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基于 BSA-seq 和 GWAS 技术的豇豆花色基因定位分析

胡格格，朱姝萌，苏晓佳，康 研，刘明慧，郭 瑞，潘 磊
（江汉大学生命科学学院/湖北省食用豆类植物自然科技资源中心/湖北省豆类（蔬菜）植物工程技术研究中心，武汉 430056）

摘要：豇豆（Vigna unguiculata）是主要豆科农作物之一，广泛分布在全球的热带和亚热带地区，我国各地均有种植。豇

豆花色是一种重要农艺性状，在其繁殖过程中发挥着重要作用，但是豇豆花色变异的分子遗传基础尚不清楚。为此，本研究

采用基于重组自交系（RILs）群体花色的 BSA-seq 分析与豇豆自然群体（271 份）花色的全基因组关联分析（GWAS）相结

合，将控制花色的基因定位于第九号染色体上 31.9 Mb至 32.3 Mb之间（0.4 Mb区域）。分析表明该 0.4 Mb区域包含 30个

基因，其中 TRANSPARENT TESTAGLABRA 1（TTG1）基因位于 SNP-index峰值附近，且在拟南芥中参与调控花青素的生

物合成。进一步采用实时荧光定量 PCR（RT-PCR）分析发现，紫色和白色的旗瓣在 TTG1的基因表达存在显著差异。此外，

在该区域内筛选出 2对多态性 SSR引物，能够区分 RIL群体中紫色和白色旗瓣个体。本研究结果可为豇豆花色遗传变异和分

子育种提供一定的理论依据。
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Abstract: Cowpea (Vigna unguiculata) is one of the major legume crops, widely distributed in tropical and subtropical regions of

the world, and grown throughout China. Cowpea flower color is an important agronomic trait that plays an important role in its

reproduction, but the molecular genetic basis of cowpea flower color variation is not known. To this end, this study used a combination

of BSA-seq analysis based on flower color in a population of recombinant inbred lines (RILs) and genome-wide association analysis

(GWAS) of flower color in a natural population of cowpea (271 accessions), which located the gene controlling flower color between

31.9 Mb and 32.3 Mb on chromosome IX (0.4 Mb region). The analysis showed that this 0.4-Mb region contains 30 genes, among

which the TRANSPARENT TESTA GLABRA 1 (TTG1) gene is located near the peak of SNP-index and is involved in the regulation

of anthocyanin biosynthesis in Arabidopsis. Further analysis using real-time fluorescence quantitative PCR (RT-PCR) revealed that



there was a significant difference in gene expression of TTG1 between purple and white flag petals. In addition, two pairs of

polymorphic SSR primers were screened within this region and were able to distinguish between purple and white flag petal

individuals in the RIL population. The results of this study can provide some theoretical basis for cowpea flower color genetic

variation and molecular breeding.
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豇豆（Vigna unguiculata）是世界范围内重要的豆科作物之一，起源于非洲，广泛分布于热带和亚热带

地区[1]。当前，豇豆主要的栽培亚种为普通豇豆（ssp. unguiculata）和长豇豆（ssp. sesquipedalis）。普通豇

豆以食用干种子为主，具有耐旱、耐贫瘠等生长特性，且经济价值高，在粮食和营养安全方面占据独特地

位[2]。长豇豆因其嫩荚长而肉厚作为蔬菜，富含蛋白质、氨基酸、维生素和矿物质等营养成分，在东南亚和

中国深受欢迎[3]。

花色作为植物的重要性状和主要视觉信号，在植物繁殖过程中发挥着关键作用[4-5]。在漫长的进化历程

中，植物可以利用花色吸引传粉昆虫进行授粉，从而获得了显著的竞争优势，这种特性使得被子植物在植

物中占据了主导地位，极大地丰富了这一类群的生物多样性[6]。花色不仅能作为视觉线索吸引昆虫传粉，还

能够帮助它们准确识别花朵。昆虫对不同花色的偏好存在显著差异[7]，例如熊蜂偏好紫色花朵，而蜜蜂则偏

好豆科植物中的白色花朵[8]。另一方面，花朵中的色素也可参与植物的抗病防御和抵御光氧化损伤[9-11]，某

些花色的变化还具有驱虫作用[12-13]。花色的多样性提高了昆虫辨识的效率和准确性[14]，从而促进了植物与

传粉者之间复杂的生态关系，并为植物育种工作奠定了重要基础[15]。

目前，豇豆中花色变异较少，主要有三种花色类型：紫色、白色和淡紫色[16]。据报道普通豇豆中花色

的遗传表现为质量性状遗传模式，其中紫色花表型对白色花表型为显性[17]，紫色花表型对淡紫色花表型也

呈显性[18]。也有研究认为，普通豇豆中的花色（紫色花与白色花）可能由两个基因的相互作用所控制[19]。

在普通豇豆亚种中，已将一个与花色相关的 QTL（CFcol7）定位于第 7号染色体上[20]。然而，关于影响长

豇豆中花色的基因组区域，包括插入/缺失、碱基替换和染色体重排等方面的研究仍知之甚少[21]。

随着全基因组测序技术的不断发展，BSA-seq 技术已成为定位与性状相关 QTL 区域的快速有效手段

[22-23]。在此 BSA-seq分析方法中，两个群体样本分别由具有明显或相反极端性状的两组群体 DNA混合而成，

形成两个混合样本。混合样本在 NGS平台上进行测序，从而便于比较两者之间的等位基因频率。除了与相

反极端表型相关的区域外，大多数基因组区域在两个混合样本中的等位基因频率大致相同[24]。两个混合样

本之间等位基因频率显著差异的基因组位置揭示了与性状相关的 QTL。利用生物信息学进行统计分析，可

以确定相关 QTL位置的置信区间[25]。BSA-seq技术发展迅速，应用广泛。例如，该技术已被用于精确定位

水稻（Oryza sativa L.）中导致叶片淡绿和半矮秆性状的遗传位点[26]，定位控制大豆（Glycine max L.）子叶

颜色的基因[27]以及黄瓜（Cucumis sativus L.）中抗白粉病的基因[28]。



全基因组关联分析（GWAS，genome-wide association study），是基于连锁不平衡（LD， linkage

disequilibrium）原理，通过对大样本群体中的表型变异与多态性标记进行关联分析，从而计算出与复杂性状

相关的基因或基因组区域[29]。GWAS因其耗时较短、成本较低且遗传信息来源广泛等优势，已成为基因组

学研究的主要方法之一，并广泛应用于多种作物不同性状的基因发掘[30-32]。在长豇豆中，Xu等[33]通过 GWAS

揭示了 72个与荚长紧密相关的 SNP(单核苷酸多态性)分子标记；Pan等[34]通过对来自非洲和亚洲不同亚种

的豇豆种质资源全基因组分析，发现多个控制荚长、荚宽的关键候选基因。

本研究拟联合 BSA-seq和 GWAS技术，定位控制豇豆花色的候选区段，初步筛选豇豆花色相关候选基

因，并分析豇豆花色遗传基础，为豇豆分子育种提供参考依据和理论依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

