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莲花色性状 ＱＴＬ 定位及分子标记开发
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摘　 要: 莲(Ｎｅｌｕｍｂｏ ｎｕｃｉｆｅｒａ Ｇａｅｒｔｎｅｒ)花色是决定其观赏价值的重要农艺性状之一ꎬ 但其分子遗传机制尚不

清楚ꎮ 本研究以莲‘满天星’(红花)为母本ꎬ ‘巨无霸’(白花)为父本构建 Ｆ２分离群体ꎮ 利用简化基因组测序技

术(ＳＬＡＦ￣ｓｅｑ)构建高密度遗传图谱ꎬ 根据 Ｆ２群体连续两年的表型数据ꎬ 对莲的红花、 白花性状进行 ＱＴＬ 分析ꎬ
开发与该性状紧密连锁的 ＰＡＲＭＳ(Ｐｅｎｔａ￣ｐｒｉｍｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍꎬ 五引物扩增受阻突变

体系)分子标记ꎮ 结果显示: 莲的遗传图谱全长为 １０４６􀆰８２ ｃＭꎬ 包含 ８ 个连锁群、 共 ６３７６ 个上图标记ꎬ 两个

相邻标记间的平均图距为 ０􀆰１６ ｃＭꎮ 在第 ６ 连锁群上检测出 １ 个稳定控制莲红花、 白花性状的 ＱＴＬꎬ 贡献率为

４９􀆰９５７％ꎬ 于该定位区域预测到 １８ 个基因ꎬ 其中 ５ 个为控制莲红花、 白花性状的候选基因ꎮ 同时ꎬ 开发了 ３ 个

与莲红花、 白花性状紧密连锁的 ＰＡＲＭＳ 标记ꎬ 能有效区分 Ｆ２群体中的红花和白花表型ꎮ
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ｆｌｏｗｅｒｓ ｉｎ Ｆ２ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｌｏｔｕｓꎻ Ｆｌｏｗｅｒ ｃｏｌｏｒꎻ ＱＴＬ ｍａｐｐｉｎｇꎻ ＳＮＰ ｍａｒｋｅｒｓ

　 　 花色一般指花瓣的颜色ꎬ 能保护花器官免受病

虫和紫外线等不利因素的伤害[１]ꎮ 对于异花授粉

植物来说ꎬ 鲜艳的花色还能够作为吸引和指示昆

虫、 鸟类等动物的重要视觉信号ꎬ 帮助植物进行虫

媒传粉和种子传播ꎬ 促进植物的后代繁衍[２]ꎮ 对

于观赏性园艺作物ꎬ 花色在遗传育种工作中是主要

目标性状之一ꎬ 其遗传调控机制已有较多研究ꎬ 在

桃(Ａｍｙｇｄａｌｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ Ｌ.)、 月季(Ｒｏｓａ ｃｈｉｎｅｎ￣
ｓｉｓ Ｊａｃｑ.)等园艺植物中成功鉴定了控制花色的关

