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基于 SLAF-BSA 技术挖掘大豆酸性磷酸酶 
候选基因及标记开发
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摘要：磷利用效率与大豆产量密切相关，根尖酸性磷酸酶活性是筛选大豆品种磷效率的重要指标。挖掘酸性磷酸酶活性

候选基因并开发其功能标记对获得磷高效功能基因、解析磷利用分子机制和培育磷高效大豆新品种意义重大。本研究利用酸

性磷酸酶活性重组自交系群体 F12 构建了 2 个极端性状混池 DNA 文库，通过 SLAF-BSA 技术，获得了 268 个与大豆酸性磷酸

酶活性关联的 SNP，包括 12 个非同义突变，其中亲本间 7 个，后代混池间 5 个；在 2 个关联候选区域，获得 79 个酸性磷酸酶

活性相关基因，其中第 3 号染色体的 20138271~20268154 间 4 个，17 号染色体的 14368648~15526449 间 75 个；对该区域内基

因进行了功能注释。开发了非同义突变基因 Glyma.17G166200.1 功能标记 GMsnp-B，用该标记检测 169 份大豆栽培品种基

因型，与表型符合率达到 82.8%。
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Mining Acid Phosphatase Candidate Genes and Development of 
Functional Markers Based on SLAF-BSA in Soybean
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Abstract：The activity of acid phosphatase in root tips is an important index for screening phosphorus 
efficiency of soybean varieties. Mining for candidate genes with acid phosphatase activity and exploiting their 
functional markers will bring great significance for identifying the phosphorus-efficient genes，unlocking the 
molecular mechanism of phosphorus utilization as well as breeding for new phosphorus-efficient soybean 
varieties. In this study，two DNA libraries with bulked pools of segregants from a F12 recombination inbred line 
population were constructed for next generation sequencing. 268 significant SNPs were obtained by SLAF-BSA 
technique. That included 12 gene-based non-synonymous mutations，seven of which were found between parents 
and five of which were found between offspring pools. Particularly，two candidate regions were identified，
where 79 acid phosphatase-related genes were resided. Four genes are allocated from 20138271 to 20268154 on 
chromosome 3 and 75 genes are allocated from 1436648 to 15526449 on chromosome 17. Furthermore，a genetic 
marker GMsnp-B，which targets to the non-synonymous mutation gene Glyma.17G166200.1，was developed and 
tested using 169 soybean cultivars. The coincidence rate with phenotype activities in root tips was 82.8%.
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表 1　SNP 引物序列
Table 1　Sequence of SNP marker

