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摘要：绿豆是一种抗逆性强、适应性广的作物。本研究选取 19 个多态性丰富、条带稳定的 InDel 标记用于 42 个绿豆参

试品种的遗传多样性分析及指纹图谱构建。19 个 InDel 标记有效等位变异数介于 1.0998~1.9955 之间，平均为 1.750；期望杂

合度变幅 0.0918~0.5049，平均值是 0.421；Nei′s 基因多样性指数变幅 0.0907~0.4989，平均值为 0.416。多态性信息含量变幅

0.0866~0.3744，0.25<PIC<0.50 为中度多态性位点，本研究的 InDel 标记平均 PIC 为 0.325。利用 UPGMA 构建 42 份绿豆主

栽品种的聚类树状图，在遗传相似系数为 0.522 的阈值处可将 42 个绿豆品种（系）分为 2 大类群，遗传分析说明绿豆主栽品

种基本已脱离地域的影响。利用 19 个 InDel 标记电泳结果，构建了 42 个绿豆主栽品种的 DNA 指纹图谱，可以将上述绿豆

品种准确区分。本研究中的 InDel 标记带型简单易读，适宜绿豆 DNA 指纹图谱构建和绿豆品种真伪鉴定，为绿豆名优品种保

护、原产地溯源管理等提供科学依据。
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Abstract：Mungbean（Vigna radiata （L.）Wilczek）represents strong abiotic stress tolerance and wide 
adaptability. The genetic diversity and fingerprint analysis of 42 mungbean varieties from China were conducted 
using 19 polymorphic InDel markers. The effective alleles of the InDel markers were between 1.0998-1.9955，
with an average of 1.750. The expected heterozygosity（He）was between 0.0918-0.5049，with an average of 
0.421. The variation of Nei′s gene diversity index was between 0.0907-0.4989，with an average of 0.416. The 
value of the polymorphic information content（PIC）was between 0.0866-0.3744，with a mean of 0.325. By 
using UPGMA，42 varieties were grouped into 2 classes when the genetic similarity coefficient is 0.522. Genetic 
analysis showed that the the 42 mungbean have been separated from the effect of regional isolation. The DNA 
fingerprints of 42 mungbean varieties were generated by these polymorphic information and each variety could be 
accurately identified. Thus，taking advantage of user-friendly InDel markers，our results provided scientific basis 
for the fingerprint analysis that might be useful in clarification and protection of mungbean varieties.
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绿 豆（Vigna radiata （L.）Wilczek）属 于 豆 科

