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　 　 摘要:　 叶片是绿豆最重要的光合作用场所ꎬ其形态结构影响光合作用、群体结构和产量ꎮ 筛选和鉴定绿豆叶

形突变体材料ꎬ为探究叶片发育的分子调控机理和叶形遗传改良奠定基础ꎮ 在皖科绿 ３ 号 ＥＭＳ(Ｅｔｈｙｌ ｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌ￣
ｐｈｏｎａｔｅ)诱变突变体库中鉴定出 １ 个窄叶突变体 ｖｒｎｌ９ꎬ并对该突变体进行表型鉴定、基因定位和转录组分析ꎮ 表型

分析发现ꎬ窄叶突变体 ｖｒｎｌ９ 叶片宽较野生型皖科绿 ３ 号显著减小ꎬ叶面积和叶柄长也显著缩减ꎻ突变体主茎退化ꎬ
生育期延长 １０ ｄꎮ 在突变位点的定位中ꎬ本研究利用苏绿 １６￣１０ 与突变体 ｖｒｎｌ９ 杂交构建的 Ｆ２群体进行遗传分析和

基因精细定位ꎮ 结果表明ꎬ窄叶突变体 ｖｒｎｌ９ 的窄叶表型受单个隐性核基因控制(χ２ ＝ １􀆰 ４０)ꎮ ＢＳＡ 测序分析将突

变位点定位在第 ９ 染色体上０~３􀆰 １ Ｍｂ 的区间内ꎬ结合图位克隆的方法ꎬ本研究将窄叶基因 ｖｒｎｌ９ 定位在标记 ＮＬ￣１５
和 ＮＬ￣２８ 之间 ３５４􀆰 ６ ｋｂ 的区间内ꎮ 转录组学分析发现ꎬ与野生型皖科绿 ３ 号相比ꎬ突变体 ｖｒｎｌ９ 中有 １８２ 个基因的

表达量发生显著改变ꎬ其中 ８６ 个上调、９６ 个下调ꎮ ＫＥＧＧ 分析结果表明ꎬ差异表达基因显著富集在植物激素信号

传导、萜类骨架的生物合成、玉米素的生物合成等代谢通路ꎮ 这些研究结果为克隆窄叶基因 ｖｒｎｌ９ 和解析绿豆叶片

生长发育的分子调控机理提供理论依据ꎮ
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　 　 绿豆[Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ (Ｌ.) Ｗｉｌｃｚｅｋ]是豆科(Ｌｅ￣
ｇｕｍｉｎｏｓａｅ) 蝶 形 花 亚 科 ( Ｐａｐｉｌｉｏｎａｃｅａｅ ) 菜 豆 族

