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　 　 摘要:　 土壤盐渍化严重影响大豆生产ꎬ因而鉴定大豆耐盐种质的分子标记对大豆耐盐新品种的培育具有重

要意义ꎮ 本研究分析了大豆耐盐相关基因 ＧｍＮｃｌ１ 等位变异位点的限制性酶切位点ꎬ通过酶切 ＰＣＲ 产物ꎬ琼脂糖

凝胶电泳和酶切片段分析ꎬ开发建立了分子标记 ＣＡＰＳ / Ｘｂａ Ｉꎮ 利用该标记对 １０ 份不同耐盐大豆种质进行酶切分

型鉴定ꎬ然后通过测序试验进行验证ꎮ 结果表明ꎬ用所开发的共显性标记 ＣＡＰＳ / Ｘｂａ Ｉ 对 １０ 份大豆种质进行耐盐性

鉴定ꎬ鉴定结果与依据表型进行鉴定的结果一致ꎮ 由此可见ꎬＣＡＰＳ / Ｘｂａ Ｉ 可用于大豆品种的耐盐性鉴定ꎮ
关键词:　 大豆ꎻ 耐盐性ꎻ ＧｍＮｃｌ１ꎻ 酶切扩增多态性序列(ＣＡＰＳ)标记
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　 　 土壤盐渍化和次生盐渍化是一个全球性的问

题ꎬ严重影响农业生产并造成生态问题ꎮ 由于环境

恶化和不合理耕作等原因ꎬ盐渍化土壤面积不断增

加ꎮ 目前ꎬ全球约有 ７.６％的土壤发生盐渍化ꎬ而中

国盐渍化土壤面积高达 ２.７×１０８ ｈｍ２ꎬ约占耕地面积

的 １０􀆰 ０％[１￣２]ꎮ 大豆是重要的粮食作物和油料作

物ꎬ在中国食品工业和农业生产中占重要地位ꎮ 大
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豆属于中度耐盐作物ꎬ其土壤盐度阈值为 ５ ｄＳ / ｍꎬ
将盐浓度从 ２ ｄＳ / ｍ提高到 ７ ｄＳ / ｍꎬ大豆产量降低

４０.０％[３]ꎮ 不同大豆品种的耐盐特性显著不同ꎬ利
用含有优异等位变异基因的种质资源[４] 来选育耐

盐品种ꎬ对于促进盐渍土地的有效利用和实现大豆

高产稳产具有重要的理论意义和实践价值ꎮ
传统耐盐大豆选育工作主要是通过在盐渍条件

下对大豆不同生育期的耐盐特征表型鉴定进行判

断[５]ꎬ而表型鉴定结果易受环境及人为因素的影

响ꎬ从而降低耐盐品种的选育效率ꎮ 分子生物学的

发展和分子标记技术的广泛应用ꎬ为大豆耐盐遗传

育种提供了有效的辅助工具ꎮ 为了更好地开展耐盐

大豆育种工作ꎬ提高大豆耐盐育种效率ꎬ育种工作者

开发了一批与大豆耐盐基因紧密连锁的分子标记ꎮ
使用改进的随机多肽扩增 ＤＮＡ(ＲＡＰＤ)方法在耐盐

品种 Ｍｏｒｇａｎ 和文丰 ７ 中鉴定到 ３ 个特异的多态性

位点[６]ꎮ 郭蓓等[７]开发的共显性 ＲＡＰＤ 分子标记ꎬ
可以鉴定耐盐大豆个体(７００ ｂｐ)和盐敏感大豆个体

(６００ ｂｐ)ꎬ该标记在锦豆 ３３×Ｈａｒｋ 以及铁峰 ８ 号×早
熟 ６ 号这 ２ 个 Ｆ２群体中均得到了验证[８]ꎮ 田蕾[９]

