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　 　 摘要:　 为建立科学可靠的小豆种质资源鉴定方法ꎬ本研究利用单核苷酸多态性(ＳＮＰ)分子标记ꎬ对 １０２ 份小

豆种质资源进行聚类分析并构建指纹图谱ꎬ同时结合质量性状对小豆种质资源进行鉴定ꎮ 结果发现ꎬ在 １０２ 份小

豆种质资源中 ２６ 个 ＳＮＰ 分子标记表现出多态性ꎬ平均多态信息含量为 ０􀆰 ２８ꎮ ６１ 份小豆种质资源的 ＳＮＰ 指纹图谱

具有唯一性ꎬ可以被准确鉴别ꎬ剩余 ４１ 份小豆种质资源的 ＳＮＰ 指纹图谱不唯一ꎮ 进一步对 １０２ 份小豆种质资源的

６ 个质量性状进行遗传变异分析ꎬ平均遗传多样性指数为１􀆰 ２２４ ５ꎬ６ 个性状均具有丰富的多态性ꎮ 结合以上 ６ 个性

状ꎬ可对 ＳＮＰ 指纹图谱相同的种质资源进行进一步区分ꎮ 本研究开发的 ＳＮＰ 分子标记结合表型性状的鉴别方法ꎬ
可为小豆种质资源遗传鉴定和科学利用奠定基础ꎮ
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种ꎬ由于种皮颜色多为红色ꎬ也被称为红豆、红小豆、
赤豆等[１]ꎮ 中国是最大的小豆生产国和出口国ꎬ年种

植面积约３×１０５ ｈｍ２ꎬ年出口量达４×１０４ ~ ８×１０４ ｔ[２]ꎮ
由于小豆是小宗作物ꎬ相关研究较少ꎬ其种质资源与

大作物相比欠缺系统规范的研究ꎬ同名异种、同种异

名现象较为普遍[３]ꎮ 因此ꎬ准确鉴别小豆种质资源ꎬ
对小豆种质资源管理、品种鉴定、品种追溯、学术交

流、知识产权保护和科学利用等具有重要意义ꎮ
目前小豆种质资源鉴别主要包括形态学和分子

生物学 ２ 种方法ꎮ 形态学方法主要借助植物的外部

形态特征ꎬ该方法操作简单、直接ꎬ因此被广泛应用

于种质资源鉴别和评价领域[４]ꎮ 但形态特征尤其

是数量性状遗传特征易受环境条件和其他修饰基因

的影响ꎬ并且部分由多基因控制的数量性状ꎬ表现出

来的并不是简单的性状差异ꎬ而是一个变化范

围[４]ꎬ因此形态特征不稳定ꎬ不适合作为种质资源

的鉴别指标ꎮ 白鹏等[５]连续 ２ 年对来自全国的 ２６２
份小豆种质资源进行农艺性状鉴定后发现ꎬ用包括

数量遗传性状的农艺性状进行品种鉴定有一定局限

性ꎮ 何伟锋等[６]认为试验条件、土壤及气候条件等

的不同会导致数量性状发生变化ꎬ而质量性状没有

变化ꎮ 分子生物学的方法主要依靠分子标记对种质

资源进行鉴别ꎬ分子标记指能反映生物个体或种群

间基因组中某种差异特征的 ＤＮＡ 片段ꎬ直接反映基

因组 ＤＮＡ 间的差异ꎬ可以更准确、客观、科学地评价

小豆种质的起源进化与遗传差异[７]ꎮ 其中简单重

复序列(Ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔꎬＳＳＲ)分子标记和单

核苷酸多态性(Ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎬＳＮＰ)
分子标记是国际植物新品种权保护联盟(ＵＰＯＶꎬＩｎ￣
ｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ ｕｎｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｗ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ
ｐｌａｎｔｓ)ＢＭＴ 分子测试指南中构建 ＤＮＡ 指纹数据库

