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摘要　实验采用 RAPD技术对我国东北地区不同生态区的野生大豆和栽培的大豆品种材料进行

了种间遗传关系分析 。9个引物共扩增出 141个片段 ,其中同源片段 6个 ,特异性片段 21个 ,多态

性片段 114个 , 显示出东北地区栽培的大豆品种间具有良好的多态性。通过 N TSYS 软件对

RAPD结果进行 UPGMA聚类分析 ,得到了各品种间的亲缘关系树状图 。所有类型的品种在大约

0. 45 - 0. 80的距离水平被聚在一起 ,并于近 0. 57 处分成 5簇 。其中野大豆 01 - 336居群与栽培

种黑农 40单独成簇 ,与其它品种间的亲缘关系最远 ,其它野生居群及栽培品种交叉排列 ,分成 8

簇。同一簇内野大豆居群间的遗传关系较近 ,与栽培大豆品种间遗传距离较远;不同簇间的野生大

豆居群亲缘关系较远 ,隔离性强于簇内野生大豆与栽培种 。黑农 40 与其它栽培品种亲缘关系较

远;农家品种小金黄 11905与白眉 103亲缘关系很近 ,与栽培品种合丰 34 、抗线 3 、绥农 8亲缘关系

相对近;农家品种黄宝珠与元宝金和宝丰 7亲缘关系相对较近。
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　　大豆是重要的经济作物 ,中国作为大豆发源地

有着丰富的种质资源 ,野大豆(Glycine soja )是栽

培大豆的近缘种 ,在已发现的野大豆居群中 ,我国拥

有的类型占世界总数的 90%以上 。目前 ,随着科学

技术的发展 ,人们生活水平的提高 ,对大豆的品质要

求也越来越高 ,提高大豆蛋白质含量和油份含量 ,培

育优质 、高产及多抗的大豆品种已十分迫切 ,传统的

育种方法主要是依靠植物的形态进行选择 ,不但耗

费大量的人力和物力 ,而且需要很长时间。近年来

兴起的分子标记技术 ,特别是 RAPD 技术 ,与其它

分子标记技术比较具有技术简单 、快捷 、反应灵敏等

优点应用十分广泛。植物的遗传多样性是作物改良

的基础 , RAPD标记已经被证明在多态性分析和品

种鉴别中具有重要价值 ,被用于分析从亚属到品种

水平的遗传关系 ,这为大豆种质多样性及遗传育种

开辟了新途径[ 1 ～ 10] 。因而 ,在国内开展对大豆分子

水平上的研究 ,特别是野生与栽培品种种间关系及

遗传多样性的研究 ,对大豆核心种质的构建 ,保护和

开发大豆种质 、改良栽培大豆品质 、进行遗传育种具

有重要应用价值和理论意义 。

本文采用 RAPD技术 ,从分子水平上对我国东

北地区不同进化类型的野大豆居群及栽培的大豆品

种进行了种间关系的研究。为大豆生态遗传学提供

若干种间 、种内遗传距离参数 ,进而指导大豆遗传育

种工作 。

1　材料与方法

1. 1　材料

本实验所用 28份大豆材料由黑龙江省农业科

学院大豆研究所提供(表 1)。

RA PD引物为上海博亚生物技术有限公司产

品 ,共 4组(A 、B 、C 、D)80个引物 。为确保实验条件

的稳定性 , 主要试剂:Tag DNA 聚合酶 , dN TPs ,

Rnase ,10×Buf fe r也选用此公司产品 。其它药品为

国家分析纯产品。
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表 1　供试材料序号和名称

Table 1　Name and number o f materiles

序号 Num ber 名称 Nam e 序号 Number 名称 Nam e 序号 Number 名称 Name

A 绥农 14 K 黑农 40 T 栽培

B 铁丰 3 L 01 - 64 (野生) U 吉林 5

C 01 - 336(野生) M 01 - 509(野生) V 合丰 34

D 绥农 10 - 7 N 01 - 581(野生) W 绥农 8

E 抗线 3 O 01 - 118(野生) X 小黄金 11905

F 01 - 425(野生) P 黑农 41 Y 黄宝珠

G 01 - 14(野生) Q 合丰 25 Z 白眉 103

H 吉林 3 R 抗线 2 # 元宝金

I 合丰 35 S 01 - 410(野生) & 宝丰 7

J 黑农 37

1. 2　基因组 DNA 的提取与纯化

CTAB法 ,主要参见 Rogers等
[ 16]
,略有改进。

1. 3　PCR扩增反应

1. 3. 1　扩增反应　反应总体积为 25 μl ,其中含 20

ng 基因组 DNA 模板 , 10×PCR Buf fe r [ (w /Mg):

