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摘　要：ＧｍＰＡＰ１属低磷诱导基因，通过同源克隆测序，分析 ６８份来源于华南亚热带地区江西、湖南、福建、广西等

地野生大豆 ＧｍＰＡＰ１基因的多样性。与原基因序列 ＧｍＰＡＰ１（ＡＦ２３６１０８）比较，６８份种质资源共有 ２２个 ＳＮＰｓ和

６个 Ｉｎｄｅｌｓ，２２个 ＳＮＰｓ中有 １３处发生转换，９处发生颠换，转换所占比例接近 ２／３，有 １４个发生了非同义突变，表

明该基因在不同地区的大豆中具有较高的多样性。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｗｉｌｄｓｏｙｂｅａｎ；ＧｍＰＡＰ１；Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

　　ＳＮＰｓ（ＳｉｎｇｌｅＮｕｅｌｅｏｔｉｄｅＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，单核苷

酸多态性）是指基因组 ＤＮＡ序列中由于单个核苷

酸（Ａ，Ｔ，Ｃ，Ｇ）的替换（转换和颠换）而引起的多态

性。这种新型分子标记是继限制性片段长度多态

性（ＲＦＬＰ）和微卫星标记（ＳＳＲ）之后最有前途的第

三代分子标记。ＳＮＰｓ是基因特异性标记，对基因组

或功能基因组的测序分析结果可以提供精确的等

位基因突变信息，如果突变发生在编码区并且改变

了氨基酸序列，那么这种 ＳＮＰｓ就可能同表型相

关
［１］
。从高度稳定的 ＳＮＰｓ中易于发掘出临近目标

位点的高密度标记
［２］
。发掘 ＳＮＰｓ最简捷、最彻底

的方法是 ＤＮＡ直接测序法［３］
。

缺磷诱导根系分泌酸性磷酸酶（ＡＰＡ）是高等

植物适应低磷胁迫的一个普遍机制。低磷条件能

增加细胞外磷酸酶的分泌和细胞内磷酸酶的合成，

因为细胞外分泌磷酸酶能促进有机磷的活化，提高

土壤磷素的有效性，细胞内合成磷酸酶有利于体内

有机磷与无机磷的相互转化
［４］
。紫色酸性磷酸酶

（ＰＡＰ）是酸性磷酸酶的一种，是一类金属水解酶，植

物受低磷胁迫诱导时一些 ＰＡＰ会大量表达，并分泌

到根际土壤中水解根际土壤中的磷脂化合物释放

出 Ｐｉ供植物利用［５］
。Ｓｃｈｅｎｋ等［６］

基于 ＥＳＴ序列，

已经从大豆中克隆出了一些重要的 ＧｍＰＡＰ１基因

的 ｃＤＮＡ序列，通过验证，属于紫色酸性磷酸酶基因

家族。Ｌｉａｏ等［７］
通过低磷诱导证实了上述基因与

低磷相关，在发芽７ｄ后进行低磷诱导，１２ｄ后提取

ＲＮＡ，经 Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ杂交分析认为 ＧｍＰＡＰ１属低

磷诱导基因，在磷缺乏时主要在叶部和根部表达。

研究通过对６８份来自华南不同省份的野生大

豆的 ＧｍＰＡＰ１基因的同源克隆，通过测序，比较分

析并明确出该基因多样性（ＳＮＰｓ）变化情况，以期开

发与磷效率性状有关的 ＳＮＰｓ标记，应用于大豆磷

效率分子标记辅助育种。
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１　材料与方法

１．１　供试材料

选择来源于华南 ６８份种质进行基因同源克

隆。其中江西２０份，湖南１８份，福建 ２３份，广西 ７

份（表１）。

１．２　试验方法

１．２．１　 引 物 设 计 　 以 ＮＣＢＩ中 的 ＧｍＰＡＰ１

（ＡＦ２３６１０８）序列为模板，用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０在候选基因

两端设计引物。引物序列为：

ＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ：５′ＡＴＧＧＧＣＡＣＴＣＡＧＡＧＡＡＧＣＡＡ３′

ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ：５′ＴＴＡＣＡＴＧＴＣＡＣＴＧＧＡＧＴＣＡＡ３′

１．２．２　低磷诱导　播种：选取较为饱满的野生大

豆种子，每个品种 １０粒左右，用 １０％的双氧水消

毒，随后用蒸馏水冲冼干净，然后用小刀刮破种皮。

分批种在盛有石英砂的盆中，用 １／２浓度的 Ｈｏａｇ

ｌａｎｄ营养液把砂均匀湿润，每个品种种１行，放置人

工培养箱中，培养箱温度控制在 ２８℃左右。生长过

程中，同时喷洒同样的营养液保持沙面湿润至移

苗。移苗诱导：待真叶完全展开后，移至盛有低磷

的 １／２浓度的 Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液（０．２μｍｏｌ·Ｌ－１

ＫＨ２ＰＯ４）的培养箱中，培养 ７ｄ后，采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提

取 ＲＮＡ。

表 １　试验材料编号和来源

Ｔａｂｌｅ１Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒａｎｄｏｒｉｇｉｎｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｍａｔｅｒｉａｌｓ

编号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

来源

Ｏｒｉｇｉｎ

编号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

来源

Ｏｒｉｇｉｎ

编号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

来源

Ｏｒｉｇｉｎ

编号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

来源

Ｏｒｉｇｉｎ

ＪＷ９ 江西九江 ＪＷ１８９ 江西会昌 Ｗ３６３ 湖南衡山 ＢＷ５３ 福建沙县

ＪＷ３４ 江西都昌 ＪＷ１９７ 江西南昌 Ｗ３６４ 湖南衡阳 ＢＷ５５ 福建明溪

ＪＷ４８ 江西武宁 ＪＷ２００ 江西进贤 Ｗ３６７ 湖南绥宁 ＢＷ６０ 福建尤溪

ＪＷ５３ 江西武宁 Ｗ２３１ 湖南新田 Ｗ３７５ 湖南郴州 ＢＷ６１ 福建清流

ＪＷ６６ 江西铜鼓 Ｗ３０３ 湖南湘潭 ＢＷ１７ 福建浦城 ＢＷ６４ 福建永安

ＪＷ７３ 江西宜丰 Ｗ３１７ 湖南新田 ＢＷ２０ 福建崇安 ＢＷ６６ 福建永安

ＪＷ８０ 江西万载 Ｗ３３４ 湖南华阴 ＢＷ２３ 福建光泽 ＢＷ６９ 福建连城

ＪＷ１０１ 江西安义 Ｗ３４２ 湖南常德 ＢＷ２６ 福建松溪 ＢＷ７２ 福建上杭

ＪＷ１０８ 江西新建 Ｗ３４３ 湖南常德 ＢＷ２８ 福建建阳 ＢＷ７３ 福建霞浦

ＪＷ１２０ 江西乐平 Ｗ３４５ 湖南石门 ＢＷ３３ 福建邵武 ＢＷ７４ 福建建瓯

ＪＷ１３５ 江西婺源 Ｗ３４６ 湖南溪口 ＢＷ３５ 福建建瓯 ＢＷ８１ 广西兴安

ＪＷ１４１ 江西德兴 Ｗ３４９ 湖南龙山 ＢＷ３８ 福建泰宁 ＢＷ８４ 广西灌阳

ＪＷ１５９ 江西鹰潭 Ｗ３５０ 湖南湘阴 ＢＷ４２ 福建建宁 ＢＷ９４ 广西贺县

ＪＷ１６８ 江西崇仁 Ｗ３５５ 湖南凤皇 ＢＷ４５ 福建顺昌 ＢＷ９９ 广西融安

ＪＷ１７４ 江西宜黄 Ｗ３５９ 湖南浏阳 ＢＷ４７ 福建将乐 ＢＷ１０１ 广西富川

ＪＷ１８１ 江西南丰 Ｗ３６１ 湖南黔阳 ＢＷ４８ 福建将乐 ＢＷ１０５ 广西昭平

ＪＷ１８６ 江西宁都 Ｗ３６２ 湖南黔阳 ＢＷ５０ 福建龙岩 ＢＷ１０６ 广西象州

１．２．３ＲＴＰＣＲ　ＲＴ：１μＬＲＮＡ，１μＬ１０μｍｏｌ·Ｌ－１

引物 Ｏｌｉｇ（ｄＴ），３μＬ无 ＲＮａｓｅ的水，６５℃变性３ｍｉｎ

后冰浴 ３ｍｉｎ，依次加入 １μＬ０．０１ｍｍｏｌ·Ｌ－１的

ＤＤＴ，２μＬ１×第一链合成缓冲液，１μＬ１０μｍｏｌ·

Ｌ－１ｄＮＴＰ，１μＬ２００Ｕ的反转录酶，０．５μＬＲｉｂｏｎｕ

ｃｌｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ，置于 ４２℃水浴反应 ４５～７５ｍｉｎ，

７０℃放置３ｍｉｎ，终止反应。

ＰＣＲ反应体系：５μＬ１０×ｐｙｒｏｂｅｓｔＰＣＲＢｕｆｆｅｒ

（Ｍｇ２＋ Ｐｌｕｓ），０．５μＬＴａｋａＲａｐｙｒｏｂｅｓｔＴａｑ（５Ｕ·

μＬ－１），８μＬ２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ，２μＬｃＤ
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ＮＡ，２μＬ１０μｍｏｌ·Ｌ－１引物，ｄｄＨ２Ｏ补足。ＰＣＲ反

应程序为：９５℃ ４ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃

１ｍｉｎ，３５个循环，７２℃ １０ｍｉｎ，４℃保存。ＲＴＰＣＲ

反应产物直接交给北京奥科生物公司双向测序。

１．２．４　基因序列分析　利用 ＤＮＡＳＴＡＲ５．０软件

中的 ＥｄｉｔＳｅｑ和 ＳｅｑＭａｎ功能模块对所有材料的测

序产物进行编辑和拼接，采用 Ｃｌｕｓｔａｌｘｌ软件进行序

列比对分析。利用 ＤＮＡＳＴＡＲ５．０中的 ＥｄｉｔＳｅｑ和

ＭｅｇＡｌｉｇｎ功能模块进行翻译和比较。用 ＴＡＳＳＥＬ

２．０１软件中相关功能模块完成基因序列多样性和

聚类分析。

３　结果与分析

３．１　基因序列多样性分析

基因序列拼接成功后，将 ６８份种质与对照序

列进行比较，经统计（表２），在６８个序列中，共统计

到多态性位点２８个，平均每３５ｂｐ检测到 １个多态

性位点。其中有２２个 ＳＮＰｓ，平均每４５ｂｐ检测到 １

个 ＳＮＰ，有６个 Ｉｎｄｅｌ，平均每１６７．５ｂｐ检测到１个。

检测到的 ＳＮＰ数量远高于 Ｉｎｄｅｌ。在２２个 ＳＮＰｓ中，

有１３处发生转换，９处发生颠换，转换所占比例接

近２／３。另外，比对结果表明，所检测到的 ＳＮＰ和

Ｉｎｄｅｌ均为单一碱基变化。表明 ６８份种质的 Ｇｍ

ＰＡＰ１基因由于自然突变产生了一定数量碱基转

换、颠换及缺失，基因序列具有较为丰富的多样性。

表 ２　ＧｍＰＡＰ１基因序列多样性分布

Ｔａｂｌｅ２　ＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓｏｆｇｅｎｅＧｍＰＡＰ１

ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅ６８ｗｉｌｄｓｏｙｂｅａｎｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