和中国«植物品种鉴定　 ＤＮＡ 分子标记法　 总则»
(ＮＹ / Ｔ ２５９４－２０１６)仅有的 ２ 种推荐标记[８]ꎮ

目前在小豆种质资源的鉴别中ꎬＳＳＲ 分子标记

的应用较少ꎮ 赵波等[９] 利用 ７ 个 ＳＳＲ 分子标记对

４９ 份小豆种质资源构建指纹图谱ꎬ其中 ８ 份小豆种

质资源没有差异位点ꎬ无法区分ꎮ 颜军等[１０] 利用

２８ 个 ＳＳＲ 分子标记对 １８２ 份小豆种质资源构建

ＤＮＡ 指纹图谱ꎬ其中有 ９ 份小豆种质资源没有被区

分开ꎬ表明分子标记技术在种质资源鉴定方面存在

一定局限性[１１]ꎮ 本实验室利用前期开发的 ６ 个

ＳＳＲ 分子标记对 ３６ 份小豆种质资源进行鉴别ꎬ结果

发现仅有 １６ 份种质资源可以被完全区分[１２]ꎮ ＳＮＰ
分子标记因在生物基因组上具有分布广、数量多、多
态性丰富等优点[１３]ꎬ在小豆基因定位方面的应用逐

渐增加[１４￣１５]ꎬ然而在小豆品种鉴别上还未有应用ꎮ
近年来有多项研究结果表明ꎬ分子标记和表型性状

可以在植物相似种的分类[１６] 和品种鉴别[１７] 中起到

互补作用ꎮ 本研究利用 ＳＮＰ 分子标记对收集、保存

的 １０２ 份小豆种质资源进行鉴别ꎬ并结合质量性状

进行分析ꎬ以期寻找合适的鉴定和区分小豆种质资

源的方法ꎬ为种质资源管理、品种鉴定、品种保护、种
质资源交流和利用提供技术支持ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１０２ 份小豆种质资源ꎬ由国家杂粮工程技术研究中

心种质资源研究室提供ꎬ主要收集于黑龙江省(５１ 份)、
吉林省(１２ 份)、辽宁省(２３ 份)、河北省(１１ 份)、重庆

市(１ 份)、北京市(２ 份)和天津市(２ 份)(表 １)ꎮ 在同

名品种后加(２)进行区分ꎬ如小丰 ２ 号(２)ꎮ
１.２　 研究方法

１.２.１　 小豆田间种植　 供试小豆种植于黑龙江八一农

垦大学安达市农业科技园区试验基地(Ｎ４６°２４′９􀆰 ４２″ꎬ
Ｅ１２５°２０′５７􀆰 ４６″)ꎮ 每份小豆种质资源播种 １５ 行ꎬ行长

６ ｍꎬ行距 ０􀆰 ６ ｍꎬ株距 ０􀆰 ２ ｍꎮ 于 ２０２２ 年 ６ 月 １９ 日播

种ꎬ９ 月 １８ 日收获ꎬ按照当地大田模式管理ꎮ
１.２.２　 小豆种质资源的基因组 ＤＮＡ 提取　 于人工气

候室盆栽种植供试小豆ꎬ于幼苗期每个品种取 ５ 株ꎬ
每株取真叶叶片 １ 张ꎮ 采用十六烷基三甲基溴化铵

(ＣＴＡＢ)法[１８]提取 １０２ 份供试小豆的基因组 ＤＮＡꎮ
用 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 完整性ꎬ使用 Ｎａｎｏ￣
ｄｒｏｐ 检测 ＤＮＡ 浓度ꎮ
１.２.３　 小豆 ＳＮＰ 分子标记的基因分型　 以 １０２ 份小豆

种质资源的基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ利用 ２６ 个本研究团

队自主设计的 ＳＮＰ 分子标记引物进行分型检测ꎬ所用

仪器为 ＢＩＯ￣ＲＡＤ ＣＦＸ９６ 荧光定量 ＰＣＲ 仪ꎮ ＰＣＲ 扩增

体系为 ＤＮＡ 模板 １ μｌ(３０ ｎｇ / μｌ)ꎬＳＮＰ Ｐｒｉｍｅｒ Ｍｉｘ １􀆰 ４
μｌ(１０ μｍｏｌ / ｌ)ꎬＨｉＧｅｎｏ ２×Ｐｒｏｂｅ Ｍｉｘ Ｂ(北京嘉程生物

科技有限公司产品)５ μｌꎬｄｄ Ｈ２Ｏ 补足至 １０ μｌꎮ ＰＣＲ
反应条件为:９５ ℃预变性１０ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性２０ ｓꎬ６１~５５
℃复性和延伸 ４０ ｓꎬ１０ 个循环(每循环 １ 次降低 ０.６
℃)ꎻ９５ ℃变性 ２０ ｓꎬ５５ ℃扩增 ４０ ｓꎬ３０~３４ 个循环ꎬ最
后于 ２５ ℃读取荧光信号数据ꎮ 扩增结果利用 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ
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ＣＦＸ Ｍａｎａｇｅｒ ３.０ 软件 Ａｌｌｅｌｉｃ Ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ 选项的荧

