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基于 BSA-seq 技术定位绿豆种皮颜色基因 
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（山西农业大学农学院，太原 030031） 

 

摘要：种皮颜色是作物重要的驯化性状和形态标记，绿豆种皮颜色与黄酮类化合物含量有关。挖掘绿豆种皮颜色相关基

因有助于开发新品种，提高绿豆种皮的应用价值。本研究以冀绿 9 号（黑色种皮）和资源 330（黄色种皮）为亲本构建 F2分

离群体，采用 BSA-seq 方法进行初定位。结果表明，SNPs 和 InDels 关联区域交集位于 4 号染色体共 3.26 Mb 的区段，包含

324 个基因，其中非同义突变基因共 49 个，移码突变基因 15 个。进一步开发 KASP 分子标记进行精细定位，筛选出高质量

KASP 引物 11 对。最终将绿豆种皮色位点定位于 4 号染色体上的 KASP330-KASP421 之间，物理距离为 16,302,330~18,013,421 

bp（1.71 Mb）。结合转录组数据分析和 qRT-PCR表达分析共筛选出 6个候选基因，其中基因 LOC106758748 基因注释为MYB90，

其功能为参与调控黄酮类化合物生物合成，故可能是调控绿豆种皮颜色的关键基因。本研究结果可为绿豆种皮色相关基因的

克隆和在育种中的利用奠定基础。 
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Mapping of A Seed Coat Color Related Gene by BSA-seq in Mung 

Bean (Vigna radiata L.) 
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Abstract: Seed coat color is an important agronomic trait that associates with crop domestication and serves as morphological 

marker. In mung bean, the seed coat color was related to the content of flavonoids. Cloning and application of seed coat color-related 

genes becomes of interest in development of new mung bean varieties with improved nutritional properties. In this study, the varieties 

‘Jilv 9’ (black seed coat) and ‘Ziyuan 330’ (yellow seed coat) were used as parents to generate an F2 segregating population. The 

BSA-seq approach was applied for preliminary mapping of the genes underlying the seed coat color. The association analysis using 

integrated SNPs and InDels suggested an interval of 3.26 Mb harboring 324 predicted genes, of which 49 genes were found with 

non-synonymous mutations and 15 genes were detected with frameshift mutation. By further use of 11 high-quality KASP markers in 

fine mapping, the candidate interval was finally delimited between KASP330 and KASP421 in the physical interval of 

16,302,330–18,013,421 bp (1.71 Mb) on chromosome 4. The transcriptome data analysis and qRT-PCR expression analysis suggested 

six differently-expressed candidate genes, of which the LOC106758748 was annotated as a transcription factor MYB90 that was 

reported with a function in the flavonoid biosynthesis and served as key candidate gene regulating the seed coat color in mung bean. 

This study laid a solid foundation for further cloning of mung bean seed coat color related gene(s) and the utilization in breeding. 
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种皮由珠被（母本）发育而来，指被覆于种子周围的皮，可以保护种子的内部不受伤害。种皮中含有

