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摘　要：以采集于冀东沿海地区的 ３７０及黑龙江省的 ２份野生大豆为材料，利用 ２７对 ＳＳＲ引物进行遗传多样性分

析。２７个 ＳＳＲ位点扩增出 ２０９个多态性带，平均每个位点等位基因数目为 ７．７４个，ＳＳＲ位点的遗传多样性指数分

布范围，Ｓｉｍｐｓｏｎ指数为 ０．３９９８～０．８３５８，Ｓｈａｎｎｏｎｗｅａｖｅｒ指数为 ０．７５６７～１．９８７９，冀东沿海地区野生大豆材料表

现出丰富的遗传多样性。聚类分析结果中冀东靠近海岸线地区的材料与内陆材料之间存在着明显的遗传差异；同

一居群的材料遗传距离很近，有些不同居群的材料由于生境相似遗传距离也较近；然而有些同一居群内的材料表

现出了明显的遗传分化。
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　　野生大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅｓｏｊａ）是栽培大豆（Ｇｌｙｃｉｎｅ．
ｍａｘ）的祖先种，是东亚地区的特有种，在我国分布
很广泛，除青海、新疆和海南以外，其余省份均有野

生大豆的分布
［１］
。近年我国已搜集野生大豆 ６７００

余份，占世界总数的 ９０％以上。目前，在野生大豆
多样性研究方面，由于受到试验材料的限制，国外

在野生大豆研究方面报道较少，Ｌｅｅ等［２］
、Ｋｕｒｏｄａ

等
［３］
对南韩、中国、日本、俄罗斯东部野生大豆材料

进行了研究，结果显示韩国是一个野生大豆遗传多

样性中心，日本野生大豆已经受到栽培大豆基因渗

入的影响。国内对野生大豆的研究很多，例如，董

英山等
［４］
对来自于中国 ２５个省的 ６１７２份一年生

野生大豆材料进行了遗传多样性分析，结果显示，

中国有东北地区、黄河流域以及东南沿海地区 ３个
遗传多样性中心，与丁艳来等

［５］
对中国 ３个地理生

态区域的１９６份具有代表性的野生大豆材料的遗传
变异得出的结果一致。对各个省份或地区的野生

大豆多样性分析的报道也很多，关荣霞等
［６］
用 ５３

对 ＳＳＲ引物对从辽宁新宾县野生大豆原位保护区
１０个自然居群采集的 １５０株野生大豆进行了遗传
多样性分析，通过相似系数矩阵分析发现，用 ２０～
２５对引物进行分析与用５３对引物的分析结果可达
极显著相关。另外王果等

［７］
、严茂粉等

［８］
、高惠

等
［９］
也分别对山西、北京、天津和山东的野生大豆

采用 ＳＳＲ分子标记方法进行了遗传多样性分析，均
表现出丰富的遗传多样性，其中太原野生大豆材料
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与山西其它地区材料相比，变异类型丰富、多样性

程度较高；北京地区中西部生态区种群比北部和东
部山区种群有较高的遗传多样性。在地理上，环绕

北京地区的太行山和燕山两大余脉区域野生大豆

种群遗传分化表现出地理差异；天津材料的遗传多

样性明显高于山东材料。

河北沿海地区由于生态环境的特殊性以及多

样性，对当地较小区域内材料的多样性进行研究，

可以更准确的得到丰富的具有代表性的材料。沿

海经济区沿海滩涂、盐碱荒地被开发利用，许多较

大的野生大豆群落已经消失或只留有少量个体，极

端盐环境下生存的个体急剧减少
［１０１１］

。所以，对河

北沿海地区野生大豆进行遗传多样性研究，不仅可

以有效地保护种质资源，而且可以进一步为大豆育

种工作提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　供试材料
供试材料３７２份野生大豆，均为实验室多年来

采集的材料，其中１１２４号主要为 １９９９～２００５年采
集于昌黎、乐亭沿海区域和滦南的材料（图 １）；１２５
～２００号主要为２００６年采集于唐海、乐亭、滦南、丰
南等地的材料；２０１～３７２号主要为 ２００７年采集于
唐海地区的材料。

