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的要求［3］。因此，挖掘大豆高蛋白相关基因，解析

蛋白含量的遗传机制，对大豆高蛋白品种的培育具

有重要的实践意义。

在许多大豆育种项目中，对籽粒蛋白含量进行

了广泛的研究［4-6］。大豆蛋白含量是一个典型的数

量性状，受遗传和环境因素的共同影响，遗传规律极

其复杂［7］，相关基因定位研究一直以来是大豆分子

生物学研究的热点。截至 2022 年，Soybase（https：//
www.soybase.org）数据库公布了 241 个与大豆蛋

白质含量相关的 QTLs，在 20 条染色体上均有分

布。Csanadi 等［8］利用 F2 群体在 5 个不同的环境

下，筛选到 4 个与蛋白含量有关的标记，分别位于

第 1、6、7 和 9 号染色体上。Warrington 等［9］利用

高产晚熟品种与高蛋白中熟品种构建 RIL 群体，检

测到 4 个与蛋白含量相关的 QTL，其中 20 号染色

体上的位点可解释 55% 的表型变异。Pandurangan
等［10］利用重组自交系群体对蛋白质含量进行 QTL
定位，将蛋白质含量 QTL 定位在 4 条染色体上，其

中，在 6 号染色体上区间最小为 122 kb，在 20 号染

色体上区间最大为 22 Mb。Zhang 等［11］利用重组

自交系群体鉴定到 1 个与蛋白质含量相关的 QTL
位点，位于第 14 号染色体，解释了 12.4% 的表型变

异。陈庆山等［12］利用美国半矮秆大豆 Charleston
与东农 594 构建的重组自交系，检测到 5 个与蛋

白含量相关的 QTL 位点，分别位于第 8、10、19 和

20 号染色体，解释的表型变异在 5.16%~14.29% 之

间。经报道，已定位的大豆蛋白含量相关的 QTL 位

点在第 19 号染色体上报道较少，其中 Li 等［13］通

过连锁分析结合关联分析，在多个环境下鉴定蛋白

含量相关的 QTL，发现第 19 号染色体上有两个位

点。Jun 等［14］利用 LD 进行关联定位，鉴定大豆种

子蛋白 QTL，在第 19 号染色体上检测到两个位点。

Lu 等［15］在第 19 号染色体上定位到 1 个蛋白质含

量 QTL，物理区间大约为 19.8 Mb。目前，与大豆

高蛋白相关的基因只有少数被克隆，比如 Fliege 等
［16］发现 cqSeedprotein-003 QTL 的高或低种子蛋白

含量等位基因由 Glyma.20G85100 基因编码的 CCT
结构域蛋白中插入的转座子引起，该基因可增加种

子大约 2% 的蛋白质含量。Wang 等［17］发现一对

SWEET 同源基因 GmSWEET10a 和 GmSWEET10b
在大豆驯化过程中经历了逐步选择，可以同时改变

大豆种子大小、含油量和蛋白质含量。

本研究以前期定位在第 19 号染色体的蛋白

质含量 QTL 新位点 qPRO-19-1 为基础［18］，利用中

黄 35 和十胜长叶构建的 F2∶16 与 F2∶17 RIL 群体，将

qPRO-19-1 的定位区间由 384kb 缩小到 68.03 kb，
区间内有 4 个注释基因。该研究为大豆高蛋白相

关基因克隆、功能研究及分子标记育种提供借鉴与 
参考。

1　材料与方法

1.1　试验群体

本研究利用低蛋白质品种中黄 35 和高蛋白质

品种十胜长叶配置组合，从 F2 通过单粒传法构建

RILs 群体。2020 年，在海南三亚种植 F2∶16 群体，

包含 193 个株系；2021 年，在北京昌平种植 F2∶17 群

体，包含 173 个株系。亲本及 RIL 群体的株系分别

种植 1 行，行长 2 m，行距 0.45 m，株距 0.1 m。成熟

时每行收获 5 个单株。

1.2　表型调查

挑选形态完整籽粒饱满的种子样品，用德国

Bruker 公司生产的傅立叶变换近红外光谱仪测定

大豆蛋白质含量，每个单株种子扫描 3 次，平均值为

该单株的蛋白质含量，每个株系蛋白质含量是 5 个

单株蛋白质含量的平均值。利用 OPUS 软件中大

豆蛋白质干基模型分析光谱获得数据。同时用 SPSS 26
软件对亲本及 RIL 群体表型数据进行描述性统计，

包括性状在环境下的变异系数、平均值、偏度、峰度

和正态分布检验等。

1.3　DNA 提取及 SSR 标记的选择

用经典的 CTAB 法［19］提取亲本以及 F2∶16、

F2∶17 RIL 群体的 DNA。选择初定位区间 qPRO-