丰富的化合物，如黄酮、蛋白质和多肽等。研究表明，不同颜色的种皮中黄酮类化合物含量不同[1]。黄酮类

化合物是指 2 个苯环通过 3 个碳原子相互连接而成的一系列化合物的总称，其中包括黄酮醇、花青素和原

花青素等，在作物种皮中广泛分布[2]。作为亚洲最重要的豆类之一，绿豆种皮也富含黄酮类物质，并被广泛

应用于功能食品和保健药物研发[3]。深入研究绿豆种皮颜色的调控机理，可为今后功能性品种选育和开发利

用奠定理论基础。 

迄今为止，国内外研究人员对作物种皮颜色均已开展了较为频繁的研究。赵钰涵等[4]利用二代 SNP 芯

片结合 BSA 方法对花生黑种皮基因进行了定位，在 10 号染色体 70~109 Mb 区间内筛选到一个与黑种皮性

状紧密连锁的 SSR 标记 pTsaSSR107.16；Herniter 等[5]研究表明一个或多个 MYB113 的变异可能影响黑色素

的合成，并认为 Vigun05g039500 可控制豇豆种皮的黑色素合成；García-Fernández 等[6]认为白色菜豆种皮与

非白色菜豆种皮分离比为 1:1，由单基因控制；而棕色种皮与黑色种皮分离比为 3:1，由两个上位性相互作

用的基因控制，并进一步将白色种皮基因定位在 7 号染色体，黑色种皮基因则分别定位在 6 号和 8 号染色

体。Zhang 等[7]则发现花生红种皮受一单隐性基因 AhRt2 控制，并应用 BSA-seq、功能注释、表达质谱和序

列变异等分析确定 Arahy.IK60LM 为花生红种皮的候选基因。 

随着高通量全基因组测序技术的发展序列的释放，基于深度测序的批量分离分析(bulked segant analysis，

BSA)从基因组中检测 SNP 和 INDEL 可快速发掘候选基因，并已在大豆[8]、向日葵[9]、油菜[10]等物种中广泛

应用，也被用于绿豆抗病虫基因的挖掘[11-12]。作为小宗作物，虽然全基因组序列已经释放[13]，但相关的分

子遗传学及基因组学研究相对滞后。本研究利用冀绿 9 号（黑色种皮）和资源 330（黄色种皮）杂交的 F2

分离群体，构建了不同种皮色基因池，并通过 BSA-seq 全基因组重测序结果，初步筛选出调控绿豆种皮颜

色的候选区域，在候选区域内设计 KASP 分子标记进行精细定位，并结合不同时期种皮转录组分析结果、

GO、KEGG 富集分析，进一步筛选出调控绿豆种皮颜色的候选基因。研究结果对加快分子标记辅助选择育

种及进一步阐明绿豆种皮颜色调控机制具有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料及表型观测 

冀绿 9 号（河北）种皮黑色，结荚一致，不炸荚，抗倒性强；资源 330 种皮黄色，山西沁县农家品种。

2019 年 6 月利用冀绿 9 号和资源 330 配置组合，同年 8 月底收获杂交 F1 代并统计表型数据。2020 年 5 月将

亲本和杂交荚同时种植，收获 F2 脱粒后晒干备用，统计表型数据。2021 年 5 月将亲本及 F2分离群体 527

株（后期 23 株花落未结荚），种植在山西省晋中市山西农业大学东阳试验基地，小区长 5 m，宽 2 m，4 行

种植，每行 20 株，共种植 10 个小区，种子成熟后统计表型数据，进行卡方检验。 

1.2  试验方法 

1.2.1  混池测序  选取后代极端黑色种皮和黄色种皮绿豆各 30 株，取相对应植株顶端幼嫩叶片 1-2 片，称

取 1-2 g，采用改良的 CTAB 法[14]提 DNA，制备 DNA 3 μg，样品浓度 20 ng/μL。将黑色种皮 30 份 DNA 和



黄色种皮 30 份 DNA 分别等量混合，构建 2 个后代极端混池，送北京百迈克生物科技有限公司质检合格后

用超声破碎将 DNA 随机打断成 350 bp 的片段，并经末端修复、加测序接头、纯化、PCR 扩增等，完成测

序文库构建。文库质检合格后通过 Illumina HiSeq 上机测序。 

1.2.2  测序数据分析  为了保证信息分析质量，原始测序序列依次通过以下步骤的筛选(1)对原始序列过滤

[15]，去除带接头（adapter）的 reads。(2)若一条 reads 上 N（未能确定出具体的碱基类型）的比例大于 10%，

过滤掉该 Pair end reads。(3)去除低质量 reads（质量值 Q≤10 的碱基数占整条 read 的 50%以上）。质量合格

后，将二代高通量测序得到的短序列与参考基因组比对，通过比对定位 Clean Reads 在参考基因组上的位置，

统计各样品的测序深度、基因组覆盖度等信息，并做变异检测。 

1.2.3  SNP 和 InDel 的检测和分析  SNP 检测主要使用 GATK[16]软件工具包实现。根据 Clean Reads 在绿豆

参考基因组的定位结果，使用 Picard 去重复（mark duplicates）、GATK 局部重比对（local realignment）和

碱基质量值校正（base recalibration）等预处理，以保证检测得到的 SNP 准确性，再使用 GATK 检测、过滤

并得到最终的 SNP 位点集。运用 SnpEff 得到变异位点在基因组发生的区域；InDel 检测根据样品的 Clean 

