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摘要: 家蚕黄茧性状主要由 3 个基因控制, 分别是黄血基因(Yellow blood, Y), 黄血抑制基因(Yellow inhibitor, I)

和黄茧基因(Out-layer yellow cocoon, C)。I 基因阻止类胡萝卜素从中肠上皮细胞到血淋巴的转运, 是天然黄茧

形成过程中的重要控制基因。利用家蚕雌性不发生交换的特点, 采用黄血黄茧品系 KY 和白血白茧品系巴格达

特(Ba)组配正反交群体(Ba×KY)×KY 和 KY×(Ba×KY), 分别记作 BC1F 和 BC1M, 根据已经构建的家蚕 SSR 分子

标记连锁图谱对 I 基因进行了定位及连锁分析。筛选出 3 个与 I 基因连锁的 SSR 标记。BC1F 群中的所有白血

个体均表现出与(Ba×KY) F1 相同的杂合型带型; 而所有黄血个体带型与亲本 KY 一致, 为纯合型。利用另一个

群体 BC1M 构建了关于 I 基因的遗传连锁图, 连锁图的遗传距离为 38.4 cM, 与 I 基因最近的引物为 S0904, 图

距为 7.4 cM。 
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Abstract: The yellow color of silkworm (Bombyx mori) cocoon is mainly controlled by three genes, Y (yellow blood), I 
(yellow inhibitor) and C (out-layer yellow cocoon) genes. I gene locates on the 9th chromosome of silkworm and prevents 
the transport of carotenoid from epithelia of midgut into hemolymph. Owning to a lack of crossing over in females, recip-
rocal backcrossed F1(BC1) progenies were used for linkage analysis and mapping of the I gene based on the SSR linkage 
map using silkworm strains Baghdad (Ba), which express white hemolymph (II+Y+Y), and KY, which express yellow 
hemolymph (+I+IYY). The gene of interest was linked to three (S0904, S0905, and S0906) SSR markers. All the individuals 
with white hemolymph in the BC1F (BC1 was generated using F1 as female) showed heterozygous profile of (Ba×KY) F1, 
and the yellow ones in BC1F showed the homozygous profile of the strain KY. Using a reciprocal BC1M cross, we con-
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structed a linkage map of 38.4 cM, and the distance between I gene and the nearest marker S0904 is 7.4 cM. 

Keywords: Bombyx mori; yellow inhibitor gene; SSR linkage map 

家蚕黄茧性状主要由 3 个基因控制, 分别是黄
血基因 (Yellow blood, Y)、黄血抑制基因 (Yellow 
inhibitor, I)和黄茧基因(Out-layer yellow cocoon, C)。
Y基因控制类胡萝卜素由中肠进入血淋巴; 而I基因阻
止色素从中肠到血淋巴的转运, 从而抑制Y基因的表达; 
C基因通过控制色素从血淋巴到丝腺的吸收过程来决
定蚕茧是否为黄色及内层或外层蚕茧着色[1]。黄茧以黄

血基因Y的存在为前提条件, 而黄血抑制基因I通过
对Y的抑制而影响茧色的表现。 

近年来 ,家蚕分子生物学研究取得了长足的进
步, 先后构建了RFLP、RAPD、AFLP、SSR和SNP
家蚕分子遗传连锁图 [2~7], 为家蚕基因定位奠定了
坚实的基础。SSR标记由于其高多态性、分布均匀、
共显性、高重复性以及能高通量操作等优点, 已经成
为目前使用最广泛的第二代分子标记[8]。Miao等[6]构

建了一张家蚕的SSR分子标记遗传连锁图, Li等[9]利

用该标记对家蚕浓核病抗性基因nsd-Z进行了定位。
影响家蚕茧色生成的基因较多，Tabunoki等[10]发现

并克隆了一个类胡萝卜色素转运蛋白并证明其在黄

色茧的形成中具有重要作用。赵云坡等[11]筛选了 6
个与Y基因连锁的SSR标记。利用家蚕雌性不发生交
换的特点, 本研究采用黄血黄茧品系KY和白血白茧
品系巴格达特(Ba)组配正反交群体(Ba×KY)×KY和
KY×(Ba×KY), 根据已经构建的家蚕SSR分子标记
连锁图谱对I基因进行定位及连锁分析, 为进一步利
用图位克隆分离I基因奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

家蚕品种为中国农业科学院蚕研究所保存的

KY和巴格达特(Ba), KY是中系二化性品种, 基因型
YY+I+I, 表型为黄血黄茧; Ba是欧系一化性品种, 基
因型+Y+YII, 表型为白血白茧。由于家蚕雌不发生交
换, 用 Ba和 KY两个近交系组配 F1代及 BC1回交群