将前期开发的 ＲＡＰＤ 标记转化为特定序列扩增

ＤＮＡ(ＳＣＡＲ)标记ꎬＳＣＡＲ 标记的使用增强了 ＲＡＰＤ
标记的特异性并简化了 ＰＣＲ 分析ꎮ 但是大豆耐盐

性状是一个复杂的数量性状ꎬ由多个基因甚至基因

网络控制[１０￣１１]ꎬ仅靠现有的耐盐分子标记来鉴定大

豆种质的耐盐性是远远不够的ꎬ急需开发和补充新

的可用于育种实践的有效分子标记ꎮ
单价阳离子 / Ｈ＋逆向转运蛋白在植物对盐胁迫

的抵抗中发挥重要作用ꎮ 大豆 ＧｍＣＡＸ１ 基因编码 １
种阳离子 / Ｈ＋逆向转运蛋白ꎬ该基因在拟南芥中过

表达可显著提高拟南芥植株的耐盐性[１２]ꎮ 大豆钾

离子转运蛋白基因 ＧｍＨＫＴ１ꎻ４ 在烟草中过表达后ꎬ
会在盐胁迫的耐受中发挥作用[１３]ꎮ 在拟南芥中ꎬ若
编码质膜上 Ｎａ＋ / Ｈ＋转运蛋白的 ＧｍＳＯＳ１ 过表达ꎬ则
可显著提高盐胁迫条件下种子的萌发率[１４]ꎮ Ｇｍ￣
ＳＡＬＴ３ 属于定位在内质网上的阳离子 / Ｈ＋ 转运蛋

白ꎬ在控制 Ｎａ＋ 向地上部的运输中发挥重要作

用[１５]ꎮ ＡｔＣＨＸ２１ 转运蛋白能够将 Ｎａ＋ 从内皮层细

胞运输到根系的中柱中ꎬ最终将 Ｎａ＋ 加载到木质

部[１６]ꎮ 大豆 ＧｍＮｃｌ１ 蛋白与拟南芥 ＣＨＸｓ 转运蛋白

家族成员亲缘关系较近ꎮ ＧｍＮｃｌ１ 基因受盐胁迫诱

导而表达上调ꎬ为耐盐的相关基因[１７￣１８]ꎮ 赫卫等[１７]

对不同耐盐性大豆品种的 ＧｍＮｃｌ１ 基因进行测序ꎬ
发现耐盐品种和盐敏感品种之间存在特定的单倍型

ＧＡＧＡＴＡＴＴＣ(耐) / ＴＴＴ￣￣￣￣ＣＴ(敏)序列ꎮ 本研究拟

根据已公布的 ＧｍＮｃｌ１ 基因(Ｇｌｙｍａ.０３ｇ１７１５００)的全

基因序列ꎬ寻找该基因在不同耐盐特性材料中特异

的单核苷酸多态性(ＳＮＰ)ꎬ并将其转化为基于 ＰＣＲ
技术检测的基因特异性分子标记ꎬ以期提高耐盐基

因的筛选效率ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试材料及耐盐性鉴定

本试验所用大豆材料如表 １ 显示ꎬ试验在江苏

省农业科学院的温室中进行ꎬ大豆的耐盐性采用本

实验室前期建立的大豆苗期耐盐性鉴定方法[１７] 进

行鉴定ꎮ

表 １　 大豆材料的名称及耐盐特性

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎａｍｅ ａｎｄ ｓａｌｔ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｕｓｅｄ ｉｎ
ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

品种名称 耐盐特性 表型鉴定来源

铁峰 ８ 号 耐盐 Ｇｕａｎ 等[１５]

Ｌｅｅ６８ 耐盐 罗庆云等[１９]

ＢＢ５２ 耐盐 於炳军[２０]

大悟六月爆 耐盐 本实验室鉴定

清远小青豆 耐盐 宁丽华等[１８]

Ｊａｃｋｓｏｎ 盐敏感 罗庆云等[１９]

Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２ 盐敏感 田蕾[９]

Ｎ２３６７４ 盐敏感 於炳军[２０]

邢阳灰黄豆 盐敏感 宁丽华等[１８]

南农 ８９￣３０ 盐敏感 宁丽华等[１８]