Reads 在参考基因组上的定位结果，检测样品与参考基因组之间是否存在小片段的插入与缺失（Small 

InDel:1-5 bp）。 

1.2.4  SNPs 和 InDels 关联分析  过滤后，得到高质量 SNPs 和 InDels 的位点。应用欧式距离法(euclidean 

distance，ED)[17]和混池间的基因型频率差异做关联分析（简称 SNP-index）[17-18]。ED 方法通过寻找不同颜

色混池间存在显著差异标记，并以此评估与颜色性状关联区域。SNP-index 是通过混池间的基因型频率存在

的，显著差异标记进行关联分析，用 Δ(SNP-index)值统计。标记 SNP 与性状关联度越强，Δ(SNP-index)越

接近于 1。 

1.2.5  KASP 分子标记的开发  基于冀绿 9 号与资源 330 的 BSA-seq 全基因组重测序数据，在初定位的候选

区域内，选择非同义突变的 SNP 位点上下游 150 bp 序列，通过 DNAMAN 和 Primer 3.

（https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)设计引物，在每个 SNP 位点设计出两个等位基因特异的正向引物

(Allele-specific forward primer 1 and 2)和一个通用反向引物(Common reverse primer)，由生工生物工程股份有

限公司合成引物。对引物进行 AQP 基因分型试验，反应体系如下: 第一步：95℃ 10 min；第二步：95℃ 20 

s，61-55℃ 40 s，每个循环降 0.8℃，共进行 10 个循环；第三步 95℃ 20 s，55℃ 40 s，共进行 35 个循环。

反应结束后，将 PCR 产物放入荧光定量 PCR 仪中进行荧光数据读取，挑选出分型清晰的 KASP 引物。  

1.2.6  候选区域筛选与功能注释  关联分析结果合并取交集，用 BLAST[19]通过多个数据库（NR、Swiss-Prot、

GO、KEGG、COG[20-23]）深度注释候选区间内的编码基因，快速筛选候选基因。 

1.2.7  荧光定量 PCR    取开花后第 10天、第 15天和第 20天 3个时期亲本的种皮，使用RNAprep Pure Plant 

Plus Kit 法（多糖多酚植物总 RNA 提取试剂盒）提取 RNA，具体步骤按其说明书进行操作。反转录后进行

qRT-PCR 实验，采用二步法进行反应：第一步预变性 95℃ 30 s；第二步 PCR 反应 95℃ 5 s，60℃ 34 s，40

个循环，内参为 Actin3（Vradi03g00210），3 个生物学重复，3 次技术重复[24]。 



2  结果与分析 

2.1  种皮颜色的遗传分析 

表型分析表明，两个亲本种皮颜色有显著差异，冀绿 9 号种皮颜色为黑色，资源 330 种皮颜色为黄色。

由于种皮是由珠被发育而来的，进行杂交获得 F1 种子种皮颜色为母本种皮颜色，F2代种子种皮颜色为黑色，

未发生分离。因此，相对于黄色种皮，黑色种皮是完全显性性状。F3 代种子种皮颜色发生分离，出现除亲

本之外的中间型绿色种皮。卡方检验结果表明，F3 代种子种皮颜色黑色、绿色与黄色的分离比例符合

12:3:1(表 1)。由此推测绿豆的种皮颜色可能由两对基因控制，同时两对基因间可能存在显性上位作用。 

 

表 1  绿豆种皮的遗传分析 

Table 1  Genetic analysis of mung bean seed coat 

种 子 世 代

Generation 

总株数 

Total plants 

黑粒株数 

Black 

绿粒株数 

Green 

黄粒株数 

Yellow 

分离比例 

Expected ratio 

2 P-value 

F1 25 20 0 0    

F2 98 98 0 0    

F3 504 372 97 35 12:3:1 2.007 0.05 

 

2.2  基于 BSA-seq 技术的绿豆种皮颜色基因初定位 

2.2.1  测序质量评估  对原始测序数据处理后最终得到 67.67 Gbp 高质量的 Clean Reads 数据。其中亲本冀

绿 9 号和资源 330 的 Clean Reads 共为 104,954,882，GC 含量分别为 34.31%和 34.74%；黑色种皮和黄色种

皮子代混池的 Clean Reads 共为 122,830,167，GC 含量分别为 33.75%和 33.76%，测序数据质量较高

（Q20≥97.94%，Q30≥93.76%）（表 2）。 

运用二代高通量 BWA 软件，比对定位 Clean Reads 在绿豆参考基因组上的位置，平均比对效率为 98.17%

（表 2）。统计参考基因组上不同染色体区域的覆盖度和测序深度分布情况，覆盖深度在 23×~32×之间，1×

覆盖率百分比超过 96.48%，5×覆盖率百分比超过 94.83%，10×覆盖率百分比超过 90.44%，基因组平均覆盖

深度约为 28.00×，基因组覆盖度约为 97.53%（至少有一个碱基覆盖）。覆盖均匀，变异检测准确，测序随

机性好，有利于下一步的检测和筛选。 

 

