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摘　要：采用 ＩＳＳＲ分子标记技术对黑龙江省 ２５个大豆品种进行遗传多样性分析。结果表明：从 ２８对随机引物中

筛选出 ９对多态性明显、条带清晰、反应稳定的引物；９对引物共扩增出 ６５条带，其中 ５８条为多态性条带，多态性

比率为 ８９．２３％；Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数平均为 ０．４６０４，每个位点的有效等位基因数为 １．５１３９；２５个品种间的遗传相

似性系数变幅范围为 ０．４４６２～０．８９２３，平均为 ０．６６９２；ＵＰＧＭＡ聚类分析在 ＧＳ＝０．６９８处，将 ２５份大豆材料分成

５大类。
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　　大豆是重要的油料和粮食作物，是世界上食用
油和植物蛋白的主要来源。中国是大豆的起源中

心，品种资源丰富。目前中国国家作物种质资源库

已经保存大豆种质资源 ２万余份，居世界各国大豆
品种资源之首

［１］
。黑龙江省是我国大豆生产的第

一大省，大豆种植面积和产量均占全国的 １／３左
右。该省大豆栽培历史悠久，在不同的生态条件影

响下，大豆种质资源经历了长期的自然演化和人工

选择，形成了多种多样的种质资源，为省内外育种

家和遗传研究者们所关注
［２４］
。分析该省大豆的遗

传结构和遗传多样性，不仅有利于大豆种质资源的

合理保存、优异大豆种质资源的挖掘与创新，而且

对于东北地区大豆的生产和育种也具有重要的指

导意义。

ＩＳＳＲ（Ｉｎｔｅｒｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ）分子标记是
一种以微卫星序列为引物进行多位点 ＰＣＲ扩增的
技术，该技术克服了 ＲＦＬＰ、ＳＳＲ、ＲＡＰＤ、ＡＦＬＰ等标

记技术的一些局限性，具有无需预知基因组背景信

息、ＤＮＡ样品用量少、操作简单、重复性好、信息量
大等优点

［５］
，被广泛应用于植物的遗传多样性分

析
［６］
、品种鉴定

［７］
、遗传作图

［８］
等研究。ＩＳＳＲ分子

标记在大豆中的应用也较多，周延清等
［９］
利用 ＩＳＳＲ

分析河南大豆的遗传多样性；谢甫绨等
［１０］
利用 ＩＳ

ＳＲ分子标记进行不同来源大豆品种的分类。
研究采用正交试验法优化 ＩＳＳＲＰＣＲ反应体

系，对黑龙江省 ２５份不同大豆品种进行遗传关系
分析，旨在为该省大豆遗传多样性和亲缘关系研究

提供分子水平的依据，为合理有效地利用种质资

源、加快新品种选育提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
选取来自黑龙江省不同生态区的 ２５份大豆品

种为材料（表１）。种子经萌发长成幼苗，取其真叶，
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用清水冲洗干净，置于 －８０℃冰箱中保存备用。
表 １　供试样品材料

Ｔａｂｌｅ１　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｐｌａｎｔｍａｔｅｒｉａｌｓ

序号

Ｎｏ．

品种名称

Ｖａｒｉｅｔｙ

序号

Ｎｏ．

品种名称

Ｖａｒｉｅｔｙ

０１ 北疆２９６Ｂｅｉｊｉａｎｇ２９６ １４ 绥农２８Ｓｕｉｎｏｎｇ２８

０２ 北疆６４１Ｂｅｉｊｉａｎｇ６４１ １５ 华疆３号 Ｈｕａｊｉａｎｇ３ｈａｏ

０３ 黑农４４Ｈｅｉｎｏｎｇ４４ １６ 垦丰１６Ｋｅｎｆｅｎｇ１６

０４ 黑农４８Ｈｅｉｎｏｎｇ４８ １７ 富兴九号 Ｆｕｘｉｎｇｊｉｕｈａｏ

０５ 合丰５０Ｈｅｆｅｎｇ５０ １８ 富兴四号 Ｆｕｘｉｎｇｓｉｈａｏ

０６ 合丰５５Ｈｅｆｅｎｇ５５ １９ 抗线８号 Ｋａｎｇｘｉａｎ８ｈａｏ

０７
垦鉴豆４号

Ｋｅｎｊｉａｎｄｏｕ４ｈａｏ
２０

抗线铁杆Ⅰ

ＫａｎｇｘｉａｎｔｉｅｇａｎⅠ

０８ 垦农１８Ｋｅｎｎｏｎｇ１８ ２１ 丰收２６Ｆｅｎｇｓｈｏｕ２６

０９ 垦农２２Ｋｅｎｎｏｎｇ２２ ２２ 丰豆３Ｆｅｎｇｄｏｕ３

１０ 北豆１４Ｂｅｉｄｏｕ１４ ２３ 甘优１２０Ｇａｎｙｏｕ１２０

１１ 嫩丰１６Ｎｅｎｆｅｎｇ１６ ２４ 黑河３８Ｈｅｉｈｅ３８

１２ 绥农１４Ｓｕｉｎｏｎｇ１４ ２５ 东农５１Ｄｏｎｇｎｏｎｇ５１

１３ 绥农２７Ｓｕｉｎｏｎｇ２７

１．２　试验方法
１．２．１　大豆总 ＤＮＡ的提取和检测　用改进的
ＣＴＡＢ法［１１］

提取基因组总 ＤＮＡ，用 ０．８％的琼脂糖
凝胶电泳检测基因组 ＤＮＡ的完整性，采用 Ｇｅｎｅ
ＳｐｅｃＩ（日本产）核酸测定仪测定其浓度和纯度，并
将其稀释为２０ｎｇ·μＬ－１的工作液，于 －８０℃冰箱
中保存备用。

