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摘　要：采用 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳技术（ＳＤＳＰＡＧＥ）对来自黑龙江省的 ２５份大豆品种进行醇溶蛋白遗传多样

性分析。结果供试材料共分离出 １９条谱带，多态性条带 １２条，多态性比率达 ６３．１６％，其中 α区 ３条带，β区 ５条

带，γ区 ５条带，ε区 ６条带。材料间的 ＮｅｉＬｉ遗传相似性系数（ＧＳ）范围为 ０．４７３７～０．９４７４，平均值为 ０．７１０５；遗

传距离（ＧＤ）范围为 ０．０５４１～０．７４７２，平均值为 ０．３６５４，表明供试材料之间具有较为丰富的醇溶蛋白遗传多样性。

聚类分析结果表明，在 ＧＳ值为 ０．７９处可聚为 ４类，主成分分析进一步验证了此结果。由此可见，醇溶蛋白标记技

术能很好地用来区分不同的大豆品种，为大豆品种鉴定和种质资源利用奠定基础。
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　　黑龙江省大豆栽培历史悠久，在不同的生态条
件影响下，大豆种质资源经历了长期的自然演化和

人工选择，形成了多种多样的种质资源。科学地评

价黑龙江省大豆种质资源的遗传多样性，不仅有利

于大豆种质资源的合理保存、优异大豆种质资源的

挖掘与创新，而且对于中国大豆种质资源的遗传多

样性研究也具有重要的意义。

醇溶蛋白结构上的差异能真实地反映出基因

表达上的差异
［１］
。醇溶蛋白在结构上为单亚基，具

有高度的异质性和复杂性，在品种间存在明显差

异，带纹及组合方式完全受基因控制，几乎不受外

界环境的影响，通过标准电泳后所展现的谱带多少

及差异，能充分反映出品种间的亲缘关系及遗传多

样性，故被称为品种的生化指纹。近年来，国内外

已将醇溶蛋白电泳分析广泛应用于植物遗传多样

性分析
［２４］
、种类的鉴别、种子纯度检验、杂种优势

预测、代换系和易位系以及体细胞无性系变异鉴

定
［５８］
等方面。

近年来，利用醇溶蛋白多样性在小麦品种研究

中得到广泛的应用，而利用醇溶蛋白研究不同大豆

品种的遗传多样性却未见报道。该文利用醇溶蛋

白的 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳技术对黑龙江省 ２５
份大豆品种的遗传多样性进行研究，为大豆新品种

选育提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
选取来自黑龙江省不同生态区的 ２５份大豆品

种为材料（表１）。大豆种子在７０℃下烘干至衡重，
用粉碎机粉碎，过 １２０目筛，置于 －８０℃冰箱中保
存备用。
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表 １　供试样品材料

