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　　摘要：利用分布在大豆２０对染色体上的５６对 ＳＳＲ引物，对淮河以南地区２６份菜用大豆品种（系）基因组 ＤＮＡ
进行 ＰＣＲ扩增。结果表明，５６对 ＳＳＲ引物中有４４对引物在２６份菜用大豆之间具有稳定的多态性。利用这４４对
ＳＳＲ引物所检测出的１２３个等位基因对２６份菜用大豆品种（系）进行遗传相似性分析，并在４４对引物中选择其中６
对多态性好、扩增带型清晰的ＳＳＲ引物构建２６份菜用大豆品种（系）的指纹图谱。这６对 ＳＳＲ引物构建的指纹图谱
可以将２６份菜用大豆品种（系）逐一区分开来。采用非加权类平均法进行聚类分析，２６份菜用大豆品种（系）间遗传
相似系数的变异范围为０．６１～０．８８，在相似系数０．７０处，可将２６份菜用大豆品种（系）分为４大类群，分析结果在一
定程度上反映了品种之间的亲缘关系。
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　　菜用大豆，俗称毛豆，通常是指豆荚鼓粒饱满，荚色、籽粒
呈翠绿色，在籽粒还没有达到完全成熟，即生理上处于 Ｒ６
（鼓粒盛期）至Ｒ７（初熟期），籽粒填充达荚长８０％ ～９０％时
采收作为蔬菜的大豆类型［１］。新鲜菜用大豆营养丰富均衡，

味道鲜美，是公认的无公害保健食品，深受亚洲国家尤其是日

本及中国东南沿海地区民众的喜爱。淮河以南地区是菜用大

豆的主产区之一。多年来，由于育种年限较短和资源的局限，

使育成的菜用大豆品种遗传基础相对狭窄，影响了其推广开

发。传统大豆品种鉴定一般采用形态标记进行，尚未对其基

因ＤＮＡ水平遗传多样性进行深入系统研究，随着育成品种种
质间的相互渗透，亲缘关系越来越近，造成品种间性状差异较

小，给品种的鉴定带来一定困难，不能满足育种者对拓宽品种

遗传基础的需求。ＳＳＲ标记具有周期短、易操作、稳定性好、
重复性高、真实可靠等优点，能够更好、更有效用于品种 ＤＮＡ
指纹图谱鉴定。为了拓宽菜用大豆育种研究的遗传基础，本

试验利用ＳＳＲ标记技术对２６份菜用大豆品种（系）进行遗传
多样性分析，初步明确了品种间的亲缘关系远近，并构建了

２６份菜用大豆品种（系）指纹图谱，对深入挖掘大豆种质资
源，减少亲本选配的盲目性，提高育种工作的预见性，并对品

种鉴定和知识产权保护均具有一定现实意义。

１　材料与方法

１．１　材料
选择适宜淮河以南种植的具有植物学多态性的菜用大豆

品种（系）共２６份，供试材料由江苏徐淮地区淮阴农业科学
研究所提供。

１．２　方法
１．２．１　ＤＮＡ提取　试验材料于２０１１年种植于江苏徐淮地
区淮阴农业科学研究所试验基地，于开花期取新鲜健康的叶

片，按照简化 ＣＴＡＢ法［２］提取基因组 ＤＮＡ。
１．２．２　ＰＣＲ扩增　５６对 ＳＳＲ引物均由上海生工公司合成，
ＳＳＲ标记引物序列来源于 Ｓｏｙｂａｓｅ（ｈｔｔｐ：／／ｓｏｙｂａｓｅ．ｏｒｇ／ｒｅ
ｓｏｕｒｃｅｓ／ｓｓｒ．ｐｈｐ）。ＰＣＲ扩增反应在 ＭｏｄｅｌＭｙＧｒａｄｉｅｎ上进
行，反应体系为 １０μＬ，组成成分为 １０ ×Ｔａｑｂｕｆｆｅｒ、
２．０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、２００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ、５０ｎｇ引物、５０ｎｇ模板
ＤＮＡ和１ＵＴａｑ聚合酶。ＰＣＲ扩增程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；
９４℃变性１ｍｉｎ，４７℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸 ２ｍｉｎ，４５个循
环；７２℃延伸１０ｍｉｎ；最后４℃或１０℃ 保存。
１．２．３　扩增产物检测　扩增产物在８％聚丙烯酰胺凝胶上
电泳。电泳结束后用固定液（１０％乙醇，０．５％冰乙酸）固定２
次，每次６ｍｉｎ；以２ｇ／ＬＡｇＮＯ３溶液渗透１２ｍｉｎ；以双蒸水清
洗２次，用 ０．０２ｇ／Ｌ的 Ｎａ２Ｓ２Ｏ３置代 ３０ｓ；最后用显色液
（１５ｇ／ＬＮａＯＨ，０．４％甲醛溶液）显色，拍照并记载位点。
１．３　数据处理