标记

Marker
引物

Primer
序列

Sequence
退火温度（℃）

Temperature
引物大小（bp）

Length
产物（bp）

Product

GMsnp01（T）
GMsnp02（C）

GMsnp-A 5′-CCAGATGATAGTTATATCTC-3′ 59.83 20 140

5′-GTGCCGTACACATCACTTGG-3′

GMsnp-B 5′-CCAGATGATAGTTATATCTC-3′ 59.96 20 217

5′-GGACAACAACACTGATCATC-3′

GMsnp-C 5′-CCAGATGATAGTTATATCTC-3′ 59.93 20 109

5′-TATTTGCGTTTGGACCATCA-3′

大豆是重要的粮油作物，其生长期间对土壤有

效磷的吸收量远远高于水稻、小麦和玉米［1］。同

时，土壤缺磷还会抑制大豆根瘤形成，降低固氮效

率，促使花荚脱落，最终严重影响其产量和品质，因

此土壤有效磷含量成为大豆生长及产量形成最重要

的限制因素［2］。酸性磷酸酶（AP，acid phosphatase）
是植物体内一种重要的诱导酶和水解酶，能够分解

土壤中的有机磷释放无机磷供植物生长发育。关于

磷胁迫下酸性磷酸酶活性显著提高的研究结果在玉

米［3-4］、花生［5］、小麦［6］、甜菜［7］等作物中均有报道。

Liang 等［8］认为缺磷条件下，普通菜豆酸性磷酸酶

PvPAP1 和 PvPAP3 基因在叶和根内表达活性升高，

增加了磷的吸收利用。作者前期研究了低磷处理后

大豆叶片和根尖酸性磷酸酶活性、根冠比、干物质

量、全磷含量及磷利用率，表明根尖酸性磷酸酶活性

（APA，acid phosphatase activity）与相应的磷效率存

在显著正相关，根尖酸性磷酸酶活性可以作为筛选

大豆品种磷效率的重要指标［9］。

大豆是自花授粉作物，基因组复杂且重复序列

多，QTL 精细定位及图位克隆程序繁琐。随着测序

技术的发展，SLAF-BSA 使得发掘功能基因和构建

高密度连锁图谱成为可能，其利用遍布整个基因组

的海量信息，可实现候选功能区的精细定位，迅速准

确获得大批候选基因和高通量分子标记［10-13］。关联

分析被广泛应用于作物重要性状功能基因和连锁标

记的挖掘 ［14-16］，Ning 等［17］应用关联分析对大豆耐低

磷 5 个性状（株高、茎干重、磷浓度等）进行研究，检

测到 19 个显著关联的 SNPs。Zhang 等［18-19］克隆与

磷效率关联 QTL（qpe8）的基因 GmACP1，进而利用

关联分析检测到 4 个与磷效率相关的 QTL 及酸性磷

酸酶基因 GmACP2。功能标记是基于功能基因序列

开发的分子标记，可准确鉴定品种的基因型，从而更

准确地对育种后代进行早代选择。Juwattanasomran

等［20］发现大豆芳香气味的等位基因 GmBADH2 外

显子缺失 10 bp 核苷酸序列，根据基因差异设计共

显性分子标记，并开发了可以区分不同芳香气味大

豆的功能标记 Gmbadh2-1 和 Gmbadh2-2。Bachleda 
等［21］在大豆 N87-2122-4 中发现降低棕榈酸含量的

基因 FATB1a，根据其在基因组区域的缺失信息，开发

荧光功能标记并在 F2 分离群体获得验证。

综上所述，磷对大豆生长发育至关重要，利用

SLAF-BSA 技术发掘磷高效基因、开发其功能标记

对解析磷对大豆生长发育作用的分子机制及培育

磷高效品种至关重要。鉴于此，本研究基于 SLAF-
BSA 技术，利用 2 个亲本和 RIL 群体 F12 2 个极端

性状混池 DNA 文库对大豆酸性磷酸酶活性进行关

联分析，获得酸性磷酸酶活性相关基因的候选区域，

结合候选基因的功能注释和富集分析预测基因功

能；利用发掘的功能基因，开发其功能标记并对其

实用性进行评价。研究结果为大豆磷高效分子机制

解析和磷高效分子育种奠定理论和物质基础。

1　材料与方法

1.1　试验材料

以 冀 豆 12（APA 0.0197 μmol/μg·min）为 母

本，冀 NF58（APA 0.1777 μmol/μg·min）为 父 本 构

建重组自交系 F12 群体（由河北省农林科学院粮

油所提供），包含 133 个株系，分别选取其中 35 个

具有高 APA 和低 APA 的单株组成 2 个混池，用于

发掘酸性磷酸酶关联候选基因和分子标记。根据

候选基因 Glyma.17G166200.1 序列设计引物（上游

引 物 5 ′-TTGGACTCTATTGCCTTGCC-3 ′，下 游 引

物 5′-AGGCTTCAATTTCCCGATTT-3′）；根据基因

Glyma.17G166200.1 的位点 15166211bp 标记 GMsnp01
（T）和位点 15166218bp 标记 GMsnp02（C）的差异设

计 3 对引物。设计出的引物序列（表 1），利用 169 个
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表 2　样品测序数据评估与 SLAF 标签统计
Table 2　Statistics of sample sequencing data assessment and SLAF tag