19-1 内的 22 对 SSR 标记（表 1），用于筛选亲本之

间的多态性标记。PCR 总反应体系为 25 µL，包括

2×Rapid Taq Master Mix 12.5 µL、ddH2O 9.5 µL、引
物（10 µmol）1.0 µL 和 DNA（70 ng/µL）1.0 µL。 反

应程序为 95 ℃ 5 min，95 ℃ 15 s，60 ℃ 15 s，72 ℃ 15 s，
34 个循环，72 ℃ 5 min，4 ℃保存。

1.4　Indel 标记开发与鉴定

前期在第 19 号染色体定位到 1 个蛋白质含

量新位点 qPRO-19-1，对区间内基因进行扩增。用

Phytozome（https：//phytozome-next.jgi.doe.gov/）
在线网站获得基因序列，用 Primer3 软件设计特

异性引物扩增基因，将合格扩增产物送至中国农

业科学院作物科学研究所重大工程楼一楼测序 
公司。
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表 1　鉴定 qPRO-19-1 所用 SSR 标记
Table 1　Identification of SSR markers for qPRO-19-1

引物名称

Primer name
正向引物

Forward primer（5′-3′）
反向引物

Reverse primer（5′-3′）

SSR_19_1438 TCGATTATGCCATGTTGCAC CAATTGTACCCACGTCTTGTTT

SSR_19_1439 GGATTTTTCGATGTCGCAGT GCAAAACACGTCGTTAATTAGG

SSR_19_1440 GGCTCAGAAATTTGGAGAAGG TAGTGCATTAGGCTCCCACC

SSR_19_1441 CGCTACCCTGCTTCTTCACT AAATTTTTCCTGCCGTGTTG

SSR_19_1442 TCCTTTCAAACATTGAAGCAAA AATTTAGTCCGCTTTAATATGTTTCT

SSR_19_1443 ATATGGATACCCCTCCCGAC AACTCTTTTTGGCTTCTCGATTT

SSR_19_1444 AAATAGAGCACAAGTGTCGCA AATAAAAGGTGCCCATGCAG

SSR_19_1445 TGAACAAAAATAAAAATGCAATCAA AAAATAACCTCTCATCAACCATCA

SSR_19_1446 TGATGGTTGATGAGAGGTTATTTT TGGGAGAATCAAATTACAATAATACA

SSR_19_1447 CACAATATAATTGAGAGACACTTTCAT CCCAAGTTTTCATTGTCTCAA

SSR_19_1448 TCGATGTGGACGACAGATTC TCTGCAGCACAAACTCATCA

SSR_19_1449 GGCACGCTTTTATCCATGTT AGATCTAAGAGCGCCACCAA

SSR_19_1450 GCTCGTCCGTACACTTCACA CAACAAACCAGAAACGGTCC

SSR_19_1451 TCCACAAAAGTCTACATATTGAAAAA GACGCAATAATTTGAGCGTGT

SSR_19_1452 TGACACATTCTGAAACGGATG GTAGCATTTAAATTAAGGCAAAAGA

SSR_19_1453 TCCGTAAAAGCTGCATGTTG ACCCCTTCAAGCTCACAGAA

SSR_19_1454 CAGAGGCGGACTTAGAATGG TTCGTTGACTCGGTATTCCA

SSR_19_1455 TAAGTCTCATAGGTCGGCGT TGGAGTACGAGGAACGTAATAGG

SSR_19_1456 TATGGCCCGAAAATAACGAA CGCATATGACAAGGAAGCAA

SSR_19_1457 GACGTTAATGCCGCAGTTTT TTTTGATTTATACCAAACCTTAACAAA

SSR_19_1458 TGCAAGGTGGTCATTTGAAG TCTCACGAAACCAACAGTCAA

SSR_19_1459 TCCAACCCTAATCTGTCCTGTT GAGAAGGTTTTGCTACGCCA

PCR 总反应体系为 20 µL，包括 PerfectStart® Green 
qPCR SuperMix（+Dye I）10 µL、ddH2O 7.2 µL、上下游

