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大豆 ＧｍＳＷＥＥＴ３９基因在高蛋白种质 ＨＰＣＤ５ 中的定位、功能分析与育种应用

张英虎ꎬ薛　 松ꎬ于文青ꎬ杨红燕ꎬ沈会权ꎬ徐　 肖ꎬ梁志浩ꎬ程怡幡

(江苏沿海地区农业科学研究所ꎬ江苏 盐城 ２２４００２)

摘　 要:为探究高蛋白大豆新种质 ＨＰＣＤ５ 及其籽粒蛋白质含量主效位点在品种选育中的应用价值ꎬ本研究通过 Ｆ２分

离群体连锁定位ꎬ结合转录组与基因序列分析ꎬ挖掘控制籽粒蛋白质含量的主效位点ꎬ进一步构建重组自交系群体并

开展表型与基因型检测ꎬ明确主效位点的育种利用效率ꎮ 结果表明:在大豆 １５ 号染色体 ２. ４ ~ ５. ７ Ｍｂ 的区间内检测

到同时控制籽粒蛋白质、油脂和百粒重性状的位点ꎬ该区间包含控制大豆蛋白质、油脂和百粒重性状的基因

ＧｍＳＷＥＥＴ３９(ＧｍＳＷＥＥＴ１０ａꎬＧｌｙｍａ. １５Ｇ０４９２００)ꎮ 序列与表达分析显示ꎬＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因在 ＨＰＣＤ５ 和南农菜豆 ５ 号

中存在差异ꎬ同时南农菜豆 ５ 号开花后 ３０ ｄ 籽粒中该基因表达量显著高于 ＨＰＣＤ５ꎬ表明 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因是 ＨＰＣＤ５
中控制籽粒蛋白质含量等性状的关键基因ꎻ以 ＨＰＣＤ５ 为亲本ꎬ与南农 ９９￣６、武德、徐豆 １４ 和中黄 ３９ 配置杂交组合ꎬ构
建包含 ３３４ 份家系的重组自交系群体ꎬ通过两年表型鉴定与基因型检测联合分析ꎬ在 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因附近检测到多

个与蛋白、油脂和百粒重关联的 ＳＮＰ 标记ꎬ其中基因内 ＳＮＰ 标记 ＴＺＸ￣９４ 对三者的表型解释率分别为 ２６. ９％ 、２９. ９％
和 ７. ８％ ꎬ明确 ＨＰＣＤ５ 中 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因对大豆蛋白、油脂和百粒重具有选择效果ꎮ 同时开发了 ２ 个 ＧｍＳＷＥＥＴ３９
基因的 ＩｎＤｅｌ 标记ꎬ丰富了该基因的分子标记类型ꎮ 本研究明确了 ＨＰＣＤ５ 中来自野生大豆的控制籽粒蛋白质等性状

的遗传位点ꎬ拓展了 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因等位变异资源ꎬ验证了其在多遗传背景下的育种应用潜力ꎬ创制出多个高蛋白

大豆新种质ꎬ为高蛋白大豆品种的分子育种提供了重要基因资源与技术支撑ꎮ
关键词:大豆ꎻ高蛋白ꎻＧｍＳＷＥＥＴ３９ꎻ标记辅助选择ꎻ育种应用
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４ 期 张英虎等:大豆 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因在高蛋白种质 ＨＰＣＤ５ 中的定位、功能分析与育种应用 ５９　　　

　 　 大豆是我国重要的油脂和蛋白质来源ꎬ其产量

和品质对国民经济发展和人民生活至关重要ꎮ 栽

培大豆一般含有 ４０％的蛋白质和 ２０％的油脂含量ꎬ
提高籽粒蛋白质含量和油脂含量是大豆品质育种

的主要目标ꎮ 大豆籽粒蛋白质和油脂含量是受遗

传和环境协同控制的数量性状ꎬ国内外研究者利用

连锁分析、关联分析等方法ꎬ检测到多个控制大豆

籽粒蛋白质和油脂含量的 ＱＴＬ /基因[１￣４]ꎬ这些数量

性状位点(ＱＴＬ)广泛分布于大豆所有染色体上ꎬ然
而多数位点的遗传效应值较低ꎬ致使其在大豆品质

改良育种实践中应用较为有限ꎮ 特别是野生大豆

中的优良等位变异在栽培大豆中的利用则更少ꎮ
多个研究者在大豆 １５ 号染色体 ４. ０ Ｍｂ 区域范

围内检测到蛋白质和油脂的 ＱＴＬ[５￣７]ꎬ通过分子生物

学和群体遗传学等手段表明该位点的控制基因为

ＧｍＳＷＥＥＴ３９(ＧｍＳＷＥＥＴ１０ａꎬＧｌｙｍａ. １５Ｇ０４９２００)ꎬ其
功能区的 ＣＣ(ＤＴ１５￣３８７５１０１) 插入或缺少是影响

ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因功能的关键变异ꎬ该变异在大豆

驯化过程中受到选择ꎬ９５％ 以上野生大豆中为含有

ＣＣ 片段的高蛋白等位变异类型ꎬ而 ８０％ 以上栽培

大豆中为 ＣＣ 片段缺少的高油脂等位变异类型[８￣１０]ꎬ
但能否利用野生大豆中 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 高蛋白等位变

