
周　瑶，周恩强，姚梦楠，等．基于转录组测序数据的蚕豆ＩｎＤｅｌ标记开发和应用［Ｊ］．江苏农业科学，２０２５，５３（８）：３５－４１．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２５．０８．００５

基于转录组测序数据的蚕豆 ＩｎＤｅｌ标记开发和应用
周　瑶，周恩强，姚梦楠，赵　娜，李宗迪，朱宇翔，王永强，李　波，

王学军，缪亚梅，汪凯华，顾春燕，魏利斌

（江苏沿江地区农业科学研究所经济作物研究室，江苏南通２２６０００）

　　摘要：我国是全球最大的蚕豆生产国，然而由于蚕豆基因组巨大（约为１３．０Ｇ），蚕豆基础研究进展缓慢。目前，
受限于有限的蚕豆专用分子标记，我国蚕豆种质资源的评价和利用研究开展的不够深入。为了丰富蚕豆分子标记类

型，充分有效评价和利用蚕豆种质资源，拟开展 ７份蚕豆材料的转录组测序，并对测序数据间存在的插入／缺失
（ＩｎＤｅｌ）位点进行特征分析。结果表明，成功挖掘出２６６６个ＩｎＤｅｌ位点，其中插入、缺失位点分别有８４１、１８２５个，且
单碱基的插入／缺失位点类型占比最大。此外，根据ＩｎＤｅｌ位点信息，从插入／缺失碱基长度大于５ｂｐ的序列中随机挑
选２５条序列进行ＩｎＤｅｌ标记开发。利用开发的标记对国内１４１份蚕豆资源进行扩增，共筛选到有效ＩｎＤｅｌ标记２０对，
多态性信息含量均值为０．３２，平均每对标记中检测到２．８５个等位基因，香农指数均值为０．６２。聚类分析结果表明，
江苏、浙江、湖北等省份的资源呈交叉分布，可能因为近年来各省份的蚕豆资源相互借鉴、利用，从而打破了地域限制，

增加了彼此间的联系。基于转录组测序数据首次开发蚕豆ＩｎＤｅｌ标记并成功将其应用于蚕豆种质资源的遗传多样性
分析，不仅丰富了目前蚕豆的分子标记类型，而且对于今后蚕豆的基础研究和育种研究具有一定意义。
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　　蚕豆（ＶｉｃｉａｆａｂａＬ．）别称胡豆、罗汉豆、佛豆等，
属豆科蝶形花亚科野豌豆属［１］，是一种粮、饲、菜、

肥兼用的重要食用豆类，其营养价值、经济价值较

高，在我国农业种植结构调整和农民脱贫致富中具

有重要作用［２－３］。我国是全球最大的蚕豆生产国，

每年的蚕豆种植面积约为８６．６７万ｈｍ２，年产量约为
１８０万ｔ［４］。中国农业农村部的相关数据显示，我国
蚕豆种植面积呈逐年增长趋势，产业发展前景广阔。

我国蚕豆种植区域广，生态差异大，种质资源

十分丰富，这些丰富的种质资源是开展蚕豆遗传改

良研究的基础。然而，目前对这些资源的收集、保

护、利用、研究工作还不够全面、深入，并且蚕豆基

因组庞大（约为１３．０Ｇ），限制了蚕豆基础研究的开

展，相比于其他作物，蚕豆资源在分子方面的研究

已经远远落后，其遗传背景和亲缘关系仍旧模糊，

资源利用率较低。分子标记技术可以从分子水平

直接测定基因型，能快速、准确鉴定种质资源［５］。

目前，国内外关于用蚕豆分子标记鉴定蚕豆资源的

研究已有一些进展，分子标记类型主要有ＳＳＲ（简单
重复序列）、ＡＦＬＰ（扩增片段长度多态性）、ＩＳＳＲ（简
单重复序列区间）、ＳＮＰ（单核苷酸多态性）等。Ｌｉｎｋ
等用ＲＡＰＤ（随机扩增的多态性ＤＮＡ）标记研究３个
蚕豆自交群体，发现地中海种、欧洲小粒种有明显

