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基于转录组的小豆 ＳＳＲ 分子标记开发及其应用

徐晓丹ꎬ 冷　 淼ꎬ 张明媛ꎬ 柯希望ꎬ 殷丽华ꎬ 左豫虎
(黑龙江省作物－有害生物互作生物学及生态防控重点实验室ꎬ国家杂粮工程技术研究中心ꎬ

黑龙江八一农垦大学ꎬ黑龙江 大庆 １６３３１９)

摘　 要:为了开发小豆 ＳＳＲ(Ｓｉｍｐｌｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｒｅｐｅａｔｓ)分子标记ꎬ２０１９—２０２０ 年ꎬ利用微卫星识别工具 ＭＩＳＡ 和软

件 Ｐｒｉｍｅｒ ３ 搜索小豆资源 ＱＨ１ 转录组测序得到的 Ｕｎｉｇｅｎｅꎬ获得 ３ ０４５ 个 ＳＳＲ 分子标记ꎬ通过对标记的重复基序特点

分析ꎬ发现标记的重复基序以单核苷酸重复、二核苷酸重复和三核苷酸重复为主ꎬ分别占标记总数的 ４１.２％、２６.４％
和 ２５.６％ꎮ 利用可以锚定到小豆基因组并能成功设计引物的标记ꎬ构建了包括 １ ５０５ 个 ＳＳＲ 分子标记的物理图谱ꎮ
从以上 １ ５０５ 个标记中ꎬ随机选取分布于小豆 １１ 条染色体上的 １３２ 个 ＳＳＲ 标记进行有效性验证ꎬ发现有效扩增的标

记为 １１８ 个ꎬ有效率为 ８９.４％ꎮ 通过多态性标记筛选ꎬ获得 ６ 个多态性标记ꎬ利用这 ６ 个标记对 ３６ 份小豆品种进行

聚类分析ꎬ发现供试小豆材料可以分为 ４ 个类群ꎮ 说明开发的 ＳＳＲ 分子标记能够分析小豆的遗传背景差异ꎬ为小豆

种质资源鉴定、遗传多样性分析以及优良性状基因定位研究提供可用的分子标记ꎮ
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　 　 小 豆 [ Ｖｉｇｎａ ａｎｇｕｌａｒｉｓ ( Ｗｉｌｌｄ.) Ｏｈｗｉ ＆
Ｏｈａｓｈｉ]ꎬ俗名红小豆、赤豆等ꎬ是一种重要的食用豆

类作物ꎬ起源于我国ꎬ主要种植于中国、朝鲜和日

本ꎮ 近年来ꎬ小豆的种质资源鉴定和育种研究工作

获得了一定的成果ꎬ根据统计ꎬ１９６９—２０１９ 年ꎬ我国

小豆育成品种共 １３７ 份ꎻ然而与保存的超过 ５０００ 份

的小豆种质资源相较ꎬ我国的小豆种质资源尚未得

到充分利用[１]ꎮ 小豆育种工作相对滞后ꎬ究其原因

是小豆基础研究不足ꎬ特别是分子标记辅助育种的

应用不够深入ꎬ因此ꎬ加强小豆基础研究ꎬ建立小豆

ＤＮＡ 分子数据库ꎬ挖掘其育种潜力ꎬ是当前深入推

进小豆育种工作的一个有效途径ꎮ
分子标记是鉴定种质资源和分子标记辅助育

种的重要手段ꎬ而开发分子标记是小豆种质资源鉴

定、创新和合理利用的第一步ꎮ 在基于 ＤＮＡ 的分子

标记中ꎬ简单重复序列 ( Ｓｉｍｐｌｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｒｅｐｅａｔｓꎬ
ＳＳＲ)是一类由一定重复数目的重复单元(一般为 １
~６ 个碱基)组成的串联重复序列ꎬ这种标记广泛存