异来提高栽培大豆中籽粒蛋白质含量的研究鲜有

报道ꎮ
南农菜豆 ５ 号是南京农业大学选育的夏大豆品

种ꎬ该品种籽粒大、蛋白质含量高[１１]ꎬ利用野生大豆

ＺＹＤ４２１９ 为供体亲本ꎬ南农菜豆 ５ 号为轮回亲本ꎬ
通过回交 ３ 代自交 ７ 代(ＢＣ３Ｆ７)创制出高蛋白大豆

新种质 ＨＰＣＤ５ꎬ其籽粒蛋白质含量为 ５０. ９％ ꎬ显著

高于论文亲本南农菜豆 ５ 号的 ４６. ２％ ꎮ ２００８—
２０１８ 年黄淮海南部育成品种蛋白质为 ４１. ７７％ [１２]ꎬ
新创制的 ＨＰＣＤ５ 蛋白质含量显著高于黄淮海南部

育成品种的平均值ꎬ表明该种质在蛋白质的利用上

具有较高的应用价值ꎮ 前期通过分析 ＨＰＣＤ５ 与徐

豆 １４、中黄 ３９ 杂交组合 Ｆ２∶ ３和 Ｆ２∶ ４分离世代家系蛋

白质含量ꎬ发现利用 ＨＰＣＤ５ 可以显著提高了栽培大

豆籽粒蛋白质含量[１３]ꎬ但 ＨＰＣＤ５ 中来自野生大豆

控制籽粒蛋白质含量的关键位点及其育种利用效

率尚未明确ꎮ 本研究以南农菜豆 ５ 号和 ＨＰＣＤ５ 杂

交后代为材料ꎬ鉴定 ＨＰＣＤ５ 中来自野生大豆的控制

籽粒蛋白质等性状的遗传位点ꎬ以 ＨＰＣＤ５ 与南农

９９￣６、武德、徐豆 １４ 和中黄 ３９ 的杂交组合后代重组

自交系 (Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｉｎｂｒｅｄ ＬｉｎｅｓꎬＲＩＬ) 群体为材

料ꎬ旨在明确鉴定位点对大豆蛋白质含量等性状的

选择效果ꎬ为大豆高蛋白质育种提供理论依据和基

因资源ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 试验材料

南农菜豆 ５ 号ꎬ南农菜豆 ５ 号高蛋白回交系

(ＨＰＣＤ５)ꎬ南农菜豆 ５ 号和 ＨＰＣＤ５ 杂交产生的 Ｆ２

群体(包含 ２０９ 份家系)ꎬＨＰＣＤ５ 与南农 ９９￣６、武德、
徐豆 １４ 和中黄 ３９ 的杂交组合后代重组自交系群体

(分别包含 １００ꎬ７０ꎬ９９ 和 ６５ 份家系)ꎬ其中南农菜豆

５ 号、ＨＰＣＤ５、南农 ９９￣６、武德、徐豆 １４ 和中黄 ３９ 等

亲本材料均由南京农业大学国家大豆改良中心

提供ꎮ
１. ２　 试验设计

试验材料种植在江苏沿海地区农业科学研究

所南洋试验场(３３°２５′Ｎꎬ１２０°１１′Ｅ)ꎬ大豆生长时间

为 ６ 月至 １０ 月ꎬ播种前结合旋耕施入 ３００ ｋｇ􀅰ｈｍ － ２

复合肥(Ｎ∶ Ｐ∶ Ｋ ＝ １５ ∶ １５ ∶ １５)作基肥ꎬ开花初期施

７５０ ｋｇ􀅰ｈｍ － ２尿素作追肥ꎮ
检测 ＨＰＣＤ５ 中籽粒蛋白质含量等性状关键位

点ꎮ 利用 ＨＰＣＤ５ 和南农菜豆 ５ 号杂交产生的分离

后代检测 ＨＰＣＤ５ 中籽粒蛋白质含量等性状关键位

点ꎬ２０１７ 年种植 Ｆ２单株并测定基因型ꎬ２０１８ 年种植

Ｆ２ ∶ ３株行ꎬ行长 ２ ｍꎬ行距 ０. ５ ｍꎬ株行收获ꎮ
分析 ＨＰＣＤ５ 和南农菜豆 ５ 号籽粒蛋白质含量

等候选基因序列和表达情况ꎮ 测定 ＨＰＣＤ５ 和南农

菜豆 ５ 号籽粒蛋白质含量等候选基因序列ꎬ发掘基

因序列差异ꎬ测定 ＨＰＣＤ５ 和南农菜豆 ５ 号籽粒不同

发育阶段关键基因的表达情况ꎬ发掘基因表达差异ꎮ
利用 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因提高栽培大豆蛋白质含