分离，欧洲大粒种介于两者间［６］。Ｋｗｏｎ等用 ＴＲＡＰ
（目标区域扩增多态性）标记研究１５１份国内外蚕
豆资源，发现地方品种间的变异较大 ［７］。孙虎等基

于转录组测序数据开发了 ＳＳＲ分子标记，对８０份
蚕豆资源进行遗传多样性分析及聚类分析，发现８０
份蚕豆资源的遗传多样性比较丰富［８］。马钰利用

磁珠富集法、数据库搜索法开发蚕豆 ＳＳＲ分子标
记，发现用数据库搜索法开发的分子标记的多态性

较高，而用磁珠富集法开发的分子标记的多态性较

低［９］。王海飞等用１１个ＩＳＳＲ（简单重复序列区间）
标记分析我国１８个省份春蚕豆资源、秋蚕豆资源的
遗传多样性与亲缘关系，结果表明，相邻省份的资
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源亲缘关系相对较近［１０］。Ｚｏｎｇ等用１０个 ＡＦＬＰ标
记研究来自国内外的２４３份秋蚕豆资源，发现我国
种质资源与世界其他地区的资源有明显区别［１１］。

虽然目前国内外关于蚕豆分子标记的开发和

蚕豆资源的鉴定研究已有一些进展，但是蚕豆专用

分子标记的类型和数量仍然有限，严重制约着蚕豆

种质资源的评价和利用。本研究利用蚕豆转录组

数据首次开发插入／缺失（ＩｎＤｅｌ）分子标记，并成功
用其对蚕豆种质资源进行聚类分析，不仅丰富了目

前蚕豆分子标记类型，而且对蚕豆相关分子遗传学

研究和育种研究具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验材料为笔者所在课题组收集的蚕豆种

质资源，共１４１份。这些蚕豆资源来自国内１３个省
份，包括江苏、浙江、云南、四川、湖北、福建、重庆、

青海、内蒙古等地，试验材料均种植于江苏沿江地

区农业科学研究所薛窑基地（３２°０７′Ｎ，１２０°２７′Ｅ），
２０２３年３月底采集嫩叶后迅速放入液氮中进行储
藏，然后放入－８０℃冰箱中保存，以备后续试验。
１．２　试验方法
１．２．１　转录组数据的获得　转录组数据来源于笔
者所在课题组２０２２年对地理来源、表型性状差异显
著的７份蚕豆材料进行的二代转录组测序结果［１２］。

１．２．２　转录组数据 ＩｎＤｅｌ位点的挖掘与引物设计
　以蚕豆全长转录本为参考模板［１２］，用 ＧＡＴＫ３软
件［１３］分析上述７份蚕豆转录组数据中的ＩｎＤｅｌ位点
信息。根据 ＩｎＤｅｌ位点信息，从插入／缺失碱基长度
大于５ｂｐ的序列中随机挑选２５条序列，用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件［１４］设计 ＩｎＤｅｌ标记引物。引物的
参数设定如下：ＧＣ含量为４０％ ～６０％，引物长度为
１８～２５ｂｐ，预期片段大小为６０～１５０ｂｐ，退火温度
为５５～６２℃，上下游引物差异在２℃以内。本研究
设计的所有引物尽可能避免出现引物二级结构，设

计的引物由南京金斯瑞生物科技有限公司合成。

１．２．３　ＤＮＡ的提取及质量检测　利用植物基因组
ＤＮＡ提取试剂盒［天根生化科技（北京）有限公司］
提取各样本蚕豆种质资源的嫩叶组织 ＤＮＡ，之后用
１％琼脂糖凝胶电泳检测所提 ＤＮＡ的质量，将符合
质量要求的ＤＮＡ放在－２０℃冰箱中保存。
１．２．４　ＰＣＲ及电泳检测　１０μＬＰＣＲ扩增反应体
系如下：ＤＮＡ模板 １μＬ，上下游引物各 １μＬ，３Ｇ

ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２μＬ。ＰＣＲ扩增反应
程序如下：９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５５～６２℃（不同
引物退火温度不同）３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，３０个循环；
７２℃ ３ｍｉｎ，１０℃保温４ｍｉｎ。

电泳检测：用聚丙烯酰胺凝胶进行垂直电泳检

测ＰＣＲ扩增产物，点样量为１μＬ，银染、显色后观察
结果。能扩增出清晰条带的引物被视为有效引物，

不能扩增出清晰带或带型不可读的引物被认为是

无效引物。

１．２．５　多态引物的筛选及数据统计分析　首先用
合成的２５对引物对随机挑选的１２份蚕豆种质资源
ＤＮＡ进行初筛，选取出清晰可读的 ＩｎＤｅｌ引物开展
蚕豆种质资源的扩增分析。采用人工读带方法，在