１．２　试验方法
１．２．１　ＳＳＲ分析　对 ３７２份野生大豆材料在温室
进行种植，长出三出复叶时，采用 ＳＤＳ法进行 ＤＮＡ
的提取。根据刘峰等

［１２］
、赵洪锟等

［１３］
发表的序列，

选择合成６０对 ＳＳＲ引物，筛选出 ２７对多态性较好
的引物。ＰＣＲ反应在 ＴａＫａＲａＰＣＲＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ
ＤｉｃｅＰＣＲ仪上进行，反应体系为 １０μＬ，其中 Ｂｕｆｆｅｒ
（１０×）１μＬ、ＤＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）０．７５μＬ，上游
引物（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）和下游引物（１０μｍｏｌ·Ｌ－１）
均为０．３５μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶（２Ｕ·μＬ－１）０．２５
μＬ，ＤＮＡ模板 １０～５０ｎｇ，最后加 ｄＨ２Ｏ至 １０μＬ。
ＰＣＲ反应程序为９４℃预变性 ５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，
４７℃退火３０ｓ（退火温度随引物不同而变化），７２℃
延伸３０ｓ共 ３０个循环，最后 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ后
４℃保存。在每个体系中加入三分之一体积的
ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（３×），９４℃变性后在 ６％变性聚丙烯
酰胺凝胶上，利用 ＤＹＹ１２Ｃ电泳仪恒压８００Ｖ电泳
１．５ｈ，然后银染，显影成功后记录带型并照相。
１．２．２　ＳＳＲ数据分析　对谱带进行统计，有带记为
“１”，无带记为“０”。计算每个 ＳＳＲ位点的等位基
因数，Ｓｉｍｐｓｏｎ指数（Ｈ＝１∑ｐｉ２）和 Ｓｈａｎｎｏｎｗｅａｖｅｒ
指数（Ｈ＝∑ｐｉｌｎｐｉ）其中 ｐｉ为某 ＳＳＲ位点第 ｉ个等

位基因的频率
［１４］
，并采用 ＮＴＳＹＳｐｃ２．２软件根据材

料间的遗传距离进行系统聚类。

２　结果与分析

２．１　冀东沿海地区野生大豆分布
冀东沿海地区包括：抚宁、昌黎、滦县、乐亭、滦

南、唐海六县，海岸线长２６２．１ｋｍ。１９９７年起，首先
对昌黎沿海及内地进行了多次的实地考察与野生

大豆搜集，２０００年开始，北起戴河入海口，南至唐海
县的沿海公路两侧，东至海滩，西侧纵深 ５ｋｍ的地
区，高密度搜集野生大豆材料。野外单株收获，编

号后进行田间种植观察、每年单株收获种子。

野生大豆在从昌黎黄金海岸至唐海县沿海的

广大地区均有分布，尤其在昌黎、唐海沿海的盐碱

滩涂上分布着耐盐性强的野生大豆，唐海县盐碱较

重的水沟边野生大豆多样性极其丰富（图１）。
野生大豆是喜湿植物，多数生长在河沿岸，低

洼地，山间溪畔，苇塘、田边及路边，在栽培大豆不

能生长的地方，野生大豆却能生存。

图中黑点代表试验材料的采集地。

Ｔｈｅｂｌａｃｋｄｏｔｓｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅａｒｅｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅｏｆａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ．

图 １　冀东沿海地区野生大豆分布图

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅｓｏｆｗｉｌｄｓｏｙｂｅａｎ

ｉｎｔｈｅｅａｓｔｅｒｎａｒｅａｏｆＨｅｂｅｉＰｒｏｖｉｎｃｅ

２．２　冀东沿海地区野生大豆ＳＳＲ位点的多态性分析
利用２７对 ＳＳＲ引物对冀东沿海地区 ３７２份野

生大豆材料进行遗传多样性研究（表 １）。３７２份材
料共检测到２０９个等位基因，平均每个位点的等位
基因数为 ７．７４，变化幅度为 ４～１１，位点 Ｓａｔｔ１５７的
等位基因数最多，为 １１个，位点 ｓａｔｔ２６和 ｓａｔｔ１４６的
等位基因数最少，为 ４个。Ｓｉｍｐｓｏｎ指数变化范围
为 ０．３９９８～０．８３５８，平均值为 ０．６９７２，Ｓｈａｎｎｏｎ
ｗｅａｖｅｒ指数变化幅度为 ０．７５６７～１．９８７９，平均值
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为 １．４６０１。位点 ｓａｔｔ００５ｓｉｍｐｓｏｎ指数和 ｓｈａｎｎｏｎ
ｗｅａｖｅｒ指数均为最大，分别为 ０．８３５８和１．９８７９；位
点 ｓａｔｔ２８６ｓｉｍｐｓｏｎ指 数 最 小，为 ０．３９９８，位 点