量的育种应用研究ꎮ ２０２１ 年和 ２０２３ 年种植 ＨＰＣＤ５
与南农 ９９￣６、武德、徐豆 １４ 和中黄 ３９ 的杂交组合后

代重组自交系群体ꎬ随机区组设计ꎬ行长 ２ ｍꎬ行距

０. ５ ｍꎬ３ 次重复ꎬ株行收获ꎮ
１. ３　 表型测定

大豆收获后ꎬ随机选择 １００ 粒种子测定其百粒

重ꎬ利用 ＦＯＳＳ 近红外 ＩｎｆｒａｔｅｃＴＭ １２４１ 测定大豆籽粒

蛋白质含量和油脂含量ꎮ
１. ４　 重测序与基因分型

利用 ＣＴＡＢ 法提取全部试验材料的叶片基因组

ＤＮＡꎬ利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 高通量测序仪对南农菜豆

５ 号和 ＨＰＣＤ５ 进行重测序ꎬ平均每个样品测序数据

量约为 ３０ 倍基因组覆盖深度ꎬ覆盖度在 ９５％以上ꎬ
对南农菜豆 ５ 号和 ＨＰＣＤ５ 杂交后代 Ｆ２进行简化基
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因组测序ꎬ因部分样品 ＤＮＡ 建库失败ꎬ共获得 １７８
份家系基因型ꎬ平均每个样品测序数据量约为 ０. ５
倍基因组覆盖深度ꎬ 覆盖度为 １０％ 左右ꎬ 使用

ＧＡＴＫ４. ０ 进行 ＳＮＰ 和 ＩｎＤｅｌ 分析ꎬ由上海凌恩生物

科技有限公司进行检测ꎮ 利用基于靶向测序的高

通量基因型检测液相芯片“大豆 ４０Ｋ￣ＧＢＴＳ”鉴定

ＨＰＣＤ５ 与南农 ９９￣６、武德、徐豆 １４ 和中黄 ３９ 的杂

交组合后代重组自交系群体家系的基因型ꎬ由河北

石家庄博瑞迪生物技术有限公司进行检测[１４]ꎮ
１. ５　 转录组分析

使用北京天根生化科技有限公司 ＲＮＡｓｉｍｐｌｅ 总

ＲＮＡ 提取试剂盒提取 ＨＰＣＤ５ 和南农菜豆 ５ 号开花

后 ２０ꎬ ３０ꎬ ４０ 和 ５０ ｄ 种子总 ＲＮＡꎬ利用以大豆

ｍＲＮＡ 为模板ꎬ以随机寡核苷酸为引物ꎬ用逆转录酶

合成第一条 ｃＤＮＡ 链ꎬ然后用 ＤＮＡ 聚合酶 Ｉ 以

ｄＮＴＰｓ 为原料合成第二条 ｃＤＮＡ 链ꎬ使用核酸纯

化试剂盒(ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ ｂｅａｄｓ)筛选片段大小ꎬＰＣＲ 富

集测序 样 本ꎬ 纯 化 ＰＣＲ 产 物ꎬ 制 备 测 序 文 库ꎮ
用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ２５００ 高通量测序平台进行转录组

测序ꎮ 利用 ｐｅｒｌ 软件计算 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因不同时期

的 ＦＰＫＭ 值ꎬ由上海凌恩生物科技有限公司进行

检测ꎮ
１. ６　 基因扩增和 ＩｎＤｅｌ 标记开发

从 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ１３ 网站中获取 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因

的序列ꎬ设计扩增引物 Ｆ１￣Ｒ１ 和 Ｆ２￣Ｒ２(表 １)ꎮ 以

ＨＰＣＤ５ 和南农菜豆 ５ 号基因组 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩

增ꎬ试剂盒进行胶回收ꎬ并进行测序ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ

Ｐｒｅｍｉｅｒ ５. ０ 软件设计 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因内 ＩｎＤｅｌ 标
记ꎬ由上海凌恩生物科技有限公司进行检测ꎮ

表 １　 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＧｍＳＷＥＥＴ３９

测序区域

Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ
引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｓ
引物序列(５′￣３′)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′￣３′)

