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一个与大豆黄色种皮相关的 RAPD标记
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摘要　利用BSA法对11个黑色种皮的大豆品种和 12个黄色种皮的大豆材料的基因组 DNA 进行

了 RAPD分析 ,供试的 100个随机引物有 66个产生了 RAPD 扩增产物 ,其中产生 RAPD多态性

的随机引物有 15个 。在所产生的扩增产物中 ,获得了一个与大豆种皮色相关的特异 DNA 片段

S79500 。同时 ,采用该标记对辽豆 10号×PI437654杂交后代种皮颜色有分化的群体和黄 、青 、黑 、

褐色种皮的大豆进行检测 ,经验证这个 RAPD标记具有较高的重复性和稳定性 ,可用于辅助选育

优良的黄色种皮的大豆新品种 。
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　　我国有丰富的大豆种质资源 ,但对这些优异种

质的认识只停留在表型上 ,而对基因型了解很少 。

因此开发具有我国特色的重要性状基因的分子标记

并进行辅助选择研究 ,将对提高我国大豆育种水平

起到促进作用。

本研究采用BSA(Bulked Seg regates A nalysis)

即分离 群体分 组分 析法 (M ichelmo re et al ,

1991)[ 1] ,对不同种皮颜色的大豆品种进行研究 ,旨

在寻找与种皮颜色连锁的 RAPD标记 ,为新品种的

选育提供理论依据。

1　材料和方法

1. 1　供试材料

供试大豆材料为沈阳农业大学植物保护学院线

虫学研究室保存的大豆和黑龙江省盐碱地作物育种

所提供的大豆 ,其中 1 - 11代表黑色种皮大豆 ,12 -

23代表黄色种皮大豆 , 24 - 31 代表辽豆 10 号 ×

PI437654杂交后代种皮颜色有分化的群体 , 32 - 38

分别为黄 、青 、黑 、褐色种皮的大豆 。(表 1)

1. 2　DNA 的提取

参照关荣霞等(2003)[ 2] 的方法 ,加以改进。将

种子去除种皮(尤其是黑色种皮会影响结果的准确

度)在研钵中研磨。取 0. 2g 置于 2m l离心管中 ,加

入预热的 SDS提取缓冲液 800μl , 65℃水浴 40min。

离心 ,将上清小心转移到新的 Eppendo rf管中 ,加等

体积的酚 /氯仿(1∶1),充分混匀 ,静置 10min。离

心后取上清 ,加等体积的氯仿 /异戊醇(24∶1)抽提。

离心取上清 , 加 2 倍体积预冷的无水乙醇沉淀

DNA ,再次离心后 ,弃去上清 ,用 70%的乙醇洗涤 2

次 ,风干 ,加 200μl超纯水溶解 DNA ,于 - 20℃保存

备用。

1. 3　RAPD扩增

扩增反应体系为 20μl。其中模板 DNA 100ng ,

1U TaqDNA 聚合酶 , 1×PCR buffer ,2mM MgC l2 ,

200μM dN TP ,随机引物 20ng /反应 ,最后加超纯水

补足20μl ,于 PTC - 200型 PCR仪中进行扩增 。随

机引物编号为 S1 - S100 。以上反应试剂均购自上

海生工生物工程公司 。PCR反应程序为第 1循环

94℃预变性 5min ,第 2 循环至 35 循环程序为 94℃

变性 1min ,36℃退火 1min , 72℃延伸 1min ,最后一

个循环在72℃中保温延伸 5min 。扩增产物在1. 2%
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的琼脂糖凝胶上电泳 ,电压为 4V /cm ,电泳结束后 在 EB中染色 30min ,在凝胶成像仪中检测分析。
表 1　供试大豆品种名称及全国总编号