长豇豆花朵分为三种结构：旗瓣、翼瓣和龙骨瓣，本研究中仅以旗瓣的颜色为研究目标。选用紫花品

种 A111G（V. unguiculata ssp. unguiculata）为母本，白花品种 A147（V. unguiculata ssp. sesquipedalis）为父

本进行杂交并获得 F1，通过单粒传法选育得到 RIL 群体，共计 303个株系，观察并记录每个株系的旗瓣颜

色（详见 https://doi.org/10.13430/j.cnki.jpgr. 20241210001，附表 1）。试验材料种植于湖北省武汉

市汉南区（113°25' E，30°11' N）。大棚种植，采用常规日常管理，每棚 4行，每行长 30米，宽 1.5米，行

距 0.8米，株距 0.8米。本研究中所有长豇豆材料均由湖北省食用豆类自然科技资源中心和湖北省豆类（蔬

菜）植物工程技术研究中心提供。

1.2 BSA-seq试验方法

1.2.1 混池测序 选取亲本及 RIL群体中 27个白花豇豆和 31个紫花豇豆材料分别用于混池测序分析。所

有样本种子使用 75%乙醇消毒 1分钟，随后用无菌水清洗，再在 26℃恒温培养箱（光照 16小时/黑暗 8小

时周期，相对湿度 60%）中进行培养。采用 CTAB法[35]从样本嫩叶中提取总 DNA。混池中母本“A111G”编

号为“R01”，父本“A147”编号为“R02”，白花 DNA混池（WF-pool）编号为“R03”，紫花 DNA混池（PF-pool）

编号为“R04”，使用 Nanodrop 2000分光光度计（Thermo Scientific, USA）测定样本 DNA的浓度。将白花材

料 DNA和紫花材料 DNA分别等量混合，构建得到 R03和 R04两个 DNA混池。利用 Bioruptor Pico System

（Diagenode, Belgium）将两个亲本和两个混合池的 DNA超声处理为 350 bp片段。剪切后的 DNA片段进行

末端修复，使用 T4 DNA连接酶连接测序接头，并进行 PCR扩增。扩增产物纯化后，通过 Illumina HiSeq 2500

进行测序。



1.2.2 测序数据分析 原始测序数据通过北京百迈客生物科技有限公司提供的内部 Perl 脚本进行过滤，该

脚本去除低质量 reads（质量值 Q≤10的碱基数占整条 read 50%及以上），以及含模糊序列（“N”）超过 10%

的 reads。随后，将质量合格的测序序列与豇豆基因组（http://tree-bio.hzau.edu.cn/）比对。使用 Picard 软件

（https://sourceforge.net/projects/picard/）标记重复序列。利用 GATK的默认参数检测单核苷酸多态性（SNP）

和插入缺失（InDel）标记[36]。过滤出高质量 SNPs和 InDels[37]后，采用欧式距离（Euclidean Distance，ED）

算法做关联分析（SNP-index），统计每条 scaffold上两混池间差异的 SNP数目，以及候选的关联位点数目，

通过超几何分布计算每条 scaffold 上富集关联位点的概率，计算筛选出包含显著富集关联位点的 scaffold

（FDR<0.01），利用 R软件（版本 4.0.5）中的 Fisher.test函数检测豇豆花色变异的相关性。

1.3 全基因组关联分析（GWAS）

选取 271份具有代表性的豇豆种质资源（详见 https://doi.org/10.13430/j.cnki.jpgr. 20241210001，

附表 2），针对其花色表型特征，结合全基因组单核苷酸多态性（SNP）分子标记[34]，进行花色 GWAS分

析。最佳线性无偏预测（BLUP）采用 R 4.0.5 (https://www.r-project.org/)中的“lme4”软件包进行分析。采用基

因组高效混合模型关联算法（GEMMA）进行 GWAS分析，设置 LMM参数为 1[38]。利用 PLINK程序确定

标签 SNP 的数量，并将 GWAS的阈值设定为标签 SNP 数量的 0.05倍和 0.01倍。通过 R软件中的 CMplot

程序包将 GWAS分析结果可视化为曼哈顿图和 Q-Q图。

1.4 荧光定量 PCR

选取 20份豇豆材料（紫花白花各 10份）进行荧光定量 PCR分析。所有供试材料均从田间取样，将旗

瓣迅速置于液氮中冷冻，并储存于-80℃冰箱中备用。使用 Plant RNA Extraction Kit（Takara, Japan）提取旗

瓣 RNA，并使用分光光度计（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）测量 260/280 nm处的吸光度，

选择吸光度 A260/A280比值接近 2.0的样本用于后续的 cDNA合成。将白花材料 RNA和紫花材料 RNA分

别等量混合，取 1μg RNA，使用 SuperMix cDNA（北京全式金生物技术有限公司）和 oligo（dT）引物进行

反转录，生成 cDNA。基于 RT-qPCR 引物设计原则，利用 NCBI Primer-BLAST 和 Oligo7.0 软件设计 TTG1

基因的 RT-qPCR引物。TTG1基因的正向引物序列为 5'-ATGTTCCATCCCCGCAAACC-3'，反向引物序列为

5'-TCAAACCTTCAAAAGCTGCAC-3'，以 GAPDH基因为内参进行相对表达量归一化[39]。所有 RT-qPCR操

作均在 96孔板上进行，使用 Quant-StudioTM Real-Time PCR软件（Applied Biosystems, Waltham, MA, USA）