光分型结果ꎬ对小豆种质资源的 ＳＮＰ 位点进行基因分

型ꎬ根据分型结果结合引物序列末端碱基统计每个

ＳＮＰ 位点的基因型ꎬ计算缺失率和多态信息含量[１９]ꎮ

将位点信息转化为二元编码数据ꎬ利用 ＭＥＧＡ Ｘ６４ 中

邻接(ＮＪ)法进行聚类分析ꎬ利用 ｉＴＯＬ(ｈｔｔｐｓ:/ / ｉｔｏｌ.ｅｍ￣
ｂｌ.ｄｅ / ｉｔｏｌ.ｃｇｉ)绘制聚类分析图[２０]ꎮ 根据聚类结果结合

小豆种质资源的基因型绘制 ＳＮＰ 指纹图谱ꎮ

表 １　 １０２ 份小豆种质资源信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ １０２ ａｄｚｕｋｉ ｂｅａｎ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ

序号 种质资源　 　 来源　 　 　 序号 种质资源　 　 来源　 　 　 序号 种质资源　 　 来源　 　 　

１ 京农 ６ 号 北京 ３５ ＺＣ０１ 黑龙江 ６９ 白红 ４ 号 吉林

２ 品红 ２０１１￣１８ 北京 ３６ ＺＣ０２ 黑龙江 ７０ 白红 ８ 号 吉林

３ 极旱红小豆 河北 ３７ ＺＣ０３ 黑龙江 ７１ 白红 ９ 号 吉林

４ 冀红 ０００１ 河北石家庄 ３８ ＺＣ０４ 黑龙江 ７２ 吉红 ６ 号 吉林

５ 冀红 ０００１(２) 河北保定 ３９ ＺＣ０５ 黑龙江 ７３ 吉红 ８ 号 吉林

６ 冀红 ０００７￣５ 河北 ４０ ＺＣ０６ 黑龙江 ７４ 吉林 ３６２ 吉林

７ 冀红 ００１５ 河北 ４１ ＺＣ０７ 黑龙江 ７５ 吉林 ３７３ 吉林

８ 冀红 １２ 河北 ４２ ＺＣ０８ 黑龙江 ７６ 吉绿 ５ 号 吉林

９ 冀红 ３５２ 河北石家庄 ４３ ＺＣ０９ 黑龙江 ７７ ＬＺＸ０２２ 辽宁

１０ 冀红 ３５２(２) 河北保定 ４４ 宝清红 黑龙江 ７８ ＬＺＸ０５１ 辽宁

１１ 冀红 ９２１８ 河北 ４５ 宝清红系选 黑龙江 ７９ ＬＺＸ０６６ 辽宁

１２ 唐红 ２０１０￣１２ 河北 ４６ 赤小豆 黑龙江 ８０ ＸＤ１１ 辽宁

１３ 唐红 ２０１０￣２３ 河北 ４７ 大红袍 黑龙江 ８１ 保 ８７６￣１６ 辽宁沈阳

１４ ０１２￣２７ 黑龙江 ４８ 富硒红小豆 黑龙江 ８２ 保 ８７６￣１６(２) 辽宁营口

１５ ０１２￣８ 黑龙江 ４９ 红豆 ＸＤ０４￣０２ 黑龙江 ８３ 保 Ｍ９０８￣１５ 辽宁

１６ ＧＮ０１ 黑龙江 ５０ 红豆 ＸＤ０４￣０７ 黑龙江 ８４ 北 １０ 辽宁

１７ ＧＮ０２ 黑龙江 ５１ 红豆 ＸＤ０４￣０９ 黑龙江 ８５ 北 １２ Ｂ￣１ 辽宁

１８ ＧＮ０３ 黑龙江 ５２ 红珍珠 黑龙江 ８６ 北 １３ Ｆ０１５ 辽宁

１９ ＧＮ０４ 黑龙江 ５３ 建 ２６５ 黑龙江 ８７ 北 ２３ 辽宁

２０ ＧＮ０５ 黑龙江 ５４ 垦鉴红 １ 号 黑龙江 ８８ 北 ２５ Ｆ１７４ 辽宁

２１ ＧＮ０６ 黑龙江 ５５ 龙 １１￣２０３ 黑龙江 ８９ 北 ４ ＮＬ８ 辽宁

２２ ＬＪ０１ 黑龙江 ５６ 龙垦早红 黑龙江 ９０ 北 ６ ＪＮ００３ 辽宁

２３ ＬＪ０２ 黑龙江 ５７ 龙小豆 ２ 号 黑龙江 ９１ 辽 Ｖ２ 白红 １ 号 辽宁

