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SSR标记分析种子老化及繁殖世代
对大豆种质遗传完整性的影响

王 栋1，卢新雄1，张志娥1，陈晓玲1，辛 霞1，辛萍萍1，耿立格2

(1中国农业科学院作物科学研究所，北京100081；2河北省农林科学院粮油作物研究所，石家庄050031)

摘要：选取大豆品种中黄18为试验材料，利用60对SSR核心引物对经过不同老化时间处理的群体及其繁殖后代群体进

行遗传完整性分析。经过老化处理的群体及其繁殖子代群体与未经老化处理的对照群体相比，等位基因频率、有效等住基因

数没有显著差异，结果表明经过老化处理种子及其繁殖子代群体的等位基因频率变化不大。未经老化处理、发芽率为98％的

对照群体(G。-1)与其繁殖一代、繁殖二代群体相比，等住变异数、遗传多样性指数、香农指数和稀有等位基因数没有显著差

异，且遗传一致度相对较高；而经过老化处理、发芽率低于85％的群体(G。-3和G0-4)及其后代繁殖群体与对照群体相比，等

位变异数、遗传多样性指数、香农指数和稀有等位基因数显著或极显著降低，且遗传一致度相对较低。因此，种子老化较繁殖

世代对大豆种质群体的遗传结构影响更大。
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Abstract：In this study soybean cuhivar Zhonghuang 1 8 was used as materials，and the genetic integrity of

population with different germination percentage and their descendant population was investigated by 60 core SSR

primers．The results showed that there was no significant difference in the allclic frequencies and the effective hum·

ber of alleles of the aged population and their descendant population compared with the control population．It indica-

ted that the allelic frequencies of the aged population and their descendant population changed slightly．There was

no significant difference in the number of alleles，the index of genetic diversity，Shannon’S information index and the

number of rare alleles between the control population with the germination percentage of 98％and its first and sec-

ond descendant population，and the value of genetic identity was relatively high．The number of alleles，the index of

genetic diversity，Shannon’s information index and the number of rare alleles of the aged population(Go一3 and Go-

4)with the germination percentage below 85％and their first and second descendant population were significantly

reduced compared with the control，and the value of genetic identity was relatively high．Therefore，seed aging maybe

had a greater impact on the genetic composition of the soybean population than regeneration times．
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作物种质资源是作物育种、生物技术和作物科

学发展的物质基础，是人类赖以生存与发展的宝贵

财富。世界各国都非常重视对种质资源的收集保

存，目前已收集到610万份植物种质资源，其中约
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90％以种子的形式保存在1300多座低温种质库