相同迁移位置上，有带的记为“１”，无带的记为“０”，
缺失的记为“９”。用 Ｅｘｃｅｌ２０１０软件构建数据矩
阵，记录 ＩｎＤｅｌ位点的分布特征，用 ＰＯＰＧＥＮＥ
１３２［１５］、ＮＴＳＹＳ２．１［１６］软件进行标记的遗传分析和
亲缘关系树状图的绘制。

２　结果与分析

２．１　转录组测序结果
挑选地理来源、表型性状具有显著差异的７份

蚕豆材料进行种植，提取幼苗嫩叶ＲＮＡ进行二代转
录组测序分析，共获得测序数据４３．９Ｇｂ，质量符合
下一步分析的需求。转录组测序数据统计结果见

表１。

表１　蚕豆转录组数据统计结果

样品名
片段总数

（条）

碱基总数

（ｂｐ）
ＧＣ含量
（％）

≥Ｑ３０
（％）

Ｃ１０２ ２１６６５６５６ ６４７１０１６３７６ ４３．３３ ９４．２３

Ｃ１３０ ２０６２１４９６ ６１５７１４５９７６ ４３．７７ ９４．２２

Ｃ１３１ ２０７５３６７８ ６１９８２５５６００ ４３．４６ ９４．４９

Ｃ２２９ ２１８３７６４４ ６５１４１９３７７０ ４３．７８ ９５．０６

Ｃ２９０ ２１０５００３４ ６２５８４００８７４ ４４．３２ ９４．５２

ＴＣＸ７－１ ２１６０８３７６ ６４３９０７５４１０ ４３．７４ ９４．５７

ＷＹ７－１ １９６６０４１７ ５８６５３２８０２０ ４３．６７ ９４．３３

　　注：Ｑ３０表示碱基质量值，代表某个碱基的正确率为 ９９．９％；

≥Ｑ３０（％）表示质量值≥３０的碱基数占总碱基数的比例。

２．２　转录组中ＩｎＤｅｌ位点的特征分析
２．２．１　ＩｎＤｅｌ变异位点数量和类型分析　用
Ｓｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎ比对算法对上述样品与蚕豆参考
全长转录本［１２］中存在的插入缺失序列进行分析，发

现仅有９２５条序列（占６６４８４条蚕豆参考转录组序

—６３— 江苏农业科学　２０２５年第５３卷第８期



列的１．３９％）存在插入缺失现象，共含有２６６６个
ＩｎＤｅｌ变异位点，平均每条序列有 ２．８３个 ＩｎＤｅｌ
位点。

在２６６６个 ＩｎＤｅｌ变异位点中，分别有 ８４１个
（３１．５５％）插入位点、１８２５个（６８．４５％）缺失位点，
变异长度范围为１～３６ｂｐ，以小片段（１～５ｂｐ）的变
异为主（９１．９４％），而大于５ｂｐ的 ＩｎＤｅｌ变异位点
仅有２１５个，占８．０６％，见表２、图１。

