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摘要：GmILPA1 是控制大豆叶柄夹角的重要基因，其主要通过促进细胞的生长和分裂来影响叶枕形成，该基因突变后

可使叶枕发育异常、叶柄夹角增大。然而，该基因在大豆种质资源的多态性变异与叶柄夹角的关系未见报道。本研究利用

783 份大豆种质资源的重测序数据，对该基因进行单倍型分析，挖掘 GmILPA1 基因序列的自然变异，分析与叶柄夹角的关

系。结果表明，在 783 份种质资源中共检测到 32 个多态性位点，包括 13 个 SNPs 和 19 个 Indel，频率分别为 1SNP/285 bp 和

1Indel/195 bp，共组成 9 种单倍型，其中 Hap1 为主要单倍型，Hap3 具有两个非同义突变。分别对 Hap1 和 Hap3 类型的蛋白

结构进行预测，结果表明 Hap1 与 Hap3 蛋白在二级结构上有 3 个 α 螺旋结构长度上的差异，三级结构预测模型几乎一致。对

不同单倍型的表型进行观察，发现叶柄夹角并无显著差异。单倍型分析表明，GmILPA1 从地方品种到选育品种的多态性位点

数目及单倍型分布类型逐渐减少，说明 GmILPA1 基因由地方向选育驯化的过程中因正向选择作用而固定了有益变异，表现出

瓶颈效应。
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Abstract：GmILPA1（Glyma.11g026400）is an important gene that controls petiole angle by modulating the 
formation of leaf pillow by promoting cell growth and division in soybean. The mutation of GmILPA1  can cause 
abnormal development of leaf pillow and increase petiole angle. However，whether the polymorphic variations of 
this gene in soybean germplasm determines the petiole angle remains unknown. In this study，re-sequencing data 
derived from 783 soybean germplasm accessions was used to analyze the haplotype variation of the GmILPA1 
gene. Thirty-two polymorphic loci including 13 SNPs and 19 Indels were detected，with a frequency of 1 SNP/ 
285 bp and 1 Indel/195 bp，respectively. Out of nine haplotypes，Hap1 was found to be predominant and Hap3 
showed two non-synonymous mutations. The results showed that there were three α-helix differences in the secondary 
structure between Hap1 and Hap3，whereas there was not detected difference on the stimulated crystal structure. 
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No significant difference in petiole angle among different haplotypes was observed. The number of polymorphic 
loci and haplotype diversity of GmILPA1 were decreased in varieties in relative to the landraces. Collectively，
gained from the genetic diversity analysis，this study revealed a fixation（bottleneck）of GmILPA1 elite allele in 
varieties due to positive selection in the process of soybean breeding.

Key words：soybean；leaf petiole angle；GmILPA1；single nucleotide polymorphism；haplotype