在于动植物基因组中ꎮ 相对于其他分子标记ꎬＳＳＲ
分子标记具有位点特异、复等位、共显性和分布广

的优点ꎬ在许多作物的遗传多样性研究、品种鉴定、
基因定位和分子标记辅助育种工作中应用广

泛[２－５]ꎮ 然而ꎬＳＳＲ 分子标记在小豆研究上的应用

较少ꎬ只在遗传多样性和基因定位方面有少量

应用[６－１１]ꎮ
ＳＳＲ 分子标记应用于小豆研究的前提是开发大

量的小豆 ＳＳＲ 分子标记ꎮ 而利用转录组测序技术

可以获得大量序列信息用于分子标记开发ꎮ 这一

技术已经在粮食作物和经济作物中得到成熟运

用[１２－１４]ꎬ但在小豆及其近缘种作物上的应用却较

少ꎮ 例如ꎬＶｅｒｍａ 等[１５]利用转录组序列在兵豆(Ｌｅｎｓ
ｃｕｌｉｎａｒｉｓ Ｍｅｄｉｋ.)上开发了 ＳＳＲ 分子标记ꎬ并利用开

发的标记分析了兵豆种质资源的遗传多样性ꎻ
Ｒａｉｚａｄａ 等[１６]通过转录组测序开发了黑吉豆(Ｖｉｇｎａ
ｍｕｎｇｏ ｖａｒ. ｓｉｌｖｅｓｔｒｉｓ)的 ＳＳＲ 分子标记ꎮ 随着高通量

测序技术的发展和应用ꎬ小豆基因组已被破译[１７]ꎬ
因此ꎬ利用转录组测序技术开发小豆 ＳＳＲ 分子标记

更具可行性ꎮ
本研究以小豆转录组测序技术为基础ꎬ鉴定小

豆转录组数据库中的 ＳＳＲ 分子标记ꎬ从而了解小豆

转录组的 ＳＳＲ 特性ꎮ 在此基础上ꎬ从开发的 ＳＳＲ 分

子标记中ꎬ选择部分标记对小豆资源进行聚类分

析ꎬ为小豆种质鉴定和资源合理利用奠定分子基

础ꎮ 同时ꎬ也可为小豆分子标记辅助育种提供更丰

富的标记来源ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

供试小豆种质资源 ３６ 份ꎬ其中小豆种质‘ＱＨ１’
用于转录组测序ꎮ 所有小豆种质资源均保存于国

家杂粮工程技术研究中心ꎬ来源信息详见表 １ꎮ
１.２　 转录组测序及 ＳＳＲ 位点分析

在小豆资源‘ＱＨ１’单叶完全展开后ꎬ取叶片组

织用于提取 ＲＮＡꎬ随后进行转录组测序(北京诺禾

致源科技股份有限公司)ꎮ 对转录组测序获得的

Ｕｎｉｇｅｎｅ 进行过滤ꎬ去掉小片段ꎮ 利用软件 Ｐｒｉｍｅｒ
３.０搜索过滤后序列的 ＳＳＲ 位点ꎬ并根据搜索出的

ＳＳＲ 位点及其侧翼序列进行引物设计ꎮ
１.３　 小豆基因组 ＤＮＡ 提取

将用于小豆遗传背景分析的种质材料种植在

直径 １８ ｃｍ 的花盆中ꎬ当小豆植株单叶完全展开时

取叶片组织ꎮ 每个品种在 ５ 株植株上各取 １ 片叶子

用于提取小豆基因组 ＤＮＡꎮ ＤＮＡ 提取参照 ＣＴＡＢ
法ꎬ利用 １％琼脂糖凝胶电泳检测小豆基因组 ＤＮＡ
的提取质量ꎮ
１.４　 小豆 ＳＳＲ 分子标记检验

为了检验开发的 ＳＳＲ 分子标记的有效性ꎬ从小

豆每条染色体上均匀随机选取 １２ 个标记ꎬ总计 １３２
个 ＳＳＲ 分子标记ꎬ合成引物ꎮ ＰＣＲ 反应体系为 １０
μＬꎬＤＮＡ 模板 １ μＬ(８０ ｎｇ)ꎬ上下游引物各 １ μＬ(１０
μｍｏｌＬ－１)ꎬ２×Ｔａｑ ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ ５ μｌꎬ补双蒸水至

