
土壤盐碱化是影响世界农业生产最主要的非

生物胁迫之一 [1- 2]，根据 FAO/UNESCO 世界 土壤

地图，碱化土地面积达到 4.34×108 hm2。随着土

壤盐碱化的日益严重，对作为主要粮食作物的大

豆进行抗盐碱性的研究显然十分必要。在我国吉
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林省白城地区，土壤严重碱化，导致荒地增多，土

地利用率降低。因此开发利用碱化土地，增加土壤

的产出率和利用率迫在眉睫。
野生大豆是栽培大豆的近缘祖先种 , 具有许

多优良基因，与栽培大豆的亲缘关系较近,遗传物

质容易交流,可用性好,因此,对野生大豆的研究受

到越来越多的重视。从目前文献看，盐碱胁迫对作

物的影响研究，多数以 NaCl 等中性盐胁迫为主，

只有少数以 Na2CO3 和 NaHCO3 等碱性盐为研究

对象[3- 4]。本研究在借鉴作物耐盐相关研究的基础

上，利用 NaHCO3 溶液对大豆进行胁迫，鉴定出耐

敏单株，并利用 SSR 标记结合 BSA 法 [12](Bulked-
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摘 要：以抗碱野生大豆 Gs0001(♀)和碱敏感栽培大豆吉科豆 1 号(♂)的 F2 群体作为基因定位群体，通

过 BSA 法(Bulked-segegant analysis，群分法)，对大豆耐碱基因进行 SSR 分子标记定位。在分布于大豆 20 个

连锁群的 488 对 SSR 引物中，筛选出 7 对与耐碱基因紧密连锁的标记，这 7 对标记位于 G 连锁群相近的区

域。利用 Mapmaker/EXP3.0 分析，在最小似函数值 LOD＝14.0 时，将耐碱基因定位于 Satt298 与 Satt269 之

间，距离两个标记的遗传距离分别为 1.3 cm 和 6.9 cm。此耐碱基因的贡献率是 40.31%。
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segegant analysis，群分法)对野生大豆和栽培大豆

的杂交后代进行耐碱基因定位。

1 材料与方法

1.1 材料

供试材料为野生大豆 Gs0001(♀)和栽培大豆

吉科豆 1 号(♂)及其杂交后代的 96 个 F2 群体和

F2 的衍生群体 F2：3。
1.2 方法

1.2.1 亲本及其子代耐碱性鉴定

2008 年 12 月，对亲本野生大豆 Gs0001 和吉

科豆 1 号进行耐碱鉴定。亲本耐碱性鉴定在温室

内进行。采用水培法。每份材料，每个浓度梯度鉴

定 10 株。溶液设定 5 个浓度梯度。(100 mM，150
mM，200 mM，250 mM，300 mM) 待苗期 v3- v5,即
第一对三出复叶长出至第三对三出复叶长出，然

后将苗移入盛有 NaHCO3 溶液的 250 mL 三角瓶

中。处理后 3 d 根据植株叶片萎蔫程度,调查记载

单株的耐碱性和碱敏感性，并在生长发育后期，进

一步确定其植株耐碱表现型。结果表明，野生大豆

Gs0001 为抗碱品种，栽培大豆吉科豆 1 号为碱敏

感品种。250 mMNaHCO3 可作为大豆耐碱性鉴定

浓度。
2009 年 3 月，在温室对 F2 群体单株脱粒，种

植。每株收获至少 20 株 F2：3，采用土培法，浇灌

250 mM NaHCO3 溶液并对其进行耐碱鉴定，鉴定

标准同上述亲本耐碱鉴定。目的是根据 F2：3 群体抗

感碱的表型推出 F2 群体基因型及抗感碱表型，从

而确定 F2 群体抗感碱单株，建立抗感碱 DNA 池。
1.2.2 F2 群体基因组 DNA 的提取

提取方法采用高盐 CTAB 法，取 0.1 g 新鲜叶

片(经洗涤去除杂物)。在液氮下研碎，装入 1.5 mL
离心管中，加入 750μL Extraction Buffer，并置于

冰上 10 min。4℃离心 10 min。去上清，然后用

750μL Extraction Buffer 溶 解 沉 淀 两 次 并 4℃离

心 10min， 去 除 上 清 ， 加 入 750μL (Extraction
Buffer：High Salt CTAB Buffer：Sarkoyl =5：3.5：

0.3)混合液 55℃水浴 90 min。加入等体积的氯仿：

异戊醇(24：1)，摇 10 min，然后 9 000 rpm 离心 20
min，转移上清于一个新的离心管中。加入 2/3 体

积预冷的混合有 1/10 体积乙酸钠的异丙醇。4℃，

9 000 rpm 离心 20 min。去上清并用 75%乙醇洗

涤。去除乙醇，在空气下干燥，并用 200μLTE 溶

解，- 20℃保存备用。
1.2.3 BSA(Bulked segegant analysis)法建池

在 F2 群体中随机选取耐碱单株和碱敏感单

株各 15 株，等量混匀 DNA，构建 F2 耐碱池 (T)和
碱敏感池(S)。
1.2.4 引物筛选

引物筛选分两个阶段进行，首先在已经公布

的大豆 20 个连锁群，每隔 3～5 cM选择一个 SSR
引物，共选择 488 对引物。利用亲本多态性对 488
对引物进行初筛，其中有 256 对引物在亲本间表