20 mM M gSO4 , 100mM KC l , 80 mM(NH4)2 SO 4 ,

100mM T ris - HCl , pH =9. 0 , 0. 5% NP - 40] 2. 5

μl ,10mmol 4×dN TPs 0. 5μl , 10μM 10 碱基随机引

物 1μl , Tag DNA 聚合酶 1. 5 U ,灭菌的 ddH 2O 补

充到 25μl。

1. 3. 2　PCR反应程序　预变性 94℃3min , 变性

94℃30s , 退火 37℃1min ,延伸 72℃2min , 40 个循

环 ,终反应 72℃10min 。反应在(日本  株氏会社)

杭州大和热磁电子有限公司生产的 Life Expre ss基

因扩增仪上进行 。

1. 3. 3　PCR反应产物的检测 　用 1. 8%琼脂糖凝

胶进行电泳分离检测 ,电泳缓冲液采用 0. 5×TBE ,

点样 6 μl ,电泳电压 80 v ,3 - 3. 5 h完成。电泳结果

在溴化乙锭(EB)池中染色 20 min ,取出放入凝胶成

像系统中照相记录结果。

1. 3. 4　数据统计分析　通过随凝胶成像系统机器

配带的 Lab - w o rks软件分析确定扩增 DNA 条带 ,

记录每一条带的分子量 ,转入 Excel中 ,依据在相同

实验条件下 ,迁移相同的条带视为同缘位点 ,人工对

不同种大豆个体所扩增出的 DNA 条带量化为 0或

1(条带存在为 1 ,不存在为 0),得到原始数据 。将此

数据应用 N TSYS - pc V2. 02a 软件进行矩阵分析 ,

然后按照 UPGMA 法构建聚类图 。

2　结果

2. 1　基因组 DNA 多态性

本实验首先以黑农 37 、01 - 336(野生)为模板 ,

对博亚公司的 4个系列共 80个引物进行了初步筛

选 ,得到 40个扩增谱带效果较好的引物;再以合丰

25为模板进行复筛(见图 1),择优选出 9个引物(引

物序号 、碱基序列及扩增出现片段数目见表 2)应用

于 28份(8个野生居群和 20 个栽培种)大豆材料的

RAPD扩增实验。这 9 个引物共产生 141 个片段 ,

大小从 100bp - 2500bp 不等 ,多数集中在 350bp -

1500bp之间 ,单个引物扩增的多态性片段最多可达

24条(见表 2),最少的仅 1条(如图 2;也有无的如图

3),平均每个引物可产生 15 - 16个片段 。在这 141

表 2　选用的引物序列
Table 2 Sequences of selectiv e primer s

引物序号

Number of primer

碱基顺序

Sequence of base

特征数

Number

A - 01 CAGGCCCT TC 11

A - 02 TGCCGAGCTG 6

A - 07 GAAACGGG TG 18

B- 04 GGACTGGAGT 18

B- 05 TGCGCCCTT C 15

C - 02 GTGAGGCG TC 24

C - 13 AAGCCTCGTC 19

C - 16 CACACTCCAG 18

D - 13 GGGG TGACGA 12
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个片段中 , 6 条(4. 26%)是所有样品共有;21 条

(14. 89%)是种特异性的;其余 114 条(80. 85%)是

多态性条带(一个带至少为两个样品共有 ,但不是所

有样品共有)。对上述 141个多态片段聚类分析的

结果表明 ,这些片段几乎可将供试材料全部区分开

(图 4),进一步分析表明:有的扩增片段在我们所分

析的所有栽培大豆中都存在 ,而在所有野生大豆中

都表现为缺失(图 2)。

图 1　引物复筛(模板为合丰 25)

Fig. 1　Multiple filtration o f primer s(the tem plet is Hefeng 25)