总体积 １０ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序ꎬ ９５℃ꎬ 预变性 ５
ｍｉｎｓꎻ９５℃ꎬ变性 ３０ ｓꎬ５７℃ꎬ退火 ３０ ｓꎬ７２℃ꎬ复性 ４５
ｓꎬ３５ 个循环ꎻ７２℃ꎬ延伸 １０ ｍｉｎｓꎮ ＰＣＲ 产物与 ６×上
样缓冲液混合ꎬ利用 ＤＹＣＺ－３０Ｃ 双板夹芯式垂直

电泳仪(北京六一仪器厂)在 ８％变性聚丙烯酰胺

凝胶中电泳分离ꎬ电泳后银染显影ꎬ拍照记录

带型ꎮ
１.５　 小豆种质资源的聚类分析

以 ３６ 份小豆种质的 ＤＮＡ 为模板ꎬ检测多态性

ＳＳＲ 标记的带型ꎮ 对聚丙烯酰胺凝胶电泳的结果进

行条带统计ꎬ记录每个位点的等位基因情况ꎬ记录

基因型ꎮ 利用软件 Ｐｏｐｇｅｎ ３２ 和 ＭＥＧＡ ７.０.１４ 绘制

进化树ꎬ分析小豆种质资源的遗传背景ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＳＳＲ 分子标记类型特征及分布特点

转录组测序数据经过滤获得 ３７ ３６２ ７６０ ｂｐ 数

据ꎬ包括 ２６ ８５７ 个 ｒｅａｄｓꎮ ＳＳＲ 位点搜索ꎬ共检测到

３ ０４５ 个 ＳＳＲ 标记ꎮ ＳＳＲ 标记的重复单元碱基数 １~
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表 １　 供试小豆种质资源

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｄｚｕｋｉ ｂｅａｎ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｆｏｒ ｔｅｓｔｉｎｇ

序号
Ｎｏ.