表２　ＩｎＤｅｌ分析结果统计

搜索条目
数量

（个）

占比

（％）

ＩｎＤｅｌ序列数目 ９２５

ＩｎＤｅｌ变异位点总数 ２６６６

插入类型ＩｎＤｅｌ位点数 ８４１ ３１．５５

缺失类型ＩｎＤｅｌ位点数 １８２５ ６８．４５

插入／缺失１ｂｐ的ＩｎＤｅｌ位点数 １７６８ ６６．３２

插入１ｂｐ的ＩｎＤｅｌ位点数 ４９８ ５９．２２

缺失１ｂｐ的ＩｎＤｅｌ位点数 １２７０ ６９．５９

插入／缺失２ｂｐ的ＩｎＤｅｌ位点总数 ３６３ １３．６２

插入２ｂｐ的ＩｎＤｅｌ位点数 １３９ １６．５３

缺失２ｂｐ的ＩｎＤｅｌ位点数 ２２４ １２．２７

插入／缺失３ｂｐ的ＩｎＤｅｌ位点总数 １９５ ７．３１

插入３ｂｐ的ＩｎＤｅｌ位点数 ７３ ８．６８

缺失３ｂｐ的ＩｎＤｅｌ位点数 １２２ ６．６８

插入４ｂｐ的ＩｎＤｅｌ位点数 ３７ ４．４０

缺失４ｂｐ的ＩｎＤｅｌ位点数 ５２ ２．８５

插入５ｂｐ的ＩｎＤｅｌ位点数 １５ １．７８

缺失５ｂｐ的ＩｎＤｅｌ位点数 ２１ １．１５

插入６～１０ｂｐ的ＩｎＤｅｌ位点数 ５０ ５．９５

缺失６～１０ｂｐ的ＩｎＤｅｌ位点数 ８０ ４．３８

插入１１～３６ｂｐ的ＩｎＤｅｌ位点数 ２９ ３．４５

缺失１１～３６ｂｐ的ＩｎＤｅｌ位点数 ５６ ３．０７

２．２．２　ＩｎＤｅｌ位点主要碱基类型分析　在２６６６个
插入／缺失 ＩｎＤｅｌ位点中，共有１７６８个插入／缺失

１ｂｐ的ＩｎＤｅｌ位点，占比为６６．３２％，其中 Ａ／Ｔ的插
入／缺失位点总数的比例最高，达６５．５０％；共有３６３
个插入／缺失２ｂｐ的 ＩｎＤｅｌ位点，占比为１３．６２％，
其中ＡＡ／ＴＴ基元为优势基元，占比为３０．５８％；共
有１９５个插入／缺失 ３ｂｐ的 ＩｎＤｅｌ位点，占比为
７３１％，其中优势基元为ＡＡＧ／ＴＴＣ，占比为８．７２％。

在８４１个插入 ＩｎＤｅｌ位点中，Ａ／Ｔ的插入位点
数最多，占比为７０．０８％，插入２ｂｐ的 ＩｎＤｅｌ位点数
占比为１６．５３％，其中基元为优势 ＡＡ／ＴＴ基元，占
比为３５．２５％；在１８２５个缺失ＩｎＤｅｌ的位点中，Ａ／Ｔ
的缺失位点数最多，占比为６３．７０％，缺失２ｂｐ的
ＩｎＤｅｌ位点数占比为１２．２７％，其中ＡＡ／ＴＴ基元为优
势基元，占比为２７．６８％（图２）。
２．３　ＩｎＤｅｌ分子标记的开发

根据转录组序列的多态位点信息，用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０成功开发２５对ＩｎＤｅｌ分子标记（表３）。
２．４　ＩｎＤｅｌ分子标记的筛选和多态性分析

首先用２５对ＩｎＤｅｌ引物对随机挑选的１２份蚕
豆资源 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增和电泳检测，初步筛选
出２２对具有扩增产物的ＩｎＤｅｌ引物。然后用初筛引
物对１４１份蚕豆资源ＤＮＡ进行检测，综合考虑分子
标记扩增的有效等位基因数、杂合度、多态性信息量、
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表３　部分ＩｎＤｅｌ引物信息