中⋯。我国国家长期库贮存的种质数量已达到

35．2万份，长期保存的种质数量处于世界前列。

然而，无论保存技术如何改进，随着贮藏时间的

延长，种质库中种子的生活力会不可避免地发生下

降，同时由于生活力监测及对外供种的消耗使得贮

藏样品的数量不断减少。为此，当保存种质发芽率

下降或贮存种质数量减少至某一更新临界值时，就

需进行繁殖更新，并以更新的种子形成下一轮种质

保存样品口1。许多研究报道表明，在种质繁殖更新

过程中，其遗传完整性易受到种子老化、繁殖群体大

小、授粉及收获方式、繁育体系和繁殖世代数等因素

影响而发生改变p11。早期的种质遗传完整性检测

方法有形态标记、细胞标记和同工酶标记等，这些方

法存在这样或那样的缺陷。随着DNA分子标记技

术的兴起，RFLP、RAPD、SSR、AFLP等技术已应用于

遗传完整性检测，Russell等一1、Powell等¨叫和Tar-

amino等¨川证明SSR比其他分子标记具有更高的

多态性，而且是共湿性标记。因此，SSR标记技术是

研究种质遗传完整性变化较为理想的方法。

中国是大豆的起源地，我国国家作物种质长期

库中保存了大豆种质资源2．5万余份，包括育成品

种、地方品种和国外引进品种。另外保存的野生大

豆种质资源6千余份。这些资源是我国大豆遗传研

表1 供试大豆种质群体

Table 1 Soybean germplasm population used in the study

究和作物育种的宝贵财富，保存好这些资源意义重

大。前人对大豆种质遗传完整性变化影响因素研

究，大多集中在更新年限方面¨引，而在种子老化和

繁殖世代方面探讨较少。本研究以大豆品种中黄

18为材料，利用SSR分子标记技术，分析评价了种

子老化及繁殖世代对大豆种质资源遗传完整性的影

响，为制定科学的大豆种质保存和更新策略提供了

重要的理论与现实依据。

1 材料与方法

1．1 供试材料

大豆品种中黄18的原始材料种子由中国农业

科学院作物科学研究所提供，2001年大田收获，种

子含水量为8％～9％。2002年2月将种子放于铝

箔袋内密封包装后，在40±2℃下进行不同时间的

人工老化处理(112d、154d、196d)，得到3个不同生

活力水平的原始材料种子(G。-2、G。-3、G。一4)，未经

人工老化处理的原始材料种子(G。·1)为对照

(CK)。2003年将原始材料种子(G。)进行田间种

植，分别获得4个子一代繁殖群体种子(G，)，2006

年将子一代种子(G．)再进行田间种植，获得4个子

二代繁殖群体种子(G：)，详见表1。所有收获的种

子晾干后在4℃条件下贮藏，以备试验用。本研究

以处理群体为基本单位。

1．2 田间试验设计

繁殖一代(G，)与繁殖二代(G：)的田问繁殖

均采用随机区组设计方案，每个处理设置4个重

复，每个重复播种的种子量为200粒，每个处理需

用800粒种子，并按照当地的大田管理技术流程

进行繁殖更新，采取混合方法收获种子。繁殖更
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新地点为河北省石家庄市河北农科院粮油作物研

究所试验地。

1．3 种子发芽率测定

参照《国际种子检验规程》中的发芽条件进行

发芽试验¨引。发芽床采用滤纸，温度为25％，重复

2次。逐日调查发芽数，第3天统计发芽势(Gp)，

第4天统计发芽率(G)。

1．4 基因组DNA提取

从每个处理群体材料中随机取出200粒种子

种于蛭石中并在培养箱内进行变温培养。每天光

照14h，温度为300C；黑暗10h，温度为20℃，相对湿

度为80％。幼苗长至3叶期时，每个处理随机取60

株，单株提取DNA。提取方法采用SDS法，用1×TE

稀释成相同的浓度(20ng／斗1)，4。C保存备用。

1．5 SSR引物选取

选取谢华等¨叫选出的60对SSR核心引物，相

关信息来自http：／／soybase．org／resourees／ssr．php，

见表2。60个SSR位点均被定位在大豆遗传图谱

上，完全覆盖大豆20个连锁群，每个连锁群上分布

2—4个位点，平均为3个。

表2 砷对SSR核，厶引物的名称、核心序列、片段

大小、连锁群和染色体位置

Table 2 Name。core sequence。fragment size。Iinkage

group and position in LG of 60 core primers

续表

1．6 PCR扩增与聚丙烯酰胺电泳检测

PCR反应总体系为20¨l，包括10×PCR buffer

(含Mg“)21xl，2．5mmol／L dNTPl．8阻l，2．5U／ltl Taq
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酶0．4斗l，5斗mol／L Primer—pairs(1+1)斗l，20ng／V．1

DNA 5斗l，ddH20 9斗l。PCR扩增程序为：94。C 4min；

94℃30s，47℃30s，72℃30s，35个循环；72℃

10min，温度降至15℃时取出，4℃下备用。扩增产

物在6％变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，功率70W，时

间45rain，银染法检测[151。PCR反应中的Taq酶、

dNTP和PCR buffer均购自北京天根生化科技有限

公司。

1．7 数据分析

统计扩增条带，每个引物视为1个位点，每条带

视为1个等位变异。在统一迁移率上有带记为1，

无带记为0，缺失记为9，并参照DNA marker I估计

片段大小。使用Powermarker V3．25、POPGENE vet-

sion 1．31、NTSYS pc2．1等软件对不同时间老化处

理和繁殖世代的大豆种质群体进行遗传结构分析，

所得的实验数据用SAS V8进行差异显著性分析。

2 结果与分析

2．1 群体遗传结构分析

利用60对SSR核心引物对大豆中黄18 12个

种质群体进行分子标记检测，共检测到60个位点、

138个等位基因，每个位点的等位基因数在1—4之

间，平均为2．3个。引物Satt307扩增原始材料

(G。)4个群体的SSR电泳图谱分别见图l、图2。

图1 引物Satt307扩增群体G．-1和Go-2的SSR电泳图谱

Fig．1 Electrophoretic patterns of SSR with primer Satt307 in population G．·1 and G．·2

