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摘要：【目的】对棉花叶片叶绿素含量数量性状位点（Quantitative trait loci, QTL）进行定位。 【方法】以中 36 为轮

回亲本与海 7124 配制的 195 个 BC1F7 家系为研究材料。 根据本课题已构建的高密度遗传图谱， 利用 QTL

IciMapping 4.1 中的 BIP（QTL mapping in bi-parental populations）和 MET（QTL mapping for multi-enviromental

trials）模型采用完备区间作图法（Inclusive composite interval mapping, ICIM）分别对初花期和结铃期基于 Soil

and Plant Analyzer Development（SPAD）读值的叶绿素含量进行 QTL分析。 【结果】检测到 9 个与叶绿素含量相

关的 QTLs分布在 6 条染色体上。 其中， 与初花期叶绿素含量显著相关的 q-SPAD-A11-1 与结铃期检测到的

q-SPAD-A11-2 具有较大重叠，表型贡献率分别为 5.08%和 5.75%；q-SPAD-D08-2 位于 D08 染色体的 48.71～

53.65 Mb 与前人定位结果相近。 【结论】本研究首次鉴定的与叶绿素含量性状稳定相关 q-SPAD-A11 为叶绿素

含量性状进一步的精细定位奠定了基础。
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Abstract: [Objective] The purpose of this study was to map quantitative trait loci (QTL) related to chlorophyll content based on

Soil and Plant Analyzer Development (SPAD) readings in cotton. [Method] The 195 BILs (Backcross Inbred Lines) were

produced by a cross between Gossypium barbadense Hai 7124 and G. hirsutum CRI 36, using CRI 36 as the recurrent parent for

backcrossing with F1 to produce BC1F1, followed by seven generations of selfing. The genetic linkage map was constructed in a

previous study. QTLs of chlorophyll SPAD value in the first flowering and boll development stages were identified with

inclusive composite interval mapping (ICIM) method of the BIP and MET models in IciMapping 4.1 software, respectively.

[Result] In total, nine chlorophyll SPAD reading QTLs were identified on 6 chromosomes. The q-SPAD-A11-1 detected at the

first flowering stage overlapped with q-SPAD-A11-2 detected at the boll development stage, contributing 5.08% and 5.75% of

the phenotypic variation, respectively. The q-SPAD-D08-2 physical position ranged from 48.71 to 53.65 Mb on chromosome

D08, which overlapped with a chlorophyll content QTL detected in a previous study. [Conclusion] The novel stable QTLs,

q-SPAD-A11-1 and q-SPAD-A11-2 detected in this study provide an important piece of information for fine mapping

chlorophyll content in cotton.
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植物几乎所有的能源来自阳光，光合作用是

植物叶片获取光能最重要的途径，叶片中的叶绿

体是光合作用最主要的细胞器，叶绿素是植物吸

收、传递、转化光能的重要色素[1]。在一定程度上，

增加叶绿素含量可以增强叶绿体对光能的吸收

与转化，增强光合速率，从而提高产量[2]。 植株生

长后期叶绿素含量较高的品种， 叶片功能期较

长，不易早衰[3]。棉花叶片叶绿素含量可能与抗逆

性和纤维品质有关 [4-6]，并受棉花半配子基因调

控[7]。 另外，研究表明叶绿素含量受光照强度、温

度、水分、生育期、植株部位、水肥条件、盐胁迫等

因素的影响[8-12]，因此叶绿素含量可以作为植株生

理状况的 1项重要指标。

叶绿体发育受到抑制， 叶绿素含量降低，叶

片会表现出黄化、白化等现象 [13]，芽黄突变体 v1
苗期叶片呈黄色， 叶绿素含量比野生型低 3～5
倍[14]，后期发育过程中叶绿素含量逐渐增加使芽

黄突变体 v1叶色与野生型棉株没有明显差异[15]。

为探究棉花叶绿素形成的遗传机制，前人利用不

同棉花群体对叶绿素含量进行 QTL 定位。 秦鸿

德等 [3]报道了棉花叶绿素含量和光合速率相关

QTL， 定位到 3 个与叶绿素含量相关的 QTLs；
Song等[14]检测到 24 个与叶绿素相关的 QTLs；张
建等 [16]定位到 6 个与叶绿素含量相关的 QTLs；
郑巨云等[17]定位到 1 个关于叶绿素含量的 QTL；
戎福喜等 [18]定位到 1 个关于叶绿素含量相关的
QTL；Abdelraheem 等 [5]共定位到 18 个与叶绿素
含量相关的 QTLs。 统计发现，前人鉴定到 32 个
与叶绿素含量相关的 QTLs[5]。 然而，以上研究大