根据ＰＣＲ扩增结果，视每对 ＳＳＲ引物为１个位点，每条
多态性带为１个等位基因；在相同的迁移位置，将观察到的每
条带视为１个性状，有带赋值为“１”，无带赋值为“０”，缺失赋
值为“９”。每２份材料间的遗传差异按 Ｎｅｉ等的方法［３］计算

遗传相似系数（ＧＳ）和遗传距离（ＧＤ），公式为：ＧＳ＝
２Ｍｘｙ／（Ｍｘ＋Ｍｙ），ＧＤ＝１－ＧＳ。式中：Ｍｘｙ为品种ｘ和品种ｙ在
所有检测位点上共有片段的数目，Ｍｘ为品种ｘ在所有检测位
点上的总片段数，Ｍｙ为品种 ｙ在所有检测位点上的总片段
数。根据遗传相似系数 ＧＳ，用非加权类平均法（ＵＰＧＭＡ）进
行遗传相似性聚类，并绘制成树状图。各项计算均在统计分

析软件ＮＴＳＹＳ－２．１０上进行。根据Ｓｍｉｔｈ等的方法［４］计算每
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对ＳＳＲ引物的多态性信息含量指数（ＰＩＣ），计算公式：ＰＩＣ＝
１－∑ｆ２ｉ。式中：ｆｉ表示第ｉ位点的等位基因频率。

２　结果与分析

２．１　ＳＳＲ标记的多态性分析
利用５６对ＳＳＲ引物中对２６份大豆品种（系）进行 ＰＣＲ

扩增，结果（表１）表明，具有稳定多态的引物有４４对，共产生
１２３条多态性片段。不同位点等位变异数目不等，变化范围
为２～５个，平均等位变异数为２．７９个。其中，引物 ｓａｔｔ１４６、
ｓａｔｔ１９７和 ｓａｔｔ５０９的等位变异最多，为５个。４４对 ＳＳＲ引物
的 ＰＩＣ值变化范围为０．０７４～０．６９７，平均为０．３８６。ＰＩＣ值
的大小反映了某一对 ＳＳＲ引物对品种的鉴别能力，它取决于
检测到的等位基因数目及基因频率。不同引物鉴定品种的能

力不同，本试验中，有７对引物可以将９份大豆品种（系）区
分开来：引物ｓａｔｔ１９７可以将白马湖粉青豆（指纹编号：０１１１０，
下同）与其他２５个品种（系）区分开来；ｓａｔｔ２４３可以将泰兴香
豆（０１）与其他品种（系）区分开来；ｓａｔｔ３８４可以将肖县大黑豆
（０１０）与其他品种（系）区分开来；ｓａｔｔ５６８可以将日本大黑豆
（１１０）与其他品种（系）区分开来；ｓａｔｔ７１３可以将宁镇 １号
（１１０）与其他品种（系）区分开来；ｓａｔｔ１４６可以将淮研香豆
（１１００）、淮豆１０号（１０１１）与其他品种（系）区分开来；ｓａｔｔ２３５
可以将南京毛豆（１０）、海系１３（１１）与其他品种（系）区分开
来；其他３７个引物单独使用时，不能鉴别出２６份菜用大豆品
种（系）中的任何一个。