(Ｐｈａｓｅｏｌｅａｅ)豇豆属(Ｖｉｇｎａ Ｌ.)中的一个种ꎬ染色体

组为２ｎ＝ ２ｘ＝ ２２ꎮ 绿豆具有喜温、耐贫瘠、耐荫、生
育期短、适播期长且经济效益高等特点ꎬ在高产、优
质、高效农业生产中发挥了重要作用ꎮ 目前ꎬ绿豆主

要种植在亚洲、非洲、南美洲和澳大利亚等国家和地

区ꎬ年均种植面积超过６×１０６ ｈｍ２ [１]ꎮ 绿豆作为豆科

作物ꎬ具有固氮能力ꎬ可培肥、改良土壤ꎮ 因此ꎬ绿豆

常与水稻、小麦等轮作ꎬ可以减施氮肥ꎬ减轻病、虫危

害ꎬ提高作物产量ꎬ增加经济效益[２￣３]ꎮ 此外ꎬ绿豆籽

粒营养丰富ꎬ蛋白质含量高ꎬ可加工成绿豆糕、绿豆

汤、绿豆芽菜、绿豆粉丝、绿豆酒等多种产品ꎻ绿豆籽

粒还富含多种维生素、矿质元素及活性物质ꎬ具有解

毒、抗过敏、抗菌抑菌、抗肿瘤等功效ꎬ绿豆属药食两

用作物[４￣５]ꎮ 绿豆籽粒中铁元素含量较高ꎬ被亚洲蔬

菜研究与发展中心认定为富含铁食物ꎬ适用于改善

缺铁引发的贫血症[６]ꎮ 由于绿豆主要种植在发展

中国家ꎬ常被划为小杂粮ꎬ相关的基础研究较少ꎬ其
基因组学和分子遗传学研究水平落后于水稻、玉米

等大宗作物[７]ꎮ 随着农业种植结构的调整和居民

饮食观念的改变ꎬ绿豆等杂粮作物的研究投入加大ꎬ
研究水平提高ꎬ研究内容更加深入ꎬ促进了绿豆产业

的发展ꎮ Ｋａｎｇ 等[８] 率先完成了绿豆全基因组测序

工作ꎬ获得第一张绿豆基因组序列草图(４３１ Ｍｂ)ꎬ
促进了绿豆遗传学和基因组学的发展ꎮ

叶片是绿豆最重要的光合作用场所ꎬ影响群体冠

层结构和最终产量ꎮ 因此ꎬ探究绿豆叶形调控机理不

仅具有重要的理论价值ꎬ也有助于叶形和株型的遗传

改良ꎮ 模式植物拟南芥和水稻中叶形调控机理研究

已较为清晰ꎬ一些关键调控基因已被克隆ꎮ 拟南芥中

ＰＩＮ１ 和水稻中 ＮＡＬ１ 与生长素极性运输相关ꎬ通过影

响生长素的浓度调控叶片形态发育[９￣１０]ꎮ 生长素响

应因子基因 ＥＴＴ / ＡＲＦ３ 和 ＡＲＦ４ 在拟南芥叶片的背

轴面生长发育过程中发挥重要作用[１１￣１２]ꎮ 水稻中生

长素响应因子基因 ＡＲＦ１１ 功能缺失后ꎬ叶片变窄[１３]ꎮ

此外ꎬＫＡＮＡＤＩ 基因家族和 ＹＡＢＢＹ 基因家族在拟南芥

和水稻叶片的生长发育中也发挥十分重要的调控作

用[１４￣１６]ꎮ 目前ꎬ对绿豆复叶形态发育和遗传调控的研

究已取得了一定进展ꎮ 遗传分析结果表明ꎬ绿豆裂叶

性状由两对基因控制[１７]ꎬ裂叶对卵圆叶表现为半显

性ꎬ第 ３ 染色体上编码 Ａ２０ / ＡＮ１ 锌指结构域的转录

因子基因(Ｖｒａｄｉ０３ｇ０４４７０)应为裂叶性状的调控基

因[１８]ꎮ 王洁[１９]基于大花叶和冀绿 ９ 号变异株杂交衍

生的 ＲＩＬ 群体ꎬ在第 ３ 和第 １０ 染色体上鉴定出多个

调控叶片缺刻性状的 ＱＴＬꎬ且第 ３ 染色体上编码糖基

转移酶(ＬＯＣ１０６７５７４１６)的基因为最佳候选基因ꎮ 利

用绿豆叶形突变体材料ꎬＪｉａｏ 等[２０￣２１]克隆了 ２ 个绿豆

叶片发育关键调控基因 ＵＮ 和 ＲＲＦ１ꎮ 虽然绿豆叶形

调控的分子机理已有报道ꎬ但复叶发育是一个复杂的

生物学过程ꎬ有多个调控基因参与ꎮ 目前绿豆中已克

隆的叶形调控基因仍然较少ꎬ其遗传调控网络仍不清

晰ꎬ需要定位和克隆更多的相关基因ꎮ 同时ꎬ绿豆叶

形遗传调控机理的解析也为绿豆叶形的遗传改良提

供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

绿豆窄叶突变体 ｖｒｎｌ９ 为皖科绿 ３ 号经 ＥＭＳ 诱

变后获得ꎬ经多代自交后ꎬ其窄叶表型稳定ꎮ ２０１９
年夏季以 ｖｒｎｌ９ 为母本ꎬ与正常叶形的苏绿 １６￣１０
(江苏省农业科学院选育)杂交ꎬ构建遗传分析和定

位群体ꎮ ２０２０ 年夏季和 ２０２１ 年夏季分别将 Ｆ１和 Ｆ２

群体种植在安徽省农业科学院院内基地ꎮ
１.２　 性状调查与遗传分析

绿豆植株叶长、叶宽等表型性状的调查测量方

法按照«绿豆种质资源描述规范和数据标准» [２２] 执
行ꎬ叶面积检测三出复叶中间小叶的面积ꎮ 在 Ｆ１和

Ｆ２代观察群体叶片表型ꎬＦ２分离群体中统计具有窄

叶表型和正常叶片表型的植株数目ꎬ采用卡方检测

分离比ꎮ 数据分析利用 Ｅｘｃｅｌ 和 ＳＰＳＳ 软件完成ꎮ
１.３　 混池测序及数据分析

以 ｖｒｎｌ９ 和苏绿 １６￣１０ 杂交构建的 Ｆ２群体(包含
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１ ２９３个单株)为定位群体ꎬ采用 ＢＳＡ(Ｂｕｌｋｅｄ ｓｅｇｒｅｇａｔｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ)法构建突变体和野生型 ２ 个子代 ＤＮＡ 混池ꎬ
各包含 ３０ 个单株ꎮ 利用 ＤＮＡ 提取试剂盒[天根生化

科技(北京)有限公司产品ꎬ货号 ＤＰ３０５]提取单株

ＤＮＡꎬ每个混池中各单株 ＤＮＡ 等量混合ꎮ 利用第二

代测序技术(Ｎｅｘｔ￣ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬＮＧＳ)ꎬ基于

Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序 Ｎｏｖａ Ｓｅｑ 平台对混池和双亲进行基因

组重测序ꎮ 测序完成后ꎬ去除带接头及低质量的序

列ꎮ 测序数据以 Ｋａｎｇ 等[８]公布的绿豆基因组信息为

参考ꎬ将野生型混池、突变混池和双亲一起检测 ＩｎＤｅｌ
和 ＳＮＰ 位点ꎬ鉴定覆盖全基因组的 ＩｎＤｅｌ 和 ＳＮＰ 位

点ꎮ ＢＳＡ￣ｓｅｑ 分析采用 Ｆｅｋｉｈ 等[２３] 和 Ｔａｋａｇｉ 等[２４] 提

出的基于 ＳＮＰ￣ｉｎｄｅｘ 的基因定位方法ꎮ 以双亲间的

ＳＮＰ 为参考ꎬ以苏绿 １６￣１０ 的基因型为背景ꎬ分别计

算两个混池中每 １ 个 ＳＮＰ 位点的 ＳＮＰ￣ｉｎｄｅｘ 和 Ｄｅｌｔａ
ＳＮＰ￣ｉｎｄｅｘ[２３]ꎮ ＳＮＰ￣ｉｎｄｅｘ 分布情况以窗口形式展现ꎬ
窗口大小设置为 ５００ ｋｂꎬ步长为 １００ ｋｂꎬ计算每个窗