样品编号

Sample ID
过滤后的 reads 数

Clean_reads

过滤后的

碱基数

Clean_base

测序质量值百分比

（%）

The percentage of Q30

GC 含量（%）

Guanine and 
cytosine content

SLAF 标签数

SLAF number

测序总深度

Total depth of 
sequence

测序平均深度

Average depth 
of sequence

父本 P 10908819 2179494610 84.63 38.92 150760 8852443 58.72

母本 M 10467438 2091194012 83.52 40.56 149234 7904962 52.97

低活性 B1 11585919 2314419934 85.48 39.22 154939 9517970 61.43

高活性 B2 11255795 2247167080 85.74 39.47 155484 8818299 56.72

合计 Total 44217971 2208068909 84.84 39.54 156730 35093674 57.46

栽培品种，其中包括 26 个磷高效品种、69 个磷中效品

种和 74 个磷低效品种，进行功能标记验证。

1.2　试验方法

1.2.1 BSA 混池构建　分别于 2015 年 6 月 21 日

和 2016 年 6 月 19 日连续 2 年重组自交系 RIL F12

进行低磷（2μmol/L）处理，测定 133 个株系的根尖

酸性磷酸酶活性［22］。分别选取 35 个具有高、低根

尖酸性磷酸酶活性单株，采用 CTAB 法提取高质量

基因组 DNA，将 35 个低酸性磷酸酶活性单株 DNA
样品等量混合，组成 F12 低活性池（B1 混池，编号为

B1）；将 35 个高酸性磷酸酶活性单株 DNA 样品等

量混合，组成 F12 高活性池（B2 混池，编号为 B2）；

同时提取父本冀 NF58（编号为 P）和母本冀豆 12
（编号为 M）的基因组 DNA。

1.2.2 SLAF 文库的构建　根据选定的最适酶切

方案，对检测合格的各样品基因组 DNA 分别进行

酶切。对得到的酶切片段（SLAF 标签）进行 3′
端加 A 处理、连接 Dual-index 测序接头、PCR 扩

增、纯化、混样、切胶选取目的片段，文库质检合格

后用 IlluminaHiSeqTM，PE125bp 进行测序。为评

估酶切实验的准确性，选用品种冀豆 12 作为对照

（Control）进行测序。通过将 reads 与参考基因组比

对，在亲本和混池中开发 SLAF 标签，寻找在亲本

中存在多态性的 SLAF 标签和有 reads 覆盖区域的

SNP。SNP 的检测主要使用 GATK［23］软件工具包

实现。利用得到的 SLAF 标签和 SNP 标记位点对

大豆根尖酸性磷酸酶活性进行关联分析，获得与之

紧密关联的位点。

1.2.3 关联分析　通过欧氏距离（ED，euclidean 
distance）算法［24］，利用测序数据寻找混池间存在显

著差异的 SNP 位点，统计各个碱基在不同混池中的

深度，并计算每个位点 ED 值，以此评估与性状关联

区域。采用 SNPNUM 方法可对同一条染色体上标

记的 ΔSNP-index 值进行拟合［25］，选择关联阈值以

上的区域作为与性状相关的区域［26-27］。

1.2.4 候选区域的 SNP 和基因功能注释　应用

BLAST［23］软件对候选区间内的编码基因进行多

个数据库（NR［25］、Swiss-Prot、GO［26］、KEGG［27］、

COG［28］）的深度注释。

1.2.5 候选区域非同义突变基因功能标记的开发　

利用 Primer Premier 5.0 软件，根据非同义突变等位

基因的特异性差异设计引物，对高、低活性亲本及

169 个自然材料基因组 DNA 进行 PCR 扩增。利用

温度梯度 PCR 选择最佳解链温度，经琼脂糖凝胶电

泳分离差异条带，获得功能标记并验证其实用性。

2　结果与分析

2.1　SLAF 标签和 SNP 标记开发

经 Illumina HiSeq TM 2500 测序平台进行测

序，对父本（P）、母本（M）、低活性（B1）和高活性

（B2）的 SLAF 文库样品测序数据的 reads 数量、测

序质量值（Q30）和 GC（guanine and cytosine）含

量进行统计，共获得约 442.18 万 reads 数据，具体

结果见表 2。Q30 是评估高通量测序单碱基错误

率的重要指标，测序质量值越高对应的碱基测序

错误率越低，本研究中测序质量值 Q30 的范围在

83.52%~85.74%，说明测序碱基错误率低，所获数据

合格。测序获得平均 GC 含量为 39.54%，说明达到

测序要求。

利用大豆基因组，参照表 2 可知，本研究共开

发 156730 个 SLAF 标签，SLAF 标签亲本平均测序

深度（平均每个 SLAF 上对应亲本的测序 reads 数）

为 55.845，混池平均测序深度（平均每个 SLAF 上

对应混池样品的测序 reads 数）为 59.075。
SNP 的检测主要使用 GATK 软件工具包实现，

样品间的 SNP 注释具体统计结果共得到 136473
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个 SNP，亲本间得到 92123 个 SNP，后代混池间得