品种
Ｖａｒｉｅｔｙ

来源
Ｓｏｕｒｃｅ

１ ＴＬ０１ 黑龙江省泰来县 Ｔａｉｌａｉ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
２ ＴＬ０２ 黑龙江省泰来县 Ｔａｉｌａｉ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
３ ＴＬ０３ 黑龙江省泰来县 Ｔａｉｌａｉ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
４ ＴＬ０４ 黑龙江省泰来县 Ｔａｉｌａｉ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
５ ＴＬ０５ 黑龙江省泰来县 Ｔａｉｌａｉ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
６ ＴＬ０６ 黑龙江省泰来县 Ｔａｉｌａｉ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
７ ＱＨ１ 黑龙江省林甸县 Ｌｉｎｄｉａｎ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
８ ＱＨ３ 黑龙江省林甸县 Ｌｉｎｄｉａｎ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
９ ＱＨ４ 黑龙江省林甸县 Ｌｉｎｄｉａｎ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
１０ ＱＨ５ 黑龙江省林甸县 Ｌｉｎｄｉａｎ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
１１ ＱＨ６ 黑龙江省林甸县 Ｌｉｎｄｉａｎ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
１２ ＬＪ０２ 黑龙江省龙江县 Ｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
１３ ＬＪ０３ 黑龙江省龙江县 Ｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
１４ ＧＮ０１ 黑龙江省甘南县 Ｇａｎｎａｎ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
１５ ＧＮ０２ 黑龙江省甘南县 Ｇａｎｎａｎ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
１６ ＧＮ０３ 黑龙江省甘南县 Ｇａｎｎａｎ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
１７ ＧＮ０４ 黑龙江省甘南县 Ｇａｎｎａｎ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
１８ 红豆 ＸＤ０４－０７ Ｈｏｎｇｄｏｕ ＸＤ０４－０７ 黑龙江省农业科学院 Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
１９ 红豆 ＸＤ０４－０９ Ｈｏｎｇｄｏｕ ＸＤ０４－０９ 黑龙江省农业科学院 Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
２０ 品红 ２３１２９－１ Ｐｉｎｈｏｎｇ ２３１２９－１ 黑龙江省农业科学院 Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
２１ 龙小豆 ２ 号 Ｌｏｎｇｘｉａｏｄｏｕ ２ 黑龙江省农业科学院 Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
２２ 小丰 ２ 号 Ｘｉａｏｆｅｎｇ ２ 黑龙江省农业科学院 Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
２３ 北 ６ ＪＮ００３ Ｂｅｉ６ ＪＮ００３ 辽宁省农业科学院 Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
２４ 吉林 ３７３ Ｊｉｌｉｎ ３７３ 辽宁省农业科学院 Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
２５ 保 ８７６－１６ Ｂａｏ ８７６－１６ 辽宁省农业科学院 Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
２６ ＬＺＸ０６６ 辽宁省农业科学院 Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
２７ 辽 Ｖ５ ＬｉａｏＶ５ 辽宁省农业科学院 Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
２８ 宝清红 Ｂａｏｑｉｎｇｈｏｎｇ 辽宁省农业科学院 Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
２９ 保 ８７６－１６(２) Ｂａｏ ８７６－１６(２) 辽宁省农业科学院 Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
３０ 系选大红袍－１ Ｘｉｘｕａｎｄａｈｏｎｇｐａｏ－１ 辽宁省农业科学院 Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
３１ 北 ４ ＮＬ８ Ｂｅｉ４ ＮＬ８ 辽宁省农业科学院 Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
３２ 北 １０ Ｂｅｉ１０ 辽宁省农业科学院 Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
３３ 北 １２ Ｂ－１ Ｂｅｉ１２ Ｂ－１ 辽宁省农业科学院 Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
３４ 北 ２３ Ｂｅｉ２３ 辽宁省农业科学院 Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
３５ 保 Ｍ９０８－１５ Ｂａｏ Ｍ９０８－１５ 辽宁省农业科学院 Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
３６ 极旱红小豆 Ｊｉｈａｎｈｏｎｇｘｉａｏｄｏｕ 河北石家庄新星种业有限公司 Ｈｅｂｅｉ Ｓｈｉｊｉａｚｈｕａｎｇ Ｘｉｎｘｉｎｇ Ｓｅｅｄ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ Ｃｏ. ＬＴＤ

６ 所对应的标记数目分别为 １ ２５６、８０３、７７９、３２、９ 和

１４ 个ꎬ另外ꎬ还有 １５２ 个标记的重复单元为不同重

复的组合(图 １ꎬ见 １７ 页)ꎮ 从不同重复单元的 ＳＳＲ
标记数量分布可以看出ꎬ小豆转录组的 ＳＳＲ 标记主

要重复单元为 １~３ 个碱基ꎬ包括 ４１.２％的单核苷酸

重复、２６.４％的二核苷酸重复和 ２５.６％的三核苷酸

重复ꎬ三者占比 ９３.２％ꎮ
将挖掘的 ３ ０４５ 个 ＳＳＲ 分子标记与小豆参考基

因组(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ａｓｓｅｍｂｌｙ / ＧＣＡ＿
００１７２３７７５.１)比对ꎬ１ ９８６ 个标记(６５.２％)可以锚定