口中 ＳＮＰ￣ｉｎｄｅｘꎮ 进行１０ ０００次置换检验ꎬ选取 ９５％
和 ９９％置信水平作为筛选阈值ꎮ
１.４　 精细定位

ＢＳＡ￣ｓｅｑ 分析完成后ꎬ根据双亲核苷酸序列差

异ꎬ用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件在窄叶性状连锁的候选

区间设计引物ꎬ再用 Ｆ２群体中隐性单株对 ＢＳＡ￣ｓｅｑ 的

定位结果进行验证和基因精细定位ꎮ ＰＣＲ 反应总体

系为 １０􀆰 ０ μｌ:ＤＮＡ 模板(５０ ｎｇ / μｌ)１􀆰 ０ μｌꎬ２×Ｔ５ Ｓｕ￣
ｐｅｒ ＰＣＲ Ｍｉｘ(北京擎科生物科技股份有限公司产品)
５􀆰 ０ μｌꎬ上、下游引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)各 ０􀆰 ５ μｌꎬ灭菌双蒸

水 ３􀆰 ０ μｌꎮ ＰＣＲ 扩增反应程序如下:(１)９８ ℃预变性

２ ｍｉｎꎻ(２)然后 ９８ ℃变性 １０ ｓꎬ５７ ℃退火 １０ ｓꎬ７２ ℃
延伸 １０ ｓꎬ３８ 个扩增循环ꎻ(３)最后 ７２ ℃充分延伸 ５
ｍｉｎꎻ(４)８ ℃保存ꎮ ＩｎＤｅｌ 标记扩增产物用 ８％聚丙烯

酰胺凝胶电泳分离ꎬ电泳完成后银染显色ꎬ统计分析

各单株基因型ꎻＳＮＰ 标记扩增产物经琼脂糖凝胶电泳

后ꎬ回收目的片段ꎬＤＮＡ 测序鉴定基因型ꎮ
１.５　 转录组分析

野生型和突变体出苗 ２１ ｄ 后ꎬ取完全展开的复

叶中间叶片用于转录组分析ꎬ每个样品 ３ 次重复ꎮ
利用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒提取叶片总 ＲＮＡꎬ质量检测合格

后用 Ｏｌｉｇｏ(ｄＴ)磁珠从总 ＲＮＡ 中富集带有 ｐｏｌｙＡ 结

构的 ｍＲＮＡꎬ经离子打断ꎬ得到长度为 ３００ ｂｐ 左右

的 ＲＮＡ 片段ꎮ 以获得的 ＲＮＡ 片段为模板ꎬ反转录

合成 ｃＤＮＡ 第一链ꎬ然后以 ｃＤＮＡ 第一链为模板完

成 ｃＤＮＡ 第二链的合成ꎮ 采用 ＰＣＲ 扩增的方法完

成文库片段富集ꎬ文库大小在 ４５０ ｂｐꎬ并利用 Ａｇｉｌｅｎｔ
２１００ Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ 对文库进行质量检测ꎮ 构建好的

文库采用 Ｎｏｖａｓｅｑ￣ＰＥ１５０ 平台进行测序ꎬ测序和数

据分析工作由派森诺生物科技有限公司(上海)完

成ꎮ
首先对原始测序数据进行质量过滤ꎬ去除带接

头、低质量和较短的 Ｒｅａｄꎬ用 ＨＩＳＡＴ２ 软件将筛选后

的高质量测序数据(Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄ)比对到绿豆的参考

基因组上( ｈｔｔｐｓ: / / ｄａｔａ. ｌｅｇｕｍｅｉｎｆｏ. ｏｒｇ / Ｖｉｇｎａ / ｒａｄｉａ￣
ｔａ / )ꎮ 使用 ＨＴＳｅｑ 统计比对到每 １ 个基因上ꎬ得到

Ｒｅａｄ Ｃｏｕｎｔ 值ꎬ作为基因的原始表达量ꎬ采用 ＦＰＫＭ
(Ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｐｅｒ ｋｉｌｏ ｂａｓｅ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ)方法

对基因表达量进行标准化[２５]ꎮ 利用 ＤＥＳｅｑ２ 软

件[２６]对野生型和突变体中基因的表达量进行差异

分析ꎬ差异表达基因(Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎬ
ＤＥＧ)的筛选条件为:基因表达量的倍数变化(Ｆｏｌｄ
ｃｈａｎｇｅ)大于 ２ 即 ｜ ｌｏｇ２ (Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇ) ｜ >１ꎬ显著性Ｐ<
０􀆰 ０５ꎮ 根据 ＤＥＧ 分析的结果ꎬ使用 Ｂｌａｓｔ２ Ｇｏ 软件

对 ＤＥＧ 进行 ＧＯ 功能注释(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏ￣
ｇｙ.ｏｒｇ / )ꎬ并利用 ｔｏｐＧＯ 进行 ＧＯ 富集分析ꎮ 利用

ＫＡＡＳ[２７] 对 ＤＥＧ 进行 ＫＥＧＧ 注释 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.
ｋｅｇｇ.ｊｐ / ｋｅｇｇ / ｇｅｎｏｍｅ / )ꎬ用 ＫＯＢＡＳ 软件进行代谢通