图2 引物Satt307扩增群体G．-3和G．-4的SSR电泳图谱

Fig．2 Electrophoretic patterns of SSR with primer Satt307 in population G．-3 and G．-4

·利用Powermarker V3．25计算各个群体的等位

基因频率，用SAS V8对其进行t测验，结果见表3。

从表3中可以看出各处理群体与对照群体t测验的

概率值P均大于0．9990，表明处理群体与对照群体

相比等位基因频率几乎没有差异。由此可见，种子

老化和繁殖世代对大豆中黄18种质群体的等位基

因频率分布影响不大。

使用POPGENE version 1．31对各个群体进行进

一步分析。计算各群体的等位基因数、多态位点数、

多态位点百分数、每位点等位基因数、有效等位基因

数、遗传多样性指数和香农指数等遗传多样性参数，

结果见表4。从表4中可以看出，各群体的每位点

有效等位基因数与对照群体相比差异不显著，这与

等位基因频率差异分析相一致。经过不同时间老化

处理(112d、154d、196d)的群体G。-2、

表3 供试大豆种质群体等位基因频率t测验

Table 3 The t-test for allele frequency of the tested soy-

bean germplasm population
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G0—3、Go-4及繁殖的子代群体G。·2、G。·3、G。·4和

G：．2、G：-3、G：-4，其各项遗传多样性参数均低于对

照群体G。．1，而且随老化时间的延长，生活力水平

愈低，其各项遗传多样性参数也愈低。每位点等位

基因数、有效等位基因数、遗传多样性指数和香农指

数的显著性检验结果显示，发芽率低于85％的群体

G。．3、G。．4的每位点等位基因数、遗传多样性指

数和香农指数3项遗传多样性参数与对照群体

G。．1相比差异极显著。同样G。·3和G。一4的后

代群体，即群体G，．3、G：-3以及群体G，一4、G2-4

的每位点等位基因数、遗传多样性指数和香农指

数3个遗传多样性参数与对照群体相比差异显

表4 供试大豆种质群体的遗传结构

著或极显著，但这几项参数分别比群体G。一3和

G。-4要略高。结果表明，随着老化时间的延长，

生活力水平的下降，存活群体内的遗传多样性低

于对照群体遗传多样性。由对照群体G。一1繁殖

的子代群体G，一1及其再次繁殖的群体G：一1，其

各项遗传多样性参数与对照群体G。-1相比几乎

没有差异。表明未经过老化处理的高生活力水

平大豆种质材料经过两次繁殖更新后，其群体的

遗传结构得到了较好的保持。以上结果表明，种

子老化较繁殖世代对大豆种质材料的群体遗传

结构影响更大。

Table 4 Genetic composition of the tested soybean germplasm population

NA：No．of Alleles；X：No．of polymorphie loci；P：percentage of polymorphie loci；A：No．of alleles per loci；Ae：Effective No．of alleles per loci；日：Index