Ｆ１￣Ｒ１ Ｆ１ ＧＴＡＴＧＡＴＣＴＧＧＣＧＧＣＣＧＴＡＡ

Ｒ１ ＡＡＣＴＣＴＣＡＣＣＴＴＧＴＴＴＧＣＡＧＧＣ

Ｆ２￣Ｒ２ Ｆ２ ＧＣＡＣＣＡＴＣＴＧＡＡＣＴＡＧＣＣＣＣ

Ｒ２ ＣＣＴＡＴＡＣＧＣＴＡＴＴＣＧＣＧＧＣＣ

１. ７　 数据分析

利用 Ｅｘｃｅｌ ２０２１ 进行统计分析ꎬ使用 ＭｓｔＭａｐ 软

件( ｈｔｔｐ: / / ｍｓｔｍａｐ. ｏｒｇ / ) 构 建 南 农 菜 豆 ５ 号 和

ＨＰＣＤ５ 杂 交 产 生 的 Ｆ２ 群 体 的 图 谱ꎬ 利 用

ＴＡＳＳＥＬ５[１５] 中 ＧＬＭ(Ｇｅｎｅｒａｌ Ｌｉｎｅａｒ Ｍｏｄｅｌ)进行标

记和性状关联分析ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 高蛋白大豆种质 ＨＰＣＤ５ 籽粒性状位点鉴定

２. １. １　 ＨＰＣＤ５ 和南农菜豆 ５ 号组合后代籽粒蛋白

质、油脂和百粒重表型分布　 测定 ＨＰＣＤ５ 和南农菜

豆５ 号杂交 Ｆ２∶ ３代家系蛋白质、油脂和百粒重表型ꎬ因
部分材料种子量不足ꎬ仅获得 ２０４ 份家系的蛋白质和

油脂表型ꎬ杂交组合后代、蛋白质、油脂和百粒重平均

值分别为 ４７. ５％、１８. ２％和 ２３. ６ ｇꎬ变幅分别为 ４１. ６％
~５２. ２％、１６. ２％ ~１９. ８％和 １７. ２ ~２８. ７ ｇ(图 １)ꎮ
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图 １　 ＨＰＣＤ５ 和南农菜豆 ５ 号杂交后代蛋白质(Ａ)、油脂(Ｂ)和百粒重(Ｃ)表型分布

Ｆｉｇ. １　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ (Ａ)ꎬ ｏｉｌ (Ｂ) ａｎｄ １００￣ｓｅｅｄ ｗｅｉｇｈｔ (Ｃ) ｉｎ ｈｙｂｒｉｄ
ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｏｆ ＨＰＣＤ５ ａｎｄ Ｎａｎｎｏｎｇｃａｉｄｏｕ ５

２. １. ２ 　 亲本品种 ＨＰＣＤ５ 和南农菜豆 ５ 号间序

列差异分析 　 利用重测序技术对南农菜豆 ５ 号

和 ＨＰＣＤ５ 进 行 ＤＮＡ 序 列 测 定ꎬ 分 别 检 测 到

３ ４３２ ０９３ ３１８和３１ ２５３ ４５０ ４７７ ｂｐ 序列(约 ３０ × )ꎬ
将测定的序列与参考基因组 Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２ 比对ꎬ分别

检测到 ２ ５９３ ８１２ 和 ２ ６５９ １５４ 个 ＳＮＰꎬ３７８ １０３ 和

３９３ ０３０ 个 ＩｎＤｅｌꎬ比较南农菜豆 ５ 号和 ＨＰＣＤ５ 两材

料序列间的差异ꎬ检测到 ２ ８９５ 个 ＳＮＰ 和 ３６１ 个

ＩｎＤｅｌꎬ这些位点主要分布在全基因组 １１ 个区间范

围内(表 ２)ꎮ

表 ２　 ＨＰＣＤ５ 和南农菜豆 ５ 号差异序列区间

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｔｅｒｖａｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＨＰＣＤ５ ａｎｄ Ｎａｎｎｏｎｇｃａｉｄｏｕ ５