Table 1　Names and national codes of soybean cultiva rs tested

序号

Num ber

品种名称

Varieties

全国总编号

Nat ional code

种皮颜色

C oat colour

序号

Number

品种名称

Varieties

全国总编号

National code

种皮颜色

Coat colou r

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

Peking

PI437654

哈尔滨小黑豆

灰皮支黑豆

PI90763

山阴大黑豆

连毛会黑豆

应县小黑豆

小粒黑豆

PI88788

小黑豆

Fayet te

辽豆 13

C uster

Franklin

抗线虫 4号

Picket t

东农 434

农大 5129

WDD00467

WDD00643

ZDD7170

ZDD2315

ZDD2308

ZDD1417

ZDD2226

ZDD1412

WDD00995

ZDD8515

WDD00570

WDD00595

WDD00602

WDD01643

黑

黑

黑

黑

黑

黑

黑

黑

黑

黑

黑

黄

黄

黄

黄

黄

黄

黄

黄

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

东农 163

辽豆 10号

开育 10

Lee

辽豆 10号×PI437654 F5

辽豆 10号×PI437654 F5

辽豆 10号×PI437654 F5

辽豆 10号×PI437654 F5

辽豆 10号×PI437654 F5

辽豆 10号×PI437654 F5

辽豆 10号×PI437654 F5

辽豆 10号×PI437654 F5

辽豆 10号

红茬豆

丹豆 4号

东大一号

合 00 - 783

赤不流黑豆

顺义黑豆

ZDD18083

WDD00741

ZDD2258

ZDD1522

黄

黄

黄

黄

黄

青

褐

暗黄

暗黄

暗绿

淡绿

暗黄

黄

褐

青

黄

黄

黑

黑

2　结果

2. 1　黄 、黑种皮 DNA 样品池的建立及 RAPD分析

本研究应用 SDS 法提取 DNA ,纯化定量 ,将每

个材料的 DNA 稀释到相同的浓度 ,再分别将 DNA

等量均匀混合形成相应的两个 DNA 样品池 ,将 11

个黑色材料分为一组(黑池), 12个黄色材料分为一

组(黄池),进行 RA PD分析 。供试的 100 个随机引

物有 66个产生了 RAPD扩增产物 ,其中产生 RAPD

多态性的随机引物有 15个 ,结果如图 1所示 。

2. 2　大豆种皮颜色相关的特异 DNA 片段

应用 15个能产生多态性的 RAPD随机引物 ,对

11个黑色种皮材料和 12 个黄色种皮材料进行

RAPD扩增 ,其中引物 S79产生了 1个特异的 DNA

片段 ,其片段大小为 500bp ,记为S79500 ,结果如图2

所示 。经过多次重复验证 ,均获得相同的扩增结果 ,

重复性达到 100%,该标记在所有的黄色种皮材料中

出现 ,而所有的黑色种皮材料中均无这个片段产生 ,

初步推测这个特异性片段与黄色大豆种皮颜色密切

相关 。

图 1　不同颜色种皮大豆 DNA 的随机引物

扩增的 RAPD产物电泳图谱

奇数泳道为黄色种皮池 ,偶数泳道为黑色种皮池

Fig. 1　The pattern o f RAPD products by diffe rent primer s

fo r yellow and black coa t soybean

Odd numbe rs were yellow coat soybean ,

even numbers we re black coat so ybean

1 、2:P rime r S2;3 、4:Primer S3;5 、6:Primer S4;7、8:P rimer

S5;9 、10:P rimer S7;11、12:P rimer S66;13 、14:P rime r S67;

15 、16:P rimer S68;17 、18:P rime r S79;19 、20:Primer S71;

21 、22:P rimer S85;23:Primer S86

M:λDNA /EcoRⅠ +HindⅢ
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图 2　与大豆种皮颜色相关的 S79 引物扩增

产物的电泳图谱

1 - 11为黑色种皮品种 , 12 - 23 为黄色种皮品种

编号代表的不同品种名称与表 1 中的一致.

M :λDNA / EcoRⅠ +HindⅢ
箭头所示为 RAPD标记 S79500

Fig. 2　The pattern of amplification pr oducts by P rimer S79

1 - 11:black coa t soybean varie ties;12 - 23:yellow
coat soybean va rietie s , see the Table 1.

The a rrowhead indicated the S79500 band.

2. 3　与种皮颜色相关的 RAPD标记对不同颜色大

豆品种的检测

应用辽豆 10号 ×PI437654杂交后代种皮颜色

有分化的群体和黄 、青 、黑 、褐色种皮颜色不同的大

图 3　与大豆种皮颜色相关的S79引物的 RAPD产物电泳图谱

24 - 31 为辽豆 10 号×PI437654杂交后代种皮颜色有分化的

群体;32 - 38 分别为黄 、青 、黑 、褐色种皮的大豆;编号代表的
不同品种名称与表 1 中的一致. 箭头所示为 RAPD 标记

S79500

Fig. 3　The pa ttern of amplification products by Primer S79

24 - 31:The po sterities of Liaodou 10×P I437654;32 - 38 in-
dicated the yellow , g reen , black and brow n coa t so ybeans.