路富集分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 突变体 ｖｒｎｌ９ 的表型分析

野生型皖科绿 ３ 号和突变体 ｖｒｎｌ９ 的农艺性状

如表 １ 所示ꎮ 在苗期ꎬ与野生型相比ꎬｖｒｎｌ９ 的叶片

明显变窄(图 １Ａ ~ 图 １Ｃ)ꎮ 皖科绿 ３ 号的叶片宽

１２􀆰 ０９ ｃｍꎬ而 ｖｒｎｌ９ 的叶片宽 ５􀆰 ８６ ｃｍꎬ较野生型减少

５１􀆰 ５３％ꎬ差异达极显著水平ꎮ ｖｒｎｌ９ 和野生型的叶

片长没有显著差异ꎬ但叶片变窄导致 ｖｒｎｌ９ 的叶面积

较野生型皖科绿 ３ 号减少了 ３４􀆰 ５１％ꎮ ｖｒｎｌ９ 的叶柄

长也显著降低ꎬ较野生型减少了 ４８􀆰 ７２％ꎮ 基因突

变显著延长了绿豆的开花期ꎬ增加了 ｖｒｎｌ９ 的全生育

期天数ꎮ ｖｒｎｌ９ 的主茎明显退化(图 １Ｄ)ꎬ突变体主

茎高 ( １５􀆰 ２０ ｃｍ ) 较 野 生 型 ( ７０􀆰 ６０ ｃｍ ) 降 低

７８􀆰 ４７％ꎻ主茎节数(６􀆰 ５７) 较野生型 (１１􀆰 ３３) 减少

４２􀆰 ０１％ꎬ且差异均达到极显著水平(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 突

变体和野生型其他性状如荚长、荚宽和单株荚数等

相比无显著差异ꎮ

５０２叶卫军等:绿豆窄叶突变体 ｖｒｎｌ９ 基因的精细定位与转录组分析



Ａ:皖科绿 ３ 号苗期表型ꎬ标尺＝ ５ ｃｍꎻＢ:突变体 ｖｒｎｌ９ 苗期表型ꎬ标尺＝ ５ ｃｍꎻＣ:皖科绿 ３ 号(ＷＫ３)和突变体 ｖｒｎｌ９ 叶片表型ꎬ标尺＝ ２ ｃｍꎻＤ:
皖科绿 ３ 号(ＷＫ３)和突变体 ｖｒｎｌ９ 成熟植株表型ꎬ红色箭头指示突变体 ｖｒｎｌ９ 主茎ꎬ标尺＝ １０ ｃｍꎮ

图 １　 野生型皖科绿 ３ 号与突变体 ｖｒｎｌ９ 表型

Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ Ｗａｎｋｅｌü ３ (ＷＫ３) ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ ｖｒｎｌ９

表 １　 皖科绿 ３ 号和突变体 ｖｒｎｌ９ 农艺性状分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｇｒｏｎｏｍｉｃ ｔｒａｉｔｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＷＫ３ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ ｖｒｎｌ９