of genetic diversity；I：Shannon’S information index

‘、”：5％、1％水平上显著差异‘and”：Significant at 5％level and l％level

2．2 遗传一致度分析

使用POPGENE version 1．31计算出各个群体间

的遗传一致度，结果见表5。从表5可以看出，各群

体与对照群体G。一1相比，遗传一致度最大的群体

是G，一1为0．9999，其次是群体G：一1为0．9998，遗

传一致度最小的是群体G。．4、G。一3，分别为0．9962、

0．9970。根据各群体间的遗传一致度，利用NTSYS

pc2．1以非加权类平均法(UPGMA)进行聚类分析，

建立树状聚类图，结果见图3。从图3可以看出，虽

然群体G。．4与对照群体G。·1的遗传一致度最低，

但是其绝对值仍然很高，最低也在0．9965处与对照

群体G。．1聚在一起，表明所有群体与对照群体在

遗传一致度方面还是具有较高的一致性，这与等位

基因频率以及每位点有效等位基因数的分析相一

致。群体G，．1与对照群体G。·l的遗传一致度最

大，遗传距离也最近，其次是群体G：一1。这是因为

群体G，．1是由未经老化处理的对照群体G。-l繁

殖更新而来，群体G：．1又是群体G。一l繁殖更新而

来，表明未经老化处理的高生活力水平大豆种质材

料经过两次繁殖后其遗传一致度得到了较好的保

持。经过老化处理的群体G。-3、Go-4与对照群体

G。．1的遗传一致度相对较低，表明种子老化对大豆

种质材料遗传一致度的影响较大。群体G。-3和群

体G：一3、群体G。一2和群体G：一2、群体G，-4和群体

G：．4之间具有较高的遗传一致度，因为后者是由前

者繁殖更新而来。这6个群体与对照群体G。一1的

遗传一致度比群体G。-3、Go-4与对照群体G。一1的

要高，说明种子老化对大豆种质材料遗传一致度的
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影响较繁殖世代更大。

表5 供试大豆种质群体间遗传一致度

Table 5 Genetic identity among the tested soybean germplasm population

0．9965 0．9973 O．9982 0．9990 0．9999

遗传一致度Genetic identity

图3 供试大豆种质群体UPGMA聚类分析

Fig．3 UPGMA dendrogram of the tested soybean

germplasm population

2．3 稀有等位基因(P<0．05)变化分析

稀有等位基因是指群体内其基因频率低于5％

的等位基因。群体内的遗传多样性差异很大程度上

是由于稀有等位基因(P<0．05)结合或综合到基因

型背景中。大豆种质材料在经过老化处理和繁殖更

新后易发生稀有等位基因的丢失或增加，从而导致

群体内等位基因数的变化。各个群体内的稀有等位

基因数目的变化见表6。从表6可以看出，经过老

化处理的群体G。-3、G0-4的稀有等位基因数要明

显低于对照群体G。·l，而且与对照群体G。一1共有

的稀有等位基因数，随着老化时间的延长和生活力

水平的降低而减少，各群体稀有等位基因的变化数

表6 供试大豆种质群体稀有等位基因数目变化

Table 6 Change of No．of rare alleles of the tested soybean

germplasm population

(丢失数／增加数)也有相同的趋势。表明种子老化

可以显著地影响大豆种质群体内的稀有等位基因数

目，主要是减少其数目。由对照群体G。-1繁殖更

新的群体G。·1、G：-1与其相比，以上3个指标变化

较小。表明未经过老化处理的高生活力水平大豆种

质材料经过两次繁殖更新后，其稀有等位基因得到

了较好的保持；而由经过老化处理的低生活力水平

群体G。一2、G。一3、Go-4繁殖更新的群体G，-2、G，．
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3、G，一4以及G：．2、G，．3、G：．4与对照群体Go—l相

