
大豆亚麻酸含量的 Q T L 分析
*

杨　柳　张彬彬　韩英鹏　李文滨

(东北农业大学大豆研究所 ,教育部大豆生物学重点实验室 ,哈尔滨 150030)

摘要　由于亚麻酸的高度不饱和性 ,导致大豆油的稳定性和耐贮性降低 ,并严重影响豆奶的商品价

值。因此降低大豆种子亚麻酸含量是当今大豆育种的一个重要目标。本研究利用正常亚麻酸含量

的品种合丰 25与亚麻酸含量仅为 3%的突变品系 L - 14杂交所得的 F 2代和 F3 代群体 ,对 500多

对 SS R引物进行筛选 ,共有 90个 SS R标记被分配到 1999年 Cregan 定义的20条染色体中 , Q TL

分析表明有 3个分子标记 Sat t066 、Sa tt424 、Sat t476与大豆亚麻酸含量密切相关 ,分别定位在连锁

群 M LG B2 、M LG A2 、M LG C1上 ,且变异贡献率分别为 8. 7 % 、4. 99%和5. 3%。并用这些分子

标记对 F3 代家系进行了验证 。
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　　大豆脂肪酸的组成 ,特别是亚麻酸含量的高低 ,

决定着品种作为食用油的价值。由于亚麻酸(C

18:3)的高度不饱和性 ,易使油质氧化变劣 ,在贮存

过程中豆油常常变成青绿色 ,产生怪味 ,造成豆油及

其食品食味不佳 ,营养价值下降 ,甚至有毒性 。因

此 ,提高大豆种子优异脂肪酸含量 ,降低亚麻酸含

量 ,就成为生理学家 、营养学家和育种学家密切关注

的问题 ,同时也成为世界主要大豆生产国大豆油脂

品质生化育种的热点课题 。

种子油份中亚麻酸的遗传受多基因控制

(White 等 , 1961;Mart in , 1983 ;Graef , 1988),并且

受环境影响较大 ,采用传统育种方法进展缓慢 ,而寻

找可靠的分子标记来选择低亚麻酸品系是有效的育

种方法。在育种实践过程中利用分子标记对重要农

艺性状进行辅助选择 , 能够有效提高育种效率 。

DNA 标记已经成为针对遗传复杂性状 、环境敏感性

状以及测定昂贵的生化性状选择的一种有效的分子

辅助育种手段。

目前 ,关于大豆油份和蛋白质含量的分子标记

研究报道较多 (Brummer 等 , 1997;Diers 等 ,

1992),但有关亚麻酸遗传标记的研究非常少 ,特别

是利用杂交后代群体发掘与低亚麻酸含量相关的

QT L 报道甚少 ,尤其在我国未见报道。

本研究分析了大豆杂交后代亚麻酸含量的遗传

变异规律 ,重点利用 SS R分子标记技术 ,研究与低

亚麻酸含量相关的 Q T Ls ,目的是为利用分子辅助

育种手段培育低亚麻酸大豆品种奠定基础 。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

本研究选用高亚麻酸含量品种合丰 25(7. 5%)

和低亚麻酸突变系 L - 14(2. 7%)进行杂交 ,利用自

交所得 68个F 2 代群体做 QT L 分析 ,并用得到的与

大豆亚麻酸含量显著相关分子标记对 217 株 F 3 代

家系材料进行验证 。

F2 代群体材料于 2004年冬季种植于东北农业

大学香坊实验站温室内 ,采用盆栽种植 ,于 2005年

春季收获种子并测定脂肪酸含量。然后选择 F 2 代

高亚麻酸含量和低亚麻酸含量的种子于 2005年种

植于室外 ,同年秋季收获。

1. 2　大豆种子亚麻酸含量的测定

大豆种子脂肪酸含量采用气相色谱法脂肪酸甲

酯化法测定 ,因油料作物中的脂肪酸多以甘油酯的

形式存在不宜采用气相色谱法测定 ,但在氢氧化钾
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-甲醇溶液中室温可迅速酯化为脂肪酸甲酯 ,可通