到 47916 个 SNP。亲本间非同义编码突变 SNP 有

2269 个，后代混池间非同义编码突变 SNP 有 1221
个。不同染色体上的 SLAF 标签与 SNP 标记的分

布见图 1。由图可见，开发的 SLAF 标签和 SNP 标

记分布较均匀。

在关联分析前，总的 SNP 位点为 136473 个，过

滤掉有多个等位基因型的 SNP 位点 117 个，read 支

持度小于 4 的 SNP 位点 83311 个，混池基因型一

致的 SNP 位点 3802 个以及利用亲本过滤的 SNP
位点 5796 个，最终得到高质量的可信 SNP 位点

43447 个进行后续分析。

2.2　酸性磷酸酶活性关联分析

2.2.1 ED 方法关联分析　取原始 ED 的 2 次方作

为关联值以达到消除背景噪音的功能，然后采用

LOESS 方法对 ED 值进行拟合，分布如图 2 所示。

图 1　SLAF 标签（A）和 SNP 标记（B）在基因组各染色体上的分布
Fig.1　Distribution of SLAF tag（A）and SNP marker（B）on chromosomes

彩色的点代表每个 SNP 位点的 ED 值，黑色的线为拟合后的 ED 值，红色的虚线代表显著性关联阈值，ED 值越高，代表该点关联效果越好

Color spots represents ED of SNP site，and black line is fitting for ED value，the red dotted line represents the relationship between 
the threshold，the higher the ED value，and the better on behalf of the association

图 2　ED 值在染色体上的分布整合图
Fig.2　The integrated map of the distribution of ED association values on chromosome
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取所有位点拟合值的 median 和 3SD 作为分析

的关联阈值［23］，计算得 0.19。根据关联阈值判定，

共得到 11 个关联区域，总长度为 27.19 Mb，共包含

2012 个基因，其中非同义突变 SNP 位点的基因共

46 个（表 3）。

表 3　关联区域信息统计表
Table 3　Information table of association area

染色体编号

Chromosome_ID
起始位置

Start
终止位置

End

大小

（Mb）
Size

基因数量

Gene_number

Chr.02 10769072 13792035 3.02 349

Chr.03 19492903 23684087 4.19  87

Chr.09 5377858 7048565 1.67 175

Chr.09 26935629 29455875 2.52 80

Chr.09 30002545 31362349 1.36 38

Chr.09 49764885 50072564 0.31 47

Chr.13 28512724 30195760 1.68 261

Chr.14 10890557 13971841 3.08 155

Chr.15 50881356 51739708 0.86 90

Chr.17 11361908 17778751 6.42 496

Chr.19 37471924 39552267 2.08 234

合计 Total — — — 2，012

2.2.2 SNP 指数方法关联分析　低活性 B1、高活

性 B2 两个后代混池分别的 SNP 指数，以及采用

SNPNUM 方法对 ΔSNP 指数进行拟合后△ SNP
指数的分布图见图 3，根据计算机模拟实验［25］计算

结果，当置信度为 0.90 时，2 个关联区域位置拟合

后 ΔSNP 指数值无限靠近绿色线，分别位于第 3 号

染色体和第 17 号染色体上，总长度为 1.29 Mb，共
包含 79 个基因，其中非同义突变基因 2 个。

2.2.3 关联候选区域筛选　对 ED 和 SNP 指数两

种关联分析方法得到的关联区域进行综合分析，取

交集得到的结果与 SNP 指数的关联分析结果基本

一致，在外显子区域两个亲本以及后代之间差异共获

得 268个 SNP（表 4），获得 2 个关联区域，分别分布在

第 3 号染色体的 20138271~20268154 且跨度 0.13 Mb
的区域和第 17 号染色体的 14368648~15526449 且跨

度 1.158 Mb 的区域。共获得 79 个基因，其中第 3 号

染色体的关联区域内有 4 个基因，第 17 号染色体的

关联区域内有 75 个基因，2 个非同义突变基因都处于

第 17 号染色体关联区域内，包括 Glyma.17G165600.1
位于 15082556~15084107 的区域，基因长度 1551bp，
Glyma.17G166200.1 位于 15165279~15168381 的区域，