引物（10 µmol）各 0.4 µL 和 cDNA 2 µL。qRT-PCR 反

应程序如下：95 ℃ 30 s，94 ℃ 5 s，58 ℃ 15 s，72 ℃ 10 s，
40 个循环；72 ℃ 31 s，4 ℃保存。使用 GmActin 作为

内参基因（F：5-CGGTGGTTCTATCTTGGCATC-3； 
R：5-GTCTTTCGCTTCAATAACCCTA-3），计 算 候

选基因相对表达水平。

1.7　数据统计分析

利用 Microsoft Excel 2016 和 SPSS 26 分析 RIL
群体蛋白含量最大值、最小值、平均数、标准差、偏

度、峰度和变异系数等，利用 GraphPad 软件分析定

位区间内 InDel 标记 IN-1 各个基因型对应的蛋白

质含量分布。以中黄 35 和十胜长叶生殖时期的 R3
（始荚期）、R4（盛荚期）、R5（始粒期）、R6（鼓粒

期）和 R8（成熟期）为材料，使用 GmActin 作为内

参基因（F：5-CGGTGGTTCTATCTTGGCATC-3；
R：5-GTCTTTCGCTTCAATAACCCTA-3），用 候

选基因相对定量（2-ΔΔCT）方法计算基因的相对表 
达量。

基因测序结果表明，基因 Glyma.19g223300 在

亲本间检测到 1 个 InDel 变异位点，根据变异位点

设计包含 InDel 的标记 IN-1 的引物。PCR 总反应

体系为 25 µL，包括 2×Rapid Taq Master Mix 12.5 µL、
ddH2O 9.5 µL、上下游引物（10 µmol）各 1 µL 和

DNA（70 ng/µL）1 µL。反应程序：95 ℃ 3 min，95 ℃ 
15 s，58 ℃ 15 s，72 ℃ 15 s，35 个循环；72 ℃ 5 min，
4 ℃保存。用 1.5% 琼脂糖凝胶电泳检测标记 IN-1
的扩增产物。

1.5　QTL 定位及候选基因预测 
用 QTL ICIMapping4.1 软件对蛋白质含量进

行 QTL 定位，采用的方法是完备区间作图法（ICIM-
ADD），经 1000 次排列确定 LOD 阈值，当实际得出

的 LOD 值大于 LOD 阈值时，就认为存在 1 个 QTL。
根据定位区间物理位置查询 SoyBase（https：//www.
soybase.org/）获得基因注释。

1.6　荧光定量 PCR 分析 
实时荧光定量 PCR 分子实验采用 PerfectStart® 

Green qPCR SuperMix（+Dye I）试 剂 盒，用 ABI 
PRISM 7300 荧光定量仪器进行 qRT-PCR 扩增。
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2　结果与分析

2.1　亲本及 RIL 群体蛋白质含量分布

在 2020 年，中黄 35 平均蛋白质含量为 38.86%，

十胜长叶平均蛋白质含量为 44.70%；在 2021 年，中

黄 35 平均蛋白质含量为 35.59%，十胜长叶的蛋白

质含量为 42.70%。亲本之间蛋白质含量差异较大，

十胜长叶的蛋白含量高于中黄 35（表 2）。F2∶16 群

体蛋白质含量的变异范围在 36.37%~46.64% 之间，

平均值为 41.04%，变异系数为 5.00%；F2∶17 群体蛋

白质含量的变异范围在 33.25%~43.82% 之间，平

均值为 37.79%，变异系数为 5.37%。其中，F2∶16 和

F2∶17 群体分别有 193 个和 173 个株系，群体蛋白质

含量均呈连续性变异（图 1）。用 R 语言对 F2∶16 和

F2∶17 RIL 群体蛋白质含量进行相关性分析，相关性系

数为 0.27，P<0.01，有极显著相关性（图 2）。由表 2
可知，中黄 35 和十胜长叶蛋白质含量差异较大，2
个环境下十胜长叶的蛋白质含量显著高于中黄 35。