（Leguminosae）豇豆属（Vigna Savi），染色体组为

2n=22［1］。绿豆是一种抗逆性强、适应性广的作物。

由于其生长周期短，播种时间弹性较大，农业经济

效益好，深受农户的喜欢［2］。绿豆含有丰富的蛋白

质、维生素和各种矿物质，是人们理想的医食同源营

养保健食品［3］。绿豆可以通过其根部共生的根瘤

菌进行固氮作用，从而有利于改善土壤的肥力和质

地［4］。作为主要的食用豆类之一，绿豆在农业种植

结构调整和优质、高效农业生产以及经济发展中具

有重要作用［5］。

作物品种鉴定是农业生产环节必不可少的关

键步骤，是保证品种优良遗传性状能够充分发挥的

重要举措。传统方法已无法满足鉴定需求［6］，DNA
指纹图谱技术具有丰富的多态性和显著的个体特异

性，能够在分子水平上识别品种间差异，不易受外界

环境影响，可快速、准确地完成品种鉴定［7］。DNA
指纹图谱可用于绿豆品种真伪鉴定，为绿豆名优品

种保护、原产地溯源管理等提供科学依据［8］。近年

来，测序技术及其应用成本越来越低，为绿豆标记的

开发提供了更多的帮助。Kang 等［9］率先完成了关

于绿豆基因组测序的工作，为绿豆的 InDel 标记开

发提供了数据参照和基础。

插入 / 缺失（InDel，insertion/deletion）标记是

以 PCR 扩增技术为基础，其本质上是属于碱基序列

长度多态性标记［10］。InDel 标记是共显性标记的一

种，其电泳的稳定性和多态性较好。InDel 标记的

带型可以通过简单的大小分析，来确定不同的基因

型［11］。大量研究表明，InDel 广泛分布于基因组中，

InDel 标记在生物的基因定位、遗传多样性分析、品

种纯度鉴定等方面也有广泛的应用［12］。截至目前，

关于利用 InDel 标记构建绿豆 DNA 指纹图谱进行

品种鉴定的研究鲜有报道。因此，本试验通过对不

同绿豆品种 DNA 的提取，利用 Chen 等［13］开发的

绿豆 InDel 标记构建 42 份绿豆品种的指纹图谱，对

绿豆品种的鉴定。建立一种简单、高效而准确的绿

豆品种真伪鉴定方法，通过遗传多样性分析为我国

绿豆品种保护、新品种选育及亲本选配提供帮助。

表 1　待测的绿豆品种及来源
Table 1　Information of mungbean varieties for test in this study
名称

Name
来源

Origin
名称

Name
来源

Origin
名称

Name
来源

Origin
名称

Name
来源

Origin
苏绿 1 号 江苏 吉绿 9 号 吉林 晋绿 9 号 山西 张绿 1 号 河北
苏绿 3 号 江苏 吉绿 12 号 吉林 冀绿 7 号 河北 皖科绿 2 号 安徽
苏抗 2 号 江苏 吉绿 13 号 吉林 冀绿 9 号 河北 中绿 12 号 北京
苏抗 3 号 江苏 科绿 1 号 内蒙古 冀绿 11 号 河北 中绿 14 号 北京
苏黑绿 1 号 江苏 桂绿 L-74 号 广西 冀绿 14 号 河北 中绿 15 号 北京
高邮小绿豆 江苏 中绿 1 号 北京 冀黑绿 12 号 河北 中绿 16 号 北京
辽绿 8 号 辽宁 中绿 3 号 北京 邓县绿豆 C2737 河南 中绿 17 号 北京
辽绿 9 号 辽宁 中绿 4 号 北京 大洋绿豆 C0385 山西 中绿 18 号 北京
吉绿 6 号 吉林 中绿 5 号 北京 宝绿 1 号 河北 中绿 19 号 北京
吉绿 7 号 吉林 中绿 6 号 北京 宝绿 2 号 河北
吉绿 8 号 吉林 晋绿 8 号 山西 渝绿 2 号 重庆

1　材料与方法

1.1　试验材料

绿豆材料包括我国 12 个地区的 42 份供试材

料，由江苏农业科学院经济作物科学研究所提供，

详见表 1。植物基因组 DNA 提取试剂盒（DP350）、
dNTPs、Taq 酶、Mg2+、Buffer 等均购于北京天根生

物技术有限公司。本试验经筛选得到的 19 个多

态 InDel 标记的引物均由江苏省农业科学院经济

作物科学研究所豆类研究室提供。将标记的 PCR
前、后引物与绿豆基因组序列（http://plantgenomics.
snu.ac.kr/mediawiki-1.21.3/index.Php/Main_Page）
进行比对，挑选出不大于 1 个扩增位点的标记进行

研究。普通引物由南京擎科生物公司合成，详见 
表 2。
1.2　绿豆基因组 DNA 提取

取种植 12 d 左右的绿豆新鲜嫩叶，液氮环境中

用组织粉碎仪打碎成粉状，使用天根生物技术有限

公司的植物 DNA 提取试剂盒按照说明书进行标准

的试验步骤操作，提取 42 份绿豆基因组 DNA。用

1% 琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 提取质量，并稀释成

50 ng/μL 于 4 ℃保存备用。

1.3　PCR 反应

20 µL PCR 反应体系中包括：0.15 µmol/L 的

引物、200 µmol/L 的 dNTP、1×PCR 反应缓冲液、

50~100 ng 的 DNA 模板、1U Taq 酶。产物扩增在热
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表 2　多态 InDel 标记信息
Table 2　Information of polymorphic InDel markers
标记名称