２４ ＬＪ０３ 黑龙江 ５８ 龙小豆 ４ 号 黑龙江 ９２ 辽 Ｖ５ 辽宁

２５ ＱＨ１ 黑龙江 ５９ 农安红 黑龙江 ９３ 辽红 ０８７１２ 辽宁

２６ ＱＨ２ 黑龙江 ６０ 品红 ２３１２９￣１ 黑龙江 ９４ 辽红 １ 号 辽宁

２７ ＱＨ３ 黑龙江 ６１ 小丰 ２ 号 黑龙江林甸 ９５ 辽红 ３ 号 辽宁

２８ ＱＨ５ 黑龙江 ６２ 小丰 ２ 号(２) 黑龙江甘南 ９６ 辽红 ７ 辽宁

２９ ＴＬ０１ 黑龙江 ６３ 珍珠红 黑龙江 ９７ 辽红 ７ 号 辽宁

３０ ＴＬ０２ 黑龙江 ６４ 珍珠红(２) 黑龙江 ９８ 湾选 １ 号 辽宁

３１ ＴＬ０３ 黑龙江 ６５ ＪＨＰＸ０１ 吉林 ９９ 系选大红袍￣１ 辽宁

３２ ＴＬ０４ 黑龙江 ６６ ＪＨＰＸ０２ 吉林 １００ 天津红 河北石家庄

３３ ＴＬ０５ 黑龙江 ６７ 白红 ２ 号 吉林 １０１ 天津红(２) 河北保定

３４ ＴＬ０６ 黑龙江 ６８ 白红 ３ 号 吉林 １０２ 渝红 ２ 号 重庆
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　 　 多态信息含量 ＰＩＣ 计算公式如下:

ＰＩＣ＝ １－􀰑
１

ｉ＝１
Ｐ２

ｉ －􀰑
ｌ－１

ｉ＝１
􀰑
ｌ

ｊ＝ ｉ＋１
２Ｐ２

ｉ Ｐ２
ｊ

式中ꎬＰ ｉ 和 Ｐ ｊ 分别为第 ｉ 个和第 ｊ 个等位基因

的频率ꎮ
１.２.４　 小豆质量性状调查及聚类分析 　 小豆质量

性状调查参照«小豆种质资源描述规范和数据标

准» [２１] ꎬ随机选取成熟期小豆种质资源 １５ 株ꎬ调
查生长习性、结荚习性、荚形、粒形、单叶叶色、单
叶叶形ꎬ部分小豆质量性状表型见图 １ꎬ共计 ６ 个

质量性状ꎬ对其进行非数值型性状赋值ꎬ记录标准

和赋值数据见表 ２ꎮ 计算频率分布和多样性指数

(Ｈ′ꎬ香农￣维纳指数ꎬ Ｓｈａｎｎｏｎ￣Ｗｉｅｎｅｒ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ￣
ｄｅｘ) [５] ꎬ利用 Ｅｘｃｅｌ 绘制 ＳＮＰ 分子标记结合表型性

状图谱ꎮ
多样性指数(Ｈ′)的计算公式如下:
Ｈ′＝ －􀰑Ｐ ｉ×ｌｎＰ ｉ

式中ꎬＰ ｉ 为某一性状第 ｉ 个级别出现的频次ꎮ

Ａ:荚形圆筒形ꎻＢ:荚形镰刀形ꎻＣ:荚形弓形ꎻＤ:粒形短圆柱形ꎻＥ:粒形长圆柱形ꎻＦ:粒形球形ꎻＧ:单叶叶色浅绿ꎻＨ:单叶叶色绿ꎻＩ:单叶叶色

深绿ꎻＪ:单叶叶形圆形ꎻＪ:单叶叶形披针形ꎮ
图 １　 小豆质量性状表型

Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ｔｒａｉｔｓ ｏｆ ａｄｚｕｋｉ ｂｅａｎ

表 ２　 小豆种质资源质量性状及其记录标准、赋值数据[２１]

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ｔｒａｉｔｓ ｏｆ ａｄｚｕｋｉ ｂｅａｎ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ
ｃｒｉｔｅｒｉｏｎ ｆｏｒ ｒｅｃｏｒｄｉｎｇꎬ ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ ｄａｔａ[２１]