到小豆染色体上ꎬ这些锚定到染色体上的标记中ꎬ
１ ５０５个标记可成功设计引物ꎮ 根据这 １ ５０５ 个标记

的基因组位置信息ꎬ构建了包括 １ ５０５ 个 ＳＳＲ 分子

标记的小豆物理图谱ꎮ
构建的物理图谱的标记间平均物理距离为 ３００

ｋｂꎬ各染色体上 ＳＳＲ 分子标记的分布数量为 ５６ ~
２４４ 个ꎬ平均每条染色体分布标记数量为 １３７ 个ꎬ其
中ꎬ６ 号染色体标记数量最多ꎬ８ 号染色体标记分布

数量最少ꎮ 各染色体上的 ＳＳＲ 标记数量分布虽然

差别较大ꎬ但标记数量与染色体大小的变化曲线较

为一致(图 ２)ꎬ说明构建的 ＳＳＲ 分子标记物理图谱

的标记分布较为均匀ꎬ各染色体上 ＳＳＲ 标记数量的

多少和染色体大小有关ꎮ
２.２　 ＳＳＲ 标记的有效性检验

从构建的 ＳＳＲ 分子标记的物理图谱中ꎬ每条染

色体随机选取 １２ 个 ＳＳＲ 分子标记ꎬ总计 １３２ 个标
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记ꎬ委托生工生物工程(上海)股份有限公司合成标

记的扩增引物ꎮ 引物合成后ꎬ以小豆资源“ＱＨ１”的
ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ扩增产物在 ８％聚丙烯

酰胺凝胶中电泳ꎬ发现共有 １１８ 对引物可扩增出相

应产物(图 ３)ꎬ扩增产物大小为 １００ ~ ２７９ ｂｐꎬ引物

扩增的有效率为 ８９.４％ꎮ
２.３　 小豆种质资源的聚类分析

为了验证开发的小豆 ＳＳＲ 分子标记是否可以

应用于小豆种质资源背景分析ꎬ经多态性筛选ꎬ获得

图 ２　 ＳＳＲ 标记在染色体上的分布
Ｆｉｇ.２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ

６ 个具有多态性的小豆 ＳＳＲ 分子标记ꎬ包括标记

ＢｙａｕＶａ０２６１、ＢｙａｕＶａ０２７７、 ＢｙａｕＶａ０３００、 ＢｙａｕＶａ０３０３、
ＢｙａｕＶａ０４５１ 和 ＢｙａｕＶａ１４５４(表 ２)ꎬ可以用于小豆种

质资源的遗传背景分析ꎮ
将 ６ 个多态性 ＳＳＲ 分子标记在 ３６ 份小豆品种

上进行分型(图 ４)ꎬ检测到有效等位变异数为 ２ ~ ４
个ꎮ 利用软件 Ｐｏｐｇｅｎ３２ꎬ构建小豆种质资源的进化

树(图 ５)ꎬ可以将供试小豆材料分为 ４ 组ꎮ Ｇｒｏｕｐ １
包括 １３ 份小豆资源ꎬ其中ꎬ ＴＬ０１、 ＬＺＸ０６６、 ＱＨ５、
ＬＪ０２、ＬＪ０３、ＧＮ０１、ＧＮ０２、红豆 ＸＤ０４－０９、品红 ２３１２９
－１ 和 ＧＮ０３ 共 １０ 份资源的分型结果完全一致ꎬ说
明这些小豆资源的遗传背景较为相近ꎮ Ｇｒｏｕｐ ２ 包

括 １８ 份小豆资源ꎬ其中ꎬ吉林 ３７３、保 ８７６－１６、ＱＨ１、
宝清红和龙小豆 ２ 号分型一致ꎬ红豆 ＸＤ０４ － ０７、
ＴＬ０４ 和 ＱＨ４ 分型一致ꎬＴＬ０３ 和 ＴＬ０５ 分型一致ꎬ其
余小豆资源间均有一定的分型差异ꎮ Ｇｒｏｕｐ ３ 有 ４
份小豆资源ꎬ包括 ＱＨ６、保 ８７６－１６(２)、小丰 ２ 号和