键 ＱＴＬｓ[３ꎬ４]ꎮ 莲(Ｎｅｌｕｍｂｏ ｎｕｃｉｆｅｒａ Ｇａｅｒｔｎｅｒ)作

为我国十大名花之一ꎬ 既是重要的园林观赏植物ꎬ
也是主要的水生蔬菜之一[５]ꎬ 具有红、 粉、 白、
黄色、 复色等丰富多样的花色类型ꎬ 但目前国内外

关于莲的花色遗传控制机理仍少有研究ꎮ
对于大多数开花植物ꎬ 花色的特异性主要与类

黄酮、 类胡萝卜素和生物碱这 ３ 大类色素相关ꎮ 过

去ꎬ 莲的花色形成机理研究主要集中于运用高效液

相色谱法对花瓣的化学组成物质进行系统分析ꎬ 以

探索色素和花色之间的联系[５－８ ]ꎮ 随着莲基因组测

序的完成[９ꎬ １０ ]ꎬ 功能基因组学迅速发展ꎬ 可以运

用分子生物学手段试图解析花色形成的基因调控网

络ꎮ 如 Ｄｅｎｇ 等[１１] 通过比较蛋白组学分析ꎬ 发现

莲的红花性状与总花青苷含量正相关ꎬ 受花青苷合

酶基因 ＮｎＡＮＳ 表达水平的影响ꎬ 而 ＮｎＡＮＳ 的表

达与该基因启动子区甲基化状态有关ꎮ Ｗａｎｇ
等[１２]也发现莲花青苷的积累与类黄酮生物合成途

径关键基因 ＮｎＡＮＳ 和 ＮｎＤＦＲ 的表达相关ꎬ 从而

决定莲的红、 白花色差异ꎮ 研究也发现ꎬ ｂＨＬＨ
家族的 ＮｎＴＴ８ 蛋白可与 ＭＹＢ 转录因子互作ꎬ 并

调控莲花青苷的生物合成[１３] ꎮ Ｓｕｎ 等[１４] 对红、
黄花类型莲品种中的 ＮｎＭＹＢ５ 基因进行了序列分

析ꎬ 发现红花莲中 ＮｎＭＹＢ５ 具有正常调控功能ꎬ
但在黄色花品种中由于第 ２ 个外显子有两个碱基

的替换或单碱基的缺失使密码子提前终止ꎬ 造成

ＮｎＭＹＢ５ 基因无法正常表达ꎬ 认为这可能是导致

花色差异的原因ꎮ 此外ꎬ 也有研究利用代谢组学

技术找出在类黄酮代谢途径中与莲品种的黄、 白

花色差异相关的主要代谢物质和关键酶[１５] ꎮ 这些

研究为进一步揭示莲花色遗传调控机制提供了参

考ꎬ 然而ꎬ 采用正向遗传学开展莲花色性状 ＱＴＬ
定位还鲜有报道ꎮ

简化基因组测序技术(ＳＬＡＦ￣ｓｅｑ)能够高效、
大规模地完成 ＳＮＰ 标记的开发ꎬ 标记可靠ꎬ 测序

耗时短ꎬ 成本低等优点较为突出[１６]ꎮ 目前已被广

泛应用于桃、 辣椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ Ｌ.)、 茄子

(Ｓｏｌａｎｕｍ ｍｅｌｏｎｇｅｎａ Ｌ.)、 黄瓜 (Ｃｕｃｕｍｉｓ ｓａｔｉ￣
ｖｕｓ Ｌ.)等园艺植物的遗传图谱构建和 ＱＴＬｓ 定位

研究[１７－２０]ꎮ 本研究以红花莲品种‘满天星’和白花

莲品种‘巨无霸’为亲本材料获得了 Ｆ２分离群体ꎬ
采用 ＳＬＡＦ￣ｓｅｑ 构建了高密度遗传连锁图谱ꎬ 对红

花、 白花性状进行了遗传分析ꎬ 获得了控制莲红

花、 白花性状的 ＱＴＬ 位点及其分子标记ꎬ 可应用

于莲育种中花色性状的高效筛选ꎬ 也有助于进一步

挖掘莲的花色相关基因ꎬ 以期为揭示莲红花、 白花

的遗传调控机制提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

以红花莲‘满天星’为母本ꎬ 白花莲‘巨无霸’
为父本ꎬ 杂交后得到 Ｆ１ꎬ Ｆ１自交产生 Ｆ２(图 １)ꎮ

!"#♂
‘Juwuba’(Male parent)

%&'♀
‘Mantianxing’(Female parent)

图 １　 Ｆ２群体的亲本表型
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｐａｒｅｎｔｓ ｉｎ Ｆ２ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

１􀆰 ２　 实验设计和性状考察

本研究的实验地点在国家种质武汉水生蔬菜资

源圃ꎬ 于 ２０１７、 ２０１８ 年春季将父、 母本和 Ｆ１各 ３
株ꎬ Ｆ２共 １７５ 株定植在 ２ ｍ× １􀆰５ ｍ 的水泥池中ꎬ
随机区组排列ꎮ 每个水泥池内填土达到 ３０ ｃｍ 深

度ꎬ １ 支藕定植于一个水泥池ꎬ 按常规方法进行田

１２８　 第 ６ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 李 静等: 莲花色性状 ＱＴＬ 定位及分子标记开发

© Plant Science Journal    http://www.plantscience.cn



间栽培管理ꎮ
在 ２０１７、 ２０１８ 年的夏季ꎬ 参照«莲种质资源

描述规范和数据标准» [２１]ꎬ 利用目测法ꎬ 结合英国

皇家园艺学会比色卡(ＲＨＳＣＣ)进行比色ꎬ 调查鉴

定亲本、 Ｆ１ 及 Ｆ２ 群体整个开花期内的花瓣颜色ꎮ
根据花瓣颜色的深度ꎬ 分为深红、 浅红、 白色 ３ 个

等级ꎮ 对 ３ 个花色等级进行赋值ꎬ 将白、 浅红、 深

红分别赋予 １、 ２ 和 ３ꎮ 利用 Ｅｘｃｅｌ ２００７ 软件进行

花色表型数据统计与分析ꎮ
１􀆰 ３　 基因组 ＤＮＡ提取及 ＳＬＡＦ 文库的构建

对 Ｆ２遗传分离群体中的两个亲本和 １７５ 个子

代的每份样品播种 １ 粒莲子ꎬ 萌发后取幼叶ꎬ 采用

ＣＴＡＢ 法提取莲的基因组 ＤＮＡꎮ 通过琼脂糖凝胶

电泳和 ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 检测 ＤＮＡ 质量与浓度ꎬ 于

－２０℃冰箱中保存备用ꎮ
将 ＤＮＡ 样品送至北京百迈克生物科技有限公

司ꎬ 采用 ＳＬＡＦ￣ｓｅｑ 技术进行高通量测序ꎮ 以莲的

基因组[９](ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / Ｔｒａｃｅｓ /
ｗｇｓ / ＡＰＬＢ０１? ｄｉｓｐｌａｙ＝ｃｏｎｔｉｇｓ)为参考ꎬ 选用限