单倍型是指在同一染色体上进行共同遗传的多

个基因座上等位基因的组合，在遗传变异广泛的自

然群体中发掘目标基因的优异等位变异是分子育

种应用的重要手段，在玉米［1-2］、水稻［3-4］、小麦［5-6］、

大豆［7-8］等作物中得到广泛应用。例如柳思思［2］通

过分析耐旱基因单倍型，挖掘优异单倍型并开发了

功能标记，助力了玉米耐旱分子标记辅助育种。水

稻粒宽基因 GS5 优异单倍型的挖掘为水稻产量和

稻米品质育种奠定了一定的基础［3］。小麦粒重基

因 TaGW2-6A 基因编码区和启动子区等位变异之

间存在相互作用，TA 单倍型比 TG、-A、-G 单倍型

更能增加小麦的粒宽和粒重，是优异的等位变异

组合［6］。大豆胞囊线虫抗病位点 rhg1 和 Rhg4 标

记的开发为大豆胞囊线虫抗性种质的选择提供了 
参考［8］。

叶柄夹角是决定冠层盖度的关键因素，是群体

叶片空间分布状态的一种衡量，同时也是决定群体

透光和受光姿态的重要指标，较大的影响了植株地

上部分冠层结构的排布以及光能的利用效率，并对

植物的产量有巨大的影响。在单子叶模式植物水稻

叶夹角的相关报道中，小夹角的植株由于叶片双面

受光更加充分，降低了光的反射率，从而提高了植株

冠层受光面积，光合效率得以显著提升，有机物的积

累也得到大幅度提升。植株下层由于上部冠层的分

布，对光能的吸收也更为充分，使根系的活力得到加

强，最终使水稻增产［9-11］。刘正［12］在对玉米叶夹角

进行综述总结时，提到玉米上层叶片的叶夹角变小，

可为穗三叶让出更多的光照，使得植株的光合作用

增强，从而有助于产量的提升。

叶柄夹角是数量性状，受多种因素影响，目前大

豆中相关研究多处于 QTL 阶段［13-15］，仅 GmILPA1
基因被克隆。在该研究中，Gao 等［16］利用获得的

突变体构建遗传分离群体，通过传统图位克隆的方

法克隆到该基因。该基因发生突变（1149 bp 的缺

失，包括第 3 内含子末端 23 bp 和第 4 外显子，以及

下游侧翼序列）后可使叶枕发育异常、叶柄夹角增

大。相较于单一群体，自然群体由于品种间遗传背

景的差异化和基因组序列丰富的多态性变异，能够

为基因序列多态性变异研究和单倍型分析提供更

好的基础，而通过测序获得的 SNP 和 InDel 多态性

位点为更好了解基因变异提供了依据，同时也为大

豆分子辅助育种提供了一定的参考。大豆叶柄夹

角 GmILPA1 基因由突变体中获得，在品种资源中自

然变异尚不清楚，本研究利用 783 份大豆种质资源

的重测序数据，通过对该基因进行单倍型分析，探

索了 GmILPA1 基因序列的自然变异与叶柄夹角的 
关系。

1　材料与方法

1.1　试验材料

试验材料为 783 份地方、选育大豆种质资源

和 181 份野生大豆种质资源。地方选育材料种植

于海南三亚（18.25°N，109.51°E），行长 3 米，1 垄 
2 行，垄距 70 cm，株距 10 cm，双粒点播，正常水

肥管理。783 份材料中包括 685 份（87.48%）中

国大豆材料和 94 份（12.01%）国外材料以及 4
份（0.51%）未知来源材料。中国材料中，126 份

（18.39%）来自中国东北，99 份（14.45%）为北方材

料，黄淮海流域材料有 119 份（17.37%），南方材料

为 200 份（29.20%），141 份（20.58%）材料由各省

农科院通过有性杂交得来。表型测量时需避开边行

优势，每行取 3 株长势一致的植株进行测量，测量部

位根据植株的整体节数取顶部节位、中部节位、底部

节位进行测量，所用工具为数显角度测量尺。

1.2　DNA 提取及 783 份种质重测序

每个品种取新鲜的三出复叶 100 mg 于 2 mL
离心管中（加钢珠），迅速放入液氮冷冻，用打样机

（2000 GENO/GRINDER）捣碎叶片后采用 CTAB
小量法［17］提取大豆种质基因组，总 DNA 保存

于 100 μL 去离子水中。所得 DNA 经 1% 琼脂糖

凝胶电泳检测，并使用紫外分光光度计（UV-Vis 
Spectrophotometer Q5000）测其浓度。提取 DNA
后，样品送往北京百迈克生物科技有限公司进行重

测序，测序方法参照张之昊等［18］的重测序流程。
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1.3　GmILPA1 基因序列多态性分析和蛋白结构 
预测

GmILPA1 基因序列来源于大豆基因组数据库

Phytozome（https：//phytozome.jgi.doe.gov/pz/ portal.
html#!gene?search=1&detail=1&method=4433&sear
chText=transcriptid：30531423）。测序数据返还后，

单核苷酸数据由 PilotEdit 软件调取，利用 Excel 进
一步筛选 SNP 变异位点，进行数据过滤，去除内含

子区域，整合相同基因型，对变异位点进行统计，分

析单倍型，其中缺失位点默认为参考基因组。通过

Phytozome 搜索基因，利用 Excel 筛选分析单倍型

和表型数据的关联性。序列变异率 = 变异位点个

数 / 参考基因组序列长度 ×100%。利用 minitab19
对叶柄夹角数据进行分析。利用 Phyre（http：//
www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index）