Name of markers
染色体

Chromosome
引物序列 F

Primer forward
引物序列 R

Primer reverse
VRID108 1 F：CCGTGGACGGTTGTCTTCTT R：CACACCATTACATGCCAATCAG
VRID019 3 F：TACACTGCACACATCACCATCATC R：CCTCGTTATCATCGCTTTTCTTCT
VRID023 3 F：TGGCGTCGTCTCTTTCACTTT R：ATCTTTTGACCCTTTTGACCCTT
VRID101 3 F：AAGTTCGCTAGATACAGTGTCACA R：CGTGCTAAGCCAAAGGAAG
VRID114 4 F：GAATTCGTTCATCTCCTCACACA R：CACTTGTTTTACCGTGGACTGC
VRID051 5 F：AATAACAAGTGCCTAACCAGCAA R：CATACCAGAAGAGGTGGACGAA
VRID057 5 F：AGAACGTGGGTAAATATGTTGCAT R：TTCGGACATTGCTTTGGTGA
VRID115 5 F：CCACCGTGCTTACAGGTTGA R：GGAGTTGCATTGTTGCGTAGA
VRID118 6 F：CCTTCATCCCTTCCTCAGTCA R：GAGAGCTTCCACTTCTCATCGA
VRID121 6 F：GATGGGCCAATCCATTAACTT R：TTTCCTACCCTTCCACCTTGT
VRID123 7 F：TTGGCACGCACCATTTCT R：CATATCTGGACCCGCATCTC
VRID125 7 F：GGGATTTCCTCTCCCATTCTC R：CTCACTGAAACTCTCCTTCCACA
VRID128 7 F：TGCTCAGTTCTTGCTGCAGT R：GTTGTTGGTGAGAGACAGGCT
VRID069 8 F：GCTGCTGCTGATGATGCTGT R：ATCCTCAATTCCAAATCCACCT
VRID090 9 F：CCCACCCAAGCTAGAATAGTCA R：TCTTTCATCTTCTTTCACTCCTCC
VRID089 10 F：GAGATGCACAGGAGTGCTGGA R：CATCCACCATATGTAAAAGTCTGCT
VRID081 10 F：TGGTATGGAAATGAAAGAAGCG R：CCTCCTTCAAACACGCACTCT
VRID025 11 F：GCGTTTGGGTTTGCCATCA R：GGCACCTCCGTTGAAACTTGA
VRID093 N/A* F：CGAAGGAAGTTACATGCGAATCT R：GTCGTACTTGGCTTATGAAGGAAGA

*：N/A 表示该标记位于不能组装到染色体的 scaffold 上

*：N/A means that the marker was mapped on a scaffold which could not be assembled to chromosomes

循环仪中进行。所用的反应程序基本为：94 ℃预变

性 2 min，循环（94 ℃ 15 s、55 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s）
35 次，最后 72 ℃延伸 2 min，4 ℃保存。