表１　ＳＳＲ引物、染色体位置、等位基因数目及多态性信息含量指数

引物
等位基因

数目（个）
染色体 ＰＩＣ值 引物

等位基因

数目（个）
染色体 ＰＩＣ值

ｓａｔｔ４４９ ３ Ａ１ ０．５６１ ｓａｔｔ２３５ ２ Ｇ ０．１３７
ｓａｔｔ５９１ ３ Ａ１ ０．５７６ ｓａｔｔ５６８ ３ Ｈ ０．５１８
ｓａｔｔ４７０ ３ Ａ２ ０．６２５ ｓａｔｔ４４２ ２ Ｈ ０．４９４
ｓａｔｔ４２４ ３ Ａ２ ０．５６５ ｓａｔｔ１８１ ２ Ｈ ０．４９８
ｓａｔｔ４５３ ３ Ｂ１ ０．６５８ ｓａｔｔ２３９ ２ Ｉ ０．３５５
ｓａｔｔ１９７ ５ Ｂ１ ０．６９７ ｓａｔ＿４２０ ２ Ｉ ０．４９４
ｓａｔｔ５０９ ５ Ｂ１ ０．６９０ ｓａｔ＿４１２ ２ Ｊ ０．４９８
ｓａｔｔ６８７ ２ Ｂ２ ０．２３１ ｓａｔｔ２４２ ２ Ｋ ０．４８８
ｓａｔｔ５５６ ２ Ｂ２ ０．４２２ ｓａｔｔ２４７ ２ Ｋ ０．４０１
ｓａｔｔ１２２ ２ Ｂ２ ０．４９１ ｓａｔ＿１６７ ３ Ｋ ０．６１８
ｓａｔｔ４６７ ３ Ｂ２ ０．６２７ ｓａｔｔ７２５ ４ Ｋ ０．６７３
ｓａｔｔ５７７ ４ Ｂ２ ０．６７２ ｓａｔ＿０９９ ２ Ｌ ０．１３３
ｓａｔｔ５６５ ２ Ｃ１ ０．２８５ ｓａｔｔ２２９ ２ Ｌ ０．３１１
ｓａｔｔ３９６ ２ Ｃ１ ０．５００ ｓａｔｔ１５６ ２ Ｌ ０．４５９
ｓａｔｔ７１３ ３ Ｃ１ ０．５１９ ｓａｔｔ３４６ ２ Ｍ ０．４９７
ｓａｔｔ３８４ ３ Ｅ ０．０７４ ｓａｔｔ３０８ ３ Ｍ ０．６３８
ｓａｔｔ７０６ ２ Ｅ ０．３９３ ｓａｔｔ４６３ ４ Ｍ ０．４９５
ｓａｔｔ７１６ ３ Ｅ ０．４８３ ｓａｔｔ６５５ ３ Ｍ ０．５９５
ｓａｔｔ２６８ ４ Ｅ ０．６１８ ｓａｔｔ２５７ ３ Ｎ ０．６３９
ｓａｔｔ２５２ ３ Ｆ ０．４４４ ｓａｔｔ３３９ ３ Ｎ ０．６６４
ｓａｔｔ３４８ ３ Ｆ ０．６３１ ｓａｔｔ２４３ ２ Ｏ ０．０７４
ｓａｔｔ１４６ ５ Ｆ ０．５３６ ｓａｔｔ１７３ ３ Ｏ ０．６３４

２．２　６对核心引物构建的菜用大豆ＳＳＲ指纹图谱
由于试验中单个引物仅能区分出少数品种，为鉴别出２６

份菜用大豆品种（系），经过筛选后，依据在染色体上分布均

匀、带型清晰、多态性丰富以及杂带少等主要原则，确定６个

标记作为构建指纹图谱的核心引物，在相同的迁移位置上，以

（１，０）标记扩增片段的有无，构建了２６份菜用大豆品种（系）
的 ＤＮＡ指纹图谱（表２）。从这６对 ＳＳＲ引物在２６份品种
（系）中共扩增出 １９个多态性片段，平均每个位点检测到
３１７个等位基因，变化范围为２～５个。利用这６对 ＳＳＲ引
物的指纹图谱组合，能够很好区分２６份品种（系）。６对引物
的特异带型组合即构成某一品种的ＤＮＡ指纹图谱，根据所构
建的指纹图谱，可以对某一品种的真实性进行鉴定。

２．３　基于ＳＳＲ标记的菜用大豆遗传相似性分析
利用４４对ＳＳＲ引物所检测出的１２３个位点，对２６份菜

用大豆品种（系）进行聚类分析，得到聚类树状图（图１）。大
部分供试品种（系）间的遗传变异较小，遗传相似系数的变异

范围为０．６１～０．８８。以遗传相似系数０．７０为阈值可以将２６
份品种（系）分为４个群，第一群只有金湖螺丝豆；第二群有
南农菜豆５号、大粒２号、日本大黑豆、肖县大黑豆、睢宁大青
豆、海系１３、金湖大菜豆、南京毛豆、宿迁红管豆、临河大粉
青、泰兴香豆、涟水岔庙黑豆、南通乌豆、台湾 ２９２、南农
９５Ｃ１３、皖引乌豆、通黄２号、淮阴大青豆、淮２９２、白马湖粉青
豆、淮阴青豆、淮豆１０号；第三群只有宁镇１号；第四群有楚
秀和楚秀２号。以遗传相似系数０．７４为阈值又可以将第二
群分为５个亚群，南农菜豆５号和大粒２号聚为第一亚群；日
本大黑豆、肖县大黑豆、睢宁大青豆、海系１３、金湖大菜豆、南
京毛豆、宿迁大粒豆聚为第二亚群；临河大粉青、涟水岔庙黑

