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摘要 以大豆耐盐品种和盐敏感品种及/ 耐盐品种≅ 盐敏感品种0组合的 ƒ 群体为试验材

料 筛选和鉴定与大豆耐盐性基因紧密连锁的 °≤ 标记 旨在建立快速准确的大豆耐盐性鉴定

方法∀利用 ≥ 法 对耐 敏 盐品种池和一个组合 ƒ 的耐 敏 盐池进行了鉴定 获得一个共显

性标记∀ 经 ƒ 分析 在盐敏感个体中仅扩增出约 的特异片段 在耐盐性个体中扩增出约

的特异片段或 个特异片段 经过连锁值测定 表明该标记与大豆耐盐基

因位点紧密连锁∀ 此外 该标记在其它 个组合 ƒ 群体及 个耐盐品种和 个盐敏感品种中

得到验证 表明此标记可用于大豆耐盐种质鉴定及大豆耐盐遗传育种的分子标记辅助选择 使

大豆耐盐性室内鉴定成为可能∀ 为此 大豆耐盐性基因的分子标记及其获得方法和应用已申请

了中华人民共和国发明专利∀
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在耕地面积有限的情况下 开发和利用荒地 尤其是盐碱地是十分必要的∀目前 我国有

盐碱地 万 ∀由于全球海平面逐年上升 气温升高 降雨量减少 使干旱!半干旱区土壤

次生盐渍化日趋严重∀ 因此 培育耐盐新品种是开发和利用盐渍地的有效方法∀

我国科学家已对大豆各发育时期的耐盐性表现!盐对大豆农艺性状及籽粒品质的影响!

耐盐生理生化1 2 盐胁迫下大豆叶片 ≥ ⁄ 和脯氨酸的变化 离子对膜的毒害1 2 钙对膜

的保护作用1 2等进行了研究∀ 邵桂花等1 2研究建立了大豆种质资源耐盐性的田间鉴定方

法 对中国 余份!美国 份大豆资源进行了耐盐性鉴定 筛选出一批耐盐品种 利用

筛选出的耐盐品种和盐敏感品种配制耐盐≅ 盐敏感及其反交等组合进行耐盐性遗传分析

ƒ 代表现耐盐 ƒ 代耐盐和盐敏感植株分离比率为 Β ƒ 代耐盐株衍生的 ƒ 代品系中

纯合耐盐株系和耐盐性分离株系的比率为 Β ∀用敏感品种为回交亲本 ≤ ƒ 代耐盐与敏

感株分离比率为 Β 表明大豆的耐盐性受一对基因控制 耐盐为显性 盐敏感为隐性1 2∀

由于大豆耐盐性受一对基因控制 故可在育种早期世代对耐盐性进行鉴定选择∀ 然而

大豆耐盐性的田间鉴定要求在盐渍条件下进行 而且鉴定结果易受到日照!气温!降水!风力

等环境因素影响 因此需要严格控制处理条件∀近 年来 发展较快的分子标记与表型鉴定

相比 具有不受环境条件和植物生长发育阶段影响 鉴定准确 多态性高 标记位点多且分布

在整个基因组等优点∀ 目前常采用近等基因系法和分离群体组群分析法 ∏
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≥ 法1 2 筛选与目的基因连锁的分子标记∀

本研究以上述大豆耐盐性遗传分析的分离群体为试验材料 根据田间耐盐性鉴定结果

旨在利用 ≥ 法评价和筛选出与大豆耐盐性基因紧密连锁的分子标记 以便为大豆耐盐种

质鉴定和大豆耐盐育种分子标记辅助选择提供准确快速的鉴定方法∀

 材料与方法

 植物材料

本试验选用 个/ 耐盐≅ 盐敏感0组合的 ƒ 群体和 个耐 敏 盐性品种作为试验材

料∀ 个组合包括/ 文丰 号≅ 0 / 锦豆 ≅ 0 / 铁丰 号≅ 早熟 号0∀ 在 个

品种中 个是耐盐品种 包括晋豆 号!晋豆 号!晋豆 号!晋豆 号!锦豆 !中豆 !

文丰 号!铁丰 号!丹豆 号! !° ! 其余 个是盐敏感品种 包括

2 !中品 !丹豆 号!铁丰 !晋豆 !汾豆 !矮脚早!早熟 号! ! !