染色体

Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
基因数

Ｇｅｎｅ ｎｕｍｂｅｒ
开始位置

Ｓｔａｒｔ ｐｏｓｉｔｉｏｎ / ｂｐ
结束位置

Ｆｉｎａｌ ｐｏｓｉｔｉｏｎ / ｂｐ
区间长度

Ｉｎｔｅｒｖａｌ ｌｅｎｇｔｈ / ｂｐ

Ｇｌｙｍａ. ０２ ６９ ４２７４２４６５ ４４０３７８５４ １２９５３８９

Ｇｌｙｍａ. ０４ １９３ ４８７９３０７７ ５２３８４８３７ ３５９１７６０

Ｇｌｙｍａ. ０６ ２７３ ３５６５０５６ １３３５５０６０ ９７９０００４

Ｇｌｙｍａ. ０８ ２４ ２７８０３２８ １０９７３４７９ ８１９３１５１

Ｇｌｙｍａ. ０９ ２０３ ２９３２０５ ３５１５６５５ ３２２２４５０

Ｇｌｙｍａ. １０ １９０ ４４４１３０７４ ５１５３２８５８ ７１１９７８４

Ｇｌｙｍａ. １２ ３０ １３３７２ ５１１００３ ４９７６３１

Ｇｌｙｍａ. １４ ２０ ６１２３８６６ ７０７４９００ ９５１０３４

Ｇｌｙｍａ. １５ ２２５ ２４０２６９７ ５７４７３１５ ３３４４６１８

Ｇｌｙｍａ. １７ ２４ １１０３４７６１ １３４４２２９２ ２４０７５３１

Ｇｌｙｍａ. １９ ８４ ４３０９ １５７０５７４ １５６６２６５

总计 Ｔｏｔａｌ １３３５ ４１９７９６１７

２. １. ３　 ＨＰＣＤ５ 中控制大豆籽粒性状的关键位点检

测　 利用简化基因组测序技术测定 ＨＰＣＤ５ 和南农

菜豆 ５ 号杂交后代 Ｆ２家系基因型ꎬ成功根据 １７８ 份

家系鉴定出 １ ５８６ 个有效 ＳＮＰ 标记ꎬ联合基因型和

表型数据ꎬ在 １５ 号染色体 ２. ４ ~ ５. ７ Ｍｂ 鉴定到 １ 个

同时控制大豆蛋白质、油脂和百粒重的位点(图 ２)ꎬ
表型解释率分别为 ２１. ５％ 、１６. ７％和 １７. ７％ ꎮ 该位

点是 ＨＰＣＤ５ 中基于重测序检测的 １１ 个片段之一ꎬ
推测该位点是 ＨＰＣＤ５ 中控制大豆籽粒性状的关键

位点ꎮ

２. ２　 高蛋白大豆种质 ＨＰＣＤ５ 籽粒性状候选基因

分析

　 　 前人研究表明在大豆 １５ 号染色体 ２. ４ ~ ５. ７ Ｍｂ
区间内检测到大豆百粒重、蛋白质和油脂含量的

ＱＴＬꎬ同时 ＧｍＳＷＥＥＴ３９(Ｇｌｙｍａ. １５Ｇ０４９２００)为其控

制基因[８￣１０]ꎮ 为明确该基因是否为 ＨＰＣＤ５ 中控制
大豆百粒重、蛋白质和油脂含量的基因ꎬ对两各材

料间该基因进行序列分析ꎬ发现南农菜豆 ５ 号和

ＨＰＣＤ５ 在 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因启动子、编码区和下游

区域存在多个位点差异ꎬ其中包含 ２０ 个 ＩｎＤｅｌ 差异
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和 ５２ 个 ＳＮＰ 差异ꎮ ４ 个 ＩｎＤｅｌ 差异如图 ３ 所示ꎬ其
中 Ｃｈｒ１５＿３８７５１０１ 位于编码区ꎬ其序列变化会导致

氨基酸变化ꎬ被认为是该基因的主要功能区域ꎬ
Ｃｈｒ１５＿３８７６９８１ 位于启动子区域ꎬ可能调控该基因

的表达情况ꎮ ＨＰＣＤ５ 中 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因在 Ｃｈｒ１５
＿３８７５１０１ 序列与野生大豆基因型一致[７]ꎬ推测

ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 是 ＨＰＣＤ５ 中控制大豆百粒重、蛋白质

和油脂含量的基因ꎮ 本研究在内含子和启动子上

游区域检测到两个序列差异较大的位点 Ｃｈｒ１５ ＿
３８７５５５０ 和 Ｃｈｒ１５＿３８８４６０３ꎬ其差异序列长度分别为

７４ 和 ２７ ｂｐꎬ这两个位点是否有功能需要进一步研

究ꎬ但该位点可以用于设计 ＩｎＤｅｌ 标记ꎮ

图 ２　 ＨＰＣＤ５ 和南农菜豆 ５ 号杂交 Ｆ２蛋白质、油脂和百粒重定位结果

Ｆｉｇ. ２　 Ｍａｐｐｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｏｉｌ ａｎｄ １００￣ｓｅｅｄ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ Ｆ２ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｒｏｓｓ ｏｆ ＨＰＣＤ５ ａｎｄ Ｎａｎｎｏｎｇｃａｉｄｏｕ ５

图 ３　 ＨＰＣＤ５ 和南农菜豆 ５ 号中 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因序列差异分析

Ｆｉｇ. ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧｍＳＷＥＥＴ３９ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＨＰＣＤ５ ａｎｄ Ｎａｎｎｏｎｇｃａｉｄｏｕ ５