豆、泰兴香豆、南通乌豆聚为第三亚群；台湾２９２、南农９５Ｃ１３
聚为第四亚群；皖引乌豆、通黄２号、淮阴大青豆、淮２９２、白
马湖粉青豆、淮阴青豆、淮豆１０号聚为第五亚群。

３　讨论

国际上对菜用大豆的育种工作开始于１９７６年，２０世纪
９０年代得到重点发展［５］。２０世纪４０年代末，中国台湾开始
菜用大豆的生产，育成了一批优质菜用大豆品种，如台湾

２９０、台湾２９２、台湾７５等。２０世纪８０年代以后菜用大豆成
为中国台湾农产品出口量第一的作物。日本是开展菜用大豆

育种较早的国家之一，已选育出许多优良品种。中国大陆直

到２０世纪８０年代改革开放后，才开始从中国台湾、日本等地
引进菜用大豆品种。目前生产上应用的品种多是从日本、中

国台湾、亚洲蔬菜研究与发展中心（ＡＶＲＤＣ）引进的［６］。

我国现已成为世界上最大的菜用大豆生产国和出口国，

但菜用大豆的品种仍然以从日本和中国台湾地区引进的品种

为主，再加上连年种植和频繁引种，导致种性退化和发病严

重。南方省市的育种单位虽已培育出一些菜用大豆新品种，

但大多数仍是引进品种或从引进品种中系统选育而来，菜用

豆遗传基础很狭窄。

本研究中２６份菜用大豆品种（系）的聚类分析结果表
明，其遗传相似系数在０．６１～０．８８之间，绝大多数品种间表
现了较小的遗传差异，差异最小的为南京毛豆、金湖大菜豆，

遗传相似系数为０．８８；２６个菜用大豆品种（系）中有２２个品
种（系）聚在第二群。同时，从聚类图（图１）可以看出，地理
位置近的品种多聚在相同类群，如江苏徐淮地区淮阴农业科

学研究所选育的淮阴香豆和楚秀都聚在第四群；江苏淮安及

周边的菜用大豆选育品种及地方品种如淮豆１０号、淮２９２、
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表２　６对ＳＳＲ引物构建的２６份菜用大豆品种（系）的ＳＳＲ指纹图谱

编号 品种（系）名称
引物名称及指纹编号

ｓａｔｔ３３６ ｓａｔｔ７０６ ｓａｔｔ３０８ ｓａｔｔ３３９ ｓａｔｔ７２５ ｓａｔｔ１９７
１ 淮２９２ ０１ １０ ０１１ ０１１ １０１０ ０１０００
２ 淮豆１０号 １０ １０ ０１０ ０１１ １１１０ １１０００
３ 楚秀２号 １０ ０１ ０１０ １０１ １０１０ ０１０００
４ 楚秀 １０ ０１ ０１０ １０１ １０１０ １００００
５ 淮阴青豆 ０１ ０１ １１０ １０１ １１１０ １１０１０
６ 淮阴大青豆 ０１ １０ １１０ ０１０ １１１０ １１００１
７ 宁镇１号 １０ １０ １００ ０１１ １０１１ ０１０１０
８ 南农９５Ｃ１３ １０ １０ ００１ １０１ １０１１ １１０００
９ 南京毛豆 ０１ １０ １１１ １０１ １０１０ ０１００１
１０ 白马湖粉青豆 ０１ １０ ０１０ ０１０ ００１０ ０１１１０
１１ 南通乌豆 ０１ １０ １００ ０１０ １１１０ ０１０１０
１２ 金湖螺丝豆 ０１ １０ １００ １０１ １１１０ １１０１０
１３ 宿迁大粒豆 １０ １０ １１０ ０１０ １０１１ ０１０１０
１４ 涟水岔庙黑豆 ０１ １０ １００ １０１ １０１１ ０１０１０
１５ 泰兴香豆 ０１ １０ １００ ０１０ １０１０ ０１０１０
１６ 大粒２号 １０ １０ ０１０ １０１ １０１０ １１０００
１７ 通黄２号 ０１ １０ １１１ ０１０ １０１０ ０１００１
１８ 海系１３ ０１ １０ １１１ １０１ １０１１ ０１０１１
１９ 金湖大菜豆 １０ １０ １１１ １０１ １０１０ ０１００１
２１ 雎宁大青豆 １０ ０１ １１１ ０１０ １０１１ １１０００
２０ 南农菜豆５号 １０ １０ ０１０ １０１ １０１１ １１０００
２２ 临河大粉青 ０１ １０ １０１ ０１０ １０１０ ０１０１１
２３ 皖引乌豆 ０１ １０ ０１０ ０１０ １０１０ ０１００１
２４ 肖县大黑豆 １０ ０１ １００ ０１０ １０１１ １１０００
２５ 日本大黑豆 １０ ０１ １００ １０１ １０１１ ０１０１０
２６ 台湾引进豆 ０１ ０１ １００ ０１０ １０１１ １１０００
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櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
淮阴大青豆、白马湖粉青豆、淮阴青豆均聚在第二群第五亚