１.２　 引物设计

根据已公布的大豆基因组序列ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０
在线软件设计引物(表 ２)ꎬ用于基因启动子的扩增

以及分子标记开发ꎮ
１.３　 ＧｍＮｃｌ１ 基因启动子的克隆及序列分析

以 Ｌｅｅ６８ 和 Ｊａｃｋｓｏｎ 的 ＤＮＡ 为模板ꎬ用高保真

聚合酶扩增启动子序列ꎮ ＰＣＲ 反应体系:２×Ｐｈａｎｔａ
Ｍａｘ ｂｕｆｆｅｒ ２５ μｌꎬｄＮＴＰ Ｍｉｘ(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ)１ μｌꎬ上游
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引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)和下游引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)各 ４ μｌꎬ
高保真聚合酶(１ Ｕ / μｌ)１ μｌꎬ模板 ＤＮＡ(２０ ｎｇ / μｌ)４
μｌꎬｄｄＨ２Ｏ 补足到 ５０ μｌꎮ ＰＣＲ 扩增程序为:９５ ℃预

变性 ３ ｍｉｎꎻ９５℃变性 １５ ｓꎬ５６℃退火 ４５ ｓꎬ７２ ℃延

伸 ３０ ｓꎬ３５ 个循环ꎬ最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎬ４ ℃保

温ꎮ 对 ＰＣＲ 产物进行凝胶电泳检测ꎬ条带大小与目

的片段大小一致ꎬ用 ＰＣＲ 回收试剂盒回收纯化 ＰＣＲ
产物ꎬ回收后的产物与 Ｔ 载体重组ꎬ将重组质粒转

化到大肠杆菌 ＤＨ５α 中ꎮ 对菌液 ＰＣＲ 鉴定为阳性

的样品进行测序验证ꎮ 测序正确的启动子序列用植

物顺式元件数据库 ＰＬＡＣＥ[２１] 和 Ｐｌａｎｔ￣ＣＡＲＥ 数据

库[２２]进行在线预测ꎬ分析启动子可能存在的顺式作

用元件ꎮ 本研究中所涉及的引物合成和测序试验均

由南京金斯瑞有限公司完成ꎮ

表 ２　 本研究所用引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称 　 　 引物序列 (５′→３′)

Ｎｃｌ￣Ｐｒｏｍｏｔｅｒ ＧＧＡＧＴＣＡＡＴＧＡＡＡＣＣＧＧＡＴＧ

ＧＧＴＴＧＴＴＣＴＴＧＴＧＡＴＧＴＴＴＴＧＡＧＴＣ

ＣＡＰＳ￣Ｘｂａ Ｉ ＣＴＣＡＣＡＡＣＴＣＡＣＡＡＴＴＧＣＣＡ

ＧＡＧＧＣＴＡＣＧＴＧＣＧＣＣＴＣＴＡ

１.４　 酶切反应与电泳

用限制性内切酶 Ｘｂａ Ｉ 单酶切 ＰＣＲ 扩增产物ꎮ
酶切体系:１０ ×ＦａｓｔＤｉｇｅｓｔ Ｇｒｅｅｎ ｂｕｆｆｅｒ ５ μｌꎬＤＮＡ １
μｇꎬ限制性内切酶 Ｘｂａ Ｉ １ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ 补足到 ５０ μｌꎮ
确保酶切体系中 Ｘｂａ Ｉ 酶的用量充足ꎮ 酶切条件

