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菜豆种子遗传变异的 InDel分子标记分析
潘 磊，宋丽娟，高 桐，郭 瑞，王红波，陈禅友

（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，湖北

武汉 430056）

摘要：【目的】InDel（insertion/deletion，插人/缺失）在基因组上数量多、分布广。InDel标记是近年来发展的一种新

型共显性分子标记，以 PCR技术为基础，检测方便、经济有效，且准确性高、稳定性好。因此，InDel标记已经广

泛应用于动植物的基因型鉴定、遗传多样性分析、基因定位以及功能标记开发等。但是，目前菜豆资源遗传变

异的 InDel分子标记研究尚知之甚少。【方法】利用已报道的菜豆 InDel序列，合成 InDel引物，通过普通 PCR扩

增，检测 25份菜豆种质资源的 InDel多态性位点，分析遗传多样性参数，进行UPGMA聚类分析，结合菜豆籽粒

农艺性状评价，研究菜豆种子遗传变异特点。【结果】25份菜豆的种子表型差异明显，包括单粒长度、单粒宽度、

单粒厚度、百粒质量等。种皮的颜色大致可划分为纯色和花色两个系列。纯色主要包括为黄色（7份）、黑色（5
份）、白色（4份）和红色（1份）；种皮花色的类型包括红色带黄斑（4份）、黄色带红斑（2份）、红色带白斑（1份）和

黄色带白斑（1份）。12对 InDel多态性引物在25份菜豆中，共探测到26个 InDel位点，平均位点数是 2.17个。引

物的平均有效等位位点数为 1.78个，多态信息含量PIC平均值是 0.33，期望杂合度（He）平均值为 0.42，观察杂合

度（Ho）平均值为 0.52，群体的遗传多样性指数 I为 0.63。UPGMA聚类分析表明，在遗传相似性系数为 0.54时，

25份菜豆资源可分为 5个类群，聚类结果与其种皮颜色存在一定相关性。【结论】12个 InDel标记检测出 25份供

试菜豆资源的中等遗传多样性水平，并揭示其种皮颜色的遗传分化特点。这将有助于菜豆遗传资源的评价、鉴

定和保护利用等分子生物学研究。
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new type of co-dominant molecular markers developed in recent years.Based on PCR technology，it is easy to be
detected cost-effectively，and shows high accuracy and good stability.Therefore，InDel markers have been wide⁃
ly used in animal and plant studies，including genotyping，genetic diversity analysis，gene mapping，and func⁃
tional marker development.However，knowledge is limited in the current InDel molecular marker studies on the
genetic variation of kidney bean germplasm resources.［Method］Using the published InDel sequences in kid⁃
ney bean，a set of InDel primers were synthesized and amplified by ordinary PCR.25 kidney bean accessions
were analyzed by the InDel primers and their genetic diversity were evaluatedbase on several genetic diversity
parameters.Then，UPGMA clustering analysis was carried out to investigate the genetic variation characteristics
of kidney bean seeds，combining with kidney bean grain agronomic traits.［Result］The seed phenotypes of 25
kidney bean accessions showed obviousdifference，including single grain length，single grain width，single grain
thickness，and 100 grain weight.The seed coatcolors can be generally divided into two types：singular color and
mosaic color.Singular color types mainly included yellow（7 accessions），black（5 accessions），white（4acces⁃
sions）and red（1 accession）；and the types of seed mosaic colorsinclude red with yellow spots（4 accessions），

yellow with red spots（2 accessions），red with white spots（1 accession）and yellow with white spots（1 acces⁃
sion）.Twelve pair primers detected 26polymorphic InDel loci in 25 kidney bean accessions，with an average of
2.17 loci/InDel.The average number of effective alleles of the primers was 1.78，the average polymorphic infor⁃
mation content PIC was 0.33，the expected average heterozygosity（He）was 0.42，the average observed heterozy⁃
gosity（Ho）was 0.52，and the population genetic diversity index I was 0.63.UPGMA cluster analysis showed that
at the genetic similarity coefficient value of 0.54，25 kidney bean accessions can be divided into five groups，
and a certain correlation was observed between the clusters and the seed coat colors.［Conclusion］Twelve In⁃
Del markers were applied successfully to detect the moderate level of genetic diversity within 25 kidney bean
accessions，and revealed the genetic differentiation of their seed coat colors.The results will be helpful for the
evaluation，identification，protection and utilization of kidney bean germplasm resources in future investigations.