极旱红小豆ꎬ资源间具有一定分型差异ꎮ Ｇｒｏｕｐ ４ 包

括 １ 份小豆资源北 ６ ＪＮ００３ꎬ该资源与其他资源遗传

差异较大ꎮ

图 ３　 １３２ 个 ＳＳＲ 分子标记的有效性检验(数字为标记编号)
Ｆｉｇ.３　 Ｖａｌｉｄｉｔｙ ｏｆ １３２ ＳＳＲ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ (ｎｕｍｂｅｒ ｒｅｆｅｒｓ ｔｏ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍａｒｋｅｒｓ)

表 ２　 ６ 个多态性 ＳＳＲ 标记的引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ６ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ

标记
Ｍａｒｋｅｒ

上游引物(５’－３’)
Ｕｐｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ(５’－３’)

下游引物(５’－３’)
Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ(５’－３’)

ＢｙａｕＶａ０２６１ ＧＴＴＧＡＴＴＧＧＧＧＡＴＧＡＡＴＧＣＴ ＧＣＡＧＧＡＡＴＡＴＧＣＣＡＧＴＡＧＴＴＡＣＧ

ＢｙａｕＶａ０２７７ ＧＧＧＡＡＴＣＧＣＴＧＴＧＡＧＡＧＴＧＴ ＴＴＴＣＣＣＡＡＴＣＣＴＣＧＡＡＴＧＡＧ

ＢｙａｕＶａ０３００ ＣＡＡＡＣＣＡＴＧＴＣＴＣＡＧＣＣＡＣＡ ＡＴＧＣＡＴＧＧＣＴＴＣＴＣＣＴＣＡＴＣ

ＢｙａｕＶａ０３０３ ＣＡＣＣＴＣＣＴＣＣＴＴＴＡＣＣＡＣＴＧＡ ＣＴＧＴＧＧＧＧＡＧＧＡＣＡＡＡＧＡＡＡ

ＢｙａｕＶａ０４５１ ＣＣＴＴＡＡＴＣＡＣＧＡＴＧＡＡＧＣＡＡＣＡ ＣＣＡＣＡＴＧＣＧＡＧＡＴＧＡＴＧＡＧＡ

ＢｙａｕＶａ１４５４ ＧＧＧＣＡＴＴＧＴＣＴＣＴＡＣＣＧＴＧＴ ＴＧＣＡＧＡＣＴＡＡＣＡＣＣＣＡＧＡＣＧ
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图 ４　 ６ 个 ＳＳＲ 标记在 ３６ 个小豆资源上的分型(左边为标记名称ꎬ红色箭头表示等位基因)
Ｆｉｇ.４　 Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｏｆ ｓｉｘ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｎ ３６ ａｄｚｕｋｉ ｂｅａｎ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ( ｌａｂｅｌ ｎａｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｆｔꎬ ａｌｌｅｌｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ)

图 １　 不同重复单元的 ＳＳＲ 标记的数量分布

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ
ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｐｅａｔ ｍｏｔｉｆ

图 ５　 ３６ 份小豆资源的聚类分析图

Ｆｉｇ.５　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ３６ ａｄｚｕｋｉ ｂｅａｎ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

３　 讨　 论

ＳＳＲ 分子标记在作物种质资源分析、基因定位

等研究中应用较为广泛ꎮ 转录组测序比基因组测

序成本低ꎬ因此许多植物通过转录组测序开发了大

量 ＳＳＲ 分子标记ꎮ 在豇豆属植物中ꎬ饭豆 ( Ｖｉｇｎａ
ｕｍｂｅｌｌａｔａ Ｌ.)、绿豆(Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔｅ Ｌ.)、黑豆[Ｖｉｇｎａ
ｍｕｎｇｏ (Ｌ.) Ｈｅｐｐｅｒ]以及小豆ꎬ都通过转录组测序