引物

编号
前引物序列（５′→３′）

退火温度

（℃）
引物大小

（ｂｐ）
后引物序列

（５′→３′）
退火温度

（℃）
引物大小

（ｂｐ）
产物大小

（ｂｐ）

ＹＷ１ ＴＣＡＡＡＣＧＡＣＧＧＡＡＣＡＴＡＡＣＴＴ ５５．２ ２１ ＣＡＴＴＴＧＧＴＡＧＡＡＴＡＡＣＡＴＡＧＴＧＧＡＴ ５５．０ ２５ １２７

ＹＷ２ ＡＴＧＡＴＧＴＧＡＴＴＴＴＧＧＣＴＧＡＴＴＧＧ ６１．５ ２３ ＡＡＣＡＣＡＴＣＡＣＣＡＣＧＧＴＡＡＡＡＴＣＧ ６１．６ ２３ １２３

ＹＷ３ ＴＴＡＣＣＴＡＴＴＣＡＧＴＴＴＣＣＴＡＴＴＧＴＧＧ ５７．４ ２５ ＧＧＴＴＣＴＧＡＡＴＣＴＧＧＴＴＴＡＴＧＴＣＣ ５７．４ ２３ ９４

ＹＷ４ ＧＴＧＡＴＧＴＣＣＴＧＧＡＧＴＴＧＡＧＡＴＴＴＴ ５９．２ ２４ ＣＣＴＧＴＧＡＧＡＡＡＧＡＡＴＡＡＣＣＡＡＧＡＡＡ ５９．４ ２５ １１１

ＹＷ５ ＣＴＧＡＧＴＴＴＴＴＴＣＣＣＣＴＣＴＴＴＴＴＧ ５９．６ ２３ ＴＧＴＧＧＴＴＧＡＣＴＴＴＣＣＡＧＡＡＴＣＣＴ ６０．３ ２３ １４３

ＹＷ６ ＣＧＴＧＴＡＡＡＧＴＴＴＴＴＴＣＴＣＣＡＡＧＴＧ ５８．５ ２４ ＴＧＡＴＴＧＡＡＡＧＡＡＡＡＡＡＡＡＣＴＡＣＣＡＴ ５７．２ ２５ １１８

ＹＷ７ ＧＧＧＴＴＣＴＡＴＣＡＧＴＣＡＴＴＴＧＣＣＴＴ ５９．５ ２３ ＴＣＡＡＡＧＧＴＴＧＣＴＡＡＣＡＣＧＧＡＣＴ ５９．３ ２２ ８６

ＹＷ８ ＴＧＴＣＣＣＧＴＧＡＴＧＧＴＴＣＴＧＡＴ ５８．０ ２０ ＴＣＡＡＣＴＴＣＴＴＣＡＴＣＴＧＡＴＴＣＡＡＣＡＣ ５８．２ ２５ １３３

ＹＷ９ ＧＣＣＣＡＡＴＣＣＡＣＣＣＴＣＣＣ ６０．１ １７ ＧＧＴＧＡＧＴＧＡＴＴＴＴＣＡＡＧＴＧＴＧＧＧ ６１．０ ２３ １０１

ＹＷ１０ ＡＡＡＴＣＡＡＧＣＧＧＡＧＴＧＡＡＴＡＡＧＡＡ ５８．２ ２３ ＡＴＴＡＣＡＧＡＡＡＡＡＡＣＴＴＡＴＧＴＧＣＴＣＧ ５７．８ ２５ １１６

ＹＷ１１ ＴＡＡＡＴＴＣＴＧＧＧＡＣＡＡＡＡＧＧＡＴＧＡＡＴ ６０．８ ２５ ＴＡＧＧＡＣＴＴＧＧＡＣＧＣＣＣＣＡＴ ６０．０ １９ ９３

ＹＷ１２ ＣＡＴＴＧＡＡＡＡＡＣＴＧＣＴＡＧＡＧＡＡＧＧＡＴ ５８．８ ２５ ＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＴＧＡＡＡＴＣＴＣＣＡＴ ５９．０ ２２ ９８

ＹＷ１３ ＧＣＧＴＧＡＧＴＴＴＧＴＡＡＴＴＴＣＴＴＧＴＴＣ ５８．３ ２４ ＡＡＡＣＴＧＡＡＧＧＴＧＡＴＧＴＴＧＴＴＧＡＴＧ ５８．７ ２４ ９０

ＹＷ１４ ＡＴＣＴＴＡＡＣＡＡＣＴＡＣＡＴＣＧＡＣＧＡＡＡＣ ５７．２ ２５ ＣＡＣＣＣＡＧＣＧＣＣＡＴＣＧＴ ５８．４ １６ １３２

ＹＷ１５ ＴＡＴＣＴＴＧＴＴＧＴＡＧＣＣＣＴＧＴＧＡＣＴＴ ５８．０ ２４ ＴＡＡＣＣＡＣＡＴＣＣＡＴＡＴＣＡＣＴＣＡＡＡＡＴ ５７．８ ２５ ７６

基因多样性及扩增产物分子量、扩增带型清晰度等因

素，最终选择２０对ＩｎＤｅｌ引物进行后续数据统计。结
果（图３）显示，２０对ＩｎＤｅｌ标记共扩增出５７个多态
性条带，平均每对标记产生２．８５个多态性条带。用

ＰＯＰＧＥＮＥ１．３２软件对上述引物在１４１份蚕豆材料
中的扩增结果进行统计分析。由表４可以看出，２０
对ＩｎＤｅｌ标记的等位基因数在２～６之间，有效等位
基因数在１．１０～３．１５之间，均值为１．７４；香农指数
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范围为０．１９～１．４１，均值为０．６２；多态性信息含量
（ＰＩＣ）在０．０８～０．６４之间，均值为０．３２，有３个高
度多态性标记（ＰＩＣ≥０．５），１１个中度多态性标记
（０．２５＜ＰＩＣ＜０．５）和 ６个轻度多态性标记
（ＰＩＣ≤０．２５）。ＩｎＤｅｌ标记 １８的有效等位基因数、
多态性信息含量最高，ＩｎＤｅｌ标记３的有效等位基因
数、多态性信息含量最低。