基因长度 3103bp。结果表明，SLAF-BSA 将控制大

豆酸性磷酸酶活性的基因定位在第 3 号染色体和第

17 号染色体上。

2.3　关联候选区域功能注释与富集

亲本间、后代混池间在候选区域内的 SNP 注释，

针对关联区域内的基因，发现亲本间存在非同义突变

的 SNP 共 7 个，后代混池间 5 个 SNP 存在非同义突

变，有 2 个是重复检测到的，这些 SNP 很可能是与大

豆酸性磷酸酶活性直接相关的连锁分子标记。应用

BLAST［23］软件对候选区间内的编码基因进行多个数

据 库（NR［25］、Swiss-Prot、GO［26］、KEGG［27］、COG［28］）

的深度注释。通过详细的注释，快速筛选候选基因。

候选区域内共注释到 78 个基因，其中在亲本间存在非

彩色的点代表 ΔSNP 指数值，黑色的线为拟合后的 ΔSNP 指数值。B1-B2 bulk 是低活性混池和高活性混池的 ΔSNP 指数值的分布图，其中

红色的线代表置信度为 0.99 的阈值线，蓝色的线代表置信度为 0.95 的阈值线，绿色的线代表置信度为 0.90 的阈值线

The color points represent ΔSNP-index values，and the black lines are fitted ΔSNP-index. B1-B2 bulk is the distribution map of ΔSNP-index 
value with low-activity mixing pool and high-activity mixing pool，where the red line represents the threshold line of confidence 0.99，the blue line 

represents the threshold line of confidence 0.95，and the green line represents the threshold line of confidence 0.90

图 3　ΔSNP 指数值在染色体上的分布整合
Fig.3　The distribution and integration of ΔSNP-index association values on chromosome
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同义突变基因注释到 2 个，与第 17 号染色体关联区域

内的 2 个非同义突变基因一致。注释结果见表 5。
2.4　酸性磷酸酶活性关联候选基因功能标记开发

2.4.1 酸性磷酸酶活性关联候选区等位基因的克隆

及序列差异分析　亲本间存在非同义突变注释基

因 Glyma.17G165600.1 和 Glyma.17G166200.1，分

别位于这两个基因上的亲本间非同义突变的 7 个

被注释 SNP，与后代混池间非同义突变的 5 个被注

释 SNP 比对，存在 2 个相同的 SNP（表 6）。说明

亲本及后代混池关联的候选基因序列的 2 个相同

SNP 与酸性磷酸酶活性高低直接相关，并均在基因
Glyma.17G166200.1 上。

表 4　候选区域内 SNP 统计
Table 4　Statistics of SNP in candidate regions

SNP 所在区域类型

Type of SNP regions

亲本间在关联区域内对应的 SNP 数

Number of SNPs in the associated area 
between the parents

后代混池间在关联区域内对应的 SNP 数

Number of SNPs in the associated area 
between the descendant pools

基因前体 5′端 Utr_ 5_Prime 1 1

基因上游区域（5 K 以内）Upstream 24 22

非同义编码突变 Non_Synonymous_Coding 7 5

内含子 Intron 5 4

基因内（无转录本信息）Intergenic 99 54

基因下游区域（5 K 以内）Downsteream 29 17

全部 All 165 103

表 5　候选区域内基因功能注释结果统计
Table 5　Statistical results of gene function annotation in candidate regions