和 SuperReal PreMix Plus Mix（天根生化科技有限公司）。每个 20μL反应体系包含：10µL 2×SuperReal PreMix

Plus Mix，0.4µL正反引物（10µM），2µL cDNA，以及 7.2µL RNase-free H2O。RT-qPCR采用两步法进行，

第一步 95 ℃预变性 5 min；第二步 95 ℃变性 5 s，60 ℃退火 30 s，共 40个循环。每个样本设置 3个生物学



重复，3个技术重复。

1.5 开发 SSR分子标记

利用MISA（https://webblast.ipk-gatersleben.de/misa）和 Primer6.0软件设计 SSR（Simple Sequence Repeat）

引物。设计参数设定如下：引物长度为 19-27 bp，GC含量为 45%-60%，重复单元长度为 2-3 bp，核苷酸重复

次数至少 6次，引物退火温度控制在±2℃范围内，产物大小介于 150-300 bp之间。设计的引物送至公司合成（北

京擎科生物科技股份有限公司）。选取 RIL群体子代材料 45份（15份白花样品、15份紫花样品、15份淡紫

花色样品）及亲本材料（A111G、A147）作为供试样本，用于筛选多态性 SSR标记。PCR反应体系总体积为

20 μL，包含 1 μL模板 DNA（100 ng/μL）、1 μL正向引物（10 μM）、1 μL反向引物（10 μM）、10 μL 2×E-Taq

PCR Master Mix和 7 μL ddH₂O。PCR扩增程序为：95℃预变性 5 min；95℃变性 30 s，57℃退火 30 s，72℃

延伸 40 s，共 32个循环；最后 72℃延伸 5 min，4℃保存备用。筛选出扩增条带清晰、重复性好、具有多态性

的引物，以 47份材料的基因组 DNA为模板进行 PCR扩增和聚丙烯酰胺凝胶（PAGE）电泳检测，并进行拍照

记录。6% PAGE电泳检测采用银染试剂盒（兰杰柯科技有限公司）进行染色。

2 结果与分析

2.1 基于 BSA-seq技术的豇豆花色基因定位

2.1.1 测序质量评估 利用 Illumina 高通量测序技术，从白花混池（WF-pool）和紫花混池（PF-pool）中分

别获得了 83919653和 91641677个的短序列，且两个 DNA混池中超过 88%的序列都成功比对到豇豆参考基

因组上[40]，这些比对位置确保后续检测分析的准确性（图 1）。WF-pool和 PF-pool的 Q30值分别为 94.53%

和 94.40%，母本和父本的有效测序深度分别达到基因组覆盖率的 12×和 14×（表 1）。原始读段数据已上传

至 NCBI SRA，包括四个编号：SAMN16491723、SAMN16491724、SAMN16491725和 SAMN16491726。根

据该参考基因组，共获得 70.77 Gbp的高质量读段（Q30 > 80%），平均测序深度为 30.23×。样本与参考基

因组之间的平均比对效率为 90.42%，平均覆盖深度为 26.00×，且基因组覆盖率达到 95.88%（至少有一个碱

基覆盖）。测序覆盖均匀，变异检测精确，随机性好，利于后续检测筛选。



F：A111G(母本)；M：A147（父本）；PF-pool：紫花样品；WF-pool：白花样品；standard petal：旗瓣；wing petal：翼瓣；keel petal：龙骨

瓣

F: A111G(Female); M: A147(Male); PF-pool: purple flower samples; WF-pool: white flower samples

图 1 RIL群体亲本及子代花色

Fig.1 Parental and progeny flower color of RIL population

表 1 样品测序数据评估统计

Table 1 Sample sequencing data evaluation statistics

样品编号

Sample ID

过滤后的 reads 数

Clean Reads

过滤后的

碱基数

Clean Base

测序质量值百分比

The percentage of Q30

GC 含量（%）

GC(%)

测序深度（×）

Depth(×)

比对率（%）

Mapped reads ratio (%)

R01 29383726 8801965578 94.01 34.38 12 89.68

R02 31322732 9381394058 94.22 34.5 14 91.47

R03 83919653 25135015124 94.53 34.14 37 89.9

R04 91641677 27453060388 94.40 34.06 41 90.62

注：编号中，母本“A111G”为“R01”，父本“A147”为“R02”，白花DNA混池（WF-pool）为“R03”，紫花DNA混池（PF-pool）为“R04”

Note: In the numbering, female “A111G” is “R01”, male “A147” is “R02”, white-flower DNA pool (WF-pool) is “R03”, purple-flower DNA pool (PF-pool) is

“R04”

2.1.2 SNP和 InDel关联分析 基于 SNP标记，采用 ED关联算法筛选出 818个与花色性状相关的 scaffold，

运用 SNP-index关联分析筛选出 179个与花色性状相关的 scaffold，通过对比上述两种关联算法的结果，取

交集得到 105 个与花色性状相关的共同 scaffold；基于 InDel关联分析，采用 ED关联算法筛选出 202个性

状相关的 scaffold，运用 InDel-index 关联分析筛选出 48 个与花色性状相关的 scaffold，通过对比上述两种



关联算法的结果，取交集得到 19个与花色性状相关的共同 scaffold。综合 SNP和 InDel分析结果，得出 12

个与花色性状相关的共同 scaffold（详见 https://doi.org/10.13430/j.cnki.jpgr. 20241210001，附表 3），

进一步筛选出四个 SNP 频率存在显著差异的区域，作为候选的 QTL区域（图 2）。其中，一个主要控制花

色的 QTL定位区域位于第九号染色体上，具体位于 28.8 Mb至 32.4 Mb之间（区间长度为 3.6 Mb）。

A为花色BSA-seq基因组定位分析结果图；B为控制长豇豆花色的候选QTL区域。A图中横坐标为染色体名称，CI_95 和 CI_99 分别代表 95%

和 99% 的置信区间。B图中分别代表第1号染色体和第9号染色体

A:Map of the results of the genomic localization analysis of floral BSA-seq; B:Candidate QTL regions controlling flower colour in cowpea.Horizontal

coordinates are chromosome names, and CI_95 and CI_99 represent 95% and 99% confidence intervals, respectively, in Figure A. Chromosome 1 and

chromosome 9 are represented in Figure B, respectively.