１．２．２　ＩＳＳＲＰＣＲ扩增反应　利用优化的 ＰＣＲ反
应体系从２８对随机引物中筛选出９对多态性明显、
条带清晰、反应稳定的引物，对 ２５个大豆品种的基
因组总 ＤＮＡ进行扩增。反应总体积为 ２５μＬ，１×
Ｂｕｆｆｅｒ（不含Ｍｇ２＋）２．５μＬ，Ｍｇ２＋浓度为１．８５ｍｍｏｌ·Ｌ－１、
ｄＮＴＰｓ浓度为１．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１、引物浓度为１．２μｍｏｌ·Ｌ－１、

模板 ＤＮＡ量为６０ｎｇ、Ｔａｑ酶量为０．７Ｕ。其它成分
为无菌双蒸水。反应程序为：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；
９４℃变性３０ｓ，５２℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸 ２ｍｉｎ，４０
个循环；７２℃延伸 １０ｍｉｎ；４℃保存。扩增产物在
２％（Ｗ／Ｖ）的琼脂糖凝胶（含 ＥＢ０．５μｇ·ｍＬ－１）、
０．５×ＴＢＥ缓冲液中电泳分离（５Ｖ·ｃｍ－１

），用

２０００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ作分子量标准，在紫外凝胶成
像系统下拍照记录。

１．２．３　数据分析　ＩＳＳＲ扩增产物以 ０，１统计建立
数据库。在相同迁移位置，无带记为０，有带记为１。
计算其扩增带总数和特异带总数，并将 ０、１矩阵图
输入计算机，把图形数据转换成数值数据。利用

ＰＯＰＧＥＮＥ３２软件计算 ＩＳＳＲ扩增产物的 Ｓｈａｎｎｏｎ多
样性指数，多态位点数，多态位点比率和有效等位

基因数。对各品种间的聚类分析则是利用 ＮＴＳＹＳ
ＰＣ软件按基于 ＮｅｉＬｉ遗传相似系数的不加权成对
群算术平均法（ＵＰＧＭＡ）进行，构建出聚类图。

２　结果与分析

２．１　大豆 ＩＳＳＲＰＣＲ扩增产物的多态性
９对引物对 ２５个大豆品种共扩增出 ６５条带，

大小从１００ｂｐ到２０００ｂｐ（图１），其中有５８条为多
态性条带，多态性比率为 ８９．２３％。每个引物可扩
增出 ２～１２条多态性条带，平均产生多态性谱带
６．４条。其中引物 ＵＢＣ８０７、８１０、８１１、８１２、８３４和 ８３６
的多态性信息含量为 １００％。Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数
评价样品遗传多样性结果表明：平均多样性指数

（Ｉ）为０．４６０４，每个位点的有效等位基因数（Ｎｅ）为
１．５１３９（表２）。以上结果表明大豆品种之间具有较
高的多态性，遗传多样性较丰富，扩增结果见图１。

表 ２　ＩＳＳＲ引物及其碱基序列和多态性分析

Ｔａｂｌｅ２　ＩＳＳＲｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｔｈｅｉｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍａｎａｌｙｓｉｓ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

碱基序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

扩增条带

Ｂａｎｄｎｕｍｂｅｒ

多态性条带

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ

ｂａｎｄｎｕｍｂｅｒ

条带大小

Ｂａｎｄｓｉｚｅ

／ｂｐ

多态性比率

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｂａｎｄ／％

ｓｈａｎｎｏｎ

多样性指数

Ｉ

有效等位

基因数

Ｎｅ

ＵＢＣ８０７ （ＡＧ）８Ｔ １２ １２ １５０２０００ １００

ＵＢＣ８０８ （ＡＧ）８Ｃ １２ ９ １００２０００ ７５

ＵＢＣ８１０ （ＧＡ）８Ｔ ９ ９ ２００１５００ １００

ＵＢＣ８１１ （ＧＡ）８Ｃ ６ ６ ２５０２０００ １００

ＵＢＣ８１２ （ＧＡ）８Ａ ２ ２ ３００７００ １００

ＵＢＣ８３４ （ＡＧ）８ＹＴ ７ ７ ２５０１０００ １００

ＵＢＣ８３５ （ＡＧ）８ＹＣ ５ ４ ２５０１０００ ８０

ＵＢＣ８３６ （ＡＧ）８ＹＡ ５ ５ ２５０１０００ １００

ＵＢＣ８５５ （ＡＣ）８ＹＴ ７ ４ ３００１５００ ５７．１４

总数 Ｔｏｔａｌ ６５ ５８ １００２０００ ８９．２３ ０．４６０４ １．５１３９

　　Ｙ＝（Ｃ、Ｔ）．
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Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；材料编号同表１。

Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；ＴｈｅｃｏｄｅｉｓｔｈｅｓａｍｅａｓＴａｂｌｅ１．

图 １　引物 ＵＢＣ８０７和 ＵＢＣ８５５对 ２５个大豆品种
基因组 ＤＮＡ的扩增结果

Ｆｉｇ．１　ＩＳＳＲｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇｏｆｔｈｅ２５ｓｏｙｂｅａｎｃｕｌｔｉｖａｒｓ
ｗｉｔｈｐｒｉｍｅｒｓＵＢＣ８０７ａｎｄＵＢＣ８５５

２．２　大豆品种之间的遗传相似性与遗传差异性
根据 ＩＳＳＲ扩增产物的电泳结果，利用 Ｎｅｉ’ｓ的

方法计算出２５个大豆品种间的遗传相似性系数及
遗传距离。结果表明，品种间的遗传相似性系数变

幅范围为０．４４６２～０．８９２３，遗传距离变幅范围为

０．１１３９～０．８０７１ｃＭ，其中材料抗线 ８号和垦丰 １６
之间的遗传相似性系数最小（０．４４６２），遗传距离最
大（０．８０７１ｃＭ）；富兴四号和抗线铁杆Ⅰ、抗线 ８号
之间的遗传相似性系数最大（０．８９２３），遗传距离最
小（０．１１３９ｃＭ）。由此说明黑龙江省大豆种质资源
间的遗传基础相对较宽，存在较大的遗传变异性。

２．３　大豆品种间的 ＩＳＳＲ聚类分析
利用 ＩＳＳＲ数据对 ２５个大豆品种进行聚类，结

果如图２所示：在 ＧＳ＝０．６９８处可以将 ２５份品种
分成５大类。第１类有４个品种，为北疆 ２９６、北疆
６４１、合丰５０和绥农２８；第２类有 ８个品种，分别为
黑农４４、垦鉴豆 ４号、垦农 １８、垦农 ２２、北豆 １４、丰
豆３、华疆３号和绥农１４；第３类有１１个品种，分别
为黑农４８、合丰 ５５、嫩丰 １６、富兴九号、富兴四号、
抗线８号、抗线铁杆Ⅰ、丰收 ２６、甘优 １２０、东农 ５１
和黑河３８；第４类仅有垦丰１６；第５类仅有绥农２７。
从 ＩＳＳＲ数据分析、聚类结果来看，选用的 ９对 ＩＳＳＲ
引物能很好地区分出黑龙江省 ２５份大豆品种，为
大豆品种鉴定和种质资源利用提供了物质基础和

理论依据。

图 ２　２５个大豆品种间的 ＩＳＳＲ聚类分析树状图
Ｆｉｇ．２　Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｆｏｒ２５ｓｏｙｂｅａｎｃｕｌｔｉｖａｒｓｂｙＩＳＳＲｍａｒｋｅｒｓ

３　讨论

黑龙江省大豆栽培历史悠久，种质资源丰富。

但为了防止大豆品种品质的退化，提高大豆抗性，

在新近育成品种时应拓宽其遗传基础。因此，将农

艺性状优良的品种进行杂交选育，有利于改良该省

的大豆品质。利用聚类分析结果中不同组间的遗

传相似性系数较小的大豆品种作为杂交亲本，有利

于在育成品种中体现其杂种优势。

ＩＳＳＲ通常为显性标记式遗传，具有很好的多态
性、稳定性和可重复性，不受样品形态、基因表达与

否及环境因子的限制。但 ＩＳＳＲ谱带对于试验条件
和程序的变化比较敏感，因此，保证 ＩＳＳＲ扩增的稳
定性是非常关键的。该研究通过正交试验的方法

对反应体系进行了优化，并在对不同品种的基因组

ＤＮＡ进行扩增时，采用统一的体系和程序，以确保
ＩＳＳＲ谱带的稳定性。从２８对随机引物中筛选出的
９对引物共扩增出 ６５条带，其中多态性条带有 ５８
条，多态性比率为 ８９．２３％；平均多样性指数为
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０．４６０４，每个位点的有效等位基因数为 １．５１３９；２５
个品种间的遗传相似性系数变幅范围为 ０．４４６２～
０．８９２３，说明黑龙江省大豆种质资源间的遗传基础
相对较宽，存在较大的遗传变异性。

ＵＰＧＭＡ聚类分析可将２５份大豆材料分成５大
类，从分子水平上揭示了黑龙江省大豆种质资源间

的亲缘关系，为大豆育种材料的筛选和后续的深入

研究提供了物质基础和理论依据。
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