功能注释数据库

Annotated_databases

有注释信息的候选区域基因数

Number of candidate region genes with 
annotation information

候选区域内非同义突变的基因数

Number of genes with non synonymous 
mutations in candidate regions

非冗余蛋白数据库 NR 76 2

非冗余 DNA 序列数据库 NT 74 1

蛋白结构域注释的分类系统数据库 Pfam 60 1

高质量的蛋白数据库 SwissProt 52 2

基因本体论注释数据库 GO 46 2

代谢通路注释数据库 KEGG 32 0

蛋白相邻类的聚簇数据库 COG 24 0

真核生物蛋白相邻类的聚簇数据库 KOG 30 1

合计 Total 78 2

表 6　亲本及后代混池关联的非同义突变基因 SNP 及在染色体上的位置
Table 6　The non synonymous mutation gene SNP and its position on chromosome in the mixed pool of parents and offspring

非同义突变基因

Non synonymous mutation gene

染色体上位置

Position on 
Chromosome

突变位点 Mutation site

母本

Maternal
父本

Paternal

低活性后代

Low activity 
progeny

高活性后代

Highly active 
progeny

Glyma.17G165600.1 15083449 G C — —

15166089 T C — —

Glyma.17G166200.1 15166091 G A — —

15166100 A G — —

15166102 C G — —

15166211 T C T C

15166218 C T C T
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故 通 过 已 知 目 标 基 因 Glyma.17G166200.1 序

列 设 计 引 物（上 游 引 物 5 ′-TTGGACTCTATTG-
CCTTGCC-3 ′，下 游 引 物 5 ′-AGGCTTCAATTTC-
CCGATTT-3′），分别对冀 NF58 和冀豆 12（亲本）材

料进行扩增，获得产物 3557bp。经切胶回收、连接反

应及转化培养，菌液送测序，测序结果与目标基因序

列比对，Glyma.17G166200.1 的基因片段为 3103bp，
保证 Glyma.17G166200.1 基因克隆的正确完整。

基 因 Glyma.17G166200.1 的 DNA 序 列 长 度

为 3103bp，包括 212 bp 的 5′非翻译区（Untraslated 
region，UTR）和 359bp 的 3′非翻译区，包含一个

2532bp 的编码序列（CDS，coding sequence）、1 个

外显子。通过对冀 NF58 和冀豆 12 的等位序列进

行比对，其中 Glyma.17G166200.1 在冀 NF58 中的

等位基因序列称为 Glyma.17G166200.1b，在冀豆 12
中的等位基因序列称为 Glyma.17G166200.1a。由

图 4 可知，冀 NF58 在 17 号染色体第 15166089bp、
1 5 1 6 6 1 0 0 b p、1 5 1 6 6 1 0 2 b p、1 5 1 6 6 2 11 b p 和

15166218bp 处对应的碱基为 C、A、G、G、C 和 T，冀
豆 12 在 17 号染色体第 15166089bp、15166100bp、
15166102bp、15166211bp 和 15166218bp 处 对 应 的