ｓａｔｔ４３６ｓｈａｎｎｏｎｗｅａｖｅｒ指数最小，为０．７５６７。可见，
冀东沿海地区的材料 ＳＳＲ位点的多态性是很丰富
的（图２）。

表 １　２７个 ＳＳＲ标记的遗传多样性指数

Ｔａｂｌｅ１　Ｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘｏｆ２７ＳＳＲｌｏｃｉ

位点（连锁群）

Ｌｏｃｕｓ（ＬＧ）

等位基因数

Ａｌｌｅｌｅｓ

Ｓｉｍｐｓｏｎ指数

Ｓｉｍｐｓｏｎｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎ指数

Ｓｈａｎｎｏｎｉｎｄｅｘ

位点（连锁群）

Ｌｏｃｕｓ（ＬＧ）

等位基数

Ａｌｌｅｌｅｓ

Ｓｉｍｐｓｏｎ指数

Ｓｉｍｐｓｏｎｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎ指数

Ｓｈａｎｎｏｎｉｎｄｅｘ

ｓａｔｔ２２（Ｎ） ９ ０．７８７３ １．７５０９ ｓａｔｔ４８７（Ｏ） ５ ０．７３８２ １４４０８

ｓａｔｔ１９４（Ｃ１） ６ ０．７３７５ １．４４３９ ｓａｔｔ２８６（Ｃ２） ７ ０．３９９８ ０．８３３４

ｓａｔｔ２６（４） ４ ０．５１９３ ０．７９４７ ｓａｔｔ２４５（Ｍ） １０ ０．６４８９ １．４０７４

ｓａｔｔ５８６（Ｆ） ９ ０．７７２４ １．６９３６ ｓａｔｔ２８８（Ｇ） ７ ０．７２２７ １．４５６４

ｓａｔｔ４４２（Ｈ） ８ ０．７５５４ １６５４２ ｓａｔｔ１１４（Ｆ） ８ ０．７３９２ １．６１２４

ｓａｔｔ４３１（Ｊ） ９ ０．７７９７ １．７１８３ ｓａｔｔ００５（Ｄ１ｂ） １０ ０．８３５８ １．９８７９

ｓａｔｔ３００（Ａ１） ９ ０．７６９５ １．６５２０ ｓａｔｔ４３６（Ｄ１ａ） ５ ０．４６９１ ０．７５６７

ｓａｔｔ３０９（Ｇ） ７ ０．６９８６ １．４１１８ ｓａｔｔ４２９（Ａ２） ８ ０．７６５８ １．６５９６

ｓａｔｔ２３９（Ｉ） ９ ０．７６９０ １．７１０１ ｓａｔｔ５５６（Ｂ２） ９ ０．７６４８ １．６２３１

ｓａｔｔ１５７（Ｍ） １１ ０．７６１８ １．６７７９ ｓａｔｔ２５１（Ｂ１） ９ ０．８０７０ １．８５７８

ｓａｔｔ１４６（Ｆ） ４ ０．６２８７ １．１２６３ ｓａｔｔ０３１（Ｄ１） ７ ０．６６４９ １．１４５２

ｓａｔｔ５７１（Ｉ） １０ ０．６９８２ １．４９２５ ｓａｔｔ０４５（Ｅ） ８ ０．７３５４ １．５５５６

ｓａｔｔ３４６（Ｍ） ５ ０．４３３９ ０．９０６５ ｓａｔ０９９（Ｌ） ６ ０．７５２５ １．５３３４

ｓａｔｔ５９０（Ｍ） １０ ０．６７０１ １．５１９３ 平均值 Ｍｅａｎ ７．７４ ０．６９７２ １．４６０１

图 ２　引物 Ｓａｔｔ２２在部分材料中的扩增

Ｆｉｇ．２　Ａｍｐｌｉｆｉｅｄｂａｎｄｓｕｓｉｎｇｐｒｉｍｅｒ

ｓａｔｔ２２ｉｎｓｏｍｇａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ

２．３　ＳＳＲ聚类分析
采用２７对 ＳＳＲ引物对 ３７２份野生大豆进行聚

类分析（聚类图略），在遗传距离为 １．８２处，所有材
料被分为２个大类，第Ⅰ大类材料包括冀东沿海区
域的全部材料和部分内陆的材料，第Ⅱ大类包括 １５
份材料，主要为内陆地区的材料。第Ⅰ大类在遗传
距离为１．６３处被分为２个亚类，第Ⅰ—１亚类包括
７份材料，主要为昌黎沿海区域的野生大豆材料，第