表 2  原始测序数据与参考基因组比对结果统计分析 

Table2  Statistical analysis of the comparison between raw sequencing data and reference genome 

样本 

Simple 

过滤后序列

数 

Clean reads 

过滤后碱基数 

Clean bases 

Q20 含量

(%) 

Q20  

Q30 含量

(%) 

Q30  

GC 含量(%) 

Clean_GC_rate  

平均测序深

度 

Ave_depth 

1×覆盖率

(%) 

Cov_ratio1X  

5×覆盖率

(%) 

Cov_ratio5X  

10×覆盖率

(%) 

Cov_ratio10X 

J9 51,754,834 15,363,374,502 97.94 93.76 34.31 26 97.23 96.03 93.05 

330 53,200,048 15,773,244,276 98.04 94.00 34.74 23 96.48 94.83 90.44 

Bpool 60,865,703 18,099,744,344 98.01 97.64 33.75 31 98.19 97.26 95.47 

Ypool 61,964,464 18,434,322,572 97.99 93.86 33.76 32 98.2 97.22 95.49 

J9：冀绿 9 号，330：资源 330；Bpool：黑色种皮子代极端混池，Ypool：黄色种皮子代极端混池。 

J9: Jilv 9, 330: Ziyuan 330; Bpool: the black offspring mixing pool, Ypool: the yellow offspring mixing pool. 

 

2.2.2  SNP 和 InDel 检测和注释  SNP 检测结果显示，亲本之间共获得 854,835 个 SNP 位点，其中非同义



突变的 SNP 18,506 个，混池之间获得的 SNP 数量为 251,864 个；InDel 检测亲本之间共获得 181,477 个 Small 

InDels（插入或缺失 1-5 bp）；混池之间共获得 55,563 个 Small InDels。亲本与混池之间共同有 SNP 数量为

564,545 个；共同有 InDel 数量为 117,598 个（图 1）。大部分 SNP 和 InDel 分布在基因间、基因上游区域、

基因下游区域。  

 

J9：冀绿 9 号，330：资源 330；Bpool：黑色种皮子代极端混池，Ypool：黄色种皮子代极端混池。 

J9: Jilv 9, 330: Ziyuan 330; Bpool: the black offspring mixing pool, Ypool: the yellow offspring mixing pool. 

图 1  样品间 SNP(A)和 InDel(B)的统计韦恩图 

Fig. 1  Statistical Venn plots of SNP(A) and InDel(B) between samples 

 

2.2.3  基于关联分析的绿豆种皮颜色基因预测  过滤后得到高质量 SNP 位点 537,469 个。ED 算法进行关联

分析，取所有位点拟合值的 median+3SD 作为分析的关联阈值，计算得出关联阈值 0.53，共得到 1 个区域，

位于绿豆 4 号染色体长臂，总长度为 6.44 Mb，共包含 640 个基因，其中具有非同义突变位点的基因共 136

个（图 2）；SNP-index 算法关联阈值（0.6）共得到 2 个区域，均位于 4 号染色体长臂，总长度为 3.35 Mb，

共包含 335 个基因，其中非同义突变位点的基因共 53 个。将 2 种分析方法的结果取交集，在 4 号染色体上

得到 2 个定位区间，分别为 15,380,000~18,640,000 bp 和 19,000,000~19,090,000 bp，总长度为 3.35 Mb，共

有 335 个基因。 

对过滤后得到高质量 InDel 位点 116,462 个。ED 算法进行关联分析，关联阈值为 0.56，共得到 3 个区

域，分别在 1 号、4 号、11 号染色体，总长度为 7.53 Mb，共包含 740 个基因，其中具有移码突变位点的基

因共 42 个（图 2）；SNP-index 算法关联阈值（0.6）共得到 1 个区域，位于 4 号染色体，总长度为 3.33 Mb，

共包含 328 个基因。将上述区域取交集得到一个区域：15,320,000~18,650,000 bp，总长度为 3.33 Mb，共包

含 328 个基因，其中具有移码突变位点的基因共 16 个。对 SNPs 和 InDels 关联分析结果取交集，得到 4 号

染色体 15,380,000~18,640,000 bp 的区域，总长度为 3.26 Mb，共有 324 个基因，包含非同义突变基因 49 个，

移码突变基因 15 个。 

 

