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　　大豆是由古四倍演变而来的二倍体作物(Lack-

ey , 1980),其基因组大小为 129×109181×109bp之

间(Arumanagathan , 1991)。由于大豆的基因组较

大 ,染色体又很小 ,而且细胞在有丝分裂时染色体压

缩 ,使细胞不易观察 ,因此 ,大豆的细胞遗传学研究

难度较大 。另外 ,由于大豆是严格的自花授粉作物 ,

其遗传变异程度低 ,导致大豆遗传研究 ,尤其是遗传

作图研究 ,与其它作物相比较为落后。

DNA分子标记出现以后 ,以其数量丰富 ,遗传

稳定及操作简单等特性 ,大大促进了大豆的遗传作

图 ,使连锁图谱的标记密度越来越大 ,连锁图上的标

记数从 1987年的 57个增至 1999年的 1423个。遗

传图谱在许多研究领域 ,从植物改良中的标记辅助

选择育种到分子遗传研究中的图位克隆(Map -

based clone)都发挥了重要作用。因此 ,对于得到广

泛研究的重要经济作物大豆来讲 ,开发出一张高密

度精密的遗传图谱 ,其上包括经典的形态标记 、同工

酶标记和大量的高信息度的 DNA 分子标记 , 将具

有重要意义 。在近二十年来 ,中国和美国先后共研

制了 18 张遗传图谱 , 其中美国 16 张(Soybase ,

ACEDB V4.3),中国 2张 ,随着研究的逐步深入 ,图

谱密度越来越高 。所用的作图群体包括种间和种内

杂交得到的群体 ,F2 群体和重组自交系群体。回顾

遗传图谱的研究过程 , 大豆遗传图谱的发展大致可

分为三个阶段:第一阶段 ,农艺性状和同工酶为基础

的连锁图;第二阶段 ,以 RFLP 标记为基础的连锁

图;第三阶段 ,以 SSR标记为主 ,各种标记整合在一

起的高密度连锁图。下面分别对三个阶段作一简单

回顾并对存在的问题进行初步分析 。

第一阶段:常规标记为主的遗传图谱

大豆的常规标记包括形态 、色素和同工酶等标

记 ,其遗传图谱(Classical Linkage Group ,CLG)发展

速度较慢 ,研究也不系统 ,到 1973年才仅有 7个连

锁群(Bernard &Weiss , 1973), 1985 年达到 13 个

(Palmer &Kilen ,1985),在大豆分子图谱建成以前 ,

尽管已有 250个形态和同工酶标记 ,但大部分没有

被定位 。其中只有 57个标记被定位于 17个连锁图

上 ,长度为 420 cM(Palmer & Keim , 1987)。六年

后 ,标记数增加到 63 个 ,分布于 20 个连锁图谱上

(Palmer ,1993),截止到 1999年 ,大豆的常规标记仍

仅有 68个定位于 20个连锁群上 ,平均每一个连锁

图上有 3.4个位点(Palmer &Shoemaker , 1998)。大

豆常规标记遗传图谱发展慢的原因有二:一是单个

分离群体内的性状分离少。一个分离群体的亲本不

可能包括所要研究的各个性状 ,结果一个分离群体

仅有少数几个形态标记被定位。二是不同作图群体

间较难进行整合 ,不同群体间缺乏桥梁进行比较。

如果有多态性高 ,而且不同群体间可以进行横向比

较的标记 ,这将为遗传图谱的绘制及利用提供极大

的方便。1980年 RFLP分子标记问世 ,科学家随即

应用于分子标记遗传图谱的绘制 ,从此大豆遗传图

谱的绘制进入第二个阶段。

第二阶段:以 RFLP 标记为主的遗传图

谱

RFLP 标记作为第一代 DNA分子标记 ,因其重

复性好 ,共显性 ,因此被广泛用于基因作图 、多样性

分析和进化研究等。1988年 ,Apuya 等应用大豆两

个栽培品种 Minsoy 和 Noir 1杂交得到的 F2 群体 ,
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构建了世界上的第一张 RFLP 图谱 ,图谱包括 4 个