多基于 F2等初级分离群体， 且使用的 SSR 标记
数量有限，构建的遗传图谱密度较低，不能覆盖

棉花全基因组。 此外，前人研究中对叶绿素含量

测定主要集中在棉花的营养生长期， 如苗期；而

对棉花从营养生长过渡到生殖生长的开花期、以

及生殖生长的结铃期叶绿素含量的研究较少。 目

前对植物叶绿素含量测定方法可归纳为化学法

和物理法。 其中化学法主要是利用乙醇或丙酮有

机溶剂萃取叶绿素，并通过分光光度计进行叶绿

素含量测定；但该法操作繁琐，不利于进行大规

模的样本测定，且提取过程中很难避免叶绿素的

分解损失。 物理法可通过叶绿素测定仪例如日本

研发的 SPAD-502 来检测叶绿素含量的相对值；

该方法适合在室外对植物叶绿素含量指标进行

随身携带快速测定。 此外，大量研究表明该仪器

测定的 SPAD （Soil and plant analyzer develop-
ment，土壤与作物分析仪开发）读值与叶绿素含

量之间具有良好的相关性，目前已广泛应用于水

稻、小麦、棉花、菘蓝、西瓜等植物的叶绿素含量

的快速测定和 QTL定位[17,19-22]。

本研究利用叶色浅绿的陆地棉中 36 和叶色
深绿的海岛棉海 7124 构建高世代棉花陆海回交
自交系群体 （Interspecific backcross inbred line,
BIL），分别对 BC1F7群体的 195 个家系初花期和
结铃期的叶绿素含量指标 SPAD 值进行统计分
析；利用本课题已构建的该群体高密度遗传图谱

数据分别对初花期和结铃期的叶绿素含量性状

进行 QTL定位， 以期鉴定出与叶绿素含量相关

的 QTL， 为叶绿素含量相关 QTL的精细定位奠
定基础。

1 材料与方法
1.1 试验材料

本研究以广适应性叶色较浅的陆地棉材料

中 36 为轮回亲本与抗黄萎病、黄花、黄色花药、

花基红心、 叶色较深的海岛棉海 7124 材料杂交
得到 BC1F1， 并连续自交 7 代后， 最终得到包含

195 个家系的 BC1F7回交自交系群体。 该群体及

其亲本分别于 2017 年种植于中国农业科学院棉
花研究所南试验场试验田 （N36.06°，E114.49°），
采用完全随机区组试验设计，2 个重复（分别位于

地势较低、 水肥较好的偏东位置和地势较高、水

肥相对较差的偏西位置）。 两亲本及其 195 个家
系种植行长 4 m，行间距约 80 cm，株距约 25 cm，

采取常规田间管理。

1.2 叶绿素含量指标 SPAD值测定
在初花期（时期 1）和结铃期（时期 2）分别对

亲本及 BC1F7 群体的 195 个家系进行叶绿素含
量指标 SPAD （Soil and plant analyzer develop-
ment，土壤与作物分析仪开发）值测定。 在晴天上

午 7∶00―9∶00 利用叶绿素测定仪（SPAD-502
Plus，Konica minolta, Japan）对每行中间部分随机
挑选的 3 株生长健康的棉花主茎倒 4 叶进行
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SPAD值测定。由于 SPAD值与叶绿素含量（质量

分数）显著相关符合公式：y＝1.01513x－1，x 和 y
分别代表 SPAD 值和叶绿素质量分数[23]，因此本

试验以 SPAD 值作为叶绿素含量指标进行试验
分析。

1.3 数据分析和 QTL定位
1.3.1 表型数据分析。 利用 SAS 9.3软件对初花
期和结铃期的叶片 SPAD 值表型数据进行最大
值、最小值、平均值、峰度、偏度、正态分布检验等