图 2　用引物 A07扩增得到的基因组

DNA 指纹谱图

Fig. 2　Fingerprint map o f genome

DNA in A07 primer

图 3　用引物 B04、C02 、C13 扩增得到的基因组

DNA指纹谱图

Fig. 3　Fingerprint map o f genome DNA in B04 ,

C02 and C13 prime r

2. 2　RAPD扩增多态性的聚类分析

对参试的28份材料(8个野大豆居群和 20个栽

培品种)利用优选出的 9 个随机引物进行 RAPD扩

增 , RAPD结果应用 N TSYS - pc 2. 02a 软件分析 ,

计算了 Ochiai 系数 ,并用 UPGMA 法进行聚类分

析 ,得出亲缘关系树状图(如图 4)。图显示出所有

类型的品种在大约 0. 45 - 0. 80的距离水平被聚在

一起 ,并于近 0. 57 处分成 5簇 。其中 C(野生居群

01 - 336)与 K(栽培种黑农 40)单独成簇 ,与其它品

种间的亲缘关系最远 ,其它野生及栽培种交叉排列 ,

可再分成 8簇。

　　可将供试的 28份大豆材料全部分开 ,个别引物

可同时看出多个品种间的差异;大部分引物显示出

具有能够区别野生大豆和栽培大豆的特异性片段。

同一簇内野大豆居群间的遗传关系较近 ,与栽培的

大豆品种间遗传距离较远;不同簇间的野大豆居群

亲缘关系较远。黑农 40与其它栽培品种亲缘关系

较远;农家品种小金黄与白眉亲缘关系很近 ,与栽培

品种合丰 34 、抗线 3 、绥农 8亲缘关系相对近;农家

品种黄宝珠与元宝金和宝丰 7亲缘关系相对较近 。

长期以来 ,育种单位通过互相引种 ,田间调查 、

统计 、分析 ,把综合农艺性状优良的品种作为杂交亲

本 ,利用某些资源表型差异较大 ,不同试材遗传背景

不同 、遗传距离不同来育种。这种育种方式周期长 ,

见效不明显 ,且易在选择大豆杂交亲本时出现表里

不一的现象。而 RAPD 这种分子标记与农艺性状

相连锁 ,应用于大豆育种 ,提供了一个提高品种改良

效率的有力工具 。通过各个品种 RA PD 特异性谱

带分析 ,可快速 、准确地进行大豆的种质鉴定 ,从而

选择出遗传距离大 ,综合性状良好的核心种质材料
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图 4　东北地区 28 份大豆(8 个野生居群和 20 个栽培种)的 UPGMA 聚类分析树状图

(图中试材编号及名称见表 1和表 2)

Fig. 4　Phy logene tic map o f 28 cultiva rs in no rtheast area (8 populations of Glycinne soja and 20 va rietie s o f G. ma x )

Number and name w ere show ed in Table 1 and 2.

作为亲本。例如 ,在上述 RA PD 结果分析中 ,野生

种和栽培种之间明显表现出相似系数小 、遗传距离

大的现象。这些结果可为遗传育种工作提供可靠理

论依据 。因此 ,我们可选择某些野生品种作为亲本 ,

较大的改变栽培大豆的遗传组成 ,通过对杂交早期

世代进行劣株淘汰 ,缩短育种年限 ,提高育种质量 。
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Abstract　The genetic relationships among 8 populations of Glycinne soja and 20 varieties of G. ma x f rom

no rtheast o f China w ere analyzed by RAPD method. 141 bands w ere amplified to tally w ith 9 primers , in

w hich 6 bands were homo logous , 21 bands w ere unique and 114 bands we re polymorphic respectively. The

results show ed that there w ere high polymorphic be tw een G. soja andG. max in No rtheast of China. Phy-

lo genet ic t ree o f cultivars w as obtained through UPGMA cluster analy sis. All cul tivars w ere clustered at

0. 45 to 0. 80 distance level , 5 clusters were branched at 0. 57. Wild species(G. soja 01 - 336)and cultivar

(G. max Heinong 40)were cluste red so lely f rom othe r cult ivars , and the rest w ere crossed and divided to

8 clusters again. In the same cluster , the relationships of the w ild species w ere clo sed and insulated signifi-

cant ly wi th cultiv ars. In the dif fe rent clusters , the relationships of the w ild specie s w ere far and the seg re-

gation w as st ronger than G. soja and G. max that of the same cluster.

Key words　Soybean;Cult ivars;Genetic relationships;RAPD
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roo t activi ty w ere no t affected obviously by the decreasing of potassium concentration;but fo r the variety

T ie 95068 - 5 sensitive to po tassium , just the reverse w as true. U nder the condi tion of low potassium con-

centration , the expre ssions of ro ot characteristics in Tiefeng 31 w ere beneficial to forming high yield. So

Tiefeng 31 can be used as parent in breeding pro gram for va rieties to lerant to low potassium level or di rect-

ly planted as available varie ty in the soil wi th low potassium concentration.

Key words　Soybean tolerant to low potassium level;Root;Morpholo gical characteristic;Physiological

characteristic
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