The number indicated different va rietie s see Table 1. M:
λDNA /EcoR Ⅰ + Hind Ⅲ The arr owhead indicated the

S79500 band.

豆品种对该标记进行检测 。如图 3 所示 ,黄色种皮

的大豆品种 24 、27 、28 、31 、32 、35 、36 均产生特异的

DNA 片段 ,而青色种皮大豆(25 、29 、30 、34)、褐色种

皮(26 、33)和黑色种皮大豆(37 、38)则不产生该标

记 ,验证了该特异性片段与黄色大豆种皮颜色紧密

连锁 。

3　讨论

寻找与目标性状紧密连锁的 RA PD分子标记 ,

通常采用 BSA 法或近等基因系法。利用这两种方

法可在短时间内筛选大量的随机引物 ,通过 RAPD

分析可以找出与目的基因连锁的 RAPD标记并进行

分子定位 。在近等基因系尚不具备的情况下 , BSA

法是广大研究者首选的方法之一 。该法是将 F 2 群

体根据其目标性状的分离情况构建 DNA池 ,构建的

DNA 池只有目标基因是经过选择而其余的遗传成

分是随机的 ,因而在群体较大的情况下 ,遗传背景可

认为是相同或相似的 ,所以由具体相同目标性状构

建的 DNA 池可被认为是近等基因池 。因此在两个

群体之间完全不同 ,而每个群体之内的各个 F2 个体

间又完全相同的那个 RAPD扩增产物就是与目的基

因连锁的 RAPD标记 。然而 ,在 F2 分离群体筛选所

需要的目标单株很困难 ,因此 ,对欲配制杂交组合的

亲本进行 RA PD 标记筛选 , 利用已筛选的稳定的

RAPD标记直接进行 F2 群体验证 ,可以提高选择的

效率 。

本研究以种皮颜色不同的大豆品种为材料进行

RAPD扩增 , 获得了与黄色种皮连锁的分子标记

S79500 ,可用于不同种皮颜色杂交组合后代的筛选。

Matson(1965)[ 3] 报道了 Peking 中的第 4 个基因

Rhg4与控制黑色种皮基因 i连锁 。在大豆育种过程

中黑色和深色种皮颜色都是大豆中的不良性状 ,希

望得到黄色种皮的优良大豆品种。通过此 RAPD标

记可以辅助选育优良的黄色种皮的大豆新品种 ,提

高选择效率 ,加速育种进程。 RA PD技术具有简单 、

快速等特点[ 4] ,因此被广泛用于基因的分于标记 ,但

是这一技术也有不足之处 ,一是稳定性和重复性都

较低 ,另外 , RA PD标记大多是显性标记 ,无法区分

纯合型和杂合型基因型 ,因此必须严格控制反应条

件以提高稳定性 。为了提高 RAPD标记的特异性和

稳定性 ,将其转化为 SCAR标记
[ 5]
,可取得较好的效

果 ,有关这方面的工作还有待于作进一步的研究。
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A RAPD MARKER RELATEDWITH YELLOW SEED COATOF SOYBEAN

Wang Hui1 　Duan Yuxi1 *　Chen Lijie1 　Qiu Li juan2 　Chang Ruzhen2

(1. Nematology Lab , S henyang Agricultural University , Shenyang 110161;2. Key Lab o f Crop

Germplasm &Biotechnology , Ministry of A griculture , I nst ituteo f Crops , Chinese Academy of

Agricul ture S cience , Bei j ing 100081)

Abstract　BSA method w as employed to analy ze genome DNA o f 11 black coat seed soybean and 12 yellow

coat seed soybean by RAPD method. The bands w ere produced for 66 primers among 100 primers. There

were polymo rphism bands fo r 15 primers. In all products amplified , a special DNA fragment , S79500 w as

clo sely rela ted wi th the yellow coat of soybeans. The primer S79500 became a RAPD marker fo r the yellow

coat o f soybean. In ano ther hand , the S79500 also was used to test the f ilial g eneration w ith yellow ,

green , black and brow n coat from Liaodou 10×PI437654. The re sults show ed that the S79500 w as ve ry

stable and repeatable. The RAPD marker S79500 w as useful to assistant the select ion for soybean hybrid

breeding.

Key words　RAPD;Molecular marker;Seed coat colo r
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