描述性统计分析； 用 proc anova 进行方差分析；

用 SAS 9.3软件的简单线性相关模型对 2 个时期
的叶绿素含量性状进行相关性分析。 用 Origin
2018软件进行绘图。

1.3.2 QTL定位。本研究采用以下 2种分析模型
对叶绿素 SPAD 值性状进行 QTL 定位：1） 利用
IciMapping 4.1 软件的 BIP 模型的完备区间作图
法（Inclusive composite interval mapping，ICIM）分

别对初花期、结铃期的叶绿素含量性状进行 QTL
定位，本方法以 LOD＝2.0为阈值；2）为研究棉花
营养生长过渡到生殖生长的初花期与棉花生殖

生长的结铃期叶片叶绿素含量性状 QTL 的加性
与环境互作效应， 本研究对利用 IciMapping 4.1
软件的 MET 模型进行分析，该方法以 LOD＝3.0
为阈值。 QTL的命名规则：q＋性状的英文缩写 -
染色体号 -数字。

2 结果与分析
2.1 BILs 群体及其亲本叶绿素含量指标 SPAD
值的描述性统计分析

对 BILs 群体及其亲本的主茎倒 4 叶的叶绿

素含量指标 SPAD 值进行了基本统计，发现在初

花期亲本中 36 和海 7124 的叶片 SPAD 值分别
为 47.15 和 46.90，BILs 群 体 的 SPAD 值 为

35.43～53.52（图 1），变异系数为 6.75%（表 1）；结
铃期亲本中 36 和海 7124 的 SPAD 值分别为
52.95和 51.60， 群体的 SPAD值为 42.28～62.20
（图 1），变异系数为 7.18%（表 1）。 该群体在 2个
时期的叶绿素含量相关的 SPAD 值均表现出超
亲分离现象；2 个时期的叶片 SPAD 值的变异系
数均高于 6%， 说明叶绿素含量相关的 SPAD 值
在该群体中的变异较为丰富。 此外，通过对 2 个
时期 SPAD 值的峰度进行分析，发现初花期和结

SPAD-1 代表初花期的 SPAD值；SPAD-2 代表结铃期

的 SPAD值。

SPAD-1 and SPAD-2 represent the SPAD value of the

first flowering stage and the boll development stage, respec-

tively.
图 1 BIL 群体 SPAD 值频率分布图

Fig. 1 Frequency distribution of SPAD value for BIL

population

表 1 亲本和 BIL 群体的 SPAD 值表型测定

Table 1 Phenotypic determination of SPAD value in parents and BIL population

亲本 Parents 回交群体 BC1F7 population 遗传力

H2 / %
海 7124

Hai 7124

中 36

CRI 36

平均值±标准差

Mean± S. D.

最大值

Maximum

最小值

Minimum

偏度

Skewness

峰度

Kurtosis

变异系数

CV / %

SPAD-1 46.9 47.15 46.09±3.11 53.52 35.43 －0.06 0.09 6.75 66.84

SPAD-2 51.6 52.95 52.20±3.75 62.20 42.28 －0.16 0.07 7.18 69.66

注：SPAD-1 代表初花期的 SPAD 值；SPAD-2 代表结铃期的 SPAD 值；S. D. 代表标准差；CV 代表变异系数；H2代表

遗传力。

Note: SPAD-1 and SPAD-2 1 indicate SPAD reading of different materials at the first flowering stage and the boll develop-

ment stage, respectively. S. D. stands for standard deviation, CV stands for coefficient of variation. H2 stands for heritability.
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铃期的峰度分别为 0.09 和 0.07， 说明该群体
SPAD 值在 2 个时期均符合正态分布（表 1）。 以
上 SPAD 值的统计分析为进一步对 2 个时期叶
绿素含量相关性状的 QTL定位奠定基础。