1.4　聚丙烯酰胺凝胶电泳（PACE）
向装有 8% 的聚丙烯酰胺溶液的三角瓶中加入

10% 过硫酸铵（APS）和四甲基乙二胺（TEMED），

混匀。沿灌胶口将胶液轻轻缓慢的灌入玻璃板，

插入梳子等待胶液凝聚。向电泳槽中加入稀释

的 1×TBE 电泳缓冲液并拔出梳子。在每个扩増

产物中加入 1 µL Loading Buffer，共点样 PCR 产

物 3 μL，以 Tans DNA Marker I（全 式 金，BM401-
01）为对照。电泳采用恒定功率，10 W/ 胶板。电

泳 50~70 min。具体的电泳情况，依据扩增产物

的分子量大小而定。电泳完毕后漂洗 2 次；转移至

0.1% AgNO3 溶液中染色，在摇床上轻摇 10 min；然后

将凝胶转移至蒸馏水中漂洗 2 次；最后转入显色液 
（6 g 氢氧化钠、0.076 g 四硼酸钠、1.6 mL 甲醛，加水定

容至 400 mL）中显色，依据 InDel 标记扩增产物在电

泳上的相对位置，不同带型编号，记录电泳带型。

1.5　数据处理

将带型数据存入 Excel，采用 POPGENE 1.3.2［14］

软件计算期望杂合度（He，expected heterozygosity）、
观察杂合度（Ho，observed heterozygosity）、扩增位点

的多态性信息含量（PIC，polymorphism information 
content），有效等位基因数（Ne，effective number of 
alleles per loci）。对扩增后的电泳条带进行统计分

析，对 42 个绿豆品系构建 0，1 矩阵，基于遗传相似

度使用 UPGMA［15］软件进行聚类分析。依据 InDel
带型记录相对位置，建立 DNA 分子指纹图谱。

2　结果与分析

2.1　42 份绿豆品种的 InDel 标记电泳结果

通过筛选得到 19 对多态性丰富、条带稳定单一

的核心引物用于全部参试样品的遗传多样性分析

及指纹图谱构建。19 个 InDel 标记绿豆品种多态

性信息如表 3 所示：19 对 InDel 引物有效等位基因

数变幅介于 1.0998~1.9955 之间，平均为 1.750；期

望杂合度（He）变幅介于 0.0918~0.5049 之间，平均

为 0.421；Nei′s 基因多样性指数变幅介于 0.0907~ 
0.4989 之间，平均为 0.416；多态性信息含量 PIC
值 变 幅 介 于 0.0866~0.3744 之 间，平 均 PIC 含 量

为 0.325。0.25<PIC<0.50 为中度多态性位点，本试

验所采用的 InDel 标记平均 PIC 含量为 0.325，说
明筛选出的引物多态性较好，鉴别能力较强，可用

于其他绿豆种质资源的鉴别及遗传多样性分析等 
研究。
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表 3　基于 19 个 InDel 标记的绿豆品种多态性信息
Table 3　Genetic diversity of mungbean based on 19 InDel markers