体, (Ba×KY)×KY 和 KY×(Ba×KY)，分别记作
BC1F和 BC1M。BC1F用来进行连锁分析, BC1M用
来进行重组作图。 

1.2  方法 

1.2.1  DNA 提取  

将黄血个体和白血个体分开上簇 , 提取蛹
DNA。将半个蚕蛹放入加有家蚕 DNA 抽提缓冲液
的 EP管中, 用匀浆器研磨。抽提缓冲液的组成: 50 
mmol/L的 Tris-HCl(pH 8.0), 100 mmol/L NaCl, 20 
mmol/L EDTA, 150 μg/mL的蛋白酶 K。50℃消化 8～
10 h, 酚氯仿抽提。用异丙醇沉淀 DNA, 最后样品
DNA溶解在 0.1×TE(pH 8.0)中,单头抽提的 DNA经
过分光光度计 (Bio Photometer, Eppendorf)定量后 , 
将 DNA 稀释到 10 ng/μL, 按编号顺序存放于 96 孔
PCR板中, −20℃保存备用。 

1.2.2  PCR 扩增  

PCR引物选自SSR分子标记连锁图[6], 每连锁群
选取在KY和Ba之间有多态的标记 2个。PCR扩增体
系: 10× PCR buffer (500 mmol/L KCl, 100 mmol/L 
Tris-HCl, pH 8.4, 15 mmol/L MgCl2) 2 μL; dNTP 各
0.2 mmol/L; 正反向引物各 0.2 μmol/L; Taq DNA聚
合酶 0.5 U; DNA模板 20 ng, 加ddH2O至终体积 20 
μL。 

PCR扩增程序:  (1) 95℃预变性 3 min; (2) 14
个 Touchdown循环, 94℃ 45 s, 复性温度由 63℃每
循环依次递减 0.5℃直到 56℃, 复性 40 s, 72℃延伸 1 
min; (3) 24个正常 PCR反应循环, 94℃ 40 s, 56℃ 40 
s, 72℃ 1 min; (4) 72℃ 10 min。 

1.2.3  电泳  

PCR 扩增产物经琼脂糖凝胶检测后, 取 0.5 ng 
(0.01 pmol/L)加入蓝色葡聚糖, 然后 95℃变性 3 min,
迅速置冰上冷却, 采用ABI377 (ABI PRISM)测序仪
用 5％的测序胶电泳检测。 

1.2.4  数据分析  

采用作图软件Mapmaker 3.0[12], 以 3 点作图先
初步定位每个标记, 然后根据整个数据阵计算重组
值(LOD 取 5.0), 基于Kosambi方法, 进行多位点分
析, 绘制出连锁群上标记的顺序[13]。 
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2  结果与分析 

2.1  回交后代的表现型与基因型 

F1代(Y+YI+I)全部表现出白血性状。BC1F 后代个
体数为 429 个, 其中白血个体与黄血个体分别为 222
和 207个。BC1M后代个体数为 369个, 白血个体数与
黄血个体数分别为 175和 194。经卡平方检测, 两个群
体白血与黄血性状分离个体数均符合 1: 1的分离比。 

2.2  与 I基因连锁的 SSR标记及其在 BC1F群中的
基因型 

    经连锁检测分析, 结果发现, 用位于 SSR 分子

连锁图第 9 连锁群的多态性分子标记进行连锁检测
时, 11个黄血个体的电泳带型与 KY相同, 为纯合型
的一条带。11个白血个体带型与 F1一致, 均为 2条
带, 全部为杂合型(图 1 A, B)。根据孟德尔遗传规律, 
父本 KY以及 BC1F群中的黄血个体的基因型为+I+I

纯合型, 而该群体中的白血个体及母本 F1的基因型

应该为 I+I杂合型。说明 I 基因位于 SSR 分子连锁
图的第 9 连锁群, 结果与形态遗传学一致。其他连
锁群在 BC1F中表现随机分布, 说明与之不连锁。本
研究在第 9 连锁群上发现 3 对与 I 基因连锁的多态
性引物, 分别为 S0904、S0905和 S0906(表 1)。 

 

图 1  与 I基因连锁的 SSR标记(A: S0904; B: S0905)在 BC1F群中的遗传方式 
1~11: BC1F群中的黄血个体; 12: KY-BC1F的父本; 13: (Ba×KY)F1-BC1F的母本; 14: Ba-(Ba×KY)F1的母本; 15～24: BC1F群中的白血个体。 
Fig. 1  Representative inheritance pattern of SSR markers (A: S0904 and B: S0905) linked to I in the BC1F (BC1 was generated 
using F1 as female) cross 
1－11: Yellow haemolymph individuals; 12: KY, the father of the BC1F populations; 13: (Ba×KY) F1, the mother of the BC1F 
populations; 14: Ba, the mother of (Ba×KY) F1; 15－24: Individuals with white blood. 
 