图 2 豇豆花色 BSA测序分析结果图及其候选区间

Fig.2 Map of the results of BSA sequencing analysis of cowpea flower color and its candidate intervals

2.2 花色全基因组关联分析

花色全基因组关联分析结果揭示出多个显著 SNP 位点，其中第九号染色体上 31946956bp是主要 QTL

区域（图 3A）。Q-Q图表明，这些 QTL具有高度可信度（图 3B）。根据 P值的分布，将该 QTL的基因组

区域设定为第九号染色体上 31866010-32297134bp（图 3C）。同时，进一步分析发现，基于 BSA-seq 的花

色 QTL（28.8 Mb至 32.4 Mb）与基于 GWAS鉴定的花色 QTL（31.9 Mb至 32.3 Mb），两个区域存在重

叠。因此，这些数据表明，本研究定位的长豇豆花色 QTL的区间结果可靠。



A为花色GWAS结果的曼哈顿图；B为A中结果的QQ图；C为位于第九号染色体上与花色有关QTL的放大基因组区域；D为TTG1在紫花和白花

中的表达量

A:Manhattan plot of the GWAS results of FC; B:Quantile-Quantile plot for the P values in A; C:The magnified genomic regions for the FC QTL at Chr9; D:The

expression of TTG1 in purple and white flowers

图 3 豇豆花色的全基因组关联分析结果和定量分析

Fig.3 Genome-wide association analysis results and quantitative analysis of flower color in cowpea

2.3 花色候选基因挖掘及 TTG1定量分析

通过对花色 QTL 区域内（Chr09: 31866010-32297134）进行分析，揭示出 4 个连锁不平衡（LD）区块

和 30个候选基因（表 2）。在 SNP-index峰值附近，发现了编码 TRANSPARENT TESTAGLABRA 1（TTG1）

基因的位点（evm.model.Chr09.2264）（图 3C）。已有的报道表明 TTG1基因与花色合成功能相关，在拟南

芥中，TTG1负责调控花青素的生物合成，从而导致种皮和幼苗呈现红色[41]。同时选取 20份豇豆材料对 TTG1

基因进行荧光定量 PCR分析，结果显示紫花材料的表达量显著高于白花材料（图 3D），TTG1基因可能是

长豇豆花色有关的候选基因。

表 2 花色 QTL区域候选基因功能注释（第 9号染色体）

Table 2 Functional annotation of candidate genes in the flower color QTL region (chromosome 9)

起始位置-终止位置

Start-End

基因 ID

Gene ID

基因功能注释

Gene function annotation

起始位置-终止位置

Start-End

基因 ID

Gene ID

基因功能注释

Gene function annotation

31879068-31886773 evm.model.Chr09.2235 未知功能蛋白 32067443-32072471 evm.model.Chr09.2250 结构蛋白 CID12



31888038-31890347 evm.model.Chr09.2236 生长调节互作因子 32084261-32089855 evm.model.Chr09.2251 结构蛋白 CID12

31899927-31900388 evm.model.Chr09.2237 植物转化酶超家族 32104385-32110166 evm.model.Chr09.2252 SR 蛋白家族 SRp34a

31901467-31902892 evm.model.Chr09.2238 果胶甲酯酶 32132091-32143290 evm.model.Chr09.2253 植物胚珠发育基因

31928673-31931041 evm.model.Chr09.2239 未知功能蛋白 32151318-32152762 evm.model.Chr09.2254 60S酸性核糖体蛋白家族

31948572-31951741 evm.model.Chr09.2240 生长调节因子 GRF2 32158202-32160779 evm.model.Chr09.2255 未知功能蛋白

31953114-31956252 evm.model.Chr09.2241 蛋白激酶家族蛋白 32167229-32177541 evm.model.Chr09.2256 未知功能蛋白

31970537-31972599 evm.model.Chr09.2242 锌指结构酰基辅酶 A 32178196-32181038 evm.model.Chr09.2257 未知功能蛋白

31973537-31976542 evm.model.Chr09.2243 蛋白激酶家族蛋白 32206696-32210296 evm.model.Chr09.2258 未知功能蛋白

32005466-32008558 evm.model.Chr09.2244 蛋白激酶家族蛋白 32214355-32216301 evm.model.Chr09.2259 转录活性蛋白 PTAC15

32016083-32016407 evm.model.Chr09.2245 未知功能蛋白 32221086-32223324 evm.model.Chr09.2260 30S核糖体蛋白

32020250-32021071 evm.model.Chr09.2246 未知功能蛋白 32239928-32245153 evm.model.Chr09.2261 未知功能蛋白

32035824-32036836 evm.model.Chr09.2247 热休克蛋白 HSP21 32248794-32249426 evm.model.Chr09.2262 晚期胚胎发育蛋白家族

32037394-32037804 evm.model.Chr09.2248 未知功能蛋白 32253651-32255178 evm.model.Chr09.2263 未知功能蛋白

32051874-32054226 evm.model.Chr09.2249 RNA 结合蛋白 32259203-32260405 evm.model.Chr09.2264 重复蛋白家族 TTG1

2.4 花色 QTL区间多态性 SSR分子标记筛选

在控制花色 QTL目标区域（第九号染色体上 31.9 Mb至 32.3 Mb之间）内进行 SSR分子标记发掘，对

每个 SSR位点设计其对应引物，利用亲本材料（A111G和 A147）进行多态性检测，筛选出条带清晰且多态

性较好的 2个 SSR位点（VuFC9-4、VuFC9-7），其中 VuFC9-4 的起始位置为 31939870bp，重复基元为(TA)36，

正向引物序列为 5'-TGTTGCAAGGAACTTGTTATTTT-3'，反向引物序列为

5'-TCCGCATTTGGAAAGAGAAG-3'，退火温度 Tm 为 57℃，产物预期大小为 236 bp；VuFC9-7的起始位置

为 32252460bp，重复基元为(AT)37，正向引物序列为 5'-AATTGCCAAACCAAAAGGTG-3'，反向引物序列为

5'-TGAAAATATCATAAATGCACAAAAGA-3'，退火温度 Tm为 57℃，产物预期大小为 233 bp。在亲本和

RIL子代不同花色个体的 PAGE电泳检测中，可以看出亲本间条带有明显差异，紫花母本 A111G和紫花子

代个体位于同一条带附近，白花父本 A147和白花子代个体位于同一条带附近，淡紫花色子代个体则条带位

置不一，这 2个 SSR位点均能够清晰地区分长豇豆中紫花和白花两种表型（图 4）。



A为VuFC9-4引物胶图；B为VuFC9-7引物胶图；M:20bp ladder；♂:A147；♀:A111G；P:紫花；W:白花；D:过渡花色（淡紫色）

A:Primer VuFC9-4; B:Primer VuFC9-7; M:20bp ladder; ♂:A147; ♀:A111G; P:Purple flower; W:White flower; D:Transition color