Ⅰ—２亚类在遗传距离为１．６１处将滦南、丰南等内
陆地区的材料分为一类，另一类主要为唐海沿海、

乐亭和昌黎沿海区域的野生大豆材料，表明沿海区

域的材料和内陆的材料有明显的遗传分化。

从聚类结果可以看出，在遗传距离较小时，每

一小类中的材料均采集于同一个居群，如材料 １３８
～１４３和１７１～１７５均采集于乐亭张李铺这一居群，
在遗传距离为 ０．４１处聚为一类，再如唐海县老爷

庙油井北３００ｍ大部分材料０．２７处聚为一类，可见
遗传距离与地理位置上的居群分布具有一致性，位

于不同居群但生态环境相似的材料也会聚到同一

类中，唐海九场路边苇塘材料（１２５、１２６、１２８～１３０、
１３３～１３７）和乐亭姜各庄材料（１６７～１７０）在遗传距
离为０．４１处聚到一类，又在遗传距离为 ０．６３处与
昌黎新开口田边路边材料（９４、９５、９７—９９、１０５、
１０７、１１２）聚到一类，３个居群所在地均属于盐碱度
较轻的田边、路边，使得不在同一地理位置的材料

分到了同一类中，表明采集于不同居群但是生境相

似的材料遗传距离较近。

另外，同一居群的材料也有分到不同类的情

况，如采集于昌黎黄金海岸靶场材料（１２０、１２１、
１２３、１２４）和另一部分材料（１１７～１１９、１２２）遗传距
离为１．６３，再如，唐海四场九队沟边部分材料（３５９、
３６２、３６３）和另一部分材料（２７２～２７５、２７７～２８１）的
遗传距离为 １．５５。这充分说明了相同的生态环境
的材料具有显著的遗传分化，同时也说明冀东沿海

地区的野生大豆材料具有丰富的遗传多样性。

３　结论与讨论

高惠等
［９］
利用２０对引物对天津和山东沿海滩

涂的２４２份野生大豆资源进行遗传多样性分析，共
检测到１５７个等位基因，平均每个位点等位基因数
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目为７．８５个，Ｓｉｍｐｓｏｎ指数平均为０．６５０７，Ｓｈａｎｎｏｎ
ｗｅａｖｅｒ指数平均为１．３９９０；该研究材料均采集于冀
东沿海狭小区域内，共检测到 ２０９个等位基因，平
均每个位点等位基因数目为 ７．７４，Ｓｉｍｐｓｏｎ指数和
Ｓｈａｎｎｏｎｗｅａｖｅｒ指数均高于高惠的结果，表明冀东
沿海这一狭小区域内的野生大豆具有丰富的遗传

多样性，李桂兰等
［１５］
对冀东沿海地区野生大豆同功

酶的研究也表现出了丰富的多样性。

靠近冀东海岸线区域采集的野生大豆与芦苇、

碱蓬、碱茅等杂草伴生，土壤属于滨海盐土，境盐渍

化程较高度高；而内陆地区的材料生境多为田边、

路边、水塘沟边，土壤为农田土壤，盐渍化程度低。

生境的差异造成了材料间显著的遗传差异。

聚类结果显示，同一居群的大部分材料被聚到

一类中，即遗传距离很近，但其中也有部分材料聚

到了其它类中，表明冀东沿海地区的野生大豆材料

居群内存在着明显的遗传分化。这与 Ｊｉｎ等［１６］
用

ＩＳＳＲ标记分析上海机场天然野生大豆居群得到的
居群内遗传变异呈丛状分布的结果一致；关荣霞等

对辽宁新宾县原位保护区野生大豆的分析中也得

到了一致的结果。

形态标记作为直观、简便的遗传标记，一直应

用于作物遗传和育种研究，但是其标记数量有限，

多态性低。若要深入研究生物的遗传多样性，采用

分子标记的方法进行研究是很必要的，ＳＳＲ标记具
有含量丰富、多态性高、共显性、检测方法简单等优

点。研究结果表明，与植物学性状相比，野生大豆

在 ＳＳＲ分子水平上表现出的遗传多样性指数很高，
这与丁艳来等

［５］
的研究结果是一致的。关荣霞

等
［６］
在对辽宁新宾县原位保护区野生大豆遗传多

样性的研究中发现，用 ２０～２５对引物与用 ５３对引
物的分析结果达极显著相关。该研究采用 ２７对引
物，覆盖了除 Ｋ连锁群外的所有连锁群，ＳＳＲ扩增
结果充分显示了材料的多样性。随着 ＳＳＲ标记技
术的不断发展和完善及更多 ＳＳＲ位点的发现，ＳＳＲ
标记将在未来的大豆研究中发挥更大的作用。
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