制性内切酶 Ｒｓａ Ⅰ ＋ Ｈａｅ Ⅲ进行酶切ꎮ 获得相应

的酶切片段后ꎬ 对其进行 ３′端加 ｐｏｌｙＡ 处理ꎬ 然

后连接上测序接头ꎬ 对酶切片段进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ
并切胶回收目的片段ꎮ 文库质检合格后在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＨｉＳｅｑＴＭ２５００ 平台进行双端测序ꎬ 测序长度为

１５０ ｂｐꎮ 将水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.)作为对照(Ｃｏｎ￣
ｔｒｏｌ)ꎬ 采用相同的方法进行酶切处理ꎬ 参与建库和

测序ꎬ 以评估本次建库实验的准确性ꎮ
１􀆰 ４　 高密度遗传图谱的构建

为了获得高质量的遗传连锁图谱ꎬ 需要对多态

性 ＳＮＰ 标签进行筛选和过滤ꎮ 首先ꎬ 为了保证子

代分型的正确性ꎬ 除去父母本测序深度 １０ × 以下

的标签ꎻ 其次ꎬ 对子代的 ＳＮＰ 深度不足 ３ × 的标

签ꎬ 矫正为缺失ꎻ 对完整度进行过滤ꎬ 筛选 １００
个子代中至少有 ９０ 个个体有确定基因型的多态性

标签ꎻ 最后除去偏分离 Ｐ < ０􀆰０１ 的标签ꎮ
将筛选出的可用于遗传作图的 ＳＮＰ 标签ꎬ 与

参考基因组[１０]进行定位ꎬ 分为几个不同的连锁群ꎮ
ＳＮＰ 标签之间分别计算 ＭＬＯＤ (Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｌｏｇａ￣
ｒｉｔｈｍ ｏｆ ｏｄｄｓ)值[２０]ꎬ 过滤掉与其他 ＳＮＰ 标签之

间 ＭＬＯＤ 值均低于 ３ 的标签ꎮ 以连锁群为单位ꎬ
采用 ＨｉｇｈＭａｐ 软件[２２]分别分析各个连锁群内标记

的线性排列ꎬ 估算相邻标记之间的遗传距离ꎬ 最终

得到高密度遗传连锁图谱ꎮ
１􀆰 ５　 ＱＴＬ分析

利用 ＱＴＬ￣Ｉｃｉ Ｍａｐｐｉｎｇ ４􀆰１ 软件ꎬ 采用加性－
完备复合区间作图法( ＩＣＩＭ￣ＡＤＤ)对 Ｆ２群体的花色

表型数据和遗传图谱信息进行分析ꎬ 进行 ＬＯＤ 阈

值置换检验ꎬ 计算出合理的 ＬＯＤ 阈值以对花色性

状进行 ＱＴＬ 定位ꎬ 分别在各个连锁群进行 ＱＴＬ 检

测ꎬ 判断控制红花、 白花性状的 ＱＴＬ 是否存在ꎬ
估算 ＱＴＬ 位点的贡献率等参数ꎮ
１􀆰 ６　 分子标记的开发

通过网站 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｓｎｐｗａｙ. ｃｏｍ / ) 设计

ＰＡＲＭＳ 荧光标记引物ꎬ 包括正向引物 １、 ２ 和反

向引物ꎮ 正向引物的 ５′端连接有荧光标签序列ꎬ
其中正向引物 １ 和 ２ 的 ５′端分别连接 ５′－ＧＡＡＧ￣
ＧＴＧＡＣＣＡＡＧＴＴＣＡＴＧＣＴ － ３′ ＦＡＭ 序 列 和 ５′ －
ＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴ － ３′ ＨＥＸ 序 列ꎮ
上述 ＰＡＲＭＳ 引物组由上海生工生物工程公司合

成ꎮ ＰＣＲ 反应体系为 １０ μＬꎬ 其中包括: ５ μＬ ２×
ＰＡＲＭＳ Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ (内含通用荧光引物 ２ 条)ꎬ 正

向引物 １ 和 ２ 各 ０􀆰１５ μＬꎬ ０􀆰４ μＬ 通用反向引物ꎬ
１ μＬ 莲基因组 ＤＮＡ 模板和 ３ μＬ ｄｄＨ２Ｏꎮ ＰＣＲ 反

应程序为: ９４℃ ３ ｍｉｎꎻ 然后 ９４℃ ２０ ｓｅｃ １０ 个循

环ꎬ ６５℃(每个循环退火温度降低 ０􀆰８℃ꎬ １０ 个循

环运行完毕时退火温度为 ５７℃)ꎬ １ ｍｉｎꎻ 接着

９４℃ ２０ ｓｅｃ ３０ 个循环ꎬ ５７℃ １ ｍｉｎꎮ
用包含 ＦＡＭ、 ＨＥＸ 和 ＲＯＸ 的 ３ 种荧光检测

通道的酶标仪对获得的 ＰＣＲ 产物进行检测ꎬ 获

得各荧光强度信号值ꎬ 然后通过 ＳＮＰｄｅｃｏｄｅｒ 工
具 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｓｎｐｗａｙ. ｃｏｍ / ｓｎｐｄｅｃｏｄｅｒ０１ / )
读取荧光信号值文件ꎬ 自动进行基因分型ꎬ 得到