图 4 通过 6%聚丙烯酰胺凝胶电泳检测 47 个豇豆花色样品中的 SSR多态性标记

Fig.4 SSR polymorphism markers in 47 samples of V. unguiculata detected by 6% polypropylene gel amide electrophoresis

3 讨论

随着 BSA-seq和 GWAS技术的广泛应用，促进了农作物重要农艺性状相关的 QTL 研究。严昕等[42]应

用豌豆紫花亲本 G0004562和白花亲本 G0002930进行杂交构建 F2分离群体，运用 BSA-seq和 InDel 分子

标记，通过基因注释推测出 Psat6g060480.1 为豌豆花色候选基因；袁翠平等[43]利用大豆籽粒蛋白含量差异

较 大 的 RIL 群 体 构 建 混 池 ， 采 用 BSA-seq 技 术 关 联 分 析 ， 将 其 定 位 在 20 号 染 色 体 区 间

（Chr20:3100000-33360000）；李文佳等[44]采用 390份花生自然群体栽培种进行 GWAS分析，最终在候选

区间中预测出 7个与花生开花时间相关的候选基因。本研究选取的 A111G、A147两个豇豆品种经过多年培

育，遗传稳定且花色差异性大，适用于 BSA-seq进行分析，且采用 GWAS技术进行联合分析，同时对控制

豇豆花色区间进行定位，进一步确保结果的可靠性。

在豇豆遗传育种研究中，花色是具有重要意义的农业性状，但关于豇豆花色 QTL 的分子基础报道甚少。

Xu等[16]认为豇豆花色的遗传模式依赖于基因型，控制花色的基因位于连锁群 LG8的远端区域，与控制种皮

颜色区域紧密连锁；Lo等[45]构建 215个普通豇豆重组自交系，通过构建高密度遗传图谱，挖掘出与普通豇

豆 9 个性状（单荚籽粒数、叶片长度、花色等）相关的 16个 QTL，最终将控制花色 QTL定位于第 7号染

色体上。本研究结果显示与花色相关的 QTL 位于第 9号染色体上，这与 Lo 等[45]报道研究存在不同，这一

差异可能是由于采用豇豆亚种间基因型不同所导致，本研究采用是长豇豆亚种进行分析，因此基因组上在

花色基因位点可能已经存在差异。

花色主要是由于花瓣组织内花青素的积累所导致。花青素是黄酮类代谢途径中特定分支的终产物，在

玉米[46]、矮牵牛[47]和葡萄[48]等植物中，其合成途径具有保守性。然而，关于豇豆花瓣颜色调控的相关途径



和机制仍不明确。本研究中鉴定的候选基因 TTG1（TRANSPARENT TESTAGLABRA 1）已经发现在植物生

长发育过程中具有种功能，能参与调控花青素积累、种皮着色、种皮粘液[49-50]、表皮毛和根毛形成[51-52]等多

种途径。目前，TTG1基因已在多种植物中被证实参与花青素调控表达[53-55]。在拟南芥中，ttg1 突变体因缺

失 TTG1基因而无法合成花青素，导致种子仅呈现黄色[49], 过表达 PaTTG1.1 和 PaTTG1.2基因可恢复 ttg1

突变体种子缺乏花青素的表型[56]。Wei等[57]发现 TTG1与 R2R3MYB（如 PAP1、PAP2、MYB113、MYB114、

TT2）和 bHLH（如 GL3、EGL3、TT8）转录因子形成MBW蛋白复合物，结合到 TT2 和 TT8 等基因的启

动子区域，从而调控花青素的产生。

综上所述，本研究定位了豇豆花色 QTL区间，并初步分析该区间与花色相关的候选基因（TTG1），检

测筛选出花色区间内的多态性 SSR分子标记（VuFC9-4、VuFC9-7），加深了对豇豆基因组学的认识，有助

于揭示豇豆花色的遗传变异机制，可为豇豆花色分子育种提供理论依据，为深入开展豇豆花色调控机理研

究奠定坚实基础。
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附表 1 重组自交系群体（303 个株系）的花色

Supplementary table 1 Flower color of the RIL population(303 lines)