为:３７ ℃温浴 １５ ｍｉｎꎬ反应结束后ꎬ６５ ℃温浴 ２０ ｍｉｎ
终止酶切反应ꎮ 对酶切产物进行 ２.５％琼脂糖凝胶

电泳检测ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＧｍＮｃｌ１ 启动子克隆及顺式作用元件分析

以盐敏感大豆材料 Ｊａｃｋｓｏｎ 和耐盐大豆材料

Ｌｅｅ６８ 的 ＤＮＡ 为模板ꎬ以 Ｎｃｌ￣Ｐｒｏｍｏｔｅｒ 为引物ꎬ克隆

ＧｍＮｃｌ１ 基因的启动子ꎬ长度为 １ ３２０ ｂｐ(图 １)ꎬ其测

序比对结果如图 ２ 显示ꎬ不同耐盐特性大豆材料

ＧｍＮｃｌ１ 启动子的碱基序列存在差异ꎮ 为了进一步

分析这些碱基差异是否会引起不同材料中顺式作用

元件的差异ꎬ对这 ２ 种不同耐盐特性大豆材料

ＧｍＮｃｌ１ 基因的启动子区域序列进行在线分析ꎮ 表

３ 显示ꎬＧｍＮｃｌ１ 启动子区含有真核生物 ＲＮＡ 聚合

酶 ＩＩ 识别位点 ＴＡＴＡ￣盒子和 ＣＡＡＴ￣盒子ꎬ还发现

ＭＹＢ 转录因子结合位点、ＴＣ￣重复序列和热激应答

元件(ＨＳＥ)等与干旱、高温等胁迫响应相关的顺式

作用元件ꎬ说明 ＧｍＮｃｌ１ 基因可能被盐胁迫相关的

转录因子调控ꎮ 该基因启动子区域含有与激素代谢

相关的调控元件ꎬ例如参与脱落酸响应的 ＡＢＡ 应答

元件(ＡＢＲＥ)ꎬ参与乙烯代谢的乙烯应答元件ꎮ 另

外ꎬ该基因存在一些光响应的顺式作用元件(Ｇ￣盒
子和盒子 Ｉ)ꎬ还存在一些其他的调控元件ꎬ如调节

胚乳发育的顺式作用元件(Ｓｋｎ￣１＿基序)ꎮ 对 Ｌｅｅ６８
和 Ｊａｃｋｓｏｎ 的 ＧｍＮｃｌ１ 启动子顺式作用元件进行比

较ꎬ发现不同耐盐性大豆材料的该基因启动子区所

包含顺式作用元件的类型和数目并没有差异ꎮ

Ｍ:ＤＬ ２ ０００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎮ
图 １　 启动子扩增产物电泳图

Ｆｉｇ.１　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ＧｍＮｃｌ１ ｐｒｏｍｏｔｅｒ

２.２　 启动子等位变异分析

利用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对启动子区域突变位点前

后的限制性酶切位点进行分析ꎬ结果(表 ４)显示ꎬ
－４０３(Ｇ→Ｃ)和－６７０(Ｔ→Ｇ)处没有酶切位点ꎬ而在

２ 种材料(Ｊａｃｋｓｏｎ 和 Ｌｅｅ６８)的－８９７(Ｔ→Ａ)处均存

在 Ｔｓｐ５０９ Ｉ 酶切位点ꎬ不适合开发标记ꎮ －３８５(Ｃ→
Ｔ) 处形成特异的 Ｘｂａ Ｉ 酶切位点ꎬ －３９３ (￣￣￣￣→
ＡＴＡＴ) 处可以形成特异的 Ｓｓｐ Ｉ 酶切位点ꎬ －９４８
(Ｔ→Ｇ)处可以形成特异的 Ｔａｉｌ 酶切位点ꎬ这 ３ 个位

点适合建立酶切扩增多态性序列(ＣＡＰＳ)标记ꎮ 从

经济学角度考虑ꎬ－３８５(Ｃ→Ｔ)处形成的 Ｘｂａ Ｉ 酶切

位点更经济实惠ꎬ所以本研究重点对这个位点进行

酶切分析ꎮ
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图 ２　 不同耐盐性大豆 ＧｍＮｃｌ１ 基因启动子的序列比对

Ｆｉｇ.２　 Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＧｍＮｃｌ１ ｐｒｏｍｏｔｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｗｏ ｓｏｙｂｅａｎ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ
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表 ３　 ＧｍＮｃｌ１ 基因启动子区顺式作用元件的功能预测

Ｔａｂｌｅ ３ Ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｉｓ￣ｅｌｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒｓ ｏｆ ＧｍＮｃｌ１