现出多态性。将有多态性的引物在抗感池 T、S 及

父母本间扩增，有 7 对引物表现出差异条带，用最

后筛出的这 7 对引物对 F2 群体进行电泳检测。
1.2.5 PCR 扩增检测

PCR 反应在 PTC-225 热循环仪上进行。20 μL
反应体系包括 2.0μL 10×Buffer，150μmol/L dNTP，

0.15μmol/L SSR 引 物 ，1.5 mmol/L MgCl2，1U Tag
DNA 聚合酶，50 ng 基因组 DNA 模板，ddH2O 补齐。

PCR 反 应 程 序 为 ：95℃预 变 性 4 min；95℃
30 s，55℃ 30 s，72℃ 30 s，35 个 循 环 ；72℃ 10
min 后，于 4℃保存。

PCR 扩增产物加 8μL 的上样缓冲液 (98%甲

酰胺，0.25%溴 酚蓝 ，0.25%二 甲 苯 腈 FF，10 mM
EDTA)，94℃变性 10 min 后立即置于冰水混合物

中。在 6.0%变 性 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 (60 g Acril－
amide，3.16 g Bis -acrilamide，420.24g Urea，50
ml 10×TBE，用 ddH2O 定容至 1 L)，恒功率 80 W
电泳。上槽液为 1/3×TBE (10×TBE 配方：108 g
Tris，55 g Boric acide，40 mL 0.5 mol/L EDTA，

pH8.0，用 ddH2O 定容至 1 L)，下槽液 1×TBE。电

泳分离后进行银染。

2 结果与分析

2.1 遗传分析

F2：3 群体经耐碱鉴定的结果表明，96 份衍生

群体的抗感性发生明显分离，耐碱株和碱敏感株

的表现型之比近于 3:1，其中有 22 份衍生群体的

20 个单株表现为全抗碱，43 份衍生群体的 20 个

单株抗感碱表现出 3：1 分离，有 31 份衍生群体的

20 个单株表现为全感碱。由此推出 F2 群体的基

因型，如果用 Aa 来代表一对等位基因，则 F2 群体

中有 22 份基因型为 AA，43 份基因型为 Aa，31 份

基因型为 aa。由此表明，大豆耐碱可能受一对主

效基因控制。
本 研 究 筛 选 了 分 布 于 大 豆 20 个 连 锁 群 的

488 对引物，最后将目的基因定位在 G 连锁群上，

在其他连锁群上没有筛选到连锁的标记。连锁标
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记在耐碱单株中检测出与耐碱亲本相同的一条扩

增带，为纯合显性，或者检测出亲本的两条带，为

杂合型，在敏感单株中检测出与敏感亲本相同的

一条扩增带，为纯合隐性，进一步在分子水平上证

明了在 F2 群体中大豆耐碱性受一对基因控制，耐

碱性为显性基因控制，碱敏感性为隐性基因控制。
2.2 耐碱相关基因定位

用 488 对引物对耐碱亲本和碱敏感亲本进行

SSR 标记筛选，其中有 256 对在两个亲本中存在

多态性。将有多态性的引物在抗感池 T、S 及父母

本间扩增，有 7 对引物表现出差异条带，用最后筛

出的这 7 对引物对 F2 群体的 96 份材料进行电泳

检测(图 1)。对照公共图谱发现这 7 个标记位于 G
连锁群相近区域。利用 Mapmaker/EXP3.0 分析，

将扩增带中与耐碱亲本相同的记为 A，与碱敏感

亲本相同的记为 B，同时出现两亲本扩增带的记

为 H。在最小似函数值 LOD＝14.0 时，计算目的

基因与连锁标记的遗传距离，最后将耐碱基因定

位于 Satt298 与 Satt269 之间，距离两个标记的遗

传距离分别为 1.3cM和 6.9cM(图 2)。此耐碱基因

的贡献率是 40.31%。

3 讨 论

碱性盐的危害机理与中性盐明显不同，它除

了能引起钠离子胁迫和渗透胁迫之外，更主要的

是它能引起土壤 pH 值的明显升高，并且其破坏

力大于前两种胁迫[5- 6]。NaHCO3 对植物的作用，在

有机酸、离子、可溶性糖含量以及植物生长、质膜

透性、光合酶活性等方面都不同于 NaCl[7- 8]。
BSA 法首次被 Michlmore 等 [9]利用并成功地

筛选出莴苣中霜霉菌基因相连锁的标记。在实际

建池时基因池的大小主要取决于目的区域内定位

标记位点的密度。密度小，植株数可减少；密度大，

植株数要增加。另外与所有材料间遗传背景差异

的大小也有一定关系。差异大的应选 10 个以上的

植株建池，差异小的应选较少的植株建池。这样就

可以避免建池株数过多则多态性检出率较低；株

数过少取样的随机误差增大，多态性位点就会不

真实的弊端[10]。
对于利用 SSR 标记定位基因的群体，选择亲

本时，除了考虑目标性状明显差异外，应选择遗传

背景差异较大的品种做亲本杂交，更利于基因定

位[11]。本试验亲本间性状差异明显，为大豆中典型

的耐碱和碱敏感品种，且遗传背景差异较大，群体

构建较好，因而得以成功的基因定位。
大豆 20 个连锁群上，目前已经开发了 1015

个 SSR 标记，选择 SSR 标记时每隔 3～5cM 选择

一个 SSR 引物，足以代表这一区域的标记与目标

性状的关系。在本试验已经筛选到的与耐碱基因最

紧密连锁的两个基因 Satt298 与 Satt269 之间相隔

8.2cM，这一范围的标记都可以看出与耐碱性相连

锁。SSR 标记以其共显性高，特异性高，带型清晰易

统计等优点而被广泛用于大豆基因定位中。从本试

验的结果来看，SSR 标记具有操作简便、稳定可靠、
对 DNA 质量要求较低、重复性好等优点，因而 SSR
标记是一种实用可靠的基因定位技术。
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