连锁群 ,其上共有 11个 RFLP 标记 。

1990年 ,Keim 等应用栽培大豆(G.Max )品

系A81-356022 和野生大豆(G.Soja)PI468916

杂交的 F2代作为作图群体 ,用 RFLP 标记构建了第

二张大豆分子连锁图谱 ,该图谱包括 130个 RFLP

标记组成的 26 个连锁群 , 覆盖的大豆基因组为

1200cM 。随后蛋白质 、油分 、铁营养等的数量性状

位点(QT L)加到该连锁图(Diers , 1992), 到 1993

年 ,这张图已包括了 490个 RFLP 和RAPD标记 ,分

布在 20个连锁群上 ,覆盖基因组达 3000cM 。

1993年 Shoemaker 和Olson同样使用栽培大豆

A81-356022×野生大豆 PI468916 杂交得到的 F2

群体 ,构建了包括 25 个连锁图的遗传图谱 ,该图谱

共有 383个标记 ,其中 RFLP 标记有 365个 , RAPD

标记 11个 ,同工酶标记 4个 ,经典性状标记 3个。

Lark等(1993)与 Apuya 一样 ,应用 Minsoy 和

Noir 1杂交组合的 F2:F3 群体构建了包括 31 个连

锁图的遗传图谱 ,其中分布有 132 个标记(RFLP ,

同工酶 ,形态和化学标记),覆盖基因组 1550 cM 。

以 RFLP标记为基础的 DNA分子标记遗传图

谱绘制发展速度很快 ,但如果它不整合尽可能多的

形态标记 ,同工酶标记等常规标记 ,将限制其在分子

标记辅助选择育种和遗传研究中的利用 。大豆的上

述几个分子图谱也包括少数几个常规标记 ,因为这

些标记在用于作图的群体中幸运地表现了分离 ,致

使其与分子标记同时被定位(Keim 1990;Dier

1992;Lark 1993;Shoemaker 1993)。另外 ,为了在

分子遗传图谱上加入更多的常规标记 , Landan 等

(1991)通过超级结瘤基因的 F 2 分离群体 , Diers等

(1992)对大豆蛋白质含量 、油份含量以及铁营养建

立了F 2分离群体 ,进行了 Q TL 分析 ,并检测这些位

点与已定位的分子标记间的连锁 ,并由此推断这些

标记所应属的分子连锁群。但是这些 F2 群体中表

现分离的标记数目是有限的 ,往往不足以进一步确

定常规标记在某个分子连锁群上的特定位置。为了

实现将较多的常规标记整合到分子连锁图谱上 ,

Nikell等(1994),Polzin等(1994)先后分别构建了特

殊群体 ,想把尽量多的常规标记加到分子连锁图上 ,

使人感到不足的是 ,绝大多数的常规标记仍未被整

合到分子连锁图谱中。直到 Shoemaker 和 Specht

(1995)通过近等基因系 Clark ×Harosoy 杂交得到

F2 分离群体 ,在该群体中共计有 20 个形态和同工

酶标记表现分离 ,据此 ,通过 JoinM ap 作图软件将这

些标记与已定位 RFLP 座位连锁的常规标记整合到

一张遗传图谱上 ,这张图是当时被公认的第一张“公

共图谱”该图包括 13个经典标记 , 7个同工酶标记 ,

110个 RFLP 标记和 8 个 RAPD标记 ,同时通过使

用一套锚定的 RFLP 探针 , 根据其在 Clark ×

Harosoy和 A81-356022×PI468916这两个群体中

的分离 ,确定了分子和经典图谱的同源连锁群。

表 1　大豆遗传图谱的发展过程

Table 1　Progress of the genetic linkage mapping in soybean

时间

Time

作图亲本

Parents of the populat ion

作图群体

Populat ion

标记数

No.marker

连锁群

Linkages

覆盖长度

Length

参考文献

References

1987 　　　　　　　　/ / 57 17 420 cM Palmer

1988 Minsoy 和 Noir 1 F2 11 4 197cM Apuya

1990 A81-356022和 PI468916 F2 130 26 1200 cM Keim

1993 Minsoy 和 Noir 1 F2 132 31 1550 cM Lark

1993 A81-356022和 PI468916 F2 383 25 3000 cM Shoemaker

1995
A81-356022 和 PI468916 ,

Clark &Harosoy
F2 138 26 / Shoemaker

1995 Clark &Harosoy F2 172 29 1486 cM Akkaya

1996 Minsoy 和 Noir 1 RIL(重组自交系)196 30 1981 cM Mansur

1997 BSR-101和 PI437654 RI L 840 28 3441 cM Keim

1997 长农 4×新民 6号 F2 71 20 1446.8 cM 张德水等

1998 上述三个群体 F2&RIL 68 20 / Palmer

1999 上述三个群体 F2&RIL 1423 20 Cregan

1999 长农 4×新民 6号 RI L 240 22 3713.5 cM 刘峰等

　　虽然 Shoemaker 等构建了第一张整合有较多常

规标记的“公共图谱” ,图谱上的标记数目与其它作

物相比仍少的多 ,仅有 138 个标记 。当时最多的遗

传图谱上的标记数目也仅有 383 个 ,按大豆的染色
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体组有 20 条染色体计算 ,平均每个染色体上仅有

