫平等 , 2001; 高玉千等 , 

2003; 甄瑞等, 2006; 王省芬等, 2007; Yang et al., 

2008; 蒋锋等, 2009, 中国科学, 39(9): 849-861)。然

而，由于棉花抗黄萎病遗传背景复杂，陆地棉与海

岛棉抗病的遗传基础、杂交群体、不同棉花品种、

不同黄萎病菌系以及不同发育时期都会影响抗黄

萎病分子标记的稳定性和可靠性，给进一步的育种

利用和生产应用带来了困难。本研究以抗病材料中

植 372和感病材料军棉 1号配制组合构建了 F2作图

群体，通过已公布的 SSR 引物筛选获得与黄萎病抗

性紧密连锁连锁的 SSR 标记 NAU1269。在育种实

践中，除了通过人工病圃初步筛选杂交及后代材料

之外，结合抗黄萎病标记 NAU1269 的跟踪检测结

果进一步筛选含有该标记的后代材料进行后续选

育，取得了良好的效果，表明与 NAU1269 标记连

锁抗黄萎病区段是黄萎病抗性的重要来源。同时，

利用已知的与黄萎病抗性相关的SSR标记NAU828

和 NAU1225 检测本研究选育的品种也发现，它们

与抗性高度相关，且三个与抗黄萎病连锁的 SSR 标

记呈现共显性分离(图 2; 图 3)。 

综上所述，在抗黄萎病育种过程中通过建立高

致病性人工黄萎病病圃对选育材料进行高压筛选，

并借助于分子标记手段进行辅助选择，可以有效地

提高抗病性状改良的选育效率、加快棉花抗黄萎病

育种进程。但是也要看到，本研究仅仅是一个初步

的尝试，由于人工病圃在个别年份极端天气条件下

对材料抗病性状的鉴定不稳定，棉花抗黄萎病性状

由多个基因或者主效基因控制，与棉花抗黄萎病连

锁的分子标记缺乏，本研究仅用一个与抗黄萎病性

状连锁的标记进行筛选，存在部分后代选育的材料

抗性表现一般的情况，有待在今后的研究中进一步

改进和完善。从未来的发展看，建立高效的目标性

状筛选平台，筛选或者开发与目标性状紧密连锁的

分子标记，并将两者相结合是棉花分子标记育种方

法探索、效率提高、抗病谱拓展、抗性持久与稳定

的必由之路。 

3 材料与方法 

3.1 抗病棉种选育 

人工黄萎病圃建立在中国农业科学院植物保

护研究所新乡科研中试基地，属于黄淮海粮棉生态

区，具有良好的自然生态条件和耕作制度代表性，

病圃内发病均匀，受气候条件的影响较小，每年在

常规抗黄萎病病圃中加入采自中国主产棉区之毛

棉籽加工后获得致病力强的短绒土残渣粉碎混合
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作为黄萎病保持和更新菌种，用于病圃的棉籽残渣

不少于 1 200 g/m
2土壤，带菌残渣均匀地施入田间，

再翻耕 2~3 遍，使病菌与土壤混均匀，保证病圃土

壤病菌数量在 200/g 土壤以上，减缓病圃衰退(张永

军等, 2008, 中国专利, ZL200810222492.3)。 

选择中植 372 及候选抗病组合材料种植在黄萎

病病圃中，3 次重复，每个重复 2 行，按棉花正常

的播种时间和田间管理方式进行种植，田间保持适

当湿度，以利于黄萎病的发生。依据《棉花抗病虫

性评价技术规范-第 5 部分：黄萎病》规定的鉴定

标准(GB/T22101.5-2009)，选择病情指数小于 20 的

材料进行分子标记跟踪检测，选用的分子标记为利

用抗病材料中植372和感病材料军棉1号配制组合构

建的 F2 作图群体所筛选出与黄萎病抗性紧密连锁的

SSR 标记 NAU1269。将筛选的含有抗性标记抗病材

料后代通过种间杂交、回交、海南加代选育、再杂交

并重复辅以病圃高压选择和分子标记跟踪，直至筛选

出具有抗黄萎病、产量高、品质优良的品系材料。 

3.2 选育品种与 SSR 引物 

选取本研究培育的大面积推广的 5 个抗或者高

耐黄萎病棉花品种，分别为中植棉 2 号、中植棉 6

号、中植棉 8 号、新植杂 2 号和新植 5 号，以抗病

亲本中植 372及3个高感黄萎病棉花品种军棉 1号、

新陆早 8 号和冀棉 11 号为对照(表 1)，鉴定棉花抗

黄萎病 SSR 标记与棉种抗性的关系。 

NAU1269 为本研究利用抗病材料中植 372 和

感病材料军棉1号配制组合构建的F2作图群体所筛

选到的与黄萎病抗性紧密连锁的 SSR 标记。与陆地

棉黄萎病抗性相关的SSR引物NAU828 (Yang et al., 

2008)和 NAU1225 (蒋锋等, 2009, 中国科学, 39(9): 

849-861)由南京农业大学张天真教授提供。 

3.3 DNA 提取 

采用天根新型植物基因组 DNA 提取试剂盒(目

录号: DP320-02)提取供试材料棉花基因组 DNA。 

3.4 PCR 反应体系 

PCR 总反应体系为 20 μL，其中 DNA 模板(40~ 

80 ng/μL) 1 μL，2.5 mmol/L 的 dNTP 2 μL，10×

Buffer 2 μL，10 μmol/L 正反向引物各 1 μL，Taq 

DNA 聚合酶(TAKARA, 货号: DR001A) 0.25 μL，

加 ddH2O 至 20 μL。PCR 反应条件为：94℃预变性

5 min；94℃变性 30 s，56℃退火 40 s，72℃延伸

30 s，32 个循环；最后 72℃延伸 10 min，4℃保存。 

表 1 本研究使用的棉花材料 

Table 1 Cotton cultivars used in this study 

编号 材料名称 抗病类型 

No. Cultivars name Resistance type 

P 中植 372 抗病 

 Cv. Zhongzhi372 Resistance 

1 新植杂 2 号 抗病 

 Cv. Xinzhiza2 Resistance 

2 中植棉 2 号 抗病 

 Cv. Zhongzhimian2 Resistance 

3 新植 5 号 抗病 

 Cv. Xinzhi5 Resistance 

4 中植棉 6 号 抗病 

 Cv. Zhongzhimian6 Resistance 

5 中植棉 8 号 抗病 

 Cv. Zhongzhimian8 Resistance 

6 军棉 1 号 感病 

 Cv. Junmian1 Susceptible 

7 新陆早 8 号 感病 

 Cv. Xinluzao8 Susceptible 

8 冀棉 11 号 感病 

 Cv. Jimian11 Susceptible 

 

3.5 电泳检测 

取 2 μL PCR 产物在 8%非变性聚丙烯酰胺凝胶

上恒电压 200 V 电泳 60 min。采用 NaOH 银染方法

对电泳后的聚丙烯酰胺凝胶进行染色显影。各种溶

剂的配方和体积为：银染液，0.1% AgNO3溶液 1 L；

显影液，16 g 的 NaOH，8 mL 的 37%甲醛，加去离

子水定容到 1 L；终止液，0.75%的 Na2CO3溶液 1 L。

银染程序为：(1)去离子水漂洗 15 s；(2)银染 8 min；

(3)去离子水冲洗 15 s；(4)在显影液中轻摇至显带；

(5)加入终止液，终止显影。 
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