比稀有等位基因数明显减少；与对照群体G。·1共

有的稀有等位基因数的变化趋势一致；而稀有等位

基因变化数(丢失数／增加数)却显著增加。表明经

过老化处理的低生活力水平群体繁殖更新的后代群

体与对照群体相比其稀有等位基因数变化较大。以

上分析表明，对稀有等位基因变化的影响，种子老化

较繁殖世代作用更大。

3 讨论

3．1 种子老化及繁殖世代对大豆种质群体遗传完

整性变化的影响

遗传完整性(genetic integrity)是指群体的遗传

结构得到完全的保持，包括基因型频率分布及等位

基因频率分布和其原始群体一样，保持不变¨6|。维

持种质遗传完整性就是种质在贮藏过程中保持最低

程度的遗传改变，在繁殖更新过程中要保持子代与

亲代具有最大程度的遗传相似性，这是种质保存工

作的核心。Parzies等"1运用同工酶标记对贮藏不

同年限的大麦地方品种的研究发现，不同繁殖世代

的种质材料之间醇溶蛋白谱带频率存在显著差异。

Chebotar等H o利用SSR分子标记技术对不同繁殖世

代的黑麦品种的研究发现等位基因的频率也存在显

著差异，并且检测到了某些等位基因的丢失或增加。

Roos¨1对8个不同种子壳色和荚果颜色混合为一个

群体的菜豆品种研究发现，经过15次种子老化和更

新周期后其中的6个品种丢失。本研究利用SSR

分子标记技术，通过对经过不同时间老化处理及繁

殖世代的大豆种质群体进行检测，发现各处理群体

的等位基因频率、每位点有效等位基因数与对照群

体相比差别不大，表明种子老化和繁殖世代对大豆

的遗传完整性影响不大。这与大豆自身的遗传结构

特点有关，且供试品种中黄18是育成品种，属于同

质种质材料，基因型纯合，其材料个体之间基本上具

有相同的遗传结构。在繁殖更新过程中，受外来花

粉污染的概率也极小。因此，各处理群体与对照群

体相比，遗传完整性得到了较好的保持。经过进一

步分析发现，经过老化处理的低生活力水平原始材

料群体与对照群体相比，等位基因数、多态位点数、

多态位点百分数、每位点等位基因数、遗传多样性指

数和香农指数均发生下降，而且老化处理时间越长，

生活力水平越低，各项遗传多样性参数下降的程度

越大。表明经过老化处理的低生活力水平群体内的

遗传多样性低于未经过老化的高生活力水平对照群

体。这与张晗等¨73研究的结果一致。通过对稀有

等位基因变化的研究揭示了问题的本质。稀有等位

基因在群体内占有极小的份额，但是却大大增加了

群体内的基因多样性。稀有等位基因易受到种子老

化、繁殖群体大小、种子收获方式、繁殖世代等因素

影响而发生丢失。稀有等位基因的变化可以较小地

改变群体内的基因型频率和等位基因频率，却较大

地改变群体的遗传多样性。通过对各群体的遗传结

构、各群体与对照群体间的遗传一致度以及稀有等

位基因变化的研究表明，种子老化比繁殖世代对大

豆种质遗传完整性的影响更大。因此，在进行大豆

种质繁殖更新时，确定高的发芽率更新标准是至关

重要的。

3．2 大豆种质繁殖更新发芽率标准

种质资源繁殖更新策略研究的目标就是降低遗

传漂变、遗传漂移、选择和异型花粉污染及种子混杂

等对种质资源遗传完整性的影响，其研究内容主要

包括更新发芽率标准、繁殖群体大小和种子收获方

式等¨“川。大豆是典型的自花授粉作物，天然自交

率约为0．5％一1．O％，繁殖群体大小和种子收获方

式对其遗传完整性的影响不会太大，其繁殖更新策

略应着重考虑更新发芽率标准。适宜的繁殖更新发

芽率指标可以降低贮藏种子基因突变和田间选择对

种质资源遗传完整性的影响。根据大豆种子30℃

老化试验结果，李灵芝等口u推荐发芽率80％作为

大豆种子繁殖更新的生活力标准，73％为更新发芽

率下限。目前，国内外种质基因库繁殖更新的发芽

率标准通常在65％一85％之间旧o。IPGRI推荐标准

为发芽率85％，或者降至起始发芽率的85％，最低

临界值为发芽率65％¨k2“。本研究得出未经过老

化处理、发芽率为98％的对照群体其繁殖更新的后

代群体与之相比，等位基因数、遗传多样性指数、香

农指数和稀有等位基因数没有显著性差异，遗传一

致度相对较高；而经过老化处理、发芽率低于85％

的群体(G。．3、Go-4的发芽率分别为81％和79％)

及其繁殖更新的后代群体与对照群体相比，等位基

因数、遗传多样性指数、香农指数和稀有等位基因数

目显著降低，且遗传一致度相对较低。这印证了IP．

GRI推荐发芽率为85％在种质繁殖更新中的重要

指导作用。
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