　 　 利用转录组测序数据分析 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 在籽粒

不同发育时期基因表达ꎬ发现该基因随着籽粒的成

熟表达量呈逐渐降低ꎬ开花后 ５０ ｄ 几乎不表达ꎬ在南

农菜豆 ５ 号中的表达量高于 ＨＰＣＤ５ꎬ在开花后 ３０ ｄ
时差异显著ꎬ表明 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 是 ＨＰＣＤ５ 百粒重、
蛋白质和油脂含量较亲本变化的关键基因(图 ４)ꎮ
２. ３　 高蛋白大豆种质 ＨＰＣＤ５ 的育种应用

配置 ＨＰＣＤ５ 和南农 ９９￣６、武德、徐豆 １４ 和中黄

３９ 的杂交组合ꎬ经过单粒传法ꎬ分别形成了 １００ꎬ７０ꎬ
９９ 和 ６５ 份家系ꎬ共包含了 ３３４ 份杂交后代ꎬ对杂交

后代进行籽粒蛋白质、油脂和百粒重的测定ꎬ同时

利用芯片技术检测了 １５ 号染色体上的分子标记ꎬ结
果表明 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因附近多个 ＳＮＰ 与蛋白、油
脂和百粒重关联ꎬ两年平均的表型解释率分别为

２６. ９％ 、２９. ９％和 ７. ８％ ꎬ表明该位点对蛋白和油脂

含量的选择效率较高(图 ５)ꎮ 对 ４ 个杂交组合后代

进行分析ꎬ结果表明 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因中 ＨＰＣＤ５ 类

型家系在 ４ 个杂交组合后代中均表现出高蛋白、低
油脂和低百粒重ꎬ表明该位点在不同遗传背景下均

具有选择效果(表 ３)ꎮ
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　 　 注:Ａ. 南农菜豆 ５ 号和 ＨＰＣＤ５ 在开花后不同时期的籽粒形态ꎻ Ｂ. 南农菜豆 ５ 号和 ＨＰＣＤ５ 在开花后不同时期籽粒

ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因表达量直方图ꎮ ＤＡＦ. 开花后天数ꎮ ∗∗表示 Ｐ < ０. ０１ 水平存在显著差异ꎮ
Ｎｏｔｅ:Ａ. Ｔｈｅ ｓｅｅｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｎａｎｎｏｎｇｃａｉｄｏｕ ５ ａｎｄ ＨＰＣＤ５ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ａｆｔｅｒ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇꎻ Ｂ. Ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＧｍＳＷＥＥＴ３９

ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｎａｎｎｏｎｇｃａｉｄｏｕ ５ ａｎｄ ＨＰＣＤ５ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ａｆｔｅｒ ｓｅｅｄ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ. ＤＡＦ. Ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ. ∗∗ ｍｅａｎｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ Ｐ < ０. ０１ ｌｅｖｅｌ.

图 ４　 Ｎａｎｎｏｎｇｃａｉｄｏｕ ５ 和 ＨＰＣＤ５ 在开花后不同时期籽粒 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因表达情况

Ｆｉｇ. ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＧｍＳＷＥＥＴ３９ ｇｅｎｅ ｉｎ ｓｅｅｄｓ ｏｆ Ｎａｎｎｏｎｇｃａｉｄｏｕ ５ ａｎｄ ＨＰＣＤ５ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ａｆｔｅｒ ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ
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图 ５　 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因附近 ＳＮＰ 对杂交后代家系中蛋白质(Ａ)、
油脂(Ｂ)和百粒重(Ｃ)的选择效果图

Ｆｉｇ. ５　 Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＳＮＰｓ ｎｅａｒ ＧｍＳＷＥＥＴ３９ ｇｅｎｅ ｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ (Ａ)ꎬ
ｏｉｌ (Ｂ)ꎬ ａｎｄ １００ ｓｅｅｄ ｗｅｉｇｈｔ (Ｃ) ｉｎ ｈｙｂｒｉｄ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｆａｍｉｌｉｅｓ

表 ３　 杂交组合后代家系在 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因内 ＳＮＰ(ＴＺＸ￣９４)不同等位变异下蛋白质、油脂和百粒重的表型值

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｌｉｐｉｄꎬ ａｎｄ １００￣ｓｅｅｄ ｗｅｉｇｈｔ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｌｅｌｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ
ｏｆ ＳＮＰ (ＴＺＸ￣９４) ｉｎ ＧｍＳＷＥＥＴ３９ ｇｅｎｅ ｉｎ ｈｙｂｒｉｄ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｆａｍｉｌｉｅｓ

组合

Ｃｒｏｓｓ
类型

Ｔｙｐｅ

家系数

Ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ
ｎｕｍｂｅｒ

蛋白含量

Ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ / ％
油脂含量

Ｏｉｌ ｃｏｎｔｅｎｔ / ％
百粒重

１００￣ｓｅｅｄ ｗｅｉｇｈｔ / ｇ

２０２１ ２０２３ ２０２１ ２０２３ ２０２１ ２０２３

ＨＰＣＤ５ × 南农 ９９￣６
ＨＰＣＤ５ × Ｎａｎｎｏｎｇ ９９￣６

ＨＰＣＤ５ ３８ ４８. ８ ４８. ０ １８. １ １８. ４ ２１. ３ ２１. ５

南农 ９９￣６ ５７ ４５. ８ ４５. ３ １９. ６ １９. ８ ２３. ６ ２３. ９

武德 × ＨＰＣＤ５
Ｗｕｄｅ × ＨＰＣＤ５

ＨＰＣＤ５ ２７ ４９. ４ ４８. ６ １８. ４ １８. ９ ２２. ６ ２２. ６

武德 ４０ ４６. ９ ４５. ６ １９. ６ ２０. ２ ２５. ３ ２５. ０

徐豆 １４ × ＨＰＣＤ５
Ｘｕｄｏｕ １４ × ＨＰＣＤ５

ＨＰＣＤ５ ４６ ４６. ７ ４７. ０ １８. ８ １８. ９ ２１. ０ ２３. ５

徐豆 １４ ５０ ４５. ３ ４５. ０ １９. ５ ２０. ０ ２２. ３ ２４. ５

中黄 ３９ × ＨＰＣＤ５
Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ ３９ × ＨＰＣＤ５

ＨＰＣＤ５ ２８ ４７. ９ ４７. ４ １８. ７ １８. ９ ２２. ６ ２４. ４

中黄 ３９ ３３ ４５. ３ ４４. ９ １９. ８ ２０. ３ ２３. ４ ２５. ３

　 　 为拓展 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 利用范围ꎬ对 ＨＰＣＤ５ 和南

农菜豆 ５ 号中在 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因内和附近位置的

ＩｎＤｅｌ 设计分子标记(表 ４)ꎬ利用分子标记检测中黄

３９、南农 ９９￣６ 和徐豆 １４ 等品种在 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因

上的等位变异类型ꎬ结果表明 ３ ８７５ ５５０ 和３ ８８４ ６０３
位置可以通过琼脂糖电泳进行区分(图 ６)ꎮ

表 ４　 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因差异位点开发的 ＩｎＤｅｌ 标记

Ｔａｂｌｅ ４　 ＩｎＤｅｌ ｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒＧｍＳＷＥＥＴ３９ ｇｅｎｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｓｉｔｅｓ

测序区域 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ 引物名称 Ｐｒｉｍｅｒｓ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５’￣３’)

３８７５１０１ ３８７５１０１￣Ｆ ＧＴＡＴＧＡＴＣＴＧＧＣＧＧＣＣＧＴＡＡ

３８７５１０１￣Ｒ ＡＡＣＴＣＴＣＡＣＣＴＴＧＴＴＴＧＣＡＧＧＣ

３８７５５５０ ３８７５５５０￣Ｆ ＧＣＡＣＣＡＴＣＴＧＡＡＣＴＡＧＣＣＣＣ

３８７５５５０￣Ｒ ＣＣＴＡＴＡＣＧＣＴＡＴＴＣＧＣＧＧＣＣ

３８７６９８１ ３８７６９８１￣Ｆ ＴＧＧＧＧＧＡＴＧＴＧＡＴＧＡＧＣＡＡＣ

３８７６９８１￣Ｒ ＣＴＧＣＴＴＣＣＧＡＧＧＧＧＡＴＧＴＴＴ

３８８４６０３ ３８８４６０３￣Ｆ ＴＣＴＣＣＴＧＡＣＡＡＧＴＧＡＣＴＴＧＡＣＡ

３８８４６０３￣Ｒ ＡＡＡＧＧＡＧＡＧＴＧＧＡＴＡＴＴＴＧＣＣＴ
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　 　 注:从左到右材料分别为中黄 ３９、南农 ９９￣６、徐豆 １４、南农菜豆 ５ 号和 ＨＰＣＤ５ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔｗｅｒｅ Ｚｈｏｎｇｈｕａｎｇ ３９ꎬ Ｎａｎｎｏｎｇ ９９￣６ꎬ Ｘｕｄｏｕ １４ꎬ Ｎａｎｎｏｎｇｃａｉｄｏｕ ５ꎬ ａｎｄ

ＨＰＣＤ５ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ６　 ＩｎＤｅｌ 标记的电泳图

Ｆｉｇ. ６　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｉｍａｇｅ ｏｆ ＩｎＤｅｌ ｍａｒｋｅｒｓ