过测定脂肪酸甲酯间接测定脂肪酸含量 。本实验采

用日本岛津GC - 14C型气相色谱仪分析。

气谱条件为:进样口温度为 250℃;检测器温度

为 250℃;N 2 流速为 1. 4m l/min ;分馏比为 30:1;柱

温 150℃。程序升温为 150℃保持 1m in , 10 ℃/m in

的速率升至 200℃,保持 20min 。

色谱图结果计算按峰面积归一化法由气谱工

作站 N3000完成 。

1. 3　叶片总 DNA 提取

采用改进的 C TAB法提取叶片总 DNA(Keim

等 ,1988) 。

1. 4　SSR反应

SS R引物来源:根据 Soybase 网址(ht tp:/ /

129. 186. 26. 94 /)提供的 SS R引物序列 ,由上海博

亚生物技术有限公司合成 。

PCR反应体系:反应总体积为 20μl ,反应液包

括 2μl模板 DNA(25ng /μl),2μl 10 ×PCR 缓冲液 ,

1. 5μl M gCl2(25mM), 2. 0μl SS R 引物(10ng /μl),

0. 2μl dNT P(10mM), 0. 2μl Taq 酶(5units /ul),

ddH2 O补至 20μl ,液体石蜡覆盖。

PCR扩增条件:SSR反应在 95℃预变性 5min ,

然后进入循环:94℃变性 30sec;47 ℃复性 30sec;

72℃延伸 30sec;循环 36次后在 72℃延伸 5min ,降

温至 4℃保存 。

聚丙烯酰胺凝胶电泳:PCR产物加入 8μl甲酰

胺双色 Loading Buf fer ,置于 PC R仪中 94 ℃变性

5min ,放入冰水混合物中冷却。用 6%的聚丙烯酰

胺标准测序胶分离 ,凝胶成分包括 6%的聚丙烯酰

胺 、8mol / l尿素 、0. 04%过硫酸铵 、0. 1%TEM ED ,

电泳缓冲液 1 ×TBE , 在 100W 恒功率下电泳约

2hr ,用快速银染法对凝胶进行染色 ,统计带型并照

相。

1. 5　数据整理和连锁分析

根据 SSR标记的分析结果 ,将各株系位点的带

型和亲本相应位点的带型进行比较 ,与母本合丰 25

带型有相同位点的基因型记为 A ,与父本 L - 14 带

型有相同位点的基因型记为 B ,双亲杂合带型为 H ,

由于各种原因造成的带型不清楚或数据缺失的位点

的基因型记为 “ - ” 。利用 M apmaker /EXP3. 0b

(Lander , E. S. 等 , 1987)软件进行连锁分析 , 用

Mapchart2. 1作图软件构建分子标记连锁图谱。用

Kosambi函数将重组率转换成遗传距离(centim or-

gan , cM)。QT L 分析采用WinQT LCart2. 1完成 。

2　结果与分析

2. 1　遗传分析

采用气相色谱法测定亲本和 F2 代自交群体的

亚麻酸含量 ,结果如表 1所示。后代群体的亚麻酸

含量多数介于双亲之间 ,少数存在超亲现象 。其中

最大值达到 9. 331%,大于母本合丰 25(7. 48%),表

现正向超亲的占 14. 71 %,而最小值达到 2. 466%,

小于父本 L - 14(2. 662%)的表现负向超亲的共占

1. 47%,说明 F 2 代群体具有丰富的遗传变异 ,是

Q TL 定位的理想群体 。

图 1 为 F2 代群体亚麻酸含量的概率密度分布

图 ,其趋势线基本呈连续平滑曲线 ,接近正态分布 ,

且在SAS 系统中 ,采用PROC UNIVA RIA TE 过程

的 NORM AL 命令验证其正态性 ,其中偏度(Skew-

ness =0. 11 )接近 0 , F2 代群体亚麻酸含量分布基

本上是无偏的 ,峰度(Kur to sis= - 1. 17)不为 0 ,所

以 F 2 代群体亚麻酸含量趋于轻尾的正态分布。可

以证明亚麻酸的遗传为多基因控制的数量性状遗

表 1　父母本及 F 2 代群体五种主要脂肪酸含量的差异

Table 1　The varia tion of the contents o f five main

fatty acids in the two pa rents and F 2 population

棕榈酸

Palmitic

(%)

