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摘要：衣分是影响棉纤维产量的重要指标。本研究以高衣分棉花陆海渐渗系材料 MBI7747-14 和中棉所 45 为亲本，

构建包含 2403 个单株的 F2 分离群体，挑选衣分性状极端单株构建 2 个混池，采用 BSA-seq 方法进行衣分相关基因定位分

析。结果表明，在 D2 染色体上得到 4 个置信指数高于 95% 的候选区间，4 个区间共包含 236 个基因，总长度为 5.47 Mb。
在以上基因中，200 个基因中含有 SNP，190 个基因中含有 InDel，其中 70 个基因含有非同义突变位点。通过转录组数据

的基因表达模式分析，筛选出 19 个可能与衣分相关的候选基因。GO 功能富集分析表明，19 个候选基因集中于 NADP+

活性、醛糖醇代谢、碳利用和调控细胞发育等功能条目。本研究为进一步研究棉纤维衣分形成的遗传机制奠定了一定的 
基础。
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Abstract：Lint percentage is an important index affecting cotton fiber yield. In this study，an F2 segregation 
population containing 2403 individual plants was constructed derived from chromosome introgression line 
MBI7747-14（Gossypium barbadense x Gossypium hirsutum）with high lint percentage crossing with CCRI45. 
The BSA-seq was conducted using two bulked samples by pooling individual plants showing higher and lower 
lint percentage，respectively. As a result，four candidate physical regions showing confidence indices higher than 
95% were obtained in a total length of 5.47 Mb on chromosome D2，which contained 236 annotated genes. Out 
of them，200 genes contain SNPs，190 genes contain Indel，and 70 genes contain non-synonymous mutation 
sites. Through gene expression pattern analysis of transcriptome data，19 candidate genes possibly associating 
with lint percentage were identified. GO functional enrichment analysis showed that the 19 candidate genes 
were enriched in NADP+ activity，aldol metabolism，carbon utilization and regulation of cell development.
This study laid a foundation for further analyzing the genetic mechanism of cotton fiber lint percentage  
formation.
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棉花是世界上重要的经济作物［1-2］，衣分是构成

棉花纤维产量的因素之一。衣分作为棉花品种固有

的性状特性，遗传较为稳定［3-4］。研究棉花衣分发育

相关基因，对培育高产棉花新品种具有重要意义。

通过构建高密度的遗传连锁图谱，对感兴趣

的数量性状位点（QTL，quantitative trait loci）基因

进行精细定位是当前常用的定位方法［5］。朱亚娟

等［6］利用 SSR 标记在 15 号染色体上检测到 2 个

衣分 QTLs，其中 qLP-15-1 在 F2 群体和 F2：3 家系

中都被检测到且位于相同的分子标记 JESPR152~ 
NAU3040 区 间 内，qLP-15-2 仅 在 F2：3 家 系 中 检

测 到，位 于 分 子 标 记 NAU5302~NAU2901 区 间

内。Yu 等［7］利用 SSR 标记分别在 5、7、16 号染

色体上检测出 5 个衣分 QTLs，解释表型变异率为

15.19%~18.06%，其中有 2 个 QTLs 距离很近但不

重合。Qin 等［8］利用 SSR 标记对 241 份棉花种质

资源进行分析，定位到 17 个与衣分相关的 QTLs，
分别位于 A2、A3、A5、A6、A9、A12、A13、D1、D2、
D7、D11、D12 和 D13 染色体上，其中有 5 个 QTLs
与前人研究一致。焦梦佳等［9］利用 SSR 标记分

别在 A10、A12、D6 染色体上各鉴定出 1 个 QTL，
分 别 位 于 标 记 DPL0310、NAU2672 和 NAU3588
附近，解释表型变异率为 5.92%~16.82%。以上定

位过程往往需要通过构建大分离群体和数目较多

的 DNA 分子标记对群体进行遗传分析，费时费 
力［10-11］。利用二代测序技术（NGS，next-generation  
sequencing）与 混 合 分 组 分 析 法（BSA，bulked 
segregation analysis）相结合的方法，简称为 BSA-
seq，可以快速有效地定位与特定性状关联的基 
因［12］。近年来该技术已经应用在多种作物重要