Keywords：kidney bean；InDel marker；seed；genetic variation

【研究意义】菜豆（Phaseolus vulgaris L.）（2N=2X=22）为豆科菜豆属的一年生草本植物，是主要的食用

豆类蔬菜之一。目前学术界认为菜豆有两个独立起源中心，分别是“南墨西哥及中美中心”和“南美洲中

心”[1]。菜豆又被称为四季豆、芸豆、玉豆等，在世界范围内广泛种植，而我国的菜豆栽培面积和产量居于

世界前列[2]。据记载，菜豆在 15世纪传入中国，栽培历史较长，类型丰富，分布广，种植面积大。截至

2016年 3月，经过中国农业科学院编目入库的菜豆（粒用类型为主）约有 5 677份[3]。在农业生产中，依据

生长习性，可将菜豆划分为直立型和蔓生型[4]；依据用途，又可分为粒用菜豆和荚用菜豆。随着市场需求

的变化，培育高产优质抗性好的菜豆品种，一直是菜豆育种的主攻方向。对不同种质资源的遗传背景进

行分析，区分种质间的差异，鉴定亲缘关系，遗传多样性评价等，对于育种具有重要意义。因此，利用分

子标记技术进行辅助育种成为当前育种的研究焦点之一。【前人研究进展】插人/缺失（InDel，insertion/de⁃
letion）标记是指在近缘种或者同一个物种不同个体之间的基因组同一位点的序列发生的不同大小核苷

酸片段的插入或缺失，是同源序列比对产生的空位现象[5-6]。InDel在基因组上数量多，分布广。InDel分
子标记本质上仍然属于DNA序列长度多态性的标记。InDel标记作为一种共显性的分子标记，准确性

高、稳定性好，而且以PCR扩增技术为基础，检测方便，经济有效。目前，InDel标记已经广泛应用于农作

物的分子基础研究中，进行基因型鉴定、遗传多样性分析、基因定位以及功能标记开发等。杨双娟等[7]采

用甘蓝 InDel标记进行种子纯度鉴定分析。魏利斌等[8]利用 InDel分子标记进行芝麻遗传多样性分析，可

将国内和国外芝麻资源划分为两大类，且绝大多数芝麻材料的亲缘关系较远。利用番茄粉红色果实相

关基因的 InDel标记，能有效区分红色、粉红色和杂合基因型，可以用于番茄苗期分子标记辅助选择[9]。

在水稻中，采用 InDel标记能判别水稻的籼粳属性，鉴别不同品种类型[10-12]。基于 19个多态性 InDel标
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记，构建了 42个绿豆主栽品种的DNA指纹图谱，能鉴定绿豆品种真伪[13]。【本研究切入点】然而，在菜豆

的 InDel分子标记研究与应用方面，目前知之甚少，在为数不多的研究报道中，Moghaddam等[14]基于二代

测序技术在菜豆中开发了 2 687InDel分子标记，并对 24个国外菜豆品种进行检测，筛选获得了 172个多

态性 InDel标记。【拟解决的关键问题】本研究尝试将 InDel标记应用于我国菜豆种质资源，分析其遗传多

样性和遗传关系，从而为菜豆遗传资源的保护和遗传改良等提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

本研究中供试的25份菜豆种质材料，均由湖北省食用豆类植物自然科技资源中心和湖北省豆类（蔬

菜）植物工程技术中心提供（表1）。

1.2 实验方法

1.2.1 菜豆基因组总DNA的提取纯化及检测 使用植物DNA提取试剂盒（北京天根生物科技有限公

司），提取菜豆基因组总DNA，具体步骤方法参见试剂盒说明书。用 10 g/L琼脂糖凝胶电泳检测进行

DNA检测。采用mySPEC超微量分光光度计（mySPEC，奥地利）测定DNA质量和浓度。

1.2.2 引物的设计和PCR的扩增 菜豆 InDel分子标记引物序列参考Moghaddam等[14]，引物序列见表 2，
由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