质量性状　 记录标准、赋值数据　 　 　 　 　 　

生长习性 直立记为 １ꎬ半蔓生记为 ２ꎬ蔓生记为 ３

结荚习性 有限结荚记为 １ꎬ无限结荚记为 ２

荚形 圆筒形记为 １ꎬ镰刀形记为 ２ꎬ弓形记为 ３

粒形 短圆柱形记为 １ꎬ长圆柱形记为 ２ꎬ球形记为 ３

单叶叶色 浅绿记为 １ꎬ绿记为 ２ꎬ深绿记为 ３

单叶叶形 圆形记为 １ꎬ披针形记为 ２

２　 结果与分析

２.１　 基于 ＳＮＰ 分子标记的小豆种质资源鉴别

２.１.１　 ＳＮＰ 分子标记的多态性分析 　 本研究团队

基于小豆种质资源的重测序数据ꎬ开发了 ３２ 个小豆

ＳＮＰ 分子标记ꎬ利用这些分子标记对供试的 １０２ 份

小豆种质资源进行基因分型ꎬ发现其中的 ２６ 个 ＳＮＰ
分子标记表现出丰富的多态性ꎬ占供试标记数的

８１％ꎮ 依据 ２６ 个 ＳＮＰ 分子标记对基因进行分型ꎬ结
果显示 ２６ 个 ＳＮＰ 分子标记的检测缺失率为０~
１５.６９％ꎬ平均缺失率为 ４􀆰 １８％ꎬ其中分子标记 ＳＮＰ￣４
和 ＳＮＰ￣３０ 的 缺 失 率 较 高ꎬ 分 别 为 １５􀆰 ６９％ 和
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１１􀆰 ７６％(表 ３)ꎮ ２６ 个 ＳＮＰ 分子标记的多态信息含

量为０.０６~ ０􀆰 ３６ꎬ平均为 ０􀆰 ２８ꎬ其中 ＳＮＰ￣１５、 ＳＮＰ￣
３４、ＳＮＰ￣３５ 标记的多态信息含量最低ꎬＳＮＰ￣１９、ＳＮＰ￣
２２、ＳＮＰ￣３０ 标记的多态信息含量最高ꎮ

表 ３　 小豆单核苷酸多态性(ＳＮＰ)分析结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ (ＳＮＰ)

ｉｎ ａｄｚｕｋｉ ｂｅａｎ

标记　 检测缺失率
(％) 多态信息含量

ＳＮＰ￣１ １.９６ ０.２７

ＳＮＰ￣２ ４.９０ ０.３３

ＳＮＰ￣３ ３.９２ ０.３４

ＳＮＰ￣４ １５.６９ ０.３４

ＳＮＰ￣５ ６.８６ ０.３４

ＳＮＰ￣６ ５.８８ ０.３２

ＳＮＰ￣７ ２.９４ ０.３０

ＳＮＰ￣１０ ２.９４ ０.３３

ＳＮＰ￣１１ ２.９４ ０.３１

ＳＮＰ￣１２ １.９６ ０.３２

ＳＮＰ￣１３ ２.９４ ０.３２

ＳＮＰ￣１４ ３.９２ ０.１６

ＳＮＰ￣１５ ６.８６ ０.０６

ＳＮＰ￣１８ ３.９２ ０.３２

ＳＮＰ￣１９ ３.９２ ０.３６

ＳＮＰ￣２１ １.９６ ０.３０

ＳＮＰ￣２２ ０ ０.３６

ＳＮＰ￣２３ ０.９８ ０.２２

ＳＮＰ￣２５ ５.８８ ０.３０

ＳＮＰ￣２６ ４.９０ ０.２２

ＳＮＰ￣２７ ２.９４ ０.３５

ＳＮＰ￣２９ ６.８６ ０.３５

ＳＮＰ￣３０ １１.７６ ０.３６

ＳＮＰ￣３２ ０ ０.２２

ＳＮＰ￣３４ ０.９８ ０.０６

ＳＮＰ￣３５ ０.９８ ０.０６

２.１.２　 小豆种质资源 ＳＮＰ 指纹图谱构建　 利用 ２６
个 ＳＮＰ 分子标记ꎬ结合 ＳＮＰ 分子标记聚类结果ꎬ构
建小豆种质资源的 ＳＮＰ 分子标记指纹图谱(图 ２)ꎮ
供试的 ２６ 个 ＳＮＰ 分子标记可以准确区分 ６１ 份小

豆种质资源ꎮ 其中辽红 １ 号和辽红 ３ 号的 ＳＮＰ 指

纹图谱相同ꎬ辽 Ｖ２ 白红 １ 号、吉绿 ５ 号和宝清红系

选的 ＳＮＰ 指纹图谱相同ꎬ０１２￣２７ 和天津红(２) 的

ＳＮＰ 指纹图谱相同ꎬＬＺＸ０５１、大红袍、小丰 ２ 号(２)
和 ０１２￣８ 的 ＳＮＰ 指纹图谱相同ꎬ白红 ９ 号和冀红

０００７￣５ 的 ＳＮＰ 指纹图谱相同ꎬ红豆 ＸＤ０４￣０７、北 ４
ＮＬ８、北 ２３、北 ２５ Ｆ１７４、保 Ｍ９０８￣１５、辽红 ０８７１２ 和

京农 ６ 号的 ＳＮＰ 指纹图谱相同ꎬ建 ２６５、品红 ２３１２９￣
１、小丰 ２ 号和辽红 ７ 号的 ＳＮＰ 指纹图谱相同ꎬＱＨ２、
ＧＮ０５ 和辽红 ７ 号的 ＳＮＰ 指纹图谱相同ꎬＴＬ０１、辽
Ｖ５ 和 ＴＬ０６ 的 ＳＮＰ 指纹图谱相同ꎬＧＮ０２、系选大红