农艺性状基因定位的研究中［13-15］，Zhu 等［16］利用

BSA-seq 技术和病毒诱导的基因沉默（VIGS，virus-
induced gene silencing）方法对芽黄基因 virescent-1
进行精细定位，并成功鉴定出与该性状相关的基因

GhCHL1。陈鹏云［17］联合 BSA-seq 法和构建连锁

图谱的方法对棉花早花性状进行 QTL 定位，最终将 
候选区间定位在 17 号染色体的 2 个区段内：15.96~ 
25.68 Mb、40.33~41.40 Mb。对 2 个区段内中的基

因进行了基因结构分析和同源基因进化分析，确定

了 3 个与开花相关的候选基因。

前期本课题组从 1 个纤维品质优异渐渗系材料

MBI7747（BC4F3：5）与中棉所 45 进一步回交、自交

构建的 BC6F2 群体中筛选到与衣分相关 QTL 的单

片段纯合单株（单株号：9174669-16，方便起见后统

称为 MBI7747-14，衣分为 45%），该单株衣分高于

亲本材料 MBI7747（衣分为 34.63%）与中棉所 45
（衣分为 36.35%）［18-19］。本研究以中棉所 45 和高衣

分渐渗系材料 MBI7747-14 构建的 F2 分离群体为

研究材料，以其群体中高衣分 DNA 混池（H-pool）
和低衣分 DNA 混池（L-pool）为研究对象，采用

BSA-seq 法确定候选区间，结合中棉所 45 和渐渗系

材料 MBI7747 在纤维发育 6 个时期转录测序结果，

筛选可能的衣分发育候选基因，为棉花衣分发育相

关遗传机制研究奠定基础。

1　材料与方法

1.1　试验材料

本研究以 MBI7747-14 为供体亲本与轮回亲

本中棉所 45 杂交、自交构建了一个含有 2403 个单

株的 F2 分离群体，于 2018 年种植在中国农业科学

院棉花研究所试验农场（河南省安阳市），常规管

理。收获后考种，检测每个单株的籽棉和皮棉，计算 
衣分。

1.2　DNA 提取及检测

2019 年 8 月，在 F2 分离群体中，选择衣分极端

性状单株各 50 株，构建高衣分池（H-pool）和低衣

分池（L-pool），使用植物 DNA 提取试剂盒（宝生物

工程（大连）有限公司，方法参考说明书，有所改进）

提取单株 DNA。

由北京贝瑞和康生物技术有限公司将 H-pool
和 L-pool 单株 DNA 经过 Qubit 定量和纯度、完整

性鉴定后，对合格单株的 DNA 按照等量混合，之

后用标准的 Illumina 流程进行测序工作。对测序

得到的 Raw Reads 进行质量评估并过滤得到 Clean 
Reads，随后利用 BWA 软件把 H-pool 和 L-pool 的
Clean data 比对到棉花参考基因组上［20］，比对结

果经 SAMTOOLS 去除重复后进行单核苷酸多态

性（SNP，single nucleotide polymorphisms）和插入

缺失（InDel，insertion-deletion）标记的检测及注

释。采用 GATK 软件进行多个样本 SNP 和 InDel
标记检测；利用 snpEff 软件对 SNP 和 InDEL 进行 
注释［21］。

1.3　候选区段分析和变异基因筛选

为了更加直观反映 SNP-index（Single nucleotide  
polymorphisms index）在染色体的分布，分别计算

两个混池中 SNP-index 和 Δ（SNP-index）。以 1 Mb
为窗口，100 kb 为步长，计算每个窗口 SNP-index 的

平均值来反映 H-pool 和 L-pool 的 SNP-index 分布，
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H-pool 和 L-pool 作 差 得 到 Δ（SNP-index）。 进 行