1.2.3 PCR扩增体系 采用 25 μL反应体系，其中 2.5 μL 10×buffer（含Mg2+），2.5 μL dNTP（2.5 mmol/L），

0.3 μL Taq酶（5 U/μL），正向和反向引物各1 μL（10 μmol/L），DNA模板（50 ng/μL）1 μL，ddH2O补足25 μL。
在Nexus gradient梯度PCR仪（Eppendorf，德国）上进行扩增，反应程序为：95℃，预变性3 min；35个循

环（95 ℃，40 s，最适退火温度，40 s，72 ℃，40s）；72 ℃延伸 10 min。4 ℃保存备用。用 20 g/L琼脂糖凝胶

电泳检测PCR扩增的产物，用自动凝胶成像系统进行拍照记录。对于没有出现电泳条带的DNA样本重

复进行PCR扩增。若重复3次仍无扩增产物，则认为扩增引物无效。

1.3 数据分析

1.3.1 菜豆籽粒农艺性状评价方法 对 25个不同的菜豆种质，每个材料每次取 50粒，重复 3次，观测记

录籽粒相关的农艺性状指标。用游标卡尺测量籽粒长度、籽粒宽度、籽粒厚度，观察种皮颜色，用天平称

量50粒质量，再换算成百粒质量。

表1 供试25份菜豆种质资源信息列表

Tab.1 Information of 25 common bean accessions used in this study

代号

Code
SJ0156
SJ0160
SJ0162
SJ0179
SJ0180
SJ0181
SJ0182
SJ0185
SJ0187
SJ0192
SJ0193
SJ0201
SJ0202

地理来源

Origin
广东韶关

广东韶关

广东韶关

湖北武汉

河北秦皇岛

河北秦皇岛

湖南娄底

河南信阳

河南信阳

湖北武汉

河北邢台

湖北孝感

湖北武汉

种皮颜色

Seed color
红色

黑色

黄色

黄色带红斑

白色

白色

黑色

黄色

黑色

黄色带红斑

红色带白斑

黄色

红色带黄斑

代号

Code
SJ0203
SJ0209
SJ0215
SJ0222
SJ0225
SJ0226
SJ0227
SJ0229
SJ0232
SJ0234
SJ0243
SJ0245

地理来源

Origin
湖北孝感

湖北随州

湖北十堰

湖北神龙架

甘肃武威

湖北神龙架

湖北神龙架

广东韶关

湖北武汉

甘肃酒泉

甘肃酒泉

甘肃武威

种皮颜色

Seed color
黑色

黄色带白斑

黑色

白色

红色带黄斑

红色带黄斑

黄色

黄色

黄色

黄色

黄色

白色
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1.3.2 InDel分子标记评价方法 将扩增产物的带型录入Excel，采用 PopGen32[15]软件计算遗传参数分

析，包括期望杂合度（He，expected heterozygosity）、观察杂合度（Ho，observed heterozygosity）、引物多态性信

息含量（PIC，polymorphism information content）、有效等位基因数（Ne，effective number of alleles per loci）和

遗传多样性指数（I，Shannon’s Information index）。构建 25个菜豆种质的 0，1矩阵，采用NTSYS-pc 2.11
软件[16]进行UPGMA聚类分析。

2 结 果

2.1 菜豆种子表型变异

供试 25份菜豆种子表型变异比较结果（表 3），单粒长度变异区间均在 0.19 cm（SJ0182）~0.34 cm（-）
（SJ0156），单粒宽度变异区间在 0.12 cm（SJ0225）~0.20 cm（SJ0193），单粒厚度变异区间在 0.10 cm
（SJ0181）~0.19 cm（SJ0193），百粒质量变异区间在 19.06 g（SJ0187）~53.00 g（SJ0179）。种皮的颜色大致