                           

（A）                                                                       



横坐标为染色体名称，彩色的点代表每个 SNP/InDel 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。 

The abscissa: Chromosome ID; Each coloured dot represents an ED-based link age value of an SNP/InDel site. Black line represents ED value after fitting. Red 

dashed line represents linkage threshold. A larger ED value indicates a stronger linkage of the SNP site to target trait. 

图 2  SNP-ED(A)和 InDel-ED(B)关联值在染色体上的分布 

Fig. 2  Distribution of SNP-ED(A) and InDel-ED(B) based linkage value on chromosomes 

 

2.3  基于 KASP 标记的绿豆种皮色位点的精细定位 

根据 BSA-seq 的测序结果，在初定位到的 3.26 Mb 候选区间内设计出 47 对 KASP 引物。应用 AQP 基

因分型技术，筛选出高质量有明显分型趋势的 KASP 引物 11 对（表 3）。利用子代群体中表型为黑色种皮

植株 372 株，表型为黄色种皮植株 35 株进行基因分型，其中标记 KASP575 和 KASP330 共检测到 17 株交

换单株和 5 株交换单株，标记 KASP346 和 KASP421 共检测到 14 株交换单株和 1 株交换单株，故将候选区

域逐步缩小至标记 KASP330 和 KASP421 之间，物理距离为 16,302,330-18,013,421 bp，长度为 1.71 Mb（图

3），共包含非同义突变基因 22 个，移码突变基因 2 个。 

 



表 3  精细定位所用 KASP 分子标记 

Table3  KASP Polymorphic molecular markers for fine mapping 

位置 

Position 

引物名

称 

Primer 

name 

正向引物 

Forward sequence（5’-3’） 

反向引物 

Reverse sequence（5’-3’） 

1562557

5 

KASP57

5 

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCCAATAGTGTGCACTGGCTCC 

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCCAATAGTGTGCACTGGCTCT 

TGAACTCAAAATATGTATGAAAGCAT 

1588496

9 

KASP96

9 

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGGTGGGTTGGACTAGGTTCG 

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGTGGGTTGGACTAGGTTCA 

CACTAAGTGACCAACCCGACTCATTT 

1598162

2 

KASP62

2 

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTTGTTTCAAGCTCAAGAAACTCTAGAA

AT 

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTTGTTTCAAGCTCAAGAAACTCTAGAA

AC 

TGCATGTGTTATTTGGGTTACCTTT 

1630233

0 

KASP33

0 

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCGTATAGACTGGCGATGGAAACG 

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCGTATAGACTGGCGATGGAAACT 

CGATTCCGCGAACTGATGAAGAAATA 

1638190

8 

KASP90

8 

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGCCCACCCACTACTTCGAGT 

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCCCACCCACTACTTCGAGA 

TGAATCATCGGCTTCTGAAA 

1688299

5 

KASP99

5 

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTGGTAGTCCTCCGAACGGTTTA 

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGGTAGTCCTCCGAACGGTTTG 

CCAACCTTCGACCATTATTAGTGC 

1786767

9 

KASP67

9 

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCCTAAAGAGAGAAATGAGCGTCAA 

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCCTAAAGAGAGAAATGAGCGTCAG 

GTATGTCGAACGTCCTCCTTGTTC 

1801342

1 

KASP42

1 

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGCTCAAACACCCACGAGACTTAAT 

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCTCAAACACCCACGAGACTTAAG 

GTTATTAATCCATTTACAAATGTTTAATTTT

GC 

1801603

0 

KASP03

0 

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGACGGAAGCAGTTATAAAAGGGC 

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGACGGAAGCAGTTATAAAAGGGG 

CCATGTAATCTCATCCCACAGTGA 

1826675

9 

KASP75

9 

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCTTAGCCCATCGGGAACCG 

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCTTAGCCCATCGGGAACCC 

GACAATAGAGAATCAAGCCATGCGTAA 

1855234

6 

KASP34

6 

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCATCCCTTTCAACTTAACCCTGATC 

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCATCCCTTTCAACTTAACCCTGATG 

TCCCTCTTGTCAATGCCTTCTTTA 

 

 

黑色、白色和灰色格分别表示冀绿 9 号、资源 330、杂合体基因型。B 为黑色种皮的交换单株，Y 为黄色种皮的交换单株。 



The phenotypes and genotypes of the swapped individual plants used for fine mapping are shown in black, white and grey grids for Jilv 9, Ziyuan 330 and 

heterozygote genotypes. B is the exchange single plant with black seed coat, Y is the exchange single plant with yellow seed coat. 