InDel
标记

多态信息含量

PIC
Shannon
指数 I

有效等位基因数

Ne

Nei′s 基因多样性指数

Nei

观测杂合度

Ho
期望杂合度

He

VRID108 0.3699 0.6829 1.9600 0.4898 0.5043 0.4957 

VRID019 0.3457 0.6365 1.8000 0.4444 0.5502 0.4498 

VRID023 0.3457 0.6365 1.8000 0.4444 0.5502 0.4498 

VRID101 0.3658 0.6749 1.9300 0.4819 0.5123 0.4877 

VRID114 0.2707 0.5037 1.4768 0.3228 0.6733 0.3267 

VRID051 0.0866 0.1914 1.0998 0.0907 0.9082 0.0918 

VRID057 0.2392 0.4506 1.3846 0.2778 0.7189 0.2811 

VRID115 0.2970 0.5489 1.5694 0.3628 0.6328 0.3672 

VRID118 0.3604 0.6645 1.8927 0.4717 0.5227 0.4773 

VRID121 0.3699 0.6829 1.9600 0.4898 0.5043 0.4957 

VRID123 0.3537 0.6518 1.8491 0.4592 0.5353 0.4647 

VRID125 0.3699 0.6829 1.9600 0.4898 0.5043 0.4957 

VRID128 0.3307 0.6088 1.7185 0.4181 0.5769 0.4231 

VRID069 0.3249 0.5983 1.6897 0.4082 0.5869 0.4131 

VRID090 0.3119 0.5750 1.6303 0.3866 0.6087 0.3913 

VRID089 0.3744 0.6920 1.9955 0.4989 0.4951 0.5049 

VRID081 0.3537 0.6518 1.8491 0.4592 0.5353 0.4647 

VRID025 0.3411 0.6279 1.7738 0.4362 0.5585 0.4415 

VRID093 0.3604 0.6645 1.8927 0.4717 0.5227 0.4773 

2.2　聚类分析

运用 NTsys 2.10 分析软件对 42 个绿豆品系进

行聚类分析（图 1），在遗传相似系数为 0.522 的阈

值处可将参试品种分为 2 个类群。第Ⅰ大类群包

括苏绿 1 号等 27 个绿豆品种；第Ⅱ大类群包括苏

黑绿 1 号等 15 个品种。根据聚类图可知不同地区

的主栽品种在各个亚群都有分布，基本无地域或者

地理位置的分离，得益于近几年国家食用豆产业技

术体系成立后绿豆在引种方面已经有了巨大的进

展。同时，也说明绿豆种质资源存在一定程度的近

交现象，个别品种在 DNA 水平上差异较小，亲缘关

系较近如苏绿 1 号和苏抗 3 号等。原因可能是种质

资源方面主栽优良品种由于长时间的人工驯化、地

区间资源共享，导致遗传变异率降低，遗传基础狭

窄，多样性水平降低。因此，在今后的育种工作中应

加大引进国外的绿豆材料以拓宽种质资源的遗传 
背景。

2.3　InDel 指纹图谱

进行品种 DNA 指纹图谱分析，主要有 3 种方

法，即特征谱带法、引物组合法核心引物组合［15-16］。

本研究采用 19 个标记在 42 个主栽品种中按照引

物组合法可鉴别相应的品种，在进行品种 DNA 指

纹检测时，使用起来简单方便，引物组合法通过不

同引物的有限组合，可以大大提高引物的鉴别能

力。本研究以苏绿 1 号与 V1973A 的带型为参照

标准，与苏绿 1 号相同的带型记为“1”，与 V1973A 
相同的带型记为“2”，其他情况记为“3”。将每

个品种的结果按 VRID108、VRID019、VRID023、
V RID 101、V RID 114、V RID 051、V RID 057、

V R I D 11 5、V R I D 11 8、V R I D 1 2 1、V R I D 1 2 3、

VRID125、VRID128、VRID069、VRID090、

VRID089、VRID081、VRID025 和 VRID093 的 引

物组合的顺序连成一串数字，则得到每个品种的一

个独特的编码，即为每个品种的“指纹”（表 4）。本

研究筛选获得的 19 对 InDel 核心引物可将 42 份

主栽品种完全区分开，在分子水平为 DNA 指纹技

术应用于绿豆品种鉴定提供更简单、便捷的记录 
方法。
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图 1　基于 Nei′s 遗传距离的 42 个绿豆品种（系）的 UPGMA 聚类
Fig.1　UPGMA dendrogram of 42 mungbean cultivars based on Nei′s genetic distance

表 4　基于 19 个 InDel 标记的 42 份绿豆指纹图谱
Table 4　Fingerprint data of 42 mungbean varieties based on 19 InDel markers
绿豆品种