农艺性状　 　 　 皖科绿 ３ 号 突变体 ｖｒｎｌ９

叶片长(ｃｍ) １４.４６±０.７１ １４.８６±０.６４

叶片宽(ｃｍ) １２.０９±０.７９ ５.８６±０.５３∗∗

叶面积(ｃｍ２) １１４.３１±１２.１５ ７４.８６±４.６０∗∗

叶柄长(ｃｍ) ２３.９１±１.２２ １２.２６±１.１４∗∗

开花期(ｄ) ３５.６７±０.５８ ４１.００±１.００∗∗

全生育天数(ｄ) ５３.６７±０.５８ ６３.６７±０.５８∗∗

主茎高(ｃｍ) ７０.６０±１.９２ １５.２０±１.４８∗∗

主茎节数 １１.３３±０.８２ ６.５７±０.５３∗∗

分枝数 ２.５０±０.５５ ３.４３±０.５３

荚长(ｃｍ) １０.５８±０.４４ １０.１３±０.２４

荚宽(ｃｍ) ０.５３±０.０２ ０.５４±０.０３

单株荚数 ２５.００±４.０６ ２２.８３±３.３１

单荚粒数 １２.００±１.１０ １１.７５±０.４６

百粒质量(ｇ) ５.４５±０.０７ ５.３３±０.０６

∗∗表示差异达极显著水平(Ｐ<０.０１)ꎮ

２.２　 突变体 ｖｒｎｌ９ 的遗传分析

突变体 ｖｒｎｌ９ 是在皖科绿 ３ 号 ＥＭＳ 诱变 Ｍ２ 代

群体中被发现ꎬ子代表型分析发现突变表型植株的

后代均表现为窄叶ꎬ与突变体同一个株系的部分正

常表型植株后代可分离出窄叶突变体ꎬ表明突变体

ｖｒｎｌ９ 的突变性状由隐性基因控制ꎮ 以突变体 ｖｒｎｌ９
为母本ꎬ苏绿 １６￣１０ 为父本进行杂交ꎬＦ１代均表现为

正常叶片表型ꎬＦ２群体分离出窄叶表型和正常叶形

植株ꎮ 在 Ｆ２群体中随机调查了 ２４４ 个植株的表型ꎬ

其中正常表型的植株 １９１ 株ꎬ窄叶表型的植株 ５３
株ꎮ 经卡方分析ꎬ正常植株与窄叶植株比例符合３ ∶
１ 的理论分离比(χ２ ＝ １.４０<χ２

０.０５ ＝ ３􀆰 ８４)ꎬ表明突变

体 ｖｒｎｌ９ 的窄叶表型受 １ 对隐性核基因控制(表 ２)ꎮ
２.３　 窄叶基因 ｖｒｎｌ９ 的精细定位

在突变体 ｖｒｎｌ９ 和苏绿 １６￣１０ 杂交的 Ｆ２代群体

中各取 ３０ 个窄叶表型和正常表型的单株叶片ꎬ分别

构建突变型和野生型单株的 ＤＮＡ 混池ꎬ与亲本一起

进行基因组重测序ꎮ 将野生型混池、突变体混池和

双亲的测序数据一起检测 ＩｎＤｅｌ 和 ＳＮＰ 位点ꎬ共检

测到３１ ０３３个 ＩｎＤｅｌ 和１５５ ９７８个 ＳＮＰ 位点ꎮ ＳＮＰ￣
ｉｎｄｅｘ 分析结果显示ꎬ第 ９ 染色体上０~ ３􀆰 １ Ｍｂ 的区

间内 Ｄｅｌｔａ ＳＮＰ￣ｉｎｄｅｘ 值较基因组其他区域明显增

加ꎬ该区间内１ ４１０个 ＳＮＰ 位点的 Ｄｅｌｔａ ＳＮＰ￣ｉｎｄｅｘ
均值为 ０􀆰 ５４ꎬ表明与窄叶性状关联的位点可能位于

该区间内(图 ２)ꎮ 为验证 ＢＳＡ￣ｓｅｑ 定位结果ꎬ在目

标区间附近筛选了 １０ 个分子标记ꎬ获得亲本间多态

性表现较好的 ＩｎＤｅｌ 分子标记 Ａ９￣２ꎬ位于定位区间

的右侧ꎮ 利用 Ａ９￣２ 对 Ｆ２群体中 ２１ 个突变表型的单

株进行基因型分析ꎬ结果表明 Ａ９￣２ 与窄叶基因 ｖｒｎｌ９
存在连锁关系ꎮ 根据双亲间的核苷酸序列差异ꎬ在
Ａ９￣２ 的左翼设计了多个 ＩｎＤｅｌ 标记ꎬ获得多态性 Ｉｎ￣
Ｄｅｌ 标记 ＮＬ￣５ 和 ＮＬ￣１５ꎮ 用这 ２ 个标记对 ２１ 个窄

叶表型的单株进行基因型分析ꎬ结果发现 ＮＬ￣５(图
３)和 ＮＬ￣１５ 与 ｖｒｎｌ９ 都表现为连锁关系ꎬ根据交换情

况将 ｖｒｎｌ９ 初步定位在这 ２ 个标记之间ꎮ 为进一步

缩小候选区间ꎬ在 ＮＬ￣５ 和 ＮＬ￣１５ 之间又开发了 ３ 对

有多态性的 ＳＮＰ 标记(ＮＬ￣２０、ＮＬ￣２８、ＮＬ￣２３)ꎮ 利用
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多态性分子标记(表 ３)对 Ｆ２群体中 ２５５ 个突变表型

的单株进行基因型鉴定ꎬ结果发现在标记 ＮＬ￣１５ 和

ＮＬ￣２８ 处均有交换发生ꎬ且两处的交换单株不重复ꎮ
因此ꎬｖｒｎｌ９ 被锚定在这 ２ 个标记间 ３５４.６ ｋｂ 的区间

内(图 ４)ꎮ 利用绿豆基因组数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｌｅｇａｃｙ.
ｌｅｇｕｍｅｉｎｆｏ.ｏｒｇ / ｇｅｎｏｍｅｓ / ｊｂｒｏｗｓｅ / ? ｄａｔａ ＝Ｖｒ１.０)对候

选区间的基因进行预测分析ꎬ发现区间内共有 ３８ 个

注释基因ꎮ

表 ２　 窄叶突变体 ｖｒｎｌ９ 的遗传分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎａｒｒｏｗ ｌｅａｆ ｍｕｔａｎｔ ｖｒｎｌ９

组合 总株数 正常植株数 窄叶植株数 期望比 χ２
０.０５值 Ｐ 值

突变体 ｖｒｎｌ９×苏绿 １６￣１０ ２４４ １９１ ５３ ３ ∶ １ １.４０ ０.２４

ＳＮＰ￣ｉｎｄｅｘ(Ａ):突变体混池的 ＳＮＰ￣ｉｎｄｅｘ 分布图ꎻＳＮＰ￣ｉｎｄｅｘ(Ｂ):野生型混池的 ＳＮＰ￣ｉｎｄｅｘ 分布图ꎮ 红线为窗口下 ＳＮＰ￣ｉｎｄｅｘ 或 Ｄｅｌｔａ ＳＮＰ￣ｉｎ￣
ｄｅｘ 的均值ꎻ绿线和橙线分别为 ９５％和 ９９％置信水平阈值线ꎮ

图 ２　 ＳＮＰ￣ｉｎｄｅｘ 和 Ｄｅｌｔａ ＳＮＰ￣ｉｎｄｅｘ 在染色体上的分布

Ｆｉｇ.２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＳＮＰ￣ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｄｅｌｔａ ＳＮＰ￣ｉｎｄｅｘ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ

表 ３　 窄叶基因 ｖｒｎｌ９ 精细定位所用分子标记

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｆｉｎｅ ｍａｐｐｉｎｇ ｏｆ ｎａｒｒｏｗ￣ｌｅａｆ ｇｅｎｅ ｖｒｎｌ９

标记 正向引物 (５′→３′) 　 　 　 　 反向引物 (５′→３′) 　 　 　 　