表 2　两年两代亲本及重组自交系群体蛋白质含量统计分析
Table 2　Statistical analysis of protein content in two generation parents and recombinant inbred line populations

年份 / 环境

Year/Environment

中黄 35
平均数 ± 标准差（%）

ZH35
Mean±SD

十胜长叶

平均数 ± 标准差（%）

SSCY
Mean±SD

重组自交系

Recombinant inbred lines

平均数 ± 标准差（%）

Mean±SD 
变异系数（%）

CV
峰度

Kurtosis
偏度

Skewness

2020 海南

2020 Hainan
38.86±0.91 44.70±0.56 41.04±0.16 5.00 -0.627 0.119

2021 北京

2021 Beijing
35.59±0.40 42.07±0.51 37.79±0.15 5.37 -0.092 0.243

ZH35：中黄 35；SSCY：十胜长叶；下同

ZH35：Zhonghuang 35；SSCY：Tokachi nagaha；the same as below

A：F2∶16 群体蛋白质含量分布图；B：F 2∶17 群体蛋白质含量分布图

A：Distribution of protein content of F 2∶16 population； 
B：Distribution of protein content of F 2∶17 population

图 1　ZH35/SSCY 重组自交系及亲本的 
蛋白质含量表型分布特征

Fig.1　Distribution of protein content phenotype of ZH35/
ZH13 RIL population and parents

*** 表示 P<0.01 水平上差异显著

*** means significant at the P<0.01 level

图 2　F2∶16 与 F2∶17 RIL 群体蛋白质含量相关性分析
Fig.2　Correlation analysis of protein content between  

F2∶16 and F2∶17 RIL populations

2.2　Indel 标记开发与鉴定

武阳春等［18］利用中黄 35 和十胜长叶杂交

构建 RIL 群体在第 19 号染色体上定位到 1 个蛋

白质含量相关的新位点（qPRO-19-1），区间内共
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有 36 个基因。对区间内基因进行扩增，发现基

因 Glyma.19g223300 存 在 1 个 InDel 变 异 位 点，

中黄 35 相对于十胜长叶增加了 16 个碱基，中

黄 35 PCR 产物长度为 169 bp，十胜长叶长度为 
153 bp。用 Phytozome（https：//phytozome-next.jgi. 

doe.gov/）下载含 InDel 变异位点的序列，用 Primer3
软件设计 InDel 标记 IN-1 的特异性引物（表 3）。
此外，用 1.5% 琼脂糖凝胶电泳鉴定标记 IN-1 在中

黄 35 与十胜长叶之间的特异性（图 3），可以满足定

位需求。

多态性 SSR 标记中选择物理位置分布均匀且条带清

晰的 5 个 SSR 标记鉴定 F2∶16 与 F2∶17 群体基因型。

SSR 标记和 InDel 标记的基因型数据结合蛋白质含

量表型数据，用 ICIMapping4.1 软件定位大豆蛋白质

含量相关 QTL，获得了 1 个稳定的蛋白质含量 QTL
位点（图 4），qPRO-19-1 区间大小为 68.03 kb，位于

标记 SSR_19_1443 到 SSR_19_1447 之间，区间内包

含 4 个基因。其中，F2∶16 群体 LOD 值为 2.13（表 4），
可解释的表型变异率为 6.23%，加性效应为 -0.53。
F2∶17 群体 LOD 值为 3.96，可解释的表型变异率为

10.45%，加性效应为 -0.66。

F2∶16 与 F2∶17 RIL 群体定位在同一区间

The F2∶16 and F2∶17 RIL populations are located in the same interval

图 4　RIL 群体在 19 号染色体定位蛋白质含量 QTL
Fig.4　RIL populations map protein content QTLs  

on chromosome 19

表 3　InDel 标记引物序列及亲本 PCR 产物长度
Table3　InDel marker primer sequence and length of parental PCR product