袍￣１ 和吉林 ３６２ 的 ＳＮＰ 指纹图谱相同ꎬ保 ８７６￣１６
(２)、品红 ２０１１￣１８ 和 ＪＨＰＸ０１ 的 ＳＮＰ 指纹图谱相

同ꎬＴＬ０４、极旱红小豆、北 ６ ＪＮ００３、龙垦早红和北 １３
Ｆ０１５ 的 ＳＮＰ 指纹图谱相同ꎮ
２.２　 基于质量性状的小豆种质资源鉴别

２.２.１　 小豆种质资源质量性状遗传变异分析 　 对

易于区分小豆不同类型的 ６ 个质量性状(生长习

性、结荚习性、荚形、粒形、单叶叶色、单叶叶形)进

行多态性分析ꎮ 由分布频率(表 ４)可以看出ꎬ１０２
份小豆种质资源的生长习性以蔓生为主ꎬ占比

４４􀆰 １２％ꎻ结荚习性以无限结荚为主ꎬ占比 ７６􀆰 ４７％ꎻ
荚形以镰刀形为主ꎬ占比 ６０􀆰 ７８％ꎻ粒形以长圆柱形

为主ꎬ占比 ４３􀆰 １４％ꎻ单叶叶色以绿色为主ꎬ占比

５７􀆰 ８４％ꎻ单叶叶形以圆形为主ꎬ占比 ６８􀆰 ６３％ꎮ ６ 个

质量性状的遗传多样性指数为０􀆰 ７８７ １~１􀆰 ５４８ ７ꎬ平
均值为１􀆰 ２２４ ５ꎮ 其中ꎬ生长习性的遗传多样性指数

最高ꎬ结荚习性的遗传多样性指数最低ꎮ
２.２.２　 ＳＮＰ 分子标记结合表型性状鉴别小豆种质

资源　 ＳＮＰ 指纹图谱相同的种质资源ꎬ可以进一步

结合表型性状进行划分(图 ３)ꎮ ＳＮＰ 指纹图谱相同

的小豆种质资源在生长习性、结荚习性、荚形、粒形、
单叶叶色和单叶叶形方面不完全相同ꎮ ＳＮＰ 指纹图

谱相同的辽红 １ 号和辽红 ３ 号ꎬ生长习性、单叶叶色

和单叶叶形不同ꎮ ＳＮＰ 指纹图谱相同的辽 Ｖ２ 白红

１ 号和吉绿 ５ 号生长习性、结荚习性、粒形、单叶叶

色和单叶叶形不同ꎮ ＳＮＰ 指纹图谱相同的天津红

(２)和 ０１２￣２７ 的粒形、单叶叶色和单叶叶形不同ꎮ
ＳＮＰ 指纹图谱相同的 ＬＺＸ０５１、大红袍、小丰 ２ 号

(２)和 ０１２￣８ 的生长习性、结荚习性和荚形相同ꎮ
ＳＮＰ 指纹图谱相同的白红 ９ 号和冀红 ０００７￣５ 的生

长习性、结荚习性和荚形不同ꎮ ＳＮＰ 指纹图谱相同

的保Ｍ９０８￣１５、辽红０８７１２和京农６号结荚习性和

９７９张明媛等:ＳＮＰ 分子标记结合表型性状鉴别小豆种质资源



ａ:ＳＮＰ￣１ꎻｂ:ＳＮＰ￣２ꎻｃ:ＳＮＰ￣３ꎻｄ:ＳＮＰ￣４ꎻｅ:ＳＮＰ￣５ꎻｆ:ＳＮＰ￣６ꎻｇ:ＳＮＰ￣７ꎻｈ:ＳＮＰ￣１０ꎻｉ:ＳＮＰ￣１１ꎻｊ:ＳＮＰ￣１２ꎻｋ:ＳＮＰ￣１３ꎻｌ:ＳＮＰ￣１４ꎻｍ:ＳＮＰ￣１５ꎻｎ:ＳＮＰ￣
１８ꎻｏ:ＳＮＰ￣１９ꎻｐ:ＳＮＰ￣２１ꎻｑ:ＳＮＰ￣２２ꎻｒ:ＳＮＰ￣２３ꎻｓ:ＳＮＰ￣２５ꎻｔ:ＳＮＰ￣２６ꎻｕ:ＳＮＰ￣２７ꎻｖ:ＳＮＰ￣２９ꎻｗ:ＳＮＰ￣３０ꎻｘ:ＳＮＰ￣３２ꎻｙ:ＳＮＰ￣３４ꎻｚ:ＳＮＰ￣３５ꎮ