1000 次置换检验，选取 95% 置信水平为筛选阈值，

得到两混池的 Δ（SNP-index）在染色体上的分布，

利用 QTL-seq 统计学方法中 Δ（SNP-index）>95%

的置信水平和 G 统计学方法中的 q-value<0.01 确

定候选区间。在候选区间内，提取 snpEff 的注

释结果，优先挑取含有非同义突变位点所在的 
基因。

1.4　候选基因筛选

利用课题组前期对亲本（MBI7747 和中棉

所 45）在纤维发育的 6 个时期（5 DPA（Days post 
anthesis）、7 DPA、10 DPA、15 DPA、20 DPA、25 
DPA）的转录组结果［18］，设定 GFOLD 阈值，在候选

区段内筛选至少在 1 个纤维发育时期差异表达的基

因作为差异表达基因，把差异基因比对到候选变异

基因上，筛选含有非同义突变位点且差异表达的基

因作为候选基因［22］，通过 Omicshare 网站（https：// 
www.omicshare.com/） 对 基 因 进 行 GO（Gene 
ontology）富集分析。

2　结果与分析

2.1　衣分性状统计分析

使用 Microsoft Excel 2010 软件对 F2 群体中单

株衣分进行统计，Origin 软件绘制高低衣分混池箱

线图。其中单株棉花衣分最小值为 20.40%，最大值

为 49.20%，平均值为 32.34%，峰度系数为 1.27，偏度

系数为 0.01（表 1）。说明 F2 群体中棉花单株衣分

离散程度低，表现为单峰分布且不存在比例关系，符

合正态分布，表现出数量性状遗传特点。L-pool 衣
分在 24.62%~29.12% 之间，H-pool 衣分在 38.00%~ 
43.61% 之间，2 个极端混池中衣分性状存在显著差

异（图 1），符合 BSA 建池要求。

表 1　衣分性状统计表
Table 1　Statistics of lint percentage characters

材料

Material
样本数

Number of samples
最小值（%）

Min.
最大值（%）

Max.
平均值（%）

Mean
变异系数（%）

CV
峰度

Kurt
偏度

Skew

F2 2403 20.40 49.20 32.34 9.20 1.27 0.01

高衣分池 H-pool 50 38.00 43.61 39.35 2.93 2.88 1.58

低衣分池 L-pool 50 24.62 29.12 27.87 3.90 0.38 -1.02

图 1　BSA 混池衣分表型值
Fig.1　The phenotypic value of lint percentage  

in both pools

2.2　BSA-seq 测序数据分析

对 H-pool 和 L-pool 分别进行重测序，过滤后

共得到 284.21 G 的 clean reads，2 个样本中质控后

的数据能够比对到参考基因组上的比例非常高，

均在 96% 以上，GC 含量正常，分别是 37.69% 和

37.70%，样品平均测序深度在 58.76× 以上，1× 
reads 覆 盖 度 比 率 在 99.48 % 以 上，10×reads 覆

盖度比率在 99.12% 以上（表 2），由此可见本实

验所获得的测序数据不仅数据质量高而且没有污

染，所有样本的数据量足够，测序正常，测序数据

与棉花参考基因组比对结果正常，可用于后续的 
分析。

对 2 个混池中所有存在差异的变异位点进行

汇总，SNP 的检测与注释结果表明 H-pool 和 L-pool
共获得 4080280 个 SNPs，其中错义突变的 SNP 有

26536 个，同义突变的 SNP 有 15007 个，终止子提

前 SNP 有 618 个，终止子丢失 SNP 有 174 个，转换 / 
颠倒为 1.94。InDel 的检测与注释结果表明 H-pool 
和 L-pool 共获得 878785 个 InDels，其中引起移码

突变的有 1464 个。SNP 和 InDel 的变异类型主要

是基因上游、基因下游、基因间区和内含子，基因编

码区的变异少于基因非编码区（表 3）。
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表 2　BSA-seq 测序数据统计
Table 2　BSA-seq sequencing data statistics