元件类型　 名称
数目

Ｊ Ｌ
基序序列(５′→３′) 功能

胁迫相关 ＭＹＢ 转录因子结合位点 １ １ ＣＡＡＣＴＧ 参与干旱诱导

热激应答元件 ２ ２ ＡＡＡＡＡＡＴＴＴＣ / ＡＧＡＡＡＡＴＴＣＧ 参与高温胁迫

ＴＣ￣重复序列 ２ ２ ＧＴＴＴＴＣＴＴＡＣ / ＡＴＴＴＴＣＴＴＣＡ 参与防御和胁迫响应

激素相关 ＴＣＡ￣元件 １ １ ＣＣＡＴＣＴＴＴＴＴ 参与水杨酸响应

ＴＧＡ￣元件 １ １ ＡＡＣＧＡＣ 生长素响应

ＴＧＡＣＧ￣基序 ２ ２ ＴＧＡＣＧ ＭｅＪＡ 响应

ＡＢＡ 应答元件 １ １ ＴＡＣＧＴＧ 脱落酸响应

ＣＧＴＣＡ￣基序 ２ ２ ＣＧＴＣＡ ＭｅＪＡ 响应

乙烯应答元件 ２ ２ ＡＴＴＴＣＡＡＡ 乙烯响应

光响应 ＡＥ￣盒子 １ １ ＡＧＡＡＡＣＡＡ 光响应

ＡＴ１￣基序 １ １ ＡＴＴＡＡＴＴＴＴＡＣＡ 光响应

盒子 ４ ３ ３ ＡＴＴＡＡＴ 光响应

盒子 Ｉ ３ ３ ＴＴＴＣＡＡＡ 光响应

Ｇ￣盒子 ２ ２ ＣＡＣＧＴＴ / Ａ 光响应

Ｇ￣盒子 ２ ２ ＣＡＣＧＴＴ / ＴＡＣＧＴＧ 光响应

ＧＡ￣基序 １ １ ＡＡＡＧＡＴＧＡ 光响应

基本元件 ＣＡＡＴ￣盒子 ２５ ２５ ＣＡＡ(Ａ)Ｔ(Ｔ) 增强子

ＴＡＴＡ￣盒子 ８７ ８７ ＴＡＣＡＡＡＡ / ＴＴＴＴＡ / ＴＡＴＡＡ /
ＴＡＡＴＡ / ＴＡＴＡＡＡＴＡＴＡＡＡ

转录起始位点

其他 ＧＣＮ４＿基序 ２ ２ ＣＡＡＧＣＣＡ / ＴＧＡＧＴＣＡ 参与胚胎发育

Ｓｋｎ￣１＿基序 １ １ ＧＴＣＡＴ 参与胚胎发育

ＴＡＴＣＣＡＴ / Ｃ￣基序 ２ ２ ＴＡＴＣＣＡＴ 参与蔗糖抑制响应

Ｊ:Ｊａｃｋｓｏｎ 的 ＧｍＮｃｌ１ 启动子中所含顺式作用元件ꎻＬ:Ｌｅｅ６８ 的 ＧｍＮｃｌ１ 启动子中所含顺式作用元件ꎮ

表 ４　 ＧｍＮｃｌ１ 基因启动子序列多态位点及酶切位点

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｌｏｃｉ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ｌｏｃｉ ｏｆ ＧｍＮｃｌ１ ｐｒｏｍｏｔ￣
ｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