表４　２０个ＩｎＤｅｌ标记的蚕豆多态性信息

ＩｎＤｅｌ
标记编号

等位基因数

（个）

有效等位基因数

（个）
香农指数

多态性

信息含量

１ ４ １．５２ ０．５８ ０．２９

２ ２ １．１０ ０．２０ ０．０９

３ ２ １．１０ ０．１９ ０．０８

４ ２ １．７７ ０．６３ ０．３４

５ ２ １．９０ ０．６７ ０．３６

６ ３ １．７７ ０．７０ ０．３６

７ ２ １．８４ ０．６５ ０．３５

８ ２ １．７１ ０．６１ ０．３３

９ ２ １．７６ ０．６２ ０．３４

１０ ２ １．２４ ０．３５ ０．１８

１１ ２ １．４８ ０．５１ ０．２７

１２ ６ ２．３９ １．００ ０．５０

１３ ２ １．９９ ０．６９ ０．３７

１４ ３ １．２５ ０．３７ ０．１８

１５ ４ １．５６ ０．７０ ０．３３

１６ ２ １．８４ ０．６５ ０．３５

１７ ３ ２．９４ １．０９ ０．５９

１８ ６ ３．１５ １．４１ ０．６４

１９ ４ １．１８ ０．３６ ０．１５

２０ ２ １．３３ ０．４１ ０．２２

均值 ２．８５ １．７４ ０．６２ ０．３２

２．５　１４１份蚕豆种质资源的遗传多样性分析结果
非加权组平均法（ＵＰＧＭＡ）聚类分析结果（图

４）表明，当遗传相似性系数为 ０．５６时，除了资源
Ｔ６６外，其他资源都聚在Ⅰ类；当遗传相似性系数为
０．６９时，Ⅰ类资源又分为１、２、３、４亚类，２、３、４亚类
资源包含多数西南地区及相邻省份的资源；当遗传

相似性系数为０．７４时，１亚类资源又分成ａ、ｂ、ｃ、ｄ、
ｅ、ｆ６个小亚类，江苏、浙江、湖北等省份的资源呈交
叉分布。另外，云南的蚕豆资源基本紧密聚集在

ⅰ、ⅱ、ⅲ ３个小分支。

３　讨论与结论

蚕豆是一种重要的食用豆类作物，我国蚕豆资
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源十分丰富，但是关于蚕豆的分子生物学研究基础

薄弱，远远落后于其他大宗作物，蚕豆资源的遗传

背景及遗传多样性仍不清晰。随着分子技术的不

断发展，目前国内外关于用分子标记鉴定蚕豆资源

的研究已有一些进展，但是有限的蚕豆专用分子标

记数量仍然制约着蚕豆种质资源的评价和利用。

目前，研究蚕豆的分子标记类型主要有 ＳＳＲ、ＡＦＬＰ、
ＩＳＳＲ、ＳＮＰ，虽然ＩｎＤｅｌ标记具有在基因组内分布广、
密度高、变异稳定、多态性强、容易检测、可重复且

成本低廉等优点［１７－２０］，但是该标记还未在蚕豆种质

的评价中得以应用。

本研究在分析７份蚕豆材料转录组测序数据的
基础上，成功挖掘出２６６６个ＩｎＤｅｌ位点，这些ＩｎＤｅｌ
位点变异长度的范围为 １～３６ｂｐ，以小片段（１～
５ｂｐ）的插入／缺失为主，占 ９１．９４％。其中，ＩｎＤｅｌ
长度为１ｂｐ的位点数最多，这种分布特点与油菜、
茄子、白菜、青菜等植物中 ＩｎＤｅｌ的长度分布一
致［２１－２４］。利用开发的２５对 ＩｎＤｅｌ标记对国内１４１
份蚕豆资源的 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增，最终筛选出２０
对多态性较好的标记，多态率为８０％，而已报道的茄
子、高粱、长豇豆、槟榔、黄瓜中ＩｎＤｅｌ标记的多态率分
别为３４．７％、４２．４４％、５１．５２％、５７％、５７４％［２５－２９］，

远低于本研究中蚕豆标记８０％的多态率，进一步证
实蚕豆的遗传背景较丰富。本研究中有５对标记未
能成功扩增出条带或多态，其原因可能与ＰＣＲ产物
内含子太大、所设计的引物位于剪切位点上、转录