ＮＬ￣１５ ＡＧＴＧＴＴＴＧＴＣＴＴＣＡＴＴＡＡＴＴＣＴＴＧＴ ＣＴＴＡＴＴＧＣＴＣＡＡＡＴＴＧＴＴＧＧＡＴＧＧＴ

ＮＬ￣２０ ＣＴＧＴＧＣＧＡＣＣＡＡＴＡＧＧＡＴＧＡＡＧＧＡＧ ＡＡＡＴＧＣＴＧＡＡＡＡＧＧＧＡＴＴＧＧＧＡＧＡＡ

ＮＬ￣２８ ＡＴＴＣＴＡＧＴＴＴＡＣＴＡＴＣＡＴＣＴＣＧＧＡ ＧＧＣＴＧＡＧＡＧＧＴＴＡＡＧＧＡＡＧＡＡＧＡＣＴ

ＮＬ￣２３ ＴＣＴＡＧＧＧＴＴＡＴＡＧＧＧＴＡＡＧＧＡＴＴＣ ＡＴＧＧＡＴＴＴＴＧＴＧＣＴＧＴＡＴＴＴＧＧＧＡ

ＮＬ￣５ ＣＡＣＡＣＴＴＡＴＣＴＧＴＴＣＴＧＡＡＣＴＴＣＧ ＧＣＡＴＴＧＡＧＡＡＡＧＴＴＡＴＣＴＡＣＣＡＧＴＧ

Ａ９￣２ ＣＧＡＡＴＣＡＡＣＴＣＡＡＴＣＧＡＧＣＡ ＧＡＣＡＣＧＡＴＣＧＡＧＣＣＡＡＧＴＴＴ

２.４　 窄叶基因 ｖｒｎｌ９ 的转录组分析

２.４.１　 差异表达基因的鉴定　 转录组测序完成后ꎬ
以 ｜ ｌｏｇ２(Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇ) ｜ >１ꎬ且Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异表达基

因的筛选条件ꎬ鉴定在突变体 ｖｒｎｌ９ 和野生型皖科绿
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１:苏绿 １６￣１０ꎻ２:突变体 ｖｒｎｌ９ꎻ３:Ｆ１ꎻＭ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ Ｉꎻ４~２４:Ｆ２群体中突变体表型的单株ꎮ

图 ３　 利用标记 ＮＬ￣５对 Ｆ２群体中 ２１ 个突变体单株的基因型分析结果

Ｆｉｇ.３　 Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ２１ Ｆ２ ｐｌａｎｔｓ ｗｉｔｈ ｍｕｔａｎｔ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｍａｒｋｅｒ ＮＬ￣５

图 ４　 ｖｒｎｌ９ 的精细定位

Ｆｉｇ.４　 Ｆｉｎｅ ｍａｐｐｉｎｇ ｆｏｒ ｖｒｎｌ９

３ 号间差异表达的基因ꎮ 结果共筛选出 １８２ 个差异

表达基因ꎮ 与野生型皖科绿 ３ 号相比ꎬ在突变体

ｖｒｎｌ９ 中基因表达量上调的有 ８６ 个ꎬ表达量下调的

有 ９６ 个(图 ５)ꎮ
２.４.２　 差异表达基因的 ＧＯ 富集分析　 对差异表达

的基因(ＤＥＧ)进行 ＧＯ 富集分析ꎬ按照生物过程

(Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ)、细胞组分(Ｃｅｌｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ)、分
子功能(Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ)分类和富集分析ꎮ 每项

分类挑选富集最显著的前 １０ 个 ＧＯ ｔｅｒｍ 进行展示

(图 ６)ꎮ 在生物过程类别中 ＤＥＧ 显著富集在苯丙

素响应、细胞对脂质的响应、激素水平调节等生物过

程ꎻ细胞组分类别中 ＤＥＧ 显著富集在胞外区、细胞

外空间等区域ꎻ在分子功能类别中ꎬＤＥＧ 显著富集

在 ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ转录调节区序列特异性 ＤＮＡ 结合

和双加氧酶活性等功能组中ꎮ

２.４. ３ 　 差异表达基因的 ＫＥＧＧ 富集分析 　 利用

ＫＥＧＧ 数据库对突变体和野生型中的差异表达基因

(ＤＥＧ)进行功能分类和 Ｐａｔｈｗａｙ 注释ꎬ有 ５５ 个差异

基因可以详细注释到 ３３ 条信号通路中(图 ７)ꎮ 富

红点表示显著上调的基因ꎻ蓝点表示显著下调的基因ꎻ灰点表示

表达量无显著差异的基因ꎮ
图 ５　 突变体 ｖｒｎｌ９ 与皖科绿 ３ 号叶片中差异表达基因(ＤＥＧ)

火山图

Ｆｉｇ.５　 Ｖｏｌｃａｎｏ ｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ (ＤＥＧ) ｉｎ
ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｖｒｎｌ９ ａｎｄ ＷＫ３

集分析结果表明ꎬ有 ３０ 个 ＤＥＧ 显著富集在新陈代

谢通路中ꎬ如萜类骨架的生物合成、玉米素的生物合
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成及角质、木栓质和蜡质的生物合成等ꎻ１１ 个 ＤＥＧ
显著富集在环境信息处理中ꎬ参与激素信号转导和