可划分为纯色和花色两个系列。纯色主要包括为黄色（7份）、黑色（5份）、白色（4份）和红色（1份）；而种

皮花色的类型包括红色带黄斑（4份）、黄色带红斑（2份）、红色带白斑（1份）和黄色带白斑（1份）。

表2 菜豆中12个多态性 InDel分子标记

Tab.2 Twelve polymorphic InDel molecular markers in common bean

引物名称

Primer
NDSU_IND_09_00.4358

NDSU_IND_08_06.6880

NDSU_IND_01_05.0609

NDSU_IND_07_01.0755

NDSU_IND_07_48.4756

NDSU_IND_09_25.7818

NDSU_IND_07_02.6485

NDSU_IND_10_42.1355

NDSU_IND_06_12.3324

NDSU_IND_05_01.7405

NDSU_IND_08_36.2119

NDSU_IND_09_07.6278

引物序列（5'-3'）
Primer sequence

F：ATATTTGGTAAACCGGCGGGAACAGT
R：GGAGAAGTTAAAGGGATGGGGTTGCT
F：GGTTTGTATCCATCAAGATCCTCGGAAG
R：GGGGAAAATCCTAAAAGACTCAACTCTTACCC
F：CACTTGTCACATACATGAGGAAGCATGA
R：TCCCAATATTGAAACCGACACAAAGG
F：TTCAAAGGGCCTGAAGTTTGCAATTA
R：GGCTTTTGATCGGTGTGGTTCCTAAG
F：GTGAAGGGTGAAGATGCTGTGCTTC
R：AGAACACGGCGGCGGAAATTAT
F：TGAAGACCAAACACTTCAAGAACAATTAGAGG
R：TCTCTTCAACGTCATAAGCTCTGCAAAA
F：TCATACCAGCAATATGGTAGACAACGACT
R：TGTAGCTGGGAAGAAAAGGGTAAGAAGA
F：TGTCCTATAATTTATGGACTCGGACGTGTCA
R：CCTGATTGGTCCAAGTGCTCCATTTCT
F：CATGTAAGGCATGGGAGTGAAAGAGC
R：TGGATAGGCCCCTTCTTTTCATATCCT
F：TGAGGAGTTGGATTTCGAGGCAGA
R：CACTACCAAGGCTGCATCTGAGGTTC
F：TGCTGCGTTTCCATTGAAGATAAAGTAATG
R：AGAACACAAATGCTTGAGGTGACCAAG
F：TGGACAATCCAAAATCACAAACCTGA
R：TTGGACTGTGAAGGTAAGAATGCTACTGATTT

退火温度/℃
Annealing
temperature

60

60

61

59

60

58

62

63

63

62

60

59

InDel长度/bp
InDel length

23

26

27

17

9

27

19

26

20

15

12

12

染色体

Chromosome
9

8

1

7

7

9

7

10

6

5

8

9
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表3 25份菜豆籽粒统计分析

Tab.3 Statistic analysis of seeds variation of 25 common bean accessions used in this study

代号

Code
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

样品

Sample
J0156
SJ0160
SJ0162
SJ0179
SJ0180
SJ0181
SJ0182
SJ0185
SJ0187
SJ0192
SJ0193
SJ0201
SJ0202
SJ0203
SJ0209
SJ0222
SJ0215
SJ0225
SJ0226
SJ0227
SJ0229
SJ0232
SJ0234
SJ0243
SJ0245

单粒长度/cm
Seed length
0.34
0.28
0.29
0.30
0.28
0.28
0.19
0.22
0.21
0.29
0.28
0.20
0.26
0.29
0.30
0.27
0.22
0.25
0.28
0.31
0.29
0.30
0.25
0.31
0.25

单粒宽度/cm
Seed width
0.13
0.13
0.13
0.15
0.16
0.15
0.13
0.14
0.13
0.18
0.20
0.13
0.14
0.15
0.13
0.15
0.14
0.12
0.15
0.18
0.13
0.15
0.13
0.15
0.12

单粒厚度/cm
Seed thickness

0.13
0.10
0.10
0.12
0.10
0.10
0.11
0.12
0.10
0.13
0.19
0.12
0.12
0.11
0.12
0.10
0.13
0.11
0.12
0.13
0.10
11.16
0.11
0.11
0.11

百粒质量/g
100-grain weight

39.90
29.64
29.38
53.00
31.40
39.70
20.76
48.98
19.06
43.14
46.82
38.20
38.92
29.52
34.98
32.56
28.00
22.12
43.74
44.70
29.38
38.22
24.64
40.48
22.12

样品1~25的编号同表3.“一元硬币”直径2.5 cm.
Samples 1-25 are the same codes in table 3.The diameter of the coin RMB“one YUAN”is 2.5 centimeter.