19个。原因在于 RFLP 标记在大豆上多态性较低 。

而恰在此时 ,Vos等(1995)发明了扩增片断长度从

态性(AFLP)标记 ,其多态性比 RFLP 高 。因此 ,为

了解决遗传图谱的密度问题 , Keim 等(1997)应用

BSR101×PI437654构建了含有 300 个单株的重组

自交系群体 ,通过该群体 ,构建了 RFLP 框架图 ,然

后选取其中 42个重组自交系的单株进行 AFLP 标

记多态性比较 ,结合 RFLP 标记构建了包括 28个连

锁群的遗传图谱 ,其上分布有 650个 AFLP 标记 ,

165个 RFLP 标记 , 25个 RAPD标记 ,覆盖基因组

达3441 cM ,平均每 4cM 便有一个标记 。其结果表

明 ,虽然 AFLP 标记经常成簇排列 ,但相对于 RFLP

和 RAPD标记 ,AFLP 更均匀地分布在所有连锁群

中。

张德水等(1997)应用栽培大豆长农 4号与半野

生大豆新民 6号杂交 ,通过 84个 F 2 单株 ,以 RFLP

标记为主进行连锁群分析 ,构建了 20个连锁群 ,共

分布有 71个标记 ,其中 RFLP 标记 63个 ,RAPD标

记 8个 ,标记间的平均距离为 20.4 cM ,覆盖长度为

1446.8 cM , 是我国构建的首张大豆分子连锁图谱 。

　　RFLP标记自 1980年发明以来 ,便因其重复性

好 ,共显性而被广泛应用于生物学的各个领域 。尤

其是用于生物遗传作图。但用于研究大豆的遗传图

谱 ,特别是把已公开发表的各个遗传图谱整合到一

套公用的图谱时 ,发现 RFLP 用以绘制大豆的遗传

图谱时存在两大缺点(Cregan ,1999):一是 RFLP 标

记在检测大豆基因组时 ,很少检测到多于两个的等

位基因 ,因为这些等位基因通常有不对称的频率 ,

e.g.P>0.9 、q<0.1(Keim 等 ,1989 ,1992)。在一个

特定的 RFLP 位点任意两种基因型有多态性的可能

性相对较低。当作图群体的亲本都来自改良种质库

时 ,这一点尤为明显 。例如 ,Muehlbauer(1991)等也

观察到在供体亲本 、近等基因系或轮回亲本检测时 ,

仅有 1/3 的 RFLP 探针在亲本间有多态性 , Shoe-

maker等(1995)报道在 A81-356022×PI468916的

F 2群体中 365个多态性的 RFLP 标记 ,仅 118个在

Clark×Harosoy 作图群体中分离 ,因此在一个群体

中定位的多态片段在另一个群体中可能不分离。二

是大多数 RFLP 标记在大豆基因组中存在着多于 2

个拷贝的序列 。Shoemaker等(1996)对 280个随机

挑选的 pst I 基因组克隆与完全酶切的大豆基因组

DNA进行 Southern杂交 ,结果显示 ,绝大多数基因

组克隆得到的平均杂交条带数目不是一条带 ,有

90%以上的探针检测到 2条以上的条带 ,近 60%的

探针检测到 3条或以上的条带。证明大豆基因组中

存在着大量的重复序列 ,基因组中的单拷贝序列不

到 10%,其余大部分可能不仅基因组发生了四倍

化 ,而且经历了基因组的自复制 。Shoemaker 等

(1996)对来自栽培大豆×栽培大豆和栽培大豆×野

生大豆的 9个不同群体的 800多个标记综合分析得

到一张整合后的图谱 ,通过 RFLP 探针杂交 ,检测到

不同群体间存在着广泛的同源关系。同源的片断从

1.5cM 到 106.4cM ,平均长度为 45.3cM 。每个区

段平均复制了 2.55次 ,有的达到 6次 。另外 ,还发