网站进行蛋白的二级和三级结构预测。

2　结果与分析

2.1　783 份大豆种质资源叶柄夹角表型分析

783 份种质资源材料叶柄夹角表型值都呈

现正态分布（图 1），其中顶部叶柄夹角范围为

17.0~110.6°，中部叶柄夹角范围为 14.6~109.9°，底
部夹角范围为 21.7~99.8°（表 1）。统计分析发现， 
3 个节位的变异系数均大于 20%，说明研究材料在

不同节位之间叶柄夹角都呈现显著差异。相关性

分析表明，不同节位之间均存在不同程度的极显

著正相关（P<0.01），相关系数范围是 0.426~0.601。
顶部节位与中部节位的相关性 > 中部节位与底部

节位的相关性 > 顶部节位与底部节位的相关性 
（表 2）。
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图 1　783 份材料叶柄夹角分布
Fig.1　Distribution of petiole angle of 783 soybean materials



6 期 陈玲玲等：大豆叶柄夹角相关基因 GmILPA1 单倍型分析 1701

表 1　783 份材料叶柄夹角基本数据分析
Table 1　Basic data analysis of petiole angle of 783 accessions 
节位

Location
最大值（°）

Max.
最小值（°）

Min.
平均值（°）

Average
标准差

SD
变异系数（%）

CV

顶部 Top 110.6 17.0 41.0 12 29.2

中部 Middle 109.9 14.6 40.0 10.7 26.8

底部 Bottom 99.8 21.7 57.8 12.9 22.3

平均值 Average 104.2 24.4 46.3 9.8 21.2

表 2　不同节位之间相关性分析
Table 2　Correlation analysis between different nodes
节位

Location
顶部

Top
中部

Middle
底部

Bottom

顶部 Top 1

中部 Middle 0.601** 1

底部 Bottom 0.426** 0.584** 1
** 表示 P<0.01 水平上差异极显著
**Represent highly significant variation at P<0.01

2.2　GmILPA1 基因序列多态性

GmILPA1 基 因 位 于 大 豆 第 11 染 色 体 的 第

1877873~1881580 bp 之间，其全长 3708 bp，基本结

构由 5′UTR、4 个外显子、3 个内含子、3′UTR 组成，

包含一个长度为 1734 bp 的开放阅读框（ORF，open 
reading frame），编码 577 个氨基酸。

该基因在 783 份大豆种质中共检测到 32 个

多 态 性 位 点（表 3），包 括 13 个 SNP 和 19 个

Indel（DNA 的插入 / 缺失突变），二者频率分别为 
1 SNP/285 bp 和 1 Indel/195 bp；其中非编码区 SNP
为 6 个，编 码 区 SNP 有 7 个；非 编 码 区 Indel 出
现频率为 1 Indel/108 bp，编码区 Indel 出现频率为 
1 Indel/521 bp，Indel 非编码区的变异频率是编码区的

4.8 倍。在检测到的 13 个 SNP 中，8 个 SNP 发生了

嘌呤与嘧啶之间的颠换（Transversion），5 个 SNP 发

生了嘌呤与嘌呤之间转换（Transition），颠换与转换

的计算比率为 1.6。对编码区和非编码区的变异位点

进行统计，结果表明两个区域的变异程度无显著性

差异。多样性在 Glyma.11g026400 基因各区域中呈

现不均匀分布。编码区变异位点主要分布在 3′UTR、
5′UTR、以及第 3 外显子区域，其中第 3 外显子区域变

异最为丰富，包括 4 个 SNP，其中 2 个为非同义突变。

表 3　GmILPA1 序列多态性分布
Table 3　Polymorphism of GmILPA1 sequence in 783soybean accessions

位置

Location
长度（bp）

Length 

SNP Indel 总体 Total

数目

Number

频率

（SNP/bp）
Frequency

数目

Number

频率

（ Indel/bp）
Frequency

数目

Number

频率

（SNP+Indel/
bp）Frequency

非编码 Noncoding region 1621 6 1/270 15 1/108 21 1/77

编码区 Coding region 2087 7 1/298 4 1/521 11 1/190

基因全长 Complete region 3708 13 1/285 19 1/195 32 1/116

SNP/bp：间隔多个碱基长度 SNP 出现的频率；Indel/bp：间隔多个碱基长度 Indel 出现的频率；SNP+Indel/bp：间隔多个碱基长度 SNP 和 Indel
出现的频率