图1 25份菜豆种子表型

Fig.2 Seeds of 25 common bean accessions in this study.Cluster of 25 common bean accessions based on UPGMA.
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2.2 菜豆 InDel标记多态性分析

利用 12对 InDel多态性引物对 25份菜豆种质资源进行了检测（图 2），共探测到 26个 InDel位点（表

4），平均位点数是 2.17个。引物的平均有效等位位点数为 1.78个，多态信息含量PIC平均值是 0.33，期望

杂合度（He）平均值为0.42，观察杂合度（Ho）平均值为0.52，群体的遗传多样性指数 I为0.63。

2.3 菜豆种质资源的聚类分析

为探寻供试菜豆资源之间的遗传关系，对 25份菜豆种质资源进行UPGMA聚类分析（图 3）。聚类结

果表明，遗传相似性系数在0.5~0.95，相似系数为0.54时，供试的菜豆材料可分为5类。

M，100 bp DNA ladder，样品 1~12的编号分别为 SJ0187、SJ0192、SJ0193、SJ0201、SJ0202、SJ0203、SJ0209、SJ0215、
SJ0222、SJ0225、SJ0226和SJ0227

M，100 bp DNA ladder，Samples 1-12arecoded as SJ0187，SJ0192，SJ0193，SJ0201，SJ0202，SJ0203，SJ0209，SJ0215，
SJ0222，SJ0225，SJ0226，SJ0227

图2 InDel引物NDSU_IND_09_00.4358的多态性电泳

Fig.2 Polymorphism of the amplification products using InDel primer NDSU_IND_09_00.4358
表4 12个 InDel标记在25份菜豆种质中的多态性信息

Tab.4 Genetic variation of twelve polymorphic InDel markers in 25 common bean accessions

InDel标记

NDSU_IND_09_00.4358
NDSU_IND_08_06.6880
NDSU_IND_01_05.0609
NDSU_IND_07_01.0755
NDSU_IND_07_48.4756
NDSU_IND_09_25.7818
NDSU_IND_07_02.6485
NDSU_IND_10_42.1355
NDSU_IND_06_12.3324
NDSU_IND_05_01.7405
NDSU_IND_08_36.2119
NDSU_IND_09_07.6278

平均值 Average

观察杂合度

Ho

0.87
0.67
0.83
0.52
0.23
0.29
0.28
0.48
0.80
0.40
0.40
0.48
0.52

期望杂合度

He

0.67
0.46
0.62
0.47
0.21
0.50
0.25
0.37
0.49
0.33
0.33
0.37
0.42

观察等位基

因数Na

3.00
2.00
3.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.00
2.17

有效等位基

因数Ne

2.83
1.80
2.32
1.85
1.25
1.96
1.32
1.57
1.92
1.47
1.47
1.57
1.78

引物多态性信

息含量PIC

0.57
0.35
0.50
0.35
0.18
0.37
0.21
0.30
0.36
0.27
0.27
0.30
0.33

遗传多样性

指数 I

1.07
0.64
0.96
0.65
0.35
0.68
0.41
0.55
0.67
0.50
0.50
0.55
0.63
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第 I类 7份材料（SJ0156、SJ0185、SJ0160、SJ0227、SJ0201、SJ0203和 SJ0243），第 II类 5份材料（SJ0180、
SJ0209、SJ0181、SJ0182和 SJ0215），第 III类 5份材料（SJ0179、SJ0225、SJ0192、SJ0193和 SJ0222），第 IV类 4
份材料（SJ0162、SJ0202、SJ0226和SJ0245），第V类4份材料（SJ0187、SJ0232、SJ0229和SJ0234）。

进一步分析发现，聚类结果与其种皮颜色存在一定相关性。第 I类的 7份材料中大多数纯色类型，

其中黄色 3份（SJ0227、SJ0201、SJ0243、SJ0185）、黑色 2份（SJ0160、SJ0203）、红色 1份（SJ0156）；第 II
类 5份材料中以纯色类型为主，籽粒多为白色，其中白色 3份（SJ0180、SJ0181、SJ0215），黑色 1份