位置
限制性
内切酶 酶切位点

多态性位点

Ｊａｃｋｓｏｎ Ｌｅｅ６８

－３８５ Ｘｂａ Ｉ ５′￣Ｔ↓ＣＴＡＧＡ￣３′ Ｃ Ｔ

－３９３ Ｓｓｐ Ｉ ５′￣ＡＡＴ↓ＡＴＴ￣３′ ￣￣￣￣ ＡＴＡＴ

－４０３ / / Ｇ Ｃ

－６７０ / / Ｔ Ｇ

－８９７ Ｔｓｐ５０９ Ｉ ５′￣↓ＡＡＴＴ￣３′ Ｔ Ａ

－９４８ Ｔａｉｌ ５′￣Ａ↓ＣＧＴ￣３′ Ｔ Ｇ

/ :该多态性位点不能形成酶切位点序列ꎻ￣￣￣￣:碱基缺失ꎮ

２.３　 －３８５ 位点的 ＣＡＰＳ 标记开发

提取 Ｌｅｅ６８ 和 Ｊａｃｋｓｏｎ 的 ＤＮＡꎬ用 ＧｍＮｃｌ１ 基因

的特异引物(ＣＡＰＳ￣Ｘｂａ Ｉ)进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ反应结束

后ꎬ将所得 ＰＣＲ 产物在 ２.５％琼脂糖凝胶上进行电

泳ꎮ 采用限制性内切酶 Ｘｂａ Ｉ 对 ＰＣＲ 产物进行酶

切ꎬ得到￣３８５ 位点的酶切分型结果ꎮ Ｌｅｅ６８ 对应的

酶切产物仅有 １ 条 ３２４ ｂｐ 的 ＤＮＡ 片段ꎬ而 Ｊａｃｋｓｏｎ
包含 ２８０ ｂｐ 和 ４０ ｂｐ 的 ２ 个 ＤＮＡ 片段ꎮ 将这个具

有多态性的酶切扩增序列命名为 ＣＡＰＳ / Ｘｂａ Ｉ 标记ꎮ
利用 ＣＡＰＳ / Ｘｂａ Ｉ 标记对另外 ８ 个供试材料进行分

子标记鉴定ꎮ 结果(图 ３)显示ꎬ耐盐大豆材料中酶

切后条带为 ３２４ ｂｐꎬ而盐敏感大豆材料的酶切后条

带为 ２８０ ｂｐ 和 ４０ ｂｐ ２ 个条带ꎮ
２.４　 ＣＡＰＳ 标记验证

图 ４ 显示ꎬ酶切后仅有 ３２４ ｂｐ １ 条片段的 ＰＣＲ

１３２１宁丽华等:大豆耐盐相关基因 ＧｍＮｃｌ１ 功能标记的开发及验证



产物的第 ３０~３３ 位核苷酸为 ＡＴＡＴꎬ并且第 ４５ 位核

苷酸为 Ｔꎮ 酶切后有 ２８０ ｂｐ 和 ４０ ｂｐ ２ 条片段的

ＰＣＲ 产物的第 ４５ 位核苷酸为 Ｃꎮ

３　 讨 论

ＧｍＮｃｌ１ 基因和 ＧｍＳＡＬＴ３ 基因均位于 Ｄｏ 等[２３]

定位的一个主效耐盐 ＱＴＬ 区段内ꎬ该 ＱＴＬ 位于

ＳＳＲ０３＿１３３５ 与 ＳＳＲ＿１３５９ 之间ꎮ 生物信息学分析结

果表明ꎬ这 ２ 个基因均编码 Ｎａ＋ / Ｈ＋转运蛋白家族ꎮ
Ｇｕａｎ 等[１５]发现ꎬＧｍＳＡＬＴ３ 基因与大豆耐盐性相关ꎬ
该基因主要在耐盐大豆品种铁峰 ８ 号的根系中表

达ꎬＮａＣｌ处理后ꎬ该基因在耐盐大豆材料中大量表

Ｍ１:ＤＬ ２ ０００ ｂｐ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻＭ２: ５０ ｂｐ ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒꎻ１:铁峰 ８
号ꎻ２:Ｌｅｅ６８ꎻ３:ＢＢ５２ꎻ４:大悟六月爆ꎻ５:清远小青豆ꎻ６:Ｊａｃｋｓｏｎꎻ
７:Ｗｉｌｌｉａｍｓ ８２ꎻ８:Ｎ２３６７４ꎻ９:邢阳灰黄豆ꎻ１０:南农 ８９￣３０ꎮ
图 ３　 ＣＡＰＳ / Ｘｂａ Ｉ对不同大豆耐盐特性鉴定结果