SNP/bp：Frequency of SNP in the sequence，Indel/bp：Frequency of Indel in the sequence，SNP+Indel/bp：Frequency of SNP and Indel in the 
sequence

2.3　GmILPA1 序列单倍型分析

利用 783 份资源的重测序结果对该基因进行序

列比对并分析其单倍型和变异位点。分析发现共存

在 7 个 SNP 变异位点，总共有 9 种单倍型。3′UTR
区域包含 2 个变异位点，第 3 外显子区域存在 4 个

变异位点，5′UTR 区域存在 1 个变异位点。在 9 种

单倍型中，Hap1 单倍型数量最多，共有 773 份。

为了进一步分析挖掘 GmILPA1 基因在群体材

料中的自然变异情况，将 783 份栽培品种与 181 份

野生豆材料重测序数据结合进行分析。单倍型分

析结果显示，964 份材料包含 12 个 SNP 位点，共

组成了 18 种单倍型（图 2A）。Hap1 为主要单倍型，

其 中 Hap3、Hap5、Hap6、Hap7、Hap10、Hap14
只有 1 份材料，或许是稀有变异位点。
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A：964 份（783 份栽培品种和 181 份野生豆）自然群体材料分析 GmILPA1 基因单倍型，其中 ANNO 表示第一行的位点注释，UTR5 和 UTR3
为基因结构 UTR 区域位点，NONSY 表示非同义突变位点，SYN 表示同义突变位点；POS 表示物理位置； 

B~D：964 份自然群体材料中野生豆（B）、地方品种（C）、选育品种（D）不同类型单倍型的数量分布

A：964 natural population materials（783 cultivated varieties and 181 wild soybean）were used to analyze the GmILPA1 gene haplotypes. Among 
them，ANNO represents the sites annotation in the first line，UTR5 and UTR3 are the UTR region sites of gene structure，NONSY represents the 

nonsynonymous mutation sites，SYN represents the synonymous mutation sites，POS indicates the physical location，B-D：Quantitative distribution 
of different haplotypes in 964 natural population materials of wild bean（B），landrace variety（C）and breeding variety（D）

图 2　GmILPA1 基因单倍型分析
Fig.2　Haplotype analysis of GmILPA1 gene

分别对野生豆、地方品种、选育品种中的不同类

型单倍型数量进行统计。结果表明，Hap1 在 3 种类

型的资源中所占比例最大，均为主要单倍型（图 2）。
野生豆单倍型种类有 13 种，栽培品种中有 7 种，选

育品种中只有 2 种，由此可见从野生豆到栽培品种

单倍型的丰富度是在逐渐降低的，也进一步说明了

从野生豆到选育品种的驯化过程中，变异位点受到

了定向选择。

2.4　GmILPA1 基因 Hap1 和 Hap3 的蛋白结构预测

9 种单倍型中 Hap1 为大多数资源的主要单倍

型，与 Hap1 相比，Hap3 有 2 个非同义突变 SNP 位

点，引起了蛋白氨基酸的变化，分别是第 141 处甲硫

氨酸变为异亮氨酸，第 142 处异亮氨酸变为缬氨酸

（图 3）。为了进一步研究该基因单倍型中的非同义

突变是否造成蛋白结构的变化，利用 Phyre 对 Hap1
和 Hap3 进行蛋白二级结构和三级结构预测。

GmILPA1 基因全长 3708 bp，其中 CDS 区全长

1734 bp，该基因编码长度为 577 个氨基酸的蛋白序

列，该蛋白包含 4 个结构域，1 个 APC-8 结构域、2 个

四肽三肽重复序列结构域和 1 个 Tetratricopeptide  
repeat 结构域。分别对 Hap1 和 Hap3 编码的蛋白

进行二级结构预测，结果表明，Hap1 类型的蛋白
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具有 30 个 α 螺旋，占序列的 68%。变异类型的蛋白