! ≥ 和 ∀

 试验方法

 大豆耐盐性田间鉴定 在山东省昌邑县种畜场进行耐盐性田间鉴定∀试验地属于中

度盐化强沙质盐碱土 为海水倒灌区 土壤含盐量是 ∗ ∀ 大豆于 年 月

日播种 个/ 耐盐≅ 盐敏感0组合的 ƒ 群体各种植 个单株 生长至 ∂ ∗ 片复叶展

开 时期时 抽提地下咸水 其成分与海水组成相同 与地面淡水调配成浓度为

含盐量 的咸水 对大豆植株进行处理1 2∀ 处理后 根据植株叶片上盐斑的有无

调查记载单株的耐盐性和盐敏感性 并在生长发育后期 进一步确定其植株耐盐表现型∀

 ⁄ 池的建立 后代池 从/ 文丰 号≅ 0ƒ 群体中随机选择耐盐和盐敏

感单株各 株 分株提取基因组 ⁄ 并测定浓度 然后将 株耐盐和 株盐敏感单株

⁄ 分别等量混合构成 ƒ 耐盐池 × 和盐敏感池 ≥ ∀ 品种池 分别提取 个品种

的基因组 ⁄ 并测定浓度 然后将 个耐盐品种和 个盐敏感品种 ⁄ 分别等量混合

构成品种耐盐池 × 和品种盐敏感池 ≥ ∀

 °≤ 扩增 °≤ 扩增反应的总体积为 Λ 反应液包括 ≅ °≤ ∏ 1

≤ × 2 ≤ × ÷ 2 2 ≤

× ° × 酶 上海生工生物公司 的引物 公司 和 的模板⁄ ∀

扩增反应在 的 × ≤ ≥ 上进行 程序为 ε 预变性后

ε ε ε 经 个循环之后 ε 延伸 ∀扩增产物在含有溴化乙

锭的 琼脂糖凝胶中电泳 紫外灯下观察照相∀

 结果与分析

 大豆耐盐性基因标记的筛选与获得

根据 ≥ 法 选用后代耐盐池 × !后代敏盐池 ≥ !耐盐亲本 文丰 号 !敏盐亲本

个 ⁄ 样品 此外 为更好地消除遗传背景的影响 还加入了 个 ⁄ 样品 即

耐盐品种池 × 和敏盐品种池 ≥ 用这 个样品进行引物的筛选∀经筛选鉴定出一个特

异引物 已申请国家发明专利 专利申请号为 ÷
1 2 该引物可在 个样品中扩增

出 个特异 °≤ 标记 图 即在 个耐盐样品 × !× 和文丰 号 中均扩增出 条约
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 标准分子量 × ≥ 文丰 号

• × ≥

  图  个样品中扩增的 ΠΧΡ 产物

  ƒ  °≤ ∏

的特异片段 在 个盐敏感样品 ≥!≥ 和 中均扩增出约 的 个特异

片段 推测这 个扩增产物 和 分别与大豆的耐盐性和盐敏感等位基因有关∀

ƒ 耐盐池 × 同时扩增出约 和 个特异片段 推测组成 × 的耐盐个体包括

纯合和杂合 种 进一步分析组成 × 的 个单株 其中 个单株扩增出 个片段

个单株扩增出 个片段∀ 对/ 文丰 号≅ 0组合的 ƒ 代进行 °≤ 分

析 可同时扩增出 和 个特异片段 表明这 个与大豆耐盐性和盐敏感等位基

因有关的标记为共显性标记∀

 大豆耐盐性基因与分子标记的连锁关系

在/ 文丰 号≅ 0组合的 个 ƒ 植株的田间耐盐性鉴定中 株表现为耐盐

型 株表现为盐敏感型∀ 通过对耐盐型个体的 °≤ 分析确定 有 个个体只扩增出

个特异片段 为纯合型 个个体扩增出 个特异片段 为杂合型∀

而 株盐敏感型个体中 都只扩增出 个特异片段 为纯合型∀ 通过对该群体的分

析 未发现重组个体 表明此标记与大豆耐盐性基因间紧密连锁∀

 大豆耐盐性基因分子标记的鉴定

 在其它 个分离群体中的鉴定 在/ 锦豆 ≅ 0组合的 个 ƒ 植株的田间耐

盐性鉴定中 株表现为耐盐型 株表现为盐敏感型∀对盐敏感型 株进行 °≤ 分析

株扩增出 个特异片段 株扩增出 个特异片段 为重组个体∀ 对

株耐盐型个体进行 °≤ 扩增 其中有 株扩增出了 的特异片段 为重组个体 其

余均表现为 个特异片段或 个特异片段∀ 在/ 铁丰 号≅ 早熟 号0

组合的 个 ƒ 植株的田间耐盐性鉴定中 株表现为耐盐型 株表现为盐敏感型∀

在 株盐敏感型个体中 均只扩增出 个特异片段 但此特异片段稍有上移 这与其

盐敏感亲本早熟 号表现一致∀ 随机分析 株耐盐型的 °≤ 扩增带型 有 株扩增出了

的特异片段∀

 在大豆品种中的鉴定 对组成 × 样品的 个耐盐品种分别进行 °≤ 分析 均扩

增出 的特异片段∀对组成 ≥ 样品的其他 个盐敏感品种进行 °≤ 扩增时 都可检

测到 特异片段 图 田间耐盐鉴定结果与分子标记鉴定结果完全一致∀但丹豆 号

和早熟 号 第三组合亲本之一 的特异片段稍有上移∀
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  标准分子量 文丰 号 锦豆