相应的基因型结果ꎬ 输出为散点图ꎬ 完成对 ＰＣＲ
扩增产物的基因分型ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 测序数据统计和评估

利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ＴＭ２５００ 测序平台进行

ＳＬＡＦ￣ｓｅｑ 文库的测序分析ꎬ 共获得 ６７３􀆰０７ Ｍ ｒｅａｄｓ
数据ꎬ 测序质量值 ≥ ３０的碱基所占百分比(Ｑ３０)平
均为 ９５􀆰３８％ꎬ ＧＣ 碱基含量平均为 ４０􀆰９８％ꎮ ‘巨无

霸’和‘满天星’分别获得 ３０ １８５ ３７５、 ２５ ０６６ ３１７
ｒｅａｄｓ 数据ꎬ 平均 Ｑ３０ 分别为 ９５􀆰７１％和 ９５􀆰７２％ꎬ
平均 ＧＣ 含量分别为 ３８􀆰３６％和 ３８􀆰３０％ꎻ 子代群
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体获得了 ３ ５３０ ３７８ ｒｅａｄｓ 数据ꎬ 平均 Ｑ３０ 为

９５􀆰３８％ꎬ 平均 ＧＣ 含量为 ４０􀆰９７％(表 １)ꎮ

表 １　 样品测序数量
Ｔａｂｌｅ １　 Ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｓａｍｐｌｅｓ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ ＩＤ

序列数
Ｔｏｔａｌ ｒｅａｄｓ

Ｑ３０ 百分数
Ｑ３０ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

/ ％

ＧＣ 含量
ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ

/ ％

父本 Ｐ ３０ １８５ ３７５ ９５.７１ ４１.９１
母本 Ｍ ２５ ０６６ ３１７ ９５.７２ ４１.３５
子代 Ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ３ ５３０ ３７８ ９５.３８ ４０.９７
对照 Ｃｏｎｔｒｏｌ １ １０７ ６３８ ９５.０２ ４０.８３
总数 Ｔｏｔａｌ ６７３ ０６７ ７７２ ９５.３８ ４０.９８

２􀆰 ２　 建库评估

以水稻‘日本晴’的测序数据为对照(Ｃｏｎｔｒｏｌ)ꎬ
通过 ＳＯＡＰ 软件[２２]将水稻的测序 ｒｅａｄｓ 与莲参考

基因组[１０]进行比对ꎬ 双端比对效率为 ９０􀆰３５％ꎬ 酶

切效率为 ９２􀆰３７％ꎬ 本次 ＳＬＡＦ 建库质量合格ꎬ 准

确可靠ꎮ
２􀆰 ３　 ＳＮＰ 标记与 ＳＬＡＦ 标签开发

使用 ＧＡＴＫ 和 ＳＡＭｔｏｏｌｓ 对亲本和子代进行数

据比对和 ＳＮＰ 开发ꎮ 亲本‘满天星’和‘巨无霸’分
别获得了 １ ３３０ ９１８ 和 １ ２４７ ２８６ 个 ＳＮＰ 标签ꎬ 杂

合比率均为 ５􀆰８７％(表 ２)ꎮ 通过生物信息学分析ꎬ
共开发 １ １６２ ９５０ 个莲的 ＳＬＡＦ 标签ꎬ 母本和父本

分别为 ４３０ ９４６ 和 ３９０ ２１９ 个(表 ３)ꎮ
用遗传学通用的 ２ 等位编码规则对多态性

ＳＬＡＦ 标签进行编码基因型ꎬ ９６ ６０２ 个标签被成功

分成 ８ 种基因分离类型ꎬ 分别为 ａｂ × ｃｄ、 ｅｆ ×
ｅｇ、 ｈｋ × ｈｋ、 ｌｍ × ｌｌ、 ｎｎ × ｎｐ、 ａａ × ｂｂ、 ａｂ ×
ｃｃ 以及 ｃｃ × ａｂꎮ 由于本研究为 Ｆ２群体ꎬ 因此适

合该群体的有效标签为 ａａ × ｂｂ 类型的多态性标

签ꎬ 标签总数为 ９４ １１９ 个ꎬ 占总开发数目的

４􀆰２３％ꎬ 可用于遗传图谱的构建ꎮ

表 ２　 样品 ＳＮＰ信息统计
Ｔａｂｌｅ ２　 ＳＮＰ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ ＩＤ

检测到的
ＳＮＰ 总数
Ｔｏｔａｌ ＳＮＰ

样品中 ＳＮＰ 个数
ＳＮＰ ｎｕｍｂｅｒ

杂合比率
Ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ

ｒａｔｉｏ / ％

母本 Ｍ ２ ２２６ ４８１ １ ３３０ ９１８ ５.８７
父本 Ｐ ２ ２２６ ４８１ １ ２４７ ２８６ ５.８７
子代 Ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ２ ２２６ ４８１ ８３１ ８０６ ４.９６