编号

Code

旗瓣颜色

standard

petal color

编号

Code

旗瓣颜色

standard

petal color

编号

Code

旗瓣颜色

standard

petal color

编号

Code

旗瓣颜色

standard

petal color

编号

Code

旗瓣颜色

standard

petal color

AF6-1-1 白色 AF6-14-3 白色 AF6-29-2 紫色 AF6-44-1 紫色 AF6-59-2 紫色

AF6-1-2 紫色 AF6-15-1 紫色 AF6-29-3 紫色 AF6-44-2 白色 AF6-59-3 紫色

AF6-1-3 紫色 AF6-15-2 紫色 AF6-29-4 紫色 AF6-44-3 紫色 AF6-60-1 紫色

AF6-2-1 紫色 AF6-16-1 紫色 AF6-30-3 紫色 AF6-45-1 白色 AF6-60-2 紫色

AF6-2-2 白色 AF6-16-2 紫色 AF6-31-1 紫色 AF6-45-2 紫色 AF6-60-3 紫色

AF6-2-3 紫色 AF6-16-3 紫色 AF6-31-2 紫色 AF6-45-3 白色 AF6-61-2 紫色

AF6-3-1 紫色 AF6-17-1 紫色 AF6-31-3 紫色 AF6-46-2 白色 AF6-61-3 紫色

AF6-3-2 紫色 AF6-17-2 紫色 AF6-31-4 紫色 AF6-46-3 紫色 AF6-62-2 紫色

AF6-3-3 紫色 AF6-17-3 白色 AF6-32-1 紫色 AF6-47-1 紫色 AF6-63-1 紫色

AF6-3-4 紫色 AF6-18-1 紫色 AF6-32-2 紫色 AF6-47-3 白色 AF6-63-2 紫色

AF6-4-1 紫色 AF6-18-2 紫色 AF6-32-3 紫色 AF6-48-1 紫色 AF6-63-3 紫色

AF6-4-2 紫色 AF6-18-3 紫色 AF6-33-1 紫色 AF6-48-2 紫色 AF6-64-1 紫色

AF6-4-3 紫色 AF6-19-1 白色 AF6-33-2 紫色 AF6-48-3 白色 AF6-64-2 紫色

AF6-4-4 紫色 AF6-19-3 紫色 AF6-33-3 紫色 AF6-49-1 紫色 AF6-64-3 紫色

AF6-5-1 白色 AF6-20-1 紫色 AF6-34-1 白色 AF6-49-3 紫色 AF6-65-1 白色

AF6-5-2 紫色 AF6-20-2 紫色 AF6-34-2 紫色 AF6-50-1 紫色 AF6-65-2 白色

AF6-5-3 紫色 AF6-20-3 紫色 AF6-35-1 白色 AF6-50-2 紫色 AF6-66-2 紫色

AF6-6-1 紫色 AF6-21-1 白色 AF6-35-2 紫色 AF6-50-3 紫色 AF6-67-1 白色

AF6-6-3 白色 AF6-21-2 白色 AF6-35-3 紫色 AF6-51-2 白色 AF6-67-2 紫色

AF6-6-4 紫色 AF6-21-3 白色 AF6-35-4 白色 AF6-51-3 白色 AF6-68-1 紫色

AF6-7-3 白色 AF6-22-3 紫色 AF6-36-1 紫色 AF6-52-1 紫色 AF6-68-2 紫色

AF6-8-1 白色 AF6-23-1 白色 AF6-36-3 紫色 AF6-52-2 紫色 AF6-68-3 白色

AF6-8-2 紫色 AF6-23-2 紫色 AF6-36-4 紫色 AF6-52-3 紫色 AF6-69-1 紫色

AF6-8-3 紫色 AF6-24-2 紫色 AF6-37-1 紫色 AF6-53-1 紫色 AF6-69-2 白色

AF6-8-4 白色 AF6-24-3 紫色 AF6-37-3 紫色 AF6-53-2 紫色 AF6-69-3 白色

AF6-9-1 紫色 AF6-24-4 紫色 AF6-38-1 紫色 AF6-54-1 白色 AF6-70-1 白色

AF6-9-2 紫色 AF6-25-1 紫色 AF6-38-2 紫色 AF6-54-2 白色 AF6-70-2 白色

AF6-9-3 白色 AF6-25-2 白色 AF6-38-3 白色 AF6-55-1 紫色 AF6-70-4 紫色

AF6-10-2 紫色 AF6-25-3 紫色 AF6-38-4 白色 AF6-55-2 白色 AF6-71-1 紫色

AF6-10-3 白色 AF6-25-4 紫色 AF6-39-1 紫色 AF6-56-1 紫色 AF6-71-3 紫色

AF6-11-1 白色 AF6-26-1 紫色 AF6-39-3 紫色 AF6-56-2 紫色 AF6-72-1 白色

AF6-11-2 紫色 AF6-26-2 紫色 AF6-40-1 白色 AF6-56-3 紫色 AF6-72-3 紫色

AF6-11-3 紫色 AF6-26-3 紫色 AF6-40-3 紫色 AF6-57-1 紫色 AF6-73-1 紫色

AF6-12-1 紫色 AF6-27-1 紫色 AF6-40-4 白色 AF6-57-2 紫色 AF6-73-2 紫色

AF6-12-2 紫色 AF6-27-2 紫色 AF6-41-1 紫色 AF6-58-1 紫色 AF6-74-1 紫色

AF6-12-3 紫色 AF6-28-1 紫色 AF6-41-2 紫色 AF6-58-2 紫色 AF6-74-2 紫色

AF6-13-1 白色 AF6-28-2 紫色 AF6-41-3 紫色 AF6-58-3 紫色 AF6-75-1 紫色

AF6-14-1 紫色 AF6-28-3 白色 AF6-42-1 紫色 AF6-58-4 紫色 AF6-75-2 白色

AF6-14-2 紫色 AF6-29-1 紫色 AF6-43-3 紫色 AF6-59-1 紫色 AF6-75-3 紫色



AF6-76-1 紫色 AF6-84-2 白色 AF6-93-4 紫色 AF6-104-4 紫色 AF6-114-2 紫色

AF6-76-2

（绿荚）
紫色 AF6-85-1 白色 AF6-94-2 紫色 AF6-105-1 紫色 AF6-114-3 紫色

AF6-76-3 紫色 AF6-85-2 紫色 AF6-94-3 紫色 AF6-105-2 白色 AF6-115-1 紫色

AF6-77-1 紫色 AF6-85-3 白色 AF6-95-1 紫色 AF6-107-1 紫色 AF6-115-2 白色

AF6-77-2 紫色 AF6-86-1 白色 AF6-96-1 紫色 AF6-108-1 紫色 AF6-115-3 紫色

AF6-77-3 紫色 AF6-86-2 紫色 AF6-96-2 紫色 AF6-108-2 紫色 AF6-116-1 紫色

AF6-78-2 紫色 AF6-87-2 紫色 AF6-96-3 紫色 AF6-108-3 紫色 AF6-116-2 白色

AF6-78-3 紫色 AF6-87-3 紫色 AF6-96-4 紫色 AF6-109-1 白色 AF6-116-3 紫色

AF6-79-1 紫色 AF6-88-1 紫色 AF6-97-1 白色 AF6-109-2 紫色 AF6-117-1 紫色

AF6-79-2 紫色 AF6-88-2 紫色 AF6-97-2 白色 AF6-109-3 紫色 AF6-117-2 白色