分别对初花期、结铃期 2 个时期以及不同时
期 2 个重复间的 SPAD 值进行方差分析，发现不

同时期和不同重复的叶绿素含量指标 SPAD 值
都存在极显著差异（表 2 和图 2）。 不同时期的叶

片 SPAD 值差异极显著表明每个家系在初花期
（从营养生长过渡到生殖生长）与结铃期（棉花生

殖生长）的叶绿素含量变化一致性较弱；2 个重复
间存在极显著差异表明该性状受土壤水肥等因

素影响较大。 进一步分析发现初花期和结铃期的

遗传力分别为 66.84%和 69.66%（表 1）， 说明叶
绿素含量性状相关 SPAD 值在 2 个时期主要受
基因型控制，但也易受环境因素的影响。

表 2 BIL 群体中 SPAD 值的方差分析

Table 2 Analysis of variance for SPAD value in BIL population

变异来源

Sources

自由度

Degree of freedom

SPAD值

SPAD readings

F临界值

F critical value

均方

Mean square
F F0.05 F0.01

重复 Repeat 1 949.27 60.81** 3.85 6.66

株系 Lines 194 38.21 2.45** 1.19 1.28

时期 Stage 1 7279.86 466.36** 3.85 6.66

株系×重复 Lines×Repeat 194 9.23 0.59 1.19 1.28

时期×重复 Stage×Repeat 1 778.83 49.89** 3.85 6.66

时期×株系 Stage×Lines 194 9.28 0.59 1.19 1.28

时期×株系×重复

Stage×Lines×Repeat

194 5.73 0.37 1.19 1.28

误差 Error 776 15.61

注：* 和 ** 分别表示在 0.05 和 0.01 水平上的显著性。

Note: * and ** represent the significant level at the 0.05 and 0.01 probability level, respectively.

1-1和 1-2分别代表初花期的 2个重复；2-1和 2-2分别代表结铃期的 2个重复；**表示两重复间 0.01水平显著差异。

1-1 and 1-2 indicate the repetition 1 and 2 at the first flowering stage; 2-1 and 2-2 indicate the repetition 1 and 2 at the boll

development stage. ** indicates the significant difference at the 0.01 probability level.
图 2 BIL 群体两重复间 SPAD 值差异分析

Fig. 2 Differential analysis of SPAD value of BIL population between two replicates at two stages
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2.2 初花期和结铃期叶绿素含量指标 SPAD 值
之间的相关性分析

为研究棉花初花期和结铃期的叶绿素含量

的关系， 对初花期和结铃期的叶绿素含量 SPAD
值进行相关性分析发现，初花期叶绿素含量与结

铃期叶绿素含量 SPAD 值呈正相关关系，相关系

数为 0.057，但未达到显著水平。 这表明该陆海回

交自交系群体初花期叶绿素含量与生殖生长阶

段结铃期的叶绿素含量的一致性相对较弱，以及

对不同时期叶绿素含量进行调查和 QTL 定位的
必要性。

2.3 BIL 群体叶绿素含量性状 （SPAD 值 ）的

QTL定位
2.3.1 叶绿素含量指标 SPAD 值的 QTL 分析。
由于初花期和盛花期的叶绿素含量指标 SPAD
值以及重复间存在显著差异（图 2），因此本研究
把 2 个时期和 2 个重复的数据作为 4 个独立环
境的性状分别进行定位分析。 根据构建的高密度

遗传图谱 [24]，利用 IciMapping 4.1 软件的 BIP 单
环境算法，共检测到位于 A04、A10、A11、D08 和
D10 染色体的 7 个与叶绿素含量相关的 QTLs
（表 3），其中在初花期检测到 4 个 QTLs，在结铃
期检测到 3 个 QTLs，LOD 值为 2.15～2.77，解释
表型变异率为 4 .86%～5 .98% ， 加性效应

为－1.16%～1.15%，其中正效应来自海 7124 能
够增加叶绿素含量， 负效应来自中 36 能够减少
叶绿素含量。 通过比较不同时期叶绿素含量相关

QTL 发现 ， 初花期叶绿素含量显著相关的

q-SPAD-A11-1 （位于 A11 染色体的 86.97 Mb～
87.97 Mb） 与结铃期叶绿素含量显著相关的
q-SPAD-A11-2 （位于 A11 染色体的 83.50 Mb～
90.29 Mb）具有较大重叠。 该结果表明 A11 染色
体具有 1 个稳定的调控叶绿素含量性状的 QTL，
反应了本研究分析结果的可靠性。

2.3.2 两个时期叶绿素含量指标 SPAD 值的联
合 QTL分析。 对初花期和结铃期的叶绿素含量
指标 SPAD 值分析发现，2 个时期叶绿素性状的
遗传力分别为 66.84%和 69.66%（表 1）， 即该性
状受环境因素的影响率超过 30%。 为揭示棉花叶