晋豆 号 晋豆 号 中豆

丹豆 号 2 中品

铁丰 号 晋豆 号 汾豆 号

• ∏

∏ ∏ ∏

⁄ ∏ 2 2

× ∏

ƒ ∏

图  不同耐 敏盐品种的 ΠΧΡ 产物

ƒ  °≤ ∏ ∏ ∏ √

 讨论

 大豆耐盐性基因与标记间的遗传距离

通过对/ 文丰 号≅ 0ƒ 分离群体的分析 未观察到分子标记与耐盐性等位基因

之间发生重组 表明在该群体中标记与耐盐性基因表现为共分离∀ 在/ 锦豆 ≅ 0的 ƒ

分离群体中出现了 个重组个体 重组率为 ∀在/ 铁丰 号≅ 早熟 号0的 ƒ 分离群体

中出现了 个重组个体 重组率为 见表 ∀ 这些结果表明 这一共显性标记与大豆耐

盐性基因座位紧密连锁∀但在不同组合中耐盐性基因与其标记间的遗传距离存在差异 究其

原因一方面是在不同的遗传背景下 标记与基因之间的遗传距离会发生一定的改变∀另一方

面 由于测定是在不同群体中进行 会产生随机抽样误差∀另外 大豆耐盐性的田间鉴定可能

受到环境因素干扰 因此也不能完全排除环境对鉴定结果的影响∀

表  个组合 Φ 代群体中标记与耐盐性基因间的连锁距离

×  ƒ ∏

组合  

≤  

表现型 ° 分子标记 ∏

耐盐株数

× 2
盐敏感株数

≥2

耐 或

×

耐

×

敏

≥

敏

≥

重组率

∏

文丰 号≅

• ≅

锦豆 ≅

∏ ≅

铁丰 号≅ 早熟 号

× ≅ ∏

 × × ≥ ≥∏

 对大豆耐盐性机理的初步认识

据 等1 2的研究结果 大豆品种的耐盐性不同是由于植株地上部氯离子的积累和

排泄存在差异 其中耐盐品种 可排泄氯离子 而盐敏感品种 则积累氯离子∀ 邵
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桂花等1 2通过对大豆耐盐性遗传分析所用的各组合亲本进行叶片和茎秆排氯或吸氯的测

定 发现了与 相似的结果 即耐盐品种含氯量低 而盐敏感品种则含氯量高∀ 特别值

得提出的是 我们用本研究鉴定出的分子标记 对 等研究大豆品种耐盐性与氯排除之

间关系时所选用的耐盐品种 和盐敏感品种 也进行了分析 结果 和

同样分别扩增出 的耐盐特异带和 的盐敏感特异带 这表明关于大豆耐盐性

尽管 等和邵桂花等用于评价大豆耐盐性的指标不同 但在耐盐机理方面可能是相同

的∀

 大豆耐盐性的遗传规律

尽管在水稻1 2!小麦1 2!番茄1 2!大麦1 2等作物中发现耐盐性是受多基因控制的数量性

状 但在水稻1 2!小麦1 2!玉米1 2中也观察到耐盐性受单基因或不完全显性主基因控制∀ 在

大豆中 等1 2研究发现大豆叶片和茎秆排氯或吸氯特性受一对单基因控制 其中排氯

为显性基因 Ν χλ 控制 吸氯为隐性基因 νχλ 控制∀邵桂花等对大豆耐盐性进行遗传分析

的结果表明 大豆的耐盐性是受一对基因控制 耐盐为显性 盐敏感为隐性∀本研究发现的共

显性标记首次在分子水平上证实了大豆的耐盐性是受一对基因控制的∀用该标记分析水稻!