引物名称

Primer name
正向引物

Forward primer（5′-3′）
反向引物

Reverse primer（5′-3′）

片段长度（bp）Product size

中黄 35
ZH35

十胜长叶

SSCY

IN-1 ACTTAAGGAGTTATAGATAATTTCA AAAGTGGTCTATAAAAATCTGCTCT 169 153

ZH35：中黄 35；SSCY：十胜长叶

ZH35：Zhonghuang 35；SSCY：Tokachi nagaha；M：Marker

图 3　InDel 标记 IN-1 鉴定 ZH35 和 SSCY 胶图
Fig.3　InDel marker IN-1 to identify ZH35 and  

SSCY glue maps

2.3　大豆蛋白质含量相关 QTL 的精细定位

前期定位的蛋白质含量新位点 qPRO-19-1，介于

标记BARCSOYSSR_19_1438和BARCSOYSSR_19_ 1459 
之间，区间大小为 384 kb。为进一步分析新位点

qPRO-19-1，选择区间内开发的 Indel 标记 IN-1 和多 
态性 SSR 标记进行定位。用开发的标记 IN-1 鉴定

F2∶16 与 F2∶17 群体基因型，同时将 qPRO-19-1 区间内的

22 对 SSR 标记分析亲本间多态性，共检测到 8 个多

态性 SSR 标记，分别是 SSR_19_1442、SSR_19_1443、
SSR_19_1447、SSR_19_1449、SSR_19_1450、 
SSR_19_1451、SSR_19_1455 和 SSR_19_1459。 从 8 个 

表 4　完备区间作图法定位 F2∶16 和 F2∶17 群体蛋白质含量 QTL 的染色体位置和参数
Table4　Chromosome locations and parameters of QTL for protein content of ICIM model F2∶16 and F2∶17 populations

群体

Population
左侧标记

Left marker
右侧标记

Right marker
LOD 值

LOD value
表型变异率（%）

PVE
加性效应

Additive effect

F2∶16 SSR_19_1443 SSR_19_1447 2.13  6.23 -0.53

F2∶17 SSR_19_1443 SSR_19_1447 3.96 10.45 -0.66
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2.4　大豆蛋白质定位区间候选基因分析

为进一步确定候选基因，用 qRT-PCR 技术检

测定位区间内基因相对表达量，分析其在中黄 35
和十胜长叶大豆种子生长发育时期鲜重 R3（27~ 
42 mg）、R4（95.1~114.9 mg）、R5（200~250 mg）、

R6（250.1~300 mg）和 R8（>350 mg）5 个时期的表

达差异（图 5）。在亲本种子各个发育时期均未检

测到 Glyma.19g221900 和 Glyma.19g222100 表达；虽

然 Glyma.19g221800 在亲本种子各个发育时期有

表达，但相对表达量都比较低，其中十胜长叶在 R3
和 R5 非连续低表达，分析可能有两个原因，第一，

样品来自于同一株系，但对蛋白质的积累能力不完

全一致，第二，大豆蛋白质含量是一个复杂的数量性

状，受种植环境影响较大。基因 Glyma.19g222000
在中黄 35 和十胜长叶种子的 R3、R4、R6 和 R8 之

间的表达量都呈极显著差异，其中中黄 35 在 R3 和

R4 持续高表达，可能在这个时期种子蛋白质开始 
积累。
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* 代表在 P≤0.05 水平具有显著性差异，** 代表在 P≤0.01 水平具有显著性差异

A and B are the relative expression levels of the genes Gene1 and Gene3 ，respectively.The black variance bar represents the standard error（SEM）of 
the mean value.，* correlation is significant at the P≤0.05 level，** Correlation is significant at the P≤0.01 level

图 5　定位区间内候选基因在种子不同发育时期的相对表达量
Fig.5　Relative expression levels of candidate genes in the mapping interval at different developmental stages of seeds

3　讨论

3.1　大豆蛋白质含量的影响因素

大豆蛋白质属于复杂的数量性状，受多基因控

制，同时种植环境也对蛋白表型有很大影响，比如

光照强度［20］、种植密度［21］，地理纬度［22］、大气 CO2

浓度［23］和播期［24］等，这些环境因素对大豆蛋白表

型的精准鉴定有一定影响。在环境和基因的交互

作用下，高蛋白大豆育种更具有挑战性［25］。据北

京气象局统计，2021 年（6-8 月）平均降水量多达

627.4 mm，分别较常年同期和近十年同期多 70%

和 60%，为近 20 年降雨量最多，其中汛期 63.8% 的
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降雨集中于 7 月，8 月降水量虽趋于减少，但仍比