包含 31 个 α 螺旋，也占序列的 68%。如图 4 所示，2
个变异位点都发生在 APC-8 的结构域上，2 个蛋白有

3 个 α 螺旋结构在长度上有所差异，分别在第 24~25
氨基酸处、第 74~78 氨基酸处、第 121~153 氨基酸处

的 α 螺旋长度发生了变化。这些差异可能是由于非

同义突变导致的氨基酸序列的变化引起的（图 4）。
与二级结构不同的是，2 种蛋白的三级结构预测模型

几乎一致，说明 Hap3 单倍型 2 个非同义突变位点引

起的氨基酸变化并未造成蛋白质空间结构的变化。

图 3　GmILPA1 蛋白两个氨基酸突变位点
Fig.3　Two amino acid mutation sites of GmILPA1 protein

A：Hap1 类型编码蛋白的预测二级结构；B：Hap1 类型编码蛋白的预测三级结构； 
C：Hap3 类型编码蛋白的预测二级结构；D：Hap3 类型编码蛋白的预测三级结构

A：The predicted secondary structure of Hap1 type protein，B：The predicted tertiary structure of Hap1 type protein， 
C：The predicted secondary structure of Hap3 type protein，D：The predicted tertiary structure of Hap3 type protein

图 4　GmILPA1 两种类型蛋白结构预测
Fig 4　Structure prediction of two types of GmILPA1 protein

2.5　GmILPA1 基因单倍型与叶柄夹角表型关联 
分析

783 份大豆材料总共有 9 种单倍型，地方品种

包含 7 种单倍型（Hap1、Hap3、Hap4、Hap6、Hap7、
Hap8、Hap9），选育品种包含 2 种单倍型（Hap1 和

Hap2），地方品种到选育品种稀有 SNP 位点的减

少可能是在人为选择的过程中被丢失。对 9 种

单倍型数量进行统计，以 Hap1 为主，所占比例

为 98.72%，3 个节位叶柄夹角的分布范围分别为

17~110°、14.6~109.8°、21.7~99.8°。Hap2 和 Hap4 所 
占 比 例 均 为 0.26%，分 别 对 Hap1、Hap2 和 Hap4
进行方差分析，结果显示只有在中部节位，Hap1
和 Hap4 存在极显著差异（P<0.01），其他节位 3
种单倍型之间无显著差异（图 5）。Hap3、Hap5、 
Hap6、Hap7、Hap8、Hap9 材料只有 1 份，各个节 
位叶柄夹角相比，顶部节位叶柄夹角 Hap5>  
Hap3>Hap9>Hap6>Hap7>Hap8；中 部 节 位 叶 柄 
夹角，Hap5>Hap9>Hap3>Hap6>Hap7>Hap8；
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底部节位叶柄夹角 Hap5>Hap7>Hap3>Hap9> 
Hap8>Hap6。其中 Hap2、Hap3、Hap4、Hap6、Hap7、 
Hap8、Hap9 顶部、中部以及平均节位叶柄夹角

受单倍型的影响较小，对底部节位叶柄夹角变化

有一定程度的影响。因此，在本研究中，Hap1、
Hap2、Hap4 为主要单倍型，受到了群体驯化的选

择，其他单倍型由于样本数量较少，仍需要进一步 
验证。
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图 5　不同单倍型叶柄夹角分布
Fig.5　Distribution of petiole angle in different haplotypes

3　讨论

3.1　GmILPA1 基因序列多态性与自然变异探讨

基因序列的多态性变异造成了物种的遗传多样

性，随着环境变化，一些更适应环境的变异位点被保

留下来，最常见的序列变异是 SNP 和 InDel［19］。检

测单核苷酸多态性的方法很多，直接测序法是筛查

SNP 最可靠的方法。本研究中，检测到的 6 个 SNP
几乎都只在 1 个基因型中出现，可能是试验误差造

成的假阳性，但也可能是稀有的 SNP，预示着该基

因新的突变方向。因为群体遗传理论认为，稀有的

变异有可能比共享的变异更晚发生，因而更有可能

代表该群体的特异性［20］。

SNP 被认为是植物基因组中发生频率最高的

遗传多态性［21］。利用 783 份大豆材料的重测序

数据对 GmILPA1 基因进行核苷酸多态性分析，在

检测到的 32 个多态性位点里，包含 13 个 SNP 位

点 和 19 个 Indel 位 点，SNP 和 Indel 的 变 异 频 率

分 别 为 1 SNP/285 bp 和 1 Indel/195 bp。 与 前 人

报道的 1 SNP/272 bp 的大豆 SNP 频率［22-23］和水

稻中 1 SNP/154 bp 的频率［24］相接近，低于玉米中 
1 SNP/57 bp 的频率［25］，而远远高于人类基因组

DNA 单核苷酸变异频率 1 SNP/1000 bp［26］，说明植

物基因组中的具有大量丰富的单核苷酸多态性［27］。 
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此外，不同区域多态性位点存在选择效应，造成