ＭＡＰＫ 信号通路ꎻ５ 个 ＤＥＧ 富集在遗传信息处理ꎬ
参与核苷酸切除修复、内质网中的蛋白质加工、ＲＮＡ

降解和 ｍＲＮＡ 监测途径ꎻ５ 个 ＤＥＧ 富集在细胞过程

通路中ꎬ参与过氧化物酶、胞吞作用和吞噬体途径ꎻ４
个 ＤＥＧ 富集在生物体系统中ꎬ参与植物昼夜节律调

控及植物￣病原体互作ꎮ

１:苯丙素响应ꎻ２:细胞对脂质的响应ꎻ３:激素水平调节ꎻ４:肽类激素的分泌ꎻ５:激素分泌ꎻ６:激素分泌调节ꎻ７:肽类激素分泌调节ꎻ８:类异戊

二烯代谢过程ꎻ９:种子休眠过程ꎻ１０:休眠过程ꎻ１１:胞外区ꎻ１２:细胞外空间ꎻ１３:核苷酸切除修复因子 １ 复合物ꎻ１４:磷酸丙酮酸水合酶复合

物ꎻ１５:ＥＲＣＣ４￣ＥＲＣＣ１ 复合物ꎻ１６:细胞壁ꎻ１７:外部封装结构ꎻ１８:蛋白质储存液泡膜ꎻ１９:核苷酸切除修复复合物ꎻ２０:甘油￣３￣磷酸脱氢酶复

合物ꎻ２１:ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ转录调节区序列特异性 ＤＮＡ 结合ꎻ２２:双加氧酶活性ꎻ２３:磷酸酶抑制剂活性ꎻ２４:２￣酮戊二酸￣依赖性双加氧酶活性ꎻ
２５:序列特异性双链 ＤＮＡ 结合ꎻ２６:羧酸结合ꎻ２７:有机酸结合ꎻ２８:氧化还原酶活性(根据配对的供体ꎬ结合或还原氧分子)ꎻ２９:转录调节区

序列特异性 ＤＮＡ 结合ꎻ３０:氧化还原酶活性ꎮ
图 ６　 差异表达基因 ＧＯ 功能分类

Ｆｉｇ.６　 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

１:萜类骨架的生物合成ꎻ２:玉米素的生物合成ꎻ３:角质、木栓质和蜡质的生物合成ꎻ４:硒化合物的代谢ꎻ５:氨基糖和核苷酸糖代谢ꎻ６:戊糖和

葡萄糖醛酸酯的相互转化ꎻ７:半胱氨酸和蛋氨酸代谢ꎻ８:托烷、哌啶和吡啶类生物碱的生物合成ꎻ９:二萜类生物合成ꎻ１０:类黄酮生物合成ꎻ
１１:类胡萝卜素的生物合成ꎻ１２:脂肪酸生物合成ꎻ１３:脂肪酸降解ꎻ１４:苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成ꎻ１５:泛醌和其他萜类醌的生物

合成ꎻ１６:光合生物中的碳固定ꎻ１７:甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸的代谢ꎻ１８:丙酮酸代谢ꎻ１９:甘油磷脂代谢ꎻ２０:糖降解 / 糖异生ꎻ２１:淀粉和蔗糖

的代谢ꎻ２２:苯丙烷类生物合成ꎻ２３:核苷酸切除修复ꎻ２４:内质网中的蛋白质加工ꎻ２５:ＲＮＡ 降解ꎻ２６:ｍＲＮＡ 监测途径ꎻ２７:过氧化物酶ꎻ２８:胞
吞作用ꎻ２９:吞噬体ꎻ３０:植物激素信号转导ꎻ３１:ＭＡＰＫ 信号通路(植物)ꎻ３２:昼夜节律(植物)ꎻ３３:植物￣病原体互作ꎮ

图 ７　 差异表达基因 ＫＥＧＧ 通路富集分析

Ｆｉｇ.７　 ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

３　 讨 论

ＥＭＳ 诱变可极大提高基因突变频率ꎬ在功能基

因组学研究中ꎬ常用于突变体的创制ꎮ 与其他理化

剂相比ꎬＥＭＳ 诱变引发的变异以点突变为主ꎬ染色

体畸变较少ꎬ且创制的突变体变异类型丰富[２８]ꎬ在
拟南芥[２９]、水稻[３０]、小麦[３１]、大豆[３２]等突变体种质

创制中应用广泛ꎮ 在之前的研究工作中ꎬ本团队利

用 ＥＭＳ 诱变的方法构建皖科绿 ３ 号突变体库ꎬ获得

了多个叶形、株高、生育期变异的突变体[２８]ꎮ 在前

人的研究中ꎬ绿豆叶形突变体材料在叶片的生长发

育调控机理研究中已得到应用ꎮ 绿豆单叶突变体

ｕｎ(Ｕｎｉｆｏｌｉａｔｅ ｌｅａｆ)的突变表型受单隐性核基因调

控ꎬＵＮ 基因编码 １ 个 ＬＦＹ(ＬＥＡＦＹ)同源蛋白ꎬ该基
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因突变后ꎬ三出复叶变为单叶[２０]ꎮ 绿豆 ＲＲＦ１ 基因