序列总长度

Ｎｏ．ｏｆｂｐ

变异位点数

Ｎｏ．ｏｆｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｓｉｔｅｓ

备注

Ｃｏｍｍｅｎｔｓ

９９９ｂｐ — —

ＳＮＰ — ２２ １个／４５ｂｐ

Ｉｎｄｅｌ — ６ １个／１６７．５ｂｐ

ｔｏｔａｌ — ２８ １个／３５ｂｐ

　　另外，在所检测到的 ２２个 ＳＮＰｓ中，有 ５个

ＳＮＰｓ仅仅在参照序列中存在，在其它材料中变化一

致，均不同于参照序列（表 ３）。由于 ＧｍＰＡＰ１原基

因的克隆来源于大豆，而所有参试材料均是野生大

豆，大豆是由野生大豆遗传进化而来，所以在这几

个突变位点中，有可能其原始基因比较一致，只是

由于进化过程中这些位点发生了碱基的改变。

表 ３　种质资源与对照序列相比较

Ｔａｂｌｅ３　ＧｅｎｅＧｍＰＡＰ１ｓｅｑｕｅｎｃｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ

ａｍｏｎｇｇｅｎｏｔｙｐｅｓａｎｄＡＦ２３６１０８

４０１ｂｐ ４９７ｂｐ ５７２ｂｐ ６５９ｂｐ ７４１ｂｐ

ＡＦ２３６１０８

６８ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

Ａ

Ｃ

Ａ

Ｔ

Ｃ

Ｔ

Ａ

Ｇ

Ｇ

Ａ

　　ＳＮＰｓ存在于基因组中的各个区域，根据它们在
基因组中分布的位置可分为基因编码区 ＳＮＰｓ（ｃｏｄ
ｉｎｇｒｅｇｉｏｎＳＮＰｓ，ｃＳＮＰｓ）和非编码区 ＳＮＰｓ（ｎｏｎｃｏｄ
ｉｎｇｒｅｇｉｏｎＳＮＰｓ，ｎｃＳＮＰｓ）２类。由于选择压力的原
因，ｃＳＮＰｓ比 ｎｃＳＮＰｓ要少。另外根据 ｃＳＮＰｓ对编码
蛋白质的影响可以将它分为 ２种：一种是同义 ｃＳ
ＮＰｓ（ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓｃＳＮＰｓ），即 ＳＮＰｓ所致编码序列的
改变并不影响其所翻译的氨基酸序列，突变碱基与

未突变碱基具有相同的“含义”，是由于氨基酸密码

子的兼并性而产生的；另一种是非同义 ｃＳＮＰｓ（ｎｏｎ
ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓｃＳＮＰｓ），即碱基序列的改变将导致编码
氨基酸的改变，从而产生蛋白质序列的改变，最终

可能影响到蛋白质的功能
［８］
。该研究针对的是 ｃＤ

ＮＡ序列，全部为 ｃＳＮＰｓ，并通过对所有基因序列翻
译成氨基酸序列后进行了比较，发现在 ２２个 ＳＮＰｓ
的变异中，只有 ８个 ＳＮＰｓ发生了同义突变，１４个
ＳＮＰｓ发生了非同义突变，非同义突变较同义突变频
率高出近一倍。由于大豆是由野生大豆进化而来，