现“巢式”(nested)复制 ,说明其中大豆的一个原始

基因组可能在进化过程中进行了额外的四倍体化。

由于基因组序列的复制 ,在整合不同的 RFLP 遗传

图谱至一套图谱时 ,产生了位点是否相同的疑点。

因为一个 RFLP 探针在基因组中可检测到多个位

点 。在一个群体中用某一个探针检测到的多态性片

段代表一个位点 ,而相同的探针在另外群体中检测

到的多态性片段可能代表了另一个完全不同且不连

锁的位点。这与不同群体中哪一个位点具有多态性

有关 。虽然通过使用特定的探针/酶组合确定了相

同的多态性位点 ,从而在图谱上定位相同的位置而

解决这一困难 ,然而最终解决此问题 ,只有发展多态

性更高且只有一个位点的分子标记-简单重复序列

(Simple Sequence Repeat , SSR)或微卫星标记。从

而使大豆的遗传图谱研究进入第三个阶段 。

第三阶段:以 SSR 标记为主的遗传图

谱绘制

简单重复序列广泛分布于大豆基因组中。

Akkaya等(1992)首次对大豆基因组中微卫星 DNA

进行了研究 ,证明其不仅大量存在并且具有高度的

多态性 ,大豆中简单重复序列的核心碱基(AT)n和

(ATT)n比例较高 ,平均每 40kb就有一个(AT)n微

卫星 DNA 。在遗传图谱的绘制上 ,SSR标记可以弥

补 RFLP 标记的两点不足 ,首先 SSR标记多态性比

较高 ,RFLP 标记很少能检测到两个以上的等位基

因 ,而 SSR标记可以检测到多个等位基因 , Jiang 等

(1995)在 96个样品中最多可检测到 26 个等位基

因 。其次 ,SSR标记是在基因组中仅存在一个拷贝

的共显性标记(Akkaya , 1992),在整合不同的遗传
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图谱时 ,不会产生不确定因素 。

基于 SSR 标记的上述两个优点 , Akkaya 等

(1995)通过近等基因系 Clark×Harosoy 杂交得到的

F 2代 60个单株 ,用 40个 SSR标记对这个分离群体

进行研究 ,结果 34个 SSR标记定位于 29个连锁中

的 18个 ,同 13个传统性状中的 9个性状 , 7个同工

酶位点中的 2 个连锁。证明 SSR标记随机分布于

大豆基因组中。但在 18 个连锁图中发现 2个连锁

图中有SSR标记密集区 ,一个是第 13连锁图中的 5

个SSR座位覆盖了 23.4cM , 第 18 连锁中的 4 个

SSR座位覆盖了 33.6 cM ,研究结果进一步证明 ,

SSR标记在遗传图谱绘制上是比 RFLP 等标记更好

的工具。

Mansur 等(1996)通过两个栽培大豆 M insoy 与

Noir 1的杂交 ,得到了 284个 F 7代的重组自交系单

株 ,用 45个SSR标记对其中的 223个单株进行分

析 ,把 22个SSR标记加到了这个图谱上。

刘峰等(1999)应用栽培大豆长农 4号和半野生

大豆新民 6号杂交得到的 F 8代重组自交系 ,构建了

我国第二张较高密度的遗传图谱 ,该图谱共有 240

个标记 ,其中包括 2 个形态标记 , 100 个 RFLP 标

记 ,33个 SSR标记 , 42个 AFLP 标记 , 62 个 RAPD

标记和 1 个 SCAR标记 ,分布在 24个连锁图上 ,总

长度为 3713.5 cM 。

Cregan 对于大豆遗传图谱的绘制具有里程碑

作用。1999年 , Cregan 等通过 606 对 SSR引物 ,同

时对三个大学的被认为是“公共图谱”的三个连锁图

谱进行整合。这三个作图群体分别为:

(1)美国农业部/依阿华州立大学分离群体

(USDA/ Iow a state university populat ion):这是栽培

大豆自交系 A81-356022 和野生大豆 PI468916种

间杂交的 F2作图群体 ,这一群体由 59个 F2 植株组

成 。

(2)犹它大学重组自交群体(Univ.of Utah

RILpopulation):这是通过两个栽培大豆品种 Min-

soy ×Noir1杂交后得到的 F7 重组自交系 ,由 240单

株组成 。

(3)内布拉斯加大学近等基因系群体(Univ.of

Nebraska population):这是由栽培大豆近等基因系

Clark×Harosoy 杂交的 F 2 群体 ,这一群体由 57株

F2 衍生系组成。

Cregan等通过 606对 SSR引物对这三个分离

群体进行多态性研究 ,结果表明大多数 SSR标记在

两个或三个作图群体的亲本间都具有多态性。大豆

经典图谱共有 68 个位点分布在 20个小的连锁群

上 ,每个连锁群上只有几个位点(Palmer 和 Shoe-

maker , 1998),由于 SSR位点的特异性 ,三个遗传

图谱中除了经典连锁图 6(CLG06)未被整合进这张

图谱外 ,其它三个群体分别构建的遗传图谱都被整

合到一张遗传图谱上 ,含有 20 个连锁群 ,对应于大

豆基因组中的 20个染色体。这张图谱上的标记数

目共有 1423个 ,其中 RFLP 标记 689个 ,SSR标记

606个 ,AFLP 标记 10个 ,同工酶标记 10个 ,经典标

记 26个 。三张图谱每一个图谱上的各种标记见表

2。至此 ,这张图谱被认为是最有代表性的“公共图

谱” 。当然 ,我们期望着标记密度更高 ,分存更均匀 ,

形态标记更多的 ,与染色体相对应的遗传图谱的问

世 。大豆遗传图谱的发展过程汇总于表 1。
表 2　三遗传图谱上的 DNA标记 , 同工酶标记和形态标记分布情况表

Table 2　Number of SSR , RFLP , RAPD , isozyme , and classical genetic markers mapped in three gene tic linkage groups

作图群体亲本

Parents of Map population
SSR RFLP RAPD AFLP

同工酶

Isozyme

常规标记

Classical

总计

Tatal

A81-356022×PI468916 486 501 10 0 4 3 1004

Minsoy×Noir 1 412 209 0 0 2 10 633

Clark×Harosoy 339 95 57 11 7 14 523

大豆遗传图谱研究对应的几个问题

1　豆遗传图谱与染色体的对应问题:

大豆染色体 2n=40 ,在数目上比普通小麦少 2

条染色体 ,但由于大豆的细胞在有丝分裂时染色体

压缩 ,使其很难在细胞分裂的中期进行细胞遗传学

分析 。然而可以通过对粗线期的染色体进行观察研

究 ,大豆完整的细胞遗传图谱 ,即核形分析已经完成

(Singh &Hymow itz ,1988)。初级三体(2n=41)可

用于快速把目的基因定位到特定的染色体上 ,并且

将连锁群与染色体整合。大豆的全套初级三体已经

完成(Xu , 等 1998)。相信在不远的将来 ,大豆的 20

个连锁图与染色体的一一对应关系将会完成 。
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2　大豆遗传图谱与新基因的定位:

大豆遗传图谱的绘制 ,不但可以为分子标记辅

助选择育种和基因的图位克隆及基因组结构与功能

的研究打下基础 ,而且也为新基因的定位提供了快

速路径 。首先利用遗传图谱上的各种标记(SSR引

物序列可在网上查到)来研究携带所要定位基因的

两个亲本 ,从大量的标记中筛选出特异的标记 ,然后

利用这些标记对已有的分离群体(F2 群体 , RIL , DH

等)进行分析 , 计算出目的基因与这些标记间的距

离 ,根据连锁值便可以直接把新基因定位于某一个

连锁图上 。然后回过头来再利用该标记周围的其它

标记对分离群体进行遗传分析 ,在目的基因的上游

和下游都能找到与基因连锁或共分离的标记 ,甚至

在基因的内部找到标记基因的基因本身的标记 ,最

后根据几个标记的综合数据 ,对目的基因作出精确

定位 。

3　遗传图谱作图群体的通用问题:

从遗传图谱的研究过程来看 ,作图群体的选择

对于绘制遗传图谱起到非常重要的作用。美国目前

最通用的有三套分离群体 ,分别为依阿华州立大学

F 2分离群体 ,犹它大学重组自交系群体和内布拉斯

加大学的近等基因系群体 。三个群体在遗传图谱的

研究中都发挥了重要作用 ,但也应看到 ,由于分离群

体的不同 ,导致了由不同群体构建的遗传图谱间的

较难比较问题。为了克服这个问题 ,科学家应用各

种各样的方法 ,但直到现在 ,Cregan的统一图谱也是

建立在三张图谱的基础上的 ,另外 ,我们也应清楚地

看到 ,目前虽然已有 250个色素 、形态 、同工酶和抗

病基因等常规标记 ,但由于绘制遗传图谱时所选群

体在这些标记间没有多态 ,因此仅有 68个标记定位

于20个常规连锁图上。这对分子标记辅助选择育

种和分子标记为基础的图位克隆产生了不利影响。

我国在大豆遗传图谱的研究 ,现仅有中国科学院遗

传研究所的陈受宜教授 ,利用长农 4 号与新民 6号

杂交组合的 F 2代分离群体和 F8 代重组自交系群体

进行了遗传图谱的研究 ,绘制了我国的第一和第二

张图谱。到目前还没有见到其它类似的报导 。从美

国走过的路中 ,我们是否可以吸取教训 ,即不要建立

太多的分离群体 ,是否可以仅用这个群 体 ,对原有

的图谱进行补加 ,使这个图谱的密度逐渐饱和。同

时再从美国引进三个群体中的一个群体 ,与我国的

群体进行比较研究 ,使我国的遗传图谱与国际上的

保持一致 。
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