图 3  用于精细定位的交换单株的表型和基因型 

Fig.3  Phenotypes and genotypes of exchanged individual plants used for fine mapping 

 

2.4  精细定位的候选区域筛选和功能注释 

对精细定位区间内非同义突变和移码突变的 24 个基因进行功能注释（表 4）。其中 LOC106759622、

LOC106758992、LOC106759100、LOC106758437、LOC106759555、LOC106758197 和 LOC106758809 在所

有的基因注释文库里的功能未知，推测这 7 个基因可能为新基因或假基因。应用 BLAST 软件对候选区间内

剩余的 17 个基因进行多个数据库（NR、Swiss-Prot、GO、KEGG、COG）的深度注释。其中 GO 注释聚类

的基因，分别从细胞定位、分子功能、生物学过程 3 个方向进行分类注释，聚类基因共有 17 个（图 4）。 

 

表 4  候选基因功能注释  

Table4  Functional annotation of candidate genes 

基因 ID  

Gene ID 

基因功能注释 

Gene function annotation 

LOC106758464 乙烯响应转录因子 ERF118  Ethylene-responsive transcription factor ERF118 

LOC106758122 三螺旋转录因子 ASIL2  Trihelix transcription factor ASIL2 

LOC106759554 叶绿体转录终止因子 MTEF1  transcription termination factor MTEF1, chloroplastic 

LOC106758456 ALP1 蛋白  Protein ALP1 

LOC106759353 含有 ELMO 结构域的蛋白质 A 亚型 X3  ELMO domain-containing protein A isoform X3 

LOC106758052 枯草杆菌蛋白酶 Glyma18g48580  Subtilisin-like protease Glyma18g48580 

LOC106758196 PRA1 家族蛋白 F4 类同种型 X1  PRA1 family protein F4-like isoform X1 

LOC106758571 2-脱氢-3-脱氧磷酸酯醛缩酶  2-dehydro-3-deoxyphosphooctonate aldolase 

LOC106759622 未知功能蛋白  uncharacterized protein 

LOC106758992 未知功能蛋白  uncharacterized protein 

LOC106759100 未知功能蛋白  uncharacterized protein 

LOC106759605 半胱氨酸蛋白酶 ATG4 亚型 X1  Cysteine protease ATG4 isoform X1 

LOC106758960 MDIS1 相互作用的受体激酶 2  MDIS1-interacting receptor like kinase 2 

LOC106758788 枯草杆菌蛋白酶 Glyma18g48580   Subtilisin-like protease Glyma18g48580 

LOC106758437 未知功能蛋白  uncharacterized protein 

LOC106759555 未知功能蛋白  uncharacterized protein 

LOC106758748 转录因子 MYB90  transcription factor MYB90 

LOC106758197 未知功能蛋白  uncharacterized protein 

LOC106758726 枯草杆菌蛋白酶  Glyma18g48580 Subtilisin-like protease Glyma18g48580 

LOC106758701 含有五肽重复序列蛋白 At1g71460  Pentatricopeptide repeat-containing protein At1g71460 

LOC106758809 未知功能蛋白  uncharacterized protein 

LOC106759331 核苷  Nucleolin 

LOC106758447 富含亮氨酸重复受体类蛋白激酶 At1g35710  Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase At1g35710 

LOC106758452 受体类蛋白 30  Receptor like protein 30 

 



 

横坐标为 GO 各分类内容，纵坐标左边为基因数目所占百分比，右边为基因数目。此图展示的是关联区域内所有基因背景下 GO 各二级功能的基因分

类情况。 

X-axis: GO terms and classification; Y-axis: Percentage of total annotated genes (Left) and number of genes annotated to the term (Right). This figure shows the 

enrichment of genes in candidate regions to Level 2 GO terms. 