Mungbean varieties
分子编码

Molecular ID
绿豆品种

Mungbean varieties
分子编码

Molecular ID

苏绿 1 号 1111111111111111111 邓县绿豆 C2737 2212211122122223222

苏绿 3 号 1111111211111111211 大洋绿豆 C0385 2222211122222212221

苏抗 2 号 1212312221111112211 宝绿 1 号 2111211121111211212

苏抗 3 号 1111111111111111211 宝绿 2 号 2113221121113211132

苏黑绿 1 号 2122212122222111211 渝绿 2 号 2111311222112111211

高邮小绿豆 2222211122221221221 张绿 1 号 2212211122222222222

辽绿 8 号 2222211122222222222 皖科绿 2 号 2111211121111212212

辽绿 9 号 1121211221121211212 科绿 1 号 2222211122222222121

吉绿 6 号 2222211121221223222 桂绿 L74 号 2111111212111113211

吉绿 7 号 2222211122222222221 中绿 1 号 1111111111111211211

吉绿 8 号 2222221122222222122 中绿 3 号 1111112111111211111

吉绿 9 号 2222211122222222122 中绿 4 号 1111211111111111211

吉绿 12 号 2122211122222212121 中绿 5 号 1111111211111111111

吉绿 13 号 1111211211111212212 中绿 6 号 1111211111111112111

晋绿 8 号 1222211122121212111 中绿 12 号 1111212111111112111

晋绿 9 号 2111211112111221211 中绿 14 号 1222211122221211121

冀绿 7 号 1111211221111212212 中绿 15 号 1111211111211111211

冀绿 9 号 2111212121111213112 中绿 16 号 2111312221221212122

冀绿 11 号 2111211221111212211 中绿 17 号 1111211112121212211

冀绿 14 号 2111211121111212112 中绿 18 号 2111212122111213211

冀黑绿 12 号 2111211111111211211 中绿 19 号 1222211111223221212
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3　讨论

InDel 标记为共显性标记，具有较好的稳定性

和较为丰富的多态性。在整个基因组中，其多态性

频率次于 SNP 标记［17］，相对于 SNP 标记，InDel 标
记在引物设计、多态性检测等方面更为简易，应用也

更为方便。InDel 标记因其具有在基因组内分布广、

密度高、变异稳定、多态性强、检测容易等优点，目前

已在水稻［18］和黄瓜［17］等农作物遗传多样性分析及

指纹图谱构建中有着广泛应用。

有效等位数、观测杂合度、期望杂合度和多态信

息含量可以综合的反映各个资源群体的遗传多样

性的高低，本研究的 19 对引物分析 42 份绿豆种质

的遗传多样性，得到的平均 Nei′s 基因多样性指数

0.416 和平均多态信息含量 0.325，说明选取的引物

多态性较丰富，在绿豆种质研究中表现出较大潜力。

赵雅楠等［19］筛选了 14 对 SSR 标记用于黑龙江地

区绿豆遗传多样性分析，SSR 标记的多态信息含量

平均值为 0.398；Chen 等［20］利用 35 对 SSR 引物在

352 份国外绿豆和 27 份国内绿豆微核心种进行遗

传多样性分析，其 SSR 标记 PIC 值平均为 0.359，多
态信息含量高于本研究的 InDel 标记。但是 InDel
标记的数量非常庞大，带型简单，分布较均匀，用于

遗传分析或基因诊断的重现性、准确性和分辨率大

大提高。InDel 标记作为一种新型的分子标记，与

SSR 标记相比，在种质遗传多样分析、指纹图谱构

建方面又有其天然的优越性，InDel 标记作为一种

单位点分子标记，可以克服利用多位点标记进行遗

传分析和辅助选择育种中出现的各种问题，InDel
标记的扩增效果明显好于 SSR 标记［18］。遗传分析

说明主栽绿豆种质资源基本已脱离地域的影响。原

因可能是主栽优良品种由于长时间的人工驯化、地

区间资源共享，导致遗传变异率降低，遗传基础狭窄，

多样性水平降低［21］。因此，在今后的育种工作中应加

大引进省外或国外的绿豆材料以拓宽遗传背景。

综上所述，传统的 SSR 标记技术效率较低，带

型复杂，检测结果重复性差，因此降低检测的精确

性。本研究中的 InDel 标记带型易读简单，适宜用

于 DNA 指纹图谱。指纹图谱进行品种真伪鉴定，

为品种保护、原产地溯源管理等提供科学依据［22］。

按照引物组合法可鉴别相应的品种，在进行品种

DNA 指纹检测时，使用起来简单方便，引物组合法

通过不同引物的有限组合，可以大大提高引物的鉴

别能力。本研究结果对今后绿豆种质资源的评价、

鉴定和利用以及遗传育种方面提供一定的指导，同

时对今后绿豆品种溯源研究、优良种质资源保护等

具有一定的借鉴作用。
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