油酸

Oleic

(%)

亚油酸

Linoleic

(%)

硬脂酸

S tearic

(%)

亚麻酸

Linolenic

(%)

合丰 25 11. 225 20. 705 55. 696 4. 893 7. 480

L - 14 10. 396 19. 845 62. 998 4. 098 2. 662

F2 群体最大值 12. 145 23. 137 64. 694 6. 248 9. 331

F2 群体最小值 9. 231 14. 602 51. 606 4. 352 2. 466

F2 群体平均值 10. 561 18. 938 59. 725 5. 173 5. 628

图 1　F2 代种子亚麻酸含量频率分布

Fig. 1　F requency distribution of linolenic acid

content o f F2 seeds ( Hefeng 25×L - 14)
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传。这与一些前人的研究结果相一致(WhiteH .

B. , 1961 ;Cherif 等 , 1975;H aw kins等 , 1983)。

2. 2　连锁分析

用 500对 SSR 引物对父母本(L - 14 和合丰

25)进行筛选 ,其中 142 对引物存在多态性 ,将这些

引物在 F 2代自交群体上扩增 ,共有 91 个分子标记

表现出良好的多态性 。将 91个标记用于连锁分

析 ,其中有 90个 SS R标记被分配到 1999年Cregan

定义的 20条染色体中的 19条上(见图 2)。19个连

锁群总长约为 2627cM ,分子标记间的平均距离为

图 2　大豆遗传连锁图谱

Fig. 2　Soybean genetic linkage map based on SS R markers using the F2 population o f Hefeng 25 X L-14

注:图中左侧数据为遗传距离 , 单位为厘摩尔根

No te:The number display ed on the lef t side o f the co lumn is g ene tic distance(cM)

图 3　大豆低亚麻酸含量 QTL 定位

Fig. 3　M apping QT Ls asso ciated w ith low lino lenic acid content of soybean
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29. 2 cM ,几乎覆盖整个染色体组 。其中分子标记最

多的一条染色体为 M LG F , 含有 10个标记;共有

16个染色体组群只有 5个以下的标记。其中分子

标记主要集中在 M LG A2 、M LG D1b +W 、M LG F

和M LG L 四个染色体组上 ,共有36个分子标记 ,占

总数 40 %,可示为分子标记密集区。

2. 3　大豆低亚麻酸含量 Q TL 分析

当 LOD 值大于 2. 0 时 ,利用复合区间法检测

QT L ,经过WinQT LCart 2. 1 计算共鉴定出 3个与

大豆亚麻酸含量显著相关的 QT L(见图 3), 即:

Qlin-1 ,Q lin-2 和 Q lin-3 ,其对低亚麻酸含量的贡献

率分别为 8. 7% 、4. 99 %和 5. 3% , LOD值分别达

到了 2. 37 、2. 27 、2. 42。Qlin-1 定位在连锁群 M LG

B2上 ,其与 SS R 标记 Sat t066 的遗传距离是6. 1

cM ;Qlin-2 定位在 M LG A2 上 , 其与 SSR 标记

S att424的遗传距离是 0. 01cM ;Qlin-3 定位在连锁

群 M LG C1上 ,其与 SS R标记 Sat t476 的遗传距离

是 0. 01cM(见表 2)。
表 2　与大豆底亚麻酸含量相关的 QTLs

Table 2　The QTLs a ssocia ted with low

linolenic acid content of soybean

连锁群

MLG

相关的分子标记

Associated

m olecular m ark ers

LOD值

LOD score

R2

(%)

Qlin-1 B2 Sat t066 - S at t063 2. 37 8. 7

Qlin-2 A2 Sat t424 - S at t139 2. 27 4. 99

Qlin-3 C1 Sat t476 - S at t589 2. 42 5. 3

　　注:R2 表示分子标记对亚麻酸含量的贡献率。

Note:R2 is R-square or the proport ion of the p hen otypic data ex-

plained by th e marker locus.