表 ３　 ＳＬＡＦ标签统计
Ｔａｂｌｅ ３　 ＳＬＡＦ ｔａｇ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ ＩＤ

ＳＬＡＦ 标签数
ＳＬＡＦ ｎｕｍｂｅｒ

测序总深度
Ｔｏｔａｌ ｄｅｐｔｈ

平均深度
Ａｖｅｒａｇｅ ｄｅｐｔｈ

母本 Ｍ ４３０ ９４６ ２２ ９９７ ６７９ ５３.３７

父本 Ｐ ３９０ ２１９ ２８ ２３８ ９７２ ７２.３７

子代 Ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ２１１ ３０４ ３ ２３７ ２３８ １５.１８

２􀆰 ４　 莲的高密度遗传图谱构建

通过在参考基因组的中定位ꎬ 将筛选出的

９４ １１９个 ＳＮＰ 标签分为 ８ 个连锁群ꎮ 用 ＨｉｇｈＭａｐ
软件分析获得各连锁群内标记的线性排列ꎬ 估算相

邻标记之间的遗传距离ꎬ 构建了莲的高密度遗传连

锁图谱ꎮ 该遗传连锁图谱共有 ６３７６ 个上图标记ꎬ
总图距为 １ ０４６􀆰８２ ｃＭ(图 ２)ꎬ 两个相邻标记间的

平均图距为 ０􀆰１６ ｃＭꎮ 其中ꎬ ＬＧ８ 为最短连锁群ꎬ
图距为 ５８􀆰１３ ｃＭꎻ ＬＧ１ 为最长连锁群ꎬ 图距为

１８６􀆰２６ ｃＭ(表 ４)ꎮ 上图标记的完整度为 ９９􀆰９０％ꎬ
能够保证图谱基因分型的准确性ꎮ

!"#
Linkage group

0

2 3 54 86

150

100

71

50

$
%

Lo
ca

tio
n 

/ c
M

图 ２　 Ｆ２分离群体的遗传图谱
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｐ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｆ２ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
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表 ４　 连锁群的基本信息统计
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｂａｓｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｌｏｔｕｓ ｌｉｎｋａｇｅ ｇｒｏｕｐｓ

连锁群
Ｌｉｎｋａｇｅ ｇｒｏｕｐ ＩＤ

标记数
Ｔｏｔａｌ ｍａｒｋｅｒ

总图距
Ｔｏｔａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ

/ ｃＭ

平均图距
Ａｖｅｒａｇｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ

/ ｃＭ

最大 Ｇａｐ
Ｍａｘ Ｇａｐ

/ ｃＭ

Ｇａｐ < ５ ｃＭ
/ ％

１ １７８１ １８６.２６ ０.１０ ５.７６ ９９.９４
２ ８８４ １７７.２９ ０.２０ ５.０５ ９９.８９
３ ８５９ １３８.７２ ０.１６ ３.９５ １００
４ ７６３ １７６.８３ ０.２３ ５.２８ ９９.８７
５ ８９６ １３２.４６ ０.１５ １０.７０ ９９.８９
６ ５８９ ９９.１７ ０.１７ ７.０９ ９９.８３
７ ４１７ ７７.９６ ０.１９ ３.８４ １００
８ １８７ ５８.１３ ０.３１ ３.７３ １００
总计 Ｔｏｔａｌ ６３７６ １０４６.８２ ０.１６ １０.７０ ９９.８３

２􀆰 ５　 花色 ＱＴＬ分析及基因预测

对亲本和 １７５ 株 Ｆ２群体的花瓣颜色进行连续

两年的调查ꎮ 两年间ꎬ Ｆ１均为红花ꎬ ２０１７ 年 Ｆ２群

体中白色 ３５ 株ꎬ 深红 ２４ 株ꎬ 浅红 １０９ 株ꎬ 其余 ７
株由于生长发育不良未统计ꎻ ２０１８ 年 Ｆ２中白色 ３７
株ꎬ 深红 ２２ 株ꎬ 浅红 １１３ 株ꎬ 其余 ４ 株由于生长