碱基替换为 T、G、A、C、T 和 C，且突变位点均在其

编码序列上，此结果与表 6 亲本关联的非同义突变

基因 SNP 及在染色体上的位置一致，进一步确定以

亲本及后代混池关联的候选基因序列的 2 个相同

SNP 作为研究重点。

2.4.2 酸性磷酸酶活性关联基因 Glyma.17G166200.1
功能标记的开发与验证　观察 PCR 电泳结果，筛选

条带最丰富的退火温度为该引物的最优退火温度，

观察 PCR 电泳结果筛选最优引物组合。若有扩增

产物，大豆品种根尖酸性磷酸酶活性低；若无扩增

产物，大豆品种根尖酸性磷酸酶活性高。经过 PCR
扩增，3 对引物都能够扩增出条带，根据条带的明亮

程度确定每个标记的最优引物，GMsnp-B 能扩增出

特异性明亮清晰条带 217bp（冀豆 12），上下游引物

参照图 4 中红色方框内标记。将最优产物开发为大

豆酸性磷酸酶活性的功能标记 GMsnp-B，其中各选

取 8 个大豆酸性磷酸酶高活性和低活性品种检测，

其中低活性品种为铁丰 3 号、中作 04-717、晋遗 55、
邯 6147、冀豆 12、郑 92116、09B7、东豆 99-11，高活

性品种为中黄 15、五星 2 号、山东山宁 11 号、中作

J5044、齐交 03-9、石 H570、豫豆 29、冀 NF58，结果

见图 5。在 169 个大豆自然品种材料中进行检测，

由功能标记 GMsnp-B 可扩增出 217bp 片段，属于

出现在 Glyma.17G166200.1a 和 Glyma. 17G166200.1b 序列中蓝白标记为非同义突变 SNP，用来开发

Glyma. 17G166200.1 功能标记的上游引物与下游引物的反向互补序列加红色方框标出

Blue and white markers appeared in sequences of Glyma.17G166200.1a and Glyma.17G166200.1b as non-synonymous mutation SNP，the sequence of the 
forward primer and complementary sequence of the reverse primer for being used to develop Glyma. 17G166200.1functional marker were redly boxed

图 4　Glyma. 17G166200.1a（冀豆 12）与 Glyma. 17G166200.1b（冀 NF58）序列比对（部分）
Fig.4　Alignment of partial DNA sequences of Glyma.17G166200.1a（JD12）  and Glyma.17G166200.1b（NF58）
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大豆酸性磷酸酶活性低的品种；无扩增产物的，属

于大豆酸性磷酸酶活性高的品种。与大豆酸性磷

酸酶活性检测结果统计分析（图 6），其符合率达到

82.8%。

图 6　169 份大豆栽培品种以标记
GMsnp-B 检测结果的统计分析

Fig.6　Association between PCR profile and root AP 
activity in 169 soybean cultivars tested with GMsnp-B

3　讨论

SLFA-BSA 可以高通量地开发与性状相关的

SNP 标记，这种类型的标记在整个基因组上数量众

多、分布均匀，与性状的遗传距离非常近，将其定位

到参考基因组上，结合全基因组序列中对应的未知

功能的基因序列设计引物，可以有效、准确、快速地

克隆目标基因序列。Pan 等［10］从玉米自交系 501
的愈伤组织再生的玉米植株后代中分离得到 bsd-pg

（淡绿色缺陷型维管束鞘）突变基因，利用 SLAF-

Seq 技术，父母本之间 1771 个纯合等位基因分析

出 5783 个多态性 SLAF 标签，在 1 号染色体上大

小为 3945 Mb 的区域获得 3 个性状相关的候选区

域，包括 35 个候选基因。Qin 等［11］利用 SSR 和

SLAF 序列结合 BSA 的方法，将 HvSGRA 定位在

大麦两个相邻的 FP 之间，在 whs18 上 fructokinase-
1-like 基因突变可能导致大麦阶段性白化转绿，

HvSGRA 的分层级图位克隆和利用基因 / 性状为未

来分子育种的可视化研究奠定了基础。Han 等［12］

通过 QTL 精细定位并结合 BSA 和深度测序 SLAF-
sequence 研究获得干茎高粱地方品种茎部水分控制

位点 qSW6，定位于 6 号染色体的 SSR 标记 ch6-2
和 gpsb069 区间含有 38 个候选基因。Wen 等［13］

在黄瓜叶斑病（TLS）研究中，在黄瓜 6 号染色体 
2.5 Mb 区域精细定位一个抗叶斑病基因 cca-3 的候

选基因 Csa6M375730，并发现在候选基因序列内单

核苷酸多态性（SNP）可能导致氨基酸的变化。近

年来该项技术已被用于高通量分子标记开发、高密

度遗传图谱构建、关联分析及植物目标性状的基因

定位等领域。

本研究以重组自交系的 2 个 35+35 极端混池

为材料，利用 SALF-BSA 简化基因组测序技术，

共发现与控制酸性磷酸酶活性的 2 个关联区域，

分别分布在第 3 号染色体的 20138271~20268154
且 跨 度 0.13 Mb 的 区 域 和 第 17 号 染 色 体 的

14368648~15526449 且跨度 1.158 Mb 的区域。其

中第 3 号染色体的关联区域内有 4 个基因，第 17
号染色体的关联区域内有 75 个基因，2 个非同

义突变基因都处于第 17 号染色体关联区域内。

M：DNA 分子量标准 DL2000；1：铁丰 3 号；2：中作 04-717；3：晋遗 55；4：邯 6147；5：冀豆 12；6：郑 92116；7：09B7；8：东豆 99-11； 
9：中黄 15；10：五星 2 号；11：山东山宁 11 号；12：中作 J5044；13：齐交 03-9；14：石 H570；15：豫豆 29；16：冀 NF58