开发了 ＳＳＲ 分子标记[１８－２１]ꎮ Ｃｈｅｎ 等[１８] 利用小豆

转录组开发了 ７ ９４７ 个 ＳＳＲ 分子标记ꎬ其主要重复

单元为单核苷酸、两核苷酸和三核苷酸重复ꎮ 本研

究利小豆转录组测序数据开发了 ３ ０４５ 个 ＳＳＲ 分子

标记ꎬ同样发现ꎬ小豆转录组水平获得的 ＳＳＲ 分子

标记的重复基序也为单核苷酸重复、二核苷酸重复

和三核苷酸重复ꎬ分别占 ＳＳＲ 标记总数的 ４１.２％、
２６.４％和 ２５.６％ꎮ 此外ꎬＱＨ１ 是一个较优秀的小豆抗

锈病资源ꎬ利用该资源的转录组测序开发的 ＳＳＲ 分子

标记可以用于该资源的抗锈病基因挖掘ꎮ
研究利用 １ ５０５ 个可以锚定至染色体上并且能

够设计引物的标记构建了较高密度的小豆 ＳＳＲ 分

子标记物理图谱ꎬ丰富了小豆 ＳＳＲ 分子标记数据

库ꎮ 为了检验 ＳＳＲ 分子标记的有效性ꎬ随机从小豆

的 １１ 条染色体上选择 １３２ 个 ＳＳＲ 分子标记进行有

效性检验ꎬ发现 １１８ 个标记(８９.４％)可以有效扩增出

相应产物ꎮ 这些标记将为小豆的种质资源鉴定、遗传

背景研究以及优良性状基因定位提供技术支撑ꎮ 经

过多态性筛选ꎬ获得 ６ 个多态性标记ꎬ利用其分析 ３６
份小豆种质资源的遗传背景ꎬ可以将小豆资源分为 ４
个类群ꎬ说明这 １６ 个标记可以用于小豆的资源鉴定ꎮ

小豆种质资源分析中发现ꎬＧｒｏｕｐ １ 包括 １３ 份

资源ꎬ１０ 份来源于黑龙江省ꎬ３ 份来源于辽宁省ꎬ说
明这一组的小豆资源以黑龙江省内小豆资源为主ꎬ
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与辽宁省的小豆资源有少量交流ꎻＧｒｏｕｐ ２ 包括 １８
份资源ꎬ１０ 份来源于黑龙江省ꎬ８ 份来源于辽宁省ꎬ
说明这一组 ２ 个省份的小豆资源存在较广泛的交

流ꎻＧｒｏｕｐ ３ 的 ４ 份资源和 Ｇｒｏｕｐ ４ 的 １ 份资源基因

型较其他资源差异较大ꎬ说明这些资源的遗传背景

具有一定的独特性ꎮ
聚类分析发现小豆种质存在基因型相同名称

不同的情况ꎬＧｒｏｕｐ １ 中有 １０ 份品种ꎬ包括 ＴＬ０１、
ＬＺＸ０６６、ＱＨ５、ＬＪ０２、ＬＪ０３、ＧＮ０１、ＧＮ０２、红豆 ＸＤ０４－
０９、品红 ２３１２９－１ 和 ＧＮ０３ꎬ它们的分型结果一致ꎻ
Ｇｒｏｕｐ ２ 中ꎬ吉林 ３７３、保 ８７６－１６、ＱＨ１、宝清红和龙

小豆 ２ 号分型一致ꎬ红豆 ＸＤ０４－０７、ＴＬ０４ 和 ＱＨ４ 分

型一致ꎬ“ＴＬ０３”和“ＴＬ０５”分型一致ꎮ 这种结果出

现的原因可能是多态性标记的数量较少ꎬ对于遗传

差异较小的种质ꎬ研究中使用的 ６ 个标记不足以完

全区分ꎮ 因此ꎬ有必要利用更多标记ꎬ加强小豆种

质资源遗传背景研究ꎬ梳理小豆种质资源情况ꎬ以
加快小豆种质创建过程ꎮ
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