Ｔａｂｌｅ１　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｐｌａｎｔｍａｔｅｒｉａｌｓ

序号

Ｎｏ．

品种名称

Ｖａｒｉｅｔｙ

序号

Ｎｏ．

品种名称

Ｖａｒｉｅｔｙ

０１ 北疆２９６Ｂｅｉｊｉａｎｇ２９６ １４ 绥农２８Ｓｕｉｎｏｎｇ２８

０２ 北疆６４１Ｂｅｉｊｉａｎｇ６４１ １５ 华疆３号 ｈｕａｊｉａｎｇ３

０３ 黑农４４Ｈｅｉｎｏｎｇ４４ １６ 垦丰１６Ｋｅｎｆｅｎｇ１６

０４ 黑农４８Ｈｅｉｎｏｎｇ４８ １７ 富兴９号 Ｆｕｘｉｎｇｊ９

０５ 合丰５０Ｈｅｆｅｎｇ５０ １８ 富兴４号 Ｆｕｘｉｎｇ４

０６ 合丰５５Ｈｅｆｅｎｇ５５ １９ 抗线８号 Ｋａｎｇｘｉａｎ８

０７ 垦鉴豆４号 Ｋｅｎｊｉａｎｄｏｕ４ ２０
抗线铁杆Ⅰ Ｋａｎｇｘｉａｎｔｉｅ

ｇａｎⅠ

０８ 垦农１８Ｋｅｎｎｏｎｇ１８ ２１ 丰收２６Ｆｅｎｇｓｈｏｕ２６

０９ 垦农２２Ｋｅｎｎｏｎｇ２２ ２２ 丰豆３Ｆｅｎｇｄｏｕ３

１０ 北豆１４Ｂｅｉｄｏｕ１４ ２３ 甘优１２０Ｆａｎｙｏｕ１２０

１１ 嫩丰１６Ｎｅｎｆｅｎｇ１６ ２４ 黑河３８Ｈｅｉｈｅ３８

１２ 绥农１４Ｓｕｉｎｏｎｇ１４ ２５ 东农５１Ｄｏｎｇｎｏｎｇ５１

１３ 绥农２７Ｓｕｉｎｏｎｇ２７

１．２　试验方法
１．２．１　大豆醇溶蛋白提取　通过正交试验筛选出

大豆醇溶蛋白提取的最佳条件。取大豆粉 ０．１ｇ置

于１．５ｍＬ离心管中，加少许抗坏血酸、ＰＶＰ，８００μＬ

６０％乙二醇，漩涡振荡１０ｍｉｎ，２０℃振荡浸提 ８ｈ，

４℃，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ２０ｍｉｎ，取上清液即为醇

溶蛋白（若浑浊则需重复离心），置于 －８０℃冰箱

中保存备用。

１．２．２　大豆醇溶蛋白 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳　ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳采用常规的 Ｌａｅｍｍｌｉ［９］碱性不连续系统，浓缩

胶浓度４％，分离胶浓度 １０％。取 ２０μＬ等体积充

分混匀的上样缓冲液和样品提取液的混合液（１００

℃变性５ｍｉｎ），注入点样孔。电泳过程采用稳压电

泳：浓缩胶８０Ｖ；分离胶 １２０Ｖ，待指示染料下行到

距胶板末端 １ｃｍ处，停止电泳，剥胶，三氯乙酸固

定，用考马斯亮蓝 Ｒ２５０染色，甲醇冰乙酸溶液脱

色，扫描记录结果。

１．２．３　数据分析　参照 Ｗｏｙｃｈｉｃｋ等［１０］
的方法，根

据迁移率大小将电泳谱带分为 α、β、γ和 ε４个区，

统计每个区所出现的条带数，每个样品的电泳条带

按有无记录，电泳条带有时赋值为１，否则赋值为０，

按 Ｎｅｉ的方法［１１］
计算品种间相似系数（ＧＳ）、遗传

距离（ＧＤ），对各品种间的聚类分析则是利用 ＮＴ

ＳＹＳＰＣ软件按基于 ＮｅｉＬｉ遗传相似系数的不加权

成对群算术平均法（ＵＰＧＭＡ）进行，同时还进行了

基于遗传相似系数的主成分分析，做出各种质材料

的散点分布图。

２　结果与分析

２．１　醇溶蛋白谱带多样性分析

２５份材料的醇溶蛋白 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图谱如

图１所示，从电泳图谱可以看出，２５份供试材料中，

最多的１份材料分离出 １９条谱带，根据 ＳＤＳＰＡＧＥ

中相对迁移率大小不同，可将大豆醇溶蛋白分为 α、

β、γ及 ε４个区，其中 α区３条带，β区５条带，γ区

５条带，ε区６条带，每份材料可以分离出 ８～１９条

迁移率不同的谱带，平均１４．２８条，其中具多态性的

谱带平均为７．２８条，多态性比率达 ６３．１６％。表明

供试材料具有丰富的醇溶蛋白遗传多样性。

图 １　２５份大豆供试材料的醇溶蛋白

（电泳图谱材料编号同表 １）

Ｆｉｇ．１　Ｇｌｉａｄｉｎｐａｔｔｅｒｎｓｏｆ２５ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓｏｆｓｏｙｂｅａｎ

ａｆｔｅｒＳＤＳＰＡＧＥ（ＴｈｅｃｏｄｅｉｓｔｈｅｓａｍｅａｓＴａｂｌｅ１．）

２．２　醇溶蛋白遗传相似性系数及遗传距离分析

利用２５个供试品种的醇溶蛋白位点计算品种

间的遗传相似性系数（ＧＳ），并据此计算相应的遗传

距离（ＧＤ）。从所得矩阵可以看出：材料间的遗传

相似性系数范围在 ０．４７３７～０．９４７４之间，变幅为

０．４７３７，平均值为０．７１０５。遗传距离范围为 ０．０５４１

～０．７４７２，变幅为 ０．６９３１，平均值为 ０．３６５４。其中

材料北疆６４１和绥农２７；垦丰 １６和绥农 ２８、华疆 ３

号的相似性系数最小，其遗传距离最大，表明它们

之间的亲缘关系最远。北疆 ２９６、丰收 ２６和甘优

１２０；合丰５５和垦鉴豆４号、华疆３号；垦农２２和绥

农１４；绥农２７和富兴９号、华疆 ３号；黑农 ４８和华

疆３号；富兴９号和富兴 ４号、丰收 ２６；抗线 ８号和

丰豆３、东农 ５１的相似性系数最大，其遗传距离最

小，表明这些品种之间材料亲缘关系最近。且 ＧＳ

的频率分布近似于正态分布（图 ２）。以上结果表

明，不同种质材料的醇溶蛋白基因在表达水平上存

在着广泛的遗传变异，具有丰富的遗传多样性。

２．３　醇溶蛋白的聚类分析

根据２５份材料的醇溶蛋白遗传相似性系数，

利用 ＵＰＧＭＡ法对其进行聚类分析（图 ３）。在 ＧＳ

＝０．７９的水平，所有供试材料可分为 ４类：第 １类



９３６　　 大 豆 科 学 ６期

包括北疆 ２９６、垦农 １８、绥农 ２７、富兴 ９号、富兴 ４

号、抗线铁杆Ⅰ、丰收２６、甘优１２０、黑河３８；第２类

包括黑农 ４４、黑农 ４８、合丰 ５５、垦鉴豆 ４号、垦农

２２、嫩丰１６、绥农１４、华疆 ３号；第 ３类有合丰 ５０、

北豆１４、绥农２８；第 ４类为北疆 ６４１、垦丰 １６、抗线

８号、东农 ５１、丰豆 ３。由此可见，利用大豆种子醇

溶蛋白遗传多样性能较好的将黑龙江省的不同大

豆品种进行分类。

图 ２　２５份大豆品种遗传相似性系数分布图

Ｆｉｇ．２　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｔｉｃｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓａｍｏｎｇ２５

ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓｏｆｓｏｙｂｅａｎｅｓｔｉｍａｔｅｄｆｒｏｍｔｏｔａｌｇｌｉａｄｉｎｍａｋｅｒｓ

图 ３　２５份大豆材料基于 Ｎｅｉ氏相似系数

的 ＵＰＧＭＡ聚类图

Ｆｉｇ．３　ＵＰＧＭＡｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｆｏｒｓｏｙｂｅａｎｂａｓｅｄｏｎ

Ｎｅｉ＇ｓｇｅｎｅｔｉｃｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ

２．４　醇溶蛋白的主成分分析

在 ＮＴＳＹＳＰＣ软件上对不同大豆品种进行主成

分分析。根据第一、第二主成分进行作图，所形成

的不同大豆品种的位置分布如图 ４所示。将位置

靠近的大豆品种划归在一起，结果表明主成分分析

的结果与 ＵＰＧＭＡ聚类分析结果相一致，并能更直

观地体现不同大豆品种之间的遗传多样性，是对聚

类结果的直观解释和佐证。

图 ４　２５份大豆品种基于 ＮｅｉＬｉ相似系数

的主成分分析

Ｆｉｇ．４　ＰＣＡａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｓｏｙｂｅａｎｂａｓｅｄｏｎ

Ｎｅｉ＇ｓｇｅｎｅｔｉｃｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ

３　讨论

醇溶蛋白的遗传多样性分析是分子生态学的

一种研究方法。醇溶蛋白标记技术具有相对比较

简单
"

不需太精密的仪器并且花费少等优点，只要

植物具备丰富的醇溶蛋白多态性，醇溶蛋白标记就

可成为评价植物遗传多样性和系统进化研究的优

良可选技术体系之一
［１２１３］

。近年来，利用醇溶蛋白

标记技术对小麦族植物进行品种鉴定、系统进化、

种质遗传变异等研究已有广泛报道
［１４１８］

，但利用醇

溶蛋白标记技术对大豆的研究却鲜有报道。

利用醇溶蛋白标记对黑龙江省 ２５份大豆的遗

传多样性进行研究，结果表明 ＳＤＳＰＡＧＥ能较好的

将醇溶蛋白谱带分离出来，相对于 ＡＰＡＧＥ来说，

ＳＤＳＰＡＧＥ具有胶板韧性大，易剥胶的优点。由电

泳结果可见，２５份材料中，最多的 １份材料共分离

出１９条谱带，其中１２条具有多态性，多态性比率为

６３．１６％。前人研究表明，对于植物物种水平的遗

传多样性而言，多态性比率在 ５０％左右被认为该物

种的遗传多样性是丰富的
［１９２１］

。由此可知供试大

豆品种具有丰富的遗传多样性。材料间 ＧＳ值变异

范围为０．４７３７～０．９４７４，在蛋白质水平上证明不同

大豆品种之间的差异很大，遗传多样性丰富。聚类

分析及主成分分析结果表明，利用醇溶蛋白遗传多

样性能较好的揭示出黑龙江省 ２５份供试大豆材料

之间的亲缘关系，以此证明醇溶蛋白标记可以作为

研究大豆品种遗传多样性的一种简单、有效的方

法，能够为大豆新品种选育提供物质基础和理论依

据。
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