2. 4　F3 代 Q TL 验证

本研究所检测出的三个分子标记 Sat t066 、

S att424 、Satt476 , 经 F 3 代验证表明 ,在高亚麻酸组

的总准确率为 63. 3%, 低亚麻酸组的总准确率为

70%,具有一定选择准确性 ,可以用于大豆低亚麻酸

含量分子辅助选择育种(见图 4) 。

图 4　SS R标记 Satt476 在 F3 代家系的验证结果

Fig. 4　The SSR marke rs Satt476 tested in F 3 progeny

1:母本 2:父本 3～ 10:F3 家系内低亚麻酸含量材料

1:female 2:male 3 ～ 10:low lino lenic content

ma te rials in F 3 progeny

3　讨论

3. 1　大豆亚麻酸含量后代遗传和连锁图分析

选择合适的双亲材料是创建理想做图群体的关

键之一。本研究所用的组合是高亚麻酸含量品种合

丰 25(亚麻酸含量 7. 48%)和低亚麻酸含量突变系

L - 14(亚麻酸含量 2. 66 %)进行杂交所衍生的 F2

代群体。F2 代群体单株的亚麻酸变异范围较大(见

表 1 , 图 1), 亚麻酸含量变异范围为 2. 466%～

9. 331%。正态性验证结果表明 ,该群体分布偏度

(Skew ness =0. 11 )接近 0 ,群体亚麻酸含量分布

基本上是无偏的 ,但峰度(Kurto sis = - 1. 17)不为

0 ,所以 F2 代群体亚麻酸含量趋于轻尾的正态分布 ,

是适合品质性状作图群体 。本实验证明亚麻酸的遗

传为多基因控制的数量性状遗传 ,这与前人的研究

结果相一致(WhiteH . B. , 1961;Cherif 等 , 1975;

H aw kins等 , 1983)。本研究所得到90个 SSR分子

标记被分配到 1999 年 C regan 定义的 20条染色体

的 19条上 ,总长约为 2627cM ,分子标记间的平均距

离为 29. 2 cM ,几乎覆盖整个染色体组。其中分子

标记最多的一条染色体为 M LGF ,包括 10个标记。

共有 16个染色体组群只含有 5个以下的标记。本

研究所得到的图谱分子标记间隙很大 ,须采用不同

分子标记形式进行图谱加密 ,以构建高饱和的遗传

图谱 。另外 ,由于初次尝试在冬季温室种植 ,种子出

苗率较低 ,造成 F2 代群体相对较小 ,可能对遗传图

谱的精确性有一定影响。

3. 2　亚麻酸含量的 Q TL 分析

关于大豆油份和蛋白质含量的分子标记研究报

道较多 ,但有关亚麻酸含量遗传标记的研究非常少。

利用后代杂交群体 , 发掘与低亚麻酸含量相关的

QT L 报道甚少 ,尤其在我国未见报道。而在其它作

物上有相关报道。在大豆上 ,Brum mer 等在 1995年

用 L1640 品系将控制低亚麻酸的 fan 基因定位在

B2连锁群上 。本研究中在连锁群 M LG B2中检测

到一个 Q TL ,相关的 Sat t066 标记位点是否与 fan

基因有关尚有待进一部研究。关于低亚麻酸的

QT L 研究在油菜中报道较多。Rajcan 等在 1999年

利用 DH 群体得到与油菜亚麻酸和介子酸相关的两

个 RAPD标记:RM 350 and RM574 ,共解释 39%的

遗传变异 。D. J. Somers 等 1998年利用高低亚麻

酸品系杂交得到的双单倍体 ,应用 RA PD 技术 ,得

到 6个与亚麻酸含量相关的标记 ,分布在三个连锁

群上 ,分别解释 32%, 14 %和 5 %的遗传变异 ,Q TL
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分析表明 , 这三个位点共解释 51%的遗传变异。