所以应该说由野生大豆进化到大豆过程中，该基因

发生了系列碱基的突变，其基因功能可能随之有所

改变。

３．２　基因序列聚类结果分析
以各材料 ＧｍＰＡＰ１的 ＳＮＰ和 Ｉｎｄｅｌ变化差异为

依据，利用 ＴＡＳＳＥＬ２．０１软件构建了 ６９个不同基
因型的 ＧｍＰＡＰ１的聚类图（包括对照）（图 １）。从
聚类图中可以看出，基于基因序列差异的基础上，

将这些材料分成三大类和 ９个小类。三大类中，第
一大类只有１份材料，即 ＢＷ６９（福建连城），从该基
因变异情况来看，该材料与其它材料的变异相对较

大；第三大类也只有 ３份材料，即 Ｗ３３４（湖南华
阴）、ＪＷ２００（江西进贤）及 Ｗ３１７（湖南新田）等；其
余材料基本上集中聚类到第二大类材料中，第二大

类又可细分为 ７个小类，７个小类当中，每个小类所
包含的种质材料基本来自不同地区。这与利用 ＳＳＲ
分子标记所得出的所有种质材料的聚类情况有所

差异，表明该基因受到环境的影响更大。与对照序

列进行比较分析来看，来自广西的野生大豆 ＢＷ８１
的基因序列与对照基因序列最为接近，只在 ４１ｂｐ
及４０１ｂｐ两处发生了碱基的变化。同时与对照序
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列聚到一小类的基本为湖南、广西及江西材料，没 有福建的材料。

图 １　基于 ＧｍＰＡＰ１基因序列的聚类图

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｃｌａｄｏｇｒａｍｔｒｅｅｂｙｇｅｎｅＧｍＰＡＰ１ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅ６８ｗｉｌｄｓｏｙｂｅａｎｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

３　结论与讨论

单核苷酸多态性（ＳＮＰｓ，ＳｉｎｇｌｅＮｕｅｌｅｏｔｉｄｅＰｏｌｙ

ｍｏｒｐｈｉｓｍｓ）在基因组中数量多、分布广泛，属二等位
基因分子标记，可以稳定遗传的点突变。所以自

１９９６年 Ｌａｎｄｅｒ［９］首次正式提出 ＳＮＰｓ为新一代分子
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标记后，动植物 ＳＮＰｓ研究迅猛发展，在作物上，
ＳＮＰｓ已广泛应用于高密度遗传图谱构建、性状作图
和基因的精确定位、群体遗传结构分析以及系统发

育分析等方面的研究
［１０］
。

ＧｍＰＡＰ１基因在栽培大豆中克隆成功［３］
，并被

证明在磷缺乏时表达量增加
［４］
。６８份野生大豆同

源克隆测序分析后，与对照序列相比较，共检测出

２８个 ＳＮＰｓ和 Ｉｎｄｅｌ，２８个 ＳＮＰｓ全部是单个碱基突
变。同时这些点突变与对照比较，有些位点只在对

照中才有，也有少数位点在少数野生大豆中才有，

这些都表明了 ＳＮＰｓ具有数量多、单拷贝等优势。
另外，ＧｍＰＡＰ１基因还表现出以下特点：ＳＮＰｓ

中有近２／３碱基变化属于转换类型，与生物体碱基
变化类型相似。从氨基酸序列分析来看，２２个
ＳＮＰｓ中有近２／３发生了非同义突变，与邹洪锋［８］

的

研究结果差别较大，其在野生大豆、半野生大豆及

栽培大豆编码区发现的 １４个 ＳＮＰｓ中，引起同义突
变的 ＳＮＰｓ为 １２个，引起非同义突变的仅为 ２个。
并且 ＧｍＰＡＰ１基因非同义突变的频率也远高于人
类的１∶３．４［１１］和玉米的 １∶４．４［１２］。表明野生大豆
ＧｍＰＡＰ１基因表现出较高的多态性和多样性，种质
资源之间基因突变较高，可能受自然环境的作用，

逐渐形成了具有调节不同环境的功能基因。

在长期的自然选择作用下，相同环境条件下野

生大豆生物学性状具有趋同性。野生大豆遗传差

异与不同环境、不同地理来源有紧密联系，不同生

态区野生大豆生物学性状具有较大遗传差异
［１３１６］

。

但基于 ＧｍＰＡＰ１基因的 ＳＮＰｓ变化将 ６８份野生大
豆分成了三大类９个小类，各小类聚类的资源组成
与地理来源没有表现出一致的现象。认为基于 Ｇｍ
ＰＡＰ１基因 ＳＮＰｓ虽然具有较高的稳定性，但只局限
于基因组的某一小区段，并且该基因可能容易受到

自然地理环境的影响，突变率较高，所以在该基因

序列的变化差异上未能很好地明确野生大豆种质

资源之间的亲缘关系及差异。
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