群；南京及周边地区的南京毛豆、金湖大菜豆、海系１３等品种
（系）均聚在第二群第二亚群。长期以来，由于大豆品种改良

主要集中于当地适应品种或品系间杂交，并且同一育种地区

及各育种单位集中化利用亲本，造成了大豆品种遗传基础过

于狭窄。从聚类图（图１）发现，金湖螺丝豆与别的品种（系）
有较大的遗传差异，这可能是因为螺丝豆的表皮是黑黄相间

的，与其他品种（系）差异较大；宁镇１号与其他品种（系）有
较大的遗传差异的原因可能是因为宁镇１号是春播品种，而
其余大多数是夏播品种。大豆育种中应该注重跨地域引种，

推广不同育种单位不同时期育成的新品种，有利于保持大豆

品种的遗传多样性，防范品种遗传背景单一。

　　本研究初步构建了２６份菜用大豆品种（系）的 ＤＮＡ指
纹图谱数据库，并对其遗传多样性进行分析，明确品种间的亲

缘关系远近，为今后的育种工作提供理论依据。本研究还发

现６对核心引物可以将这２６份菜用大豆品种（系）一一区分
开来，可用于品种鉴定和新品种保护。

随着育成新品种的不断出现，需要不断增加指纹图谱数

据库的品种数量，同时还要增加构建图谱的 ＳＳＲ引物数目，
从而使数据库数据更加完善，以满足分析研究需要。
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　　生态农业观光园是在划定的范围内，以农业为依托，运用
生态学原理和系统科学、环境美学的方法，合理地开发利用农

业资源，把农业生产经营活动和发展观光休闲结合起来，融环

境保护、农业生产、展示、经营、生态旅游观光、健身、度假、书

画摄影、教育等内容于一体的综合园区［１－２］。因基地环境条

件不同，生态农业观光园可分为各种不同类型，湿地型生态农

业观光园建于湿地环境，与其他类型生态农业观光园相比，在

规划目标、规划理念、总体构思、功能分区、专项规划等方面有

共同之处，也有其自身的特点。

１　项目概述与基地现状

苏州澄湖生态农业观光园是江苏省苏州市吴中区为推动

?直镇生态农业的发展，改善环境，并发展旅游业而决定成

立。?直镇区位优势突出，地理位置优越，历史人文深厚，生

态环境优美，是中国历史文化名镇、中国特色景观旅游名镇，

素有“五湖之汀”“六泽之冲”之称，也被誉为“神州水乡第

一镇”。　
本项目位于?直镇车坊片区，占地面积１９ｋｍ２，基地紧

依４５ｋｍ２的澄湖，沿湖西侧展开，滨湖风光诱人。规划范围
内地势平坦，主要由河网、鱼塘、农田、林地、道路、住宅、寺庙

等用地构成，其中河网、鱼塘面积较大，农田则大面积种植水

生蔬菜“水八仙”（指芡、茭白、水芹、莼菜、慈姑、荸荠、菱、莲

藕），湿地特征明显。

２　规划目标与理念

根据基地现状及资源条件，苏州澄湖生态农业观光园规

划确定的目标是以保护和改善湿地环境为前提，以精神原乡

为主题，选择以“水”“农”“渔”为主体的民间生活文化，逐步

形成集特色农产品生产、加工、销售和生态农业观光、旅游于
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