AF6-79-3 紫色 AF6-88-3 紫色 AF6-97-3 紫色 AF6-110-1 白色 AF6-118-1 白色

AF6-80-1 紫色 AF6-89-2 紫色 AF6-98-2 白色 AF6-110-2 白色 AF6-118-2 白色

AF6-80-2 紫色 AF6-90-1 白色 AF6-98-3 紫色 AF6-110-3 白色 AF6-119-1 紫色

AF6-80-3 紫色 AF6-90-2 白色 AF6-99-1 紫色 AF6-110-4 紫色 AF6-119-2 紫色

AF6-81-1 紫色 AF6-91-1 紫色 AF6-99-2 白色 AF6-111-1 白色 AF6-119-3 紫色

AF6-81-2 紫色 AF6-91-2 白色 AF6-100-1 紫色 AF6-112-1 紫色 AF6-121-1 白色

AF6-81-3 紫色 AF6-91-3 白色 AF6-100-2 紫色 AF6-112-2 紫色 AF6-121-2 白色

AF6-82-1 紫色
AF6-92-1

（绿荚）
紫色 AF6-101-1 紫色 AF6-112-3 紫色 AF6-121-3 紫色

AF6-82-3 紫色
AF6-92-1

（白荚）
紫色 AF6-101-2 白色 AF6-113-1 紫色 AF6-122-1 紫色

AF6-83-1 紫色 AF6-93-1 白色 AF6-102-1 紫色 AF6-113-2 紫色 AF6-122-2 紫色

AF6-83-2 紫色 AF6-93-2 紫色 AF6-103-2 紫色 AF6-113-3 紫色

AF6-84-1 紫色 AF6-93-3 紫色 AF6-104-3 紫色 AF6-114-1 白色



附表 2 271 份豇豆样本花色

Supplementary table 2 Flower color of the 271 V. unguiculata samples

编号

Code

2021 年春季花色

Flower color

in spring 2021

2021 年秋季花色

Flower color

in autumn 2021

编号

Code

2021年春季花色

Flower color

in spring 2021

2021 年秋季花色

Flower color

in autumn 2021

编号

Code

2021年春季花色

Flower color

in spring 2021

2021年秋季花色

Flower color

in autumn 2021

JD-0001 紫色 紫色 JD-0055 紫色 紫色 JD-0122 紫色 紫色

JD-0002 紫色 紫色 JD-0056 紫色 紫色 JD-0124 紫色 紫色

JD-0003 紫色 紫色 JD-0057 白色 淡紫 JD-0125 紫色 紫色

JD-0004 紫色 紫色 JD-0058 紫色 紫色 JD-0126 紫色 紫色

JD-0005 白色 白色 JD-0060 紫色 紫色 JD-0127 紫色 紫色

JD-0006 紫色 紫色 JD-0061 白色 白色 JD-0128 紫色 紫色

JD-0007 紫色 紫色 JD-0062 紫色 紫色 JD-0129 紫色 紫色

JD-0008 紫色 紫色 JD-0063 紫色 紫色 JD-0130 白色 白色

JD-0009 紫色 紫色 JD-0064 紫色 紫色 JD-0131 白色 白色

JD-0010 紫色 紫色 JD-0065 紫色 紫色 JD-0132 紫色 紫色

JD-0013 白色 白色 JD-0066 淡紫 淡紫 JD-0133 紫色 紫色

JD-0014 紫色 紫色 JD-0067 紫色 紫色 JD-0134 紫色 紫色

JD-0015 白色 白色 JD-0070 紫色 紫色 JD-0137 紫色 淡紫

JD-0017 紫色 紫色 JD-0071 紫色 紫色 JD-0138 紫色 紫色

JD-0018 紫色 紫色 JD-0074 紫色 紫色 JD-0140 紫色 紫色

JD-0019 白色 白色 JD-0075 紫色 紫色 JD-0141 紫色 紫色

JD-0020 紫色 紫色 JD-0076 紫色 紫色 JD-0143 紫色 紫色

JD-0021 紫色 紫色 JD-0077 紫色 紫色 JD-0144 紫色 紫色

JD-0023 紫色 紫色 JD-0086 紫色 紫色 JD-0145 紫色 紫色

JD-0025 紫色 紫色 JD-0090 紫色 紫色 JD-0148 紫色 紫色

JD-0026 紫色 紫色 JD-0092 紫色 紫色 JD-0150 白色 白色

JD-0027 紫色 紫色 JD-0093 紫色 紫色 JD-0151 紫色 紫色

JD-0028 白色 白色 JD-0094 紫色 紫色 JD-0152 紫色 紫色

JD-0031 淡紫 淡紫 JD-0095 紫色 紫色 JD-0153 紫色 紫色

JD-0032 紫色 紫色 JD-0096 紫色 紫色 JD-0154 紫色 紫色

JD-0034 紫色 紫色 JD-0098 白色 紫色 JD-0155 紫色 紫色

JD-0037 紫色 紫色 JD-0099 紫色 紫色 JD-0156 紫色 紫色

JD-0039 紫色 紫色 JD-0100 白色 白色 JD-0157 紫色 紫色

JD-0041 紫色 紫色 JD-0101 紫色 紫色 JD-0159 紫色 紫色

JD-0042 紫色 紫色 JD-0102 紫色 紫色 JD-0163 紫色 紫色

JD-0043 紫色 紫色 JD-0103 紫色 紫色 JD-0164 紫色 紫色

JD-0044 紫色 紫色 JD-0104 紫色 紫色 JD-0165 紫色 紫色

JD-0045 紫色 紫色 JD-0105 紫色 紫色 JD-0167 紫色 紫色

JD-0048 白色 白色 JD-0110 紫色 紫色 JD-0169 紫色 紫色

JD-0049 白色 白色 JD-0111 紫色 紫色 JD-0170 紫色 紫色

JD-0050 紫色 紫色 JD-0112 紫色 紫色 JD-0176 紫色 紫色

JD-0052 紫色 紫色 JD-0114 紫色 紫色 JD-0177 紫色 紫色

JD-0053 白色 淡紫 JD-0115 紫色 紫色 JD-0179 紫色 紫色

JD-0054 紫色 紫色 JD-0117 紫色 紫色 JD-0180 紫色 紫色



JD-0181 紫色 JD-0261 紫色 紫色 JD-0566 紫色 紫色

JD-0187 白色 白色 JD-0263 紫色 紫色 JD-0567 紫色 紫色

JD-0189 白色 JD-0265 紫色 紫色 JD-0569 白色 白色

JD-0193 白色 白色 JD-0268 紫色 紫色 JD-0570 紫色 紫色

JD-0194 紫色 紫色 JD-0270 紫色 紫色 JD-0571 紫色 紫色

JD-0195 紫色 紫色 JD-0272 紫色 紫色 JD-0572 紫色 紫色

JD-0196 白色 白色 JD-0273 紫色 紫色 JD-0575 紫色 紫色

JD-0197 紫色 紫色 JD-0274 紫色 紫色 JD-0577 紫色 紫色