样本

Sample

总 reads 数

Number of 
reads

比对 reads 数

Mapped reads

比对比例

（%）

Mapped ratio

GC 含量

（%）

GC content

平均测序深度

（×）

Average sequencing 
depth

1×reads 覆盖

度比率（%）

1×reads 
coverage ratio

10×reads 覆盖 
度比率（%）

10×reads 
coverage ratio

高衣分池 H-pool 869281932 851907314 98.00 37.69 58.76 99.61 99.12

低衣分池 L-pool 1016199300 985046259 96.93 37.70 66.58 99.48 99.21

表 3　变异位点注释统计表
Table 3　Statistical table of notes of variant sites

变异位点信息

Variant site information
SNP 数目

Number of SNP
InDel 数目

Number of InDel 
变异位点信息

Variant site information
SNP 数目

Number of SNP
InDel 数目

Number of InDel 

外显子 Exon 42164 2288 错义突变 Missense 26536 -

内含子 Intron 117647 29142 同义突变 Synonymous 15007 -

基因上游 Upstream 719041 160073 移码突变 Frameshift - 1464

基因下游 Downstream 588230 196944 转换 Transitions 3452682 -

基因间区 Intergenic 2608578 488954 颠倒 Transversions 1777911 -

终止子提前 Stop gained 618 72 转换 / 颠倒 Ts/Tv 1.94 -

终止子丢失 Stop lost 174 22 总数 Total 4080280 878785

- 表示数据不存在

- Indicates that data do not exist

2.3　候选区间及分析

利用 Δ（SNP-index）和 G-value 结合的方法，在

D2 染色体得到 4 个 QTL 候选区间（QTL1：37.80~ 
39.09 Mb，QTL2：55.33~56.50 Mb，QTL3：57.85~ 
59.58 Mb，QTL4：59.88~61.16 Mb），总大小为 5.47 Mb

（图 2）。这 4 个候选区间内共包含 236 个基因，198
个被注释。在候选区间内，共有 7912 个 SNP 变异

位点分布在 200 个基因上，2077 个 InDel 变异位点

分布在 190 个基因上，含有非同义突变位点的基因

有 70 个。

A：Δ（SNP-index）在 D2 染色体的分布，蓝色点为 Δ（SNP-index），橙色线为 99% 置信线，绿色线为 95% 置信线， 
红色线为 Δ（SNP-index）划窗后的拟合线；B：G value 在 D2 染色体的分布，红色线为 -log10（P-value）阈值线

A：The distribution of Δ（SNP-index）on chromosome D2，blue dot is Δ SNP index，orange line is 99% confidence line， 
green line is 95% confidence line，red line is fitting line after Δ（SNP-index）window， 

B：The distribution of G value on chromosome D2，the red line indicate the -log10（P-value）threshold line

图 2　候选区间在 D2 染色体的分布
Fig.2　Distribution of candidate intervals on chromosome D2
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2.4　候选区间内差异表达基因分析