小麦!大麦!绿豆!糜子的耐盐和盐敏感品种时 均未出现与大豆相似的耐盐和盐敏感特异

带∀这一现象说明 在基因组中的这一区域 大豆与其它五种作物的同源性较低 这可能也是

大豆耐盐性机制有别于其他作物的原因∀

 大豆耐盐性基因的等位性

大豆基因组约为 ≅ 到 ≅ 基因组中有 ∗ 的重复序列∀据估

计 在多数的 ∗ 单拷贝序列中 长度为 ∗ 单拷贝序列间分散有 ∗

的重复序列因子∀本研究在筛选耐盐性基因标记时 在 ≥ 法的基础上 结合品种池

× ≥ 进行分析 目的在于减少不同遗传背景的影响∀ 用于筛选耐盐性基因标记的共有

个耐盐性品种和 个盐敏感品种 其基因序列约为 ≅ ≅ ∗ ≅ ≅ 从

中获得与 个耐盐性基因连锁标记的可能性极小 但若获得与耐盐性基因密切相关的标记

同时也鉴定了标记的可用性∀ 大豆耐盐性品种间杂交−锦豆 ≅ 铁丰 号. 和−锦豆 ≅

. 的 ƒ !ƒ 及 ƒ 代均表现为耐盐1 2∀ 这表明上述鉴定的 个耐盐性品种锦豆 !铁

丰 号和 的耐盐性是由相同位点的等位基因控制遗传的∀ 用本研究鉴定出的分子

标记分析上述 个耐盐性品种时均观察到耐盐片段 这个片段也同样存在于包括

文丰 号在内的其它耐盐品种中∀通过大豆盐敏感品种间杂交/ 早熟 号≅ 0和/ 早熟

号≅ 2 0组合 ƒ !ƒ 及 ƒ 代的耐盐性鉴定1 2 证明 个盐敏感品种间控制盐敏感的基因

也具有等位性 且与上述 个耐盐性品种是相同位点∀ 除早熟 号和丹豆 号中的特异

⁄ 片段略大于 外 在 ! 2 和其它盐敏感品种中都检测到特异 ⁄ 片段

∀ 因此推断 本研究所用的大豆种质的控制耐盐性遗传的基因可能都是等位的∀

在不同品种及分离群体中的极个别个体上 该标记的大小发生了轻微的变化 特异带上

移的现象 这种现象揭示出在不同的遗传背景下 或是相同遗传背景在不同的环境条件下

标记片段的大小会在某种程度上发生改变∀值得注意的是 即便在不同的品种或个体中该标

记的大小有轻微变化 但这并没有妨碍标记对品种或个体耐盐及敏盐特性的鉴别能力 这表

明已筛到的耐盐基因标记对于大豆耐盐种质鉴定和大豆耐盐育种后代的选择具有较高的应

用价值∀
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1 2 ∏ ¬ ∏ 1 2 ≤ ≥

∗

1 2 ≥ √ ∏ 1 2 ≤ ≥

∗

1 2 ƒ ± × ∏ √

1 2 ∏ ∗

1 2 1 2 ° 2

≥ ° ∏ ∗

1 2 ∏ ° °⁄ 1 2 ≥

∗

1 2 ° ≤ Τηινοπψρυμ βεσσαραβιχυμ ∏ 2

⁄ °⁄ ∏ 1 2 ×

∗

1 2 ≠ ∏ √

Η ορδ ευμ ϖυλγ αρε 1 2 ∞∏ ∗

1 2 • 2 ∏

∏ ∏ 1 2 ° 2

≥ ≥ ∗

期 郭 蓓等 大豆耐盐基因的 °≤ 标记



Ταγ γ ινγ Σαλτ Τολεραντ Γ ενε Υσινγ ΠΧΡ Μαρκερσ ιν Σοψβεαν

∏ ± ∏ ∏ ≥ ∏ ∏ ≤ ∏

∏ ÷ ∏ ∏ ÷ ∏ ≥∏

Ινστιτυτε οφ Χροπ Γερμ πλασμ Ρ εσουρχεσ οφ ΧΑΑΣ Κ εψ Λαβορατορψ οφ Χροπ Γερμ πλασμ Βιοτεχηνολογψ

Μινιστρψ οφ Αγ ριχυλτυρε Βειϕινγ  Ινστιτυτε οφ Χροπ Βρεεδ ινγ ανδ Χυλτιϖατιον ΧΑΑΣ

Αβστραχτ × ∏ ∏ °≤ 2

∏

∏ ≥ ∏ √ ∏

∏ √ ∏ ∏ √ ∏ ¬

∏ ≥ °≤ ∏

∏ ∏ √ ∏ ∏ ∏ ƒ ∏ 2

× ∏ √ ∏

√ ∏ ×

∏ √ / 2

∏ √ ≅ ∏ ∏ √ 0 ƒ ∏ ∏2

√ ∏ ∏ √ ∏

∏ 2

× ∏

√

Κεψ ωορδσ ≥ ∏ ° ≥
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