绿素含量主效 QTL与环境的互作效应， 本研究

将初花期和结铃期的叶绿素含量指标 SPAD 值
用 IciMapping 4.1 软件的 MET 模型进行基因型
与 环 境 互 作 分 析 。 共 检 测 到 5 个 QTLs
（q-mSPAD-A11-1、q-mSPAD-D08-1、q-mSPAD-
D10-1、q-mSPAD-D10-2 和 q-mSPAD-D10-3） 分
布在 A11、D08 和 D10 染色体（表 4），对表型的
解释率为 2.34%～2.69%； 其中 q-mSPAD-D08-1
的加性效应值为正效应， 其余 4个 QTLs加性效

表 3 叶绿素含量指标 SPAD 值单时期的 QTL 定位

Table 3 Mapping quantitative trait loci of SPAD value of chlorophyll content index in a single state

QTL
时期

Stage

物理区间

Physical interval / Mb
LOD

表型变异解释率

PVE / %

加性效应

Additive effect

q-SPAD-A04-1 1-2 22.35-24.23 2.33 4.86 1.06

q-SPAD-A10-1 2-2 67.03-80.96 2.28 5.28 1.15

q-SPAD-A11-1 1-2 86.97-87.97 2.44 5.08 －1.10

q-SPAD-A11-2 2-1 83.50-90.29 2.15 5.75 －1.14

q-SPAD-D08-1 1-1 58.27-63.25 2.21 4.93 0.88

q-SPAD-D08-2 1-2 48.71-53.65 2.77 5.98 1.06

q-SPAD-D10-1 2-1 36.48-36.65 2.18 5.18 －1.16

注：1-1，表示初花期的第 1 重复；1-2，表示初花期的第 2 重复；2-1 表示结铃期的第 1 重复；2-2 表示结铃期的第 2 重

复；PVE：表型变异解释率。

Note: 1-1: the first repetition of the first flowering stage; 1-2: the second repetition of the first flowering stage; 2-1 : The first

repetition of the boll development stage; 2-2: The second repetition of the boll development stage; PVE: Phenotypic variance ex-

plained.
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应值为负效应， 说明轮回亲本中 36 对该群体的
叶绿素含量影响较大。 5 个 QTLs 的加性效应与
环境互作的 LOD 值均小于 0.04， 该结果表明本
研究得到与叶绿素相关的主效 QTL 受环境影响
较小。 对 BIP模型获得的 7个叶绿素含量性状相
关 QTLs（表 3）和 MET 模型的 5 个叶绿素含量
性状相关 QTLs 进行分析（表 4），发现 BIP 模型
中 q-SPAD-A11-2 、 q-SPAD-D08-2 和 q-SPAD-
D10-1 分别与 MET 模型中的 q-mSPAD-A11-1、
q-mSPAD-D08-1 和 q-mSPAD-D10-1 一致。 通过

对 2 种模型的 QTLs 进行整合， 本研究共得到 9
个与叶绿素含量性状相关的 QTLs。

3 讨论
叶绿素是植物体重要的光合色素，在植物光

能利用中起核心作用。 前人研究表明，植物叶绿

素的生物合成过程包含约 15 个步骤， 任何 1 个
步骤的改变都会对叶绿素含量造成影响[25]。 叶绿

素复杂的代谢过程需要大量的基因参与其中，叶

绿素含量性状是复杂的数量性状。 通过对初花期

和结铃期叶绿素含量指标 SPAD 值的表型数据
分析， 发现该性状在 2 个时期的遗传力分别为
66.84%和 69.66%， 与棉花的纤维长度性状遗传

力 89.57%、 比强度遗传力 82.43%相比较小[26-27]。

说明与纤维品质等其它数量性状相比，叶绿素含

量更易受环境因素的影响。 因此需要收集更多环

境的叶绿素含量表型值才能确保对该性状定位

的准确性[28]。

本研究利用陆海回交自交系群体构建的高

密度遗传图谱对棉花发育过程中的初花期和结

铃期叶绿素含量性状分别进行 QTL定位。 对比前

人的研究结果， 本研究检测到的 q-SPAD-D10-1、
q-mSPAD-D10-1 和 q-mSPAD-D10-2 与胡凤萍 [29]