根据前期课题组对 MBI7747 和中棉所 45 不同

纤维发育时期的转录组数据，寻找同一时期两材料

间的差异表达基因。GFOLD 绝对值大于 0.5 的基

因被视为差异表达基因。候选区间内共有 236 个基

因，其中有 74 个基因至少在纤维发育某一个时期差

异表达。根据上述基因的表达量（FPKM，fragments 
per kilobase of exon per million mapped）使用 R 包

绘制热图（图 3），并以表达量的聚类特征将基因分

为 4 组。从图 4 可知，第 1 组含有 13 个基因，主要

在 20 DPA 和 25 DPA 的纤维组织中差异表达；第

2 组含有 16 个基因，主要在 10 DPA 和 15 DPA 的

纤维组织中差异表达；第 3 组含有 23 个基因，主要

在 5 DPA 的纤维组织中差异表达；第 4 组包括 22
个基因，主要在 5 DPA、7 DPA 和 10 DPA 的纤维组

织中差异表达。根据纤维发育过程可以发现，以上

4 组的基因主要参与纤维细胞的伸长期和加厚期 
过程。

A：热图；B：GO 富集分析

A：Heatmap，B：GO terms

图 3　候选基因的功能和表达分析

2.5　候选基因分析

在候选区间内，将 74 个差异表达基因和 70 个

含有非同义突变的基因进行取交集，得到 19 个非同

义突变的差异表达基因，将含有非同义突变的差异

表达基因预测为调控纤维衣分的候选基因。并通过

CottonFGD（https：//cottonfgd.org/search/）进 行 基

因注释（表 4）。对候选基因进行 GO 富集分析（图

3B）。GO 富集分析结果显示，19 个基因涉及 28 个

条目，生物过程包含的 GO 功能分类最多，共 15 种，

大多与代谢过程、单组织的过程和细胞过程有关；

在分子功能中，大多数基因富集在催化活性和结合

功能条目；在细胞组分中，注释到的基因多定位于

细胞膜部分。

3　讨论

近年来，高通量测序的发展促进了 BSA-seq
方法在水稻、玉米、油菜等作物的重要性状相关基

因定位中的应用。Wang 等［23］利用 BSA-seq 在油

菜 A6 染色体鉴定出 1 个与油菜枝分叉角相关的

主效 QTL（ba1），随后用 InDel 标记在 F2 群体中

进行作图分析，最终得到 82 个与油菜枝分叉角相

关的基因，并根据其表达情况及拟南芥同源基因注

释结果，将 BnaA0639380D 作为油菜分枝角的候选

基因。Song 等［24］利用 BSA-seq 在大豆 1、11 号染

色体上定位到 2 个控制大豆种子子叶颜色的 2 个

候选区间：qCC1 和 qCC2，在 2 个候选区间内使用

SSR 标记完成了精细定位，最终 qCC1 被定位到 1
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个包含 4 个注释基因的 30.7 kb 区域，qCC2 被定位

到 1 个包含 9 个基因的 67.7 kb 区域。Guo 等［25］ 

利用 BSA-seq 在 6、9 号染色体定位到大小 0.82 Mb
的候选区域，其中包含 98 个基因，结合 Longjing25
和 Longjing11 转录组结果在候选区间内找到 50 个