JD-0200 紫色 紫色 JD-0275 紫色 淡紫 JD-0579 淡紫 淡紫

JD-0201 紫色 紫色 JD-0279 紫色 紫色 JD-0580 淡紫 淡紫

JD-0206 紫色 紫色 JD-0280 紫色 紫色 JD-0582 紫色 紫色

JD-0211 白色 白色 JD-0282 紫色 紫色 JD-0586 白色 白色

JD-0212 白色 白色 JD-0283 紫色 紫色 JD-0587 白色 白色

JD-0213 紫色 紫色 JD-0285 紫色 紫色 JD-0715 紫色 紫色

JD-0215 紫色 紫色 JD-0286 紫色 紫色 JD-0716 紫色 紫色

JD-0216 紫色 紫色 JD-0287 紫色 紫色 JD-0726 紫色 紫色

JD-0218 紫色 紫色 JD-0288 紫色 紫色 JD-0727 紫色 紫色

JD-0219 紫色 紫色 JD-0289 紫色 紫色 JD-0728 白色 白色

JD-0220 紫色 深紫 JD-0290 紫色 紫色 JD-0730 白色 白色

JD-0222 紫色 淡紫 JD-0291 紫色 紫色 JD-0731 紫色 紫色

JD-0223 紫色 紫色 JD-0292 紫色 紫色 JD-0804 紫色 紫色

JD-0224 紫色 深紫 JD-0296 淡紫 淡紫 JD-0805 紫色 紫色

JD-0225 紫色 JD-0302 紫色 紫色 JD-0806 紫色 紫色

JD-0227 紫色 紫色 JD-0303 紫色 JD-0807 紫色

JD-0228 紫色 紫色 JD-0307 紫色 紫色 JD-0808 紫色 淡紫

JD-0229 紫色 紫色 JD-0308 紫色 紫色 JD-0809 淡紫 淡紫

JD-0232 紫色 紫色 JD-0310 白色 白色 JD-0810 紫色 紫色

JD-0233 紫色 紫色 JD-0311 紫色 紫色 JD-0811 紫色 紫色

JD-0234 紫色 紫色 JD-0312 紫色 紫色 JD-0812 紫色 紫色

JD-0235 紫色 紫色 JD-0426 紫色 紫色 JD-0813 紫色 紫色

JD-0236 紫色 紫色 JD-0437 紫色 JD-0814 紫色 紫色

JD-0238 紫色 紫色 JD-0438 紫色 JD-0815 紫色 紫色

JD-0243 紫色 紫色 JD-0450 紫色 JD-0817 紫色 紫色

JD-0245 紫色 紫色 JD-0455 紫色 紫色 JD-0818 紫色 紫色

JD-0246 紫色 紫色 JD-0475 紫色 JD-0819 紫色 紫色

JD-0247 紫色 紫色 JD-0481 白色 JD-0820 淡紫 淡紫

JD-0249 紫色 JD-0483 白色 JD-0821 紫色 紫色

JD-0258 白色 白色 JD-0522 紫色 紫色 JD-0822 紫色 紫色

JD-0259 紫色 紫色 JD-0524 白色 白色 JD-0823 紫色 紫色

JD-0260 白色 白色 JD-0526 紫色 紫色 JD-0824 紫色 紫色

JD-0825 紫色 紫色 ZYZ-4936 紫色 紫色 ZYZ-4992 紫色 紫色

JD-0827 紫色 紫色 ZYZ-4939 紫色 ZYZ-5486 紫色 紫色

JD-0828 紫色 紫色 ZYZ-4941 紫色 紫色 ZYZ-5490 紫色 紫色

JD-0829 紫色 紫色 ZYZ-4943 紫色 紫色 ZYZ-5491 紫色 紫色



JD-0830 紫色 紫色 ZYZ-4944 紫色 紫色 ZYZ-5493 紫色 紫色

JD-0831 紫色 紫色 ZYZ-4947 紫色 紫色 ZYZ-5498 紫色 紫色

JD-0833 紫色 紫色 ZYZ-4948 紫色 紫色 ZYZ-5499 紫色 紫色

JD-0837 紫色 紫色 ZYZ-4949 白色 白色 EJD14 紫色 紫色

JD-0838 淡紫 淡紫 ZYZ-4950 白色 白色 ZJ19 紫色 紫色

JD-0914 白色 白色 ZYZ-4951 白色 白色 A111G 紫色 紫色

JD-0915 紫色 紫色 ZYZ-4958 紫色 紫色

ZYZ-49

35-1
紫色 紫色 ZYZ-4978 紫色 紫色



附表 3 与花色相关的 scaffold及其染色体位置

Supplementary table 3 Scaffolds associated with flower color and their chromosomal positions

Scaffold 编号

Scaffold No.

染色体位置

Chromosome location

起始序列(bp)

Sequence start

终止序列(bp)

Sequence end

MATU01005718.1 9 30712290 30709256

9 30708259 30706589

9 30697815 30696179

9 30697160 30696181

9 30709288 30708524

9 30706595 30706137

9 30702819 30702458

9 30702964 30702612

MATU01017141.1 9 30067756 30068530

9 30072131 30072560

9 30072643 30072974

MATU01020140.1 9 30113110 30111817

9 30117245 30116402

9 30118082 30117273

9 30108776 30108075

9 30104698 30104294

contig_122 490409 491509

contig_122 496490 497272

6 23290161 23289142

1 24509361 24508652

1 24502619 24501911

1 6059521 6059937

MATU01024155.1 1 11396939 11394556

MATU01047624.1 9 29879855 29879211

9 29879221 29878482

9 29878759 29878265

9 29880135 29879827

10 14224860 14224466

MATU01058750.1 9 30029180 30027705

9 30032330 30031549

9 30019970 30019447

9 30024124 30023685

MATU01064754.1 9 30651314 30650392

9 30646114 30645297

MATU01089932.1 9 28802898 28800697

9 28806233 28805454

MATU01091082.1 9 31038110 31038906

9 31038690 31039251

MATU01095546.1 9 32384177 32378973



MATU01177909.1 9 8095016 8094532

MATU01223218.1 9 30321942 30325351
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