的芽黄 v1，及 Song 等 [14]、郑巨云等 [17]和 Abdelra-
heem 等[4]的叶绿素含量定位结果一致，均定位在

D10 染色体 （图 3）；q-SPAD-A04-1 与 Abdelra
heem 等[4]的叶绿素含量相关 QTL 均定位到 A04
染色体；q-SPAD-A10-1 和 q-SPAD-D08-1 与秦鸿
德等 [3]叶绿素含量相关 QTL 的染色体定位一致
（图 3）； 本研究中 q-SPAD-D08-2 （48.71 Mb～
53.65 Mb）与秦鸿德等 [3]对叶绿素含量性状定位

所 得 的 qSPAD-2 （ 位 于 标 记 NAU3499 和
NAU1505 之间）重叠（图 3）。 以上结果表明了本
研究定位结果的可靠性。 此外，本研究在 A11 染
色体鉴定到与叶绿素含量性状稳定相关的新位

点（q-SPAD-A11-1和 q-SPAD-A11-2）。 该结果为
进一步对叶绿素含量性状的遗传解析奠定新的

基础。

4 结论
本试验利用高世代陆海回交自交系群体的

高密度遗传图谱，对初花期和结铃期的叶绿素含

表 4 用 MET 模型对 2 个时期 SPAD 值进行 QTL 定位

Table 4 QTL mapping i of SPAD value in two stages with MET model

QTL

物理区间

Physical

interval /Mb

LOD 表型变异解释率 PVE /% 加性效应

Additive

effect
LOD

LOD

(A)

LOD

(A by E)
PVE

PVE

(A)

PVE

(A by E)

q-mSPAD-A11-1 83.50-90.29 3.03 3.02 0.01 2.40 2.37 0.03 －0.62

q-mSPAD-D08-1 48.71-53.65 3.03 3.00 0.04 2.34 2.33 0.01 0.62

q-mSPAD-D10-1 36.48-36.65 3.38 3.38 0.001 2.69 2.62 0.07 －0.67

q-mSPAD-D10-2 43.19-43.55 3.12 3.12 0.002 2.47 2.42 0.05 －0.65

q-mSPAD-D10-3 54.18-54.31 3.30 3.29 0.001 2.65 2.59 0.07 －0.70

注：QTL中 mSPAD表示用 MET 模型对 2 个时期叶绿素含量指标 SPAD 值的定位结果；A 表示加性效应，A by E 表
示基因与环境互作；PVE 表示表型变异解释率。

Note: The mSPAD in the QTL indicates that the mapping results of the SPAD value of chlorophyll content index in two
stages via the MET model; A stands for additive effect; A by E stands for gene and environment interaction; PVE means pheno-
typic variance explainde.
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黑色代表叶绿素含量指标 SPAD 值单时期的 QTL 定位结果； 绿色代表用 MET 模型对 2 个时期叶绿素含量指标
SPAD值进行 QTL定位结果；绿色加深表叶绿素含量单时期与两个时期定位结果一样；红色加深表单时期与两个时期叶

绿素含量指标 SPAD值定位结果与已发表文章叶绿素含量定位结果一致。

The black represents the QTL localization results of SPAD value of chlorophyll content index in one stage; Green repre-
sents the result of QTL mapping for SPAD value of chlorophyll content index in two periods using MET model. Green deepen-
ing represents the same mapping results of SPAD value of chlorophyll content in the single and two periods; The results of
SPAD value of chlorophyll content mapping in red deep for single and two periods are consistent with the results of chlorophyll
content mapping in published articles.

图 3 叶绿素含量指标 SPAD 值的 QTL 定位
Fig. 3 The QTL mapping of SPAD value of chlorophyll content index

量进行 QTL定位， 最终获得 9 个叶绿素含量相
关的 QTLs， 其中初花期叶绿素含量相关的
q-SPAD-A11-1（86.97 Mb-87.97 Mb）与结铃期叶
绿素含量相关的 q-SPAD-A11-2（83.50 Mb-90.29
Mb）具有较大的重叠区间，为进一步的精细定位

奠定基础。
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