差异表达基因，经过 KEGG 代谢通路富集分析，

最终在水稻孕穗期确定 4 个耐冷候选基因。本

研 究 中 利 用 BSA-seq 法 在 D2 染 色 体 找 到 4 个

与纤维衣分相关的 QTL 候选区间，邓晓英［26］ 

在 D2 染 色 体 57.79~59.16 Mb 和 60.54~60.58 Mb 
2 个区间内各定位到 1 个与衣分相关 QTL，与其衣

分 QTL 定位结果相比并通过软件 e-PCR 锚定到参

考基因组上发现，重叠区间分别是 1.31 Mb 和 0.04 
Mb。另外，张保才［27］在 D2 染色体 58.89 Mb 附

近定位到 1 个与衣分相关的 QTL。贾永斌［28］在

D2 染色体 60.08 Mb 附近定位到 1 个与衣分相关

的 QTL。刘桂珍［29］对 180 份优良陆地棉品系产

表 4　候选基因功能注释
Table 4　Functional annotation of candidate genes

候选区间

Candidate 
interval

基因 ID
Gene ID

基因名

Gene Name
功能注释

Function annotation

序列长度

（bp）
Sequence length

非同义突变位点数目

Number of non 
synonymous 
variant sites

QTL1 GH_D02G1303 At3g17800 UV-B 诱导蛋白 At3g17800 1658 1

GH_D02G1306 ABCG11 ABCG 11 2941 1

GH_D02G1307 DHBK 3，4- 二羟基 -2- 丁酮酶 8374 1

GH_D02G1311 SKOR 钾离子通道 SKOR 21061 2

QTL2 GH_D02G1759 TBL2 Ⅱ类毛状体蛋白 2654 1

GH_D02G1766 PCMP-E14 含五肽重复序列的蛋白质 At5g27110 1973 2

GH_D02G1771 At1g60420 核氧还蛋白Ⅰ 2152 1

GH_D02G1778 NA 碳酸酐酶 6753 1

GH_D02G1779 AOR NADPH 依赖性烯醛酶 4150 1

QTL3 GH_D02G1845 LBD42 LOB 结构域的蛋白 42 780 2

GH_D02G1855 CSE 咖啡酰基酯酯酶 3224 1

GH_D02G1857 AtMg00310 线粒体蛋白 AtMg00310 1663 4

GH_D02G1866 alxA ALG-2 互作蛋白 X 7401 1

GH_D02G1871 nadD 烟酸核苷酸腺苷酸转移酶 5692 1

GH_D02G1877 LRK10L-1.2 叶锈病 10 抗病基因座受体样蛋白 
激酶样 1.2

1187 1

GH_D02G1878 NA 葡萄糖 -6- 磷酸 1- 脱氢酶 3474 2

GH_D02G1892 Os08g0536000 丙酮酸脱氢酶 E1 亚单位 β-1 5035 1

QTL4 GH_D02G1971 STA1 STA1 蛋白 3101 2

GH_D02G2006 petC 细胞色素 b6-f 复合铁硫亚单位 1820 1

量、纤维品质、熟性、株型、种子品质等数量性状进

行关联分析，在 D2 染色体发现 1 个衣分关联的标

记位点 CGR5657。张淑文［30］对 115 个渐渗系材料

进行产量和纤维品质评价，在 D2 染色体发现 1 个

衣分关联的标记位点 HAU3236，但是 CGR5657 和

HAU3236 标记并没有锚定在 D2 染色体上，具体原

因未知。另外在本研究中 QTL1 和 QTL2 两个候选

区间内并未发现有 QTL 报道。以上说明了本研究

中 QTL 定位的准确性，并证实 BSA-seq 法在数量

性状定位中的可行性。

衣分是棉花纤维产量和籽棉产量的百分比率，

纤维产量的形成与纤维的生长过程密切相关［31］。

棉纤维是胚珠表皮层的单细胞伸长加厚形成的，每

个单细胞都可以发育成单根棉纤维［32-33］。棉纤维

伸长期起始于开花当天，在伸长期结束前，纤维细

胞会形成含有中腔的细长薄壁管状物；次生壁加

厚期主要是细胞壁中纤维素的不断累积，最终形
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成两端细中间粗的一根棉纤维［34］。伸长期和次生

壁加厚期在纤维的整个生长期占据的时间比例较

大，说明这 2 个时期对纤维产量的形成具有重要作

用。本研究中在 BSA-seq 法确定的 4 个 QTL 候选

区间内，结合亲本转录组结果和功能注释分析，初

步确定了 19 个与调控衣分发育的候选基因，其中

3 个 基 因（GH_D02G1845、GH_D02G1855 和 GH_
D02G1857）均在纤维伸长生长时期（0~20 DPA）差

异表达，且都在 QTL3 内，GH_D02G1845 被注释

为含 LOB 结构域蛋白 42，属于 AS2/LOB 家族，参

与拟南芥侧生器官的近轴细胞命运调控［35-36］；GH_
D02G1855 被注释为咖啡酰莽草酸酯酶，参与木质

素单体生物合成特异途径［37-39］；GH_D02G1857 功

能未知；表明上述 3 个基因可能在纤维伸长过程发

挥重要作用。另外，有 2 个基因（GH_D02G1866 和

GH_D02G1971）均在纤维加厚生长时期差异表达，

且 都 在 QTL4 内，GH_D02G1866 被 注 释 为 ALIX
蛋白，在拟南芥中参与 ABA 的调控过程［40］；GH_
D02G1971 被注释为 STA1 蛋白，参与响应植物的非

生物胁迫［41-42］；因此，QTL4 内的 2 个基因可能对

纤维加厚过程起到重要作用。另外，在 QTL1 内预

测到基因 GH_D02G1311，该基因被注释为钾通道

蛋白，参与纤维细胞的快速伸长［43］；在 QTL2 内预

测到基因 GH_D02G1759，该基因被注释为 TBL2，
属于 TBL 家族，参与细胞壁多糖乙酰化修饰，研究

发现 TBL38 在纤维伸长发育过程中具有促进作 
用［44］；推测这 2 个基因通过促进纤维伸长生长来影

响纤维衣分。其余的候选基因对纤维衣分的影响还

有待进一步的研究。后续可进行基因序列分析，进

一步明确基因中突变位点引起的氨基酸序列变化或

蛋白功能变化，通过 VIGS、利用基因编辑技术结合

棉花遗传转化进行基因功能验证等。
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