图 4  GO 基因富集分析 

Fig. 4  GO enrichment of genes in candidate regions 

 

2.5  调控绿豆种皮的关键基因预测 

对候选区间内有功能注释的 17 个候选基因，进行荧光定量 PCR 验证。结合两个材料开花后种皮第 10

天、第 15 天和第 20 天三个时期转录组数据，筛选开花后同一时期两种材料的差异表达基因。GFOLD 绝对

值大于 2 的基因被视为差异表达基因，根据上述基因的表达量（FPKM，fragments per kilobase of exon per 

million mapped）使用 R 包绘制热图（图 5），其中 LOC106759331 在第 10 天的冀绿 9 号和资源 330 种皮中

表达差异显著，LOC106759353、LOC106758701、LOC106758122、LOC106758748、LOC106759605 和

LOC106759331 在第 15 天种皮中表达差异显著，LOC106758122 在第 20 天的种皮中表达差异显著。以上 3

组基因可能参与绿豆种皮颜色的调控。设计相关基因定量引物，使用 qRT-PCR 验证热图中差异表达基因。



在开花后第 10 天种皮样本中， LOC106759331 在资源 330 中的表达量远高于冀绿 9 号；在开花后第 15 天

种皮样本中， LOC106759353、 LOC106759554、 LOC106758122、 LOC106758748、 LOC106759605 和

LOC106759331 在冀绿 9 号中的表达量高于资源 330；在开花后第 20 天种皮样本中 LOC106758122 在资源

330 中表达量较高，与第 15 天表达趋势相反；以上 6 个基因可能为调控绿豆种皮的关键基因。  

 

J9：冀绿 9 号；330：资源 330；图 A：候选基因热图。图 B：开花后第 10 天，冀绿 9 号和资源 330 种皮中差异基因表达分析；图 C：开花后第 15 天，

冀绿 9 号和资源 330 种皮中差异基因表达分析；图 D：开花后第 20 天，冀绿 9 号和资源 330 种皮中差异基因表达分析。使用学生 t 测验进行显著性分

析， *P＜0.05，**P＜0.01。 

J9: Jilv 9; 330: Ziyuan 330; (A) Heat map of candidate genes. (B) Differential gene expression analysis of Jilv 9 and Ziyuan 330 seed coat on the 10th day after 

flowering. (C) Differential gene expression analysis of Jilv 9 and Ziyuan 330 seed coat on the 15th day after flowering. (D) Differential gene expression analysis 

of Jilv 9 and Ziyuan 330 seed coat on the 20th day after flowering. Student t test was used for significance analysis, *P＜0.05，**P＜0.01. 

图 5  差异基因表达分析 

Fig.5  Differential gene expression analysis 

 