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＣＡＰＳ / Ｘｂａ Ｉ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｓａｌｔ ｔｏｌｅｒ￣
ａｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ

图 ４　 测序结果比对

Ｆｉｇ.４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｂｌａｓｔ
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达ꎬ在盐敏感大豆材料中不表达ꎮ ＧｍＳＡＬＴ３ 基因可

能在 Ｎａ＋向地上部的运输中发挥作用ꎬ但是并不直

接控制盐分向地上部的运输ꎮ 赫卫等[１７] 发现ꎬ盐胁

迫下 ＧｍＮｃｌ１ 基因诱导表达上调ꎬ表明该基因也与

大豆的耐盐性相关ꎮ 盐胁迫处理 ４ 种不同耐盐特性

的大豆后ꎬＧｍＮｃｌ１ 表达量均显著上调ꎬ而且盐敏感

品种上调倍数高于耐盐品种[１８]ꎮ 基因的表达受上

游相关转录因子的调控ꎬ而转录因子对基因的调控

是通过与启动子区的顺式作用元件共同作用完成

的[２４]ꎮ 因此ꎬ分析启动子区的顺式作用元件有助于

了解基因的表达调控机制ꎮ 本研究发现ꎬ具有不同

耐盐特性的大豆 ＧｍＮｃｌ１ 基因启动子区域内顺式作

用元件的类型和数目并无差别ꎬ说明不同材料

ＧｍＮｃｌ１ 基因表达模式的差异并不是由于启动子区

域差异所造成的ꎮ
传统耐盐性鉴定必须严格控制处理条件ꎬ并经

过反复的表型鉴定才能获得准确的耐盐种质ꎬ需要

投入大量的人力物力ꎬ而且鉴定结果的准确性低ꎮ
采用分子标记技术分析大豆耐盐特性ꎬ不易受外界

环境和生长时期等因素的限制ꎬ能直接准确地鉴定

出耐盐特性[２５]ꎮ 大豆耐盐分子育种工作已经开展

了一段时间ꎬ但是利用分子标记辅助选择育种的研

究进展缓慢ꎮ 这主要是因为标记与目的基因间的距

离较远ꎬ在标记辅助育种过程中易发生分离ꎬ影响分

子标记辅助选择的效率ꎮ 在候选基因区段内进行序

列多样性分析ꎬ开发基于候选基因的功能标记ꎬ可以

对遗传多样性和遗传距离进行相对准确地估计ꎬ提
高分子标记辅助选择和分子设计育种的效率ꎮ 耐盐

相关基因 ＧｍＮｃｌ１ 在不同耐盐特性的大豆材料中存

在不同的单倍型 ＧＡＧＡＴＡＴＴＣ(耐) / ＴＴＴ￣￣￣￣ＣＴ(敏)
序列[１７]ꎮ

为了更加高效地筛选和鉴定耐盐大豆品种ꎬ本
研究将 ＧｍＮｃｌ１ 基因的多态位点开发成 ＣＡＰＳ 标记ꎮ
ＣＡＰＳ 标记是特异引物 ＰＣＲ 扩增产物与限制性内切

酶相结合而产生的一种 ＤＮＡ 分子标记ꎬ是针对目标

基因本身开发的标记ꎬ它揭示了特异 ＰＣＲ 产物 ＤＮＡ
序列上限制性酶切位点的变异信息ꎮ ＣＡＰＳ 标记技

术具有多态性高ꎬ共显性ꎬ所需 ＤＮＡ 量少ꎬ操作简

便ꎬ结果稳定可靠等优点[２６]ꎮ 本研究所开发的

ＣＡＰＳ / Ｘｂａ Ｉ 分子标记能有效鉴定大豆的耐盐特性ꎮ
值得注意的是ꎬ本研究只对有限的大豆材料进行鉴

定ꎬ而耐盐性是一个复杂的数量性状ꎬ由多个基因甚

至基因网络控制ꎬ该基因或许并不能完全解释表型

变异ꎬ所以下一步还需要选取更具代表性的材料对

本研究中所开发的分子标记进行验证ꎮ
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