组拼接序列质量不高等因素有关。对于筛选得到

的２０对标记而言，平均每对检测到２８５个等位基
因，香农指数均值为０．６２，平均多态性信息含量均
值为０．３２，整体而言多态性较好。

ＵＰＧＭＡ聚类分析结果表明，当遗传相似性系
数为０．５６时，除了资源 Ｔ６６外，所有国内资源都聚
成Ⅰ类，推测资源Ｔ６６的遗传背景特殊，也可能含有
国外蚕豆资源的遗传背景。江苏、浙江、湖北等省

份的资源呈交叉分布，这可能由于近年来各省份蚕

豆资源相互借鉴、利用，从而打破了地域限制，增加

了彼此间的联系。另外，云南的蚕豆资源基本紧密

聚集在３个小分支，推测云南资源有较为独特的遗
传背景。

本研究首次开发了 ＩｎＤｅｌ标记，并利用其对蚕
豆种质资源进行遗传多样性分析，不仅丰富了目前

蚕豆分子标记类型，而且对进一步促进分子辅助育

种在蚕豆种质资源中的研究具有积极的推动作用。
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ａｎａｌｙｓｉｓｓｙｓｔｅｍ［Ｍ］．ＮｅｗＹｏｒｋ：ＥｘｅｔｅｒＰｕｂｌｉｓｈｉｎｇＬｔｄ．，２０００．

［１７］潘存红，王子斌，马玉银，等．ＩｎＤｅｌ和 ＳＮＰ标记在水稻图位克

隆中的应用［Ｊ］．中国水稻科学，２００７，２１（５）：４４７－４５３．

［１８］张红梅，翟　文，金海军，等．利用ＩｎＤｅｌ标记分析２３份黄瓜种

质的遗传多样性及核心种质资源筛选［Ｊ］．上海农业学报，

２０１９，３５（４）：２８－３３．

［１９］杨　洁，赫　佳，王丹碧，等．ＩｎＤｅｌ标记的研究和应用进展［Ｊ］．

生物多样性，２０１６，２４（２）：２３７－２４３．

［２０］ＦｅｌｔｕｓＦ，ＷａｎＪ，ＳｃｈｕｌｚｅＳ，ｅｔａｌ．ＡｎＳＮＰｒｅｓｏｕｒｃｅｆｏｒｒｉｃｅｇｅｎｅｔｉｃｓ
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　　ａｎｄｂｒｅｅｄｉｎｇｂａｓｅｄｏｎｓｕｂｓｐｅｃｉｅｓｉｎｄｉｃａａｎｄｊａｐｏｎｉｃａｇｅｎｏｍｅ

ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ［Ｊ］．ＧｅｎｏｍｅＲｅｓｅａｒｃｈ，２００４，１４（９）：１８１２－１８１９．

［２１］岳晓鹏．基于甘蓝型油菜基因组重测序开发 ＩｎＤｅｌ标记［Ｄ］．

武汉：华中农业大学，２０１４：３０－３１．

［２２］尤园园，王　帅，方莹莹，等．茄子全基因组 ＩｎＤｅｌ变异特征及

分子标记开发和应用［Ｊ］．园艺学报，２０２４，５１（３）：５２０－５３２．

［２３］ＰａｒｋＳ，ＹｕＨＪ，ＭｕｎＪＨ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｍｅ－ｗｉｄｅｄｉｓｃｏｖｅｒｙｏｆｄｎａ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｒａｐａ［Ｊ］． ＭｏｌｅｃｕｌａｒＧｅｎｅｔｉｃｓ＆

Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，２０１０，２８３（２）：１３５－１４５．

［２４］许玉富，黄依琳，李荣华，等．基于ＲＡＤ－ｓｅｑ的菜心ＩｎＤｅｌ标记

开发及应用［Ｊ］．广东农业科学，２０２４，５１（３）：９１－１０２．

［２５］吉康娜，郅俊杰，林丹妮，等．基于茄子基因组重测序的 ＩｎＤｅｌ

标记开发及应用［Ｊ］．植物遗传资源学报，２０１９，２０（５）：１２７８－

１２８８．　

［２６］蒲伟军，谭冰兰，贺丹晨，等．利用重测序技术开发高粱 ＩｎＤｅｌ

分子标记［Ｊ］．生物技术进展，２０２３，１３（５）：７３０－７４１．

［２７］杨　易，黎庭耀，李国景，等．基于重测序的长豇豆基因组ＩｎＤｅｌ

标记开发及应用［Ｊ］．园艺学报，２０２２，４９（４）：７７８－７９０．

［２８］齐　兰，杨耀东，黄丽云，等．基于重测序的槟榔 ＩｎＤｅｌ标记开

发及应用［Ｊ］．分子植物育种，２０２４，２２（５）：１５０１－１５０７．

［２９］卢　霞，刘梦华，邓志军，等．基于 ＩｎＤｅｌ标记的黄瓜种质资源

遗传多样性分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０２１，４９（１）：４９－５４．

孙晓丽，武艳芳，王永丽，等．金银花ＭＹＢ基因家族的功能鉴定与组织表达差异分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０２５，５３（８）：４１－４８．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２５．０８．００６