３　 讨论

选育高蛋白大豆品种是大豆品质育种的重要

目标之一ꎬ野生大豆是提高育成品种蛋白质含量的

优异基因源[１６￣１７]ꎮ 本研究利用野生大豆 ＺＹＤ４２１９
为供体亲本ꎬ南农菜豆 ５ 号为轮回亲本ꎬ成功创造出

蛋白质含量显著高于南农菜豆 ５ 号的高蛋白新种质

ＨＰＣＤ５ꎬ联合定位分析、基因序列分析和表达分析ꎬ
明确位于 １５ 号染色体的 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ ( Ｇｌｙｍａ.
１５Ｇ０４９２００)基因为来自野生大豆的控制蛋白质含

量的关键基因ꎮ 前人研究表明ꎬＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因

受到选择ꎬ高蛋白等位变异类型主要存在在野生大

豆中ꎬ在现代栽培品种中频率很低[１０]ꎬ本研究分析

了中黄 ３９、徐豆 １４ 和南农 ９９￣６ 等现代育成品种ꎬ发
现育成品种中均不含有 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 高蛋白等位变

异类型ꎬ表明利用野生大豆中含有的 ＧｍＳＷＥＥＴ３９
高蛋白等位变异可以提高栽培大豆中籽粒蛋白质

含量ꎮ
利用 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 提高育成品种蛋白质含量的

同时ꎬ显著降低了油脂和百粒重ꎬ表明 ＧｍＳＷＥＥＴ３９
基因具有多效性ꎮ 从野生大豆到栽培大豆ꎬ大豆经

历了油脂和百粒重增加ꎬ蛋白质下降的过程ꎬ当前

也检测到多个同时增加大豆油脂和百粒重的基

因[１８]ꎮ 但在育成品种中ꎬ多个研究表明大豆油脂和

百粒重呈负相关或相关性不显著ꎬ而蛋白质含量和

百粒重呈正相关[１３ꎬ １９￣２０]ꎬ因此在利用 ＧｍＳＷＥＥＴ３９
高蛋白等位变异时需要协调其他高百粒重位点ꎬ本
研究利用的高蛋白新种质 ＨＰＣＤ５ 在具备高蛋白优

异性状的同时具备百粒重不低的特点ꎬ在育种利用

的 ４ 个组合中均创制出 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因为高蛋白

类型ꎬ籽粒蛋白质高于 ４８％ ꎬ百粒重高于 ２５ ｇ 的大

豆新种质ꎮ 下一步拟检测 ＨＰＣＤ５ 中提高百粒重的

位点ꎬ提高新种质 ＨＰＣＤ５ 的利用效率ꎮ
液相芯片是一种基于二代测序新开发的基因

分型技术[１４]ꎬ在植物分子标记辅助选择方面已有多

个报道[２１￣２２]ꎬ本研究利用大豆上开发的液相芯

片[２３]ꎬ检测了 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 所在染色体的分子标

记ꎬ发现 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因附近的 ＳＮＰ 标记对蛋白

质等性状均有选择效果ꎬ特别是该基因内分子标记

ＴＺＸ￣９４ 对大豆蛋白质等性状选择效果显著ꎬ表明利

用液相芯片技术可以用来进行分子标记辅助选择ꎮ
ＩｎＤｅｌ 标记具有低成本和易于检测等优点ꎬ其对检测

的设备要求低ꎬ为更好地对 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因进行选

择ꎬ对该基因两个大片段 ｉｎｄｅｌ 开发了 ＩｎＤｅｌ 标记ꎮ
综上所述ꎬ 本研究发现了来自野生大豆的

ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因新的等位变异ꎬ发现该基因内 ＳＮＰ
标记在实际育种中对大豆蛋白、油脂和百粒重有较

强的选择效果ꎬ创制出多个高蛋白新种质ꎮ

４　 结论

本研究利用连锁分析对创制的高蛋白新种质

ＨＰＣＤ５ 中控制籽粒蛋白质含量等性状的遗传位点

进行检测ꎬ在 １５ 号染色体 ２. ４ ~ ５. ７ Ｍｂ 鉴定到 １ 个

同时控制大豆蛋白质、油脂和百粒重的位点ꎮ 结合

基因组序列分析、基因表达等分析ꎬ明确该区间内

ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 基因为控制大豆蛋白质、油脂和百粒

重的关键基因ꎮ 配组 ＨＰＣＤ５ 和育成品种的杂交组

合ꎬ发现 ＨＰＣＤ５ 可以作为高蛋白新种质进行大豆高

蛋白育种ꎬ同时来自野生大豆的 ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 高蛋

白等位变异用来提高栽培大豆蛋白质含量的选择

效率较高ꎮ 本研究创制的高蛋白新种质和发掘的

ＧｍＳＷＥＥＴ３９ 高蛋白等位变异为大豆高蛋白育种提

高了种质和基因资源ꎬ同时为大豆高蛋白分子育种

提供了实例ꎮ
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