M：DNA ladder DL2000，1：TieFengNo.3，2：ZhongZuo04-717，3：JinYi55，4：Han6147，5：JiDou12，6；Zheng92116，7：09B7，8：DongDou99-11， 
9：ZhongHuang15，10：WuXingNo.2，11：ShanDongShanNingNo.11，12：ZhongZuoJ5044，13：QiJiao03-9，14：ShiH570，15：YuDou29，16：JiNF58

图 5　功能标记 GMsnp-B 对 8 个低 AP 活性材料和 8 个高 AP 活性材料的多态性检测
Fig.5　Polymorphic test of PCR fragments amplified by GMsnp-B in 8 cultivars  

with lower AP activity and 8 cultivars with higher AP activity
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Glyma.17G165600.1 和 Glyma.17G166200.1，分别位

于这 2 个基因上的亲本间非同义突变的 7 个被注释

SNP，与后代混池间非同义突变的 5 个被注释 SNP
比对，存在 2 个相同的 SNP，说明亲本及后代混池

关联的候选基因序列的 2 个相同 SNP 与酸性磷酸

酶活性高低直接相关。鉴于根尖的酸性磷酸酶活

性与相应的磷效率存在显著正相关，可进一步推断

出亲本及后代混池关联的非同义突变的 SNP 及其

候选基因序列与大豆磷效率高低直接相关。King 
等［29］通过对大豆籽粒中磷累积的候选基因进行数

量性状位点（QTL）分析，在第 7 和第 17 染色体上

发现了 2 个附加的 QTL，其中 7 号和 17 号染色体

上既有磷酸转运基因，也有运输基因，这些区域有更

多的基因参与磷酸盐代谢和运输。对 17 号染色体

热点区域内基因，与本研究中该染色体关联区域的

基因对照，经过 GO、COG 和 KEGG 数据库基因功

能预测，发现这些基因可能参与磷酸盐代谢和运输，

这一结果说明在热点区域可能存在多个控制磷利用

率（酸性磷酸酶活性）的候选基因。在这些基因中，

本研究克隆了作用最显著的 Glyma.17G166200.1 基

因，经 NCBI 比对发现，该基因表达蛋白酪氨酸激

酶，含有内质网内葡萄糖结合蛋白的区域，是大豆蛋

白激酶家族蛋白，对蛋白质中的氨基酸残基的磷酸

化反应，是在蛋白质上引入磷酸基团的过程。Zhang
等［30］发现第 17 号染色体上潜在影响大豆酸性磷酸

酶活性和磷效率的连锁位点 q17，LOD 值 4.24，标
记区间为 1984881~2031528，与本研究中的酸性磷

酸酶活性关联区域距离 1.35 Mb，可进一步推断出

本研究中获得的影响酸性磷酸酶活性关联区域很可

能是大豆酸性磷酸酶活性和磷效率的连锁位点。

功能标记是利用与表型相关的功能基因序列

中功能性单核苷酸多态性位点来开发的新型分子

标记。由于是来自基因内的功能性基序，功能标记

不需要进一步验证就可以在不同的遗传背景下确

定目标等位基因的有无。与其他遗传标记相比，

功能标记在应用上占有更大的优势。它能够准确

地跟踪、定位群体中的目标基因，高效率地筛选自

然群体及育种群体中的有利基因，进行分子辅助

选择育种［31］。本试验利用 169 份栽培材料用于对

Glyma.17G166200.1 的功能标记 GMsnp-B 进行分

析，优异等位基因 Glyma.17G166200.1b 具有较高

的根尖酸性磷酸酶活性，尤其在品种中符合率高达

82.8%，也验证了通过 SALF-BSA 技术筛选酸性磷

酸酶活性功能基因的可行性。根据已获得与酸性磷

酸酶活性以及磷效率紧密关联的 SNP 和候选基因，

可进一步对相关基因做生物功能研究，寻找基因表

达的作用机理，通过品种和群体检验其功能有效性。
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