GmILPA1 不同区域多态性位点差异化的原因，很

可能是由于各个区域所承受的选择压力不同。非

编码区一般与其生物学功能关联较小，因而承受了

相对较小的的选择压力，发生变异的频率相对丰富

一点。而编码区则是因为发生变异可能会导致其

生物学功能的变化，所以通常只有较少的核苷酸发

生变化，这些效应都可根据软件进一步准确计算 
得到。

3.2　GmILPA1 基因序列单倍型与叶柄夹角表型的

相关性

783 份大豆材料共有 9 种单倍型，地方品种

包含 7 种单倍型，选育品种包含 2 种单倍型，地方

品种到选育品种稀有 SNP 位点的减少可能是因

为在人为选择的过程中被丢失了。9 种单倍型中

以 Hap1 为主要单倍型，占比为 98.72%，其他单倍

型只有极少数量，占比为 1.28%。对比材料占比较

小的单倍型（Hap2~Hap9），发现 Hap5 与其它单倍

型相比，3 个节位以及 3 个节位叶柄夹角平均值

分别为 64.65°、60.20°、86.73°、70.53°，各个节位叶

柄夹角大小均高于其他单倍型的最大值 49.78°、
49.98°、72.12°、55.48°。此外，Hap5 各个节位叶柄

夹角均超过 60°，说明第 3 外显子和 3′UTR 的共同

突变可能影响叶柄夹角。此外，Hap3 单倍型虽然

存在 2 个非同义突变位点，但表型与其他单倍型

相比无明显差异。由于叶柄夹角易受多种环境因

素影响，如种植密度［28-29］、倒伏性［30］、光照［31］、光

质［32-33］等，其中，Hap1 在自然群体中所占的比例

相较于其他单倍型数量最多，表明 Hap1 在本研究

材料中受到了定向选择，少数材料可能由于自然变

异，才产生了新的单倍型。目前大豆叶柄夹角还未

有具体的等级划分，若能根据度数细化表型等级，

将更利于表型的鉴定，更好阐明不同单倍型间的 
关系。

本研究结果显示，3 个节位叶柄夹角大小在整

体趋势表现为底部节位 > 中部节位 > 顶部节位，

与一般植物的株型结构相一致。与前人报道［14-15］

相比，本研究中 3 个节位叶柄夹角的大小变化范

围极少出现夹角超过 90° 的极端表型，差异较大。

前人研究表明，GmILPA1 突变体中存在大片段的

缺失［16］，导致了叶柄角度的增大，在针对 783 份

大豆资源材料的单倍型分析中并未发现该缺失突

变，仅在缺失区域内发现 4 个 SNP 变异位点，涉及

25 份种质资源，同时本研究发现的 2 个非同义突

变位点也未在 GmILPA1 的功能位点区域，表明所

分析的自然材料中极少出现文献报道的功能变异 
类型。

因此，进一步扩大资源材料评价范围，将有助于

挖掘更多功能基因等位变异类型并明确不同单倍型

与叶柄角度调控的关系，从而为基于叶柄角度的理

想株型构建和大豆产量提高提供材料基础和基因 
资源。

4　结论

本 研 究 通 过 分 析 783 份 大 豆 种 质 资 源

GmILPA1 基因序列的多态性，在 GmILPA1 基因序

列中共检测到 32 个多态性位点，其中 13 个 SNPs
和 19 个 Indel，二者频率分别为 1 SNP/285 bp 和 
1 InDel/195 bp；其中非编码区 SNP 为 6 个，编码区

SNP 有 7 个；非编码区 Indel 出现频率为 1 Indel/ 
108 bp，编码区 Indel 出现频率为 1 Indel/521 bp。单

倍型分析共存在 9 种单倍型，Hap1 为主要大多数资

源的主要单倍型，Hap3 存在 2 个非同义突变位点，

发生在第 3 外显子区域。2 种单倍型蛋白二级结构

预测存在 3 个 α 螺旋结构长度差异，三级结构预测

模型几乎无差异。
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