常年同期偏多 20%，同时降雨过程偶尔伴有冰雹或

6 级以上短时大风天气。鉴定 2021 年 RIL 群体的

表型时，大豆籽粒蛋白质含量随着降雨量增多而降

低，这种现象在王树宇等［26］的研究中被提及，研究

结果表明降雨量与蛋白质含量极显著负相关，不利

于籽粒干物质的积累。在本研究中，由于两年种植

地生态区域有较大的差异，亲本及 RIL 群体蛋白质

含量有一定的差异，但 F2∶16 和 F2∶17 RIL 群体蛋白

质含量相关性系数为 0.27，P<0.01，具有极显著相 
关性。

3.2　大豆高蛋白质 QTL 定位新位点

据 Soybase 数据库（https：//www.soybase.org）
统计，与大豆蛋白质含量相关的 QTL 有 241 个，第

19 号染色体上的蛋白含量 QTL 位点数目较少且都

相互独立。其中，Lu 等［15］定位的蛋白质含量 QTL
最大，区间大小为 19.80 Mb，可解释的表型变异率

为 5.9%。Diers 等［27］定位的蛋白质含量 QTL 最小，

区间大小为 482 kb，可解释的表型变异率为 5.90%。

Tajuddin 等［28］在两个环境中检测到 1 个蛋白质含

量 QTL 位点，大小为 2.0 Mb。Mao 等［29］在两个不

同的环境下，定位到两个蛋白质含量 QTL 位点，区

间大小相差约 3.7 Mb。Jun 等［14］利用关联分析对

大豆蛋白质含量进行定位，在第 19 号染色体鉴定

到 1 个 QTL，可解释的表型变异率 16%，与 Diers
等［27］报道的位点一致。本研究将蛋白质含量 QTL

（qPRO19-1）位点由 384 kb 缩小至 68.03 kb，是目前

第 19 号染色体定位区间最小的 QTL，小于 Mansur
等［30］和 Jun 等［14］报道的 QTL 区间大小，同时也是

1 个新的蛋白质含量 QTL。
3.3　候选基因预测

根据 SoyBase（https：//www.soybase.org/）获得

4 个基因的功能注释（表 5），基因 Glyma.19g221800
是几丁质酶家族蛋白，几丁质酶有广泛的生物学

作用，参与共生固氮作用，调控植物生长发育，并

且在植物保护方面有重要应用价值［31］。其中，

几丁质酶可以使固氮菌的结瘤因子失活降解，并

且氮有利于大豆蛋白质含量的增加［32-36］。基因

Glyma.19g221900 参与生长素激活的信号通路，调

节植物根的生长发育。基因 Glyma.19g222000 属

于 Hairy/E（spl）家族的转录抑制子，参与调控光

敏色素转录过程，对植物的生长发育有非常重要的

作用。基因 Glyma.19g222100 属于 SNF7 蛋白质

家族，主要参与细胞内蛋白质的运输，可能会影响

大豆蛋白质含量。推测基因 Glyma.19g221800 和

Glyma.19g222100 可能与大豆蛋白质含量相关，但

是候选基因的选择还有待于下一步的鉴定和功能 
验证。

表 5　Soybase 网站目标区间内基因功能注释信息
Table 5　Gene function annotation information in the positioning 

interval on the soybase website

基因

Gene
功能注释

Feature notes

Glyma.19g221800 几丁质酶代谢过程、碳水化合物代谢过

程、氨基酸转运、硝酸盐运输

Glyma.19g221900 调控转录、调节根生长发育、蛋白结合

Glyma.19g222000 调控转录、光敏色素相互作用因子

Glyma.19g222100 细胞内蛋白质运输

4　结论

利用中黄 35 和十胜长叶构建的 F2∶16 和 F2∶17 

RIL 群体进行定位。用开发的 InDel 标记 IN-1 和

区间内多态性 SSR 标记将大豆蛋白质含量 QTL 位

点 qPRO-19-1 由 384 kb 缩小到 68.03 kb，位于分子

标 记 SSR_19_1443 到 SSR_19_1447 之 间，包 括 4
个基因，在 F2∶16 和 F2∶17 RIL 群体分别解释了 6.23%

和 10.45% 的遗传变异，加性效应均为负值，说明定

位高蛋白位点来自于十胜长叶。本研究结果为大豆

高蛋白质的基因克隆及分子标记辅助育种创造了 
条件。
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