发育不良未统计ꎮ 综上可知ꎬ 两年的花色表型数据

基本一致ꎮ
利用 ＱＴＬ￣Ｉｃｉ Ｍａｐｐｉｎｇ ４􀆰１ 软件ꎬ 采用加性－

完备复合区间作图法( ＩＣＩＭ￣ＡＤＤ)对连续两年群

体的表型数据和遗传图谱信息进行分析计算ꎬ 在

８ 条连锁群进行 ＱＴＬ 检测ꎬ 位于第 ６ 连锁群上有

一个稳定控制莲红花、 白花性状的 ＱＴＬ 能被成功

检测(图 ３)ꎮ 它定位在两个 ＳＮＰ 标记 Ｍａｒｋｅｒ
１５３７９９ 和 Ｍａｒｋｅｒ ５４９９３ 之间ꎬ 从 ６３􀆰４４６ ｃＭ 到

６３􀆰７３２ ｃＭꎬ 区间大小 ０􀆰２８６ ｃＭꎬ 最大 ＬＯＤ 值

为 １０􀆰８５９ꎬ 贡献率为 ４９􀆰９５７％ꎬ 可能是控制花

色的关键作用位点ꎮ
根据莲基因组数据库( ｈｔｔｐ: / / ｎｅｌｕｍｂｏ. ｂｉｏ￣

ｃｌｏｕｄ.ｎｅｔ / ｈｏｍｅ)提供的基因预测和注释信息ꎬ
对花色 ＱＴＬ 定位区间进行序列分析ꎬ 检测到与

花色 ＱＴＬ 紧密连锁的 ＳＮＰ 标记 Ｍａｒｋｅｒ １５３７９９
和 Ｍａｒｋｅｒ ５４９９３ 都位于莲的第 ４ 号染色体上ꎬ
其物理距离为 ４４１􀆰 ８３４ ｋｂꎬ 共有 １８ 个基因在

此标记区域内ꎬ 其中 ６ 个无注释ꎮ 根据 １２ 个有

注释的基因信息可知ꎬ 它们在 ＲＮＡ 加工和修饰、 细
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图 ３　 连续两年花色基因的 ＱＴＬ检测
Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＱＴＬ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｌｏｗｅｒ ｃｏｌｏｒ ｇｅｎｅ ｏｖｅｒ ｔｗｏ ｙｅａｒｓ
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胞代谢和生殖发育、 免疫应答、 信号转导、 蔗糖合

成等方面发挥功能(表 ５)ꎮ 根据前人的研究[２３ꎬ２４]ꎬ
我们 推 测 其 中 蔗 糖 合 成 酶 基 因 ( Ｎｎ４ｇ２４７５７ꎬ
Ｎｎ４ｇ２４７６０ꎬ Ｎｎ４ｇ２４７６３)、 Ｂ￣ｂｏｘ 型锌指蛋白基因

(Ｎｎ４ｇ２４７６８)、 ＭＹＢ￣ｌｉｋｅ 转录因子(Ｎｎ４ｇ２４７７０)
可能与莲的红、 白花形成有关ꎬ 并把它们作为控制

花色性状的主要候选基因ꎮ
２􀆰 ６　 花色紧密连锁的荧光分子标记开发

基于 ＳＬＡＦ￣ｓｅｑ 数据ꎬ 在花色 ＱＴＬ 定位区间

Ｍａｒｋｅｒ １５３７９９ 和 ５４９９３ 之间找到 ９ 个 ＳＮＰ 位点ꎮ
根据这些 ＳＮＰ 的多态性特点ꎬ 设计了 ８ 对 ＰＡＲＭＳ
荧光引物ꎮ 以双亲和 Ｆ１的基因组 ＤＮＡ 为模板进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ 初步了解标记基因分型情况及其与花

色表型的一致性ꎮ 通过筛选ꎬ ３ 对引物 (Ｍａｒｋｅｒ
１５３７９８、 Ｍａｒｋｅｒ ５４９７５、 Ｍａｒｋｅｒ １５３７８７)分型良

好ꎬ 其相关信息见表 ６ꎮ 将筛选出的 ３ 对引物在 Ｆ２

群体中进行验证ꎬ 均可以明确区分红花和白花这两

种基因型(图 ４)ꎬ 携带 Ａ 等位变异的纯合型白花

材料是聚合在 Ｙ 轴附近的绿点ꎬ 携带 Ｇ 等位变异的

纯合型红花材料是聚合在 Ｘ 轴附近的红点ꎬ 聚合在

中间区域的蓝点是携带 Ａ / Ｇ 等位变异的杂合型材

料ꎬ 有 １ 个没有检测到荧光信号的样品用“×”表示ꎮ
表 ５　 标记区域内的基因注释

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｇｅｎｅ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｒｋｅｄ ｒｅｇｉｏｎ

基因
Ｇｅｎｅ ＩＤ

注释
Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

Ｎｎ４ｇ２４７５３ ＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇꎻ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓꎻ ｉｎ￣
ｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ

Ｎｎ４ｇ２４７５４ Ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｖ４９３＿０３８３１
Ｎｎ４ｇ２４７５５ Ｃｕｌ４￣ＲＩＮＧ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｌｉｇａｓｅ ｃｏｍｐｌｅｘ
Ｎｎ４ｇ２４７５６ Ｕｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｎｎ４ｇ２４７５７ Ｓｕｃｒｏｓｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
Ｎｎ４ｇ２４７６０ Ｓｕｃｒｏｓｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
Ｎｎ４ｇ２４７６３ Ｓｕｃｒｏｓｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
Ｎｎ４ｇ２４７６５ ＲＮＡ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｎｎ４ｇ２４７６７ Ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ
Ｎｎ４ｇ２４７６８ Ｂ￣ｂｏｘ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ２０
Ｎｎ４ｇ２４７６９ Ｇｅｎｅｒａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｎｌｙ

Ｎｎ４ｇ２４７７０ ＰＲＥＤＩＣＴＥＤ: ｐｕｔａｔｉｖｅ Ｍｙｂ ｆａｍｉｌｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ Ａｔ１ｇ１４６００

表 ６　 ＳＮＰ信息及分子标记引物序列
Ｔａｂｌｅ ６　 ＳＮＰ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ

标记名 ＳＮＰ 标记位置 引物名称 引物序列(５′－３′)
Ｍａｒｋｅｒ Ｓｃａｆｆｏｌｄ Ｐｏｓｉｔｉｏｎ Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｍａｒｋｅｒ１５３７９８ ＫＮ７０９５１７.１ ６８７ ４２５
９７５ＣｏｌＦ＿Ｇ ＧＡＡＧＧＴＧＡＣＣＡＡＧＴＴＣＡＴＧＣＴＡＣＣＡＴＡＣＣＧＡＴＴＣＣＴＴＡＴＣＣＴＣＡＧ
９７５ＣｏｌＦ＿Ａ ＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＡＣＣＡＴＡＣＣＧＡＴＴＣＣＴＴＡＴＣＣＴＣＡＡ
９７５ＣｏｌＲ ＧＴＡＣＣＴＧＡＡＴＧＧＡＣＡＧＡＴＧＣＡＡＴＧ

Ｍａｒｋｅｒ５４９７５ ＫＮ７０８９０７.１ ６３ ７１８
７９８ＣｏｌＦ＿Ｇ ＧＡＡＧＧＴＧＡＣＣＡＡＧＴＴＣＡＴＧＣＴＴＧＴＴＡＴＣＣＡＴＧＴＴＣＴＣＣＡＴＴＴＴＣＣＧ
７９８ＣｏｌＦ＿Ａ ＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＴＴＡＴＣＣＡＴＧＴＴＣＴＣＣＡＴＴＴＴＣＣＡ
７９８ＣｏｌＲ ＣＡＣＡＧＧＴＧＡＡＣＧＴＡＧＡＡＣＡＡＣＴＴＣ

Ｍａｒｋｅｒ１５３７８７ ＫＮ７０９５１７.１ ６３１ ４８９
７８７ＣｏｌＦ＿Ｇ ＧＡＡＧＧＴＧＡＣＣＡＡＧＴＴＣＡＴＧＣＴＣＧＡＡＧＧＧＧＴＡＴＴＡＣＴＧＴＴＡＴＧＡＣＣＴＡＧ
７８７ＣｏｌＦ＿Ａ ＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＣＧＡＡＧＧＧＧＴＡＴＴＡＣＴＧＴＴＡＴＧＡＣＣＴＡＡ
７８７ＣｏｌＲ ＡＣＴＣＧＡＧＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＡＴＴＣＡＡＡ
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图 ４　 ３ 个标记在 Ｆ２部分单株中的基因分型检测结果
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｆ２ ｐｌａｎｔｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｒｅｅ ｍａｒｋｅｒｓ
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３　 讨论