图 ２　 １０２ 份小豆种质资源的单核苷酸多态性(ＳＮＰ)指纹图谱

Ｆｉｇ.２　 Ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ (ＳＮＰ) ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ ｏｆ １０２ ａｄｚｕｋｉ ｂｅａｎ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ
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表 ４　 小豆种质资源中 ６ 个质量性状的遗传变异分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｉｘ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ｔｒａｉｔｓ ｏｆ ａｄｚｕｋｉ
ｂｅａｎ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ

质量性状 表型 分布频率(％) 多样性指数

生长习性 直立 ２８.４３ １.５４８ ７
半蔓生 ２７.４５
蔓生 ４４.１２

结荚习性 有限结荚 ２３.５３ ０.７８７ １
无限结荚 ７６.４７

荚形 圆筒形 ３３.３３ １.２０５ ３
镰刀形 ６０.７８
弓形 ５.８８

粒形 短圆柱形 ２３.５３ １.５４２ ７
长圆柱形 ４３.１４
球形 ３３.３３

单叶叶色 浅绿 ２８.４３ １.３６６ ０
绿 ５７.８４
深绿 １３.７３

单叶叶形 圆形 ６８.６３ ０.８９７ ４
披针形 ３１.３７

荚形相同ꎬ红豆 ＸＤ０４￣０７、北 ４ ＮＬ８、北 ２３ 和北 ２５
Ｆ１７４ 荚形和单叶叶形相同ꎮ ＳＮＰ 指纹图谱相同的

辽红 ７ 号、小丰 ２ 号和品红 ２３１２９￣１ 荚形相同ꎬ建
２６５ 与品红 ２３１２９￣１ 结荚习性和荚形不同ꎮ ＳＮＰ 指

纹图谱相同的辽红 ７、ＧＮ０５ 和 ＱＨ２ 粒形相同ꎮ ＳＮＰ
指纹图谱相同的 ＴＬ０１、辽 Ｖ５ 和 ＴＬ０６ 的单叶叶形相

同ꎮ ＳＮＰ 指纹图谱相同的 ＧＮ０２、系选大红袍￣１ 和

吉林 ３６２ 结荚习性相同ꎮ ＳＮＰ 指纹图谱相同的 ＪＨ￣
ＰＸ０１ 和品红 ２０１１￣１８ 生长习性、结荚习性、荚形、粒
形、单叶叶色、单叶叶形均不相同ꎮ 品红 ２０１１￣１８ 和

保 ８７６￣１６(２)生长习性和粒形不同ꎮ ＳＮＰ 指纹图谱

相同的北 １３ Ｆ０１５、龙垦早红、北 ６ ＪＮ００３ 和极旱红

小豆结荚习性、单叶叶色和单叶叶形相同ꎬ极旱红小

豆和 ＴＬ０４ 荚形相同ꎮ

Ⅰ:生长习性直立记为 １ꎬ半蔓生记为 ２ꎬ蔓生记为 ３ꎻⅡ:结荚习性有限结荚记为 １ꎬ无限结荚记为 ２ꎻⅢ:荚形圆筒形记为 １ꎬ镰刀形记为 ２ꎬ弓
形记为 ３ꎻⅣ:粒形短圆柱形记为 １ꎬ长圆柱形记为 ２ꎬ球形记为 ３ꎻⅤ:单叶叶色浅绿记为 １ꎬ绿记为 ２ꎬ深绿记为 ３ꎻⅥ:单叶叶形圆形记为 １ꎬ披
针形记为 ２ꎮ
图 ３　 单核苷酸多态性(ＳＮＰ)分子标记结合表型性状鉴别小豆种质资源图谱

Ｆｉｇ.３　 Ｇｒａｐｈ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｄｚｕｋｉ ｂｅａｎ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｂｙ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ (ＳＮＰ) ｍａｒｋｅｒｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｔｒａｉｔｓ
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３　 讨 论