（SJ0182），SJ0209的种皮虽然是花色，但也存在白色斑点区域；第 III类 5份材料的籽粒以花色类型为

主，共有 4份花色材料（SJ0179、SJ0225、SJ0192、SJ0193），种皮具有红斑、黄斑或者白斑；第 IV类 4份材

料的籽粒以花色类型为主，大多与黄色相关，其中 3份材料的种皮为全黄色（SJ0162）或部分黄色

（SJ0202、SJ0226）；第V类的 4份材料的籽粒都为纯色，多为黄色类型（SJ0232、SJ0229、SJ0234），另有一

份黑色类型（SJ0187）。综上，纯色系列包括第 I、II、V类（黄色、黑色、白色、红色），花色系列包括第 III、
IV类（黄色带红斑、红色带黄斑、红色带白斑）。这种色系的遗传差异可能是由于在进化过程中受到人

工选择的影响而造成的。

此外，在遗传相似系数为 0.95时，有两份菜豆材料虽然种皮颜色不同（SJ0180为白色和 SJ0209为黄

色带白斑），但是本研究中的 InDel标记无法区分两者，可能是由于两者的亲缘关系较近，InDel标记数量

不够而造成的。

3 讨 论

InDel标记是一种共显性分子标记，在基因组上分布广泛，密度大，适宜于进行全基因组分子标记的

发掘[17]。当前随着高通量测序技术的不断进步，InDel标记开发成本逐渐降低[18]。InDel标记的实质是一

种DNA片段长度多态性遗传标记，能利用PCR扩增进行基因型分型，检测技术快捷经济，可在电泳平台

上进行。因此，InDel标记是近年来一种较为热门的DNA分子标记技术，广泛应用于种质资源分析、分子

辅助遗传育种、群体遗传分析、图位克隆、基因定位及遗传图谱的构建等研究[12][19]。在农作物研究领域，

InDel分子标记技术已在水稻[20]、玉米[21]、油菜[22]、黄瓜[23]等作物研究中进行了报道。但是，在菜豆中的 In⁃
Del研究还十分有限，尤其是针对菜豆种子遗传变异的 InDel标记研究尚未见报道。

然而，评价菜豆种子的遗传多样性，揭示个体间的遗传背景差异和亲缘关系，对于菜豆育种而言是

十分重要而且必要的。因此，本研究引入 InDel标记技术，用于分析我国菜豆种子的遗传变异特点。通

图3 25份菜豆种质资源的UPGMA聚类分析

Fig.3 Cluster of 25 common bean accessions based on UPGMA
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过多个遗传多样性参数（观测杂合度、期望杂合度、有效等位数、引物多态信息含量等）分析，反映出供

试菜豆种质资源具有中等水平的遗传多样性。其中，PIC值是评判基因片段多态性的重要参数之一。

12对 InDel引物的平均PIC>0.3，多态性程度较高，能有效区分基因型之间的差异，其中两个 InDel引物

（NDSU_IND_09_00.4358和NDSU_IND_01_05.0609）的PIC>0.5，将有利于应用在菜豆的遗传多样性分析

和遗传图谱构建等研究中。为研究不同菜豆材料之间的遗传关系，基于 12对 InDel多态性引物对 25
分菜豆种质材料的结果，进行UPGMA聚类分析，可将其分为 5类。聚类结果表明供试种质的地区间

分类界限不明显，但是绝大多数材料的聚类与种皮颜色有关，可大致区分纯色和花色的种皮，推测这

种种皮颜色的遗传差异，可能是受到人工选择的影响。此外，有两个菜豆材料无法区分开来，可能需

要更多的多态性 InDel分子标记。

综上，本研究将 12对菜豆 InDel多态性引物成功应用于 25份菜豆材料的分子标记研究。研究结果

不仅揭示了供试菜豆种质的中等遗传多样性水平，也反映出了不同种质之间的遗传关系，还能用于品种

DNA指纹图谱的构建。因此，本研究将为菜豆遗传资源的评价、鉴定和保护利用等提供分子依据。
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