3  讨论 

BSA-seq 是一种针对目标性状，选择两个亲本和表型极端差异的子代构建混池进行全基因组重测序，检

测混池间 DNA 差异片段即为候选区间的先进技术[7]。相比较传统的测序方式，该技术可直接利用两亲本间

具有多态性的 SNPs 进行定位，缩小目标区域速度快，准确率高，广泛应用于挖掘候选基因的研究中。曾维

英等[8]应用大豆高抗豆卷叶螟材料赶泰-2-2 和高感豆卷叶螟材料皖 82-178 进行杂交构建 F2 代分离群体，

将 BSA-seq 与转录组测序相结合，挖掘出 12 个控制大豆抗豆卷叶螟性状相关的候选基因；Rani 等[11]利用两

对杂交组合 F2代群体中 144 个多态 SSR 标记进行 BSA 检测，定位到绿豆 MYMIV 抗性基因位于六号染色

体的两个 SSR 标记 GMAC7L 和 Satt322 之间的 77.115 kb 区间内；程须珍等[12]利用 BSA 检测获得一个共显

性标记，并初步认为此标记与 TC1966 的抗豆象基因位点紧密连锁。本研究选取的两个绿豆品种经多年培育，

稳定生长，种皮颜色差异大，适用于 BSA-seq 准确挑取极端个体，快速定位到候选区域。 

近年来，种皮颜色的相关基因已有大量报道，多数基因与黄酮类化合物密切相关。小麦中控制籽粒颜



色的基因 Myb10 定位在染色体 3A/3B/3D 长臂上，该基因通过调节花青素的积累来控制种皮颜色[25]；水稻

中 Rc 是控制种皮颜色的关键基因，位于第 7 染色体上 R1807 和 R1582 之间，是原花青素生物合成的转录因

子，参与类黄酮生物合成[26]；Zhang 等[27]利用 F2分离群体鉴定到 Arahy.IK60LM 可能为花生红种皮的候选基

因，该基因编码花青素还原酶，花青素作为黄酮类化合物，具有很强的抗氧化能力和重要的营养价值，花

青素含量和组成是决定花生种皮颜色的重要因素；Chu 等[28]通过 AG118（黑色种皮）和京农 6 号（红色种

皮）小豆的 RNA-seq、qRT-PCR 分析，鉴定出 VaSDC1 基因为调控黑色和红色种皮颜色的关键基因，VaSDC1

基因编码 R2R3-MYB 转录因子，可以激活种皮中类黄酮代谢途径的结构基因，导致小豆中红色和黑色种皮

之间的差异。廉雪等[1]研究发现绿豆种皮颜色与黄酮类化合物含量有关，黑绿豆中黄酮类化合物含量高于绿

绿豆和黄绿豆。 

在 20 世纪中后期，国外学者认为绿豆种皮颜色受一对基因控制[29]，也有学者认为种皮颜色由两对基因

控制[30]。21 世纪初，国内学者王丽侠等[31]通过对黄绿豆(黄)×夹杆括角(绿)、明光绿豆(绿)×翁豆(黄)两对杂

交组合进行三代验证，认为绿色种皮对黄色种皮由单基因控制，绿色为显性。贾龙等[32]在研究绿豆相关农

艺性状基因 QTL 定位时，定位到绿豆种皮色基因位于 4 号染色体 17,486,086~18,014,973 bp，但仅检测出单

个 QTL，贡献率达到 61%。本研究通过遗传分析结果推测绿豆种皮颜色可能受两对基因控制，可能位于 4

号和 11 号染色体上（图 2B）。由于 11 号染色体上 InDel-ED 关联值较低，故本研究主要对 4 号染色体进行

精细定位，利用 BSA-seq 技术与 KASP 分子标记将控制种皮颜色的相关基因定位在 4 号染色

16,302,330~18,013,421 bp，共有 24 个候选基因，与贾龙等定位到的候选区域接近。进一步结合 GO 数据库

对候选基因的富集分析和转录组数据分析发现 6 个与种皮颜色相关的基因，分别是 LOC106758122、

LOC106759605、LOC106759353、LOC106759554、LOC106759331 和 LOC106758748，其中 LOC106758122

的基因注释为三螺旋转录因子 ASIL2，三螺旋转录因子主要参与光反应应答促进光合作用积累营养物质、

参与生物与非生物逆境胁迫、干旱和冷胁迫[33]；LOC106759605 基因注释为半胱氨酸蛋白酶 ATG4，该基因

在叶片衰老中高度表达 [34]；LOC106759353 基因注释为含有 ELMO 结构域的蛋白质 A 亚型 X3；

LOC106759554 基因注释为叶绿体转录终止因子 MTEF1；LOC106759331 基因注释为核苷；LOC106758748

的基因注释为 MYB90，MYB90 为 R2R3-MYB 家族成员，该家族参与黄酮类化合物生物合成，花青素生物

合成途径、黄酮醇合成途径和其他植物色素沉着[35]，此家族成员已有报道参与颜色基因的调控，故推测

LOC106758748 为该绿豆种皮色位点的候选基因。本研究存在的问题在于所定位到的候选区间大，交换单株

数量少，候选基因数量多。下一步计划扩大群体数量，进一步缩小定位区间，针对定位区间中候选基因的

鉴定以及功能验证的研究将在后续的实验中进行分析和验证。 

4  结论 

通过 BSA-Seq 全基因组重测序，将绿豆种皮色候选基因定位到 4 号染色体 1.71 Mb 的区间。区间内共

注释到 24 个基因，其中非同义突变基因 22 个，移码突变基因 2 个。结合基因的同源注释和转录组数据分

析，LOC106758122、LOC106759605、LOC106759353、LOC106759554、LOC106759331 和 LOC106758748

可能为绿豆种皮颜色相关的候选基因，这些基因可能在调控种皮颜色过程中起着重要作用，为后期构建绿

豆种皮色高密度遗传图谱奠定了基础。 
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