国际植物新品种权保护联盟(ＵＰＯＶ) ＢＭＴ 分

子测试指南中ꎬ构建 ＤＮＡ 指纹数据库的标记包括

ＳＳＲ 和 ＳＮＰ ２ 种[８] ꎬ与 ＳＳＲ 相比ꎬＳＮＰ 在基因组中

含量更丰富ꎮ 张昆鹏[２２]比较 ＳＳＲ 分子标记与 ＳＮＰ
分子标记构建的指纹图谱时发现ꎬ使用 ＳＮＰ 分子

标记分析品种间遗传相似系数ꎬ计算更精准ꎬ结果

更可靠ꎮ ２０２１ 年 ６ 月 ２０ 日全国农技中心组织专

家组在北京召开农业行业标准审定会议ꎬ通过了

«水稻品种真实性鉴定 ＳＮＰ 标记法»(ＮＹ / Ｔ ２７４５－
２０２１) 和 «小麦品种真实性鉴定 ＳＮＰ 标记法»
(ＮＹ / Ｔ ４０２１－２０２１)ꎬ标志着利用 ＳＮＰ 技术进行农

作物品种真实性鉴定将成为今后的主流方法ꎮ 王

泽涵等[２３] 利用 ２４ 个 ＳＮＰ 分子标记鉴别出 ７４ 份

茶树种质资源ꎮ 颜廷进等[２４] 利用 ４６ 个 ＳＮＰ 分子

标记ꎬ鉴别出 １９８ 份菜豆种质资源ꎮ 而本研究所

开发的 ２６ 个 ＳＮＰ 分子标记ꎬ可以鉴别出 ６１ 份小

豆种质资源ꎬ这可能是由于选用的标记中有些标

记为功能基因相关标记ꎬ多态性相对较低ꎮ 另外

４１ 份小豆种质资源的分子标记指纹图谱有重复ꎬ
无法区别ꎬ这可能是由于亲缘关系较近或所选取

的标记数量较少ꎮ 在前人的研究中也有类似情

况ꎬＪｏｓé 等[２５]利用 ４８ 个 ＳＮＰ 分子标记对 ２００ 个葡

萄品种进行了基因分型ꎬ有 ５ 份亲缘关系极其相

近的葡萄品种没有被区分开ꎮ Ｊｉｎｇ 等[２６] 利用 ４０
个 ＳＮＰ 标记对辣椒的栽培品种进行分析ꎬ可以鉴

别出 ９７􀆰 ５％的辣椒栽培品种以及全部的甜椒栽培

品种ꎮ 增加 ＳＮＰ 分子标记的数量或许可以进一步

区分小豆种质资源ꎬ但是 ＳＮＰ 分子标记仍难以区

分亲缘关系较近的小豆种质资源[２７] ꎬ且成本较

高[２４] ꎮ
形态性状的鉴定和描述是种质资源研究最基

本的方法和途径ꎬ是种以上或种内分类的重要依

据之一[２８] ꎮ 小豆具有丰富的遗传多样性ꎬ本研究

所选取的质量性状的遗传多样性指数为０.７８７ １ ~
１.５４８ ７ꎬ其中生长习性、荚形、粒形、单叶叶色的多

样性指数>１.０００ ０ꎬ可以看出这些质量性状变异幅

度较大ꎬ这与龙珏臣等[２９] 的研究结果一致ꎮ 金文

林等[３０]对小豆农艺性状的遗传参数变化规律的研

究结果表明ꎬ主茎节数、单荚粒数、单株产量、株高

和单株荚数等均为数量遗传性状ꎬ受环境影响大ꎬ

表现不稳定ꎮ Ａｏｙａｍａ 等[３１] 对小豆矮化突变体的

研究结果表明ꎬ矮小的表型是通过有丝分裂和减

数分裂遗传的ꎬ由遗传不稳定的基因座控制ꎮ 鉴

于表型数量遗传性状的遗传不稳定性ꎬ本研究进

行表型鉴别时仅选取质量性状ꎬ未选择受环境条

件影响较大的数量性状ꎬ避免在种质资源鉴定中

出现误差 [５￣６] ꎬ保证鉴定结果的可靠性ꎮ
ＳＮＰ 指纹图谱已被应用于长节耳草[１６] 和漆

树[１７]的分类中ꎮ ＳＮＰ 指纹图谱相同的种质资源具

有不同的形态学特征ꎬ这是因为所开发的分子标记

所在位点与表型性状之间不具备足够的关联性[１４]ꎬ
这与刘洪等[１１]、吕建珍等[３２] 对花生和谷子的研究

结果一致ꎮ 本研究采用的 ＳＮＰ 分子标记结合质量

性状分析可对小豆种质资源进行准确鉴别ꎬ在供试

的 １０２ 份小豆种质资源中未出现重复种质资源ꎬ并
准确鉴别重名种质资源ꎬ为小豆种质资源遗传鉴定、
交流和科学利用提供了技术支撑ꎮ
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