编码 ＣＵＣ / ＮＡＭ ( ＣＵＰ￣ＳＨＡＰＥＤ ＣＯＴＹＬＥＤＯＮ / ＮＯ
ＡＰＩＣＡＬ ＭＥＲＩＳＴＥＭ)蛋白ꎬ该基因突变后绿豆的叶

轴变短ꎬ三出复叶有变为单片裂叶的趋势[２１]ꎮ
叶片的形态结构是重要的育种目标性状之一ꎮ

多数大豆育种学家认为窄叶有利于提高群体中、下
部光照度ꎬ增加中、下部叶片的受光面积ꎬ从而提升

叶片总体光合效率ꎬ达到提升产量的目的ꎮ 皖科绿

３ 号突变体库中发现的 １ 个窄叶突变体 ｖｒｎｌ９ꎬ其叶

宽、叶面积和叶柄长度较野生型显著减少ꎬ主茎明显

退化ꎬ主茎节数减少ꎬ开花期和全生育期延长ꎬ表明

ｖｒｎｌ９ 是 １ 个多效基因ꎬ基因突变后影响绿豆植株整

体的形态发育ꎮ
随着基因组测序技术的发展ꎬ基于测序技术的

ＢＳＡ￣ｓｅｑ 技术被广泛应用于基因定位和克隆[２３]ꎬ可
快速完成目的基因所在候选区间的确定ꎮ 该方法在

水稻[３３]、玉米[３４]、小麦[３５] 等作物中应用较多ꎬ在花

生[３６]、大豆[３７]、绿豆[３８￣３９] 等豆科作物中也有应用ꎮ
利用 ＢＳＡ￣ｓｅｑ 方法将 ｖｒｎｌ９ 定位在第 ９ 染色体上０~
３􀆰 １ Ｍｂ 的区间内ꎬ并利用分子标记 Ａ９￣２ 验证了

ＢＳＡ￣ｓｅｑ 的定位结果ꎮ 基于亲本核苷酸序列差异ꎬ
在定位区间内设计了多个多态性 ＩｎＤｅｌ 和 ＳＮＰ 标

记ꎬ最终将 ｖｒｎｌ９ 定位在标记 ＮＬ￣１５ 和 ＮＬ￣２８ 之间

３５４􀆰 ６ ｋｂ 的区间内ꎬ该区间包含 ３８ 个预测基因ꎮ 转

录组测序是近年发展起来的用来鉴定差异表达基因

的技术ꎬ常用于筛选突变体和野生型间的 ＤＥＧꎬ有
利于解析农艺性状遗传调控网络[４０]ꎮ 本研究中ꎬ利
用转录组测序技术共筛选出 １８２ 个 ＤＥＧꎬ未发现叶

形调控基因 ＵＮ 和 ＲＲＦ１ 的表达量发生显著改变ꎬ
说明 ｖｒｎｌ９ 独立于这 ２ 个基因调控绿豆叶形ꎮ 转录

组测序分析没有在候选区间内鉴定到 ＤＥＧꎬ表明突

变体和野生型中 ｖｒｎｌ９ 的表达量无显著差异ꎬ推测是

突变体中核苷酸的变异引起了蛋白功能的变化ꎬ从
而导致表型变异ꎮ

研究结果表明植物激素如生长素、赤霉素等参

与调控植物叶片的生长发育[４１]ꎮ 本研究中ꎬＧＯ 分

析发现多个 ＤＥＧ 显著富集在激素的分泌和调节类

别中ꎬ可能影响了突变体 ｖｒｎｌ９ 中植物激素的合成和

代谢ꎬ从而影响了叶片发育ꎮ ＫＥＧＧ 富集分析发现ꎬ
有 ３０ 个 ＤＥＧ 显著富集在萜类骨架的生物合成、玉
米素的生物合成及角质、木栓质和蜡质的生物合成

等新陈代谢通路中ꎮ 玉米素主要参与细胞分裂和组

织分化ꎬ角质、木栓质和蜡质也参与植物组织的构

建ꎬ这些通路中相关基因表达量的改变可能是突变

体形态结构改变如叶片变窄、主茎退化的主要原因ꎮ
此外ꎬ其他 ＤＥＧ 参与的新陈代谢通路如植物激素信

号转导通路调控植物的生长发育(如萌发、开花、休
眠等)、防御和环境适应等过程[４２￣４３]ꎻ植物 ＭＡＰＫ 信

号通路参与植物激素信号转导ꎬ生物和非生物胁迫

等信号转导[４４]ꎻ植物昼夜节律通路影响植物的开花

和成熟ꎬ这些通路中的 ＤＥＧ 表达量的改变也可能影

响了突变体 ｖｒｎｌ９ 的生育期相关表型ꎮ 由此可见ꎬ
ＤＥＧ 参与的各通路是一个相互联系的整体网络ꎬ共
同调控突变体 ｖｒｎｌ９ 的生长发育ꎮ 这些研究结果为

窄叶基因 ｖｒｎｌ９ 的克隆奠定基础ꎬ也为解析绿豆叶片

发育的分子遗传机理提供参考ꎮ

４　 结 论

本研究从皖科绿 ３ 号 ＥＭＳ 诱变突变体库中获

得 １ 个绿豆窄叶突变体 ｖｒｎｌ９ꎬ该突变体的叶片宽较

野生型显著减小ꎬ叶面积和叶柄长度也显著降低ꎬ主
茎退化ꎬ生育期延长ꎮ 遗传分析结果表明突变体

ｖｒｎｌ９ 的突变表型受单个隐性核基因控制ꎮ 利用图

位克隆的方法ꎬ将窄叶基因 ｖｒｎｌ９ 定位在第 ９ 染色体

上标记 ＮＬ￣１５ 和 ＮＬ￣２８ 之间 ３５４.６ ｋｂ 的区间内ꎬ包
含 ３８ 个注释基因ꎮ 转录组学分析发现ꎬ突变体

ｖｒｎｌ９ 中有 １８２ 个基因的表达量发生显著改变ꎬ其中

８６ 个表达量上调ꎬ９６ 个表达量下调ꎮ ＧＯ 功能富集

分析显示ꎬＤＥＧ 显著富集在苯丙素响应、细胞对脂

质的响应、激素的分泌和调节等生物过程ꎮ ＫＥＧＧ
通路富集分析发现ꎬＤＥＧ 显著富集在萜类骨架的生

物合成、玉米素的生物合成及角质、木栓质和蜡质的

生物合成等代谢通路ꎮ
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