Pirjo Tanhuanpää 和 Alan Schulman 在 2002 年利

用 F2 代群体共得到 27 个与亚麻酸含量相关的

RAPD 标记 ,分布于三个连锁群 ,三个 Q TL 共解释

73. 5%的遗传变异。并将 fad3 基因定位于一个

QT L 附近 ,控制 23. 5%的变异。而本研究得到的其

它 2个分子标记 Sat t424 和 Sat t476与大豆亚麻酸

含量显著相关 ,变异贡献率分别为 4. 99%和 5. 3%。

如前所述 ,本实验 F2 代群体相对较小 , 但从遗传分

布图可见 ,大豆亚麻酸含量遗传基本符合正态分布 ,

说明该群体遗传信息量具有一定代表性 ,但也不能

排除小群体对 QT L 分析结果的影响。所以我们正

在繁育该杂交组合的大群体 ,计划在遗传变异稳定

后 ,进一步通过多年多点实验 ,发掘具有广泛辅助选

择指导意义的 Q TL 。

3. 3　检测出的分子标记对 F3 高世代选择的指导作

用

本研究检测出的与低亚麻酸显著相关的分子标

记在 F3 代的分析表明 ,这 3个标记检测高亚麻酸含

量材料的准确率为 63. 3%, 检测低亚麻酸含量材料

的准确率为 70%。说明本研究所获得的 Q TL 对于

辅助选择低亚麻酸含量大豆材料具有一定指导意

义 ,可以用于新品种选育 ,加快育种进程和提高育种

效率 。
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QTL ANALYSIS OF LINOLENIC ACID CONTENT IN SOYBEAN

Yang Liu　Zhang Binbin　H an Yingpeng　Li Wenbin

(Soybean Research Insti tute of N E AU ,K ey Laboratory o f Soybean Biology ,

Ministry o f E ducat ion , Harbin 150030)

Abstract　Lino lenic acid is the unstable component of soybean oil that i s re sponsible fo r a shor tened shelf

life o f the oil and commercial value of soybean milk . Therefo re , the breeding objectiv e to reduce linolenic

acid levels in soybean oi l is very important . In the present study , F2 progeny seg regating(下转第 278 页)
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Gus染色和 PCR检测 ,从 1200粒转化当代种子中可

以筛选到 2株阳性植株 ,表明 400ppm 卡那霉素能

有效抑制东农 46非转化体幼苗的生长 ,用其对东农

46大豆转基因后代进行筛选是完全可行的 ,同时还

可以大大提高花粉管通道法转化当代种子筛选工作

效率 。
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THE STUDYON THE SCREENINGOF TRANSGENE SOYBEAN BYWAY

OF POLLEN-TUBE USING KANAMYCIN

Xu Pengfei
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Abstract　Kanamycin w as used to screen T 0 seeds of t ransgene Dongnong 46 by w ay o f pollen-tube. The re-

sults showed that 400ppm kanamycin could inhibit g row th of non-t ransgene plants , and posi tive plants

could be go t ten using Gus and PCR detection. It w as proved that this method w a economic and ef fective in

screening the t ransgene plants.

Key words　Soybean ;Pol len-tube w ay;Kanamycin
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f rom a cro ss be tw een Hefeng 25 , a soybean cultiv ar w ith no rmal linolenic content , and L - 14 , a soybean

mutant line wi th only 3% linolenic acid , w ere used to screen over 500 SSR m arkers. A to tal of 90 SS R

marke rs w ere dist ributed in twenty linkage g roups developed by Cregan et al. (1999). QT L analy sis

show ed that three SS R markers Sat t066 、Sat t424 、Satt476 w ere relevant to low linolenic acid , w hih w ere

distributed in three linkage g roups:M LG B2 、M LG A2 、M LG C1 , respectiv ely . The three QT Ls accounted

fo r 8. 7% 、4. 99% and 5. 3% o f the pheno typic v ariat ion in lino lenic acid level in this popula tion , respec-

tively. These markers have been tested on F3 generation.

Key words　Soybean ;Linolenic acid content;SSR marker;Q TL
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