高密度遗传图谱是开展基因组组装和 ＱＴＬ 定

位的重要工具ꎮ ２０１２ 年ꎬ 利用 ＳＳＲ 和 ＳＲＡＰ 标

记ꎬ Ｙａｎｇ 等[２５]获得了中国古代莲和美洲黄莲(Ｎ.
ｌｕｔｅａ Ｐｅｒｓ)的遗传图谱ꎬ 这也是莲属植物中首次成

功构建连锁图ꎮ 通过 ＲＡＤ 测序技术ꎬ 中国古代莲

和美洲黄莲的遗传图被进一步完善[２６]ꎮ ２０１６ 年ꎬ
Ｌｉｕ 等[２７]利用子莲‘满天星’和藕莲‘巨无霸’为双

亲ꎬ 构建了 Ｆ２作图群体ꎬ 对获得的 ９６ 株 Ｆ２材料ꎬ
通过 ｄｄ￣ＲＡＤ 测序技术发掘 ＳＮＰ 标记ꎬ 最终得到总

图距为 ５８１􀆰３ ｃＭꎬ 平均图距为 ０􀆰７４ ｃＭꎬ 共有 ８ 个

连锁群的栽培莲遗传图谱ꎮ 本研究在前人的研究基

础上ꎬ 进一步扩大作图群体ꎬ 对 １６８ 株 Ｆ２材料利

用 ＳＬＡＦ￣ｓｅｑ 技术进行群体基因分型ꎬ 得到了更为

精细的遗传图谱ꎬ 其总图距为 １０４６􀆰８２ ｃＭꎬ 两个

相邻标记间的平均图距 ０􀆰１６ ｃＭꎬ 表明其密度更

大、 精度更高、 准确性更强ꎮ
由于遗传机理复杂ꎬ 莲重要农艺性状的研究受

到一定制约[２８]ꎬ 重要功能基因的挖掘及相关分子

机制的解析比较滞后ꎬ 但也有人基于转录组、 蛋白

组或代谢组学的方法研究了莲的地下茎膨大、 花

色、 莲子淀粉含量等重要性状[１１ꎬ １５ꎬ ２９ꎬ ３０]ꎮ 近年

来ꎬ 莲的基因组信息越来越完善ꎬ ＱＴＬ 定位研究

也取得了重要进展ꎬ 莲子产量、 地下茎、 花期、 开

花数、 花瓣数、 株型等多个重要农艺性状已有相关

ＱＴＬｓ 被成功鉴定[２６ꎬ ３１ꎬ ３２]ꎮ 但对于花色性状的遗

传定位研究ꎬ 目前仅王芸等[３２] 从花莲材料中鉴定

出 １ 个控制红花、 白花性状的 ＱＴＬꎮ 而本研究的

实验材料是以子莲和藕莲为亲本构建的 Ｆ２遗传群

体ꎬ 获得了花色相关 ＱＴＬꎬ 并对定位区间内的候

选基因进行了预测ꎬ 开发了与花色紧密连锁的

ＰＡＲＭＳ 荧光分子标记ꎬ 在一定程度上填补了以正

向遗传学手段探索挖掘控制莲花色性状功能基因的

空白ꎬ 为未来莲分子标记辅助育种体系的构建提供

了可行性方向ꎮ
研究表明ꎬ 莲的红花表型受花青苷含量的

影响 [５ꎬ １１ꎬ １３] ꎮ 在本研究中ꎬ 蔗糖合 成 酶 基 因

(Ｎｎ４ｇ２４７５７ꎬ Ｎｎ４ｇ２４７６０ꎬ Ｎｎ４ｇ２４７６３)、 Ｂ￣ｂｏｘ
型锌指蛋白基因(Ｎｎ４ｇ２４７６８)、 ＭＹＢ￣ｌｉｋｅ 转录因

子(Ｎｎ４ｇ２４７７０)作为预测的候选基因ꎬ 虽然目前

尚无研究证明它们与莲的花瓣着色有关ꎬ 但它们

可能通过调控花青苷的积累进而影响花色形成ꎮ
这是因为ꎬ 首先ꎬ 蔗糖能够作为一种信号分子ꎬ 植

物体内蔗糖的大量积累能够特异性激活下游花青苷

生物合成相关基因的表达[２４ꎬ ３３ꎬ ３４]ꎬ 而蔗糖合成酶

是高等植物体内控制蔗糖合成的关键酶之一ꎬ 我们

推测蔗糖合成酶基因 Ｎｎ４ｇ２４７５７、 Ｎｎ４ｇ２４７６０、
Ｎｎ４ｇ２４７６３ 的表达可能通过调控植物体内蔗糖

含量ꎬ 进而影响莲的花青苷合成途径ꎮ 其次ꎬ
在拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ ( Ｌ.) Ｈｅｙｎｈ.) 、
苹果(Ｍａｌｕｓ ｐｕｍｉｌａ Ｍ.) 、 沙梨( Ｐｙｒｕｓ ｐｙｒｉｆｏｌｉａ
(Ｂｕｒｍ. ｆ.) Ｎａｋａｉ)等植物中发现 Ｂ￣ｂｏｘ 锌指蛋

白能够与光调控因子 ＨＹ５ 形成蛋白复合体ꎬ 特

异性识别和结合与花青苷形成有关的 ＭＹＢ 转录

因子、 结构基因 ＤＦＲ 和 ＡＮＳ 启动子上的 Ｇ￣ｂｏｘ
并影 响 其 表 达 [２３ꎬ ３５] ꎮ 据 此ꎬ 我 们 猜 测 Ｎｎ￣
ＢＢＸ２０(Ｎｎ４ｇ２４７６８)也可能通过类似的作用机

制形成莲的红花表型ꎮ 在很多园艺植物中都发

现 ＭＹＢ 转录因子能够调控 ＰＡＬ、 ＣＨＳ 等多种参

与花青苷生物合成途径的结构基因的表达水

平 [１４ꎬ ３６ꎬ ３７] ꎬ 而候选基因 Ｎｎ４ｇ２４７７０ 具有类似

ＭＹＢ 转录因子的 ＤＮＡ￣ｂｉｎｄ 结构域ꎬ 可能在花

青苷合成代谢中发挥转录调控功能ꎮ 此外ꎬ 我

们还 发 现ꎬ ＱＴＬ 区 间 中 有 两 个 相 邻 的 ＳＮＰ
(Ｍａｒｋｅｒ １５３７９９ 和 Ｍａｒｋｅｒ １５３７９８) 刚好在该

基因的编码区ꎮ 序列分析发现ꎬ 红、 白花材料

中该基因编码的蛋白质存在两个氨基酸的突变ꎬ
这可能会导致蛋白功能的差异ꎮ 因此ꎬ 以上 ５
个基因可能是控制莲的红、 白花性状的关键基

因ꎮ 为验证上述推测ꎬ 还需开展对获得的花色

ＱＴＬ 进行精细定位、 候选基因的表达分析、 功

能验证等工作ꎮ
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