金银花 ＭＹＢ基因家族的功能鉴定与组织表达差异分析
孙晓丽，武艳芳，王永丽，高　璐，陈寻峰，蒋建雄

（江苏大学生物质能源研究院，江苏镇江２１２０１３）

　　摘要：为了探究金银花ＭＹＢ家族转录因子的调控功能，挖掘对绿原酸生物合成具有调控作用的ＭＹＢ转录因子，
从金银花的转录组数据中鉴定出３７个ＭＹＢ转录因子，并对其所编码蛋白的理化性质、进化关系、启动子序列、保守基
序区域和不同组织中的相对表达量进行系统分析。保守基序（ｍｏｔｉｆ）区域分析结果表明，３７个 ＭＹＢ转录因子含有保
守的Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ结构域，属于 Ｒ２Ｒ３－ＭＹＢ亚族。上游启动子元件分析结果显示，这些 ＭＹＢ转录因子参与植物激
素、外界非生物胁迫、生长发育的应答等。组织差异性表达分析结果显示，ＬｊＭＹＢ６－１、ＬｊＭＹＢ１２－２、ＬｊＭＹＢ４为代表
的１２个转录因子的基因在白花中相对表达量较高，以ＬｊＭＹＢ６、ＬｊＭＹＢ１１、ＬｊＭＹＢ１２为代表的１２个转录因子的基因在
青蕾中相对表达量较高，而金银花中的白花和青蕾是绿原酸含量最高的药用部位。系统进化树结果显示，ＬｊＭＹＢ１１、
ＬｊＭＹＢ４、ＬｊＭＹＢ６、ＬｊＭＹＢ６－１、ＬｊＭＹＢ１２、ＬｊＭＹＢ１２－２共６个ＭＹＢ转录因子位于参与植物苯丙素代谢途径调控的进化
分支中，表明它们具有潜在的调控苯丙素代谢途径的作用。综合分析，认为这６个转录因子可能参与对金银花绿原酸生
物合成的调控。

　　关键词：金银花；ＭＹＢ；转录因子；功能分析；组织表达；ｍｏｔｉｆ分析
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　　金银花（ＬｏｎｉｃｅｒａｊａｐｏｎｉｃａＴｈｕｎｂ．）作为我国的
传统中药，药用部位为植物未开放的花蕾，金银花

早在《本草纲目》中就有记载，使用历史悠久，药用

价值极高。现代医学表明，金银花具有清热解毒、

凉血止痢、抗菌消炎、保肝利胆、提高免疫力等功

效［１－２］，对于呼吸道感染和肺炎等疾病也有很好的

治疗作用［３］。金银花含有绿原酸、木犀草素、多酚、

黄酮类、三萜皂苷类、挥发油等物质［４－６］。其中，绿

原酸类物质是金银花发挥抗菌消炎作用的主要药

效成分［７］，也是评价金银花等级的重要指标［８］。

绿原酸（ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ），也称为咖啡鞣酸，是
由咖啡酸（ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ）和奎宁酸（ｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ）生成
的缩酚酸［９］。在金银花中，次级代谢产物绿原酸主

要通过细胞的苯丙素代谢途径进行合成［１０］。绿原

酸合成通路从苯丙氨酸开始，首先生成对 －香豆酰
ＣｏＡ（ｐ－ＣｏｕｍａｒｏｙｌＣｏＡ），再分别经历 ３种主要途
径，羟基化肉桂酰辅酶Ａ／奎宁酸肉桂酰羟基化转移
酶（ＨＱＴ）途径、对 －香豆酰奎宁酸（ｐ－ｃｏｕｍａｒｏｙｌ
ｑｕｉｎｉｃａｃｉｄ）途径、羟基化肉桂酰Ｄ－葡萄糖／奎宁酸
羟基化肉桂酰转移酶（ＨＣＧＱＴ）途径，最终生成绿
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