表 1  与 I基因连锁的 SSR标记 
Table 1  The SSR loci linked to I 
标记符号 

Locus symbol 
引物序列 

Primer sequence (5′→3′) 
S0904 

 
S0905 

 
S0906 

AGTTGGAGGATAGGGATCGTTTT 
TTGCATTAGTCTGTGGCGAGC 
GTTCATCAAATCATACTATACCAAATCAAT
ATCGGCTCAACTTGTGGGAA 
CCCTTTGCCATTTTGTCACTTC 
CCCCGCATCGTCCCATA 

 

2.3  BC1M群的基因型分析及 I基因连锁图 

用 192个 BC1M后代来确定与 I基因连锁的多态
性引物顺序及遗传距离。其中 96个为黄血个体, 96个
白血个体。在统计条带时, 个体带型与 KY一致的(纯
合型)记作 1, 与 F1一致的(杂合型)记作 2。在没有发生
交换的情况下, 96 个白血个体的带型应该与 F1相同, 
96个黄血个体其带型应该与 KY相同。如果 BC1M群
的雄性亲本 F1在 I 基因与 SSR 位点之间发生了交换, 
相对应的白血后代的带型将与 KY 相同, 而黄血后代
与 F1一致。采用作图软件Mapmaker 3.0, 以 3点作图
先初步定位每个标记, 然后根据整个数据阵计算重组
值(LOD 取 5.0)。绘制出 I基因的分子连锁图(图 2)。 

                 

图 2   I基因与 SSR标记之间的连锁图 
Fig. 2  Mapping of I gene and SSR markers 
 

SSR标记及 I基因的排列次序为: I、S0904、S0905和
S0906。连锁图的遗传距离为 38.4 cM, 与 I基因最近
的引物为 S0904, 图距为 7.4 cM。 

3  讨 论 

本研究中, 找到 3对与黄血抑制基因(I)连锁的
SSR 引物, 并构建了它们在第九连锁群上的连锁图, 

大小为 38.4 cM, 与 I基因最近的引物为 S0904。采
用 BC1M 中的黄血个体和白血个体来定位 I 基因。
由于 SSR 标记是共显性的, 白血表型后代本应该全
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部为杂合型, 带型与 F1 一致, 如果某一个体带型与
KY 相同那么该个体发生了交换; 黄血表型后代本
应该全部为纯合型带型, 带型与 KY 相同, 若不同
则为交换型个体。如上所述, 利用家蚕的雌性不发
生交换的特点, 采用正反交 BC1 群体进行精确的连

锁分析及作图是可行的。由于 SSR标记在家蚕中分
布广泛适合构建图谱, 并且没有品种的特异性, 相
对于 RAPDs 或者 AFLP 有着明显的优势, 更适合
于定位克隆。第九连锁群上与 I 基因最近的引物为
S0904, 图距为 7.4 cM。SSR标记及 I基因的排列次
序为: I、S0904、S0905和 S0906。由于原连锁图上
的 S0901、S0902、S0903 和 S0904 等标记引物在
KY 和 Ba 之间没有多态性, 本研究未能在 I 基因的
另一端没有能够找到相关标记, 将其精确定位。有
关工作将在后期家蚕基因组精细图的基础上, 筛选
更多的 SSR 和 STS 位点, 对其进行精细定位, 并组
配相应的大群体, 对该基因进行定位克隆分析。 

家蚕黄茧着色是因为类胡萝卜素的存在, 在这
些色素的吸收和转运的过程中有多种蛋白的参与。

已有的研究显示家蚕中的类胡萝卜素结合蛋白

(Carotenoid-binding protein, CBP)是依赖Y基因的蛋
白[10], 其表达的降低会导致黄茧着色的下降[14]。编码

CBP的基因亦从家蚕丝腺cDNA文库中得到克隆 [15], 
并证实了细胞不能吸收类胡萝卜素是Y的等位隐性
基因个体表现白血和白茧的根本原因[16], 即黄茧以
黄血基因Y的存在和表达为前提条件。黄血抑制基因

I通过对Y的抑制而影响茧色的表现, 所以若能对I

基因进行克隆并对其产物进行分析, 将有助于了解
这些基因的功能和调控网络。 
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